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POVZETEK

Napredek nanotehnologije v farmacevtski in kozmeti¢ni industriji prinaSa Stevilne
prednosti pri oblikovanju novih koloidnih sistemov v primerjavi s starejSimi koloidnimi
dostavnimi sistemi. Med novejse koloidne dostavne sisteme sodijo tudi trdni lipidni
nanodelci (SLN), ki zaradi svoje nanometrske velikosti na kozi ustvarijo okluzivni film

zaradi katerega se poveca hidratacija koze in zmanjsa transepidermalna izguba vode.

V magistrski nalogi smo z metodo emulgiranja taline lipidov izdelali disperzije trdnih
lipidnih nanodelcev razli¢ne sestave in velikosti. lzdelane disperzije SLN smo sprva
ovrednotili s pomocjo fotonske korelacijske spektroskopije in spremljanjem fizikalne
stabilnosti skozi daljSe ¢asovno obdobje. Najbolj optimalne disperzije SLN smo nato
uporabili v nadaljevanju, kjer smo le-te vgradili v HEC hidrogele. Hidrogele z vgrajenimi
disperzijami SLN razli¢ne sestave in velikosti smo testirali na prostovoljkah ter s
Corneometrom® in Tewametrom® merili spremembe hidratacije koze in TEWL po 30 in 60

min od nanosa posameznega hidrogela.

Disperzije SLN, ki smo jih vgradili v hidrogele so v vseh primerih doprinesle k povecanju
hidratacije koze in zmanjSanju TEWL v primerjavi s hidrogeli brez vgrajenih disperzij
SLN. Na podlagi rezultatov in vivo predstudije in $tudije lahko potrdimo, da vrsta in
koncentracija lipida v disperziji SLN ter razli¢na velikost SLN v hidrogelu vplivajo na
hidratacijo koZe. Nasprotno pa statisticno znacilnih razlik v zmanjSanju TEWL med
posameznimi hidrogeli nismo dokazali, tako da ne moremo trditi, da vgrajene disperzije
SLN oz. velikost SLN vpliva na vrednost TEWL. Najboljse rezultate pri raziskovanju
vpliva koncentracije in vrste lipida na hidratacijo koze smo dobili v primeru hidrogela s
3,5% GMS SLN. Pri raziskovanju vpliva hidrogelov z vgrajenimi SLN razli¢ne velikosti
na hidratacijo koZe smo ugotovili, da je hidrogel z manjSimi SLN (350 nm) v primerjavi s

hidrogelom z ve¢jimi SLN (860 nm) bolj u¢inkovit.
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ABSTRACT

The progress of nanotechnology in pharmaceutical and cosmetic industry brings many
advantages in the design of new colloidal systems compared to older colloidal delivery
systems. Newer colloidal delivery systems also include solid lipid nanoparticles (SLN),
which create occlusive film on the skin due to their nanometer size. Occlusive film then

increases the skin hydration and decreases the transepidermal water loss.

Dispersions of solid lipid nanoparticles with different composition and size were prepared
by melt-emulsification method. Prepared SLN dispersions were initially evaluated by
photon correlation spectroscopy and by monitoring physical stability over a long period of
time. The most optimal SLN dispersions were then used hereinafter, where we
incorporated them into the HEC hydrogels. We tested hydrogels with incorporated SLN
dispersions of different composition and size on volunteers and then measured changes in
skin hydration and TEWL with Corneometer® and Tewameter® 30 and 60 minutes after

application of each hydrogel.

SLN dispersions that have been incorporated into the hydrogels contributed to an increase
of skin hydration and a decrease of TEWL compared to hydrogels without incorporated
SLN dispersions in all cases. Based on the results of in vivo studies we can confirm that the
type and concentration of lipid in SLN dispersions and different SLN size in the hydrogel
affects the skin hydration. In contrast, no statistically significant differences in decrease of
TEWL between hydrogels have been proved. We can not assert that incorporated SLN
dispersions or the size of SLN effects the value of TEWL. Best results in researching the
affect of concentration and type of lipid on skin hydration were obtained using hydrogel
with 3,5% GMS SLN. In researching the effect of hydrogels with incorporated different
SLN size on hydration of the skin, we found that the hydrogel with smaller SLN (350 nm)
compared to the hydrogel with larger SLN (860 nm) is more efficient.
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SEZNAM OKRAJSAV
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1 UVOD

1.1 TRDNI LIPIDNI NANODELCI

Nanotehnologija je najobetavnej$a, hitro razvijajoa se veda na podrocju raziskav in
inovacij z vse ve¢jim vplivom na oblikovanje dostavnih sistemov (1). Trdni lipidni
nanodelci (SLN) predstavljajo novejsi koloidni dostavni sistem s Stevilnimi prednostmi v
primerjavi s starejSimi koloidnimi sistemi (liposomi, polimerni mikro in nanodelci,
nanoemulzije,..). So delci s povpre¢nim premerom 50 — 1000 nm, ki jih izdelamo iz trdnih
fizioloskih lipidov in razli¢nih povrSinsko aktivnih snovi. Poleg lipidov, ki so potrebni za
tvorbo jedra in PAS, ki se nahajajo na povrSini delca, nujno potrebujemo vodo kot

disperzni medij (2).

1.1.1 IZDELAVA SLN

Poznamo dve tehniki, ki jih uporabljamo pri izdelavi trdnih lipidnih nanodelcev: vroca in
hladna homogenizacija. Prvi korak je pri obeh tehnikah enak in obsega taljenje lipida pri
temperaturi, ki je viSja od lipidnega taliS¢a. Pri vro€i homogenizaciji vodno fazo s PAS
dodamo lipidni fazi (pri isti temperaturi). S pomog¢jo rotor — stator homogenizatorja (pri T
vi§ji od taliséa lipida) dobimo emulzijo staljenih lipidov z ZU v vodni fazi PAS. S
homogenizacijskimi cikli postopek nadaljujemo do Zelene velikosti SLN. Obicajno
zadostuje 2 — 5 ciklov. Z nepotrebnim vecanjem Stevila ciklov lahko povzro¢imo
koalescenco kapljic taline lipidov. Homogenizaciji sledi ohlajanje in rekristalizacija ter s
tem nastanek SLN. Pri hladni homogenizacijski tehniki pa v drugem koraku talino lipidov
z vklju€eno zdravilno uc¢inkovino ohladimo s teko¢im duSikom ali suhim ledom in nato
zmes lipidov z ZU zmeljemo s pomocjo krogli¢nega mlina. Nastale mikrodelce (50 — 100
mm) razprSimo v hladno vodno raztopino PAS, pri ¢emer dobimo suspenzijo. Suspenzijo v
zadnjem koraku homogeniziramo pri isti ali nizji sobni temperaturi, da dobimo Zeleno
velikost SLN. Hladno homogenizacijo so razvili za odpravljanje tezav vroce
homogenizacije (razpad vklju€enih ZU, zapletenost kristalizacijskega postopka,..). Kot
najbolj uveljavljena se uporablja visokotlatna homogenizacija, kjer homogenizatorji

potisnejo tekocino pod visokim tlakom (100-200 barov) skozi ozko rezo velikosti nekaj
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mikrometrov. Za izdelavo SLN lahko uporabimo tudi ultrazvo¢no tehniko,

mikroemulzijsko tehniko ali obarjalno metodo (2).

1.1.2 KARAKTERIZACIJA TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

Povprecni premer, polidisperzni indeks in zeta potencial SLN

Velikost delcev lahko dolo¢imo na veC nacinov. Poznamo fotonsko korelacijsko
spektroskopijo (PCS), lasersko difrakcijo (LD), presevno elektronsko mikroskopijo (TEM)
ter vrsticno elektronsko mikroskopijo (SEM). Med vsemi metodami Se najpogosteje
posluzujemo PCS in LD. Lasersko difrakcijo lahko uporabimo za dolocevanje velikosti
delcev v obmocju nekaj deset nanometrov do nekaj milimetrov, pri ¢emer izkoris¢amo
uklon laserske svetlobe. PCS metoda pa nam obi¢ajno poda rezultate v obmo¢ju med 3 nm
in 3 um. Fotonsko korelacijsko spektroskopijo poznamo kot dinami¢no sipanje svetlobe, ki
meri nihanje intenzitete sipane svetlobe. Le-ta je posledica gibanja delcev (Brownovo
gibanje). SEM in TEM metodi pa uporabimo pri dolo¢anju oblike, strukture in kristalnega
stanja trdnih lipidnih nanodelcev (3, 4).

Pri izdelavi SLN je zazeleno, da izdelamo trdne lipidne nanodelce s povprecnim premerom
manj$im od 400 nm in s polidisperznim indeksom manj$im od 0,3. Vrednosti PDI blizje 1
kazejo na heterogenost delcev v vzorcu (polidisperzen vzorec) (3).

Za samo fizikalno stabilnost disperzije je pomembno, da imajo delci na svoji povrSini
dolo¢en naboj. Zeta potencial je merilo gostote naboja delcev. Ugodni rezultati so vecji od

+ 30 mV ali manjsi od — 30 mV (4).

Fizikalna stabilnost disperzije SLN

Fizikalno stabilnost disperzije SLN doloamo med daljSim c¢asovnim obdobjem
shranjevanja z zapisovanjem sprememb povprec¢nega premera, PDI in ZP SLN. Preverimo
lahko tudi spremembo vsebnosti zdravilne ucinkovine vgrajene v disperzijo SLN in
viskoznost disperzije SLN. Pomembno za fizikalno stabilnost je tudi opazovanje videza
shranjene disperzije SLN. Disperzije SLN lahko shranjujemo pod razli¢cnimi pogoji (sobna

T, hladilnik, zamrzovalnik, na svetlobi ali zas¢iteno pred svetlobo) (4).
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Teznja h kristalizaciji in polimorfno obnasanje SLN

V primeru, ko imamo vgrajeno ZU, moramo posebno pozornost nameniti Kkristalizaciji
lipidov, saj je le-ta povezana s hitrostjo spro$¢anja vgrajene zdravilne uéinkovine. Trdno
agregatno stanje lipidnih nanodelcev zmanjSuje mobilnost vgrajenih ZU in omogoca
nadzorovano spros¢anje ZU iz nosilnega sistema. Polimorfno obnasanje SLN pa ima velik
vpliv na agregacijo SLN (5). Osnovne metode za dolocanje fizikalno — kemijskih lastnosti
delcev vKkljucujejo termic¢no analizo in rentgensko difrakcijo. Najbolj se uporabljata DTA

(diferenc¢na termi¢na analiza) in DSC (diferen¢na dinami¢na kalorimetrija) (3).

1.1.3 DERMALNA UPORABA TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV IN VGRADITEV
LE-TEH V HIDROGEL

Zaradi nezelenih sistemskih uc¢inkov pri peroralni in parenteralni aplikaciji ima dermalna

aplikacija vedno ve€ veljave, saj ponuja veliko prednosti (6):

1. lzognemo se presnovi prvega prehoda.

2. Je priro¢na, dobro sprejeta s strani bolnikov, enostavna za uporabo in primerna za
samozdravljenje.

3. Ker je serumska absorpcija minimalna, je manj pomislekov glede same varnosti

aplikacije.

Ucinkovitost dosezemo z niZjim dnevnim odmerkom.

Preprec¢ujemo nihanje koncentracije zdravilne u¢inkovine.

Imamo sposobnost enostavne prekinitve aplikacije, kadar je to potrebno.

V primerjavi z ustno ali nosno votlino uporabljamo sorazmerno veliko povrSino.

© N o g b

Zdravilno ué¢inkovino selektivno dostavimo na ciljano mesto.

Ker so za samo permeabilnost koze pomembni zlasti kozi naravni lipidi, so raziskovalna
prizadevanja privedla do razvoja lipidnih nosilnih sistemov med katere spadajo tudi trdni
lipidni nanodelci, ki omogocajo izmenjavo lipidov s povrsino koze (7). Trdni lipidni
nanodelci imajo razlicne prednosti in odpravljajo pomanjkljivosti ostalih koloidnih

sistemov (2):
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1. SLN imajo odlicno toleranco, ker so sestavljeni iz fizioloskih in biolosko
razgradljivih lipidov, ki kaZejo nizko toksi¢nost in citotoksi¢nost (8). Ker temeljijo
na neiritativnih in netoksi¢nih lipidih so primerni tudi za uporabo na poskodovani

in vneti kozi (9).

2. SLN omogocajo vgrajevanje tako hidrofilnih kot lipofilnih ucinkovin (npr.

diazepam, nifedipin, timolol, pilokarpin,..) (2).

3. Zaradi trdnega lipidnega matriksa lahko z uporabo SLN zas¢itimo vgrajene labilne

uc¢inkovine pred oksidacijo, hidrolizo, fotolizo,..(7).

4. S SLN lahko omogoc¢imo nadzorovano spro$¢anje vgrajene ucinkovine in s tem
zmanj$amo nezelene ucinke (2). Pomembno je, da izberemo lipide, ki imajo
temperaturo taliS¢a visjo od telesne temperature, saj morajo SLN ostati v trdnem

agregatnem stanju pri telesni temperaturi, da se vgrajena uc¢inkovina pocasi sprosti

(10).

5. Ker imajo SLN okluzivne lastnosti, omogocajo povecCanje hidratacije koze in
zmanjSanje transepidermalne izgube vode (8). Okluzivni uc¢inek SLN je posledica
majhnosti delcev, ki tvorijo film na kozi, kar vodi do zmanj$anega izhlapevanja
vode. Obseg okluzivnega ucinka je odvisen od razli¢nih dejavnikov: velikost
nanodelcev, uporabljen volumen vzorca, koncentracija lipida in kristalini¢nost
lipidnega matriksa. Kadar je zasc¢itna plast koze okvarjena je potrebno uporabiti
okluzivne izdelke, ki obnovijo vsebnost vode v rozeni plasti. Veliko snovi z
dobrimi okluzivnimi lastnostmi (vazelin, mascobe in mascobne kisline,..) imajo
nesprejemljiv kozmeti¢ni oz. estetski videz in puScajo na kozi masten ter tezak
obcutek. V ta namen so razvili razlicne O/V, V/O kreme in hidrogele v katere
vgradimo disperzije SLN, ki predstavljajo kompromis med okluzivnim u¢inkom in

videzom na kozi (11).

6. Prednost trdnih lipidnih nanodelcev je tudi njihova enostavna vgraditev v razli¢ne
dermalne oblike, kot so geli in kreme. Med izdelavo del ali celotno koli¢ino vode

nadomestimo z disperzijo SLN. lIzkazalo se je, da SLN po vgraditvi v dermalne

4
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oblike ostanejo neposkodovani, kar pomeni, da se ne raztopijo v lipofilni fazi, e le-
to skrbno izberemo (11). Preprosto lahko zdruzimo prednosti obstojece dermalne

oblike in trdnih lipidnih nanodelcev.

1.1.3.1 HIDROGELI

Hidrofilni geli, imenovani hidrogeli so sestavljeni iz zamrezenih materialov, ki absorbirajo
velike koli¢ine vode, brez raztapljanja. Gel je stanje, ki ni niti povsem tekoce, niti povsem
trdno. Sposobnost hidrogela, da absorbira vodo, izhaja iz hidrofilnih funkcionalnih skupin,
ki so vezane na polimerno ogrodje, medtem ko odpornost proti raztapljanju izhaja iz
navzkriznih povezav mreznih verig. Voda znotraj hidrogela omogoca prosto razsirjanje
nekaterih molekul topljenca, medtem ko polimer sluzi kot matrica, ki drzi vodo skupaj
(12).

Najvecji delez med sestavinami hidrogela zavzema voda, ki predstavlja disperzni medij.
Poleg vode potrebujemo tvorilec gela, vlazilec in konzervans. Pri izdelavi hidrogela
moramo najve¢ pozornosti nameniti tvorilcu gela, saj je od njega odvisna stabilnost, izgled
in prijetnost uporabe. Voda in vlaZilec sta imobilizirana v 3D reSetki, ki jo tvori tvorilec
gela (npr. hidroksietilceluloza,..). Pri uporabi vlaZilnih sestavin moramo biti pozorni na
morebiten lepljiv obCutek. Ker pri hidrogelih nimamo emulgatorjev, ki b1 ublazili lepljiv
obcutek, moramo biti v zaCetnih poskusih previdni in znizati koli¢ino vlaZilnih sredstev

(13).
1.2 HIDRATACIJA KOZE IN TRANSEPIDERMALNA IZGUBA VODE

Koza je najvecji in najbolj vsestranski organ Cloveskega telesa. Sestoji iz vrhnjice, usnjice
in podkozja. Vrhnjica (epidermis) je zunanja zaS€itna plast kozZe, ki jo od spodaj navzgor
sestavljajo bazalna plast (stratum basale), trnasta plast (stratum spinosum), zrnata plast
(stratum granulosum), svetleCa plast (stratum lucidum) in rozena plast (stratum corneum).
Osnovna plast celic je zarodna plast (stratum germinativum) v kateri se epitelijske celice
nenehno razmnoZzujejo in potujejo proti povrsini koze, kjer na vrhnji plasti koze (stratum
corneum) odmrejo in se odlus¢ijo s povrSine koze (14). Rozena plast ima specifi¢no

zgradbo, ki predstavlja pregrado zaradi katere je povrsina koze neprepustna oz. selektivno
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prepustna za vodo, ione in druge snovi (15). Opravlja najpomembnejso nalogo pri zasciti
koze, saj varuje notranjost telesa pred izsusitvijo, nekontrolirano in ¢ezmerno izgubo vode
ter 8¢iti kozo pred vdorom neZelenih snovi iz okolja (14). Za normalno delovanje in
ohranjanje zdravega videza koZe, mora roZena plast vsebovati 10 —20% vode. Ce vsebnost
vode pade pod to vrednost, je zasCitna plast koze okvarjena. Koza izgubi proznost, razpoka
in se lus¢i (11). Vzdrzevanje optimalne ravni hidratacije koze s strani rozene plasti je
odvisno od ve¢ dejavnikov in je skrbno regulirano (16). Med pomembne dejavnike
uvrS¢amo transepidermalno izgubo vode — TEWL (pasivna izguba vode). Ne glede na to,
da ima rozena plast nizko prepustnost za snovi, ni popolnoma tesna. Voda se iz koze stalno
izgublja s pasivno izgubo skozi neposkodovano rozeno plast (17). Problem se pojavi, ko
pride do okvare barierne funkcije SC, saj se v tak§nem primeru TEWL mocno poveca (18).
Da pride do povecéane izgube vode, je v veliki meri odvisno od medceli¢nih lipidov. Med
pomembne gradnike intercelularnih lamel uvrS¢amo holesterol, ceramide in mascobne
kisline. Ceramidi so kljuéni za organizacijo lipidov, medtem ko holesterol olajsa
medsebojno strukturiranje razli¢nih lipidov (15). Poleg prisotnosti in urejenosti lipidov je
pomembna tudi prisotnost naravnih vlazilnih faktorjev — NMF (ang. Natural moisturizing
factors). Naravni vlazilni faktorji so nizkomolekularne vodotopne spojine, ki se tvorijo
znotraj korneocitov z razpadom filagrina (16). K NMF pristevamo azospojine, natrijevo sol
pirolidinkarboksilne kisline, razli¢ne karboksilne kisline, proste aminokisline ter razli¢ne
elektrolite (19). Kadar rozena plast zazna zmanjSano vlago v okolju generira ve¢ spojin
NMF z aktiviranjem proteaz (14).

Poleg nastetih dejavnikov pa moramo izpostaviti tudi notranje in zunanje staranje.
Endogeno staranje koze je odvisno od genetskih dejavnikov, delovanja hormonov, zlez in
raznih bolezenskih stanj. Eksogeno staranje pa je povezano z okoljskimi vplivi (UV, mila,
detergenti, Cistila, alkohol, tobak, suh zrak in veter, ..). Suha koZa se lahko pojavi tudi pri

dolgotrajni uporabi zdravil za dermalno uporabo (npr. kortikosteroidi) (19).

1.3 NEINVAZIVNE METODE ZA MERJENJE HIDRATACIJE KOZE IN
TEWL

Hidratacija koZe predstavlja vsebnost vode v roZeni plasti in jo merimo neposredno. Znano
je, da so elektri¢ne lastnosti koze odvisne od vsebnosti vode v SC. V primeru enostavnega

elektricnega modela, se koza smatra kot upor, ki je vezan vzporedno s kondenzatorjem. Ti
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dve komponenti (upornost in kapacitivnost) prispevata k skupnemu uporu na povrSini
koze. Hidratacija koze je torej lahko izmerjena kot skupen upor ali alternativno kot
elektri¢na prevodnost (obratna vrednost upornosti) in kapacitivnost. Komercialno dostopni
inStrumenti, ki temeljijo na omenjenih nacinih merjenja so ASA-M2 (prevodnost),
Corneometer® CM820 in 825 (kapacitivnost), Dermalab Moisture Unit (upornost), Skicon
200 (kapacitivnost) in ostali (20).

V primeru transepidermalne izgube vode se uporabljata metodi odprte in zaprte celice.
Odprte celice so odprte za ozrac¢je in na njih zlahka vpliva turbulenca in zra¢na konvekcija
(predstavljeno v nadaljevanju). Zaprte celice pa so novejsi modeli, v katerih je merilna
celica zaprta in skrita pred ozra¢jem. Poznamo dva tipa zaprte celice, zaprto celico s
kondenzatorjem (condenser type closed-chamber) in zaprto celico z odvodom zraka
(unventilated closed-chamber type). Pri prvem tipu zaprte celice je majhen merilni valj na
vrhu zaprt s kondenzatorjem. Gradient v tem primeru izracunamo iz dveh vrednosti vlage,
vlage na steni celice in vlage v kondenzatorju. Pri drugem tipu zaprte celice je merilni valj
na vrhu zaprt. Ko celico postavimo na povrSino koze, se vodna para iz koze zbira v celici.
S ¢asom se vlaznost v celici poveca. Gradient izra¢unamo na podlagi spremembe relativne
vlaznosti in temperature skozi daljSe ¢asovno obdobje. Metode ne moremo uporabiti za
neprekinjene meritve. Komercialno dostopni inStrumenti so Aquaflux (zaprta celica s
kondenzatorjem), Evaporimeter EP1 in EP2 (odprta celica), Tewameter® TM210 in

TM300 (odprta celica), VapoMeter (zaprta celica z odvodom zraka) in ostali (20).

Na hidratacijo koze in transepidermalno izgubo vode imajo veliko vpliva endogeni,
eksogeni, okoljski, eksperimentalni faktorji in faktorji povezani s samimi inStrumenti.

Mnogo od teh lahko nadzorujemo ali zmanjSamo z dobro razvitim protokolom (20).

Endogeni faktorji

Vrednosti transepidermalne izgube vode se razlikujejo med anatomskimi deli telesa zaradi
vpliva ozilja, miSic in tonicnosti koze. Razlicne vrednosti TEWL dobimo tudi na razli¢nih
mestih na istih anatomskih podro¢jih. Na primer na notranji strani podlakti so vrednosti
TEWL visje in bolj spremenljive blizje zapestju ali komolcu. Najvisje vrednosti TEWL

dobimo na dlani. Tudi pri hidrataciji koZe obstajajo velike razlike med razli¢nimi
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anatomskimi podrocji. Najvi§je vrednosti hidratacije koZe povezujemo s ¢elom in dlanjo,
najnizje pa s trebuhom, stegnom in spodnjim delom nog. V klini¢nih Studijah za merjenje
TEWL in hidratacije koze priporocajo merjenje na notranji strani podlakti stran od
zapestja. Zaradi toplotnih, Custvenih in fizicnih mehanizmov ima na hidratacijo koze in
TEWL velik vpliv tudi potenje, ki vrednosti povecuje. Vpliv potenja lahko nadzorujemo z
ustrezno aklimatizacijo na pogoje temperature in relativne vlaznosti v prostoru. Tudi
zdravje koze vpliva na TEWL in hidratacijo koze. V primeru atopijskega dermatitisa so

vrednosti TEWL povecane in vrednosti hidratacije koze zmanjSane (20).
Eksogeni faktorji

Eksogeni faktorji, ki vplivajo na vrednosti TEWL vkljucujejo umivanje koZze, uporabo
razli¢nih dermalnih izdelkov, izpostavljenost razli¢nim topilom in detergentom, kajenje in
ostalo. Vrednosti TEWL se v vseh primerih povecajo, med tem ko se hidratacija koze

zmanjsa (20).

Poleg inStrumentov za merjenje TEWL in hidratacije koze je potrebno v prostoru, kjer
opravljamo meritve, imeti tudi termometer in merilec relativne vlaznosti. Priporocljiva je
uporaba grelcev sond, ker lahko razlike med temperaturo koZe in temperaturo sonde
vplivajo na TEWL vrednosti. Pred meritvami transepidermalne izgube vode in TEWL, se
mora testirana oseba aklimatizirati na pogoje v prostoru (15 — 20 min), kjer se izvajajo
meritve (20).

1.3.1 CORNEOMETER® CM 825

Z merilnim in§trumentom Corneometer® izmerimo vsebnost vlage v rozeni plasti s
kapacitivnostno metodo, ki meri kapacitivnost dielektrika, to je koze. Merilni kondenzator
kaze spremembe kapacitivnosti koze glede na hidratiranost le-te. Zlate zice na keramicni
povrsini so pokrite s tanko stekleno plos¢o za zascito sonde. Med posameznimi Zicami se
razvije izmenicno elektricno polje. Ena Zzica kopi¢i presezek elektronov, druga
pomanjkanje. Med merjenjem razprSeno polje prodre v prvo plast koZe in tako je dolo¢ena
kapacitivnost. Vsebnost vlage v kozi izmerimo v povrSinskih slojih rozene plasti (10 — 20

um), zato da se izognemo vplivu krvnih zil (21).
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Prednosti Corneometra® v primerjavi z ostalimi komercialno dostopnimi in§trumenti (21):

1. Z inStrumentom zaznamo tudi majhne spremembe v stopnji hidratacije.

2. Ni vpliva kemic¢nih snovi ali soli v izdelkih, ki se nanasSajo na kozo.

3. Globina elektri¢nega razprsenega polja je dokazano zelo majhna, tako da se izmeri

le vlaga na povrsini koze.

4. Najnovejsa elektronika zagotavlja temperaturno stabilnost sonde.

5. Zelo kratek ¢as merjenja (1 s za enkratno meritev) preprecuje vpliv okluzije na

rezultat. S sondo so mozne enkratne ali neprekinjene meritve.

6. Konstanten in nizek pritisk sonde na koZzo omogoc¢a natanéne in ponovljive

rezultate.

7. Mozno je merjenje na zelo majhnih delih telesa (ustnice, usesa,..).

Pri merjenju moramo biti pozorni na to, da ve¢ meritev na istem podrocju koze vodi do

povecanja vlage zaradi okluzije. Do takSnega pojava pride, ker se pod sondo kopici voda,

ki ne more izhlapeti in tako vpliva na meritve. Dobljene vrednosti so vi§je, Ceprav se vlaga

v rozeni plasti ni spremenila. Torej se je potrebno pri merjenju premikati po testiranem

podro¢ju in vsaki¢ meriti na

sosednji povrSini. Med vsako meritvijo je priporocljivo

pocakati 5 s. Pri testiranju kozmeti¢nih izdelkov meritve ne smemo izvajati takoj po

nanosu izdelka, ker bi v tem primeru izmerili vsebnost vlage v izdelku in ne vsebnost vlage

v koZi. Merjenje se pri¢ne takoj, ko sonda pride v stik s koZo. Poleg izmerjene vrednosti se

na zaslonu Corneometra® prikaze tudi povprena vrednost vseh meritev, standardna

deviacija, temperatura in relativna vlaznost (21).

Tabela 1: Interpretacija rezultatov hidratacije koze s Corneometrom® CM 825.

Notranja stran podlakti [arbitrarne
enote]
Zelosuhakoma . |<s0
Suha koza 30-45
Dovolj navlaZena koza > 45
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Podatki v tabeli 1 se nanasajo na zdravo kozo in normalne sobne pogoje (20 °C ter 40 — 60
% RH). Vrednosti so podane v arbitrarnih enotah Corneometra® med 0 in 130. Tabela sluZi
le kot pristop za razlago rezultatov in velja tudi za druge dele telesa. Vrednosti
predstavljajo le grobo lestvico in se lahko spreminjajo zaradi okoljskih faktorjev

(temperatura, relativna vlaznost, letni cas, ..) (21).
1.3.2 TEWAMETER® TM 300

Tewameter® je v svetu najbolj sprejeta merilna naprava za oceno transepidermalne izgube
vode (TEWL). Aparatura meri gostoto toka vodnih hlapov v zraku nad kozo in iz meritev
izrauna difuzijski gradient. Merilna celica je v obliki ozkega votlega valja z odprtima
koncema (premer 10 mm, viS§ina 20 mm), ki ima dva senzorja vlage in temperature ter
predstavlja metodo merjenja z odprto celico (22). Prvi odprti konec je name$éen na
povrsino koze, med tem ko drugi odprti konec deluje kot odprtina, ki dovoljuje vodni pari,
da se dvigne v ozra¢je (20). Metoda merjenja z odprto celico je edini nacin, kjer se
neprekinjeno oceni TEWL brez vpliva mikro okolja. Tak$na oblika zmanjsa vplive
vrtinéenja zraka znotraj celice. Mikroprocesor analizira vrednosti in izraza stopnjo
izhlapevanja v g/h/m2. Z uporabo mikroprocesorja in dveh parov senzorjev ima
Tewameter® zmoznost prejeti informacije o temperaturi in relativni vlaznosti za vsako
TEWL vrednost med celotno meritvijo. To je zelo pomembno za oceno tocnosti in
ponovljivosti. Fizikalna osnova za meritve je difuzni zakon, ki ga je leta 1855 odkril Adolf
Fick (23).

Glavne prednosti metode odprte celice pred metodo zaprte celice Tewametra® (22):

1. Omogoca natan¢no in hitro merjenje TEWL brez vplivov mikro klime koze (tlak,
okluzija, temperatura). Nima vpliva na strukturo koZe in zagotavlja enostavno
rokovanje.

2. Senzorji sonde imajo obicajno sobno temperaturo (20 — 22 °C), medtem, ko je
temperatura koze okoli 30 °C ali ve¢. Ker je izmerjena koli¢ina izhlapele vode zelo
majhna (zdrava koza 8 — 15 g/h/m? - 0,000001333 — 0,00000025 g/min/cm?),

morajo senzorji doseci temperaturo koze, da zagotovimo to€no in stabilno meritev.

10
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Z grelcem sonde omogoc¢imo nenehno segrevanje celice do temperature, ki je blizu
temperaturi koze.

3. Zaradi majhne celice je minimiziran vpliv turbulence zraka.

4. Med posameznimi meritvami ni potrebno Cakati.

5. Hitro dosezemo stabilne meritve. Uporabimo lahko tudi neprekinjene meritve za
dalj$e ¢asovno obdobje (30 s).

6. Izbiramo lahko med razli¢cnimi prilagoditvami c¢asovnega intervala za oceno

povprecne vrednosti. Prilagodimo lahko tudi standardni odklon.

Pri izvajanju meritev moramo paziti, da celico Tewametra® drzimo v horizontalni legi in
popolnoma na miru, saj je merjenje z metodo odprte celice omejeno na uporabo
horizontalnih povrsin koZe zaradi motenj turbulence zraka. Ce celica ne sede dovolj dobro
na povrsino koze, lahko voda izhlapi skozi rezo, ki nastane med celico in kozo. Paziti
moramo tudi na pritisk celice ob povrsino koze, saj lahko le-ta spremeni vrednost TEWL

zaradi spremembe v razdalji med kozo in senzorji (20).

Tabela 2: Interpretacija rezultatov TEWL s Tewametrom® TM 300.

TEWL vrednosti [g/h/m?] Interpretacija vrednosti
o-10  |Zeozmvosanekoze |
10-15 Zdravo stanje koze
15-25 Normalno stanje koze
25-30 Obcutljiva, preobremenjena koza
Nad 30 Kriti¢no stanje koze

Podane vrednosti (tabela 2) se nanasajo na zdravo in nepoSskodovano kozo pri normalnih
sobnih pogojih (20 °C in 40 — 60 % RH). Na celico Tewametra® vplivajo pogoji okolja
(gibanje zraka, temperatura, relativna vlaznost), kar posledi¢no prinese drugacne rezultate

(22).
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1.4 RAZISKAVE VPLIVA TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV NA
HIDRATACIJO KOZE IN TEWL

Stevilni raziskovalci so izdelali trdne lipidne nanodelce (SLN) kot ustrezen terapevtski
koloiden sistem. Uporabljali so razli¢ne pristope in razlicne procesne parametre, ki
vplivajo na velikost nanodelcev. Mulla JS in Khazi IM sta proucevala, kako na povprecni
premer nanodelcev vpliva vrsta lipida, koncentracija lipida (2,5 % - 10,0 % m/m),
povrsinsko aktivne snovi (1,0 % - 5,0 % m/m) in hitrost homogeniziranja (6500 — 24500
obratov/min). Ugotovila sta, da se povprecni premer in polidisperzni indeks delcev
povecujeta z vi§jo koncentracijo lipidov. Pri povrsinsko aktivnih snoveh sta dokazala, da
serije izdelane z niZjimi koncentracijami PAS, vsebujejo vedje nanodelce. Ce imamo vigjo
koncentracijo PAS, ta zmanjSa povrSinsko napetost. NajboljSe rezultate sta dobila pri
serijah, kjer sta uporabila zmes dveh PAS. Kot je bilo pricakovati, se je velikost
nanodelcev zmanjSala, ko so povecali hitrost homogeniziranja (23). Do podobnih

zakljuckov so prisli tudi Ahlin P. in sodelavci (24).

Na hidratacijo koze in TEWL lahko v veliki meri vplivamo z uporabo okluzivnih spojin.
Spojine z visokim uc¢inkom okluzije imajo obicajno nesprejemljiv videz na kozi. Med
raziskovanjem so ugotovili, da imajo tudi trdni lipidni nanodelci okluzivni u¢inek. Stopnja
okluzije je odvisna od velikosti nanodelcev, uporabljenega volumna vzorca, od
koncentracije lipidne faze in kristalini¢nosti lipidnega matriksa. Wissing S.A. in sodelavci
so te dejavnike podrobno proucili z in vitro testi. Popolno tvorbo filma so opazili pri
nanodelcih s premerom 200 nm. Nanodelci s premerom med 200 in 400 nm so Se vedno
tvorili na kozi okluziven film, pri nanodelcih s premerom nad 600 nm pa se je okluzija
mocno zmanjSala. Zakljucili so, da so za tvorbo ustreznega okluzivnega filma na povrSini
koze dovolj nanodelci s premerom 400 nm. Glede casovne odvisnosti je bila stopnja
okluzije za nanodelce s premerom od 200 — 400 nm med eksperimentom sorazmerno
konstantna, kar podpira ugotovitev, da tvorba filma okluzije poteka v prvi uri. Da se
omogoci nastanek filma, je treba doseci kriticno vrednost. Ucinek okluzije je vecji, Ce je
debelina apliciranega vzorca veéja. Sele pripravki, ki so vsebovali 35% lipidne faze in vec,
so pokazali izrazito okluzijo. Ce pa je lipidni matriks v kristalnem stanju, se vidi
podvojitev stopnje okluzije. V Studiji so primerjali tudi stopnjo okluzije konvencionalne

kreme O/V (30 % lipidne faze in 70 % vodne faze) s SLN disperzijo (30 % lipidne faze).
12
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Uporaba SLN disperzije je v prvi uri prinesla bistveno vec¢jo stopnjo okluzije v primerjavi s

konvencionalno kremo (11).

Studije, v katerih so proucevali vpliv trdnih lipidnih nanodelcev na hidratacijo koze,
TEWL in elasti¢nost koze so oblikovane tako, da zajemajo razlicne metode izdelave trdnih
lipidnih nanodelcev, karakterizacijo SLN po razli¢nih metodah, pripravo formulacije
(hidrogel, O/V krema, V/O krema,..), vgraditev SLN v formulacije, in vivo teste z uporabo
razli¢nih inStrumentov in statisti¢no analizo rezultatov. Pri vsakem oblikovanju in vivo
Studije je pomembno, da izberemo zdrave prostovoljce v dolo¢enem starostnem obdobju, z
jasno definirano povrs$ino nanosa formulacije in kontrolnih polj, z vnaprej doloceno
koli¢ino naneSenega vzorca ter z definiranim ¢asovnim obdobjem nanosa in posameznih

meritev.

Wissing S.A. in Muller R.H. sta za svojo Studijo izdelala trdne lipidne nanodelce (10 %
cetil palmitat, 1,5 % sukrozni stearat, 88,5 % voda) s premerom manjs$im od 400 nm in z
ozko porazdelitvijo velikosti. Disperzije trdnih lipidnih nanodelcev so bile fizikalno
stabilne. Povpreéni premer o izmerili z metodo laserske difrakcije, termi¢no analizo pa so
opravili z DSC. Izdelali so kremo O/V, kjer so 40 % vodne faze nadomestili z disperzijo
SLN. Na eno roko so nanasali konvencionalno kremo brez vgrajenih SLN, na drugo roko
pa formulacijo z vgrajeno disperzijo SLN, dvakrat na dan, 28 dni. 12 — 16 ur po zadnjem
nanosu izdelkov so s Corneometrom® in Cutometrom® opravili meritve. Rezultati
Corneometra® so pokazali, da sta obe formulaciji povetali hidratacijo koZe (standardna
krema za 24,14 % oz. krema z disperzijo SLN za 31,92 %). Krema z vgrajeno disperzijo

SLN je bila v primerjavi s kremo brez vgrajene disperzije SLN ucinkovitejsa (25).

Effat F.S. in sodelavci so v svoji $tudiji primerjali klasi¢éno kremo s koencimom Q10 in
kremo s koencimom Q10 z vgrajenimi trdnimi lipidnimi nanodelci. Po 1 mesecu dermalne
uporabe na prostovoljkah sta obe kremi pokazali izboljSanje hidratacije kozZe. Prva za 40 %
in druga za 65 %. Izboljsana je bila tudi elasticnost koze. Tudi v tem primeru je krema z
vgrajeno disperzijo SLN drasticno povecala hidratacijo koZe v primerjavi s klasicno O/V

kremo (26).
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2 NAMEN DELA

Cilj magistrske naloge bo proucevanje vpliva vrste in koncentracije lipida SLN ter

velikosti SLN v hidrogelu na hidratacijo koZe in transepidermalno izgubo vode.

Z rotor-stator homogenizatorjem bomo izdelali disperzije SLN razlicne sestave. Pri
izdelavi bomo uporabili Compritol®888 ATO ali glicerol monostearat ter
Phospholipon®80H in poloksamer 188. Disperzijam bomo dolo¢ili povpreéni premer,
polidisperzni indeks in zeta potencial. Meritve bomo izvedli takoj po izdelavi SLN ter po 5
in 45 + 4 dneh. S spremljanjem sprememb parametrov skozi dalj$e ¢asovno obdobje bomo
vrednotili fizikalno stabilnost disperzij SLN.

Recepture, ki se bodo izkazale za najbolj fizikalno stabilne, primerne in zanimive za
nadaljnjo uporabo, bomo uporabili v in vivo predstudiji, kjer bomo disperzije SLN razli¢ne
sestave vgradili v hidroksietilcelulozni hidrogel. Raziskovali bomo, kako vrsta in
koncentracija lipida vplivata na hidratacijo koze in TEWL. HEC hidrogele z vgrajenimi
disperzijami SLN bomo nanagali na koZo ter s Corneometrom® in Tewametrom® na eni
prostovoljki izvedli meritve.

Na podlagi rezultatov in vivo predstudije bomo izbrali najbolj$o recepturo po kateri bomo
pripravili disperzije z razli¢nimi velikostmi delcev. Disperzije SLN bomo vgradili v HEC
hidrogel in jih nanagali na koZo ter s Corneometrom® in Tewametrom® na 4 prostovoljkah
izvedli meritve. V in vivo $tudiji bomo raziskovali kako velikost SLN v disperziji vpliva na
hidratacijo koZe in TEWL. Meritve bomo izvajali pred nanosom hidrogelov ter po 30 in 60

min od nanosa.

V magistrski nalogi bomo skusali ugotoviti:
e Al koncentracija in prisotnost stericnega stabilizatorja ter vrsta in koncentracija
lipida vplivajo na povprecni premer, PDI in ZP SLN?
e Ali hidrogel z vgrajenimi SLN bolj poveca hidratacijo koZe in zmanjSa TEWL v
primerjavi s hidrogelom brez vgrajenih SLN?
e Ali koncentracija in vrsta lipida SLN vplivata na hidratacijo koze in TEWL?
e Al razlicna velikost SLN, vgrajenih v hidrogel, razli¢no vpliva na hidratacijo koze

in TEWL?
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 SESTAVINE ZA IZDELAVO TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

SLN so sestavljeni iz trdnega lipidnega jedra in zunanjega sloja povrSinsko aktivnih snovi,

to je fosfolipidov in steri¢nih stabilizatorjev (3).

LIPIDNA KOMPONENTA

Glicerol monostearat (GMS 35-50 %) (Lex, Slovenija)

Kemijsko je GMS glicerolni ester stearinske kisline (slika 1) s temperaturo talis¢a 58 — 59
°C. Je organska molekula, ki se lahko uporablja kot emulgator, zgoScevalo, sredstvo proti
sprijemanju ter konzervans. Je brez barve in vonja, je sladkega okusa in se nahaja kot

prasek, ki je higroskopicen. Pogosto se uporablja v kozmeti¢nih izdelkih za nego koze in
las (27).

u)

.;,JLVWW\/W\
OH
OH
Slika 1: Strukturna formula GMS.
Compritol®888 ATO (Gattefosse, Francija)
Je trden lipid sestavljen iz zmesi monogliceridov (12 — 18 %), digliceridov (52 — 54 %) in

trigliceridov (28 — 32 %) behenojske (C,,) kisline. Temperatura talis¢a je 69 — 74 °C. Ima

emulgirajoce lastnosti (27).
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POVRSINSKO AKTIVNE SNOVI

Phospholipon® 80H (Phospholipid GmbH, Nem¢ija)
Je hidrogeniran sojin lecitin. Od zaestrenih mascobnih kislin sta prisotni le stearinska
kislina in palmitinska kislina. Je rumenkasto bel praSek z emulgatorskimi lastnostmi. Ima

vlogo stabilizatorja, saj delcem daje naboj (27).

Lutrol® F68 (poloksamer 188 ) (BASF, Nem¢ija)
Poloksamer 188 je sintezni blok kopolimer etilenoksida in propilenoksida (slika 2). Je
amfifilna molekula. Osrednji lipofilni del (polioksipropilenska veriga) molekule obdajata

na vsaki strani po ena hidrofilna polioksietilenska veriga (27).

CH,

CHCH,0| — [CHchzo] H
y

HO—[CHQCHZO —
X

b4
x=80,y=27

Slika 2: Strukturna formula poloksamera 188.

Poloksameri stabilizirajo nanoemulzije in nanodelce s stericnim efektom. Z lipofilnim
polipropilenoksidnim delom se adsorbirajo na hidrofobno povrSino delcev, hidrofilne
polietilenoksidne verige pa strlijo v vodni medij in steri¢no ovirajo priblizevanje delcev
(28).

PRECISCENA VODA
Pripravljena na Fakulteti za farmacijo Ljubljana.

3.1.2 SESTAVINE ZA IZDELAVO HIDROGELA

Osnovne komponente vsakega hidrogela so makromolekula, ki tvori gel, vlazilec, voda in

konzervans.
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MAKROMOLEKULA - TVORILEC GELA

Hidroksietilceluloza 10000 (HEC) (Merck, Nem¢ija)

HEC je delno substituiran polihidroksietilni eter celuloze (slika 3). Komercialno je
dostopna v vec razredih, ki se med seboj razlikujejo po stopnji substitucije in viskoznosti 1
ali 2 % vodne raztopine polimera pri 25 °C. HEC je $iroko zastopana pomozna snov v
farmacevtski industriji: uporablja se pri oblaganju tablet in izdelavi suspenzij, kot vezivo v
tabletah in za poveCevanje viskoznosti raztopin. HEC je neionski vodotopen polimer.
Topna je v hladni in topli vodi, pri raztapljanju pa tvori prozorne homogene raztopine. Pri
dovolj veliki koncentraciji tvori fizikalno premreZene hidrogele. V obliki praska je kljub
higroskopnosti stabilna. Viskoznost vodnih raztopin pada z viSanjem temperature. MozZna
je encimska razgradnja HEC z encimi bakterij in gliv iz okolja, zato je pri dolgotrajnejSem

shranjevanju vodnih raztopin nujna uporaba konzervansov (27).

RO~

OR n

R=H or CHchon
Slika 3: Strukturna formula HEC.

VLAZILEC

Glicerol (85 %) (Fagron, Nizozemska)

Glicerol ali 1,2,3 - propantriol je bistra brezbarvna viskozna tekocina. Uporabljajo ga v
zivilski, kemijski in kozmeti¢ni industriji. Glicerol veZe vodo, vlazi koZo in §¢iti hidrogel
pred izgubo vlage (27).

KONZERVANS

Natrijev benzoat (Kemika Zagreb, Hrvaska)
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Kemijsko je sol benzojske Kkisline (slika 4). Nahaja se v obliki belega, rahlo
higroskopi¢nega praska. V kozmeti¢ni, farmacevtski in prehrambeni industriji se uporablja

kot konzervans (27).

O ONa”*

Slika 4: Strukturna formula natrijevega benzoata.

PRECISCENA VODA

Pripravljena na Fakulteti za farmacijo Ljubljana.

3.2 APARATURE

e Precizna tehtnica XS205 DualRange (Mettler Toledo, Svica)
e Rotor — stator homogenizator Omni PDH (Omni International, ZDA)
e PCS naprava Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, VB)
e Corneometer® CM 825 (Courage & Khazaka GmbH, Kln, Neméija)

o Tewameter® TM 300 (Courage & Khazaka Gmbh, K5ln, Nem¢ija)

3.3 METODE

3.3.1 IZDELAVA DISPERZI] TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV Z METODO
EMULGIRANJA TALINE LIPIDOV V VODNO FAZO STABILIZATORJA

S precizno tehtnico (Mettler Toledo) smo natehtali sestavine za izdelavo disperzije SLN.

Trdni lipid in fosfolipid smo natehtali v prvo epruveto (premer = 16 mm); v drugo
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epruveto (premer = 16 mm) pa steri¢ni stabilizator, ki smo ga raztopili v predpisani
koli¢ini preciscene vode.

Lipidno fazo smo na vodni kopeli segreli priblizno 10 °C nad temperaturo talis¢a lipida in
ji dodali na enako temperaturo segreto vodno fazo. Nato smo z rotor — stator
homogenizatorjem (Omni PDH) pri konstantni T (10 °C nad talis¢em lipida) pripravili
emulzijo O/V. Na zacetku smo dolo¢ili optimalni ¢as in hitrost mesanja (10 min pri 20000
obratih/min). Z ohlajanjem disperzije na sobno temperaturo so se lipidne kapljice strdile in

nastali so trdni lipidni nanodelci.

Pri izdelavi trdnih lipidnih nanodelcev smo izhajali iz recepture 2 (tabela 3), ki smo jo nato
optimirali, da smo dobili ustrezno velike delce, z ustreznim PDI ter z ustrezno vrednostjo
zeta potenciala. UpoStevali smo tudi enostavnost izvedbe in moznost primerjanja vzorcev
med seboj. Disperzije nanodelcev, ki smo jih izdelali, so se med seboj razlikovale po vrsti
in koncentraciji lipida ter koncentraciji in prisotnosti stericnega stabilizatorja. Celotna

masa disperzije je ostala konstantna (3 g). Posamezne recepture so prikazane v tabeli 3.

Ker smo v nadaljevanju magistrske naloge potrebovali tudi 21 mL disperzije SLN, smo
morali pri izdelavi disperzije SLN zamenjati epruvete. Epruvete s premerom 16 mm smo
zamenjali z epruvetami s premerom 30 mm. lzdelava disperzij SLN je potekala po
opisanem postopku, le da smo volumen 21 mL dosegli na dva na¢ina. V prvem nacinu smo
disperzijo SLN izdelali naenkrat v epruveti s premerom 30 mm, v drugem nacinu pa smo
volumen 21 mL dobili preko sedmih vzorcev (epruvete s premerom 16 mm), ki smo jih

nato zdruzili.

Tabela 3: Sestava disperzij SLN.

Receptura | Compritol® | GMS | Phospholipon® | poloksamer | preti$¢ena
[%0] [%] | 80H [%] 188 [%0] voda [%0]
2 / 2,5 1,0 0,5 96,0
3 / 2,5 1,0 1,0 95,5
4 / 2,5 1,0 1,5 95,0
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5 / 3,5 1,0 0,5 95,0
6 / 4,5 1,0 0,5 94,0
7 / 2,5 / / 97,5
8 / 2,5 1,0 / 96,5
9 / 3,5 1,0 1,5 94,0
10 3,9 / 1,0 1,5 94,0

3.3.2 VREDNOTEN]JE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

VELIKOST DELCEV IN POLIDISPERZNI INDEKS

Vzorcem smo pomerili povprecni premer delcev z metodo fotonske korelacijske
spektroskopije in sicer z napravo Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, VB). Merilo za
Sirino porazdelitve velikosti delcev je polidisperzni indeks (PDI). Vzorce pred meritvijo

nismo red¢ili.

Pogoji merjenja:

Temperatura: 25 °C
Viskoznost disperznega medija: 0,8872 mPas
Lomni kolicnik disperznega medija: 1,330

Disperzni medij: voda

ZETA POTENCIAL

Zeta potencial delcev smo dolocili z lasersko Dopplerjevo elektroforezo z napravo
Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, VB). Pred meritvijo smo vzorce razredCili s

precis¢eno vodo v razmerju 1:20, tako da so postali transparentni.

Poqgoji merjenja:

Temperatura: 25 °C
Viskoznost disperznega medija: 0,8872 mPas

Dielektricna konstanta disperznega medija: 79,0
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SPREMLJANJE FIZIKALNE STABILNOSTI DISPERZIJ TRDNIH LIPIDNIH
NANODELCEV PRED VGRADITVIO V HIDROGEL

Izdelanim disperzijam SLN smo z aparaturo Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, VB)
izmerili povprecni premer, PDI in zeta potencial takoj po izdelavi, nato pa meritve ponovili
po 5 in 45 £+ 4 dneh. Prav tako smo opazovali spremembe v izgledu disperzije SLN
(prisotnost ve¢jih, na oko vidnih delcev, prisotna usedlina, sprememba barve,...). Vzorce

smo shranjevali na sobni temperaturi.

3.3.3 IZDELAVA HIDROGELA BREZ SLN IN Z VGRAJENIMI SLN TER
SPREMLJANJE FIZIKALNE STABILNOSTI DISPERZI] SLN PO VGRADITVI V
HIDROGEL

Izdelali smo 23 g hidrogela z naslednjo sestavo po monografiji v FS (29):

HEC 2,5 dela

Glicerol (85 %) 5 delov

Natrijev benzoat 0,1 del

VVoda do 100 delov

V 50 mL ¢aso smo natehtali predpisano koli¢ino pre¢isc¢ene vode in ji med meSanjem
dodali konzervans. V pateno smo natehtali HEC, dodali predpisano koli¢ino glicerola in
raztrli s pestilom. Nato smo v pateno med stalnim meSanjem prilivali vodo s
konzervansom. Vse skupaj smo pokrili s parafilmom in pustili nabrekati pri sobni

temperaturi 24 ur. Vmes smo veckrat premesali.

Pri izdelavi hidrogela z vgrajenimi SLN smo hidrogel pripravili po opisanem postopku, le

da smo precisc¢eno vodo nadomestili z disperzijo nanodelcev.

Fizikalno stabilnost disperzije SLN po vgraditvi v hidrogel smo preverili tako, da smo s
konico spatule vzeli del hidrogela z vgrajeno disperzijo SLN in ga prenesli v 20 mL ¢aso.
Do oznake smo dopolnili s precis¢eno vodo in premesali, da se je hidrogel raztopil. Tako

smo dobili zelo razredene vzorce z viskoznostjo enako viskoznosti vode. Vzorcem smo z
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napravo Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, VB) dolo¢ili povpre¢ni premer, PDI in

ZP takoj po vgraditvi disperzij SLN v hidrogel.

334 IN VIVO STUDIJA DOLOCANJA HIDRATACJE KOZE IN
TRANSEPIDERMALNE IZGUBE VODE

V okviru in vivo $tudije smo najprej izvedli predStudijo na eni prostovoljki, pri kateri smo
ugotavljali ali koncentracija in vrsta lipida v SLN, ki smo jih vgradili v hidrogel, znacilno
vplivata na hidratacijo koze in TEWL. Na podlagi rezultatov predstudije smo izbrali
ustrezno disperzijo SLN, kateri smo v nadaljevanju varirali velikost delcev in ugotavljali
ali velikost SLN, ki smo jih vgradili v hidrogel, znacilno vpliva na hidratacijo koZe in

TEWL.

3.3.4.1PREDSTUDIJA: VPLIV KONCENTRACIJE IN VRSTE LIPIDA V SLN NA
HIDRATACIJO KOZE IN TEWL

IZBIRA VZORCEV

Za predstudijo smo izbrali disperzije SLN, izdelane po recepturah 2, 9 in 10. Za
vgrajevanje v hidrogel smo potrebovali 21 mL disperzije SLN, ki smo jo pripravili
naenkrat v epruveti s premerom 30 mm. Disperzije SLN smo vgradili v hidrogel. Na
prostovoljki smo primerjali vpliv hidrogela brez SLN in hidrogelov s SLN z razli¢no
koncentracijo (2,5 % oz. 3,5 %) in vrsto (GMS oz. Compritol®) lipida na hidratacijo koze
in TEWL.

PRIPRAVA PROSTOVOLJKE

Prostovoljka je bila stara 23 let, zdrava, ni jemala zdravil, ni kadila in dva dni pred $tudijo
na testiranem mestu ni uporabljala negovalnih kozmeti¢nih izdelkov. Pred meritvijo je 15
min mirovala v prostoru, da se je koza privadila na pogoje v prostoru (T = 25,7 °C + 3,3
°C, relativna vlaznost = 23,4 % + 0,5 %) ter da na meritve ni vplival stres, hitrejSe bitje
srca, potenje ter drugi dejavniki. Na levo in desno podlakt smo narisali dve podrogji
nanosa. Vsako podrocje je bilo veliko 4 cm? (2 cm x 2 cm). Izbrali smo notranjo stran
podlakti, ki je najmanj izpostavljena zunanjim vplivom in neporas¢ena. Na prvo podrocje

smo nanesli hidrogel brez SLN, na drugo podrocje hidrogel s SLN (2,5 % GMS), na tretje
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podrogje hidrogel s SLN (3,5 % GMS) in na etrto podro¢je hidrogel s SLN (3,5 % COM).

Koli¢ina odmerjenega hidrogela je bila 0,5 mL (odmerjeno z odmerno zlicko).

3.3.4.2STUDIJA: VPLIV RAZLICNE VELIKOSTI SLN NA HIDRATACIJO KOZE IN TEWL

IZBIRA VZORCEV

Za $tudijo smo izbrali disperzijo SLN, izdelano po recepturi 9. Disperzijo z ve¢jimi delci
smo izdelali naenkrat (21 mL) v epruveti s premerom 30 mm. 21 mL disperzije z manjSimi
delci pa smo dobili z zdruzenjem 7 vzorcev, ki smo jih izdelali v volumnu 3 mL v
epruvetah s premerom 16 mm. Disperziji SLN smo vgradili v hidrogel. Na 4 prostovoljkah
smo primerjali vpliv hidrogela brez SLN, hidrogela z manj$imi SLN in hidrogela z ve¢jimi
SLN na hidratacijo koze in TEWL.

Slika 5: Prikaz podrocij nanosa uporabljenih hidrogelov.
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PRIPRAVA PROSTOVOLJK

V studiji so sodelovale 4 prostovoljke, stare 23 let. Bile so zdrave, niso jemale zdravil, niso
kadile in dva dni pred Studijo na testiranem mestu niso uporabljale negovalnih kozmeti¢nih
izdelkov. Pred meritvami so 15 min mirovale v prostoru, da se je koza privadila na pogoje
v prostoru (T = 22,7 °C £ 1,5 °C, relativna vlaznost = 28,5 % + 3,6 %) ter da na meritve ni
vplival stres, hitrejSe bitje srca, potenje in drugi dejavniki. Na levo podlakt smo narisali
dve podro¢ji nanosa, na desno podlakt pa tretje podrocje (slika 5). Vsako podrocje je bilo
veliko 4 cm? (2 cm x 2 cm). Izbrali smo notranjo stran podlakti, ki je najmanj izpostavljena
zunanjim vplivom in neporascena. Na prvo podro¢je smo nanesli hidrogel brez SLN, na
drugo podrocje hidrogel z manjsimi SLN in na tretje podrocje hidrogel z vec¢jimi SLN.

Koli¢ina odmerjenega hidrogela je bila 0,5 mL (odmerjeno z odmerno Zli¢ko).
3.3.4.3DOLOCANJE HIDRATACIJE KOZE

Vpliv vzorcev na hidratacijo koze smo dologali z napravo Corneometer” CM 825. Meritve
smo v predstudiji izvedli pred nanosom vzorca, 30 min in 60 min po nanosu ter po 2 dneh,
ko si je testirana oseba nanaSala vzorce dvakrat na dan. Meritve v $tudiji pa smo izvedli
pred nanosom vzorca ter po 30 min in 60 min po nanosu. V okviru predstudije, smo na

vsakem podrocju v vsaki ¢asovni tocki naredili 6 meritev, v okviru Studije pa 18 meritev.
3.3.4.4DOLOCANJE TEWL

Vpliv vzorcev na TEWL smo dolo¢ali z napravo Tewameter® TM 300. Meritve smo v
predstudiji izvedli pred nanosom vzorca, 30 min in 60 min po nanosu ter po 2 dneh, ko si
je testirana oseba nanaSala vzorce dvakrat na dan. Meritve v Studiji smo izvedli pred
nanosom vzorca ter 30 min in 60 min po nanosu. V okviru predstudije, smo na vsakem
podrocju v vsaki Casovni tocki naredili 1 meritev, v okviru Studije pa 2 meritvi. Vsaka

meritev je trajala 40 s, kon¢ni rezultat je vrednost z najnizjo standardno deviacijo.
3.3.5 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Za statisticno analizo podatkov smo uporabili programski paket SPSS (verzija 22, IBM).

Uporabili smo metodo analize variance (ANOVA) enega faktorja (vrsta hidrogela) in
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ANOVO dveh faktorjev (vrsta hidrogela in ¢as). Za Post hoc primerjavo med posameznimi
pari smo uporabili test po Bonferonniju. Razlike, pri katerih je bila znacilnost testa (p)

manjsa od 0,05, smo opredelili kot znacilne.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 OPTIMIZACIJA RECEPTURE DISPERZI] TRDNIH LIPIDNIH
NANODELCEV

Za izdelavo disperzij trdnih lipidnih nanodelcev smo uporabili Compritol®ATO 888 (2,5
%) ali glicerol monostearat (GMS) (2,5 %), Phospholipon®80H (1,0 %), poloksamer 188
(0,5 %) in preciséeno vodo (do 100 %). Cilj optimizacije disperzije SLN je bil dobiti delce
ustrezne velikosti (< 400 nm) z monodisperzno porazdelitvijo (PDI blizu 0) in absolutno

vrednostjo zeta potenciala > 30 mV.

Compritol®ATO 888 predstavlja lipid, ki je pri sobni temperaturi v trdnem agregatnem
stanju in ima temperaturo talisca 69 - 74 °C (27). Zaradi visoke temperature tali§¢a smo
morali med izdelavo SLN zagotavljati temperaturo kopeli nad 80 °C (10 °C nad
temperaturo talisc¢a), kar je bilo za sam potek dela neugodno, prihajalo pa je tudi do zelo
variabilnih vrednosti velikosti delcev. Zamenjava lipida z GMS, ki ima nizjo temperaturo
talis¢a (58 - 59 °C) je omogocala lazje delo in manjSo variabilnost rezultatov. Samo
izdelavo SLN iz GMS smo optimizirali s spreminjanjem koncentracije lipida in

koncentracije stabilizatorja.

Klju¢na procesna parametra pri izdelavi trdnih lipidnih nanodelcev ustrezne velikosti sta
hitrost in ¢as homogenizacije. Ahlin P. in sodelavci so raziskovali, kako hitrost in cas
homogenizacije vplivata na povpreéni premer trdnih lipidnih nanodelcev v disperziji. SLN
so izdelali pri 15000, 20000, 25000 obratih/min, ¢as homogeniziranja je bil 1, 3, 5, 8 in 10
min. Dokazali so, da se povpre¢ni premer SLN z naras¢ajo¢imi hitrostmi homogenizacije
(15000 - 20000 obratov/min), zmanjSuje. Hitrost visja od 20000 obratov/min (25000
obratov/min) ni bistveno spremenila povpre¢ni premer delcev, nekoliko je le izboljsala
PDI. Hitrosti pod 15000 obratov/min pa niso zadostovale za nastanek ustreznih SLN, saj so
bili v disperziji vidni ve¢ji delci. Ugotovili so tudi, da se je povprecni premer delcev
zmanjsal, ko se je ¢as homogenizacije povecal (od 1 — 5 min). Po 5 min homogeniziranja

se povpreéni premer delcev ni veé bistveno spremenil (24). Ce homogenizacija poteka dlje
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kot 10 min pa lahko pride do nestabilnosti delcev zaradi visokega vnosa energija, kar vodi
k nastanku mikrodelcev.

V nasi $tudiji smo disperzijo homogenizirali 10 minut pri 20000 obratih/min.

4.1.1 VPLIV KONCENTRACIJE STERICNEGA STABILIZATORJA

Vrsta in koncentracija stabilizatorja imata velik vpliv na povpre¢no velikost delcev in
fizikalno stabilnost disperzij. Visje koncentracije stabilizatorja zmanjSujejo povrSinsko

napetost in omogocajo lazje nastajanje delcev (3).

Kot je razvidno s slike 6, se je povprecna velikost SLN v disperziji zmanjSevala, med tem

ko smo koncentracijo steri¢nega stabilizatorja povecéevali ( od 0,5 % do 1,5 %).
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Slika 6: Povprecni premer in polidisperzni indeks SLN v disperziji v odvisnosti od
koncentracije stericnega stabilizatorja poloksamera 188. Disperzije SLN so bile izdelane

po recepturah 2, 9 in 10.

Mulla JS in Khazi ter Siekmann B. s sodelavci so prav tako z vi§jo koncentracijo
stabilizatorja dobili manjSe trdne lipidne nanodelce. Avtorji Studij so tudi navedli, da so z
vi§jo koncentracijo stabilizatorja dobili monodisperzno porazdelitev velikosti (23).
Nasprotno pa se je v naSem primeru polidisperzni indeks zaradi vi§je koncentracije

steriCnega stabilizatorja povecal (iz 0,260 na 0,502). Predvidevamo, da so poleg
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nanodelcev iz presezka poloksamera nastali tudi miceli z manjSo velikostjo. Posledi¢no se
je Sirina porazdelitve velikosti povecala. Drugi mozen razlog pa je uporaba razli¢ne vrste
stabilizatorja. Avtorji raziskovalnega dela so uporabili sojin lecitin, ki predstavlja
fosfolipidni stabilizator, mi pa smo spreminjali koncentracijo steri¢nega stabilizatorja ob

konstantni koncentraciji fosfolipidnega stabilizatorja.

4.1.2 VPLIV KONCENTRACIJE LIPIDA

Poleg vpliva koncentracije stericnega stabilizatorja smo opazovali tudi vpliv koncentracije
lipida na povprecno velikost in PDI SLN v disperziji. Rezultati so se ujemali z rezultati ze
objavljenih $tudij (2, 11). Visja koncentracija lipida se je odrazala z ve¢jimi nanodelci in s

SirSo porazdelitvijo velikosti (slika 7 in 8).

700 ~

574,8

600 -

501,3

500 -
400 - 3534
300 -
200 -

100 -

Povpreénipremer SLNv disperziji [nm]

2,5% 3,5% 4,5%

Koncentracija GMS

.
Slika 7: Povprecni premer SLN v disperziji v odvisnosti od koncentracije lipida GMS.

J/

Disperzije SLN so bile izdelane po recepturah 2, 5 in 6.
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Slika 8: Polidisperzni indeks SLN v disperziji v odvisnosti od koncentracije lipida GMS.

Disperzije SLN so bile izdelane po recepturah 2, 5 in 6.

4.1.3 VPLIV PRISOTNOSTI IN ODSOTNOSTI STABILIZATORJEV

Disperzije nanodelcev smo izdelali tudi brez stabilizatorjev poloksamera 188 in
Phospholipona® 80H. Ker je glicerol monostearat povriinsko aktivna snov, lahko sama

tvori strukture nanometrskih velikosti (27).

Slika 9 prikazuje primerjavo velikosti delcev v prisotnosti in odsotnosti stabilizatorjev
takoj po izdelavi. Kljub temu, da je velikost nastalih ND brez stabilizatorja manjsa (230
nm v primerjavi z 353 nm), pa takSen disperzni sistem ni primeren za nadaljnjo uporabo,
saj dolgoro¢no ni fizikalno stabilen (poglavje 4.2.1). Zeta potencial je zaradi odsotnosti

stabilizatorjev postal manj negativen (iz - 50,8 mV na - 43,0 mV).
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Slika 9: Povprecni premer in polidisperzni indeks SLN v disperziji v odvisnosti od
prisotnosti 0z. odsotnosti poloksamera 188 in Phospholipona® 80H. Disperziji SLN sta bili

izdelani po recepturah 2 in 7.

Pri izbiri disperzije SLN, ki smo jo vgradili v hidrogel, smo morali upostevati tudi
dejavnike, ki vplivajo na stopnjo okluzivnega ucinka. Pomembna faktorja sta velikost
trdnih lipidnih nanodelcev in koncentracija lipidne faze. Kot so Ze ugotovili Wissing S.A.
in sodelavci mora biti povpre¢na velikost SLN manjsa od 400 nm, koncentracija lipidne

faze pa ¢im vecja (> 20%) (11).

4.1.4 VPLIV POVECEVANJA KONCENTRACIJE LIPIDA OB HKRATNEM
POVECEVANJU KONCENTRACIJE STABILIZATORJA

Ko smo isto¢asno povecali koncentracijo lipida in koncentracijo stabilizatorja, se velikost
SLN ni povecala. V obeh primerih je bila povpre¢na velikost SLN manjSa kot pri
disperzijah nanodelcev, ki so vsebovali 2,5 % GMS in 0,5 % poloksamera 188 (314 nm in

321 nm v primerjavi z 350 nm) (slika 5).
Disperzije s 3,5 % GMS in 1,5 % poloksamera 188 so vsebovale polidisperzne nanodelce

(PDI = 0,616), disperzije s 3,5 % Compritol® in 1,5 % poloksamera 188 pa
monodisperzne nanodelce (PDI = 0,287) (slika 10).
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Slika 10: Vpliv povecevanja koncentracije lipida (GMS in Compritol®) ob hkratnem

povecanju koncentracije stericnega stabilizatorja poloksamera 188 na povprecni premer
in polidisperzni indeks SLN v disperziji. Kljub tezji izvedbi, smo za boljso primerjavo,
izdelali tudi disperzijo SLN z lipidom Compritol®ATO 888. Rezultati predstavljajo
povprecje dveh serij s standardno deviacijo. Disperzije SLN so bile izdelane po recepturah

2,9in 10.

Pri rezultatih zeta potenciala med posameznimi disperzijami SLN nismo opazili znacilne

razlike. Rezultati so se gibali med - 40 mV in — 60 mV.

Recepture 2, 9 in 10 so se izkazale kot najbolj primerne in zanimive za ugotavljanje vpliva
na hidratacijo koze in transepidermalno izgubo vode. V in vivo predstudiji Smo primerjali
vpliv koncentracije (2,5 % in 3,5 %) in vrste lipida (GMS in Compritol®) v disperzijah
SLN, ki smo jih vgradili v hidrogel, na hidratacijo koze in TEWL.

4.1.5 VPLIV VOLUMNA IZDELAVE DISPERZIJE NA FIZIKALNE LASTNOSTI SLN
Pri spremljanju vpliva sestave disperzij na velikost in PDI trdnih lipidnih nanodelcev
(poglavje 4.1.) smo izdelovali vzorce z volumnom 3 mL. V nadaljevanju magistrske

naloge smo zaradi izdelave hidrogelov, kjer smo precis¢eno vodo v celoti zamenjali z

disperzijo SLN, potrebovali vzorce z ve¢jim volumnom (21 mL). V ta namen smo epruvete
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s premerom 16 mm zamenjali z epruvetami s premerom 30 mm. lzdelali smo 21 mL

posamezne disperzije ter izmerili povprecni premer, PDI in zeta potencial delcev.

Tabela 4: Primerjava fizikalnih lastnosti razlicnih disperzij SLN izdelanih v razlicnih
kolicinah (3 in 21 mlL). Rezultati so podani kot povprecje najmanj dveh meritev s
standardno deviacijo.

Receptura V [mL] d [nm] +SD PDI +SD ZP [mV] £SD
(2,5 % GMS) 21 506 + 28 0,680 + 0,01 -63,1+4,7
9 3 347 £ 57 0,520 + 0,05 -43,0+ 3,8
(3,5 % GMS) 21 859 + 57 0,802 + 0,04 -65,3+0,0
10 3 321+12 0,287 + 0,01 42,7 £4,6
(3,5 % COM) 21 662 + 41 0,492 + 0,02 51,6 9,0

Tabela 4 prikazuje primerjavo fizikalnih lastnosti razli¢nih disperzij SLN izdelanih v dveh
razli¢nih koli¢inah: 3 in 21 mL. Na podlagi rezultatov lahko ugotovimo, da se je povprec¢na
velikost trdnih lipidnih nanodelcev v disperziji izdelani v vecji koli¢ini povecala. Prav tako
se je povecal polidisperzni indeks. Razlog za slabSe rezultate lahko najdemo v delovanju
rotor — stator homogenizatorja. Rotor — stator homogenizator je sestavljen iz statorja
(zunanji, mirujoci del glave) in rotorja (notranji, vrte¢i se del). Centrifugalna sila poganja
emulzijo skozi rezo med rotorjem in statorjem, kapljice pa se razbijejo zaradi velikih
striznih sil, ki se ustvarijo v reZi in zaradi udarjanja v steno statorja (32). Vecji premer
epruvete pomeni daljSo razdaljo, ki jo morajo kapljice prepotovati in zato dosegajo nizje
hitrosti in z manjSo silo udarjajo v steno statorja. Posledi¢no se kapljice niso dovolj razbile
in smo zato po ohladitvi na sobno T dobili vecje delce.

Disperzije trdnih lipidnih nanodelcev po recepturi 9 (3,5 % GMS), izdelane v razlicnem
volumnu (3 oz. 21 mL) smo vgradili v hidrogele in le-te uporabili v in vivo studiji, v kateri
smo ugotavljali vpliv velikosti SLN na hidratacijo koZe in TEWL. Disperzije z manjSimi
SLN smo dobili preko sedmih vzorcev, izdelanih v volumnu 3 mL v epruvetah s premerom
16 mm, ki smo jih zdruzili v 21 mL disperzije SLN. Disperzije z ve¢jimi SLN pa smo

izdelali naenkrat (21 mL) v epruveti s premerom 30 mm.
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4.2 FIZIKALNA STABILNOST DISPERZI) TRDNIH LIPIDNIH
NANODELCEV

4.2.1 FIZIKALNA STABILNOST DISPERZI] SLN RAZLICNE SESTAVE PRED
VGRADITVIJO V HIDROGEL

Disperzijam SLN razlicne sestave smo vrednotili fizikalne lastnosti (povprec¢ni premer,
PDI in ZP) skozi daljSe ¢asovno obdobje (45 + 4 dni). Shranjevali smo jih v temi in pri
sobni temperaturi (22°C + 3°C). Posamezne vzorce disperzij SLN smo pokrili s
parafilmom, da smo se izognili vplivu vlage in kisika, zaradi katerih lahko pride do

sprememb v disperziji SLN (hidroliza, oksidacija vzorcev).

Najprej smo izdelali disperzije SLN, ki so vsebovale 2,5 % GMS in so bile brez
stabilizatorjev. S slike 11 je razvidno, da po 5 dneh shranjevanja ni bilo bistvenih razlik v
fizikalnih parametrih delcev, po 49 dneh pa smo opazili usedlino, ki se je po stresanju
dispergirala v velike vidne delce. Disperzija SLN brez dodanih stabilizatorjev dolgoro¢no

ni fizikalno stabilna.
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Slika 11: Primerjava povprecnega premera in polidisperznega indeksa SLN v disperziji po
1. in 5. dnevu shranjevanja pri sobni temperaturi. Disperzija SLN je bila izdelana po

recepturi 7.
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Izdelali smo tudi disperzijo SLN, kjer smo uporabili samo GMS, Phospholipon®80H ter
precisc¢eno vodo. Izmerili smo povprecni premer delcev 187 nm ter polidisperzni indeks
0,532. Ze prvi dan shranjevanja smo v disperziji opazili vegje delce. Vzorec je bil
heterogen. Po 5 dneh shranjevanja smo opazili usedlino, ki se je po stresanju prav tako

dispergirala v velike vidne delce.

Zakljucili smo, da je prisotnost steri¢nega stabilizatorja v disperziji SLN bistvena za samo
fizikalno stabilnost disperzij. Tudi v literaturi smo zasledili, da so disperzije, ki vsebujejo
samo fosfolipid kot stabilizator (Phospholipon®80H), fizikalno nestabilne. Fizikalni
nestabilnosti se izognemo tako, da disperziji SLN dodamo S$e steri¢ni stabilizator

(poloksamer 188) (30).

S slik 12 in 13 je razvidno, da po 43 dneh shranjevanja disperzij SLN z razli¢no sestavo
(prisoten steri¢ni stabilizator) ni bilo bistvenih razlik v fizikalnih parametrih delcev.
Disperzije SLN so po 43 dneh shranjevanja ostale transparentne, brez vidne usedline.
Disperzije SLN izdelane po recepturah 2, 9 in 10 so se izkazale za fizikalno stabilne in

primerne za nadaljno uporabo.
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Slika 12: Primerjava povprecnega premera SLN v disperziji po 1. in 43. dnevu
shranjevanja pri sobni temperaturi v odvisnosti od razlicne sestave disperzije SLN.

Disperzije SLN so bile izdelane po recepturah 2, 9 in 10.
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Slika 13: Primerjava polidisperznega indeksa SLN v disperziji po 1. in 43. dnevu

shranjevanja pri sobni temperaturi v odvisnosti od razlicne sesStave disperzije SLN.

Disperzije SLN so bile izdelane po recepturah 2, 9 in 10.

4.2.2 FIZIKALNA STABILNOST DISPERZI] SLN RAZLICNE SESTAVE IN VELIKOSTI
PO VGRADITVI V HIDROGEL

Fizikalno stabilnost disperzij SLN po vgraditvi v hidrogel smo spremljali pri vzorcih, Ki
smo jih izdelali po recepturah 2, 9 in 10. Formulacije smo shranjevali 1 mesec pri sobni
temperaturi, zas¢iteno pred svetlobo. Po 1 mesecu shranjevanja so se pokazali znaki
fizikalne nestabilnosti pri hidrogelu, ki je imel vgrajene SLN (3,5 % Compritol®). Hidrogel
ni bil ve¢ homogen, v njem so se pojavili vidni delci. Preostale formulacije (hidrogel brez
SLN, hidrogel s SLN (2,5 % GMS), hidrogel s SLN (3,5 % GMS)) so po 1 mesecu

shranjevanja pod istimi pogoji ostale nespremenjene.

V poglavju 4.1.5 smo predstavili vpliv volumna izdelave disperzije na fizikalne lastnosti
SLN pred vgraditvijo v hidrogel. Ker smo disperzije z razlicnimi velikostmi SLN vgradili
v hidrogele, nas je zanimala tudi fizikalna stabilnost omenjenih disperzij SLN po vgraditvi
hidrogele. Hidrogele z vgrajenimi SLN z razli¢no velikostjo smo razred¢ili z vodo v
razmerju 1:20 in izmerili fizikalne lastnosti (povpre¢ni premer, PDI in ZP). Merjenje zeta

potenciala nam omogoca napoved fizikalne stabilnosti vodnih disperzij trdnih lipidnih
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nanodelcev. Zdruzevanje SLN je zaradi elektrostatskega odboja ponavadi manj verjetno za

delce, ki imajo visoko absolutno vrednost zeta potenciala (> [30| mV).

Kot je razvidno s slike 14, so trdni lipidni nanodelci po vgraditvi v hidrogel ostali
negativno nabiti. Absolutna vrednost zeta potenciala se je v obeh primerih zmanjsala,

vendar to ni vplivalo na fizikalno stabilnost.
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Slika 14: Primerjava zeta potenciala SLN po izdelavi disperzije in po vgraditvi disperzije

SLN v hidrogel. Rezultati predstavijajo povprecje dveh meritev s standardno deviacijo.

Povprecni premer delcev in PDI se po vgraditvi v hidrogel nista bistveno spremenila
oziroma sta se zmanj$ala. Pri hidrogelu z ve¢jimi SLN je premer delcev ostal man;jsi od
900 nm, pri hidrogelu z man;jsimi SLN pa man;jsi od 400 nm. PDI se je v primeru hidrogela
z ve¢jimi SLN povecal iz 0,802 na 0,908, v primeru hidrogela z manjSimi SLN pa se je

zmanj$al iz 0,520 na 0,369 (slika 15).
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Slika 15: Primerjava povprecnega premera in PDI SLN po izdelavi disperzije in po

vgraditvi disperzije SLN v hidrogel. Rezultati predstavijajo povprecje dveh meritev s

standardno deviacijo.

Na podlagi rezultatov lahko ugotovimo, da po vkljucitvi disperzij SLN v hidrogel do
agregacije delcev ni pri§lo. Do podobnih rezultatov so prisli avtorji Studije Souto E.B. s
sodelavci. Vrednotili so fizikalno stabilnost SLN in NLC pred in po vkljucitvi disperzij v
hidrogele. Za pripravo hidrogelov so uporabili $tiri razli¢ne tvorilce gela, med njimi tudi
hidroksietilcelulozo. SLN so pripravili z visokotlacno homogenizacijo. Uporabili so
Dynasan®116, tiloksapol in pre¢iiéeno vodo. Fizikalne lastnosti so vrednotili s fotonsko
korelacijsko spektroskopijo in lasersko difrakcijo. Pri vseh testiranih formulacijah ni prislo
do agregacije delcev, zeta potencial, povprecni premer in PDI so ostali nespremenjeni ali

so se zmanjsali.

4.3 IN VIVO PREDSTUDIJA: VPLIV HIDROGELA BREZ IN S SLN
RAZLICNE SESTAVE NA HIDRATACIJO KOZE IN TEWL

In vivo predstudijo smo izvedli na eni prostovoljki s $tirimi formulacijami:

1. Hidrogel brez SLN
2. Hidrogel z 2,5 % GMS SLN
3. Hidrogel s 3,5 % GMS SLN
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4. Hidrogel s 3,5 % Compritol®SLN

Namen in vivo predstudije je bil izbrati ustrezne vzorce za nadaljnjo Studijo in ugotoviti ali
imata koncentracija in vrsta lipida, ki tvorijo SLN, vpliv na hidratacijo koze in TEWL. V
Studijah, ki smo jih proucili, so trdne lipidne nanodelce vgrajevali v kremo tipa O/V.
Lipidno in vodno fazo so lo¢eno segreli. Nato so vroco vodno fazo med meSanjem dodali
lipidni fazi in ohladili. Disperzijo SLN so v kremo vkljucili tako, da so del (40 — 50 %) ali
celotno koli¢ino vode nadomestili z disperzijo SLN (9, 16, 25).

Za in vivo predstudijo in Studijo smo se odlodili izdelati hidroksietilcelulozni hidrogel.
Odlocitev je temeljila predvsem na enostavnosti izdelave ter na odsotnosti lipofilne faze, ki
mocno vpliva na vlaznost koze in TEWL.

Hidroksietilcelulozni hidrogel, izdelan po recepturi iz Formularium Slovenicum (HEC 2,5
%, glicerol 10 %, precis¢ena voda 87,5 %) je bil viskozen, brezbarven in lepljiv na otip.
Lepljivost smo zmanjSali z znizanjem koncentracije glicerola na 5 %. Zaradi velike
vsebnosti vode, ki predstavlja mikrobiolosko gojis¢e, smo hidrogel konzervirali z 0,1 %

Na-benzoatom, ki smo ga raztopili v precisceni vodi.

V raziskovalnem delu avtorja Yingngam B. so tudi proucevali vpliv trdnih lipidnih
nanodelcev na hidratacijo koZe. Primerjali so rezultate, ki so jih dobili po aplikaciji
disperzije SLN brez aktivne spojine, disperzije SLN z vkljuceno aktivno spojino, kreme
tipa O/V, kreme tipa O/V z vkljuCeno aktivno spojino, kreme tipa O/V z vkljuceno
disperzijo trdnih lipidnih nanodelcev in kreme tipa O/V z vkljueno disperzijo trdnih
lipidnih nanodelcev z vgrajeno aktivno spojino. Dobili so popoln pregled, kako posamezne
komponente vzorcev vplivajo na hidratacijo koze (31). V nasi Studiji smo Zzeleli poleg
hidrogela brez SLN in hidrogelov z vkljueno disperzijo trdnih lipidnih nanodelcev
razli¢ne sestave, uporabiti Se same disperzije SLN. Na podlagi dobljenih rezultatov bi
ugotovili doprinos posamezne sestavine k hidrataciji koze in TEWL. Nanosa omenjenih
disperzij SLN nismo uspeli izvesti, saj nam sestava disperzije SLN zaradi visoke vsebnosti
vode (> 80 %), tega ni omogocala. Pri nanosu disperzije SLN na kozo je vzorec stekel z

oznacenega podrocja.

Rezultati, ki smo jih dobili pri merjenju hidratacije koze in TEWL na oznacenih podroc¢jih

brez nanesenih hidrogelov, so nam sluzili kot kontrola. Stiri razliéne hidrogele smo nanesli
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na oznacena podrocja ter po 30 in 60 min ponovno izmerili hidratacijo koze in TEWL.
Meritve s Corneometrom® in Tewametrom® so bile opravljene v skladu z navodili, ki smo
jih predstavili v uvodu. Prostovoljka je bila namesSc¢ena v sobo, kjer je bila temperatura
25,7 °C + 3,3 °C in relativna vlaznost 23,4 % + 0,5 %. Pred samim zacetkom meritev se je

testirana oseba 15 min aklimatizirala na pogoje v prostoru.

S slik 16 in 17 je razvidno, da se je hidratacija koze izboljsala po aplikaciji vseh Stirih
hidrogelov po dolo¢enem ¢asu. PoveCanje hidratacije koze smo potrdili tudi s parnim t-
testom, kjer smo v vseh Stirih primerih dobili statistiéno znacilne razlike v vrednostih pred

nanosom in po nanosu posameznega hidrogela (p < 0,05) (tabela 5).

Tabela 5: Povecanje hidratacije koze po 30 in 60 minutah od nanosa hidrogelov brez in S
SLN razlicne sestave. Rezultati so podani kot povprecna razlika med vrednostjo hidratacije

po 30 0z. 60 min in vrednostjo pred nanosom, s standardno deviacijo.

AHidratacija30 | p AHidratacija60 | p

(SD) (SD)
Hidrogel s SLN (2,5 % 12,75 (4,48) 0,001 14,72 (4,06) ° 0,000
GMS)
Hidrogel s SLN (3,5 % 13,95 (4,16) 0,000 15,7 (3,18)*°¢ 0,000
GMS)
Hidrogel sSLN (3,5 % | 10,60 (3,18) 0,000 8,48 (2,39) ¢ | 0,000
COM)

———————————————————————————————————————————————————

p-vrednost opredeljuje znadilnost razlike v vrednosti hidratacije koZe pred nanosom in po nanosu
posameznega hidrogela (parni t- test).
p-ANOVA podaja znacilnost razlike med posameznimi hidrogeli (ANOV A enega faktorja).

Nadpisane male ¢rke oznacujejo znadilne razlike med pari (Post hoc test po Bonferonniju, p < 0,05).
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Na sliki 17 vidimo, da Ze hidrogel brez SLN poveca hidratacijo koze za 24,5 % 0z. 23,8 %
(po 30 min oz. 60 min). Hidrogeli z vgrajenimi trdnimi lipidnimi nanodelci so v primerjavi
s hidrogelom brez SLN bolj povecali hidratacijo koZe. Po statisti¢ni analizi podatkov
(analiza variance (ANOVA) enega faktorja) smo dobili znacilne razlike med povprecji po
60 min (p = 0,001) (tabela 5). Po 30 min se povprec¢ja znacilno niso razlikovala (p = 0,192)
(tabela 5). Pri ¢asu 60 min smo izvedli Post Hoc test, ki je pokazal znacilno razliko med
hidrogelom brez SLN in hidrogelom s 3,5 % GMS SLN (p = 0,018), znacilno razliko med
hidrogeloma z 2,5 % GMS SLN in 3,5 % COM SLN (p = 0,018) ter znacilno razliko med
hidrogeloma s 3,5 % GMS SLN in 3,5 % COM SLN (p = 0,005) (tabela 5).

Hidrogel s 3,5 % Compritol® SLN se je izkazal kot najslabsa formulacija med hidrogeli z
vgrajenimi SLN, saj je bila hidratacija koze po 30 min (27,1 %) v primerjavi s hidrogelom
brez SLN (24,5 %) boljsa le za 2,6 %. Hidrogela z 2,5 % in 3,5 % GMS SLN sta v
primerjavi s hidrogelom brez SLN izboljsala hidratacijo koze po 30 min za 9,7 % oz. 12,7
%. Hidrogel s Compritolom® se je razlikoval tudi po izgledu in po ob&utku pri aplikaciji na
kozo. Bil je homogeno bele barve, v koZo se je slabo vpijal ter na njej puscal ucinek sijaja.
Po 1 mesecu shranjevanja hidrogela na sobni temperaturi, so se pokazali znaki fizikalne
nestabilnosti (poglavje 4.2).

Hidratacija koze se po 60 min od nanosa hidrogelov z razlicno sestavo disperzije SLN ni
bistveno spremenila v primerjavi z vrednostmi, ki smo jih dobili 30 min po nanosu. Vpliv
hidrogela in ¢asa na povecanje hidratacije koZe smo ovrednotili z multivariantno analizo. Z
ANOVO dveh faktorjev smo potrdili, da je na hidratacijo koze vplivala samo vrsta
hidrogela (p = 0,000). Cas na hidratacijo koZe ni imel vpliva (p > 0,05).
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hidrogel brez SLN  hidrogel s SLN hidrogel s SLN hidrogel s SLN
(2,5% GMS) (3,5% GMS) (3,5% COM)
\_ Vrsta hidrogela Y,

Slika 16: Hidratacija koze (izrazena v arbitrarnih enotah) pred nanosom hidrogela ter po
30 in 60 min od nanosa v odvisnosti od vrste hidrogela. Rezultati so podani kot povprecje

6 meritev pri 1 prostovoljki s standardno deviacijo.

38,7 414

| hidrogel brez SLN

| hidrogel s SLN (2,5%
GMS)

m hidrogel s SLN (3,5%
GMS)
hidrogel s SLN (3,5%
COM)

Izboljsanje hidratacije koze (%)

t=30min t=60min

\_ Cas merjenja hidratacije koze Y,

Slika 17: Izboljsanje hidratacije koze (%) po 30 in 60 min od nanosa hidrogela glede na
zacetno hidratacijo koze. Rezultati so podani kot povprecje 6 meritev pri 1 prostovoljki s
standardno deviacijo.

Transepidermalna izguba vode se je po 30 min od nanosa hidrogelov zmanjsala v primeru
vseh $tirih hidrogelov (slika 18). Najvecje zmanjSanje TEWL lahko opazimo pri hidrogelu
z2,5% GMS SLN (za 16,1 %). Hidrogel brez SLN je transepidermalno izgubo vode po 30
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min zmanjSal za 3,1 %, hidrogela s 3,5 % GMS in 3,5 % COM pa sta TEWL zmanjsala za
5,8 % 0z. 6,8 %. Po 60 min od nanosa razli¢nih vrst hidrogelov so bili rezultati pri vseh
hidrogelih s SLN presenetljivi, saj so bile kon¢ne vrednosti TEWL visje od zacetnih.
Statisticne analize podatkov za transepidermalno izgubo vode nismo izvedli, ker smo za
vsak vzorec imeli samo eno kon¢no meritev (aparatura poda povpre¢je in SD neznanega

Stevila meritev v dolo¢enem casu (30 S)).

/ N\
97 8,24
g - 7,71 = 7,58 7,53
7
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I
£
£ 5
=2 M pred nanosom
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= mt=30min
w3
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2
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0

hidrogel brez SLN hidrogel s SLN hidrogel s SLN hidrogel s SLN
(2,5% GMS) (3,5% GMS) (3,5% COM)
Vrsta hidrogela
. g J

Slika 18: Transepidermalna izguba vode pred nanosom hidrogela ter po 30 in 60 min od
nanosa v odvisnosti od vrste hidrogela. Vrednosti predstavljajo meritev pri 1 prostovoljki.

Aparatura poda povprecje in SD neznanega stevila meritev v dolocenem ¢asu (30 s).

Wissing S.A. in Muller R.H. sta $tudijo zasnovala tudi na dolgi rok. Prostovoljke so si
nanasale dve formulaciji (krema O/V brez SLN in krema O/V z vgrajenimi cetil palmitat
SLN) dvakrat na dan, 28 dni, pod kontroliranimi pogoji (25). Tudi v nasi $tudiji smo
izvedli poskus, v katerem si je prostovoljka 2 dni nanasSala $tiri vrste hidrogelov dvakrat na
dan. Rezultati niso pokazali bistvene spremembe v hidrataciji koze in TEWL v primerjavi
z vrednostmi po 30 min od enkratnega nanosa hidrogelov. Pri hidrataciji koze so se
vrednosti gibale med 44 in 49 arbitrarnih enot, pri TEWL pa med 6,0 in 8,0 g/h/m>.

Zaradi priblizno enakih rezultatov se v nadaljevanju raziskave nismo odlo¢ili za meritve po
veckratnem nanosu.

Na podlagi dobljenih rezultatov predstudije smo se odlo¢ili, da bomo nadaljna testiranja
izvajali s hidrogelom s 3,5 % GMS SLN. 3,5 % disperzijo GMS SLN smo izdelali po dveh
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postopkih, ki sta omogodala nastanek razli¢no velikih SLN. Zeleli smo ugotoviti ali

velikost SLN v hidrogelih znacilno vpliva na hidratacijo koze in TEWL.

4.4 IN VIVO STUDIJA: VPLIV HIDROGELOV Z VGRAJENIMI SLN Z
RAZLICNO VELIKOST]JO NA HIDRATACIJO KOZE IN TEWL

In vivo Studijo smo izvedli na 4 prostovoljkah s tremi formulacijami:

1. Hidrogel brez SLN
2. Hidrogel z manjsimi trdnimi lipidnimi nanodelci (3,5 % GMS SLN 350 nm)
3. Hidrogel z ve¢jimi trdnimi lipidnimi nanodelci (3,5 % GMS SLN 860 nm)

Vsakemu narisanemu podro¢ju smo izmerili hidratacijo koze in TEWL pred nanosom treh
vrst hidrogelov. Na podlagi podatkov pred nanosom smo lahko izrac¢unali odstotek
izbolj$anja hidratacije koze in zmanjSanje TEWL po nanosu hidrogelov. Grafi, ki
prikazujejo hidratacijo koze v arbitrarnih enotah, izboljSanje hidratacije koze v odstotkih in
vrednosti TEWL v g/h/m? pred nanosom hidrogelov ter po 30 in 60 min od nanosa
posameznega hidrogela, so za vsako prostovoljko predstavljeni v prilogi 1.

Ker so se zacetne vrednosti hidratacije koze in TEWL razlikovale od osebe do osebe, smo
za boljsi pregled rezultatov vse dobljene vrednosti povprecili in jih prikazali v stolpi¢nih
grafikonih (slika 19, 20, 21).

60 ~

50,7 49,0

M pred nanosom
W t=30min

t=60min

Hidratacija koze v arbitrarnih enotah

Hidrogel brez SLN Hidrogel s SLN (350 nm) Hidrogel s SLN (860 nm)

Vrsta hidrogela
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Slika 19: Hidratacija koze (izrazena v arbitrarnih enotah) pred nanosom hidrogela ter po
30 in 60 min od nanosa v odvisnosti od vrste hidrogela. Rezultati so podani kot povprecje

meritev pri 4 prostovoljkah s standardno deviacijo.
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90 -+
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m hidrogel brez SLN
W hidrogel s SLN (350 nm)
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Izboljsanje hidratacije koze (%)
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Cas merjenja hidratacije koze
N /

Slika 20: Izboljsanje hidratacije koze (%) po 30 in 60 min od nanosa hidrogela glede na

zacetno hidratacijo koZe. Rezultati so podani kot povprecje meritev pri 4 prostovoljkah s
standardno deviacijo.
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Slika 21: Transepidermalna izguba vode (g/A/m?) pred nanosom hidrogela ter po 30 in 60

min od nanosa v odvisnosti od vrste hidrogela. Rezultati so podani kot povprecje meritev

pri 4 prostovoljkah s standardno deviacijo.
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S slik 19 in 20 je razvidno, da se je hidratacija koze izboljsala po aplikaciji vseh treh
hidrogelov po dolocenem casu. Povecanje hidratacije koze smo potrdili tudi s parnim t-
testom, kjer smo v vseh treh primerih dobili statisti¢éno znacilne razlike v vrednostih pred

nanosom in po nanosu posameznega hidrogela (p < 0,05) (tabela 6).

Tabela 6. Povecanje hidratacije koze po 30 in 60 minutah od nanosa hidrogelov brez in z
SLN razlicne velikosti. Rezultati so podani kot povprecna razlika med vrednostjo

hidratacije po 30 oz. 60 min in vrednostjo pred nanosom, s standardno deviacijo.

AHidratacija30 | p AHidratacija60 | p
(SD) (SD)
Hidrogel brez SLN 10,10 (3,04) 0,007 9,45 (0,94)° 0,000
Hidrogel s SLN (manjsi) | 18,40 (5,64)° 0,007 16,75 (3,38)*" | 0,002
Hidrogel s SLN (vecji) 11,33 (2,50) 0,003 10,88 (1,50)° 0,001
————————————————————————————————————————————————

p-vrednost opredeljuje znacilnost razlike v vrednosti hidratacije koze pred nanosom in po nanosu
posameznega hidrogela (parni t- test).
p-ANOVA podaja znacilnost razlike med posameznimi hidrogeli (ANOV A enega faktorja).

Nadpisane male ¢rke oznacujejo znacilne razlike med pari (Post hoc test po Bonferonniju, p < 0,05).

Ze sam hidrogel brez SLN je izboljsal hidratacijo koZe, saj je bil sestavljen iz hidrofilnega
polimera (hidroksietilceluloza), ki tvori premrezeno 3D strukturo, v katero sprejme vecjo
koli¢ino vode (33). Poleg hidrofilnega polimera je vseboval glicerol, ki je v farmacevtski
in kozmeti¢ni industriji poznan kot vlaZilec, ki je sposoben vezati vodo in prehajati v
roZeno plast koZe. Glicerol vpliva na stopnjo vlaznosti, upocasni ali prepreci prekomerno
susenje in izhlapevanje (27). S statisticno analizo (ANOVA enega faktorja) smo ugotovili
znacilne razlike med hidrogelom brez SLN, hidrogelom s SLN (350 nm) in hidrogelom s
SLN (860 nm) glede povecanja hidratacije koze po 30 min (p = 0,033) in 60 min (p =
0,003) (tabela 6).

Z rezultati in vivo studije smo tudi dokazali, da je hidrogel z vgrajenimi man;j$imi trdnimi

lipidnimi nanodelci bolj ucinkovit v smislu povec¢anja hidratacije koze kot hidrogel brez
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SLN. Trdni lipidni nanodelci zaradi okluzivnih lastnosti povecajo hidratacijo koze in
zmanjsajo transepidermalno izgubo vode (11).

Wissing S.A. in sodelavci so proucevali dejavnike, ki vplivajo na stopnjo okluzivnega
ucinka. Z in vitro testi so prisli do zakljucka, da dobro okluzijo povzroc¢ajo trdni lipidni
nanodelci s premerom 400 nm. Pri SLN, s premerom ve¢jim od 600 nm, so opazili velik
padec okluzije. Poleg velikosti trdnih lipidnih nanodelcev so proucevali tudi stopnjo
okluzivnega uc¢inka v odvisnosti od ¢asovnih tock (po 6, 24 in 48 urah). Za trdne lipidne
nanodelce s premerom med 200 in 400 nm so ugotovili, da stopnja okluzije med
eksperimentom ostaja konstantna, kar podpira ugotovitev, da se okluzivni film tvori v prvi
uri (11). Z naSo in vivo $tudijo smo potrdili omenjene rezultate. Pri vseh Stirih
prostovoljkah je bil hidrogel s trdnimi lipidnimi nanodelci s premerom 350 nm,
u¢inkovitej$i glede povecanja hidratacije koze v primerjavi s hidrogelom s trdnimi
lipidnimi nanodelci s premerom 860 nm. Post Hoc testi so pokazali znacilno razliko v
povecanju hidratacije koze med hidrogelom brez SLN in med hidrogelom z manjSimi SLN
(350 nm) po 30 min (p = 0,048) in 60 min (p = 0,003) ter znacilno razliko med hidrogelom
z manj§imi SLN (350 nm) in hidrogelom z veé¢jimi SLN (860 nm) po 60 min (p = 0,013)
(tabela 6). Nanodelci manjsih velikosti enostavneje in bolj u¢inkovito izoblikujejo in
tvorijo film na kozi, kar ima za posledico izboljSanje hidratacije koze in zmanjSanje
transepidermalne izgube vode (11). V <casovni odvisnosti smo opazili izboljSanje
hidratacije koze po 30 min. Po 60 min bi pri¢akovali konstantnost, vendar se vrednosti
nekoliko znizajo. Vpliv hidrogela in Casa na povecanje hidratacije koze smo ovrednotili z
multivariatno analizo. Z ANOVO dveh faktorjev smo potrdili, da na hidratacijo koze ¢as ni
imel vpliva (p > 0,05), vplivala je samo vrsta hidrogela (p = 0,000).

Wissing S.A. in sodelavci so uporabili cetil palmitat, Kjer je lipidna faza predstavljala 40 %
celotne recepture. V naSem primeru je bila koncentracija lipidne faze (< 5,0 %)
premajhna, da bi zagotavljala primerljivo okluzijo in posledi¢no konstantno izboljSanje
hidratacije koze kot v omenjeni Studiji. Do drugac¢nih rezultatov je lahko prislo tudi zaradi
razlik med in vitro testi in in vivo studijo, Kjer se pogoji razlikujejo. Pri in vitro testih lahko

pogoje stalno kontroliramo in prilagajmo.

Transepidermalna izguba vode (TEWL) predstavlja koli¢ino vode, ki z difuzijo in
izhlapevanjem preide iz notranjosti telesa skozi rozeno plast koze. Visoka vrednost TEWL

(nad 25 g/h/m?) nam pove, da se je pregradna funkcija roZene plasti spremenila in da
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TEWL raste sorazmerno s stopnjo poskodbe roZene plasti. Bolj ko zaS¢itna plast koze
opravlja svojo funkcijo, nizja je vrednost TEWL. Poleg tega, so poviSane vrednosti TEWL
povezane z nizko hi