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SANTRAUKA

Miglés Dainovskytés magistro baigiamasis darbas ,,Adapaleno jterpimo j liposomas ir
jo atpalaidavimo tyrimas“. Moksliné¢ vadové dr. Rima Budvytyté. Darbas atliktas Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Biochemijos instituto Bioelektrochemijos ir

biospektroskopijos skyriuje.

Tyrimo tikslas: suformuoti ir charakterizuoti liposomas, tinkamas vaisty perneSimui,

bei panaudoti jas adapaleno, skirto aknés gydymui, jterpimui.

Tyrimo uzdaviniai:

1. Ivertinti skirtingos sudéties liposomy dydj ir stabilumg priklausomai nuo skirtingy
laikymo salygy (laiko, temperatiiros).

2. Nustatyti ] liposomas jterpto fluorescuojancio dazo kalceino atpalaidavimga.

3. Ivertinti adapaleno jterpima j liposomas, matuojant jo fluorescencijg.

nanonesikliai — liposomos — be vaistinés medziagos ir su adapalenu. Skirtingy sudéciy
liposomy dydis ir stabilumas charakterizuotas dinaminés $viesos sklaidos metodu, liposomy
membrany stabilumas vertintas pagal kalceino atpalaidavimo i§ liposomy sukeltos
fluorescencijos intensyvumo pokycius, o ] liposomas jterptas adapalenas nustatytas

fluorescencijos spektroskopijos biidu.

Rezultatai ir iSvados: iStyrus keturiy skirtingy sudéc¢iy liposomas (DOPC / Chol (6:4),
DOPC / DOPG (7:3), DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5) ir DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000)
(5,64;3,83:5,3)) dinaminés Sviesos sklaidos metodu skirtingose temperattrose, nustatyta, jog
per savaitg visy sudéciy liposomos stabiliausios buvo kambario (22 °C) temperatiroje dél
maziausiy vidutinio spindulio dydzio poky¢iy, 0 maziausig stabilumg liposomos rodé 37 °C

temperattroje dél ryskiausiy vidutinio spindulio dydzio pokyc¢iy.

ISmatavus atpalaiduoto kalceino fluorescencija i§ skirtingy sudéciy liposomy, nustatyta,
kad nestabiliausios buvo lipidinés vezikulés, sudarytos i§ DOPC ir Chol (6:4) dél didziausiy
fluorescencijos intensyvumo poky¢iy, o stabiliausios — PEG liekang turin¢ios liposomos dél
maziausiai pakitusio fluorescencijos intensyvumo. Jvertinus skirtingy temperatiiry jtaka

liposomy stabilumui, matoma, kad visy keturiy sudéciy liposomos nestabiliausios buvo 37 °C



temperatiiroje, o 22 °C temperatiira buvo palankiausia lipidiniy pusleliy stabilumui dél

i8siskyrusio maziausio kiekio kalceino.

Pamatavus adapaleno atpalaidavimo sukelta fluorescencijg i$ liposomy, suformuoty i$
DOPC /DOPG (7:3) bei PEG liekang turin¢iy liposomy, i$siaiSkinta, jog didziausias adapaleno
ikapsuliavimo | lipidines vezikules efektyvumas stebétas 4 °C temperatiiroje. Lyginant abi
liposomy sudétis, didesnj stabiluma parodé¢ PEG liekang turincios liposomos su jterptu

adapalenu dél didesnio fluorescencinio intensyvumo po tritono pridéjimo.



SUMMARY

Miglé Dainovskyté‘s Master s thesis is titled “Study of adapalene encapsulation into
liposomes and it’s release.” The supervisor of the research is Rima Budvytyté PhD. Research
was carried out at the Department of Bioelectrochemistry and Biospectroscopy at the Institute

of Biochemistry in the Life Sciences Center of Vilnius University.

Aim of the research: to form and characterize liposomes suitable for drug delivery and

to use them for the encapsulation of adapalene for the treatment of acne.

Objectives of the research:

1. Evaluate the size and stability of liposomes of different compositions depending on
different storage conditions (time, temperature).

2. Determine the release of the fluorescent dye calcein inserted into liposomes.

3. Evaluate the incorporation of adapalene into liposomes by measuring its fluorescence.

Object and methods of the research: the object of the Master's thesis was lipid-based
nanocarriers - liposomes — with and without the drug substance adapalene. The size and stability
of liposomes of different compositions were characterized by the dynamic light scattering
method, the stability of liposome membranes was assessed based on changes in the
fluorescence intensity of released calcein from liposomes, and the presence of adapalene in

liposomes was determined by the fluorescence spectroscopy.

Results and conclusions: after examining four different compositions of liposomes
(DOPC/Chol  (6:4), DOPC/DOPG (7:3), DOPC/Chol/DOPG (5:3.5:1.5), and
DOPC/Chol/DSPE-PEG(2000) (5.64:3.83:5.3)) using the dynamic light scattering method at
different temperatures, it was determined that all composition liposomes were the most stable
at room temperature (22 °C) over a week due to the smallest average radius size changes, while
the liposomes showed the least stability at 37 °C due to the most significant changes in radius

size.

After measuring the fluorescence of released calcein from different composition
liposomes, it was found that the least stable were lipid vesicles composed of DOPC and Chol
(6:4) due to the largest fluorescence intensity changes, while the most stable were PEG residue-

containing liposomes due to the least change in fluorescence intensity. Evaluating the effect of



different temperatures on liposome stability, it is seen that all four composition liposomes were
the least stable at a temperature of 37 °C, while the temperature of 22 °C was the most favorable

for the stability of lipid vesicles due to the lowest amount of released calcein.

After measuring the fluorescence induced by the release of adapalene from liposomes
formed from DOPC / DOPG (7:3) and from PEG residue-containing liposomes, it was found
that the highest efficiency of encapsulation of adapalene into lipid vesicles was observed at a
temperature of 4 °C. Comparing both liposome compositions, the PEG residue-containing
liposomes with incorporated adapalene showed greater stability due to higher fluorescence

intensity after addition of triton.



PADEKA

Esu nuosirdziai dékinga savo darbo vadovei dr. Rimai Budvytytei uz suteiktg galimybe
atlikti magistro baigiamajj darba VU Gyvybés moksly centro Biochemijos instituto
Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyriuje. Dékoju uz vertingas Zinias ir profesionalius

patarimus bei uz nuolatinj paskatinimg i$kilus abejonéms.

Atskiros padékos nusipeln¢é doktoranté Evelina Jankaityté uz skirtg laika, visapusiskus

patarimus dirbant laboratorijoje ir uz pagalba atliekant matavimus bei skai¢iavimus.

Taip pat tariu nuosirdy aciti visam skyriaus kolektyvui uz jaukig ir draugiska darbo

aplinka, bendradarbiavimg ir pagelbéjimg esant neaiSkumams.



SANTRUMPOS

Chol - cholesterolis

DLS - (angl. dynamic light scattering) — dinaminé Sviesos sklaida
DOPC - dioleoilfosfatidilocholinas

DOPG - dioleoilfosfatidilglicerolis

DPPC - dipalmitoilfosfatidilcholinas

DSPE — distearoilglicerofosfoetanolaminas

FDA — (angl. U.S. Food and Drug Administration) — JAV Maisto ir vaisty administracija
IM — (angl. intramuscular) — j raumenis

IT — (angl. intrathecal) — j intratekalinéje ertméje esantj stuburo smegeny skystj
IV — (angl. intravenous) — j veng

PAM - pavirsiaus aktyvumo medziagos

PC — fosfatidilcholinas

PG — fosfatidilglicerolis

PE — fosfatidiletanolaminas

PEG - polietilenglikolis

PS — fosfatidilserinas

RES sistema — retikuloendoteliné sistema

SM - sfingomielinas

SPAN 60 — sorbitano monostearatas

SPAN 80 — sorbitano monooleatas

TWEEN 60 — polioksietileno sorbitano monostearatas

TWEEN 80 — polioksietileno sorbitano monooleatas



SAVOKOS

ABC fenomenas — (angl. accelerated blood clearance) — pagreitintas kraujo klirensas,
imunogeninis atsakas, paskatintas pakartotinai vartojant didelj kieki PEG konjuguoty
medziagy, jskaitant PEG liekang turinCius nanoneSiklius, dél ko padidéja PEG konjuguoty
medZziagy klirensas ir sumazéja jy efektyvumas;

amfifilinis — medziagos gebéjimas pasizyméti dvejopomis savybémis, pavyzdziui, vandenyje
tirpios hidrofilinés galvutés ir lipiduose tirpios (lipofilinés) uodegélés turéjimas;

Brauno judéjimas — atsitiktinis Siluminis daleliy judéjimas skystyje arba dujose;

delny ir pady eritrodizestezijos sindromas — (angl. hand-foot syndrome) — akumuliaciné
dermatologiné toksiné reakcija, susijusi su PEG liekang turin¢io liposominés formos
doksorubicino vartojimu, kuriai biiddingi skausmingi paraudusios odos ikilimai;

dispersija — cheminiy medziagy daleliy pasiskirstymas kitoje medziagoje;

ekstruzija — i$sttmimas — metodas, kurio metu liposomy suspensija yra leidziama per tam tikro
pory dydzio membraninj filtrg;

et al. —ir kiti;

fazinio virsmo temperatira Tm — temperatira, vir§ kurios fosfolipidai egzistuoja
skystakristalin¢je formoje suformuodami dvisluoksn¢ membrang;

hidratacija — cheminés reakcijos metu medziagos susijungimas su vandeniu;

in vivo — procesas, vykstantis gyvame organizme;

komplementas — imuningés sistemos baltymy kompleksas;

lameliSkumas — lipidiniy dvisluoksniy kiekis liposomoje, darantis jtaka jkapsuliavimo
efektyvumui ir vaisto iSsiskyrimo kinetikai;

monodispersinis — kuriy labai siauras daleliy dydzio pasiskirstymas;

retikuloendoteliné sistema — dabar vadinama mononukleariniy fagocity sistema, organizmo
imuning¢s sistemos dalis, sudaryta 1§ fagocituojanCiy lgsteliy, esanciy retikuliniame
(tinkliniame) audinyje, atliekanti svarby vaidmenj pasalinant tirpias medziagas ir kitas daleles
1§ sisteminés kraujotakos;

soliubilizuoti — tirpinti naudojant pavirsinio aktyvumo medziaga;

sonikavimas — ardymas ultragarsu;

sterinis stabilizavimas — procesas, kurio metu adsorbuotos nejoninés aktyviosios pavirSiaus
medZziagos arba polimerai sukuria stipry atstimima dispersijoje tarp daleliy ir laseliy;
supernatantas — skystis, liekantis vir§ nuosédy po nusodinimo, centrifugavimo ar kito proceso;

teranostinis — apjungiantis diagnostikg ir terapija nanomedicinoje.
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IVADAS

Pastaraisiais keliais deSimtmeciais siekiant pagerinti vaisty pernesimo efektyvuma vis
dazniau kuriami liposominés formuluotés vaistai. Liposomos — tai sferinés membraninés
puslelés, turincios bent vieng fosfolipidy dvisluoksnj apie vandening Serd;j ir gebancios talpinti
savyje tiek hidrofobines, tiek hidrofilines medziagas [13]. Siame magistro darbe terminai:
liposomos, lipidiniai nanonesikliai, lipidinés puslelés ir lipidinés vezikulés, yra vartojami kaip

sinonimai.

Daugeliu atvejy jrodyta, jog vaistiniy preparaty liposominés farmacinés formos turi
didesnj pranasuma jprastoms dozavimo formoms, kaip intraveninéms injekcijoms ar vietiniam
vaisty vartojimo budui [1, 3]. Visgi didzigja liposominiy preparaty rinkoje dalj sudaro
parenteriniai vaistai, skirti selektyviai vézio terapijai, antibiotiky ir priesgrybeliniy vaisty
pristatymui [53]. Vietiniam vartojimui tokiy vaisty yra maziau, o patvirtinty dermatologiniy

liposominiy preparaty téra tik vienetai [6].

Pagrindiniai vietiniy liposominiy farmaciniy formy pranaSumai kyla dél jy irodyto
gebéjimo jterpti tiek vandenyje, tiek lipiduose tirpias vaistines medziagas [4], sumaZinti
Salutinius poveikius, galin¢ius atsirasti dél nepageidaujamos sisteminés absorbcijos [1],
stabilizuoti nestabilias vaistines medziagas jas jkapsuliuojant, pagerinti mazai vandenyje tirpiy
veikliyjy medziagy biologinj prieinamumg [2], palengvinti junginiy jsiskverbimg j gilesnius
odos sluoksnius, sumazinti odos dirginima, palaikant tolygy vaisto atpalaidavima bei drékinant
epidermj [5]. Be to, pacios liposomos yra netoksiskos, biologiskai skaidzios [22], 0 pagrindinés

Jjy membrany sudedamosios dalys yra panasios } misy organizmo lgsteliy membranas.

Sio darbo tiriamoji medziaga — adapalenas — vietinis retinoidas, skirtas aknés gydymui
— gali sukelti tam tikrus $alutinius poveikius, kaip odos sudirginimg [79], ta¢iau liposominé
adapaleno formuluoté galéty padéti to iSvengti. Rinkoje tokio preparato néra, tad tai dar
neiSnaudota ir perspektyvi sritis kuriant dermatologinius vaistinius preparatus ir siekiant

sumazinti pastaryjy Salutiniy efekty rizika.

Siame baigiamajame magistro darbe bus formuojamos skirtingy sudééiy liposomos,
stebimi jy dydzio ir stabilumo pokyc¢iai priklausomai nuo laikymo salygy, kaip temperatiiros ir
laiko, tuomet j liposomas bus jterpiami kalceinas ir adapalenas ir stebimas jy atpalaidavimas,

registruojant jy fluorescencija.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: suformuoti ir charakterizuoti liposomas, tinkamas vaisty pernesimui, bei

panaudoti jas adapaleno, skirto aknés gydymui, jterpimui.

Darbo uzdaviniai:

Ivertinti skirtingos sudéties liposomy dyd;j ir stabiluma priklausomai nuo skirtingy
laikymo salygy (laiko, temperatiiros).
Nustatyti i liposomas jterpto fluorescuojancio dazo kalceino atpalaidavima.

Ivertinti adapaleno jterpima j liposomas, matuojant jo fluorescencija.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Liposomos

Liposomos yra sferinés membraninés puslelés, daugiausia sudarytos i$ lipidy. Tai yra
viena i§ paprasc¢iausiy lipidiniy nanonesikliy grupiy, formuojamy i§ cholesterolio ir nattiraliy
dr. Alec’as D. Bangham’as, pastebéjes, jog vandeningje terpéje fosfolipidai geba formuoti
uzdaras pusleles [7]. Bangham’o garbei Sios uzdaros sferinés piislelés buvo pavadintos
,bangasomomis®, taciau 1968 m. mokslininkas G. Weissman’as pasitilé tinkamesnj terming —

,,liposomos* [8].

Iprastai suformuoty lipidiniy vezikuliy dydis vandeniniame tirpale svyruoja nuo 25
nanometry iki keliy mikrometry. Lipidinés puslelés yra skirstomos pagal dyd;j ir fosfolipidy

dvisluoksnio skaiciy apie skysta vandening Serd;:

= daugiasluoksnés paslelés (angl. multilamellar vesicles). Sios paslelés sudarytos i§ keliy
fosfolipidy dvisluoksnio sluoksniy, pusleliy skersmuo yra didesnis nei 0,5 um;

= didelés vienasluoksnés paslelés (angl. large unilamellar vesicles). Jos sudarytos is
vieno fosfolipidy dvisluoksnio sluoksnio, skersmuo yra didesnis nei 100 nm;

= mazos vienasluoksnés paslelés (angl. small unilamellar vesicles). Sudarytos i§ vieno

fosfolipidy dvisluoksnio sluoksnio, jy skersmuo yra 20 nm — 100 nm [10].

daugiasluoksnés liposomos  didelés vienasluoksnés mazos vienasluoksnés
liposomos liposomos
> 0,5 pm >100 nm 20 nm — 100 nm

1 pav. Lipidiniy vezikuliy klasifikacija pagal dydj ir fosfolipidy dvisluoksnio kiekj
apie vandenine Serd]. Pritaikyta pagal [11].
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1.2. Liposomuy struktiira

StruktiiriSkai liposomos yra sferinés puslelés, kuriy membraninis lipidy dvisluoksnis
gaubia centre esancig vandening terpg. Iprastai dvisluoksn¢ lipiding membrang sudaro
fosfolipidai, turintys hidrofiling galvute ir hidrofobines uodegéles [13]. ] liposomos viduje
esancig vandening terpe yra talpinamos vandenyje tirpios — hidrofilinés — vaistinés medziagos,
o hidrofobinés, kitaip tariant, riebaluose tirpios — lipofilinés — vaistinés medziagos jsiterpia j

liposomos fosfolipidy dvisluoksnio vidy (2 pav.).

Dél skirtingo dydzio ir fosfolipidy dvisluoksnio kiekio liposomos yra pritaikytos
perneSti  specifines  vaistines medZziagas, pavyzdziui, daugiasluoksnés liposomos
naudingiausios jterpti lipofilinius vaistus dél turimo didelio fosfolipidy dvisluoksnio kiekio.
Tuo tarpu didelés vienasluoksnés liposomos turi talpig viding vandening terpg, tinkama pernesti

hidrofilines vaistines medziagas [14, 19].

hid‘rofiliné galvuté '&(\\“ﬂ ﬁ , fr/
: W\ %\HMJ/ 7
of 6" e S
hidfOf{)b_inéS é S vandeningé terpé ¢ ?.
uodegelés 3 & .d-:'
fosfolipidas .é?. @& — ‘5‘.
cholesterolis 'j?ﬁ . {&?
idrofilinis vaistas ﬁ RK O
‘ :ijro:(:binis vaistas #&/ y u“&%

2 pav. | lipidinj nanonesiklj jterpty hidrofiliniy ir hidrofobiniy vaistiniy medziagy
struktiirinis vaizdavimas. Pritaikyta pagal [9].

1.3. Liposomy sudétis

Lipidinés vezikulés jprastai gaminamos i$ jvairiy fosfolipidy, kuriy cheminés savybés
ir lemia paciy liposomy savybes, bei pridedama kity medziagy, kaip cholesterolio ar pavirSiaus

aktyvumo medziagy (PAM). Dazniausiai haudojami fosfolipidai yra: fosfatidilglicerolis (PG),

14



fosfatidilcholinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilserinas (PS), sfingomielinas
(SM) [15]. Butent neutraly kriivj turintis fosfatidilcholinas yra pagrindiné liposomy membrany
sudedamoji dalis daugelyje liposominiy vaistiniy preparaty [67]. Populiariausios pavir§iaus
aktyvumo medziagos — tai natrio cholatas, SPAN 60, SPAN 80, Tween 60 ir Tween 80. Sios
medziagos placiai naudojamos liposomose, siekiant pagerinti jkapsuliuoty vaistiniy medziagy

prasiskverbimg pro oda [16].
Fosfolipidai

Liposomy pagrindiné sudedamoji dalis yra amfifiliniy savybiy turintys fosfolipidai,
kuriy galvutés yra hidrofilinés, o uodegelés sudarytos i§ ilgy hidrofobiniy riebaly rugsciy
molekuliy. Poliné hidrofiliné galvuté sudaryta i§ fosfato grupés, prie jo prijungto glicerolio ir

polinés grupés [19].

. (o) -
poliné cholinas 0/\-/\0’\;: 0 N I
(hidrofilin¢) fosfatas a4 o 0~
: el )
galvute | glicerolis

riebaly

rugstys
nepolinés

(hidrofobings)
uodegelés

cis dviguba jungtis

nesocioji riebaly ragstis

socioji riebaly rugstis
3 pav. Fosfatidilcholino struktira. Pritaikyta pagal [18].

Liposomy membranoje fosfolipidai iSsidésto dvisluoksnéje struktiiroje — hidrofilinés
galvutés atsisuka ] vandening ptslelés Serdj, 0 vieno sluoksnio riebaly riigs¢iy uodegélés —
prieSingai j kito sluoksnio riebaly rigsciy uodegéles [19]. Taip fosfolipidai savaime suformuoja
uzdaras dvisluoksnes piisleles, kuriy centre yra vandeniné Serdis. Fosfolipidy kiekis nulemia ir
lipidinés vezikulés dydj bei vaisto jterpimo efektyvuma [20]. Priklausomai nuo lipido riebaly
rugsciy acilo grandinés ilgio ir lipido struktiiros, kiekvienas lipidinis dvisluoksnis yra 3-6 nm

storio [67].
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Nuo liposomy sudétyje esanciy skirtingy fosfolipidy priklauso ir lipidiniy pusleliy
fizikocheminés savybés — butent stabilumas ir laidumas — liposomy sudétyje esantys nesotieji
fosfatidilcholino natiiraltis junginiai, kaip kiauSiniy ar sojy pupeliy fosfatidilcholinas, suteikia
liposomy membranoms didesnj pralaiduma, taiau mazesnj stabiluma. Naudojant soCiuosius
fosfolipidus su ilgomis acilo grandinémis, pavyzdziui, dipalmitoilfosfatidilcholing (DPPC),
kurio dvi palmitino rugsties grandinés sudarytos i§ po 16 anglies atomy, liposomy membranos

bus tvirtesnés ir stabilesnés su beveik nepralaidziu fosfolipidy dvisluoksniu [13, 41].

Cholesterolis
HsC

CHa
CHa

CHa
CHa

HO

4 pav. Cholesterolio molekulés struktiira [12].

Cholesterolis yra dazniausiai naudojamas sterolis liposomy formuluotése, galintis
uzkirsti kelig liposomy agregacijai ir pagerinti liposomy membranos stabiluma [13]. Jis yra ir
vienas svarbiausiy zinduoliy lgsteliy plazminés membranos struktiuriniy komponenty. Be to,
cholesterolio kiekis membranose turi jtakos vaisto jterpimo efektyvumui. DidZiausias poveikis
stabilizuojant liposomy membranas stebimas lipidy sudétyje esant apie 30 — 33 mol%
cholesterolio [17, 67]. Be to, | fosfolipidy dvisluoksnio membrang jterptas cholesterolis
padidina atskirtj tarp fosfolipidy cholino galvuciy grupiy ir sumazina vandeniliniy jungéiy bei
elektrostatiniy saveiky stiprumga [15], todél fosfolipidy dvisluoksnis tampa stabilesnis, maziau
linkes absorbuoti iSorines nanodaleles, sumazéja dvisluoksnio pralaidumas vandeniui. Sis
mechaninio standumo padid¢jimas yra svarbus liposomos stabilumui ir sumaZzina sgveika Su
serumo baltymais [67], tokiais kaip transferinas, albuminas, taip pat su didelio tankio
lipoproteinais, tokiu buidu iSvengiant ir galimo jy veikimo sumazéjimo [41]. Dar viena i$
cholesterolio funkcijy yra padidinti temperatiiros intervala, reikalingg i§laikyti skystakristalinei
lipidy membranos biuisenai. ] membrang jterptas cholesterolis sumazina pastarosios takuma,

neleidzia fosfolipidams suartéti vieniems su kitais, formuojant kristaling kieta baseng [21].
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Pavirsiaus kravis

Priklausomai nuo lipidy sudéties ir lipidy galvutés grupés, liposomos gali turéti
neigiamg, neutraly arba teigiamg gryngj; kruvi. Bendras grynasis daleliy kriivis paprastai
iSreiskiamas pavirSiaus, arba zeta, potencialu. Liposomos, neturinios kravio, yra labiau
linkusios agreguotis nei turinCios kraivi [67]. Tirpale esant fiziologiniam pH 7,4 terapinés
liposomos, sudarytos i§ SM, PC arba PE, turi neutraly grynajj kravij, o PG ir PS turi neigiama
grynagjj kravi (5 pav.).

o 0, O

/\N\/\A/\/\)J\QMO:\P:O ’\I/‘\O H

Fosfatidilglicerolis (PG) OH

Fosfatidilserinas (PS)

5 pav. Fosfolipidy (fosfatidilglicerolio ir fosfatidilserino) cheminé struktiira (mélyna
— glicerolis, raudona — alkoholis) ir jy neigiamas kraivis esant fiziologinei pH vertei. Pritaikyta
pagal [68].

PavirSiaus kruvis gali turéti jtakos dalelés stabilumui, farmakokinetikai,
biopasiskirstymui. Patekusios j kraujotaka, neigiamo kravio liposomos yra 0psonizuojamos —
suriSamos su baltymais opsoninais — jas gali atpazinti receptoriai, esantys jvairiose lastelése
[67]. O turinios grynajj teigiama kriivj — katijoninés — liposomos, yra linkusios sgveikauti su
serumo baltymais, kurie gali sukelti komplementy aktyvavima. Kai kuriais atvejais §is procesas
taip pat gali sustiprinti pasisavinimg retikuloendotelinés sistemos ir biiti pasalintos plauciy,

kepeny ar bluznies [84].
1.4. Liposomy privalumai ir trukumai

Privalumai

= Liposomos yra biologiSkai inertiSkos, netoksiSkos, nes sudarytos i§ naturaliy
fosfolipidy, kuriy struktiira kaip ir maisy epidermio [22].
= ] liposomas galima jterpti tiek hidrofilines, tiek lipofilines vaistines medziagas.

Lipofilinius junginius galima soliubilizuoti ir juos $virksti j veng [4, 23].
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I liposomas jterpus vaistines medziagas, gali biiti sumazinami Salutiniai poveikiai

organizmui — mazinamas toksiskumas — taip padidinamas terapinis indeksas [39, 67].

Liposominio prie$vézinio vaisto doksorubicino Myocet® atveju yra susilpninamas

kardiotoksinis poveikis $irdZiai mazinant vaisto kaupimasi miokarde [30].

= Veikliosios medziagos jterpimas ] liposomas gali padidinti jos stabilumg ir skvarba j
odos sluoksnius [5, 29].

» Uztikrinamas létas vaistinés medziagos atpalaidavimas ir ilgas veikimas. Modifikuojant
liposomas su PEG, galima keisti ] organizmg patenkanciy vaistiniy medziagy
farmakokinetika, dél ko pailgéja pusinis laikas sisteminéje kraujotakoje [25],
padidinamas vaisto bioprieinamumas [67] ir pasiekiamas reikiamas gydomasis
poveikis.

= ] liposomas jterpus antimikrobinius preparatus, veiklioji medziaga gali biiti apsaugoma
nuo fermenty skaidymo. Tokie antibiotikai, kaip penicilinai ar cefalosporinai, yra
jautrts pB-laktamazés hidrolizuojanéiam poveikiui, todél pastaruosius jterpus j
liposomas, §io nepageidaujamo fermento veikimo galima iSvengti [24].

» Liposomy pavirSiai gali biiti lengvai modifikuojami, siekiant kryptingo ir selektyvaus
vaistiniy medziagy tiekimo, ypac jy preparatus susvirkscius parenteraliai. Liposomy
pavir$inis sluoksnis gali bati padengiamas PEG (liposominis pegilintas doksorubicinas
Doxil®) [26], jterpiami specifiniai ligandai ar skvarbg gerinan¢ios medziagos [27, 28].

=  Galimybé tiekti vaistines medziagas ] lasteliy vidy dél vykstancios liposomy

endocitozés [31]. Keliuose tyrimuose buvo pranesta ir apie liposomas, galinCias tiekti
tkapsuliuotus junginius tiesiai ] citozolj membranos suliejimo btidu, ne vien per

endocitotinius kelius [32, 33].
Trukumai

» Brangus gamybos procesas, reikalauja specialiy laikymo salygy, kaip pvz., Zemy
temperatiiry, inertinés atmosferos [34, 35, 38].

» Dvisluoksnés membranos fosfolipidai gali oksiduotis ar hidrolizuotis [19, 34, 35], kas
gali padidinti membranos pralaidumg ir neigiamai paveikti liposomos stabiluma.

= Liposominés membranos gali neigiamai sgveikauti su paciento kiino baltymais ir
skatinti imuninés sistemos atsaka [39].

=  Trumpas liposominiy vaisty pusinés eliminacijos laikas dél patekimo j RES sistema [34,
35].

18



» Jkapsuliuoti vaistai gali pratekéti nepasieke taikinio [34, 36].

= Galimas ABC fenomenas, sukeltas PEG modifikuoty liposomy [37].

= Liposomos gali tapti toksiskos, jei suveiks ne taikinio vietoje. Tam tikri chemoterapiniai
vaistai, kaip liposominis pegilintas doksorubicinas (Doxil®), gali sukelti dermatologine

toksine reakcija — delny ir pady eritrodizestezijg [40].
1.5. Liposomy gamybos metodai

Pagrindiniai tikslai formuojant lipidines vezikules yra: norimo lameliskumo stabiliy
monodispersiniy daleliy suformavimas, efektyvus vaisto jkapsuliavimas } liposomas ir kuo
ilgesnis produkto issilaikymas [41]. Iprastai lipidiniy nanone$ikliy gamyba apima S$iuos

pagrindinius etapus (6 pav.):

= Lipidy tirpinimas organiniame tirpiklyje;

* Gauto lipidy miSinio dziovinimas i§ organinio tirpiklio;
» Lipidy dispersija vandeninéje terpéje;

* Liposomy dydzio ir / ar lameliSkumo sumazinimas;

»  Galutinio produkto analizé [36, 41].
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lipidy vandeniné terpé,

milteliai, jskaitant
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tirpiklis azotu o
centrifugavimas
mazos didelés
vienasluoksnés daugiasluoksnés
puslelés puslelés

4
L 2

6 pav. Laboratoriné liposomy formavimo technologija. Po i§garinimo azotu susidaro
lipidiné plévelé, kuri véliau drékinama vandeniniu tirpikliu, dazniausiai buferiu. Susidariusios
lipidinés puslelés yra skirtingo dydzio ir daugiasluoksnés, o véliau apdorojus ultragarsu ir / ar

ekstruzija, pasiekiamos norimos liposomy savybés. Pritaikyta pagal [42].

Vienas pagrindiniy veiksniy, daranciy jtakg liposomy veikimui in vivo, yra jy dydis
[16]. Anksciau atliktas tyrimas [43] parodé, kad liposomos, kuriy skersmuo yra didesnis nei
0,1 um, yra grei¢iau opsonizuojamos, taigi grei¢iau pasalinamos retikuloendotelinés sistemos.
Lipidiniy pusleliy dydis taip pat keicia ir jy pasiskirstymg organizme. Todél siekiant pailginti
liposomy cirkuliacijos laika, sumazinant ir suvienodinant jy dydj, yra naudojami tokie metodai,
kaip sonikavimas ultragarsu, ekstruzija ir homogenizavimas. I$ jy ekstruzija turi keleta
pranasumy: liposomos gaunamos santykinai vienodo dydzio, procesas yra greitas ir

pakankamai svelnus [44, 45].

Liposomy gamyboje ir pritaikyme vaisty pernasai itin svarbus parametras yra
fosfolipidy faziné virsmo temperatira (Tm), virS§ kurios fosfolipidai egzistuoja

skystakristalinéje formoje. Bitent Sioje netvarkingoje biisenoje judrios fosfolipidy hidrofobinés
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grandinés sudaro lankséias dvisluoksnes liposomy membranas [19]. Zemiau fazinés virsmo
temperataros fosfolipidai yra iSsidéste termodinamiskai stabiliausioje kristalinéje (arba
gelinéje) biisenoje — tvarkingai susispaude, netinkami formuoti dvisluoksne membrang [42,
67]. Esant Tm, abi fazinés biisenos egzistuoja lygiomis proporcijomis. Biitent Sioje
temperatiiroje stebimas didZiausias pratekéjimas pro liposomos membrang. Tm dar Kartais
vadinama ir lipidy lydymosi temperatira [67]. Liposomy membranos faziné biisena lemia
pastarosios pralaiduma, agregacija, prisijungima prie baltymy ir kartais liposomy susiliejima.
Pavyzdziui, serumo baltymy prisijungimas gali turéti jtakos faziy pasikeitimui ir dél tos
priezasties prie§laikiniam vaisto, esanc¢io liposomos vandeninéje terpéje, iSsiskyrimo greiciui.
Anks¢iau minéto cholesterolio jtraukimas j fosfolipidy dvisluoksnj gali sumazinti membranos
takuma ir iSplésti temperatiiros diapazong, kuriame lipidy membrana keicia fazes [67]. Taigi,
kuriant lipidines vaisty perneSimo Sistemas, itin svarbu yra atsizvelgti j tinkamas lipidy
kompozicijas, uztikrinan¢ias membranos takuma, o kadangi lipidy miSiniai gali turéti kelias
pereinamgsias  temperatiras, biitina  nustatyti  tinkamg  temperatira  naudojant

daugiakomponencius lipidy miSinius.
1.6. Vaisty pernasa naudojant liposomas

Modernios vaisty pernasos sistemos yra polimerinés arba lipidinés nesikliy sistemos,
transportuojancios vaistus j jy taikinius ar receptoriy vietas taip, jog buity pagerintas veikliosios
medziagos veiksmingumas, saugumas, uzkertamas kelias vaistinés medziagos praradimui
pernasos ] tiksling vietg metu, kontroliuojant vaisto i$siskyrimo organizme greitj, laikg ir vietg
[66]. Liposomos yra labiausiai paplitg ir gerai iStirti nanoneSikliai, skirti tikslinei vaisty
pernasai. Biitent galimybé¢ pernesti ir hidrofobinius, ir hidrofilinius junginius paverté liposomas
viena i§ mégstamiausiy moksliniy tyrimy temy vaisty nesikliy tyrimuose [67]. Liposominés
vaisty formuluotés leidzia efektyviai pristatyti jkapsuliuotus junginius j tikslines vietas, tuo pat
sumazinant sisteminj toksiSkumag [69]. Veikliosios medziagos jkapsuliavimas j liposomas

apsaugo junginius nuo ankstyvos inaktyvacijos, skilimo ir praskiedimo kraujotakoje [71].
PEG liekang turincios liposomos

Adsorbcija j plazmos baltymus, atpazinimas ir fagocitozé retikuloendotelinés sistemos
— esminiai veiksniai, trumpinantys liposomy cirkuliacijos laikg kraujyje [84]. Siekiant sukurti
ilgai kraujotakoje cirkuliuojancias liposomas, jy pavir§ius modifikuojamas su hidrofilinémis

medziagomis. Pla¢iausiai naudojamas yra hidrofilinis polimeras — polietilenglikolis (PEG), o

21



procesas vadinamas pegilinimu. Tyrimais jrodyta, kad PEG liekang turinCios (pegilintos)
liposomos gali veiksmingai sumazinti adsorbcijg | plazmos baltymus (opsonizacijg) ir kur kas
pailginti cirkuliacijos laika, lyginant su PEG liekana neturin¢iomis liposomomis. Pegilinimas
padeda sumazinti lipidinés dalelés kriivio tankj ir sukurti steriska barjera, apsaugant] liposoma
nuo sgveikos su RES sistemos lgstelémis bei nuo tarpusavio liposomy susiliejimo [85]. Be to,

pegilintos liposomos rodo didesn;j stabilumg lyginant su nepegilintomis [86, 87].

Pegilinti liposominiai vaistiniai preparatai placiai naudojami vézio gydymo terapijoje.
Liposominiai preparatai gali uztikrinti didesnj veiksmingumg ir (ar) sumazinti prie§veéziniy
medziagy toksiSkumg. Tokios nuo RES sistemos poveikio apsaugotos liposomos vadinamos

steriSkai stabilizuotomis arba ,,slaptomis® (angl. stealth) liposomomis [67] (7 pav.).

A  prasta liposoma D Teranostiné liposoma

|
hidrofobinis 1
' I
teigiamai vaistas : “@\_ ligandai-taikiniai
ikrautas lipidas | | ) ."
QS / 4
neigiamai Q;\\\\ ; / 5///// b
jkrautas lipidas &\\ \ 2 //// =
hidrofilinis SORV =
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/ ; \ VA peptidas
: baltymas antiktinas
I
I

B Pegilinta liposoma ¢ Iliganda nukreipta liposoma

7 pav. Schematinis skirtingy tipy liposominiy vaisty pernaSos sistemy atvaizdavimas.
A) Jprasta liposoma — liposomos susideda i$ lipidy dvisluoksnio, kurj gali sudaryti
katijoniniai, anijoniniai arba neutraltis fosfolipidai ir cholesterolis, apsupantys vandening Serdj.
Hidrofobiniai ar hidrofiliniai junginiai iSsidést¢ atitinkamai lipidy dvisluoksnyje arba

vandeningje erdvéje. B) PEG liekang turinti liposoma — liposomy savybés ir veikimas in vivo
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gali buiti modifikuojami liposomos pavirsiy padengiant hidrofiline polimerine danga — PEG,
siekiant uztikrinti sterinj stabilizavimg. C) I ligandg nukreipta liposoma — liposomos gali bati
panaudojamos taikiniy terapijai, prijungiant ligandus (pvz., antikGnus, peptidus ar
angliavandenius) prie jos pavirSiaus arba prie galinio prijungty PEG grandiniy galo. D)
Teranostiné liposoma — kombinacija nanodalelés, ligando-taikinio, vaizdinimo Zymens ir

terapinio komponento. Pritaikyta pagal [69].

Sterinis stabilizavimas daro didele jtaka liposomy farmakokinetikai — jy pusinés
eliminacijos laikas zmogaus organizme gali pasiekti net 45 valandas, priklausomai nuo daleliy
dydzio ir polimerinés dangos charakteristiky [69]. Vézio gydymo terapijoje jrodyta, jog
pegilintos liposomos geba prasiskverbti pro pakitusias ir daznai pazeistas naviko kraujagysles
bei pasiskirstyti navikiniame audinyje [70]. Pegilintos liposomos gerokai padidino priesvézinio
vaisto doksorubicino pusinés eliminacijos laikg plazmoje, kas sudaré prielaidg sukurti

liposominj doksorubicino preparata Doxil® [67].
1.7. Liposominiai vaistai rinkoje

Nuo liposomy atradimo praéjo beveik 35 metai, kol jos buvo kliniskai pritaikytos vaisty
pernasai. 1995 m. JAV Maisto ir vaisty administracija (FDA) patvirtino pirmajj liposominj
vaistinj preparatg Doxil® (pegilinta j liposomas jkapsuliuotg doksorubicing) kaip tikslinj nesiklj
kiausidziy vézio ir Kapos$i sarkomos gydymui [67]. Buvo pranesta, jog Sis preparatas gali
apsaugoti pacientus nuo kardiotoksinio antracikliny poveikio bei pagerinti veikliosios
medziagos doksorubicino kiekj Kaposi sarkomos audiniuose iki 22 karty, lyginant su sveikais

odos audiniais [70].

Kaip pavaizduota 1 lenteléje, Zmonéms vartoti yra patvirtinta 14 liposominés

formuluotés vaistiniy preparaty. Dar apie 9 lipidy pagrindu kuriamy vaisty yra II/III klinikinése
fazése [67].

1 lentelé. Tarptautinéje rinkoje patvirtinty liposominiy vaistiniy preparaty sarasas.
Pazymétina, kad | sgraSg nejtraukti generiniai vaistai, lipidiniai kompleksai (pvz., Abelcet®,
Amphotec® ir Onpattro®) ir Europoje nacionaliniu mastu leistini liposominiai produktai.
Doxil® buvo pirmasis liposominis produktas, kurj FDA patvirtino 1995 m. I§ $iy rinkoje

esanciy preparaty 43% jy buvo patvirtinti iki 2000 mety, o 57% — iki 2010 mety. Daugiausia
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démesio skiriama vézio terapijai, bet apimamos ir Kitos sritys, kaip infekcinés ligos, anestezija,

vakcinos, plauciy ligos ir fotodinaminé terapija. Pritaikyta pagal [53, 67].

Preparato Veiklioji Patvirtinimo Vartojimo Indikacijos
pavadinimas medZiaga metai/vieta biidas
Priesveziniai
Doxil Doksorubicino 1995, JAV v Kiau$idziy vézys,
Caelyx hidrochloridas 1996, ES Kaposi sarkoma,
(DOXeHCL) mieloidiné
melanoma
DaunoXome Daunorubicinas 1996, JAV v Kaposi sarkoma
DepoCyt Citarabinas 1999, JAV IT Limfomatinis
DepoCyte 2001, ES meningitas
Myocet DOXeHCL 2000, ES v Krities vézys
2000, JAV
Mepact Mifamurtidas 2009, ES v Osteosarkoma
Marqibo Vinkristino 2012, JAV v Leukemija
sulfatas
Onivyde Irinotekano 2015, JAV v Kasos
hidrochlorido 2016, ES adenokarcinoma
trihidratas
Vyxeos Daunorubicinas, 2017, JAV v Leukemija
citarabinas 2018, ES
Priesgrybeliniai
AmBisome Amfotericinas B 1997, JAV v Sistemine grybeline
infekcija
Vakcinos
Shingrix Varicella-zoster 2018, ES IM Juostinés puslelinés
viruso ir poherpetinés
glikoproteino E neuralgijos
antigenas su profilaktika
adjuvantu
Analgetikai
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DepoDur Morfinas 2004, JAV Epidurinis  Pooperacinis

skausmas

Exparel Bupivakainas 2011, JAV Svirk§timas Pooperacing
2020, ES vietiskai analgezija

Kiti
Visudyne Verteporfinas 2000, ES v Amziné makulos
degeneracija
Arikayce Amikacino 2018, JAV Jkvépimas  Plauciy infekcija
sulfatas 2020, ES pro burng
1.8. Akné

Akné yra odos buklé, dél kurios atsiranda spuogy [72]. Tai daugiafaktoringé, 1étiné,
uzdegiming liga, apimanti pilosebacinj vieneta — riebaling liaukg bei plauko folikula. Riebaliniy
liauky uzsikimsimas ir kolonizacija Propionibacterium acnes (P. acnes) bakterijomis sukelia
spuogus [73, 75]. Akné labiausiai paplitusi paauglystés laikotarpiu, bet pastaruoju metu

pasireiskianti ir suaugusiems, praéjusiems lytinj brendimg — tokia akné vadinama vélyvaja [74].

Tinkamam ir efektyviam aknés gydymui svarbu jvertinti spuogy sunkumg. Akné gali
buti klasifikuojama j lengva, vidutinio sunkumo arba sunkia, atsizvelgiant j odos pazeidimy
skaiCiy ir tipa [75]. Spuogy gydymas turi biti pradétas kuo anksciau, siekiant sumazinti randy
ir neigiamo psichologinio efekto rizika. Gydymas turi bati individualus — pritaikytas
konkreCiam pacientui, spuogy tipui, sunkumui bei paciento galimybéms ir preparato
toleravimui [73, 75]. Esant lengvo ar vidutinio sunkumo spuogams bei palaikomajam gydymui
skiriami vietiniai retinoidai, kaip adapalenas ir tretinoinas. Sie uzkerta kelia komedony
susidarymui, mazina esamus komedonus ir veikia prieSuzdegimiskai. Vietiniai antibiotikai,
kaip klindamicinas ir eritromicinas, daZniausiai naudojami lengvo ar vidutinio sunkumo
uzdegiminei aknei gydyti. Nors jie naudojami ir kaip monoterapija, bet efektyvesni
kombinuojant su retinoidais. Sunkios formos spuogams, kuriems kitas gydymas nebepadeda,

skiriamas geriamasis izotretinoinas [76].
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1.9. Adapalenas

Adapalenas yra sintetinis naftoinés riigsties darinys, pasizymintis retinoidiniu aktyvumu
[78], chemiskai neaktyvus, atsparus deguonies ir §viesos poveikiui [79]. Cheminis pavadinimas

— 6-[3-(1-adamantil)-4-metoksifenil]-2-naftoiné rigstis.

Adamantilo grupé

Naftoinés riugsties
o aromatiniai ziedai

8 pav. Adapaleno struktiira. Fenoksi adamantilo grupé yra lipofiliska, leidzianti giliai
prasiskverbti | odos poras. Naftoinés riigSties aromatiniai Ziedai suteikia atsparumo $viesos

ir deguonies poveikiui. Pritaikyta pagal [77].

Adapalenas vartojamas vietiniam lengvo ar vidutinio sunkumo aknés gydymui [80]. Jis
selektyviai jungiasi prie retinoinés riigsties receptoriy ir gali moduliuoti geny transaktyvacija
bei geny ekspresija Zmogaus keratinocituose. Taigi, jis gali reguliuoti Siy lasteliy, esanciy
spuogy priezastimi, dauginimasi ir diferenciacija, yra sukeliamas komedolitinis poveikis [77].
Kai kurie adapaleno biologiniai veikimo mechanizmai yra tokie patys kaip ir kito retinoido —
tretinoino — taciau adapalenas yra chemiskai stabilesnis ir lipofiliSkesnis. Tokiu budu jis gali
pasiekti didesne koncentracijg pilosebaciniame vienete (riebalingje liaukoje ir plauko folikule)
[78].

Lietuvos rinkoje yra Sie adapaleno preparatai: Differin® gelio arba kremo pavidalu ir
Epiduo® gelis. Sios formuluotés gali sukelti tam tikry vartojimo problemy, kaip odos
paraudimg, sausumg, niezéjimg [79] — padidinamas odos jautrumas. Liposominés formos
adapalenas galéty sumazinti Salutinius poveikius, nes veiklioji medZziaga bty nukreipta tiesiai
] pilosebacinj vienetg [81]. Literattiroje galima rasti tik keletg atlikty tyrimy su liposominiu
adapalenu [81, 82], taip pat kombinacijoje su benzoilo peroksidu [83], todél tai perspektyvi

sritis eksperimentiniams tyrimams.
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1.10. Liposomy jkapsuliavimo efektyvumo jvertinimo metodai

Vaisto jkapsuliavimo efektyvumas apibréziamas kaip vaisto kiekis, esantis s€kmingai
jterptas | lipidine vezikule. Iprastai jterpimo efektyvumas matuojamas procentais, lyginant
vaistinés medziagos kiekj, esantj liposomose, su pradiniu kiekiu, naudotu gamyboje [62].
Liposominiy vaistiniy preparaty kokybés kontrolei itin svarbus yra liposomy iSgryninimas,
atskiriant ar paSalinant nejkapsuliuotus j lipiding puslelg vaistus. Tam naudojamos kelios

pagrindinés technikos, kaip fluorescencijos metodai, dializé bei centrifugavimas [64].
Fluorescencijos spektroskopija

Vienas placiausiai naudojamy metody — fluorescencijos spektroskopija — leidzia stebéti
tiek lipidiniy membrany pazaidas, dél kuriy jterpta vaistiné medziaga iSsiskiria | aplinkg ir
sukelia fluorescencijos poky¢ius, tick galima nustatyti jterpto vaisto kiekj suardzius lipidinj

dvisluoksnj detergentu.

Fluorescencijos spektroskopijos metodo metu méginys yra ap$vietiamas
monochromatine Sviesa (jprastai ultravioletine arba regimaja), kuria méginio junginiai gali
sugerti (9 pav.). Kai méginio molekulé sugeria Sviesos kvantg, ji yra suzadinama ir i§ savo
pagrindinés buisenos perSoka j aukstesne elektronine biiseng. Kadangi suzadintoje biisenoje
molekulé biina nestabili, ji grizta j prading biiseng, o gauta energija iSspinduliuojama kaip
fotonas, todél molekulé fluorescuoja — jvyksta fluorescencija. Sugerties spektroskopija
gaunama, kuomet fotonas yra sugeriamas, o emisijos spektroskopija —kai jis i§spinduliuojamas
[56, 61].

Skirtingos molekulés Sviesga sugeria skirtinguose bangos ilgiuose, tad norint gauti
fluorescencijos spektra, molekule reikia suzadinti tokio bangos ilgio $viesa, kuri sugeriama
geriausiai visame emisijos intervale [63]. Fluorescencijos spektras yra fluorescencijos

intensyvumo kaip bangos ilgio funkcijos grafikas [61].

Pagrindinj vaidmenj fluorescencijos spektroskopijoje atlieka fluoroforai. Tai yra
molekuliy komponentai, sukeliantys jy fluorescencija. Jprastai fluoroforas yra molekulé, turinti
aromatiniy ziedy, tokiy kaip tirozinas, triptofanas, fluoresceinas ir kt. [56]. Kiekvienas
fluoroforas turi sau budingas savybes, kaip fluorescencijos trukmé, intensyvumas, emisijos

bangos ilgio padétis, todél kiekvienas fluoroforas duoda unikaly fluorescencijos spektra [55].
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Taigi, i$ fluorescencijos spektroskopijos galime suzinoti naudingos informacijos apie tiriamo

méginio sudétj ir struktira.

Emisija paprastai yra jautresné ir selektyvesné, nes naudojant atitinkamg suzadinimo
bangos ilgi, galima aptikti kiekvieng atskirg fluorofora, todél gaunamas tinkamas analizés

metodas daugiakomponentei analizei [55].

Sviesos Saltinis ekscitacijos
(ksenono lempa) monochromatorius
v , meginys
B | RLAN /
\ %‘ emisijos
N ~~ > | monochromatorius

detektorius

I |

| ekrane gaunamas

BEs=e  spekiss

9 pav. Fluorescenciniame spektrofotometre méginys apsSvieCiamas monochromatine
Sviesa tokia energija, kurig méginio junginiai gali sugerti. Méginys iSsklaido $viesg visomis
kryptimis. Detektorius paprastai nustatomas 90° kampu Sviesos Saltinio atzvilgiu, kad biity
iSvengta bet kokiy trukdziy i§ perduodamos suzadinimo S$viesos. Detektoriaus sistema
analizuoja skleidziamos S$viesos intensyvumg ir nustato jos bangos ilgio pasiskirstyma.
Spektrofotometruose naudojami du atskiri monochromatoriai, i§ kuriy vienas naudojamas
tiksliai parinkti Sviesos S$altinio suzadinimo bangos ilgj, o kitas — skleidziamai Sviesai

analizuoti. Pritaikyta pagal [57].

Fluorescencijos spektroskopijoje placiai naudojama Jablonskio (Perrin-Jablonski)
energijos lygmeny diagrama, kuri iliustruoja suzadintas molekulés biisenas ir tarp jy galincius
jvykti spindulinius ir nespindulinius peréjimus. Si diagrama leidZia vizualizuoti galimus
peréjimus, galinCius jvykti po molekulés fotosuzadinimo. TipiSka Jablonskio diagrama

pavaizduota 10 paveiksle.
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Energijos lygmenys
Absorhcija (10°s)
‘T— ——— Fluorescencija (10-1°-107 s)
S}_ - AN —————— Fosforescencija 10-5-10 s)
— Y VY Vidine konversija (1022-100 5)
Vibraciné relaksacija (1012-10-10 s)
& SN Interkombinacing konversija (10°20-108 5)

:_TW Y S WAWANNAS <
o= 1 -|-1

?IIIIIII

L J L J
So

10 pav. Molekulés energijos lygmeny Jablonskio diagrama. Spalvotos rodyklés zymi
jvairius spindulinius ir nespindulinius peréjimus, galin¢ius perduoti energija tarp molekuliniy
biiseny. Tiesiomis rodyklémis nurodyti spinduliniai per¢jimai tarp dviejy molekuliniy biiseny,
kai energijos skirtumas yra iSspinduliuojamas arba sugeriamas fotony. Banguotomis
rodyklémis nurodyti spinduliniai peréjimai tarp dviejy molekuliniy biiseny be fotony emisijos

ar sugerties. Pritaikyta pagal [58].

So zymima pagrindiné singletiné nesuzadinta molekulés btisena, Si yra pirmoji
suzadinta singletin¢ biisena, Sn yra n-toji suzadinta singletin¢ biisena. Suzadinta molekulé gali
uzimti vieng i$ tripletiniy biiseny, zymimy Ti, T2, ... Tn. Pirmasis peré¢jimas daugumoje
Jablonskio diagramy yra tam tikros energijos fotono absorbcija tiriamojoje molekul¢je (10
paveiksle pazymeéta zydros spalvos rodyklémis). Absorbcija — tai metodas, kuriuo elektronas
suzadinamas i§ Zemesnio energijos lygmens j auk$tesnjjj, vykstantis labai greitai (1071° s eilés)
[49]. Tuo metu fotono energija paverciama vidine molekulés energija [58]. Sugerti galima tik
tam tikrus Sviesos bangos ilgius — tuos, kuriy energija atitinka energijos skirtuma tarp dviejy
skirtingy konkrecios molekulés savyjy buseny [49]. I§ suzadinto Zemiausio energetinio
lygmens molekulé gali sugrjzti | pagrinding nesuzadintg So blisena, i$spindulivodama §viesos

kvantg — jvyksta fluorescencija [60].
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Dializé

Dializés budu yra paSalinamos mazos molekulés i§ liposomy suspensijos naudojant
pusiau pralaidzia membrang su tam tikro dydzio poromis. Kadangi daugumos vaisty
molekuliné masé yra mazesné negu liposomy, jy molekulés laisvai difunduoja pro membrang j
buferinj tirpala, o liposomos su i vidy jterpta vaistine medziaga lieka dializinéje membranoje

[64]. Taip yra atskiriamas laisvas vaistas nuo jkapsuliuoto j lipiding vezikulg vaisto.

Y e ——
N N
A . (@8],
p®| T la®
] Dializé - (9o - . i
‘%% -.“gg s.)| . Laisvas vaistas
o/ - Vol - .
by A Liposomos
Dializés pradzia Dializés pabaiga
(koncentracijos gradientas) (pusiausvyra)

11 pav. Dializés metodas, kurio metu naudojant pusiau pralaidzia membrang iS
liposomy suspensijos yra paSalinamos mazos molekulés. Membranos poros leidzia laisvai
prasiskverbti mazoms molekuléms, o dideliy molekuliy difuzija per méginio kamera yra

apribota. Pritaikyta pagal [64].
Centrifugavimas

Centrifugavimas yra vienas grei¢iausiy metody, siekiant tirpale atskirti laisvas vaisto
daleles nuo liposomy su jkapsuliuota vaistine medziaga. Veikiant iScentrinei jégai, liposomos
nuséda meégintuvelio apacioje, o nejsiterpusios vaisto molekulés lieka supernatante. Taciau
didelis sukimosi greitis gali pazeisti liposomos membrang ir sukelti vaisto pratekéjima, todél

turi buti parenkamas optimalus sukimosi greitis [64].

12 pav. Cetrifugavimas centrifugos rotoriuje. Pritaikyta pagal [65].
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2. EKSPERIMENTINE DALIS
2.1. Prietaisai ir medziagos

2.1.1. Reagentai

Adapalenas (Sigma-Aldrich);

Azotas 99.999% (Elme Messer);

Chloroformas (Sigma-Aldrich);

Dinatrio hidrofosfatas Nao,HPO4 (Carl Roth);

Etanolis 96% (Sigma-Aldrich);

Kalio chloridas KCI (Sigma-Aldrich);

Kalio dihidrofosfatas KH2PO4 (Carl Roth);

Natrio chloridas NaCl (Carl Roth);

Tritonas X-100 (Sigma-Aldrich);

Lipidai (Avanti Polar Lipids): 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas (DOPC),
cholesterolis, 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfo-(1'-rac-glicerolis) (DOPG), 1,2-
distearoil-sn-glicerolio-3-fosfoetanolaminas-N-[amino(polietilenglikolis)-2000]
(DSPE-PEG(2000)).

2.1.2. Tirpalai

Fosfato (PBS) buferinis tirpalas: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQg4, 1,8
mM KH2POg4, pH 7,4;

10 mM DORPC tirpalas chloroforme;

10 mM cholesterolio tirpalas chloroforme;

10 mM DOPG tirpalas chloroforme;

10 mM DSPE-PEG(2000) tirpalas chloroforme;

60 mM Kkalceino tirpalas PBS buferyje, pH 7,4.

2.1.3. Sorbentai

DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)
Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich).
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2.1.4. Laboratoriné jranga ir priedai

* Analitinés svarstykleés (Kern);

= Azoto iSputimo balionas;

= Filtrai 10 mm (Avanti Polar Lipids);

= Magnetiné maisyklé (Cole-Parmer);

= Mikroploksteliy sandarinimo plévelé (Thermo Scientific);
= Mikroploksteliy skaitytuvas (Clario Star Plus);

= pH-metras (Mettler Toledo);

» Pipetmanai (Fisher Scientific), (Eppendorf Research);

= Polikarbonato membranos 100 nm pory dydzio (Whatman);
» Prastamimo sistema Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids);
» Maisyklé (IKA KS);

= Spektrofotometras ,,Zetasizer pV* (Malvern);

= Spektrofluorimetras ,,FS5“ (Edinburgh Instruments);

» Termostatas ,,IB-15G* (Thermo Scientific);

= Ultragarso vonelé (MRC);

= Vandens valymo sistema (Milli—Q plius);

= 96 Sulinéliy mikroplokstelés (Corning).

2.2. Metodai

2.2.1. Liposomy formavimas

Liposomy paruoSimui naudojami jau pagaminti skirtingy lipidy tirpalai organiniame
tirpiklyje — chloroforme. Liposomos gamintos i$ keturiy skirtingy lipidy sudéciy: DOPC/Chol
(6:4), DOPC/DOPG (7:3), DOPC/Chol/DOPG (5:3,5:1,5) bei DOPC/Chol/DSPE-PEG(2000)
(5,64;3,83:5,3). Komponentai sumaiSomi nurodytais santykiais, kad bendras lipidy misinio
taris baty 200 pl, ir paliekami 40 min po azoto dujy srove tirpikliui iSgarinti. Ant susidariusios
lipidy plévelés uzpilama 2 ml PBS buferinio tirpalo pH 7,4, suspenduojama ir centrifuguojama.
Taip vandeniniame tirpale fosfolipidai savaime suformuoja uzdaras lipidines pusleles, kurios
gaunamos polidispersiskos ir daugiasluoksnés. Tuomet liposomy tirpalas 60 min veikiamas
ultragarsu, kas padeda sumazinti vezikuliy dvisluoksniy skai¢iy. Siekiant suformuoti
vienasluoksnes homogeniskas liposomas, naudojamas ekstruzijos metodas — liposomy tirpalas

21 kartg stumiamas pro ekstruderj su 100 nm pory dydzio polikarbonato membrana (13 pav.).
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2.2.2. Ekstruzija

Ekstruzija — tai metodas, kurio metu liposomy suspensija yra leidZziama per norimo pory
dydzio membraninj filtrg. Procesui naudojamas prastimimo sistemos aparatas — ekstruderis.
Liposomy skersmeniui ir dydzio pasiskirstymui (polidispersiSkumui) turi jtakos tiek mechaniné

spaudimo jéga, tiek pakartojimy kiekis ar filtro pory dydis [44].

2.2.3. Dinaminé Sviesos sklaida

Hj TTTT TTTT H

polikarbonato membranos (nm)

didelés l
liposomos | ' )
e D =
¢ |
!
0,00 ——— 0.900
% Oo ( | mazos ° °°°°°°°0;,
e 0° — (norimo b 0 ®
00 0,00 0,0
00 | dydzio) 0200 o0
liposomos

13 pav. Ekstruzijos mechanizmas, kurio metu pro norimo dydzio polikarbonato
membranas yra leidziama liposomy suspensija, jprastai 21 kartg, kol i§ dideliy

daugiasluoksniy liposomy gaunamos mazesnés vienasluoksnés liposomos. Pritaikyta pagal
[46].

Dinaminé $viesos sklaida — kitaip dar vadinama fotony koreliacine spektroskopija — tai
metodas, kurio metu matuojami Sviesos intensyvumo svyravimai, sukelti daleliy Brauno
judéjimo. Sis metodas leidZia nustatyti daleliy pasiskirstyma pagal dydj tiriamajame tirpale ar
suspensijoje. Méginys apSvieCiamas monochromatine lazerio Sviesa ir, esant daleléms,
krintanti §viesa yra iSsklaidoma visomis kryptimis skirtingais bangos ilgiais (14 pav.). Sklaidos

intensyvumas registruojamas detektoriumi tam tikru kampu, jprastai 90°. Skaitmeninis
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autokoreliatorius iSanalizuoja i$sklaidytos Sviesos intensyvumo svyravimus laiko atzvilgiu ir

nustato signalo autokoreliacijos funkcija, apibuidinan¢ig makromolekuliy judéjima [48, 49].

mazas sklaidov
méginys i§ < kampas

stambiy daleliy v
e — > e
DY

>

intensyvumas

laikas arba 0
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detektorius
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S
.9 - . A
% didelis sklaidos "
e .. .. ¢ kampas S
5 meéginys 18 — =
3 smulkiy daleliy % %
-l 8 e
Nt ek _\1 o — - »
O laikas arba 0

14 pav. Dinaminés Sviesos sklaidos procesas. Lazerio Sviesia apSvie€ia méginj ir,
priklausomai nuo jame esanciy daleliy dydzio, Sviesa i§sklaidoma skirtingu kampu. Pritaikyta

pagal [47].

Stebint daleliy jud¢jimag tam tikru laiko intervalu, galima gauti informacija apie
makromolekuliy dydj, kadangi mazesnés dalelés, judanéios didesniu greiciu, rodo
intensyvesnius svyravimus nei didesnés dalelés. Rysys tarp daleliy greicio ir jy dydzio yra

pateikiamas Stokso-Einsteino lygtyje (1):

_ kgT
~ 6mnRy

(1),

kur D — difuzijos koeficientas, ks — Bolcmano konstanta, T — absoliuti temperatiira, n —

terpés klampa, Rn — hidrodinaminis dalelés spindulys [50].

ISanalizavus i$sklaidytos Sviesos intensyvumo svyravimus, sukeltus makromolekuliy
Brauno judéjimo tirpale, gaunamas difuzijos koeficientas (D), susij¢s su daleliy hidrodinaminiu
dydziu. Sis makromolekuliy judéjimas priklauso nuo jy dydzio, temperatiiros ir tirpiklio

klampos.
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2.2.3.1. Dinaminés Sviesos sklaidos matavimai

Nustatyti skirtingy sudéciy liposomy dydzius naudojamas spektrofotometras Zetasizer
uV. Temperatira — 22 °C, lazerio bangos ilgis — 632,8 nm, i$sklaidyta Sviesa detektuojama 90°
kampu lazerio $viesai. Liposomy tirpalo koncentracija — 1 mM, tirpale esanciy daleliy dydis
matuojamas 2,5 ml tario kiuvetéje (naudojama 800 pl PBS buferio ir 200 pl liposomy tirpalo).
Kiekvienos sudéties tirpalas ruosiamas dukart, spektrofotometru méginiy serijos matuojamos
po tris kartus. Excel programa i§ gauty duomeny apskai¢iuojami liposomy spindulio vidurkiai

ir standartiniai nuokrypiai.
2.2.4. Liposomy su jkapsuliuotu kalceinu formavimas

Liposomy, j kuriy vidy jterpiamas fluorescuojantis dazas kalceinas, paruoSimo
technologija yra panasi kaip ir anks¢iau minéta formuojant jprastas liposomas (2.2.1.), tik ant
susiformavusios lipidinés plévelés uzpilama ne 2 ml PBS buferinio tirpalo, o 1 ml Sio buferio
kartu su 60 mM koncentracijos kalceino. Be to, pries sonikavima liposomy tirpalas 5 kartus yra

uzSaldomas ir atSildomas — Sitaip yra pagerinamas liposomy jkapsuliavimo efektyvumas.

~

laisvas
kalceinas
meginys
liposomuy Su .
(liposomy liposomos
kalceinu .
- su kalceinu
suspensija) ‘

15 pav. Laisvo ir j liposomas jterpto kalceino atskyrimas naudojant gelfiltracijos

metoda.

Po ekstruzijos naudojamas gelfiltracijos metodas, siekiant i§ iSorinés terpés pasalinti |
liposomas nejsiterpusj kalceing. Chromatografiné kolonélé, uzpildyta sorbentu (DEAE
sefaroze), pirmiausia yra praplaunama buferiniu tirpalu, siekiant pasalinti likusj nejkapsuliuotg

kalceing. Véliau | kolonéle leidziamas liposomy tirpalas, nuolat praplaunant PBS buferiu.
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Kalceino molekuliy dydis yra mazZesnis negu liposomy, todél jis difunduoja j sorbento poras ir
iSteka veliau. Liposomos dél didesnio dydZzio nepatenka j poras, todél Sios iSteka i§ kolonélés

pirmiau (15 pav.).
2.2.5. Kalceino atpalaidavimas is liposomu

Kalceinas yra vandenyje tirpus Zzalias fluorescuojantis dazas, placiai naudojamas
indikuojant lipidiniy pasleliy pralaidumg ir vaisto jkapsuliavimo j liposomas efektyvuma [54].
Kalceino atpalaidavimo tyrimai yra pagristi kalceino savaiminiu gesinimu: koncentracijai
virs§ijant 50 mM, dazy fluorescencija gesinama. Liposomy viduje yra didelé kalceino

koncentracija, todél jis pats gesina savo fluorescencija.

g,

kalceino o= ® gg‘
—_— =@
atpalaidavimas ' ® ‘ =@
"\§
° SEYYpLNwve°
saves gesinimo kalceino praskiestas kalceinas
koncentracija (nefluorescuojantis) (fluorescuojantis)

16 pav. Liposomy viduje esant didelei kalceino koncentracijai, jis pats save gesina,
todél fluorescencija néra registruojama. Kalceinas ima fluorescuoti, kai difunduoja j iSorg ir

prasiskiedzia vandeningje terpéje. Pritaikyta pagal [52].

Kalceinas turi maza pralaidumo koeficientg pro lipidy dvisluoksng membrang, tad kol
lipidinés puslelés yra nepazeistos, vienintelis fluorescencijos intensyvumas, kurj galima
uzregistruoti, yra sukeltas nedideliy pratekéjimo svyravimy. Keiciant iSorines salygas,
pavyzdziui, | tirpalg pridéjus detergento (kaip Triton X-100), pakis fluorescencijos
intensyvumas — bus stebimas padidéjimas, nes kalceino molekulés iStekés i pusleliy j aplinka,
kur kalceinas iStirps mazesnéje koncentracijoje. Jei taip jvykty be surfaktanto (detergento)

pridéjimo, biity lipidiniy piisleliy membranos pazaidy ar pory susidarymo pozymis [51].
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2.2.5.1. Kalceino atpalaidavimo i§ liposomy matavimai

Fluorescencijos intensyvumo pokyciai, sukelti kalceino i§siskyrimo i§ liposomy vidaus
j aplinka, registruojami mikroploksteliy skaitytuvu Clario Star Plus. Naudojamos 96 Sulinéliy
mikroplokstelés. | Sulinélius jpilami skirtingy sudéciy liposomy tirpalai po 100 pl, kuriy
koncentracija 60 mM. Tirpalai paveikiami kalceino zadinimo (470 nm) bangos ilgio sviesa,
matuojama emisija ties 510 nm. Visy méginiy serijos matuojamos po tris kartus. Jei atsiranda
pazeidimai liposomy membranoje, kalceinas iSsiskiria j aplinka, kurioje jis prasiskiedzia.
Kadangi kalceino koncentracija nebesiekia 50 mM, dazy fluorescencija nebéra gesinama, todél
registruojama fluorescencija. Véliau liposomos suardomos j kiekvieng méginio Sulinélj
pridéjus 5 pl detergento Triton X-100. Tai leidzia apskaiciuoti maksimalig fluorescencija. Excel
programa i§ gauty duomeny apskai¢iuojami fluorescencijos intensyvumo vidurkiai ir

standartiniai nuokrypiai. IS liposomy istekéjusio kalceino kiekis nustatomas pagal lygti (2):
I —1Io
IKK (%) = [—] X 100 (2),
Iigo — Iy

kur IKK (%) — istekéjusio kalceino kiekis procentais, lo, It, lioo — fluorescencijos
intensyvumai matuoti liposomy formavimo dieng (lo), po 1, 4 ir 10 dieny nuo formavimo

skirtingose temperatiirose (lt), ir pridéjus Triton X-100 (l100). Pritaikyta pagal [88].
2.2.6. Liposomy su jkapsuliuotu adapalenu formavimas

Pirmiausia pagaminamas 100,0 ug/ml koncentracijos adapaleno tirpalas — tam 1 mg
adapaleno istirpinama 10 ml etanolio naudojant magneting maiSykle. Tuomet formuojamos
liposomos su j vidy jterptu adapalenu, kurio koncentracija 0,25 pM — technologija yra panasi
kaip ir ankséiau minéta formuojant jprastas liposomas (2.2.1.), tik naudojamas didesnis lipidy

taris (400 pl) ir po azoto dujy srove lipidy miSinys iSgarinamas kartu su 2 ml adapaleno tirpalo.

2.2.6.1. Adapaleno, jterpto j liposomas, fluorescencijos matavimai

Nustatyti skirtingy sudéciy liposomy su jterptu adapalenu fluorescencijos intensyvumus
naudojamas spektrofluorimetras ,,FS5“. Eksperimente pasiremta anksciau atlikto tyrimo [89]
pakoreguota adapaleno fluorescencija: emisija (A = 350 nm), suzadinimas (A = 332 nm).
Temperatira — 22 °C, spektriné skyra — 1 nm. Liposomy tirpalo koncentracija — 2 mM,

adapaleno tirpalo koncentracija — 0,25 uM, matuojama 3,5 ml tirio kiuvetéje (naudojama 1,6

37



ml liposomy tirpalo ir 1,2 ml PBS buferio). Siekiant nustatyti maksimalig fluorescencija, véliau
liposomos suardomos | tirpalg kiuvetéje pridéjus 10 ul detergento Triton X-100. Excel
programa i§ gauty duomeny braizomi grafikai, nustatomi adapaleno fluorescencijos

intensyvumo poky¢iai priklausomai nuo laiko ir temperatiiros.
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3. REZULTATAI

3.1. Liposomy stabilumo jvertinimas DLS metodu

Siekiant jvertinti skirtingy sudééiy liposomy dydzio pokycius, priklausomai nuo
skirtingy temperattros ir laiko salygy, taikytas dinaminés $viesos sklaidos metodas. Tirtos
keturios liposomy sudétys: DOPC / Chol (6:4), DOPC / DOPG (7:3), DOPC / Chol / DOPG
(5:3,5:1,5) bei DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64;3,83:5,3). Kiekvienos sudéties liposomy
tirpalas laikytas trijose skirtingose temperatiirose: 4 °C, 22 °C ir 37 °C. Tirpalai tirti formavimo
dieng (0 d.), po 1 dienos, po 4 dieny ir po 7 dieny. Formavimo dieng liposomy tirpalas yra
kambario temperatiiros (22 °C). Tirpaluose susiformavusiy daleliy dydziai (liposomy spindulio

vidurkiai) pateikti 17-20 pav.

Liposomos, suformuotos is DOPC ir Chol (6:4), (17 pav.) stabiliausios buvo kambario
(22 °C) temperatiiroje, grafike pavaizduota zalia spalva. Pirmas keturias paras $ioje
temperatiiroje dydis nekito — vidutinis liposomy spindulys buvo 59,23 + 7,14 nm. Septinta para
stebimas dydzio sumazéjimas 8,83 % iki 54,0 £ 2,72 nm.
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17 pav. DLS metodu nustatyti liposomy, suformuoty i§ DOPC ir Chol (6:4), spindulio
vidurkio poky¢iai, priklausomai nuo laiko ir temperatiiros. Zalia, mélyna ir geltona spalvos

atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C temperatiiras.
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4 °C temperatiiroje, diagramoje atitinkanc¢ig mélyng spalva, liposomy dydis per savaite
kito nezymiai — nuo pirmos iki ketvirtos paros stebimas padidéjimas 4,74 % nuo 62,03 £ 7,06
nm iki 64,97 + 7,67 nm, o nuo ketvirtos iki septintos paros — sumazéjimas 8,83 % iki 59,23 £
6,47 nm.

37 °C temperatiroje, pazyméta geltona spalva, stebimas nuolatinis liposomy dydzio
didéjimas — nuo pirmos iki ketvirtos dienos vidutinis spindulys padidéjo 9,67 % nuo 56,56 +
4,36 nm iki 62,03 £ 5,57 nm, o per sekancias tris dienas padidéjo dar 5 % iki 64,97 + 8,06 nm.
Tad galima daryti prielaida, jog Si temperatiira yra nepalankiausia liposomy, sudaryty i§ DOPC
ir Chol (6:4), stabilumui dél didziausiy liposomy spindulio vidurkio pokyc¢iy.

Liposomy, suformuoty i§ DOPC ir DOPG (7:3), (18 pav.) spindulio vidurkio dydzio
poky¢iai panaSiausi buvo kambario (22 °C) ir 4 °C temperattirose. Per pirmas keturias paras 22
°C temperatiiroje galima pastebéti nezymius dydzio kitimus — po paros spindulio dydis

sumazgjo 4,51 %, per sekancias tris paras grizo j pradinj dydj — 62,03 = 9,85 nm, 0 Septinta

duomenimis.

parg dydis vél Siek tiek sumazéjo iki 59,23 £+ 7,52 nm bei susilygino su pirmos paros
m22C m4C o37C

gﬂ 70.0
2 oo Jf
:
>
(@}
4 7

18 pav. DLS metodu nustatyti liposomy, suformuoty i§ DOPC ir DOPG (7:3),

0 1 Laikas, d

spindulio vidurkio pokyg¢iai, priklausomai nuo laiko ir temperatiiros. Zalia, mélyna ir geltona

spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C temperatiras.
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4 °C temperatiroje nuo pirmos iki ketvirtos paros dydis nekito — spindulio vidurkis
buvo 62,03 + 5,73 nm, o per Kitas tris paras stebimas nezymus dydzio sumazéjimas 4,51 % iki
59,23 + 8,00 nm. Tad S$ios sudéties liposomos tiek 22 °C, tiek 4 °C temperatiirose visg savaite

iSsilaiko stabiliausiai.

37 °C temperattiroje nuo pirmos iki ketvirtos paros matyti nedidelis spindulio vidurkio
sumazéjimas nuo 62,03 £ 8,18 iki 59,23 + 7,41 nm, taciau septintg parg stebimas staigus dydzio
sumazéjimo Suolis daugiau nei du kartus (58,44 %) iki 25,78 + 0,58 nm. Taigi, duomenys rodo,
JOg po savaités Sioje temperatiiroje neigiamai jkrautos liposomos dél sudétyje esan¢io DOPG

rodo didziausig nestabiluma.

Liposomos, suformuotos i§ DOPC, Chol ir DOPG (5:3,5:1,5), (19 pav.) didziausia
stabiluma rodé kambario (22 °C) temperatiiroje — po savaités jy dydis atitiko formavimo dieng

iSmatuotg dydj — vidutinis spindulys yra 62,03 £ 5,74 nm.

m22C m4C B37C

80.0
E 700
£ 600 ‘}
E
£ 50.0
2
= 400
£
5300
=
£ 20.0
3
£10.0
—

0.0 .
0 1 Laikas, d 4 !

19 pav. DLS metodu nustatyti liposomy, suformuoty i§ DOPC, Chol ir DOPG
(5:3,5:1,5), spindulio vidurkio poky¢iai, priklausomai nuo laiko ir temperatiiros. Zalia,

mélyna ir geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C temperatiras.

4 °C temperatiiroje liposomy dydis per savaite kito neZymiai — stebimas minimalus
spindulio vidurkio padidéjimas 4,74 % — nuo 62,03 + 4,62 nm iki 64,97 £ 4,78 nm.
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37 °C temperatiiroje matomi ryskiausi dydzio poky¢iai — nuo pirmos iki ketvirtos paros
liposomy spindulio vidurkis padidéjo 4,74 %, taciau po sekanciy trijy pary sumazéjo net 24,21
% — iki 49,24 £ 2,93 nm. Tai rodo, jog 37 °C temperatiiroje $ios sudéties liposomos yra

nestabiliausios.

Liposomy, suformuoty i§ DOPC, Chol ir DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53), (20 pav.)
didziausias stabilumas stebimas kambario (22 °C) temperatiiroje. Po keturiy pary vidutinis
liposomy spindulys iSliko tokio pacio dydzio kaip po formavimo — 34,02 + 1,39 nm, o per
savaite dydis padidéjo 9,67 % iki 37,31 £ 2,37 nm.
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20 pav. DLS metodu nustatyti liposomy, suformuoty i§ DOPC, Chol ir DSPE-
PEG(2000) (5,64:3,83:0,53) spindulio vidurkio poky¢iai, priklausomai nuo laiko ir
temperatiiros. Zalia, mélyna ir geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C

temperaturas.

4 °C temperatiiroje liposomy spindulio dydis nuo pirmos paros iki ketvirtosios padidéjo

9,68 % — nuo 40,93 £ 2,69 nm iki 44,89 + 1,01 nm, o per sekancias tris dienas iSliko pastovus.

37 °C temperatiiroje matomi didziausi spindulio vidurkio poky¢iai — nuo pirmos paros
iki ketvirtos paros vidutinis spindulys sumazéjo 12,96 % — nuo 31,02 + 0,97 nm iki 27,00 £
1,16 nm, o iki septintos paros staigiai padidéjo apie pusantro karto — 51,59 % — iki 40,93 + 0,86

42




nm. Taigi, matyti, jog Sioje temperatiroje dél dideliy vidutinio spindulio dydzio poky¢iy

liposomos yra nestabiliausios.

Apibendrinant visas keturias liposomy sudétis, galima teigti, jog is karto po formavimo
liposomy spindulio vidurkis tarp skirtingy sudéciy kito nezymiai: dydziai varijavo nuo 59,23 +
7,75 (DOPC/ Chol (6:4)) iki 62,03 £ 8,19 (DOPC / DOPG (7:3)) ir 62,03 £ 6,34 (DOPC / Chol
/ DOPG (5:3,5:1,5)), bet issiskyré pegilinty liposomy dydis (DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000)
(5,64:3,83:0,53) — pastaryjy spindulio dydis yra mazdaug dvigubai mazesnis — 34,02 + 2,14
nm. Rezultatus palyginus su apraSytais literatiroje [90], matyti, jog PEG liekang turinCios
liposomos yra mazesnio dydzio negu neturin¢ios PEG liposomos, todél gauti matavimo
duomenys atitinka pateiktus literatiroje. Taip pat galima teigti, jog kambario (22 °C)
temperatiiroje visy sudéciy liposomos rodé didziausig stabiluma, kadangi jy vidutinis spindulio
dydis per savaite keitési maziausiai. Tuo tarpu auk$c¢iausia tirta temperatiira — 37 °C — buvo

nepalankiausia liposomy stabilumui, ypa¢ praéjus septynioms paroms, kadangi tuo laiku

(DOPC / Chol (6:4) bei DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53)) — liposomos po
savaités Sioje temperatiiroje padidéjo labiausiai, o kity dviejy sudéciy (DOPC / DOPG (7:3) ir
DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5)) — prieSingai — sumazgjo. Pacios nestabiliausios po savaités
37 °C temperatiiroje buvo neigiamai jkrautos liposomos (DOPC / DOPG (7:3)), o stabiliausios

— DOPC / Chol (6:4), sudétyje turin¢ios didZiausig cholesterolio santykinj procenta.
3.2. Kalceino atpalaidavimo i$ liposomy stebéjimas

Buvo atlikti kalceino atpalaidavimo is skirtingai suformuoty liposomy matavimai.
Liposomy stabilumas laike ir skirtingose temperatiirose buvo jvertintas stebint atpalaiduoto
kalceino fluorescencija. Siame eksperimente kalceino molekulé imituoja jterpto vaisto
atpalaidavima. 21 paveikslas vaizduoja kalceino atpalaidavimo priklausomyb¢ nuo
temperaturos, priklausomai nuo skirtingy liposomy sudéciy. Fluorescencijos intensyvumo
pokytis apskaiCiuotas naudojantis anksc¢iau minéta (2) lygtimi. Likutinis fluorescencijos
intensyvumas, matuotas liposomy formavimo dieng (lo), rodo laisva, j liposomas nejsiterpusj,
kalceing. ISmatuotas fluorescencijos padidéjimas po 10 pary atitinka papildoma kalceino
iStekéjima. Kuo didesnis fluorescencijos intensyvumo pokytis, tuo daugiau kalceino iSteka i$

liposomy, kas parodo liposomy stabilumo sumazéjima.
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Kaip matyti i§ diagramos (21 pav.), labiausiai fluorescencijos intensyvumo pokytis
i8siskyreé i§ liposomy, sudaryty i§ DOPC ir Chol (6:4). 22 °C temperatiiroje §ios liposomos rodé
didZiausig nestabilumg dél maksimalaus fluorescencijos intensyvumo pokyc¢io (217,93 %), tuo
tarpu kitos trys sudétys (DOPC / DOPG (7:3), DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5) bei DOPC /
Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53)), priesingai, §ioje temperatiiroje rodé maziausius
intensyvumo pokyc¢ius: 57,32 %, 73,22 %, 86,27 %, atitinkamai.

m DOPC/Chol (6:4) m DOPC/DOPG (7:3) @ DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5)
E DOPC/ Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53)

22 4 37 4 37 22 4 37 22 4 37
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21 pav. Fluorescencijos intensyvumo pokycio palyginimas d¢l kalceino i$siskyrimo 18
skirtingy sudéciy liposomy tirpaly per 10 dieny po formavimo skirtingose temperatiirose: 4
°C, 22 °Cir 37 °C. Oranziné, mélyna, geltona ir zalia spalvos atitinkamai vaizduoja skirtingas
liposomy sudétis: DOPC / Chol (6:4), DOPC / DOPG (7:3), DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5)
ir DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64;3,83:5,3).

Duomenys rodo, jog 4 °C temperatiiroje i$ liposomy, sudaryty i§ DOPC ir Chol (6:4),
iStekéjo maziausias kalceino kiekis kity temperattiry atzvilgiu, o likusiy trijy sudééiy rezultatai

4 °C temperatiiroje buvo panasiis j kambario temperatiiros.

37 °C temperattra nepalankiausia buvo liposomoms, sudétyje turin¢ioms neigiamai
jkrauto DOPG (DOPC / DOPG (7:3), kadangi stebimas ryskus fluorescencijos intensyvumo
poky¢io padidéjimas — fluorescencija padidéjo daugiau nei tris kartus — net 209,59 %. PEG
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lickang turincios liposomos (DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53)) 37 °C
temperatiiroje buvo gana stabilios, nes fluorescencija, palyginus su 22 °C temperatira, padidéjo
tik 34,11 %, o kity sudéciy — 73,16 % (DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5)) ar kaip anksé¢iau

minétos sudéties — 209,59%.

Viska apibendrinus, galima teigti, jog didZiausig stabilumg rodé pegilintos liposomos,
kadangi skirtingose temperattrose kalceino atpalaidavimo sukelti fluorescencijos intensyvumo
pokyciai buvo maziausi, lyginant su kitomis liposomy sudétimis. Nestabiliausios buvo

liposomos, suformuotos i§ DOPC ir Chol (6:4), dél didZiausio iStekéjusio kalceino kiekio.

Zemiau pavaizduoti 22-25 paveikslai rodo po 10 dieny i§matuotus atpalaiduoto kalceino
fluorescencijos intensyvumo emisijos spektrus, priklausomai nuo skirtingy sudé¢iy liposomy
ir temperatiiry. Fluorescencija registruota is istekéjusio i§ liposomy kalceino. Gautos kreivés
suteikia informacijos apie liposomy stabilumg — kuo registruojamas didesnis fluorescencijos
intensyvumas, tuo liposomos yra maziau stabilios, kadangi atpalaiduojamas didesnis kiekis

kalceino, o tai gali rodyti pazaidas liposomy membranose ir pratekéjima pro jas.

2-5 lentelés vaizduoja maksimalius fluorescencijos intensyvumus, gautus matuojant
skirtingy sudéciy liposomy tirpalus iki ir po suardymo detergentu — tritonu X-100 —
priklausomai nuo skirtingy temperatiiros salygy. Tritono pridéjimas leidzia nustatyti
maksimalig fluorescencija dél visiS8ko kalceino i$siskyrimo i8 liposomy j aplinkg, nes liposomos
yra pilnai suardomos. Kiekvienos sudéties skirtingy temperatiiry tirpalai matuoti po tris kartus,
rezultatams imtas didziausias fluorescencijos intensyvumy vidurkis ir apskai¢iuotas santykis
tarp gauty ver¢iy iki ir po tritono prid¢jimo. Pagal santykj galima spresti apie liposomy
stabilumg — kuo didesnis santykis, tuo lipidinés vezikulés yra stabilesnés. Taip pat didelés

santykio verteés koreliuoja su aukstu kalceino jkapsuliavimo efektyvumu.

Pagal fluorescencijos intensyvumo spektra (22 pav.), registruotag dél kalceino
i8siskyrimo i$ liposomy, suformuoty i§ DOPC ir Chol (6:4), matome, jog didZiausias savaiminis
kalceino atpalaidavimas i§ liposomy jvyksta esant 37 °C temperatirai, spektre pavaizduota
geltona kreive, taigi galima daryti iSvada, jog $ioje temperatiiroje liposomos yra nestabiliausios.
Kambario (22 °C) temperatiiroje, pavaizduota zalia kreive, registruojama maziausia
fluorescencija, todél tai yra palankiausios salygos lipidiniy vezikuliy stabilumui dél maziausio
i8siskyrusio kalceino kiekio. 4 °C temperatiiroje, spektre parodyta melyna kreive,

fluorescencijos intensyvumas yra tarpinis tarp kity dviejy temperatiiry.
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22 pav. Fluorescencijos intensyvumo spektras, registruotas dél kalceino i$siskyrimo i§
liposomy, sudaryty is DOPC ir Chol (6:4), priklausomai nuo skirtingy laikymo temperatiiry
po 10 pary. Zalia, mélyna ir geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C

temperatiiras.

2 lentele. Maksimalts fluorescencijos intensyvumai, gauti registruojant liposomy,
sudaryty i§ DOPC ir Chol (6:4) su j vidy jterptu kalceinu, tirpalus iki ir po suardymo tritonu X-
100 bei jy santykiai, priklausomai nuo skirtingy temperatiiros salygy.

Temperatiira IKi tritono Po tritono Santykis
4°C 4315,3 8798,3 2,04
22°C 3936,0 5093,0 1,29
37°C 4779,3 7423,0 1,55

Pagal 2 lentelés duomenis, maziausias santykis tarp fluorescencijos intensyvumy,
registruoty iki ir po tritono pridéjimo, yra kambario (22 °C) temperatiros liposomy — verté lygi
1,29, o didziausias santykis apskaiCiuotas esant 4 °C temperatiirai — 2,04. Kaip buvo anksc¢iau
minéta, mazas santykis parodo liposomy nestabilumg, o didelis santykis, prieSingai, stabiluma.

Taip pat didesnis santykis nurodo ir efektyvesnj kalceino jkapsuliavima.
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Matome, jog lentelés duomenys prieStarauja spektro duomenimis, nes pagal juos
kambario temperatiira yra palankiausia liposomy stabilumui, o pagal lentele — gaunamos
nestabiliausios liposomos. Skirtumai tarp spektro ir lentelés duomeny galéjo atsirasti todél, kad
spektre esancios vertés parodo iSsiskyrusio kalceino kiekj 1§ liposomy iki tritono pridéjimo,
taCiau nezinome, kiek daugiausia jkapsuliuoto kalceino galéjo iSsiskirti visiSkai suardZzius
liposomas. Galimai buvo wuzregistruotas foninis fluorescencijos fonas, atsiradgs dél

nejsiterpusio kalceino likuciy liposomy tirpale.

Fluorescencijos intensyvumo spektras (23 pav.), registruotas dé¢l kalceino iSsiskyrimo
i§ neigiamai jkrauty liposomy, sudaryty i§ DOPC ir DOPG (7:3), rodo, jog 37 °C temperatiiroje
liposomos yra nestabiliausios — iSsiskyré didziausias kiekis kalceino. Tarp likusiy dviejy

temperatiiry fiksuojami minimaliis fluorescencijos intensyvumo skirtumai.
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23 pav. Fluorescencijos intensyvumo spektras, registruotas del kalceino i$siskyrimo
1§ liposomy, sudaryty i§ DOPC ir DOPG (7:3), priklausomai nuo skirtingy laikymo
temperatiiry po 10 pary. Zalia, mélyna ir geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir

37 °C temperatiiras.

3 lentelés duomenys atitinka spektro (23 pav.) duomenis — matome, jog didziausias
santykis tarp verCiy, gauty iki ir po suardymo tritonu, apskaiciuotas kambario temperatiiroje

(verté lygi 4,78), kas reiSkia, jog iki suardymo tritonu liposomose $ioje temperatiiroje buvo
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iSlikes didziausias kiekis jkapsuliuoto kalceino. Maziausiai fluorescencija pakito esant 37 °C
temperatiirai — santykis yra 1,54. Taigi, galima daryti iSvadas, jog S$ioje temperatiiroje
liposomos néra stabilios, nes nedidelis fluorescencijos pokytis po suardymo tritonu gali rodyti

iki to pro membrang pratekéjusj kalceing bei pastarojo maza jkapsuliavimo efektyvuma.

3 lentelé. Maksimalas fluorescencijos intensyvumai, gauti registruojant liposomy,
sudaryty i§ DOPC ir DOPG (7:3) su j vidy jterptu kalceinu, tirpalus iki ir po suardymo tritonu
X-100 bei jy santykiai, priklausomai nuo skirtingy temperatiiros salygy.

Temperatiira IKi tritono Po tritono Santykis
4°C 10921,0 41229,0 3,78
22°C 10661,0 50920,0 4,78
37°C 13251,0 20443,0 1,54

Pagal 24 pav. pavaizduota fluorescencijos spektrg matyti, jog liposomoms,
suformuotoms i§ DOPC, Chol ir DOPG (5:3,5:1,5), nepalankiausia yra 37 °C temperatiira,

kadangi registruotas didziausias fluorescencijos intensyvumas iki suardymo tritonu.
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24 pav. Fluorescencijos intensyvumo spektras, registruotas dél kalceino i$siskyrimo i§
liposomy, sudaryty i§ DOPC, Chol ir DOPG (5:3,5:1,5), priklausomai nuo skirtingy laikymo
temperatiiry po 10 pary. Zalia, mélyna ir geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir

37 °C temperatiiras.
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Su $iais duomenimis koreliuoja ir vertés i§ 4 lentelés, nes suardzius liposomas tritonu,
gautas santykis 37 °C temperatiiroje yra pats maziausias — 2,76, kas rodo, jog iki detergento
pridéjimo i§ liposomy buvo iStekéjusi didziausia kalceino dalis, lyginant su kitomis
temperattromis. Tiek spektro, tiek lentelés duomenys rodo, jog 22 °C temperatiiroje iSsiskyre
maziausias fluorescuojancio dazo kiekis. Po suardymo tritonu Sioje temperatiiroje gautas
didziausias santykis — 4,77. Tai rodo aukstg kalceino jkapsuliavimo efektyvuma bei liposomy

stabiluma.

4 lentelé. Maksimalts fluorescencijos intensyvumai, gauti registruojant liposomuy,
sudaryty i§ DOPC, Chol ir DOPG (5:3,5:1,5) su | vidy jterptu kalceinu, tirpalus iki ir po
suardymo tritonu X-100 bei jy santykiai, priklausomai nuo skirtingy temperatiiros salygy.

Temperatiira IKi tritono Po tritono Santykis
4°C 51255,3 208310,3 4,06
22 °C 32178,0 153563,0 4,77
37°C 71502,0 197057,0 2,76

Pagal fluorescencijos intensyvumo spektra, registruota dél kalceino iSsiskyrimo i§ PEG
liekang turinéiy liposomy, matyti, jog 37 °C temperatiiroje liposomos buvo nestabiliausios dél
didziausios fluorescencijos, o 22 °C temperatiiroje iSsiskyré maziausias kalceino kiekis.
Bendrai iki suardymo tritonu fluorescencijos intensyvumas tarp skirtingy temperattiry skyrési
nezymiai — lyginant 37 °C ir 4 °C temperatiiras, maksimalus intensyvumas sumaz¢jo 8,95 %

nuo 3759,3 iki 3423,0, o tarp 4 °C ir 22 °C —dar 17,87 % iki 2811,3 (zr. 5 lentele).
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25 pav. Fluorescencijos intensyvumo spektras, registruotas dél kalceino i$siskyrimo i$
liposomy, sudaryty i§ DOPC, Chol ir DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53), priklausomai nuo
skirtingy laikymo temperatiry po 10 pary. Zalia, mélyna ir geltona spalvos atitinkamai

vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C temperatiras.

5 lentelé. Maksimalts fluorescencijos intensyvumai, gauti registruojant liposomy,
sudaryty i§ DOPC, Chol ir DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53) su j vidy jterptu kalceinu,
tirpalus iki ir po suardymo tritonu X-100 bei jy santykiai, priklausomai nuo skirtingy

temperatiiros salygy.

Temperatiira IKi tritono Po tritono Santykis
4°C 3423,0 9857,3 2,88
22 °C 2811,3 9023,7 3,21
37°C 3759,3 8997,3 2,39

Tarpusavyje siejasi tiek spektro, tiek 5 lentelés duomenys — matyti, jog 37 °C
temperatiiroje liposomos yra nestabilios dél didziausio iSsiskyrusio kalceino kiekio iki
suardymo tritonu bei dél maziausio apskai¢iuoto santykio iki ir po suardymo tritonu (2,39).
Kambario temperatira, kaip ir pries$ tai buvusioms visy sudéciy liposomoms, yra palankiausia
Ju stabilumui — registruotas maziausias fluorescencijos intensyvumas iki tritono bei didziausias

santykis — 3,21. Tai atitinka ir efektyviausig kalceino jkapsuliavimg j lipidines vezikules.
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Taigi, apibendrinus auksciau pateikty 22-25 spektry duomenis, matome, jog visy
keturiy sudéciy liposomos 37 °C temperatiiroje atpalaiduoja didziausig kiekj kalceino dél
registruotos intensyviausios fluorescencijos, kas parodo liposomy nestabilumg. Kambario
temperatra yra palankiausia lipidiniy vezikuliy stabilumui dél i$siskyrusio maziausio kiekio
kalceino. 3-5 lenteliy vertés koreliuoja su 23-25 spektry duomenimis — pagal apskaiciuotus
santykius tarp ver¢iy, gauty iki ir po suardymo tritonu, gauta, kad 37 °C temperatiira néra
palanki liposomy stabilumui, nes po suardymo tritonu kalceino atpalaidavimo fluorescencija
didéja nezymiai, kas gali rodyti jau istekéjusia i$ liposomy dalj kalceino iki suardymo tritonu.
Kambario temperatiira yra palankiausia dél didziausio gauto santykio, parodancio, jog iki
suardymo tritonu liposomose aptiktas didziausias jterpto kalceino Kiekis. Tad neigiama kraivj
bei PEG liekang turinc¢ios liposomos didziausig kalceino jterpimo efektyvuma rodo biitent 22
°C temperatiiroje. Tuo tarpu liposomy, sudaryty i§ DOPC ir Chol (6:4), fluorescencijos spektro
ir lentelés duomenys neatitinka vienas kito dél galimai nejvertinto foninio fluorescencijos fono,

kurj galéjo sukelti tirpale esanti nejkapsuliuoto j liposomas kalceino dalis.
3.3.  Adapaleno atpalaidavimo i§ liposomuy stebéjimas

Atlikus kalceino atpalaidavimo i§ liposomy eksperimentus, nuo modelinés sistemos
pereita prie potencialaus aknés gydymui skirto vaisto — liposominio adapaleno -
fluorescencijos tyrimy. Matuota adapaleno atpalaidavimo sukelta fluorescencija i§ skirtingy

sudéciy suformuoty lipidiniy vezikuliy.

26-27 paveikslai vaizduoja adapaleno atpalaidavimo priklausomybe nuo skirtingy
temperatiiry atrinktoms liposomy sudétims po formavimo praéjus 1 parai. Pagal pries tai
atliktus ir aprasytus tyrimus pasirinktos dvi liposomy sudétys — tai DOPC / DOPG (7:3) ir PEG
lickang turincios liposomos (DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53)). Liposomy
sudeétys buvo pasirenkamos atsizvelgiant i jy stabilumg laike ir skirtingose temperatiirose bei i
jkapsuliuoto kalceino atpalaidavimg. Spektrai (26-27 pav.) atspindi liposomy tirpaly
matavimus iki ir po tritono pridéjimo trijose temperatirose (4 °C, 22 °C, 37 °C). Intensyvesné
fluorescencija fiksuojama suardzius liposomas detergentu ir adapalenui iSsiskyrus j aplinka.
Pagal spektro duomenis galima sprgsti apie liposomy su j vidy jterptu adapalenu stabiluma —
kuo wuzregistruojamas didesnis fluorescencijos intensyvumas iki tritono prid¢jimo, tuo

liposomos yra nestabilesnés dél didesnio atpalaiduoto adapaleno kiekio. Tai gali rodyti

......
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6-7 lentelése surasyti maksimalis fluorescencijos intensyvumai, gauti iSmatavus
skirtingy sudéciy liposomy tirpalus iki ir po suardymo tritonu X-100, priklausomai nuo
skirtingy temperatiiros salygy. Detergento pridéjimas leidzia nustatyti maksimalig
fluorescencija dél visiSko adapaleno i$siskyrimo i$ liposomy j aplinkg. Pagal fluorescencijos
intensyvumus iki ir po tritono prid¢jimo apskaiciuotas santykis, kuris leidzia spresti apie
liposomy stabilumg — esant didesniam santykiui, lipidinés vezikulés su j vidy jterptu vaistu yra
stabilesnés. Tai rodo ir efektyvesnj adapaleno jterpimag j liposomas. Po suardymo tritonu
adapaleno atpalaidavimo sukelta intensyvesné fluorescencija rodo, jog adapalenui issiskyrus j

aplinka, registruojame didesnj fluorescencijos intensyvuma.

Pagal fluorescencijos intensyvumo spektrg (26 pav.), registruotg dél adapaleno
atpalaidavimo i§ liposomy, sudaryty i§ DOPC ir DOPG (7:3), matome, jog intensyviausia
fluorescencija matuojant tiek iki ir po tritono pridéjimo registruota 4 °C temperatiroje (spektre

vaizduojama mélynos spalvos (linijjomis ir taskeliais) kreivémis).
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26 pav. Fluorescencijos intensyvumo spektrai, registruoti dél adapaleno atpalaidavimo
i§ liposomy, sudaryty i§ DOPC ir DOPG (7:3), priklausomai nuo skirtingy laikymo temperatiiry
po 1 paros: iki tritono pridéjimo (linijomis), po tritono pridéjimo (taskeliais). Zalia, mélyna ir

geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C, 4 °C ir 37 °C temperatiiras.
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Smailesnis fluorescencijos pikas (didesnis intensyvumas) matomas po liposomy
suardymo tritonu, kas rodo i$siskyrusj j aplinkg adapaleng — tai jrodymas, kad adapalenas buvo
ikapsuliuotas j liposomas. Iki detergento pridé¢jimo maziausia fluorescencija registruojama 37
°C temperattroje (spektre vaizduojama geltonos spalvos kreive), tad Sioje temperatiiroje
lipidinés vezikulés su jterptu adapalenu yra stabiliausios. Po suardymo tritonu silpnesné

adapaleno fluorescencija stebima tiek 22 °C, tiek 37 °C temperatiirose.

Pagal 6 lenteléje apskaiCiuota santykiy, gauty iki ir po suardymo tritonu, vertes matyti,
jog skirtumai tarp skirtingy temperatiiry yra minimaliis — vertés svyruoja nuo 1,15 22 °C
temperaturoje iki 1,21 37 °C temperatiroje. Pastarojoje temperatiiroje liposomos yra
stabiliausios — tai koreliuoja ir su spektro (26 pav.) duomenimis — bei turincios didZiausig
adapaleno jkapsuliavimo efektyvumg. Mazesni santykiai apskaiciuoti 4 °C ir 22 °C
temperattirose — Sios salygos buvo nepalankesnés lipidiniy vezikuliy stabilumui. Tai gali rodyti,
Jog po liposomy suardymo tritonu registruota fluorescencija nebuvo stipri dél galimai i

liposomy jau istekéjusio tam tikro adapaleno kiekio — jkapsuliavimo efektyvumas yra mazesnis.

6 lentelée. Maksimaliis fluorescencijos intensyvumai, gauti registruojant liposomas,
sudarytas i§ DOPC ir DOPG (7:3) su j vidy jterptu adapalenu, iki ir po suardymo tritonu X-
100, bei jy santykiai, priklausomai nuo skirtingy temperatiiros salygy.

Temperatira IKi tritono Po tritono Santykis
4°C 192129,4 229822,7 1,2

22 °C 190145,4 218024,6 1,15
37°C 181690,7 220718,3 1,21
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Pagal fluorescencijos intensyvumo spektrg (27 pav.), registruota dél adapaleno
atpalaidavimo i§ PEG lickang turin¢iy liposomy, matyti, jog iki detergento pridéjimo didZiausia
fluorescencija registruota auksciausioje tirtoje temperatiroje — 37 °C, kas rodo, jog Siose
salygose liposomos su jkapsuliuotu adapalenu yra nestabiliausios, nes iStekéjo didZiausias
kiekis vaistinés medziagos. Tuo tarpu silpniausia fluorescencija stebima 22 °C temperatiiroje.
Po liposomy suardymo intensyviausia fluorescencija stebima esant 4 °C ir 37 °C

temperatiroms mazu skirtumu, 0 silpniausia — kambario temperatiroje.
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27 pav. Fluorescencijos intensyvumo spektras, registruotas dél adapaleno
atpalaidavimo i§ liposomy, sudaryty i§ DOPC, Chol ir DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53),
priklausomai nuo skirtingy laikymo temperatiiry po 1 paros: iki tritono pridéjimo (linijomis),
po tritono pridéjimo (taskeliais). Zalia, mélyna ir geltona spalvos atitinkamai vaizduoja 22 °C,

4 °C ir 37 °C temperatiras.

Spektro (27 pav.) duomenis palyginus su esanciais 7 lenteléje matyti, jog didziausia
maksimaliy fluorescencijos intensyvumy iki ir po tritono pridéjimo santykio verté apskaiciuota
esant 4 °C, o maziausia — 37 °C temperatiiral. IS to galima daryti iSvada, kad 4 °C temperatiiroje
PEG lickang turin¢ios liposomos iSlaiko didziausig kiekj jkapsuliuoto adapaleno — liposomos

yra stabiliausios ir turinios didziausig vaistinés medziagos jkapsuliavimo efektyvuma. Tuo
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tarpu 37 °C temperatiiroje iterpto i lipidine vezikule adapaleno kiekis yra maziausias —

liposomos pasizymi maziausiu stabilumu — tai koreliuoja ir su spektro (27 pav.) duomenimis.

7 lentelé. Maksimaliis fluorescencijos intensyvumai, gauti registruojant liposomas,
sudarytas i§ DOPC, Chol ir DSPE-PEG(2000) (5,64:3,83:0,53) su j vidy jterptu adapalenu, iKi
ir po suardymo tritonu X-100, bei jy santykiai, priklausomai nuo skirtingy temperatiiros salygy.

Temperatira IKi tritono Po tritono Santykis
4°C 128455,0 183476,5 1,43
22°C 121183,1 166867,9 1,38
37°C 134765,4 180549,3 1,34

Apibendrinant abiejy sudéciy liposomy su i vidy jterptu adapalenu stabilumus pagal 26-
27 pav. spektry ir 6-7 lenteliy duomenis, galima daryti iSvadas, jog PEG liekang turinCios
liposomos parodé didesnj fluorescencinj intensyvuma po tritono pridéjimo, kas gali reiksti, jog
iki visiSko suardymo liposomos savyje islaiké didesnj procentinj kiekj adapaleno negu jkrautos
liposomos (DOPC ir DOPG (7:3)), o tai nurodo didesnj pegilinty liposomy stabilumg. Pagal
spektrus (26-27 pav.) matyti, kad abiejy sudéciy liposomos fluorescavo intensyviausiai po
suardymo tritonu 4 °C temperatiiroje. Duomenys siejasi ir su apskaiciuotais santykiais lentelése
— 4 °C temperatiiroje abiejy sudéciy liposomos buvo stabilesnés ir dél jy fluorescencijos
intensyvumo santykiy padidéjimo po vezikuliy suardymo tritonu adapaleno jkapsuliavimo

efektyvumas yra didziausias.

55



4. ISVADOS

1. Istyrus keturiy skirtingy sudéciy liposomas (DOPC / Chol (6:4), DOPC / DOPG (7:3),
DOPC / Chol / DOPG (5:3,5:1,5) ir DOPC / Chol / DSPE-PEG(2000) (5,64;3,83:5,3))
dinaminés $viesos sklaidos metodu, nustatyta, jog formavimo dieng liposomy spindulio
vidurkio dydziai keitési neZymiai, iSskyrus PEG liekang turinciy liposomy, kuriy
spindulio dydis buvo mazdaug du kartus mazesnis. Lyginant skirtingas temperatiiras,
matoma, jog per savaite visy sudéciy liposomos stabiliausios buvo kambario (22 °C)
temperatiiroje dél maziausiy vidutinio spindulio dydzio poky¢iy. O 37 °C temperatiiroje
liposomos rodé maziausig stabilumg dél ryskiausiy vidutinio spindulio dydzio poky¢iy.

2. Pamatavus atpalaiduoto kalceino fluorescencijg i§ skirtingy sudéciy liposomy,
nustatyta, kad nestabiliausios buvo lipidinés vezikulés, sudarytos i§ DOPC ir Chol (6:4)
dél didziausiy fluorescencijos intensyvumo pokyciy, o stabiliausios — PEG liekang
turincios liposomos, kuriy kalceino atpalaidavimo sukelti fluorescencijos intensyvumo
poky¢iai buvo maziausi. Jvertinus skirtingy temperatiiry jtakg liposomy stabilumui,
matoma, kad visy keturiy sudéciy liposomos nestabiliausios buvo 37 °C temperatiroje,
0 22 °C temperatiira buvo palankiausia lipidiniy pisleliy stabilumui dél iSsiskyrusio
maziausio kiekio kalceino.

3. ISmatavus adapaleno atpalaidavimo sukeltg fluorescencijg i§ liposomy, suformuoty i§
DOPC / DOPG (7:3) bei PEG liekang turin¢iy liposomy, i$siaiSkinta, jog didZiausias
adapaleno jkapsuliavimo j lipidines vezikules efektyvumas stebétas 4 °C temperattiroje.
Lyginant abi liposomy sudétis, didesnj stabilumg parod¢ PEG liekang turincios
liposomos su j vidy jterptu adapalenu dél didesnio fluorescencinio intensyvumo po

tritono pridéjimo.
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