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Liposomy - posta¢ modyfikujaca transport
substancji aktywnych przez skore
Czesc 2. Zastosowanie w transporcie lekow
o dziataniu ogélnoustrojowym

Liposomes — structure modifying transport
of active substances through the skin
Part 2. Application in the transport of drugs
with systemic activity

Beata Sarecka-Hujar, Andrzej Jankowski, Joanna Wysocka

STRESZCZENIE

Stosowanie liposomoéw w farmacji i medycynie, jako nosnikéw substan-
¢ji leczniczych jest postulowane od lat szeS¢dziesigtych ubieglego wieku,
kiedy poznano zjawisko zamykania niektorych zwigzkéw chemicznych
w mikropecherzykach lipidowych. Ostatnie dane literaturowe wskazuja
na terapeutyczng skutecznos¢ tego sposobu podawania substancji farma-
ceutycznych, wprowadzono tez do lecznictwa pierwsze liposomalne for-
my lekéw. Liposomy jednokompartmentowe zbudowane s3 z pojedynczej
otoczki, ztozonej z podwojnej warstwy lipidowej. W liposomach wielo-
kompartmentowych btony lipidowe uktadaja si¢ koncentrycznie na prze-
mian z warstwami wody. Substancja lecznicza, zaleznie od rozpuszczalno-
$ci, umiejscowiona jest w warstwie wodnej lub lipidowej liposomu.
Celem pracy byta ocena efektywnosci transportu przez skoére liposomal-
nych form lekéw o dziataniu ogélnoustrojowym w poréwnaniu z lekami
stosowanymi w standardowych postaciach.

Liposomy moga by¢ no$nikami lekoéw o dziataniu zaréwno miejscowym,
jak i ogdlnoustrojowym. Ogoélnoustrojowo mogg by¢ stosowane leki
o dziataniu: cytostatycznym, przeciwbdlowym, przeciwhistaminowym,
przeciwwirusowym, blokujacym receptory B-adrenergiczne, immunosu-
presyjnym, a takze leki o charakterze hormonalnym. Podobnie jak w przy-
padku stosowania liposomalnych form lekow o dziataniu miejscowym,
wyniki badan przeprowadzanych na substancjach leczniczych o dziataniu
ogolnoustrojowym wskazuja, ze liposomalne postacie sg znacznie efek-
tywniejsze niz standardowe formy lekow powszechnie stosowanych. Za-
stosowanie liposomoéw jako nos$nikéw substancji aktywnych daje mozli-
wos¢ podania mniejszej dawki leku, przyczyniajac sie rownocze$nie do
obnizenia jego toksycznosci. W chorobach nowotworowych liposomalne
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formy cytostatykéw minimalizujg powstate podczas chemioterapii uszkodzenia niezmienionych
komorek i tkanek.

SEOWA KLUCZOWE
liposomy, transport przez skore, leki o dziataniu ogbélnoustrojowym

ABSTRACT

The use of liposomes in pharmacy and medicine, as carriers of therapeutic substances, was postu-
lated since the 60’s last century, when phenomenon of the closing of certain chemical compounds
in lipid microvessicle was found. Recent literature data indicated that the therapeutic effectiveness
of this method of administration of pharmaceutical substances is suitable. First liposomal forms of
drugs were introduced already to the treatment. Liposomes with single compartment are composed
of a single envelope, consisting of a lipid bilayer. In the liposomes with multi-compartments lipid
membranes are arranged concentrically with alternating layers of water. Drug substance, depend-
ing on the solubility, is located in the water layer or the lipid layer of the liposome. The aim
of this study was to assess the efficiency of transport through the skin the liposomal forms of
drugs with systemic activity compared to drugs used in standard forms.

Liposomes can be used as carriers of drugs with systemic activity e.g.: cytostatics, analgetics, anti-
histamines, antiviral, substances of hormonal nature, B-blockers and immunosuppressive drugs.
As in the case of application liposomal forms of drugs with local activity, literature data con-
ducted on substances with systemic activity indicated that the liposomal forms are much more
efficient than standard forms of commonly used drugs. Application of liposomes as carri-
ers of drugs allows using the lower dose of the drug, and leads to a reduction of its toxicity.
The damages incurred in the unchanged cells and tissues were significantly minimized when the
liposomal form of cancer cytostatics was used.

KEY WORDS
liposomes, transport through the skin, drugs with systemic activity

LIPOSOMY - WEASCIWOSCI
| METODY OTRZYMYWANIA

sie koncentrycznie na przemian z warstwami
wody, a substancja lecznicza, zaleznie od roz-
puszczalnosci, umiejscowiona jest w warstwie
wodnej lub lipidowej liposomu.

Najwazniejszymi komponentami lipidowymi
do otrzymywania liposomow sg lecytyny, sfin-
golipidy oraz lipidy obojetne. Od momentu
odkrycia liposoméw opracowano wiele me-
tod ich otrzymywania. Najprostszy sposob,
przedstawiony przez Benghama i wsp. [1], po-
lega na rozpuszczaniu komponentéw lipido-
wych w odpowiedniej iloSci rozpuszczalnika

Liposomy to sferyczne lub owalne struktury
wodno-lipidowe, stanowigce mikrorezerwuar
substancji leczniczej o wymiarach od 0,01 do
1,0 pm. Z uwagi na wielko$¢ pecherzykoéw oraz
liczbe warstw otoczki, dzieli sie je na jedno-
i wielowarstwowe. Liposomy jednowarstwo-
we: mate (SUV 20-50 nm) i duze (LUV > 100
nm), stosowane jako no$niki substancji aktyw-
nych, zawieraja pojedyncza otoczke ztozonag

z podwojnej warstwy lipidowej, okreSlane sa
skrotem ULV i obejmuja szeroki zakres wielko-
$ci od 20 do 1000 nm.

W trakcie wytwarzania liposomoéw pojawiaja
sie rowniez liposomy wielokompartmentowe,
zawierajace kilkuwarstwowe pecherzyki o wy-
miarach 0,1-10 pm. Btony lipidowe uktadaja

organicznego, a nastepnie odparowaniu roz-
puszczalnika w trakcie recznego wytrzasania.
W wyniku zastosowania tej metody otrzymuje
sie gtéwnie liposomy wielowarstwowe o roz-
nej wielkosci.

Inne, nowsze sposoby otrzymywania liposo-
moéw to m.in.: wstrzykniecia etanolowego we-
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dtug Batzri i Korn [2], wstrzykniecia eterowego

wedtug Deamera i Banghama [3], odparowy-

wania faz odwréconych [4] oraz otrzymywa-
nia wielowarstwowych liposoméw przez dehy-

dratacje-rehydratacje [5].

Metody te pozwalaja otrzymac¢ mieszani-

ne liposoméw jedno- i wielowarstwowych

o roznej wielkosci. Skuteczna terapia wyma-

ga zastosowania standaryzowanych jedno-

warstwowych liposomoéw o okreSlonej wiel-
kosci. Liposomy jednowarstwowe otrzymuje
sie z liposomow wielowarstwowych dziata-
niem ultradZwiekéw, metodg ekstruzji, ho-
mogenizacji oraz wstrzykiwania eterowych
lub etanolowych roztworow lipidow do fazy

wodnej [6].

Ze wzgledu na witasciwosci mozna wyréznic

nastepujace typy liposomow:

- konwencjonalne, zbudowane z naturalnych
czasteczek lipidow, np. fosfolipidow,

- kationowe, zawierajace substancje amfi-
filowe z grupa hydrofilowa o charakterze
kationowym (liposomy te okazaty si¢ efek-
tywne jako nosniki m.in. kwasow nuklei-
nowych do komoérek ssakow) [7],

- elastyczne, zawierajgce aktywator krawe-
dzi (edge activator) oraz transferosomy,
odmiana liposoméw elastycznych, zawie-
rajaca: 65-87% lipidow, 10-25% surfak-
tantow (np. tweed 80, span-80) i 3-10%
etanolu [8],

- ethosomy, zawierajgce alkohol w wysokim
stezeniu [8],

- niosomy, zbudowane z niejonowych zwigz-
kow amfifilowych [9].

Penetracja liposoméw w glgb skory zale-

zy od ich rodzaju: liposomy ciekte penetruja

do bardzo gtebokich warstw skory, liposomy

z fosfatydylocholing (DMPC) penetruja wyzsze

warstwy skory, natomiast liposomy uwodor-

nione pozostaja na powierzchni skory. W celu
przedtuzenia czasu przebywania w krazeniu,
liposomy mozna otrzymywac jako pochodne
kowalentnie zwigzane z polietylenoglikolem

(PEG). Tak zmodyfikowane liposomy okresla-

ne sa jako stealth liposomy [10].

Celem pracy byta ocena efektywnosci trans-

portu przez skoére form liposomalnych lekow

o dziataniu ogdlnoustrojowym w poréwnaniu

z lekami stosowanymi w postaciach standar-

dowych. Praca ta jest kontynuacja rozwazan

dotyczgcych mozliwosci zastosowania lipo-
somow jako postaci zawierajacej substancije
lecznicza o dziataniu miejscowym, opisanych

w pierwszej czeSci naszego opracowania [11].

FORMY LIPOSOMALNE SUBSTANCJI AKTYWNYCH
O DZIALANIU OGOLNOUSTROJOWYM

Oprocz stosowania w terapii miejscowej lipo-
somy moga by¢ wykorzystywane takze w tera-
pii trans-dermalnej, jako nosniki lekow o dzia-
faniu ogoblnoustrojowym. Zaaplikowane na
skore, penetruja przez warstwy naskorka, sko-
re wlasciwg, ulegajac w konsekwencji absorp-
¢ji do krwiobiegu lub naczyn limfatycznych,
a z krwia do tkanek docelowych. Wsrod lekow
o dziataniu ogdlnoustrojowym, podawanych
w formie liposomalnej na skore, na szczegol-
ng uwage zastuguja leki cytostatyczne, dajace
szans¢ dotarcia liposoméw docelowo do ko-
morek nowotworowych. Inne leki stosowane
ogolnoustrojowo to leki przeciwbolowe, prze-
ciwhistaminowe, przeciwwirusowe, substancje
o charakterze hormonalnym, fB-blokery oraz
leki immunosupresyjne.

Cytostatyki w formie liposomalnej aplikowa-
nej na skore sg stosowane w terapii r6znego
typu nowotworéw. Umieszczenie toksycznych
chemioterapeutykéw w liposomach umozliwia
osiagniecie komoérek nowotworowych, z omi-
nigciem wielu skutkéw ubocznych, ktére towa-
rzyszg zwykle leczeniu, m.in. niweluje mozli-
wos¢ uszkodzenia niezmienionych chorobowo
komorek i tkanek. Enkapsulacja pozwala tak-
ze na kontrolowane uwalnianie cytostatykow
w miejscu docelowym oraz krazenie w organi-
zmie z minimalizacjg strat wynikajacych z me-
tabolizmu i wydalania leku z ustroju.

Yarosh i wsp. [12] przeprowadzili badania
z wykorzystaniem specyficznego enzymu — T4
endonukleazy V, naprawiajacego uszkodzenia
DNA w postaci cyklobutanowych dimeréw
pirimidynowych (CPD - cyclobutane pyrimi-
dine dimers). Enzym ten zostal umieszczony
w liposomach, a nastepnie zaaplikowany na
skore myszy oraz na kultury komorek skory
ludzkiej [12]. Myszy traktowane liposomalng
forma enzymu wykazywaly zalezne od dawki
obnizenie liczby zmian nowotworowych raka
kolczystokomorkowego (squamous cell carci-
noma) w porownaniu z kontrola. Wykazano,
ze T4 endonukleaza V dostarczana do komo-
rek skory ssakow w liposomach zwieksza usu-
wanie uszkodzen CPD z DNA i redukuje liczbe
zmian nowotworowych u myszy naSwietla-
nych promieniami UV [12]. Na etapie opra-
cowania sg takze nowe rozwigzania dotyczace
zastosowania liposomoéw w terapii melanomy,
w celu zwigkszenia efektywnosci dostarczania
lekéw do komorek docelowych [13].
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Metotreksat, antagonista kwasu foliowego, ha-
muje reduktaze dihydrofolianowg (DHFR), co
skutkuje zaburzeniem syntezy kwasu nuklei-
nowego w komoérkach szybkorosnacych, m.in.
w komoérkach nowotworowych. Ponadto wy-
kazuje niewielkie dziatanie immunosupresyj-
ne. Jest stosowany w leczeniu r6éznego typu
nowotworéw: biataczki limfoblastycznej, na-
btoniaka komérkowego ztosliwego, raka szyi,
piersi, jajnika, glowy. W terapii tuszczycy po-
woduje hamowanie wzrostu nabtonka skory.
W badaniach dotyczacych nowych rozwigzan
w leczeniu raka piersi Tan i wsp. [14] opraco-
wali liposomalng posta¢ nowego inhibitora
reduktazy dihydrofolianowej — M-V-05. Posta¢
ta okazala si¢ bardziej efektywna niz stan-
dardowy metotreksat, a jej aktywnos¢ byta
poréwnywalna z liposomalng formg dokso-
rubicyny. Liposomalna posta¢ M-V-05 wydaje
sie¢ obiecujagcym czynnikiem terapeutycznym
i moze by¢ stosowana w terapii wspomagaja-
cej leczenie raka piersi [14].

Z grupy Srodkow przeciwzapalnych i prze-
ciwbélowych o dzialaniu ogélnoustrojowym
uzywana jest liposomalna postaé brucyny,
stosowana w terapii transdermalnej w celu
zmniejszenia boléw reumatycznych i ura-
zowych. W badaniach in vitro wykazano, ze
mniej niz 68% brucyny enkapsulowanej do
liposoméw zostato uwolnione w czasie 10
godzin [15]. Stwierdzono ponadto, ze brucy-
na umieszczona w liposomach wykazywata
— w poréwnaniu z wolng brucyng — wieksza
zdolnos$¢ do przenikania przez skore, a tak-
ze mniejsza kumulacje w tkankach oraz sa-
mych warstwach skérnych. Zaobserwowano,
ze zarbwno aktywnos¢ przeciwzapalna, jak
i efekty przeciwbolowe liposomalnej bru-
cyny w tkankach podskérnych sg znaczaco
wyzsze i utrzymujg si¢ dtuzej niz po zastoso-
waniu wolnej formy leku. Dane te potwier-
dzaja rowniez pdzZniejsze doniesienia demon-
strujgce wyzszg skuteczno$¢ liposomalnej
postaci brucyny w hydrozelu w poréwnaniu
z ,wolna” brucyng zawartg w hydrozelu
[16].

W przypadku lekow przeciwwirusowych
w formie liposomalnej stosowany jest acy-
klowir, pochodna deoksyguanozyny. Jain
i wsp. [17] w swoich badaniach wykorzysta-
li elastyczne liposomy do przez skérnego po-
dania acyklowiru sodowego. Lek po aplikacji
penetrowat przez doSwiadczalne btony i skore
szczurobw, wywierajac dziatanie ogoélnoustro-
jowe. Obserwowany ,,przeptyw” elastycznych

liposomoéw z lekiem byt odpowiednio dwu-
i prawie szeSciokrotnie wyzszy niz konwencjo-
nalnych liposoméw z acyklovirem sodowym
i standardowego leku. Badania in vivo wyka-
zaty, ze przy aplikacji liposomoéw elastycznych
zawierajacych acyclovir, jego koncentracja
w osoczu po 24 godzinach wynosi 105 + 9, 4
ng/ml, co stanowi czterokrotnie wieksza war-
tos¢ niz w przypadku liposoméw konwencjo-
nalnych [17].

W terapii transdermalnej stosuje sie takze
wiele substancji o charakterze hormonalnym.
Wsréd hormonéw enkapsulowanych w lipo-
somach aplikowanych na skoére wyrdznia sie
m.in. estradiol, testosteron, insuline oraz me-
latonine.

Leczenie egzogennym testosteronem polega na
zwigkszeniu i utrzymaniu fizjologicznego po-
ziomu hormonu w surowicy [18]. Czesto wy-
bierang formg leczenia w tym przypadku jest
terapia transdermalna. Niestety, przy obecnie
dostepnych preparatach, do osiggniecia wyma-
ganego stezenia hormonu we krwi niezbedna
jest aplikacja na do$¢ duzej powierzchni sko-
ry, co znacznie ogranicza komfort leczenia.
Ainbinder i wsp. [19] opracowali ethosomal-
ng posta testosteronu, a nastepnie zbadali
przenikanie tej formy przez warstwy skory
szczurzej za pomocg mikroskopii skaningo-
wej, porébwnujgc je przy tym z przenikaniem
w przypadku zastosowania standardowego
zelu z testosteronem (AndroGel®). Oceni-
li rowniez stopien przenikania testosteronu
przez skore cztowieka. Wyniki wskazuja, ze
zaaplikowanie preparatu z ethosomalnym
hormonem na fragment skéry o powierzchni
40 cm?, powoduje odpowiedni stopien przeni-
kania i wzrost stezenia testosteronu w osoczu
do wartosci fizjologicznej. Powierzchnia ta jest
10 razy mniejsza niz przy uzyciu standardowe-
go zelu (wolna forma hormonu). Autorzy su-
geruja, ze zastosowanie ethosomoéw zwieksza
wchtanianie testosteronu przez skore i moze
by¢ wykorzystane do projektowania nowo-
czesnych preparatow transdermalnych [19].
W innych badaniach poréwnano penetracje
r6znych form estradiolu przez ludzki naskorek
[20]. Wykorzystano w nich konwencjonal-
ne liposomy oraz transferosomy, do ktorych
inkorporowano estradiol, a takze nasycony
wodny roztwor estradiolu, jako kontrole. Essa
i wsp. wykazali wzrost penetracji przez sko-
re estradiolu umieszczonego w liposomach,
w poréwnaniu z kontrolg. Stwierdzono row-
niez zwigkszony stopien przenikania transfero-



LIPOSOMY CZ. 2

somoéw w poréwnaniu z liposomami konwen-
cjonalnymi przy zastosowaniu jontoforezy.
Potaczenie dwoch metod: elektroporacji i jon-
toforezy przyczynito si¢ jedynie do niewielkiej
poprawy przenikania transferosoméw przez
skore. Wyniki wskazuja na znaczna przewa-
ge formy liposomalnej nad ,,wolng” postacia
estradiolu [20].

Badania z uzyciem transferosomoéw, jako nos-
nikéw insuliny w terapii cukrzycy typu 1,
przeprowadzili Cevc i wsp. [21]. Zaobserwo-
wali oni, ze hormon inkorporowany do ela-
stycznych liposomoéw i zaaplikowany na skore
charakteryzowat sie biodostepnoscig wieksza
050%,nizpo przezskornejiniekcjiinsuliny. Wy-
niki tych badan wykazaty, ze podanie insuliny
transdermalnie na skoére o powierzchni 40 cm?
zapewnia optymalne stezenie hormonu w su-
rowicy przez 12 godzin i wywotuje pozada-
ny efekt terapeutyczny u chorych z cukrzyca
typu 1 [21]. Eksperymenty przeprowadzone
na myszach sugeruja, ze liposomy elastyczne
moga si¢ sta¢ obiecujacym no$nikiem hydro-
filowych peptydow, w tym insuliny w terapii
transdermalnej [22]. Badania te wykazaty, ze
elastyczne liposomy zawierajgce insuline, za-
aplikowane na skore myszy w okolicy brzucha
w ilosci 0,90 IU/cm? powoduja procentowe
obnizenie poziomu glukozy o 21,42 + 10,19%
w ciggu 1 godziny, osiggajac spadek o 61,48
+ 8,97% w czasie 5 godzin. Ro6wnocze$nie
autorzy zademonstrowali, ze transdermalna
aplikacja konwencjonalnych liposoméw oraz
roztworu insuliny nie wptywa na efekt hipo-
glikemiczny [22].

PODSUMOWANIE

Doskonatym miejscem podania wielu substan-
¢ji leczniczych jest skora, najwiekszy narzad na-
szego organizmu. Wyniki badan prowadzonych
w wielu osrodkach naukowych S$wiata wska-
zuje, ze liposomalne postacie lekow zarébwno
o dzialaniu miejscowym jak i ogblnoustrojo-
wym charakteryzuja sie wiekszg efektywnoscig
w poréwnaniu do standartowych, powszechnie
stosowanych form tych lekow.

Liposomy maja zdolnos¢ wnikania w gtebsze
warstwy skory, z reguly niedostepne dla form
tradycyjnych, zwiekszaja takze dostepnos¢
biologiczng. Zastosowanie liposomoéw jako
no$nikow daje mozliwo$¢ podania mniejszej
dawki leku, przyczyniajac sie jednoczes$nie
do obnizenia jego toksycznosci. W chorobach
nowotworowych liposomalne formy cytosta-
tykow umozliwiajg osiggnigcie komorek no-
wotworowych z kontrolowanym uwalnianiem
leku, a jednoczeSnie minimalizujg powstate
podczas chemioterapii uszkodzenia zdrowych
komorek i tkanek.

Zastosowanie liposomoéw jako no$nikow sub-
stancji leczniczej nie wyczerpuje mozliwosci
aplikacyjnych tej mikropostaci. Stanowig one
rowniez przedmiot zainteresowania nowo-
czesnej bioinzynierii, gdzie wykorzystywane
sg gtownie jako nosniki DNA. Enkapsulacja
czasteczek DNA wraz z genem terapeutycz-
nym pozwala na dostarczenie go do komo-
rek docelowych, wytwarzajacych enzymy na-
prawcze, co umozliwia prowadzenie terapii
przyczynowej.
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