Cwiczenie 20

Wiasciwosci blon biologicznych. Liposomy, preparatyka liposomow i ich
ladowanie substancja barwng. OkreSlanie wielkosci czasteczki lipidu
poprzez pomiar powierzchni warstwy monomolekularne;.

Kazda komorka otoczona jest blong komorkowa, ktéra zapewnia integralno$¢ komorki
przez zachowanie charakterystycznego dla niej sktadu chemicznego, czesto réznigcego si¢ od
otaczajacego jej Srodowiska. Jednocze$nie zapewnia ona Wymian¢ materii i informacji
pomiedzy komodrka a jej otoczeniem. Badania skladu chemicznego bton komorkowych
wykazaty, ze jej gtdéwnymi sktadnikami sg biatka (w zalezno$ci od pelionych funkcji przez
blone stanowig one ok. 20-70 %) i zwigzki lipidowe. Przyktadowo w ostonce mielinowej
bialka stanowig ok. 20 % masy suchej, a w wewng¢trznej blonie mitochondrialnej az 70 %
masy blony. W blonach plazmatycznych wigkszosci komorek udziat bialek i1 lipidow jest
podobny.

W latach 70-tych XX wieku zaproponowano tzw. mozaikowy model budowy blon
biologicznych, wedtug ktorego lipidy tworza podwdjng warstwe, w ktorej zanurzone sg biatka
(ryc. 1). Czes¢ biatek ,,przebija” blone i ich konce wystaja bo obu stronach dwuwarstwy
lipidowej (bialka integralne, transbtonowe; kanaty biatkowe), cze$¢ natomiast jest luzniej
zwigzana z powierzchnig btony (biatka powierzchniowe/peryferyjne, globularne). Biatka te
odpowiedzialne sg specjalistyczne funkcje petnione przez dany typ komorek.
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Ryc. 1. Mozaikowy model budowy btony

Sposrod zwigzkow lipidowych tworzacych zrab blony komorkowej, najbardziej liczne
sa fosfolipidy. Pod wzgledem chemicznym fosfolipidy sg3 pochodnymi kwasu
fosfatydylowego, ktorego rdzeniem jest czasteczka glicerolu zestryfikowana dwoma
dhugotancuchowymi kwasami thuszczowymi i kwasem fosforowym. Charakterystyczna cecha
zwigzkow lipidowych jest ich amfifilowos¢, czyli dwojaki sposob oddziatywania z
czasteczkami wody. Wynika to z faktu, Zze reszty kwasdéw tluszczowych maja charakter
hydrofobowy (nie maja momentu dipolowego — sa niepolarne), a grupa fosforanowa
potaczona wraz z przylaczong do niej czgsécig polarng ma charakter hydrofilowy (ryc. 2). W
srodowisku wodnym strukturg energetycznie korzystng dla fosfolipidoéw jest taka struktura, w
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ktorej czesci hydrofobowe nie majg kontaktu z woda. Dlatego tez w blonie plazmatycznej
hydrofobowe reszty kwasow ttuszczowych skierowane do $rodka, a hydrofilowe ,,glowy”
pozostaja w kontakcie z $rodowiskiem zewngtrznym i wewngtrznym komorki, w ktérych
woda jest jednym z integralnych sktadnikéw chemicznych.

Hydrophilic Head ~~— Phospholipid Bilayer ——
(Polar) :
: Hydrophilic

Fatty acid chain
Fatty acid chain

Hydrophobic Tails
(Non Polar)

Ryc. 2. Amfiflowa czasteczka fosfolipidu i fragment dwuwarstwy lipidowe;j

Wiele fosfolipidow, w §rodowisku wodnym tworzy spontaniczne, podwdjne warstwy
folipidowe. Do takich struktur naleza liposomy (pecherzyki fosfolipidowe, pecherzyki
Banghama, ang. liposomes), bedace zamknigtymi kulistymi strukturami btonowymi. Majg one
posta¢ pecherzykow (o wielkosci 0,01-10 um) wypetionych woda (lub roztworem wodnym)
i otoczonych dwuwarstwa lipidowa o strukturze analogicznej do tej wystgpujacej w btonach
biologicznych (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Budowa liposomow.


http://pl.wikipedia.org/wiki/Mikrometr

Podobienstwo wiasciwosci liposoméw do wihasciwosci bton biologicznych powoduje,
ze sg staty si¢ one modelowym obiektem badan wtasciwosci bton biologicznych. Poniewaz sa
zbudowane z tych samych sktadnikow co btony komorkowe i swobodnie moga przez nie
przenika¢ (sg niewielkie) to wykorzystywane sg do przenoszenia réznorodnych substancji
(zarowno lipofilowych, jak i hydrofilowych). To sprawia, ze strukturami tymi szczegélnie
zainteresowat si¢ przemyst kosmetyczny i farmaceutyczny.

Liposomy powstajg W wyniku spontanicznej hydratacji (uwodnienia) suchego filmu
fosfolipidowego (faza hydrofobowa). Mozliwo$¢ ich powstawania wynika z wyjatkowo
korzystnych wartosci HLB (Ryc. 4) fosfolipidow jako amfifilow oraz ksztattu ich czasteczek,
dzieki czemu wigkszos¢ fosfolipidow preferuje tworzenie agregatow o strukturze
dwuwarstwowej. Poniewaz ptaska struktura dwuwarstwowa jest energetycznie niekorzystne,
to powstajaca dwuwartwa lipidowa zaczyna tworzy¢ zamknicte struktury (o ksztalcie
kulistym) aby zminimalizowa¢ catkowita energi¢ tworzonej struktury.

Hydrofilowe wilasciwosci fosfolipidu wyrazone w liczbach.
Shkala Griffina 1-20

Niski HLB, dominuje czes¢ Wysoki HLE, dominuje czesé
lipofilowa (hydrofobowa) hydrofilowa

Ryc. 4. Wspétczynnik HLB (ang. hydrophilic-lipophilic balance) - rownowaga hydrofilowo-lipofilowa
fosfolipidu jest parametrem, méwigcym w jakim stopniu jest on hydrofilowy, czy lipofilowy. Wyznacza
sie go obliczajgc wartosci tych cech dla réznych regionéw czasteczki. W skali Griffina wartos¢ HLB
rébwna O odpowiada czgsteczce catkowicie hydrofobowej, a 20 czgsteczce zbudowanej w catosci z

czesci hydrofilowych.

Liposomy wystepuja w organizmach zywych (lipoproteiny krwi) oraz sa produkowane
na skale laboratoryjng i przemystowa (wykorzystywane do produkcji lekow, kosmetykow).
Wyrézniamy wige liposomy sztuczne i liposomy naturalne. Liposomy sztuczne mozna
podzieli¢ pod wzgledem rozmiaru, ilo$ci warstw otoczki i sposobu wykonania na nast¢pujace
grupy (ryc. 5):

e Liposomy z wiecej niz jedna warstwg lipidowa

- liposomy wielowarstwowe (ang. multillamellar vesicles, MLV) - rozmiar: 0,4 ~ 10 pm
e Liposomy jednowarstwowe (ang. unilamellar vesicles; UV) - rozmiar: 0,01 ~ lum

(wszystkie zakresy wielkosci)

- male liposomy jednowarstwowe (ang.small (or sonicated) unilameller vesicles; SUV)
rozmiar: 0,02 ~ 0,03um

- duze liposomy jednowarstwowe (ang. large unilameller vesicles) - LUV) — rozmiar:
0,05—-1 pm.



e Wielopecherzykowe liposomy (ang.multivesicular vesicles; MVV) - rozmiar: > 1um.
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Ryc. 5. Typy liposoméw (schemat)

W __warunkach naturalnych czasteczki o charakterze hydrofobowym (lipidy,
cholesterol, trojglicerydy) transportowane sg w $rodowisku wodnym organizmu, z krwig i
pltynem tkankowym w postaci czgstek - lipoprotein. Maja one posta¢ pecherzykéw lub

dyskow otoczonych podwojng lub pojedynczg warstwg lipidowa blony, zbudowanej z
fosfolipidow, ktore otaczajg hydrofilowe tancuchy bialek - apolipoproteiny

Liposomy sztuczne poczatkowo wykorzystywano gtownie do modelowania procesow
zachodzacych w naturalnych btonach biologicznych. Liposomy te sg bardzo stabilne, a poza
tym sklad ich moze by¢ okreSlony bardzo precyzyjnie, jako zZe nie zawieraja zadnych
rozpuszczalnikow organicznych. Sktad bton liposoméw moze by¢ ciaggle kontrolowany w

czasie przebiegu eksperymentu. Dogodno$¢ ta wraz z duza calkowita powierzchnig
liposoméw udostepniong dla eksperymentu decydujg o tym, ze liposomy wykorzystywane sg
przede wszystkim przy badaniu transportu matych i duzych czasteczek nieelektrolitow przez
blony, badaniu oddziatywan czasteczek typu lipid-biatko. Badania nad liposomami jako
modelowymi btonami biologicznymi przyczynity si¢ roéwniez do rozwoju metod
pozwalajacych na otrzymywanie réoznorodnych rodzajow liposoméow.

Jedne techniki sg proste, lecz umozliwiajg otrzymywanie liposomow sktadajacych si¢ z wielu
koncentrycznie zamknigtych przedzialow wodnych, inne natomiast dajg wprawdzie twory
otoczone tylko jedna dwuwarstwa, lecz o zbyt matych w poréwnaniu do komoérki rozmiarach.
Jeszcze innym powodem kontynuacji prac nad liposomami, ktore przeksztalcity sie¢ w
oddzielng galaz badan zwang technologia liposomowa, byta che¢¢ praktycznego wykorzystania
zdolnoséci zamykania substancji rozpuszczonej (roztworu) w strukturach utworzonych z
naturalnych sktadnikéw bton biologicznych, a wiec obojetnych immunologicznie.

Glownymi celami technologii liposomowej s3:

- Opracowania postgpowania umozliwiajagcego wprowadzenie substancji do wnetrz
komorek w sposob ukierunkowany i kontrolowany. Takimi substancjami przenoszonymi do
wnetrza komorek mogg by¢ np. przeciwciala, antygeny fragmenty kwaséw nukleinowych, a
nawet cate chromosomy. Wprowadzenie tego typu substancji umieszczonych w strukturach
zamknietych typu liposomu zapobiega m.in. niepozadanym reakcjom ubocznym i
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rownoczes$nie chroni je przed np. degradacja, ktoérej ulegatyby podczas bezposredniego
podawania.

- Opracowania takich technologii, dzigki ktérym dawki lekow normalnie toksycznych
w stanie wolnym moglyby ulec obnizeniu przy zachowaniu tej samej lub wyzszej
skutecznos$ci. Z drugiej strony niezmiernic waznymi zagadnieniami s3: poprawienie
farmakodynamiki  lekéw  podawanych ~w  liposomach, uczynienie liposoméw
niewykrywalnymi przez system makrofagéw oraz opracowanie metody przechowywania
liposomdéw w stanie nie zmienionym przez odpowiednio diugi okres czasu.

Celem uzyskiwania okre§lonego typu liposomow wymaganych dla konkretnych
zastosowan, opracowano szereg wydajnych metod preparacji poszczegdlnych typow
liposoméw zarowno na skale laboratoryjng, jak i przemystowa.

Jakie sg zalety poszczegdlnych typoéw liposomow?
Liposomy wielowarstwowe (MLV) sa szczegdlnie przydatne w przypadkach
zamykania roztworow lipofilowych lub tez wtedy, gdy efektywno$¢ zamykania roztwordéw

wodnych nie jest istotna. Na skale laboratoryjng odpowiednia technikg jest klasyczna metoda
hydratacji cienkiego filmu lipidowego (opisana ponizej), ktora moze by¢é uzupelniona
“wymiarowaniem” (przesiewaniem) uzyskanych liposomow przez przeciskanie ich przez
filtry membranowe o porach okreslonej $rednicy.

Mate jednowarstwowe liposomy (SUV), z uwagi na waski zakres ich rozmiarow i
wysoki stosunek powierzchni do objgtosci czyni je bardzo przydatnymi, szczegdlnie gdy nie
jest wymagana wysoka wydajnos¢ enkapsulacji substancji hydrofilowych. Tego typu
liposomy moga by¢ takze tadowane substancjami o charakterze hydrofobowym. W tym
wypadku przenoszona przez nie substancja jest zlokalizowana nie w $rodku liposomy lecz w
jego lipidowej otoczce. Zaleta tych liposoméw jest takze ich zdolno$¢ penetrowania
mniejszych struktur biologicznych. Do ich preparacji na skal¢ laboratoryjng stosuje sie
dezintegracje ultradzwigkami.

Duze jednowarstwowe liposomy (LUV) sg szczegoélnie przydatne do wydajnego
zamykania rozpuszczalnych w wodzie solutow z powodu preferujacej objetos¢ przestrzeni
wodnej warto$ci stosunku objetosci do powierzchni. Liposomy tego typu sa roéwniez
pozadane do rekonstrukcji biatek blonowych, a takze badan nad przepuszczalnos$cia i fuzja
bton.

Inny podzial otrzymywanych sztucznie liposoméw oparty jest na ich budowie i
przeznaczeniu. Poza klasycznymi liposomami (c-liposomes) wyrézniamy dodatkowo s-
liposomy (sterically stabilized liposomes) liposomy o przedtuzonym okresie pottrwania, w
ktorych lipidowa ostonka pokryta jest glikolem polietylenowym. Tego typu liposom nie jest
rozpoznawany przez komorki uktadu immunologicznego co umozliwia jego dluzsze
przebywanie w chorej tkance. Dobrym przyktadem jest tu doksil preparat liposomowy
zawierajacy doxorubicyng wykorzystywany do niszczenia komorek nowotworowych (ryc. 6).

Stabilizowane liposomy wykorzystano takze do produkcji immunoliposoméw. W tego
typu liposomach do otoczki lipidowej bezposrednio lub posrednio poprzez PEG Ilub
biotyn¢/avidyne przytaczone sa czasteczki odpowiedniego przeciwciata.



Liposomy S (Stealth) lub
Liposomy PEGylowane tadowane doxorubicyng

Otoczka z glikolu
polietylenowego (PEG)

Dwuwarstwa Ipidowa

Doxorubicin

Immunoliposomy  wykorzystuje si¢ W  przypadku terapii  celowanej lekiem
przeciwnowotworowym. W tym wypadku lek zawarty w §rodku pegcherzyka fosfolipidowego
uwalnia si¢ po dotarciu do chorej tkanki. Mozna réwniez, poprzez zmiane sktadu,
zaprojektowac¢ temperature, w jakiej ta lipidowa kapsutka ma uwalnia¢ lek. Chore miejsce ma
Wwyzsza niz otoczenie temperatur¢, co powoduje zwigkszenie przepuszczalnos$ci $cianki
liposomu 1 uwolnienie substancji terapeutycznej, kierujac w ten sposdb no$nik wraz lekiem
bezposrednio do komoérek nowotworu.

PEG

Ryc. 7. Liposomy modyfikowane: a) liposom c (klasyczny) z przytgczonym przeciwciatem, b) liposom
PEGylowany z przeciwciatem przytagczonym poprzez biotyne/awidyne, c) liposom PEGylowany z
przeciwciatem przytgczonym bezposrednio z otoczkg, d) liposom PEGylowany z przeciwciatem
przytgczonym poprzez czgsteczki glikolu polieytlenowego (PEG)

Spontaniczne powstawanie pecherzykow liposomalnych opisujg dwa gtowne modele: model
»paczkowania” oraz model ,fuzji fragmentéw dwuwarstwy fosfolipidowej”. W modelu
»paczkowania” pecherzyki powstaja w czasie stopniowego uwadniania suchych fosfolipidow.
Suche, cienkie warstewki fosfolipidow posiadajg strukture warstwowa identyczng z
dwuwarstwg; podczas uwadniania roztwér wodny wnika pomigdzy poszczegoOlne
dwuwarstwy powodujac ich rozdzielanie 1 powstawanie paczkujacych zaczatkow
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pecherzykéw. Pecherzyki podczas mechanicznego wytrzasania hydratowanego fosfolipidu
odrywaja sie, a jako ze powstaly z wielu warstw suchego fosfolipidu, stajg si¢
wielowarstwowymi liposomami. Poddanie tych pecherzykow dziataniu ultradzwiekoéw
powoduje dalsze odpaczkowywanie matych, jednowarstwowych pecherzykow. Podobnie
,homogenizujaco” i reorganizujgco dziata¢ bedzie przeciskanie duzych pecherzykow przez
male pory filtrow membranowych. W modelu ,fuzji fragmentoéw dwuwarstwy
fosfolipidowej” intermediatem, niezaleznie od techniki stosowanej do uzyskania finalnych
liposomdw sg mniej lub bardziej ptaskie fragmenty dwuwarstwy, z ktérych dopiero na drodze
fuzji powstaja zamknigte pecherzyki, ktorych wielkos$¢ zalezy od wtdrnej ich obrobki.

Do charakterystyki uzyskanych preparatow stosuje si¢ m.in. okreslenie wartosci tzw.
objetosci zamknietej (captured volume) definiowanej jako objetos¢ roztworu wodnego
zamknigta przez dang ilo$¢ lipidu i jest wyrazana w litrach/mol lipidu calkowitego oraz tzw.
wydajnos¢ zamykania (encapsulation efficiency) definiowana jako czg¢$¢ roztworu, ktora jest
zamknigta w liposomach. Ten drugi parametr jest wprost proporcjonalny do stezenia lipidu w
preparacie liposomowym.

Naskorek jako miejsce podawania preparatow liposomowych

Naskorek stanowi naturalng ochrong zaréwno przed utratg substancji z jego wngtrza, jak
1 wnikaniem obcych czasteczek ze $rodowiska. Bariera ta utrudnia, a czgsto wrecz
uniemozliwia naskérne podanie leku w postaci wolnej. W kosmetyce natomiast preparaty
odzywcze dzialaja jedynie na warstwe rogowa naskorka i nie maja zdolnosci do przenikania
w glab. Zastosowanie liposomoéw pozwala oming¢ ten problem. Liposomy moga przenosi¢
substancje czynne (witaminy, proteiny, sktadniki nawilzajace) do wnetrza naskorka, gdzie
nastepnie beda uwalniane i wchtaniane. Uwalnianie substancji czynnych dzigki liposomom
moze by¢ w pewien sposob kontrolowane. Jest to szczegdlnie wazne, gdy stosuje sie¢
substancje mogace w duzych stezeniach powodowac podraznienia lub takie ktére moga
ulega¢ modyfikacjom zanim dotrg w miejsca docelowe. Dodatkowo 1taczac sig¢ z
powierzchniowa warstwa naskorka (tzn. z warstwa rogowa) wprowadzaja wode 1 substancje
thuszczowe, co przyczynia si¢ do wzmocnienia jej i przywracajac jej spoisto$c. Jesli skora,
oprocz codziennej pielegnacji, potrzebuje bardziej intensywnego zabiegu, to wlasnie produkty
z liposomami wydaja si¢ by¢ idealnym rozwigzaniem. Do najcze$ciej spotykanych substancji
transportowanych przez liposomy, stosowanych w preparatach kosmetycznych naleza:
aktywne formy witamin A, B, C, E, kwas hialuronowy, kolagen, elastyna, wyciagi z roslin,
koenzym Q1o, jak rowniez tlen, ktory poprawia mikrokrazenie i przemiang materii w skorze.
Istniejg jednak watpliwosci, czy krem w takiej postaci wniknie w glab skory i czy taki zabieg
ma sens. Skoéra bowiem dba o odpowiedni przeplyw krwi, a tym samym o odpowiednie
natlenienie tkanek. Niemniej jednak poniewaz udowodniono, ze niedoboér tlenu przyczynia si¢
do zwiotczenia i zmegczenia skory to zastosowanie takich preparatow z tlenem mogloby
wywiera¢ korzystny efekt.

Liposomy pelnig nie tylko role nos$nika leku ale moga tez by¢ wykorzystywane jako
samodzielne struktury np. do dostarczenia do miejsca podania okre§lonego rodzaju substancji
o0 charakterze lipidowym. Zatem zastosowanie liposomow jako nos$nikow leku ma wiele zalet.
Ulatwia to penetracj¢ leku w najwyzszych warstwach naskorka (czesto rowniez glebiej)
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dzigki naturalnemu powinowactwu do jego sktadnikow. Latwo tez mozemy uzyskac
zwigkszenie stezenia leku w skorze po podaniu mniejszych dawek. Dodatkowo minimalizuje
si¢ ryzyko wystgpienia reakcji ubocznych, gdyz lek jest izolowany przez blony liposoméw,
wiec dziata na komorki docelowe tylko w miejscu uwolnienia. Kolejng zaletg jest fakt, ze
umozliwia podawanie substancji leczniczej w wigkszych odstepach czasu, gdyz liposomy po
wniknieciu do naskérka stanowig magazyn leku dzigki czemu substancja uwalniana jest
stopniowo dziatajac przez dtuzszy czas.

Preparatyka liposomow

Do preparatyki liposomow wykorzystujemy chloroformowy roztwor azolektyny.
Azolektyna jest suchym ekstraktem z nasion soi, ktérego gtéwnymi sktadnikami sg lecytyna,
cefalina i fosfatydyloinozytol:

CH, —0—0OC —R, Cephalin o
l Q I
CH—0—O0C—R, H CH;0-C—~(CH,),CH, O CHprO—C—Ry
CH, —0—P—0— CH, —NZ %Hs 0 it M S 1
2 - - r— — 2 - e 3 I acias
O +
A H OH
R;.Ry - reszty kwasow tuszczowych CHy O_?TO_CHz(szNHB Polar
Ethanolamine H H
Ryc. 8. Lecytyna (fosfatydylocholina) Cefalina Fosfatydyloinozytol

Z chloroformowego roztworu lipidu usuwamy chloroform przez odparowanie pod
proznia lub przy pomocy wyparki prézniowej albo liofilizatora. Chloroform odparowujemy z
obracajacej si¢ kolby okraglodennej. Otrzymujemy cienki suchy film fosfolipidowy. Film
lipidowy poddajemy hydratacji przez dodanie wody (jesli chcemy otrzymac¢ liposomy nie
fadowane) 1lub roztworu wodnego zawierajacego tadowang substancje. Liposomy
otrzymujemy poprzez intensywne wytrzasanie lub przez sonikacje (ultradzwigki).
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Ryc. 9. Schemat procesu otrzymywania liposomoéw



Wykonanie ¢wiczenia

Odczynniki:
1. Asolektyna (15 mg)
2. Chloroform
3. KCI (125 mM) rozpuszczony w buforze Tris-HCI (pH 7,4)
Postepowanie:
1. Nawazke 15 mg asolektyny w proboéwce typu Eppendorf rozpusci¢c w 1 ml

2.

3.

chloroformu i przenies¢ ja do kolby okraglodennej (o pojemnosci 50 ml). Chloroform
doda¢ do probowki, a nastgpnie cato$¢ przenies¢ do kolby.

Za pomocg wyparki prozniowej odparowac chloroform (wlacznik zasilania powoduje
uruchomienie termostatu). Delikatnie odkreci¢ zawor wodny w celu wprowadzenie
zimnej wody do chtodnicy. Po podtaczeniu kolbki okraglodennej do pasujacego szlifu
zestawu nalezy usung¢ powietrze z wyparki poprzez zastosowanie pompki wodne;.

Dopdki w wyparce nie panuje podci$nienie nalezy recznie podtrzymywaé kolbe, ktora

obecnie jest przytrzymywana tylko przez szlif — brak asekuracji moze spowodowaé

zsuniecie sie kolby i jej rozbicie lub upadek do znajdujacej sie ponizej tazni wodnej

(utrata preparatu)! Pompke wodng uruchamia si¢ poprzez odkrecenie niebieskiego

zaworu. Wzrost wartosci na manometrze przy pompce $wiadczy o wzrastajgcym
podcisnieniu (prézni) w wyparce. Od tego momentu kolba bedzie przytrzymywana do
wyparki poprzez podci$nienie panujace w urzadzeniu. Zanurzy¢ kolbe delikatnie pod
katem w termostatowanej tazni wodnej (45°C - 50 °C). Przez caly czas
odparowywania kolba powinna by¢ obracana (koliste ruchy — obroty ustawiamy
pokrettem na wyparce), aby substancja rownomiernie roztozyla si¢ na Sciankach kolby
tworzac cienki film.

Przygotowac¢ 4 ml buforu Tris-HCI (pH 7,4), do ktérego mozna doda¢ kilka (6-10)
kropel soku z aronii, lub innej substancji wskazanej przez osobg prowadzaca
¢wiczenia.

Po odparowaniu chloroformu (co zajmuje zazwyczaj kilka minut — okresli¢ poprzez
obserwacje czy w kolbie znajduje si¢ jeszcze plynna zawarto$¢ czy juz cato$¢
chloroformu zostala odparowana) nalezy zapowietrzy¢ wyparke (zlikwidowaé proznie
poprzez przekrecenie szklanego zaworu obok biatego, plastikowego weza - w gornej
czesci wyparki za odbieralnikiem. Delikatny syk powietrza i spadek wartosci
podci$nienia na manometrze $§wiadczy o wyrdwnywaniu ci$nien wewnatrz i na

zewnatrz wyparki. Od tego momentu znéw konieczna jest r¢czna asekuracja kolby. Po
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zlikwidowaniu prdézni (warto$¢ 0 na manometrze), wytaczy¢ ruch obrotowy kolby po
czym delikatnie zdja¢ kolbe okraglodenng. Zamkngé kran od pompki wodnej,
wylaczy¢ wyparke/taznig 1 obieg wody w chtodnicy wyparki.

Uzyskany (wg. punktu 3) bufor przenosimy do kolby okrggtodennej z filmem
lipidowym na $ciankach 1 dokladnie mieszamy, tak aby cata warstwa lipidowa
rozpuscita si¢. Dobre rezultaty otrzymuje si¢ poprzez wytrzasanie lub worteksowanie
(jezeli dostepna jest mikrowytrzasarka). Wytrzasanie kontynuowac przez kilka minut.

Nalezy szczegdlnie uwazac, aby kolba nie wypadta z reki! Wyrazne zmetnienie buforu

$wiadczy o powstaniu liposomow.

Uzyskang zawiesing liposomow rozdzielamy na dwie cze$ci. Jedng z nich przenosimy
do probowki i poddajemy sonifikacji. Probowke wstawiamy do lodu i wprowadzamy
do niej koncowke dezintegratora ultradzwigkowego, wczesniej doktadnie przemyta
woda z ptynem, a nastgpnie woda destylowang (obficie) i wytarta ligning. Probke
poddajemy dziataniu ultradzwickow (40-60 kHz), az do uzyskania zmniejszonego
zmetnienia. Zwykle stosujemy 2-3 cykle dezintegracji po ok. 15-20 s (pomig¢dzy
poszczegbdlnymi cyklami wymagane sa 1-2 minutowe przerwy).

Uzyskane liposomy ogladamy pod mikroskopem. Zalecane jest sprawdzenie réznych
ustawien przestony zrddta swiatta (zbyt mocne $wiatto uniemozliwi zaobserwowanie
liposoméw). Poréwna¢ uzyskane liposomy bezposrednio po uwodnieniu filmu

lipidowego 1 po zastosowaniu ultradzwigkow. Opisac obserwacje.
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