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Zasto lipozomi? Y sloj

Prirodni lipidi, biokompatibilni i biodegradabilni [ ] _» Hidrofobni
sloj

Razlicite termalne i pH-stabilnosti (u zavisnosti od sastava)

Jednoslojni, viseslojni, multivezikularni . :
Jnt, Jnl, Hidrofilna

* Moguce kontrolisano oslobadanje leka unutrasnjost

* Moguca implementacija hidrofilnih i hidrofobnih aktivnih komponenti

Lipozom Viseslojni lipozom Multivezikularni lipozom Postepeno oslobadanje leka



Isporuka leka kroz kozu putem lipozoma

Lipozomi omogucuju najbolju mogucu prodornost kroz kozu
Mogucnost funkcionalizacije — ciljana isporuka
Kontrolosano oslobadanje leka — odlozena aktivnost
Moguénost snizavanja inicijalne koncentracija leka
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Sinteza lipozoma

 Birati sastav lipozoma u zavisnosti od namene

* Primena metode tankog filma

e Vakuumsko uparavanje — eliminacija rastvaraca
e Rehidratacija rastvorom hidrofilne komponente

 Moguce je simultano ubacivanje hidrofilnih i hidrofobnih
aktivnih komponenti




Finalno formiranje i ispitivanje
stabilnosti lipozoma

* Ekstruzija kroz membrane 50-200 nm

e |spitivanje veliCine lipozoma - DLS

 Merenje zeta-potencijala




Pracenje transporta lipozoma kroz kozu

Zadatak: Ispitati mogucnost primene 2D EPRI tehnike za pracenje transporta kroz kozu.

Naneti rastvor ,obelezenih” lipozoma (,,napunjenih® aktivnim komponentima) na kozu.

Uraditi 2D EPR imidzing koze i pratiti prodiranje lipozoma.

Preliminarno ex vivo, planiraju se u nastavku in vivo ispitivanja.
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Elektronska Paramagnetna Rezonancija 101

Terminologija:

. Elektronska Paramagnetna Rezonancija (EPR)
. Elektronska Spinska Rezonancija (ESR)
. Elektronska Magnetna Rezonancija (EMR) EPR je rezonantna
apsorpcija
EPR = ESR = EMR mikrotalasnog zracenja

od strane nesparenog
elektrona u prisustvu
magnetnog polja

Pe




EPR - princip metode
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e Svaki elektron moze imati jednu od dve moguce orjentacije magnetne
komponenete: m=+1/2 ili m=-1/2 (spinski kvantni broj 15).
U prisustvu spoljaSnjeg magnetnog polja (B,) vektor magnetnog

uklonjena :
degeneracija AE=0.HgB,

Energija

momenta elektrona usmerava se parlaleno (m=+1/2 ) ili antiparalelno
(m¢=-1/2 ) spoljasnjem polju B,.
e Zbog Zemanovog efekta, svaka od ovih orjentacija ima specificnu

it iqi e F= . B ton (9.2741 x 1024 J/T
enersiju kOJa O E_msgeuBBo Ei: m(;rg;)r\llertl:l?)gggljgn(c(;auss iIiXT) !

mg: komponenta magnetnog momenta elektrona +1/2
0.. g-faktor (Landeov g-faktor) i iznosi 2.0023




EPR - princip metode

Energija

A

80
o BO! m=

Nespareni elektron moze prelaziti sa jednog na drugi
energijski nivo apsorpcijom ili emisijom fotona

energije:

hv=AE=g_u;B,

Uslov rezonancije

h: Plankova konstanta 6.626196 x 10-34 Js
0. g-faktor (Landeov g-faktor) i iznosi 2.0023
Mg: Borov magneton (9.2741 x 1024 J/T)

: magnetno polje (Gauss ili T)

“l e .

EPR spektar se moze dobiti na dva nacina:

Variranjem spoljasnjeg magnetnog polja B, uz
konstantnu frekvenciju EMT (CW masine).

Slanjem paketa EMT razlicitih frekvencija uz konstantno
magnetno polje B, (pulsne masine). Za ovo je potrbna
veoma brza elektronika.



Da li se EPR moze koristiti u bioloSkim
sistemima "in vivo" ili "ex vivo"™ ?

* Da, ali postoji jedan "mali" problem.
e Bioloski uzorci su "vodeni" i zbog toga podlezu nerezonantnoj apsorpciji 1
mikrotalasne energije, zato je dubina prodiranja mikrotalasa u uzorak mala. @ - - U |

e Ako povecamo mikrotalasnu snagu, dubina prodiranja se povecava ali ... ... tada dobijamo ,, mikrotalasnu®
= s

Problem dubine prodiranja se moze resiti i smanjenjem frekvencije
mikrotalasa

Frekvencija ~300 MHz ~750 MHz 1-2 GHz ~3 GHz 9-10 GHz
Dubina >10cm 6-8 cm 1-1.5cm 1-3 mm 1 mm
prodiranja
Bioloski uzorar | Ljudi, pacov Pacov, mis Mis, Misiji rep, Uzorci "in

srce pacova koza vitro" (~100 pl)

Smanjenje frekvencije smanjuje vrednost B, a time i osetljivost

 EM zracCenje slabi zbog dielektricnih gubitaka (B prolazi ali ne E).




Spinske probe i spinski obelezivaci

e Spinske probe — su stabilni (dugozivedi) slobodni radikali (nitroksidi) koji se ubacuju u sistem da bi se
ispitala neka osobina ispitivanog sistema.
e Reaktivne grupe su sterno zaklonjene.
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e Spinski obelezivaci (spin labels) — nitroksidi vezani za druge molekule (npr. masne kiseline).
e Koriste se za pracenje osobina celijske membrane (ili u nasem slucaju polozaja lipozoma).



Spinsko obelezavanje lipozoma

e Zato je najpre potrebno obeleziti lipozom spinskim obelezivacem.
e Lipozome obelezavamo nakon kompletirane sinteze i karakterizacije.
e Spinki obelezivaci imaju slican sastav kao membrana, pa je integracija energetski povoljan proces.

16-doksilstearinska kiselina (16-DS)



Sta se deSava sa EPR spektrima spinskih obelezivada kada se
ugrade u membranu ???
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Ukupan spektar 16-DS ugradjene u membranu potpuno odudara od onog iz rastvora.

Do toga dolazi zbog anizotropije.

Ovo nam omogucava da ustanovimo da li je takode ocuvan integritet lipozoma.
Na slican nacin lako moZzemo obelezavati i proteine (Mojovi¢ & Pavicevic, Eur Biophys J. 773-787, 46, 2017).




EPR imidzing — princip dobijanja slike

Ali, za nasa ispitivanja spektroskopija nije dovoljna ...

EPR spektroskopija EPR prostorni imidzing Spektranlo-prostorni
1D, 2D, 3D Imidzing (2D, 3D)
Nema prostorne Postoji prostorna raspodela Prostorna raspodela +

raspodele Spinske gustine Izgled spektra



EPR imidzing — princip dobijanja slike

1D PROSTORNI 2D PROSTORNI 3D PROSTORNI



EPR imidzing — princip dobijanja slike

Homogeno Ne-homogeno Gradijent
(Spektroskopija) (Neupotrebljivo) (Imidzng)

Rastojanje ---> Rastojanje ---> Rastojanje --->

a— Magnetno polje




EPR imidzing — princip dobijanja slike

S=cosO+ysinod



EPR imidzing — princip dobijanja slike

Field Sweep -

< Field Sweep

Q Spmska .......................... > é

gustina Gradijent polja




EPR imidzing — princip dobijanja slike
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Slicno kao MRI ...



EPRI v.s. MRI

e Postoje bitne razlike u osobinama jezgara i elektrona (Ziromagnetni odnosi, hiperfine konstante cepanija,
relaksaciona vremena).

e Zbog toga se MRI uvek izvodi u pulsnom rezimu (RF-puls + frekventni, fazni i "slice" gradijenti magnetnog
polja, uz razne sekvence tipa spin-eho.., 2D FT i rekonstrukcije slike iz voksela.

e EPRI se Cesto izvodi u CW rezimu uz rotiraju¢e magnetne gradijente.

e MRI ima do 10° puta veéu koncentraciju spinova u sistemu, kao i do 10° duze relaksaciono vreme za te iste
spinove.

* Prosecna Sirina EPR pikova je znatno veéa u odnosu na raspoloziv opseg magnetnog polja u odnosu na
NMR signal H koji se posmatra u MRI.

e Pulsni EPRI zato zahteva vrlo preciznu i naprednu elektroniku uz brze racunare koji ¢e zadavati sekvence i
desifrovati dobijene rezultate.

NMR mmaging EPR 1maging
T, hundreds of ms to seconds 5.9-6.2 ps trityls: <1us nitroxyls
T, tens of ms to seconds 4.3-5.3 ps trityls: <0.5ps
nitroxyls
echo time tens of ms a few s




Ispitivanje transporta lipozoma kroz kozu

30% BSA hidrogel
obelezen 16-DS

Lecitin/Chol lipozomi
obelezeni 16-DS

4 M| ety |

e Poredi se efikasnost transporta 1. Uzorak nanet na svinjsko uvo.
kroz kozu (lipozoma u odnosu na 2. Inkubacija 15 min.
albuminski hidrogel). 3. Ispiranje uzorka vodom.

> +/
e Rezolucija snimanja 0.01mm

e Jacina Z-gradijenta 40 G/cm

e Kolor skala srazmerna je koncentraciji



Ispitivanje transporta lipozoma kroz kozu

* Ponovljena merenja pokazuju isti trend.
e Pokazano je da lipozomi efikasno prodiru u kozu.
e Lipozomi bolje prodiru u kozu od hidrogela.

EER RN RN E

Zakljucak:

e 2D EPRI spektroskopija je efikasna metoda za ispitivanje
prodiranja nosaca leka kroz kozu.

Hvala na paznji!

www.bioscope.ffh.bg.ac.rs

Lipozomi
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