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Zmiany dynamicznej aktywnosci powierzchniowej surfaktantu ptucnego
pod wplywem liposomowych nosnikéw lekéw inhalacyjnych

Wprowadzenie

Liposomowe no$niki lekow inhalacyjnych stanowia jedna z nowo-
czesnych strategii dostarczania czynnikoéw terapeutycznych do ukladu
oddechowego. Zaleta ich stosowania jest mozliwo§¢ maskowania hy-
drofilowych cech leku, co utatwia wnikanie leku do komorek nabtonka
oraz makrofagow ptucnych. Zastosowanie liposomow pozwala rowniez
na osiaganie efektu przedtuzonego uwalniania leku.

Srodowisko dolnych drég uktadu oddechowego zawiera surfaktant
plucny, ktorego specyficzna aktywnos$¢ powierzchniowa, osiagana
w dynamicznych warunkach cyklu oddechowego, wptywa na obnize-
nie wysitku oddechowego oraz na procesy transportu masy w plucach
(wymiana gazowa, usuwanie zanieczyszczen pochodzenia acrozolowe-
go), m.in. dzigki umozliwieniu powstawania efektow Marangoniego
[Sosnowski, 20006].

W tym kontekscie wazne jest podjgcie badan majacych na celu
okreslenie, czy liposomy wprowadzane do ptuc na drodze inhalacji
moga wchodzi¢ w fizykochemiczne interakcje ze sktadnikami surfak-
tantu. Przedstawione w pracy badania przeprowadzono metoda MBP
(Maximum Buble Pressure) niestosowana dotad w badaniach fizyko-
chemicznych aspektow oddzialywania liposomow na surfaktant ptucny.
Zastosowanie metody MBP umozliwia dyskusje mierzonych zjawisk
w odniesieniu do charakterystycznych skal czasowych zmian wielko-
$ci powierzchni pecherzykéw plucnych w procesie oddychania. Uzy-
skane wyniki pozwola sformutowaé¢ wnioski na temat bezpieczenstwa
stosowania lekéw inhalacyjnych w formie rozpylanych liposoméw ze
wzgledu na ich interakcje z biosurfaktantami obecnymi na powierzchni
pecherzykow plucnych.

Materialy i metody

W niniejszych badaniach w roli surfaktantu ptucnego uzyto preparatu
leczniczego Survanta (Abbot Laboratories, Francja), bedacego formula-
cja odzwierzgca stosowana jako lek uzupetniajacy niedobor naturalnego
surfaktantu u wczesniakow. Jak stwierdzono we wczesniejszych pra-
cach [m.in. Kondej i Sosnowski, 2011; 2012] wykazuje on dynamiczne
wiasciwosci powierzchniowo czynne zblizone do naturalnego surfak-
tantu wystepujacego na powierzchni pecherzykow plucnych cztowieka.
Preparat byt uzywany w rozciefczeniu gwarantujacym we wszystkich
pomiarach jednakowe stgzenie fosfolipidow surfaktantu plucnego, tj.
0,75 mg/ml. Do rozcienczen stosowano sterylny roztwor soli fizjolo-
gicznej (Gilbert Laboratories, Francja).

Liposomy wykorzystywane w badaniach wytwarzano z lecytyny
(Arros Organics, USA) lub mieszaniny lecytyna/cholesterol (Sigma-
Aldrich) (w stosunku wagowym 3:1) klasyczna metoda Banghama
polegajaca na hydratacji filmu lipidowego [m.in. Jabtczynska, 2012].
Badane probki zawieraly zawsze 0,75 mg/ml odpowiednio lecytyny lub
mieszaniny lecytyny i cholesterolu.

Istotne informacje w odniesieniu do uktadu oddechowego moga da¢
jedynie pomiary dynamicznego napigcia powierzchniowego, gdyz sur-
faktant ptucny funkcjonuje w cyklu oddechowym, podczas ktérego pole
powierzchni cieczy powlekajacej pecherzyki ptucne podlega ciagtym
zmianom. Dynamiczng aktywno$¢ powierzchniowa sktadnikéw surfak-
tantu plucnego badano za pomoca tensjometru pgcherzykowego BP2
(Kriiss, RFN) przy wykorzystaniu metody MBP jako techniki dotad
szerzej niestosowanej w pomiarach oddzialywania substancji wziew-
nych na surfaktant ptucny. Umozliwia ona pomiar zmian napigcia po-
wierzchniowego w uktadzie w chwili tworzenia si¢ nowej powierzchni
migdzyfazowej gaz-ciecz (wzrastajacy pecherzyk powietrza), przy czym

czas formowania tej powierzchni moze zmienia¢ si¢ od okoto 10 ms do
kilkudziesigciu sekund. Badania prowadzono w temperaturach 25 1 37
°C stosujac zewnetrzny termostat GP100 (Wielka Brytania).

Wyniki i dyskusja

Dla skutecznej inhalacji istotne jest, by wdychany aerozol sktadat
si¢ z mozliwie duzej liczby czastek lub kropel mniejszych niz 5 pum.
Warunek ten gwarantuje ich tatwa penetracje i efektywna depozycje
w drzewie oskrzelowym. Na rys. 1 przedstawiono przyktadowe zdjgcie
mikroskopowe liposoméw otrzymanych w ramach przeprowadzonych
badan.

Rys. 1. Liposomy otrzymane metoda Banghama

Poréwnanie z zataczona na rysunku skala wskazuje, ze praktycznie
wszystkie wytworzone liposomy spelniaja wspomniany warunek wy-
magany do skutecznej inhalacji. W osobnych badaniach potwierdzono
istnienie technik atomizacji zapewniajacych trwato$¢ liposomoéw po
rozpyleniu m.in. [Sosnowski i Kramek-Romanowska, 2012]. Tym sa-
mym, prezentowane tutaj wyniki maja $ciste odniesienie do mozliwych
przysztych zastosowan w aerozoloterapii.

Badania dotyczace wptywu liposomow na aktywno$¢ powierzchnio-
wa surfaktantu ptucnego przeprowadzono w dwoch wariantach pomia-
row. Na rys. 2 przedstawiono pordwnanie zalezno$ci dynamicznego na-
pigcia powierzchniowego dla czystego roztworu soli fizjologicznej oraz
koloidu zawierajacego liposomy zbudowane z lecytyny lub mieszaniny
lecytyna/cholesterol (3:1 w/w).

75

SN B Nl S aenEN N IR g g gmunn n &
Lo P ERE05E FARSEAE 00 BAEREQHD 0 mooepn o o

—_ 5 o

i

£ ks ¢

5 65

o A

& % ?

c

S W 5ol fizjologiczna w 25C 2

Beo | - .

o O sol fizjologicznaw 37C 20 A

A

§_ A liposomylecytynaw 25C z

2 g5 | | Aliposomylecytynaw 37C Q

o

g @ liposomy lecytyna/cholesterolw 25C

2 O liposomy lecytyna/cholesterolw 37C R
50

1000 10000 100000

Wiek powierzchni [ms]

10 100

Rys. 2. Poréwnanie dynamicznego napigcia powierzchniowego dla soli fizjologicznej
i koloidu zawierajacego liposomy w 25 i 37°C

Przedstawiony wariant pomiarowy pozwolil na okreslenie wptywu
liposoméw na wartos¢ dynamicznego napigcia powierzchniowego
czystego roztworu soli fizjologicznej w celu stwierdzenia ewentualne;j
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aktywnosci powierzchniowej samych wesikli (vesicles) lub zwiazkow
(lecytyny i cholesterolu) je tworzacych.

Analizujac rys. 2 mozna stwierdzi¢, ze oba rodzaje liposoméw maja
bardzo zblizony wplyw na dynamiczne napigcie powierzchniowe
w ukltadzie sol fizjologiczna-powietrze. Wyrazne obnizenie napigcia
powierzchniowego jest widoczne w obu temperaturach i dla czasow ad-
sorpcji ok. 50 sekund wynosi ono ok. 12 mN/m w 25°C i ok. 18 mN/m
w 37°C. Dla wyzszej temperatury pomiarowej widoczne obnizenie na-
pigcia powierzchniowego wystegpuje dla krétszych czasow adsorpcji,
co jest prawdopodobnie zwigzane z szybsza niz w 25°C reorganizacja
struktury liposoméw i szybsza migracja czasteczek zwiazkow lipi-
dowych wchodzacych w sktad lub zamknigtych w wesiklach do po-
wierzchni ciecz-gaz.

Na rys. 3 i 4 przedstawiono wyniki drugiego wariantu pomiarow,
w ktorym analizowano wplyw dodatku liposoméw na modelowy sur-
faktant ptucny (Survanta).
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Rys. 3. Poréwnanie dynamicznego napigcia powierzchniowego dla roztworu leku
Survanta (0,75 mg/ml) i koloidu zawierajacego liposomy utworzone z lecytyny
w25i37°C
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Rys. 4. Porownanie dynamicznego napigcia powierzchniowego dla roztworu leku Su-

rvanta (0,75 mg/ml) i koloidu zawierajacego liposomy utworzone z lecytyny i chole-
sterolu (3:1 w/w) w 251 37°C

Modelowy surfaktant w badanych tutaj, stosunkowo niskich stgze-
niach, wyraznie wykazuje aktywno$¢ powierzchniowa. Analizujac
rys. 3 i 4 mozna stwierdzi¢, ze w temperaturze 25°C wptyw liposomow
obu typoéw na aktywnos$¢ surfaktantu jest podobny i zaczyna by¢ wi-
doczny przy wieku powierzchni 1+2 s, cho¢ bardziej wyrazne obnizZenie
napigcia powierzchniowego jest obserwowane dopiero przy czasie ad-
sorpcji powyzej 10 sekund.

Z punktu widzenia zastosowan medycznych istotniejsze sa wyniki
uzyskane w temperaturze fizjologicznej (37°C). W tych warunkach
zaobserwowano zdecydowanie wyzsza aktywno$¢ powierzchniowa
samego surfaktantu, jak i dodawanych liposoméw — w catym mierzo-
nym zakresie czaséw adsorpcji wystgpuje silniejsze obnizenie napigcia
powierzchniowego o 2+5 mN/m, a dla czasoéw adsorpcji powyzej 10 se-

kund — nawet o ponad 10 mN/m (tj. do wartosci ok. 35 mN/m — Rys. 4).
Wynika to prawdopodobnie z ulatwionej, w wyzszej temperaturze,
restrukturyzacji btony thuszczowej liposomoéw oraz szybszego wbudo-
wywania si¢ uwolnionych molekut zwiazku amfifilowego w warstwe
adsorpcyjna na powierzchni ciecz-gaz. Ma to zwiazek ze zwigkszona
mobilnoscia hydrofobowych fragmentéw czasteczek lipidu w tempera-
turze zblizajacej si¢ do temperatury przejscia szklistego lecytyny.

Dodatkowo, poréwnanie ze soba wynikow dla obu typow liposomow
w 37°C wskazuje, ze wyzsza aktywno$¢ powierzchniowa wykazuja
liposomy wytworzone z mieszaniny lecytyna/cholesterol (3:1 w/w)
(Rys. 4). Moze to $wiadczy¢ o synergicznym procesie reorganizacji
molekularnej, adsorpcji i/lub redukcji napigcia powierzchniowego. Bar-
dzo duzy wzrost aktywnosci jest widoczny zwtaszcza dla liposomow
mieszanych przy czasach adsorpcji powyzej 10 sekund. Efekt ten ma
jednak raczej ograniczone znaczenie dla fizjologii ptuc, gdyz charak-
terystyczny czas zmian powierzchni podczas cyklu oddechowego jest
kilkukrotnie krotszy.

Na uwagg zastuguje rowniez porownanie wynikow z obu wariantow
pomiarowych (tzn. rys. 2 z rys. 3 i 4). Zaréwno w temperaturze 25°C,
jak i 37°C widoczne sa wyrazne roznice w przebiegu krzywych pomia-
rowych uzyskanych dla odpowiednich uktadéw zawierajacych liposo-
my. Rozbiezno$¢ migdzy krzywymi jest znaczaca, zwlaszcza w 37°C
(od 5 do 15 mN/m). Uzyskany wynik moze $wiadczy¢ o silnym oddzia-
tywaniu sktadnikow surfaktantu ptucnego z liposomami prowadzacym
do szybszego niz w pozostatych przypadkach uwolnienia czasteczek
lecytyny i ich wspoétadsorpcji na powierzchni migdzyfazowe;.

Whioski

W wyniku przeprowadzonych pomiaréow stwierdzono, ze liposomy,
ktére moga pojawi¢ si¢ w uktadzie surfaktantu ptucnego jako no$niki
leku inhalacyjnego, maja wplyw na dynamiczne napigcie powierzch-
niowe, ktére pelni istotng rolg w fizjologii oddychania. Dla obu typoéw
liposoméw (wytworzonych z lecytyny i mieszaniny lecytyna/choleste-
rol 3:1 w/w) stwierdzono wzrost aktywnosci powierzchniowej wyni-
kajacy najprawdopodobniej z obecnosci wolnych lipidow uwalnianych
podczas rozpadu liposoméw, zwlaszcza w temperaturze 37°C.

Interpretacja znaczenia fizjologicznego obserwowanych efektow nie
jest jednoznaczna. Z jednej strony wzrost aktywno$ci powierzchniowe;j
w uktadzie surfaktantu ptucnego mozna uzna¢ za korzystne w kontek-
$cie stosowania liposoméw jako nosnikow lekow inhalacyjnych. Sta-
nom chorobowym czgsto towarzyszy bowiem dodatkowo zaburzenie
funkcji naturalnego surfaktantu, a wspomniany efekt oznacza zwigksze-
nie zawartos$ci substancji aktywnych powierzchniowo na powierzchni
pecherzykow ptucnych. Z drugiej strony, wspoétadsorpcja uwolnionych
z liposomow zwiazkow lipidowych na powierzchni ciecz-gaz wysciotki
plucnej wprowadza jednak okreslone zaburzenie naturalnej aktywno-
$ci surfaktantu plucnego, co moze wywolywac skutki uboczne. Wyniki
wskazuja rowniez na czg$ciowy rozpad liposomow w obecnosci surfak-
tantu plucnego, a wigc ograniczenie ich funkcji jako no$nikéw lekow
o przedluzonym uwalnianiu.
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