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Sy6pa on maailmanlaajuisesti yksi eniten kuolemia aiheuttava sairaus. Laakehoidon suurim-
pia ongelmia ovat riittdmaton teho seka ladkkeiden epaspesifi kohdentuminen elimistossa. Epa-
spesifin kohdentumisen seurauksena myos terveet solut vaurioituvat sydpahoitojen aikana. Laa-
kehoidon tehoa ja kohdennusta on pyritty parantamaan erilaisilla I1ddkeainekuljettimilla. Laakeai-
nekuljettimella pyritddn saamaan lddkeaine kohdennettua vain haluttuihin kohdesoluihin. Tehok-
kaalla ladkeaineen kohdennuksella ladkehoidon terapeuttinen teho paranee seka haittavaikutuk-
set terveissa kudoksissa vahenevat. Taman tyon tavoitteena on tarkastella liposomien soveltu-
vuutta ladkeainekuljettimina sydvan hoidossa saatavilla olevan kirjallisuuden perusteella.

Liposomit muodostuvat fosfolipideista, jotka jarjestaytyvat vesiliuoksessa spontaanisti pallo-
maiseen rakenteeseen. Usein liposomien rakenteeseen lisatdan kolesterolia, silla se muun mu-
assa tiivistaa liposomien rakennetta vahentaen ladkeaineiden passiivista vuotoa. Liposomien bio-
hajoavuus, bioyhteensopivuus ja vahainen toksisuus luovat hyvan lahtdkohdan liposomien hyo-
dyntamiseen laakeainekuljetuksessa. Elimistdssa veren proteiinit kiinnittyvat herkasti fosfolipi-
deista ja kolesterolista koostuvien klassisten liposomien pintaan. Elimistdn puolustusjarjestelma
kykenee siten tunnistamaan ja tuhoamaan liposomit. Hydrofiilisella polyetyleeniglykolilla voidaan
suojata liposomin pintaa proteiinien kiinnittymiselta, jonka seurauksena myds kiertoaika elimis-
tossa pitenee.

Liposomit pyritdan kohdentamaan spesifisti sydpakudokseen. Passiivinen kohdentaminen pe-
rustuu syOpakudoksen verisuonten laajentuneisiin soluvaleihin, joista liposomit paasevat kulkeu-
tumaan sydpakudokseen. Heikentyneen imunestekierron vuoksi liposomit eivat siirry normaalisti
takaisin verenkiertoon, jonka vuoksi ne kertyvat sydopakudokseen. Passiivinen kohdennus ei kui-
tenkaan usein ole riittdva, jonka vuoksi aktiivista kohdentamista tarvitaan. Aktiivinen kohdennus
hyddyntaa sydpasolujen taipumusta yli-ilmentaa tiettya reseptorityyppiad. Liposomeihin voidaan
littda spesifeja kohdeligandeja, jotka tunnistavat yli-ilmentyvan reseptorin.

Laakeaineen vapauttaminen liposomista on yksi tarkeimmista tekijoistd |aakeainekuljetuk-
sessa. Laadkeaineen kontrolloitu ja oikea-aikainen vapautuminen on kuitenkin osoittautunut haas-
teelliseksi. Laakeaineen vapauttamiseen on tutkittu erilaisten arsykkeiden hyddyntamista. Lipo-
someista voidaan esimerkiksi valmistaa lampdherkkia siten, ettéd syépakudoksen hieman korke-
ampi lampétila saa aikaan muutoksia fosfolipidikaksoiskerroksen lapaisevyyteen, jonka seurauk-
sena ladkeaine paasee vapautumaan liposomista. Lisaksi Iadkeaineen vapauttamisessa voidaan
hyddyntaa ulkoisia arsykkeita, kuten valoa tai ultradanta. Useissa tutkimuksissa onkin saatu lu-
paavia tuloksia ulkoisten arsykkeiden hyddyntamisesta.

Liposomeilla on saatu parannettua Id8keaineiden kohdentumista sydpasoluihin ja sitd kautta
parannettua hoidon tehoa. Liséksi [adkeaineen vapautuminen on ollut lupaavaa seka in vitro etta
in vivo -tutkimuksissa ja ladkeaine on saatu vapautettua liposomista halutussa paikassa. Laake-
aineen kontrolloituun vapauttamiseen liittyy kuitenkin haasteita, joita ei ole pystytty vield taysin
ratkaisemaan. Taman vuoksi lisaa tutkimuksia tarvitaan etenkin ladkeaineen vapautumisesta ai-
noastaan kohdesoluissa seka passiivisen vuodon minimoimisesta.

Avainsanat: liposomi, ladkeainekuljetus, syopa.
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1 JOHDANTO

Syo6pa on yksi eniten kuolemia aiheuttava sairaus maailmanlaajuisesti. Vaeston ikaanty-
essa on todennakdista, etta syopaa sairastavien maara tulee kasvamaan entisestaan.
[1] Sydpalddkehoidon suurimpia ongelmia ovat riittdmatdn teho, seka epaspesifisyys.
Sytotoksisten lddkeaineiden epaspesifinen kohdentuminen syépasoluihin, johtaa tervei-
den solujen vaurioihin. [2] Epaspesifin kohdentumisen takia tehokkaista 1adkeaineista
huolimatta syépalaakehoito on rajoittunutta [3]. Tasta syysta uusia, tdsmallisemmin koh-

distettuja, ladkeaineita tai I1ddkeainekuljettimia tarvitaan.

Liposomien soveltuvuutta 1adkeainekuljettimina on tutkittu paljon viimeisten vuosikym-
menten aikana [3,4]. Liposomit ovat osoittaneet merkittavia terapeuttisia hyotyja kliini-
sissa tutkimuksissa. Ensimmainen liposomaalinen sydpalaake, Doxil®, hyvaksyttiinkin

kliiniseen kayttédén vuonna 1995. [4]

Liposomit muodostuvat fosfolipideista, jotka jarjestaytyvat vesiliuoksessa spontaanisti
pallomaiseen rakenteeseen. Ne voivat koostua yhdesta tai useammasta fosfolipidikak-
soiskerroksesta. [4] Liposomien koko ja fosfolipidikaksoiskerrosten lukumaara on tar-
keimmat ominaisuudet, jotka vaikuttavat esimerkiksi ladkeaineiden kapselointitehokkuu-
teen [5]. Liposomien hyvia puolia ovat muun muassa niiden itsejarjestaytynyt rakenne,

biohajoavuus, bioyhteensopivuus, seka vahainen toksisuus. [4]

Liposomien rakenteeseen liitetyilla molekyyleilla, kuten kolesterolilla ja/tai polyetyleeni-
glykolilla, pyritddn parantamaan esimerkiksi stabiiliutta ja kiertoaikaa elimistdssa [5,6].
Rakenteeseen voidaan liittdd myds spesifeja kohdeligandeja, joita voidaan hyddyntaa
liposomien kohdennuksessa sydpasoluihin [4]. Liposomeja voidaan kohdentaa passiivi-
sesti perustuen syopakudosten poikkeavaan verisuonitukseen tai aktiivisesti hyddynta-

malla kohdeligandeja [7].

Kohdennuksen lisaksi 1adkeaineen oikea-aikainen ja kontrolloitu vapautuminen on yksi
tarkeimmista tekijoista, mutta myds suurimpia haasteita [3]. Esimerkiksi liian aikainen
lddkeaineiden vapautuminen voi johtaa ei toivottuihin haittavaikutuksiin [5]. Vapautu-
mista voidaan kontrolloida sisaisilla- ja ulkoisilla signaaleilla. Sisaisten signaalien hyo-
dyntdminen perustuu esimerkiksi syopakudoksen korkeampaan lampdtilaan ja/tai alhai-

sempaan pH-arvoon. Ulkoisilla signaaleilla voidaan kontrolloida vapautumista halutussa



paikassa esimerkiksi infrapunavalon tai ultradanen avulla. [3] Spesifilla liposomien koh-
dennuksella ja ladkeaineen vapauttamisella terapeuttinen teho sy6pakudoksissa lisaan-

tyy ja terveisiin kudoksiin/soluihin kohdistuvat sytotoksiset haittavaikutukset vahenevat.

Taman tyon tavoitteena on tarkastella liposomien soveltuvuutta |aakeainekuljettimiksi
syovan hoidossa. Tydssa tutustutaan liposomeihin, niiden valmistamiseen ja kohdenta-
miseen sydpasoluihin. Lisaksi tarkastellaan ladkeaineen lataamista liposomiin ja vapaut-
tamista liposomista. Tavoitteena on myds pohtia liposomien kayttoon liittyvia haasteita

ja mahdollisuuksia.

Luvussa 2 tarkastellaan liposomien rakennetta ja ominaisuuksia, jotka ovat oleellisia 183-
keainekuljetuksessa. Naiden lisdksi luvussa perehdytdan myds liposomien luokitteluun.
Luvuissa 3 ja 4 esitellaan liposomien tyypillisia valmistusmekanismeja, seka laakeainei-
den lataamista liposomeihin. Luvussa 5 tarkastellaan liposomien kohdentamista sy6pa-
kudokseen passiivisella- ja aktiivisella menetelmalla. Luku 6 kasittelee 1adkeaineen va-

pauttamista liposomista sisaisia- ja ulkoisia arsykkeita hyddyntaen.



2 LIPOSOMIT LAAKEAINEKULJETTIMINA

Liposomien rakenne ja ainutlaatuiset ominaisuudet luovat niille hyvan perustan laakeai-
nekuljetukseen. Niiden avulla voidaan parantaa muun muassa laakeaineiden kohdentu-
mista vain haluttuihin kohdesoluihin. [4] TAman seurauksena tarvittava |ddkeainemaara
pienenee ja haittavaikutukset terveissa soluissa ja kudoksissa vahenevat. Tassa luvussa
tutustutaan tarkemmin liposomien rakenteeseen ja ladkeainekuljetuksen kannalta olen-

naisiin ominaisuuksiin. Lisaksi tarkastellaan liposomien luokittelua.

2.1 Rakenne

Liposomit ovat yhdesta tai useammasta fosfolipidikaksoiskerroksesta muodostuvia kal-
vorakkuloita eli vesikkeleita. Fosfolipidit ovat amfifiilisia molekyyleja ja jarjestaytyvat ve-
siliuoksessa spontaanisti pallomaiseen kaksoiskalvorakenteeseen (Kuva 1). [4,8] Fosfo-
lipidin fosfaattipaa on hydrofiilinen eli vesihakuinen ja hiilivetyhanta hydrofobinen eli ve-
sipakoinen. Molekyylien valisten vuorovaikutusten myé6ta hydrofiiliset fosfaattipaat aset-
tuvat vesipintoja vasten ja hydrofobiset rasvahappoketjut vastakkain kalvon keskelle.
[4,9]
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Kuva 1. Liposomit muodostuvat fosfolipideista niiden jarjestaytyessa vesiliuoksessa
spontaanisti pallomaiseen rakenteeseen. Hydrofiiliset paat asettuvat vesipintoja vasten
ja hydrofobiset hannat vastakkain lipidikaksoiskalvon keskelle. Kuva muokattu lahteesta
[4].

Fosfolipidit koostuvat glyserolirungosta, johon on sitoutunut kaksi rasvahappoketjua ja
yksi fosfaattiryhma [4,9]. Fosfaattiyhmaan voi sitoutua glyserolin lisdksi toinen mole-
kyyli, joka maarittaa fosfolipidin kokonaisvarauksen (Kuva 2). Nain ollen fosfolipidit voivat
olla negatiivisesti tai positiivisesti varautuneita tai neutraaleja. [4,10] Neutraaleja fosfoli-

pideja ovat muun muassa fosfatidyylikoliini (PC) ja fosfatidyylietanoliamiini (PE). Nega-



tiivisesti varautuneita fosfolipideja ovat esimerkiksi fosfatidyyliseriini (PS), fosfatidyy-
liglyseroli (PG) ja fosfatidihappo (PA). Positiivisesti varautuneita liposomeja voidaan val-
mistaa lisdamalla fosfolipidikaksoiskerrokseen esimerkiksi positiivisesti varautunutta ste-
ryyliamiinia, dioleyylidimetyyliammoniumpropaanidiolia (DOPAD) tai trietyyliammo-
niumpropaania (TAP). [10,11]

LA

Kuva 2. Liposomit voivat muodostua muun muassa fosfatidyyliseriinista (PS), fosfa-
tidyylietanoliamiinista (PE) ja/tai fosfatidyylikoliinista (PC). PE ja PC ovat kahtaisioneja,
joilla on neutraali kokonaisvaraus pH:ssa 7. PS on puolestaan negatiivisesti varautunut
samalla pH-arvolla. Kuva muokattu lahteesta [12].

Liposomien rakenteessa voidaan kayttda luonnollisia tai synteettisia fosfolipideja [5].
Luonnollisia fosfolipideja esiintyy nisakkaiden solukalvoissa. Yleisimpia solukalvoissa
esiintyvia fosfolipideja ovat PC ja PE. [13] PC on liposomeissa yleisin kaytetty fosfolipidi,
joka voidaan valmistaa myds synteettisesti [14]. Luonnolliset ja synteettiset fosfolipidit
ovat biologisilta ominaisuuksiltaan ja rakenteeltaan samankaltaiset. Synteettisten fosfo-

lipidien etuja ovat muun muassa puhtaus, saatavuus seka kustannustehokkuus. [5]

2.2 Luokittelu

Liposomeja voidaan luokitella koon ja lamellaarisuuden mukaan kolmeen luokkaan:
unilamellaarisiin (ULV), multilamellaarisiin (MLV, > 500 nm) ja multivesikulaarisiin (MVV,
> 1000 nm) vesikkeleihin (Kuva 3) [4,7]. Unilamellaariset liposomit voidaan jakaa viela
kolmeen alaluokkaan niiden koon mukaisesti pieniin (SUV, < 100 nm), suuriin (LUV, >
100 nm) ja valtaviin (GUV, > 1000 nm) vesikkeleihin [4]. Multilamellaariset vesikkelit
muodostuvat useammasta kuin yhdesta fosfolipidikaksoiskerroksesta. Puolestaan mul-
tivesikulaarisissa vesikkeleissa suurempi liposomi on kapseloinut useita pienempia lipo-

someja kaksoiskalvorakenteen rajaamaan vesiytimeen. [4,7]



SuvV

Kuva 3. Liposomit voidaan luokitella koon ja lamellaarisuuden mukaan pieniin unilamel-
laarisiin (SUV), suuriin unilamellaarisiin (GUV), multilamellaarisiin (MLV) ja multivesiku-
laarisiin (MVV) vesikkeleihin. Kuva muokattu l1ahteesta [4].

Liposomin jarjestaytyneen rakenteen vuoksi ne soveltuvat monien liukoisuudeltaan eri-
laisten molekyylien kuljettamiseen. Hydrofiiliset ladkeaineet hakeutuvat lipidikaksoisker-
roksen muodostaman rakkulan vesipitoiseen ytimeen. Hydrofobiset |adkeaineet puoles-
taan fosfolipidikaksoiskerrokseen. [6] Unilamellaarisilla vesikkeleilld vesiytimen tilavuus
on suurempi verrattuna multilamellaarisiin vesikkeleihin. Taman vuoksi unilamellaariset
vesikkelit soveltuvat paremmin hydrofiilisten laakeaineiden kapseloimiseen. Multilamel-
laariset vesikkelit sisaltavat enemman kapselointitilaa hydrofobisille 1aakeaineille. [4] Li-
posomin koko vaikuttaa muun muassa liposomien eliminaationopeuteen elimistdssa.
Suuret liposomit eliminoituvat nopeammin verrattuna pieniin liposomeihin. Koolla on

my0s vaikutusta liposomien kulkeutumiseen sydpakudoksiin. [14]

Liposomeja voidaankin luokitella myos perustuen niiden ladkeainekuljetusominaisuuk-
siin (Kuva 4). Liposomien ominaisuudet riippuvat kaytetyista fosfolipideista seka lipo-
somin pintaan kiinnitetyistd muista molekyyleista [5]. Ladkeaineiden kuljettaminen lipo-
somaalisessa kuoressa suojaa ladkeainetta elimistdn vapaiden radikaalien aiheutta-
malta hajoamiselta, parantaa ladkeaineen kohdentumista seka vahentaa haittavaikutuk-

sia elimistdn terveissa kudoksissa [15].
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Kuva 4. Liposomin ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa fosfolipidien varausten, liposomin
pintaan kiinnitettyjen polymeerien seka erilaisten kohdentavien ligandien avulla. Kuva
muokattu lahteesta [6].

Konventionaalisten/klassisten liposomien fosfolipidikaksoiskerros muodostuu neutraa-
leista, positiivisesti- ja/tai negatiivisesti varautuneista fosfolipideista, seka kolesterolista.
Klassiset liposomit vahentavat |ladkeaineiden toksisia vaikutuksia elimistdssa. Klassisten
liposomien kayttda ladkeainekuljettimina kuitenkin rajoittaa niiden nopea eliminaatio eli-
mistdssa. Liposomin kulkeutuessa verenkierrossa sen pintaan kiinnittyy proteiingja,
jonka my6ta elimistdon puolustusjarjestelmaan kuuluvat makrofagit tunnistavat ja tuhoa-
vat liposomit. Opsonisaatioksi kutsutaan sita, kun makrofagit tunnistavat liposomit niiden
pintaan Kiinnittyneiden proteiinien valityksella. [6] Klassiset liposomit hajoavat elimis-

tossa herkasti myos pH:n ja entsyymien vaikutuksesta [16].

Steerisesti stabiilien liposomien pinnalla on suojaava kerros, mika vahentaa veren pro-
teiinien kiinnittymista fosfolipidikaksoiskerrokseen. Talldin makrofagit eivat tunnista lipo-
someja ja opsonisaatio vahenee. [6,17] Liposomin suojana kaytetaan eniten polyetylee-
niglykolia (PEG), jonka vuoksi liposomeja kutsutaan usein myds PEGyloiduiksi lipo-
someiksi. PEG on hydrofiilinen polymeeri, joka parantaa liposomien stabiiliuutta seka
lisda niiden kiertoaikaa elimistdssa. [6,18] PEGyloidun liposomin kiertoaika elimistdssa

riippuu polymeerin molekyylipainosta eli pituudesta, seka polymeerin maarasta lipo-



somissa eli polymeerikonsentraatiosta [18]. PEG:lIa on ainutlaatuisia ominaisuuksia, joi-
den vuoksi se soveltuu hyvin ladkeainekuljettimeksi. PEG ei ole toksinen, se liukenee
niin poolisiin kuin poolittomiin liuottimiin, seka lopulta poistuu elimistosta. [19] PEG-ketjut
voivat kuitenkin vaikeuttaa liposomin kulkeutumista kohdesolun sisalle seka hairita 1aa-

keaineen vapauttamista liposomista [20].

Liposomin pintaan tai PEG ketjuun voidaan kiinnittdd myoés spesifeja ligandeja, jolloin
niitd kutsutaan ligandi kohdennetuiksi liposomeiksi [14,21]. Spesifit ligandit auttavat tun-
nistamaan kohdesolun, kuten sydpasolun [21]. Ligandikohdennettuja liposomeja hyo-
dynnetaankin yleisesti aktiivisessa kohdennuksessa. Spesifit ligandit kiinnittyvat niita
kohdentaviin reseptoreihin. Erilaiset sydpasolut voivat yli-ilmentaa tiettya reseptoria, ku-
ten transferriini- tai folaattireseptoria. Yli-ilmentavien reseptorien avulla voidaan aktiivi-

sesti kohdentaa liposomeja sybpakudokseen. [7]

Liposomeissa kaytettyja ligandeja ovat esimerkiksi vasta-aineet, peptidit, proteiinit ja hii-
lihydraatit. Vasta-aineet ovat yksi monipuolisimmista ligandeista. Ne ovat stabiileja ja
niilld on kaksi sitoutumiskohtaa. Ligandit voidaan yhdistda myos PEGyloituun liposomiin,
jolloin saadaan stabiilimpia liposomeja. [6] PEG ketju voi kuitenkin hairita ligandin ja koh-
dereseptorin valisia vuorovaikutuksia, joka voi vaikuttaa liposomien soluun ottoon resep-
torivalitteisella endosytoosilla [20,21]. Sita voidaan kuitenkin hillita liittamalla ligandi PEG

ketjun paahan [20].

Teranostisissa liposomeissa on seka kohdentava ligandi ettd kuvantamisaine, kuten rau-
taoksidi tai kvanttipiste (quantum dot) [6,22]. Kuvantamisaine voidaan liittda liposomin
pintaan tai kapseloida liposomiin [22]. Teranostiset liposomit yhdistavat diagnostiikan ja
terapeuttisen 1adkehoidon [6]. Niita voidaan hyddyntaa erilaisissa kuvantamismenetel-

missa, mutta myos sairauksien seurannassa ja hoidossa [5].

2.3 Ominaisuudet

Liposomeille tyypillisid ominaisuuksia ovat biohajoavuus, bioyhteensopivuus ja vahainen
toksisuus, joiden vuoksi ne soveltuvat hyvin ladkeaineiden kuljetukseen [15]. Liposomin
koko ja fosfolipidikaksoiskerrosten lukumaara eli lamellaarisuus ovat kaksi tarkeinta 1aa-
keainekuljetukseen vaikuttavaa ominaisuutta. Koko ja lamellaarisuus puolestaan vaikut-
tavat ladkeaineen kapselointitehokkuuteen seka liposomin kiertoaikaan elimistdssa. [5]
Kapselointitehokkuus kuvaa liposomin sisalle kapseloituneen lddkeaineen maaraa suh-
teessa kaytettyyn ladkeaineen maaraan. Kapselointitehokkuutta voidaan hyddyntaa tar-

kasteltaessa liposomin soveltuvuutta Iadkeainekuljettimeksi. [23]



Liposomin pinnan fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia, kuten varausta ja kalvon I&-
paisevyytta, voidaan kontrolloida muokkaamalla fosfolipidien moolisuhdetta [21]. Lipo-
somien kokonaisvarausta kuvataan usein zeta-potentiaalilla [4]. Siihen vaikuttaa lipo-
somin rakenteen fosfolipidikoostumus sekd muut liitetyt molekyylit [4,23]. Zeta-potenti-
aalia voidaan kayttaa liposomien stabiilisuuden ennustamiseen sitd ympardivassa vali-
aineessa. [4] Yleensa neutraalit ja alhaisen zeta-potentiaalin omaavat liposomit aggre-

goituvat herkasti ja ovat siten epastabiileja 1adkeainekuljettimia [4,23].

Kalvon lapaisevyyteen vaikuttaa fosfolipideille ominainen faasitransitiolampadtila.
Faasitransitiolampétilassa fosfolipidit muuttuvat geelifaasista nestemaiseen kidefaasiin.
[4] Fosfolipidit ovat geelifaasissa lampédtilan ollessa alle faasitransitiolampétilan. Talléin
rasvahappopaat ovat tiivimmin jarjestaytyneet ja kalvon lapaisevyys on alhainen.
Faasitransitiolampdétilan ylapuolella fosfolipidit ovat nestemaisessa kidetilassa, jolloin
fosfolipidit ovat Idyhemmin jarjestaytyneet ja kalvo hieman lapaisevampi [4,14]. Lahella
faasitransitiolampdétilaa, jolloin fosfolipidit ovat siirtymassa geelifaasista nestemaiseen
kidefaasiin, kalvon lapaisevyys on suurempi. Faasitransitiolampdtilaan vaikuttaa fosfoli-
pidien rasvahappoketjujen pituus. Pidemmat rasvahappoketjut muodostavat enemman
heikkoja molekyylien valisia voimia, jolloin fosfolipidikaksoiskerros on rakenteeltaan jay-
kempi ja lapaisee vahemman molekyyleja, kuten ladkeaineita. [4] Fosfolipideilla, joissa

on pidemmat rasvahappoketjut, on siis korkeampi faasitransitiolampatila.

Liposomin ominaisuuksia voidaan muokata lisaamalla rakenteeseen muita molekyyleja,
kuten polysakkarideja, steroleja tai muita pinta-aktiivisia aineita [5]. Kolesteroli (Kuva 5)
on steroleihin luokiteltu luonnollinen lipidi, joka on tarkea liposomien komponentti [5,14].
Liposomin rakenteen modifikaatioilla pyritdan parantamaan muun muassa kapselointite-
hokkuutta ja liposomin kohdistusta haluttuun kohdesoluun seka vahentamaan haittavai-

kutuksia terveissa kudoksissa [5].

Kuva 5. Kolesterolin rakennekaava. Kolesterolissa on hydrofobinen hiilivetyketju ja hyd-
rofiilinen alkoholiryhma, jotka ovat sitoutuneena tasomaiseen rengasrakenteiseen ste-
roidirunkoon.



Kolesterolia lisatdan usein laakeainekuljetuksessa kaytettyihin liposomeihin, silla se
muun muassa parantaa liposomien stabiiliutta [24]. Kolesteroli edesauttaa myos fosfoli-
pidien jarjestaytymista liposomeille tyypilliseen pallomaiseen rakenteeseen [10].
Faasitransitiolampdétilan alapuolella kolesteroli vahentaa fosfolipidien jarjestaytynei-
syytta ja tekee fosfolipidikalvosta hieman lapaisevamman [14]. Puolestaan faasitransi-
tiolampatilan ylapuolella kolesteroli jaykistaa liposomin nestemaista fosfolipidikalvoa va-
hentamalla fosfolipidien rasvahappoketjujen kiertymista [14,18]. Fosfolipidikaksoiskerros
on kolesterolin vaikutuksesta tiiviimpi, jolloin Id&keaineiden lapaisevyys vahenee [18,25].
Edelld mainittujen ominaisuuksien vuoksi se on tarkea komponentti liposomin raken-
teessa, silla se pidentaa liposomin kiertoaikaa elimistdssa seka vahentaa laakeaineiden

passiivista vuotoa.
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3 LIPOSOMIEN VALMISTAMINEN

Liposomien valmistamisessa voidaan kayttaa useita eri menetelmia, joista yleisimpia on
esitetty taulukossa 1 [4,26]. Menetelman valinnalla vaikutetaan muun muassa liposomin
lopullisiin ominaisuuksiin, kuten kokoon, lamellaarisuuteen ja kapselointitehokkuuteen
[4]. Tassa luvussa kasitellaan tarkemmin ohutkalvon hydraatiota ja kdanteisfaasin haih-
dutusta seka liposomien koon pienentadmiseen kaytettavia menetelmia, ekstruusiota ja

sonikaatiota.

Ohutkalvon hydraatio on yksi yleisimmista menetelmista liposomien valmistuksessa [5].
Ohutkalvon hydraatio tunnetaan myos nimelld Bangham-menetelma [4]. Menetelmassa
fosfolipidit liuotetaan orgaaniseen liuottimeen, yleensa kloroformiin, eetteriin tai meta-
noliin. Sen jalkeen orgaaninen liuotin haihdutetaan py6réhaihduttimessa, jolloin muodos-
tuu ohut lipidikalvo pydrokolvin pohjalle. Haihdutuksen jalkeen lipidikalvo hydratoidaan.
Pyorokolviin lisataan siis vesiliuos, jolloin fosfolipidit jarjestaytyvat spontaanisti lipo-
someiksi. [4,5] Hydraation aikana lampétilan tulee olla korkeampi kuin kaytetyn fosfolipi-
din faasitransitiolampdtila. Hydraation aikainen ravistelu muodostaa erikokoisia multila-
mellaarisia vesikkeleita. Multilamellaaristen liposomien kokoa ja lamellaarisuutta voi-
daan pienentda mekaanisilla menetelmilla, kuten ekstruusiolla ja sonikaatiolla. [5] Ku-

vassa 6 havainnollistetaan ohutkalvon hydraatio -menetelman vaiheet.

= Fosfolipidit Vesiliuos
orgaanisessa
liuottimessa

i-r L_

¥4
W L4

G
el | Hydraatio Vorteksointi
. — — —
[ — |

Rotavapori / Ohut lipidikalvo MLV
pydréhaihdutin

Kuva 6. Liposomien valmistus ohutkalvon hydraatio -menetelmalla. Kuva muokattu Iah-
teesta [27].
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Taulukko 1. Yleisimpia liposomien valmistusmenetelmia ja niihin liittyvia ominaisuuksia.
Menetelman valinta vaikuttaa muodostuneiden liposomien kokoon ja lamellaarisuuteen.

Valmistus- Ominaisuudet Liposomi Lahde
menetelma

Ohutkalvon Fosfolipidit liuotetaan orgaaniseen liuotti- MLV [4,5,
hydraatio meen, joka haihdutetaan hitaasti pois, jolloin 10,19]

muodostuu ohut lipidikalvo. Lipidikalvon hyd-
raation ja vorteksoinnin jalkeen muodostuu
MLV. Yleinen ja yksinkertainen menetelma.
Hydrofiilisille ladkeaineille melko alhainen
kapselointitehokkuus ilman aktiivista lataa-
mista. Menetelman kaytté on haastavaa teol-
lisessa mittakaavassa.

Kaanteis- Menetelmassad muodostetaan emulsio soni- LUV [4,10,
faasin koimalla seos, joka koostuu fosfolipidit sisal- 28]
haihdutus tavastd orgaanisesta faasista ja vesifaasi-

sta. Lopulta emulsiosta haihdutetaan orgaa-
ninen liuotin hitaasti pois. Menetelmalla saa-
daan muodostettua suurempi liposomin
sisdinen vesiydin verrattuna ohutkalvon hyd-
raatioon. Menetelman haasteena on tuottaa
liposomeja suuressa mittakaavassa.

Ekstruusio MLV lamellaarisuuden ja koon pienen- LUV /SUV [29]
tdminen polykarbonaattikalvon lapi purista-
malla. Menetelmalla on helppo kontrolloida
liposomien kokojakaumaa.

Sonikaatio MLV lamellaarisuuden ja koon pienen- SUV [29]
taminen ultradanikasittelylla. Yksinkertainen
menetelmad, mutta kokojakauman kontrol-
lointi haastavampaa verrattuna ekstruu-
sioon. Sonikaatiota kayttdessa saavutetaan
myos matalampi kapselointitehokkuus.

Etanoli- Etanoliin liuotetut fosfolipidit injektoidaan LUV /SUV [4,28,
injektio nopeasti esilammitettyyn vesifaasiin. Yksin- / MLV 29]
kertainen ja nopea menetelma, joka on help-
po toistaa. Etanolin poistaminen lopputuot-
teesta voi olla haasteellista. Menetelmalla on
alhainen kapselointitehokkuus hydrofiilisille

l&akeaineille.
Eetteri- Fosfolipidit liuotetaan eetteriin, jonka jalkeen SUV /LUV [28,29]
injektio se injektoidaan hitaasti 55-65 °C [ammitet- / MLV

tyyn vesifaasiin. Orgaaninen liuotin haihdute-
taan prosessin aikana. Menetelmassa muo-
dostuu herkasti vaihtelevan kokoisia lipo-

someja.
Kylmékuivaus Liposomit voidaan kylmakuivata sailyvyyden SUV [26,28]
eli parantamiseksi. Liposomiliuoksen vesifaasi

lyofilisaatio ensin jaadytetdan ja sen jalkeen se pois-
tetaan sublimoimalla. Kylmakuivatut lipo-
somit tulee sailyttaa ilmatiiviissa astioissa.
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Ohutkalvon hydraatiossa vesiliuoksen tilavuus vaikuttaa muodostuvien liposomien omi-
naisuuksiin. Suuret tilavuudet johtavat multilamellaaristen liposomien muodostumiseen.
Hydraation nopeus puolestaan vaikuttaa kapselointitehokkuuteen. Korkeampi kapseloin-
titehokkuus saadaan hitaammalla hydraationopeudella. [5] Olosuhteita muuttamalla voi-
daan vaikuttaa liposomien kokoon ja lamellaarisuuteen. [4,5] Ohutkalvon hydraatiossa

haasteeksi muodostuu liposomien valmistus teollisessa mittakaavassa [10].

Kaanteisfaasin haihdutus on vaihtoehtoinen menetelma liposomien valmistukseen (Kuva
7) [4,10]. Myds kaanteisfaasihaihdutuksessa fosfolipidit liuotetaan orgaaniseen liuotti-
meen, jonka jalkeen orgaaninen liuotin haihdutetaan, jolloin muodostuu ohut lipidikalvo
[4]. Orgaanisena liuottimena kaytetadan usein kloroformia [30]. Ohut lipidikalvo liuotetaan
uudelleen orgaaniseen liuottimeen [4]. Lipidikalvon sisaltdméa orgaaninen liuotin ja vesi-
liuos sekoitetaan keskenaan, jolloin muodostuu vesi-6ljyssa-emulsio. [4,10] Vesi-0ljy-
emulsiossa vesi on pisaroina 6ljyssd. Homogeenisen emulsion ja kdanteisten misellien
muodostamiseksi seos ultradanikasitelldaan [4]. Lopulta orgaaninen liuotin haihdutetaan

hitaasti pois ja fosfolipidit jarjestaytyvat pallomaiseen rakenteeseen [30].

~_ Fosfolipidit Crgaaninen Vesiliuos
|orgaanisessa liuotin
liuottimessa
¥ | C
¥
= Lrg'
—_— Sonikaatio Haihdutus
- . — — — —
-
Rotavapori / Ohut lipidikalve Orgaaninen Emulsio LUV
pyorohaihdutin faasi

Kuva 7. Liposomien valmistus kdanteisfaasin haihdutus -menetelmalla. Kuva muokattu
lahteesta [27].

Kaanteisfaasihaihdutus -menetelmalla voidaan saavuttaa suurempi kapselointitehok-
kuus, etenkin hydrofiilisille 1adkeaineille, verrattuna ohutkalvon hydraatioon [4,10,30].
Menetelman hyodyntaminen teollisessa mittakaavassa on kuitenkin haastavaa monimut-

kaisen valmistusprosessin vuoksi [10,30].

Multilamellaaristen ja suurien liposomien kokoa voidaan pienentdd mekaanisesti esimer-
kiksi ekstruusiolla. Ekstruusio on menetelm3, jolla voidaan tuottaa unilamellaarisia ve-
sikkeleita. Multilamellaariset vesikkelit puristetaan polykarbonaattikalvon Iapi kohote-
tussa lampdtilassa siten, ettd huokoskoko pienenee asteittain. Huokoskokoina voidaan
kayttaa esimerkiksi 50-200 nm. Ekstruusio toistetaan kussakin huokoskoossa viidesta

kymmeneen kertaan, kunnes saavutetaan haluttu koko. [26] Huokoskoon lisaksi painetta



13

kontrolloimalla voidaan vaikuttaa syntyvien liposomien kokoon. Huokoskokoa ja painetta
saatelemalla saadaan muodostettua joko pienia tai suuria unilamellaarisia vesikkeleita.

Ekstruusiolla saadaan helposti hallittua liposomien kokojakaumaa. [29]

Sonikaatio, eli ultradanikasittely, on yksinkertainen menetelma liposomien koon pienen-
tamiseen [5,26]. Menetelmassa voidaan kayttda joko haudesonikaattoria (bath sonica-
tor) tai anturisonikaattoria (probe sonicator) (Kuva 8). Anturisonikaattoria kaytettdessa
saadaan kohdistettua liposomeja sisaltavaan liuokseen suurempi energia ja ne ovat si-
ten nopeampia. Menetelmassa on kuitenkin suurempi kontaminaatioriski. [8,14] Hau-
desonikaattorilla puolestaan lampdtilan kontrollointi on helpompaa ja kasittely voidaan
suorittaa steriilisti. [8] Haudesonikaattorilla voidaan myds kasitelld suurempia maaria
kerralla [14].

Titaani-
Nz ] e anturi
Liposomeja
sisaltava livos
Vesihaude
Haudesonikaattori Anturisonikaattori

Kuva 8. Sonikaatiossa voidaan kayttaa haudesonikaattoria tai anturisonikaattoria. Kuva
muokattu lahteesta [31].

Sonikaatiossa tuotetaan usein 20-50 nm kokoisia unilamellaarisia vesikkeleita. Fosfoli-
pidien ominaisuudet vaikuttavat liposomien lopulliseen kokoon. [29] Etenkin suuressa
mittakaavassa sonikaatio voi olla helpompi ja katevampi tapa pienentda kokojakaumaa
verrattuna ekstruusioon. Sonikaation heikkoutena voidaan kuitenkin pitda epatasaisem-
paa kokojakaumaa, seka alhaisempaa ladkeaineiden kapselointitehokkuutta. Lisdksi so-

nikaatiossa syntyva lampo voi vahingoittaa lipideja ja/tai kapseloituja Iadkeaineita. [5]
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4 LAAKEAINEEN LATAAMINEN

Laakeaine voidaan ladata liposomiin passiivisella tai aktiivisella menetelmalla [4,15]. So-
pivan menetelman valintaa riippuu useista eri tekijoista, kuten ladkeaineen liukoisuu-
desta, ladkeaine/lipidi -suhteesta, kustannustehokkuudesta, seka liposomin stabiiliuu-
desta. [4] Laakeaineiden kemiallisten rakenteiden perusteella ne voidaan jakaa hydrofii-
lisiin ja hydrofobisiin 1aakeaineisiin. Hydrofiilisille 1adkeaineille on tyypillistéd hakeutua li-
posomin vesiytimeen, kun taas hydrofobiset 1adkeaineet kertyvat fosfolipidikaksoisker-
rokseen [6]. Tassa luvussa tutustutaan muutamiin syovan hoidossa kaytettyihin 1agkeai-

neisiin. Lisaksi tarkastellaan ladkeaineen passiivista ja aktiivista lataamista.

4.1 Syovan hoidossa kaytettavia ladkeaineita

Syévan hoidossa kaytettavia hydrofiilisia 1ddkeaineita ovat esimerkiksi irinotekaani ja
gemsitabiini (Kuva 9) [2,32]. Hydrofiiliset |adkeaineet lapaisevat heikosti solukalvoja,
mika vaikuttaa niiden terapeuttiseen tehoon [32]. Irinotekaani luokitellaan topoisome-
Liposomaalista irinotekaania kaytetaan haimasyovan hoidossa. Antimetaboliitteihin luo-

kitellun gemsitabiinin vaikutus perustuu DNA:n synteesin estamiseen. [2]

Kuva 9. Irinotekaanin rakenne vasemmalla ja gemsitabiini oikealla. Molemmat 1aakeai-
neista ovat hydrofiilisia.

Doksorubisiinia sisaltava liposomaalinen valmiste, Doxil®/Caelyx®, on ensimmainen
FDA:n ja EMA:n kliinisesti hyvaksyma liposomaalinen ladkevalmiste [4]. Doksorubisiinilla
(Kuva 10) on seka hydrofobisia ettd hydrofiilisia ominaisuuksia [2]. Doksorubisiinia kay-
tetddn yleensa hydrokloridimuodossa, jolloin se kayttaytyy hydrofiilisena aineena
[33,34]. Antrasykliineihin luokiteltu doksorubisiini kykenee asettumaan DNA-ketjujen va-
liin hydrofobisen rengasrakenteen ansiosta ja kiinnittymaan DNA:n ja topoisomeraasi II:n
muodostamaan kompleksiin. Nain entsyymin toiminta estyy ja DNA:n kopioituminen py-
sahtyy. [2]
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Kuva 10. Doksorubisiinin rakenne. Doksorubisiinin rakenteessa nelirenkainen antrakino-
niosa ja siihen liittynyt daunosamiinisokeri.

Hydrofobiset |1&ddkeaineet aggregoituvat herkasti verenkierrossa, jonka vuoksi niiden te-
rapeuttinen teho heikentyy. Hydrofobisia Id8keaineita ovat esimerkiksi paklitakseli ja

vinkristiini (Kuva 11). [32] Molempien vaikutus perustuu mitoosin estoon [2].

Kuva 11. Hydrofobiset ladkeaineet vinkristiini (vasemmalla) ja paklitakseli (oikealla).
Vinkristiinin kuva lahteesta [35] ja paklitakselin kuva lahteesta [36].

Paklitakseli luokitellaan taksaaneihin ja sita kaytetaan muun muassa rinta- ja munasar-
jasyovan hoidossa [2]. Vinkristiini lukeutuu puolestaan vinka-alkaloideihin ja sitd kayte-
tdan yleensa kliinisesti vinkristiinisulfaattina [2,37]. Vinkristiinin kayttokohteita ovat esi-

merkiksi akuutti lymfaattinen leukemia ja rintasy6pa [37].

4.2 Passiivinen lataaminen

Passiivisessa kapselointimenetelmassa ladkeaine ladataan liposomiin samalla, kun fos-
folipidit jarjestaytyvat liposomeille ominaiseen pallomaiseen kaksoiskalvorakenteeseen.
Laakeaineen lataus ja liposomin valmistus suoritetaan siis samanaikaisesti. [15,38] Lu-
vussa 3 kasiteltiin liposomien yleisimpia valmistusmenetelmia. Liposomien valmistuk-
sessa hydrofiiliset [ddkeaineet liuotetaan vesifaasiin ja ne jakautuvat liposomin ulkoiseen
ja sisadiseen vesifaasiin. Hydrofobiset |dakeaineet liuotetaan puolestaan orgaaniseen liu-

ottimeen ja ne hakeutuvat fosfolipidikaksoiskalvoon. [30] Laakeaineen kapselointitehok-
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kuuteen vaikuttaa useita eri tekijoita, kuten ladkeaineen liukoisuus, liposomin koko, fos-
folipidikonsentraatio seka kaytetty valmistusmenetelma [38]. My0Os laakeaineen varaus
vaikuttaa kapselointitehokkuuteen, silla varauksettomat ladkeaineet voivat diffundoitua

liposomin lipidikaksoiskalvon lapi [4].

Hydrofobiset |adkeaineet saadaan kapseloitua tehokkaammin passiivisella latauksella
verrattuna hydrofiilisiin [adkeaineisiin. Ohutkalvon hydraatiolla passiivinen kapselointite-
hokkuus on usein yli 90 %:a ja jopa lahemmas 100:aa %:a. [8,30] Kapselointitehokkuus

riippuu kuitenkin ladkeaineen liukoisuudesta fosfolipidikaksoiskalvoon [8].

Hydrofiilisille 1ddkeaineille ohutkalvon hydraatiolla kapselointitehokkuus on yleensa vain
noin 10-30 % [8,30]. Kaanteisfaasin haihdutuksella saadaan hieman suurempi kapse-
lointitehokkuus, noin 30-50 %. Tehostaakseen ladkeaineen lataamista liposomiin voi-

daan hyddyntaa aktiivista lataamista. [30]

4.3 Aktiivinen lataaminen

Aktiivisessa kapselointimenetelmassa |adkeaine ladataan vasta liposomien valmistuk-
sen jalkeen [14]. Aktiivinen lataaminen perustuu gradientin luomiseen fosfolipidikaksois-
kerroksen sisa- ja ulkopuolelle, jolloin vesifaasi liposomin ytimessa eroaa liposomin ul-
koisesta vesifaasista. Padasiassa kaytetaan joko pH- tai ionigradienttia. Muodostuneen
gradienttieron avulla 1aékeaine saadaan ladattua liposomin fosfolipidikaksoiskerroksen
lapi. [37,38]

pH-gradientti muodostetaan valmistamalla liposomit matalan pH:n liuoksessa, jolloin li-
posomin sisdiseen vesifaasiin pH on matala. Taman jalkeen liposomin ulkoisen faasin
pH-arvoa nostetaan emaksisella liuoksella. [14] Liu et al. [37] tutkivat vinkristiinin lataa-
mista pH-gradienttia hyddyntaen. Liposomin ulkopuolisessa pH:ssa ladkeaine on neut-
raalissa muodossa ja lapaisee fosfolipidikalvon. Liposomin sisdinen matalampi pH muut-
taa ldakeaineen ionimuotoon, joka vahentaa sen lapaisevyytta kalvon lapi. Ladkeaineen

kapselointitehokkuudeksi 65 °C:ssa saatiin yli 95 %:a.

Aktiivisessa lataamisessa voidaan hyédyntaa myds ammoniumsulfaattigradienttia, jossa
ammoniumsulfaatin pitoisuus sisdisessa vesiytimessa on suurempi verrattuna liposomia
ymparoivaan liuokseen [33,34]. Pathak et al. [33] tutkivat doksorubisiinin lataamista am-
moniumsulfaattigradientilla. Doksorubisiinin kapselointitehokkuudeksi saatiin yli 95 %:a.
Ghosh et al. [34] tutkivat kahden ladkeaineen, vinkristiinin ja doksorubisiinin, lataamista
ammoniumsulfaattigradienttia hyddyntéden. Molempien ladkeaineiden kapselointitehok-

kuudeksi saatiin yli 95 %:a.
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5 KOHDENTAMINEN SYOPASOLUUN

Liposomit voidaan kohdentaa sydpasoluihin joko passiivisesti tai aktiivisesti [4,21]. Pas-
siivisessa kohdennuksessa liposomit kertyvat verenkierron mukana syépakudoksiin joh-
tuen niiden poikkeavasta verisuonituksesta [7]. Aktiivisessa kohdennuksessa ne koh-
dennetaan liposomin pintaan kiinnitettyjen ligandien avulla spesifisti haluttuun koh-
desoluun. [7,21] Tassa luvussa tutustutaan tarkemmin liposomien kohdentamiseen sy6-

pakudokseen passiivisella ja aktiivisella menetelmalla.

5.1 Passiivinen kohdentaminen

Liposomien passiivisella kohdentamisella pyritdan parantamaan ladkeaineiden terapeut-
tista tehoa sydpakudoksessa [4]. Liposomit kulkeutuvat verenkierron mukana ja keraan-
tyvat sydpakudoksiin niiden poikkeavan verisuonituksen takia [4,7]. SyOpakudoksissa
verisuonten seindmien endoteelisolut eivat ole tiiviitd, vaan niiden soluvalit ovat suuren-
tuneet (Kuva 12) [21]. Sybpatyypista riippuen soluvalit voivat olla jopa 100-780 nm. Ter-
veen kudoksen soluvalit ovat tyypillisesti 5—10 nm. [20] Liposomit kulkeutuvat suurentu-
neiden soluvalien kautta syopakudoksiin ja sydpakudoksen puutteellisen imunestekier-
ron takia ne kertyvat syopakudokseen, eivatka siirry takaisin verenkiertoon. Passiivinen
kohdentaminen perustuu siis sydpakudoksen verisuonten suurempaan lapaisevyyteen
ja imunestekierron puutteeseen, josta kaytetdan termia EPR-vaikutus (enhanced per-

meability and retention effect). [7]

Heikentynyl
imunestekierto . -~

%

Syurentunut
seluvali

Endoteelisolu
Reseplorivalitteinen
endosytoosi

& - =5
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Terve/normaali " Syapakudos
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Kuva 12. Passiivinen kohdentaminen perustuu EPR-vaikutukseen, jossa sy6pakudok-
sen suuremman lapaisevyyden vuoksi liposomit kulkeutuvat ja imunestekierron puutteen
vuoksi kertyvat sydpakudoksiin. Kuva muokattu lahteesta [21].
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Passiivinen kohdennus edellyttda liposomin suojautumista elimistén puolustusmekanis-
meilta, jotta voidaan valttaa liposomien nopea eliminaatio [4]. Luvussa 2.2 kasiteltiin eri-
tyyppisia liposomeja, seka niiden ominaisuuksia suojautua puolustusmekanismeilta.
Klassisten liposomien kaytto ladkeainekuljetuksessa on rajoittunutta juuri niiden nopean
eliminaation vuoksi. Sen sijaan PEGyloidut liposomit soveltuvat paremmin passiiviseen
kohdentamiseen, silla PEG suojaa liposomia opsonisaatiolta. Talléin liposomien veren-
kiertoaika pitenee, joka mahdollistaa tehokkaamman kertymisen sydpakudoksiin. PEG-
ketjut voivat kuitenkin hairita liposomien soluun ottoa seka ladkeaineen vapautumista
liposomista. Passiivisen kohdennuksen tehokkuuteen vaikuttavat myds liposomien pin-
tavaraus ja koko. Liposomien koon tulisi olla korkeintaan 400 nm. Alle 200 nm kokoisilla

liposomeilla on havaittu tehokkaampi kertyminen sydpakudoksiin. [20]

5.2 Aktiivinen kohdentaminen

Aktiivinen kohdentaminen perustuu liposomin pintaan kiinnitettyihin kohdentaviin ligan-
deihin, jotka spesifisti tunnistavat kohdesolun. Kohdentavia ligandeja ovat muun muassa
monoklonaaliset vasta-aineet, proteiinit, peptidit, vitamiinit ja hiilihydraatit. [4,21] Lipo-
somit hyédyntavat kohdentavien ligandien lisaksi EPR-vaikutusta syopakudokseen koh-

dentuessa [39].

Syopasoluille on tyypillista yli-ilmentaa tiettya reseptoria, jota hyddynnetdan kohdenta-
vien ligandien valinnassa [21,40]. Eri syOpataudeissa yli-ilmenevia reseptorityyppeja
ovat muun muassa epidermaaliset kasvutekijareseptorit HER1 ja HER2, folaattiresep-
tori, seka transferriinireseptori [7,21]. Kohdentavien ligandien valinnassa pyritaan siihen,
ettd terveet solut iimentaisivat valittua ligandia mahdollisimman vahan tai ei ollenkaan
[21]. Kuitenkin useimmiten syOpasoluissa yli-ilmentyvat reseptorityypit esiintyvat myos

terveissa soluissa [41].

Folaattireseptori on tyypillinen sydpéasoluissa, etenkin munasarjasydvassa, yli-ilmentyva
reseptorityyppi [21]. Lee ja Low [42] tutkivat in vitro doksorubisiinilla ladattujen folaatti-
PEG-liposomien aktiivista kohdentumista folaattireseptoria yli-ilmentaviin sydpasoluihin.
Ligandikohdennettujen doksorubisiinia sisaltavien liposomien soluun ottoa ja sytotoksi-
suutta verrattiin klassisiin, ei-kohdennettuihin, doksorubisiinia sisaltaviin liposomeihin
seka vapaaseen doksorubisiiniin. Ligandikohdennetut liposomien soluun otto oli 45 ker-
taa suurempi verrattuna ei-kohdennettuihin liposomeihin ja 1,6 kertaa suurempi verrat-
tuna vapaaseen ladkeaineeseen. Vastaavasti sytotoksisuus oli 86 ja 2,7 kertaa suu-

rempi.
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Asialoglykoproteiinireseptorit (ASGPR) ovat maksasolujen pinnalla yli-ilmentyvia resep-
toreja [21]. Arabinogalaktaani (AG) toimii reseptorin kohdeligandina [33]. Patnak et al.
[33] tutkivat doksorubisiinilla ladattujen arabinogalaktaania sisaltavien liposomien koh-
dentumista. Hiirissa suoritetussa in vivo -tutkimuksessa tarkasteltiin doksorubisiinia si-
saltavan ligandikohdennetun liposomin ja doksorubisiiniliuoksen tehokkuutta maksasyo6-

van hoidossa. Kuvassa 13 on esitetty tulokset kolmen viikon seurantajaksolta.
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Kuva 13. Doksorubisiinilla ladattujen arabinogalaktaania kohdeligandina sisaltavien li-
posomien (D-SML) vaikutus kasvaimen tilavuuteen kolmen viikon seurantajaksolta hii-
rissa suoritetusta in vivo -tutkimuksesta. Kuva muokattu lahteesta [33].

Tuloksista huomataan, etta aktiivisella kohdennuksella kasvaimen koko pieneni verrat-
tuna vapaaseen laakeaineeseen. Vaikuttaakin siltd, etta aktiivisella kohdentamisella voi-
daan parantaa merkittavasti liposomien terapeuttista tehoa verrattuna vapaaseen ladke-
aineeseen ja passiiviseen kohdennukseen [21]. Tehokkaammalla kohdennuksella pyri-
tdan vahentdmaan ladkeaineiden sytotoksisia haittavaikutuksia terveissa kudoksissa
[43].
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6 LAAKEAINEEN VAPAUTTAMINEN

Laakeaineen oikea-aikainen vapautuminen liposomista on yksi tarkeimmista tekijoista
ladkeainekuljetuksessa. Siihen liittyy kuitenkin haasteita, kuinka |38keaine saadaan va-
pautumaan liposomista kontrolloidusti oikeassa paikassa [3]. Ladkeaineen passiivinen,
kontrolloimaton, vapautuminen sydpakudoksessa voi johtaa heikentyneeseen tehokkuu-
teen [21]. Ladkeaineen vapauttamisen tehostamiseksi voidaan kayttaa erilaisia arsyk-
keitd, jotka vaikuttavat fosfolipidikaksoiskalvon lapaisevyyteen [3]. Ne voidaan jakaa si-
sdisiin ja ulkoisiin arsykkeisiin. Sisdisiin arsykkeisiin luokitellaan esimerkiksi elimiston
luontaisiin pH:n tai lampdétilan muutoksiin perustuva ladkeaineen vapautuminen. Ulkoi-
sina arsykkeind voidaan kayttdd muun muassa ulkoista valonlahdettd, ultraganta tai
magneettikenttaa. [40,41] Tassa luvussa tarkastellaan lyhyesti liposomien soluun ottoa

seka ladkeaineen vapauttamista liposomista sisaisia ja ulkoisia arsykkeita hyodyntaen.

6.1 Soluun otto

Laakeaineen kohdennuksen jalkeen liposomin/ladkeaineen tulee kulkeutua solukalvon
lapi sydpasolun sytoplasmaan. Soluun otto voi tapahtua usealla eri mekanismilla, kuten
endosytoosilla tai fuusioitumalla [44]. Liposomien soluun otto tapahtuu ensisijaisesti en-
dosytoosi valitteisesti. Laakeaineen soluun otto voi kuitenkin joissain tapauksissa tapah-
tua my0s liposomin fuusioituessa solukalvon kanssa. Talldin lddkeaine vapautuu suo-

raan sytoplasmaan. [45]

Endosytoosissa liposomi sitoutuu solun pintaan, jonka jalkeen solukalvo kuroutuu lipo-
somin ymparille ja endosomi vangitsee liposomin [44,46]. Liposomi kuljetetaan joko lyso-
somiin hajotettavaksi tai endosomin rakennetta pyritdan epavakauttamaan, jolloin ladke-
aine vapautuu sytoplasmaan jo ennen lysosomiin kulkeutumista [44]. Lysosomeissa val-
litsee hapan ymparistd (pH < 5), joka voi vaikuttaa ladkeaineen sailyvyyteen ja sita kautta

tehoon. Endosomeissa ymparistd on puolestaan lievasti hapan (pH 6—6,5). [20]

Endosytoosi voi tapahtua eri reitteja pitkin riippuen liposomien pintavarauksesta, koosta
seka koostumuksesta [21]. Endosytoosin eri reitteja ovat muun muassa fagosytoosi,
makropinosytoosi, klatriinivalitteinen- sekd kaveoliinivalitteinen endosytoosi [21,46].
Spesifi reseptorivalitteinen endosytoosi tehostaa liposomin soluun ottoa. Reseptorivalit-
teistd endosytoosia varten liposomin rakenteeseen tulee olla liitetty spesifi kohdeligandi,

joka tunnistaa sydpasolussa esiintyvan reseptorin. [39-41]
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6.2 pH-herkat liposomit

Syopakudoksen solunulkoinen pH-arvo on tyypillisesti matalampi kuin normaalin/terveen
kudoksen [47]. pH-herkat liposomit hyddyntavat sydpakudoksen ja normaalin kudoksen
poikkeavaa pH-arvoa ladkeaineen vapauttamisessa [40]. Niiden paakomponentteina
kaytetaan tyypillisesti fosfolipideja ja pH-herkkia polymeereja, jotka reagoivat alentunee-
seen pH-arvoon konformaaatiomuutoksilla. TAman seurauksena liposomin rakenne

muuttuu epavakaammaksi ja 1ddkeaine paasee vuotamaan fosfolipidikalvon l1api. [44]

Usein pH-herkat liposomit kulkeutuvat soluun endosytoosilla [48]. Liposomit pysyvéat sta-
biileina fysiologisissa olosuhteissa (pH 7,4), mutta endosomin happamassa ymparis-
tossa liposomin rakenne muuttuu epavakaaksi ja 1adkeaine vapautuu [40,48]. Liposomit

voivat myds vapauttaa ladkeaineen fuusioitumalla endosomin solukalvon kanssa [48].

Kim et al. [49] tutkivat in vivo gemsitabiinin vapauttamista pH-herkista ligandikohdenne-
tuista liposomeista. Liposomien rakenne koostui dioleyylifosfatidyylietanolamiinista
(DOPE) seka kolesteryylihemisukkinaatista (CHEMS) moolisuhteella 6:4, jolloin liposomi
on pH-herkka pH:ssa 5,5—6. Spesifeind reseptoreina kaytettiin epidermaalisia kasvute-
kijareseptoreita. Ligandikohdennetun pH-herkan liposomin tehoa verrattiin pH-herkkaan
liposomiin, vapaaseen laakeaineeseen ja kontrollina kaytettyyn fosfaattipuskuroituun
suolaliuokseen. Kuukauden kuluttua ensimmaisesta Iadkkeen annosta kontrollina toimi-
neiden hiirten kasvainten koko oli 20 kertaa suurempi verrattuna lahtétilanteeseen. Li-
gandikohdennetuilla pH-herkilla liposomeilla kasvaimen koko oli suurentunut 3,26 ker-
taisesti. Suurin vaikutus saavutettiin ligandikohdennetuilla pH-herkilla liposomeilla, sitten

pH-herkilla liposomeilla ja pienin vaikutus vapaalla laakeaineella.

6.3 Lampoherkat liposomit

Lampodherkkien liposomien toiminta perustuu fosfolipidien rakenteen muutokseen siirryt-
tdessa geelifaasista nestemaiseen kidefaasiin kohonneen lampétilan seurauksena [50].
Fosfolipidien lisdantynyt Iapaisevyys vapauttaa ladkeaineen liposomista [40]. LAmpdher-
kat liposomit voivat aktivoitua sisaisesta ja/tai ulkoisesta arsykkeesta. Sisdisena arsyk-
keena toimii sydpakudoksen luonnostaan hieman korkeampi lampdtila verrattuna nor-
maaliin kehonldampdtilaan [51]. Tatd ominaisuutta voidaan hyddyntaa laakeaineen va-
pauttamisessa. Fosfolipidien koostumusta ja moolisuhdetta muokkaamalla voidaan val-
mistaa liposomi, jossa syopakudoksen hieman korkeampi lampétila saa aikaan |adkeai-

neen vapautumisen [21,50]. Haasteina lampdherkkien liposomien hyddyntamisessa pi-
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detaan hidasta ladkeaineen vapautumista kohdesolussa ja passiivista vuotoa fysiologi-
sessa lampoétilassa. Lisaksi liposomien rakenteissa usein kaytetty kolesteroli voi heiken-

taa ladkeaineen vapautumista. [48]

Needham et al. [52] tutkivat doksorubisiinin vapautumista lampoéherkista liposomeista
lievasti fysiologista lampétilaa korkeammassa lampdtilassa 42 °C:ssa. Doksorubisiinin
vapautumista tutkittiin kolmella eri koostumuksella (Taulukko 2). Kaikkiin liposomeihin

liitettiin PEG-ketjuja, jotta liposomien kiertoaika hiiren elimistdssa olisi pidempi.

Taulukko 2. Tutkimuksessa kaytettyjen ldmpdherkkien liposomien koostumukset.
NTSL=ei-lampdherkka liposomi, TTSL=perinteinen lampoéherkka liposomi, LTSL=lysole-
kitiinia sisaltava lampdherkka liposomi.

Liposomi Koostumus Moolisuhde Koko

(nm)
NTSL HSPC/kolesteroli/DSPE-PEG-2000 75:50:3 ~ 140
TTSL DPPC/HSPC/kolesteroli/DSPE-PEG-2000  100:50:30:6 ~ 140
LTSL DPPC/MPPC/DSPE-PEG-2000 90:10:40 ~ 140

Hiirissa suoritetussa in vivo -tutkimuksessa liposomaalisten valmisteiden tehoa verrattiin
vapaaseen ladkeaineeseen ja kontrollina toimineeseen suolaliuokseen. Tutkimuksessa
paatetapahtumana kaytettiin sydpakasvaimen tilavuuden kasvua viisinkertaiseksi tai 60
vuorokautta tutkimuksen aloituksesta. Tutkimuksen aikana tarkasteltiin syopakasvaimen
pienenemista ja yhtena parametrina kaytettiin syopakasvaimen pienenemista kahdessa
perakkaisessa mittauksessa. Lisaksi ladkehoidon jalkeista aikaa seurattiin 60 paivan
ajan. Toisena parametrina kaytettiin sydépakasvaimen tuhoutumista siten, etta sita ei
esiinny 60 paivan seurantajakson aikana. Tutkimus suoritettiin kahdessa eri lampdétilassa

34 °C:ssa ja 42 °C:ssa. Saadut tulokset on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3. In vivo -tutkimuksen tulokset suolaliuoksen, vapaan doksorubisiinin ja dok-
sorubisiinia sisaltavien liposomaalisten NTSL, TTSL ja LTSL valmisteiden teho sy6pa-
kasvaimeen. Paatetapahtumana kaytettiin sydpakasvaimen tilavuuden kasvua viisinker-
taiseksi tai 60 vuorokauden kulumista. Tulos ilmoitettiin vuorokausina. Regressio maari-
tellddn kasvaimen koon pienenemisena kahdessa perakkaisessa mittauksessa. Kontrolli
kuvastaa sita, ettd kasvainta ei esiinny 60 paivan kuluttua hoidosta. Sulkeissa kunkin
ryhman hiirten kokonaislukumaara.
Suola- Vapaa NTSL TTSL LTSL

liuos DOX
34 °C Paatetapahtuma 9,8 13,5 20,9 11,1 11,4
34 °C Regressio 0 (10) 0 (10) 2 (10) 0 (8) 0 (10)
34 °C Kontrolli 0 (10) 0 (10) 0 (10) 0 (8) 0 (10)
42 °C Paatetapahtuma 19,8 23,7 31,9 35,1 51,4
42 °C Regressio 3(11) 6 (12) 10 (11) 11 (12) 8(9)
42 °C Kontrolli 0(11) 0(12) 0(11) 1(12) 6 (9)

Yleisesti korkeammassa |ampdétilassa paatetapahtuma saavutettin - myéhemmin
verrattuna matalempaan lampdtilaan, eli laakeainetta vapautui enemman
korkeammassa lampdtilassa. Matalemmassa lampdtilassa liposomaalisilla valmisteilla,
vapaalla ldakeaineella ja suolaliuoksella ei ollut huomattavaa eroa paatetapahtuman
saavuttamisessa lukuun ottamatta NTSL-valmistetta. NTSL-valmisteella saavutettu tulos
viittaisi |3dkeaineen passiiviseen vuotoon liposomista. Korkeammassa lampdtilassa
LTSL-valmisteella saavutettin paras teho syOpakasvainta vastaan. Kuudessa
yhdeksasta tapauksessa ei esiintynyt kasvainta 60 vuorokauden kuluessa hoidon
paatyttya. Talla liposomikoostumuksella saadaan laakeaine vapautumaan tehokkaasti
42 °C:ssa. Valmisteen kayttaytymista fysiologisessa lampétilassa olisi hyva tutkia mah-

dollisen ladakeainevuodon takia.

6.4 Valoaktivoituvat liposomit

Laakeaineen vapauttamisen tehostamiseksi voidaan hyddyntaa ulkoista valonlahdetta.
Ulkoisen valonlahteen avulla saadaan saadeltya tarkasti ladkeaineen vapautumisaikaa
ja -paikkaa. [40] Valonlahteina on tutkittu muun muassa UV-valoa ja lahi-infrapunavaloa
[50,53,54]. Valonlahteen valinnassa tulee ottaa huomioon, kuinka syvalle kudokseen
valo pystyy tunkeutua [40]. Valoaktivoituvissa liposomeissa voidaan hyédyntaa lampé-
herkkien liposomien lisaksi esimerkiksi kultananopartikkeleita, jotka muuttavat valoener-
gian lammoksi [51,53]. Kohonneen [ampdtilan seurauksena fosfolipidikaksoiskerroksen

lapaisevyys lisdantyy ja ladkeaine paasee vapautumaan liposomista [50,53].
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Paasonen et al. [50] tutkivat kalseiinin vapautumista lampoherkista liposomeista 37
°C:ssa UV-valon vaikutuksesta. Liposomi, joka koostui DSPC ja DPPC suhteessa 9:1,
valikoitui tutkimukseen, silla se vapautti kalseiinin hieman fysiologisen lampétilan yla-
puolella noin 45 °C:ssa. Liposomeina kaytettiin suuria unilamellaarisia vesikkeleita. Li-
saksi liposomiin oli kapseloitu kultananopartikkeleita, jotka aktivoivat valoenergian lam-
moksi. Tutkimuksessa kaytettiin lipidikalvoon (Au-C6SH), sisdiseen vesiytimeen (Au-
MSA) seka lipidikalvon ja vesifaasin rajapintaan (DPPE-Nanogold®) kapseloituja kulta-
nanopartikkeleita. Liposomeihin kohdistettiin 250 nm UV-valoa, jolloin kalseiinin vapau-
tuminen tehostui (Kuvat 14 ja 15).
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Kuva 14. A) Liposomiin kapseloituna hydrofobinen kultananopartikkeli (Au-C6SH). B)
Liposomiin  kapseloituna hydrofiilinen kultananopartikkeli (Au-MSA). Kalseiinin
vapautumisprosentti eri kultananopartikkelipitoisuuksilla ajan funktiona 250 nm UV-valon
vaikutuksesta 37 °C:ssa. Kuva muokattu lahteesta [50].
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Kuva 15. Kalseiinin vapautumisprosentti ajan funktiona UV-valoarsytyksen vaikutuk-
sesta kaupallista DPPE-Nanogold® sisaltavista liposomeista 37 °C:ssa. Kuva muokattu
lahteesta [50].

Kaikki kultananopartikkeleita sisaltavat liposomit vapauttivat UV-valoarsykkeen vaiku-
tuksesta kalseiinia. Puolestaan liposomit ilman kultananopartikkeleita eivat reagoineet
UV-valoon, eivatka tehostanut kalseiinin vapautumista. Liposomeissa, joissa kaytettiin

hydrofiilisia kultananopartikkeleita, kalseiinin vapautuminen oli vahaisinta. Kaupallisella
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DPPE-Nanogold® oli suurin vaikutus kalseiinin vapautumiseen. DPPE-Nanogold® on
hydrofobinen kultananopartikkeli, joka sitoutuu fosfolipidikalvon sisa- ja ulkopuolelle, toi-

sin kuin hydrofobinen Au-C6SH, joka hakeutuu fosfolipidikaksoiskerroksen sisaan.

Tutkimuksessa tarkasteltin myds liposomien kayttaytymista ilman UV-valoaltistusta.
Hydrofobiset kultananopartikkelit Au-C6SH alensivat kalseiinin vapautumislampétilaa li-
posomeista muutamalla asteella ja vapautumista havaittiin jo 37 °C:ssa. Kuitenkin suurin
osa kalseiinin vapautumisesta tapahtui selkeasti yli 37 °C:ssa. DPPE-Nanogold® sisal-
tavista liposomeista vapautui vdhemman kalseiinia 37 °C:ssa ilman UV-valoarsyketta
verrattuna Au-C6SH ja Au-MSA sisaltaviin liposomeihin. Taman tutkimuksen perusteella
DPPE-Nanogold® soveltuisi parhaiten valoaktivoituvaksi aineeksi tutkituista kulta-
nanopartikkeleista, koska naissa liposomeissa oli vahiten |ddkeaineen passiivista vuotoa
fysiologisissa olosuhteissa. Lisaksi ladkeaineen vapautuminen oli tehokkainta UV-valon

vaikutuksesta.

Lajunen et al. [54] tutkivat kultananopartikkeleiden korvaamista kliinisesti hyvaksytylla
kuvantamisaineella, indosyaniinivihreadlla (ICG). Tutkimuksessa kaytettiin [ampdherkkia
liposomeja, jotka muodostuivat DPPC/DSPC/Lyso PC/DSPE-PEG fosfolipideista eri
moolisuhteilla. Lampdherkkien liposomien stabiilisuutta testattiin 37 °C:ssa ja 42 °C:ssa.
Liposomit, joissa fosfolipidien moolisuhteet olivat 75:15:10:4, todettiin stabiilisuuden kan-
nalta parhaaksi, joten ne valikoituivat jatkotutkimuksiin. Lisaksi kalseiinin vapautumista
tutkittiin eri ICG:n ja fosfolipidien suhteilla, joista moolisuhde 1:50 soveltui parhaiten tut-
kimukseen. Tutkimuksessa tarkasteltiin vield kalseiinin vapautumista ICG l[ampdherkista
liposomeista aiempien tulosten perusteella valikoiduilla moolisuhteilla laservaloaktivoin-

nin aikana. Laservaloa kohdistettiin liposomeihin 1 ja 3 watin (W) teholla (Kuva 16).
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Kuva 16. Kalseiinin vapautuminen indosyaniinivinreda sisaltavista liposomeista 1 ja 3
watin (W) teholla. Ulkoisena valonlahteena tutkimuksessa kaytettiin laservaloa. Kontrolli
kuvastaa kalseiinin vapautumista ilman valoarsykettd. Negatiivisessa kontrollissa lipo-
somien rakenteeseen ei ole liitetty indosyaniinivinreaa. Kuva muokattu lahteesta [54].
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Tuloksista huomataan, ettd 3 W teholla kalseiinin vapautuminen oli nopeampaa verrat-
tuna kaytettaessa laservaloa 1 W teholla. 1 W laservaloarsykkeen vaikutuksesta 91 %:a
kalseiinista vapautui 4 minuutin altistuksen jalkeen. Vastaavasti suuremmalla teholla 91
%:a kalseiinista vapautui jo 15 sekunnissa. ICG on siis potentiaalinen valoaktivoituva
aine liposomeihin, silla se tehosti merkittavasti kalseiinin vapautumista valoarsykkeen

vaikutuksesta. Lisaksi ICG on jo kliinisessa kaytossa, joten se on todettu turvalliseksi.

6.5 Ultraaanella aktivoituvat liposomit

Ultradanen hyddyntaminen on yksi ladkeaineen vapauttamiseen kaytetyista ulkoisista
arsykkeista. Yksi ultradanen hyvistd ominaisuuksista on sen kyky tunkeutua tehokkaasti
syvalle kudoksiin [40]. Ultradanta voidaan kayttaa 1ampo ja/tai mekaanisten vaikutusten
aikaansaamiseksi [55]. Ultradani on mekaanista aaltoliikettd, joka saa valiaineen mole-
kyylit varahtelemaan ja osa kineettisesta energiasta muuttuu ldmpdenergiaksi. Lampd-
energia absorboituu kudoksiin nostaen niiden Iampdétilaa, jonka seurauksena lampétila-
herkkien liposomien fosfolipidikaksoiskerroksen lapaisevyys suurenee ja ladkeaine va-
pautuu liposomista. Liposomien rakennetta voidaan horjuttaa myés mekaanisesti esi-
merkiksi akustisella kavitaatiolla. [41] Akustinen kavitaatio tarkoittaa mikrokuplien muo-

dostumista ja varahtelya ultradaniaaltojen aiheuttaman paineen vaihteluiden vuoksi [55].

Hosseinikhah et al. [56] tutkivat ultradanen hyddyntamista doksorubisiinin vapauttami-
sessa lampoherkista liposomeista. Lampoherkkien liposomien faasitransitiolampdétila
asetettiin hieman korkeammaksi, jotta ladkeaineen passiivinen vuoto olisi vahaisempaa.
Ultradanen avulla saadaan l|ampdtilaa nostettua. Liposomit koostuivat HSPC
/DPPC/MSPC/DSPE-mPEG2000 komponenteista eri mooliosuuksilla. Doksorubisiinin va-
pautumista tutkittiin in vitro kolmella eri pH-arvolla, jotka jaljittelevat fysiologista (7,4),
sydpakudosten (6,5) ja endosomien (5,5) ymparistda 37 °C:ssa ja 42 °C:ssa. Tuloksista
havaittiin, ettd HSPC vahensi doksorubisiinin passiivista vapautumista liposomeista.
Lampédtilan nostaminen ultrad@nen avulla 42 °C:een lisasi doksorubisiinin vapautumista
verrattuna vapautumiseen 37 °C:ssa. Lisdksi matalammassa pH:ssa ladkeaineen va-

pautuminen tehostui.

Orita et al. [57] tutkivat superkriittisella hiilidioksidilla (scCO2) syntetisoitujen liposomien
ladkeaineen vapauttamista kayttden ultradanta ulkoisena arsykkeena. limi6ta tarkastel-
tiin kolmella erilaisella liposomilla: CO; ladatuilla, ionisoidulla CO; ladatuilla seka klassi-
silla liposomeilla. Vapautumistehokkuus CO-ja ionisoidulla CO- ladatuilla liposomeilla oli
suurempi verrattuna klassisiin liposomeihin. lonisoitu CO. liposomi vapautti sisaltonsa

tehokkaammin verrattuna CO- ladattuihin liposomeihin.
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6.6 Magneettisesti aktivoituvat liposomit

Magneettisesti aktivoituvien liposomien rakenteeseen lisataan usein ferromagneettinen
aine, kuten magnetiittia (Fez04) tai nanomaghemiittia (y-Fe2O3) [20]. Magneettisesti ak-
tivoituvia liposomeja voidaan ulkoisen magneettikentdn avulla ohjata kasvaimen koh-
dalle. Lisaksi ferromagneettisten aineiden liikehdinnalld voidaan saada liposomin ra-

kenne hajoamaan, jolloin ladkeaine vapautuu. [40]

Song et al. [58] tutkivat emodiinia sisaltdvien magneettisesti aktivoituvien liposomien te-
hokkuutta rintasydvan hoidossa. Ferromagneettisena aineena kaytettiin rautaoksidina-
nokuutioita. Magneettisesti aktivoituvien liposomien tehokkuutta verrattiin hiirilla suorite-
tussa in vivo -tutkimuksessa vapaaseen emodiiniin seka kontrollina kaytettyyn fosfaatti-
puskuroituun suolaliuokseen. Magneettisesti aktivoituvilla emodiinia sisaltavilla lipo-
someilla saavutettiin merkittavasti paremmat tulokset verrattuna kontrolliin ja vapaaseen
emodiiniin. Kasvainten koko emodiini- ja kontrolliryhmalla oli noin 12 kertaa suuremmat

verrattuna magneettisesti aktivoituihin emodiinia sisaltaviin liposomeihin.
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7 JOHTOPAATOKSET

Taman tyon tavoitteena oli tarkastella liposomien soveltuvuutta I&akeainekuljettimiksi
syovan hoidossa. Tydssa selvitettiin, miten liposomit muodostuvat ja millaisia ominai-
suuksia niilld on. Lisaksi tutustuttiin yleisimpiin liposomien valmistusmenetelmiin ja 13-
keaineen lataamista liposomeihin passiivisella ja aktiivisella latauksella. Lopuksi tarkas-
teltiin, millaisia menetelmid hyddyntaen liposomeja voidaan kohdentaa spesifimmin syo-

pakudoksiin ja kuinka ladkeaine saadaan vapautettua liposomista.

Liposomit muodostuvat yhdesta tai useammasta fosfolipidikaksoiskerroksesta. Fosfoli-
pideilla on keskenaan erilaisia ominaisuuksia esimerkiksi pintavarauksen tai faasitransi-
tioldampdtilan suhteen. Liposomeissa voidaan hyddyntdd samoja fosfolipideja, joista
myds elimiston solukalvot muodostuvat. Liposomit siis muistuttavat rakenteeltaan elimis-
ton solukalvoja. Liposomien vahaisen toksisuuden, biohajoavuuden ja bioyhteensopi-
vuuden vuoksi niiden kayttda laakeainekuljetuksessa voidaan pitaa turvallisina. Lisaksi
liposomien rakenteen vuoksi ne voivat kuljettaa liukoisuudeltaan erilaisia ladkeaineita.
Hydrofiiliset Iaakeaineet hakeutuvat liposomin vesiytimeen ja hydrofobiset fosfolipidikak-

soiskerrokseen.

Liposomien ominaisuuksiin vaikuttavat myos rakenteeseen liitetyt muut aineet, kuten ko-
lesteroli ja polyetyleeniglykoli. Kolesterolia lisataan usein liposomien rakenteeseen, silla
se muun muassa vakauttaa liposomin rakennetta ja vahentaa ladkeaineen passiivista
vuotoa liposomista. Polyetyleeniglykoli puolestaan suojaa liposomin pintaa veren prote-
iinien Kiinnittymiselta. Proteiinien kiinnittymisen myota elimiston puolustusjarjestelma
tunnistaa ja lopulta tuhoaa liposomit. Polyetyleeniglykolilla on siis tarkea rooli pidenta-
essa liposomien kiertoaikaa elimistdssa. Polyetyleeniglykoli heikentda kuitenkin lipo-

somien soluun ottoa seka ladkeaineen vapauttamista liposomista.

Yleisimpia valmistusmenetelmia ovat ohutkalvon hydraatio ja kdanteisfaasin haihdutus.
Esimerkiksi ohutkalvon hydraatiossa fosfolipidit liuotetaan orgaaniseen faasiin, jonka jal-
keen orgaaninen faasi haihdutetaan pois, jolloin muodostuu ohut lipidikalvo. Lipidikal-
voon lisatdan vesifaasi, josta vorteksoinnin jalkeen muodostuu multilamellaarisia lipo-
someja. Liposomien kokoa voidaan pienentdd mekaanisilla menetelmilla, kuten
ekstruusiolla tai sonikaatiolla. Yleisesti liposomien valmistus on talla hetkella haasteel-
lista suuressa mittakaavassa. Se voi muodostua haasteeksi, jos liposomaalisten valmis-

teiden kaytto lisaantyy.
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Laakeaine voidaan ladata passiivisesti liposomeihin valmistuksen yhteydessa tai aktiivi-
sesti liposomien valmistuksen jalkeen esimerkiksi pH- tai ionigradienttia hyodyntaen. Ak-
tiivisella lataamisella |I3dkeainetta saadaan kapseloitua enemman liposomiin verrattuna
passiiviseen lataamiseen. Tuoreimmissa tutkimuksissa hyédynnettiin juuri aktiivista la-
taamista. Sen sijaan passiivista lataamista ei aktiivisesti kayteta tutkimuksissa. Toden-

nakoisesti huonomman kapselointitehokkuuden vuoksi.

Liposomien passiivinen kohdentaminen sydpakudokseen perustuu sydpakudoksen
poikkeavaan verisuonitukseen. Verisuonten endoteelisolujen soluvalit ovat laajentuneet,
jonka seurauksena liposomit paasevat kulkeutumaan sydpakudokseen. Sydpakudok-
sessa imunestekierto on heikentynyt, jolloin liposomit kertyvat niihin. Aktiivisella kohden-
nuksella pyritddn parantamaan liposomien spesifid kohdentumista sydpakudoksiin. Ak-
tiivinen kohdennus hyddyntaa syépasolujen taipumusta yli-ilmentaa tiettya reseptorityyp-
pid. Liposomin rakenteeseen voidaan liittda reseptoria vastaava kohdeligandi, joka tun-
nistaa reseptorin. Kohdentamisen lisdksi spesifien kohdeligandien kayttd parantaa lipo-
somien soluun ottoa reseptorivalitteiselld endosytoosilla. Liposomien kohdentamiseen
liittyvat tutkimukset ovat keskittyneet viime vuosina aktiiviseen kohdennukseen. Tama
viittaisi siihen, etta liposomeja ei saada riittdvan tehokkaasti passiivisesti kohdistumaan
syOpakudokseen. Syopasolujen yli-ilmentavat reseptorityypit ovat sellaisia, ettd niita
esiintyy usein myos jossain maarin terveissa soluissa. Tama tuo omat haasteensa myods

aktiivisen kohdennuksen tehokkuuteen.

Laakeaineen oikea-aikaiseen vapauttamiseen liittyy talla hetkella eniten haasteita lipo-
somien hyoddyntamisessa laakeainekuljettimina. Laakeaineiden vapauttamiseksi voi-
daan kayttaa sisaisia tai ulkoisia arsykkeita. Sisaisia arsykkeita ovat esimerkiksi syopa-
kudoksen luontaisesti korkeampi lampétila tai matalampi pH-arvo verrattuna normaaliin
kudokseen. Ulkoisia arsykkeitd ovat muun muassa valo, ultradani ja magneettikentan
muutokset. Ulkoista valonlahdettad hyddyntamalla on saatu lupaavia tuloksia kayttamalla
kultananopartikkeleita ja indosyaniinivinreda valoaktivoituvana aineena. Kultananopar-
tikkeleiden kohdalla tulee ottaa huomioon mahdolliset haittavaikutukset, joita kultapartik-
keleista voi etenkin pitkdaikaiskaytdssa aiheutua. Indosyaniinivihrea on kliinisesti hyvak-
sytty kuvantamisaine, joten sen kayttoon liittyvaa turvallisuutta ja mahdollisia pitkaaikais-
kayttoon liittyviad haittavaikutuksia on tutkittu. Ulkoisen valonlahteen kayttoon liittyy kui-
tenkin haasteita valon tunkeutumiskyvyssa syvalle kudoksiin, joten sitd ei valttamatta

voida helposti soveltaa kaikkiin syépatyyppeihin.

Ultradanta ja magneettikentan muutoksia hyodyntamalla saatiin myos lupaavia tuloksia

lIadkeaineen vapauttamisessa. Ultradanen etuna voidaan pitdd sen kykya tunkeutua sy-
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vallekin kudoksiin. Lisaksi sen kyky vaikuttaa liposomien stabiilisuuteen lammodn ja me-
kaanisten vaikutusten kautta lisdavat ultraddnen monimuotoisuutta ja mahdollisia sovel-
luksia. Magneettisesti aktivoituvia liposomeja voidaan myo6s kohdentaa sydpakudokseen
magneettikentan muutosten avulla. Magneettisesti aktivoituvat liposomit sisaltavat usein
jonkin ferromagneettisen aineen, joiden turvallisuutta tulee tarkastella ennen Kkliinista

kayttoa.

Tyon tavoitteena oli selvittaa liposomien soveltuvuutta Iadkeainekuljettimiksi syévan hoi-
dossa. Liposomit soveltuvat rakenteensa ja ominaisuuksiensa vuoksi hyvin l1aékeaine-
kuljettimiksi. Vaikka liposomaalisia valmisteita on jo kliinisessa kaytdssa, lisaa tutkimuk-
sia tarvitaan etenkin |lddkeaineen vapauttamiseen liposomista. Ladkeaineen vapauttami-
nen liposomista tulisi tapahtua ainoastaan sydpasoluissa, jolloin sybpaldakkeiden syto-
toksiset haittavaikutukset eivat kohdistuisi terveisiin soluihin. Tdman vuoksi myds lipo-
somien stabiilisuuteen tulisi kiinnittda huomiota, jotta I1ddkeainetta ei vuotaisi passiivisesti
liposomeista. Lisaksi tutkimuksissa tulisi tarkastella myds |&ddkehoidon vaikutuksia mui-
hin soluihin. Liposomit ovat lupaavia ladkeainekuljettimia, mutta lisda in vivo -tutkimuksia

tarvitaan ennen kuin liposomien todellinen potentiaali pystytaan hyédyntamaan.
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