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PREGLEDNI RAaDoOv! Infed

Liposomi kao nosaci lijekova:
metode priprave

2ELJKA VANIC

Zavod za farmaceutsku tehnologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveudili$ta u Zagrebu

UvOD

Tijekom Cetrdesetak godina poznavanja liposoma kao nosaca lijekova razvijeni
su brojni postupci za njihovu pripravu. Odabirom odgovaraju¢e metode moguée je
pripraviti liposome odredene veli¢ine, lamelarnosti i sadrzaja uklopljenog lijeka. Pri-
tom je vazno voditi racuna o svojstvima lijeka koji se zeli uklopiti u liposome, kom-
poziciji fosfolipida koji ¢e sacinjavati dvosloj, organskim otapalima i detergensima za
otapanje membranskih komponenti, kao i o mogu¢nostima njihovog uklanjanja iz
gotovog pripravka. Optimalna metoda priprave bila bi ona koja rezultira liposomima
visoke uspjesnosti uklapanja lijeka, te izbjegava uporabu $tetnih organskih otapala, a
da je pritom cijeli postupak jednostavan i reproducibilan.

S obzirom da isti fosfolipidi razli¢itih proizvodaca mogu medusobno varirati u
sastavu, prije priprave liposoma potrebno je provesti kvantifikaciju fosfolipida odgo-
varaju¢om metodom (1). Dobar odabir membranskih komponenti vazan je zbog
mogudeg utjecaja na toksicnost, ali i na stabilnost gotovog pripravka. Uobicajeno je
kori$tenje nezasicenih fosfolipida: fosfatidilkolina (lecitina) iz Zutanjaka jaja (PC),
fosfatidne kiseline (PA) i fosfatidilglicerola (PG), te zasi¢enih fosfolipida: dimiristoil-
fosfatidilkolina (DMPC), dipalmitoil-fesfatidilkolina (DPPC), dipalmitoil-fosfatidne
kiseline (DPPA) i dimiristoil-fosfatidilglicerola (DMPG). Za njih je dobro poznato
da su gotovo netoksi¢ni. Stearilamin se dodaje u membranu kada se Zeli posti¢i pozi-
tivan naboj na povrsini. Medutim, in vivo istrazivanja primjene takvih liposoma na
animalnom modelu upuéuju na potencijalnu toksi¢nost uzrokovanu stearilaminom
(2). Da bi se postigla adekvatna ¢vrstoca (stabilnost) fosfolipidnog dvosloja, neovisno
o naboju na povrsini liposoma, ¢esto se rabi kolesterol (3).

METODE PRIPRAVE

Gotovo sve metode priprave liposoma ukljucuju tri ili Cetiri osnovne faze, a to
su: uklanjanje organskog otapala u kojem su fosfolipidi otopljeni, dispergiranje fos-
folipida u vodenom mediju, homogenizaciju nastale liposomske suspenzije i analizu
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kona¢nog produkta. Takoder, za sve postupke priprave liposoma vrijedi pravilo da se
lipofilni lijekovi dodaju zajedno s fosfolipidima otopljenima u organskom otapalu,
dok se hidrofilni dodaju otopljeni u vodenoj fazi.

S obzirom na nacin dispergiranja fosfolipida, metode priprave liposoma se mogu
podijeliti u tri velike skupine: fizickog dispergiranja, dvofaznog dispergiranja i solu-
bilizacije pomo¢u detergensa. Takoder je moguca podjela s obzirom na morfoloska
svojstva liposoma, te se u tom smislu razlikuju metode priprave oligo- i multi-lame-
larnih liposoma (OLV, MLV), malih i velikih unilamelarnih liposoma (SUV, LUV) te
multivezikularnih liposoma (MVL).

Priprava liposoma postupcima fizickog dispergiranja fosfolipida

Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metoda najcei¢i je
postupak priprave liposoma u laboratorijskim uvjetima. Temelji se na pripremi tankog
fosfolipidnog sloja te dodatku vodenog medija uz snazno protresivanje. Stoga se neri-
jetko u literaturi oznacava i kao metoda priprave liposoma ru¢nim protresivanjem
(hand shaking method). Postupak se provodi u okruglim tikvicama veéeg volumena,
da bi nakon otparavanja organskog otapala, na stijenkama tikvice nastao suhi fosfo-
lipidni film velike povr$ine. Dodatkom vodenog medija dolazi do hidratacije fosfo-
lipida i spontanog formiranja liposoma (slika 1.). Pozornost valja obratiti na tem-
peraturu koja tijekom priprave liposoma mora biti iznad temperature faznog prijelaza
(T;) koristenih fosfolipida. Nastali liposomi su multilamelarne strukture i zbog toga
su prikladni za uklapanje lipofilnih lijekova. Ako se za izradu upotrebljavaju samo
neutralni fosfolipidi dobivaju se MLV-i gusto pakiranih dvoslojeva s veoma malim
vodenim odjeljcima. Dodatkom negativno nabijenih fosfolipida (PG, PA, PS), zbog
odbojnih interakcija izmedu pojedinih ovojnica unutar MLV-a, povecavaju se unu-
tarnji vodeni prostori §to je vazno ako se uklapaju hidrofilni lijekovi. Isti se uc¢inak
moze posti¢i s MLV priredenim iz neutralnih fosfolipida primjenom postupka naglog
smrzavanja liposomskih suspenzija u teku¢em dusiku (4).

S obzirom da su film metodom pripravljeni MLV-i prili¢no veliki (do 10-ak am)
i visokog indeksa polidisperznosti, koja upuéuje na heterogenost sustava, neophodna
je daljnja obrada. Homogenizacija MLV-a se provodi ekstruzijom kroz polikarbonatne
membrane odredene velic¢ine pora ili soniciranjem (ultrazvuéna kupelj, sonda), pri
¢emu se dobivaju homogene preparacije oligolamelarnih (OLV) ili unilamelarnih
(LUV, SUV) liposoma (slika 1.). Vazno je napomenuti da reduciranje veli¢ine M LV:a
nerijetko rezultira znacajnim gubitkom u sadrzaju pocetno uklopljenog hidrofilnog
lijeka.

Metoda dehidratacije-rehidratacije (dehydration-rebydration vesicles, DRV)
je postupak priprave liposoma kojim se postize visoko uklapanje hidrofilnih lijekova
i osjetljivih bioloskih molekula kao $to su proteini i nukleinske kiseline. Nacelo DRV
metode temelji se na maksimalnoj izloZenosti fosfolipida visokim koncentracijama
lijeka prije formiranja vezikula. Postupak ukljucuje pripravu praznih MLV-a koji se
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Fosfolipidi

Vodeni medij
{+ lipofilni lijek)

{+ hidrofilni lijek)

Otparavanje

Organsko otapalo Fosfoiipidni fiim

Soniciranje
Ekstruzija
Homogenizacija

..‘ ."..'—
U

Veiiki multifameiarni iiposomi Mali unilamelasni iiposomi
{MLV) {Suv)

Hidratacija
Muckanje

suv

Suhi fosfolipidni film Voda Bubrenje

Slika 1. Priprava liposoma metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja {film metoda) (5)
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soniciranjem prevode u SUV pri ¢emu fosfolipidi postizu najve¢u mogucu razinu
dispergiranosti u vanjskoj vodenoj fazi. Takvoj disperziji SUV-a dodaje se otopina
lijeka koji se Zeli uklopiti u liposome te se liofilizacijom ukloni voda iz sustava (slika
2.). Vezikule su tada u metastabilnom stanju s polarnim glavama fosfolipidnih mole-
kula jedna blizu drugoj i orijentirane prema molckulama lijeka. Kontroliranom rehi-
dratacijom, tj. dodatkom 10 puta manje koli¢ine vode od originalnog volumena pri-
pravka, inicijalizirana je fuzija SUV-a i formiranje DRV liposoma unutar kojih je
uklopljeni lijek. Koli¢ina vode koja se dodaje u toj fazi odlucujuca je za uklapanje
lijeka. Nakon toga liposomska suspenzija se razrjeduje izotoni¢nim puferom do pro-

pisanog volumena pripravka. Uspjesnost uklapanja lijekova u liposome pripravljene
DRV metodom je visoka. Obi¢no iznosi 40-50 %, a moze biti i ve¢a dodatkom nega-
tivno nabijenih fosfolipida. Po morfoloskim obiljezjima, DRV liposomi su oligo- ili
multi-lamelarni (6).

Detaljno Detalino

u SUV

Konverzlja l

Dehidratacila Rehidratacija
— — ———

Smijesa SUV ilijeka

Hidrofilni lijek

Slika 2. Priprava fiposoma metodom eehidratacije-rehidratacije (6)

Metoda smrzavanja-taljenja (freeze-thaw, FT) je postupak priprave liposoma,
koji sli¢no kao i DRV metoda, omoguéuje visoko uklapanje hidrofilnih lijekova.
Temelji se na naglom smrzavanju smjese praznih SUV-a otopinom lijeka, te njezinom
postupnom taljenju, na sobnoj ili malo povisenoj temperaturi (20-30 °C). Pri naglom
smrzavanju u teku¢em dusiku dolazi do pucanja fosfolipidnih dvoslojeva liposoma i
stvaranja pukotina kroz koje ¢e lijek pri odmrzavanju (taljenju) pripravka, a prije
ponovne fuzije fosfolipidnih dvoslojeva, zbog visokog koncentracijskog gradijenta u¢i
u unutra$nju vodenu fazu liposoma. Novonastali liposomi su izrazito veliki i po mor-
foloskim svojstvima ve¢inom unilamelarni (LUV). Uklopljeni volumen u FT lipo-
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somima raste do 30 % ukupnog volumena suspenzije. U usporedbi s DRV metodom,
koja je prikladna za sve fosfolipidne kompozicije neovisno o naboju na povrsini, FT
metoda nije dobar izbor za pripravu liposoma iz neutralnih fosfolipida. Naime, naboj
je potreban da bi nastali kristali leda koji omogu¢uju formiranje pukotina u mem-
branama vezikula. Iz istih se razloga otopine soli visoke ionske jakosti, sukroza (krio-
protektant), te divalentni metalni ioni koji neutraliziraju naboj na povriini ne mogu
uspjesno uklapati u liposome priredene tim postupkom. Takoder i koncentracija fos-
folipida ve¢a od 40 mg/mL smanjuju uspjesnost uklapanja lijeka u FT liposome (4).

Liposomi pripravljeni DRV ili FT metodom su izrazito veliki i Siroke razdiobe
veli¢ine, $to za mnoge primjene nije prihvatljivo te ih je potrebno homogenizirati.
Radi toga primjenjuje se postupak ekstrudiranja suspenzija liposoma kroz membrane
odredene velic¢ine pora te soniciranje.

Soniciranje suspenzija velikih multilamelarnih i oligolamelarnih vezikula uobi-
¢ajena je metoda priprave malih unilamelarnih liposoma (SUV). Postupak se moze
provoditi u ultrazvu¢nim kupeljima ili primjenom ultrazvuéne sonde. Ako se radi o
pripravcima MLV-a visokih koncentracija fosfolipida prihvatljivija je uporaba sondi.
No, zbog visoke energije u sustavu i moguénosti pregrijavanja liposomskih suspenzija,
koja moze biti uzrok razgradnje fosfolipida, nuzno je soniciranje uzoraka u posudama
s ledom. Osim toga, pri soniciranju dolazi do otpustanja Cestica titana iz sonde te ih
je potrebno ukloniti naknadnim centrifugiranjem suspenzije liposoma. Za pripravke
MLV-a manjih koncentracija fosfolipida preporuca se uporaba ultrazvuénih kupelji.
Time je izbjegnuto otpustanje titana u pripravak, a zbog moguénosti termostatiranja
ne postoji ni rizik od pregrijavanja liposomskih preparacija. S obzirom da se pripravak
motZe sonicirati zatvoren, takoder ne postoji opasnost od izlaganja potencijalno tok-
si¢nim lijekovima. Upravo zbog regulacije temperature kupelji, ta tehnika je prikladna
za soniciranje liposoma priredenih iz sintetskih fosfolipida visoke 7, No, manja snaga
valova u ultrazvu¢noj kupelji nego onih u sustavima sa sondom, razlog je da se rijetko
kada mogu dobiti homogene preparacije SUV-a (4).

Metoda priprave liposoma visokotlatnom homogenizacijom temelji se na
propustanju disperzije fosfolipida u vodi, odnosno vodenojotopini hidrofilnoglijeka,
kroz sapnice visokotla¢nog homogenizatora. Formirani liposomi su unilamelarne struk-
ture, ve¢inom SUYV, a ako je potrebno postiéi bolju ujednacenost u veli¢ini, postupak
se moze ponoviti nekoliko puta. Prednost te metode je u izbjegavanju uporabe organ-
skih otapala za otapanje lipidnih komponenti, a postupak priprave liposoma je brz,
jednostavan i veoma prikladan za industriju. S druge strane, treba obratiti pozornost
na ¢injenicu da dio produkta trajno zaostaje u sustavu i nadalje, mogucu osjetljivost
liposoma na poviSenu temperaturu zbog zagrijavanja tijekom procesa homogenizacije
(7). Postupkom visokotlaéne homogenizacije pripravljaju se fosfolipidni gelovi, tj.
pripravci liposoma veoma visoke koncentracije fosfolipida (8). Osim toga, metodu je
moguée primjeniti i u slucajevima kada je potrebno smanjiti lamelarnost i posti¢i
bolju ujedacenost u veli¢ini liposoma pripravljenih drugim metodama (7).
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Priprava liposoma postupcima dvofaznog dispergiranja fosfolipida

Priprema liposoma dispergiranjem fosfolipida izmedu dviju faza temelji se na
mijesanju (hidrataciji) fosfolipida otopljenih u organskom otapalu s vodenim medi-
jem, u kojem moze biti otopljen hidrofilni lijek. Pri tome se mogu rabiti: a) organska
otapala koja se mijeSaju s vodom, b) organska otapala koja sc ne mijesaju s vodom, s
ve¢im udjelom vodene faze te ¢) organska otapala koja se ne mijesaju s vodom, s
ve¢im udjelom organskog otapala u odnosu na vodenu fazu. Za razliku od postupaka
fizickog dispergiranja fosfolipida gdje se proces hidratacije fosfolipida dogada nakon
uklanjanja organskog otapala, kod postupaka dvofaznog dispergiranja fosfolipida,
organsko otapalo se uklanja nakon hidratacije. Osnovna nacela razlicitih metoda pri-
prave liposoma shematski su prikazane na slici 3.

Metodom etanolnog injiciranja, koju su izvorno razvili Batzri i Korn (9), lipo-
somi nastaju brzim injiciranjem etanolne otopine fosfolipida kroz tanku iglu u vodeni

REV (A} il
Gel {"cell-size™) LUV (B)

=)

S
Vakuum

Uparavanje

Ewalyl.
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. @9 Injiciranje
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Slika 3. Shematski prikaz razliitih postupaka priprave liposoma (6)
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medij uz neprekidno mijesanje. Metoda je veoma jednostavna, a formirani liposomi
su unilamelarni, SUV. No, ako se brzina injiciranja fosfolipidne otopine smanji, nas-
taju populacije nesto vecih liposoma koji morfoloski pripadaju skupini oligolamelarnih
vezikula (OLV). Glavna ograni¢enja te metode vezana su uz topljivost fosfolipida u
etanolu, te volumen etanola koji moze biti uveden u vodeni medij (maksimalno 7,5
vol. %), §to rezultira razrijedenim liposomskim suspenzijama.

Premda konceptualno sli¢na, metoda eternog injiciranja znacajno se razlikuje
od prethodne. Naime, radi se o polaganom injiciranju otopine fosfolipida u organskom
otapalu, koje se ne mijesa s vodom (eter), u vodenu fazu zagrijanu na temperaturu

koja osigurava isparavanje etera. Formirani liposomi su stabilni, a morfoloski unila-
melarni, LUV (4).

lako veoma jednostavne za pripravu, i etanolna i eterna metoda rezultiraju nis-
kim uklapanjem hidrofilnih lijekova. Takoder, obje metode obiljezava mali udio organ-
skog otapala u odnosu na udio vodene faze (4).

U trecoj skupini metoda priprave liposoma postupcima dispergiranja fosfolipida
izmedu dviju faza su one, u kojima je udio organskog otapala koje se ne mijesa s
vodom znacajno vedi od udjela vodene faze. Njih obiljezava formiranje VIU emulzija
dodatkom vode (vodene otopine lijeka) u uljnu fazu (otopinu fosfolipida u organskom
otapalu) te bi se stoga te metode mogle klasificirati i kao emulzijske. Osnovno nacelo
stvaranja liposoma emulzijskim postupcima prikazano je na slici 4. U prvoj fazi nas-
taje unutanji monosloj bududeg liposoma, a u drugoj se formira vanjski monosloj i
uklanja organsko otapalo. Liposomi koji pritom nastaju morfoloski se razlikuju ovi-
sno o specifi¢nostima pojedinog postupka (slika 3.).

Metodu priprave liposoma uparavanjem V/U emulzija (reverse phase evapo-
ration, REV) izvorno su razvili Szoka i Papahajopoulos za pripravu velikih unilame-
larnih liposoma (10). Temelji se na stvaranju V/U emulzije brzim injciranjem vodene

Stvaranje
unutamjeg
monosloja

Vodena otopina

Stvaranje
dvosloja

Slika 4. Osnovna nacela nastajanja liposoma emulzijskim metodoma {4)
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otopine u otopinu fosfolipida u organskom otapalu (uz soniciranje), te otparavanju
organskog otapala, pri ¢emu nastaje polucvrsti gel. U toj fazi (gel), monoslojevi fos-
folipida koji okruzuju vodene jezgre su medusobno veoma gusto pakirani i vjerojatno
ponegdje, oko nekih vezikula, ve¢ formiraju dvosloj. Intenzivnim mucékanjem gela
raspada se odredeni broj vodenih vezikula, a preostali monoslojevi oblazu intaktne
vezikule formirajudi fosfolipidne dvoslojeve ¢ime nastaje gusta suspenzija velikih uni-
lamelarnih liposoma (LUV-REV) promjera oko 500 nm. Da bi se osigurali vanjski
monoslojevi, barem 50 % vezikula se mora raspasti, tako da uklapanje hidrofilnih
lijekova moze iznosti maksimalno 50 % (4).

Utjecaj koncentracije fosfolipida na morfologiju liposoma priredenih tom meto-
dom je veoma vazan. LUV-REV se formiraju isklju¢ivo uz nize koncentracije fosfo-
lipida (6). Ako se za izradu liposoma REV metodom upotrebljavaju visoke koncen-
tracije fosfolipida, nastat ée multilamelarni liposomi s velikom srediSmjom vodenom
jezgrom (MLV-REV). Naime, suvisak fosfolipida u sustavu ée oko vodenih vezikula
stvoriti visestruke slojeve. U takvim okolnostima za konverziju gela u liposomsku sus-
penziju nije neophodan raspad 50 % vezikula kao za LUV-REV; budu¢i da se vanjski
fosfolipidni monosloj mozZe premiestiti iz jedne u drugu vezikulu. Tako nastali MLV-
REV liposomi imaju izrazito veliku vodenu jezgru okruzenu s desetak i vise gusto
pakiranih fosfolipidnih dvoslojeva (slika 5.). Da bi se izbjegao raspad odredenog broja
vodenih vezikula, moze se u poluévrsti gel dodati odredena koli¢ina vode. Time bi se
dodatno povecala uspjesnost uklapanja hidrofilnih lijekova (4). Maksimalno uklapanje
za hidrofilne lijekove moie iznositi 90 %, ali ako se ta vrijednost izrazi u masenim
omjerima (masa uklopljenog lijeka po masi fosfolipida) to je 50 % od uklapanja koje
se postize DRV postupkom (6).

Modifikacijom REV metode mogu se pripremiti stabilni plurilamelarni liposomi
(stable plurimalellar vesicles, SPLV). Postupak je specifitan po tome §to se, nakon pri-
preme V/U emulzije s ve¢om koncentracijom fosfolipida, organsko otapalo uklanja
suSenjem emulzije u struji dusika koje je pradeno soniciranjem na ultrazvu¢noj kupe-
lji. Pritom dolazi do redistribucije i izjednacavanja vodene faze i u njoj otopljenog
hidrofilnog lijeka izmedu svih dvoslojeva MLV-a.
Zbog toga se tim postupkom pripremljeni lipo-
somi morfoloski razlikuju od MLV-REV lipo-
soma (slika 5.). Naime, SPLV imaju malu vodenu
jezgru, a glavnina uklopljenog hidrofilnog lije-
ka je rasporedena u vodenim odjeljcima smje-
$tenim izmedu pojedinih dvoslojeva (4). Uspje-
$nost uklapanja hidrofilnih lijekova je oko 30
%, a ako se izrazi u masi uklopljenog lijeka po —=——
masi fosfolipida, tada je uklapanje u SPLV 10 ) — e »

; ] Slika 5. Muitilamelarne vezikule morfolaski
puta manje nego u MLV priredene DRV meto- razlititih odjeljaka i mjesta uklapanja
dom (0). hidrofilnag lijeka {4).
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Otito je, da se multilamelarni liposomi priredeni razli¢itim metodama morfo-
loski razlikuju. Medutim i distribucija uklopljenog lijeka unutar pojedinih vodenih
odjeljaka istog MLV-a moze varirati. Dok kod SPLV-a postoji jednoli¢na dispergiranost
lijeka izmedu svih odjeljaka, kod MLV-a pripravljenih film metodom glavnina uklop-
ljenog lijeka je u unutarnjim vodenim regijama, a u onima pripremljenim REV meto-
dom, lijek je iskljucivo u sredi$njoj vodenoj jezgri (slika 5.).

Metodom priprave visestrukih emulzija (multiple emulsion vesicles) nastaju
multivezikularni lipesomi (MVL). Postupak ukljucuje pripravu pocetne V/U emulzije
dispergiranjem vodene otopine lijeka u otopini fosfolipida u organskom otapalu, koja
se potom emulgira u vanjsku vodenu fazu stvarajudi pritom visestruku V/U/V emul-
ziju (slika 3.). Nakon uklanjanja organskog otapala u struji dusika, nastaju multi-
vezikularni liposomi s viSe vodenih odjeljaka unutar iste vezikule. Vodeni prostori
unutar jednog MVL-a nisu koncentri¢no razdijeljeni kao u MLV-u, ve¢ su odijeljeni
jednim zajednickim fosfolipidnim dvoslojem (slika 5.). MVL su prili¢no veliki,
1000-2000 nm (4), a uspjesnost uklapanja hidrofilnih lijekova je visoka (do 90 %).
Premda je postupak njihove priprave slozen, te zahtijeva primjenu odgovaraju¢ih
fosfolipida, valja istaknti da je metoda prilagodena za industrijsku proizvodnju (6).
Tim postupkom, teoretski, moglo bi se uklapati viSe razli¢itih lijekova u istu vezikulu
(MVL) pri ¢emu bi lijekovi bili medusobno odijeljeni po vodenim prostorima MVLI-a
(4), no koliko je to moguée provesti u praksi, ostaje upitno.

Priprava liposoma solubilizacijom fosfolipida

Stvaranje liposoma moze biti posredovano detergensima koji solubilizacijom
fosfolipida olaksavaju njihov kontakt s vodom. Pritom nastaju mije$ane micele (deter-
gens/fosfolipid) razlicite veli¢ine i svojstava ovisno o upotrebljenom detergensu i nje-
govoj koncentraciji. Ako se iz takvih sustava uklanjaju molekule detergensa, dijalizom
kroz polupropusnu membranu ili gel kromatografijom, mijesane micele postaju boga-
tije fosfolipidima. U trenutku kada koncentracija detergensa padne ispod kriti¢ne
micelarne koncentracije, fosfolipidi spontano formiraju stabilne, zatvorene lamelarne
tvorbe da bi se minimalizirale nezeljene interakcije hidrofobnih dijelova molekula
fosfolipida s vodom. Nastali liposomi su veliki unilamelarni (LUV). Postupak priprave
je relativno dugotrajan, ali je metoda prikladna za ugradnju lipofilnih supstancija i
proteina. Na taj nacin ¢esto se pripravljaju liposomi koji se u istraZivanjima koriste
kao modelne membrane (11, 12).

Liposomes as drug carriers: preparation methods
by Z. Vanié
Abstract

The key point to grasp in considering the manufacture of liposomes is that
phospholipid membranes form spontaneously as a result of unfavourable interactions
between phospholipids and water. Thus the emphasis in making liposomes is not
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towards assembling the membranes (which happens on its own accord), but towards
getting the membranes to form vesicles of the right size and structure, and to entrap
drugs with high efficiency and in such a way that they do not leak out of the liposome
once formed.

All methods of making liposomes involve three or four basic stages: drying down
of lipids from organic solvents, dispersion of the lipids in aqueous media, purification
of the resultant liposomes and analysis of the final product. The main difference
between the various methods of manufacture is in the way in which the membrane
components are dispersed in aqueous media, before being allowed to coalesce in the
form of bilayer sheets. The methods are classified according to threc basic modes of
dispersion: physical dispersion, two-phase dispersion and detergent solubilization.
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