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Sammanfattning

Introduktion: Ett lipiddubbelskikt och liposomer ar ett anvandbart modellsystem som
har olika dndamal. Denna mgjliggor undersokning av egenskaper och funktion av
cellmembran, med avseende pa lidkemedelstransport genom plasmamembran.
Egenskaper hos liposomerna bestims av lipidsammansattning, storlek och &aven
ytladdning. Stabilitet hos liposomerna ar avgorande vid bildning av lipiddubbelskikt.
Stabilare liposomer har mindre mdjlighet att sprickas och bilda lipiddubbelskikt. Den
vanligaste metoden vid bildning av lipiddubbelskikt ar att adsorbera liposomer pa en fast
yta. En platta av indiumtennoxid dr en Onskvird eftersom det onskas att gora ett
elektroaktivt lipiddubbelskikt. Det biologiska cellmembranet bestir av fosfolipider,
kolesterol, och dven Qio0. Eftersom Q10 dr en fettloslig molekyl, kommer Q10 att
inkorporeras i lipiddubbelskikt. P& grund av stabilitet som Qio ger till lipider och
liposomer, var inkorporering av Q10 en stor utmaning vid bildning av ett
lipiddubbelskikt.
Syfte: Syftet med denna studie ar att kunna utveckla en reproducerbar metod, som kan
anviandas for att bilda ett elektroaktivt cellmembran liknande lipiddubbelskikt pa
indiumtennoxid (ITO) ytor. Da manga konventionella likemedel ar joniska vid fysiologisk
pH, kommer detta experiment att mdgjliggora generering av ett elektroaktivt
lipiddubbelskikt pa ITO for att kunna karakterisera hur joniska lakemedel fordelar in sig i
lipidmembran.
Resultat frdn denna studie kommer dven att svara pa fragestillningarna:

e Kommer tillimpning av virme att frimja sprickning liposomerna och bilda ett

lipiddubbelskikt? Eller behover den kombineras med en annan metod?

e Hur kommer bildningen av lipiddubbelskikt att paverkas vid inkorporering av
Q10? Skulle man kunna fa ett defektfritt lipiddubbelskikt i nidrvaro av Q10?
Metod: Liposomerna forbereds med en blandning av anjoniska fosfolipider, neutrala
fosfolipider och Q10, HBS buffert anvindes i ndrvaro av kalciumjoner. Liposomerna
sonikerades for att fa unilamelldra liposomer. Virme tillimpades, och dven virme i
kombination med osmotisk tryck testades. Med hjalp en elektrokemisk cell med kopplade
elektroder, analyserades proverna med cyklisk voltammetry och elektrokemisk

impedansspektroskopi for att kunna identifiera lipidlagret pa indiumtennoxid yta.

Resultat, diskussion och slutsats: Negativ laddade fosfolipider i narvaro av
kalciumjoner kan framja bildningen av lipiddubbelskikt. Det var en stor utmaning att fa
ett fullstandigt lipiddubbelskikt vid inkorporering av Qi0. Aven om man far ett
ofullstindigt lipiddubbelskikt, skulle man &dndd kunna studera fordelningen av
lakemedelsmolekyler via cellmembranet. Resultaten fran denna studie kan etablera en ny
analysmetod for att kunna studera fordelningen av dessa substanser via membranet.
Likemedelsmolekyler som kan undersokas ar mycket vanliga, inklusive bl.a. NSAID som
t.ex. ibuprofen, diklofenak och naproxen. Att kunna forsta kinetiken bakom bildningen av
lipiddubbelskikt, och dven hur liposomer beter sig och hur péaverkas dess stabilitet, ar
avgorande vid bildningen av lipiddubbelskikt. Eftersom processen av bildningen av
lipiddubbelskikt var beroende av manga experimentella forhallanden, kan det vara en stor
utmaning att fa en reproducerbar metod dven om den har samma omstandigheter.

Nyckelord: Q10, liposomer, indiumtennoxid, lipiddubbellager.






1.Introduktion

Formulering av ett lipiddubbelskikt har undersokts omfattande under léngre tid [1,2], det
ar fortfarande ett aktivt forskningsomride. En stor utmaning att fa ett defektfritt
lipiddubbelskikt [2]. Ett lipiddubbelskikt och liposomer ar ett anvandbart modellsystem
som har olika dndamél som t.ex. att kunna studera egenskaper och funktion av
cellmembran, med avseende pa ldkemedelstransport och &dven leveransen av
lakemedelsmolekyler [3]. Ett lipiddubbelskikt bestar av ett lager av fosfolipider som
exponeras till en fast yta, det gjorts bl.a. pa guld, silver, silica, platina, och
indiumtennoxid (ITO) [3].

Liposomer ar sfariska slutna vesiklar, som bestar av en eller fler lager av fosfolipider. Nar
fosfolipider kommer i kontakt med vatten, bildas slutna vesiklar, som kan omge hydrofila
molekyler. Den poldra huvud av fosfolipider riktar sig mot hydrofila miljoer, medan den
hydrofoba svansen undviker kontakten med hydrofila miljoer. Likhet mellan liposomer
och plasmamembranet gav upphov till mojligheten att utveckla denna bildning av
lipidlager [2] (figur 1). Plasmamembran bestar av fosfolipider, kolesterol och Qi0, pa
samma sammansittning kan liposomerna bildas, som kan i sin tur spridas for att bilda
lipiddubbelskikt pa ytan [4].
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Figur 1. Omarbetad frén [1], A. En liposom B. En fosfolipid molekyl, C. Ett lipiddubbelskikt pa
indiumtennoxid yta (ITO), efter att liposomerna har spritt sig pa ytan. Ett lipiddubbelskikt och
liposomer ar ett anvindbart modellsystem som har olika dndamal som t.ex. att kunna studera
egenskaper av cellmembran, med avseende pa lakemedelstransport.

Egenskaper hos liposomerna bestims av lipidsammansattning, storlek och aven
ytladdning. Liposomerna klassificeras i unilamellira och multilamelldara liposomer. I
unilamelldra liposomer ar det ett enkelt dubbelskikt av fosfolipider. Nar de smaé
unilamellira liposomer bildas pa insida av de stora, bildas det som kallas multilamellara
liposomer [5] (figur 2). Unilamelldra liposomer ar anviandbara vid bildning av
fosfolipidmembran, bade liposomer och lipiddubbelskikt ar anvindbara och attraktiva
modellsystem for att kunna studera det biologiska cellmembranet [6]. Stabilitet pa
liposomerna ar avgorande vid bildning av lipiddubbelskikt, stabilare liposomer har
mindre mojlighet att sprickas och bilda lipiddubbelskikt [7]. Egenskaper hos ytan,
temperatur, lipidsammansittning och dven storleken pa liposomerna har betydelse vid
bildning av lipiddubbelskikt pa en yta [1,6].
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Figur 2. Omarbetad frén [5], unilamelldra liposomer bestir av ett enkelt fosfolipid dubbelskikt,
medan multilamelldra liposomer bestar nir de sméa unilamelldra liposomer bildas pa insida av de
stora. Den unilamellira liposomer ar anvindbar vid bildning av lipiddubbelskikt.

Olika blandningar av lipider som anvénds vid beredning av liposomerna ar huvudsakligen
viktigt for bildning av lipiddubbelskikt pa en fast yta. Neutrala fosfolipider som POPC
(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- fosfokolin) (figur 3) ar vanliga vid forberedelse av
liposomer. Negativ Laddade fosfolipider som POPS
(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine)  (figur 4) ger upphov till
modifierade liposomer med motsvarande laddning. Aven laddningen pa substratet som
anviands spelar en viktig roll vid adsorption av intakta liposomer. Positivt laddade
liposomer adsorberas till ett negativt laddade substrat och bildar ett lipiddubbelskikt
spontat. Neutrala liposomer kan adsorberas till ett negativt laddade substrat, men det
kravs tillimpning av ytterligare faktorer som kan stressa och spricka liposomer for att
bilda lipidlagret, medan negativa liposomer kommer inte ens att adsorberas till ytan [8].
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Figur 3. Omarbetat frdn [9], 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- fosfokolin (POPC), en neutral
fosfolipid.
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Figur 4. Omarbetat frdn [10], 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (POPS), en
negativt laddad fosfolipid.

Ett lipiddubbelskikt kan bildas med tre olika metoder, i tidigare studier bildades det med
Langmuir-Blodgett teknik [11], direfter bildades det med Solvent- assisted teknik [12].
Nufortiden dr det mest vanligast med en direkt adsorption av liposomer pa en fast yta
[1,3,6,8,13- 32]. Langmuir-Blodgett metod omfattas av ett hydrofilt substrat, som fors in i
en flytande blandning av fosfolipider. D4 binder lipidmolekyler till ytan, dar den hydrofila
delen av fosfolipider binder till ytan och den hydrofoba svansen sticker ut &t gasfasen.



Denna resulterar i en avsidttning av tva monolipidlager pa substratet. Nackdelen med
denna metod ar att lipidlagret har en begriansad stabilitet pa grund av den svaga
karaktaren hos de attraktiva, icke kovalenta interaktioner mellan lipider och ytan [11].

Den andra metoden, omfattar en avsattning av lipidlagret pa ett fast substrat, fran en
blandning av lipider i ett organiskt l16sningsmedel. Detta steg foljs av ett gradvist utbyte av
det organiska losningsmedlet med en vattenloslig buffert. Vid 6kning av vattenhalten i
blandningen kommer lipidmolekyler att undvika kontakt med buffert genom att samlas
och bilda liposomer. Utbytet av det organiska l6sningsmedlet med vattenhaltig buffert ar
framgangsrikt sitt att bilda lipiddubbelskikt, detta steg ar ganska tidskrdvande, & andra
sida, kraver denna metod mindre provberedning [12].

Den tredje metoden ar vanligast vid bildning av lipiddubbelskikt, denna omfattar av forst
beredning av liposomer med hjalp av fosfolipider som blandas i ett organiskt
l6sningsmedel. Dessa liposomer adsorberas péa ett substrat, detta steg foljs av en
sprickning av liposomerna for att bilda ett lipiddubbelskikt pad ytan. Liposomerna kan
sprickas spontant eller vid tillampning av olika parametrar for att kunna stressa
liposomerna och spricka dem [1,3,6,13-32]. Liposomerna kan bli stressade genom att
tillampa en osmotisk stress [6,26,33], eller tillampa viarme pa dem [6,22,23,25,30]. Man
kan dven modifiera liposomerna genom att anvidnda laddade fosfolipider [8,28,29].
Niarvarande av dikovelant joner i buffert har ocksd en betydelse vid bildning av
lipiddubbelskikt. Studier har visat att kalciumjoner kan frimja bildningen av lipid
dubbelskikt fran negativ laddade liposomer [3, 15-20]. Att tillimpa osmotisk stress kan
paverka stabilitet av liposomerna, och diarmed framja bildning av lipiddubbelskikt pa
ytan. Hogre saltkoncentration i 16sningen dn den inre koncentration i liposomerna har
béttre effekt pa sprickning av liposomerna [6].

Som det namnt tidigare att det biologiska cellmembranet bestar av fosfolipider och
kolesterol [4], det har visat ocksa att ubiginon (Q10) ar en viktig komponent i
cellmembranet hos eukaryota celler. Q10 ar en fettloslig molekyl (figur 5) som ar valkand
for elektron- och protonoverforing for omvandling av energi i mitokondrie [7,32]. Den har
en skyddande effekt for lipofila molekyler niar det kommer i kontakt med hydrofila miljoer
[32]. Q10 ar en kraftfull antioxidant, den skyddar lipider fran peroxidation och darmed en
skyddande effekt och stabiliserande funktion i det biologiska cellmembranet [7,31,32].
Nirvarande av Q10 okar packningen av lipider, vilken i sin tur 6kar densitet av lipider i
cellmembranet, savil kan den ocksa minska permeabilitet 6ver membranet [7,33]. Studier
har visat att bakterier 6kar utséndring av Q10 nir de utsatts for osmotisk stress for att
motverka det. Denna mekanism forklarar hur Q10 minskar permeabilitet Over
cellmembranet [33]. Att inkludera Qio i ett lipiddubbelskikt, gor ocksd att
lipiddubbelskiktet blir elektroaktivt, da underlittar det att undersokningen via
elektrokemiska analysmetoder.

Figur 5. Omarbetad frén [34] Visar strukturen av Q10, den langa kolkedjen som ger lipofilicitet
egenskaper for Q10, detta underlattar att Q10 inkorporeras i lipiddubbelskikt

Att kunna bilda lipiddubbelskikt pa SiO,, fran POPC lipider, ar relativt 1att, forutsattning
under de fysiologiska forhallanden, temperatur ~20 C°, buffert med pH ~7 och
NaCl-koncentration ~150 mM [1,6,16]. Men eftersom ytor fran silica leder inte strom sa
blir indiumtennoxid en 6nskviard att anviandas vid bindning av lipid dubbelskikt. Detta pa



grund av egenskaperna hos ytan, tex. lipofilicitet och konduktivitet. Det ar dessutom ett
lovande material for att kunna direkt bilda ett lipiddubbelskikt frén liposomer [1,3]. Den
enda nackdelen med ITO ar att ytan ar striav och inte jaimt och slit, vilken blir en
utmaning att fa ett fullstindigt och jamnt lipidlager [1].

Indiumtennoxid ar som en ledande transparent film, detta majliggor karakterisering med
optiska analysmetoder och dven med elektrokemiska metoder. Cyklisk voltammetry &r en
av de elektrokemiska metoder som anviands for att identifiera bildningen av lipid
dubbelskikt pa indiumtennoxid. I cyklisk voltammetry &dndras potential med ett valt
intervall pa arbetselektroden i smé steg. Potentialen skannas sedan i motsatt riktning tills
det nar det potentialen dir skanningen borjade med. Processen upprepas flera génger,
minst i tre génger. Signaler fran cyklisk voltammetry omfattas av tva toppar for den
elektroaktiva molekylen i provet. En oxidationstopp nar potentialen skannas mot positiva
sidan. Medan reduktionstopp nidr potentialen skannas mot den negativa sidan. Bland
andra faktorer ar toppens hojd proportionell mot koncentrationen av analyten savil som
den tillgdngliga ytan pa elektroden [35]. Nar lipiddubbelskikt bildas pa ytan blockerar det
elektronoverforing och ger darigenom ett lagre oxidation- eller reduktionstopp [3].

En annan elektrokemisk analys &ar elektrokemisk impedansspektroskopi, det ar en
kraftfull metod for att studera elektrokemiska egenskaper hos en ledande elektrod. Den
mater resistans mot elektronoverforing via ytan, teoretisk okar resistens vid formulering
av ett lipiddubbelskikt [35]. Ett vanligt sitt att presentera resultaten fran EIS ar att bygga
en "Nyquist-plot”, dir den icke verkliga delen av impedansen plottas mot den verkliga
delen av impedansen, diar olika frekvenser mitts. Kurvan &ar representativ for en
ekvivalent krets som beskriver granssnittet mellan elektrod och 16sningen. Kurvan
representeras som en halvcirkel som motsvarar ett motstdnd mot 6verforing av elektroner
via ytan. Impedansen forviantas vara lagt for en yta som inte ar isolerat, och mycket hogt
for en yta som ar helt isolerat med lipiddubbelskikt [35].

Vi kommer att inkorporera Q10, for att gora ett elektroaktivt lipiddubbelskikt, detta ger
mojligheten att undersoka overforing av joner och laddade molekyler via membranet. Pa
grund av sin lipofilicitet kommer Q10 att lokalisera sig i den hydrofoba delen i lipid
dubbelskikt [31]. P4 grund av stabilitet som Q10 ger till lipider och liposomer [31],
kommer inkorporering av Q10 vara en stor utmaning vid bildning av lipiddubbelskikt. Det
ar darfor kan det vara aktuellt att anvianda ferrocen istillet for Q10. Ferrocen kan gora
lipiddubbelskikt elektroaktivt, men problemet med ferrocen &r att den inte finns i det
biologiska cellmembranet.

I framtida forskning kan fordelningskoefficienten for de 6verférda jonerna bestimmas.
Eftersom det ar flera 1ikemedel med utbredd anvindning blir laddade vid fysiologiskt pH,
méaste man utveckla en metod for att kunna studera fordelningen via membranet.
Lakemedelsmolekyler som ska undersokas ar mycket vanliga, inklusive bl.a. NSAID som t
ex. ibuprofen, diklofenak och naproxen. Resultaten fran detta projekt kommer att
etablera en ny analysmetod for att kunna studera fordelningen av dessa substanser via
membranet.

2.Syfte

Syftet med denna studie ar att kunna utveckla en reproducerbar metod, som kan
anviandas for att bilda en elektroaktivt cellmembran liknande lipiddubbelskikt pa
indiumtennoxid (ITO) ytor. D4 manga konventionella lakemedel ar joniska vid fysiologisk
pH, kommer detta experiment att mojliggora generering av ett elektroaktivt
lipiddubbelskikt pa ITO for att kunna karakterisera hur joniska lakemedel fordelar in sig i
lipidmembran.
Resultat frdn denna studie kommer dven att svara pa fragestiallningarna:

e Kommer tillimpning av virme att frimja sprickning liposomerna och bilda ett

lipiddubbelskikt? Eller behover den kombineras med en annan metod?



e Hur kommer bildningen av lipiddubbelskikt att paverkas vid inkorporering av
Q10? Skulle man kunna fa ett defektfritt lipiddubbelskikt i narvaro av Q10?

3.Metod och material

3.1.Kemikalier och utrustning

POPC, POPS, 1 mg /ml Ubiginon (Q10), kloroform, HBS buffert (200 mM NaCl i 10 mM
HEPES), pH= 7.4, sodium dodecyl sulfat (SDS), milliQ vatten (MQ), 10 mM K,Fe (CN),, 4
mM CaCl,, etanol och avjoniserat vatten. Rundkolv med lock, kolvring, en liten spatel,
engangspipetter, kviavgas, behallare med klammare, pincett, provror, en arbetselektrod av
indiumtennoxid platta, referenselektrod Ag/AgCL, motelektrod av palatinum, en cell som
ar anpassad for att koppla elektroder, en biagare, en varmeplatta med termometer/ugn, en
vag, vakuumugn (Lab-line, Squaroid, Gothenburg, Sweden), provrorsskak, Soniprep 150
MSE, England, UV/Ozon Pro Cleaner (BioForce Nanosciences, USA), centrifugering
(BioFuge Pico, Tyskland), NanoTrac Wave (Dynamic light scattering, Microtrac,
Tyskland), och Ivium (CompactStat fran Ivium Technologies (Nederlanderna) for cyklisk
voltametry (CV) och electrochemical impedance spectroscopy (EIS). (For fullstandiga
kemikalier som anvands for de andra experiment, avsnitt 3.2.2).

3.2. Metod

3.2.1. Rengoring av utrustning

All utrustning tviattades med avjoniserat vatten och etanol for att sedan lufttorkas.
Indiumtennoxid plattan lades i SDS i 30 minuter, plattan togs sedan med en pincett och
sedan skoljdes den med MQ, darefter torkades den med kvivgas och sedan i UV/Ozon
apparaten i 20 minuter.

3.2.2. Forberedelse av liposomer

Liposomerna forbereds med olika sammansattningar, for att kunna komma fram till
vilket experiment som ger upphov till bildning av lipiddubbelskikt. Olika komponenter
testades t.ex. POPC med Q10 och aven POPC utan Q10, POPC med ferrocen, eller POPC
och POPS med Q10. Olika losningar av buffert testades ocksa t.ex. HEPES (2 mM CaCl2 i
10 mM HEPES) som var fardigt i laborationen, men det innehaller 4-(hydroxyethyl)
piperazin-1-ethan-sulfonic acid), pH=7.4, kalium fosfatbuffert med KCI (150 mM KCli 10
mM KH2PO4/K2HPO4), pH=7.4 testades ocksi. Aven 50 mM NaF 16sning, pH=7.8
testades vid vissa experiment, samt HBS buffert (200 mM NaCl i 10 mM HEPES) anviands
vid nagra experiment. For experiment av kombination av virme med osmotisk tryck
anvindes 1 M CaCl2 i NaCl.

Den foreslagna metoden som ar mest lamplig for att kunna fa lipiddubbelskikt pa ITO
ytan kan beskrivas som foljande, de onskade komponenter vagdes upp i en rundkolv, ~2
mg fosfolipider (88% POPC, 10 % POPS, och 2% Q10. Sedan lostes de upp med négra
droppar av kloroform. Kloroform avlagsnades med hjialp av kvivgas, ett vattenbad
anvandes for att paskynda processen. Provet lamnades i vakuumugn over natten, for att
avlagsna resten av losningsmedlet. 2 ml av HBS halldes i till provet for att suspendera
liposomerna i buffert (firdig koncentration 1 mg/ml), provet skakades med hjilp av ett
provrorsskak, det siags grumligt ut. Provet sonikerades med hjidlp av ultraljud i 60
minuter eller tills det sgs genomskinligt ut. Ett kallt vattenbad/ isbad anvandes for att
forhindra varmeutveckling. Provet centrifugerades i 10 minuter med 13 000 varv/min for
att avldgsna rester av sonicator spets. Storleken av liposomerna karaktiriserades med
hjalp av DLS (Dynamic light scattering) for att se partikelstorleksfordelning. Storleken pa
liposomer som erhoélls var runt 25 nm. Denna underlittar att spricka liposomerna littare.
Oavsett vilket experiment som utfordes, eller med vilka komponenter som anviandes, var
sonikering, centrifugering, DLS och montering av elektroder samma for alla experiment.

3.2.3. Montering av elektroder och analytiska metoder
En ren och torr ITO platta sattes i cellen (den hydrofoba sidan uppat, en voltameter
anvandes, for att bekrifta placeringen), arbetselektorden kopplades till det. Motelektrod



kopplades till platinum traden, och referenselektrod kopplades till Ag/AgCl. En behallare
som ar lamplig for elektrokemiska matningar kan anvands.

Cellen fylldes med en losning av K,Fe (CN),, cyklisk voltammetry (CV) och elektrokemisk
impedansspektroskopi analys (EIS) kordes for att se hur kommer signaler att se ut av
Indiumtennoxid platta (utan liposomer och utan lipid dubbelskikt).

En ren och torr cell med en ren och torr ITO platta fylldes pA med de sonikerade
liposomerna. Den lamnades for 30 minuter i rumstemperatur for att mojliggora
liposomerna binda till ytan. CV och EIS analys kordes for att se hur kommer signaler att
se ut av ITO platta med adsorberade liposomer. Provet med adsorberade liposomer
viarmdes upp till 60 C-i 60 minuter. CV och EIS analys genomfordes och jamfordes med
med tidigare analyser for att se om lipiddubbelskikt bildas eller inte.

4.Resultat och diskussion

Den framgangsrika bildningen av ett lipiddubbelskikt via adsorption metod sker i tva
steg, denna teknik beror pa méanga faktorer inklusive typen av fosfolipid som anvinds,
temperaturen, och egenskaper av ytan, buffert och dven saltkoncentration har betydelse
[16]. I det forsta steget behover liposomerna adsorberas till ytan, nar en kritisk tackning
néas, spricker liposomerna [13,14,16]. Denna adsorption kan vara irreversibel eller kan
dven vara reversibel [14]. Nar den kritiska tdckningen nés, da f6ljs den av det nésta steget,
dar liposomerna spricker [13,14,16]. Om adsorption ar for svagt, kommer liposomerna
inte kunna sprickas [16]. Nar liposomerna spricker, kommer det att bilda antingen ett
fullstandigt lipiddubbelskikt eller ett ofullstindigt lipiddubbelskikt [14]. Vid ofullstindig
bildning av lipiddubbelskikt, ger den oregelbundna flackar av lipiddubbelskikt pa ytan

[13].

Liposomerna kan adsorberas direkt till ytan om det finns tillrackliga attraktiva
interaktioner mellan vesikel och ytan. Nar vesiklarna narmar sig till ytan, deformeras och
borjar ta en annan form som ar mer plattat. P4 det sittet stressas liposomerna och
lipidlagret bildas [16]. Lipiddubbelskikt bildas bara nira de spruckna liposomerna [13].
Interaktionsenergi mellan liposomer och ytan dr summan av den attraktiva Van der
Waals och dubbellager krafter. Dessa krafter kan vara antingen attraktiva eller repulsiva
beroende pa koncentrationen av salter i 16sningen [16]. Det finns dven vixelverkan mellan
liposomerna och ytan, det som kallas hydratiseringskrafter. De ar oftas repulsiva och
ingar vid sidan av Van der Waals krafter [16]. Interaktioner mellan vesikel och ytan ar
avgorande for att kunna forsté kinetiken bakom bildning av lipid dubbellager pa ITO ytan,
och hur kommer temperaturen, saltkoncentration i l6sningen, egenskaper av yta, och
jonstyrka av buffert och andra experimentella parametrar att paverka bildningen av
lipidlagret.

Nir potentialen okar vid CV analys mot den positiva héllet sker en oxidation av
kaliumferrocyanid K,Fe (CN), (K,Fe (CN)*/K,Fe (CN); ), via arbetselektroden. Detta
leder till en Okning i strommen. Ju hogre strom desto storre tillgdnglig ytan pa
arbetselektroden som mgjliggora elektronoverforing. Strommen beror ocksd pa
koncentration eller méngd kaliumferrocyanid K,Fe (CN), som finns i provet [35].

Resultaten fran olika experiment visas nedan, olika experiment har olika omstandigheter,
men vid jamforelse har dem samma omstiandigheter, om inget annat anges. Det ar framst
resultat fran cyclic voltammetry (CV) som visas, eftersom resultaten fran electrochemical
impedansspektroskopi analys (EIS), inte var sa lovande att redovisa for alla experiment.
Detta kan bero pa att EIS analys tog langre tid med jamfort med CV, detta kan leda till att
liposomerna inte kan sitta stilla under langre tid efter att den bundit till ytan [27]. Nagra
resultat fran EIS visas for att kunna jamfora det med EIS resultat fran provet som visat ett
tdckande ITO ytan med lipider.

Potentialintervall pa CV var fran (-0.4 — 0— 1.2) V. Skanningen kordes i tre cyklar, 50
mV skannas per sekund. I EIS var frekvensintervall mellan 1 mHz to 100 kHz.



Niar skanningen av potentialer fortsdtter genom ett visst intervall, strommen nar den
maximala toppen for oxidation. I denna punkt kommer elektronoverforing att begransas.
Detta leder till i en minskning av strommen. Eftersom skanning av potentialerna
fortsiatter mot den positiva héllet, kommer en jamvikt nas, dar ytterligare okningar av
potentialen inte langre har ndgon effekt pa strommen. Skanningen borjar sedan mot den
negativa sidan, dar sker en reduktion av provet. Skanningen fortsatter tills den angivna
potentialen nar det viarde dir den oxiderade provet som finns kvar kommer att reduceras
om [36]. Nar liposomer binder till ITO ytan, eller nir de spricker och lipidlagret bildas,
kommer dem att blockera ITO ytan och begransar elektronoverforing for K,Fe (CN);, som
finns i provet. D& kan vi se en minskning i strommen eftersom den tillgingliga ytan har
minskats [3].

4.1. Resultat pa ITO ytan utan liposomer, med liposomer, och med ett
lipiddubbelskikt

Resultaten fran figur 6 visas frén elektronoverforing fran kaliumferrocyanid K,Fe (CN),
via ITO ytan, dar CV analysen visar att det gav en strom pa 150 pA, och resistansen vid
EIS analysen vid ungefar 3 kohm.
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Figur 6. A ar resultat frdn CV pé ITO platta, visar en hog oxidations topp vid 150 A, en hog strém
tyder pa att det finns ingen resistens mot elektronoéverforing. B ar resultat frdn EIS fran samma
prov visar ingen stor resistens, annars skulle det vara en halvcirkel liknande form vid hogre
resistans pa ytan.

CV analys (figur 6) visar en hog oxidations topp vid 150 YA, en hog strom tyder pa att det
finns ingen resistens mot elektronéverforing, det vill sdga att att ytan inte ar isolerade
med liposomer eller lipidlagret [3]. Denna var forvintad eftersom i provet fanns bara
kaliumferrocyanid. Resultat fran EIS (figur 6) var ocksa forviantad eftersom det finns
ingen resistens, annars skulle det vara en halvcirkel liknande form vid hogre resistans>
400 kohm nér ytan ar helt isolerade [32]. Vid exponering av liposomerna till ITO ytan
(figur 7), adsorberas dem till ytan, detta kan forklara 6kningen i resistens vid EIS analys
jamfort med EIS fran figur 6, det vill sdga att det har blivit en viss tackning av ytan via



liposomerna, vilken isolerar ytan delvis [35]. Medan CV analys visar den maximala
toppen vid 150 pA, det vill siga att den gav samma strom som figur 6 gav (som inte
exponeras ens till liposomerna). Anledningen till att det inte har blivit ndgon minskning i
strommen trots att en delvis tackning av ytan, kan vara pa grund av narvarande av syre i
provet som genomfor redox interaktion [32]. Det kan dven bero pa att vi borjade med att
kora EIS i denna experiment, sedan korde vi CV, och som det namnt tidigare att
liposomerna sitter inte stilla pa ytan under langre tid [27].

Provet nedan (figur 7) innehaller endast POPC i NaF losning, inget annat tillampades, det
vill sdga bara liposomer som blev har bundit till ITO ytan. CV analysen visar att det gav en
strom pa 150 PA, och resistansen vid EIS analysen vid ungefar 6 kohm.

= Result

n

o

o
m

f:_ -0.0
=
g
E 0.5
(5]
1.0
T T T T
0.0 02 04 0.6
E Volt
L blank
20_]
15_]
10_]
A 5
0_]|
T T T T T
0 5 10 15 20
>

Figur 7. A ar resultat fran CV pa ITO yta med adsorberade liposomer. Liposomerna har bundit
svagt, det blir ingen isolering pa ytan eftersom strommen &r ganska hogt. B visar resultat fran EIS
frdn samma prov, en resistens pa ungefar 6 kohm kan tyda pa en liten tackning av ytan med
liposomerna.

Vid exponering av ITO ytan till liposomer, och inget annat tillampades, kunde
liposomerna adsorberas till ITO ytan utan att sprickas, vi kan inte sdga att
lipiddubbelskikt bildades eftersom bildning av lipiddubbelskikt frd POPC lipider sker i
rumstemperatur hos vissa ytor som silica men inte hos ITO [6,22]. Vi kan séga att en viss
tdckning har skett. Detta kan forstarkas med resultat fran EIS, en resistens pa ungefir 6
kohm ar storre jamfort med EIS fran figur 7, dar resistensen ar vid ungefar 3 kohm.
Resultaten fran CV (figur 7) forstarker inte detta, eftersom provet gav en strom pa 150 A,
vilken ar lika mycket fran provet fran tidigare experiment (figur 6), detta kan beror pa att
liposomerna har bundit svagt till ytan [16], och d& blir det ingen motstand for elektroner
att 6verforas via ITO ytan eftersom ytan ir inte isolerad.

Resistansen vid EIS analysen fran prov nedan ar ungefar vid 400 kohm (figur 8), detta
prov innehaller POPC i NaF 16sning, virme 60 C- tillampades i detta prov. CV analysen
kunde inte redovisas eftersom filen inte var sparat, men ett annat experiment som
innehaller POPC i HEPES buffert kommer att redovisas istallet.
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Figur 8. A visar CV analys, en strom pd 30 pA, detta tyder pé en isolering pa ITO yta, virme har
bidragit med att bilda lipiddubbelskikt. B visar EIS analys som visar bildning av lipid dubbelskikt
pa ITO plattan, dar har vi en hog resistens pa 400 kohm.

Vid exponering av ITO ytan till liposomer, och efter uppvarmning av provet i 60 C-,
sprack liposomerna, och lipiddubbelskikt bildades. Det kan vi se fran EIS resultat (figur
8). Resultaten ir inte optimalt eftersom det finns ingen forklaring till varfor dessa tre
punkter avviker frdn andra. Vi kan dock se en tickning och isolering av ITO ytan,
eftersom resistansen ar vid 400 kohm [32,35]. CV analysen tyder pa en isolering av ITO
ytan, eftersom provet gav en strom pd 30 pA. Bildning av lipiddubbelskikt fra POPC
lipider sker i rumstemperatur hos vissa ytor [6,22], vid 1aga temperatur 6kar den kritiska
koncentration av liposomer som behovs for att kunna na den kritiska tackningen [22,30].

Darfor kommer varme 6ver fasovergidng temperatur att kunna fa liposomer adsorberas pa
ITO ytan och bilda en lipiddubbelskikt [30].

4.2. Effekten av virme
Provet innehaller en blandning av POPC och ferrocen i HEPES buffert. Vid
rumstemperatur gav provet hogre strom pa 100 pA, medan vid tillampning av virme péa
60 C- gav den lagre strom pa 60 pA (figur 9).
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Figur 9. A ir frdn CV analys for ett prov i rumstemperatur, B visar CV analys frdn samma prov med
tillampning av viarme. En lagre strom frdn 60 pA jamfort med 100 pA kan tyda pa att virme har
bidragit med att isolera ITO ytan med lipiddubbelskikt.

Resultaten som visas i figur 9, dir sker en minskning i strommen fran 100 pA till 60 pA,
vilken tyder pa att ITO ytan isolerades med lipid dubbelskikt. Detta innebar att motstand
har o6kat mot elektronoverforing fran provet [3]. Detta stimmer 6verens med resultat fran
figur 8, som visar att virme har bidragit med att bilda ett lipiddubbelskikt pa ITO ytan.
Detta kan bero pa att viarme oOver fasovergang temperatur, minskar den kritiska
koncentration som behovs for bildningen av lipiddubbelskikt. Denna underlattar att fa
liposomer adsorberas pa ITO ytan och bilda en lipiddubbelskikt [30].

4.3. Effekten av kombination av virme med andra parametrar

Provet nedan innehéller en blandning av POPC, Q10 i NaF losning. Vid kombination av
varme med osmotisk stress, gav det hogre strom pa 250 pA, jamfort med samma prov
utan kombination med virme som gav lagre strom pa 50 pA (figur 10).
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Figur 10. A visar CV analysen fran ett prov med héga saltkoncentrationer (osmotisk stress) i
rumstemperatur, har strom pa 50 pA, B visar CV analys fran samma prov, fast i kombination med
varme har strom péa 250 pA. Detta tyder pa att kombination av virme med osmotisk stress har inte
bidragit med bildning av lipiddubbelskikt pa ITO ytan.

Studier har visat att en hog saltkoncentration i l6sningen frimjar bildningen av
lipiddubbelskikt, eftersom interaktioner mellan liposomer och ytan blir mer attraktiva
[6,17,26]. Detta forklarar den laga oxidations topp pa 50 pA (figur 10) vid anvindning av 1
M NaCl i provet. Anledningen till att interaktioner blir mer attraktiva ar att det blir inget
stor koncentrationsgradient mellan 16sningen och dubbellagret av joner som finns runt
liposomer och ITO ytan. Detta leder till att det osmotiska trycket minskas, det blir inget
flode av losningen i riktningen mot det hoga koncentrationer av joner som finns mellan
liposomer och ITO ytan. Nar flodet av 16sningen forblir mellan ITO ytan och liposomer,
minskar dd de repulsiva krafterna. Detta forstirks med DLVO-teorin, dar hogre
saltkoncentration i losningen ger inte upphov till koncentrationsgradient mellan
losningen och det elektriska dubbellagret. Detta leder inte till ett 6kad flode av 16sningen
mot den hoga koncentrationen det vill sdga det elektriska dubbellagret. Denna i sin tur
minskar de repulsiva krafterna mellan tva partiklar. Vid laga saltkoncentration leder det
till en koncentrationsgradient mellan losningen och det elektriska dubbellagret. Denna
leder till ett okat flode av 16sningen mot det hoga koncentrationen, det vill siga mot det
elektriska dubbellagret, vilken 6kar de repulsiva krafterna mellan partiklar [16].

Nir viarme tillimpades sedan pa samma prov, gav provet hogre strom pa 250 pA (figur
10B), detta tyder pa att isoleringen av ITO har blivit simre jamfért med provet med
endast osmotisk stress. Anledningen kan vara att liposomer sitter inte orérliga pa ytan
under liangre tid, de kan flytta fran ett stille till ett annat pa ytan [27]. Det kan ge en
forklaring till varfor blev det samre isolering vid kombination av virme med osmotisk
stress, eftersom detta experiment tog ganska mycket langre tid jamfort med de andra
experimenten. Lipiddubbelskikt kan &dven bildas utan salttillsats, om liposomerna ar
ganska smé [25,29], eftersom mindre liposomer spricker snabbare jamfort med storre
liposomer [23, 24].

4.4. Effekten av buffert

Proverna nedan har samma omstindigheter, det vill siga, samma lipidsammansattning,
och samma temperatur, de innehaller POPC och Q10, men de ar férberedas med olika
l6sningar av buffert. Provet med NaF 16sning gav den hogsta strom pa 400 pA, sedan gav
HEPES buffert den nést hogsta strom pa 200 pA. fosfatbuffert med KCl gav strom vid 100
pA, medan provet med HBS buffert gav den lagsta strom pa 70 pA ( figur 11).
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Figur 11. A. visar CV analys fran ett prov som innehaller NaF l6sning, har en strém pa 400 p. B.
visar CV analys fran ett prov som innehéller HBS buffert, har en strém pa 70 pA. C. visar CV analys
fran ett prov som innehaller HEPES buffert, har en strom pa 200 pA. D. visar CV analys fran ett
prov som innehaller fosfatbuffert med KCl, har en strém pa 100 pA. HBS buffert har bidragit mest
med att bilda ett lipiddubbelskikt pa ITO, denna beror pa att den hade den hogsta jonstyrka
jamfort med andra l6sningar.

Vixelverkan mellan liposomerna och ITO ytan beror pa jonstyrka av buffert, darfor ar
jonstyrka ar avgorande vid valet av buffert [16]. Studier har visat att lipiddubbelskikt
bildades under lingre tid nar fosfatbuffert med KCI anvindes, jaimfort med en buffert som
innehéller NaCl [18]. Det har visat ocksd att vid hoga saltkoncentrationer for val
hydratiserade joner som Na*, minskar hydratiseringskrafter, vilken i sin tur minskar den
repulsiva krafter mellan liposomer och ITO yta [16,18]. Detta stimmer Overens med
resultaten som visas i figur 11, provet med HBS buffert visade den ldgsta strommen, da
den innehaller 200 mM NaCl, jamfért med provet med 50 mM NaF l6sning. Provet med
HEPES buffert visade en hogre strom jamfort med HBS och fosfatbuffert med KCI
eftersom det innehaller endast 2 mM CaCl,. Varfor provet med HEPES buffert visade en
lagre strom an provet med NaF trots att den har en lagre jonstyrka, kan beror pa att
manga experimentella forhallanden. Det kan bero pd méngden K,Fe (CN), som kan vara
olika vid varje experiment, eftersom vi var inte noga med det nar vi flyttade en liten
mangd fran liposomer och ersatte med K,Fe (CN),. Detta kommer att paverka strommen
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vid CV analys eftersom det beror pd koncentrationen av K,Fe (CN),. Det kan ocksa bero
pa att vi rakade rora ITO yta med referenselektroden vid monteringen av elektroder,
vilken kan stora adsorption av liposomerna pa ytan.

4.5. Effekten av lipidsammansattning

Proverna nedan har olika sammansattning av lipider, antingen endast POPC (som ar
oladdad, figur 3) och Q10 i HBS buffert, eller POPC, POPS (som ar negativt laddad, figur
4) och Q10 i HBS buffert, for att fa negativ laddade liposomer. Provet med POPC, POPS

och Q10 gav en lagre strom vid 30 pA, jamfort med provet med endast POPC och Q10 som
gav strom vid 80 pA (figur 12).
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Figur 12. A CV analys fran provet som innehaller POPC och Q10 i HBS buffert, har en strom pa 8o
PA. B visar CV analys fran provet som innehaller POPC, POPS och Q10 i HBS buffert, har en strom
pa 30 pA. Detta tyder pa att POPS har bidragit med att bilda ett lipiddubbelskikt pa ITO ytan.

En blandning av POPC och POPS lipider i HBS buffert frimjade bildningen av
lipiddubbelskikt pd ITO ytan. Detta kan jamforas med provet med POPC i HBS, dar
strommen minskades fran 70 pA till 30 pA, vilken tyder pa en isolering av ITO (figur 12).
Negativ laddade fosfolipider som POPS (figur 4) underldttar bildningen av lipid
dubbelskikt i nirvaro av kalciumjoner [3]. Eftersom ITO yta som anvindes under dessa
experiment dr partiell negativ laddad, si& kommer de positiva kalciumjonerna att
underldtta adsorption av liposomer pa ITO yta [3,15]. Narvaro av kalciumjoner har en
stor inverkan pa den kritiska tickningen av liposomer pa ITO yta [19]. Det resulterar dven
en snabbare kinetik nar det giller bildningen av lipiddubbelskikt [21]. Detta stimmer
overens med experiment som visas i figur 13, diar provet som innehaller kalciumjoner gav
en lagre strom pa 100 pA, jaimfort med den andra provet som inte innehaller
kalciumjoner som gav en strom pa 170 pA.
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4.6. Effekten av kalciumjoner

Proverna nedan innehaller POPC och Q10 i fosfatbuffert med KCl, en av de innehaller
Ca**, medan den andra innehaller inga joner. Provet som innehaller Ca** gav en lagre
strom vid 100 pA, medan det andra provet innehaller inga Ca**, gav hogre strom vid
ungefar 170 pA (figur 13).
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Figur 13. A visar CV analys frén ett prov som innehaller kalciumjoner, har strém pa 100 pA. B visar
CV analys fran provet som inte innehéller kalciumjoner, har en strom pa 150 pA, detta tyder péa att
kalciumjoner har bidragit med att bilda lipiddubbelskikt pa ITO yta, genom att bilda joniska
krafter med ITO ytan som ar partiell negativ laddad..

Eftersom ITO yta som anvindes under dessa experiment ar partiell negativ laddad, sa
kommer de positiva kalciumjonerna att underlatta adsorption av liposomer pa ITO yta
[3,15]. Narvaro av kalciumjoner har en stor inverkan pa den kritiska tdckning av
liposomer pa ITO yta [19], och dven resulterar en snabbare kinetik nar det giller
bildningen av lipiddubbelskikt [21].

4.7. Effekten av Q10

Proverna nedan har olika innehall, antingen endast POPC i HEPES buffert, POPC och Q10
i HEPES buffert eller POPC och ferrocen i HEPES buffert. Provet med Q10 gav den hogsta
strom vid 200 pA. En ldgre strom vid 60 pA fran provet som innehéller ferrocen, medan
provet som varken innehéller Q10 eller ferrocen gav den lagsta strom vid ungefar 30 pA
(figur 14).
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Figur 14. A. CV analys fran provet som innehéller Q10, har en strém pé 200 pA. B.CV analys fran
provet som innehaller varken Q10 eller ferrocen, har en strom pa 30 pA. C. CV analys fran provet
som innehéller ferrocen, har en strém pa 60 pA. Detta tyder pa att Q10 ger stabilitet for lipider och
liposomer vilken blir det svarare att bilda ett lipiddubbelskikt med nirvaro av Q10.

CV analysen fran provet som innehéller Q10 (figur 14A) visar en strom pa 200 pA, medan
provet som inte innehaller Q10 (figur 14B), har en strom pa 30 pA, vilken tyder pa att
provet som inte innehaller Q10 har battre isolering av ITO yta. Det sista provet innehéller
ingen Q10 (figur 14C), daremot innehaller det ferrocen, det har visat en strom pa 60 UA,
vilken kan tyda pa en bittre isolering jamfort med provet som innehéller Q10. Detta
staimmer Overens med teorin som sager att Q10 Okar stabilitet, viskositet och densitet for
fosfolipider vid inkorporering av Q10, och da blir lipiderna mer kompakta [7,31,32]. I sin
tur blir liposomerna mer stabila och blir svarare att stressa dem med osmotisk stress. Q10
ger skydd mot osmotis stress [7,33], genom att minska permeabiliteten 6ver liposomerna
[33]. Detta ger en forklaring till varfor lipidlagret inte bildades vid anvandning av ldga
saltkoncentrationer (CV analysen visas inte i denna rapport). Tanken var att fa
liposomerna att svilla upp nir det osmotiska trycket 6kar. Da gar 10sning i riktningen mot
den hoga koncentrationen, det vill sdga péd insidan av liposomer, men pa grund av Q10,
har permeabiliteten minskats via liposomer [33]. A andra sidan, vid liga
saltkoncentrationer och pa grund av en skillnad i koncentrationsgradient mellan
l6sningen och det elektriska dubbellager (dubbellager av joner som finns runt liposomer
och ITO yta), kommer den repulsiva krafter att 6ka mellan liposomerna och ITO yta, i sa
fall forblir bildningen av lipid dubbellager [16].
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4.8. Resultat pa ett lipiddubbelskikt (ofullstandigt)

CV analys fran detta prov gav en strom vid 30 pA, EIS analys frdn samma prov visar en
resistent mot elektrondverforing vid 30 kohm. Detta prov inneholl POPC, POPS och Q10 i
HBS buffert (figur 15).
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Figur 15. A ar frdn CV analys och visar strom pa 30 pA, detta tyder pé en isolering av ITO yta med

lipiddubbelskikt, B visar resultat frin EIS analys frin samma prov, en resistens pid 30 kohm kan
tyda pa en delvis tdckt yta eller pa bildning av ett ofullstandigt lipiddubbelskikt.

Vid inkorporering av Q10 i lipidblandning, var det svarare att fa ett fullstindigt
lipiddubbelskikt, det bildades i stéllet ett defekt lipiddubbelskikt. EIS analys fran figur 8
som inte innehéller Q10, visar ett hogt motstand mot elektronéverforing vid 400 kohm,
vilket tyder pa att ett lipid dubbelskikt bildades [32]. Figur 15 visar diremot ett
ofullstandigt lipiddubbelskikt, eftersom resistansen ar inte lika hogt som figur 8 visar. CV
analys fran figur 15 visar en bra isolering pa ITO ytan, provet gav en strom pa 30 pA, det
kan vara en isolering med icke spruckna liposomer och inte helt tickt med lipid
dubbelskikt, eftersom EIS analys visar inte en hel halvcirkel som nar 400 kohm [8].
Eftersom ITO har en ojamn yta, kan detta forklara varfor det inte bildas ett fullstandigt
lipiddubbelskikt pa ITO ytan [1], (figur 16).
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Figur 16. Egen analys, ITO yta ar ojamn [1], denna bidrar med att bilda ett ofullstindigt
lipiddubbelskikt. Vid ofullstandig sprickning av liposomerna, bilder detta flickar av lipid
dubbelskikt med luckor [27], elektronerna kommer att kunna 6verforas genom luckorna.

Med hjilp av liposomer och lipiddubbelskikt kan man studera férdelning av joniska
ladkemedel via cellmembranet. D4 ménga konventionella likemedel ar joniska vid
fysiologisk pH, kommer detta experiment att mojliggora generering av ett elektroaktivt
lipiddubbelskikt pa ITO. Resultat fran denna studie kommer att underlitta for framtida
forskning for att kunna undersoka hur joniska lakemedel fordelar in sig i lipidmembran.
Det kan man gora 4ven om man inte far ett fullstindigt lipiddubbelskikt.

5.Slutsats

Att kunna forsta kinetiken bakom bildningen av lipiddubbelskikt, och dven hur liposomer
beter sig och hur paverkas dess stabilitet, ar avgorande vid bildningen av lipiddubbelskikt.
Eftersom processen av bildningen av lipiddubbelskikt ar beroende av manga
experimentella forhallande, kan det vara en stor utmaning att fa en reproducerbar metod
aven om den har samma omstindigheter. Negativ laddade lipider i narvaro av
kalciumjoner kan friamja bildningen av lipiddubbelskikt. Det blir en stor utmaning att fa
ett fullstandigt lipiddubbelskikt vid inkorporering av Q10, men dven om man far ett
ofullstandigt lipiddubbelskikt, skulle man dndé kunna studera fordelningen av likemedel
via cellmembranet. Resultaten fran denna studie kommer att etablera en ny analysmetod
for att kunna studera fordelningen av dessa substanser via membranet.
Likemedelsmolekyler som kan undersokas ar mycket vanliga, inklusive bl.a. NSAID som
t.ex. ibuprofen, diklofenak och naproxen.

6.Tack

Ett tack till Uppsala universitet, institutionen for likemedelskemi, avdelning for
farmaceutisk fysikalisk kemi. Ett stort tack for Victor Agmo Hernandez for hans insatser
under handledningstid. Vill ocksd rikta ett tack till Nathalie Edstrand och Katarina
Sommar for att fixa ledighet fran jobbet, utan deras hjilp skulle inte detta arbete slutforas
i tid. Jag skulle inte kunna utfora detta arbete utan min man Muhammad Aljebouri, ett
stort tack for din hjalp och stod under studietiden.
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