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Sammanfattning

Introduktion: Ett lipiddubbelskikt och liposomer är ett användbart modellsystem som

har olika ändamål. Denna möjliggör undersökning av egenskaper och funktion av

cellmembran, med avseende på läkemedelstransport genom plasmamembran.

Egenskaper hos liposomerna bestäms av lipidsammansättning, storlek och även

ytladdning. Stabilitet hos liposomerna är avgörande vid bildning av lipiddubbelskikt.

Stabilare liposomer har mindre möjlighet att sprickas och bilda lipiddubbelskikt. Den

vanligaste metoden vid bildning av lipiddubbelskikt är att adsorbera liposomer på en fast

yta. En platta av indiumtennoxid är en önskvärd eftersom det önskas att göra ett

elektroaktivt lipiddubbelskikt. Det biologiska cellmembranet består av fosfolipider,

kolesterol, och även Q10. Eftersom Q10 är en fettlöslig molekyl, kommer Q10 att

inkorporeras i lipiddubbelskikt. På grund av stabilitet som Q10 ger till lipider och

liposomer, var inkorporering av Q10 en stor utmaning vid bildning av ett

lipiddubbelskikt.

Syfte: Syftet med denna studie är att kunna utveckla en reproducerbar metod, som kan

användas för att bilda ett elektroaktivt cellmembran liknande lipiddubbelskikt på

indiumtennoxid (ITO) ytor. Då många konventionella läkemedel är joniska vid fysiologisk

pH, kommer detta experiment att möjliggöra generering av ett elektroaktivt

lipiddubbelskikt på ITO för att kunna karakterisera hur joniska läkemedel fördelar in sig i

lipidmembran.

Resultat från denna studie kommer även att svara på frågeställningarna:

● Kommer tillämpning av värme att främja sprickning liposomerna och bilda ett

lipiddubbelskikt? Eller behöver den kombineras med en annan metod?

● Hur kommer bildningen av lipiddubbelskikt att påverkas vid inkorporering av

Q10? Skulle man kunna få ett defektfritt lipiddubbelskikt i närvaro av Q10?

Metod: Liposomerna förbereds med en blandning av anjoniska fosfolipider, neutrala

fosfolipider och Q10, HBS buffert användes i närvaro av kalciumjoner. Liposomerna

sonikerades för att få unilamellära liposomer. Värme tillämpades, och även värme i

kombination med osmotisk tryck testades. Med hjälp en elektrokemisk cell med kopplade

elektroder, analyserades proverna med cyklisk voltammetry och elektrokemisk

impedansspektroskopi för att kunna identifiera lipidlagret på indiumtennoxid yta.

Resultat, diskussion och slutsats: Negativ laddade fosfolipider i närvaro av

kalciumjoner kan främja bildningen av lipiddubbelskikt. Det var en stor utmaning att få

ett fullständigt lipiddubbelskikt vid inkorporering av Q10. Även om man får ett

ofullständigt lipiddubbelskikt, skulle man ändå kunna studera fördelningen av

läkemedelsmolekyler via cellmembranet. Resultaten från denna studie kan etablera en ny

analysmetod för att kunna studera fördelningen av dessa substanser via membranet.

Läkemedelsmolekyler som kan undersökas är mycket vanliga, inklusive bl.a. NSAID som

t.ex. ibuprofen, diklofenak och naproxen. Att kunna förstå kinetiken bakom bildningen av

lipiddubbelskikt, och även hur liposomer beter sig och hur påverkas dess stabilitet, är

avgörande vid bildningen av lipiddubbelskikt. Eftersom processen av bildningen av

lipiddubbelskikt var beroende av många experimentella förhållanden, kan det vara en stor

utmaning att få en reproducerbar metod även om den har samma omständigheter.

Nyckelord: Q10, liposomer, indiumtennoxid, lipiddubbellager.





1.Introduktion

Formulering av ett lipiddubbelskikt har undersökts omfattande under längre tid [1,2], det

är fortfarande ett aktivt forskningsområde. En stor utmaning att få ett defektfritt

lipiddubbelskikt [2]. Ett lipiddubbelskikt och liposomer är ett användbart modellsystem

som har olika ändamål som t.ex. att kunna studera egenskaper och funktion av

cellmembran, med avseende på läkemedelstransport och även leveransen av

läkemedelsmolekyler [3]. Ett lipiddubbelskikt består av ett lager av fosfolipider som

exponeras till en fast yta, det gjorts bl.a. på guld, silver, silica, platina, och

indiumtennoxid (ITO) [3].

Liposomer är sfäriska slutna vesiklar, som består av en eller fler lager av fosfolipider. När

fosfolipider kommer i kontakt med vatten, bildas slutna vesiklar, som kan omge hydrofila

molekyler. Den polära huvud av fosfolipider riktar sig mot hydrofila miljöer, medan den

hydrofoba svansen undviker kontakten med hydrofila miljöer. Likhet mellan liposomer

och plasmamembranet gav upphov till möjligheten att utveckla denna bildning av

lipidlager [2] (figur 1). Plasmamembran består av fosfolipider, kolesterol och Q10, på

samma sammansättning kan liposomerna bildas, som kan i sin tur spridas för att bilda

lipiddubbelskikt på ytan [4].

Figur 1. Omarbetad från [1], A. En liposom B. En fosfolipid molekyl, C. Ett lipiddubbelskikt på

indiumtennoxid yta (ITO), efter att liposomerna har spritt sig på ytan. Ett lipiddubbelskikt och

liposomer är ett användbart modellsystem som har olika ändamål som t.ex. att kunna studera

egenskaper av cellmembran, med avseende på läkemedelstransport.

Egenskaper hos liposomerna bestäms av lipidsammansättning, storlek och även

ytladdning. Liposomerna klassificeras i unilamellära och multilamellära liposomer. I

unilamellära liposomer är det ett enkelt dubbelskikt av fosfolipider. När de små

unilamellära liposomer bildas på insida av de stora, bildas det som kallas multilamellära

liposomer [5] (figur 2). Unilamellära liposomer är användbara vid bildning av

fosfolipidmembran, både liposomer och lipiddubbelskikt är användbara och attraktiva

modellsystem för att kunna studera det biologiska cellmembranet [6]. Stabilitet på

liposomerna är avgörande vid bildning av lipiddubbelskikt, stabilare liposomer har

mindre möjlighet att sprickas och bilda lipiddubbelskikt [7]. Egenskaper hos ytan,

temperatur, lipidsammansättning och även storleken på liposomerna har betydelse vid

bildning av lipiddubbelskikt på en yta [1,6].
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Figur 2. Omarbetad från [5], unilamellära liposomer består av ett enkelt fosfolipid dubbelskikt,

medan multilamellära liposomer består när de små unilamellära liposomer bildas på insida av de

stora. Den unilamellära liposomer är användbar vid bildning av lipiddubbelskikt.

Olika blandningar av lipider som används vid beredning av liposomerna är huvudsakligen

viktigt för bildning av lipiddubbelskikt på en fast yta. Neutrala fosfolipider som POPC

(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- fosfokolin) (figur 3) är vanliga vid förberedelse 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. Även laddningen på substratet som

används 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

krävs tillämpning av ytterligare faktorer som kan stressa och spricka liposomer för att

bilda lipidlagret, medan negativa liposomer kommer inte ens att adsorberas till ytan [8].

Figur 3. Omarbetat från [9], 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- fosfokolin (POPC), en neutral

fosfolipid.

Figur 4. Omarbetat från [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], därefter bildades det med Solvent- assisted teknik [12].

Nuförtiden är det mest vanligast med en direkt adsorption av liposomer på en fast yta

[1,3,6,8,13- 32]. Langmuir-Blodgett metod omfattas av ett hydrofilt substrat, som förs in i

en flytande blandning av fosfolipider. Då binder lipidmolekyler till ytan, där den hydrofila

delen av fosfolipider binder till ytan och den hydrofoba svansen sticker ut åt gasfasen.
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Denna resulterar i en avsättning av två monolipidlager på substratet. Nackdelen med

denna metod är att lipidlagret har en begränsad stabilitet på grund av den svaga

karaktären hos de attraktiva, icke kovalenta interaktioner mellan lipider och ytan [11].

Den andra metoden, omfattar en avsättning av lipidlagret på ett fast substrat, från en

blandning av lipider i ett organiskt lösningsmedel. Detta steg följs av ett gradvist utbyte av

det organiska lösningsmedlet med en vattenlöslig buffert. Vid ökning av vattenhalten i

blandningen kommer lipidmolekyler att undvika kontakt med buffert genom att samlas

och bilda liposomer. Utbytet av det organiska lösningsmedlet med vattenhaltig buffert är

framgångsrikt sätt att bilda lipiddubbelskikt, detta steg är ganska tidskrävande, å andra

sida, kräver denna metod mindre provberedning [12].

Den tredje metoden är vanligast vid bildning av lipiddubbelskikt, denna omfattar av först

beredning av liposomer med hjälp av fosfolipider som blandas i ett organiskt

lösningsmedel. Dessa liposomer adsorberas på ett substrat, detta steg följs av en

sprickning av liposomerna för att bilda ett lipiddubbelskikt på ytan. Liposomerna kan

sprickas spontant eller vid tillämpning av olika parametrar för att kunna stressa

liposomerna och spricka dem [1,3,6,13-32]. Liposomerna kan bli stressade genom att

tillämpa en osmotisk stress [6,26,33], eller tillämpa värme på dem [6,22,23,25,30]. Man

kan även modifiera liposomerna genom att använda laddade fosfolipider [8,28,29].

Närvarande av dikovelant joner i buffert har också en betydelse vid bildning av

lipiddubbelskikt. Studier har visat att kalciumjoner kan främja bildningen av lipid

dubbelskikt från negativ laddade liposomer [3, 15-20]. Att tillämpa osmotisk stress kan

påverka stabilitet av liposomerna, och därmed främja bildning av lipiddubbelskikt på

ytan. Högre saltkoncentration i lösningen än den inre koncentration i liposomerna har

bättre effekt på sprickning av liposomerna [6].

Som det nämnt tidigare att det biologiska cellmembranet består av fosfolipider och

kolesterol [4], det har visat också att ubiqinon (Q10) är en viktig komponent i

cellmembranet hos eukaryota celler. Q10 är en fettlöslig molekyl (figur 5) som är välkänd

för elektron- och protonöverföring för omvandling av energi i mitokondrie [7,32]. Den har

en skyddande effekt för lipofila molekyler när det kommer i kontakt med hydrofila miljöer

[32]. Q10 är en kraftfull antioxidant, den skyddar lipider från peroxidation och därmed en

skyddande effekt och stabiliserande funktion i det biologiska cellmembranet [7,31,32].

Närvarande av Q10 ökar packningen av lipider, vilken i sin tur ökar densitet av lipider i

cellmembranet, såväl kan den också minska permeabilitet över membranet [7,33]. Studier

har visat att bakterier ökar utsöndring av Q10 när de utsätts för osmotisk stress för att

motverka det. Denna mekanism förklarar hur Q10 minskar permeabilitet över

cellmembranet [33]. Att inkludera Q10 i ett lipiddubbelskikt, gör också att

lipiddubbelskiktet blir elektroaktivt, då underlättar det att undersökningen via

elektrokemiska analysmetoder.

Figur 5. Omarbetad från [34] Visar strukturen av Q10, den långa kolkedjen som ger lipofilicitet

egenskaper för Q10, detta underlättar att Q10 inkorporeras i lipiddubbelskikt

Att kunna bilda lipiddubbelskikt på SiO2, från POPC lipider, är relativt lätt, förutsättning

under de fysiologiska förhållanden, temperatur ~20 C°, buffert med pH ~7 och

NaCl-koncentration ~150 mM [1,6,16]. Men eftersom ytor från silica leder inte ström så

blir indiumtennoxid en önskvärd att användas vid bindning av lipid dubbelskikt. Detta på
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grund av egenskaperna hos ytan, tex. lipofilicitet och konduktivitet. Det är dessutom ett

lovande material för att kunna direkt bilda ett lipiddubbelskikt från liposomer [1,3]. Den

enda nackdelen med ITO är att ytan är sträv och inte jämt och slät, vilken blir en

utmaning att få ett fullständigt och jämnt lipidlager [1].

Indiumtennoxid är som en ledande transparent film, detta möjliggör karakterisering med

optiska analysmetoder och även med elektrokemiska metoder. Cyklisk voltammetry är en

av de elektrokemiska metoder som används för att identifiera bildningen av lipid

dubbelskikt på indiumtennoxid. I cyklisk voltammetry ändras potential med ett valt

intervall på arbetselektroden i små steg. Potentialen skannas sedan i motsatt riktning tills

det når det potentialen där skanningen började med. Processen upprepas flera gånger,

minst i tre gånger. Signaler från cyklisk voltammetry omfattas av två toppar för den

elektroaktiva molekylen i provet. En oxidationstopp när potentialen skannas mot positiva

sidan. Medan reduktionstopp när potentialen skannas mot den negativa sidan. Bland

andra faktorer är toppens höjd proportionell mot koncentrationen av analyten såväl som

den tillgängliga ytan på elektroden [35]. När lipiddubbelskikt bildas på ytan blockerar det

elektronöverföring och ger därigenom ett lägre oxidation- eller reduktionstopp [3].

En annan elektrokemisk analys är elektrokemisk impedansspektroskopi, det är en

kraftfull metod för att studera elektrokemiska egenskaper hos en ledande elektrod. Den

mäter resistans mot elektronöverföring via ytan, teoretisk ökar resistens vid formulering

av ett lipiddubbelskikt [35]. Ett vanligt sätt att presentera resultaten från EIS är att bygga

en ”Nyquist-plot”, där den icke verkliga delen av impedansen plottas mot den verkliga

delen av impedansen, där olika frekvenser mätts. Kurvan är representativ för en

ekvivalent krets som beskriver gränssnittet mellan elektrod och lösningen. Kurvan

representeras som en halvcirkel som motsvarar ett motstånd mot överföring av elektroner

via ytan. Impedansen förväntas vara lågt för en yta som inte är isolerat, och mycket högt

för en yta som är helt isolerat med lipiddubbelskikt [35].

Vi kommer att inkorporera Q10, för att göra ett elektroaktivt lipiddubbelskikt, detta ger

möjligheten att undersöka överföring av joner och laddade molekyler via membranet. På

grund av sin lipofilicitet kommer Q10 att lokalisera sig i den hydrofoba delen i lipid

dubbelskikt [31]. På grund av stabilitet som Q10 ger till lipider och liposomer [31],

kommer inkorporering av Q10 vara en stor utmaning vid bildning av lipiddubbelskikt. Det

är därför kan det vara aktuellt att använda ferrocen istället för Q10. Ferrocen kan göra

lipiddubbelskikt elektroaktivt, men problemet med ferrocen är att den inte finns i det

biologiska cellmembranet.

I framtida forskning kan fördelningskoefficienten för de överförda jonerna bestämmas.

Eftersom det är flera läkemedel med utbredd användning blir laddade vid fysiologiskt pH,

måste man utveckla en metod för att kunna studera fördelningen via membranet.

Läkemedelsmolekyler som ska undersökas är mycket vanliga, inklusive bl.a. NSAID som t

ex. ibuprofen, diklofenak och naproxen. Resultaten från detta projekt kommer att

etablera en ny analysmetod för att kunna studera fördelningen av dessa substanser via

membranet.

2.Syfte

Syftet med denna studie är att kunna utveckla en reproducerbar metod, som kan

användas för att bilda en elektroaktivt cellmembran liknande lipiddubbelskikt på

indiumtennoxid (ITO) ytor. Då många konventionella läkemedel är joniska vid fysiologisk

pH, kommer detta experiment att möjliggöra generering av ett elektroaktivt

lipiddubbelskikt på ITO för att kunna karakterisera hur joniska läkemedel fördelar in sig i

lipidmembran.

Resultat från denna studie kommer även att svara på frågeställningarna:

● Kommer tillämpning av värme att främja sprickning liposomerna och bilda ett

lipiddubbelskikt? Eller behöver den kombineras med en annan metod?
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● Hur kommer bildningen av lipiddubbelskikt att påverkas vid inkorporering av

Q10? Skulle man kunna få ett defektfritt lipiddubbelskikt i närvaro av Q10?

3.Metod och material

3.1.Kemikalier och utrustning

POPC, POPS, 1 mg /ml Ubiqinon (Q10), kloroform, HBS buffert (200 mM NaCl i 10 mM

HEPES), pH= 7.4, sodium dodecyl sulfat (SDS), milliQ vatten (MQ), 1o mM K4Fe (CN)6, 4

mM CaCl2, etanol och avjoniserat vatten. Rundkolv med lock, kolvring, en liten spatel,

engångspipetter, kvävgas, behållare med klämmare, pincett, provrör, en arbetselektrod av

indiumtennoxid platta, referenselektrod Ag/AgCL, motelektrod av palatinum, en cell som

är anpassad för att koppla elektroder, en bägare, en värmeplatta med termometer/ugn, en

våg, vakuumugn (Lab-line, Squaroid, Gothenburg, Sweden), provrörsskak, 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 från Ivium Technologies (Nederlanderna) för cyklisk

voltametry (CV) och electrochemical impedance spectroscopy (EIS). (För fullständiga

kemikalier som används för de andra experiment, avsnitt 3.2.2).

3.2. Metod

3.2.1. Rengöring av utrustning

All utrustning tvättades med avjoniserat vatten och etanol för att sedan lufttorkas.

Indiumtennoxid plattan lades i SDS i 30 minuter, plattan togs sedan med en pincett och

sedan sköljdes den med MQ, därefter torkades den med kvävgas och sedan i UV/Ozon

apparaten i 20 minuter.

3.2.2. Förberedelse av liposomer

Liposomerna förbereds med olika sammansättningar, för att kunna komma fram till

vilket experiment som ger upphov till bildning av lipiddubbelskikt. Olika komponenter

testades t.ex. POPC med Q10 och även POPC utan Q10, POPC med ferrocen, eller POPC

och POPS med Q10. Olika lösningar av buffert testades också t.ex. HEPES (2 mM CaCl2 i

10 mM HEPES) som var färdigt i laborationen, men det innehåller 4-(hydroxyethyl)

piperazin-1-ethan-sulfonic acid), pH=7.4, kalium fosfatbuffert med KCl (150 mM KCl i 10

mM KH2PO4/K2HPO4), pH=7.4 testades också. Även 50 mM NaF lösning, pH=7.8

testades vid vissa experiment, samt HBS buffert (200 mM NaCl i 10 mM HEPES) används

vid några experiment. För experiment av kombination av värme med osmotisk tryck

användes 1 M CaCl2 i NaCl.

Den föreslagna metoden som är mest lämplig för att kunna få lipiddubbelskikt på ITO

ytan kan beskrivas som följande, de önskade komponenter vägdes upp i en rundkolv, ~2

mg fosfolipider (88% POPC, 10 % POPS, och 2% Q10. Sedan löstes de upp med några

droppar av kloroform. Kloroform avlägsnades med hjälp av kvävgas, ett vattenbad

användes för att påskynda processen. Provet lämnades i vakuumugn över natten, för att

avlägsna resten av lösningsmedlet. 2 ml av HBS hälldes i till provet för att suspendera

liposomerna i buffert (färdig koncentration 1 mg/ml), provet skakades med hjälp av ett

provrörsskak, det sågs grumligt ut. Provet sonikerades med hjälp av ultraljud i 60

minuter eller tills det sågs genomskinligt ut. Ett kallt vattenbad/ isbad användes för att

förhindra värmeutveckling. Provet centrifugerades i 10 minuter med 13 000 varv/min för

att avlägsna rester av sonicator spets. Storleken av liposomerna karaktäriserades med

hjälp av DLS (Dynamic light scattering) för att se partikelstorleksfördelning. Storleken på

liposomer som erhölls var runt 25 nm. Denna underlättar att spricka liposomerna lättare.

Oavsett vilket experiment som utfördes, eller med vilka komponenter som användes, var

sonikering, centrifugering, DLS och montering av elektroder samma för alla experiment.

3.2.3. Montering av elektroder och analytiska metoder

En ren och torr ITO platta sattes i cellen (den hydrofoba sidan uppåt, en voltameter

användes, för att bekräfta placeringen), arbetselektorden kopplades till det. Motelektrod
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kopplades till platinum tråden, och referenselektrod kopplades till Ag/AgCl. En behållare

som är lämplig för elektrokemiska mätningar kan används.

Cellen fylldes med en lösning av K4Fe (CN)6, cyklisk voltammetry (CV) och elektrokemisk

impedansspektroskopi analys (EIS) kördes för 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 på med de sonikerade

liposomerna. Den lämnades för 30 minuter i rumstemperatur för att möjliggöra

liposomerna binda till ytan. CV och EIS analys kördes för att se hur kommer signaler att

se ut av ITO platta med adsorberade liposomer. Provet med adsorberade liposomer

värmdes upp till 60 C
。
i 60 minuter. CV och EIS analys genomfördes och jämfördes med

med tidigare analyser för att se om lipiddubbelskikt bildas eller inte.

4.Resultat och diskussion

Den framgångsrika bildningen av ett lipiddubbelskikt via adsorption metod sker i två

steg, denna teknik beror på många faktorer inklusive typen av fosfolipid som används,

temperaturen, och egenskaper av ytan, buffert och även saltkoncentration har betydelse

[16]. I det första steget behöver liposomerna adsorberas till ytan, när en kritisk täckning

nås, spricker liposomerna [13,14,16]. Denna adsorption kan vara irreversibel eller kan

även vara reversibel [14]. När den kritiska täckningen nås, då följs den av det nästa steget,

där liposomerna spricker [13,14,16]. Om adsorption är för svagt, kommer liposomerna

inte kunna sprickas [16]. När liposomerna spricker, kommer det att bilda antingen ett

fullständigt lipiddubbelskikt eller ett ofullständigt lipiddubbelskikt [14]. Vid ofullständig

bildning av lipiddubbelskikt, ger den oregelbundna fläckar av lipiddubbelskikt på ytan

[13].

Liposomerna kan adsorberas direkt till ytan om det finns tillräckliga attraktiva

interaktioner mellan vesikel och ytan. När vesiklarna närmar sig till ytan, deformeras och

börjar ta en annan form som är mer plattat. På det sättet stressas liposomerna och

lipidlagret bildas [16]. Lipiddubbelskikt bildas bara nära de spruckna liposomerna [13].

Interaktionsenergi mellan liposomer och ytan är summan av den attraktiva Van der

Waals och dubbellager krafter. Dessa krafter kan vara antingen attraktiva eller repulsiva

beroende på koncentrationen av salter i lösningen [16]. Det finns även växelverkan mellan

liposomerna och ytan, det som kallas hydratiseringskrafter. De är oftas repulsiva och

ingår vid sidan av Van der Waals krafter [16]. Interaktioner mellan vesikel och ytan är

avgörande för att kunna förstå kinetiken bakom bildning av lipid dubbellager på ITO ytan,

och hur kommer temperaturen, saltkoncentration i lösningen, egenskaper av yta, och

jonstyrka av buffert och andra experimentella parametrar att påverka bildningen av

lipidlagret.

När potentialen ökar vid CV analys mot den positiva hållet sker en oxidation av

kaliumferrocyanid K4Fe (CN)6, (K4Fe (CN)6

-4
/K4Fe (CN)6

-3
), via arbetselektroden. Detta

leder till en ökning i strömmen. Ju högre ström desto större tillgänglig ytan på

arbetselektroden som möjliggöra elektronöverföring. Strömmen beror också på

koncentration eller mängd  kaliumferrocyanid K4Fe (CN)6, som finns i provet [35].

Resultaten från olika experiment visas nedan, olika experiment har olika omständigheter,

men vid jämförelse har dem samma omständigheter, om inget annat anges. Det är främst

resultat från cyclic voltammetry (CV) som visas, eftersom resultaten från electrochemical

impedansspektroskopi analys (EIS), inte var så lovande att redovisa för alla experiment.

Detta kan bero på att EIS analys tog längre tid med jämfört med CV, detta kan leda till att

liposomerna inte kan sitta stilla under längre tid efter att den bundit till ytan [27]. Några

resultat från EIS visas för att kunna jämföra det med EIS resultat från provet som visat ett

täckande ITO ytan med lipider.

Potentialintervall på CV var från (-0.4 → 0→ 1.2) V. Skanningen kördes i tre cyklar, 50

mV skannas per sekund. I EIS var frekvensintervall mellan 1 mHz to 100 kHz.
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När skanningen av potentialer fortsätter genom ett visst intervall, strömmen når den

maximala toppen för oxidation. I denna punkt kommer elektronöverföring att begränsas.

Detta leder till i en minskning av strömmen. Eftersom skanning av potentialerna

fortsätter mot den positiva hållet, kommer en jämvikt nås, där ytterligare ökningar av

potentialen inte längre har någon effekt på strömmen. Skanningen börjar sedan mot den

negativa sidan, där sker en reduktion av provet. Skanningen fortsätter tills den angivna

potentialen når det värde där den oxiderade provet som finns kvar kommer att reduceras

om [36]. När liposomer binder till ITO ytan, eller när de spricker och lipidlagret bildas,

kommer dem att blockera ITO ytan och begränsar elektronöverföring för K4Fe (CN)6, som

finns i provet. Då kan vi se en minskning i strömmen eftersom den tillgängliga ytan har

minskats [3].

4.1. Resultat på ITO ytan utan liposomer, med liposomer, och med ett

lipiddubbelskikt

Resultaten från figur 6 visas från elektronöverföring från kaliumferrocyanid K4Fe (CN)6,

via ITO ytan, där CV analysen visar att det gav en ström på 150 µA, och resistansen vid

EIS analysen vid ungefär 3 kohm.

A

B

Figur 6. A är resultat från CV på ITO platta, visar en hög oxidations topp vid 150 µA, en hög ström

tyder på att det finns ingen resistens mot elektronöverföring. B är resultat från EIS från samma

prov visar ingen stor resistens, annars skulle det vara en halvcirkel liknande form vid högre

resistans på ytan.

CV analys (figur 6) visar en hög oxidations topp vid 150 µA, en hög ström tyder på att det

finns ingen resistens mot elektronöverföring, det vill säga att att ytan inte är isolerade

med liposomer eller lipidlagret [3]. Denna var förväntad eftersom i provet fanns bara

kaliumferrocyanid. Resultat från EIS (figur 6) var också förväntad eftersom det finns

ingen resistens, annars skulle det vara en halvcirkel liknande form vid högre resistans>

400 kohm när ytan är helt isolerade [32]. Vid exponering av liposomerna till ITO ytan

(figur 7), adsorberas dem till ytan, detta kan förklara ökningen i resistens vid EIS analys

jämfört med EIS från figur 6, det vill säga att det har blivit en viss täckning av ytan via
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liposomerna, vilken isolerar ytan delvis [35]. Medan CV analys visar den maximala

toppen vid 150 µA, det vill säga att den gav samma ström som figur 6 gav (som inte

exponeras ens till liposomerna). Anledningen till att det inte har blivit någon minskning i

strömmen trots att en delvis täckning av ytan, kan vara på grund av närvarande av syre i

provet som genomför redox interaktion [32]. Det kan även bero på att vi började med att

köra EIS i denna experiment, sedan körde vi CV, och som det nämnt tidigare att

liposomerna sitter inte stilla på ytan under längre tid [27].

Provet nedan (figur 7) innehåller endast POPC i NaF lösning, inget annat tillämpades, det

vill säga bara liposomer som blev har bundit till ITO ytan. CV analysen visar att det gav en

ström på 150 µA, och resistansen vid EIS analysen vid ungefär 6 kohm.

A

B

Figur 7. A är resultat från CV på ITO yta med adsorberade liposomer. Liposomerna har bundit

svagt, det blir ingen isolering på ytan eftersom strömmen är ganska högt. B visar resultat från EIS

från samma prov, en resistens på ungefär 6 kohm kan tyda på en liten täckning av ytan med

liposomerna.

Vid exponering av ITO ytan till liposomer, och inget annat tillämpades, kunde

liposomerna adsorberas till ITO ytan utan att sprickas, vi kan inte säga att

lipiddubbelskikt bildades eftersom bildning av lipiddubbelskikt frå POPC lipider sker i

rumstemperatur hos vissa ytor som silica men inte hos ITO [6,22]. Vi kan säga att en viss

täckning har skett. Detta kan förstärkas med resultat från EIS, en resistens på ungefär 6

kohm är större jämfört med EIS från figur 7, där resistensen är vid ungefär 3 kohm.

Resultaten från CV (figur 7) förstärker inte detta, eftersom provet gav en ström på 150 µA,

vilken är lika mycket från provet från tidigare experiment (figur 6), detta kan beror på att

liposomerna har bundit svagt till ytan [16], och då blir det ingen motstånd för elektroner

att överföras via ITO ytan eftersom ytan är inte isolerad.

Resistansen vid EIS analysen från prov nedan är ungefär vid 400 kohm (figur 8), detta

prov innehåller POPC i NaF lösning, värme 60 C
。

tillämpades i detta prov. CV analysen

kunde inte redovisas eftersom filen inte var sparat, men ett annat experiment som

innehåller POPC i HEPES buffert kommer att redovisas istället.
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A

B

Figur 8. A visar CV analys, en ström på 30 µA, detta tyder på en isolering på ITO yta, värme har

bidragit med att bilda lipiddubbelskikt. B visar EIS analys som visar bildning av lipid dubbelskikt

på ITO plattan, där har vi en hög resistens på 400 kohm.

Vid exponering av ITO ytan till liposomer, och efter uppvärmning av provet i 60 C
。
,

sprack liposomerna, och lipiddubbelskikt bildades. Det kan vi se från EIS resultat (figur

8). Resultaten är inte optimalt eftersom det finns ingen förklaring till varför dessa tre

punkter avviker från andra. Vi kan dock se en täckning och isolering av ITO ytan,

eftersom resistansen är vid 400 kohm [32,35]. CV analysen tyder på en isolering av ITO

ytan, eftersom provet gav en ström på 30 µA. Bildning av lipiddubbelskikt frå POPC

lipider sker i rumstemperatur hos vissa ytor [6,22], vid låga temperatur ökar den kritiska

koncentration av liposomer som behövs för att kunna nå den kritiska täckningen [22,30].

Därför kommer värme över fasövergång temperatur att kunna få liposomer adsorberas på

ITO ytan och bilda en lipiddubbelskikt [30].

4.2. Effekten av värme

Provet innehåller en blandning av POPC och ferrocen i HEPES buffert. Vid

rumstemperatur gav provet högre ström på 100 µA, medan vid tillämpning av värme på

60 C
。
gav den lägre ström på 60 µA  (figur 9).
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A

B

Figur 9. A är från CV analys för ett prov i rumstemperatur, B visar CV analys från samma prov med

tillämpning av värme. En lägre ström från 60 µA jämfört med 100 µA kan tyda på att värme har

bidragit med att isolera ITO ytan med lipiddubbelskikt.

Resultaten som visas i figur 9, där sker en minskning i strömmen från 100 µA till 60 µA,

vilken tyder på att ITO ytan isolerades med lipid dubbelskikt. Detta innebär att motstånd

har ökat mot elektronöverföring från provet [3]. Detta stämmer överens med resultat från

figur 8, som visar att värme har bidragit med att bilda ett lipiddubbelskikt på ITO ytan.

Detta kan bero på att värme över fasövergång temperatur, minskar den kritiska

koncentration som behövs för bildningen av lipiddubbelskikt. Denna underlättar att få

liposomer adsorberas på ITO ytan och bilda en lipiddubbelskikt [30].

4.3. Effekten av kombination av värme med andra parametrar

Provet nedan innehåller en blandning av POPC, Q10 i NaF lösning. Vid kombination av

värme med osmotisk stress, gav det högre ström på 250 µA, jämfört med samma prov

utan kombination med värme som gav lägre ström på 50 µA (figur 10).

A

B
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Figur 10. A visar CV analysen från ett prov med höga saltkoncentrationer (osmotisk stress) i

rumstemperatur, har ström på 50 µA, B visar CV analys från samma prov, fast i kombination med

värme har ström på 250 µA. Detta tyder på att kombination av värme med osmotisk stress har inte

bidragit med bildning av lipiddubbelskikt på ITO ytan.

Studier har visat att en hög saltkoncentration i lösningen främjar bildningen av

lipiddubbelskikt, eftersom interaktioner mellan liposomer och ytan blir mer attraktiva

[6,17,26]. Detta förklarar den låga oxidations topp på 50 µA (figur 10) vid användning av 1

M NaCl i provet. Anledningen till att interaktioner blir mer attraktiva är att det blir inget

stor koncentrationsgradient mellan lösningen och dubbellagret av joner som finns runt

liposomer och ITO ytan. Detta leder till att det osmotiska trycket minskas, det blir inget

flöde av lösningen i riktningen mot det höga koncentrationer av joner som finns mellan

liposomer och ITO ytan. När flödet av lösningen förblir mellan ITO ytan och liposomer,

minskar då de repulsiva krafterna. Detta förstärks med DLVO-teorin, där högre

saltkoncentration i lösningen ger inte upphov till koncentrationsgradient mellan

lösningen och det elektriska dubbellagret. Detta leder inte till ett ökad flöde av lösningen

mot den höga koncentrationen det vill säga det elektriska dubbellagret. Denna i sin tur

minskar de repulsiva krafterna mellan två partiklar. Vid låga saltkoncentration leder det

till en koncentrationsgradient mellan lösningen och det elektriska dubbellagret. Denna

leder till ett ökat flöde av lösningen mot det höga koncentrationen, det vill säga mot det

elektriska dubbellagret, vilken ökar de repulsiva krafterna mellan partiklar [16].

När värme tillämpades sedan på samma prov, gav provet högre ström på 250 µA (figur

10B), detta tyder på att isoleringen av ITO har blivit sämre jämfört med provet med

endast osmotisk stress. Anledningen kan vara att liposomer sitter inte orörliga på ytan

under längre tid, de kan flytta från ett ställe till ett annat på ytan [27]. Det kan ge en

förklaring till varför blev det sämre isolering vid kombination av värme med osmotisk

stress, eftersom detta experiment tog ganska mycket längre tid jämfört med de andra

experimenten. Lipiddubbelskikt kan även bildas utan salttillsats, om liposomerna är

ganska små [25,29], eftersom mindre liposomer spricker snabbare jämfört med större

liposomer [23, 24].

4.4. Effekten av buffert

Proverna nedan har samma omständigheter, det vill säga, samma lipidsammansättning,

och samma temperatur, de innehåller POPC och Q10, men de är förberedas med olika

lösningar av buffert. Provet med NaF lösning gav den högsta ström på 400 µA, sedan gav

HEPES buffert den näst högsta ström på 200 µA. fosfatbuffert med KCl gav ström vid 100

µA, medan provet med HBS buffert gav den lägsta ström på 70 µA ( figur 11).

A. NaF lösning
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B. HBS

C. HEPES

D. Fosfatbuffert med KCl

Figur 11. A. visar CV analys från ett prov som innehåller NaF lösning, har en ström på 400 µ. B.

visar CV analys från ett prov som innehåller HBS buffert, har en ström på 70 µA. C. visar CV analys

från ett prov som innehåller HEPES buffert, har en ström på 200 µA. D. visar CV analys från ett

prov som innehåller fosfatbuffert med KCl, har en ström på 100 µA. HBS buffert har bidragit mest

med att bilda ett lipiddubbelskikt på ITO, denna beror på att den hade den högsta jonstyrka

jämfört med andra lösningar.

Växelverkan mellan liposomerna och ITO ytan beror på jonstyrka av buffert, därför är

jonstyrka är avgörande vid valet av buffert [16]. Studier har visat att lipiddubbelskikt

bildades under längre tid när fosfatbuffert med KCl användes, jämfört med en buffert som

innehåller NaCl [18]. Det har visat också att vid höga saltkoncentrationer för väl

hydratiserade joner som Na
+
, minskar hydratiseringskrafter, vilken i sin tur minskar den

repulsiva krafter mellan liposomer och ITO yta [16,18]. Detta stämmer överens med

resultaten som visas i figur 11, provet med HBS buffert visade den lägsta strömmen, då

den innehåller 200 mM NaCl, jämfört med provet med 50 mM NaF lösning. Provet med

HEPES buffert visade en högre ström jämfört med HBS och fosfatbuffert med KCl

eftersom det innehåller endast 2 mM CaCl2. Varför provet med HEPES buffert visade en

lägre ström än provet med NaF trots att den har en lägre jonstyrka, kan beror på att

många experimentella förhållanden. Det kan bero på mängden K4Fe (CN)6 som kan vara

olika vid varje experiment, eftersom vi var inte noga med det när vi flyttade en liten

mängd från liposomer och ersatte med K4Fe (CN)6. Detta kommer att påverka strömmen
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vid CV analys eftersom det beror på koncentrationen av K4Fe (CN)6. Det kan också bero

på att vi råkade röra ITO yta med referenselektroden vid monteringen av elektroder,

vilken kan störa adsorption av liposomerna på ytan.

4.5. Effekten av lipidsammansättning

Proverna nedan har olika sammansättning av lipider, antingen endast POPC (som är

oladdad, figur 3) och Q10 i HBS buffert, eller POPC, POPS (som är negativt laddad, figur

4) och Q10 i HBS buffert, för att få negativ laddade liposomer. Provet med POPC, POPS

och Q10 gav en lägre ström vid 30 µA, jämfört med provet med endast POPC och Q10 som

gav ström vid 80 µA (figur 12).

A

B
Figur 12. A CV analys från provet som innehåller POPC och Q10 i HBS buffert, har en ström på 80

µA. B visar CV analys från provet som innehåller POPC, POPS och Q10 i HBS buffert, har en ström

på 30 µA. Detta tyder på att POPS har bidragit med att bilda ett lipiddubbelskikt på ITO ytan.

En blandning av POPC och POPS lipider i HBS buffert främjade bildningen av

lipiddubbelskikt på ITO ytan. Detta kan jämföras med provet med POPC i HBS, där

strömmen minskades från 70 µA till 30 µA, vilken tyder på en isolering av ITO (figur 12).

Negativ laddade fosfolipider som POPS (figur 4) underlättar bildningen av lipid

dubbelskikt i närvaro av kalciumjoner [3]. Eftersom ITO yta som användes under dessa

experiment är partiell negativ laddad, så kommer de positiva kalciumjonerna att

underlätta adsorption av liposomer på ITO yta [3,15]. Närvaro av kalciumjoner har en

stor inverkan på den kritiska täckningen av liposomer på ITO yta [19]. Det resulterar även

en snabbare kinetik när det gäller bildningen av lipiddubbelskikt [21]. Detta stämmer

överens med experiment som visas i figur 13, där provet som innehåller kalciumjoner gav

en lägre ström på 100 µA, jämfört med den andra provet som inte innehåller

kalciumjoner som gav en ström på 170 µA.
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4.6. Effekten av kalciumjoner

Proverna nedan innehåller POPC och Q10 i fosfatbuffert med KCl, en av de innehåller

Ca
2+

, medan den andra innehåller inga joner. Provet som innehåller Ca
2+

gav en lägre

ström vid 100 µA, medan det andra provet innehåller inga Ca
2+

, gav högre ström vid

ungefär 170 µA (figur 13).

A

B

Figur 13. A visar CV analys från ett prov som innehåller kalciumjoner, har ström på 100 µA. B visar

CV analys från provet som inte innehåller kalciumjoner, har en ström på 150 µA, detta tyder på att

kalciumjoner har bidragit med att bilda lipiddubbelskikt på ITO yta, genom att bilda joniska

krafter med ITO ytan som är partiell negativ laddad..

Eftersom ITO yta som användes under dessa experiment är partiell negativ laddad, så

kommer de positiva kalciumjonerna att underlätta adsorption av liposomer på ITO yta

[3,15]. Närvaro av kalciumjoner har en stor inverkan på den kritiska täckning av

liposomer på ITO yta [19], och även resulterar en snabbare kinetik när det gäller

bildningen av lipiddubbelskikt [21].

4.7. Effekten av Q10

Proverna nedan har olika innehåll, antingen endast POPC i HEPES buffert, POPC och Q1o

i HEPES buffert eller POPC och ferrocen i HEPES buffert. Provet med Q10 gav den högsta

ström vid 200 µA. En lägre ström vid 60 µA från provet som innehåller ferrocen, medan

provet som varken innehåller Q10 eller ferrocen gav den lägsta ström vid ungefär 30 µA

(figur 14).
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A

B

C

Figur 14. A. CV analys från provet som innehåller Q10, har en ström på 200 µA. B.CV analys från

provet som innehåller varken Q10 eller ferrocen, har en ström på 30 µA. C. CV analys från provet

som innehåller ferrocen, har en ström på 60 µA. Detta tyder på att Q10 ger stabilitet för lipider och

liposomer vilken blir det svårare att bilda ett lipiddubbelskikt med närvaro av Q10.

CV analysen från provet som innehåller Q10 (figur 14A) visar en ström på 200 µA, medan

provet som inte innehåller Q10 (figur 14B), har en ström på 30 µA, vilken tyder på att

provet som inte innehåller Q10 har bättre isolering av ITO yta. Det sista provet innehåller

ingen Q10 (figur 14C), däremot innehåller det ferrocen, det har visat en ström på 60 µA,

vilken kan tyda på en bättre isolering jämfört med provet som innehåller Q10. Detta

stämmer överens med teorin som säger att Q10 ökar stabilitet, viskositet och densitet för

fosfolipider vid inkorporering av Q10, och då blir lipiderna mer kompakta [7,31,32]. I sin

tur blir liposomerna mer stabila och blir svårare att stressa dem med osmotisk stress. Q10

ger skydd mot osmotis stress [7,33], genom att minska permeabiliteten över liposomerna

[33]. Detta ger en förklaring till varför lipidlagret inte bildades vid användning av låga

saltkoncentrationer (CV analysen visas inte i denna rapport). Tanken var att få

liposomerna att svälla upp när det osmotiska trycket ökar. Då går lösning i riktningen mot

den höga koncentrationen, det vill säga på insidan av liposomer, men på grund av Q10,

har permeabiliteten minskats via liposomer [33]. Å andra sidan, vid låga

saltkoncentrationer och på grund av en skillnad i koncentrationsgradient mellan

lösningen och det elektriska dubbellager (dubbellager av joner som finns runt liposomer

och ITO yta), kommer den repulsiva krafter att öka mellan liposomerna och ITO yta, i så

fall förblir bildningen av lipid dubbellager [16].
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4.8. Resultat på ett lipiddubbelskikt (ofullständigt)

CV analys från detta prov gav en ström vid 30 µA, EIS analys från samma prov visar en

resistent mot elektronöverföring vid 30 kohm. Detta prov innehöll POPC, POPS och Q10 i

HBS buffert (figur 15).

A

B
Figur 15. A är från CV analys och visar ström på 30 µA, detta tyder på en isolering av ITO yta med

lipiddubbelskikt, B visar resultat från EIS analys från samma prov, en resistens på 30 kohm kan

tyda på en delvis täckt yta eller på bildning av ett ofullständigt lipiddubbelskikt.

Vid inkorporering av Q10 i lipidblandning, var det svårare att få ett fullständigt

lipiddubbelskikt, det bildades i stället ett defekt lipiddubbelskikt. EIS analys från figur 8

som inte innehåller Q10, visar ett högt motstånd mot elektronöverföring vid 400 kohm,

vilket tyder på att ett lipid dubbelskikt bildades [32]. Figur 15 visar däremot ett

ofullständigt lipiddubbelskikt, eftersom resistansen är inte lika högt som figur 8 visar. CV

analys från figur 15 visar en bra isolering på ITO ytan, provet gav en ström på 30 µA, det

kan vara en isolering med icke spruckna liposomer och inte helt täckt med lipid

dubbelskikt, eftersom EIS analys visar inte en hel halvcirkel som når 400 kohm [8].

Eftersom ITO har en ojämn yta, kan detta förklara varför det inte bildas ett fullständigt

lipiddubbelskikt på ITO ytan [1], (figur 16).
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Figur 16. Egen analys, ITO yta är ojämn [1], denna bidrar med att bilda ett ofullständigt

lipiddubbelskikt. Vid ofullständig sprickning av liposomerna, bilder detta fläckar av lipid

dubbelskikt med luckor [27], elektronerna kommer att kunna överföras genom luckorna.

Med hjälp av liposomer och lipiddubbelskikt kan man studera fördelning av joniska

läkemedel via cellmembranet. Då många konventionella läkemedel är joniska vid

fysiologisk pH, kommer detta experiment att möjliggöra generering av ett elektroaktivt

lipiddubbelskikt på ITO. Resultat från denna studie kommer att underlätta för framtida

forskning för att kunna undersöka hur joniska läkemedel fördelar in sig i lipidmembran.

Det kan man göra även om man inte får ett fullständigt lipiddubbelskikt.

5.Slutsats

Att kunna förstå kinetiken bakom bildningen av lipiddubbelskikt, och även hur liposomer

beter sig och hur påverkas dess stabilitet, är avgörande vid bildningen av lipiddubbelskikt.

Eftersom processen av bildningen av lipiddubbelskikt är beroende av många

experimentella förhållande, kan det vara en stor utmaning att få en reproducerbar metod

även om den har samma omständigheter. Negativ laddade lipider i närvaro av

kalciumjoner kan främja bildningen av lipiddubbelskikt. Det blir en stor utmaning att få

ett fullständigt lipiddubbelskikt vid inkorporering av Q10, men även om man får ett

ofullständigt lipiddubbelskikt, skulle man ändå kunna studera fördelningen av läkemedel

via cellmembranet. Resultaten från denna studie kommer att etablera en ny analysmetod

för att kunna studera fördelningen av dessa substanser via membranet.

Läkemedelsmolekyler som kan undersökas är mycket vanliga, inklusive bl.a. NSAID som

t.ex. ibuprofen, diklofenak och naproxen.
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Sommar för att fixa ledighet från jobbet, utan deras hjälp skulle inte detta arbete slutföras

i tid. Jag skulle inte kunna utföra detta arbete utan min man Muhammad Aljebouri, ett

stort tack för din hjälp och stöd under studietiden.
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