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Streszczenie

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie zastosowaniem liposomow w rdznych galeziach
przemystu, takich jak kierowane no$niki lekéw w farmacji, biosensory do monitorowania $ro-
dowiska i diagnostyki medycznej czy systemy dostarczania substancji w kosmetologii lub pro-
jektowaniu zywnosci specjalnego przeznaczenia. Whasciwosci mechaniczne liposomow bezpo-
srednio wptywaja na ich stabilno$¢, wielko$¢ oraz ilo$¢ i czas cyrkulacji przenoszonej substan-
cji. Dodatkowo elastyczno$¢ liposoméw wptywa na efektywnos$é wytapywania liposomow
przenoszacych substancje terapeutyczne przez komorki docelowe oraz efektywnos$é ich aku-
mulacji w tkankach docelowych.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze sztywnos¢ liposomow jest parametrem, ktory jest kry-
tycznie wazny dla efektywnego projektowania nowych liposomalnych preparatéw. Mimo to,
badania mechaniki dwuwarstwy lipidowej wykonuje si¢ przede wszystkim po zastosowaniu
liposomow o $rednicy powyzej mikrometra, ktore nie maja zastosowania w przemysle. Lipo-
somy o rozmiarach submikronowych, powszechnie wykorzystane w wielu technologiach,
rzadko sg badane pod katem witasciwosci mechanicznych. Dzieje si¢ tak, poniewaz dostgpna
jest ograniczona liczba metod eksperymentalnych zdolnych do ilo§ciowej oceny wiasciwosci
mechanicznych submikronowych liposoméw, a dostepne techniki wymagaja zastosowania
skomplikowanych modeli oraz drogiej aparatury. Mechanika dwuwarstwy lipidowej w mikro-
skali jest badana przede wszystkim przy wykorzystaniu technik mikromanipulacyjnych lub
spektroskopii drgan technicznych. Badania z wykorzystaniem mikroliposomow dostarczaja da-
nych przydatnych do zrozumienia uktadow biologicznych, ale nie udowodniono czy parametry
uzyskane za pomocg takiego modelu eksperymentalnego mozna przetozy¢ na nanoskale.

Pracg stanowi cykl czterech publikacji. W ramach pierwszej przeanalizowano zastosowania
liposomow w przemysle oraz potencjal nanoczasteczek lipidowych do podniesienia jakosci zy-
cia spoteczenstwa. W drugiej zebrano metody pomiaru wlasciwo$ci mechanicznych wybranych
nanoczgstek lipidowych oraz zwrdcono uwage na rozbieznosci pomiedzy wynikami otrzyma-
nymi ze pomocg roznych technik. W kolejnej publikacji przedstawiono koncepcje nowej tech-
niki pomiarowej przeznaczonej do wyznaczenia wilasciwosci mechanicznych liposomow
w submikronowej skali. W ostatnim artykule opisano kontynuacje rozwoju nowej techniki po-
miarowej. Dodatkowo w ramach pracy przeanalizowano wplyw wlasciwosci mechanicznych
liposomdw na procesy biologiczne takie jak endocytoza.

Abstract

In recent years, there has been a growing interest of liposomes applications, such as targeted
drug systems in pharmacy, medical diagnostics, cosmetology and food for special medical pur-
pose design or biosensors for environmental monitoring. The mechanical properties of lipo-
somes directly affect their stability, size as well as the amount and time of the substance
transport. Additionally, liposomes mechanics affects the efficiency of cellular uptake of lipo-
somes carrying therapeutic substances and the efficiency of their accumulation in target tissues.
The presented results suggest that liposome stiffness is a critical parameter for the new
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liposomal formulations design efficient. Nevertheless, the study of the lipid bilayer mechanics
mainly focus on liposomes with a diameter greater than 1 micrometer, which are not applicable
in industry. Sub-micron-sized liposomes, commonly used in many technologies, are rarely
tested for mechanical properties. This is because there are a limited number of experimental
methods available for quantifying the mechanical properties of submicron liposomes, and the
available techniques require the use of complex models and expensive equipment. The lipid
bilayer mechanics in the microscale is studied mainly using micromanipulation technique or
flicker-noise spectroscopy method. Studies using microliposomes provide useful data for un-
derstanding biological systems, but it has not been proven whether the parameters obtained with
such an experimental model can be translated into the nanoscale.

This work is an article thesis. It is collection of four publication. The first one analyzed the
liposomes industrial applications and the potential of lipid nanoparticles to improve the quality
of life in society. In the second article, methods of the lipid nanoparticles mechanical properties
determination were collected and attention was drawn to the inconsistencies between the results
obtained using various techniques. Another publication developed a new technique for meas-
uring the liposomes mechanical properties on a submicron scale. In the last article, the devel-
opment of the new measuring technique was continued. Additionally, the effect of the mechan-
ical properties of liposomes on biological processes such as endocytosis and stability under
mechanical stress was studied.



Lista symboli i skrotow

cryo-TEM - kriomikroskopia elektronowa (ang. cryogenic electron microscopy)
DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. dynamic light scattering)

DOPC - 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

DPPC - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

FRET - transfer energii rezonansu Forstera (ang. Férster Resonance Energy Transfer)
GUV - ogromne jednowarstwe pegcherzyki (ang. giant unilamellar vesicle)
LUV - duze jednowarstwowe pecherzyki (ang. large unilamellar vesicle)

MLV - wielowarstwowe pecherzyki (ang. multilamellar vesicle)

MVV - wielopecherzykowe pgcherzyki (ang. multivesicular vesicle)

NBD - Nitrobenzoksadiazol

PDI - wspotczynnik polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index)

POPC - 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

Rh-B - Rodamina B

SUV - matle jednowarstwowe pecherzyki (ang. small unilamellar vesicle)

K - wspotczynnik sztywnosci na zginanie (ang. bending rigidity coefficient)



1. Cel i teza pracy

Nanoczasteczki przenoszace substancje biologicznie czynne lub preparaty kontrastujace sa
transportowane w krwioobiegu, a nastepnie dyfunduja przez przestrzen migdzykomodrkowsa
I adhezuja do powierzchni chorobowo zmienionych komorek, zeby zosta¢ wchtonigte na dro-
dze endocytozy. Z tego powodu skuteczno$é terapii oraz diagnostyki opartej o nanoczasteczki
zalezy od wydajnos$¢ procesu endocytozy. Jednakze mechanizm wchlaniania nanoczasteczek
przez komorki nie jest catkowicie zbadany, a jego znajomos¢ jest konieczna dla projektowania
preparatéw diagnostycznych i terapeutycznych o wigkszej skutecznosci.

Obecnie glowna strategia metod celowanych stosowanych w przypadku terapii lub diagno-
styki jest chemocelowanie, czyli podejscie oparte na zatozeniu, ze komorki chorobowe charak-
teryzuja specyficzne receptory. Jednak taka strategia jest mozliwa tylko, jesli receptory mozna
zidentyfikowa¢ oraz ulegaja one nadmiernej ekspresji w poréwnaniu do komorek zdrowych.
Wtasciwosci mechaniczne komoérek nowotworowych réznig si¢ od komoérek zdrowych, co su-
geruje nowg strategi¢ kierowania: mechanocelowanie.

Koncepcja ta jest oparta o przekonanie, ze powstawanie endosomow, niezbednych do zajécia
endocytozy, jest zalezne od wtasciwosci mechanicznych wchianianych nanoczasteczek. Zasto-
sowanie tej techniki w kierowanym dostarczaniu lekow pozwolitoby na rozwdj terapii o zwigk-
szonej selektywnosci oraz zredukowanej toksycznosci opartej o wtasciwosci mechaniczne cza-
steczek pelnigcych funkcje nosnikoéw substancji biologicznie czynnych [1]. Przedstawiona kon-
cepcja wymaga precyzyjnego okreslenia wlasciwosci mechanicznych zaréwno komorki jak
I nanoczastki. Jednakze wlasciwosci mechaniczne liposomow sg badane w przypadku czgstek
o Srednicy powyzej mikrometra (GUV), natomiast w nanomedycynie wykorzystywane sa
przede wszystkim liposomy w rozmiarach submikronowych (LUV lub SUV). Nie zostato do
tej pory potwierdzone czy parametry mechaniczne zmierzone w mikroskali mozna bezposred-
nio przetozy¢ na nanoskalg.

Praca miata na celu weryfikacje nastepujacych tez:

1) krzywizna dwuwarstwy lipidowej zwigzana z rozmiarem liposoméw wplywa na wila-
sciwos$ci mechaniczne liposomow,

2) sita ekstruzji liposomow jest zwigzana z wlasciwosciami mechanicznymi badanych cza-
stek.



2.  Opis pracy

2.1  Liposomy jako przyklad komplekséw molekularnych: opis oraz zastosowanie
(praca 1)

Liposomy to sferyczne, samoorganizujace si¢ koloidalne powtoki o rozmiarach $rednicy od
20 nm do 100 pm. Ich nazwa pochodzi od greckich stow: lipos — thuszcz i soma — ciato [2].
Liposomy charakteryzuje podobienstwo do bton komorkowych zaréwno pod katem kompozy-
cji lipidowej jak i budowy strukturalnej (Rysunek 1). Sugeruje to zgodnos$¢ metaboliczng, niska
toksyczno$¢, biokompatybilno$¢ oraz brak silnej odpowiedzi immunologicznej [3]. Z tego po-
wodu sg one powszechnie stosowane w wielu gateziach przemystu, ale przede wszystkim
w medycynie oraz farmacji [2,4-6].
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Rysunek 1. Poréwnanie struktury liposomu oraz dwuwarstwy lipidowej (przygotowano na podstawie rysunku
z pracy [7])
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Rysunek 2. Klasyfikacja liposomow ze wzgledu na wielko$¢ i budowe (wykonano na podstawie rysunku z pracy
[81)

Liposomy klasyfikuje si¢ ze wzgledu na typ powtoki (jedno lub wielowarstwowe, Rysunek
2). Liposomy jednowarstwowe zbudowane sg tylko z jednej dwuwarstwy lipidowe;j. Dzielg si¢
ze wzgledu na wielko$¢ Srednicy na: mate (SUV) o $rednicy mniejszej niz 100 nm, duze (LUV)
o $rednicy w przedziale: 100 nm -1 pm oraz ogromne (GUV) — powyzej 1 um. Z kolei liposomy
wielowarstwowe (MLV) zawierajg kilka koncentrycznych dwuwarstw lipidowych w uktadzie
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,,skorki cebuli”, a liposomy wielopecherzykowe (MVV) zamykajag w swoim wng¢trzu mniejsze

Lipidy w rozpuszczalnikach
organicznych

Wstrzykiwanie Wstrzasanie
rozpuszczalnika

©)

Ekstruzja
MLy

Luv GUV

pecherzyki lipidowe [9].

Odparowanie
rozpuszczalnika

Suchy film
lipidowy

Elektroformacja

Rysunek 3. Wybrane metody formowania jednowarstwowych liposomow (przygotowano na podstawie rysunku
z pracy [10])

Lipidy wykazuja amfifilowa naturg, wigc w rozpuszczalnikach organicznych spontaniczne
grupuja si¢ w struktury liposomoéw wielowarstwowych. Przy wykorzystaniu metod przedsta-
wionych na Rysunku 3, mozna uzyskac z liposomow wielowarstwowych pecherzyki jednowar-
stwowe, ktore sa uzyteczniejsze zard6wno w przypadku mniejszych liposomow (LUV oraz
SUV) podczas zastosowania ich jako nosniki lekow, jak i w przypadku wiekszych (GUV), ktore
pehnig rolg modeli btony komoérkowej [11].

Najpowszechniejsza metoda tworzenia jednowarstwowych liposomow jest ekstruzja, ktora
pozwala na uzyskanie wzglednie homogenicznej (pod wzgledem rozmiaréw) srednicy popula-
cji liposomow. Ponadto metoda ta jest powtarzalna oraz nie wymaga duzych naktadéw czaso-
wych [12]. Proces ekstruzji polega na ttoczeniu zawiesiny liposoméw MLV przez filtr o okre-
Slonych rozmiarach $rednicy poréw w wyniku czego powstaje populacja jednowarstwowych
liposomow o $redniej $rednicy odzwierciedlajacej rozmiar porow wykorzystanego filtra. Po-
mimo powszechnego zastosowania, wcigz istnieja niewyjasnione zagadnienia zwigzane z eks-
truzja. Nadal brakuje spdjnego modelu wyjasniajacego, w jaki sposob wielowarstwowe mikro-
liposomy o $rednicach o rzad wielko$ci wigkszych niz pory filtra, rozpadaja si¢ na mniejsze,
jednowarstwowe pecherzyki oraz dlaczego rozmiar liposomow uzyskanych metoda ekstruzji
jest wigkszy niz $rednica filtra wykorzystanego W procesie [13,14].

Opisane wyzej niescistosci sg szczegdlnie istotne ze wzgledu na to, Zze rozmiar liposomow
decyduje o ich zastosowaniu. Liposomy 0 mniejszych Srednicach wykorzystuje si¢ gtdwnie
jako nos$niki lekow ze wzgledu na ich stabilno$¢ i korzystny stosunek powierzchni dwuwarstwy
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do objetosci rozpuszeczalnika zamknigtego w pecherzyku. Tylko liposomy o srednicy od 50 do
150 nm sg zdolne do unikniecia fagocytozy, a takze dostania si¢ do naczyn krwionosnych w mi-
kro-srodowisku guza [15,16]. Dzi¢ki zastosowaniu tego typu liposomow mozna uzyska¢ efekt
EPR (zwigkszonego przenikania i retencji substancji), pasywnego, kierowanego dostarczania
lekéw opartego o roznice w strukturze zdrowych 1 patologicznych tkanek, takich jak np. wy-
stepowanie zwigkszonych rozmiaréw poréw komorek srodbtonka naczyn wtosowatych w tkan-
kach nowotworowych [4,17].

Z kolei liposomy o wigkszej $rednicy (GUV), ze wzgledu na ich rozmiar poréwnywalny do
wielkosci komorki, stosowane sg jako sztuczny model blony komoérkowej. Ponadto $rednica
GUYV, wigksza niz limit rozdzielczosci optycznej (zdefiniowanej przy kryterium Rayleigha),
pozwala w prosty sposob na obserwacje uformowanych liposoméw za pomoca mikroskopu
Swietlnego 1 umozliwila rozw6j wielu metod, gdzie ogromne liposomy wykorzystuje si¢ jako
model do wyznaczania parametréw mechanicznych i topologicznych bton lipidowych [18,19].

Praca 1. ma charakter przegladowy, a wigc opisuje zastosowania liposoméw w przemysle,
a przede wszystkim w farmacji, produkcji zywnosci oraz kosmetologii. W artykule szczegolnie
zwrocono uwage na fakt, ze zastosowanie kierowanych no$nikow substancji czynnych, takich
jak liposomy, moze przyczyni¢ si¢ do poprawy stanu zdrowia spoteczenstwa poprzez zwiegk-
szenie wydajnosci stosowanych terapii (chemioterapia [20—25], zakazenia grzybiczne [26]) lub
zmniejszenie skutkow ubocznych wynikajacych z ich stosowania (srodki przeciwbolowe [27]).
Ponadto no$niki te zapewniaja poprawe jakosci zycia chorych (podawanie jelitowe insuliny
[28]) czy zabieganie chorobom (prewencja wynikajaca z efektywnej suplementacji witamin
i mineratow, ktorych niedobor jest zwiagzany z chorobami przewlektymi [29-31]).

Kierowane no$niki moga wplynaé réwniez na rozwoj nowych terapii (np. genowej) oraz
stworzy¢ narzedzia do walki z chorobami, wobec ktorych wspotczesna medycyna pozwala je-
dynie na leczenie skutkow, bez mozliwosci eliminacji ich przyczyny (cukrzyca, plasawica Hun-
tingtona, celiakia czy choroba Parkinsona) [5,32].

2.2 Mechanika dwuwarstwy lipidowej oraz dost¢pne metody jej pomiaru (praca 2)

Liposomy GUV (stuzace jako model eksperymentalny blony biologicznej) oraz LUV (pet-
nigce rol¢ nosnika lekéw) aby skutecznie spetnia¢ swoje funkcje muszg charakteryzowac sie
odpowiednimi wtasciwos$ciami narzuconymi przez wartosci fizjologiczne. Wykazano, ze sta-
bilnos¢ liposomow, organizacja lipidow w dwuwarstwie, przepuszczalnos¢ 1 wlasciwosci me-
chaniczne zalezg zarowno od czynnikow wewnetrznych (np. sktadu molekularnego czy stanu
fizycznego) oraz zewnetrznych (np. temperatury) [33-36].

Podczas charakteryzowania przygotowanych liposomow czgsto bada si¢ organizacije lipidow
oraz wtasciwosci elektrostatyczne powierzchni [37-39]. Rzadko brane sa pod uwagg wilasci-
wosci mechaniczne dwuwarstwy lipidowej. Dzieje si¢ tak pomimo dowodéw eksperymental-
nych wykazujacych, ze ksztalt i sztywno$¢ czastek wptywa na ich dziatanie zaréwno na pozio-
mie komérkowym, jak i ogodlnoustrojowym [40-48]. Prawdopodobnie jest to rezultat skompli-
kowanych metod pomiaru wtasciwo$ci mechanicznych liposomow.
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Rysunek 4. Trzy sktadowe deformacji btony (przygotowano na podstawie rysunku z pracy [49])

Wtasciwosci mechaniczne btony biologicznej mozna ilosciowo opisaé¢ jako odpowiedz
btony na deformacje. W przypadku dwuwarstwy lipidowej wyrdznia si¢ deformacje rozciaga-
jace, Scinajace i zginajace, co schematycznie zaprezentowano na Rysunku 4. Ilosciowa odpo-
wiedz blony na wymienione deformacje jest odpowiednio opisana przez modut sprezystosci
powierzchni Ka, modut sprezystosci $cinania u, wspotczynnik sztywno$¢ zginania k oraz modut
krzywizny Gaussa kg [49].

W warunkach fizjologicznych btona biologiczna jest w stanie ciekto-krystalicznym, a wigc
nie jest ona poddawana sitom s$cinajacym (u = 0). W efekcie energia wypadkowego ruchu
btony, zwana sprezysta wolng energiag H (3), jest jedynie sumg energii rozciagajacej (1) oraz
zginajacej opisanej przez rownanie Helfricha (2).

2
Eexp = %Ka (%) 1)

gdzie:

E.p - energia rozciggania sprezystego na jednostke powierzchni [J],

K- modut sprezysto$ci powierzchni [#]

AA = A4 - A,

A - pole powierzchni pecherzyka zdeformowanego [m?],

Ao - pole powierzchni pecherzyka w rownowadze [m?].

1 2
Epena = EK(Cl +C, — Co)* + kg - C1Cy (2)
gdzie:
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Epena - energia deformacji zginajacej na jednostke powierzchni [/],

K - wspotczynnik sztywno$ci zginania []],

k¢ - modut sztywnos$ci Gaussa [/],

Co - spontaniczna krzywizna btony wywotana np. asymetrycznym sktadem lipidowym [-],
C;, C, - gldwne osie krzywizny membrany okreslone przez lokalne deformacje btony [-].

Ay (DA 1 ,
}[=7Ka<A—O) +§deA(C1+C2—C0)
A

3)
+ kg f dAC,C,
A

Jesli na liposomy nie dziatajg sity rozciaggajace, a zmiany deformacyjne sg wytacznym efek-
tem zmiany energii termicznej, w rownaniu (3) pierwszy czton zostaje pominigty. Zmiany krzy-
wizny Gaussa sg niezmienne podczas fluktuacji termicznej, a wiec trzeci czton rownania (3)
rowniez zostaje pominigty. Energi¢ fluktuacji ksztattu btony biologicznej, kiedy nie wystepuja
zewnetrzne sily, opisuje si¢ za pomocg Hamiltonianu Canhama-Helfricha:

1
}[=0A+EKJdA(Cl+CZ—CO)2 (4)
A

gdzie:
o - skuteczne napigcie powierzchniowe [#]

Opracowano wiele metod pomiaru wtasciwosci mechanicznych materiatow. Jednak dwu-
warstwa lipidowa jest szczegolnym przypadkiem, poniewaz jest to delikatna nanostruktura (jej
grubos¢ to w przyblizeniu dtugos¢ dwoch czasteczek lipidowych), wiec zakres wartosci para-
metrow mechanicznych jest bardzo maty i trudny do badania doswiadczalnego [49].

Istniejace techniki, pozwalajace na wyznaczenie wlasciwosci mechanicznych btony, mozna
podzieli¢ na nastgpujace kategorie [50]:

e spektroskopia drgan termicznych - technika bazujaca na analizie obrazu pecherzy-
kow lipidowych, ktora wykorzystuja zaleznos¢ pomiedzy termicznymi fluktuacjami
a sztywnos$cig zginania dwuwarstwy lipidowej opisang przez réwnanie (4), ktora
opiera si¢ na spontanicznych deformacjach ksztattu GUV [51,52],

e metody oparte na deformacji btony indukowanej sitg zewnetrzna, w ktorej wiasci-
wosci mechaniczne dwuwarstwy lipidowej sg obliczane na podstawie zaleznosci po-
migdzy przytozong silg zewnetrzna a stopniem deformacji btony (np. aspiracja mi-
kropipety, peseta optyczna, formowanie elektrodowe i manipulacje mikroskopem sit
atomowych (AFM)) [33,53-59],

e techniki rozpraszania, gdzie wykorzystuje si¢ korelacj¢ pomiedzy parametrami
strukturalnymi dwuwarstwy lipidowej a wtasciwos$ciami mechanicznymi, np. analiza
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dyfuzyjnego rozpraszania promieni rentgenowskich na dwuwarstwie lipidowej
[36,60-62],

e symulacje metodg Monte Carlo [63] oraz dynamiki molekularnej [64,65], w ktorych
wlasciwosci mechaniczne wyprowadzane sg na podstawie symulacji matych frag-
mentéw dwuwarstwy lipidowe;,

e szacowanie wlasciwosci mechanicznych metodami teoretycznymi fizyki materii
migkkiej [66,67].

Kazda z opisanych metod pozwala wyznaczy¢ wspotczynnik sztywnosci na zginanie (k),
ktoéry ilosciowo opisuje wlasciwosci mechaniczne dwuwarstwy lipidowej budujacej liposomy.
Wspotczynnik ten okresla ilo§¢ energii potrzebnej do odksztalcenia dwuwarstwy lipidowe;j
[19]. Wszystkie przedstawione metody przeznaczone do opisu wlasciwosci mechanicznych
dwuwarstwy lipidowej wykorzystuja quasi-ptaska dwuwarstwe lipidowa lub liposomy o $red-
nicy powyzej 1 um, poniewaz ich rozmiary umozliwiajg obserwacj¢ agregatow za pomocg mi-
kroskopu §wietlnego.

Technika AFM wykorzystuje liposomy o $rednicy ok. 100 nm, jednak ze wzgledu na cha-
rakter pomiarow, liposomy silnie przylegaja do podtoza oraz traca swoja pierwotng krzywizne.
Z tego powodu trudno wnioskowaé o wlasciwosciach mechanicznych mniejszych liposoméw,
w ktorych efekt krzywizny ze wzgledu na stosunek grubosci dwuwarstwy do $rednicy jest duzo
wigkszy. W jednej z prac [52] uwzgledniono rozmiar liposoméw, dla ktorych zostat wyzna-
czony wspotczynnik k. Jednak w tym przypadku nie wykazano zaleznosci pomigdzy rozmia-
rem liposomdw a wyznaczonym wspotczynnikiem k. Doswiadczenie jednak zostato przepro-
wadzone dla niewielkiej ilosci agregatow (5).

Z tego powodu w pracy 2. podjeto probe weryfikacji pierwszej hipotezy sprawdzajacej czy
krzywizna dwuwarstwy lipidowej zwigzana z rozmiarem liposomow wplywa na wlasciwosci
mechaniczne liposomow. Istotnym problemem, ktory zauwazono w pracy jest rozbiezno$¢ wy-
nikéw literaturowych wspotczynnika. Otrzymane warto$ci roznig si¢ w zaleznosci od wyko-
rzystane] metody. Przyktadowo, x wyznaczone metoda putapki optycznej wynosi 3,3 -
10729 [J] [56], a metoda spektroskopii drgan termicznych - 22,3 - 1072 [J] [68].

Roéznice mogg wynikac¢ z powodu trudnosci w pomiarach, poniewaz probka liposomow typu
GUV charakteryzuje si¢ duzg rozbiezno$cig rozmiaréw oraz brakiem homogenicznosci,
w przypadku gdy liposomy zostaty zbudowane z mieszaniny lipidow. Jednoczesnie najczgsciej
podczas takich pomiaréw wyznacza si¢ k dla wybranych 10 — 15 liposomow [49,69], a wigc
wybrana proba moze nie by¢ reprezentatywna. W ramach artykutu wyznaczono k dla ogromnej
ilosci liposomow typu GUV (150) zbudowanych z lipidu POPC. Przeprowadzenie pomiarow
dla duzej populacji pozwolilo po raz pierwszy wiarygodnie przeanalizowac¢ statystycznie otrzy-
mane wartos$ci.
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Rysunek 5. Przyktad obrazu serii monitorujacej fluktuacje termiczne dwuwarstwy lipidowej oznaczonej sonda
fluorescencyjna (obraz pokazano w pracy 2)

W badaniach wykorzystano technike spektroskopii drgan termicznych. Technika polega na
rejestracji serii konturéw pecherzyka, ktdrego centrum znajduje si¢ w ptaszczyznie ogniskowe;j
mikroskopu optycznego. W przeprowadzanych pomiarach wykorzystano mikroskop fluore-
scencyjny uzyskujac dwuwymiarowy obraz liposomow (Rysunek 5).

Pierwszym etapem analizy jest uzyskanie wartosci numerycznej potozenia konturu z zareje-
strowanego obrazu fluktuacji przy jak najmniejszej utracie informacji (w skutek niezbednej
obrébki obrazowej). Nastepnym etapem jest pomiar amplitudy fluktuacji i powigzanie ich z pa-
rametrami mechanicznymi dwuwarstwy lipidowej. Analiza fluktuacji dwuwarstwy lipidowej w
celu pozyskania wspotczynnika mechanicznego polega na okresleniu potozenia blony lipidowej
pod danym katem we wspotrzednych biegunowych, a nastgpnie analizie otrzymanych wartosci
polozenia za pomocg funkcji autokorelacji katowej, ktore kolejno sg rozktadane transformatg
Fouriera. Amplitudy otrzymanych funkcji cosinusowych zostaja przeksztatcone w histogramy.
Ostatecznie wspolczynnik zginania jest obliczony na podstawie dopasowania modelem nachy-
lenia wyktadniczych histogramow w funkcji modu [49].

W ramach pracy wyeliminowano wptyw obecnosci sondy fluorescencyjnej oraz warunkow
technicznych (pomiary przeprowadzono wykorzystujac dwa rozne mikroskopy). Mimo zbada-
nia ogromne;j ilosci liposomow, nie zauwazono istotnej korelacji pomiedzy wspdtczynnikiem
mechanicznych oraz rozmiarem liposomow, wigc odrzucono hipoteze méwigca o wplywie
krzywizny dwuwarstwy lipidowej na wtasciwo$ci mechaniczne badanych liposomow.

Opisane badania zostaly przeprowadzone tylko dla liposoméw o §rednicy wigkszej niz 1 pm.
Zatem weryfikacja hipotezy w skali submikronowej byta kontynuowana, co zostato opisane
W kolejnym rozdziale. Dodatkowo, statystycznie przeanalizowano populacj¢ otrzymanych war-
tosci. Zauwazono, ze rozklad otrzymanych warto$ci nie odpowiada rozkladowi normalnemu,
a najlepiej odzwierciedlony jest przez rozktad asymetryczny. Nie znaleziono biofizycznego
uzasadnienia tego zjawiska, wigc uznano, ze uzyskane wyniki obarczone sg btgdem technicz-
nym, na ktory sktadajg si¢ m.in. artefakty zwigzane z przygotowaniem probek lub akwizycja
obrazu. Wplyw na warto$¢ btedu moze mie¢ tez obecno$¢ zanieczyszczen, np. resztek rozpusz-
czalnika organicznego lub oddziatywanie komér pomiarowych na probke, np. adhezja liposo-
mow.

16



W przypadku pomiaru wiasciwosci mechanicznych btony za pomoca techniki spektroskopii
drgan termicznych zazwyczaj rejestruje si¢ seri¢ obrazéw przedstawiajgcych fluktuacje ter-
miczne okoto 15 liposoméw. Nastepnie oblicza si¢ Srednig warto$¢ z otrzymanych pomiarow.
Jednakze miara $redniej jest przeznaczona dla warto$ci pochodzacych z jednorodnych zbioro-
wosci o niewielkim stopniu zréznicowania, poniewaz na wartos¢ §redniej silny wptyw majg
wartosci skrajne. Z tego powodu nie nalezy stosowac tej miary w przypadku asymetrycznych
rozktadow, dla ktorych przeznaczone sg inne wskazniki statystyczne takie jak mediana czy do-
minanta.

W pracy zwrdocono uwage, ze badany rozktad wspotczynnika k opisuje asymetria prawo-
stronna. W tej sytuacji wartos¢ mediany jest mniejsza niz warto$¢ $redniej. Literaturowe war-
tosci wspotczynnika k sg wyzsze w przypadku zastosowania techniki spektroskopii drgan ter-
micznych w poroéwnaniu do innych technik. Powodem tej réznicy moze by¢ wykorzystanie
nieprawidlowej statystyki w przypadku spektroskopii drgan termicznych, a wigc zastapienie
sredniej, mediang lub dominantg, wyeliminuje réznice wyznaczanego wspotczynnika sztywno-
$ci w zalezno$ci od uzytej techniki.

2.3  Pomiar sily ekstruzji jako nowa metoda okreslenia wlasciwosci mechanicznych li-
posomow (prace 31i4)

Istnieje wiele metod pomiaru wiasciwosci mechanicznych dwuwarstwy lipidowej. Mimo to,
kazda z nich charakteryzuje si¢ istotnymi technicznymi ograniczeniami. Techniki wykorzystu-
jace GUV (m.in. spektroskopia drgan technicznych, aspiracja za pomocg mikropipety) charak-
teryzuja si¢ wysokimi wymaganiami technicznymi (mikroskopy o wysokiej zdolnosci rozdziel-
czej, mikropipeta) oraz skomplikowang analizg danych (co opisano w poprzednim rozdziale)
[51,52,54-56]. Dodatkowo, zmierzonych warto$ci nie mozna wprost przetozy¢ na submikro-
nowa skale. Symulacje dynamiki molekularnej, modelowanie teoretyczne 1 symulacje Monte
Carlo nie mogg by¢ stosowane samodzielnie, poniewaz wymagaja eksperymentalnej walidacji
uzyskanych warto$ci ilosciowych [64,67,70]. Metoda oparta na technice rozpraszania wyko-
rzystuje model typu ang. supported lipid bilayer, czyli dwuwarstwg lipidowa umieszczona na
podiozu, a wigc bezposredni pomiar liposomow nie jest mozliwy. Ponadto technika ta wymaga
ztozonego modelu teoretycznego, ktorego zatozenia sg trudne do zweryfikowania [71].

Z powyzszych powodow, w ramach pracy 3. i pracy 4. podjeto probe opracowania NOWej
metody charakteryzowania wiasciwos$ci mechanicznych liposomow, ktora bytaby tatwa do
wdrozenia w skali technologicznej. W takim zastosowaniu, metoda powinna charakteryzowac
si¢: prostotg, wiarygodnoscig, powtarzalno$cig oraz wzglednie niskimi kosztami. Powinna
umozliwi¢ pomiary w skali ponizej zdolno$ci rozdzielczej, a wigc nano-liposomow wykorzy-
stywanych przede wszystkim w przemysle [29,53,72—-76]. Dodatkowo, podczas pomiaru by-
tyby wyznaczane wiasciwosci mechaniczne catej populacji liposomdw, co bytoby istotng zaletg
w stosunku do innych metod, gdzie bada si¢ jedynie kilka obiektow z heterogennej populacji
liposomow (CO jest szczegolnie istotne, kiedy liposomy sg zréznicowane pod katem rozmiaru
czy sktadu).
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Nowa metoda opierataby si¢ na pomiarze sity ekstruzji. Ekstruzja to popularna metoda two-
rzenia homogenicznej populacji liposomow typu LUV. Polega na przettoczeniu zawiesiny li-
posomoéw typu MLV przez cylindryczne pory filtra w celu uzyskania liposoméw jednowar-
stwowych o $rednicy odzwierciedlajacej rozmiar poréw wykorzystanego filtra [12]. Ekstruzje
przeprowadza si¢ manualnie lub automatycznie z wykorzystaniem urzadzen wywotujacych na-
cisk na probke w celu przepchniecia jej przez pory filtra [77,78]. W ramach pracy ekstruzja
byta przeprowadzona z wykorzystaniem uprzednio utworzonych jednowarstwowych liposo-
mow. W tym przypadku homogeniczna populacja jednowarstwowych liposoméw jest wysta-
wiona na napr¢zenia mechaniczne podczas procesu ekstruzji — liposomy typu LUV sg przeci-
skane przez pory filtra o istotnie mniejszej Srednicy, zatem pomiar tej sity moze zosta¢ wyko-
rzystany do pomiaru stabilnosci oraz podatnosci na odksztatcenia liposomow [79].

W pierwszym etapie konieczne byto zweryfikowanie hipotezy czy sita ekstruzji liposomow
zalezy od ich wtasciwo$ci mechanicznych oraz okreslenie warunkow pomiaru sity ekstruzji,
poniewaz w literaturze znaleziono przestanki, ze wlasciwosci mechaniczne dwuwarstwy lipi-
dowej wptywaja na proces formowania liposomow [43,44,53,80-84], ktory nastgpuje podczas
procesu ekstruzji.

W celu zweryfikowania drugiej hipotezy rozprawy, czyli sprawdzenia czy sita ekstruz;ji jest
zwigzana z wlasciwosciami mechanicznymi liposoméw wykorzystano zaleznosci literaturowe
pomigdzy wspotczynnikiem mechanicznym oraz temperaturg [85] i stezeniem cholesterolu
[50,86-89].

Rysunek 6. Model urzadzenia stuzacego do pomiaru sity ekstruzji. Uktad sktada si¢ z dwoch strzykawek Hamil-
tona (A), uchwytu na filtr (B) oraz ramienia napedzanego silnikiem krokowym (C). Zawiesing liposoméw przed
(D) 1 po ekstruzji (E) oraz kierunek sity ekstruzji (F) zaznaczono na rysunku. Schemat pokazano w pracy 4.

Sita potrzebna do ekstruzji zawiesiny liposomowej przez filtr poliwgglanowy zostata zmie-
rzona za pomocg dedykowanego ekstrudera automatycznego wyposazonego w termostat i ten-
sometry. Konstrukcj¢ urzadzenia pokazano na Rysunku 6. Podczas ekstruzji temperatura probki
byla mierzona w sposob ciagly, a objetosciowe natezenie przeptywu przez membrang zadano
i utrzymywano podczas eksperymentu. Podczas procesu ekstruzji sita przytozona do strzy-
kawki byta stale mierzona, umozliwiajac wyznaczenie krzywych zaleznos$ci silty od czasu/od-
leglo$ci/objetosciowego natezenia przeptywu. Przyktad danych eksperymentalnych przedsta-
wiono na Rysunku 7.
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Rysunek 7. Przyktadowy wykres pomiaru sity ekstruzji. Proces zostat przeprowadzono w 7 cyklach. Wykres po-
kazano w pracy 4.
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Rysunek 8. Wplyw temperatury ekstruzji na rozmiar uzyskanych liposoméw oraz zmierzone;j sily. Linia kropkowa
oraz kreskowa przedstawiajg odpowiednio temperaturg przed-przej$cia oraz przejscia lipidu DPPC. Wykres poka-
zano w pracy 3.

W pracy 3. sprawdzono jak sita ekstruzji oraz rozmiar liposoméw zaleza od temperatury
procesu ekstruzji oraz fazy lipidowej. W tym celu liposomy LUV o $rednicy ok. 140 nm zostaty
prze-ekstrudowane przez filtry o $rednicy poréw 50 nm. Na podstawie uzyskanych rezultatow
zauwazono, ze $redni rozmiar liposomow oraz sita ekstruzji sg silnie zalezne od temperatury
procesu (Rysunek 8). Srednica liposomow zwigksza sie¢ monotonicznie wraz ze zmniejszeniem
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temperatury pomiaru. Uzyskane wyniki wskazujg, ze stabilno$¢ liposomoéw na mechaniczne
naprezenia jest SciSle zalezna od fazy lipidowej. W fazie cieklo-krystalicznej, gdzie lepkos¢
liposomow jest relatywnie nizsza, pod wplywem naprezenia mechanicznego, membrana jest
dezintegrowana oraz powstaja mniejsze p¢cherzyki lipidowe. W fazie zelowej, gdzie lepkosé
jest wieksza, naprezenia mechaniczne nie wywotujg dezintegracji btony, wigec rozmiar liposo-
moOw nie ulega zmniejszeniu.

Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze podczas pomiaru liposomy nie tylko si¢ odksztatcaty,
ale rowniez dezintegrowaty, poniewaz zmieniat si¢ ich rozmiar. Nie udato si¢, wiec uzyskac
warunkow pomiarow, w ktorych dochodzitoby tylko od odksztatcenia liposoméw jak jest
w przypadku pomiaru k. Mimo to poréwnano zmierzong sit¢ ekstruzji z literaturowym wspot-
czynnikiem mechanicznym [85] w celu zweryfikowaniu czy sita ekstruzji dobrze odzwierciedla
wlasciwosci mechaniczne liposomoéw. Na podstawie otrzymanych wynikéw zauwazono, ze sita
ekstruzji, tak jak wspotczynnik mechaniczny, ro§nie wraz ze zmniejszeniem temperatury, jed-
nak charakter zaleznosci jest nieco inny od literaturowego. W przypadku pomiaru wspotczyn-
nika mechanicznego w stanie zelowym, warto$¢ stabilizuje si¢ i dalsze zmniejszenie tempera-
tury pomiaru nie wptywa na otrzymang liczbe. Jednak podczas pomiaru sity ekstruzji, nie uzy-
skano stabilizacji wyniku, a dalsze obnizenie temperatury powoduje ciagly wzrost wartosci sity
ekstruzji. Otrzymane wyniki sa zgodne z zalezno$cig uzyskang przy pomiarze rozmiaru pgche-
rzykow, poniewaz w tym przypadku rowniez pokazano, ze dopiero przy ok. 20 °C rozmiar
liposoméw przestaje by¢ zalezny od temperatury.

Otrzymane zaleznosci trudno zinterpretowac jednoznacznie oraz zweryfikowac teze czy sita
ekstruzji dobrze odzwierciedla wtasciwosci mechaniczne. Mimo, ze nie uzyskano zaleznos$ci
analogicznej do literaturowej, nalezy podkresli¢, ze znaleziono tylko jedng prace, ktora przed-
stawiataby zalezno$¢ wplywu temperatury na wspoétczynnik mechaniczny dwuwarstwy lipido-
wej zbudowanej z DPPC. Najcze¢sciej wspotczynnik mechaniczny zostal wyznaczony jedynie
dla maksymalnie 2 punktow temperaturowych [62,64,84,90,91], na podstawie, ktorych nie
mozna oceni¢ zalezno$ci w pelnym zakresie temperatur.

Z tego powodu, w kolejnym kroku w ramach pracy 4. wykorzystano najpopularniejszg lite-
raturowg zaleznos¢, czyli wptyw stezenia cholesterolu w dwuwarstwie lipidowej na jej wiasci-
wosci mechaniczne. Dane literaturowe wskazuja, ze zalezno$¢ pomiedzy wspotczynnikiem me-
chanicznym a st¢zeniem cholesterolu w dwuwarstwie lipidowej ma charakter liniowy [51]. Jed-
nak zanim mozliwe byto zweryfikowanie, czy w przypadku site ekstruzji rowniez charaktery-
zuje taka zalezno$¢, konieczna byta standaryzacja pomiaréw ekstruzji.

Ekstruzj¢ przeprowadza si¢ w wielu cyklach. Kazdy cykl ekstruzji wptywa na probke, wiec
po kazdym etapie probka charakteryzuje si¢ innymi parametrami. W pracy 4. pokazano, ze
dopiero po 6. cyklach ekstruzji uzyskiwana jest maksymalna ilo$¢ lipidu (wczesniej prawdopo-
dobnie pewna ilo$¢ lipidu pozostaje na filtrze). Taka sama ilo$¢ powtdrzen ekstruzji jest po-
trzebna aby uzyskac ostateczny rozmiar liposoméw 0 maksymalnym stopniu homogenicznosci
opisanym przez PDI. Po 6. cyklu stabilizuje si¢ rowniez sita ekstruzji, co wskazuje, ze liposomy
w probce zostajg uformowane (Rysunek 9). Podobne wyniki uzyskano w innych pracach
[12,13,92,93]. Z tego powodu uznano, ze pomiary Sredniej sity 1. oraz 6. cyklu moga by¢ ilo-
sciowg miarg dwoch procesow.
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Rysunek 9. Wptyw ilo$ci cykli ekstruzji na silte ekstruzji oraz odzysku lipidowego liposoméw zbudowanych z
POPC (A) lub mieszaniny POPC i cholesterolu (70:30, mol:mol) (B). Rysunek C i D przedstawia kolejno wplyw
ilo$¢ cykli ekstruzji na rozmiar liposomow oraz ich homogeniczno$¢ opisang przez PDI. Wykres pokazano w pracy
3.

W pierwszym przypadku mierzona jest sita potrzebna do wepchnigcia liposomow typu MLV
do porow filtra oraz peknigcia liposomu co jest niezbedne do uformowania jednowarstwowego
liposomu. Dodatkowo potrzebna jest sita do odksztatcenia pecherzyka lipidowego podczas
przejscia przez por filtra.

W drugim przypadku, podczas pomiaru sity ekstruzji 6. cyklu, jednowarstwowe liposomy
sa juz uformowane, wigc mierzona sita odpowiada jedynie sitom deformujagcym podczas prze-
chodzenia pecherzykow przez pory. Podsumowujac, sita 1. cyklu odpowiada sitom formujacym
i deformujacym liposomy, a 6. cyklu tylko deformujacym. W przypadku pomiarow k potrzebne
sg warunki, w ktorych dochodzi tylko do odksztalcen deformujacych, wigc wybrano 6. cykl do
opisu procesu ekstruzji.

Nastepnie w pracy 4. pokazano, ze sita ekstruzji w funkcji st¢zenia cholesterolu wykazuje
charakterystyke liniowa. Ponadto porownano silte ekstruzji z literaturowymi warto$ciami k.
Uzyskane wyniki wskazuja na wysoki stopien podobienstwa zaleznosci pomigdzy silg ekstruzja
lub wspolczynnikiem mechanicznym a stezeniem cholesterolu. Otrzymane warto$ci pozwalaja
na potwierdzenie drugiej hipotezy rozprawy wskazujacej, ze sita ekstruzji dobrze odzwierciedla
wlasciwo$ci mechaniczne dwuwarstwy lipidowe;.

Dodatkowo uzyskane wyniki pozwalaja na petlng weryfikacje pierwszej hipotezy mowiacej,
ze krzywizna dwuwarstwy lipidowej wplywa na wlasciwo$ci mechaniczne liposomow.
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W pracy 2. odrzucono hipoteze, ale tylko w przypadku liposoméw w mikroskali. W tym przy-
padku pomiary przeprowadzono dla mniejszych liposoméw w submikronowej skali. Wyniki sa
zgodne z warto$ciami literaturowymi uzyskanymi dla liposomow typu GUV, czyli o rozmia-
rach wigkszych niz mikrometr. Otrzymane rezultaty potwierdzaja wystapienie takich samych
zalezno$ci w nano- i1 mikro skali, a wiec wskazujg, ze krzywizna dwuwarstwy lipidowej nie
wplywa na wtasciwosci mechaniczne liposomow. Wyniki uzyskane w przywotanych trzech
pracach pozwalaja odrzuci¢ hipoteze moéwiaca, ze krzywizna dwuwarstwy lipidowej wplywa
na wtasciwo$ci mechaniczne liposomow.

2.4  Mechanika liposomow w procesie ekstruzji i jej wplyw na procesy biologiczne
(prace 31i4)

Wtasciwosci mechaniczne dwuwarstwy lipidowej sg istotnym parametrem z perspektywy
procesow biologicznych z dwéch powodow. Dwuwarstwa lipidowa jest podstawow3 jednostka
budujaca liposomy, czyli nanoczastki stuzace do przenoszenia lekéw czy substancji kontrastu-
jacych. Udowodniono, ze mechanika liposoméw wplywa na zachowanie in vivo liposomow
w krwioobiegu po podaniu pacjentowi. Wtasciwosci mechaniczne liposomoéw wptywajg na po-
jemnos$¢ transportowa liposoméw jako nosnika, czyli okreslaja ilos$¢ i czas przenoszonej sub-
stancji biologicznie czynnej [6,94-96].

Jednoczesnie mechanika liposoméw bezposrednio wptywa na stopien endocytozy liposo-
mow przez komorki, a wigc determinuje ilo$¢ substancji zgromadzonej w miejscach docelo-
wych, czyli ma istotne znaczenie dla efektywnosci terapii i diagnostyki [97,98]. Z drugiej strony
badania nad mechanikg dwuwarstwy lipidowej z wykorzystaniem liposomow typu GUV
0 wielkosci podobnej do rozmiaru komorek sa niezwykle istotne dla zrozumienia oraz opisu
procesdOw komoérkowych obejmujacych btone biologiczng, ktora rowniez jest zbudowana
z dwuwarstwy lipidowej. Wykazano, ze wlasciwosci mechaniczne btony oraz ich zmiana od-
grywaja kluczowg role w przekazywaniu informacji w komorkach 1 tkankach, ruchliwosci ko-
morki, a takze egzo- i endocytozie [99-105].

W pracy 3. pokazano, ze stabilno$¢ liposomow jest Scisle zalezna od fazy lipidowej. Lipo-
somy w stanie ciekto-krystalicznym pod wptywem naprezenia mechanicznego jakim jest sita
ekstruzji rozpadajg si¢ na mniejsze liposomy. W stanie zelowym, liposomy sg mniej podatne
na napr¢zenia, a stopien rozpadu zalezy od temperatury. Zauwazono, ze w 20°C (temperatura
przejscia przez filtr lipidu DPPC wykorzystanego w doswiadczeniu to 41°C, a przed-przejsciem
— 33,5°C [106]) rozpad liposomdéw zachodzi tylko po wygenerowaniu wiekszych naprezen.
Mechanika dwuwarstwy lipidowej $cisle zalezy od fazy lipidowej [62,64,84,85,90,106], a wiec
stabilno$¢ liposomdw moze zostaé przewidziana na podstawie ich wtasciwo$ci mechanicznych.

Dodatkowo w pracy wykazano, ze mechanika dwuwarstwy lipidowej w stanie ciekto-kry-
stalicznym jedynie nieznacznie zalezy od temperatury. Z kolei w przypadku fazy zelowej, me-
chanika wyraznie zmienia si¢ w zalezno$ci od temperatury. Otrzymane wyniki sg zgodne z da-
nymi literaturowymi [107], w ktorych wykazano, ze w fazie zelowej stan dwuwarstwy lipido-
wej charakteryzuje ztozona funkcja temperaturowa.
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W pracy 4. podjeto probe analizy procesu ekstruzji oraz zbadanie wptywu wlasciwosci me-
chanicznych dwuwarstwy lipidowej na parametry otrzymywanych liposoméw. Do tej pory nie
udato si¢ jednocze$nie wyjasni¢, dlaczego liposomy wielowarstwowe o nichomogenicznych
rozmiarach po przejsciu przez cylindryczne pory formujg si¢ w jednowarstwowe liposomy
0 rozmiarach zblizonych do $rednicy porow filtra [12,13].

Choc¢ ekstruzja to dziatanie technologiczne, to zrozumienie przejscia liposomow przez pory
ze zmiang ich topologii moze pomoc zrozumie¢ procesy komorkowe takie jak egzo- czy endo-
cytoza, gdzie dochodzi do fuzji btony 1 powstania nowych pgcherzykow.

Proces ekstruzji podzielono na 4 etapy:

1) akumulacja lipidu na wejsciu do pora filtra,

2) wejscie liposomu do pora,

3) przejscie liposomu przez por,

4) opuszczenie poru przez liposom.

(©)

Rysunek 10. Schematyczne modele wyjasniajace przebieg ekstruzji. Na rysunku pokazano prawdopodobne poto-
zenie antydefektow dwuwarstwy lipidowej, w ktdrej dochodzi do rozpadu dwuwarstwy lipidowej za pomoca kwa-
dratéw, w ktérych zobrazowano orientacyjne profile uporzadkowania molekularnego lipidéw. Ciemnoczerwony i
biaty kolor oznaczajg odpowiednio minimalng (izotropi¢) i maksymalng (anizotropi¢) warto$¢ porzadku orientacji.
Obraz pokazano w pracy 4.

W pracy zaproponowano 3 scenariusze, ktore moga wyjasni¢ jak pory filtra wptywaja na topo-
logie liposoméw (Rysunek 10):
A) liposomy tworzone sg na wej$ciu do pora poprzez rozpad wigkszego liposomu na mniej-
sze, a kolejne etapy ekstruzji nie wptywaja na uformowane juz pecherzyki,
B) w porze powstaje cylindryczny pecherzyk jednowarstwowy z fuzji liposomow zakumu-
lowanych na wej$ciu pora; pecherzyk opuszczajgc por rozpada si¢ na mniejsze liposomy
o rozmiarze odpowiadajgcym Srednicy pora (model zaproponowano w pracy [108] oraz
taki scenariusz przeanalizowano takze w pracy 3),
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C) w porze powstaje cylindryczny pecherzyk jednowarstwowy z fuzji liposoméw zakumu-
lowanych na wejsciu pora, a nastepnie w wyniku pgczkowania spowodowanego defek-
tami dwuwarstwy lipidowej powstaja ostateczne liposomy (model zaproponowany
w pracy [70]).

W ramach pracy podjeto probe weryfikacji zaproponowanych scenariuszy. Uznano, ze me-
chanizm tworzenia liposomow podczas procesu ekstruzji mozna okresli¢ na podstawie analizy
rozmiaru utworzonych pecherzykow oraz pomiaru stabilno$ci pecherzykéw pod wzglgdem ich
sktadu lipidowego. Scenariusz A zaktada, ze liposomy powstajg na wejsciu pora poprzez roz-
pad wigkszego liposomu na mniejsze, kiedy naprezenie wynikajace z sity ekstruzji przekracza
wytrzymato$¢ na rozcigganie dwuwarstwy lipidowej. W tym przypadku nie powstaje jeden cy-
lindryczny pecherzyk w porze filtra jak w przypadku scenariusza B i C, gdzie wystepuje fuzja
liposoméw 1 wymiana lipidéw migdzy liposomami.

W scenariuszu B liposomy powstajg na wyjsciu pora pod wplywem fluktuacji termicznej
dwuwarstwy lipidowej. Z kolej scenariusz C zaktada, ze liposomy formuja si¢ na skutek po-
wstania defektow w dwuwarstwie lipidowej w wyniku naprezen wywotanych przez odziatywa-
nie poré6w. W pracy zatozono, ze potwierdzenie lub odrzucenie hipotezy o powstawaniu cylin-
drycznego pecherzyka w porze filtra podczas ekstruzji pozwoli wskazaé na prawdziwo$¢ sce-
nariusza A lub B/C. W doswiadczeniu wykorzystano fakt, ze pecherzyk powstaje z fuzji wielu
liposoméw. Wystapienie fuzji mozna potwierdzié, jesli uda si¢ zaobserwowa¢ wymiang lipi-
dow pomiedzy liposomami biorgcych udziat w ekstruzji.

Drugi warunek pozwalajacy zweryfikowaé prawdziwo$¢ scenariusza jest zwigzany z roz-
miarem otrzymywanych liposoméw. Jesli w wyniku ekstruzji zostang otrzymane liposomy
0 homogenicznej populacji rozmiaru, to oznacza, ze liposomy powstaja z jednego ogromnego,
cylindrycznego pecherzyka w §rodku lub na wyjsciu z pora (scenariusz C lub B). Ich rozmiar
jest zwigzany przede wszystkim z rozmiarem pora, a nie wielkos$cig liposomow, ktore poddaje
si¢ procesowi ekstruzji.

Z drugiej strony, jezeli w pomiarach zostang otrzymane liposomy o heterogennej populacji
rozmiaréw, bedzie to dowod na wystgpienie scenariusza A. W tym przypadku mniejsze lipo-
somy powstaja na skutek rozpadu wiekszego liposomu, wigc pierwszy powstaty liposom bedzie
mial rozmiar zwigzany ze $rednica pora, a reszta utworzonych pecherzykdéw bedzie miata wiel-
ko$¢ ograniczong przez ilo$¢ pozostatego lipidu z rozpadu ,,pierwotnego liposomu”. Zatozenia
eksperymentu zebrano w Tabeli 1.
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Tabela 1. Podsumowanie zatozen zaproponowanych scenariuszy powstania liposoméw w procesie ekstruzji

Scenariusz A

Scenariusz B

Scenariusz C

Powstawanie cylindrycznego

pecherzyka w trakcie ekstru- Nie wystepuje Wystepuje Wystepuje
zji
Miejsce powstawania liposo-
J3ce p P Na wyjsciu pora W porze

mow

Na wejsciu pora

Czynnik powodujacy powsta-
wanie liposomow

Naprezenie zwiazane z sita eks-
truzji przekracza wytrzymatosé
dwuwarstwy

Fluktuacje termiczne

Defekty w dwuwarstwie wywo-
fane oddzialywaniem poru

Mieszanie lipidow pomiedzy
liposomami w trakcie ekstru-
zji

Nie wystepuje

Wystepuje

Wystepuje

Rozmiar uzyskanych liposo-
mow w ekstruzji

Populacja heterogenna

Populacja homogeniczna

Populacja homogeniczna

1A

1B

—

2A

2B

—

3A

3B

Rysunek 11. Dwa modele wyjasniajace powstawanie liposomow w trakcie ekstruzji stuzace do sprawdzenia po-
wstawania cylindrycznego pgcherzyka z fuzji mniejszych liposomow. Jesli zajdzie fuzja liposoméw, dojdzie do
wymieszania lipidow oraz sond fluorescencyjnych co zostanie zaobserwowane na podstawie zjawiska FRET. Mo-
del A odpowiada scenariuszowi B i C, a model B — scenariuszowi A. Obraz pokazano w pracy 4.
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Rysunek 12. Koncepcja metody pomiarowej opartej o zjawisko FRET pomigdzy sondami NBD i Rh-B (géra).
Otrzymane spektra fluorescencyjne probek pomiarowych oraz kontroli pozytywnej i negatywnej (d6t). Obraz po-
kazano w pracy 4.

W celu weryfikacji prawdziwosci scenariusza wykonano dwa typy pomiarow: fuzji liposo-
mow podczas ekstruzji oraz rozmiaru uzyskanych liposoméw w procesie. Do sprawdzenia wy-
stapienia fuzji liposomow podczas ekstruzji wykorzystano popularng metodg opartg o zjawisko
FRET oraz sond fluorescencyjnych NBD oraz Rh-B [109,110] (Rysunek 11). Do$§wiadczenie
polegato na przygotowaniu dwoch probek MLV oznaczonych jedng z sond: Rh-B lub NBD,
ktore nastgpnie wymieszano oraz przekekstrudowano. Eksperyment powtorzono z liposomami
typu LUV. Za kazdym razem nie zaobserwowano zjawiska FRET (Rysunek 12). Otrzymane
wyniki wskazuja, ze podczas ekstruzji nie doszto do wymiany lipidu pomigdzy liposomami,
czyli rowniez fuzji liposomoéw potrzebnej do powstania cylindrycznego pecherzyka. Uzyskane
rezultaty wskazujg na prawdziwo$¢ scenariusza A.

W kolejnym kroku zbadano drugi parametr pozwalajacy wskaza¢ prawdopodobny scena-
riusz powstawania liposomow podczas ekstruzji — rozmiar liposomoéw wykorzystanych oraz
uzyskanych procesie. W tym przypadku zastosowano jednowarstwowe liposomy o $rednicy ok.
130 i 180 nm, ktore nastgpnie poddano ekstruzji z wykorzystaniem filtrow o §rednicy 100, 80
lub 50 nm. Rozmiar liposoméw wyznaczono metodg DLS oraz obrazowania cryo-TEM.

Na podstawie uzyskanych wynikow pokazano, ze liposomy wykorzystane w doswiadczeniu
charakteryzowatl wysoki stopien homogenicznosci. Poddanie liposomow ekstruzji z wykorzy-
staniem filtréw o $rednicy mniejszej niz ich rozmiar spowodowato uformowanie liposoméw
0 bimodalnej populacji rozmiaréw. Otrzymane wyniki wskazuja na poprawnos¢ scenariusza A,
poniewaz w tym przypadku z wigkszego liposomu powstajag mniejsze. Rozmiar pierwszego jest
zwigzany z rozmiarem filtra, a wielkos$¢ kolejnych jest ograniczona przez ilo$¢ pozostalego
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lipidu. W przypadku scenariusza B i C liposomy powinny odzwierciedla¢ jedynie rozmiar po-
row filtra.

Podsumowujac, w ramach pracy udowodniono, ze podczas ekstruzji liposomoéw nie zacho-
dzi zjawisko fuzji liposomow oraz nie zostaje utworzony cylindryczny pecherzyk, z ktorego
powstaja nowe czastki. Dodatkowo, uzyskane liposomy nie charakteryzuje jednorodna popula-
cja rozmiarow. W doswiadczeniu uzyskano dwa dowody na to, ze podczas ekstruzji liposomy
powstaja na wejsciu pora filtra w wyniku ,,rozbicia” wigkszego liposomu na mniejsze jedno-
warstwowe. Otrzymane wyniki nie sa zgodne z modelami proponowanymi w literaturze
[13,70,108,111,112].
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3. Podsumowanie i perspektywy badan

Glownym tematem pracy byta analiza wpltywu wtasciwosci mechanicznych kompleksow
molekularnych na przebieg procesoOw biologicznym. W ramach badan skupiono si¢ na nano-
czastkach zbudowanych z dwuwarstwy lipidowej — liposomow. Z technicznego punktu widze-
nia, praca miala na celu opracowanie nowej metody pomiarowej umozliwiajgcej wyznaczenie
wiasciwosci mechanicznych liposoméw typu LUV, ktore przede wszystkim stosuje si¢ jako
nosnik lekow czy substancji kontrastujgcych. W stanie wolnym sg one trudne w podazy. Przy-
ktadem takich substancji sa te o wysokim stopniu toksycznosci w stosunku do komoérek zdro-
wych (np. chemostatyki), silnie hydrofobowe lub o niskiej stabilnosci, np. podatne na degrada-
cje enzymatyczng podczas podania dojelitowego [15].

Dane literaturowe wskazuja, ze wlasciwosci mechaniczne liposomow bada si¢ przede
wszystkim z wykorzystaniem liposoméw typu GUV [91,113], czyli o znacznie wigkszych roz-
miarach niz LUV. Do tej pory nie potwierdzono czy wtasciwo$ci mechaniczne liposomow wy-
znaczone w mikroskali mozna przetozy¢ na nanoskale. Dodatkowo, obecne metody pozwala-
jace na okreslenie mechaniki liposomow sg czasochtonne oraz wymagaja specjalistycznych
urzadzen [49,50]. Z tego powodu glowng motywacja pracy bylo opracowanie nowej metody
pomiarowej, ktéra umozliwilaby okreslenie wlasciwosci mechanicznych liposoméw typu LUV
oraz bytaby prosta w aplikacji.

Prace¢ rozpoczeto od postawienia dwoch hipotez, ktore stanowity punkt wyjsciowy prowa-
dzonych dziatan:

1) krzywizna dwuwarstwy lipidowej zwigzana z rozmiarem liposomow wptywa na wlasci-

wosci mechaniczne liposomow,

2) sita ekstruzji liposomow jest zwigzana z wlasciwosciami mechanicznymi badanych cza-

stek.

Pierwsza hipoteza pozwolita rozstrzygna¢ czy wartosci okreslone przy wykorzystaniu mo-
delu eksperymentalnego jakim sg liposomy typu GUV mozna przetozy¢ na liposomy typu
LUV, ktore sa powszechnie stosowane w medycynie. Potwierdzenie drugiej hipotezy byto klu-
czowe do opracowania nowej metody wyznaczajacej wlasciwosci mechaniczne liposoméw na
podstawie pomiaru sity ekstruzji. Nowa metoda pomiarowa zostata rowniez wykorzystana do
zbadania wptywu mechaniki liposomow na procesy biologiczne, co jest tematem przewodnim
pracy.

W pierwszym etapie przeprowadzono przeglad literaturowy zastosowania liposoméw w me-
dycynie, ktéry zaprezentowano w pracy 1. Wyjasniono roéwniez motywacj¢ pracy nad liposo-
mami jako przedmiotem badan oraz wskazano ogromne znaczenie aplikacji liposomow dla pro-
wadzenia efektywnych terapii farmaceutycznych.

W kolejnym kroku zweryfikowano hipotez¢ mowigca, ze rozmiar liposomow (tj. Krzywizna
dwuwarstwy lipidowej) wptywa na ich wlasciwosci mechaniczne. W pracy 2. nie wykazano
istotnych roznic wtasciwosci mechanicznych w mikroskali w zaleznosci od rozmiaru liposo-
mow. Dodatkowo w pracy 4. pokazano, ze wlasciwosci mechaniczne okreSlone w mikro-

28



I nanoskali wykazujg takie same zalezno$ci. Otrzymane wyniki pozwolily odrzuci¢ opisywanag
hipoteze.

Nastepnie w ramach badan zaprezentowanych w pracy 3. i pracy 4. potwierdzono druga
hipoteze wskazujaca, ze sita ekstruzji liposoméw odzwierciedla ich wlasciwosci mechaniczne.
Otrzymane zalezno$ci sg baza do opracowania nowej metody pomiarowej okreslajacej wiasci-
wosci mechaniczne liposomow na podstawie wartosci sity ekstruzji.

W ostatnim etapie, przeanalizowano wptyw mechaniki liposoméw na przebieg procesow
biologicznych, w ktorych biorg one udziat. W pracy 3. wykazano jak mechanika liposomow
wplywa na ich stabilnos$¢, ktora jest szczegolnie istotna dla zachowania czastek w farmakote-
rapii. Nastepnie podjeto probe analizy zjawiska ekstruzji w celu wyjasnienia w jaki sposéb
przepchnigcie liposomow przez pory filtra umozliwia otrzymanie zawiesiny liposoméw jedno-
warstwowych o homogenicznej populacji rozmiaréw. Dodatkowo, przeanalizowano jakie sily
determinujg powstawanie liposomow w trakcie ekstruzji. Uzyskane rezultaty zaprezentowano
w pracy 4. Otrzymane wyniki sg istotne dla efektywnego planowania procesow produkcyjnych
liposomow, ale rowniez moga postuzy¢ w analizie procesow biologicznych, w ktorych istotne
jest powstawanie nowych pgcherzykow z blony biologicznej czy fuzja blony (tj. egzo- i endo-
cytoza).

Na zakonczenie chciatabym podkresli¢, ze rozpoczeta prace nalezy kontynuowaé w celu
kompletnego opracowania nowej metody pomiarowej okreslajacej wlasciwosci mechaniczne
liposomow typu LUV na podstawie sily ekstruzji. Do tej pory, udato si¢ wykazac, ze sita eks-
truzji moze by¢ miarg wlasciwosci mechanicznych dwuwarstwy lipidowej. Dodatkowo wska-
zano czynniki, ktore istotnie wptywaja na pomiar sity ekstruzji, a wigc w kolejnym kroku na-
lezy ustandaryzowa¢ warunki pomiaru sity ekstruzji, aby mierzona sita byta niezalezna od do-
datkowych czynnikow.

W nastgpnym etapie nalezatoby rowniez opracowa¢ model empiryczny lub teoretyczny ta-
czacy sile ekstruzji z wlasciwosciami mechanicznymi okreslonymi przez wspotczynnik k. Po-
prawno$¢ modeli jest mozliwa do zweryfikowania poprzez wyznaczenie k liposoméw w obec-
nosci roztworu soli lub surfaktantow oraz poréwnanie otrzymanych wartosci z wielkosciami
literaturowymi [114-116]. Wykonanie opisanych prac pozwoli potwierdzi¢ opisane w rozpra-
wie relacje pomiedzy sitg ekstruzji a wartosciami mechanicznymi liposomow, oraz wskazaé
ograniczenia metody opartej o pomiar sity ekstruzji.
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KIEROWANE NOSNIKI SUBSTANCJI
BIOLOGICZNIE CZYNNYCH

JAKO ELEMENT PODNIESIENIA
JAKOSCI ZYCIA SPOY.ECZENSTWA

1. Wstep

Kierowane nosniki substancji czynnych to narzedzie do dostarczania sSrodkow
farmakologicznych oraz skladnikéw niezbednych do prawidiowego funkcjo-
nowania organizmu. Wbhudowanie substancji biologicznie czynnej w struk-
ture nosnika pozwala na modyfikacje jej wlasciwosci farmakokinetycznych
1 farmakodynamicznych. Pierwszym $rodkiem farmakologicznym opartym
na koncepgji kierowanych nosnikéw, zaakceptowanym przez Food and Drug
Administration w 1995 r., byla liposomowa posta¢ doksorubicyny o komercyj-
nej nazwie Doxil lub Caelyx wykorzystywana w chemioterapii nowotworéw
jajnika, szpiczaka mnogiego czy miesaka Kaposiego. Zastosowanie liposo-
mowej wersji cytostatyka pozwolilo na zwiekszenie skutecznosci chemiote-
rapii poprzez wydluzenie czasu cyrkulacji substancji czynnej w krwiobiegu,
co w polaczeniu z jej specyficzng akumulacja w nowotworze pozwolilo na
zminimalizowanie skutkéw ubocznych, takich jak kardiotoksycznos$¢. Ze
wzgledu na mozliwos¢ zwiekszenia efektywnosci stosowanych terapii po-
przez wykorzystanie kierowanych nosnikéw znalazly one zastosowanie réw-
niez w przypadku innych substancji farmakologicznych, suplementow diety,
zywnosci dodatkowo wzbhogacanej czy preparatow dermatologicznych. Nowe
technologie kierowanych nosnikéw nie tylko umozliwiaja poprawe wydajno-
$ci dotychczas stosowanych terapii, ale rowniez pozwalaja na rozwoj nowych,
np. terapii genowej, ktora jest obiecujacym narzedziem w walce z takimi cho-
robami, jak cukrzyca, nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne.

W obliczu rosnacego zapotrzebowania na srodki farmakologiczne oraz
substancje wspomagajace wykorzystywane w walce z chorobami cywilizacyj-
nymi oraz w podtrzymywaniu stanu zdrowia w starzejacym sie spoleczein-
stwie kierowane nosniki substancji biologicznie czynnych sa obiecujacym
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rozwigzaniem poprawy wydajnosci stosowanych terapii oraz medycyny pre-
wencyjnej zwiazanej z suplementacjg niezbednych do prawidlowego funkcjo-
nowania, ale trudnych w podazy substancji (hydrofobowych, peptydowych
lub toksycznych). Poprawa wydajnos$ci stosowanych terapii oraz rozszerzenie
mozliwosci medycyny prewencyjnej pozwolilyby nie tylko obnizy¢ rosnace
koszty leczenia, ale réwniez podwyzszy¢ jakoS$¢ zycia osob chorych, starszych
oraz tych o szczegolnych potrzebach zywieniowych.

2. Substancje oparte na koncepcjach
kierowanych nosnikow

2.1. Preparaty farmakologiczne

Pierwszym zatwierdzonym przez Food and Drug Administration Srodkiem
farmakologicznym zamknietym w kierowanym nos$niku byla doksorubicyna
umieszczona w liposomach pokrytych glikolem polietylenowym w celu wy-
dluzenia czasu cyrkulacji w krwiobiegu. Substancja do dzi$ jest podawana
przede wszystkim w przypadku nowotwordw jajnikéw oraz szpiczaka mno-
giego. Sprzedawana jest pod komercyjna nazwa Doxil (USA) lub Caelyx (Eu-
ropa) i co rok generuje przychody o wartosci 500 mln dolaréw [Zylberberg,
Matosevic 2016]. Ze wzgledu na korzys$ci wynikajace ze stosowania kiero-
wanych nosnikéw wykorzystuje sie je rowniez w przypadku innych lekdw,
a globalny rynek kierowanych no$nikow lekow szacuje sie dzis na 150,3 mld
dolarow (rys. 1) [http://drugdelivery.pharmaceuticalconferences.com].

- 142 150
97
85 88
36 38 38
18 19 15

2013 2014 2015
mglobalny ®mUSA © Europa  pozostale

Rys. 1. Wartos¢ globalnego rynku kierowanych nosnikéw lekéw (w mld dol.)

Zrédto: BCC research [http://drugdelivery.pharmaceuticalconferences.com].
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Kierowane nos$niki lekow stosuje sie obecnie w trzech przypadkach:

° terapii celowanej, zeby zmniejszy¢ skutki uboczne wynikajace z poda-
wania substancji toksycznych,

L] zapewnienia stabilnosci preparatom biologicznym i ochrony przed de-
gradacja enzymatyczng w przypadku preparatéow przeznaczonych do
podazy doustnej,

L] zwiekszenia rozpuszczalnosci substancji hydrofobowych.

W tab.l zebrano dostepne komercyjne rozwigzania kierowanych no-
$nikow lekow zaakceptowane przez Food and Drug Administration. SpoSrod
przedstawionych preparatow tylko dwa sa refundowane przez Narodowy
Fundusz Zdrowia [Leki refundowane]. Jest to Caelyx, czyli Doxil dostepny
na europejskim rynku, oraz Myocet (liposomowa, niepelygowana postac
doksorubicyny). Lasic pokazal, ze zastapienie wolnej doksorubicyny jej od-
powiednikiem liposomowym zmniejszylo wystepowanie kardiotoksycznosci
4,5- krotnie, a jednocze$nie znacznie zredukowato mase nowotworu plasko-
nabtonkowego ptuc [Lasic 1996].

W przypadku pozostatych cytostatykéw zamknietych w kierowanych
nos$nikach takze uzyskano zwiekszenie wydajnosci chemioterapii, a to gtow-
nie ze wzgledu na mozliwo$¢ podania wiekszej iloSci preparatu 1 jednoczeSnie
zmniejszenia efektow ubocznych. Efekt ten pokazano dla daunorubicyny
w leczeniu bialaczki [Klein, Kaspers 2013], irynotekanu w leczeniu nowo-
tworu trzustki [Bien i in. 2016; Messerer i in. 2004], cisplatyny w leczeniu no-
wolworu pluc [Stathopoulos i in. 2011] oraz winkrystyny w leczeniu bialaczki
i chtoniakéw [Silverman, Deitcher 2013]. Poprawa wlaSciwosci farmakoki-
netycznych substancji przeciwbolowych poprzez zastosowanie strategii kie-
rowanych nosnikow lekow pozwolila na zmniejszenie wywolywanych przez
nie skutkéw ubocznych. Na przykiad liposomowa morfina obniza ryzyko nie-
wydolnosci oddechowej oraz skutecznie redukuje bél przez ok. 48 godzin,
co uniezaleznia pacjentow od stacjonarnych cewnikoéw [Angst, Drover 2006].

Kierowane noéniki lekéw, oprécz minimalizowania skutkéw ubocznych
wynikajacych z podawania substancji toksycznych, pozwalaja rowniez dostar-
cza¢ zwiazki amfifilowe i silnie hydrofobowe. Dzieki temu mozliwa jest po-
daz takich lekoéw, jak werteroporfina stosowana w przypadku zwyrodnienia
plamki zé6ltej zwiazanego z wiekiem [Chang, Yeh 2012] czy amfoterycyna
B zwalczajaca ciezkie zakazenia grzybicze [Laouini i in. 2012]. Kierowane
nos$niki pozwolity rowniez stworzy¢ szczepionke zapobiegajaca wirusowemu
zapaleniu watroby typu A o takiej samej skutecznosci, ale pozbawionej neu-
rotoksycznego glinu [Bovier 2008]. W tym ostatnim przypadku powierzchnia
liposomoéw postuzyla do prezentacji antygenu.

Ze wzgledu na korzys$ci wynikajace z zastosowania kierowanych nosni-
kow lekéw prowadzone s3 liczne badania nad nowymi preparatami farmako-
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Tabela 1. Preparaty farmakologiczne oparte na koncepcjach kierowanych no$nikow
zaakceptowane przez FDA (zaznaczono preparaty refundowane przez NFZ)

Nazwa produktu brdel Bialngicanie Choroba
czynny
DOXIL (CAELYX) doksorubicyna nowotwory jajnika, szpiczak mnogi,
MYOCET miesak Kaposiego
LIPODOX
DAUNOXOME daunorubicyna ostra biataczka szpikowa,
limfoblastyczna
ONIVYDE irynotekan nowotwor trzustki
Lipoplatin cisplatyna nowotwory nabltonkowe (pluc,
pecherza moczowego)
MARQIBO winkrystyna chloniaki nieziarnicze
Visudyne werteporfiryna starcze zwyrodnienie plamki zoltej
EPAXAL dezaktywowany wirus prewencja przed zapaleniem watroby
zapalenia watroby typu A | typu A
DepoCyt arabinozyd cytozyny zapalenie opon mozgowych
DepoDur morfina przeciwbolowo
LMX4 lidokaina przeciwbolowo
LMX5
AMBISOME amfoterycyna B ciezkie zakazenia grzybicze
Abelcet

Zrédio: [Zylberberg, Matosevic 2016; Laouini i in. 2012].

logicznymi, a wiele innych jest w trakcie badan klinicznych. Badania pro-
wadzone nad formulacjami cytostatykéw (cytarabina, irinocetan, winorbeli-
na) majg na celu gtéwnie poprawe wydajnosci chemioterapii [Kumari 2015].
Odmienna grupa preparatéw, nad ktérymi prowadzone sa badania, ma za
zadanie poprawi¢ jako$ zycia chorych. Przykladem jest liposomowa insulina
o podazy jelitowej, ktéra mogltaby wyeliminowac uciagzliwa i inwazyjna podaz
do krwiobiegu. Nosniki w tym przypadku miatyby za zadanie zapewni¢ ochro-
ne insuliny przed enzymatyczna degradacja oraz odseparowac od zmiennych
czynnikow panujacych w ukladzie pokarmowym. Kolejng substancja, ktora
dzieki kierowanym no$nikom mogtaby by¢ podawana doustnie, a obecnie
jest podawana w formie zastrzykow, jest globulina antyfilowa (AHG) zapobie-
gajgca Smiertelnym krwawieniom towarzyszacym hemofilii A [Laouini i in.
2012].

Waznym narzedziem w walce z coraz powszechniejszymi chorobami cy-
wilizacyjnymi jest terapia genowa, ktora wykorzystuje modyfikacje samego
materialu genetycznego lub poziomy jego ekspresji w celu wygenerowania
pozadanego fenotypu, co przeklada sie na zmniejszenie objawéw lub nawet
zupelne wyleczenie z choréb takich jak cukrzyca, celiakia, nowotwory czy
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schorzenia neurodegeneracyjne (np. plasawica Huntingtona czy choroba
Parkinsona). Krytycznie wazne dla rozwoju terapii genowej jest znalezienie
odpowiedniego no$nika materiatu genetycznego, ktéry pozwoli na wprowa-
dzenie go do wnetrza komorki, i odpowiedni poziom jego ekspresji. Dzi$
badania sa prowadzone nad no$nikami wirusowymi oraz niewirusowymi
— analogicznymi do uzywanych w przypadku kierowanych nosnikéw lekow
(polimery syntetyczne i naturalne, liposomy, dendrometry oraz lipidy katio-
nowe) [Nayerossadat i in. 2012].

2.2 Suplementy diety

Mikroelementy takie jak witaminy i skiadniki mineralne sa konieczne do
prawidtowej homeostazy i poprawnego funkcjonowania catego organizmu.
Powszechnie wystepujacy ich niedobor nie jest zwigzany jedynie z niedozy-
wieniem, jak to ma miejsce w stabo rozwinietych regionach Swiata. Deficyt
niezbednych mikroelementow jest powszechnym zjawiskiem rowniez w kra-
jach wysoko rozwinietych. Badania pokazuja, ze ponad 90% Amerykanow ma
niedobér przynajmniej jednego sktadnika mineralnego lub witaminy. Deficyt
niezbednych skladnikéw jest przede wszystkim wynikiem nieprzyjmowania
wystarczajacej ich ilosci z pozywieniem, co wiaze sie z powszechnym niehi-
gienicznym trybem zycia i korzystaniem z wysoko przetworzonej zywnosSci.
Jednak niektére z niedoboréw wystepuja niezaleznie od ilo$ci witamin czy
skladnikéw mineralnych przyjmowanej z pozywieniem, a sg wynikiem prze-
wlekiych chorob, otylosci czy podesziego wieku [Blumberg i in. 2016].

Powszechnos$é wystepowania deficytu mikroelementéw w krajach wy-
soko rozwinietych potwierdzaja takze badania przeprowadzone w Stanach
Zjednoczonych w latach 2007-2010, ktore wykazaly, ze niedobdér witamin D
i E wystepuje u odpowiednio 94 1 89% os6b powyzej 4. roku zycia, a jeszcze
czestszy deficyt zaobserwowano w przypadku choliny (92%) i potasu (100%).
Dane zostaly wyznaczone wzgledem wspotczynnika EAR (Srednie zapotrze-
bowanie dla grupy konsumentéw — ilos¢ substancji, ktéra pokrywa zapotrze-
bowanie 50% zdrowych przedstawicieli grupy) lub AL (zalecany Sredni po-
ziom spozycia) [Blumberg i in. 2016].

Gléwnym narzedziem w walce z deficytem witamin i mineraléw sa su-
plementy diety, czyli Srodki spozywcze zapewniajace uzupelnienie diety. Sa
skoncentrowanym zrodlem witamin i skladnikéw mineralnych lub innych
substancji biologicznie czynnych waznych z punktu widzenia homeostazy
organizmu [Wallace i in. 2014]. Suplementy diety réznig sie od lekéw do-
stepnych bez recepty tym, ze nie wykazuja wlasciwosci leczenia okreSlonych
choréb czy dolegliwosci, w zwigzku z tym nie maja zdefiniowanych wskazan
do ich przyjmowania, a takze nie podlegajag nadzorowi Urzedu Rejestracji
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Rys. 2. Powszechno$¢ wystepowania niedoboréw wybranych witamin i sktadnikéw
mineralnych u niesuplementujacych mieszkancow USA (w %)

Zrédlo: [Blumberg i in. 2016].

Produktéw Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych
(UPRL). W przeciwienstwie do srodkéw leczniczych nie sg rowniez monito-
rowane przez inspekcje farmaceutyczng. Rejestracja suplementow diety nie
wymaga wykazania skutecznos$ci czy bezpieczenstwa, potrzebne jest jedynie
pisemne powiadomienie Gléwnego Inspektora Sanitarnego. Z kolei suple-
menty diety od Srodkéw spozywcezych specjalnego przeznaczenia zywieniowe-
go (SSSPZ) réznia sie przede wszystkim tym, ze stanowia tylko uzupelnienie
diety. SSSPZ moga stanowi¢ jedyne zrédto pozywienia dla oséb o specjalnych
potrzebach zywieniowych, np. niemowlat czy diabetykéw [Ustawa z dnia 6
wrzesnia 2001 r.].

W ostatnich latach sprzedaz suplementéw diety w Polsce 1 na Swiecie
ro$nie (dynamike wzrostu ocenia sie na 30-40%). Jest to przede wszystkim
wynik szybkiego wzrostu gospodarczego oraz mody zwigzanej ze zdrowym
trybem zycia. Coraz wiecej konsumentow jest Swiadomych wagi prewencji
dla zachowania zdrowia w zwigzku z rosngcymi kosztami leczenia, a takze
problemow strukturalnych polskiej stuzby zdrowia. Wzrost sprzedazy su-
plementéw diety jest rowniez zwigzany ze starzeniem sie spoleczenstwa,
a takze z rosngcym wykorzystaniem medioéw przez przemyst farmaceutycz-
ny do celéw reklamowych. Tylko suplementy diety moga by¢ reklamowane
praktycznie bez ograniczen. Dzi$ globalny rynek suplementéw diety szacuje
sie na 132,8 mld dolaréw, a najpopularniejszym sprzedawanym skladnikiem
suplementow diety sa witaminy (42%) [Zion Market Research]. W przypad-
ku rynku w Polsce suplementy diety stanowia dzi$ 17% wszystkich sprzeda-
wanych w naszym kraju preparatow bez recepty (OTC). Warto$¢ sprzedazy
w Polsce szacuje sie na 3,33 mld zlotych (rys. 3) [Kotynia i in. 2017].
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Rys. 3. Wartos$¢ rynku suplementéw diety w Polsce w ostatnich latach oraz prognoza PMR
(w mld zI, p oznacza prognoze)

Zrodio: [Kotynia i in. 2017].

Poréwnanie skali deficytu witamin i mineratéw w przypadku osob bez
i z suplementacjg przedstawiono na rysunku 4. Na podstawie przedstawio-
nych wynikéw widaé, ze suplementacja znacznie obniza wystepowanie nie-
doboréw witamin 1 mikroelementéw, ale w niektérych przypadkach, jak np.
witaminy D czy E, mimo czestej suplementacji nadal u znacznej czesci po-
pulacji pozostaje powszechny ich niedobor. Oznacza to, ze w walce z niedobo-
rami witamin i mineratéw konieczne sa bardziej efektywne sposoby podazy.
Jednym z nowych podejs¢ wydajniejsze) suplementacy sa formulacje mikro-
elementow oparte o koncepcje kierowanych nosnikéw substancji biologicz-
nie czynnych [Blumberg i in. 2017].
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Zrédto: [Blumberg i in. 2016].
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W przypadku suplementéw diety zastosowanie kierowanych no$nikow
daje mozliwo$¢ przede wszystkim dostarczania substancji hydrofobowych
oraz ochrony przed degradacja enzymatyczng w ukladzie pokarmowym.
Jako kierowane no$niki suplementow diety najczesciej stosuje sie micele
oraz liposomy uformowane z fosfolipidow (rys. 5), ktére buduja roéwniez blo-
ne komoérek. Z tego powodu material matrycowy nosnikow takze jest suple-
mentem, poniewaz moze rowniez by¢ wykorzystany do regeneracji tkanek.
Ponadto material matrycowy zbudowany z fosfolipidéw jest doskonatym 7ré-
dtem choliny, ktérej niedobo6r wystepuje u ponad 90% badanych oséb (rys. 2).
Cholina jest konieczna do prawidlowego rozwoju ukladu nerwowego ptodu,
a takze dla p6zniejszego poprawnego funkcjonowania organizmu. Wykaza-
no, ze przyjmowanie odpowiedniej ilo$ci choliny zmniejsza otepienie u 0sob
w podeszlym wieku oraz poprawia procesy myslowe. Kolejna z zalet zastoso-
wania jako material matrycowy lipidow jest mozliwo$¢ ich produkcji z bez-
piecznych i powszechnie dostepnych Zrddet, takich jak mleko, soja czy jaja,
co dodatkowo utatwia dopuszczenie ich do obrotu [Reza Mozafari i in. 2008].

Rys. 5. Schemat budowy liposomu (po lewej) oraz miceli (po prawej) uformowanych
z fosfolipidéw w roztworze wodnym

Zrodlo: [Bitounis i in. 2012].

W Polsce od 2007 r. Gléwny Inspektor Sanitarny przyznal 6 produktom
zawierajagcym witaminy lub mineraly w postaci kierowanych nosnikéw sta-
tus suplementéw diety, dopuszczajgc je do obrotu (tab. 2). Ponadto 90 takich
produktow jest w trakcie procesu rozpatrywania. Dopuszczone suplemen-
ty diety zawieraja glutation, kwas gamma-aminomastowy (GABA), L-kwas
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askorbinowy (witamina C) oraz koenzym Q10. Trwajace postepowania do-
tycza preparatow zawierajacych takze witaminy B12 i D, kurkumine, rezwe-
ratol, kwasy omega 3, magnez, kwercetyne, chrom oraz kwas alfa-liponowy
(dane na dzien 23.03.2017, Rejestr Produktow Glownego Inspektora Sani-
tarnego).

Tabela 2. Komercyjne suplementy diety oparte na koncepcjach kierowanych nosnikéw
(suplementy diety zarejestrowane i dopuszczone do obrotu przez Generalny Inspektorat
Sanitarny w Polsce)

Nazwa produktu Srodek biologicznie Dzialania opisane przez
czynny producenta
ETHERIC DELIVERY glutation detoksykacja, recykling witaminy E
GLUTATHIONE (Quicksilver i C, transport aminokwaséw, produkcja
Scientific) koenzymaw
ETHERIC DELIVERY GABA | kwas gamma- uspokaja, ulatwia zasypianie, tagodzi
(Quicksilver Scientific) aminomaslowy negatywne skutki stresu
ETHERIC DELIVERY L-kwas askorbinowy | wsparcie systemu odporno$ciowego,
Vitamin C with R-lipoic Acid wspomaganie syntezy kolagenu,
(Quicksilver Scientific) zwielkszenie wchlanialnosci zelaza
WITAMINA C Liposomalna
(dr Mercola)
Altrient C Liposomalna
Witamina C (VITALLABS)
Qgel Liquid Drops (Tishcon | koenzym Q10 wsparcie systemu odporno$ciowego,
Corporation) ujedrnienie skory, zwickszenie
wydolno$ci migsnia sercowego

Zrodto:  Rejestr produktéw objetych powiadomieniem o pierwszym wprowadzeniu do obrotu na terytorium
Rzeczypospolitej Polskiej prowadzony przez Glownego Inspektora Sanitarnego (dane na 23.03.2017 r).

Zastosowanie kierowanych nosnikéw moze zwiekszy¢ wchlanianie wi-
tamin i mineraléw. W pracy [Davis i in. 2016] wykazano, ze podanie liposo-
mowej witaminy C wywoluje wieksze jej stezenie w osoczu w poréwnaniu
z konwencjonalnym preparatem (rys. 6). Roéznice wynikaja prawdopodobnie
ze zwiekszenia jej stabilnosSci. Trwalo$¢ wolnej witaminy C zalezy od pozio-
mu uwodnienia, pH oraz obecnosci jonéw metali. Liposomy zapewniajg sta-
te warunki poprzez odseparowanie witaminy C od czynnikow zewnetrznych
obnizajacych jej stabilnos$¢. Zastosowanie kierowanych noénikéw w tej roli
moze podnie$¢ efektywno$¢ suplementacji witaming C. Utrzymanie odpo-
wiedniego stezenia witaminy C w osoczu jest konieczne do prawidlowego
funkcjonowania ukladu odporno$ciowego [Douglas i in. 2007]. Witamina C
wspomaga wchtanianie zelaza oraz jest niezbedna w erytropoezie, wplywajac
tym samym na efektywnos¢ leczenia anemii [Gershoff 1993]. Witamina C
uczestniczy rowniez w syntezie kolagenu, skladnika tkanki 1acznej, a wiec za-
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pewnia funkcjonalno$¢ skory oraz wspomaga procesy zwigzanie z gojeniem
sie ran [Jacob, Sotoudeh 2002]. W wielu pracach wskazuje sie na to, ze od-
powiednie stezenie witaminy C zapobiega powstawaniu nowotworow, moze
wspomagac proces ich leczenia oraz obniza ryzyko przerzutow. Ostatnio po-
jawily sie takze doniesienia naukowe wskazujace na to, ze witamina C obni-
za ryzyko choréb sercowo-naczyniowych w wyniku zapobiegania utlenianiu
lipoprotein o matej gestosci (LDL) oraz zmniejszenia niestabilnos¢ blaszki
miazdzycowej. Prowadzone sg takze badania dotyczace wplywu suplementa-
cji duza 1lodcig witaminy C na obnizenie ryzyka zachorowania na zaéme lub
zwyrodnienie plamki zoltej — dwie glowne przyczyny utraty wzroku u oséb
starszych [Li, Schellhorn 2007]. Badania dotyczace korelacji pomiedzy wita-
ming C oraz nowotworami, chorobami sercowo-naczyniowymi czy okulistycz-
nymi nie daja jednoznacznych wynikow, dlatego potrzeba wiecej badan, zeby
okresli¢ znaczenie suplementacji witaming C w rozwoju i przebiegu tych
schorzen [Gershoff 1993].

----@--- placebo - -® - - konwencjonalna witamina C — -@— - liposomalna witamina C
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Rys. 6. Stezenie witaminy C w surowicy krwi uzyskane po podazy doustnej w postaci wolnej
oraz liposomalnej

Zrodio: [Davis i in. 2016].

W przypadku suplementacji substancji hydrofobowych, czyli witamin
A1 E, stosuje sie przede wszystkim ich syntetyczne pochodne, ktore rozpusz-
czajg sie w wodzie. Wykorzystanie kierowanych nosnikéw umozliwia bezpo-
$rednie podawanie nierozpuszczalnych w wodzie witamin, co zwieksza ich
biodostepnos¢ i skuteczno$é [Wilson, Shah 2007]. Zwiekszenie wydajnosci
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przyswajania witamin E i A jest o tyle wazne, ze niedobory tych substan-
cji wystepuja powszechnie (witamina E — 21%, witamina A — 9%) 1 to pomi-
mo przyjmowania suplementow (rys. 4). Przewlekly niedobér tych witamin
moze powodowac¢ niewielki, ale kumulatywny wplyw na stan organizmu.
Wynikiem deficytu witaminy E moze by¢ uszkodzenie tkanki nerwowej, kru-
cho$¢ krwinek czerwonych oraz zmeczenie miesni, a witaminy A - Slepota
nocna i inne zaburzenia widzenia oraz obnizenie skutecznosci dziatania ukta-
du odpornosSciowego [Blumberg i in. 2016]. Podobnie jak witamina C, wita-
miny A 1 E pelnig funkcje przeciwutleniaczy, czyli chronig komérki przed
wolnymi rodnikami. Pojawiajg sie takze doniesienia w literaturze naukowej
wskazujace na to, ze witaminy wplywaja na rozwqj 1 przebieg choréb nowo-
tworowych, sercowo-naczyniowych oraz zwyrodnienie plamki zéttej [Verha-
geniin. 2006].

Inny z dostepnych suplementéw opartych na koncepcjach kierowanych
nosnikow lekéw zawiera glutation (silny przeciwutleniacz), ktéry naturalnie
jest produkowany przez wszystkie organizmy. Glutation jest czynnikiem de-
toksykujacym (wiaze substancje toksyczne), ale réwniez wspomaga synteze
biatka, poniewaz uczestniczy w transporcie aminokwasow oraz recyklingu
witamin A i C. Wspomaga réwniez uktad odpornoSciowy oraz obniza poziom
kortyzolu we krwi [Glutation...]. Poziom glutationu spada wraz z wiekiem, co
moze by¢ konsekwencja naduzywania lekéw [Lang i in. 1992]. Niski poziom
glutationu moze prowadzi¢ do nieskutecznej eliminacji wolnych rodnikow.
Zaobserwowano, ze wsrdd osob starszych wyzsze stezenie glutationu wigzato
sie z mniejsza liczbg chordb, wyzszym poziomem samooceny i lepszego sa-
mopoczucia oraz korelowalo z nizszym poziomem cholesterolu, ci$nieniem
krwi oraz wskaznikiem masy ciata [Julius 1 in. 1994]. Dodatkowo wykazano,
ze osoby, ktore chorowaly na zapalnie stawow, cukrzyce czy choroby sercowo-
-naczyniowe zawsze mialy obnizony poziom glutationu. Pokazano takze, ze
obnizony poziom glutationu nie jest zwigzany wylacznie z wiekiem, stanom
chorobowym bowiem, niezaleznie od wieku, takze towarzyszy obnizony po-
ziom formy zredukowanej glutationu, podczas gdy poziom formy utlenionej
utrzymuje sie na stalym poziomie [Lang i in. 2000]. Skuteczna suplemen-
tacja glutationu mogltaby poprawi¢ jakoS¢ zycia oséb starszych, zapewnia-
jac im wyzszg sprawnos¢ psychiczna i fizyczng. Jednak glutation podawany
doustnie jest rozktadany w wyniku dziatania enzymow trawiennych. 7 tego
powodu mozna go podawac¢ efektywnie jedynie pozajelitowo poprzez podaz
dozylng. Zastosowanie kierowanych nosnikéw moze stanowi¢ ochrone glu-
tationu przed degradacja enzymatyczna i umozliwi¢ bardziej komfortowe do-
starczanie poprzez podaz doustng.
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2.3 Kosmetyki

Nigdy wczes$niej konsumenci na calym $wiecie nie byli tak bardzo skupieniu
na dbaniu o zdrowie, dobre samopoczucie oraz wyglad. Z tego powodu rynek
kosmetykow stale ro$nie. W 2016 roku warto$¢ europejskiego rynku kosme-
tykoéw oszacowano na 77 miliardéw euro [Cosmetics...]. Giéwne trendy wzro-
stu zauwaza sie w sektorze kosmetykow ,,anti-aging”, co jest naturalng kon-
sekwencja starzenia sie spoleczenstwa. Jednak w ostatnich latach wzrosto
rowniez zainteresowanie tzw. kosmetykami organicznymi, co zwiekszylo za-
potrzebowanie na preparaty ze skladnikami naturalnymi. Jednak przezskor-
ne dostarczenie takich skladnikéw do komoérek skory wlasciwej jest trudne
z powodu bariery, jaka stanowi warstwa rogowa naskorka. 7Z tego powodu
pojawia sie ogromne zapotrzebowanie na nos$niki substancji, ktore umozliwi-
Iyby efektywne dostarczanie substancji aktywnych do komérek docelowych.
W kosmetologii sposrod wszystkich kierowanych no$nikéw najpowszechniej
uzywane sg liposomy oraz pecherzyki i matryce silikonowe [Patravale, Man-
dawgade 2008].

Tabela 3. Wybrane kosmetyki oparte na koncepcjach kierowanych nosnikéw lekéw dostepne
na rynku (dane o substancji czynnej produktu na podstawie informacji producentow)

Nazwa produktu Substancja biologicznie czynna

C-VIT Liposomal Serum etylowy kwas askorbinowy

HIDRADERM HYAL SERUM LIPOSOMOWE | kwas hialuronowy, retinol i retinaldehyd

Clarena Microcollagen&Peptide P3 kolagen

Krem liposomowy Clarena Acid Line kwas salicylowy, pirogronowy, azelainowy

Resveraderm Sesderma Serum rezweratol, koenzym Q10, retinol, witaminy
CiE

Sesderma Azelac RU Liposomal Serum retinol, kwas azelainowy, niacynamid

Retinol contra Cellulute retinol, witaminy Ci E

Clarena Certus Collagen kolagen

Regime Daily Ultra Defence beta-endorfiny, witaminy A, B, C, E, kwas
hialuronowy

Regima Sensorial Daily Protector beta-endorfinowy, witamina C

Farmona Hydra Quest kolagen morski, elastyna, kwas hialuronowy,
witamina E

Lipogaine minoksydyl

Zrodlo:  samodzielny przeglad dostepnych kosmetykéw opartych na koncepcji kierowanych nosnikéw
(26.03.2017).

Preparaty kosmetyczne oparte na koncepcjach kierowanych no$nikow

najczesciej zawieraja przeciwutleniacze (witaminy A, C, E), kwasy hydroksy-
lowe (np. salicylowy), substancje depigmentujace oraz peptydy (kolagen, ela-
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styna). Podobnie jak w przypadku suplementéw diety, zastosowanie kierowa-
nych no$nikéw umozliwia zapewnienie stabilno$ci takim substancjom, jak
witamina C, ktora chroni komorki skoéry przed wolnymi rodnikami powsta-
Iymi podczas oddzialywania promieniowania UV oraz stymuluje produkcje
kolagenu, ktory jest konieczny do zachowania odpowiedniej gestoSci oraz
jedrnosci skory. Kierowane no$niki pozwalajg rowniez dostarczac substancje
hydrofobowe, takie jak witaminy A oraz E, ktore tak jak witamina C pelnig
role przeciwutleniaczy. Witamina A uczestniczy takze w regeneracji komo-
rek nablonkowych oraz przyspiesza proces rogowacenia naskorka, co w efek-
cie zwieksza jego grubos$¢. Naskorek z wiekiem staje sie coraz cienszy, co
objawia sie powstawaniem zmarszczek oraz zmniejszeniem jedrnosci skory.
Witamina A jest pomocna rowniez w usuwaniu przebarwien, zwlaszcza tych
powstalych na skutek dziatlania promieniowania ultrafioletowego [Apartaji-
ta, Ravikumar 2014].

Oprocz zastosowan kosmetycznych kierowane nosniki wykorzystywa-
ne sg do podazy substancji czynnych przezskérnie. Przykladem sg produkty
przeciwtradzikowe. Tradzik pospolity dotyka 85% nastolatkéw. Typowy pre-
parat przeciwtradzikowy zawiera retinoidy zamkniete w liposomach. Taka
formulacja pozwala na kontrolowane uwalnianie leku, dzieki czemu uzysku-
je sie mniej skoncentrowang dawke substancji czynnej i unika lokalnych
podraznien, ktére najczeSciej pojawialy w poczatkowych etapach leczenia
tradziku [Vyas i in. 2014]. Dodatkowo liposomowa posta¢ preparatu prze-
ciwtrgdzikowego pozwala na uzyskanie lepszych efektéw terapii w porow-
naniu z konwencjonalnymi produktami [Yang i in. 2009]. Podobny rezultat
uzyskuje sie w przypadku preparatow przeciwko wypadaniu wloséw. W kon-
wencjonalnych preparatach wykorzystuje sie minoksydyl w glikolu propyle-
nowym, ktéry po odparowaniu powoduje podraznienia oraz pieczenie skory.
Zamkniecie minoksydylu w liposomach pozwala na glebsze wnikanie prepa-
ratu oraz kontrolowane uwalnianie substancji czynnej, dzieki czemu nie ma
Juz koniecznosci czestego stosowania preparatu, unika sie tez uciazliwych
skutkéw ubocznych [Mura i in. 2007].

3. Kierowane no$niki a jakos¢ zycia

Ocena jakosci zycia to zadanie niezwykle ztozone, ktore taczy wiele dyscyplin
naukowych, takich jak psychologia, socjologia, filozofia oraz statystyka i eko-
nomia. 7Z tego powodu pojawia sie wiele nieScistosSci i roznic w definicjach
jakoSci zycia w zaleznoS$ci od zastosowanych metod badawczych. Na przyklad
podejscie socjologiczne skupia sie na zaspokajaniu potrzeb materialnych,
psychologiczne — na sensie zycia i dobrostanie, a ekonomiczne — na mozliwo-
Sciach spelnienia oczekiwain. Niejednoznaczno$¢ oraz zlozonos$é problemu

49



Joanna Doskocz, Marek Langner

opisu jakoSci zycia sprawia, ze jej pomiar jest trudny i czesto niejednoznacz-
ny. Metody oceny jako$ci zycia ogblnie dzieli sie na obiektywne oraz subiek-
tywne. Metody obiektywne dotyczg iloSciowego pomiaru zjawisk, a subiek-
tywne — satysfakcji z obecnosci tych zjawisk. Metody obiektywne oceniajg np.
dochody czy opieke medyczna, a subiektywne poczucie zadowolenia z pracy
czy ze stanu zdrowia. Jednak niezaleznie od tego, czy do oceny jakoSci zycia
wykorzystuje sie metody obiektywne, czy subiektywne, a takze czy zastoso-
wany model opiera sie na podej$ciu socjologicznym, psychologicznym, czy
ekonomicznym, dwa sposrod wszystkich czynnikéw wplywajacych na ocene
jakosci zycia stosuje sie najczesciej. Sa to: dobrobyt (dochéd, oszczednosci,
stan posiadania, satysfakcja z osiagniec czy pracy) oraz zdrowie (opieka me-
dyczna, zdrowie fizyczne i1 psychiczne, $Srednia dtugo$¢ zycia oraz zadowole-
nie ze stanu zdrowia). Kierowane nosniki substancji biologicznie czynnych
moga poprawi¢ jako$c¢ zycia, poniewaz maja wplyw zaréwno na dobrobyt, jak
i na zdrowie [Machin, Fayers 2007; Felce, Perry 19935].

W pracy przedstawiono przyklady na to, ze kierowane no$niki substan-
cji czynnych maja wplyw na poprawe stanu zdrowia spoleczenstwa poprzez
poprawe wydajno$ci stosowanych terapii (chemioterapia, zakazenia grzy-
biczne), zmniejszenie skutkéw ubocznych wynikajacych z zastosowanych te-
rapii (Srodki przeciwbolowe), poprawe jakosci zycia chorych (podawanie jeli-
towe insuliny) czy zabieganie chorobom (prewencja wynikajgca z efektywnej
suplementacji witamin i mineratéw, ktérych niedobor jest zwigzany z cho-
robami przewleklymi). Kierowane nosniki moga wplyna¢ réwniez na roz-
woj nowych terapii (np. genowej) i stworzy¢ narzedzia do walki z chorobami,
wobec ktorych wspolczesna medycyna pozwala tylko na leczenie skutkow,
bez mozliwosci eliminacji ich przyczyny (cukrzyca, plagsawica Huntingtona,
celiakia czy choroba Parkinsona). Dodatkowo kierowane no$niki umozliwia-
ja réwniez poprawe sytuacji ekonomicznej poprzez oferowanie atrakcyjnych
miejsc pracy w nowoczesnym przemysle nakierowanym na utrzymanie sta-
nu zdrowia spoteczenstwa. Nie do pominiecia jest takze fakt, ze podtrzyma-
nie stanu zdrowia jest z ekonomicznego punktu widzenia bardziej racjonalne
niz ograniczanie sie wyltacznie do dzialan w momencie utraty zdrowia.

Polska jest 6. rynkiem farmaceutycznym w Europie oraz najwiekszym
w Europie Wschodniej. Zapotrzebowanie na leki oraz suplementy diety stale
rosnie, co jest wynikiem giéwnie starzenia sie spoleczenstwa, choréb cywi-
lizacyjnych, wynikajacych ze wzrostu gospodarczego, degradacji Srodowiska
izmiany sposobu odzywiania oraz Swiadomosci spoleczenstwa. Dzi$ na rynku
farmaceutycznym gléwny udziat maja leki importowane (w ujeciu wartoscio-
wym w 2010 r. stanowily one 75,7% catkowitych nakladéw) oraz generyczne
(66% pod wzgledem wartoSciowym), i to mimo ze réznica miedzy ceng lekow
innowacyjnych a generycznych jest jedng z najnizszych w Europie [Wklad
innowacyjnego... 2011].
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Polski rynek farmaceutyczny moze by¢ atrakcyjny dla rodzimych in-
westorow ze wzgledu na wielkos$¢, jednak ma on pewne ograniczenia. Koszt
wprowadzenia na rynek leku innowacyjnego szacuje sie dzi$§ na ponad 1 mld
euro, a caly proces moze trwa¢ nawet 13 lat. Polskie firmy nie posiadajg
wystarczajagco duzego kapitalu, aby podjac sie takiego zadania. Z drugiej
jednak strony, na rynku utrzymuje sie duza konkurencja lekow generycz-
nych, ktora jest wynikiem wygasania ochrony patentowej popularnych le-
kow, co skutkuje presja na obnizanie cen produktéw oraz zmniejsza ich ren-
towno$¢. Duza konkurencja panuje réwniez na rynku suplementow diety.
Liczbe producentow suplementow ocenia sie na 314. W odpowiedzi na duza
konkurencje rozwigzaniem moze by¢ wprowadzanie lekow oraz suplemen-
toéw opartych na koncepcjach kierowanych no$nikéw substancji czynnych.
Wprowadzenie na rynek znanego leku, ale w innej postaci, np. zamknietego
w kierowanym nos$niku, jest znacznie mniej kosztowne niz zarejestrowanie
nowego specyfiku. Sprzyja temu takze fakt, ze w ustawie o Prawie farma-
ceutycznym przewidziano mozliwos¢ skladania dokumentacji dla produktow
hybrydowych, co pozwala na zlozenie wniosku zawierajgcego zaréwno wyniki
badan, jak i dane literaturowe. Wprowadzenie na rynek suplementow die-
ty zamknietych w no$nikach jest rowniez atrakcyjnym rozwigzaniem z racji
tego, ze zazwyczaj sa one zbudowane ze zwigzkow, ktére naturalnie wystepu-
ja w pozywieniu, jak np. lipidy. Nie do pominiecia jest fakt, ze rozwdj branzy
kierowanych nosnikéw wymaga wykwalifikowanych pracownikéw, posiada-
jacych odpowiednig wiedze do rozwijania unikatowych technologii oraz za-
pewnienia wysokich standardéw jakosci. Wszystko to powoduje, ze przemyst
rozwijajacy kierowane no$niki zalicza sie do bardzo innowacyjnych i tech-
nologicznie zaawansowanych. Opierajgc sie na istniejgcych mozliwosciach
produkcyjnych suplementéow diety i lekéw generycznych, ktore spelniaja
wszystkie wymagania jakoSciowe, mozna prawdopodobnie uzyska¢ znaczaca
pozycje na rynkach Swiatowych. Nie bez znaczenia w tym przypadku jest tak-
ze centralne polozenie Polski w Europie, co sprzyja mozliwosci ekspansji na
rynki krajow osciennych [Wklad innowacyjnego... 2011].

Rozwd) nowej gatezi branzy farmaceutycznej na rodzimym rynku stwo-
rzythy nowe atrakcyjne miejsca pracy oraz zwiekszyl wptywy do budzetu pan-
stwa, co z kolei poprawiloby sytuacje ekonomiczng kraju, a co za tym idzie
—jakos¢ zycia spoteczenstwa polskiego.

4. Podsumowanie

Kierowane nosniki substancji czynnych to dzi$ jedna z kluczowych strategii
poprawy wydajnosci stosowanych terapii farmakologicznych, ktéra zaklada
wykorzystanie znanych substancji, ale zamknietych w materiale matryco-
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wym poprawiajacym wlasciwosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne.
To z kolei pozwala na uzyskanie lepszych rezultatéw stosowanych terapii.
Kierowane no$niki moga zwiekszy¢ wydajno$¢ terapii, zmniejszy¢ efekty
uboczne, poprawi¢ komfort zycia chorych, a takze zapobiega¢ chorobom,
ktére sa zwigzane z niedoborem witamin i mineratéw. Ponadto kierowane
nos$niki moga by¢ skutecznym bodzcem rozwoju rynku farmaceutycznego
w Polsce, poniewaz nie wymagaja kosztownego procesu badawczo-rozwojo-
wego, jak to ma miejsce w przypadku nowych specyfikow. Strategia ta mo-
glaby by¢ skutecznym narzedziem w walce z konkurencjg na rynku lekéw
generycznych i suplementow diety. Uwzgledniajac aspekt ekonomiczny oraz
mozliwo$¢ poprawy i zapewnienia zdrowia spoleczenstwu, kierowane no$ni-
ki substancji biologicznie czynnych mogg sie sta¢ skutecznym narzedziem
podniesienia jakosci zycia w Polsce.
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Abstract

Bending rigidity coefficient describes propensity of a lipid bilayer to deform. In order to measure the parameter experimen-
tally using flickering noise spectroscopy, the microscopic imaging is required, which necessitates the application of giant
unilamellar vesicles (GUV) lipid bilayer model. The major difficulty associated with the application of the model is the sta-
tistical character of GUV population with respect to their size and the homogeneity of lipid bilayer composition, if a mixture
of lipids is used. In the paper, the bending rigidity coefficient was measured using the fluorescence-enhanced flicker-noise
spectroscopy. In the paper, the bending rigidity coefficient was determined for large populations of 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine vesicles. The quantity of obtained experimental
data allows to perform statistical analysis aiming at the identification of the distribution, which is the most appropriate for
the calculation of the value of the membrane bending rigidity coefficient. It has been demonstrated that the bending rigidity
coefficient is characterized by an asymmetrical distribution, which is well approximated with the gamma distribution. Since
there are no biophysical reasons for that we propose to use the difference between normal and gamma fits as a measure
of the homogeneity of vesicle population. In addition, the effect of a fluorescent label and types of instrumental setups on
determined values has been tested. Obtained results show that the value of the bending rigidity coefficient does not depend
on the type of a fluorescent label nor on the type of microscope used.

Keywords Membrane mechanics - Vesicle fluctuation analysis - Lipid bilayer

Electronic supplementary material The online version of this Introducti
article (https://doi.org/10.1007/500232-018-0037-8) contains ntroduction
supplementary material, which is available to authorized users.

In order to describe cellular processes mechanically, it
is necessary to account for mechanical properties of cel-
lular components including biological membranes. Bio-
logical membrane performs multitude of functions, which
require transformation of its topology partly regulated by
its mechanical state (Bustamante et al. 2004). Mechanical
properties of biological membranes depend on the extrinsic
(i.e. protein scaffolds) and intrinsic (i.e. protein/lipid ratio
or lipid composition) factors (Drabik et al. 2016). The lipid
bilayer is a necessary element of a biological membrane,
which provides the hydrophobic barrier separating various
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referred to as «) is determined (Kozlov et al. 2014). The
method requires an appropriate experimental model usually
in the form of giant unilamellar vesicles (GUVs). The GUV
preparation procedure produces population of vesicles with
diameter ranging from 5 to 50 um. In the model, the mem-
brane can be treated as an infinitely thin surface, for which x
can be measured directly from thermal fluctuations. Thermal
fluctuation analysis, also known as the flicker-noise spectros-
copy, became one of the primary techniques to determine
k of lipid membranes (Bouvrais 2012, Brochard and Len-
non 1975). This technique is based on the vesicle contour
image analysis of the lipid bilayer in time followed by the
Helfrich model analysis. This in turn gives information on
the bilayer spontaneous fluctuations, described by k, which
is calculated with advanced image analysis. Most frequently,
phase contrast microscopy has been used to visualize vesi-
cles, thanks to the phase shift of light caused by the 5-nm
lipid bilayer. When vesicles are made of a single lipid type,
this method works quite well; however, optical properties of
the system do not allow for studies of mixed lipid membrane
due to insufficient contrast for the determination of com-
position inhomogeneity. Later, this approach was improved
by imaging of fluorescently labeled vesicles (Drabik et al.
2016, Loftus et al. 2013). This modification enhanced the
quality of images with better contrast for contour analysis,
allowing more accurate determination of the membrane k.
It also helps to determine the homogeneity of the mem-
brane when mixtures of lipids are used. Regardless of the
vesicle visualization technique used, there is always a risk
that a vesicle population is heterogeneous. The uniformity
of the GUVs in suspension varies depending on the prepa-
ration protocol and the lipid composition. For that reason,
there are differences in values of « find the literature, even
when determined for the same lipid system. For instance,
values of x determined for DOPC membrane range from
9.47x 107 to 17.5% 1072°J (Dimova 2014). These differ-
ences may result from various vesicle size distributions due
to details of preparation protocols and/or different conditions
of image acquisition conditions. There have been several
approaches to determine the population characteristic of
vesicle suspension but results were inconclusive (Duwe and
Sackmann 1990, Faucon et al. 1989). Typically, when the
thermal fluctuation technique is used for the determination
of k, typically between 10 and 15 lipid vesicles are analyzed
preventing reliable statistical analysis. Determined values of
Kk are presented assuming their normal distribution (Bouvrais
et al. 2013, Meleard et al. 2011). In the paper, we present
values of « determined for the statistically relevant number
of vesicles. Next, the character of the statistical distribution
was determined. Since the value of x depends on the type of
distribution used, various scenarios were tested and evalu-
ated. Based on these analyses, the methodology for calcula-
tion of k, along with the estimation of the uncertainty of the
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derived quantitative value, when the sample size is small, is
proposed. In the course of this study, the effect of the type
of fluorescent probe used for membrane labeling and experi-
mental setup was also evaluated.

Materials and Methods
Materials

Lipids: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
line (POPC), and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline (DOPC), as well as fluorescent probes: NBD-PC
(1-acyl-2-(6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]
hexanoyl)-sn-glycero-3 phosphocholine), Fluorescein-PE
(N-(5-fluoresceinthiobarbamoyl)dipalmitoyl-L-a-phos-
phatidylethanolamine), and Rhodamine PE (18:1 Liss
Rhod PE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-
N-(lissamine rhodamine B sulfonyl)) were purchased from
Avanti Polar Lipids (USA), p-Bodipy FL (4,4-difluoro-
5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-propionic
acid), and Laurdan (6-dodecanoyl-2-dimethylaminonaph-
thalene) from Molecular Probes (USA) and Atto 488 DHPE
from Atto-Tech (Germany). Concentrations of fluorophores
were determined with UV—-Vis spectroscopy using the exci-
tations wavelengths and the extinction coefficients indicated
in probe’s specification sheets. Glass cover slips were pur-
chased from VWR (Poland). The 18 MQ deionized water
was used in all experiments (ELGA system, Poland).

Preparation of Giant Unilamellar Vesicles (GUVs)

A modified electroformation method, originally developed
by Angelova and Dimitrov (1988), was used for the forma-
tion of model lipid membranes. Specifically, 10 ul of POPC
or DOPC in chloroform (1 mM) was deposited in small
quantities onto parallel platinum electrodes. The electrodes
were kept for 1 h under reduced pressure to remove traces of
organic solvents. This was followed by hydration of the elec-
trodes in water when applying the AC electric field, with the
frequency equal to 1 Hz, in a polytetrafluoroethylene (PTFE)
electroformation chambers for 24 h while increasing voltage
from 1 to 4 V. After electroformation, the chambers were left
for 1 h before vesicle removal, with the electrical field turned
off, ensuring the formation of uniform vesicle suspension.

Acquisition and Assessment of Microscopic Images

Images were collected using Leica TCS SPE microscope
in fluorescence mode equipped with 63x/1.30 ACS APO
oil-immersion objective (Leica, Germany). 1392 x 1040
pixel images were recorded with Leica DFC310 FX camera
using 0.102 um pixel size. Samples were illuminated with
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EL6000 illuminator and fluorescence emission was detected
using appropriate cut-off filters: N2.1 (Rhodamine) and 13
(Atto 488, B-BODIPY FL, Fluorescein-PE, NBD-PC and
Laurdan). All GUVs vesicles were labelled with a fluores-
cent probe at 1 mol% concentration. Series of images were
collected for 5 min with the acquisition speed equals 11.2
frames per second (fps) at a fixed location producing in total
3360 frames, which were then subjected to image analysis
procedure. Measurements were performed at 24 °C.

Images of DOPC vesicles were collected using both
Leica TCS SPE microscope and Zeiss Cell Observer SD
spinning-disk confocal microscope equipped with a Plan-
Apochromat 100x/1.46 oil immersion objective (Zeiss,
Germany). 512512 pixel images were recorded with an
EMCCD camera (QImaging Rolera EM-C2, Canada) using
2x2 binning with 0.133 um pixel size at a rate of 33 fps with
a video integration time of 30 ms. Samples were illuminated
with 488 nm laser and emitted light was passed through
527/54 filter.

Flicker-Noise Spectroscopy

The flicker noise spectroscopy technique is based on the
analysis of a vesicle shape fluctuations in time. Extraction
of the membrane fluctuation spectrum requires determina-
tion of the membrane contour location. First, images were
converted to grayscale and had their intensity normalized.
This was followed by smoothing with a mean filter matrix
of size 5 and binarizing using the Otsu algorithm (Drabik
et al. 2016). The approximate position of the vesicle con-
tour was determined with the procedure based on the
algorithm described previously. Threshold and contour
determinations were performed using a software written
in C++ with OpenCV (Bradski 2000). A circle was fitted
to predetermined initial vesicle contour using an algebraic
procedure based on the Taubin method for determination
of the vesicle centre location (Taubin 1991). Next, using
the initial, radial intensity profiles of non-smoothed image
(typically 300) were collected and distances between the
contour and the vesicle centre were calculated using the
Bresenham algorithm. Specifically, the intensity maximum
along the radius of the circle was identified and the Lorent-
zian function was fitted to the pixel intensity values around
the intensity maximum. The fit was performed using the
Levenberg—Marquardt algorithm. In order to remove occa-
sional local deviation in contour detection polynomial
approximation was used (to eliminate observation points
significantly distant from adjacent localizations) (Drabik
et al. 2016). To calculate k from a set of time-lapsed
images a correlation between the two-dimensional images
and three-dimensional membrane elasticity model had to
be established. This was achieved by calculating angular
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autocorrelation function &(y, ) defined by Eq. (1). Cross-
sectional radius p(®, 1) is the position of vesicle bilayer
at a given angle @ and time #; p(¢) is an averaged vesicle
radius of a given image recorded at time 7 using Eq. (2).
R = (p(1)) is the vesicle radius.

E0D) = 5o 1 0@+ 7.0 = (0] X o) = p(01d
7°R* |
M
1 N
p) = E;(P;"‘Pm) X (¢ir1 — &) @

k was determined using the statistical approach (Mélé-
ard et al. 2011). In this approach, autocorrelation curves
are decomposed into Fourier series, in which sine com-
ponents were omitted (curves are even functions). Ampli-
tudes of cosine functions for each frame of a given mode
m, y"(t) were histogrammed and fitted by mono-exponen-
tial distributions I""(¥™) according to Eq. (3).

IM=a X exp (—R’”(%, 5’) X ;) ©)

The mono-exponential character of the distribution
indicates that model adequately describes the thermal
fluctuations of the membrane. To determine x value from
distributions, decays were fitted using mono-exponential
function for I ranging from 0.6 to 0.08. Higher values
are omitted due to the low probability of the occurrence
while lower values were omitted due to being too close
to the resolution limit. The uncertainty of I value was
calculated according to Eq. (4).

A" = ﬂ X 2 <ln|:l—‘lll<1_‘>:| —ln(a)+R’” X X_'>
W \4 : :

(C))

The value of x can be determined by fitting the Eq. (5)

to experimentally determined R" values, where o, relates

to a white noise generated by the limited optical resolu-

tion of the microscope and the electronic noise of the

video camera. P is normalized Legendre polynomial and

A,(5) is the function related to reduced membrane tension
defined by Eq. (6).

|
R’"(L, 5-’ o, h) =
kT o (e 2OV ®)
E(an:n 24,(5) it 0\2vh
A6) = (n+ 1D(n+2)[6 + n(n+1)]. 6)

The data extraction from a microscope image is pre-
sented on a selected example in the Supplementary
Information.
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Statistical Analysis

Histograms of «, as determined with the flicker-noise tech-
nique, were fitted with normal, exponential, gamma or log-
normal distribution. Each distribution was quantitated using its
characteristic parameters. Normal and lognormal distributions
were evaluated using the mean (u) and the standard deviation
(o) values, the exponential distribution using the parameter 4,
and gamma distribution using the shape value a and the scale
parameter f. Each fitted distribution was scaled by a ¢ value,
which is related to the number of empirical observations. The
concurrence of theoretical and experimental distributions was
tested using the Kolmogorov—Smirnov test (Massey 1951).
Numerical values of k, determined for over three hundred
vesicles, were used for an analysis. In the first step, outliers
were identified and rejected using interquartile range method.
The Kolmogorov—Smirnov test was calculated at the confi-
dence level equals to a=0.05. A histogram was created from
measured values of the x for each population of vesicles. The
number of categories k was calculated based on the number
of samples n using Eq. (7). Compliance of the distribution
of empirical data was checked for the normal, exponential,
gamma or lognormal distributions. Calculated value of Agg,
defined by Eq. (8), was compared with 4, values from the Kol-
mogorov table using the null hypothesis. The Agxg parameter is
proportional to the difference between distributions. Further-
more, its inverse value is a quantitative compliance measure
of the distributions. In Eq. (9), parameter  defines the greatest
modulus of a difference between cumulative distributions of
theoretical distribution F (a,’.) and normalized empirical dis-
tribution K (a/).

k=1/n )

dgs =Vn x d ®)
d = sup<|F(a;)—K(a;)|) )

To evaluate the asymmetry of distributions of k the asym-
metry coefficient A, of distribution was calculated according to
Eq. (10), where Q,, O, and Q5 were the first, second (median)
and third quartile, respectively.

A= 05+ 0, -20,
! 200;-0)

The calculations were performed using StatSoft STATIS-
TICA 13.

(10)
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Results and Discussion

The Effect of Fluorescent Probe on Bending Rigidity
Coefficient

The flicker-noise spectroscopy performed using the phase
contrast microscopy demonstrated that a fluorescent probe
present in the membrane at concentrations up to 2 mol%
does not affect measured values of x (Méléard et al. 2011).
The prolonged exposure of a sample to an intense illumina-
tion in a confocal microscope may lead to progressive loss
of the fluorescence signal. This effect can be reduced by the
selection of the appropriate fluorescence probe (Drabik et al.
2016). The fluorescence emission is sensitive to a variety of
factors such as photobleaching, polarity of the immediate
vicinity of the fluorescent moiety or properties and compo-
sition of the adjacent aqueous phase. All these factors may
affect the probe brightness and/or location interfering with
the accurate detection of the membrane location during the
extended image acquisition time (Behera et al. 1999). To
this end, several fluorescent probes, namely Atto 488 DOPE,
Rhodamine-PE, B-Bodipy FL DHPE, NBD-PC and Laurdan,
were evaluated. Two criteria were used to evaluate a fluo-
rescent probe: calculated value of k and its standard devia-
tion. It has been assumed that the higher the value of the
standard deviation, the less reliable the fluorescent probe is.
All tested fluorophores were covalently attached to the lipid
molecules albeit at different locations with respect to the
membrane surface. Specifically, B-BODIPY and NBD moie-
ties are located within the interface of the lipid bilayer (Sachl
et al. 2010; Huster et al. 2001). Hydrophobic Atto moiety
is located in the membrane hydrophobic core (Tabarin et al.
2012), whereas hydrophilic rhodamine and Laurdan are
located within the hydrated region of the membrane (Kyry-
chenko 2010, De Vequi-Suplicy et al. 2006). Determined
values of k as presented in Fig. 1 show that the values of
do not depend on the fluorescent probe used. However, there
are large differences in the standard deviations between dif-
ferent probes. The largest standard deviation was measured
using vesicles labelled with NBD-PC. The smallest standard
deviation was obtained for vesicles labelled with Rhoda-
mine-PE. For that reason, Rhodamine-PE labeled vesicles
were selected for subsequent statistical analysis.

Statistical Analysis of Experimentally Determined
Bending Rigidity Coefficient for a Population
of POPC Vesicles

The histogram of determined values of « for a population
of POPC vesicles, along with theoretical distributions,
is presented in Fig. 2. The concurrence of the empirical
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Fig.1 Values of x measured for POPC vesicles labelled with Atto
(filled circles), Rhodamine (filled squares), p-BODIPY (filled dia-
monds), NBD-PC (filled triangles) and Laurdan (filled inverted tri-
angles) fluorescent probes. The left part of plot shows examples of
results obtained for single vesicles, whereas right part shows the aver-
age values determined for indicated number of vesicles. Error bars
represent standard error of fitting in the case of individual vesicles
and standard deviation of mean values

and theoretical distributions was evaluated using the Kol-
mogorov—Smirnov test. Results of the test are presented
in Table 1. The comparison of calculated value Ayg with
Kolmogorov table of 4, values shows that distribution
of k is not well represented by normal distribution. The
null hypothesis was rejected for exponential, gamma and
lognormal distributions, suggesting that they are compat-
ible with experimentally obtained values. Based on values
of Agg, it has been concluded that best compatibility is
obtained for the gamma distribution (the smallest differ-
ence between experimental and theoretical distributions).

Because each of the consistent theoretical distributions
is not symmetrical, the distribution of experimental values
was tested for its asymmetry (Table 2). Distribution asym-
metry coefficient A, is equal to 0.11 for population of POPC
vesicles.

Presented results show that the median value of « for
POPC vesicles equals to (12.1 +8.4) X 1072 J; the mean
value of the k equals to (15.1+11.9)x% 1072° J and the
maximal value of x (for gamma distribution) equals to
(4.7+3.3)x 10720 ], Presented values were calculated with-
out outliners. The value of x, calculated as the weighted
mean value, with a relative weight as an inverse of the uncer-
tainty for each method, equals to (8.2+5.9) X 10720,

Presented data show that the experimental values of bio-
physical parameter of vesicle population in aqueous phase
are better described by asymmetric then normal distribution.
This may result from sample handling or image acquisition
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Fig.2 Density probability (top panel) and cumulative distributions
(bottom panel) of « values determined for POPC vesicles. The experi-
mental data were fitted with normal, exponential, gamma and lognor-
mal distributions

Table 1 Parameters of the Kolmogorov—Smirnov test for distribution
compatibility between theoretical and experimentally determined val-
ues of « for population of POPC vesicles

Distribution n d Aks Ad Hypothesis
Normal 279 0.12 2.01 1.36 H1
Exponential 0.07 1.17 HO
Gamma 0.04 0.67 HO
Lognormal 0.08 1.33 HO

artefacts. This may include impurities (residual quantity of
organic solvents or oxidized lipids) or different geometries of
vesicle formation chambers (three different chambers have
been used). The other interference may occur during the
transfer of a vesicle suspension to the observation chamber
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Table 2 Averaged values of distribution coefficients fitted to the experimental data obtained for POPC vesicles

Experimental Standardize  Normal Exponential Gamma Lognormal
Mean (107°J)  Median (10791)  &(-) w107 61070 2,A07°D a@ AT HTT w107 6(1077))
1.51£1.19 1.21+£0.84 106 1.51 1.19 0.67 1.47  1.02 0.96 0.03

or variation in vesicle adhesion to observations chamber
surfaces. Therefore, the greater the interferences, the larger
the difference between normal and gamma distributions.
Since there are no fundamental reasons for deviation from
the normal distribution, therefore the deviation between nor-
mal and gamma distributions may serve as an indication of
the vesicle population quality. The measure might be very
useful for the evaluation of a vesicle population uniformity
when mixtures of lipids are used and vesicle heterogeneity,
with respect to lipid composition, is likely.

In order to estimate the number of measurements,
required to measure values of « for lipid vesicles with rea-
sonable accuracy, the following test has been performed.
The randomly selected data sets consisting of four measure-
ments (n=35, 10 and 15) have been constructed followed by
the calculation of the average and median values of k. Then
differences between mean and dominant values were calcu-
lated. The procedure has been repeated 500 times to ensure
relevant statistics. Based on the test, it has been concluded
that when n=35 the errors of mean and median were equal
to (244 +27)% and (199 +32)%, respectively. When n was
increased to 10 or 15 the errors of mean and median values
did not change significantly. The result shows that increased
number of measurements does not improve the accuracy of
k determination; therefore, the dominant values determined
from gamma distribution should be used. This conclusion
is supported by higher closeness of dominant values over
median or mean values to the following data from the lit-
erature. The x for POPC equals to (13.2+0.4) X 10720 g,
when measured using molecular dynamics simula-
tions (Venable et al. 2015), (15.8+0.3)x 1072 J when
measured using micropipette aspirations (Henriksen
et al. 2006), (6.7+1.9)x 102° J when measured using
atomic force microscopy (Kocun and Janshoff 2012),
(10.1+1.1)x 1072 J when measured using X-Ray scat-
tering technique (Nagle 2017), (5.9 +1.2)x 1072° J when
measured using electrodeformation (Niggemann et al.
1995), (3.3+0.2)x 1072 J when using dual-beam optical
trap (Solmaz et al. 2012) and (22.3 +4.2) X 1072 J when
measured using thermal fluctuation analysis (Drabik et al.
2016). The value of k has the highest value when thermal
fluctuation analysis is used. Based on our calculations using
the thermal fluctuation analysis, the value of « is also con-
sistently higher than values obtained with other techniques
(except molecular dynamic simulations and other thermal
analysis studies) and equals to (15.1+11.9)x 1072 J.
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Determination of the Bending Rigidity Coefficient
Using Spinning-Disk Microscope

In order to establish the effect of image acquisition method
on the measured x two imaging set-ups were used: wide-
field fluorescence and spinning-disk confocal microscopes.
The two microscopes have different parameters of the excita-
tion beam, frequency of image acquisition as well as opti-
cal pathways. The comparison has been performed on the
suspension of vesicles formed from DOPC. When wide-
field microscope was used, the obtained median and domi-
nant values of the x were equal to (14.8 +2.5) x 1072 J and
(11.1£0.8)x 107207, respectively (28 vesicles). When spin-
ning-disk microscopy was used the determined median and
dominant values of the k were equal to (11.1+1.6)x107°J
and (10.7+1.2)x 1072° J (31 vesicles), respectively. The
obtained distributions of « are shown in Fig. 3 along with the
theoretical distribution. In both cases, gamma distribution
provided the best fit. The calculated value of Ayg for gamma
distribution was equal to 0.46 and 0.58 for the wide-field
fluorescence and spinning-disk microscopes, respectively.
The presented data show that the determined value of the
x of DOPC bilayer is independent on the microscope setup
and is similar to values presented in literature (Levine et al.
2014, Shitamichi et al. 2009). Given the fact that discrepan-
cies were much higher for POPC, it seems that type of lipid
influences the errors.

Conclusions

In this paper, three issues have been addressed: the effect
of the type of fluorescent probe used for membrane label-
ling, the dependence of the calculated values of the x on
the image acquisition method and the effect of the statisti-
cal analysis used to quantitate the population of vesicles.
It has been demonstrated that there are no dependences of
the determined « values on the type of fluorescent probe
used for membrane labeling. However, when rhodamine-
PE was used for membrane labeling it gave results with
the smallest deviation of determined values; therefore,
the probe is recommended when limited number of
vesicle (membranes) is available. There is no difference
between character of distributions of measured values of
the x determined with the two different microscope setups
(wide-field fluorescence and spinning-disk microscopes).
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Fig.3 Cumulative distributions of experimental values of the x
determined for DOPC vesicles using the wide-field fluorescence (top
panel) and the spinning-disk (bottom panel) microscopes. The experi-
mental data were fitted with normal, exponential, gamma and lognor-
mal distributions

Finally, it has been demonstrated that the gamma distri-
bution of measured values of « fits the vesicle popula-
tion best. Since there are no fundamental reasons for that
we propose to use the difference between the normal and
gamma fits as a measure of heterogeneity of vesicle popu-
lation. The smaller the difference, the more homogeneous
is the vesicle suspension.
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Supplementary information
Statistical analysis of bending rigidity coefficient determined us-
ing fluorescence-based flicker-noise spectroscopy.

Joanna Doskocz*". Dominik Drabik!. Grzegorz Chodaczek? . Magdalena Przybylo®®. Marek Langner?

The sequence of the data processing steps used for the bending rigidity determination as de-
scribed in Materials and Methods.

Series of images of vesicle (Figure 1) were acquired in a time sequence (5000 images). The set
of images was numerically processed and used for the membrane bending rigidity coefficient
determination.

Figure S1 Example of an image of a lipid vesicle labeled with a fluorescence dye.

Image processing: The vesicle contour is located using the image thresholding. Next, the cen-
ter of vesicle is calculated by geometrically (using Taubin method) fitting circle to the contour
(Figure S2). This is followed by leading straight lines from circle center at given angle to obtain
radial intensity spectra. Such spectra are then fitted with Gaussian function in order to determine
the location of the membrane at a given angle. Below are presented polar plots of vesicle with
and without axis adjustments.
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Figure S2 Examples of the membrane positioning used for the localization of the circle center
for two selected images. The circle center location was identified based on the fitting of a circle
to the vesicle contour.
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Figure S4 examples of autocorrelation curves for two different images of a vesicle.

Each contour is used to calculate autocorrelation curve Figure S4, which is decomposed either
to Legendre functions or Fourier series, depending on an approach used.

Based on the decomposed autocorrelation function a plot (Figure S5 and Figure S6) is con-
structed, which is used for the model fitting. Figure S5 shows the fitting using the average-
based approach, whereas Figure S6 shows the fitting using the Statistical approach.
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Figure S5 Examples of the model fitting for two vesicle images using the average-based ap-
proach.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Mechanical properties of a lipid bilayer are parameters determined mainly for giant unilamellar vesicles (GUVs).
It is not clear if values obtained on the GUV model can be directly translated to submicron large unilamellar
vesicles (LUVs). This ambiguity is a major obstacle in exploring the effect of lipid bilayer mechanics on mem-
brane associated processes and effectiveness of liposome-based targeted drug delivery systems. In presented
work extrusion, which is a common method to prepare LUVs, was used to study liposomes preparation and
stability upon exposure to mechanical stress. The effect of parameters of the extrusion process (temperature,
membrane pore size, extrusion force and volumetric flux) on the properties of liposome suspension (average
liposome size, polydispersity index and lipid recovery ratio) was determined for model liposomes composed of
DPPC lipid. The state of the DPPC lipid bilayer depends on temperature, therefore, the effect of lipid bilayer
mechanics on the extrusion process can be quantitated without altering membrane composition. The extrusion
process was carried out with the automated extruder delivering quantitative data on the extrusion force and
volumetric flux. Obtained results have been interpreted in terms of mechanical properties of the lipid bilayer.
Determined mechanical properties of the lipid bilayer and its dependence on temperature are in good agreement
with the literature results determined for GUVs. This shows that mechanical properties of the lipid bilayer does
not depend on the liposome size in the range from 100 nm to hundreds of microns.

Keywords:

Liposomes

Membrane mechanics
Lipid phase transition
Extrusion

1. Introduction mechanical or topological properties [8]. Smaller liposomes with a

diameter between 100 and 1000 nm have much broader applications.

Liposomes are self-assembled lipid vesicles with diameters ranging
from 50 nm to 250 pm [1] and can be formed from a large variety of
amphiphilic compounds, among which phospholipids have a special
place due to their biocompatibility [2]. Size, properties of aqueous
phase and molecular composition of liposomes are major factors af-
fecting their attributes including: lateral and transmembrane molecular
organization, permeability, mechanical resilience and surface proper-
ties, such as propensity for hydrogen bond formation, electrostatics or
steric barrier formed by surface decorations [3-6]. Consequently, a
variety of liposomes can be constructed for basic research and a variety
of applications [7]. Vesicles with a diameter > 1 pym are used as a
convenient model of biological membrane for the determination of

* Corresponding author.
E-mail address: Joanna.Doskocz@pwr.edu.pl (J. Doskocz).
! Authors contributed equally.
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They are used as experimental model systems, biosensors or as a scaf-
fold for nano-pharmaceuticals [7]. The design of a successful experi-
mental model or effective drug delivery system requires that the se-
lected properties of a lipid bilayer can be tuned to the required
physiological values. It has been demonstrated that liposome stability,
organization of lipids in the bilayer, permeability and mechanical
properties depend on their molecular composition and physical state
[9-12]. Whereas lipid organization and surface electrostatics are fre-
quently studied [13,14], the effect of lipid bilayer mechanics is rarely
considered, despite experimental evidences demonstrating that shape
and stiffness of particulates affect their performance on both cellular
and physiological levels [15,16]. This is because a limited number of
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technically demanding experimental methodologies, capable to quan-
titate membrane mechanical properties, are available [17,18]. Me-
chanics of biological membranes and microscale artificial bilayers are
studied using image analysis of strained or freely-fluctuating membrane
[8,19,20]. Whereas studies using macrovesicles and biological mem-
branes as experimental models provide data useful for understanding
biological systems, there are limited number of values for evaluation of
liposomes in submicron scale. Mechanical properties of such objects can
be evaluated using methods relying on the measurement of a me-
chanical wave propagation through aqueous vesicle suspension. How-
ever, these method provides quantitative values, which are heavily
dependent on theoretical model used [21]. The other approach relies on
the atomic force microscopy technique, where the local, atomic level,
deformations of membrane are measured [18,22,23]. In this case, the
vesicle immobilisation method and the interaction of liposome with the
measuring tip are sources of serious uncertainties. In the paper, we
present the new experimental technique, which can deliver data on
mechanical properties of liposomes in suspension with sizes below the
resolution limit of optical microscopy. To demonstrate the method
viability a well-characterized experimental system, whose mechanical
properties change with temperature, has been used. Liposomes formed
from 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) have the
main phase transition at about 41 °C [24]. Above the main phase
transition temperature, the lipid bilayer is in the fluid phase where alkyl
chains are disordered. The bending rigidity of the lipid bilayer is low
and has been determined to be equal to about 10 ~'° J [25]. When the
temperature is below the main phase transition, the alkyl chains are
stabilized by van der Walls interactions making lipid bilayer mechani-
cally resilient [24,26]. At temperatures between 33.5 °C and 41 °C lipid
bilayer is at the ripple phase characterized by corrugations of the
membrane surface with well-defined periodicity with an axis parallel to
the mean bilayer plane [27]. Below 33.5 °C the lipid bilayer enters the
gel state [24,28]. It has been shown previously that properties of the
DPPC lipid bilayer such as area per lipid molecule, bilayer thickness or
bending rigidity are temperature dependent [25,29]. In the presented
research, the liposome propensity for deformation has been qualita-
tively and quantitatively evaluated by measuring the force needed to
push preformed uniform liposomes through well-defined pores, which
sizes are smaller than vesicles diameter. For that purpose, the dedicated
automatic mechanical extruder, equipped with strain gauges and tem-
perature control, was used. The liposome size and topology were
monitored using the Dynamic Light Scattering technique and Cryogenic
Transmission Electron Microscopy.

2. Materials and methods
2.1. Materials

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) was pur-
chased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Chloroform was
obtained from VWR (USA). Ferric chloride hexahydrate and ammonium
thiocyanate was purchased from Chempur (Poland). In all experiments
18 mQ deionized water was used (PolWater, Poland).

2.2. Preparation and characterization of liposomes

The sample preparation procedure was divided into steps to clarify
the design of the experiment. A schematic presentation of experimental
design is visualised in Fig. 1.

2.2.1. MLVs preparation

Multilamellar DPPC vesicles (MLVs) were prepared by the dry film
method [30]. First, lipid was dissolved in chloroform. The organic
solvent was removed by the stream of argon and the residues of
chloroform were eliminated under low-pressure storage. The resulting
dry lipid film was hydrated overnight in deionized water at 60 °C [31]
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followed by vortexing. The final concentration of lipid in the sample
equalled to 10 mg/mL.

2.2.2. LUVs preparation

MLVs suspension with lipid concertation equals to 1 mg/mL was
extruded through polycarbonate membrane with 50 nm pores
(NucleporeCorp., USA). The sample was passed through the filter once,
at temperature in the range from 20 °C to 50 °C, for the characterization
of the extrusion process.

2.2.3. LUVs recalibration

In the first step, the suspension of MLVs was extruded through a
100 nm polycarbonate membrane (NucleporeCorp., USA) at 50 °C.
7 cycles of extrusion (passages through the filter) were used to obtain
uniform population of LUVs on the trans-side of the extrusion mem-
brane. The measuring device contains two syringes (Fig. 2), the syringe
where the MLV vesicles are loaded is called the cis-side, whereas the
other syringe is call the trans-side. The diluted (1 mg/mL of lipid) LUVs
suspension was extruded seven times through a 50 nm polycarbonate
filter. The number of extrusion cycles was experimentally determined.
Three extrusion cycles are sufficient to produce vesicles suspension
characterized by the size distribution and polydispersity index, which
are little altered by subsequent extrusion cycles. Similar conclusions
were presented elsewhere [32]. The recalibration procedures were
performed at temperatures ranging from 20 °C to 50 °C.

The extrusion and recalibration were carried out using home-made
automated mechanical extruder (Lipid Systems Ltd., Wroctaw, Poland).
Sizes and polydispersity indexes of extruded LUV vesicles were de-
termined using the Dynamic Light Scattering method (DLS) (Zetasizer
Nano ZS, Malvern, UK). For that purpose, samples were diluted 50
times with deionized water. The deionized water was filtered through
the cellulose membrane with 0.2 pum pores (VWR, USA).

2.3. The determination of lipid concentration

The concentration of DPPC was determined with the Stewart
method [33]. The method is based on the formation of a colour complex
between phospholipids and ammonium ferrothiocyanate. The lipid
quantity in then determined by measuring the absorbance at 470 nm.
Specifically, 40 puL solution containing lipids was mixed with 2 mL of
chloroform and the 2 mL of aqueous solution containing 0.4 M am-
monium ferrothiocyanate and 0.1 M ferric chloride hexahydrate. Mix-
tures were vortexed for 1 min followed by incubation for 15 min. The
lower chloroform phase was transfer to quartz cuvettes (Hellma, Ger-
many) and its absorbance was measured using spectrophotometer
(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH, Germany). The concentration of
DPPC was determined based on the calibration curve.

2.4. Cryogenic Transmission Electron Microscopy (TEM) imaging

Cryogenic Transmission Electron Microscopy (cryo-TEM) images
were obtained using a Tecnai F20 X TWIN microscope (FEI Company,
Hillsboro, Oregon, USA) equipped with field emission gun, operating at
an acceleration voltage of 200 kV. Images were recorded on the Eagle
4 k HS camera (FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA) and processed
with TIA software (FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA). Specimen
preparation was done by vitrification of the aqueous solutions on grids
with holey carbon film (Quantifoil R 2/2; Quantifoil Micro Tools
GmbH, Grof3l6bichau, Germany). Prior to use, the grids were activated
for 15 s in oxygen plasma using a Femto plasma cleaner (Diener
Electronic, Ebhausen, Germany). Cryo-samples were prepared by ap-
plying a droplet (3 pL) of the suspension to the grid, blotting with filter
paper and immediate freezing in liquid ethane using a fully automated
blotting device Vitrobot Mark IV (FEI Company, Hillsboro, Oregon,
USA). After preparation, the vitrified specimens were kept under liquid
nitrogen until they were inserted into a cryo-TEM-holder Gatan 626
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Fig. 1. The overview of two experimental protocols
used in the paper. The left panel presents procedure
used for the characterization of the extrusion pro-
cess, where the suspension of multilamellar vesicles
is transform to the suspension of unilamellar lipo-
somes on the trans side of the filter. Right panel
shows procedure employed for the characterization
of membrane stability and mechanical resilience.
The uniform suspension of unilamellar vesicles is
produced on the trans side of the filter, following
repetitive extrusion at the temperature above the
lipid main phase transition. The uniform liposome
suspension is than recalibrated through the filter
with pores (50 nm) smaller then dimension of lipo-
somes (140 nm).
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size distribution
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Fig. 2. The schematic diagram showing the auto-
mated extrusion device (A) and an example of the
dependence of the extrusion force on time (B). The
extrusion process is arbitrary divided into three
stages. The “extrusion force” is define as the average
value of forces in the second stage of the process. The
extrusion process was carried out in isothermal
conditions and at a constant volumetric flux.
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(Gatan Inc., Pleasanton, USA) and analyzed in the TEM at —178 °C.
2.5. Experimental design

The force required to push liposome suspension through the poly-
carbonate filter was measured using dedicated home-made automated
extruder (Lipid Systems Ltd., Wroctaw, Poland). The design of the de-
vice is schematically illustrated in Fig. 2A. During extrusion, the tem-
perature of the sample was tightly controlled ( = 0.1 °C) and the vo-
lumetric flow rate (dV/dt) through the extrusion membrane was set in
advance and maintained during the experiment with the precision
motor. During the extrusion process, the force applied to a syringe was
continuously measured, allowing for the construction of curves de-
monstrating the dependence of the force on time/distance/volumetric
flux. To prevent the destruction of glass syringes an upper limit was
imposed on the applied force (190 N). An example of the raw
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experimental data is presented in Fig. 2B. The dependence of the force
on time/distance/volumetric flux can be arbitrarily divided into three
stages; the rapid force increase, the steady-state stage and final force
rise due to the completion of the sample transfer. The term “extrusion
force”, used throughout the paper, equals to the average force value of
the second stage of the experimental curve. The volumetric flux (Jy)
across the polycarbonate filter, the instrumental parameter, was de-
termined from the following dependence:

Jy =

D v, [ mL ]
D} | minecm? @
where Dy and Ds indicate the filter and syringe diameters, respectively.
The velocity of the piston in the syringe is labelled as v, and is set in

advance before each experiment.
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Fig. 3. The effect of temperature and volumetric flux on properties determined for a suspension of DPPC vesicles after a single extrusion cycle. MLVs were extruded
once through 50 nm membrane at temperatures indicated. Panel A shows the dependence of the quantity of lipid transferred across the polycarbonate filter after a
single passage as a function of volumetric flux for two temperatures (20 °C and 50 °C, labelled as dark and light gray, respectively). Panel B shows the average size of
lipid vesicle as a function of volumetric flux and temperature. Panel C presents the “extrusion force” as a function of volumetric flux, and panel D the dependence of
the polydispersity index of liposome suspension on the volumetric flux for three temperatures (20 °C, 35 °C and 50 °C, labelled as rhombuses, squares and circles,

respectively).

3. Results and discussion
3.1. The effect of extrusion parameters on the liposome formation process

The formation of unilamellar liposomes from multilamellar struc-
tures using extrusion method is still not well understood. The process
likely depends on lipid membrane elasticity, cohesion and ability to
accommodate the water flow. The efficient extrusion of liposomes re-
quires lipids to be in the fluid phase. In addition, in order to form a
uniform liposome suspension, the process needs to be repeated several
times [34]. Using the quantitative extrusion device, the effect of tem-
perature and volumetric flux on the single extrusion process was in-
vestigated (Fig. 1A). Temperatures were selected so DPPC vesicles were
in liquid, ripple or gel phases (50 °C, 35 °C and 20 °C). The liposome
formation process was quantitated with the extrusion force, lipid re-
covery ratio, the average liposome size and the homogeneity of lipo-
some population (the polydispersity index). Fig. 3A shows that fol-
lowing the first passage the quantity of lipids in the trans syringe does
not exceed 20% of the initial lipid quantity. As expected, the lipid re-
covery ratio (the ratio of lipid quantity on the trans side of the filter to
the total lipid quantity in the sample), when liposomes are in the fluid
state, is an order of magnitude higher than that in the gel phase. There
is no significant difference in the average size of liposomes as a function
of a volumetric flux when lipid is in the gel or fluid phase (Fig. 3B).

Only when lipid is in the ripple phase (35 °C), the size of vesicles
increases from 200 nm up to about 500 nm for small volumetric fluxes.
The force required to maintain the constant volumetric flux depends
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both on the extrusion temperature and the preset value of the volu-
metric flux. As shown in Fig. 3C, when lipid is in the fluid phase, the
extrusion force is the smallest and change little with the volumetric
flux. When lipid is in the gel phase, the force reaches the limiting value
when the volumetric flux equals 0.48 [mLmin~'cm~2]. When the
extrusion process is carried out at temperature where the lipid bilayer is
in the ripple phase (35 °C) the extrusion force increases monotonically
with rising volumetric flux. Presented data show, in agreement with
previous observations [35], that to ensure the efficient liposome for-
mation the suspension of MLVs should be at temperature, where lipid is
in the fluid phase (41 °C or above for DPPC). Bellow the temperature of
the main phase transition the lipid recovery ratio decreases dramati-
cally and the extrusion force increases above the preset limiting value
(Fig. 3A). In addition, the extrusion process of lipid in the gel or the
ripple phases depends on the volumetric flux, whereas when lipid is in
the fluid phase the extrusion parameters (except the lipid recovery
ratio) do not depend on the volumetric flux much. In summary, the
evaluation of the liposome formation process using extruder capable to
provide quantitative parameters of the process agrees with previous
observations that the liposome formation, when lipid is in the gel phase,
is very inefficient. Less than few percent of lipid are found in the trans
side of the membrane, when lipid is in the gel phase. The unexpected
outcome of these experiments is that, when lipid is in the fluid phase,
the lipid quantity in the trans side of the membrane, after a single pass,
increases with rising volumetric flux without sacrificing the quality of
liposome suspension, as evaluated with the average vesicle size and the
polydispersity index.
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Fig. 4. Recalibration of DPPC vesicles. Preformed LUVs with average diameter equal to 138 nm were pushed 7 times through the filter with 50 nm pore size. Panel A
shows the dependence of the quantity of lipid transferred across the polycarbonate filter in a single passage as a function of volumetric flux for two temperatures
(20 °C and 50 °C), labelled as dark and light gray, respectively. Panel B shows the dependence of the average size of vesicles on the volumetric flux, panel C shows the
dependence of the extrusion force on the volumetric flux at three temperatures and panel D the polydispersity index of liposomes in suspension extruded at different
volumetric fluxes and temperatures (20 °C, 35 °C and 50 °C, labelled as rhombuses, squares and circles, respectively).

3.2. The deformability and stability of DPPC liposomes

When a homogenous population of liposomes is exposed to me-
chanical stress during the recalibration process (LUVs are forced
through pores of significantly smaller sizes [36]) their stability and
deformability can be evaluated. First, the effect of recalibration con-
ditions (temperature and volumetric flux) on parameters of liposome
suspension, such as extrusion force, lipid recovery ratio, liposome
average size and polydispersity index, was measured.

Fig. 4A shows that the lipid recovery ratio during recalibration is
little affected by temperature. Only when liposomes are in the gel phase
and the volumetric flux is lowest (0.048 mL/min-cm?) the lipid recovery
decreases. Interestingly, the average size of liposomes after recalibra-
tion (Fig. 4B) depends on temperature. When lipid is in the fluid (50 °C)
or ripple (35 °C) phases the size of liposomes is reduced from about
140 nm down to about 80 nm and 95 nm, respectively. At the two
temperatures, there is a little effect of the volumetric flux on the lipo-
somes size. When lipid is in the gel phase the outcome is different. After
recalibration, the average size of liposomes decreases slightly from
140 nm down to about 110 nm, but only for high volumetric fluxes.
When volumetric flux is smaller than 0.48 [mLmin~"cm~2] the re-
calibration of liposomes in the gel phase does not change their sizes at
all.

The slight decrease of vesicle diameters with increasing volumetric
flux at temperatures 35 °C and 50 °C (Fig. 4B) might be affected by so-
called lift force which pushes the vesicles away from the inner wall of
the pore [37] and induces the formation of lubrication layer between
the inner wall of the pore and the vesicle. The thickness of lubrication
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layer increases with increasing velocity of the vesicles [38], therefore it
is expected that the diameter of the moving vesicles in the extrusion
pore decreases with increasing velocity of the vesicles [39], i.e. with
increasing volumetric flux. When the extrusion force is measured
(Fig. 4C) its value decreases with decreasing volumetric flux at all three
temperatures. At the same value of the extrusion force, the volumetric
flux is larger at higher temperatures (Fig. 4C).

Experimental results presented in Fig. 4C can be qualitatively well-
understood in terms of the Poiseuille-Hagen law. Since the diameter of
the syringe (Ds) is much larger than the diameter of the pore (Dp), the
fluidic resistance of the pore is much larger than the fluidic resistance of
the syringe. Therefore, the fluidic resistance of the syringe can be ne-
glected. When the flow of vesicle suspension through the extrusion
pore/filter of the length L and constant radius Rp = Dp/2 is laminar the
volumetric flux (¢y = dV/dt) through the extrusion pore can be de-
scribed with Poiseuille-Hagen law

2
v L=y = 22K
Ry 8nL (@3]

where ¢y = dV/dt is the rate of the volumetric flux, » is the effective
viscosity, <v) is the average velocity of the suspension of vesicles which
equals to the half of the maximal velocity at the middle of the cylind-
rical pore (vp), i.e. <v> = vp/2. Assuming that extrusion force equals
Feoye = Ap R, it follows from Eq. (2) that.

Foq = [8mL | Jy (3)

The linear relation between extrusion force F,,, and the volumetric
flux Jy, as given by Eq. (3) can be observed in the Fig. 4C.



J. Doskocz, et al.

Table 1
Calculated value of the effective viscosity (L = 15 pm).

Temperature ['C] Effective viscosity n»lﬁ“[k—g]

ms

Preparation 20 27.6
35 16.7
50 4.78

Recalibration 20 7.51
35 6.00
50 3.72

Slopes of experimental dependencies of F,,, on Jy in Fig. 4C are
proportional to the effective viscosity of the vesicle suspension. As-
suming the validity of the Eq. (3) we can therefore conclude from
Fig. 4C that the effective viscosity of the vesicle suspension decreases
with rising temperature (Table 1), which is an expected result. The
slight deviations from linearity in experimental dependencies of F,, on
flux Jy (Fig. 4C) appear only at lower temperatures (20 °C and 35 °C)
and higher values of the volumetric flux Jy, where the influence of
vesicle on the effective viscosity of vesicle suspension is expected to
become more important. Presented experimental results indicate that
the mechanical stress imposed on vesicles during recalibration affects
considerably the average liposome size.

To explore the dependence of the LUVs preparation and recalibra-
tion processes on temperature in greater details the volumetric flux was
fixed at 0.48 [mL:min~'cm~?] and the vesicles average sizes and ex-
trusion force were measured as a function of temperature. Fig. 5A
shows that the average diameter of extruded vesicles changes with
temperature. When lipid is in the gel phase (below 34 °C) liposome sizes
match the size of pores in the membrane. The liposome population is
very uniform and variations between different preparations are also
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small. It has to be remembered, however, that the lipid recovery ratio in
this case is very low, as shown in Fig. 3A. When the temperature of the
extrusion process increases above the pretransition temperature the
sizes of extruded vesicles increase by a factor of two together with rise
in variations between samples. The PDI of vesicle population extruded
at gel phase is smaller than 0.25, whereas when liposomes are extruded
at the ripple phase their PDI increases dramatically (> 0.5). When the
extrusion force is measured (Fig. 5C) its dependence on temperature
follows the general intuition. The lower the temperature the larger the
extrusion force is required. When the liposome formation process was
carried out at temperatures above the main phase transition the lipid
recovery rate is much higher but the quality of the liposome population
is very poor. In order to obtain uniform liposome population (average
size and PDI equal 138 nm and 0.18, respectively) the extrusion process
needs to be repeated several times. At the same time, the recovery ratio
increases above 90%. These results are in good agreement with ob-
servations presented by others, showing for example that mechanically
resilient liposomes (such as these containing cholesterol) are not able to
pass the filter unaltered (with the anticipated level of cholesterol)
[32,40]. The dependence of liposome properties (lipid recovery ratio,
liposome size and PDI) on extrusion conditions (the volumetric flux,
extrusion force and temperature), when determined for lipid, which
properties strongly depend on temperature (DPPC), shows that the state
of the lipid has a significant effect on the extrusion process indicating
that it depends on the balance of two mechanical properties of the lipid
bilayer: a propensity for deformation and cohesiveness. When lipid is in
the fluid phase the bilayer can be deformed easily but its cohesiveness,
which depends mainly on short-range van der Waals forces between
hydrocarbon chains, is very weak allowing liposome recalibration.
When lipid is in the gel phase the situation is different, the lipid bilayer
mechanical resilience for deformation increases sharply at the main
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Fig. 5. The effect of the extrusion temperature on the DPPC liposome average size and the extrusion force after LUVs preparation (A, C) and LUVs recalibration (B, D)
processes. The extrusion was carried out once at the volumetric flux equals to 0.48 [mL-min~'-cm ~2]. Solid and dotted lines indicate the pretransition and the main
phase transition temperatures, respectively. Error bars were calculated as a standard deviation from the average of the three samples.
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i 100 nmM

Fig. 6. Cryo-TEM images of DPPC vesicles prior (image A) and after (image B)
the recalibration process of 140 nm liposomes through membrane with 50 nm
pores performed at 20 °C.

phase transition but does not change further with falling temperature
[19]. At the same time the cohesive forces increase continuously with
decreasing temperature. To study the dependence of the lipid state on
the liposome recalibration processes different experiments had been
designed. During the experiment, the pre-calibrated liposomes (140 nm
in size) were recalibrated through the filter with 50 nm pores. Measured
extrusion forces, average sizes and PDI of resulting liposomes are pre-
sented in Fig. 5B and D. Presented data show that the extrusion force
and the average liposome size depend on the extrusion temperature.
The average size of recalibrated liposomes increases monotonically
with decreasing temperature reaching, at about 20 °C, the initial value
of 140 nm. Cryo-TEM images (Fig. 6) shows that DPPC vesicles were
almost uniformly unilamellar, had similar sizes and topology char-
acteristic for liposomes in the gel phase. Fig. 6A and B show images of
140 nm liposomes prior and after recalibration through 50 nm pores at
20 °C (gel phase), respectively. The comparison of the two images
shows that neither topology nor size of liposomes were altered.

As already showed by Hope et al. [41] the extrusion of large lipid
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vesicles through 100-nm pores resulted in an average vesicle size of
140 nm. This outcome can be explained by assuming that, when en-
tering the extrusion pore, lipid forms elongated tubular structure. The
elongated tubular vesicle in extrusion pore [38,39] changes its shape
into undulated necklace-like topology (Fig. 7). When leaving the ex-
trusion pore, on the trans side, the necklace-like structures are trans-
formed into separated spherical vesicles [42]. The ratio of the sphere
and tube diameters during vesicles shape transformations shown in
Fig. 7 had been calculated to be equal 1.37, 1.42 and 1.44 for reduced
volumes equal 2712, 37172 and 4 ~1/2, respectively. The ratio increases
for the lower reduced volume v, i.e. longer tubular vesicles. The pre-
dicted ratio of 1.4, from theoretically derived shapes (Fig. 7), may thus
explain why vesicles extruded through 100 nm pore have the average
diameter around 140 nm. Consequently, the mechanism of vesicle re-
calibration process can be described in terms of vesicle topological
transformations, when entering and leaving the extrusion pore (Fig. 7).
Specifically, elongated vesicles flow through the extrusion pore fol-
lowed by the release of the undulated necklace-like structures on the
extrusion pore trans side (Fig. 7), which finally transforms into sepa-
rated spherical vesicles. Prior to this process, the lipid vesicles deform
at some energy cost [39], when entering much smaller extrusion cy-
lindrical pore. The lipid bilayer would not rupture when entering the
extrusion pore only if the reduced volume of the large vesicle is smaller
than 1.0. When inside the extrusion pore without the external force
absent, the vesicle (membrane fragment) is undulated (necklace-like
shape). At the presence of the extrusion force the vesicle (membrane
fragment) is cylindrical (see also [43]). The elongated vesicle (mem-
brane fragment) flow through the extrusion pore is governed by the
viscous shear force and the value of the membrane free energy
minimum [38,39]. The remaining part of the vesicle, which did not
enter the extrusion pore, has elevated value of the relative volume
(close to 1.0) and can participate in the next extrusion cycles only if its
reduced volume decreases as a result of the tension induced transient
membrane pore formation [44]. The elongated lipid vesicle inside the
cylindrical extrusion pore aligns along the main symmetry axis of the
pore and attains axisymmetric shape with the axis of symmetry parallel
to the axis of the pore [37]. The reduced volume of the elongated ve-
sicle, which is moving through the pore decreases slightly due to elastic
stretching of its membrane in the field of the viscous shear force inside
the extrusion pore [37]. When elongated tubular vesicles reach the end
of the pore they adopt the undulated (necklace-like) shape with in-
creased bending energy (Fig. 7), which is gained from the released
membrane lateral stretching energy caused by the disappearance of the
viscous shear force outside the pore. Finally, necklace-like structures
outside the pore transform into separated spherical vesicles, process
powered by the curvature induced frustration in the necks of the un-
dulated necklace-like vesicle [42]. Note that the theoretically predicted
shape transformations between the elongated tubular vesicles in the
extrusion pore (left column in Fig. 7) and the necklace-like vesicles on
the trans side of the pore (right column in Fig. 7) did not account for the
effect of viscous forces on the shape of a vesicle flowing inside the
extrusion pore [45].

The minimal pressure, generated on the cis side of the membrane as
required for the sustainable volumetric flux, will depend predominantly
on liposome reorganization at the pore entrance and visco-elastic
properties of the medium inside the extrusion pore. If the viscosity of
the liposome suspension in the pore can be neglected and the recali-
bration process does not change the size of the vesicle, the estimated
bending rigidity of the membrane in gel phase equals to about 108 J,
the value similar to that presented by others using macrovesicles as the
model system (1.3510'® J [28]; 1.55107'® J [21]). There are no
reliable experimental evidences showing that the mechanical properties
of a lipid bilayer can be translated from the microscale down to the
submicron scale other than result presented in the paper. Experimental
results presented in the paper can be interpreted in terms of the
membrane bending rigidity and the cohesion of the lipid bilayer. The
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Fig. 7. The axisymmetric prolate vesicle shapes corresponding to the minimal local bending energy calculated for different values of reduced average mean cur-
vatures <h» = 1/A [ (C; + C,)dA and three values of the reduced volume v. The values of reduced local bending energy f, = F,/8k, are also given for each shape,
where F, is the local bending energy of the vesicle and k. is the bending constant (rigidity) of the bilayer membrane. Reduced volume is defined as v = V/(47R%/3),
where R = |A/47 and A the vesicle surface area. The numerical calculation of the shapes corresponding to the minimal local bending energy was performed

similarly as described in [48,57].

membrane cohesion affects its mechanics to such an extent that 140 nm
vesicle in the gel phase passes unchanged through the 50 nm pore,
whereas the same size vesicles in the fluid phase are recalibrated down
to 80 nm. The entry of the vesicle into and flow through the extrusion
pore can be related to the decrease of the reduced vesicle volume en-
forced by the tension induced transient membrane lipid pore formation
(see also Karatekin et al. [44] and references therein). It is expected,
that lipid pores in the membrane of tubular structure will reseal while it
moves through the cylindrical extrusion pore. The dependences of the
extrusion force and liposome size on temperature demonstrate that,
when in the fluid phase membrane mechanics change little with tem-
perature, in the gel phase the effect of temperature is different and
depends on the system distance from the main phase transition. Pre-
vious experiments, using surface topology-sensitive fluorescent probe
(fluorescein-PE), also demonstrated that the state of the lipid bilayer in
the “gel phase” is a complex function of temperature [46].

4. Conclusion

Lipid bilayer mechanics attracts growing interest since its role in
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many cellular processes such as endocytosis, formation and stabiliza-
tion of tubular membrane structures in the Golgi, change in the to-
pology of nuclear envelope or membrane invagination in caveolae have
been indicated [47-52]. The lipid bilayer mechanics is also an im-
portant property of liposome-based targeted drug delivery systems. The
vesicle internalization by competent and/or targeted cells depends on
their mechanics and shape [53]. The lipid bilayer state influences the
corona formation affecting the liposome fate inside the body as well as
triggering cargo release [54-56]. The lipid bilayer mechanics is an
important factor in the designing of liposomes production processes,
which require application of mechanical force as is the case in extrusion
or homogenization techniques [34]. Mechanics of the lipid bilayer have
been studies previously almost exclusively using micro-vesicles. It was
not clear however, if parameters derived using such an experiment
model can be translated to the nanoscale. The new experimental ap-
proach presented in the paper shows that there are no significant dif-
ferences between the two experimental models when the bending ri-
gidity coefficient of a lipid bilayer is evaluated. In addition, the
presented experimental method, when combined with the conceptual
model of vesicle formation, allows for the extraction a new quantitative
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parameter (effective viscosity), which cannot be measured with other
technique.
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Abstract: Extrusion is a popular method for producing homogenous population of unilamellar
liposomes. The technique relies on forcing a lipid suspension through cylindrical pores in a polycar-
bonate membrane. The quantification of the extrusion and/or recalibration processes make possible
the acquisition of experimental data, which can be correlated with the mechanical properties of the
lipid bilayer. In this work, the force needed for the extrusion process was correlated with the mechan-
ical properties of a lipid bilayer derived from other experiments. Measurements were performed
using a home-made dedicated device capable of maintaining a stable volumetric flux of a liposome
suspension through well-defined pores and to continuously measure the extrusion force. Based
on the obtained results, the correlation between the lipid bilayer bending rigidity and extrusion
force was derived. Specifically, it was found that the bending rigidity of liposomes formed from
well-defined lipid mixtures agrees with data obtained by others using flicker-noise spectroscopy
or micromanipulation. The other issue addressed in the presented studies was the identification
of molecular mechanisms leading to the formation of unilamellar vesicles in the extrusion process.
Finally, it was demonstrated that during the extrusion, lipids are not exchanged between vesicles, i.e.,
vesicles can divide but no membrane fusion or lipid exchange between bilayers was detected.

Keywords: liposomes; extrusion; lipid bilayer; membrane mechanics; bending rigidity

1. Introduction

The mechanics of the lipid bilayer are one of the central issues of contemporary biology
and a critical element for the development of liposome-based drug delivery systems [1,2]
and other supramolecular nanodevices such as biosensors for environmental monitoring
and medical diagnostics [3-9] or cargo capsules for cosmetics, nutraceuticals, and food
additives [10-14]. Polar lipids are convenient materials for the construction of drug delivery
systems in the form of liposomes (a closed spherical lipid bilayer) [15]. In order to be
used as effective nanodevices, liposomes, as well as their production processes, need
to be parametrized so the resulting pharmacological or medical products can pass the
scrutiny of rigorous formal approval processes [16]. Whereas some parameters, such as
liposome size distribution or encapsulation efficiency, can be reliably quantitated, others,
such as mechanical properties, are rarely measured. However, based on theoretical and
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experimental studies, it was demonstrated that elasticity affects the rate of nanoparticles
internalization by cells and accumulation in the tissues [17-22]. The mechanics of a lipid
bilayer will also affect the formation protocols of liposomes [10,23-29]. The scientific and
technological importance of liposome mechanics is unmatched by the development of
reliable and quantitative experimental methods.

Bending rigidity (x) and bilayer tensile strength () are parameters that quantitate
the mechanical properties of the lipid bilayer, which is the building structure of liposomes.
The bending rigidity determines the amount of energy that must be applied to bend a lipid
bilayer [30]. It depends on the lipid bilayer intrinsic properties, as well as environmental
conditions [30-37]. Currently available techniques, used to evaluate lipid bilayer rigidity,
can be classified into the following qualitatively different categories [38]:

i.  Fluctuation spectroscopy, which is based on shape deformations of giant unilamellar
vesicles (GUVs) [32,39-42],

ii. ~Methods based on membrane deformation induced by an external force, where the
lipid bilayer elastic properties are calculated using the relation between the force and
the extent of membrane deformation (e.g., micropipette aspiration, optical tweezer,
electrodeformation, and Atomic Force Microscopy (AFM) manipulations) [10,31,43-48],

iii. Scattering techniques [49-52], where structural parameters of supported lipid bilayers
are correlated with mechanical properties,

iv.  Molecular dynamics simulation [53,54], where mechanical properties are derived
from the simulation of small lipid bilayer fragments,

v.  Estimation of the mechanical properties using theoretical methods of soft matter
physics [55,56],

vi. Monte Carlo simulations [57].

The technological application of either of those methods for the evaluation of lipo-
somes is impractical due to the inconvenient experimental models, complex experimental
infrastructure, or assumption-limited theoretical models used. Fluctuation spectroscopy
and the aspiration technique use a difficult-to-validate experimental model, i.e., liposomes
with a diameter greater than 1 um (GUV). In addition, methods based on GUVs are tech-
nically demanding and cannot be easily adopted to complex lipid mixtures, due to the
potentially heterogenous vesicle population. Critically, the measured values cannot be
easily translated to the submicron scale. Molecular dynamic simulations, theoretical mod-
eling, and Monte Carlo simulations cannot be used alone; hence, they require experimental
validation of the derived quantitative values. The method based on the scattering technique
uses stacks of supported lipid bilayers as an experimental model system, so direct liposome
measurement is not possible. In addition, the technique requires a complex theoretical
model, the assumptions of which are difficult to verify [58]. Consequently, the effective
development of liposome-based drug delivery systems is easy to implement, effective,
reliable, and capable of providing quantitative measures of the final version of liposomes
intended for pharmacological applications.

The lipid bilayer tensile strength can be measured by applying a pressure difference
across the lipid bilayer [59]. The pressure difference may result from osmotic imbalance [60]
or a hydrostatic pressure difference may be generated between aqueous compartments of
GUV [59,61,62].

Recently, we have introduced a measuring technique, easy to implement into indus-
trial settings, for the determination of the mechanical properties of a lipid bilayer [63]. The
method is based on the measurement of the force needed to support the predetermined
volumetric flow through the nanopores of the extrusion membrane. Extrusion is one of the
most common methods for producing a homogenous unilamellar liposome suspension
(LUV) [64]. Typically, a multilamellar liposome suspension (MLV) is passed through a
membrane filter to obtain liposomes with a mean diameter correlated with the diameter
of pores in the filter [65]. The extrusion is carried out manually or using a high-pressure
difference to force the liposome suspension through the filter [65-67]. In our work, an
automated extruder was used (Figure 1). The device consists of a step-motor and strain
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gauges, so the piston is capable of maintaining a constant volumetric flux of liposome
suspension through the membrane pores when continuously monitoring the required tem-
poral extrusion force. The mechanism of unilamellar vesicles creation using the extrusion
technique is not well understood. There is still a lack of a consistent model explaining how
large, multilamellar liposomes with diameters orders of magnitude larger than pores break
up into smaller, unilamellar vesicles during the extrusion process [68]. It has been observed
that the average size of liposomes obtained by the extrusion method is, in some cases,
greater than the diameter of pores in the filter, indicating the liposome shape alteration
when inside the pore (if the filter with a pore diameter smaller than 200 nm is used) [68,69].
Numerous experimental and theoretical studies aiming at the correlation between prop-
erties of the lipid bilayer and parameters of the extrusion process have been reported,
but no mechanistic description of the process has been offered [68,70-74]. In the present
work, liposome formation and/or recalibration processes (preformed LUVs are forced
through pores of significantly smaller sizes [75]) were used to evaluate the mechanical
properties of a lipid bilayer, i.e., membrane bending rigidity and tensile strength. The
liposome formation process involves the transformation of heterogenous multilamellar
vesicle suspensions into a homogenous suspension of unilamellar vesicles by forcing them
through the filter with a specific pore size. The “recalibration” is understood here as a
process when a homogenous unilamellar liposome suspension is forced through the filter
with a pore size smaller than the average size of liposomes in the suspension. Depending
on the properties of a lipid bilayer, the outcome of the procedure may vary. Finally, the
molecular mechanism of the extrusion process is proposed.

Figure 1. Schematic diagram of an automated extrusion device. The system consists of two Hamilton Syringes (A), a holder
for the filter (B), and an arm powered by a stepper motor (C). Liposome suspension before (D) and after extrusion (E) and
Extrusion force (F) are indicated in the drawing.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Lipids: POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), cholesterol, and
fluorescent probes, namely, NBD (1-acyl-2-(6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)
amino]hexanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine) and Rh-B (18:1 Liss Rhod PE 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) ammonium salt),
were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Chloroform and sodium
chloride were obtained from VWR sp. z 0.0. (Gdarisk, Poland). Ferric chloride hexahydrate
and ammonium thiocyanate were purchased from Chempur (L6dZ, Poland). Polycarbon-
ate membranes (Nuclepore Corp., Pleasanton, CA, USA) and 2.5 mL syringes (Hamilton
Bonaduz, Bonaduz, Switzerland) were used for the extrusion process, and 18 MQ) of
deionized water was used in all experiments (PolWater, Krakéw, Poland).
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2.2. Quantitative Method for the Evaluation of the Liposome Extrusion

Multilamellar liposomes (MLVs) were prepared by the dry film method [76]. First,
lipids were dissolved in chloroform (with a fluorescent probe in the amount of 0.5 mol%, if
applicable). Then, the organic solvent was evaporated under a stream of argon (AirProducts
sp. z 0.0., Warszawa, Poland) and the remaining chloroform was removed under vacuum
(Vacuum pump Rocker 410, Rocker, Kaohsiung City, Taiwan). Next, the dry lipid film was
hydrated with water or a saline solution followed by vortexing (Vortex MX-S Chemland,
Stargard, Poland) and hydration overnight. The obtained MLV suspension was extruded
using an automated mechanical extruder (Lipid Systems Ltd., Wroctaw, Poland) to produce
a population of the unilamellar vesicles (Figure 1) [77]. As described elsewhere, the
extrusion process was performed using the device capable of maintaining a constant value
of the volumetric flow of the liposome suspension through the filter and continuously
monitoring the extrusion force [63]. The volumetric flux (Jy) across the polycarbonate filter
was calculated according to the formula:

Rg-vp
Jv= 2 (1)

where vy, is the velocity of the piston in the syringe, which was set before each measurement,
whereas Rg and R stand for the syringe and filter radii, respectively.

In previous work [63], it has been shown that the extrusion force depends on measure-
ment conditions such as the volumetric flux of the liposome suspension through pores,
temperature, pore diameter, and concentration of lipids in the suspension. In order to
determine the effect of lipid composition of the lipid bilayer or test the proposed mech-
anisms of the liposome formation process, the experimental conditions had been fixed,
specifically, the lipid concentration was set to 10 mg/mL, the volumetric flux was main-
tained at 0.48 (mL-min~!-cm~?2), and pores in the filter had diameters equal to 0.1 um if
not stated otherwise.

2.3. Liposome Suspension Characterization

Liposomes size distributions and polydispersity indexes (PDI) were measured with
the dynamic light scattering method (DLS) (Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK) after samples
were diluted 50 times with the deionized water or buffer (Chempur, £6dZ, Poland). All
solutions before use were filtered through the cellulose membrane with 0.2 um pores (VWR,
Gdansk, Poland).

The lipid concentration in the liposome suspension, before and after the extrusion
process, was determined by the Stewart method [78]. Specifically, 40 pL of liposome
suspension was added to 2 mL of chloroform, 2 mL of 0.4 M of ammonium ferrothiocyanate,
and 0.1 M of ferric chloride hexahydrate solution. Then, the samples were vortexed and
set aside for 15 min. The lipid concentration was calculated based on the determined
value of absorbance (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) and
the calibration curve. The liposomes fluorescence was measured using a Fluoromax-4
Spectrofluorometer (Horiba, Tokyo, Japan). In the first step, the excitation and emission
spectra of fluorophores, when in the lipid bilayer, were collected, and the wavelengths of
maximum fluorescence intensities were determined. For NBD and Rh-B, the maximum
fluorescence intensity was measured when the excitation/emission wavelength was equal
to 467 /531 and 569/589 nm, respectively. In experiments where the fluorescence resonance
energy transfer between the two probes was evaluated, the excitation wavelength was set
at 467 nm and emission spectra were acquired in the wavelength range from 520 to 630 nm.

3. Results and Discussion
Quantitative Description of the Extrusion Process

The extrusion process can be arbitrarily divided into the following stages: accumula-
tion of lipid aggregates at the entrance of the pore (1), liposomes enter pores (2), passage of
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the vesicles through pores (3), and the release of liposomes on the other side of the extrusion
membrane (4). Phase (1) can be neglected, as extrusion pores will be rapidly sealed by
the multilamellar vesicles, as demonstrated by the dependence of the extrusion force on
lipid concentration in the vesicle suspension [40]. The vesicle formation in the extrusion
process depends on the intrinsic properties of lipids and the geometry of the extrusion
system. Similar to the approach used in the GUV aspiration technique, the geometry of the
liposome formation system can be reduced to the pore diameter [68,79]. The quantitative
parameters characteristic for the lipid bilayer such as bending rigidity, rupture tension, and
water permeability will also affect the final liposome topology [79,80]. Consequently, the
average vesicle size will predominantly be affected by the extrusion pore diameter and the
lipid composition. The dependence of liposome size on the lipid composition raises the
issue of the mechanism of the liposome formation process. In this paper, the membrane cis
and trans sides address surfaces where liposomes enter and leave the pore, respectively.
Three scenarios can be proposed for the formation of liposomes (Figure 2).

Figure 2. The schematic presentation of possible scenarios describing the liposome formation during the extrusion.
Scheme (A)—unilamellar liposomes are formed at the pore opening and remain unaffected by subsequent steps. Scheme
(B)—unilamellar liposomes are formed at the pore opening from the elongated lipid structure formed from fused liposomes.
Scheme (C)—during the extrusion process, the elongated lipid structure is pulled from the multilamellar liposome and final
unilamellar liposomes are a result of the budding process caused by the topological alterations inside the pore caused by
defects in the lipid bilayer. The hypothetical orientational molecular ordering profiles in necklace-like buds/endovesicles
show that topological anti-defects are accumulated in the necks. Consequently, the shape with prominent thin necks in
scheme (C) may be transformed into distinct membranes as a result of the neck rupture. Positions of anti-defects are
indicated by small squares. Orientational molecular ordering profiles with the superimposed nematic director fields in the
vicinity of topological anti-defects are shown in magnifications. The color scale represents the degree of orientational order
of the lipid bilayer. Dark red and white colors indicate the minimum (isotropy) and maximum (anisotropy) values of the
orientational order, respectively. Figure was adapted from [81].

1. The spheroidal liposome is formed at the pore (on the cis side) opening and remains

intact through the remaining stages of the extrusion process.
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2. The tubular liposome is formed at the pore opening (on the cis side) and the final
vesicle is formed at the exit of the pore [63,82].

3. The tubular liposome is formed at the pore opening, but the stringed condition inside
the pore forces the tubular structure to rearrange into unilamellar vesicles inside the
pore [63].

All three scenarios account for the dependence of the final vesicle topology on the
properties of the lipid bilayer and pore diameter. In the first scenario, the bending rigidity
and the tensile strength of the lipid bilayer are factors affecting the final liposome size.
The vesicle is formed when the resistance of the multilamellar vesicle at the surface of the
extrusion membrane exceeds the tensile strength of the lipid bilayer. After that, the size of
vesicles remains unchanged throughout the remaining stages of the extrusion process. This
scenario has quantitative consequences for the recalibration process when the size of the
unilamellar vesicle is altered due to the passage through the pore with smaller diameter. In
this case, a unilamellar liposome breaks at the pore opening and a liposome with smaller
size is formed. The remaining lipids can form liposomes on their own or fuse with other
lipids present at the membrane surface. Each event will produce different experimental
outcomes. The first possibility will produce two populations of liposomes and there would
be no lipid mixing. In the second possibility, a single liposome population will form and
lipids will mix in the process. In the second scenario, the elongated lipid structure forms
at the pore opening. Liposomes are formed at the trans side of the membrane and the
resulting unilamellar liposomes’ size will depend on the pore diameter mechanics of the
lipid bilayer and thermal fluctuations of the liposome wall at the pore opening [63,81].
In this case, the sizes of liposomes will likely exceed the pore diameter. In this scenario,
the recalibration will produce liposomes similar to those in the first scenario. In the third
scenario, liposomes will form from the tubular structure inside the pore as a result of
stringed conditions imposed by the pore wall generating spontaneous defects in the lipid
bilayer, finally leading to vesicle formation. In this case, the size of the resulting liposomes
will not exceed pore diameter.

Therefore, the determination of the liposome formation and recalibration mecha-
nisms can be determined based on the populational analysis of produced vesicles and by
measuring the stability of vesicles with respect to their lipid composition.

Recently, the quantitative extrusion device has been introduced (Figure 1). The device
is equipped with several features, which are useful in quantitative characterization of the
liposome formation process, such as mechanics of a lipid bilayer. In recently presented
studies, the molecular mechanism of the liposome formation process in the extrusion pores
has been proposed along with the method of the bending rigidity determination [63]. The
bending rigidity is a parameter used to quantitate lipid bilayer propensity for deformation.
The main advantage of the method is that the measured values are averaged over a
large population of vesicles, contrary to other approaches, where the bending rigidity is
determined for a set of vesicles arbitrarily selected for the measurement from a large and
frequently heterogeneous population [63]. The device is capable of measuring the force
required to support a predetermined volumetric flow of liposome suspension through the
extrusion membrane. In extrusion, the energy is dissipated due to the friction between
liposomes and the pore wall, the bulk viscosity within the experimental systems, and
rearrangements of lipid aggregates. The intrinsic energy dissipation of the device itself can
be easily determined by the dedicated control experiment when no lipid is present. The
energy-consuming liposome formation processes are: the deformation of lipid bilayers,
pressure-driven water flow across a lipid bilayer, elongation, breaking the membrane, and
flow vesicles through the pore. Finally, a vesicle leaving the pore recovers its specific
topology, which depends mainly on temperature and membrane-intrinsic properties [80].
The typical dependence of extrusion force on time, when the volumetric flow is fixed, is
presented in Figure 3. The extrusion force increases rapidly followed by a period when it
stabilizes for the duration of the extrusion process.
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Figure 3. Example of raw data obtained during 7 cycles of the extrusion process of liposomes formed from POPC (1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). The measurements were performed at room temperature, with the
volumetric flow and filter pore diameter equal to 0.48 mL/ (min-cm?) and 0.08 um, respectively.

In order to demonstrate the method reliability, the dependence of the extrusion force,
needed to maintain the constant volumetric flow of liposome suspension, on the lipid com-
position was measured. For that purpose, the extensively studied and well-characterized
cholesterol-phosphatidylcholine mixtures were selected [38,41,83,84].

When designing the experimental protocol, we have taken advantage of the fact that
the extrusion process consists of a series of cycles. Each cycle is performed upon a slightly
different sample. The difference results from the growing fraction of unilamellar liposomes
in the suspension. Figure 4A, in addition to the extrusion force, shows that the quantity of
lipid on the trans side of the extrusion membrane increases when the number of extrusion
cycles reaches saturation after approximately the sixth cycle. At the same time, the diameter
of liposomes approaches the size of the membrane pores and the liposome population
becomes homogeneous, as demonstrated by decreasing PDI values (Figure 4B). Similar
observations have been reported by others [65,68,77,85]. The character of the dependence
of liposome quality on the number of extrusion cycles is invariant with respect to the
lipid composition used. Figure 4A,C show that the character of the dependence remains
unchanged for liposomes formed from POPC or from the mixture of POPC and cholesterol.
However, the force required to extrude vesicles is much higher when POPC/cholesterol is
pushed through the membrane. The observed difference can be assigned to the difference
in the lipid bilayer mechanics, in agreement with observations reported by others [78]. In
addition, Figure 4 demonstrates that two qualitatively different vesicle suspensions can be
defined: multilamellar vesicles in cycle one and unilamellar vesicles in cycle six and later.
Consequently, the extrusion force in cycles 1 and 6 can be used to measure two different
processes characterized by different properties of a lipid bilayer: the force required to push
a multilamellar vesicle across the filter membrane will result in both rupture of the lipid
bilayer, as required for the unilamellar vesicle formation, and lipid bilayer deformation
upon entering the pore of the extrusion membrane. In the sixth cycle, on the other hand,
only the lipid bilayer deformation is required. Consequently, the extrusion force in cycles
1 and 6 can be used to evaluate two different parameters, the tensile strength and bending
rigidity, respectively. The cycle differentiation has been confirmed with an ANOVA test.
For practical purposes, the tensile strength can be defined in terms of the membrane

stretching resistance:
1 A—Ap\?
E = EK"( Ao > &

where the stretching elastic energy per unit area E.y, depends on the change in the relative
area (Ag and A are surface areas of the relaxed and stressed membrane, respectively) and
material parameter (membrane compression modulus K, ), whereas the bending deforma-
tion can be described in terms of Helfrich’s model, where the bilayers are characterized
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by two principal local curvatures C; and C; and three phenomenological parameters, the
bending rigidity (x;), the Gaussian elastic modulus (x), and the spontaneous curvature

(Co) [86]: )
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Figure 4. The dependence of the extrusion force on the cycle number when the liposomes are formed from POPC (A) or a
mixture of POPC and cholesterol (70:30, mol:mol) (B). Panel A also shows the quantity of lipids crossing the membrane
during each cycle. Panels (C,D) show the average size and PDI (Polydispersity Index) as evaluated using the dynamic
light scattering method. The value of the extrusion force was corrected for the intrinsic resistance of the instrument. The
measurements were performed at room temperature and the volumetric flow was equal to 0.48 mL/(min-cm?).

As shown in Figure 4A, the average extrusion force for POPC vesicles monotonically
decreases from the value of 16.4 N in the first cycle down to 6.7 N in the sixth cycle,
showing that irreversible processes (liposome formation) contribute around 10 N to the
force required to sustain the constant volumetric flow (Figure 4A). The remaining 6.7 N
originates from the resistance of the device and reversible process (deformation of the lipid
bilayer). Experimental results regarding topological alterations of the lipid bilayer driven
by a hydrostatic pressure difference, as in the extrusion process, depend on the lipid bilayer-
intrinsic properties such as mechanics, water permeability, as well as instrumental settings
(temperature or volumetric flow) [79,87]. In light of the presented data, the irreversible
process (liposome formation) will depend on lipid bilayer deformation upon entering the
membrane pore and water fluxes, so adequate aqueous volumes would facilitate protrusion
formation followed by the unilamellar vesicle budding from multilamellar structures. The
relative contribution of these factors to the vesicle formation process [68,88] justify the
assumption that the hydrostatic pressure difference needed for the constant flow of the
liposome suspension across the extrusion membrane depends predominantly on the lipid
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bilayer tensile strength and bending rigidity. It has been assumed that the two processes
are additive. The tensile strength can be described by the following equation [68]:

1
AP ~ 20,,,R—p @)

where AP stands (approximately) for the hydrostatic pressure difference across the extru-
sion membrane, Ry stands for the radius of the extrusion pore, and the effective lateral
tension (¢;,;) includes surface tensions from both surfaces and the contribution from the
stretching of the membrane.

The hydrostatic pressure difference needed for the liposome formation can be extracted
from the dependence of the extrusion force on time in the first cycle (Figure 3), where
the hydrostatic pressure difference, after rapid increase, stabilizes for the duration of
sample extrusion. The constant volumetric flow reflects the rate of unilamellar liposomes
formation when lipid aggregates, before entering the extrusion membrane, are in the
form of large multilamellar structures. In subsequent passages, the growing fraction
of lipids form unilamellar vesicles, as reflected by the decreasing hydrostatic pressure
difference needed to maintain the constant volumetric flow (Figure 4A). Interestingly, the
dependence of the extrusion force on the number of passages through the membrane is
composed of two phases, a rapid decrease in the extrusion force followed by a slower
decline (Figure 4A,C). The first process correlates with the quantity of lipids on the “trans”
side of the membrane (Figure 4A). The slower process can be assigned to the improvement
of the liposome homogeneity.

To demonstrate that experimental data obtained using the extrusion method reflect
the lipid bilayer mechanics, the well-characterized experimental models, namely liposomes
formed from various mixtures of POPC and cholesterol, were used. It has been established
by others that the addition of cholesterol changes significantly the lipid bilayer properties.
Specifically, the bending rigidity and tensile strength are elevated, whereas the water
permeability decreases [32,79,89,90].

It was observed (Figure 5) that the dependence of extrusion forces during the first and
sixth cycles on cholesterol membrane content are linear. This indicates that the bending
rigidity and the tensile strength are both a linear function of the cholesterol content in the
membrane. This qualitatively agrees with data presented by others [32,89]. Figure 6 shows
the correlation between the extrusion forces of tensile strength and bending rigidity of
membranes differing in the cholesterol content.

40
m Istcycle
e O6th cycle
Z 301 ,
g3 R® = 0.961
3
=
<
=
i)
w
=
&
~
=
01— -

0 10 20 30
Cholesterol mol fraction (%)
Figure 5. The dependence of the extrusion force in 1st and 6th cycles on the quantity of cholesterol
in the lipid bilayer. The measurements were performed at room temperature and the volumetric

flow was equal to 0.48 mL/ (min-cm?2). R indicates the coefficient of determination of the linear
regression model.
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Figure 6. Correlations between extrusion forces and tensile strength (A) and bending rigidity (B). Panel A shows the
correlation between tensile strength and extrusion force in the 1st cycle determined for the membrane with different contents
of cholesterol [89]. The right panel shows the dependence of the bending rigidity on the cholesterol content in the membrane,
as well as the correlation between the extrusion force measured and the tensile strength derived from the literature [32]. The
measurements were performed at room temperature and the volumetric flow was equal to 0.48 mL/(min-cm?).

As stated before, the extrusion force in the first cycle reflects the resilience of the
lipid bilayer to both deformation and rupture [89], whereas the extrusion force in the
sixth cycle reflects mainly the pressure difference needed to deform vesicles and push
them through the pore; therefore, it can be correlated with the bending rigidity coefficient
(Figure 6). The dependence of the bending rigidity coefficient on the extrusion force in the
sixth cycle for various membranes differing with respect to the cholesterol content is linear.
The numerical values of the bending rigidity were borrowed from the literature [32]. The
difference between extrusion forces in the first and sixth cycles is expected to correlate with
the tensile strength. The correlation between values of the extrusion force and the tensile
strength determined by others, for membranes differing with respect to the cholesterol
content, is also linear (Figure 6A) [89]. However, in this case, when the cholesterol content
in the membrane rises, the corrected extrusion force (the difference between cycles 6 and 1)
decreases. This is an unexpected result as it has been observed, using GUV, as an exper-
imental model, that the tensile strength increases with the cholesterol content [89]. It is
well established that the presence of cholesterol in the lipid bilayer changes its properties,
including decreased permeability, increased bending rigidity coefficient, and a change in
the organization of hydrocarbon chains, as demonstrated by the modification of the main
phase transition. The effect of cholesterol on membrane mechanics is complex and varies
depending on the model used, lipid composition of the bilayer, and properties selected
for analysis (for example, bending rigidity versus friction between monolayers) [81,89,90].
During extrusion, no single property but their combination is relevant, including the per-
meability to water, bending rigidity, and resistance to lateral and bending stresses [91].
The unexpected reduction in the tensile strength by rising the cholesterol content in the
membrane, as measured with the extrusion method, can be rationalized by considering the
water flux accompanying the liposome formation process. Cholesterol, by reducing the
water flow across the lipid bilayer, changes the dynamics of the liposome formation process.
The insufficient amount of water available for vesicle formation at the pore opening may
result with the premature rupture of the membrane in the extrusion pore. The deficiency of
the extrusion method with respect to the measure of the tensile strength requires further
experimental clarification.

When cholesterol is present in the lipid bilayer, the extrusion force is significantly
higher when liposomes are extruded through the membrane with small pores. When
membrane pores are small, the difference in values of the first-cycle extrusion force between
the vesicle with and without cholesterol is negligible (Figure 7). When the dependence
of the extrusion force on lipid concentration is evaluated, it can be seen that for POPC
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vesicles, the extrusion force is invariant on lipid concentration, whereas when cholesterol
is present, the extrusion force increases monotonically in lipid concentration, showing
that, in addition to the extrusion process, other processes occurring on the cis surface of
the extrusion membrane may affect the measured extrusion force value. Comparing the
dependence of the extrusion forces in the first and sixth cycles, it can be observed that for
POPC vesicles, the extrusion force is higher for smaller pores and is smaller for the sixth
cycle. Extrusion forces for POPC vesicles do not depend on the lipid concentration and
their values are greater in the first cycle. When cholesterol is present, in the membrane,
the extrusion force in all cases is higher than that for POPC alone. However, for small
membrane pores, the extrusion force in the first cycle is similar to that when the vesicle
does not contain cholesterol. No such effect is observed when the extrusion force during the
sixth cycle is compared (Figure 7). Again, this result can be rationalized by the alteration of
the lipid bilayer permeability to water by the presence of cholesterol, which will change
the liposome formation dynamics.

Lipid concentration (mg/mL)
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Figure 7. The effect of cholesterol on the dependence of the extrusion force on the extrusion pore size (sixth cycle (A) and
firs cycle (B)) and lipid concentration (sixth cycle (C) and first cycle (D)).

4. Lipid Mixing in the Extrusion Process

As described earlier, the formation of unilamellar vesicles in the extrusion process
requires massive molecular rearrangements [63,72,91,92]. There are two points in the
experimental system where final vesicles may form: at the entry (cis side) and at the exit
(trans side) of the pore. It has been postulated before that lipid molecules originating
from MLVs on the cis side of the membrane are forced into the cylindrical pore of the
extrusion membrane. The pore dimensions are: 0.1 and about 10 pum, for pore diameter
and length, respectively. During extrusion, elongated lipid structures or final liposomes
flow through the pore powered by the hydrostatic pressure difference. At the pore exit,
the elongated vesicle breaks down into smaller, unilamellar spherical liposomes with a
diameter corresponding to the pore size [82]. The possible topological alterations, which
may occur during the extrusion, are schematically presented in Figure 2.
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The molecular mechanism of topological alterations upon imposed or released external
forces has been correlated with the occurrence of local defects induced by the altered
topology of the lipid bilayer [81].

Assuming that molecular processes during liposome recalibration do not differ sig-
nificantly from those when unilamellar liposomes are formed from multilamellar vesicles,
one can predict the outcome of the recalibration process. When a uniform population of
unilamellar liposomes is forced through the extrusion membrane with pores of smaller
sizes, it is expected that the liposome population is altered with respect to liposome size
distribution. In addition, the exchange of lipids between vesicles may take place. Each
scenario of the extrusion process will result in different outcomes regarding liposome size
distribution and /or lipid mixing. When vesicles are formed from elongated lipid structures
at the exit of the extrusion pore (Figure 2B), the resulting liposome population is expected
to be homogenous, and there should be an extensive lipid mixing. When liposomes are
formed at the entrance of the pore and there is no vesicle fusion at any point (Figure 2A), the
outcome should be different. Liposomes will be recalibrated at the pore entrance and will
pass the pore in the final form. As a result, there will be no lipid mixing between vesicles,
and the resulting liposome suspension should consist of two liposomes populations: one
that will correspond to the pore diameter of the membrane used for the recalibration, and
the other population formed from the “left-over” lipids.

Lipid mixing and uniformity of the liposome population can be experimentally tested.
The possible lipid mixing upon formation of the elongated lipid structure inside the
membrane pore can be quantitated using the well-established fluorescence method [93].
In short, vesicles are decorated with two fluorescently labeled lipids. The fluorescence
dyes (NBD and Rhodamine) are a well-established combination for detecting the lipid
mixing [94]. In order to perform the experiment, three populations of vesicles were
prepared, as schematically presented in Figure 8. The method is described in detail in
Supplementary Materials. The fluorescence resonance energy transfer (FRET) was used as
a quantitative measure of the extent of lipid mixing. In the experiment, two populations of
multilamellar or unilamellar liposomes labeled with NBD or Rhodamine were extruded
together, and the resulting fluorescence was measured. The outcome of the experiment,
as predicted by the liposome formation mechanisms in its final stage, is schematically
presented in Figure 9. The vesicles fusion-driven formation of the elongated lipid structure
inside the pore should result in lipid mixing, as illustrated in Figure 9A. When the sample
is exposed to the excitation light with the wavelength specific to NBD dye (467 nm),
the emission spectrum should reflect the energy transfer to rhodamine dye, as shown in
Figure 8. When liposomes are formed at the entrance of the pore, the expected outcome
of the fluorescent experiment is schematically shown in Figure 9B. The two possible
mechanisms of the liposome formation process, when two populations of vesicles labeled
with different dyes are extruded together after mixing, will result in different outcomes
(Figures 8 and 9).

The experiment has shown that when a mixture of two differently labeled populations
of multilamellar liposomes was extruded, no energy transfer between the two dyes was
detected (Figures S1-54, Table S1, Supplementary Material). This indicates that unilamel-
lar liposomes formed during the extrusion process originate from a single multilamellar
structure, and no lipid mixing is taking place. A similar result was obtained when two
populations of 130 nm unilamellar liposomes were pushed through the extrusion mem-
brane with smaller pores (50 or 80 nm). Here, again, no detectable lipid exchange was
measured. The fluorescence experiment points to the scenario when liposomes are formed
at the pore entrance, and there is no lipid mixing during the recalibration process. Results
of the fluorescence experiments indicate that in the recalibration process, there are two
liposome populations differing with respect to the average sizes. In order to test the predic-
tion, quantitative analysis of the electron microcopy images and dynamic light scattering
measurements were performed. Figure 10 and Table 1 show results of the examination
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of the liposome population when unilamellar liposomes with well-defined sizes (137 or
187 nm) are pushed through membranes with similar or smaller pores (50 or 80 nm).

A3 (,’5‘\‘ 4 4‘&9 4 aﬁg
o>
e
® —NBD
@ — Liposome
¥ —Rh-B
4
LUV
4 =— MLV

positive control
———— negative control

w
1
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n v
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Figure 8. The upper panel shows the liposome labeling method. Liposomes were labeled with a
single fluorescent dye or with both of them. Each liposome population has a different fluorescence
fingerprint (lower panel). When liposomes were labeled with both dyes, an extensive energy
transfer was observed (positive control). For comparison, the fluorescence of liposomes labeled
with a single dye (large unilamellar vesicles (LUVs) labeled with either NBD (1-acyl-2-(6-[(7-nitro-
2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)Jamino]hexanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine) or Rh-B (18:1 Liss Rhod
PE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) ammonium
salt) fluorescent probe) was mixed and the resulting emission spectrum is presented (negative control-
labeled vesicles are mixed without fusing). When LUVs or MLVs (multilamellar vesicles) labeled
with a single fluorescent dye were mixed and extruded together, the emission spectrum was similar
to that of the negative control. The spontaneous exchange of labeled lipids or other membrane
components was excluded due to their high logP (octanol-water partition coefficient) values [95,96].
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Figure 9. The effect of the liposome formation mechanism on the outcome of the fluorescence
experiment when two populations of liposomes, each labeled with different fluorescence dyes, are
mixed and extruded. (A) presents the scenario when e longated lipid structure (2A) forms from
large or multilamellar liposomes (1A). When leaving the pore liposomes bud at the pore exit from
the elongated lipid aggregate (3A). In this case a significant energy transfer is expected. In the
second scenario (B). LUV liposomes are formed at the pore entrance from multilamellar or large
liposomes (1B), remain unchanged when passing (2B) and finally leaving (3B) the pore. In this
case, the extrusion of the differently labeled liposomes would produce vesicles without lipid mixing.
Therefore, no energy transfer between the two labels is expected.

Table 1. The liposomes size determined by two techniques: DLS (Dynamic Light Scattering) and cryo-TEM (Cryogenic
electron microscopy). Polydispersity index (PDI) was also shown in the table.

Liposome Suspension Average S.ize Determined by DLS Average Size D(-etermined by cryo-TEM
Technique (nm) [97] (PDI) Technique (nm) [97]
exﬂhgzrll(::(})u(éfg;(;nizst) iﬁpgzlig/bfiter) 137(0.11) 133
extrosion thiowgh a 200 e pore/ e 187015 s
R o s 009 @
RS0 et L0V o :
R et L s w5009 o
BT 16 0 0
R200-100 (extrusion of LUV200 liposomes 132 (0.11) 86

through a 100 nm pore/filter)
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Figure 10. Examples of TEM (Transmission electron microscopy) images (Tecnai F20 X TWIN microscope, FEI Company,
Hillsboro, OR, USA) collected for two liposome samples: (A) homogenously extruded vesicles (200 nm pores), followed
by images when liposomes were recalibrated through 50 nm (B), 80 nm (C) and 100 nm (D) membranes. Lower panels
show examples of histograms constructed from TEM images for liposomes extruded through 200 nm pores (E) followed by
extrusion through 50 nm pores (F). Histograms were fitted with 1 or 2 Gaussian distributions.

Table 1 shows that the average liposome size determined with the two experimental
techniques agrees only when the liposome suspension was recalibrated through a mem-
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brane with pore sizes equal to those used during the extrusion process (100 or 200 nm).
Interestingly, there are large discrepancies between average sizes determined using DLS
and TEM techniques. These results show that the scenario when liposomes are formed at
the pore opening is most likely. According to the scenario, homogenous populations of
liposomes recalibrated through the membrane with smaller pore sizes become heteroge-
nous, as demonstrated by cryo-TEM images. In the cryo-TEM technique, the liposome size
distribution was derived from obtained images. Next, the size distribution was fitted with
the single or two population models, and the quality of fitting was used as a method for
the differentiation between a homogeneous and heterogeneous vesicle population. The
liposome population was quantitatively evaluated using the quality of fitting with a single
or two Gaussian distributions. The result of the analysis is presented in Table 2.

Table 2. The correlation coefficient (R?) for the approximation of the liposome size distribution with
one or two Gaussian distributions.

Probe Single-Gaussian Fitting Two-Gaussian Fitting
LUV100 0.999 0.995
LUV200 0.998 0.989
R100-50 0.336 0.891
R100-80 0.951 0.973
R200-50 0.377 0.884
R200-80 0.813 0.955
R200-100 0.891 0.962

Analysis of the TEM images obtained for vesicles produced using the extrusion and
recalibration processes showed that liposome population is homogeneous, when produced
using a single extrusion procedure. When the preformed homogenous unilamellar vesicle
population is recalibrated using the membrane with smaller pores, the liposome popu-
lation becomes heterogeneous, as demonstrated in Figure 10 and Table 2. The effect is
especially pronounced when liposome suspensions extruded through 100 or 200 nm pores
are recalibrated through a 50 nm filter.

5. Conclusions

The extrusion process, despite its application for liposome formation for decades, is
still not well understood. In the paper, a new experimental method for the quantification
of the extrusion process was introduced and its effectiveness and reliability demonstrated.
The method is based on the measurement of the extrusion forces necessary to ensure
the constant volumetric flow through the extrusion filter. The device made it possible
to develop the experimental procedure for the quantitative evaluation of mechanical
properties of a lipid bilayer, a task difficult to achieve via other means. The linear correlation
between bending rigidity, tensile strength, and extrusion forces was demonstrated. Next,
the method was used to elaborate on the molecular mechanisms leading to the vesicle
formation during the extrusion process. Using the fluorescence energy transfer method, it
was demonstrated that there is no liposome fusion and /or lipid mixing inside the extrusion
pore, indicating that liposomes following formation remain unchanged even when exposed
to mechanical stress. The observation shows that the liposome recalibration process is
a result of their fractionation resulting from the degraded homogeneity of the liposome
suspension. These findings are relevant for the development and/or application of the
liposome formation process using the extrusion method, both for basic science, as a means
to produce experimental models, or for applied sciences, where liposomes are intended for
pharmacological applications.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article /10

.3390/mal4154278 /51, Figure S1. (A)-The fluorescence emission spectra of liposomes labeled with
NBD or Rh-B when excited at 467 or 569 nm, respectively. (B)-The fluorescence emission spectra
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of liposomes labeled with NBD or Rh-B or with both probes when excited at 467 nm, Figure S2.
Panel (A)—Liposomes labelled with NBD or Rh-B were mixed and the fluorescence emission spectra
were measured (excitation wavelength equals to 467 nm) after 1 and 72 h. In either case no energy
transfer was detected. The mix of liposomes labeled with different fluorescent probes where no
energy transfer was detected was used as the negative control. Panel (B)-200 nm LUVs labeled with
the NBD or Rh-B probe were prepared. Then the samples were mixed and extruded through filters
with a pore diameter of 100, 80 or 50 nm, Figure S3. (A)—The fluorescence emission spectra of sample
containing from 0 to 100% liposomes with intrinsic FRET effect. (B)—Effect of number of liposomes
with the intrinsic FRET effect on the ratio of fluorescence intensities at 589 and 531 nm when excited
at 467 nm, Figure 54. (A)—The fluorescence emission spectra of samples containing liposomes with
the Rh-B which concentration equals from 0 to 0.5 mol% (each sample contains 0.5 mol% NBD).
(B)—The effect of the Rh-B concentration on the ration of fluorescence intensities at 589 and 531 nm,
when excited at 467 nm, Table S1. The quantitative analysis of FRET was determined by the the ratio
of the fluorescence intensity at 589 nm (Rh-B emission) to 531 nm (NBD emission) after excitation at
467 nm.
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The mechanism of liposome extrusion process based on the fusion of liposomes and
formation of elongated lipid structures inside the membrane pore during the extrusion
process were verified using the lipid mixing essay. Specifically, two populations of
liposomes containing different fluorescently labelled lipids were extruded together. The
extend of resonance energy transfer (FRET) was used as a quantitative measure of the
lipid mixing. For that purpose two fluorophores has been used; NBD and Rh-B probes.

The fluorescence of LUV labelled by NBD or Rh-B is shown in Figure S1A. For NBD
and Rh-B the maximum fluorescence intensity was measured when excitation/emission
wavelength equals 467/531 and 569/589 nm, respectively. The fluorescence emission when
liposomes were labelled with both probes is shown in Figure S1B. The obtained emission
spectra show the efficient FRET effect between NBD and Rh-B probes. Liposomes labelled
with both fluorescent probes will be considered as the positive control.
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Figure S1. (A)-The fluorescence emission spectra of liposomes labeled with NBD or Rh-B when excited at 467 or 569 nm,
respectively. (B)-The fluorescence emission spectra of liposomes labeled with NBD or Rh-B or with both probes when

excited at 467 nm.
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The negative control, when no lipid mixing take place, consists of mixture of
liposomes labeled with a single fluorescence probe. In this case no energy transfer was
detected as shown in Figure 52B. The result did not change after incubation of liposome
mixture for 72 h indicating that there are no spontaneous liposome fusion.

When mixture of LUVs or MLVs labelled with NBD or Rh-B probes were recalibrated
orextruded there were no detectable energy transfer (Figure 8). The collected spectra were
similar to that obtained for the negative control. The effect of the filter pore diameter on
the efficiency of FRET was also checked. For this purpose, LUVs labelled by the NBD or
Rh-B probe were prepared using membrane with 200 nm pores. Then the samples were
mixed and extruded through filters with a pore diameter of 100, 80 or 50 nm. The obtained
results are shown in Figure 2SB. The quantitative analysis of the FRET effect was
quantitated using the ratio of the fluorescence intensity at 589 nm (Rh-B emission) to 531
nm (NBD emission) after excitation with 467 nm. The obtained result is shown in Table
SL.

4 — 3
1h A B 50 nm
. 72h - 80 nm
) g 100 nm
S 1
— o
£ g
@ @
2 21
£ 21 £ 11
z E
= A = A
1 T T T T T 0 L e B B B
520 540 560 580 600 620 520 540 560 580 600 620

Wavelength [nm]

Wavelength [nm]

Figure S2. Panel (A)—Liposomes labelled with NBD or Rh-B were mixed and the fluorescence emission spectra were
measured (excitation wavelength equals to 467 nm) after 1 and 72 h. In either case no energy transfer was detected. The
mix of liposomes labeled with different fluorescent probes where no energy transfer was detected was used as the negative
control. Panel (B)—200 nm LUVs labeled with the NBD or Rh-B probe were prepared. Then the samples were mixed and
extruded through filters with a pore diameter of 100, 80 or 50 nm.

Table S1. The quantitative analysis of FRET was determined by the the ratio of the fluorescence
intensity at 589 nm (Rh-B emission) to 531 nm (NBD emission) after excitation at 467 nm.

F589/F531 )

Probes

Positive control (liposomes

labeled with two probes, - 1.10+0.14
Figure 51B)
Negative control (mixed After1h 0.45 £ 0.03
liposomes labeled with one of
two probes, Figure S2A) After 72 h 0.47 +0.03
Mixed liposomes labeled with LUV 0.45 +0.02
different probes and then
extruded (Figure 8) MLY 0384008
Mixed liposomes labeled with 100 nm 0.47 +0.01
one probe and then extruded 80 nm 0.47 + 0.02
using filter pore with different 50 nm 0.47 4 0.02

size (Figure S2B)
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In order to determine the detection limit of the FRET-based method (the minimum
level of lipid mixing detectable with the FRET effect). For this purpose, liposomes labelled
with NBD and Rh-B (the positive control) were mixed with Rh- or NBD-labeled liposomes
(not FRET probes—negative control). As a result, samples containing from 0 to 100%
liposomes with the maximum FRET effect were obtained. Then the fluorescence emission
spectra were measured (Figure S3A) and the ratio of fluorescence intensities at 589 and
531 nm was determined (Figure S3B). The dependence of the ratio determined for lipo-
some mixtures on the fraction of liposomes with intrinsic FRET effect is a linear function.

4
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Figure 53. (A)—The fluorescence emission spectra of sample containing from 0 to 100% liposomes with intrinsic FRET
effect. (B)—Effect of number of liposomes with the intrinsic FRET effect on the ratio of fluorescence intensities at 589 and
531 nm when excited at 467 nm.

Additionally, the minimum amount of Rh-B probe on the liposomes to observe the
FRET effect was determined. For that purpose, liposomes labeled with NBD (constant
value) and Rh-B (variable value) were prepared. Each sample contains the same number
of liposomes. The NBD concentration equals 0.5 mol% and Rh-B concentration equals be-
tween 0 to 0.5 mol%. Then the sample fluorescence emission spectra were measured (Fig-
ure S4A) and the ratio of fluorescence intensities at 589 and 531 nm, when excited at 467
nm was determined (Figure 54B). Obtained data show that the dependence of the ration
of the fraction of the acceptor (Rh-B) in the lipid bilayer can be approximated with the
linear function.

102



Materials 2021, 14, 4278

4 of 4

4
0 0.05 A

— 0.1 0.15

2 0.2 0.25 0.5

g 3+

s |

8 2_/\

=

D

[>] 4

g

2 14

=
0 ——
520 540 560 580 600 620

Wavelength [nm]

F589/FSJI

0.1 0.2 0.3 0.4
Rh-B concentration [mol%]

0.5

Figure S4. (A)—The fluorescence emission spectra of samples containing liposomes with the Rh-B which concentration
equals from 0 to 0.5 mol% (each sample contains 0.5 mol% NBD). (B) —The effect of the Rh-B concentration on the ration

of fluorescence intensities at 589 and 531 nm, when excited at 467 nm.

The method detection limit (LOD) was calculated based on equation:

3Xxsd

@

where sd and a indicate a standard deviation and the slope of the calibration curve, re-

spectively.

Received results indicate that FRET effect is recorded if the sample contains at least
2.8% of liposomes labelled with Rh-B and NBD together. Additionally, the detection of
FRET effect requires at least 0.06 mol% Rh-B in liposomes.
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