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IVADAS

Siy dieny moksle amiloidozés islicka viena paslaptingiausiy ligy grupiy
sietiny su gyviems organizmams natiiraliy baltymy nenatiiraliu tarpusavio
jungimusi, taip formuojant citotoksiskas strukttiras, kurios gali sutrikdyti
daugelio organy veiklg. Iki $iol yra iSskiriama apie 40 skirtingy, taciau
zmogaus organizmui jprasty baltymy, galin¢iy sukelti amiloidinius
susirgimus.! 2020 mety duomenimis, daugiau nei 55 milijonai Zmoniy visame
pasaulyje kencia nuo ligy salygojanciy smegeny kognityving disfunkcija
(demencija), jy tarpe Alzheimerio liga yra viena i$ daZniausiy.? Pastaraisiais
metais buvo pastebéta, jog amiloidiniai susirgimai vis dazniau nustatomi
senstanc¢ioje visuomenéje ir prognozuojama, kad 2030 metais pasieks bendrg
78 milijony atvejy skaiCiy. Nepaisant daugybés nuolatiniy tyrimy ligy
etiologijos, patogenezés bei mechanizmy supratime, iki Siol néra efektyvaus
vaisto gydymui.® Pagrindiné to prieZastis yra sudétinga ir ne pilnai suprasta
peptidy/baltymy agregacija molekuliniame lygmenyje bei Siy agregaty
sgveika su Igstele ir jos membrana.*®

Molekuliniame lygmenyje tiriant baltymy saveika su lastelémis labai
svarbu identifikuoti kintancig baltymo struktiirg. Spektroskopiniai tyrimai
puikiai tam tinka, taciau in situ labai retai naudojami dél ypatingo lastelés
membranos kompleksiskumo bei bendro sistemos sudétingumo. Tuo tikslu,
norint supaprastinti sistema yra naudojamos biomimetinés membranos,
apribotos iki vieno ar keliy elementy. Membrany charakteristikoms tirti,
daznai pasirenkamos monosluoksnés ar dvisluoksnés lipidinés struktiiros,
suformuotos i Igsteliy membranose aptinkamy fosfolipidy, paskleidZiant juos
ant skysto ar kieto pavirSiaus. Pasinaudojant skirtingais spektroskopiniais
metodais gali buti tiriami konformaciniai®8 orientaciniai®831° bei
hidrataciniai®!61%2* biomimetiniy membrany poky¢iai. Taip pat, galimi ir
kiek sudétingesniy sistemy tyrimai, kuriuose analizuojama baltymy
agregacija®2 ar jy sgveika su lipidinémis membranomis®?’,

Atliekant spektroskopinius tyrimus svarbu, jog bent vienas i§ tiriamos
sistemos elementy biity pazymimas izotopu. Zyméjimas padeda iSvengti
stipraus virpesiniy juosty persiklojimo. Tiriant biomimetiniy membrany
sagveikg su baltymais, izotopu yra pazymimi membranas formuojantys
fosfolipidai. Pazyméjimas vyksta lipida sudarancius vandenilius (H)
pakeiciant deuteriais (D), todél dar kitaip Sis metodas vadinamas deuterinimu.
Deuterinamos gali biti skirtingos fosfolipido dalys, t.y. alkilinés grandinés
(angl. alkyl chains), hidrofiliné (fosfato) galvuté (angl. headgroup) arba
abi.2829 Sis metodas placiai taikomas spektroskopijoje neatsizvelgiant j tai,
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jog deuterinimas gali pakeisti formuojamy biomimetiniy membrany savybes,
kaip buvo pastebéta keleto moksliniy tyrimy.28-3

Analizuojant kiek sudétingesne baltymo ir/ar jo agregaty saveikos su
lipidine membrana sistema, jvertinti trys pagrindiniai Zalingi faktoriai.
Pirmasis yra susijes su baltymo natyvios struktiiros destabilizicija, kuri
sukeliama jo adsorbcijos lipidiniame pavirsiuje. Strukturiskai destabilizuotas
baltymas gali inicijuoti pirming jo agregacijg.3! Antrasis procesas sglygotas
pavirSiuje iSaugusios adsorbuoto baltymo koncentracijos, kuri padidina
agregacijos spartg.® Tyrimais buvo pademonstruota, jog amiloido-B (Ap)
peptidas, sietinas su Alzheimerio liga, esant mazoms koncentracijoms i$
pradziy adsorbuojasi lipidas/vanduo fazinéje riboje ir tik véliau pradeda
formuoti fibrilinius agregatus.®*-*> Analogiski pastebéjimai buvo padaryti o-
sinukleinui,® insulinui,3"-%® amilinui (hIAPP),**40 lizocimui*'4? bei kitiems
baltymams. Treciasis zalingas Siai sistemai procesas yra sietinas su baltymy
agregatais, kurie adsorbuojasi ir net jsiterpia j lipidine membrana, taip
sutrikdymi jos veikla.*® llgai buvo manoma, jog biutent didelés, brandzios
fibrilinés struktiiros sukelia negriztamas lgsteliy pazaidas, taciau naujausi
tyrimai rodo prieSingai: fibriliy fragmentai ar mazi oligomerai, salygoja
biologiniy membrany perforacijas.** Literatiiroje nurodoma, jog mazos masés
AP oligomerai yra citotoksiski, kai tuo tarpu stambiamolekulinés fibrilinés
struktiiros pazaidy lgsteléms nesukelia.*® Taip pat buvo pademonstruota, jog
mazesni AP agregatai adsorbuojasi greifiau, nei daugiamolekulinés
oligomerinés ar fibrilinés struktiiros.*® Amiloidiniai a-sinukleino agregatai
geba jsiskverbti j neigiamai jkrautg lipidinj dvisluoksnj bei formuoti didelius
baltymo ir lipido koagregatus, lemiancius negrjztamg membranos
destrukcijg.*’

Daugybé metody yra naudojami baltymy agregaty adsorbcijos tyrimuose,
neidentifikuojant jy molekulinés struktiiros, pavyzdziui, kvarco kristalo
mikrogravimetrija su Sviesos sklaidos registravimu (QCM-D),* atominés
jégos mikroskopija (AFM),* elektrocheminio impedanso spektroskopija
(E1S)* bei kitos. Taikant $iuos metodus gaunama informacija yra pakankamai
ribota molekuliniame lygmenyije, todél kyla i§stkis interpretuojant rezultatus.
Pazymétina ir tai, jog yra mazesnis pasirinkimas metody, leidzianciy vienu
metu tirti baltymo adsorbcijos prie lipidiniy monosluoksniy kinetikg bei
adsorbato struktiirinius poky¢ius molekuliniame lygmenyje.5%52

Vystantis pavirSiy spektroskopijos tyrimams, virpesiné suminio daZnio
generacijos (VSFG) spektroskopija, dél isskirtinai didelio pavirSiaus
specifiskumo ir submonosluoksninio jautrumo, greitai tapo idealiu optiniu
zondu, skirtu faziniy riby analizei. Sujungus VSFG kartu su Langmuir
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monosluoksniy formavimo metodika, atsirado galimybé protiuoty/deuterinty
fosfolipidy membranas analizuoti in situ, gaunant informacija apie alkilo
grandiniy  konformacijg, = monosluoksniy  susipakavimg®1013-17.54-58
fosfato81011.16.192459 jr karhonilo®® grupés hidratacija bei jvairiy biomolekuliy
sgveikg su lipidais®®®!. DidZiausias $io spektroskopinio metodo isskirtinumas
— galimybé identifikuoti pavirSiuose adsorbuoty baltymy antring struktiira.
Pasinaudojant tuo nustatyta, jog prie membrany adsorbuoti jvairis
amiloidiniai baltymai gali formuoti skirtingus fibrilinius variantus.*®*! Nors
VSFG yra puiki metodika leidzianti tirti baltymy ir jy agregaty adsorbcija
skirtingose fazinése ribose bei jos sglygotus struktiirinius adsorbato pokycius,
iki $iol iSlieka nemazai svarbiy neatsakyty klausimy susijusiy su baltymo
struktiiry adsorbcijg lipidiniuose pavirSiuose lemianciais ir ribojanciais
veiksniais.

Tyrime buvo naudotos virpesiné suminio daznio generacijos (VSFG)
spektroskopija, Furje atvaizdo infraraudonoji (FTIR) spektroskopija,
atominés jégos mikroskopija (AFM), Langmuir monosluoksniy formavimo,
kvantinés chemijos skaiCiavimy bei VSFG spektriniy juosty i$skyrimo
metodikos.

Disertacijos tikslas — pritaikyti virpesing suminio daZnio generacijos
spektroskopija biomimetiniy membrany ir baltymy agregaty adsorbcijos ties
oras/vanduo ir lipidas/vanduo fazinémis ribomis tyrimuose.

Siam tikslui pasiekti buvo iskelti uzdaviniai:

1. Suformuoti bei charakterizuoti skirtingg antring struktiirg turincius
vistos kiausinio baltymo lizocimo (HEWL) agregatus;

2. Identifikuoti HEWL skirtingy struktary, adsorbuoty oras/D.O ir
DOPG/D,0 fazinése ribose, VSFG spektrinius Zymenis;

3. Istirti skirtingy HEWL struktiiry adsorbcijos ypatumus oras/D;0 ir
DOPG/D;0 fazinése ribose;

4. Suformuoti Langmuir monosluoksnius, sudarytus i§ skirtingg
deuterinimo lygj turin¢iy DPPC fosfolipidy, ir priskirti charakteringas
virpesines juostas;

5. Ivertinti deuterinimo poveikj DPPC Langmuir monosluoksniy tvarkai
bei hidratacijai.
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Mokslinis naujumas ir aktualumas

Siuo metu nustatyta apie 40 skirtingy baltymy galin¢iy formuoti
citotoksiskas strukttiras, dalis jy siejamos su nepagydomais degeneraciniais
nervy sistemos sutrikimais. Platus amiloidiniy struktiiry spektras ir klinikiniy
fenotipy persidengimas iSlieka didele problema kuriant terapinius vaistus,
klasifikuojant, laiku diagnozuojant ar netgi prognozuojant neurosutrikimus.
Nepaisant daugybés pastaraisiais metais atlikty moksliniy tyrimy, néra
galutinai iStirtas ir aprasytas Siy ligy mechanizmas molekuliniame lygmenyje.
In situ amiloidiniy sutrikimy analiz¢ apsunkina polimorfiska amiloidinés
fibriles struktiira ir ja palaikanciy-riSanciy jégy jvairové. Neéra aisku, kokios
antrinés stuktiiros amiloidiniai dariniai sagveikauja su fosfolipidine membrana,
kas salygoja ir nuo ko priklauso amiloidiniy dariniy adsorbcija jvairiuose
pavirsiuose.

Siekiant nustatyti baltymy agregacija bei baltymy ir/ar agregaty saveikg su
kompleksinémis savitvarkémis lgsteliy membranomis, pravartu taikyti
supaprastintus biomimetiniy membrany modelius, paremtus vieno tipo lipidy
monosluoksniais. Gaunama informacija apie baltymy antriniy struktiiry
molekulinius vyksmus medziagy faziy ribose yra didelis privalumas. Taciau
neigiama jtaka biomimetiniy sistemy analizei daro ribotas in Situ
eksperimentiniy metody pasirinkimas bei pritaikymas tiriant neimobilizuotus,
laisvai vandens pavirSiuje paskleistus, modelius. Atsizvelgiant j tai, neseniai
pradéta taikyti virpesiné suminio daZnio generacijos spektroskopija,
kombinuota su Langmuir lipidiniy monosluoksniy formavimo metodika yra
puiki alternatyva. Metodas pasizymi dideliu pavirSiaus jautrumu ir
specifiSkumu, o gaunama informacija yra iSskirtinai iSsami jtraukiant
adsorbuoty baltymy antriniy struktiry, sudéties, sandaros ar atskiry
molekuliniy grupiy orientacijos bei tarpusavio sgveikos parametrus. Visgi, dél
ziniy trikumo kaip tinkamai pasiruosti eksperimentui ir interpretuoti gautus
duomenis, VSFG néra placiai taikoma mokslingje amiloidy tematikoje.

Didziausias démesys disertacijoje buvo skirtas baltymy ir biomimetiniy
membrany saveikos analizei ir charakterizavimui pasitelkiant i§ anksto
suformuotus baltymo agregatus. Tai yra vienas i§ pirmyjy mums Zinomy
VSFG darby, kuriais pademonstravome, kad oras/D20 ir DOPG/D;0 fazinése
ribose gali adsorbuotis denatiiraves, aiSkios struktiiros neturintis baltymas
ir/ar jo fragmentai tiek mazi bei dideli agregatai su jiems buidinga paraleliai ir
antiparaleliai B-klostyta struktiira. Svarbiis pastebéjimai pagristi hidrofobine
sagveika, kuri lemia baltymo adsorbcija oras/D,O fazinéje riboje ir
elektrostatine sgveika, kuri DOPG/D,O fazéje jvertinta kaip pagrindiné
adsorbcijos varomoji jéga su ja papildanciu hidrofobinés saveikos indéliu.
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Svarbiausia baltymo ir lipidinio monosluoksnio VSFG spektry analizés
problema yra stiprus metilo (CHs) virpesiniy juosty persiklojimas. Vienas i$
problemos sprendimo biidy — spektroskopijoje placiai taikomas izotopinis
zymgjimas, lipida sudarancius vandenilius (H) pakeiciant deuteriais (D).
Nepaisant placiai zinomos fosfolipidy izotopinio zyméjimo metodikos, kyla
klausimas, kaip tiriamg sistemg veikia biomimetiniy membrany fazinio
virsmo temperatiiros poky¢iai tarp skirtingai deuterinty lipidy. Tuo tikslu
sickéme uzregistruoti ir jvertinti skirtingg deuterinimo lyg] turinCiy
fosfolipidiniy monosluoksniy VSFG spektrus kelivose virpesiy regionuose:
hidrofilinés fosfato grupés, metilo/metileno ir karbonilo grupiy. Tiriamajame
darbe pastebéta, jog cholino grupe deuterinti DPPC lipidiniai monosluoksniai
iSlaiko gerai hidratuota fosfato grupe netgi po Siy suspaudimo ar CaCly
jterpimo | sistemg, tadiau $ia grupe protiuoti lipidiniai monosluoksniai
demonstruoja jprasta dehidratacija. Remiantis gautais rezultatais galime
teigti, jog cholino grupés deuterinimas gali turéti jtakos lipido hidrofilinés
fosfato grupés strukttrai, kuri monosluoksniy atveju suformuoja Ca?* jonus
blokuojancia, ta¢iau vandeniui laisvai pralaidzig struktiirg.

Disertacijos darbas apima platy spektra taikomy tarpdisciplininiy metody,
kuriy panaudojimas uztikrino pagrindinio darbo tikslo jgyvendinima.
Ginamieji disertacijos teiginiali

1. Agregacijos metu vistos kiauSinio baltymo lizocimo (HEWL)
struktiiry hidrofobiskumas didéja, o kriivj turinCiy bei pavirSiuje
lokalizuoty grupiy kiekis mazéja. Dariniy hidrofobiskumas lemia
adsorbcija oras/vanduo fazinéje riboje.

2. Elektrostatiné saveika tarp lipido ir krivj turinéiy baltymo grupiy
nulemia adsorbcija DOPG/D,O pavirSiuje su ja papildanciu
hidrofobinés sgveikos indéliu, kai agregaty kriivis neutralizuojamas
kei¢iant sistemos pD.

3. Adsorbcija lemianciy jégy pasikeitimas i§ elektrostatinés |
hidrofobing DOPG/D,0 fazinéje riboje veikia adsorbuoty struktiiry
orientacija.

4. Cholino grupés deuterinimas DPPC monosluoksniuose salygoja
strukttrinius hidrofilinés galvutés pokycius.
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I. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Amiloidai

Terminas ,,amiloidas “ [lot. amylym, gr. amylon — krakmolas] mokslinéje
literatiiroje, pirma karta buvo paminétas dar 1838 metais vokieCiy botaniko
Matthias Jakob Schileiden®2. Pavadinimas buvo skirtas apibiidinti labiau
specifines, augaluose sutinkamas ir j krakmolg panaSias struktiiras, kurios
reaguodamos su jodo-sieros rigstimi nusidazydavo mélynai violetine spalva.
Kiek véliau Sis terminas buvo pradétas vartoti ir su medicina susijusioje
literatiroje. Pirmasis buvo vokieciy patologas Rudolf Virchow, jis 1854
metais savo darbuose terming amiloidas pavartojo apibiidinant mazas ovalios
formos nuosédas aptiktas smegeny autopsijos méginiuose.®? Terminas jgavo
sgsaja dél stebimos nuosédy spalvinés reakcijos su jodo-sieros rugstimi, kai
Siy spalva i§ rudos pasikeisdavo j mélynai violeting. Tuo metu toks spalvinis
pokytis buvo tipiskas krakmolui ir tik véliau 1859 metais Friedreich ir Kekule
pademonstravo, jog Sie smegenyse aptinkami dariniai pasizymi didele azoto
koncentracija ir negali bati sietini su jprastais angliavandeniais, kaip buvo
galvota anksciau.5® Atsizvelgiant | tai buvo priimta iSvada, jog smegenyse
aptinkami amiloidai yra baltyminés struktiiros.

XX a. viduryje vystantis technologijoms bei atsirandant naujoms tyrimy
sritims buvo pastebéta, jog visi amiloidiniai ir j amiloidus panasiis baltymai
pasiZymi trimis bendrais bruozais:

e Sgveikauja su Kongo raudonuoju dazu. Kongo raudonuoju
dazu jvairivose audiniuose nudazytos amiloidinés sankaupos
poliarizuotoje $viesoje §vyti zaliai gelsva spalva.®64

e Pasizymi specifine struktara. Elektronine mikroskopija
vizualizuoti amiloidai ir j juos pana$ios struktiiros sudaro ilgus,
tiesius, standzius bei sitliskus darinius — fibriles (lot. fibrilla —
skaidulél¢). Bendras fibriliy diametras siekia 70 — 140 A bei yra
sudarytas i§ keliy smulkesniy 20 — 35 A protofilamenty, tuo tarpu
ilgis varijuoja tarp 1000 — 16000 A 6365

e Fibriliniai dariniai pasiZymi B-klostyta struktiira. Rentgeno
spinduliy difrakcijos eksperimentai atskleidé, jog fibrilés yra
sudarytos 1§ atskiry P—klostyty polipeptidiniy grandinéliy,
issidés¢iusiy statmenai fibrilés asiai ~4,7 A atstumu. Pacios p—
klostés iSsidésto lygiagreciai fibrilés asiai paliekant ~10 A tarpa.
Priklausomai nuo peptido ar baltymo B-klos¢iy grandinés gali biti
issidesciusios paraleliai, antiparaleliai arba misriai.55-68
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Siais laikais terminas amiloidas apibidina baltymy grupe galinéia
formuoti netaisyklingos formos, vandenyje netirpias bei i§ fibriliniy dariniy
suformuotas sankaupas, kurios privalo biti sietinos su ligy sukélimu. Biitent
dél pastarosios salygos atsirado terminas funkciniai amiloidai — grupé
baltymy pasiZzyminc¢iy amiloidiniy baltymy savybémis, ta¢iau sietini su tam
tikra funkcija, o ne liga. Pavyzdziui, B-klostytos fibrilinés struktiiros yra
tvirtos ir gali biiti panaudojamos formuojant Silko gijas.! Yra daugybé savo
dydziu, aminorigs¢iy seka bei antrine struktira Dbesiskirianéiy
baltymy/peptidy, kurie esant atitinkamoms saglygoms formuoja morfologiskai
labai panaSias amiloidines fibriles, ta¢iau tik mazas jy Kiekis siejamas su
amiloidy sukeliamomis ligomis.}#6%-73

1.1.1. Amiloidiniy baltymy sukeliami sutrikimai

Terminas tapo sietinas su ligomis tik XIX a. viduryje, pirmieji Zinomi ligy
atvejai aprasyti 1639 metais. Tais metais Nicolaus Fontanus pranesé
autopsijos metu aptikes pilingus darinius ant kepeny bei padidéjusig bluznj
pripildyta balty j akmenis panasiy dariniy.”? Manoma, jog tai buvo vienas i3
pirmyjy apibiidinty amiloidiniy baltymy sukelty ligy — amiloidozés atvejy. IKi
pat XIX a. pabaigos buvo pastebéta, jog pazeisti gali biiti beveik visi vidaus
organai jskaitant §irdj, plaucius, Zarnyna, inkstus, bluznj ar kepenis.”? XX a.
pradzioje tokiy organy sgrasa papildé ir smegenys, po to kai Aloisas
Alzheimeris aprasé¢ savo pacientés smegeny autopsSijos meéginiuose rastus
darinius.”

Iki Siol yra iSskiriama arti 40 Zmogui pavojingy amiloidiniy, netirpias
fibriles formuojanciy ir kauptis linkusiy baltymy, galin¢iy sutrikdyti tam tikry
organy funkcijas.! Bendru atveju amiloidozés pagal pazeidziamas sritis yra
skirstomos ] tris grupes 47>

e Neurodegeneracinés — sietinas su centrinés nervy sistemos (CNS)
pazeidimais;
e Lokalizuotos ne neuropatinés amiloidozés — sietinas su vieno tam
tikro tipo audiniy paZzeidimais, i8skyrus CNS;
e Sisteminés ne neuropatinés amiloidozés — sietinos su keliy skirtingo
tipo audiniy pazeidimais.
Dalis Zzmogui pavojingy amiloidiniy baltymy su jy sukeliamomis ligomis
pateikti 1.1. lenteléje.
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1.1. lentelé. Su ligomis siejami amiloidiniai baltymai/peptidai bei jy paveikiami

organai. Adaptuota pagal [1,3,4,75].

Agreguojantis
baltymas/peptidas

Paveikiami

. Li
organai 92

Neurodegeneracinés ligos

Amiloido  peptidas
(angl. Amyloid-pB peptide)
o-Sinukleinas
(angl. a-Synuclein)

Tau baltymas
(angl. Tau protein)
Priono baltymas ar jo fragmentai
(angl. Prion protein)

CNS Alzheimerio liga
Parkinsono liga, Levi kiineliy
CNS . ..
sukeliama demencija
Frontotemporaliné demencija
CNS . L
su Parkinsoniniu sindromu
CNS Spongiforminé encefalopatija

Lokalizuotos ne neuropatinés amiloidozés

Amilinas
(angl. Islet amyloid polypeptide)

Insulinas
(angl. Insulin)

Plauciy pavirSinio aktyvumo
baltymas C
(angl. Lung surfractant protein C)

Kasa
(Langerhanso 11 tipo diabetas
salelés)
Lokalizuota R .
. Injekcijos lokalizuota
injekcijos o
. amiloidozé
vieta
Plauciai Plauciy alveoliné proteinozé

Sisteminés ne neuropatinés amiloidozés

Imuniglobulino lengvosios
grandinés
(angl. Immunoglobulin light
chains)

Laukinio tipo transtiretinas
(angl. Wild-type transthyretin)
Lizocimo mutantai
(angl. Mutants of lysozyme)

2-mikroglobulinas
(angl. p2-microglobulin)

Visi i$skyrus

CNS AL amiloidozé

PNS, ANS,
Sirdis, akys

Senatviné sisteminé
amiloidozé

Kepenys Lizocimo amiloidozé
Raumeny ir C e o
Su dialize sietina amiloidozé,
kauly . . .
. Paveldima visceraliné
sistema, amiloidoze
ANS

CNS — centriné nervy sistema; PNS — periferiné nervy sistema; ANS — autoniminé nervy sistema.

Visais amiloidiniy
baltymy

priezastimi tampa

sutrikimy
struktiiriniai
vidulastelingje ar wuzlastelinéje terpéje.

pagrindine patogeniskumo
pakitimai, kurie kaupiasi
Pastaruoju atveju sankaupos

atvejais

lokalizuojasi ant specifiskai paveikiamy audiniy.”® Reciau aptinkami
vidulgsteliniai baltymy inkliuzai. Iki Siol yra Zinomi tik 4 citozoliniai (j
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vidulastelinio skysc¢io sudétj jeinantys) polipeptidai galintys formuoti lastelés
veikla trikdanéius uzpildus.* Priezastys, dél kuriy jvyksta Zalingas baltymy
strukttiros pakitimas vidulastelingje ar uzlastelinéje terpéje iki Siol néra
aiskios.”® Tyrimai rodo didel; kiekj lemian¢iy veiksniy: baltymo
mutacijos’>’’, de novo arba paveldimos epigenetinés modifikacijos’®,
gamybos ir/ar Salinimo procesy sutrikimai’®®, organizmo drusky
disbalansas®, aplinkos faktoriai®? (pH, temperatiira, oksidacinis stresas).

1.1.2. Peptidy/baltymy struktiiros

Egzistuoja daugybé savo struktiira, amino rigs¢iy seka bei funkcija
besiskirianc¢iy peptidy/baltymy, be kuriy gyvybé biity nejsivaizduojama.
Biomolekuliy funkcionalumas priklauso nuo jgytos struktiiros, kuri gyvoje
sistemoje nuo jos sintezés ribosomoje iki galutinio skilimo proteaziy pagalba
jgauna daug jvairiy formy.* 1.1. paveiksle schematiSkai apibendrintas
polipeptidiniy grandiniy konformacijy pasiskirstymas. Pastebima, jog
baltymai prie§ pilnai pasiekdami funkcing ar globuling forma palaipsniui
igauna tam tikras tarpines konformacijas.®

Didel¢ dalis su amiloidiniais susirgimais sieting peptidy/baltymy,
pavyzdziui, amiloidas-f, a-sinukleinas, tau baltymas ar amilinas apibtidinami
kaip natyviai i$sivynioj¢ netvarkingos struktiiros baltymai.># Nevienalytes,
gerai apibréztas struktiiras gali jgauti tik sgveikaudami su tam tikromis
biomolekulémis.®* Pastebima, jog netvarkingy organizmo baltymy sintezé
gali vykti transliacijos metu ribosomose, kuomet jungiasi aminorugstys
sudarydamos polipeptidus arba veikiant proteolitiniams fermentams,
atskeliant peptidinius fragmentus nuo didesniy baltymy.* Nepaisant
atitinkamo peptido/baltymo gamybos proceso, visada yra tikimybé tam
tikromis salygomis jvykti funkcinés konformacijos Klaidai. Papraséiausias
atvejis — baltymy molekulése atsirandantys dinaminiai svyravimai

paskatinantys lokaly molekulés iSsivyniojimg.8®

Dalinai iSsivynioj¢
peptidai/baltymai yra linke j netinkamg pakartotinj susivyniojima ir tuo paciu
— agregacija, todél atsiranda rizika suformuoti nefunkcionalius ir zalingus
agregatus.8® Sis procesas, skirtingai nuo kity baltymy veiklos reguliavimo
bidy, daznu atveju yra negrjztamas. Tyrimais parodyta, jog su patologijomis
sietina baltymy agregacija gali buti salygota netvarkiy a-sinukleino®” ar
amiloidas-p%, bet ir globuliniy B2-mikroglobulino® ar transtiretino®
baltymy.

18



Ribosoma su besiformuojancia Funkciniai
nauja grandinéle pluostai

Funkciniai oligomerai

\ Dalinai susivyniojusi bﬁsen;\‘ c
—

L i
L X

; Susivyniojusi/
lobuliné bt
Proteolizuoti  ISsivyniojusi X\A glopdine busena\ c
fragmentai busena N 5
Dalinai susivyniojusi 155
("Off-pathway”)
busena
N\ \\u

x o
o (

Amorfinés sankaupos Amiloidinés fibriles Natyvaus tipo sankaupos

Ligandy suri§imas

Netvarkis
baltymai/peptidai
seuwlfoluAaisns seujid eqle siulleqg

Kovalentiné
modifikacija

1ejebaibe iejuibojered

1.1. paveikslas. Biosintetintos polipeptidinés grandinés konformaciniy biiseny bei
galimy jy peréjimy schematinis atvaizdavimas. Baltymy konformaciniy poky¢iy
nukrypimy atvejais galimi pataloginiai agregatai: amiloidinés fibrilés, amofrinés ar
natyvaus tipo sankaupos. Nekontroliuojamas jy susidarymas sietinas su
patologijomis. Adaptuota pagal [4].

1.1.3. Peptidy/baltymy agregacija j amiloidines fibriles

Vienas i§ svarbesniy pasiekimy, leidusiy geriau suprasti amiloidiniy
fibriliy susidarymo mechanizma, buvo patikimy eksperimentiniy ir
matematiniy metody sukiirimas, analizuojant fibriliy susidarymo kinetikg.®*
% Tyrimai parodé, jog jprastai tirpaus baltymo konversija j agreguotg buiseng
apima du pagrindinius etapus, uzuomazgy (agregaciniy branduoliy)
susidarymg bei tolimesnj jy augimg.®>®* Tioflavino-T fluorescencijos
intensyvumo, $viesos sklaidos bei sigmoidinés kinetikos eksperimentinés
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metodikos, leidZiancios registruoti fibriliy susidarymo procesa, iSskiria tris
pagrindines fazes (Zr. 1.2. paveiksle):%1-%

Laikas
1.2. paveikslas. Amiloidy agregacijos tyrimuose naudojamos tioflavino-T
fluorescencijos intensyvumo kinetikos schematinis atvaizdavimas. Pirmoji
(atsilikimo/inertiskumo) fazé atspindi peptidy/baltymy jungimasi | mazus
agregacinius branduolius bei didesnes, p-klostémis praturtintas, oligomerines
struktiiras. Antroji (augimo) fazé atspindi agregaciniy branduoliy ir oligomery
jungimasi j protofibriles. Treéioji (jsisotinimo) fazé atspindi protofibriliniy dariniy
jungimasi j brandzias, daugiagijas amiloidines fibriles. Adaptuota pagal [95].

A
8 Kryzmines B-lakstinés struktros 1‘ -------
= — {ie8 |sisotinimo fazé
=] . F—_ II"
> B o g
2 ® | ==t 4 8 A IL
1’4 — ses s
c D | —— Tarpgijinis ;
9 g ——~ /atstumas
~
= “10-12 A /
2} Tarplakstinis
el atstumas -
o N
c Nesusilankste, J
@ A 9
O | neteisingai ar dalinai g
g neteisingai susilankste > N =
= Agregaciniai branduoliai ¥ N 3
g N \\°-'0 S =<
= o I[
= o~
1
& 7
£ #l
E Atsilikimo fazé (angl. Lag phase) .. - 'I
T ,
=

e Atsilikimo/inertiSkumo (angl. lag phase). Sioje fazéje stebimas létas
nesusilankscCiusiy, neteisingai ar dalinai neteisingai susilanksciusiy
baltymy jungimasis j agregacinius branduolius, kurie toliau veikiami
tarpmolekuliniy saveikos jégy formuoja didesnes, B-klostémis
praturtintas oligomerines struktiiras.

e Eksponentiné augimo (angl. exponential growth) taip pat zinoma
kaip idilginio augimo, polimerizacijos ar fibrilizacijos fazé. Sioje
fazéje stebimas spartus, tarpusavio sgveika salygotas, agregaciniy
branduoliy bei oligomery jungimasis j priesfibrilines struktaras ir
veéliau j tvarkingas protofibriles.

e [Isisotinimo (angl. saturation) taip pat Zinoma kaip plato ar
pusiausvyroji fazé. Sioje fazéje stebimas protofibriliy jungimasis j
daugiagijas amiloidines fibriles, kurios pasizymi auks$tu
polimorfizmo lygiu.

Pastebima, jog atsilikimo/inertiskumo fazéje agregaciniai branduoliai
(uZuomazgos) yra itin svarbiis amiloidiniy fibriliy formavimuisi ir gali
susidaryti trimis badais (zr. 1.3. paveiksle). Branduoliy polimerizacijos
mechanizmo atveju (angl. nucleated polymerization mechanism) betvarkiai ar
dalinai betvarkiai baltymo monomerai jungdamiesi formuoja agregacinius
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branduolius.”* Tai yra termodinami$kai nepalankus procesas vykstantis
pacioje atsilikimo/inertiskumo fazés pradzioje (zr. 1.2. paveiksle). Siuo atveju
agregaciniai branduoliai laikomi maZiausiomis fibrilés augima inicijuoti
galin¢iomis struktiromis. Amiloidinés fibrilés augimas yra apsprendZiamas
branduoliy ir monomeriniy struktiiry tarpusavio sgveikos.®* Literatiiroje yra
siiloma agregacinius branduolius priskirti vienai i§ monomery rasiy, kuri
pasizymi aiskiai apibrézta konformacija bei polinkiu spar¢iai agreguotis.®®
Branduoliy polimerizacijos modelio pagalba buvo nustatyta amiloido-B40 ir
amiloido-B42%, a-sinukleino®, insulino® bei kity'%1%! baltymy agregacija.

Natyvi AmiloidogeniSka Pradiniai  Agregaciniai

v i : .. Fibrilés
struktdra  struktara  agregatai  branduoliai
Branduoliy Netvarkis f b =
baltymai/peptidai [ 4 a

polimerizacija

:N \,‘/\' H |1

. ==
Branduoli o)
4 — — =
konformacinés — — T —
" 4
konversija (E 3y

Natyvaus tipo V{;} ~__ gl
agregacij: Natyvus baltymas g ~ ﬁ? :;
 Cle e !

1.3. paveikslas. Amiloidiniy fibriliy formavimosi schematinis atvaizdavimas.
Skirtingomis spalvomis Zymimi trys agregaciniy branduoliy formavimosi
mechanizmai. Adaptuota pagal [4].

Netinkamai susivynioje baltymo monomerai gali sudaryti agregatus, kurie
dél tam tikry struktiriniy charakteristiky trikumo neinicijuoja amiloidiniy
fibriliy formavimosi.1?? Tadiau tam tikromis salygomis (naudojant i$centing
jéga, ultragarsines bangas, skirtinga tirpaly koncentracijg ar jy inkubacijos
laikus) pradiniai agregatai gali persitvarkyti ir jgauti agregaciniam
branduoliui budinga struktiira, pasizyminc¢ia Kataliziniu aktyvumu surisant
netinkamai  susivyniojusius agregatus. Proceso metu formuojamos
amiloidines fibriles (zr. 1.3. paveiksle).’%? Branduoliy konformacinés
konversijos mechanizmo (angl. nucleated conformational conversion
mechanism) sparta yra apribota pradiniy, netinkamai susivyniojusiy
oligomery virtimo agregaciniais branduoliais. Sis modelis taikomas
apibudinant amiloido-B40%, a-sinukleino®, amilino (IAPP)!%, vistos
kiauSinio baltymo lizocimo® ir kity* baltymy agregacija.
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Treciasis agregaciniy branduoliy susidarymo kelias yra agregacija i$
natyvaus tipo baltymo (angl. native-like aggregation), kuri badinga p2-
mikroglobulinui®, transtiretinui!®, Zmogaus lizocimuil®® bei kitiems
globuliniams baltymams#. | agregacija linke globuliniy baltymy regionai yra
giliai baltymo Serdyje. Norint inicijuoti regiono agregacija yra biitina
globulinés formos konversija iki dalinai i$sivyniojusios struktiros, o
tolimesné savitvarka j fibriles vyksta pagal vieng i§ anksCiau aprasyty
mechanizmy.®> Tyrimais nustatyta, kad natiralas globuliniai baltymai turi
mazg, bet reikSminga polinkj pereiti j amiloiding buiseng. Lokalus baltymo
i§sivyniojimas, terminés fliuktuacijos ir ligandy atsijungimas gali salygoti
kity natiiraliy konformacijy susikirimg.®® Visos tarpinés, natiraliai
egzistuojancios, globulinio baltymo konformacijos suteikia galimybe i
agregacija linkusiems segmentams biti lengviau pasiekiamiems, o tai
uztikrina natyvaus tipo agregaty formavimasi.*®® Tolimesnéje agregacijos
eigoje susidaro amiloidinio tipo oligomerai bei fibrilés (Zr. 1.3. paveiksle).

Labai tikétina, jog neamiloidiniy baltymy virtimas j amiloidines strukttiras
turi gerokai daugiau alternatyviy keliy, Kkurie stipriai priklauso nuo
eksperimentiniy salygy, baltymo aminortigsc¢iy sekos ir konformacinés
amiloidiniy monomery biisenos.'®” Anksciau apraSyti trys agregacijos atvejai
yra tik maza dalis $iuo metu i$aiskinty mechanizmy visumos.

1.1.4. Amiloidiniy fibriliy struktiira

Amiloidozes sukeliantys baltymai tarpusavyje yra labai skirtingi savo
struktiira, aminortigs§¢iy seka ir funkcija. Bendras juos vienijantis bruozas —
B-gijomis (angl. B-stands) praturtintos amiloidinés fibrilés. Fibriliy
formavimasis prasideda nuo tarpiniy agregaty — oligomery. Pavyzdziui,
APB(40), AB(42), PrP(106-126), a-sinukleino mazi oligomerai yra sudaryti i§
antiparaleliai  B-klostyty —struktiiry.’%®1%°  PrieSingai BMR tyrimuose
pastebima, jog dideliems AB(42) peptido oligomerams biidinga paraleliai [3-
klostyta struktiira.!’® Didziausig indélj amiloidiniy fibriliy struktdiros
nustatyme padaré Rentgeno pluosto difrakcijos!!™'? (angl. X-ray fibre
diffraction), Rentgeno spinduliy kristalografijos!!®  (angl. X-ray
crystallography), mikrokristaly elektrony difrakcijos''# (angl. microcrystal
electron diffraction), kieto kiino branduoliy magnetinio rezonanso %16 (angl.
solid-state nuclear magnetic resonance) ir kriogeninés elektrony
mikroskopijos!’ (angl. cryogenic electron microscopy) tyrimai.
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Fibrilés asis

c)

9,7A

Amiloidinés fibrilés Rentgeno spinduliy KryZminé p-klostyta
difrakcijos modelis struktara

1.4. paveikslas. Elektrony pralaidumo mikroskopija rodo, jog amiloidinés fibrilés
susideda i$ ilgy filamenty (a). Rentgeno spinduliy difrakcijos modelyje matomi
atspindziai ties 4,7 ir 9,7A (b) parodo, jog amiloidinése fibrilése dominuoja
kryZzminis B-klostytas struktiirinis motyvas (c). Adaptuota pagal [118]

Pastebima, jog amiloidinés fibrilés pasizymi hierarchine strukttra. Jas
sudaro nuo vieno iki keliy desim¢éiy protofilamenty, kurie tarpusavyje jungiasi
Soninémis grupémis.*6119120 Tipiskai vienas protofilamentas, apibtidinamas
B-kryzminiu (angl. cross-f) modeliu, yra iki keliy nanometry plocio ir iki
mikrometro ilgio. Modeliui budingas filamenta sudaranciy B-klosciy
issidestymas ~9,7 A atstumu, Kai jj sudarancios B-gijos iSsidésto ~4.7 A
atstumu statmenai fibriliy aSies (zr. 1.4. paveiksle).474116119-122 Egrmuojamos
amiloidinés struktairos tarpusavyje gali skirtis priklausomai nuo to Kaip viena
kitos atzvilgiu i§sidésto B-klostés ir kaip jose orientuotos p-gijos (paraleliai ar
antiparaleliai). Nemaziau svarbus B-gijy iSsidéstymas tarp atskiry $-klosciy ir
jy orientacijos pobudis — vieng j kitg arba prieSingas puses.’%* PavyzdZziui, 11
aminoragséiy ilgio peptidas i$ transtiretino formuoja antiparalelines B-gijy
porast!’, tuo tarpu amiloidas-Bao formuoja skirtingas fibrilines strukturas i$
paraleliai organizuoty B-gijy'?3. Didesni baltymai sudaro kompeksiskesnes
struktiiras i§ antiparaleliai isdéstyty B-klos¢iy masywvy, dar Kitaip vadinamy
,.supere kKlostuotais B-lakstais (angl. super-pleated B-sheets), kaip pavyzdys —
amilino fibrilés.'?* Amiloidinése struktiirose B-gijos saistytos vandeniliniy
rySiy sudaro sterinius uztrauktukus (angl. steric zippers).’* Protofilamentus
tarpusavyje jungia Soninés aminorugs¢iy grandinés su bidingomis
hidrofobinémis, elektrostatinémis, van der Valso ar aromatinémis (angl. n-
stacking) sgveikomis.*61° Kompaktiska amiloidinés fibrilés struktiira
pasizymi energetiniu pranaSumu bei yra iSskirtinai termodinamiskail® ir
mechaniskai'?® stabili. Strukturai taip pat budingas aukstas Jungo modulis,
nurodantis didelj atsparumg tempimui ir iSilginiam gniuzdymui. Dél pastaryjy
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parametry fibrilés galéty buti prilyginamos plienui ar anglies
nanovamzdeliams.!1®

In situ amiloidiniy sutrikimy tyrimus apsunkina polimorfiska amiloidinés
fibrilés struktira ir jg palaikan¢iy-riSanéiy jégy jvairove.l16120.121 Tas pats
peptidas/baltymas gali formuoti kelias skirtingas amiloidines struktairas ir
lemti didele fenotiping variacijg.'?” Tyrimais nustatyta, jog amiloidiniy fibriliy
polimorfizmai gali biiti sietini su skirtingomis patologijomis.'?® Klinikiniy
tyrimy metu surinkus anamnezg ir atlikus detaly pacienty iStyrima, pastebéta,
kad neurofibriliniy Tau rezginiy kaupimasis CNS sukelia neurodegeneracines
ligas, Kitais atvejais Tau baltymai lemia motorikos sutrikimus ir raumeny
atrofija.’?®13! Taupatijos yra didelé heterogeniska ligy grupé, kurig sudaro
skirtinga simptomatika, klinikine iSraiska, genetiniu profiliu, radiologiniais
radiniais ir anatominiais pakitimais pasizymintys sindromai.’?’ Tyrimai
pademonstravo, jog ta pacia liga sergantys pacientai turéjo vienodos
struktiiros Tau baltymo darinius, taCiau tarp skirtingy kognityviniy ar
motoriniy taupatijy baltymy intarpai neuronuose ir/arba neuroglijose buvo
polimorfiski.

Platus amiloidiniy struktiiry spektras ir klinikiniy fenotipy persidengimas
iSlieka didele problema kuriant terapinius vaistus, klasifikuojant ir laiku
diagnozuojant neurosutrikimus. Patologiniy amiloidoziy diagnozes
patvirtinimas daznu atveju vyksta post mortem, pateikus autopsijos iSvadas.
Siekiant palengvinti polimorfiniy baltymy nustatyma, pradéti amiloidy in
vitro tyrimai, manipuliuojant fibriliy auginimo sglygomis: kei¢iant tirpiklj*32,
temperattirg'®, peptido/baltymo koncentracijg*®, pH® ar netgi pridedant
iSorinj méginio maiSyma'%. Eksperimentai in vitro turi daug potencialo
nustatant specifing agregacijg salygojancius veiksnius.

1.1.5. Vistos kiaus$inio baltymas lizocimas ir jo agregacija

Vistos kiauSinio baltymas lizocimas (angl. Hen Egg White Lysozyme,
HEWL) yra zmogaus baltymo lizocimo homologas, sudarytas i§ 129
aminortgstis turincios polipeptidinés grandinés, kurios molekuliné¢ masé yra
14,3 kD. HEWL yra vienas pirmyjy globuliniy baltymy, kuriam buvo
nustatyta trimaté struktiira.®” Natyvioje formoje vistos kiauSinio baltymas yra
elipsinés formos, kurj sudaro 40% a-spiralés, 40% B-kilpos, 7% B-klostés bei
13% aiskios struktiros neturintys fragmentai.!® Baltymo strukturg
stabilizuoja keturi, i§ cisteino aminortgsciy suformuoti disulfidiniai
tilteliai. >’

Daugelis baltymy, tokie kaip insulinas, gliukagonas, galvijy serumo
albuminas, kazeinas ir lizocimas gali sudaryti netirpias amiloidines fibriles,
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kurios nuséda audiniuose ir organuose lemdamos paveldimas sistemines
amiloidozes.*®® Fiziologinémis salygomis lizocimas yra stabilus tirpus
baltymas ir amiloidus formuoja tik vyraujant nepalankiems veiksniams.
Norint inicijuoti baltymo agregacija bandinio tiiryje yra reikalinga jo natyvios
struktiiros destabilizacija. Literatiiroje pateikiama daugybé skirtingy
metodiky kaip tai atlikti.!*®?47 Dazniausiai baltymo denatiracija yra
sukeliama palaikant zemg pH, auks$ta temperatiirg, maiSant bandinj arba
veikiant jvairiais alkoholiais!4?143148 HEWL hidrolizés metu susiformuoja
49-101 ir 53-101 aminortgs¢iy fragmentai.’*® Jiems jungiantis tarpusavyje
susidaro agregacinés uzuomazgos, oligomerinés bei fibrilinés struktairos,
kurioms btdinga amiloidams tipiska p-klostyta struktiira. Patologinio
lizocimo struktiroje B-gijos yra orientuotos statmenai fibrilés asiai, o B-
klostés iSilgai. Amiloidiniy fibriliy architektira sutvirtina keletas tankiai
susisukusiy protofilamenty, kurie lemia baltymo (ypatingai amiloido Serdies)
stabilumg ir atsparumg proteolizei.4

Fibriliy struktiira ir formavimosi kinetika jvairiy sglygy fone priklauso nuo
eksperimentuose taikomy protokoly. Naudojant Sarminj pH virSijant]
lizocimo pl (~10,5) ir SDS, CTAB detergentus amiloidinio tipo fibrilés
formuojasi kambario temperatiiroje, nenaudojant detergenty — matomos
labiau amorfinés struktiros.’® Didelis druskos kiekis baltymo inkubacijos
metu, gali pagreitinti amiloidy susidaryma.'®” Nustatyta, kad anijonai daro
zymiai didesn¢ jtakg lizocimo fibrilizacijos procesui ir jo spartai nei
katijonai.'*® Be to, jrodyta, jog druskos gali apspresti ir susidariusiy agregaty
morfologija: natrio chloridas paskatina lizocima formuoti ilgas, plonas ir
neSakotas fibriles, o natrio sulfatu ir natrio perchloratu praturtintuose
tirpaluose yra linkusios susidaryti storesnés ir trumpesnés lizocimo fibrilés.**’
AFM matavimais pademonstruota, jog taikant pH 2 ir 57 °C temperattros
salygas, formuojasi ilgos (iki 16 pum) plonos ir tiesios HEWL fibrilés, tuo

tarpu 80 °C temperatiiroje stebimi gausis sferinés formos agregatai.4!

1.1.6. Lizocimo sgveika su lipidinémis membranomis

Iprastai amiloidiniy baltymy fibrilés formuojasi momentaliai'®-1%3 tagiau
lizocimo agregacijos procesg ir skirtingus jo etapus lengva stebéti ir
kontroliuoti. Galimybé valdyti agregacija bei tirti skirtingy agregaty Saveika
lizocima kaip modelinj baltymg.'43

Lizocimas iSlieka teigiamai jkrautas placiame pH diapazone ir pasizymi
dideliu afiniskumu jungdamasis su anijoniais fosfolipidais®®*, neutraliomis ar
neigiamai jkrautomis vezikulémis'®®, Nustatyta, kad jsiterpdamas j nejkrauty
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vezikuliy lipidinj dvisluoksnj lizocimas gali pazeisti membranos vientisuma
ir paskatinti pusleliy egzocitoze¢. Lipidiniy monosluoksniy pavirsiaus slégio
matavimai atskleidé nuo pH ir drusky koncentracijos priklausomg lizocimo
adsorbcija, kuri vertinama kaip daugiaveiksmis procesas — prading baltymo
sgveika su lipidine membrana inicijuoja joniniy ir/arba vandeniliniy jungciy
susidarymas, baltymo konformacijos pokyé¢iai, skysto monosluoksnio
struktiirinis persigrupavimas ir dalinis lizocimo jsiterpimas j alkiliniy
grandinéliy regionus.'®® Tyrimais jrodyta, kad maZesnis vandeniliniy jung¢iy
kiekis koreliuoja su didesne amiloidogeniniy baltymy susidarymo rizika bei
didesniu tirpiy baltymy ir PC dvisluoksniy afiniskumumu. %1%

Modeliniy baltymy sgveikos tyrimams daznai pasitelkiama didelé jvairové
metody, kurie suteikia skirtingo pobiuidZio informacija. Atominés jégos,
elektroniné ar Krio-elektroniné mikroskopija naudojamos sgveikos metu
susiformuojanéiy baltymy struktiry morfologijos nustatymui,49117.121,156,157
Rentgeno spinduliy kristalografija ar kieto kiino branduoliy magnetinio
rezonanso spektroskopija leidzia identifikuoti sgveikos metu kintancia
agregaty kristaling struktiirg.” Fluorescencinés koreliacijos spektroskopija
tinkamos analizuojant baltymy jsiterpimg bei jy judéjimg membranose.!®
Membranai sukeliamy pazaidy tyrimams pasitelkiama elektrocheminio
impedanso spektroskopija*®!>’, o virpesinés spektroskopijos metodikos
suteikia molekulinio lygio informacijg apie baltymy-lipidy sistemas®%15°-16,

1.2. Biologiné membrana ir jos sandara

Citoplazminé membrana — lgstelés vidy ir jos turinj gaubianti apsauginé
bei struktiira suteikianti dvisluoksné kompozicija, sudaryta is skirtingy lipidy,
funkciniy baltymy, receptoriy, jony kanaly ir jony pompy. Fosfolipidy
dvisluoksniai formuoja visy eukarioty membrany pagrindg ir atlieka
gyvybiskai svarbias funkcijas: dalyvauja selektyvioje tirpiy baltymy ar kity
biomolekuliy pernasos reguliacijoje ir kontroléje, uztikrina signalo
perdavima, homeostazés palaikyma, katalizuoja chemines reakcijas bei kitus
biologinius procesus.!62163 Lipidy ir peptidy/baltymy sinergija yra gyvybiskai
svarbi tinkamos lgsteliy veiklos palaikymui.

Pagrindiné statybiné dvisluoksnio medziaga yra amfifiliskumu
pasizymintys lipidai sudaryti i§ hidrofilinés galvutés ir dviejy hidrofobiniy
riebiyjy ragsciy grandinéliy. 16418 Plazminéje membranoje yra trijy skirtingy
klasiy lipidai: glicerofosfolipidai, sfingolipidai bei steroliai.164167.168
Glicerofosfolipidai ir sfingolipidai skiriasi riebiyjy ragséiy grandinéliy ilgiais,
dviguby junggiy ir/arba hidroksilo grupiy kiekiu, jy lokalizacija grandinéléje
bei galvutés pakaitine grupe (zr. 1.5. paveiksle).” Visi glicerofosfolipidai
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a. Glicerofosfolipidy (GPL) jvairové

Riebiyjy ragsciy jungtys
Alkilinés grandinés Glicerolinis pagrindas  Hidrofiliné grupe o
Esteris (akyl): ] j
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Riebiyjy ragseiy L P)J\ 7

sn-1 riebiyjy rigsciy grandinélé ‘ o jungtis

Eteris (GLP’am)

S3SI3gFIITSETIISIEIIIIIEIIIIIIS -0 H I ' Eteris (alkyl): %07
Pagrindinés grupés

sn-2 riebiyjy ragsciy grandinele & pakaitalai Vinilo eteris
""""""""""""""""""""""" (alkenilas): r7T— o7

b. Sfingolipidy jvairové

Sfingolipidy bazinis pagrindas Hidrofiliné grupé Sfingolipidy bazés tipas
) o . Bazé H
Bazés ilgis, dviguby jungciy t;z:: 1 DHS e
kiekis, hidroksilinimas HOH i | !

] \/\/\/\/\/\/\/\n/ ' ' SPH

| N-Akyl grandinélés tipas, o) | Pagrindinés grupés |

droksiinmas | tpas_ | e

N-Akyl grandinélé B S
Glicerofosfolipidai  Hidrofilinés grupés
pakaitalai Sfingolipidai Hidrofiliné grupé

Fosfatido ragstis = Cer Hidroksilas
PC Cholinas Sfingomielinas Fosfocholinas
PE Etanolaminas CerPE Fosfoetanolaminas
PS Serinas GlcCer Gliukozeé
Pl Inozitolis GalCer Galaktoze
PG Glicerolis Kompleksiniai ; N
Kardiolipidai PG Sl () @ PRt
LBPA LPA C1P Fosfatas

c. Riebiuyjy ragsciy jvairove

Palmitilo rgstis (16:0) o Linolo ragstis (18:2, n-6) o .
A A A~ A a-hidroksi
OH OH o
Grandinélés Dvigubos jungties
l ilgis +2 l numeris /en\,)LOH
Stearino ragstis (18:0) o y-Linolo ragstis (18:3, n-6) o OH
/\/\/\/\/\/\/\/\)\OH \/\/E/W\/\)’\)H
Nesocioji Dvigubos jungties  (_hidroksi
l jungtis +1 pozicija o
Oleino ragstis (18:1, n-9 o a-Linolo ragstis (18:3, n-3 o
gstis ( ) inolo ragstis ( n-3) HO(")R/LOH
- OH — = = OH
Arachidono ragstis (20:4, n-6) o Dokozaheksaeno ragstis (22:6, n-3) o
= = = == OH = = = — = = OH

1.5. paveikslas. Zinduoliuose sutinkamy membraniniy lipidy cheminé jvairové. (a)
Glicerofosfolipidus (GPL) sudaro prie glicerolio pagrindo sn-1 ir sn-2 padétyse
prisijungusios riebiyjy riig§¢iy grandinélés. Hidrofiling galvute sudaro fosfatas ir
alkoholis, kurie apibrézia GPL pavadinima. (b) Sfingolipidai susideda is§
sfingoidinés bazés (kuri tuo paciu metu yra pagrindas ir hidrofobiné uodega), N-
akilo grandinés bei hidrofilinés grupés. Hidroksilinimas ir dviguby jung¢iy skaicius
apibrézia sfingoidinio pagrindo tipa, hidrofiliné galvuté apibrézia paties sfingolipido
pavadinima. (d) Riebiyjy riigs¢iy grandinélés gali skiriasi savo ilgiu, dviguby
jungciy kiekiu bei padétimi, paveiksle pavaizduota kaip (XX:Y, n-Z), ¢ia XX, Y ir
Z atitinkamai yra anglies atomy skai¢ius, dviguby jungéiy skaicius bei pirmosios
dvigubos jungties padétis. Trumpiniai paveiksle: PC — fosfatidylcholinas; PE —
fosfatidyletanolaminas; PS — fosfatidylserinas; Pl — fosfatidylinozitolis; PG —
fosfatidylglicerolis; LBPA — lizobisfosfatido raigstis; DHS — sfinganinas; SPH —
sfingozinas; PHS — 4-hidroksi-sfinganinas; Cer — keramidas; CerPE — keramido;
GlcCer — gliukozilkeramidas; GalCer — galaktozilkeramidas; C1P — keramido-1-
fosfatas. Adaptuota pagal [167]
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pasizymi jiems budinga hidrofilinés galvutés struktiira, sudaryta i§ fosfato ir
prie jo prisijungusios papildomos pakaitinés grupés (zr. 1.5. A paveiksle).t%7
Priklausomai nuo pakaitinés grupés tipo, glicerofosfolipidai gali biiti
skirstomi  j:  fosfotidilcholing  (PC), fosfatidiletanolaminas (PE),
fosfatidilserinas (PS), fosfatidilglicerolis (PG), fosfatidilinozitolis (PI) ir
fosfatido ragstj (PA).!64167 Nustatyta, kad labiausiai paplites yra
fosfotidilcholinas (PC), kuris sudaro daugiau nei 40 % visy Zinduolio lastelés
lipidy.16°

Stingolipidai nuo glicerofosfolipidy skiriasi tuo, kad prie fosfato grupés
esanti gliceroliné jungtis yra pakei¢iama amino-alkoholiné jungtimi (zr. 1.5.
B paveiksle). Sfingolipiduose taip pat kaip ir glicerofosfolipiduose prie
fosfato grupés yra prisijungusi keliy klasiy pakaitiné grupé — dazniausi yra
keramidai (Cer), sfingomielinai (SM) bei gangliozidai (GM).164

Cholesterolis yra vienintelis zinduoliy plazminégje membranoje
aptinkamas sterolis su iSskirtine chemine struktira (zr. 1.5. paveiksle).'6°
Molekulés hidrofiling dalj sudaro tik viena hidroksilo grupé, o likusia |
membrang jsiterpusig hidrofobing dalj formuoja nepoliné hidrokarboniliné
uodegélé (zr 1.6. paveiksle). Lasteliy plazminéje membranoje cholesterolio
kiekis varijuoja nuo 40-50 %, likusig dalj sudaro glicerofosfolipidai ir
sfingolipidai, kuriy pasiskirstymas priklauso nuo gyviininés Igstelés ir audinio
tipo.1%* Vidutini§kai plazming membrang sudaro ~43 % PC, ~23 % SM, ~21
PE, ~7 % PI, ~4 % PS bei kiti lipidai. 5517° Smulkesniy lIgstelés komponenty
(organeliy) membranose cholesterolio kiekis maZesnis — nuo 20 iki 50 %. 164
Labiausiai paplitusius fosfolipidus sudaro 16 ir 18 anglies atomy ilgio
alkilings grandinélés tarp kuriy ~30 % sociosios, ~43 % mononesoc¢iosios bei
~22 % polinesoCiosiosios riebaly rigstys. 16417
Cholesterolis

Hidrokarboniliné
uodegéle

,, J/\/Y
1l 5

Susijunge
Ziedai

Hidroksilo grupé

1.6. paveikslas. Cholesterolio molekulés struktiira zmogaus ir gyviiny organizme.
Adaptuota pagal [167]
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Plazminés membranos kompleksiskuma lemia ne tik strukttriniy elementy
gausa, bet ir savybé formuoti skirtinga kompozicija turin¢ius sluoksnius (angl.
leaflet). Zinduoliy membranos citozolinis, j citoplazma orientuotas sluoksnis
yra praturtintas zviterijoniniu PE bei labiau anijoniniais fosfolipidais PS, PI,
tuo tarpu iSoriniame sluoksnyje dazniau aptinkami zviterijoniniai PC, SM.1"*
173 Naturalus asimetri§kos dvisluoksniy sistemos sutrikdymas gali sglygoti
specifines biologinés apsaugos reakcijas. Pavyzdziui, PS lipidy kiekio
padidéjimas iSoringje dvisluoksnio dalyje uztikrina hemostaze — kraujo
kreséjimo procesus, kitais atvejais gali biiti vykdoma programuota Igsteliy
Zitis (apoptoze).t’ Ne visuomet pakitus dvisluoksnio kompozicijai yra
aktyvuojami lasteliy apsaugos mechanizmai, galimas ir prieSingas efektas

inicijuojant Zalingus amiloidiniy baltymy agregacijos procesus.®!

1.2.1. Modelinés membrany Sistemos

Gyva lastelé kartu su jg sudaranciais struktiiriniais elementais yra
ypatingai sudétinga sistema. Molekulés struktira kinta jvairiy dinaminiy
procesy metu, o vyksmus gyvose biologinése sistemose yra problematiska tirti
biofizikiniais metodais. Sios problemos sprendimas yra modelinés lipidiniy
membrany sistemos, kurios gali biiti sudarytos iS riboto skaiciaus elementy,
daznu atveju vieno ar Keliy skirtingy lipidy ir/ar cholesterolio. Tokiy
modeliniy sistemy pranaSumas yra paprastas ir greitas paruosimas bei platus
suderinamumas su skirtingomis tyrimy metodikomis.

A. Tirpalo taryje formuojamy lipidiniy membrany modeliai

RN
FALTTIN,
NS

Daugiasluoksnés liposomos Vienasluoksnés vizikulés

B. PavirSiuose formuojamy lipidiniy membrany modeliai

S AN BRI RN R
é*‘**ﬁi‘iﬁgiif@? HARIBIINY O,

Lipidiniai dvisluoksniai Lipidiniai monosluoksniai

1.7. paveikslas. Modelinés lipidiniy membrany sistemos. (a) Tirpalo taryje
formuojamy lipidiniy membrany modeliai. (b) Pavir§iuose formuojamy lipidiniy
membrany modeliai.
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Modelinés membrany sistemos gali buti iSskiriamos j dvi pagrindines
kategorijas: tirpalo tiryje iIr ant pavirSiy formuojamas membranas (zr. 1.7.
paveiksle).'%* Tirpalo tiryje formuojamos membranos, Zzinomos kaip
vizikulés arba liposomos, yra tirpios sferinés dalelés, sudarytos i§ vieno ar
daugiau lipidiniy dvisluoksniy (zr. 1.7. A paveiksle.). Tokio tipo sistemos
tinkamos ttirio apribotoms analizés metodikoms, taikomoms Rentgeno
spinduliy sklaidos, fluorescencijos, branduoliy magnetinio rezonanso (angl.
nuclear magnetic resonance, NMR), elektrony paramagnetinio rezonanso
(angl. electron paramagnetic resonance, EPR) spektroskopiniy ir
kalorimetriniy matavimy tyrimuose.’>-" Galimybé tirpalo turyje suformuoti
skirtingos kompozicijos dvisluoksnius, i§ abiejy pusiy apgauptus
skys¢io,}®17® yra pagrindinis modelio privalumas lyginant jj su maZzai
besiskirian¢ia biologine gyvaja sistema.&

Kita modeliniy membrany kategorija yra ant kiety ar skysty pavirsiy
formuojamos membranos (zr. 1.7. B paveiksle). Tokio tipo sistemos tinkamos
pavirsiumi apribotoms analizés metodikoms: neutrony ir Rentgeno spinduliy
difrakcijos ar atspindzio, paZeistojo vidaus atspindzio Furje atvaizdo
infraraudonoji (angl. attenuated total reflection Fourier-transform infrared
spectroscopy, ATR-FTIR), virpesiné suminio daznio generacijos (angl. sum-
frequency generation, VSFG) spektroskopijoms, Langmuir izotermy
matavimams ar elektroninei, fluorescencinei, atominés jégos ar Briusterio
kampo mikroskopijoms.t 7181 Ant kiety pavirsiy formuojamos membranos
gali bti skirstomos j palaikomasias (angl. supported bilayer lipid membrane,
sBLM), hibridines (angl. hybrid bilayer lipid membrane, hBLM) arba
pakabinamas (angl. tethered bilayer lipid membrane, tBLM) lipidines
membranas. Palaikomoji dvisluoksné membrana (SBLM) gali biiti gaminama
dviem biidais: ant hidrofilinio pavirSiaus isliejant dvisluoksnes liposomas arba
pasinaudojant Langmuir-Blotgett/Schifer metodu, dvisluoksnius formuojant
merkimo buidu i§ vieno sluoksnio molekuliy jleidZiant ir iStraukiant hidrofilinj
pavirsiy.'8 Tokio tipo membranos yra nestabilios ir turi daug defekty, kadangi
jas prie pavirSiaus laiko silpna fizikiné adsorbcija.

Hibridiné lipidiné membrana (hBLM) pagaminama hidrofobinj pavirsiy
padengiant savitvarkiu monosluoksniu (SAM) bei ant jo iSliejant vieno
sluoksnio liposomas. Atsirandanti hidrofobiné sgveika orientuoja liposomos
lipidus alkilinémis grandinémis j SAM pavirsiy. Tokia hibridiné membranos
struktiira, dél aukstesnés fazinio virsmo temperatiiros, pasizymi stabilumu bei
padidéjusiu kietumu. Atitinkamai tai gali paveikti membranos lipidy bei
baltymy dinamika.

Pakabinama lipidiné membrana (tBLM) ruoSiama labai panasSiai kaip ir
hBLM. Pirmiausiai pavirSiumi paskleidziamas miSrus inkarinis savitvarkis
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monosluoksnis ir ant jo daugiasluoksniy liposomy liejimo metodu
suformuojama membrana.’®®  Pagrindinis pakabinamos membranos
privalumas — susidaranti izoliuota pomembraniné erdvé, kuri panaudojama
transmembraniniy baltymy tyrimuose iSvengiant sgveikos su kietu pavir§iumi
ir SBLM atveju — stebimos analizuojamo baltymo domeny denatiiracijos.'8

Kietame pavirSiuje formuojamoms membranoms didel¢ jtakg daro
pavir$ius mikroskopiniai netolygumai, kurie gali lemti nepageidaujamus
membranos defektus. Alternatyva yra ant skysty pavirSiy ruoSiamos
membranos — lipidiniai monosluoksniai (detaliau apzvelgiami 1.2.3.
skyriuje). Nors toks pavyzdys maziau atitinka realig sistema nei anksciau
aptarti membrany modeliai, visgi ant skysty pavirSiy formuojamos
membranos yra paprastai gaminamos, lengvai modifikuojamos ir
kontroliuojamos kei¢iant eksperimento salygas. Privalumai suteikia galimybe
specifiskai analizuoti lipidas-lipidas, lipidas-peptidas/baltymas,
lipidas/vanduo bei kity biomolekuliy sgveikos fenomenus.

1.2.2. Langmuir lipidiniai monosluoksniai

Langmuir lipidiniu  monosluoksniu yra laikomas i§ lipidy ar Kkity
amfifiliskumu pasizymin¢iy molekuliy sudarytas netirpus monomolekulinis
sluoksnis issidéstes oras/skystis fazingje riboje. Eksperimentiné Langmuir
monosluoksniy  formavimo procediira yra pakankamai paprasta.
Amfifiliskumu pasiZzymincios bei organiniame tirpiklyje istirpintos molekulés
yra paskleidziamos ant skysto, dazniausiai vandens, pavirSiaus. Tirpikliui
iSgaravus vandens pavirSiuje pasilieka tik lipidai, kuriy poliné grupé
orientuojama ] skysta fazg, o nepoliné angliavandeniliné grandiné — j ora.
Pagal poreikj tokiu Langmuir lipidiniu monosluoksniu galima manipuliuoti
keiéiant lipidy uzimamg plota su sistemoje esanciais barjerais. Molekuliy
suspaudimo ir/ar jy atlaisvinimo metu stebimi pavirSiaus slégio pokyciai yra
registruojami Wilhelmy plokstelés mikrobalansu. Paveiksle 1.8. pateikiamas
Wilhelmy plokstele registuojamos izotermos pavyzdys.

Modeliniy membrany tyrimuose taikoma Langmuir technika leidzia
tiksliai kontroliuoti paskleisty lipidy tankj ir tuo paciu metu registruoti
pavirSiaus slégio poky¢ius.'® Supaprastinta reali sistema uZztikrina galimybe
selektyviai tirti amiloidiniy baltymy saveika su lastelés plazminés membranos
lipidais. Pasinaudojant Langmuir monosluoksniy technika bei BAM
(Briusterio kampo mikroskopija) ir AFM Alvarez su kolegomis
pademonstravo, kad AB40 peptidas gali agreguoti j amiloidinio tipo fibriles
sgveikaudamas su mazo tankio POPC lipidiniu monosluoksniu, prieSingai —
didelio tankio DSPC lipidiniam monosluoksniui Sie struktiiriniai pokyciai
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nebuvo stebimi.’8 Fu kartu su kolegomis savo tyrime pademonstravo
Langmuir monosluoksnio, suformuoto i§ DPPG jtaka hIAPP ir rIAPP baltymy
agregacijai.’®” Pasinaudojant suminio daZnio generacijos spektroskopija
(VSFG) mokslininkai nustaté, jog vandens pavirsiuje dviejy tipy baltymai
jgauna panaSias struktiiras, ta¢iau sgveikaudami su lipidiniu monosluoksniu
hIAPP baltymai efektyviai persitvarko i B-klostyta, o rIAPP baltymy strukttira
iSlieka nepakitusi. Suminio daznio generacijos spektroskopija yra viena i$
nedaugelio virpesinés spektroskopijos risiy, galinCiy tirti baltymy antriniy
strukttiry poky¢ius pavir§iumi apribotose sistemose. Pla¢iau apie metoda
kitame skyriuje.

Monosluoksnis

Barjerai\ \
Oras

_ ML LLLLLL e .
£ Kieta =
t g
= O 5
§ Kondensuota ;SE?
(2]

soomipns IO 2
5 ysta iSplitusi 0
gT M Dujiné E

Vv
Molekulei tenkantis plotas (A)

1.8. paveikslas. Izotermos registravimas lipidiniy monosluoksniy formavimo metu.
Priklausomai nuo pavir$iaus suspaudimo, kinta vienai molekulei tenkantis plotas ir
tai salygoja registruojamo pavirsiaus slégio poky¢ius.

1.3. Ivadas j suminio daznio generacijos spektroskopija

Virpesiné suminio daznio generacijos (angl. Vibrational Sum-Frequency
Generation, VSFG) spektroskopija — spektrometrijos rtsis paremta antros
eilés netiesiniais optiniais procesais. VSFG spektroskopijos metu bandinio
pavir§ius  ap$vietiamas dviem didelio intensyvumo lazerinémis
spinduliuotémis, kuriy sgveika ir persiklojimas erdvéje ir laike, leidZia
generuoti suminj daznj. Vienas i$ $iy spinduliy skirtas zadinti molekuliy
virpesinius Suolius, todél yra derinamo daznio ir lokalizuotas infraraudonojoje
spektro srityje. Antrasis naudojamas rezonansiniam pirmojo $viesos spindulio
stiprinimui, todél yra fiksuoto regimojo daznio. PavirSiuje sugeneruojamas
suminio daznio signalas teikia informacija apie riboje esanéiy molekuliy
virpesius.

VSFG spektroskopija yra pakankamai nauja technologija, kurios
galimybés pirma karta buvo pademonstruotos 1987 metais prof. Sheno grupés
JAV.18 Metodas pasizymi dideliu pavirSiaus jautrumu ir specifiSskumu, 0
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gaunama informacija yra i$skirtinai i§sami jtraukiant pavirSiaus struktiiry,
sudéties, sandaros, atskiry molekuliniy grupiy orientacijos bei tarpusavio
saveikos parametrus. Svarbus VSFG privalumas — galimybé¢ atlikti tyrimus
jvairiy skysc¢iy pavirSiuose, todél metodas sekmingai naudojamas molekuliy
adsorbcijos analizéje skirtingose fazinése ribose.'81%0 Pastaraisiais metais
biomolekuliy struktiiros, orientacijos, agregacijos ir tarpusavio sgveikos
tyrimai®8:9.13-18.245556.187-199 gerokai ispléte VSFG spektroskopijos pritaikymo
galimybes, taciau kokybiSkam eksperimento planavimui ir korektiskam
rezultaty jvertinimui yra bitinas kiek detalesnis VSFG teorinis supratimas.

1.3.1. Netiesinis poliarizuojamumas ir jo prigimtis

Mazo intensyvumo Sviesos sgveika su medziaga pasizymi tiesine
priklausomybe nuo j jg kritusios §viesos intensyvumo, o atsakas lemia $viesos
lazj ir atspindj. Sviesos intensyvumui i$augus, medZiagos atsakas tampa
priklausomas nuo S§viesos intensyvumo aukS$tesnés eilés nariy, Kuris
apraSomas netiesine optika.? Tiesiniai ir netiesiniai optiniai procesai vyksta
dél medziagos atomus supanciy elektrony tankio pasiskirstymo. Atomus
paveikiant iSoriniu elektriniu lauku, vyksta elektrony tankio persiskirstymas,
dél kurio elektronai pasislenka link branduoliy, taip sudarydami indukuotus
elektrinius dipolius. Sio proceso metu indukuoty elektriniy dipoliy tirio
vieneto vidurkis apibrézia medziagos poliarizuotumg. Darant prielaida, kad
medziaga skaidri, netiesiné poliarizuotumo dalis maza, o netiesinis atsakas
momentinis — indukuotas poliarizuotumas per laiko vieneta P(t) gali bati
iSskleidZiamas laipsniy eilute pagal elektrinio lauko stiprj (E):200201

P(t) = g(x VE() + yPE2(t) + y®E3(t) + ) = P + Py (1.1)

¢ia ™, kai n =1 - tiesinis optinis jautris, n = 2 — antros eilés netiesinis optinis
jautris, toliau esantys (n = 3 — tre¢ios, n = 4 — ketvirtos ir t.t.) poliarizuotumai
yra nykstamai mazy dydziy. Bendru atveju ™ yra vadinamas n + 1 rango
tenzoriumi, Pt ir Pyt — atitinkamai tiesiniu ir netiesiniu poliarizuotumu.
Iskleidus laipsniy eilute gaunamas PO(t) = gox@E?(t) dydis vadinamas
antrosios eilés (kvadratiniu) netiesiniu poliarizuojamu.

Medziagos poliarizuotumas yra neatsiejama netiesinés optikos dalis. Tik
laike kintanti poliarizacija gali lemti naujy elektromagnetiniy bangy
susidarymg. Laikant, jog terpéje, kurioje sklinda Sviesa néra laisvyjy
kriivininky, ar indukuoty mikroskopiniy magnetiniy dipoliy, apibendrinta
sistemos lygtj galime uzrasyti taip:200.202:203
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kur E — elektrinio lauko stipris, ¢ — 8viesos greitis vakuume, Pt ir Pyt — tiesinis
ir netiesinis poliarizuotumas. Lygtis apraSo indukuojamy elektromagnetiniy
bangy elektrinio lauko amplitudziy pokycius, salygotus Sviesos sgveikos su
tiesiniu ir/farba netiesiniu  poliarizuotumu  pasiZzymincia medziaga.
Elektromagnetinés bangos yra spinduliuojamos, kai desinys lygties narys = 0.
Vykstant $viesos sugeriai Pt ir Pyt vertés tampa palyginamos, todél
medziaga veikiama intensyvios spinduliuotés yra jonizuojama.

1.3.2. Suminio daznio generacija

Paprasciausiu atveju suminio daznio generacija gali buti pavaizduojama
dviem tarpusavyje sgveikaujanciais elektriniais laukais, kurie osciliuoja s ir
2 dazniais. Proceso metu dviems bangoms sklindant netiesine terpe yra
indukuojama netiesiné poliarizacija Py ir Kartu generuojama nauja suminiu
dazniu wsps = w1 + w2 osciliuojanti banga. Tokiy bangy saveikos elektrinis
laukas gali biiti uZrasytas:202203

E(t) = 2E;cos(wyt) +2E; cos(w,t) =

Ey(emi1t + eiont) 4+ Ey(e w2t 4 giozt) (1.3)

Schematinis sistemos atvaizdavimas 1.9. paveiksle.
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1.9. paveikslas. Schematinis suminio daZnio generacijos netiesinéje terpéje
atvaizdavimas (a) bei energiniy lygmeny diagrama (b).

Taikant suminio daznio generacijos metodika svarbus dydis yra antros
eilés netiesinio poliarizuojamumo kitimas, tad j jo iSraiskg PA(t) = oy @E2(t)
jstadius dviejy bangy saveikos elektriniy lauky kitimo lygti (1.3.)
gauname;?20%-203
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P(Z)(t) — 50)((2) [E%(e—iZwlt +ei2w1t) +
E%(e—i2w2t+ei2w2t)+
2E1E2(e—i(w1+w2)t+ei(w1+(l)2)t) + (14)
2E1E2(e—i(w1—wz)t + ei(w1—wz)f) +
2(E1ED)]

Gautoje israiskoje galime pastebéti, jog dviejy elektriniy lauky sgveikos su
dielektrine medziaga metu, netiesiniame poliarizuotume atsiranda nauji
dazniniai nariai 2w1, 2w2, (w1 + w2), (w1 - w2). Kiekvienas jy indukuoja
atitinkamai osciliuojancias elektromagnetines bangas. Lygtyje (1.4.) yra ir
nuo daznio nepriklausantis narys, Kuris apsprendzia kryptingo elektrinio
lauko susidaryma. Priklausomai nuo daZninio nario procesai atitinkamai
vadinami:

e Antrosios harmonikos generacija (angl. second harmonic generation,
SHG), kai atsiranda dvigubo daZnio nariai ®sne = 2m1 arba 2my;

e Suminio daznio generacija (angl. sum frequency generation, SFG),
kai atsirandancios naujos bangos daznis yra priklausomas nuo ja
inicijavusiy bangy suminiy dazniy osre = o1 + o2; (1.4.) lygtyje
paryskintas narys.

e Skirtuminio daZnio generacija (angl. difference frequency generation,
DFQG), kai atsirandant naujai bangai, $ios daznis kinta jg inicijavusiy
bangy dazniy skirtumu ®prc = ©1 - ®2;

Atitinkamais dazniais osciliuojan¢iy bangy susidarymo tikimybé bei
generacijos efektyvumas yra apsprendziamas fazine sinchronizmo salyga,
kuri priklauso nuo sgveikaujanéiy bangy poliarizacijos, geometrijos,
netiesinio kristalo orientacijos, temperatiiros bei kita.

Virpesinéje suminio daznio generacijoje yra naudojamos dvi skirtingo
daznio spinduliuotés. Vienas i§ spinduliuotés pluosty yra parenkamas taip,
kad sutapty su molekuliy virpesine sugertimi, todél yra derinamo daznio
infraraudonojoje spektro srityje. Kitas spindulys yra fiksuoto daznio,
lokalizuotas regimojoje spektro srityje. Pasinaudojant judesio Kkiekio
momento tvermés désniu, suminio daznio bangos vektorius yra tiesiog ji
indukuojanéiy bangy vektoriy suma.?02202

ksp = kig + ky;s (1.5.)

Jei spinduliai néra kolinearts, judesio Kiekio momentas x-kryptimi gali buti
perrasomas:

35



NgrWspSINAgy = NgWRSINA R + Ny sWysSINAy s (1.6)

¢ia aur ir ouvis atitinkamai yra infraraudonosios ir regimosios srities spinduliy
kritimo kampai. Generuojamo suminio daZnio signalo atspindzio kampas yra
asr. Lygtis 1.6. yra laikoma fazinio sinchronizmo salyga.

Suminio daznio signalas jprastai yra generuojamas ne tik atspindyje, bet ir
pralaidume (zr. 1.10. paveiksle), tac¢iau tam reikia specifinés spektometro
modifikacijos. Butent dél Sios priezasties miisy darbe signalo registracija buvo
pasirinkta ir vykdoma tik atspindZio geometrijoje.

1.10. paveikslas. Suminio daznio spektroskopijos eksperimento geometrija.

1.3.3. Netiesinis optinis jautris

PavirSiaus specifiSkumas apsprendzia suminio daznio generacijos
spektroskopijos isskirtinuma. Izotropinés terpés pasiZymi centrine simetrija,
tai reiSkia, jog antros eilés netiesiniai procesai jose vykti negali, 0 netiesinis
antros eilés optinis jautris )((2) yra lygus 0. Medziagy tarpsluoksniuose ar jy
pavirSiuose $i centrosimetrija yra pazeidziama, o )((2) # 0. Bitent tai jgalina
VSFG metodg molekuliy adsorbeijos, orientacijos, pavirSiaus fazés
transformacijos tyrimuose jvairiy medziagy fazinése ribose.?042%7

VSFG signalas generuojamas, kai laike ir erdvéje persidengia du
intensyvios spinduliuotés lazeriniai impulsai, kuriy vienas privalo buti
infraraudoniosios srities bei sutampantis su molekuliy virpesiniy Suoliy
dazniu. I8pildant Sias sglygas antros eilés netiesinis poliarizuojamumas P®

gali buti uzraSytas taip:20-203
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P® = y@E, E;p = xPEys Ejg coswyst coswgt  (1.7.)

kur Evis ir Er atitinkamai yra regimojo ir infraraudonojo spektro ruozo,
lazerinés  spinduliuotés elektrinio lauko vektoriai. Centrosimetrija
pasizyminéiose medziagose y(?) = 0, todél ir P@ = 0. Netiesinis antros eilés
poliarizuojamumas tampa nelygus nuliui ten kur simetrija yra pazeidziama —
dviejy aplinky skiriamojoje riboje arba paciame pavirSiuje. Suminio daznio
signalo intensyvumas I(msec) elektriniy dipoliy priartéjimu, yra proporcingas
netiesinio optinio jautrio modulio |y®| kvadratui, bei regimosios ir

infraraudonosios lazerinés spinduliuotés bangy intensyvumy sandaugai: 20203

2 2
I(wspg) ~ |X(2)EVIS EIR| ~|X(2)| I(wys) I(wir) (1.8.)

Bendru atveju 1.8. lygtyje esantis antros eilés netiesinis optinis jautris yra
suma dviejy nariy: nerezonansinio yyg? ir rezonansinio yz®.

)((2) = XNR(Z) +XR(2) (19)

Nerezonansinis narys yra laikomas pastoviu viso spektro intervale bei
siejamas su elektrony atsaku j molekuliy virpesinj zadinima. Rezonansinis
narys yra kompleksinis dydis, sudarytas i§ realios ir menamos dalies bei
sietinas su netiesiniu molekuliy poliarizuojamumu.

1D = Rex®@ + Imy® (1.10)

Registruojat signala reali ir menama netiesinio optinio jautrio dalys
atspindi molekuliy atsakg j $viesos skaidg ir sugertj bei atitinkamai koduoja
spektriniy juosty formas.2%829 [my (2 7enklas ties tam tikru virpesiniu dazniu
tiesiogiai atspindi tuo dazniu virpanéios molekuliy grupés orientacijg.?10211
Iprastu atveju i§ registruojamo signalo iSskirti realios ir menamos dalies
negalime, taciau tiesioginé §iy nariy analizé jmanoma su fazei jautriomis
suminio daZnio generacijos spektroskopijos metodikomis,2+208-211

Suminio daznio generacija yra koherentinis (laike ir erdvéje suderintas
bangy daznio, fazés, poliarizacijos) procesas, kuriame kiekvienas virpesinis
rezonansas sgveikauja ne tik su nerezonansiniu fonu bet ir su kitais arti
esanciais rezonansais. Bendras signalo intensyvumas priklauso ir nuo
santykinés optiniy jautriy fazés ¢. Tokiu atveju VSFG signalo intensyvumas
esant n virpesiniy rezonansy Kiekiui isreiskiamas taip:
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I(wspg) = H(wys) I(wg)  (L11)

, 2
@ +Z _ Ane®r
INR nWigr — Wn + an

Cia A,, @,, w,, ir T,, atitinkamai yra n-tojo rezonanso amplitudé, santykine
fazé, rezonansinis daznis bei juostos plotis. Varijuodami Zadinimo bangos
wjg dazniu galime gauti rezonansinj, pavirSiuje esanciy molekuliy, virpesiniy
lygmeny spektra, kuris nurodo molekuliy sudaromus rySius ir tarpusavio
sgveikas. Keiciant j bandinj krintanciy ir jame generuojamy spinduliy
geometrijg ir poliarizacijas galime jvertinti molekuliy simetrija bei elektriniy
dipoliy orientacijg jame.

() () ()

Xxxx xxy XXz

2 2 2
Xy(cy)x Xy(cy)y Xa(cy)z

@ _ 2 2 2 1.12
Xijk = | x5 12, x%) (1.12)

Xom: Xy Xop

Antros eilés netiesinis optinis jautris yra tre¢io rango tenzorius, sudarytas
i§ 27 nariy y; jk(z), kur i, j, k atspindi koordinaciy asis (i, j, k atitinka x, y, z)
(zr. 1.12. i%raiskoje). Zinant visus tenzoriaus elementus galima nustatyti
tiriamy molekuliy simetrija bei viduting orientacijg. Tai galioja tik tuo atveju,
kai sistema sudarancios molekulés turi tam tikra gerai apibrézta tvarka, kitu
atveju chaotiskai orientuotoms sistemoms suminis y® tampa lygus nuliui.
Tai galime nesunkiai parodyti analizuojant centrosimetrinés aplinkos atveji,
kai y @ verté priesingomis kryptimis turéty sutapti:

@ _ @
Xijk = X—i—j—k (1.13)

Taciau pagrindiné tenzoriy taisyklé teigia, jog trijy sistemos asiy Zenklo
pakeitimas apsuka visos sistemos asj:

2 2
@ = (1.14)

@ s lygus nuliui.

Abi 1.13. ir 1.14. i$raiSkos bus tenkinamos tik tada kai Xijk

Informacija apie netiesinio optinio jautrio elementus surenkama
pasinaudojant skirtingomis VSFG eksperimento spinduliy poliarizacijy
kombinacijomis. Kiekvienas spindulys gali turéti dvi elektrinio lauko
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poliarizacijas: S orientuota statmenai bei turin¢ia komponentg tik x asyje arba
P orientuota lygiagreciai spinduliy kritimo plokStumos bei turincig
komponentes y ir z aSyse. (zr. 1.10. paveiksle). Pavyzdziui, SSP spinduliy
poliarizacijy derinys atitinkamai Zymi S poliarizuota VSFG, S poliarizuota
VIS ir P poliarizuotg IR spinduliy poliarizacijas. Verta paminéti, jog SSP
poliarizacijos kombinacijoje informacija surenkama nuo fazinei ribai
statmeny virpesiy, SPS — lygiagreciai pavirSiui esan¢iy, o PPP kombinacijoje
galima stebéti stipriai persiklojan¢ius vienus su Kitais.

Tiryje egzistuojanti simetrija pavirSiuose yra pazeidziama, tad nagrinéjant
achiralinj pavirsiy, kuriam buidinga C.y simetrija, galime parodyti, jog dalis
optinio jautrio elementy yra nelygiis nuliui (zr. 1.11. paveiksle). Sig simetrija
turiniam pavir§iui x = —x ir y = —y taliau z # —z, o tai reiskia, jog x ir y
aSiy apvertimas neturi keisti )(l.(jz,z tenzoriaus Zenklo.

Pavyzdziui, turime tenzoriy )((2)

XXz
)(sz)_xz =— )(sz)xz = ,(Ci)z gali iSlaikyti savo Zenkla, vadinasi pastarasis yra

nelygus nuliui. Nagringjant kito tenzoriaus elemento atvejj, pavyzdZiui, )(,(é)z

galime parodyti, jog )(sz)zz =— )(,(Ci)z, taciau §i sglyga tenkinama tik tada kai

tenzoriaus elementas lygus nuliui. Pasinaudojant tuo nesunkiai galime matyti,

(@) i
iji tenzoriaus

ir apsukame x a$j, tokiu atveju tenzorius

jog C.. simetrija turin¢io pavirSiaus atveju nenuliniai y

elementai bus tik tie, kurie turés lygiai dvi x ar y (x ir y izotropinio pavirSiaus

atveju yra identiski) aSis. Papildomai prisideda ir )(gi narys, kadangi x arba

y asiy apsukimas Siam elementui poveikio nedaro. Tokiu budu perzvelgus
visus 27 netiesinio optinio jautrio tenzoriaus )(i(jzlz narius galime rasti tik 7

. - 2 2 2 2 2 2 2 .
netygius . 1%, = £ B 12 = B 22 = 2By 22 Jems

iSmatuoti yra naudojamos jvairios spinduliy poliarizacijy kombinacijos,

pavyzdziui, SSP matuojamas )(,(Ci)z tenzoriaus elementas, SPS ir PSS
atitinkamai matuojami )(,(62 ir X;,@C elementai, tuo tarpu su PPP registruojama
212

visy nelygiy nuliui tenzoriy suma.
Taikant tas paCias taisykles nesunkiai galime parodyti, jog chiralinio
(izotropinio) pavirSiaus pasizyminéio C. Simetrija atveju, be anks¢iau

paminéty C., tenzoriaus elementy, turime 6 papildomus narius: )(,(j,)z, Xg(;g/a

)(3(,2(, )(3(,?2, )(S%,, X;;zc'lgz,m I§ astuoniy galimy poliarizacijos deriniy, tik trys

PSP, SPP, PPS yra naudojamos Siems nariams nustatyti. Esant tam tikroms
salygoms keturi i§ SeSiy tenzoriaus elementy yra lygts nuliui, o like du lygis

vienas kitam )(Z(f,l = )(,(62, Akivaizdu, jog visais galimais chiraliniy
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(2

poliarizacijy deriniais gaunama informacija tik apie vieng y ) tenzoriaus

zZyx
elementa.
Nenuliniai optinio jautrio elementai:
Xocx Xooxz Xyzy Xoyyz Xeox Xezyy Xezzz Xoczx KXoz Yoy Xogyz Koo Kezyy Yoz
N/A Xeyz Xoxzy Xyzx Xoyxz Xy Xy
z z
Coov Coo
g -X
X y X y
Achiralinis pavirSius Chiralinis pavirSius

1.11. paveikslas. Achiralinio (C.y simetrija) bei chiralinio (C, simetrija)
pavir$iaus iliustracija. Mélyna spalva pazymeéti netiesinio optinio jautrio elementai
charakterizuojantys abu pavirSius, raudona — charakterizuoja tik chiralinj pavirsiy.
Adaptuota pagal [197]

1.3.4. Poliarizaciniai matavimai nustatant baltymy antrines struktiiras

Natyvis ir struktiiriSkai pakite baltymai gali turéti sudétingas tretines ar
ketvirtines struktiiras, taciau visos jos pradzioje formuojasi i$ jvairiy antriniy
strukttriniy kombinacijy. Paraleliai/antiparaleliai B-klostyti, a-spiraliniai ar
aiskios tvarkos neturintys fragmentai yra pagrindiniai baltymy statybiniai bei
funkciniai vienetai.’®> Antriniy struktiiry identifikavimui spektroskopijoje
daZnai pasitelkiamas Amidas I (1600-1700 cm) regionas. Ne iSimtis ir
VSFG, kuri gali identifikuoti skirtinguose pavirSiuose adsorbuotus
baltymusl160,192,195,197,206,213—215

Analizuojant amiloidiniy fibriliy susidarymo procesus, i$skirtinis démesys
skiriamas B-klostytoms struktiiroms bei jy jungimuisi j didesnius baltyminius
subvienetus. Suminio daznio generacijos spektroskopijoje Amidas | regione
teoriskai yra iki 5 virpesiniy mody skirty B-klosciy identifikacijai. Dvi i$ jy
(A ir B modos zr. 1.12. paveiksle) charakterizuoja paraleliai,®® o likusios trys
(B1, B2 ir B3 modos 7r.1.12. paveiksle) antiparaleliai B-klostytg struktiirg.?'®
ISskiriama ir papildoma virpesiné moda ties ~1650 cm™ generuojama o-
spiraliniy bei aikios tvarkos neturin¢iy fragmenty.?'’
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Paraleliai p—klostytos struktdros

A moda B moda
~1660 cm? ~162O cm’

N = &
PP S

Antiparaleliai 3-klostytos struktiros

B1 moda B2 moda B3 moda
~1685 cm™! ~1630 cm’ ~1720 cm’

1.12. paveikslas. VSFG aktyvios Amidas 1 virpesiy modos charakterizuojanéios
paraleliai ir antiparaleliai B-klostytas struktaras. Adaptuota pagal [195,216].

0

Pasinaudojant poliarizaciniais VSFG matavimais achiralinése (SSP, SPS,
PSS, PPP) spinduliy kombinacijose gaunama bendra visy pavirSiuje esanciy
struktiry informacija. Unikali galimybé yra selektyviai atskirti i§ prigimties
chiraliSkumu pasizyminéiy B-klostyty struktiiry ar jy fragmenty generuojama
signalg pasinaudojant PSP, SPP, PPS poliarizacijomis. Antiparaleliai (-
klostytos struktiiros teoriskai gali turéti iki trijy VSFG aktyviy virpesiniy
mody lokalizuoty ties ~1630, ~1685 ir ~1720 cm™,2%6 nors eksperimentiskai
parodytos tik dvi: zemadazné ~1620 — 1635 cm™* 1%61% jr qukstadazné ~1670
— 1685 cm-! 44216217 Paraleliai B-klostytos struktiiros turi dvi aktyvias modas
ties ~1620 ir ~1660 cm™,'® i§ kuriy informatyvesné yra ~1620 cm
srityje’®”1%, Yan su kolegomis analizuodami grieztas struktiras
formuojancius modelinius baltymus pademonstravo, jog kombinuota
achiraliniy ir chiraliniy spektry analizé jgalina B-klostyty strukttry signalo
atskyrimg nuo a-spiraliniy bei aiskios tvarkos neturinciy (zr. 1.13.
paveiksle).?® Tarpusavyje paralelinés ir antiparalelinés p-klostés yra
atskiriamos dél pastargjai budingos aukstadaznés virpesinés modos ties ~1685
cm,
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A B-klostyta a-spiralé Aiskios tvarkos

Paraleliai Antiparaleliai neturinti

>
B L 015FhlIAPP + DPPG 0.2 ITachiplezinas | LKa14 004l Rodopsinas | 0.10 rlAPP
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Bangos skaicius (cm)
1.13. paveikslas. PavirSiuje oras/vanduo adsorbuoty baltymy VSFG spektrai
uzregistruoti Amidas [ virpesiy regione. (A) Schematiné modeliniy baltymy
struktiira. Analizuoty baltymy achiraliniai (B) ir chiraliniai (C) VSFG spektrai
atitinkamai uzraSyti SSP ir PSP spinduliy poliarizacijy kombinacijoje. Adaptuota
pagal [215].

Pritaikant §j VSFG isskirtinuma buvo pademonstruota daugybés baltymy
strukttiriniai virsmai. Tan su kolegomis parodé, jog amilino (hIAPP) baltymas
sgveikaudamas su DPPG lipidiniu dvisluoksniu esant pH 4 terpéje agreguoja
i B-klostytus oligomerus per pradines B-kilpines struktiras.*® Padidinus pH iki
7,4 agregacija prasideda nuo o-spiraliniy ir aiSkios struktiiros nesudaranciy
fragmenty.6%18” Okuno su kolegomis savo tyrimuose pademonstravo, jog
lektino ConA, pepsino bei a-chemotripsino baltymai vandens pavirSiuje yra
antiparaleliai B-klostytoje struktiiroje, nors a-chemotripsino struktira néra
stabili ir oras/vanduo riboje stebima momentiné jo denatiiracija.?*® Strazdaité
su kolegomis analizuodama VSFG spektrus uzrasytus Amidas I ir Amidas 11
virpesiy spektrinése srityse achiralingje SSP ir chiralingje SPP spinduliy
poliarizacijy kombinacijose nustaté, jog AP(1-42) peptidas jgaudamas
skirtingas struktiras adsorbuojasi prie neigiamai jkrauty DOPG ir
zviterijoniniy DOPC lipidiniy monosluoksniy. Tyrime buvo pastebéta, jog
DOPC monosluoksnyje adsorbuotas peptidas formuoja mazas, oligomerines
i§ B-kilpy sudarytas struktaras. Tuo tarpu DOPG monosluoksnyje stebimos
struktiiros yra labiau amiloidinio tipo, t.y. sitiliskos ir B-klostytos.1%!
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I1. EKSPERIMENTINIAI TYRIMU METODAI BEI MEDZIAGOS
2.1. Tyrimy metodai
2.1.1. FTIR spektroskopija

Vistos kiauSinio baltymo lizocimo agregacijos vandens tiiryje stebésenai
buvo naudotas Bruker Vertex 80v FTIR spektrometras. Bandiniy spektrai
buvo registruojami spektrometre jmontuotu, skystu azotu Saldomu MCT
detektoriumi. Pries registruojant spektrus spektrometre ir matavimo kameroje
buvo sukuriamas vakuumas, pasalinant org ir eliminuojant vandens gary
infraraudonosios spinduliuotés sugertj. Norint lengviau kontroliuoti
agregacijos proceso spartag, buvo naudojamos mazos 5 mg/mL baltymo
lizocimo koncentracijos, dél kuriy skyséiy celéje nebuvo gauti santykinai
intensyviis FTIR spektrai. Atsizvelgiant j tai, spektrai buvo registruojami ant
CaF; langelio $velniu azoto srautu i§dziovinus ~100 pL lizocimo bandinio.
Matavimy metu $varus CaF, langelis buvo skirtas atraminio/kontrolinio
spektro registravimui. Visais atvejais spektrai buvo uzraSomi atliekant 128
nuskaitymus su 1 cm* spektrine skyra. Pirminis spektry apdorojimas, atimant
atraminj spektra, buvo atliekamas pasinaudojant Opus 7.0 programine jranga,
kuri yra skirta valdyti Bruker Vertex 80v spektrometra.

2.1.2. Atominés jégos mikroskopija

Trimaciai lizocimo méginiy AFM Zzemeélapiai buvo sudaromi
pasinaudojant Bruker Dimension Icon atominés jégos mikroskopu, veikian¢iu
tapSnojimo (angl. tapping) rézimu ir turin¢iu Budget Sensors 40 Nm-! silicio
konsole Tap300AI-G su tipisku 8 nm galiuko kreivumo spinduliu. Bandinys
AFM vaizdinimui buvo specialiai paruosiamas: po 30 minuéiy ir 3, 24, 50, 80
bei 130 valandy inkubacijos termostate 10 pL lizocimo tirpalas buvo
skiedZiamas su D,O (pD = 4.5, koreguotas su DCI) santykiu 1/10. Tuomet 20
puL atskiesto bandinio buvo paskleidziama ant Svieziai paruosSto Zérucio
pavirSiaus ir inkubuojama 1 minute. Po inkubacijos Zérucio pavirSius buvo
nuplaunamas 1 mL Milli-Q vandeniu ir i8dZziovinamas po $velniu azoto dujy
srautu. Aukstos raiskos (1024 x 1024 pikseliy) vaizdai buvo gaunami
skanuojant pavirSiy 0.5 Hz grei¢iu ir véliau apdorojant SPIP programine
jranga.
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2.1.3. Virpesiné suminio daznio generacijos eksperimentiné sistema

Tiriamajame darbe naudotas EKSPLA (Vilnius, Lietuva) pagamintas
VSFG spektrometras, kurio veikimo schema pateikiama 2.2. paveiksle. Si
sistema paremta fiksuotos modos pikosekundiniu Nd:YAG lazeriu (PL2230),
kuris generuoja 1064 nm bangos ilgio, 28 ps trukmés ir 30 mJ energijos
impulsus, pasikartojancius 50 Hz dazniu. Dalis §ios spinduliuotés energijos (8
mJ) panaudojama kaip optinis uzkratas parametriniame stiprintuve (PG501)
ir skirtuminio daznio generatoriuje (DFG) norint gauti kintamo daznio
infraraudonuosius (IR) impulsus. Visi PG501/DFG esantys optiniai elementai
yra pilnai motorizuoti ir sinchronizuoti, todél infraraudonyjy spinduliy bangos
ilgj galima keisti tiesiogiai programinéje jrangoje jvedus norimg bangos
daznj. Si sistema pasizymi plaéiu infraraudonosios spinduliuotés dazniy ruozu
apimanciu nuo 2,3 iki 10 um, kuriy impulso energija kinta intervale nuo 50-
200 pJ. VSFG spektrometro spektriné skyra yra apribota infraraudonosios
Sviesos bangos plo¢iu, kuris yra ~6 cm. Likusi dalis Nd:YAG lazerio
spinduliuotés panaudojama antros harmonikos generatoriuje (H400)
generuojant fiksuoto 532 nm bangos ilgio ir ~350 pJ energijos regimosios
srities (VIS) impulsus.

— 532 nm 1064 nm H
A/SFG
—1 2,3-10 um 532 nm |+
[
S —— PG501/DFG 532 nmH

H400

PL2230

1064 nm

2.2. paveikslas. Suminio daznio spektrometro veikimo schema. PL2230 - fiksuotos
modos pikosekundinis Nd:YAG lazeris; H400 — antros harmonikos generatorius;
PG501/DFG — optinis parametrinis stiprintuvas kartu su skirtuminio daZnio
generatoriumi; A/SFG — pavyzdélio skyrius; MS2001 — MS2001 modelio
monochromatorius.

Laike ir erdvéje sinchronizuoti fiksuoto bangos ilgio VIS ir kintamo
bangos ilgio IR pluostai yra nukreipiami ir sufokusuojami j bandinio pavirSiy,
AISDG skyriuje (zr. 2.3. paveiksle). Bandinio pavirSiuje generuojamas
suminio daznio (SF) signalas nukreipiamas j monochromatoriy (MS2001) uz
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kurio vyksta signalo registracija fotodaugintuvu (R7899 tipo PMT,
Hamamatsu Photonics, Japonija).

M9
M2 M8
>
L4
HWP1
LD1
IS
BS1\L NEs2

LDt/ M1 pva
-

¥ 72l W
PD1 PD2

Motorizuotas bandinio stalelis | monochromatoriy

2.3. paveikslas. Suminio daznio generacijos spektrometro A/SDG detalizuota
schema. L — Iesiai, ID — diafragmos, BS — pluosto dalikliai, M — veidrodziai, HWP
— pusés bangos ilgio plokstelés, GP — Glano prizmés, F — holografiniai filtrai, PD —
piroelektriniai detektoriai, LD — lazerinis diodas.

Suminio daznio generacijos spektrometro sistema valdoma LabVIEW
programine jranga, kurios pagalba visy trijy saveikoje dalyvaujanciy
spinduliy (IR, VIS, SF) poliarizacija yra laisvai kontroliuojama. Tiriamajame
darbe buvo naudojamos trys poliarizacijy kombinacijos, SSP (S-SF, S-VIS,
P-IR), PPP ir PSP. Spektrai buvo registruojami skenavimo biidu: IR pluosto
kintamas bangos ilgis buvo kei¢iamas su 1 cm? Zingsniu, o kiekviename
tokiame Zingsnyje apskai¢iuojamas 200 suminio daznio signalo impulsy
vidurkis. Norint kompensuoti atsirandancias energijos fliuktuacijas, visi
spektrai buvo normalizuoti atsizvelgiant | infraraudonosios ir regimosios
srities impulsy energijas, kurios buvo registruojamos piroelektriniais
detektoriais tuo paciu metu kaip ir generuojamas signalas.

2.1.4. Spektriniy juosty iSskyrimas i§ virpesinés suminio daznio
generacijos spektry

Norint i$gauti virpesiniy juosty parametrus i§ VSFG spektro yra butinas
spektro skaidymas | spektrines juostas. VSFG spektras gali biti apraSytas

formule:
2
Aq

(2.1)
wq + in

2 2)|? i
IVSFG X |X1(V13 + Xl(i’ )| = ANRe LPNR + z Wig —
q
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(2)
NR

netiesinis optinis jautris. Ayg i @ygr yra nerezonansiné amplitudé bei fazeé,
tuo tarpu A4, w, ir I, atitinkamai yra g-tojo rezonanso amplitude, centrinis

v - 2 .. . Ce . .. ..
¢ia X r X; ) atitinkamai yra nerezonansinis 1r rezonansinis antros eilés

daznis bei pusplotis.

Spektriniy juosty iSskyrimui naudotas Matlab (versija R2021a, The Math
Works Inc., JAV) ,,Curve Fitting Tool” programos plétinys, leidZiantis be
didesniy programavimo ziniy apraSyti daugiakomponentj spektra Su visy
parametry vertémis.

Tiriamajame darbe pateikti spektrai apdoroti Origin Pro 2021 (versija
9.8.0.200, OriginLab Corporation, JAV) programine jranga. Visi VSFG
spektrai buvo sunormuojami atsizvelgiant j infraraudonosios ir regimosios
srities impulsy energijas. Pasinaudojant spektrinio iSskyrimo metu gautais
parametrais, VSFG spektry smailés buvo atvaizduojamos perskaiciuojant
individualius smailiy intensyvumus pagal (2.2.) formule:

2

I = EL (2.2)
q .
- wigr — wq + il

2.1.5. Fosfolipidiniy monosluoksniy formavimas bei baltymy jvedimas i
tirpala

Lipidiniai monosluoksniai VSFG eksperimentams buvo formuojami
specialiose 40 mm skersmens tefloninése celése, kurios buvo jstatomos j
individualiai joms pagamintg temperatirinj valdiklj. Prie§ kiekvieng
eksperimentg tefloniné celé buvo uzpildoma NoChromix tirpalu ir palickama
30 minuciy. Praéjus laikui, celé skalaujama gausiu kiekiu Milli-Q vandens,
jstatoma j temperatiirinj valdiklj palaikantj 20 °C temperatiirg ir uZpildoma 6
mL H>O/D.0. Norint kontroliuoti bandinio garavima nepaveikiant paties
eksperimento, temperatiiros parametras buvo pasirenkamas atsizvelgiant |
kambario temperatiirg (~22 = 1 °C).

Eksperimentuose naudoti lipidai buvo iStirpinami 0,5 arba 1 mg/ml
koncentracijos chloroforme. Tirpalo paskleidimui naudotas 50 uL Hamilton
Svirkstas, kuris prie§ ir po tirpalo paémimo biidavo praplaunamas
chloroformu. Tinkamam lipido paskleidimui buvo stebimi pavirsiaus slégio
poky¢iai, kuriuos registruodavo platinos strypu papildyta, komerciskai
prieinama KSV NIMA sistema (Biolin Scientific, Svedija). Bendru atveju
pavirSiaus slégis (w) yra iSreiSkiamas kaip m = yo — v, kur yo yra oras/vanduo
pavirSiaus jtempis, o y yra pavirSiaus jtempis kartu su pavirSiuje paskleistu
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lipidu. Kiekvieno eksperimento metu pavirsiuje paskleidus atitinkama kieki
lipido skysc¢io, buvo palaukiama ~30 min kol monosluoksnis stabilizuosis ir
pasieks pastovy pavirSiaus slégj.

Baltymy injekcija po lipidiniais monosluoksniais buvo vykdoma uzrasius
stabilizuoto monosluoksnio VSFG spektrus. Mikroadata 40 pL, 5 mg/mL
koncentracijos baltymo tirpalo buvo suleidziama po monosluoksne
membrana. Tariné baltymo koncentracija matavimo celéje ~2,3 uM. Po
injekcijos matavimo celé budavo uzdengiama ir palickama stabilizuotis per
naktj. Galutiniai adsorbuoto baltymo VSFG spektrai buvo uZraSomi
apytiksliai po 20 valandy nuo tirpalo suleidimo.

2.1.6. Kvantinés chemijos skai¢iavimai DPPC hidrofilinés fosfato grupés
fragmentui

Kvantinés chemijos skai¢iavimai buvo taikomi susidirus su problemomis
eksperimentiniy  duomeny  interpretacijoje. = Teorinés  struktros
modeliavimams bei kvantinés chemijos skai¢iavimams naudota Gaussian
programa skirta Windows operacinei sistemai (paketo versija GO9W A.02).%8
Geometrijos optimizavimas, vandens jtaka ir daZnio skaiéiavimai atlikti DFT
metodu su B3LYP funkcionalu bei pasinaudojant 6-311++G(d,p) baziniy
funkcijy rinkiniu H, C, O, N ir P atomams. Optimizuotam molekulés
geometrijos atvaizdavimui bei pirminiams spektriniy juosty priskyrimams
buvo naudota Chemcraft programa (versija 1.8). Kiekybiniam virpesiniy
atomy indeélio jvertinimui, atlikta potencinés energijos pasiskirstymo (PED)
analizé taikant VEDA 4 programin;j paketa.?'°
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Vistos kiauSinio
baltymo lizocimo
milteliai (HEWL)
DOPG
(C42H78010PNa)

DPPC-dO
(C40HgoNOgP)

DPPC-d13
(Ca0He7NOsPD13)

DPPC-d62
(C40H18NOsPDe2)

DPPC-d75
(C40H5N03PD75)

Dejonizuotas vanduo

(H20)

Sunkus vanduo (D;0)

Deuterio chlorido
tirpalas (DCI)

Natrio deuteroksidas

(NaOD)

Natrio chloridas
(NacCl)

Kalcio chloridas
(CacCly)
Chloroformas
(CHCl)

Amonio
peroksodisulfatas
(NH4)2S20s
Sieros rigstis
(H2SO4)

2.2. Tyrimuose naudotos medziagos

Sigma-Aldrich (Kanada), liofilizuoti, gauti SDS
elektroforezés metodu, vienos grandinés
molekuliné masé 14,3 kDa, grynumas >98%.

Avanti Polar Lipids (JAV), 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfo-rac-(1-glicerolis), naudota be papildomo
gryninimo, grynumas >98%;

Avanti Polar Lipids (JAV), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocholinas, grynumas >99%;

Avanti Polar Lipids (JAV), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocholino-1,1,2,2-d4-N,N,N-trimetil-
d9, grynumas >99%;

Avanti Polar Lipids (JAV), 1,2-dipalmitoil-d62-sn-
glicero-3-fosfocholinas, grynumas >99%;

Avanti Polar Lipids (JAV), 1,2-dipalmitoil-d62-sn-
glicero-3-fosfocholino-1,1,2,2-d4-N,N,N-trimetil-
d9, grynumas >99%;

Direct-Q3UV vandens valymo sistema (Merck,
Vokietija) valomas Millipore vanduo (>18,2 MQ
cm);

Sigma-Aldrich (Kanada), grynumas >99,9%;

Sigma-Aldrich (JAV), DCI 35 wt% sunkiame
vandenyje (D20), >99% D atomy;

Sigma-Aldrich (JAV), NaOD 40 wt% sunkiame
vandenyje (D20), >99% D atomy;

Sigma-Aldrich (JAV), grynumas >99,5%;

Sigma-Aldrich (JAV), grynumas >99,5%;
Sigma-Aldrich (Vokietija), grynumas 99-99,4%;

Penta (Cekijos respublika), grynumas >98%;

Carl Roth (Vokietija), grynumas >95%;
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111. VISTOS KIAUSINIO BALTYMO LIZOCIMO AGREGATU,
ADSORBUOTU ORAS/VANDUO BEI LIPIDAS/VANDUO
FAZINESE RIBOSE, STRUKTURU NUSTATYMAS

pD vertés:
—],0

VSFG Intensyvumas (s.v.)

1560 1600 1640 1680 1720 1760

Bangos skaicius (cm™)

Pasinaudodami virpesine suminio daznio generacijos (VSFG) spektroskopija
atlikome struktiiring viStos kiauSinio baltymo lizocimo (HEWL) analizg
oras/D,0 bei DOPG/D,O fazinése ribose. ldentifikavome, jog baltymo bei
skirtingy jo agregaty adsorbcija oras/D;0O fazéje yra sglygota $iy struktiry
hidrofobiskumo. Adsorbcija DOPG/D,0O riboje yra paremta elektrostatinés
saveikos tarp jkrauty baltymo grupiy ir lipido polinés fosfato grupés, taciau
neatmetamas ir hidrofobiskumo indélis. Darbe pademonstruojama, jog
abiejose fazinése ribose adsorbuojasi ne tik denattravusio baltymo fragmentai
ar mazesni ai$kios struktiiros nesudarantys agregatai, bet ir paraleliai ir
antiparaleliai B-klostytos baltyminés strukttiros. Papildomai nustatéme, jog
aplinkos pH poky¢iai gali veikti adsorbuojamy lizocimo struktiiry orientacija
DOPG/D-0 riboje.
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3.1. Lizocimo agregavimas ir adsorbcija

Vistos kiauSinio baltymas lizocimas, kaip modelinis baltymas tyrime
pasirinktas dél gerai Zinomos natyvios ir amiloidiniy agregaty antrinés
struktiros. Lyginant su rekombinantiniais peptidais, lizocimas yra pigus ir
lengvai komerciskai prieinamas baltymas. Literatiiroje pateikiamas platus
agregacijos metody ir protokoly pasirinkimas leidZiantis valdyti ir
manipuliuoti lizocimo fibriliy formavimosi procesus iSvengiant greitos,
nekontroliuojamos agregacijos reakcijos.

HEWL agregacijai vykdyti buvo pasitelkta riig§tinés aplinkos ir padidintos
iki 62 °C temperatiros procedura.l*® Baltymas buvo istirpinamas D,0O
pasiekiant 5 mg/mL koncentracija. | tirpala papildomai jdedama 140 mM
NaCl druskos ir jpilama 0,1 M DCI tirpalo sumazinant pD verte iki 2,2.
Paruostas tirpalas filtruojamas su 0,22 um PES membraniniu filtru (Corning,
Vokietija) bei sonifikuojamas (veikiamas ultragarsu) vandens voneléje ~15
minuéiy. Si procediira naudojama norint suskaldyti pradinius baltymo
agregatus. Kontroliuojamai  baltymo agregacijai inicijuoti tirpalas
inkubuojamas 62 °C temperatiroje uzdarame termostate be papildomo
iSorinio mai§ymo. Schematinis bandinio paruosimas pavaizduotos 3.1. A
paveiksle.

A Bandinys: 5 mg/ml HEWL D,O AFM
T62°C, pD 2,2, 140 mM NaCl
FTIR

05 3 24 50 80 130 VSFG
Inkubacijos laikas (valandomis)

B o o
\/\/\/\/—\/\/\/\)J\ : X
= oo Fro A _oH
Na*

(e}

C

IR VSFG

DOPG paskleidimas
/

'y
(=]

VIS
222222222220

-—Lizocimo injekcija

N
o

=
o

Pavirsiaus slégis (mMN/m)
w
o

o

0 50 100 150 200
Laikas (min)

3.1. paveikslas. Bandinio paruo$imo bei eksperimentiniy procediiry iliustracija (A).
Molekuliné 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerolio) (DOPG) struktiira (B).
Schematiné VSFG eksperimento iliustracija (C). Pavyzdiné pavirSiaus slégio
kinetika po monosluoksnio suformavimo bei lizocimo injekcijos (D).
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Tiryje besiformuojanc¢ioms baltymo struktiiroms charakterizuoti pasitelkti
AFM ir FTIR metodai. I§ anksto suformuoty lizocimo agregaty adsorbcijai
stebéti  skirtinguose pavirSiuose buvo taikyta VSFG spektroskopija,
kombinuota kartu su Langmuir monosluoksniy metodu (zr. 3.1. C ir D
paveikslg). Tyrime suformuoti du skirtingomis savybémis pasizymintys
pavirSiai: hidrofobinis oras/D;O ir neigiamai jkrautas DOPG (cheminé
struktiira pateikiama 3.1. B paveiksle) lipidinis monosluoksnis. Neigiamg
krivj turintys lipidai su PS hidrofiline galvute yra labiau paplit¢ zinduoliy
membranose, tac¢iau DOPG pasirinkimg 1émé paprastesné PG grupés
struktiira ir mazesné kriivio variacija prie skirtingy pH verciy.

3.2. Rezultatai ir jy aptarimas

Lizocimo agregaty morfologija bei struktiira

Tam tikrais laiko momentais, po 0,5, 24 ir 130 valandy, i§ inkubuojamo
lizocimo tirpalo buvo paimami trys bandiniai. Pirmasis skirtas agregaty
morfologijai bei lizocimo fibriliy susidarymui nustatyti pasinaudojant AFM.
Antrasis — tirpalo tiryje susidariusiy struktiiry identifikavimui pasinaudojant
FTIR metodu. Treiasis — baltymo agregaty adsorbcijos bei struktiiros
identifikavimui VSFG metodu. 3.2. paveiksle pateikiami 0,5, 24 ir 130
valandy inkubuoto lizocimo bandinio AFM vaizdai, 0 3.1. lenteléje pateikiami
matomy struktiiry auksciai. Paskleidus 30 min inkubuota bandinj ant zérucio
pavirSiaus pastebimi mazi oligomeriniai dariniai. Po ilgesniy 24 ir 130 val.
inkubacijos laiky vaizduose matomos ~1,5-4 nm aukscio fibrilés, o 24 val.
bandinyje islicka pastebimos ir oligomerinés struktiiros (zr. 3.1. lentelg).

0,5 val 24 val

- um 0,5um

3.2. paveikslas. Skirtingg laikg (0,5; 24; 130 valandy) inkubuoty lizocimo bandiniy
nusodinty ant Zérucio pavirSiaus AFM vaizdai.

24 val 130 val

3.1. lentelé. Informacija apie AFM vaizduose matomus baltymo agregatus.
Agregaty tipas bei aukstis

Inkubacijos laikas ~ Oligomerai Oligomerai Fibrilés
0,5 val ~2,5nm
24 val 0,8—1,5nm ~2,5nm 1,5-3nm
130 val 1,5—-4nm
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Bendru atveju AFM vaizdai suteikia informacijg, jog pradinis lizocimo
bandinys yra sudarytas i§ mazy oligomeriniy struktiiry, taciau agregacijos
metu bandinys tampa nevienalyCiu ir jame galime registruoti tiek fibrilines
tiek ir oligomerines struktiras. Sis pastebéjimas puikiai atspindi ankstesnius
branduoliy susidarymo kinetikos darbus, kuriose pademonstruojama, jog
lizocimo agregacija vyksta hierarchiSkai. Tokio tipo baltymo agregacija
vyksta monomerinéms struktiiroms jungiantis j oligomerines, i§ kuriy toliau
formuojasi protofibrilés, o Sioms kombinuojantis tarpusavyje gaunami
gerokai kompleksiskesni fibriliniai junginiai.l? Nors atlikti AFM matavimai
puikiai atspindi tiping lizocimo agregacija, taciau biitina paminéti, jog 30 min
ir 24 valandas inkubuotuose bandiniuose matomas mazy oligomery
atsiradimas gali biiti salygotas tirpalo kontakto su Zéruciu. Literatiroje
nurodoma, jog tokio kontakto metu baltymo agregacija gali biti
paspartinama.??® Pan su kolegomis taip pat nustaté, jog kontakto su Zéruciu
Mmetu baltymas agreguoja net ir tada, kai tiriné agregacija jprastai nevykty.??!

0 val
0,5 val
3 val
24 val
50 val
——80 val
——— 130 val

Sugertis

1 6lOO ‘ 1 6150 . 1 7100 ‘ 1 7l50
Bangos skaicius (cm™)

3.3. paveikslas. Skirtingg laika inkubuoty lizocimo bandiniy, i8dziovinty azoto dujy

srautu ant CaF; langelio, FTIR spektrai. I§ FTIR spektry buvo pasalintas fonas, bei

juosty intensyvumai sunormuoti ties 1650 cm™.

Atominés jégos mikroskopija yra puikus metodas leidZiantis jvertinti
susidariusiy baltymy morfologija, ta¢iau nieko nepasako apie jy struktiira.
Tuo tarpu FTIR spektroskopijos metodas leidzia jvertinti ne tik B-klos¢iy
kiekj baltymy agregatuose, bet ir iSskirti juos j paraleliai ir antiparaleliai -
klostytus. Daugybé teoriniy ir eksperimentiniy darby pademonstravo, jog
paraleliai ir antiparaleliai B-klostytas struktiiras galima diferencijuoti
registruojant Amidas I virpesiy sritj. Literatiroje nurodoma, jog paraleliai -
klostytos strukttiros turi joms biidinga Zemo daznio juostg, esancig Zemiau
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1640 cm?, o antiparaleliai B-klostytoms struktiiroms stebima papildoma
auksto daznio juosta, esanti 1680 cm srityje.??2-224 Ankstesni FTIR lizocimo
agregacijos tyrimai pademonstravo, jog priklausomai nuo baltymo
inkubacijos salygy bei laiko, tirpale gali formuotis paraleliai ir antiparaleliai
B-klostyti agregatai.l®*!4 Pazvelgus j 3.3. paveikslg, matome skirtingg laikg
inkubuoto lizocimo FTIR spektrus Amidas I virpesiy regione. SvieZiai
paruosto lizocimo bandinio FTIR spektras rodo placia, ties ~1655 cm
centruota juosty, atitinkancig o-spiraling struktiirg, kuri yra viena i§
pagrindiniy komponenciy natyviame HEWL. Patalpinus bandinj 62 °C
temperatiiroje, per pirmas 3 valandas tampa pastebimas pagrindinés juostos
poslinkis j zemesnius daznius. Sis spektrinis pokytis siejamas su lizocimo
natyvios struktiiros pilnu issiskleidimu.*! Inkubuojant baltymg 24 valandas
spektre atsiranda dvi papildomos smailés: aiSkiai iSreiksta ties ~1625 cm bei
gerokai silpnesné ties ~1685 cm™. Sios smailés siejamos su struktiiriniais
baltymo pokyciais, kuriy metu ima daugéti antiparaleliai p-klostyty
kompozity. Esant ilgesniems inkubacijos laikams Zemo daznio smailé tampa
labiau isreiksta. Siuo atveju tai siejama su paraleliniy B-klostyty struktiiry
pagauséjimu. Nepaisant to, jog 30 minu¢iy inkubuoto bandinio AFM
vaizduose galime matyti maZas oligomerines struktiiras, tac¢iau FTIR spektras
net ir po 3 valandy, jokiy agregacijos poky¢iy nerodo. Tikétina, jog tirpale
susiformavusiy agregaty koncentracija yra per maza norint jas aptikti FTIR
spektroskopijos pagalba. Kartu su inkubacijos laiku, aukstame daznyje ima
rySkéti juosta ties ~1725 cm, kuri kyla i§ protonuoty asparto (v(C=0)) ir
glutamo (v(C=0)) aminorugs¢iy Soniniy grandinéliy sugerties.??® Nejprastai
zemas Sios juostos daznis leidzia manyti, jog tarp grupiy yra susidare
vandeniliniai rysiai. Tyrimais buvo pademonstruota, jog vandeniliniais ryS$iais
nesaistomo v(C=0) virpesio daZnis lokalizuojasi 1770-1780 cm? srityje ir
formavimosi metu gali pasislinkti iki 1700-1725 cm™.2%

Lizocimo agregaty struktiira fazinése ribose oras/D,0 ir DOPG/D,0

Lizocimo agregaty adsorbcijai bei adsorbuoty struktiiry nustatymui
fazinése ribose oras/D,0O ir DOPG/D;0O buvo pasitelkta virpesiné suminio
daznio spektroskopija. Maza dalis (40 uL, 5 mg/mL koncentracijos) lizocimo
tirpalo buvo suleidziama po fazine riba, taip pasiekiant bendrg ~2,3 pM tairing
koncentracijg. Dél tokio praskiedimo pakinta bandinio riigstingumas i§ pD 2,2
pakyla iki pD ~4,5. Adsorbcija, po baltymo tirpalo injekcijos, yra stebima
realiu laiku taikant pavirsiaus slégio registravimo sistemg KSV Nima. VSFG
spektrai buvo registruojami kai pavirSiaus slégio sistemos rodmenys
pasiekdavo stabilias vertes. I§ pradziy buvo atlikti lizocimo bei jo agregaty
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adsorbcijos tyrimai oras/D,0O fazinéje riboje. Skirtingg laikg 62 °C laipsniy
temperatiiroje inkubuoty ir po fazine riba injekuoty bandiniy VSFG spektrai
uzregistruoti SSP ir PSP spinduliy poliarizacijy kombinacijose atitinkamai
pateikiami 3.4. A ir B paveiksluose. Matomas Amidas | signalas SSP
spinduliy kombinacijoje patvirtina, jog adsorbcijos metu | pavirSiy iskyla
baltyminés struktiiros, ta¢iau jvertinti ar tai agregaves baltymas, pagal Sig
poliarizacijy kombinacija — negalime. Tuo tarpu chiralinéje PSP spinduliy
poliarizacijos kombinacijoje iSry$kéjantis signalas suteikia papildoma
informacija, jog i pavirSiy adsorbuojami agregatai yra su jiems budinga [3-
klostyta strukttira.192197

Oras/D,O
SSP ) PSP

——— 130 val
—— 80 val
50 val
24 val
3 val
——0,5 val

VSFG Intensyvumas (s.v.)

1600 1650 1700 1750 1600 1650 1700
Bangos skaicius (cm™) Bangos skai¢ius (cm™)
3.4. paveikslas. Skirtinga laikg 62 °C temperatiroje inkubuoto lizocimo ir jo
agregaty, adsorbuoty ties oras/D,O fazine riba, VSFG spektrai uzrasyti SSP (A) ir
PSP (B) spinduliy poliarizacijy kombinacijose.

Alahverdjievos su kolegomis taikydami elipsometrijos matavimus atskleideé,
jog esant minimaliai 10”7 M tirinei lizocimo koncentracijai, sékmingai vyksta
baltymo adsorbcija oras/vanduo fazinéje riboje.??” Tyrimo metu ~2 kartus
padidinus taring lizocimo koncentracija, po 30 minuciy bandinio agregacijos
VSFG spektruose (SSP ir PSP) signalo vis dar nebuvo. Gautas rezultatas
nurodo, jog ~2,3 uM tiiriné koncentracija yra per maza norint uzregistruoti
pradinius lizocimo bei jo agregaty VSFG spektrus. Adsorbaty Kiekis taip pat
buvo nepakankamas inicijuoti pavirSiaus slégio pokycius (zr. P3.1.A
paveiksla priede). Norint jsitikinti, ar maza koncentracija gali lemti signalo
nebuvima, buvo uZrasyti to paties bandinio VSFG spektrai, esant ~30 uM
tarinei koncentracijai (2r. 3.5. paveikla). Siuo atveju VSFG signalas SSP
poliarizacijoje ryskiai matomas. Nepaisant to, tolimesniems matavimams
mazesné koncentracija buvo pasirinkta dél keletos svarbiy priezasciy. (i)
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Perteklinis baltymo kiekis gali apriboti adsorbuojamas struktiiras, t.y. didesnis
natyviy ar betvarkiy struktiry kiekis pavirSiuje gali jsotinti pavirSiy ir taip
sumazinant baltymo agregaty adsorbcijg. (ii) Esant didelei baltymo
koncentracijai gali adsorbuotis net keli lizocimo bei jo agregaty sluoksniai.
Dél skirtingy sluoksniy VSFG signaly interferencijos, iskreipiama bendro
signalo forma. (iii) Sumazinant lizocimo adsorbcija natyvioje ir/ar betvarkéje
struktiiroje, tampa paprastesnis su agregatais sietiny spektriniy juosty
identifikavimas.

Tariné Iizocimo'koncentra:cija

— 30 uM

¥ 20 uM 4
——10uM

2 uM

VSFG Intensyvumas (s.v.)

1600 1650 1700 1750
Bangos skaicius (cm™)
3.5. paveikslas. 30 minuéiy inkubuoto lizocimo tirpalo, adsorbuoto oras/D,;0O

fazinéje riboje, VSFG spektrai SSP spinduliy poliarizacijy kombinacijoje esant
skirtingoms tirinéms koncentracijoms (zr. legendoje).

VSFG signalas SSP poliarizacijoje pradeda ryskéti po 3 ir 24 valandy
bandiniy inkubacijos, taiau PSP poliarizacijoje signalo néra. Signalas
centruotas ties ~1622 cm* atsiranda tik po 50 valandy inkubacijos ir ilgiau
inkubuojant bandinj intensyvumas pastoviai didéja. Atitinkamai SSP
poliarizacijos atveju pastebimos dvi juostos: pirmoji labai asimetriska ir
centruota ties ~1650—1655 cm™ bei antroji ties ~1730 cm™! galimai kylanti
i$ asparto ir glutamo amino riigs¢iy Soniniy grupiy v(C=0).

Tuo tarpu lizocimo bei jo agregaty adsorbuoty DOPG/D,0 fazinéje riboje
spektrai (zr. 3.6. A ir B paveiksluose) atrodo visiskai kitaip, lyginant juos su
oras/D,0 fazine riba. Galime atkreipti démesj, jog VSFG signalas abiejose
spinduliy poliarizacijy kombinacijose (SSP ir PSP) yra matomas net po 30
minu¢iy bandinio agregacijos. SSP spektre iSry$skéja dvi mazZesnio
intensyvumo juostos ties ~1645 ir ~1675 cm-, atitinkancios baltymo ir jo
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agregaty virpesius. Kiek didesnio intensyvumo juosta ties ~1734 cm?,
atsiranda dél pavirSiuje paskleisto DOPG lipido karbonilo grupés (C=0)
virpesio. Nepriklausomai nuo lizocimo agregacijos laiko, juostos iSlicka
~1645 ir ~1675 cm spektro srityse ir yra stebimi tik minimaldis juosty
intensyvumo pokyciai. Tuo tarpu PSP spektruose matoma tik viena juosta,
centruota ties ~1618 cm, kurios intensyvumas priklausomai nuo baltymo
inkubacijos laiko, nezymiai kinta.

- DOPG/D,0

——— 130 val
—— 80 val
50 val
24 val
3 val
——0,5 val

T

T

VSFG Intensyvumas (s.v.)

1600 1650 1700 1750 1600 1650 1700
Bangos skai¢ius (cm™) Bangos skai¢ius (cm™)

3.6. paveikslas. Skirtinga laika, 62 °C temperatiiroje, inkubuoto lizocimo ir jo
agregaty, adsorbuoty ties DOPG/D,0 fazine riba, VSFG spektrai uzrasyti SSP (A)
ir PSP (B) spinduliy poliarizacijy kombinacijose.

Palyginus oras/D-O ir DOPG/D0 fazinése ribose adsorbuoty lizocimo bei
jo agregaty VSFG spektrus, galime matyti akivaizdzius skirtumus.
Pavyzdziui, 80 valandy agreguoto lizocimo VSFG spektrai (Zr. 3.7. paveikslg)
PSP poliarizacijoje atrodo beveik identiski. IS to galima daryti iSvada, jog ties
abiem pavirSiais yra adsorbuojami strukttiriSkai panasiis agregatai. Taciau
SSP spektrai turi ryskiy skirtumy: oras/D,O pavirSiaus atveju matoma viena
juosta, centruota ties ~1655 cm™, tuo tarpu DOPG/D,O pavirsiuje — dvi
smailés ties ~1645 ir 1675 cm™. Norint iSanalizuoti ir suprasti $iuos
spektrinius skirtumus, reikia atsizvelgti j tai, jog VSFG signalas —
proporcingas antros eilés netiesinio optinio jautrio kvadratui y®), yra visy
registruojamy virpesiy suma (zr. 1.8 ir 1.9. lygtyse). Kiekvienas Vvirpesys yra

y 2 . . ey . Ly
aprasomas XI(Qq) nariu, susidedanciu i§ realios ir menamos dalies (Zr. 1.10.

lygtyje), kurios interferuodamos tarpusavyje generuoja bendra VSFG signala.
Taip pat galutiniam uZzregistruotam VSFG signalui jtakos turi ir
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nerezonansinis )(12,2}3 narys (Zr. 1.9. lygtyje). Taigi registruojamo VSFG signalo
forma gali smarkiai pakisti dél virpesiy tarpusavio interferencijos,
interferencijos su nerezonansiniu atsaku ir dél registruojamo y ) kvadrato. 228
Norint nustatyti tikslias virpesines juostas buitinas spektring sudaranciy juosty
iSskyrimas taikant 2.1. formule.

Oras/D,0 DOPG/D,0
0,0006
’ A (— Duomenys
— Atitikmuo
’;‘ Smailé 1
@ 0,0004 |- | Smailé 2
72} Smailé 3
g Smailé 4
2
= 0,0002
=
L
= 1645 1720
g 0,0000
w 1616
> 1675 1618
_0,0002 1 1 1 1 1 1 L L
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3.7. paveikslas. VSFG spektrai 80 val. inkubuoto lizocimo ir jo agregaty,
adsorbuoty ties oras/D,0 (A) ir DOPG/D,0 (B) fazinémis ribomis, SSP spinduliy
poliarizacijos kombinacijoje. Kartu vizualizuotos ir spektriniy juosty i$skyrimo
metu gautos smailés.

3.2. lentelé. Spektriniy juosty iSskyrimo metu gauti smailiy parametrai 80 val.
inkubuoto lizocimo, adsorbuoto ties oras/D;O ir DOPG/D,O fazinémis ribomis,
spektrams.

X ,E,Z;e) ONR Anr
Q 2,83 0,4
a) P wg, cmt A, r,, cm?
a Smailé 1 1646 2,15 15
5 Smailé 2 1675 -2,51 17
Smailé 3 1720 1,52 14
Smailé 4 1616 -0,59 14
X I(VZR) PnNr Ang
Q 2,02 0,17
o x? wq, cm'® A, r,, cm?
O Smailé 1 1650 2,8 11
o) Smailé 2 1675 2,4 11
a Smailé 3 1734 6,83 13
Smailé 4 1618 2,1 15
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Spektriniy juosty iSskyrimo metu gautos smailés pademonstruotos 3.7.
paveiksle. Smailiy parametrai pateikiami 3.2. lenteléje. Abejy faziniy riby
atveju 80 valandy agreguoto lizocimo bandinio spektruose yra reikalingos
bent 4 smailés norint uztikrinti gera duomeny atitikima. Oras/D,0O fazinés
ribos atveju Amidas I spektring sritj sudaro 3 juostos: 1645 cm™ bei dvi
prieSingai orientuotas smailés ties ~1616 ir 1675 cm™. Taip pat spektre
matoma ir juosta ties ~1720 cm atitinkanti valentinj asparto ir glutamo amino
rig8céiy Soniniy grandiniy virpesj v(C=0). Nepaisant to, kad VSFG spektras
DOPG/D-0 fazinés ribos atveju stipriai skiriasi nuo oras/D,0 fazinés ribos
spektro, pazvelgus j atskiras juostas, galime pastebéti, jog Amidas I virpesiy
regionas abiem atvejais yra sudarytas i§ labai panaSaus daznio juosty (1618,
1650 bei 1675 cm* DOPG/D-0 atveju). Taip pat VSFG spektre DOPG/D,0
atveju matoma didesnio intensyvumo juosta ties ~1734 cm, kuri kyla i§
DOPG lipido hidrofilinés galvutés C=0 virpesio.

Amidas | spektringje srityje matomy juosty priskyrimai suteikia
informacijos apie oras/D;O ir DOPG/D;O fazinése ribose adsorbuotas
lizocimo struktiiras. Yra zinoma, jog antiparalelinés B-klostytos struktiiros
gali turéti i8 viso tris VSFG aktyvias virpesines modas: B; ties ~1685 cm™, B
ties ~1630 cm* bei Bs ties ~1720 cm™.2%6 Tuo tarpu paralelinés B-klostytos
strukttiros gali turéti tik dvi: A ties ~1660 cm™ ir B ties ~1620 cm™.1% -
klostyty strukttiry spektrai gali biiti selektyviai uzraSomi pasinaudojant
chiralinémis spinduliy poliarizacijy kombinacijomis (SPP, PSP ar PPS), o tali
padeda atskirti jas nuo a-spiraliniy ar betvarkiy struktiiry, kurios chiraliniuose
spektruose néra aktyvios. Be to, tarpusavyje antiparaleliai ir paraleliai -
klostytos struktiiros gali bati atskiriamos pagal auksto daznio smaile (>1685
cm?), kuri budinga tik antiparalelinéms p-klostéms. Toks struktiiry
iSskyrimas pasinaudojant VSFG buvo jrodytas ir eksperimentiskai. Fu su
kolegomis tirdami zmogaus kasos saleliy amiloido polipeptida (hIAPP), kuris
adsorbuotas prie lipidiniy pavirsiy formuoja paraleliai B-klostytas struktiiras,
identifikavo dvi virpesines juostas ties ~1622 ir 1660 cm™.18" Tuo tarpu Wang
su kolegomis pademonstravo, jog LKLKLKL aminoriigi¢iy peptidas, kuris
oras/vanduo fazinéje riboje formuoja antiparaleliai B-klostytas struktiiras, turi
budingg Amidas 1 B, virpesinge modg ties ~1619 cm™.% Tyrimai su
tachipirinu I, formuojanciu antiparaleliai B-klostytas struktiiras, demonstravo
juostas ties ~1685 cm* SSP, bei ~1634 cm™ PSP VSFG spektruose.'®
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3.3. Lentelé. Fazinése ribose oras/D,0 ir DOPG/D,0 adsorbuoty lizocimo bei jo
agregaty VSFG spektry dazniy priskyrimas.

Bangos skai¢ius, cm™

Oras/D,0 DOPG/D,0
SSP PSP SSP PSP Priskyrimas
1616 1622 1618 1618 Antiparalelinés arba paralelinés
B-klostés
1645 - 1650 - Betvarkés strukttiros
1675 - 1675 - Antiparalelinés B-klostés

Struktiirizuotas VSFG juosty priskyrimas pateikiamas 3.3. lenteléje.
Spektry smaile ties ~1646-1650 cm™ priskyréme aiSkios tvarkos
neturin¢ioms lizocimo struktiiroms ir maziems agregatams. Smailé ties
~1616-1618 cm atvaizduoja tiek paralelines tiek antiparalelines B-klostes,
kai juosta ~1675 cm? spektre priklauso tik antiparaleliai B-klostytoms
strukttiroms.

0.0008
3 val inkubuotas

o Oras/D,O
> 2
&, Oras/H,O
- 0.0006 H -
(]
£
=
>
2
= 0.0004 |
2
K=
O
% 0.0002
= O

0.0000 1 1

1600 1640 1680 1720 1760
Bangos skaicius (cm™)

3.8. paveikslas. 3 valandas inkubuoto lizocimo tirpalo, adsorbuoto oras/D,0 ir
oras/H,O fazinése riboje, VSFG spektrai SSP spinduliy poliarizacijos
kombinacijoje.

Palyginus su kity darby rezultatais (~1685 c¢cm™), identifikuota spektriné
juosta, sietina su antiparalelinémis struktiiromis, pasiZymi zemu
dazniu.41148.214,216225.229 Tokjus skirtumai galéjo lemti tyrime naudotas tirpiklis
— sunkus vanduo. Norint tuo jsitikinti buvo atlieckami papildomi matavimai,
registruojant 3 valandas agreguoto lizocimo adsorbcija DOPG/H,0 fazinéje
riboje. Gauti spektrai patvirtina, jog pakeitus tirpiklj j H.O, DOPG/D-0 riboje
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aiSkiai i$siskyrusios smailés ties ~1650 cm™ ir ~1675 cm™ susilieja j vieng
bendra juosta (zr. 3.8. paveiksla). UzZregistravus oras/H>O fazinés ribos VSFG
spektrus aiSkiai matoma ties ~1655-1750 cm? esancios HoO deformacinés
moda (zr. 3.9. paveiksla). Spektruose atsirandanti interferencija apsunkina
adsorbuoto baltymo juosty i§skyrima, taciau antiparaleliniy B-klos¢iy juosta
ties ~1680 cm geriau sutampa su ankstesniuose VSFG darbuose publikuotais
rezultatais.
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3.9. paveikslas. Oras/H;O ir oras/D,0 faziniy riby VSFG spektrai SSP spinduliy

poliarizacijos kombinacijoje.

Rzeznicka su kolegomis atliko analogiskus lizocimo agregacijos VSFG
tyrimus, kurie parodé, kad agregacija gali bati salygota silpnai riigstinés
aplinkos (pH 6) ir saveikos su DPPG/D,O fazine riba.** Juostg 1685 cm™,
atsirandancig SSP spektruose, autoriai priskyré antiparalelinéms B-klostéms.*!
Visgi musy darbuose stebimg ir i§liekantj ~10 cm daznio nesutapimg, galéjo
lemti skirtingy antiparaleliai B-klostyty fibriliniy struktiry formavimasis.
Rzeznicka atliktas eksperimentas jrodé, kad lizocimo agregacija paskatina $io
baltymo saveika su lipidais, kuomet HEWL fibrilés formuojasi i§ pilnos
baltymo aminoriig8éiy sekos. Misy atlikty tyrimy metu, esant padidintai
temperatiirai bei riigStinei aplinkai, vyksta negrjztama baltymo hidrolizé,
kurios metu lizocimas suskyla j amiloidogeninius 49-101 ir 53-101
aminoriig§¢iy fragmentus ir galutinai agreguojasi.

Atliktas VSFG spektry spektriniy juosty iSskyrimas, abiejy faziniy riby
atveju, atskleidzia, jog Amidas I virpesiy regionas susideda i trijy smailiy,
kuriy orientacija ir indélis j spektra skiriasi. Svarbu paminéti, jog spektriniy
juosty iSskyrimo metodas néra unikalus, tai jrodo misy atveju analizuoti
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oras/D,0 fazinés ribos VSFG spektrai. Keisdami smailiy orientacijg bei jy
padétj, galime gauti daugiau nei vieng puiky spektro atitikmenj, tad dél Sios
priezasties smailiy intensyvumo kiekybinis jvertinimas tampa subjektyviu ir
labai dviprasmiS8ku. Nepaisant to, VSFG Amidas I virpesiy spektrams,
oras/D,0 fazinéje riboje, negali biiti pasiekti geri atitikmenys pasinaudojant
tik viena smaile. Patenkinamam atitikmeniui yra reikalingos bent dvi
prieSingai orientuotos smailés (zr. 3.10. paveiksla).
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3.10. paveikslas. VSFG spektrai 80 val. inkubuoto lizocimo tirpalo, adsorbuoto ties

oras/D-0 fazine riba, SSP spinduliy poliarizacijos kombinacijoje, kartu su spektriniy
juosty iSskyrimu, pasinaudojant dviem smailém Amidas I virpesiy regione.

Adsorbcijg nulemiancios sqveik0S

Norint suprasti spektruose pastebimus adsorbcijos Kinetikos skirtumus
oras/D,O bei DOPG/D,O fazinése ribose, turime nustatyti adsorbcijos
priezastis. Bendru atveju yra iSskiriamos keturios pagrindinés adsorbcija
lemiancios, varanciosios jégos: elektrostatika, hidrofobika, Van der Vaalso
saveika ir vandeniliniy jungCiy susidarymas. I§ prigimties, vandens pavir§ius
yra laikomas hidrofobiniu. Tokiame pavirSiuje baltymo agregatai gali
nukreipti dalj savo hidrofobiniy aminortigsciy i ora, taip eliminuojant jy
kontakta su vandeniu ir to pasekoje sumazinant bendra sistemos energija. Tuo
tarpu visos kravj turinCios tiek baltymo, tiek jo agregaty grupés yra linkusios
bati hidratuojamos vandens tiiryje. Batent Siy jégy pusiausvyra ir nulemia ar
baltymas ir jo agregatai bus adsorbuojami oras/vanduo fazinéje riboje, ar liks
hidratuoti vandens taryje.

Pansieri su kolegomis savo tyrimais pademonstravo, jog baltymo agregaty
kriivis bei hidrofobiskumas kinta viso agregacijos proceso metu.?® Pradéjus
formuotis agregatams vis daugiau ir daugiau hidrofobiniy aminortgsciy
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lokalizuojasi ant susidaran¢io agregato pavirSiaus. Tuo tarpu visos kravi
turincios grupés formuoja jungtis, kurios prilaiko ir stabilizuoja B-klostyta
struktiirg, arba yra ekranuojamos agregato viduje. Tokiu atveju, didéjantys
baltymo agregatai savo pavir$iuje turi daugiau hidrofobiniy, nei kriivj turinciy
grupiy, kurios yra nukreiptos i aplinkg.

Misy tyrime gauti oras/D;O pavirSiaus duomenys (7r. 3.4. A ir B
paveikslus) padéjo nustatyti, jog po 30 minuciy baltymo inkubacijos, Kkai
baltymas vis dar yra savo natyvioje arba daliniai i§sivyniojusioje biisenoje,
VSFG signalas néra generuojamas. Lizocimo pl (izoelektrinis taskas) yra
~10,5, taigi miisy matavimo sglygomis, kai pD = 4,5, jo bendras kruvis —
teigiamas. Tokiu atveju, jkrautos baltymo grupés su vandens molekulémis
sudaro vandenilinius ry$ius. Sios saveikos metu gaunama energija virsija
energija reikalingg hidrofobinéms grupéms solvatuoti, tad baltymas lieka
hidratuotas vandens tiiryje. AFM ir FTIR metodikos parodo, jog 30 minuciy
inkubuotame bandinyje jau aptinkamos mazos oligomerinés struktiiros, taciau
ju koncentracija oras/D,0 fazingje riboje yra per maza, kad jas baty galima
uzregistruoti taikant VSFG ir pavirSiaus jtempio metodus.

VSFG SSP poliarizacijos spektruose spektrinés juostos atsiranda baltyma
inkubavus 3 ir 24 valandas, tais paciais laiko momentais PSP poliariazcijoje
signalas néra gaunamas. Tai leidzia daryti prielaida, jog tam tikri agregatai
yra adsorbuojami, taciau Sios struktiiros néra tvarkingai f-klostytos. Stebimi
spektrai galimai atitinka pilnai denatiiravusj baltymg arba kiek mazesnius
agregatus tokius kaip dimerai, trimerai bei kt. Dideli agregatai, turintys
gerokai daugiau hidrofobiniy grupiy savo struktiiros paviriuje, formuojasi po
ilgesniy (>50 wval.) baltymo inkubacijos laiky. Intensyvus PSP signalas
nurodo, kad tokios struktaros lengvai adsorbuojasi oras/D20 fazinéje riboje,
0 agregatams yra buidinga tvarkingai B-klostyta struktiira.

Visiskai kitokio pobtidzio baltymo bei jo agregaty adsorbcija yra stebima
DOPG/D,0O fazingje riboje (zr. 3.6. A ir B paveikslus). Priklausomai nuo
terpés pH, sistema pasiZymi pavirSiniu kriiviu ir elektrostatiné sgveika tarp
lipido ir baltymo yra kritinis adsorbcija lemiantis veiksnys. Misy
eksperimento salygomis, kai pD = 4,5, lipidinis monosluoksnis yra jkrautas
neigiamai, tuo tarpu lizocimas kartu su savo agregatais pasizymi bendru
teigiamu krGviu. Stebimas VSFG signalas ne tik SSP poliarizacijos
kombinacijoje, bet ir PSP spektruose rodo, jog $is pavirSius i§ 30 minuciy
agreguoto tirpalo geba adsorbuoti ne tik aiskios struktiiros neturintj ar mazus
netvarkingus agregatus suformavusj baltyma, bet ir didesnius agregatus su
tvarkingai B-klostyta strukttra. Visais atvejais DOPG/D;O pavirsiuje yra
stebima stiprios elektrostatinés sgveikos nulemta baltymo adsorbcija.
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Nepaisant daugybés HEWL baltymo agregacijos tyrimy yra tik keli mums
zinomi moksliniai darbai, kurie iStyré i§ anksto suformuoty lizocimo agregaty
adsorbcija lipidas/vanduo fazinéje riboje. Yudintseva su kolegomis
pasinaudojant Langmuir monosluoksniy metodika nustaté, jog HEWL
fibriliniai agregatai pasizymi gerokai didesniu afinitetu adsorbuojantis bei
biisenoje.?! Sis rezultatas sutampa su misy pastebéjimais, jog 30 minuéiy
inkubuoto baltymo tirpale aptinkamas nedidelis kiekis agregaty adsorbuojasi
prie lipidinio monosluoksnio. Minétame tiriamajame darbe buvo
pademonstruota, jog HEWL fibrilés pasiZzymi membrang ardan¢iu poveikiu.
C-H virpesiy regiono VSFG spektre nustatéme, jog po 20 valandy agreguoto
baltymo adsorbcijos, DOPG monosluoksnis tapo maziau tvarkingas (zr. P3.2.
paveikslas). Jdomu tai, jog Hirano su kolegomis atlikty tyrimy metu buvo
pademonstruotas lizocimo fibriliy destrukcinis poveikis ne tik neigiama kriivi
turin¢ioms, bet ir neutralioms liposomoms.®? Sis pastebé¢jimas jrodo, jog
adsorbciniam procesui hidrofobiné sgveika yra nemaziau svarbi nei
elektrostatiné. Patvirtinant Sig teorija, mums pavyko pademonstruoti, jog
lizocimo agregatai gali adsorbuotis prie DOPG monosluoksnio net tada, kai
baltymo bei jo agregaty kriivis yra stipriai sumazinamas.

Baltymo krivvio jtaka adsorbcijai

Elektrostatinés jégos poveikj adsorbcijai galima istirti sistemingai keiciant
lizocimo ir jo agregaty kriivj, kuris priklauso nuo tirpalo riigitingumo. Siuo
tikslu, pridedant atitinkama kiekj 0,1 M NaOD, buvo kei¢iamas sunkaus
vandens pD nuo 4,5 iki 11,4. Pasickus norimg pD ant Sio tirpalo buvo
suformuojamas DOPG monosluoksnis ir po juo suleidziamas agreguoto
lizocimo bandinys. Musy naudoto lipido pKj verté yra ~3. Virsijant $ig verte
lipidas jgauna neigiama kriivi, 0 pasiekus pD 4,5 kravis tampa maksimalus.
Toliau mazinamas ragstingumas lipido kriiviui jtakos nedaro. Tuo tarpu
didinamos pD vertés, akivaizdZziai pakeicia lizocimo, kurio pI = 10,5, kriivj:
i§ teigiamai jkrauto (pD 4,5) tampa silpnai neigiamu (pD 11,4). Po 80 valandy
inkubacijos lizocimo bei jo agregaty adsorbuoty oras/D;O Dbei
DOPG/D-0 fazinése ribose VSFG spektrai, esant skirtingoms pD vertéms,
pateikiami 3.11. A ir B paveiksluose. Oras/D,0 fazéje Amidas | spektriniame
regione matomas minimalus intensyvumo sumazé&jimas, tuo tarpu kiek
rySkesni pokyciai stebimi ties ~1730 cm™. Juosta silpnai matoma, kai
matavimai vykdomi esant pD 11,4 — tokj rezultatg salygoja asparto ir glutamo
Soniniy grandiniy deprotonacija.
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3.11. paveikslas. VSFG spektrai 80 val. inkubuoto lizocimo tirpalo, adsorbuoto ties
oras/D;0O ir DOPG/D;O fazinémis ribomis, SSP spinduliy poliarizacijos
kombinacijoje esant skirtingoms pD vertéms.

VSFG spektro intensyvumas DOPG/D,O fazéje, kei¢iant pD vertes,
drastiskai pakinta. Amidas | srityje (1650 ir 1675 cm™) juosty intensyvumas
didéja kartu su pD verte, tuo tarp lipidui priklausanti juosta ties ~1730 cm!
iSlieka pastovi. J[domu tai, jog visais adsorbcijos atvejais matuojant pavirSiaus
jtempj, prie skirtingy pD verciy, paklaidy ribose yra pasiekiamas pastovus
pavirSiaus jtempio matas (zr. P3.1. D paveiksla priede). Tad jeigu DOPG/D,0O
fazinés ribos atveju baltymo adsorbcija biity salygota vien tik elektrostatinés
sgveikos, bity galima tikétis pavirSiaus adsorbaty kiekio sumazgjimo, dél
lizocimo bei jo agregaty krivio neigiaméjimo. Taciau P3.1. D paveiksle
matomas pavirSiaus jtempio kitimo grafikas rodo, jog adsorbaty kiekis
pavir$iuje, pasiekus jsisotinimg, praktiskai nekinta.

VSFG registruojamo spektro intensyvumas gali buti paveikiamas keliy
veiksniy, dél to sudétinga vienareikSmiskai jvertinti adsorbaty kiekj vien i$
VSFG spektry. VSFG generuojamo signalo intensyvumas yra proporcingas
registruojamy struktiry koncentracijos kvadratui ir gali bati stipriai
paveikiamas S§iy pokyciy: registruojamy virpesiniy dipoliy orientacijos ir
bendros jy tvarkos.' Sio tyrimo metu nustatéme, jog adsorbuoty baltymo
struktiiry VSFG spektro intensyvumas DOPG/D,0 fazinéje riboje didéja
kartu su didéjanciomis pD vertémis (zr. 3.11. B paveikslas), kai tuo tarpu
adsorbuojamo baltymo bei jo agregaty kiekis pavirSiuje, remiantis pavir§iaus
jtempio duomenimis (zr P3.1. D paveikslas), atrodo nepakitgs. Atsizvelgiant
| tai, galime daryti prielaida, jog stebimas VSFG intensyvumo pokytis yra
salygotas kintanCios molekuliy orientacijos ir/ar tvarkos. SSP spinduliy
poliarizacijy kombinacijos metu yra registruojami pavirSiui statmeni
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virpesiniai dipoliai. Labai tikétina, jog keiCiant tirpalo pD vertes kartu kinta ir
baltymo bei jo agregaty dipoliy orientacija. Tokiu atveju, esant mazoms pD
vertéms baltymo bei jo agregaty adsorbcija i DOPG/D.O pavirsiy lemia
sgveikos tarp kriivi turinciy grupiy. Didéjant pD vertéms, baltymo krtvis
mazéja, tuo paciu didéja hidrofobinés sgveikos daroma jtaka. Bitent tokia
adsorbcijos Kinetika ir varanéiyjy jégy pokyciai DOPG pavirSiuje gali
inicijuoti agregaty virpesiniy dipoliy persiorientavimg.

3.3. Rezultaty apibendrinimas

Atlikty tyrimy metu siekéme iSanalizuoti vistos kiauSinio baltymo
lizocimo bei jo formuojamy agregaty adsorbcijg oras/D,0O ir DOPG/D,0O
pavirSiuose, pasinaudojant virpesine suminio daZnio generacijos
spektroskopija. Tai yra vienas i§ pirmyjy mums zinomy VSFG darby,
kuriuose buvo tiriama i§ anksto suformuoty baltymo agregaty adsorbcija.
Siame darbe nustatéme, jog abejose fazinése ribose gali adsorbuotis aiskios
struktiiros neturintis baltymas ir/ar jo fragmentai, tick mazi agregatai, kuriems
néra buidinga tvarkinga struktura, tick dideli agregatai, pasizymintys paraleliai
ir antiparaleliai B-klostyta struktiira. Norint iSskirti spektra veikianciy
virpesiniy juosty skai¢iy buvo taikyta VSFG spektriniy juosty iSskyrimo
procediira, jtraukianti Imy® ir Rex® nariy indélius. Baltymo adsorbcija
oras/D,O fazéje labiausiai nulemiama hidrofobinés sgveikos, tuo tarpu
DOPG/D-0 fazinéje riboje elektrostatiné sgveika buvo pagrindiné adsorbcijos
varomoji jéga su ja papildanciu hidrofobinés sgveikos indéliu. Ankstyvos
inkubacijos laike (3-24 valandos), aiskios struktiiros neturintis baltymas kartu
su mazais padrikais agregatais yra adsorbuojami oras/D;O fazinéje riboje,
taciau agregatai pasizymintys p-klostyta struktiira yra adsorbuojami tik ilgesnj
laikg inkubavus baltyma (50-130 valandy). Svarbu paminéti, kad p-klostyta
struktiira pasizymintys agregatai DOPG/D>O fazinés ribos atveju yra
adsorbuojami ankstyvoje inkubacijoje (0,5-3 valandos), kurios metu struktary
adsorbcija lemia stipri elektrostatiné baltymas-lipidas sgveika. Taip pat
tyrimais pademonstravome, jog tirpalo pD verciy keitimas, DOPG/D>0O
fazinés ribos atveju, daro didelj poveikj VSFG signalo intensyvumui, kuris
gali biiti sicjamas su adsorbaty virpesiniy dipoliy orientaciniais poky¢iais.
Palyginus oras/D;O fazinéje riboje, kravio kitimas sukelia tik nedidelj
poveikij.
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P3.1. paveikslas. Skirtingg laikg agreguoto lizocimo tirpalo adsorbcijos metu
registruojamas pavirsiaus jtempio kitimas oras/D,0 (A) ir DOPG/D,0 (B) faziniy
riby atveju. Taip pat paveiksle pateikiami 80 valandy agreguoto lizocimo tirpalo
adsorbcijos sukeliami pavirSiaus jtempio kitimai oras/D,O (C) ir DOPG/D,0 (D)
faziniy riby atveju esant skirtingoms pD vertéms.

P3.1. A ir B paveiksle pateikiami skirtinga laika, 62 °C temperaturoje,
inkubuoto lizocimo adsorbcijos (oras/D20 ir DOPG/D,O fazinése ribose)
pavirSiaus slégio kitimo duomenys. PavirSiaus slégio registravimas buvo
naudojamas sistemos nuostoviosios biisenos stebéjimui. Kiekybiné analizé,
del didelio nuostoviosios biisenos pavirsiaus slégio kitimo, yra nejmanoma.
Atsikartojamumo paklaida pateikiama 130 valandy agreguoto baltymo
adsorbuoto oras/D0O fazingje riboje (zr. P3.1. A paveiksle rausvai paryskinta
sritis tarp dviejy skirtingy matavimy).
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PavirSiaus slégio augimas rodo, kad lizocimas ir/arba jo agregatai
adsorbuojasi atitinkamoje fazinéje riboje. Pradinis pavirSiaus slégio kitimas
yra salygotas baltymo injekcijos gylio po regimuoju pavirSiumi, kuris atskiry
eksperimenty metu galéjo svyruoti tarp 1 ir 5 mm. Verta pastebéti, jog
oras/D,O fazinés ribos atveju, naudojant 30 minuciy padidintoje
temperattiroje inkubuotg lizocimo tirpalg, pavirSiaus slégis monotoniskai
mazéja. Sis mazéjimas galimai yra salygotas bandinio garavimo ir/arba
tenziometro rodmeny svyravimo. Visais kitais atvejais pavirSiaus slégis po
baltymo injekcijos didéja, taciau aiski tendencija nejzvelgiama. Jdomu tai, jog
DOPG/D;0 fazinés ribos atveju, kai pradinis pavirSiaus slégis ~30 mNm?,
nuostoviosios biisenos pavirSiaus slégis, po skirtingg laika inkubuoto baltymo
injekcijos, yra meq = 35 mNm™ (zr. P3.1. B paveikslg). Ta pati tendencija
iSlieka net ir keiCiant aplinkos pD vertes (zr. P3.1. D paveiksle).

DOPG monosluoksnio tvarkos jvertinimas

Idealiu atveju lipidai paskleisti vandens pavirSiuje jsivaizduojami kaip
ypatingai tvarkingos monosluoksnés struktiiros, su visomis hidrofobinémis
grandinélémis nukreiptomis j ora. Taciau realiu atveju hidrofobinés alkilinés
grandinés pasizymi kiek labiau chaotisku susipakavimu, o dalis jy netgi gali
jsiterpti 1 vandens pavirSiy. Norint patikrinti DOPG monosluoksnio
susipakavimg mes uzregistravome VSFG spektrus C-H virpesiy regione (zr.
P3.2. paveiksla). Spektre identifikavome virpesines juostas sietinas su metilo

2 o4, —— DOPG/D,0
a = BT Lizocimas
B RO NO 3
o oras/D,0
Lizocimas
B DOPG/D,0

CH,FR

VSFG Intensyvumas (s.v.)

2900 2950 3000

2800 2850
Bangos skai¢ius (cm™)
P3.2. paveikslas. DOPG/D.O fazinés ribos bei 24 valandas inkubuoto lizocimo

adsorbuoto oras/D,;0O ir DOPG/D,0O fazinése ribose VSFG spektrai C-H virpesiy
regione.
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ir metileno grupiy virpesiais. Aukstu tvarkos lygiu pasizymintys lipidiniai
monosluoksniai esantys all-trans konfigiiracijoje, VSFG spektre generuoja
signalg sieting su metilo virpesinémis modomis. Tuo tarpu laisviau susipakave
monosluoksniai, turintys gauche defekty, papildomai spektre generuoja
signalg sieting su metileno virpesinémis modomis.** 1§ P3.2. paveiksle
matomo spektro galime daryti iSvada, jog miisy tyrimo atveju DOPG
monosluoksniai pasizymi dideliais struktiiriniais pazeidimais. To pasekoje
hidrofobiné sgveika tarp lipido uodegéliy ir hidrofobiniy agregaty grupiy taip
pat galéjo turéti nemazg jtaka Siy adsorbcijai. Kim su kolegomis atlikti AFM
tyrimai pademonstravo, jog tarp lizocimo ir lipidy gali vyrauti ne tik
elektrostating, bet ir hidrofobiné sgveikos.*®
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IV. FOSFATIDILCHOLINO DEUTERINIMO POVEIKIS
MONOSLUOKSNIO STRUKTURINAI

Cholino grupé Cholino grupé Cholino grupé
protiuota protiuota su Ca*" deuterinta su Ca*

Pasinaudodami virpesine suminio daznio generacijos (VSFG) spektroskopija
sickéme 1iSsiaiskinti galimg deuterinimo poveiki DPPC monosluoksnio
savybéms. Tikslui jgyvendinti atlikome DPPC monosluoksniy spektry analize
taikant skirtingo deuterinimo lygio izotopu pazymeétus (H/D) lipidus.
Svarbiausia pokytj nustatéme lipido hidrofilinés fosfato grupés hidratacijoje.
Alkiliniy grandiniy deuterinimas, miisy eksperimento salygomis, spektriskai
identifikuojamy pokyCiy neparodé. Tirdami fosfato grupés valentiniy
simetriniy virpesiy dinamika pademonstravome, jog tankesnis monosluoksnio
supakavimas sumazina DPPC-d13 ir DPPC-d75 monosluoksniy hidratacija.
Sioje sistemoje jterpti kalcio jonai poveikio neturéjo, nors jprastomis
salygomis jie sukelia stiprig lipidiniy monosluoksniy dehidratacija. Vienas i$
galimy paaiskinimy yra sietinas su cholino grupés deuterinimu, kai
monosluoksnis suformuoja Ca?* jonus blokuojangéia, tatiau gerai hidratuota
barjering struktiirg.
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4.1. Fosfolipidai ir jy pritaikymas biomimetiniy sistemy tyrimams

Fosfolipidai yra vienas i§ pagrindiniy zinduoliy lastelés membrang
formuojanciy komponenty. Biologiniu pozidiriu, labiausiai paplites yra
fosfotidilcholinas (PC), kuris sudaro daugiau nei 40 % visy lastelés lipidy.1%®
Fosfolipidy dvisluoksniai formuoja visy eukarioty membrany pagrindg ir
uztikrina lgstelés gyvybinguma, signalo perdavima, homeostazés palaikyma,
medziagy pernaSos reguliacijg ir kontrole. Visy iSvardinty mechanizmy
funkcionavimui ypatingai svarbi yra dvisluoksniy struktiiry ir membraniniy
baltymy tarpusavio sgveika. Atlikti tyrimai demonstruoja, jog pagrindiniai
fizikocheminiy membranos savybiy pokyciai, tokie kaip Soninis slégis,
skystumas, hidrofobiskumas, poliSkumas, elektrostatinis kriivis ar struktros
iSlinkimas gali pagreitinti tarplgsteliniy baltymy agregacijg.>31:232-2%

In situ baltymy agregacijos bei sgveikos su lgstelés membrana sukeliamy
ligy etiologijos ir patogenezés molekulinio lygio analizé yra stipriai apribota
eksperimentinémis metodikomis. D¢l sistemos sudétingumo ja sunku istirti ir
spektroskopiskai, taciau yra galimybé supaprastinti sistema panaudojant
biomimetines membranas, kuriy formavimui pasitelkiami deuterinti
fosfolipidai, padedantys iSvengti lipidy ir baltymy virpesiniy juosty
persidengimo. Kalorimetriniais ir spektroskopiniais metodais buvo parodyta,
jog protiuoty ir deuterinty fosfolipidy fazinio virsmo temperattiros
tarpusavyje skiriasi iki 5 °C priklausomai nuo deuterintos srities?8-30.236-238 g
neutrony difrakcijos ir siauro bei plataus kampo Rentgeno spinduliy sklaidos
tyrimai nustaté lipidiniy dvisluoksniy storio priklausomybe nuo deuterintos
srities.?82% Nepaisant biomimetinés sistemos savybiy skirtumo virpesinéje
spektroskopijoje fosfolipidy izotopinis Zyméjimas islieka pla¢iai Zinomu ir
taikomu.

Didelis PC paplitimas biologinése membranose lémé tyrimo objekto
DPPC pasirinkimg. Lipidai turi dvi socigsias alkilines grandinéles ir yra
stabilis ore, todél nebuvo reikalingas sistemos védinimas inertinémis
dujomis. DPPC lipidy fazinio virsmo temperatiira yra 41 °C, taciau siekiant
sumazinanti bandinio garavima, matavimai buvo atlikti 20 °C temperatiiroje.

Toliau pateikiami tyrimy rezultatai su skirtingo deuterinimo lygio DPPC
lipidais, paskleistais D,O pavirsiuje (zr. 4.1. paveiksle). Bandiniy spektrai
uzregistruoti taikant VSFG. Norint stebéti deuterinimo saglygotus pavirsiaus
savybiy pokyCius buvo formuojami dviejy skirtingy pavirSiaus slégiy
monosluoksniai:

e 7 mNm* atitinkantis skystg-iSplitusig (angl. Liquid-Expended, LE) biseng
e 30 mNm skystg-kondensuotg (angl. Liquid Condense, LC) biisena.
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Papildomai po 30 mMNm* pavirsiaus slégio monosluoksniu buvo suleidziamas
atitinkamas kiekis CaCl; tirpalo pasiekiant bendra 0,4 M tiiring koncentracija.
Spektroskopinei analizei pasirinkti lipidus charakterizuojantys fosfato,
metilo/metileno bei karbonilo grupiy virpesiniai regionai.

Alkilinés grandinés Pagrindiné grupe
— = — m— —
Karbonilo grugc o D, D D D D; D D; Q o
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g AR A
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4.1. paveikslas. Skirtingo deuterinimo lygio DPPC fosfolipido struktiira. DPPC-d0
protiuotas, DPPC-d13 deuterinta tik cholino grupé, DPPC-d62 deuterintos tik
alkilinés grandinés, DPPC-d75 deuterinta ir cholino grupé ir alkilinés grandinés.

4.2. Rezultatai ir jy aptarimas

Fosfato grupés virpesinis regionas

Hidrofilinés lipido galvutés virpesinés juostos isry$kéja ~1000-1300 cm
spektriniame diapazone. Sioje spektrinéje srityje esancios fosfato juostos
pasizymi dideliu jautrumu susidaranc¢ioms vandenilinéms jungtims, tad
puikiai tinka tiriant sgveikas su vandeniu, cholesteroliu, biomolekulémis ar
netgi kriivj turinCiais jonais. Fosfato grupé turi dvi gerai iSreikStas virpesines
juostas, atitinkanéias valentinius simetrinius (~1090-1110 cm™) ir
asimetrinius (~1220-1260 cm) fosfato grupés virpesius.t%6? Asimetriniam
fosfato grupés virpesiui budingas didesnis jautrumas hidratacijai (pastebimas
iki ~30 cm™ raudonasis poslinkis), tadiau generuojamas Ramano signalas
Sioje srityje yra labai silpnas,?*® dél ko negalime tikétis charakteringo VSFG
signalo. Norint iSsiaiskinti, ar lipidy deuterinimas gali sglygoti jy formuojamy
monosluoksniy hidratacinius pokycius, tyrimui buvo registruojama PO3'ss
valentiné simetriné juosta.

Skirtingo deuterinimo lygio DPPC/D-0 faziniy riby spektrai, fosfato grupés
virpesiy regione, esant skirtingoms pavirsiaus slégio vertéms, pateikiami 4.2,
paveiksle. D¢l pastebimy spektriniy savybiy skirtumo tolimesng fosfato
grupés analize iSskyréme priklausomai nuo cholino grupés deuterinimo.
VSFG spektriniy juosty iSskyrimo metu gauti parametrai bei juos atitinkanc¢iy
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juosty priskyrimai cholino grupe protiuotiems (DPPC-dO ir DPPC-62) ir
cholino grupe deuterintiems (DPPC-d13 ir DPPC-d75) lipidams yra
atitinkamai pateikiami priede esanCiose P4.1. ir P4.2. lentelése.

Spektrinés komponentés: 30 mNm-!
C-OP/OC[|PO,ss [ 1PO;ss  su04MCaCl,
f \CC INC 30 mNm!
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R T
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4.2. paveikslas. Skirtingo DPPC deuterinimo lygio (DPPC-d0, DPPC-d13, DPPC-
d62 ir DPPC-d75) monosluoksniy VSFG spektrai fosfato virpesiy regione SSP
spinduliy poliarizacijos kombinacijoje, esant skirtingiems pavirSiaus slégiams be ir
su 0,4 M CaCl, (ziuréti legendoje). Atlikus spektriniy juosty i§skyrima virpesiniy
juosty indélis spektre yra pavaizduotas 7 mMNm? pavirsiaus slégio
monosluoksniams. Horizontaliomis punktyrinémis linijjomis Zymimi atskiry spektry
nuliniai atskaitos intensyvumai.

Protiuoty lipidy atveju i$skiriamos trys charakteringos virpesinés juostos
lokalizuotos ties ~1074, ~1095, ~1106 cm* (zr. 4.2. a ir b paveiksle). Zemo
virpesinio daznio juostg esan¢ig ~1074 c¢cm™? priskyréme fosfato esterio
valentininiy (angl. stretching) virpesiy C-OP superpozicijai su O-C
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valentiniais virpesiais.?! Aukstesnio daznio juostoms, lokalizuotoms ~1095 ir
~1106 cm! srityse, budingi fosfato grupés (POyss) valentiniai simetriniai
virpesiai®®11.19.24,59-61,241.242 g skirtingu vandeniliniy jungéiy skai¢iumi?*0,

Cholino grupe deuterinty lipidy spektruose bendrai gali biti iSskiriamos 4
virpesinés juostos: dvi aiskiai iSreikStos ties ~1093 ir 1120 cm™ bei dvi
maziau ry$kios ~1071 ir ~1155 cm™ (zr. 4.2. ¢ ir d paveiksluose). Juostos
lokalizuotos ties 1071 cm* prigimtis yra ta pati kaip ir cholino grupe protiuoto
fosfolipido juostos (1074 cm™). Auks¢iausio daznio juostos, esancios ~1155
cmt regione, priskyrimas buvo pagristas kvanty-chemijos skai¢iavimais,
kurie atskleidé, jog juostos prigimtis yra C-N valentiniai virpesiai (zr. 4.2.
lentelg). Remiantis skaic¢iavimais spektruose turéty biiti matomos dvi juostos
pasizymincios dideliu PO, ss virpesio indéliu ties 1056 ¢cm™ (numatomas
didelis intensyvumas) bei 1070 cm™ (numatomas mazas intensyvumas) (Zr.
4.2. lentelg). Atsizvelgiant | tai, cholino grupe deuterintiems
monosluoksniams eksperimenti§kai stebimos 1093 ir 1120 cm™' juostos buvo
priskirtos simetriniam valentiniui PO5ss.

ISsami dimetil fosfato [(CH3CH20).PO;] spektroskopiné analizé esant
skirtingiems Sio deuterinimo lygiams [(CH3CD20),PO;", (CD3CH,0),PO;,
(CD3CD20),P0O; ] atskleidé, jog PO ss juosta yra stipriai lokalizuota. Esant
skirtingiems etilo grupiy deuterinimams, Silpna sgveika su kitomis modomis
lemia nedidelj fosfato juostos mélynaji poslinkj. Potencinés energijos
pasiskirstymo (angl. Potential Energy Distribution, PED) analizé atskleidé,
jog tiek grupe protiuotame, tiek ir pilnai deuterintame bandinyje PO2ss
virpesio indélis iSlieka panasus (51-52 %). Registruojant kietos medziagos
spektrg, tirpalui biidinga PO,ss juosta matoma Ramano spektro 1078-1083
cm! regione, pasislenka j ilgesniy bangy puse per ~12-27 cm™1.243

Darbe atlikti skaiCiavimai taikant DFT-B3LYP/6-311++G(d,p) lygio
teorijg H, C, O, N ir P atomams parodo, kad fosfato grupés indélis j virpesine
juosta mazéja esant cholino grupés deuterinimui (zr. 4.1. ir 4.2. lenteles).
Lentelése 4.1. ir 4.2. pateikiami skai¢iavimy metu gauti teoriniai molekuliniy
virpesiy bangy skaiciai. Kiekybiniam atomy virpesiy indélio ir tikétinam
VSFG juosty intensyvumo jvertinimui atlikta PED analizé. Skai¢iavimai néra
pritaikyti  tiesioginiam VSFG juosty aktyvumo nustatymui, taciau
apskai¢iuota teoriné Ramano ir IR juosty intensyvumy sandauga leidzia
jvertinti tikéting juosty aktyvumg: kuo didesnis IR x Ramano jvertis, tuo
didesnis VSFG signalas.
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Fosfato grupés virpesys (PO2ss) yra jautrus monosluoksnio
susipakavimui, to priezastimi tampa S$ios grupés polinkis sudaryti
vandenilinius rysius su lipida supanciu vandeniu. Ma su kolegomis tirdami
dviejy skirtingy pavirsiaus slégiy (LE, 12 mNm™ ir LC, 42 mNm) DPPC
monosluoksnius pademonstravo akivaizdy fosfato PO2'ss juostos poslink; i$
1094 j 1104 cm™8 Stebimas mélynasis poslinkis, pereinant i§ LE j LC
pavirSiaus biiseng, buvo siejamas su vandeniliniy jungCiy silpnéjimu tarp
fosfato grupés ir gretimy vandens molekuliy. Misy tyrimo metu atlikus
spektriniy juosty iSskyrima cholino grupe protiuotiems DPPC-dO ir DPPC-
d62 monosluoksniams, esant 7 mNm? pavirsiaus slégiui (LE pavirSiaus
biisena), identifikavome dvi PO2ss virpesines juostas ~ 1095 ir ~1106 cm-.
Spektre matomos kaip viena labiau asimetrinés formos juosta, salygota
pastaryjy platumo bei visisko persidengimo (zr. 4.2. a ir b paveiksluose).
Gerai zinoma, jog vandeniliniy jungéiy susidarymas turi charakteringa
virpesiniy juosty iSplatéjima bei poslinkj j Zemesniy dazniy puse (raudonasis
poslinkis). Molekuliy dinamikos skai¢iavimai pademonstravo, jog vandens
molekulés su fosfolipidy fosfato grupe gali formuoti jvairius vandenilinius
ry$ius.?* Pavyzdziui: fosfotidilcholinas (PC), pilnai hidratuotoje biisenoje net
iki penkiy vandens molekuliy, gali sudaryti vandenilinius rysius su fosfato
grupe. Tokiu atveju gali formuotis ir vandens tilteliai, kuriy metu viena
vandens molekulé vandeniliniais ry$iais suriSa du gretimus fosfolipidus.
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Pavirsiaus slégis
4.3. paveikslas. POy'ss virpesiniy juosty ~1095/1093 cm™ (kairé&je) ir ~1106 cm™

(desingje) plotai, gauti atlikus spektriniy juosty iSskyrimg DPPC-d0, DPPC-d13,
DPPC- d62 ir DPPC-d75 VSFG spektry fosfato virpesiy regione.

Monosluoksnis LE biisenoje (7 mNm™) pasizymi skystumu, o laisvai
susipakavusios lipido hidrofilinés grupés yra puikiai solvatuojamos jg
supanc¢io vandens. Tikétina, jog stebimas PO2'Ss virpesio iSplatéjimas bei
pasidalinimas j dvi juostos yra sukeliamas daugialypio vandeniliniy jung¢iy

76



tinklo. Suformavus 30 mNm? (LC pavirSiaus biisena) pavirSiaus slégio
monosluoksnj, fosfato grupés solvatacija drastiSkai sumazéja. Hidratacinius
DPPC-dO ir DPPC-d62 monosluoksniy pasikeitimus geriau charakterizuoja
aukStesnio daznio (~1106 cm™) PO;ss juostos ploto padidéjimas, nei
zemesnio daznio (~1095 cm™) juosta (zr. 4.3. paveiksle). Suformavus 30
mMNm? pavir§iaus slégio monosluoksnius stebimas juosty ~3-4 cm?
mélynasis poslinkis, hurodantis hidrofilinés fosfato grupés dehidratacija (Zr.
4.4. paveiksle). Cholino grupe deuterintiems lipidams (DPPC-d13 ir DPPC-
d75) pastebimas tik nezymus (~1 cm™) ~1093 cm™! esan¢ios juostos poslinkis,
kuris gali biiti sietinas su beveik nekintancia fosfato grupés hidratacija.
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PavirSiaus slégis

4.4. paveikslas. PO;’ss virpesiniy juosty ~1095/1093 cm™ ir ~1106 cm poslinkiai
atlikus spektriniy juosty i§skyrimg DPPC-d0, DPPC-d13, DPPC- d62 ir DPPC-d75
VSFG spektry fosfato virpesiy regione.

Akivaizdi pagridinés lipidy grupés dehidratacija yra stebima, kai po 30
mNm? pavirsiaus slégio DPPC-d0 ir DPPC-d62 monosluoksniais yra
suleidziamas CaCl,. Atlikus spektriniy juosty i§skyrima nustatytas ~7 cm!
auksto daznio bei ~2 cm™* Zemo daZnio juosty mélynasis poslinkis (Zr. 4.4.
paveiksle), salygotas ne tik papildomos fosfato grupés dehidratacijos bet ir
kiek labiau tiesioginio Ca?" jony prisijungimo prie fosfato anijoninio
deguonies. Analizuojant DPPC-d13 ir DPPC-d75 monosluoksnius stebimas
tik ~2 cm™' mélynasis poslinkis. Atsizvelgiant | mazg juostos jautruma galime
daryti i§vada, jog tankesnis susipakavimas ir jterpti Ca?* jonai nedaro didelés
jtakos fosfato grupés hidratacijai ir vandens patekimui aréiau fosfato
deguonies atomy.

Svarbu paminéti, kad virpesiniy juosty plocio pasikeitimai taip pat gali
charakterizuoti Ca?* jony sukeltus spektrinius skirtumus. Lyginant 30 mNm-
! pavirSiaus slégio DPPC-dO ir DPPC-d62 monosluoksnius be ir su 0,4 M
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CaCl, yra pastebimas Zymus ~4 — 6 cm juosty i$platéjimas (zr. P4.1. ir P4.2.
lenteles esancias priede), 0 cholino grupe deuterintiems lipidams biidingas
juostos iSplatéjimas ne toks Zenklus — iki 2 cm™. Spektriniy juosty plo¢io
dinamika patogu stebéti ir vertinti sunormalizavus smailiy intensyvumus (Zr.
4.5. paveiksla).
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4.5. paveikslas. DPPC-d13 ir DPPC-d75 monosluoksniy VSFG spektrai fosfato
virpesiniame regione uzraSyti SSP spinduliy poliarizacijy kombinacijoje esant 30
mNm? paviriaus slégiui be ir su 0,4 M CaCl,. Spektrai normalizuoti j didZiausio
intensyvumo juostg.

Papildomai atliktas VSFG eksperimentas su skystesniu (7 mNm™
pavirSiaus slégis, LE busena) DPPC-d13 monosluoksniu ir CaCl,
pademonstravo intensyviausios juostos ~4 cm™! poslinkj (Zr. 4.6. paveiksla
bei P4.3. lentelg priede). Sis rezultatas patvirtina didelj PO2ss virpesio indélj
didZiausio intensyvumo juostoje ~1093 c¢m™!, kadangi Ca?* jony sukeltas
poslinkis yra budingas tik fosfatiniam virpesiui®. Musy eksperimento
sglygomis papildomai nustatéme mazo intensyvumo rezonansg ~1118 cm™,
kuris po Ca?* jterpimo pasislinko ~8 cm™ j ilgy bangy puse (Zr. P4.3. lentele
priede). Siai juostai taip pat badingas didelis PO;ss virpesio indélis. Gauti
duomenys puikiai atitinka skai¢iavimus atliktus su cholino grupe deuterintu
fragmentu (zr. 4.2. lentelg, 1056 ir 1070 cm™ modos). Virpesiniy fosfato
juosty poslinkiai nebuvo tokie akivaizdis tankiai supakuoto (30 mNm
pavirSiaus jtempio, LC biisenos) DPPC-d13 monosluoksnio atveju.
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——7 mNm" su 0,4 M CaCl,

] MNM!

0,0006

di3 de2

0,0004

0,0002

VSFG Intensyvumas (s.v.)

0,0000 L. L
1050 1100

1150 1050 1100 1150
Bangos skai¢ius (cm™)

4.6. paveikslas. DPPC-d13 ir DPPC-d62 monosluoksniy VSFG spektrai fosfato

virpesiniame regione uZzrasyti SSP spinduliy poliarizacijy kombinacijoje esant 7

mNm? pavirsiaus slégiui be ir su 0,4 M CaCly. Ryski istisin¢ linija Zymi spektriniy

juosty iSskyrimo metu gautg spektrinj atitikmenj.

Kalcio jony sukelta lipidiniy monosluoksniy dehidratacija pilnai
protiuotiems DPPC lipidams buvo stebima Casillas-ltuarte su kolegomis
atliktuose VSFG tyrimuose.’® Feng su kolegomis, tirdami sfingomieling
(lipida turintj tg pacig PC hidrofiling galvute kaip ir DPPC) taikant aukstos
skiriamosios gebos placiajuoste VSFG spektroskopija, nustateé Ca?**—PO,
komplekso virpesiniy juosty lokalizacija 1120 ir 1130 cm™ srityse.1%
Javanainen su kolegomis atlikti molekuliy dinamikos skaifiavimai parodé,
jog kalcio prisijungimas prie DPPC fosfato grupés deguonies atomy gali biiti
daugialypis. Autoriai jvertino, kalcio jony tiesioginj jungimgsi prie fosfato
grupés per vieng ar dvi vandens molekules dalijantis tirpikliu (angl. solvent-
share) arba misriai, kai Ca?* jonai jungiasi tiesiogiai prie vieno lipido fosfato
grupés bei papildomai prie 1-2 grupiy per tirpiklj.t!

Cholino grupés deuterinimo poveikis monosluoksnio struktirai

Spektruose stebimas smailiy ploto sumazéjimas bei auksStesnio daznio
juostos ploto didéjimas po kalcio jony prisijungimo gali biiti siejamas su
fosfato-kalcio kompleksy struktiiriniu nevienalytiSkumu. Tokius juosty
parametrus galimai salygoja plati fosfato grupés orientacija!® arba lipidy
hidrofiliniy galvuéiy telkimasis j klasterius, sukeliamas kalcio chlorido.!
Cordomi su kolegomis atlikti teoriniai molekuliy dinamikos skaiCiavimai
dvisluoksnéms DPPC struktiroms parod¢, jog kalcio prisijungimas prie
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fosfato grupés gali pakeisti visos hidrofilinés fosfato grupés pasvirimo
kampa.?** Vidutinis kampas, apibréziamas kaip P-N dipolio kampas su fazine
riba, sistemoje be jony buvo 15°, o j sistemg jterpus 0,2 M Ca?* jony kampas
padidéjo iki 33°. Kadangi VSFG intensyvumas yra proporcingas matuojamo
virpesio orientacijai, tokie hidrofilinés galvutés orientacijos pokyciai gali
salygoti miisy spektruose uzregistruota virpesiniy juosty intensyvumo
sumazejima.

Akivaizdus spektrinis skirtumas pastebétas tarp cholino grupe protiuoty ir
deuterinty lipidy leidzia daryti iSvada, jog pastarieji formuoja monosluoksnius
pasizymincius skirtinga hidrofilinés fosfato grupés struktiira. Neseniai atlikti
tyrimai parode¢, jog cholino grupés deuterinimas DOPC dvisluoksniy atveju
pasizymi jj storinan¢iu poveikiu.?® Gauti rezultatai grindZiami cholino grupés
struktiiriniais poky¢iais, kuriy metu susidaro katijony patekimg prie fosfato
grupés stabdantis, bet vandeniui gerai pralaidus barjeras. VSFG spektruose
Sie struktiros pasikeitimai atvaizduoti Zemo daznio (~1093 c¢cm) juostoje
indikuojancioje, jog cholino grupe deuterinty lipidy strukttra islieka gerai
hidratuota. Tai patvirtina ir maZas §ios juostos daznio jautrumas pokyc¢iams
atsirandantiems suformavus tankius monosluoksnius bei po jais jterpus kalcio
jonus. Stebimas VSFG spektro intensyvumo sumazé&jimas galimai yra dél
CaCl; jtakos monosluoksnio vienalytiSkumui. Tai yra vienas i§ labiausiai
tikétiny paaisSkinimy, taciau jy gali biti ir daugiau.

Cholino grupe Cholino grupé Cholino grupe
protiuota protiuota su Ca** deuterinta su Ca®'

4.7. paveikslas. Schematiskai pavaizduoti cholino grupés struktiiriniai poky¢iai
esant Ca?* jony prisijungimui bei deuterinimo daroma jtaka.

Schema 4.7. paveiksle iliustruoja vieng i$ tikétiny cholino grupés
struktiros poky¢iy deuterinimo metu ir kaip nuo to kinta Ca?* jony
prisijungimas. Remiantis A. Cardomi atliktais molekuliy dinamikos
skai¢iavimais buvo nustatyta, jog cholino grupe protiuoty monosluoksniy
atveju, P-N dipolio kampas, po tiesioginio Ca®* jony prisijungimo prie fosfato
grupés (zr. 4.7. paveikslo b dalyje) padidéja nuo 15° j 33°.2* Taip pat cholino
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grupés deuterinimas gali paveikti lipidy hidrofilinés fosfato grupés struktiirg
taip, jog $i praleidzia vandens molekules, tac¢iau blokuoja Ca?* jonus (Zr. 4.7.
paveiksle ¢ dalyje). Tokie hidrofilinés galvutés struktiiriniai poky¢iai, kartu
su 2019 metais atliktu neutrony sklaidos tyrimu, paaiskinty misy
eksperimentinius VSFG rezultatus. Remiantis literatiira, DPPC hidrofilinés
galvutés deuterinimas padidina dvisluoksnio storj ir lemia cholino grupés
strukttiros poky¢ius.?

Metilo ir metileno virpesiy spektriné sritis

Fosfolipidy hidrofobiné dalis — pora alkiliniy grandinéliy, sudaryty i$
metilo ir metileno molekuliniy grupiy. Virpesiai, i$sidéstatys 2800-3000 cm?
spektriniuose regionuose, daznai naudojami tiriant angliavandeniliniy
grandinéliy konformacinius pokycius bei vertinant jy Soninj susipakavimg ir
tvarka.
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4.8. paveikslas. Paveiksle pateikiami metilo ir metileno grupiy SSP (a, b, ¢, d) bei
PPP (e, f, g, h) spinduliy poliarizacijose uzrasyti VSFG spektrai, DPPC-d0, DPPC-
d13 monosluoksniy paskleisty ant DO bei DPPC-d62, DPPC-d75 monosluoksniy
paskleisty ant H>O pavirSiaus, esant skirtingiems monosluoksniy slégiams be ir su
0,4 M CaCl; (ziuréti legendoje).
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Metilo ir metileno C—H/C-D valentiniy virpesiy VSFG spektrai pateikiami
4.8. paveiksle. Dalyse (a) ir (b) bei (e) ir (f) pavaizduoti DPPC-dO ir DPPC-
d13 monosluoksniy paskleisty ant D,O pavirSiaus spektrai SSP ir PPP
spinduliy poliarizacijy kombinacijose. Spektruose matomos rySkiausios
smailés yra ties ~2850, ~2880, ~2945 ir ~2965 c¢cm™, kurios atitinkamai
priskiriamos metileno (d*, CH») ir metilo valentiniams simetriniams (r*,
CHsss), metilo valentiniam simetriniam esan¢iam Fermi rezonanse (r*rermi,
CHarermi) bei metilo valentiniam asimetriniam (r-, CHsas) virpesiams.58-
10.13.1455.57.59 Tyo tarpu (c) ir (d) bei (g) ir (h) dalyse yra pateikiami DPPC-d62
ir DPPC-d75 monosluoksniy paskleisty ant H»O pavirSiaus spektrai SSP ir
PPP spinduliy poliarizacijy kombinacijose. Siuo atveju smailés lokalizuojasi
ties ~2076, ~2100, ~2130, ~2150, ~2200 ir 2225 cm, kurios atitinkamai
priskirtos r* (CDsss), d* (CD2ss), rrermi (CD3 rermi), drermi (CD2 rermi), d-
(CDqas), r (CDgas) virpesinéms modoms.®813151756 Nepaisant to, kad
monosluoksniai buvo formuojami fosfolipidus laisvai paskleidziant D,O/H,0
pavirSiuje, gauti rezultatai puikiai atitinka literatiiroje nurodomus
monosluoksniy spektrus suformuotus pasinaudojant Langmuir metodu®155 ar
nusodinimu ant CaF; langelio.

VSFG spektruose stebimos puikiai isreikstos, nuo fosfolipido deuterinimo
nepriklausomos, metileno virpesinés juostos su parinktu 7 mNm™ pavir§iaus
monosluoksnio slégiu. Juostoms yra biidingas VSFG aktyvumas, tik tada kai
metileno grupiy visuma monosluoksnyje nesudaro centrosimetrinés
aplinkos.> Juostos aktyvumas misy registruotuose spektruose nurodo
jprastus DPPC-d0, DPPC-d13, DPPC-d62 ir DPPC-d75 monosluoksniy
alkiliniy grandiniy gauche defektus. Literatiiroje teigiama, kad VSFG SSP
kombinacijoje uzrasyty spektry CHsss ir CHass smailiy santykis gali bati
taikomas protiuoty alkilo grandiniy tvarkos jvertinimui. Taciau, svarbu
paminéti, kad santykj klaidinga naudoti deuterintg alkiling granding turin¢iy
lipidy analizéje. Tyrode su kolegomis $j neatitikima susiejo su CD2Ss virpesiui
budingu gerokai mazesniu sugerties skerspjiviu (angl. cross-section) bei
pasitlé alternatyvy alkiliniy grandiniy tvarkos jvertinimo biida analizuojant
CDgas ir CDaas virpesiniy juosty santykj PPP spinduliy poliarizacijoje.?*®
Lyginant 7 ir 30 mNm pavirSiaus slégio monosluoksnius galime matyti, jog
didéjant alkilo grandiniy tvarkai, metileno (CH2/CD,) juosty intensyvumas
sumazéja, o metilo (CH3/CD3) — padidéja. Tendencingai didéja ir juosty
santykis. Protiuotas alkilines grandines turintiems monosluoksiams
papildomai stebimas CHzss juostos raudonasis poslinkis i§ ~2853 j ~2847 cm™
1 kuris yra geras konformaciniy poky¢iy Zymuo — i§ gauche pereinama j trans
konformacijg.'® Tuo tarpu 30 mNm* monosluoksnio, suformuoto ant 0,4 M
CaCl; tirpalo, VSFG spektrai dideliy poky¢iy neparodé. Lipidy tvarkos
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jvertinimas yra problematiskas ir praktiskai nejmanomas, kadangi DPPC-d0
ir DPPC-d13 monosluoksniy metileno virpesiniy juosty intensyvumas labai
mazas, o DPPC-d62 ir DPPC-d75 — visiSkai iSnyksta. Remiantis tuo,
virpesiniy juosty santykio kiekybinés analizes atlikti nepavyko.

Karbonilo grupés virpesiy spektriné sritis

Skirtingo deuterinimo lygio DPPC/D,0 faziniy riby spektrai, karbonilo
grupés (C=0) virpesiy regione su skirtingomis pavirSiaus slégio vertémis
pateikiami 4.9. paveiksle. Esant 7 mNm pavir§iaus slégiui, VSFG signalui
budinga asimetriné¢ forma, kuri salygota maziausiai dviejy persiklojanciy
juosty. Zemo daznio juosta lokalizuota ~1730 cm™ yra priskiriama
vandeniliniy jung¢iy nesudaranciai, o auk$to daznio ~1740 cm?t —
vandenilinémis jungtimis suriStai karbonilo grupei.?*1246.247 2019 metais
atlikti heterodino VSFG tyrimai jrodé, jog Sios dvi karbonilo grupés
egzistuoja skirtingose aplinkose, todél jgyja skirtingg orientacija.?® NeZymi
CO virpesinés juostos asimetrija VSFG spektruose taip pat gali biiti salygota
ir signalo interferencijos su nerezonansiniu fonu. Norint gauti $iy juosty
individualius parametry rinkinius, biitinas spektriniy juosty iSskyrimas. Dél
ypatingai stipraus juosty persiklojimo bei galimai skirtingos juosty
orientacijos mums nepavyko nustatyti individualiy parametry rinkiniy be
vieno i§ parametry (pvz, juostos daznio) fiksavimo. Toks spektriniy juosty
i§skyrimas remiantis i§ anksto fiksuotais parametrais yra nekorektiskas ir
galimai klaidinantis. Virpesiniy juosty kokybiné analizé parodé, jog visy
monosluoksniy karbonilo grupés spektrai, nepaisant skirtingo lipidy
deuterinimo lygio, atrodo labai panasiai.
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4.9. paveikslas. Karbonilo grupés, DPPC, DPPC-d13, DPPC-d62, ir DPPC-d75

monosluoksniy paskleisty ant D,O pavirSiaus, VSFG spektrai SSP spinduliy

poliarizacijoje esant skirtingiems pavirSiaus slégiams be ir su 0,4 M CaCl..
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Didéjant pavirSiaus slégiui, monosluoksniy hidratacija mazeja. Kuo
tankiau susipakaves monosluoksnis, tuo maziau hidratuota fosfato grupé.
Tokiu atveju dél vandeniliniy jung¢iy praradimo yra tikétinas C=0 daznio
padidéjimas. Priesinga efekta pademonstravo Galbiati su kolegomis tirdami
serijg alifatiniy esteriy. Taikant IR ir Ramano spektroskopijas mokslininkai
nustaté CO dipoliy tarpusavio sgveikos nulemtg karbonilo grupés virpesio
daznio sumaz&jimg.?* Miisy tyrimo metu pavirSiaus slégiui padidéjus i§ 7 |
30 mNm* bendras juostos daznis ~1735 cm™ iSliko nepakites, taciau
registruojamo signalo forma tapo labiau simetriska. Gautg rezultata galime
pagristi vandenilinémis jungtimis susaistytos karbonilo grupés dehidratacija
ir mélynuoju juostos poslinkiu.

Kalcio chlorido jtaka 30 mNm™ pavirSiaus slégio monosluoksniui yra
aiSkiai matoma VSFG spektruose (zr. 4.9. paveiksle). Panaudojant skirtingo
deuterinimo lygio monosluoksnius ir 0,4 M CaCl, yra stebimas 2 cm*
raudonasis poslinkis (i§ ~1735 j 1733 c¢cm™) bei bendro signalo intensyvumo
padidéjimas. Cordomi su kolegomis molekuliy dinamikos simuliacijos
tyrimais pademonstravo, jog kalcio jonai gali prisijungti prie protiuoty DPPC
karbonilo grupiy sudarydami pakankamai stabilius CO-Ca kompleksus.?*8
Istirta, kad chloro anijonai negali prasiskverbti j monosluoksnio vidy, todél
liecka vandens tiiryje. Nepaisant Cardomi atlikty jzvalgy, musy rezultatai
vertinant karbonilo juosty pokycius deuterinimo metu, yra labai menki ir
reikSmingy iSvady daryti negalime.

4.3. Rezultaty apibendrinimas

Lasteliy lipidiné membrana yra sudétinga savitvarké sistema, kurios
struktiira ir savybés apsprendZia jos biologine funkcijg. Daugelis baltymy gali
specifiskai jungtis prie tam tikry lipido polinés galvutés daliy, pvz., arginino
ir lizino aminortigStys pirmiausia sgveikauja su fosfato grupe, o tirozinui ir
triptofanui yra buidinga sudaryti ry$j su lipidy gliceroliniais fragmentais.?*°
Membranos pagrindiniy fizikocheminiy savybiy pokyciai, atsirandantys dél
lipido polinés galvutés deuterinimo, gali sukelti tikétiny sgveiky nukrypimus.
Bitent dél Sios prieZasties antroje disertacijos dalyje didziausias démesys
buvo skirtas izotopinio biomimetiniy membrany zyméjimo poveikio analizei.
Atlikti tik keli tyrimai, kuriuose tiesiogiai lyginami deuterinti ir protiuoti
fosfolipidai, rodantys reikSmingus fazinio virsmo temperatiry skirtumus.?-
30236-239.250-253 Sjyo darbu nustatéme reik§mingus VSFG spektrinius poky¢ius
tarp cholino grupe protiuoty ir deuterinty lipidy, kurie link¢ formuoti skirtinga
hidrofilinés galvutés strukttira pasizymincius monosluoksnius. Tikétina, jog
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struktiriniai veiksniai neapsiriboja tik baltymy prisijungimo ar jy jsiterpimo i
membrang kontrole, bet ir salygoti baltymo agregacijos nukrypimus.

Atlikty tyrimy metu iStyréme kaip fosfolipidy izotopinis Zyméjimas (H/D)
paveikia jy formuojamy modeliniy sistemy savybes. Tai yra vienas i§ pirmyjy
mums zinomy VSFG darby, kuriuose buvo tiriami skirtinga deuterinimo lygj
turin¢iy lipidy (DPPC-dO, DPPC-d13, DPPC-d62 ir DPPC-d75)
monosluoksniai skirtinguose virpesiniuose regionuose: metilo/metileno,
karbonilo ir hidrofilinés (fosfato) grupés. Nustatéme, jog misy tyrimo atveju
metilo/metileno ir karbonilo grupiy virpesiai, néra jautriis skirtingam lipidy
deuterinimui, taciau fosfato grupés wvalentinis simetrinis virpesys
pademonstravo stiprig cholino grupés deuterinimo reakcija. Deuterinta
cholino grupe turintys fosfolipidai, keiciant eksperimento salygas (pavirsiaus
slégj ir jterpiant Ca?* jonus), sugebéjo iSlaikyti gerai hidratuotg fosfato grupe,
kai cholino grupe protiuoti lipidai pasizyméjo jprasta dehidratacija. Remiantis
gautais pastebéjimais galime teigti, kad lipidy cholino grupés deuterinimas
veikia hidrofilinés fosfato grupés struktira, todél formuojamas
monosluoksnis nepraleidzia Ca?* jony, ta¢iau iSlieka gerai hidratuotas.
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PRIEDAS

D.0 pavirsiuje suformuoto monosluoksnio pazaida
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P4.3. paveikslas. 30 mNm™ DPPC-d62 monosluoksnio paskleisto ant DO
pavirSiaus VSFG spektras uzraSytas kartu stebint pavirSiaus slégio kitima. Raudona
rodyklé zymi sparty pavirSiaus slégio kritima, kuris gali biti siejamas su
monosluoksnio pazaida sglygota D20 virpesinés juostos, IR sugerties, krasto.

Papildomas eksperimentas su 30 mNm* DPPC-d62 monosluoksniu
paskleistu DO pavirsiuje padéjo nustatyti tiriamo monosluoksnio pazeidimus
registruojant auksto virpesnio daznio CD- juosta. VSFG spektras kartu su
pavirSiaus slégio kinetika pavaizduotas P4.3. paveiksle. Monosluoksnio
pazaida atsiranda dél infraraudonosios spinduliuotés sugerties, kuri pataiko |
D,0 valentiniy virpesiy sugerties kraSta, prasidedantj ~2200 cm™ srityje.
Didelés galios infraraudonosios spinduliuotés sugertis paskatina lokaly
temperatiiros augimg. Parametrui vir§ijant DPPC fazinio virsmo temperatiirg
(41 °C) sukeliama lokali fosfolipido destrukcija. Dél Sios prieZasties,
registruojant CD virpesiy sritj vietoj D-O buvo naudojamas H-O.
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Spektriniy juosty iSskyrimo metu gauty juosty parametry lentelés

P4.1. lentelé. Hidrofilinés fosfato grupés spektrams gauti juosty parametrai. DPPC-
d0 ir DPPC-d62 monosluoksniai suformuoti ant D,O pavirSiaus. *Anr fiksuotas
dydis.

Lipidai Priskyrimas 7 mNm™* 30 mNm* 30 mNg;C;L: 04M
Anr 0.01
onr (rad) 4744 £ 0058 | 4602 <+ 0.072 | 4693 <+ 0.075
c-op/ oq (cm?) 1074 + 0.3 1075 =+ 0.3 1074 + 0.4
o-C Aq 0165 <+ 0021 | 0.242 <+ 0.031 | 0.156 + 0.021
Iy (cm™) 9806 =+ 0.798 | 1009 + 083 | 1014 + 0.96
Area 0.009 <+ 0.002 | 0.018 =+ 0.005 | 0.008 <+ 0.002
8 wgem?) | 1095 £ 12 | 1098 + 09 | 1100 * 1.1
E Aq 0225 <+ 0025|0369 =+ 0051|0146 <+ 0.028
[a) PO,’ss
I (cm™) 1158 + 088 | 1188 <+ 105 | 1276 <+ 1.69
Area 0.014 + 0.003 | 0.036 =+ 0.010 | 0.005 + 0.002
wg(cm?) | 1106 + 02 | 1110 + 03 | 1117 + 03
PO,ss Aq 0256 <+ 0018 | 040 =+ 0.02 | 0339 <+ 0.024
Iy (cm™) 9715 + 0392 | 840 + 046 | 1278 + 0.57
Area 0.021 + 0.003 | 0.060 <+ 0.006 | 0.028 <+ 0.004
Anr 0.01
onr (rad) 4718 + 0050 | 4845 <+ 0.065 | 4897 + 0.061
c-op/ oq (cm™) 1074 + 0.4 1075 =+ 0.2 1074 + 0.3
O-C Aq 0.119 + 0.020 | 0.228 + 0.010 | 0.194 <+ 0.017
I (cm™) 8558 + 0823|9633 + 038 | 1097 <+ 0.67
Area 0.005 <+ 0.002 | 0017 =+ 0.002 | 0.011 + 0.002
g o cm®) | 1005 + 18 | 1008 = 05 | 1104 + 19
% PO, ss Aq 0234 + 0041 | 0370 =+ 0.067 | 0.158 <+ 0.026
I(cm?*) | 13.030 + 1533 | 140 + 15 |1202 + 0.83
Area 0.013 + 0.005 | 0.031 <+ 0.012 | 0.006 + 0.002
oq (cm™) 1106 + 0.9 1109 =+ 0.1 1117 + 0.3
PO, ss Aq 0232 <+ 0.026 | 0407 =+ 0.019 | 0438 + 0.037
Iy (cm?) 1080 + 1.14 | 8378 + 0.089 | 1477 <+ 0.66
Area 0.016 + 0.004 | 0.062 <+ 0.006 | 0.041 + 0.007
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P4.2. lentelé. Hidrofilinés fosfato grupés spektrams gauti juosty parametrai. DPPC-
d13 ir DPPC-d75 monosluoksniai suformuoti ant D,O pavirSiaus. *Anr fiksuotas

dydis.
Lipidai Priskyrimas 7 mNm? 30 mNm™* 30 mNg;Csll: 04M
Anr 0.01
one(rad) | 446 £ 007 | 4423 + 0071 | 4505 + 0.075
cop | @lmd | 071+ 07 | 1071 + 08 | 1076 = 16
o-C Aq 0021 + 0008 | 0018 + 0008 | 0.008 = 0.005
Iy(cm?) | 4962 + 1620 | 4047 =+ 1674 | 3000 =+ 1314
Area 00003 4 00002 | 000038 # 00002 | 0.000L £  0.0001
og(cm?) | 1093 + 02 | 1094 + 02 | 1095 <+ 02
Aq 0369 + 0007 | 0482 =+ 0008 | 0221 = 0.009
% POrss Io(cm?) | 9237 + 0168 | 9375 =+ 0167 | 9982 = 0417
g Area 0.046 + 0.002 0.078 + 0.003 0.015 =+ 0.001
e ogcm?) | 1120 + 04 | 1122 + 03 | 1125 =+ 04
c-C/ Aq 0107 + 0014 | 0145 <+ 0012 | 0096 = 0.009
PO;ss | r (cm?) | 8305 <+ 0865 | 6857 + 0508 | 8303 <+ 0.792
Area 0004 + 0001 | 0010 =+ 0002 | 0003 = 0.001
og(cm?) | 1155 + 08 | 1154 £ 07 | 1156 = 05
e Aq 0038 + 0012 | 0057 <+ 0006 | 0067 = 0.009
ryem?) | 615 +  1.80 60 + 16 | 7123 + 1011
Area 0001 + 0001 | 0002 =+ 000l | 0002 = 0.001
Anr 0.01
one(rad) | 4702 + 0051 | 4.693 0046 | 4794 + 0061
copl | @a (cm?) 1073+ 0.4 1073 =+ 0.4 1074 =+ 1.8
o-C Aq 0023 + 0002 | 0025 =+ 0003 | 0010 = 0002
ryem?) | 4012 + 1420 | 413 =+ 131 40 o+ 12
Area | 0.0004 + 00002 | 0.0005 <+ 0.0001 | 0.0002 + 0.0001
ogcm?) | 1092 + 02 | 1093 £ 01 | 1095 = 03
A, 0374 + 0008 | 0504 <+ 0008 | 0254 =+ 0011
% POzss rycm?) | 9546 + 0172 | 1005 =+ 0147 | 1202 + 0427
§ Area 0046 + 0002 | 0079 <+ 0003 | 0016 =+ 0.001
og(cm?) | 1118 + 04 | 1121 £ 02 | 1125 =+ 04
cc/ Aq 0135 + 0016 | 0227 =+ 0012 | 0176 = 0013
POzss | p,em?) | 1021 + 089 | 9152 =+ 0402 | 11,15 + 0,598
Area 0006 + 0001 | 0018 <+ 0002 | 0009 = 0.001
og(cm?) | 1155 = 09 | 1159 = 0981 | 1158 = 0478
Aq 0013 + 0006 | 0017 <+ 0004 | 0026 =+ 0.006
NC | rem?) | 3345 = 1582 | 40 + 14 468 + 101
Area 0.0002 + 0.0002 0.0002 + 0.0001 0.0004 + 0.0002
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P4.3. lentelé. Hidrofilinés fosfato grupés spektrams gauti juosty parametrai. DPPC-
d13 ir DPPC-d62 7 mNm? pavirsiaus slégio monosluoksniai be ir su CaCl,
suformuoti ant DO pavirsiaus. *Ang fiksuotas dydis.

Lipidai Priskyrimas 7 mNm*! g?urg;ét
ANR 0.01

onr (rad) 454 + 0058 45  + 0067

C-OP/O-C | wg(cm?®) | 1072 + 08 1075 + 092

Aq 0.027 + 0.009 0.004 + 0.009

Tq (cm) 501 + 17 5 + 16

. oq (cm™?) 1092 + 0.24 1096 + 0.18
E POz2ss Aq 0.455 + 0.008 0.185 + 0.007
o I'q (cm™) 9.92 + 0184 10.3 + 0.187
e oq (cm™) 1118 + 05 1126+ 045
C-C/POzss Aq 0.099 + 0.019 0.11 + 0.012

Tq (cm?) 81 + 078 1313 + 0508

oq (cm) 1155 + 084 1154 + 082

N-C Aq 0.027 + 0.015 0.057 + 0.006

Iy (cm?) 6.1 + 1.75 7.8 + 1.68

AnNr 0.01

onr (rad) 4834 £ 006 465 + 0072

C-OPIO-C | wq(cm?) 1074 +  0.35 1075+ 021
Aq 0.236 + 0.024 0.103 + 0.015

§ Iq (cm™) 9.76 + 084 85 + 041

O oq (cm™) 1004 + 173 1103 + 0.6
) PO2ss Aq 035 + 0032 032 =+ 0071
Iq (cm) 13.71 + 1.46 15.96 + 172

oq (cm™?) 1105 + 0.86 1116 + 024
PO2’ss Aq 0.362 + 0.031 0.352 + 0.022

Tq (cm?) 1072  + 094 212  + 03
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ISVADOS

1. Palyginus skirtingy viStos kiauSinio baltymo lizocimo struktiiry
adsorbcija oras/D,0 fazinéje ribose, nustatyta, kad tiryje suformuoty baltymo
dariniy hidrofobiskumas yra pagrindinis adsorbcija lemiantis veiksnys.
Parodyta, kad natyvioje ar dalinai i$sivyniojusioje buisenoje po 30 minuciy
agregacijos 62 °C temperatiroje HEWL néra adsorbuojamas oras/D;0O
pavirSiuje arba adsorbaty koncentracija yra per Zema detektuoti su VSFG.
Hidrofobiski aiskios sturktiiros neturintys agregatai pavirsiuje stebimi po >3
val., o dideli B-klostyta struktiira praturtinti po >50 val. HEWL inkubacijos.

2.  Ankstyvoje 30 minu¢iy HEWL inkubacijoje DOPG/D,0O fazinéje
riboje adsorbuojamos baltyminés struktiiros, aiSkios formos neturintis
baltymas, mazZi netvarkingi ir didesni B-klostyti agregatai, parodé, kad
elektrostatiné sgveika tarp kriivi turinciy baltymo ir fosfolipido daliy yra
pagrindiné adsorbcijg lemianti jéga.

3. Sistemingas 80 val. inkubuoto lizocimo ir jo formuojamy agregaty
kriivio pokytis i§ teigiamo ] silpnai neigiamg DOPG/D>0 pavirSiuje parode,
jog baltymo adsorbcija salygota ne tik elektrostatinés bet ir jg papildancios
hidrofobinés jégos. Saveikos pasikeitimas i§ elektrostatinés (pD 4,5) i
hidrofobing (pD 11,4) sukelia VSFG spektre stebima signalo intensyvumo
padidéjima sieting su adsorbato orientaciniai poky¢iais pavirsiuje.

4. Palyginus skirtingai deuterintus DPPC Langmuir monosluoksnius,
nustatyta, kad metilo/metileno ir karbonilo grupiy virpesiai néra jautriis
skirtingam lipidy deuterinimui arba pokyciai yra per mazi detektuoti su
VSFQG, taciau fosfato grupés valentinis simetrinis virpesys pademonstravo
stiprig cholino grupés deuterinimo reakcija. Deuterintg cholino grupg turintys
fosfolipidai, kei¢iant eksperimento sglygas (pavirSiaus slégj ir jterpiant Ca?*
jonus), dél galimai struktiiriniy poky¢iy iSlaiké gerai hidratuotg fosfato grupe,
bet Ca’* jonams nepralaidy barjerg. Cholino grupe protiuoti lipidai
pasizyméjo jprasta dehidratacija.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Currently researchers consider amyloidosis still to be one of the most
perplexing illnesses linked to proteins. It occurs when proteins, common to
living organisms, aggregate in an unnatural way, thus forming cytotoxic
structures that disrupt the functional activity of many organs. To date, close to
40 different proteins that are innate to human organisms have been determined
to cause amyloidosis.! In 2020 more than 55 million people worldwide
suffered from illnesses that caused cognitive dysfunction (dementia), with
Alzheimer’s disease being one of the most common cause.? In recent years, it
was observed that amyloidosis are more and more often found in the aging
society, and it is expected that by the year 2030, the number of cases will reach
78 million. Despite continuous research in trying to understand the disease’s
aetiology, pathogenesis and mechanisms, there is still no fully effective cure.?
The main reason for this is the complex and not fully understood aggregation
of peptides/proteins on the molecular level and their interaction with the cell’s
membrane.*®

It is of extreme importance to identify the changing structure of proteins
when analyzing the interaction of peptides/proteins with cells on the molecular
level. Even though vibrational spectroscopy is a perfect method for that, due
to the complexity of the cell’s membrane and of the whole system, in situ, it
is rarely used. In order to simplify the system, biomimetic membranes that are
limited to one or only a few elements are used. Typically, mono or bilayer
structures formed from phospholipids found in cell membranes on liquid or
solid surfaces are used for analyzing membrane characteristics. Different
spectroscopic methods can be used to analyze conformational®28,
orientational®8131° and hydrational®161°-24 changes of biomimetic membranes.
The aggregation of peptides/proteins®2¢ or their interaction with lipid
membranes®®?’ can be analyzed with these methods as well. Usually, such
studies require isotopic labeling of at least one molecular element of the
system to be analyzed. Isotopic labeling helps to avoid overlapping vibrational
bands. When analyzing the interaction of biomimetic membranes with
peptides/proteins, phospholipids that form the membrane are isotope-labeled.
During this process, hydrogen (H) atoms in the lipid are exchanged with
deuterium (D), and therefore this method is also called deuteration. Different
parts of the phospholipid can be deuterated, e.g., alkyl chains, headgroup or
both?2°, This method is widely used in spectroscopy without taking into
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account that deuteration can alter the properties of biomimetic membranes, as
were observed in several of research studies.?8-3°

When analyzing a more complex system, consisting of protein or/and its
aggregates, that can interact with the lipid membrane, three harmful processes
initiated by the membrane itself can take place. The first one is related to the
destabilization of the protein's native structure, which can be caused by its
adsorption to the lipid surface. Structurally destabilized protein can initialize
its primary aggregation.® The second process is conditioned by the increased
concentration of the adsorbed protein at the interface, which can lead to
accelerated aggregation.®? Research has shown that amyloid-p (AB) peptide,
which is linked to Alzheimer’s disease, at low concentrations preferentially
adsorbs to lipid/water interface and only then starts forming fibrillar
aggregates®*-%, Analogous observations were made to a-synuclein®®,
insulin®"%8, human islet amyloid polypeptide (hIAPP)3*4° lysozyme*#2, and
other proteins.

The third harmful process is related to protein aggregates that, once
adsorbed to the lipid membrane, can permeate the membrane and disrupt its
functionality.*® It was believed for a very long time that large, mature fibrillar
aggregates cause irreparable cell damage, but the latest studies suggest that
biological membrane perforations are induced by small structures such as
fragmented fibrils or oligomers.** Research shows that smaller oligomeric
aggregates of AP are cytotoxic, while large fibrillar structures do not cause
cell damage.*® In addition, it was determined that smaller aggregates of AB are
adsorbed faster than larger oligomeric or fibrillar aggregates.*® Amyloid o-
synuclein aggregates can insert into the negatively charged lipid bilayer and
form large protein and lipid coaggregates, leading to irreversible destruction
of the membrane.*’

A number of different nonstructural methods are used to study the
adsorption of protein aggregates, e.g., quartz crystal micro-balance-
dissipation (QCM-D)*, atomic force microscopy (AFM)*, impedance
spectroscopy (EIS)*°, and others. These methods provide very important
information, however, it is limited and does not reflect the molecular level.
There are not many methods that allow simultaneous analysis of the kinetics
of protein adsorption and determination of the structural changes.5°-53

With the advancements in techniques of surface-specific spectroscopy,
vibrational sum-frequency generation (VSFG) spectroscopy, due to its
distinctively large surface specificity and submonolayer sensitivity, quickly
became an ideal optical probe for investigations of surface interactions. The
combination of VSFG and Langmuir monolayer methodology provided the
possibility to analyze protiated or deuterated phospholipid membranes in situ
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and receive information on the conformation of alkyl chains, the packing of
the monolayers®1013-1754-8 = hydration of the phosphate®10.1116192459 and
carbonyl?® groups as well as the interaction of lipids with various
biomolecules®®6l, The greatest distinction of this method is the possibility to
identify the secondary structure of surface-adsorbed proteins. It was shown
that various surface-adsorbed amyloid proteins have different pathways in
fibril formation.*%4! Even though VSFG is an excellent methodology to study
proteins and their aggregates adsorption to various interfaces on the molecular
level, it only recently has been applied to study such systems, thus there are
still many unanswered questions. For example, what influences and limits the
adsorption of various protein structures to lipid interfaces?

Vibrational sum-frequency generation (VSFG) spectroscopy, Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, atomic force microscopy (AFM),
Langmuir monolayer technique, quantum chemical calculations and VSFG
spectral components isolation methodologies were applied in this research
work.

This thesis aims to apply vibrational sum-frequency generation
spectroscopy in studies of biomimetic membranes and the adsorbed of protein
aggregates at air/water and lipid/water surfaces.

To accomplish this aim, the following objectives were formulated:

1. To form and characterize the aggregates of hen egg white lysozyme
(HEWL) which contain different secondary structures;

2. To identify the characteristic VSFG vibrational bands of HEWL
secondary structures adsorbed at the interfaces of air/D,O and
DOPG/D;0;

3. To identify the absorption trends of HEWL aggregates with different
secondary structures at the air/D,0 and DOPG/D-0 interfaces;

4. To form Langmuir monolayers of variously deuterated DPPC
phospholipids and assign characterize VSFG vibrational bands;

5. To analyze the structural and hydrational changes of DPPC Langmuir
monolayers with different deuteration levels.
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Scientific novelty and relevance

Close to 40 different proteins were discovered by scientists, which can
form cytotoxic structures related to incurable illnesses. Despite a significant
amount of continuous research, there is a lack of knowledge explaining the
molecular mechanisms of these diseases, with the root cause being a limited
number of experimental methods allowing in situ research. In order to
understand protein aggregation and the interaction of protein aggregates with
cell membranes, it is beneficial, to begin with, a simplified biomimetic system,
e.g., a monolayer formed from one kind of lipid and a protein. Vibrational
sum-frequency generation spectroscopy combined with Langmuir technique
fits perfectly in studying such systems; however, not much research has been
completed in this field as conditioned by the current lack of knowledge, of
how VSFG is to be used correctly in analyzing these systems.

Using a few defined protein/lipid systems, we attempted to determine
characteristic patterns and vibrational fingerprints that would assist in
analyzing more complex systems, resembling the natural ones. This research
is one of the first VSFG works which analyzed the adsorption of preformed
protein aggregates to air/D,O and DOPG/D,0 surfaces. We determined that
at the interfaces of air/D,0 and DOPG/D-0, proteins with disordered structure
and/or its fragments, as well as aggregates of diverse sizes with characteristic
antiparallel and parallel f-sheet structure, were adsorbed. Our research
revealed that the adsorption of proteins at the interface of air/D,O is
determined by the hydrophobic interactions, whereas the adsorption at
DOPG/D,O interface is rather determined by electrostatic interactions
between charged protein and lipid groups; with a remained contribution of
hydrophobicity.

When studying the previously described protein and lipid monolayer
system, an overlap of methyl (CHs) vibrational bands arising from protein and
lipid complicated the analysis. The solution to this problem could be isotopic
labelling, which is widely used in spectroscopy. Previous studies found that
deuteration of the lipids changed the phase transition temperature of its
membranes, however, molecular changes could not have been identified.?3
30236238 For this reason, we used VSFG methodology for the first time to
analyze phospholipid monolayer with different deuteration levels in several
vibrational regions: the phosphate headgroup, methyl/methylene and carbonyl
group. Ou study showed that DPPC lipid monolayers with deuterated choline
group preserve a well hydrated phosphate group even after monolayer
compression or CaCl; insertion into the system, whereas lipid monolayers
protiated by choline group demonstrated dehydration. We proposed an
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explanation for this observation that deuteration of choline group have an
influence on the orientation of lipid’s main group. It forms a monolayer in
such a way that headgroup blocks Ca?* ions, but allows water hydration.

The statements to be defended

1. During aggregation, the hydrophobicity of hen egg white lysozyme
(HEWL) structures increases, whereas the number of charged and
surface-localized groups decreases. The hydrophobicity of the
preformed protein aggregates governs the adsorption at the air/water
interface.

2. The electrostatic interaction between charged phospholipid and protein
groups is the main driving force for the adsorption of HEWL protein
and its aggregates at the DOPG/D-0 interface, with a complementary
contribution of hydrophobic interaction when the charge of protein
aggregates is neutralized by varying the pD of a system.

3. The shift in adsorption driving force from electrostatic to more
hydrophobic inflicts the changes in the vibrational dipole orientation of
adsorbates at the DOPG/D0 interface.

4. In monolayers, the deuteration of the DPPC phospholipid choline group
causes structural changes in the lipid headgroup.
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EXPERIMENTAL METHODS

Lysozyme sample preparation

Hen-Egg White Lysozyme was dissolved in D,O to a concentration of 5
mg/mL before being mixed with 140 mM NaCl. Using 0.1 M DClI, the
solution's pD was set to 2.2. The produced solution was then filtered using a
0.22 m PES membrane filter (Corning, Germany) to eliminate the larger
molecules and sonicated for 15 minutes in a water bath to break up smaller
residual aggregates. The protein aggregation was started by heating it at 62 °C
without agitation. Small amounts of the solution were taken out at various time
intervals for characterization using various techniques.

Lipid monolayer formation for VSFG measurements

A lipid monolayer on the DO (H20) surface was formed for VSFG studies
in a home-built Teflon cell (40 mm diameter) fitted with a temperature
controller. The cell was properly cleaned with NoChromix solution and
washed with Millipore water before each experiment. The cell was then filled
with DO (H20) and the temperature was set at 20 °C to decrease sample
evaporation. A drop of lipid (DOPG with a concentration of 1 mg/mL or
various deuteration DPPC with a concentration of 0.5 mg.mL) in chloroform
solution was spread on surface using Hamilton syringe. For the lysozyme
adsorption experiment, the DOPG monolayer with a surface pressure of ~30
mNm* was formed, whereas for DPPC deuteration studies two different
monolayers with surface pressures of ~7 and ~30 mNm- were formed. The
chance in surface pressure was registered with a commercial KSV NIMA
instrument (Biolin Scientific, Sweden) tensiometer equipped with a platinum
rod. Nitrogen gases were used to purged the sample chamber for DOPG
monolayer. After DOPG monolayer stabilization, a microsyringe was used to
inject lysozyme solution (40 uL, 5 mg/mL concentration, equal to ~2.3 M bulk
concentration) beneath the DOPG monolayer, and the surface pressure was
continuously monitored.

FTIR spectroscopy

FTIR spectra were recorded using a Bruker Vertex 80v FTIR spectrometer
with a nitrogen-cooled MCT detector. To eliminate water vapor absorbance,
the spectrometer and sample compartment were vacuumed. When examined
in a liquid cell, the concentration of lysozyme in the solution was too low to
produce moderately intense FTIR spectra. As a result, we selected to measure
a sample placed on a CaF, window. Approximatly 100 pL of solution was
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applied on the window and allowed to dry under nitrogen flow. For the
background, a clean CaF, window was measured. All spectra were captured
using 128 scans, a resolution of 1 cm, and a background subtraction was
performed using Opus software.

Atomic force microscopy

Three-dimensional AFM maps of lysozyme samples were obtained using
a Dimension Icon (Bruker) atomic force microscope in tapping mode and
equipped with a silicon cantilever Tap300AI-G (40 N m, Budget Sensors)
with a tip radius of curvature of 8 nm. The following samples were prepared
for AFM imaging: A 10 uL aliquot of the incubated lysozyme solution was
diluted with D,O (pD = 4.5, adjusted with DCI) with a ratio of 1:10. After that
20 uL of diluted solution was deposited and incubated for 1 minute on a newly
sliced mica surface. The mica surface was then rinsed with 1 mL of Milli-Q
water and dried with a moderate flow of nitrogen. At a scan rate of 0.5 Hz,
high-resolution images (1024 1024 pixels) were captured. SPIP (Image
Metrology) software was used to flatten the captured AFM images.

VSFG system and measurements

The VSFG spectrometer applied in these research was made by EKSPLA
(Vilnius, Lithuania) and it is based on a mode-locked picosecond Nd:YAG
laser system that produces 30 mJ energy and 28 ps duration time pulses
centered at 1064 nm wavelength and with a repetition rate of 50 Hz. Visible
light has a 350 J energy pulses and is fixed at 532 nm. Meanwhile, the infrared
light is tunable in a wide frequency range, ranging from 2.3 to 16 m (pulse
energies typically range from 50 to 200 J). Incident angle of visible beam at
the sample is ~60° and for infrared ~55°, while the standard spot size at the
sample is 6 mm.

Based on measurements, VSFG spectra were registered in various
polarization combinations after monolayer system stabilization. SSP and PSP
were employed to analyze protein adsorption to DOPG monolayers, whereas
the SSP polarisation combination was usually utilized for the deuteration
study of DPPC. To record spectra the IR wavelength must be scanned with a
step of 1 cm across a certain spectral range. The signal is averaged over 200
pulses at each step, resulting in a 6 s acquisition time per point, which results
in ~30-50 min per set of spectras. In order to compensate for energy
fluctuations, all spectra were normalized to the intensity of infrared and visible
pulses, which were recorded simultaneously at each IR step with pyroelectric
detectors.
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VSFG spectral fit

The VSFG spectrum to determine the number of peaks contributing to the
spectrum and their precise location was fitted using the formula:

IVSFGOC|X§V12+XI(?)| = [Anre L¢NR+Z(U1R_(U + iT,
q q
q

2) . . et g
where X{?) is a non-resonant second order non-linear susceptibility

and XEQZ) is effective resonant second order non-linear susceptibility Ayg and
@ng are the non-resonant amplitude and phase. A,, w, and Iy are the
amplitude, the center frequency and the width of the g-th resonance,
respectively.

To perform VSFG spectral fit Matlab “Curve Fitting Tool” expantion
(version R2021a, The Math Works Inc., USA) was used. The spectra
presented in the research paper were processed in Origin Pro 2021 software
(Version 9.8.0.200, OriginLab Corporation, USA).

Quantum-chemical calculations for a DPPC headgroup fragment

Quantum chemical calculations have been used to solve difficulties with
experimental data interpretation. The Gaussian software is built for Windows
(package version GO9W A.02) and is used for theoretical structure simulations
and quantum chemistry computations.?® DFT approach using B3LYP
functional and 6-311++G(d,p) basis functions defined for H, C, O, N, and P
atoms was used for geometry optimization, water effect, and frequency
calculations. Chemcraft software (version 1.8) was used for optimizing
molecular geometry representation and initial spectral band assignment. A
potential energy distribution (PED) study was done using the VEDA 4
software tool to quantify the contribution of vibrational atoms. 219
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THE MAIN RESULTS

Structure Determination of Hen Egg-White Lysozyme Aggregates
Adsorbed to Lipid/Water and Air/Water Interfaces

Numerous VSFG investigations have been carried out on the adsorption of
protein and its aggregates on various interfaces#:149.192.196.197.217.227.231 "yt jt
has not been used to analyze the properties of the adsorption of different
preformed amyloid structures. This study aimed to comprehend and compare
how lysozyme and its aggregates adsorb to the air/D,O and DOPG/D-O
interfaces.
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Figure 1. VSFG spectra of lysozyme and its aggregates adsorbed from various
time incubated aliquots to air/D,0 and DOPG/D;0 interfaces in SSP and PSP
polarization combinations (see legend).

Performed VSFG study indicates that protein successfully adsorbed to both
surfaces in its disordered form, together with disorganized small aggregates

127



and larger aggregates with parallel and antiparallel 3-sheet arrangements. We
showed that a proper VSFG spectral fitting is crucial for retrieving this
information. Since due to interference between peaks with opposing
orientations and a nonresonant background, the number of bands contributing
to the VSFG spectrum may be misinterpreted. This research also demonstrate
that the driving force of protein adsorption varies based on the interface. It
was identified that the hydrophobic interaction was primarily responsible for
the protein adsorption to the air/D,0O surface. Figure 1 shows that disordered
protein and small aggregates were adsorbed to this interface at early
incubation times (3-24 h), whereas aggregates with a [3-sheet structure got
adsorbed only after longer incubation times (50-130 h). Hydrophobic
interaction also plays a role in the adsorption to DOPG/D-,0 interface;
however, for this interface electrostatic interaction is the primary driving
force. Figure 1 shows that interaction between lipid headgroups and the
charged protein groups forced the B-sheet structure to adsorb to DOPG/D,0O
interface at a very early protein incubation time (0.5-3 h). Additionally, by
varying the pD value of the solution, the lysozyme charge was changed; in
figure 2 it was shown that this alters the orientation of adsorbate’s vibrational
dipole at the DOPG/D-0 interface. In the case of the air/D,0O interface, a
change in pD had almost no effect.
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Figure 2. VSFG spectra of an 80-hour aliquot adsorbed to the air/D,O and
DOPG/D;0 interfaces at various pD values in SSP polarization.

Simona Strazdaite, Edvinas Navakauskas, Johannes Kirschner, Tomas
Sneideris, Gediminas Niaura. Structure Determination of Hen Egg-White
Lysozyme Aggregates Adsorbed to Lipid/Water and Air/Water Interfaces.
Langmuir 36, 2020, 4766-4775.
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Effect of Deuteration on a Phosphatidylcholine Lipid Monolayer
Structure

The cell membrane is a complex self-assemble system whose structure and
properties determine its biological activity. Numerous studies have revealed
that changes in the principal physicochemical characteristics of lipid
membranes, such as lateral pressure, fluidity, hydrophobicity, polarity,
electrostatic charge, or even curvature, favour intracellular peptide and protein
aggregation.531232-234254 Al in situ spectroscopic studies of amyloids must
consider this before using isotopic labelling of phospholipids since it is still
completely unclear how it impacts the characteristics of lipid monolayers or
bilayers. To this date, only a few studies that directly compared deuterated and
protiated phospholipids have shown significant differences in phase transition
temperature,28-30236-239.250-253 \\e aimed to determine whether or not the
isotopic substitution (H/D) impacts the characteristics of phospholipid
monolayers and to explain possible effect.
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Figure 3. VSFG spectra of DPPC-d0, DPPC-d13, DPPC-d62, and DPPC-d75
monolayers in the phosphate vibrational region at varying surface pressures
without and in the presence of 0.4 M CaCl; (see legend). For each separate 7 mN/m
spectra, the contributions of each vibrational band calculated by fitting are shown.

Vibrational sum-frequency generation spectroscopy was used to examine
monolayers of DPPC with various deuteration levels, formed on the D,O
surface. The evaluation focused on several vibrational regions (phosphate
headgroup, methyl/methylene, and carbonyl group), of which the phosphate
headgroup revealed a remarkable sensitivity to choline group deuteration. For
lipids with protiated choline group (DPPC-d0 and DPPC-d62) usual
dehydration was observed after the compression of monolayer or addition of

129



Ca?* ions. The most sensitive band POss blue-shifted of ~3-4 cm™ after
compression and additionaly ~7 ¢cm after Ca?* ions introduction into the
system (see figure 3.). Meanwhile, for lipids with deuterated choline group
(DPPC-d13 and DPPC-d75), only a slight ~1 cm blue-shift was observed
after compression and ~2 cm after Ca?* ions introduction (see figure 3.).
Based upon these findings, we suggested that the deuteration of the choline
group impacts the structure of lipid headgroup, resulting in a restriction of
Ca?* binding while preserving solvation by water (see figure 4.). Furthermore,
performed studies revealed that the deuteration of this specific lipid may not
modify the methyl/methylene and carbonyl groups, or the changes are too
small to be detected.

Choline group Choline group Choline group
non-deuterated non-deuterated deuterated
with Ca?* with Ca?*

Figure 4. The schematic picture depicts how deuteration of the choline group alters
the structure of the lipid's choline group and the binding of Ca2* ions.

Edvinas Navakauskas, Gediminas Niaura, Simona Strazdaite. Effect of
deuteration on a phosphatidylcholine lipid monolayer structure: New insights
from vibrational sum-frequency generation spectroscopy. Colloids Surfaces B
Biointerfaces 220, 112866 (2022).
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CONCLUSIONS

1. When comparing the adsorption of different hen egg white lysozyme
structures at air/D,0 interface, it was found that the main factor determining
adsorption is the hydrophobicity of protein structures formed in a bulk
solution. It was shown that after 30 minutes of incubation at 62 °C temperature
protein in its native or partially unfolded form is not adsorbed at air/D.O
interface, or the concentration of adsorbate is too low to be detected by using
VSFG. Meanwhile, the hydrophobic disordered and large [-sheeted
aggregates got adsorbed at the air/D,O interface after >3 and >50 hours of
HEWL incubation respectively.

2. Disordered protein, along with a small disordered and a larger -
sheeted HEWL aggregates, was adsorbed at the DOPG/D;0 interface at very
early incubation times of 30 minutes, showing that the main driving force for
the adsorption is the electrostatic interaction between charged protein and
phospholipid groups.

3. The systemic shift in HEWL charge from positive to slightly negative
at the DOPG/D-0 interface after 80 hours of protein incubation revealed that
structure hydrophobicity also plays a role in adsorption, in addition to
electrostatic interaction. The change in adsorption driving force from
electrostatic at pD 4.5 to more hydrophobic at pD 11.4 causes an increase in
the signal recorded in the VSFG spectrum, which is related to the change in
adsorbate vibrational dipole orientation.

4.  When Langmuir monolayers with different deuterations of DPPC
were compared, it was found that the vibrations of methyl/methylene and
carbonyl groups are not sensitive to it, or the changes are too small to detect
by using VSFG, while the symmetric stretching of the phosphate group
showed a strong reaction to the deuteration of choline group. When the
experimental conditions (surface pressure and Ca?* ion introduction) were
varied, phospholipids with a deuterated choline group kept a well-hydrated
phosphate group but a Ca?* ion-impermeable barrier due to structural changes
in the lipid headgroup. On the other hand, lipids containing the protiated
choline group showed usual dehydration.
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