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Santrumpos

CDC - nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (angl. cholesterol-dependent cytolysins)

Chol - cholesterolis

DAPC - 1,2-diarachidonoil-sn-glicerolio-3- fosfocholinas

DOPC - 1,2-dioleoil-sn—glicerolio—3—fosfocholinas

DOPC6 - 1,2-dipetroselenoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas

DPPC - 1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3- fosfocholinas

DSPC - 1,2-distearoil-sn-glicerolio-3- fosfocholinas

EIS - elektrocheminio impedanso spektroskopija (angl. electrochemical impedance
sprectroscopy)

GAST - greitasis A grupés beta hemolizinio streptokoko antigeno nustatymo testas

hBLM - hibridin¢ lipidiné membrana (angl. hybrid bilayer lipid membrane)

PLY - pneumolizinas

POPC - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas

PUFA - polinesociosios riebaly riigstys

PFT - poras formuojantys toksinai (angl. pore-forming toxins)

SAM - savitvarkis monosluoksnis (angl. self-assembled monolayer)

SLO - streptolizinas O

SM - N-(trikosanoil)-sfingo-4-enino-1-fosfocholinas

SPR - pavirSiaus plazmony rezonansas (angl. surface plasmon resonance)

tBLM - prikabinta lipidiné membrana (angl. tethered bilayer lipid membrane)

UFT - Umus faringitas/imus tonzilitas

Aa - SPR kampo poslinkis, m°®

¢ - EIS fazés poslinkis, °

c - koncentracija, nM

D - difuzijos koeficientas, cm?/s

fimin - EIS daznis ties fazés minimumu, Hz

n - .efektyvioji* mases dalis, %

N def - defekty tankis, pm™

S - SPR jautrumas, ng/(cm?- m°)



IVADAS

Bakterinés infekcijos kiekvienais metais nusineSa milijonus gyvybiy. Nors dauguma
bakterijy sukelty infekcijy yra pagydomos antibiotikais, taciau dél perteklinio vartojimo nuolat
daugéja Siems preparatams atspariy bakterijy. Antibiotikai dazniausiai skiriami gydant kvépavimo
sistemos ligas, nors toks gydymas ne visuomet yra biitinas. Vieni dazniausiy bakteriniy kvépavimo
taky ligy sukéléjy: Streptococcus pneumoniae bei Streptococcus pyogenes bakterijos. Vieni i$
pagrindiniy jy i$skiriamy toksiny yra nuo cholesterolio priklausomy citoliziny Seimai priklausantys
baltymai — pneumolizinas bei streptolizinas O. Lasteliy membranose Sie toksinai suformuoja poras,
taip sutrikdydami Igstelés homeostazg bei nuzudydami j3.

Keliy pastaryjy deSimtmeciy tyrimai nustaté pagrindinius nuo cholesterolio priklausomy
citoliziny Seimos baltymy veikimo principus, taciau naujausi tyrimai yra sutelkti i $iy toksiny
sgveikos su membrana tyrinéjimus, bei jy aktyvumo priklausomybe nuo kity faktoriy, tokiy kaip pH.
Siy baltymy tyrimai gali ne tik padéti iSaidkinti detalesnius jy poros susiformavimo mechanizmus,
taCiau taip pat leisti sukurti tikslesnius, lengvo naudojimo diagnostinius jrankius, kurie galéty
sumazinti antibiotiky vartojimg iSvengiant netikslios diagnozés bei uzdelsto gydymo. Todél, nuo
cholesterolio priklausomy citoliziny aptinkamy kvépavimo takuose: pneumolizino ir streptolizino O,
tyrimai yra svarblis biomedicinos bei medicinos srityse.

Toksiny aktyvumo ir elgsenos tyrimams buvo naudojamos dirbtinés lipidinés membranos,
kurios leidZia imituoti lastelés membrang. Siame darbe buvo naudojamos prikabintos bei hibridinés
lipidinés membranos, o jy tyrimams, atitinkamai, pasitelkti elektrocheminio impedanso
spektroskopijos bei pavirSiaus plazmony rezonanso metodai. Elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodas leidzia, matuojant membranos laidumo pokycius, nustatyti membranoje
susidariusiy defekty tankj. Taigi, leidzia jvertinti kokig jtakg pavieniai lipidai, bendra membranos
sudétis ar pH turi poras formuojanéiy toksiny: pneumolizino bei streptolizino O, aktyvumui. Taciau
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodas neleidZzia nustatyti, kuriame poros
formavimosi zingsnyje vyksta pokyciai, nulemiantys toksiny aktyvumo pokycius. Tuo tarpu,
pavirSiaus plazmony rezonanso metodas suteikia informacijos apie pirmaji poros formavimosi
zingsn] — toksino saveika su membrana. Metodas leidzia nustatyti kokig jtakg Siam poros

formavimosi zingsniui turi membranos sudétis bei pH.



Pagrindinis Sio darbo tikslas — istirti membranos sudéties bei pH jtaka nuo cholesterolio
priklausomy citoliziny: pneumolizino bei streptolizino O, sgveikai su dirbtinémis lipidinémis
membranomis.

Darbo uZdaviniai:

1. Istirti skirtingy membranos komponenty jtakg pneumolizino aktyvumui: suformuojamy defekty
tankiui bei sgveikai su membrana, membranose turinciose didelj cholesterolio kiekj (> 40 %).

2. Palyginti skirtingy membranos sudéciy jtaka pneumolizino bei streptolizino O aktyvumui ir
sgveikal su membrana.

3. Nustatyti pH jtaka pneumolizino ir streptolizino O saveikai su membrana, bei membranoje

suformuojamy defekty tankiui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Biologinés membranos

Pamatinis gyvosios gamtos struktiirinis vienetas yra Igstelé, kurios gyvybingumui islaikyti
bitina biologiné membrana. Membrana sukuria lgstelés atranky barjera, apsaugantj ja nuo iSorinés
aplinkos, atskiria Igstelés kompartmentus bei reguliuoja vidulasteling medziagy koncentracija,
atlicka informacing, energijos transformacijos (chloroplastuose ir mitochondrijose) ir kitas funkcijas
(Rothfield, 2014). Membrana yra sudaryta i$ trijy pagrindiniy komponenty: lipidy, baltymy ir
angliavandeniy (Watson, 2015). Lipidai yra pagrindiniai membranos komponentai, kurie sudaro
membranos karkasa. Jie vandeninéje aplinkoje suformuoja tvarkias dvisluoksnes struktiiras. Sig
savybe lemia $iy molekuliy amfifiliSkumas — molekulés turi hidrofiling dalj (,,galva*) ir hidrofobing
dalj (,,uodegas®). Taigi, vandeningje aplinkoje lipidy galvos yra nukreipiamos i dvisluoksnio iSore,

o uodegos j vidy, taip susidaro lipidy dvisluoksnis (Rothfield, 2014).
1.1.1 Lipidy ir membrany jvairoveé
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1 pav. Glicerofosfolipidy ir sfingolipidy sudéties palyginimas. PE — fosfatidiletanolaminas, PS —
fosfatidilserinas, PC — fosfatidilcholinas, Pl — fosfatidilinozitolis, SM — sfingomielinas, SFA —
sociosios riebaly ragstys, UFA — nesociosios riebaly ragstys, FA — riebaly riigstys. Adaptuota is:
Castro-Gomez et al., 2015.

Pagrindiniai membranos lipidai skirstomi | fosfogliceridus (glicerofosfolipidus),
sfingolipidus ir sterolius. Glicerofosfolipidy pagrindas yra glicerolis, prie kurio pirmyjy dviejy
anglies atomy esterinémis jungtimis yra prijungtos angliavandeniliy grandinés (,,uodegos*). Lipidy
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uodegos tarpusavyje gali skirtis ilgiu ir sotumu (sociosios — neturincios dvigubyjy rysiy, neso€iosios
— turinCios CiS konformacijos dvigubuosius rySius). Prie treCio anglies atomo, taip pat esterine
jungtimi yra prijungtas fosfatas, prie kurio gali jungtis jvairtis pakaitalai: cholinas, inozitolis ir kiti
(1 pav.) (Harayama ir Riezman, 2018).

Sfingolipidy pagrindas yra sfingozinas, prie kurio amino grupés prijungta riebaly riigstis.
Kaip ir fosfogliceridai, sfingolipidai, taip pat, turi prijungta fosfata, prie kurio jungiasi jvairiis
pakaitalai: cholinas, etanolaminas ir kiti (1 pav.) (Sang ir Zhu, 2014).

Kita svarbi lipidy grupé — steroliai. Tai junginiai sudaryti i$ keturiy angliavandeniliy ziedy —
hidrofobiné dalis, bei hidroksilo grupés — hidrofiliné dalis (2 pav.) (Dupont, 2005). Taigi, steroliali,
kaip ir fosfogliceridai bei sfingolipidai, yra amfifilinés molekulés. Gyviiny lasteliy membranose
dazniausiai sutinkamas cholesterolis (Dutta et al., 2007). Sis sterolis saveikaudamas su kitais
membranos lipidais palaiko tinkama membranos fazing buiseng, jos standumga ir taip reguliuoja jos
pralaidumg vandenyje tirpioms molekuléms. Taip pat, jungdamasis su jvairiais transmembraniniais

baltymais padeda palaikyti tinkamg jy struktiirg (Luo et al., 2020).

2 pav. Cholesterolio molekuliné struktiira. Adaptuota i$: Raczynski et al., 2006.

Lipidy jvairove yra labai didelé ir priklausomai nuo organizmo, lastelés tipo, organelés, ar
net membranos sluoksnio, lipidiné membranos sudétis gali skirtis. Pavyzdziui Zinduoliy lgsteliy
membranose aptinkama daug cholesterolio, taciau Sio sterolio bakterijy membranose néra (Brender
et al., 2012). Skiriasi skirtingy organy lasteliy membranos. Neurony plazminéje membranoje
aptinkama daugiau cholesterolio bei polinesoc€iasias riebaly ruigs¢iy grandines turinciy lipidy, negu
»standartinéje zinduoliy lgsteliy plazminéje membranoje (Ingélfsson et al., 2017). Skirtingos gali
biti ir to paties organo skirtingy tipy lasteliy membranos. VirSutinius kvépavimo takus dengianciy
bronchy epiteliniy lasteliy membranose aptinkama tris kartus daugiau inozitolio poling grupe
turin¢iy fosfolipidy, negu alveoles dengianciose alveoliy II tipo epiteliniy lasteliy membranose.
Taciau alveoliy epiteliniy lgsteliy membranose aptinkama du kartus daugiau fosfatidilcholino ir

fosfatidilglicerolio lipidy (3 pav.) (Zemski Berry et al., 2017).
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3 pav. Specifiniy bronchy epiteliniy Igsteliy (BEL) membranoje bei alveoliy II tipo epiteliniy (ATII)
lasteliy membranoje esanciy lipidy kiekio palyginimas. PG — fosfatidilglicerolis, PC —
fosfatidilcholinas, PE — fosfatidiletanolaminas, Pl — fosfatidilinozitolis. Skai¢iai nurodo riebaly
ragsciy ilgius ir jose esanciy dvigubyjy rysiy kiekj. Adaptuota i$: Zemski Berry et al., 2017.

Membranos sluoksniai yra asimetri$ki. Skirtinguose sluoksniuose aptinkami skirtingi
baltymai, lipidai, skiriasi ir lipidy sotumas. Membranos iSoriniame sluoksnyje yra daugiau
fosfatidilcholino ir sfingomielino, kuriy anglies atomy grandinés dazniausiai yra sociosios.
Vidiniame sluoksnyje, aptinkama daugiau fosfatidilserino ir fosfatidiletanolamino, turinciy

nesocigsias riebaly rugsciy grandines (4 pav.) (Lorent et al., 2020).

ISorinio sluoksnio lipidai, %
@ B
o o
1 1
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20 A = kiekis
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T

+

4 pav. Eritrocity plazminés membranos asimetrija. Ceramidas (Cer), fosfatidine riigstis (PA),
fosfatidilcholinas (PC), fosfatidilcholino plasmalogenas (PCp), fosfatidiletanolaminas (PE),
fosfatidiletanolamino plasmalogenas (PEp), fosfatidilinozitolis (Pl), fosfatidilserinas (PS),
sfingomielinas (SM). Adaptuota i$: Lorent et al., 2020.
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Lastelés plazminé membrana yra lateraliai heterogeniSka. Sociyjy lipidy, sfingomielino ir
cholesterolio cheminés ir geometrinés savybés lemia palankesnes jy tarpusavio sgveikas. Todél
membranoje susidaro sociyjy lipidy, sfingomielino ir cholesterolio turintys mikrodomenai, vadinami
lipidy plaustais, bei mazai cholesterolio turintys neso¢iyjy lipidy domenai. Lipidy plaustuose, taip
pat, buina jsiterpe jiems specifiniai baltymai, dazniausiai receptoriai. Mikrodomenai svarbis baltymy

tarpusavio sgveikoms, kurios reikalingos signaly inicijavimui bei perdavimui (Levental et al., 2020).

1.1.2 Membranos fazinés biisenos

Fosfolipidy dvisluoksnis gali biti keliy faziniy (lameliniy) biiseny: gelio (so), SKystosios
netvarkios (lg) ir skystosios tvarkios (lo). Membranos faziné biisena keiciasi pasiekus tam tikrg
temperatiirg, kuri vadinama fazinio virsmo temperatiira (Zymima Tf). Membrana pereina j skystaja
netvarkig biisena, kai temperatiira yra didesné¢ negu Ty, o temperatiirai nukritus Zemiau Tf, — | gelio
biiseng. Gelio fazé¢je lipidai yra iSsidéste labai kompaktiskai: lipidy angliavandeniliy uodegos yra
trans konfigtracijos, iStjsusios ir iSsidésto arti viena kitos. Skystosios netvarkios biisenos
membranoje lipidy uodegos néra pilnai iSsitempusios ir lipidai iSsidésto maziau kompaktiskai. Vieno
lipido uzimamas plotas yra didesnis negu gelio biisenoje (Eeman ir Deleu, 2010). Fazinio virsmo
temperatiira priklauso nuo membranos sudéties: fosfatidilcholino ir fosfatidiletanolamino buvimo
membranoje bei cholesterolio kiekio. Taip pat, nuo membrang sudaranciy lipidy savybiy: nesociyjy
riebaly rtgsciy kiekio (kuo jy daugiau tuo Tr mazesné), riebaly riig§ciy grandiniy ilgio (kuo jos
ilgesnés tuo Tt didesné), bei kity salygy (Cevc, 1991).

1, — skystoji tvarki
— gelio faziné biisena (skystakristaliné) faziné biisena

m (R, oot HHOMMOMMHOMTOMTTIOR
1 1 T

ld - skystop netvarki lo — skystoji tvarki
(skystoji) faziné biisena (skystakristaliné) faziné busena

e zP i 'nnu RO
W zvvzﬂ HOUBIAONS lLlHl i

- i

A

5 pav. Membranos fazinés buisenos.

Cholesterolis yra itin svarbus tinkamai biologiniy membrany fazinei biisenai palaikyti.

Biologinés membranos yra skystosios tvarkios (skystakristalinés) fazinés biisenos, kuri yra optimali
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iSlaikyti barjering, signaling bei kitas jos funkcijas. Kai membrana yra gelio biisenos, sumazéja
lipidy difuzija, kuri reikalinga jvairiy baltymuy, tarp jy ir signaliniy baltymy, jsiterpimui | membrang
reguliuoti. Kai membrana yra skystosios netvarkios biisenos, jos pralaidumas padidéja, todél
nebeuztikrinama membranos barjeriné funkcija. Temperatiiros intervalas, kuriame membrana
iSlaiko skystakristaling biiseng, kai membranoje néra cholesterolio, yra siauras. Taciau, cholesterolis
i$plecia §j intervalg. Daugumos biologiniy membrany T; yra 10-40 ‘C. Esant Zemai temperatiirai
(T < T), cholesterolis jsiterpia tarp glaudZziai i$sidés¢iusiy lipidy uodegy ir taip suardo tvarkingg jy
1Ssidéstymg. Temperatiirai pakilus vir§ Ty, tarp angliavandeniliy uodegy jsiterpgs, cholesterolis
neleidzia anglies atomy grandinéms laisvai judéti, todél sumazéja membranos takumas (5 pav.)

(Rubenstein et al., 1979).

1.2 Dirbtiniai membrany modeliai

Biologinés membranos yra kompleksinés struktiiros, todél pavieniy membranos komponenty
tyrimai yra brangis, sudétingi bei uzima daug laiko. Todél sukurti membrany modeliai, leidZiantys
pagaminti Zzinomos sudéties bei tam tikras biologiniy membrany savybes imituojanc¢ias membranas.
Dazniausiai naudojami modeliai: liposomos bei ploksc¢iosios dvisluoksnés lipidinés sistemos, kurios
dar  skirstomos | juodgsias lipidines membranas (BLM), hibridines membranas (hBLM),
suspenduotas (iSlietas) membranas (SBLM) ir prikabintas lipidines membranas (tBLM) (Yeagle,
2016).

Liposomos, tai sferinés dalelés sudarytos i§ amfifiliniy lipidy dvisluoksnio gaubianéio
vandening terpe. Liposomos gali biiti vienasluoksnés ar daugiasluoksnés (sudarytos 1§ keliy
dvisluoksnio sluoksniy), taip pat, gali skirtis dydZiu: mazos (20-100 nm skersmens), didelés
(1-0,1 pm skersmens), gigantiskos (skersmuo didesnis nei 1 um) (Daraee et al., 2016). Liposomos
dazniausiai gaminamos iStirpinant fosfolipidus organiniame tirpiklyje, pavyzdZziui chloroforme,
18dziovinant §j tirpalg ir gauta lipidy plévele hidratuojant vandeniniame buferyje. Tokiu biidu
gaunamos daugiasluoknés jvairaus dydzio liposomos (Yeagle, 2016). Liposomos naudingos
membranos dinaminiy procesy tyrimuose. Naudojant liposomas sudétyje turin€ias pirenu pazymeétus
fosfatidilcholino analogus nustatytas Sio lipido flip-flop difuzijos greitis (Mdaller et al., 2000).
N. Nuytten ir kolegos, naudodami liposomas iStyre¢ polietilenglikolio prijungimo prie fosfolipidy
jtaka baltymy difuzijai membranoje (Nuytten et al., 2010). Daug zada liposomy naudojimas vaisty
pristatymui, geny pernesimui, imunodiagnostikai ir kitoms sritims (EI-Hammadi ir Arias, 2019) (dos
Santos Rodrigues et al., 2018).
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P. Mueller sukurti beveik pries 60 mety (Mueller et al., 1962). Tradiciskai tokios membranos yra
formuojamos hidrofobinés medziagos (pvz.: teflono, nailono) plével¢je padarytoje kiaurymeje
(~1 mm skersmens), kuri yra apsupta vandeninés terpés (Budvytyté, 2012). Tokiu budy gaunama
membrana sudaryta i$ dviejy amfifiliniy monosluoksniy. Jy hidrofilinés ,,galvos sgveikauja su
vandenine terpe, o hidrofobinés ,,uodegos* yra dvisluoksnio centre. Per pastaruosius deSimtmecius
daugiau démesio skiriama $iy dvisluoksniy formavimui poringose medziagose, siekiant sukurti
nedidelius, pigius prietaisus, kuriais buty galima tirti daugiau méginiy vienu metu. Naudojant tokias
sistemas tiriami jony kanalai, vaisty difuzija per membrang, bei membranos elektrinés savybés
(varza, talpa) (Aminipour et al., 2017). Taciau juodosios lipidinés membranos yra mechaniskai
nestabilios, todél néra tinkamos atlikti daug laiko reikalaujancius tyrimus (Sun et al., 2020).

Suspenduotos lipidinés membranos (SBLM) formuojamos ant kieto, hidrofilinio pavirSiaus
(6 pav.): stiklo (Mapar et al., 2018), zérucio (Banerjee ir Lyubchenko, 2021), silicio ir jvairiy metaly
bei kity medziagy (Siontorou et al., 2017). Tokias membranas nesunku paruosti, jos yra stabilios, ir
tinkamos taikant daugelj pavirSiaus tyrimo metody: atominés jégos mikroskopija (Neupane et al.,
2021), pavirSiaus plazmony rezonansg bei kvarco kristalo mikrogravimetrines svarstykles (Parkkila
et al., 2018) ir kitus. Tac¢iau sSBLM neturi pomembraninio vandeninio rezervuaro ir lipidy lateraliné
difuzija yra maZesné¢ negu BLM. Nors sBLM modeliai yra tobulinami, pavyzdZiui, membrana
liejama ant polimerais padengto pavirSiaus, kol kas néra biido paSalinti didziausiy Sio modelio
trikumy (Sun et al., 2020).

Hibridinés lipidinés membranos (hBLM) yra formuojamos ant kieto hidrofobinio
pavirSiaus (6 pav.). Kietas pavirSius (auksas, zérutis ar kiti metalai) yra padengiamas hidrofobiniu
alkantioliy savitvarkiu monosluoksniu (SAM), ant kurio liejamos liposomos. Taip suformuojama
hBLM susidedanti i$ savitvarkio monosluoksnio bei fosfolipidy monosluoksnio (Sabirovas et al.,
2021). Alkantioliai prie metaly pavirSiaus jungiasi kovalentiniu rySiu, per sieros grupg, todél tokia
sistema yra stabili (iSliecka nepakitusi kelis ménesius) ir atspari buferio, pH ar joninés jégos
poky¢iams. hBLM naudojamos biojutikliy kirimui (Favero et al., 2005), elektrony pernasos sistemy
(Maet al., 2013) ir kituose tyrimuose. Taciau hibridiné lipidiné membrana maziau panasi j biologing
membrang ir tankus alkantioliy sluoksnis neleidzia jsiterpti transmembraniniams baltymams ir juos
tirti (Plant, 1999).

Prikabintos lipidinés membranos (tBLM), tai membranos inkariniais junginiais
prikabintos prie kieto pavirSiaus (6 pav.). Strukttrinés ir funkcinés tBLM savybes priklauso nuo
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keliy faktoriy: pagrindo, pomembraninio sluoksnio dydzio, inkariniy junginiy tipo bei jy iSsidéstymo
tankio (Bompard et al., 2021). tBLM dazniausiai formuojamos ant aukso (Maccarini et al., 2016),
taciau gali biiti formuojamos ant Zéruc¢io (Motegi et al., 2019), sidabro (Aleknaviciené et al., 2021)
ir kity medziagy. Membrana prie kieto pavirSiaus yra pritvirtinta inkariniais junginiais, kuriuos
sudaro trys dalys: tioliné (ja jungiasi prie pavirSiaus), hidrofiliné — etilenoksidas (reguliuojamo
(Ragaliauskas, 2017). Sie junginiai leidZia atskirti membrang nuo kieto pavir§iaus ir sukurti norimo
dydZio pomembraninj vandeninj sluoksnj (Bompard et al., 2021). Inkariniai junginiai tarpusavyje
yra atskirti skiediklio molekuliy. Tai daZniausiai jvairaus ilgio etilenoksido fragmentai, be
hidrofobinés dalies (Ragaliauskas, 2017). tBLM sistema yra stabili, bet iSlaiko mechaninj
lankstumg, turi reguliuojamo dydZio pomembraninj vandeninj rezervuara, kuris reikalingas
transmembraniniy baltymy jsiterpimui bei membrang peréjusiy jony kaupimuisi. Dél $iy prieZasciy
modelis plac¢iai naudojamas jvairiose srityse: baltymy (pvz.: poras formuojanciy toksiny, amiloido
beta peptidy, jony kanaly) struktiiriniuose ir funkciniuose tyrimuose, nanodaleliy charakterizavimui,

atsparumui antibiotikams tirti, virusy detekcijai (Penkauskas ir Preta, 2019).

m} Hidrofilinés galvos

— Hidrofobinés uodegos
5! ??‘5! ;; 2333

tBLM

Hidrofobinis alkantioliy
Vandeniné aplinka sluoksnis

Hidrofilinés galvos

I

Inkariniai junginiai

sBLM hBLM

6 pav. Ploksciosios dvisluoksnés lipidinés sistemos.

Prikabintos lipidinés membranos ruoSiamos dviem etapais. Visy pirma, ant kieto pavirSiaus
suformuojamas savitvarkis monosluoknis. Tuomet ant paruoSto pavirSiaus formuojama norimos
kompozicijos lipidiné membrana (7 pav.). Si procedira gali biiti atlickama keliais bidais:

Langmuir-Blodgett metodu (Ahmed Karaballi et al., 2018), tirpikliy pakeitimo (Subczynski et al.,
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2017) ir dvisluoksniy (Chadli et al., 2017) ar daugiasluoksniy liposomy liejimo metodais
(Ragaliauskas, 2017). Dauguma S§iy metody reikalauja pakankamai daug laiko bei is$skirtinés
technikos, o kartu ir darbuotojo kompetencijos. Papras¢iausias biidas suformuoti prikabintas
lipidines membranas yra liejant daugiasluoksnes liposomas. Sis metodas leidZia suformuoti tBLM
per maziau nei 60 minuciy ir nereikalauja brangios jrangos, tokios kaip ultragarsiné¢ maisyklé ar

ekstruderis (Ragaliauskas, 2017).

Auksas

+ 16

Inkarinis
junginys

Liposomos

7 pav. tBLM formavimas. Adaptuota i$: Bompard et al., 2021.

1.3 Nuo cholesterolio priklausomi citolizinai

Pagrindinis lastelés apsauginis barjeras, tai jos membrana. Evoliucijos eigoje vystantis
lastelés apsauginiams mechanizmams, vystési ir bakterijy mechanizmai, kurie leido apeiti lastelés
gynyba. Galybé bakterijy gamina baltymus, kurie sgveikaudami su membrana sutrikdo signaly
perdavimg arba paZeidzia pacig membrang. Viena 1§ grupiy naudojanti pastargjj mechanizmg yra
poras formuojantys toksinai (PFT) (Morton et al., 2019). Jie bakterijy iSskiriami vandenyje tirpiy
monomery pavidalu, kurie difunduoja iki Igstelés membranos, prie jos prisikabina, oligomerizuojasi
ir sudaro jvairaus dydzio poras. Poros suardo lastelés barjera, todél sutrinka lastelés homeostaze ir
ji Zusta. Pagal poros struktiira PFT skirstomi j: a-PFT ir B-PFT. a-PFT formuoja lankscias,
segtuko-spiralés motyvy struktiiras, o B-PFT — stabilias B-statinés formos poras (Peraro ir van der
Goot, 2016).

Viena i§ B-PFT poSeimiy yra nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (CDC). Siuos
baltymus gamina apie 20 bakterijy rusiy, kurios dazniausiai yra Gram teigiamos (pvz.: Streptococcus
pyogenes streptolizinas O, Streptococcus pneumoniae pneumolizinas) (Gilbert, 2010). CDC is 35-50
monomery suformuoja itin dideles — 250-300 A poras (Tweten, 2005). 1939 metais L. Hewitt ir

E. W. Todd preinkubavo streptolizing O su cholesteroliu ir pasteb¢jo, kad tai inhibuoja toksino
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aktyvuma. Taip iSaiskinta, kad Sio baltymo veikimui reikalingas cholesterolis (Hewitt ir Todd,
1939). Véliau parodyta, kad visi CDC Seimos toksinai, veikia tik membranas, kuriose yra
cholesterolio (Shewell et al., 2020).

Per pastaruosius 30 mety nustatytos daugumos CDC baltymy pirminés struktiros. Atlikus
seky analizg paaiSkéjo, kad CDC baltymai yra labai konservatyviis (tapatumas siekia 40-70 %).
Regionas, kuriame sekos dazniausiai yra identiskos — tai 11 aminoriig§¢iy seka, vadinama triptofanu
turtinga kilpa. Si sritis reikalinga CDC saveikai su membrana (Dowd ir Tweten, 2012). Toksiny
monomery tretinés struktiiros, taip pat, turi daug panasumy. Tai daug [ klos¢iy turincios (50-72 kDa
masés) struktiiros, suskirstytos j 4 domenus: D1-D4 (8 pav.) (Christie et al., 2018). 4 domenas,
sgveikauja su lgstelés membrana. Jame yra tam svarbi triptofanu turtinga kilpa, bei cholesterolio
atpazinimui reikalinga treonino ir leucino aminoriig§¢iy pora, vadinama cholesterolio atpazinimo
motyvu (Farrand et al., 2010). Kiti trys domenai licka membranos iSoréje. 3-iajame domene esancios
dvi a spiralés yra svarbios poros jsiterpimui j membrang. O 1-asis ir 2-asis domenas apjungia
membranos atpazinimg ir poros jsiterpimg bei yra svarbiis baltymo strukttiros islaikymui (Reboul et
al., 2014).

\7‘ ,([ / (.
o /
/[- /
) f Domenas 4
VA )
57 (@ Trp turtinga
“% kilpa

Cholesterolio /
jungimosi vieta

8 pav. Pneumolizino molekuliné struktiira. Adaptuota is: Lawrence et al., 2015.

1.3.1 Streptococcus pneumoniae bakterijos ir juy toksinas — pneumolizinas
Streptococcus pneumoniae, yra placiai paplitusios oportunistinés bakterijos. Jos ypac
pavojingos vaikams, vyresnio amziaus ir imunin€s sistemos sutrikimy turintiems zmonéms.

S. pneumoniae yra vienas pagrindiniy apatiniy kvépavimo taky ligy sukéléjy ir viena i§ pagrindiniy
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mirties nuo Siy ligy priezas¢iy (Lower Respiratory Infections Collaborators, 2018). WHO
duomenimis, pneumokokinés infekcijos kasmet pasaulyje nusinesa 1,6 milijonus gyvybiy (World
Health Organization, 2008). Daugumos suaugusiyjy organizme $ios bakterijos virSutiniy kvépavimo
taky ar nosiaryklés gleivinése, yra normalios mikrofloros dalis. Taciau susilpnéjus imuninés
sistemos veiklai bakterijos gali pasklisti ir sukelti jvairias ligas. Plauciuose sukelia pneumonija,
patekusios i kraujg — bakteriemija, peréjusios kraujo-smegeny barjerg — meningita, taip pat, sukelia
infekcijas Eustachijaus vamzdyje ir sinusuose (Peyrani et al., 2019). S. pneumoniae pablogina kity
infekcijy, tokiy kaip gripas ar Covid-19, eigg. C. R. MaclIntyre ir kolegos apibendrino 75 tyrimy
rezultatus, kurie parod¢, kad kilus 2009 mety gripo pandemijai, beveik ketvirtadalis sirgusiyjy turéjo
antrines bakterines infekcijas, kurios yra siejamos su didesniu mirStamumu (Maclntyre et al., 2018).
X. Zhu ir kolegos parod¢, kad 94,2 % (8 tirty 257-1y) Covid-19 pacienty tur¢jo antrines infekcijas
(Zhu et al., 2020). Dazniausias antriniy infekcijy sukéléjas abiem atvejais, buvo S. pneumoniae
bakterijos.

Nors S. pneumoniae turi keletg virulentiSkumo faktoriy (pvz.: jvairlis lipoproteinai,
pneumokokinis pavirSiaus baltymas A (Martinez et al., 2019)), ta¢iau pagrindinis $iy bakterijy
toksinas yra pneumolizinas (PLY). Tai 471 aminoragséiy ilgio (52 kDa) baltymas priklausantis nuo
cholesterolio priklausomy citoliziny Seimai (Nishimoto et al., 2020). Kaip ir kiti Sios Seimos
baltymai, jis jungiasi prie cholesterolio turin¢iy membrany. Nors sgveika su cholesteroliu yra biitina
pneumolizino poros susidarymui, taciau nustatyta, kad PLY potencialiai sgveikauja ir su glikany bei
manozés receptoriais (Lim et al., 2013) (Shewell et al., 2020). Membranose PLY sudaro 300-400 A
skersmens ir 80 A auks¢io poras, kurias gali pereiti ne tik nedidelés molekulés, jonai, bet ir baltymai

(van Pee et al., 2017). Todél, sutrikdoma lgstelés homeostazé ir ji Ziista.

9 pav. Pneumolizino sgveika su cholesteroliu. Adaptuota is: Park et al., 2016.
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Pastaryjy mety tyrimai leido iSaiskinti molekulinius pneumolizino poros susidarymo
mechanizmus. Pirma, vandenyje tirpiis PLY monomerai difunduoja iki membranos ir jungiasi su
joje esan¢io cholesterolio B-OH grupe (Alouf et al., 1984). Siai saveikai palankia hidrofobine aplinka
sukuria Thr459 ir Leu460 aminortgs$ciy pora, bei greta jos, triptofanu turtingoje kilpoje, esanc¢ios
Leud31 ir Trp433 aminortgstys (9 pav.). Pakeitus Sias aminortigstis, mutanty aktyvumas sumazéja
(Park et al., 2016). Detalesnés kompiuterinés simuliacijos parodé, kad Trp433, Trp435 ir Trp436
(triptofanu turtingoje kilpoje) bei Thr459, Leu460 ir Tyrd61 (4-ame domene) tiesiogiai sgveikauja
su cholesterolio molekulémis, o Tyr435 ir Trp436 sudaro inkarg lipidiniame dvisluoksnyje (Vogele
etal., 2019).

Membranos pavirSiuje monomerai oligomerizuojasi ir sudaro preporg. Vieno monomero
igaubta, labiau teigiamai jkrauta pusé sgveikauja su kito monomero iSgaubta, labiau neigiamai
jkrauta puse. I$ viso tarpusavio ry$ius sudaro tik 85-ios aminortigstys, dauguma jy yra 1-ajame ir
4-ajame domenuose (10 pav.). Beveik visos monomery saveikoje dalyvaujan¢ios aminoriigStys yra
konservatyvios, o dalis identiSkos visuose CDC (Marshall et al., 2015). Tarpusavyje PLY
monomerai sudaro kelis drusky tiltelius (K18-E84, D93-R208 ir K188-E260), juos kartu, taip pat,
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10 pav. Pneumolizino monomery saveika. Spalvomis pazymétas elektrinis potencialas: raudona —
neigiamas, mélyna — teigiamas. Monomery sglycio regionai pazyméti violetine ir geltona spalvomis.
Pazymétos sgveikai svarbiausios aminortigstys. Adaptuota i$: Marshall et al., 2015.

jungia hidrofobiniai, vandeniliniai rySiai bei Van der Valso (Van der Waals) jégos. S. L. Lawrence
ir kolegos parode, kad monomery sgveikoms svarbios Asn66 ir Ser68 aminoriigStys. Pakeitus Asn66
triptofanu PLY aktyvumas sumazéja 50 %, pakeitus Ser68 — nepakinta, bet pakeitus abi aminoraigstis
PLY inaktyvuojamas (Lawrence et al., 2015). J. E. Marshall ir kolegos atrinko 18 aminortigs¢iy

esanCiy monomery sglyCio pavirSiuje ir atliko mutagenezés eksperimentus. Beveik visy mutanty
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aktyvumas buvo sumazéjes (Marshall et al., 2015). Sie eksperimentai parodé, kad preporos
susiformavimui buitinos specifinés monomery tarpusavio sgveikos.

Apie 44 pneumolizino monomerai suformuoja preporg (Faraj et al., 2020). Preporai
jsiterpiant ] membrang jvyksta drastiSki monomery struktiros pokyciai. 1-ajame ir 4-ajame
domenuose vyksta mazai modifikacijy, tac¢iau 2-asis ir 3-iasis domenai labai pasikeicia. D1 ir D4
jungianciame 2-ajame domene esantys [(-lakstai, persitvarko ir pasisuka 90° kampu, o tai saglygoja
D1 pasisukimg link membranos pavirSiaus. Todél pneumolizino monomerai sublitiksta. 3-ajame
domene esancios trumpos a-spiralés iSsivynioja ir persitvarko j B-plauky segtuko struktiiras, kurios
perveria membrang. Skirtingy monomery B-plauky segtuko struktiiros susijungia j vieng didele
[3-statine, kurig sudaro apie 176 gijos, kurias tarpusavyje jungia drusky tilteliai (11 pav.) (van Pee et
al., 2017).

11 pav. Pneumolizino pora. VirSuje vaizduojamas poros iSorinis pavirSius, apacioje — vidinis.
Spalvomis pazymétas elektrinis potencialas: raudona — neigiamas, mélyna — teigiamas. Adaptuota
i§: van Pee et al., 2017.

1.3.2 Streptococcus pyogenes bakterijos ir jy toksinas — streptolizinas O

Streptococcus pyogenes (arba A grupés streptokokai), tai bakterijos, kurios kaip ir
S. pneumoniae yra siejamos su kvépavimo taky ligomis. Streptococcus pyogenes, tai zmogui
specifiniai patogenai, kurie sukelia daznas infekcijas: faringitg (ryklés gleivinés ir pogleivio
uzdegimas), skarlating, impetingg (infekciné odos liga), kartais gyvybei pavojingas infekcijas:
streptokoky toksinio Soko sindroma, nekrozinj fascita, pneumonija ir kitas infekcijas (Feil et al.,
2014). Kasmet, pasaulyje nuo S. pyogenes sukelty infekcijy mirSta apie 500 ttkstanéiy zmoniy
(ULAC, 2021). Keli antibiotiky tipai, pavyzdziui penicilinas, yra naudojami kovoje su Siomis
infekcijomis, taciau jy poveikis invazyvioms infekcijos formoms yra mazesnis. MirStamumas nuo

invazyvios infekcijos siekia daugiau negu 30 %. Tai siejama su didesne toksino streptolizino O
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produkcija (Aikawa et al., 2021). 2014-2016 metais Anglijoje padidéjus infekcijy invazyvia
S. pyogenes forma stipriai iSaugo susirgimy skarlatina skaicius (Lynskey et al., 2019).

Streptolizinas O (SLO) yra pagrindinis A grupés streptokoky virulentiSkumo faktorius, kuris
priklauso nuo cholesterolio priklausomy citoliziny Seimai. Kaip ir kiti Sios Seimos atstovai, SLO
sudaro poras cholesterolio turindiose membranose (Stevens ir Bryant, 2011). Sis baltymas
susintetinamas kaip 571 aminoragsties ilgio peptidas (Gerlach et al., 1993). Sekretuojama forma
gaunama steptokoky proteinazéms nuo baltymo N galo paSalinus apie 70 aminorugs¢iy, kurios
vadinamos 0-iniu domenu. Jo seka neatitinka jokio kito CDC sekos ir manoma, kad nejtakoja toksino
aktyvumo, taciau yra reikalinga bakteriniy NAD-glikohidrolaziy translokacijai j Seimininko Igstelés
citoplazma. Tai saglygoja didesnj bakterijy citotoksiSkumg (Feil et al., 2014).

Streptolizinas O turi CDC budingg struktiira ir poros formavimo mechanizma. SLO, taip pat,
turi D1-D4 domenus. 4-ajame domene yra visiems CDC budinga triptofanu turtinga kilpa ir
treonino-leucino (Thr490-Leu491) pora reikalinga saveikai su membranoje esanciu cholesteroliu.
Taciau nustatyta, kad SLO, kaip ir kity CDC baltymy, saveikai su membrana, svarbus ne tik
cholesterolis. CDC baltymy aktyvumas skiriasi ty paciy lgsteliy membranose. Peliy miocity
membranose perfringolizino O (CDC S$eimos toksinas) aktyvumas yra mazesnis negu SLO
aktyvumas, nors abu baltymai cholesterolj atpazjsta atitinkama leucino ir treonino pora. Manoma,
kad skirtingi CDC atpazjsta cholesterolj skirtingoje lipidingje aplinkoje (Farrand et al., 2015).

CDC membranoje jsitvirtina déka 4-ajame domene esanciy kilpy. I§ viso jos yra keturios:
hidrofobinés 1-a, 2-a ir 3-ia kilpos bei triptofanu turtinga kilpa. Pirmiausiai, membranoje esantis
cholesterolis yra atpazjstamas 1-oje kilpoje esan¢iy leucino ir treonino aminoriig§¢iy, tuomet ]
membrang jsiterpia 2 ir 3 kilpa, bei triptofanu turtinga kilpa (Soltani et al., 2007). 1 kilpa ir 2 kilpa
turi nemazai visiems CDC konservatyviy aminoriig§iy, tafiau jose yra ir besiskirianciy
aminoriigs¢iy. Siy aminortigi¢iy savybés gali jtakoti toksiny saveikos su membrana ypatybes ir tai
kokiose membranose Sie baltymai veikia (Savinov ir Heuck, 2017). Trec¢ioji kilpa yra maZziausiai
konservatyvi (12 pav.). A. J. Farrand ir kolegos parod¢, kad 3 kilpos sgveika su membrana kinta,
pakeitus joje esancias aminoriigsStis, o tai jtakoja baltymo poros jsiterpimg j membrang. PFO
(perfringolizinas O) pakeit¢ Asp434 aminoriigst], tyréjai pagerino baltymo saveika su peliy miocity
membrana, o pakeite Asp434 analogg SLO (Ser505), jie sumazino SLO prisijungima (Farrand et al.,
2015) (Johnson et al., 2017). Taigi, CDC su membrana sgveikaujanc¢iy kilpy aminoragsciy sekos

ypatumai gali nulemti skirtingg toksiny afiniSkumga skirtingoms membranoms. Pneumolizino ir
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streptolizino O kilpy aminortig8ciy sekos turi keletg skirtumuy, tai gali lemti jy sagveikos su membrana

skirtumus (12 pav.).

CDC 1 kilpa 2 kilpa 3 kilpa Trp turtinga kilpa
Pneumolizinas GTTLYP HSGAY VA DLTAH ECTGLAWEWWR
Streptolizinas O GSTLSP HQGAYVA SKTSP ECTGLAWEWWR
PLY 367 373 403 407 427 437 457 462

I B | S ©
SLO 469 475 505 509 529 539 559 564

12 pav. Pneumolizino ir streptolizino O D4 kilpy aminorigi¢iy seky palyginimas. Zalia —
sutampancios aminortgstys, raudona — skirtingos aminortigstys. Adaptuota i§: Savinov ir Heuck,
2017.

PLY ir SLO C galo pavirSiuose, yra ne tik kilpy, bet ir kiti pirminés baltymo struktiiros
skirtumai. Pirma, Trp456 esantis PLY yra pakeistas j Ser558 SLO. Tokia mutacija galimai kei¢ia
baltymo-baltymo saveikas. Taip pat, pastebéti skirtumai regione: 461-YPQVE-465. Pavyzdziui,
PLY esantis tirozinas Y461 SLO yra pakeistas serinu (S563) (didelé aromatiné aminortigstis
pakeista | mazg alifating), glutaminas Q463 SLO yra pakeistas j tirozing (Y565) (alifatiné
aminoriigStis ] aromating), glutamo rugstis E465 SLO pakeista | sering (S567) (neigiama
aminortigstis j neutralig) (Kucinskaite-Kodze et al., 2020).

PLY ir SLO tretinés struktiiros yra gana panaSios (13 pav.). Palyginus skirtingy CDC
struktiiras, apskaic¢iuojant kvadratinio vidurkio nuokrypius, pastebéta, kad vieni maziausiy skirtumy
buvo tarp PLY, SLO ir SLY (suilzinas). Pneumolizino ir streptolizino O triptofanu turtingoje kilpoje
susidarantys vandeniliniai rySiai, taip pat, sutampa, i§skyrus streptolizino O Trp537, kurio atitikmuo
PLY yra Trp435, sudaromus rysius (Lawrence et al., 2015). Taciau PLY struktira yra linijiné ir D4
domenas, kartu su triptofanu turtinga kilpa, yra beveik nepakrypes nuo baltymo vidurio asies (Park
et al., 2016). Kita vertus, SLO triptofanu turtinga kilpa, nors ir turi 3 vandenilinius rySius
(Trp535-Ala398, Trp535-His40, Trp537-Thr245) ir van der Valso sgveikas su 4-u domenu, nuo jo
yra nusisukusi ir yra iStemptos konformacijos. Tai suteikia mobilumo kilpai, kurioje yra cholesterolj
atpazjstancios aminortigstys. Dél to, Sioje kilpoje esanti leucino aminoriigstis atsiduria nejprastoje

pozicijoje — iSsikiSusi vienoje D4 puséje, kaip ,,hidrofobinis pirstas® (Feil et al., 2014).
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13 pav. Kair¢je, nuo cholesterolio priklausomy citoliziny Seimai priklausanciy toksiny tretinés
struktiiros palyginimas. Desinéje, toksiny 4 domeno struktiiros palyginimas. ILY — intermedilizinas,
SLY - suilzinas, SLO - streptolizinas O, PFO — perfringolizinas O, PLY — pneumolizinas.
Adaptuota is: Park et al., 2016.

Skiriasi ne tik 4-asis SLO ir PLY domenas. PLY 2-ajame domene esanc¢ios dvi aminorigsciy
grandinés (29-35 ir 46-50 aminorigstys) yra labai mobilios. Tai budinga tik PLY. Todél,
vandeniliniy ry$iy tarp D2 ir D3, bei D2 ir D4, kurie yra kituose CDC, PLY neturi (Lawrence et al.,
2015). SLO $iuos rysius sudaro. Jo 4-as domenas i§ viso sudaro 31 vandenilinj rysj su 1-3 domenais
(Feil et al., 2014). Nors SLO ir PLY tretinés struktiiros yra pana$ios, taciau Sie baltymai turi
strukttiriniy skirtumy ir evoliuciskai yra nutole (Ahmad et al., 2011).

SLO kaip ir kiti CDC yra i$skiriamas vandenyje tirpiy monomery pavidalu. Manoma, kad
$is toksinas gali sudaryti tiek pilnas, tiek dalines poras. Pilna pora (250-300 A) susidaro, kai 36-40
iki membranos difundavusiy monomery oligomerizuojasi ir susidariusi prepora jsiterpia j membrang
(14 pav.). Dalines poras sudaro maziau monomery, jos ] membrang jsiterpia nesusidarius pilnai

preporai, todél yra mazesnés (Stewart et al., 2015).

. Prepora
Tirpus Prie pries
monomeras membranos jsiterpima j
o prisijunges  Prepora membrana

monomeras

I\ IU VAU
Umillnllulllmlu 110 b UL UL

il
uuwuuuuuunmmwunumwwm\:uumnmmummwL\Jum\ﬂﬂum

14 pav. CDC pilnos poros formavimo mechanizmas. Adaptuota i§: Tweten, 2005.
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1.3.3 S. pneumoniae ir S. pyogenes sukelty kvépavimo taky infekcijy diagnostika

Antibiotiky atradimas buvo vienas i§ reik§mingiausiy atradimy Zmonijos istorijoje. Sie
preparatai leido prailginti viduting Zmogaus gyvenimo trukme net 23-ejais metais. Taciau nauji
antibiotikai atrandami ar sukuriami vis reciau, o dél perteklinio jy vartojimo, vis daugiau zmonéms
specifiniy patogeny jgyja atsparumg Siems preparatams (Hutchings et al., 2019). Dazniausiai
antibiotikai skiriami gydant kvépavimo sistemos ligas, nors toks gydymas ne visuomet yra biitinas
(Higienos institutas, 2010). Todé¢l, norint sumazinti antibiotiky vartojima, kai tai néra racionalu,
taciau iSvengti netikslios ligos diagnozés ir uzdelsto gydymo, biitini greiti, prieinami ir tikslis
bakteriniy kvépavimo taky ligy diagnostikos metodai.

Apatiniy kvépavimo taky ligas, tokias kaip plauciy uzdegimas, daznai sukelia Streptococcus
pneumoniae bakterijos (sukelia 35-60 % plauciy uzdegimo atvejy) (Sakalauskas et al., 2016). Taciau
pneumonija, gali sukelti ir virusai (pvz.: Zmogaus rinovirusas, gripo virusas) ar grybeliai (Dandachi
ir Rodriguez-Barradas, 2018). Nuo sukéléjo priklauso ir gydymas. Todél, tiksli diagnostika turi
didele reikSme. AnkscCiau, patvirtinti virusing infekcijg, daznai buvo naudojami virusy kultiiry
auginimo ir virusy antigeny detekcijos metodai, bet jie gali buiti invaziniai ir rezultaty gali tekti laukti
savaite ar daugiau (Freeman ir Leigh, 2021). Vis dazniau naudojami tikslds, greitesni geny
amplifikacijos tyrimai, bet juos atlikti vis tiek uztrunka kelias valandas (Dandachi ir Rodriguez-
Barradas, 2018). Taip pat, gali biti atlieckami citologiniai tyrimai (Martinez-Girén irPantanowitz,
2017) ar serologiniai tyrimai antikiiny kiekiui nustatyti (Sakalauskas et al., 2016).

Bakteriné pneumonija gali biiti nustatyta atlikus skrepliy tepinélio tyrimg. Prie§ pradedant
gydyma paimtas skrepliy tepinélis dazomas Gramo bidu ir mikroskopuojamas. Sio metodo
jautrumas yra mazas, todel gali biti pasitelktas mikrobiologinis skrepliy pasélio tyrimas. Nors jo
jautrumas yra didesnis, bet net ir Siuo metodu sunku atskirti kolonizuojancias bakterijas, nuo
pneumonijos sukéléjo. Patikimai nustatyti koks yra ligos sukéléjas galima tik iSauginus
mikrobiologinj pas¢lj i§ aplinkos nepaveikty ertmiy: kraujo, pleuros skyscio ar plauciy audinio.
Taciau tai yra specifinis, invazinis ir ilgai trunkantis tyrimas. Siuo metu jau yra prieinamas
S. pneumoniae C polisacharido antigeno nustatymo Slapime tyrimas. Jis yra greitas (trunka 15
minuciy), jautrumas siekia 50-80 %, o specifiSkumas virSija 90 %, vienintelis trilkumas — kaina
(Sakalauskas et al., 2016).

Streptococcus pyogenes yra daznas virSutiniy kvépavimo taky ligy sukéléjas. Umus
faringitas/imus tonzilitas (UFT) tai ryklés ar tonziliy uzdegimas. Jj dazniausiai sukelia jvairiis
virusai (gripo, paragripo, Herpes simplex virusai, Coxsackie A, Epstein-Barr ir citomegalo virusai),
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taciau gali sukelti ir bakterijos bei mikroskopiniai grybai. Pagrindinis bakterinio faringito sukél¢jas
yra S. pyogenes bakterijos. Jos yra labai paplitusios tarp 5-15 m. amziaus vaiky (sukelia 15-30 %
faringito atvejy), taciau sukelia 15 % atvejy ir suaugusiems asmenims (Higienos institutas, 2010).
Netinkamai ar ne laiku diagnozuotas UFT gali sukelti rimtas komplikacijas (pvz.: peritonzilinj arba
retrofaringinj abscesg) (Buckitiniené ir Janoniené, 2019). Todél svarbu greitai ir tinkamai
diagnozuoti bakterijy sukeltg UFT.

Bendri kraujo tyrimai neleidzia patikimai atsKirti virusinio ir bakterinio UFT, todél reikia
atlikti kitus tyrimus: greitojo A grupés beta hemolizinio streptokoko antigeno nustatymo testg
(GAST) ir mikrobiologinj paséli (Higienos institutas, 2010). Kiekvieno testo kokybe i§ esmés
apibudina jo jautrumas (tai teisingai teigiamy rezultaty dalis i§ rezultaty visumos) ir specifiSkumas
(tai teisingai neigiamy rezultaty dalis i§ rezultaty visumos) (Kasiulevicius, 2014). Jautriausias,
didziausio specifiSkumo tyrimas yra gerklés tepinélio mikrobiologinis pasélis, taciau jis yra brangus
ir gauti rezultatus uztrunka 48-72 valandas. GAST testai yra pigesni ir greitesni. GAST testai gali
biti: imunochromatografiniai (jautrumas 84 %, specifiskumas 96 %), imunofermentiniai (jautrumas
86 %, specifiskumas 96 %), optinés imunoanalizés (jautrumas 86 %, specifiskumas 94 %),
molekulinés technikos (jautrumas 92 %, specifiskumas 99 %), lateksinés agliutinacijos (jautrumas
53-91 %, specifiskumas 85-89 %), liposominiai tyrimai (jautrumas 65 %, specifiskumas 96 %)
(Lean et al., 2014). Seniausi antigeno nustatymo testai yra lateksinés agliutinacijos testai, ta¢iau
praktikoje jie beveik nebenaudojami. Siuo metu, dél didelio jautrumo, populiaréja molekulinés
technikos, taciau tokie tyrimai trunka apie 1-2 valandas ir jiems reikalinga speciali jranga, todel
iSauga tokiy tyrimy kaina (Buckitiniené ir Janoniené, 2019). Kiekvienas GAST testas turi savy
trukumy, taiau GAST taikymas 53 % sumazina antibiotiky skyrimg vaikams, kurie neserga A
grupés streptokoky sukeltomis infekcijomis ir 7,9 % padidina antibiotiky taikyma Siomis
infekcijomis sergantiems vaikams (Kose et al., 2016). Todél tokiy testy tobulinimas ar naujy testy
diegimas, gali padéti sumazinti perteklinj antibiotiky vartojima.

Kitaip, negu timinio faringito, pagrindinis skarlatinos sukéléjas yra S. pyogenes. 10-15 % jy
sukelty infekcijy pasireiskia skarlatinos sindromu (karS¢iavimas, angina ir tipiskas bérimas odoje).
Si liga jprastai diagnozuojama pagal biidingus pozymius, tatiau diagnozés laboratoriniam
patvirtinimui, kaip ir nustatant UFT, gali bati atliktas mikrobiologinis Zio¢iy tepinélio pasélio

tyrimas, serologiniai (ieSkant antikiny kraujyje) ir GAST tyrimai (ULAC, 2021).
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2-propanolis
-merkaptoetanolis
Chloroformas
Dejonizuotas vanduo
Dikalio fosfatas
Dinatrio fosfatas
Etanolis

Inkarinis junginys
Kalio fosfatas

Natrio chloridas
Natrio dihidrofosfatas
Natrio hidroksidas
Oktadekantiolis
Sieros rugstis
Trizma® bazé

Trizma® hidrochloridas

2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos
CsH-OH (Honeywell, Vokietija);
B-ME (Sigma-Aldrich, Vokietija);
CHCI;z (Sigma-Aldrich, Vokietija);
dist. H2O (Milli-Q plius, JAV);
K2HPO4 (Carl ROTH, Vokietija);
Na>HPO4 7H0 (Sigma-Aldrich, Vokietija);
EtOH (AB ,,Vilniaus degtiné*, Lietuva);
LB1*;
KH2PO4 (Sigma-Aldrich, Vokietija);
NaCl (Fisher Scientific, Jungtiné Karalysté);
NaH2PO4'H20 (Acros Organics, JAV);
NaOH (Sigma-Aldrich, Vokietija);
ODT (Sigma-Aldrich, Vokietija);
H2>SO4 (Sigma-Aldrich, Vokietija);
NH>C(CH20H); (Sigma-Aldrich, JAV);
NH2C(CH20H)s-HCI (Sigma-Aldrich, JAV).

* Komerciniais tikslais junginio struktiira negali buti atskleista.

Lipidai

1,2-diarachidonoil-sn-glicerolio-3- fosfocholinas

DAPC (Avanti Polar Lipids, JAV);

1,2—dioleoil-sn—glicerolio—3—fosfocholinas - DOPC (Avanti Polar Lipids, JAV);

1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3- fosfocholinas

1,2-dipetroselenoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas

Cholesterolis

N-(trikosanoil)-sfingo-4-enino-1-fosfocholinas

Toksinai
Pneumolizinas -

Streptolizinas O -

PLY;
SLO.

DPPC (Avanti Polar Lipids, JAV);
DOPC6 (Avanti Polar Lipids, JAV);
- Chol (Avanti Polar Lipids, JAV);
SM (Avanti Polar Lipids, JAV).

Toksinai gauti i dr. Aurelijos Zvirblienés (Vilniaus Universiteto Biotechnologijos Instituto).
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2.2 Metodai

2.2.1 Aukso pléveliy paruoSimas

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) matavimams stiklo plokstelés (75x25 mm,
1 mm storio, Thermo Fischer Scientific, UK) (15 pav.) pirmiausiai plaunamos denatiruotu etilo
alkoholiu, mechaniskai nuvalomos, plaunamos dejonizuoto (18.2 Ohm/cm?, Mili-Q, Millipore)
vandens ir denatiiruoto etilo alkoholio miSiniu (santykis 1:1) ir gerai nuplaunamos dejonizuotu
vandeniu. I8dZiovinamos azoto dujy (99.99%) srove. Sekanciame etape plokstelés plaunamos sieros
rugStimi, velgi gerai nuplaunamos dejonizuotu vandeniu ir iSdZiovinamos azoto dujy srove.
Pavir$iaus plazmony rezonanso (SPR) matavimams BK?7 stiklo diskai (25 mm diametro ir 1 mm
storio, AutoLab, Methorm, Nyderlandai) (15 pav.) 20 minuciy inkubuojami sieros rugsties ir
persulfato (10 g/l) misinyje, nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir i§dziovinami azoto dujy srove.
Galiausiai, stiklo plokstelés bei diskai padengiami 1 nm chromo (galia — 200 W, argono slégis — 4
mTorr) pasluoksniu ir ~80 nm ar ~50 nm (EIS ir SPR matavimams, atitinkamai) aukso (galia — 200
W, argono slégis — 3 mTorr) sluoksniu naudojant PVD 75 (Kurt J. Lesker Company, JAV)

magnetroninio garinimo sistema.

15 pav. Aukso sluoksniu padengtos stiklo plokstelé. EIS tyrimams kairéje, SPR tyrimams — desinéje.

2.2.2 Daugiasluoksniy vezikuliy paruosSimas

Prikabintos lipidinés (tBLM) bei hibridinés lipidinés (hBLM) membranos formuojamos
keliais etapais: 1) ant plonu aukso sluoksniu padengtos plokstelés suformuojamas savitvarkis
monosluoksnis (SAM), i1) paruosiamos daugiasluoksnés vezikulés, ii1) ant SAM pavirSiaus liejamos
vezikulés.

Vezikulés gaminamos i§ medziagy skyriuje nurodyty sausy lipidy ar lipidy tirpaly
chloroforme, kurie gaunami 1§ Avanti Polar Lipids Inc. (JAV). Arba sausus lipidus tirpinant
chloroforme (99 %), arba chloroformu skiedziant koncentruotus lipidy tirpalus, paruoSiami

standartiniai 10 mM lipidy tirpalai. Gauti tirpalai laikomi $aldiklyje -20 °C temperatiiroje. Prie§
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gaminant vezikuliy tirpalus standartiniai lipidy tirpalai at§ildomi kambario temperatiiroje. Naujame
mégintuvélyje ruosiami, pageidaujamos sudéties, liposomy tirpalai. Chloroformas iSgarinamas apie
30 minuciy tirpalg laikant po azoto dujy srove, kol susidaro lipidiné plévelé. Ipilama buferinio tirpalo
(0,1 M NacCl, 0,01 M NaH2POg, pH 4,4). Bendra lipidy koncentracija tirpale yra 1 mM. Naudojant
automating pipete su 1 mL antgaliu, jsiurbimo ir iSsiurbimo ciklais (apie 1 ciklas per sekunde)
tirpalas sumaiSomas. Jis turi biiti homogeniskas, pieno spalvos (viso 50-100 cikly). Pagaminti
tirpalai, gali biti laikomi Saldytuve 4 °C temperatiiroje apie ménesj. PrieS naudojant tirpala

pakartotinai, jis turi biiti iSmaiSytas iki pieno spalvos, kaip aprasyta anksciau.

2.2.3 Dirbtiniy lipidiniy membrany paruoSimas

16 pav. 14-os kanaly elektrocheminio impedanso spektroskopijos matavimy celé.

Pirmas zingsnis ruoSiant prikabintas lipidines membranas — auksu padengtas ploksteles
panardinti j 2-propanolio (Honeywell, Vokietija), f-merkaptoetanolio (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mistris) bei inkarinio junginio tirpalg. Plokstelés inkubuojamos 10-12 valandy, nuplaunamos
2-propanoliu ir i8dziovinamos azoto dujy srove. Taip suformuojamas savitvarkis monosluoksnis.
Surenkama 14-os kanaly elektrocheminiy matavimy celé (16 pav.). | kiekvieng kanalg jpilama po
100 pL daugiasluoksniy liposomy tirpalo. Inkubuojama 30 minuciy ir i$plaunama 3 mL buferio
(0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2PO4/Na2HPOg4, pH 7).

Ruosiant hibridines lipidines membranas pirmiausiai, taip pat, suformuojamas savitvarkis
monosluoksnis. Tam aukso sluoksniu padengti diskai per naktj inkubuojami 2-propanolio ir
oktadekantiolio tirpale. Pavyzdziai nuplaunami 2-propanoliu ir iSdZiovinami azoto dujy srove.
Auksu bei SAM padengti diskai dedami j SPR matavimy prietaisa, surenkama celé (2-y kanaly)
(17 pav.). | abu kanalus jleidziama po 150 pL liposomy tirpalo. Po 30 minuciy celés iSplaunamos
apie 3-5 mL buferio (0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2PO4/Na;HPOQO4, pH 7).

26



17 pav. Kair¢je SPR matavimy sistema, deSin¢je — 2-y kanaly SPR matavimy celé.

2.2.4 Pneumolizino ir streptolizino O naudojimas

Membranos sudéties jtakos toksiny aktyvumui nustatymui EIS metodu 2,45 uL pradinio
pneumolizino tirpalo (0,65 mg/mL koncentracijos tirpalas, gautas i§ Vilniaus Universiteto
Biotechnologijos Instituto) ar 4,52 uL pradinio streptolizino O tirpalo (0,88 mg/mL koncentracijos
tirpalas, gautas i§ Vilniaus Universiteto Biotechnologijos Instituto) jleidziami j 3 mL pH 7 buferio
(0,1 M NacCl, 0,01 M NaH2PO4/Na;HPOs, pH 7). SPR matavimams 1 mL pH 7 buferio naudojami
4,08 uL pneumolizino arba 7,53 pL streptolizino O pradinio tirpalo. pH jtakos tyrimams tokie pat
baltymy kiekiai jleidziami j pH 6 (0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2PO4/Na2HPQOg4), pH 8 (0,1 M NacCl,
0,01 M KH2PO4/K2HPQOg4) ar pH 9 (0,1 M NaCl, 0,01 M NH2C(CH20H)3/ NH2C(CH20H)3-HCI)
buferius. Toksinai $iuose tirpaluose inkubuojami 15 minuéiy. Tiek EIS, tiek SPR celése i§lyginamas
buferio kiekis. EIS celés tiiris 270 pL, celé pilnai pripildoma pH 6, 7, 8 ar 9 buferio, nusiurbiama
150 pL. SPR celés tiiris mazesnis — 170 pL, todél nusiurbiama tik 50 pL buferio. | kiekvieng tiek
EIS, tick SPR celés kanalg jleidziama po 30 pL toksino tirpalo. Galutiné pneumolizino koncentracija
EIS cel¢je — 2 nM, SPR cel¢je — 10 nM. Tuo tarpu, galutiné streptolizino O koncentracija EIS celéje
—5nM, o SPR celéje — 25 nM. Po 30 minuciy inkubacijos su toksinais, celés iSplaunamos atitinkamo
pH buferiu. SPR matavimy metu, méginiai sumaisomi laiko momentais: 20 s bei 1200 s, kad greiciau

bty pasiektas jsotinimas.

2.2.5 Elektrocheminio impedanso matavimai
Elektrocheminio impedanso matavimai atlikti elektrocheminéje 12-0s ar 14-os kanaly
matavimy cel¢je. Matavimai atlieckami lygiagreciai visuose kanaluose, naudojant PalmSens

matavimy jranga (programiné jrangg PStrace 5.6). Spektry daznio diapazonas 0,5-100 kHz.
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Matavimams naudojami du elektrodai: sidabro-sidabro chloridinis (Ag/AgCl) kietas elektrodas ir

stiklo plokstelé padengta auksu — darbinis elektrodas. Matuojama naudojant 10 mV kintamaja srove.

2.2.6 PavirsSiaus plazmony rezonanso matavimai

SPR matavimai atlikti Autolab Twingle sistema (Eco Chemie B.V., Nyderlandai), naudojant
SPR Acquisition (Metrohm, Nyderlandai) programing jrangg. Matavimams naudojama BK7 prizme,
kurios refrakcinis indeksas — 1,518. SPR spektras gaunamas j pavirSiy automatiskai skirtingu kampu,
nuo 62 iki 78° (mililaipsnio rezoliucija), leidziant placiai poliarizuotg 670 nm bangos ilgio §viesos
srautg. Atsispindéjusios $viesos intensyvumas fiksuojamas detektoriaus kamera. Matavimy metu
F34 saldymo/sildymo cirkuliacinio siurblio (Julabo, Vokietija) pagalba palaikoma pastovi
22 + 0,1 °C temperatiira. SPR duomeny analiz¢ atlikta Kinetic Evaluation programa.

2.2.7 Statistiné duomeny analizé

Duomeny analizé atlikta RStudio. Kiekvienas EIS bei SPR eksperimentas pakartotas
maziausiai tris kartus. I$ elektrocheminio impedanso metodu gauty Bode diagramy randamas daznis,
kuriame fazés poslinkis buvo maziausias. Gautos fazés minimumo vertés Standartizuojamos
kiekvieng verte padauginus i§ santykio tarp baltymo poveikio kontrolinei membranai visy matavimy
vidurkio ir tos dienos toksino poveikio kontrolinei membranai vidurkio. Taip perskaic¢iuotos
reikSmés perkeliamos ] bendrg matavimy skale, taciau iSlaikomi skirtumai tarp grupiy.
Standartizavimas atlickamas, kadangi pastebéta, kad fazés minimumo reik§més varijuoja
skirtingomis dienomis, nors skirtumai tarp grupiy iSliecka beveik vienodi. Elektrocheminio
impedanso spektroskopijos metodo jautrumas baltymams gali priklausyti nuo ant aukso padengto
savitvarkio monosluoksnio savybiy. M. C. Brothers ir kolegos nustaté, kad Sio metodo jautrumui
baltymams jtakos turi: i) inkarinio junginio tankis, ii) inkarinio junginio grandinés ilgis iii) SAM
krtvio pasiskirstymas ir kiti faktoriai (Brothers et al., 2020). Yra nustatyta, kad Sie ir kiti, savitvarkio
monosluoksnio parametrai turi jtakos ant jo iSlietos tBLM elektrinéms savybéms (Rakovska et al.,
2015), (Basit et al., 2011), (Park et al., 2020). Pacio SAM formavimuisi jtakos turi temperatiira,
drégmé ir kiti faktoriai (Singh et al., 2020). SAM sluoksnis kiekvienam eksperimentui ruoSiamas
atskirai, todél, kai kurie i§ daugelio jo formavimuisi jtaka daranciy faktoriy, gali skirtis, dél to
suformuoto SAM bei ant jo islietos tBLM savybés gali Siek tiek skirtis, o tai gali jtakoti
elektrocheminio impedanso spektroskopijos jautrumg baltymams.

Po fazés minimumo reik§miy standartizavimo pasalinamos iSskirtys. Jomis laikomos
reik§més mazesnés uz:
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Q1 —15-IQR (1)
kur Q1 — pirmasis kvartilis, IQR — tarpkvartilinis plotis, bei reik§més didesnés uz:
Q3+ 15-IQR (2

kur Qs — treciasis kvartilis, IQR — tarpkvartilinis plotis.

Statistinis reikSmingumas vertinamas kiekvieng tiriamg grupe lyginant su kontrole (i§ 50 %
DOPC ir 50 % cholesterolio sudarytos tBLM paveiktos pH 7 inkubuotu tiriamu toksinu). Kadangi
visuomet bent vienoje i§ grupiy duomeny kiekis buvo nedidesnis negu 20, naudojamas
neparametrinis Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijus. Paveiksluose pateikiamas vidurkis +
standartinis nuokrypis, statistinis reikSmingumas pateikiamas atitinkamai: ns — statistiskai
nereik§mingas, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001.

PavirSiaus plazmony rezonanso duomenys, analizuojami Rstudio bei Microsoft Excel. Po 30
minuc¢iy matavimo nustatomas rezonansinio kampo pokytis. Tuo paciu budu kaip aprasyta EIS
duomeny analizei paSalinamos iSskirtys ir jeigu tekste nenurodyta Kitaip, statistinei duomeny

analizei, taip pat, naudojamas Mano-Vitnio-Vilkoksono Kkriterijus.

2.2.8 Elektrocheminio impedanso spektroskopija

Prikabintos lipidinés membranos yra populiarus modelis baltymy (pvz.: poras formuojanciy
toksiny) sgveikos su membrana tyrimams. Membrana, kurioje néra paZeidimy yra nelaidi elektros
srovei. Taciau dé¢l baltymy sgveikos ar jsiterpimo ] membranag, joje atsirade defektai padidina jos
laidumg. Vienas i§ budu, kuriuo galima jvertinti tokius membranos laidumo pokycius, yra
elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodas. Jis, taip pat, leidZia iSmatuoti sistemos
talpuma, dielektrine konstantg ir kitus parametrus (Budvytyté, 2012). Tod¢l yra naudojamas ir kitose
srityse: metaly korozijos (Encinas-Sanchez et al., 2019), baterijy (Kfivik et al., 2019) tyrimams,
sensoriams (Chiriaco et al., 2018), taip pat, biologiniy sistemy tyrimams: antikiiny ir antigeny
sgveiky (Radhakrishnan et al., 2016), patogeny aptikimui (Hnaien et al., 2008) ir kitiems.

EIS metodas yra pagrjstas nuo daznio priklausomo elektrocheminés sistemos impedanso
matavimu. Tirilama sistema yra suZadinama mazos amplitudés (2—10 mV) sinusoidiskai kintancia
jtampa (U) (“Basics of EIS: Electrochemical Research-Impedance”). Uzduodamas daznis gali bati
kei¢iamas nuo keliy mHz iki keliy kHz priklausomai nuo tiriamos sistemos ir turimos jrangos (El-
Beyrouthy ir Freeman, 2021). Matuojamas gautas srovés atsakas (1). Jis yra kitokios amplitudés ir

atsilieka nuo zadinancio signalo tam tikru kampu (18 pav.). Impedansas yra zadinancios jtampos ir

29



matuojamos sroves santykis, apibiidinamas amplitude ir fazés poslinkiu — ¢ (“Basics of EIS:

Electrochemical Research-Impedance”).
¢

e
W

U, I

t

18 pav. Sinusoidiné kintama suZadinimo (juoda) ir atsako (raudona) srové. U — jtampa, | — srovés
stipris, t —laikas, ¢ — fazés poslinkis.

Naudojant EIS metodg tirti prikabintoms lipidinéms membranoms, sistema daZzniausiai
supaprastintai yra modeliuojama kaip elektriné grandiné. Membranos savybés elektriniame lauke
didziaja dalimi atitinka kondensatoriaus savybes, todél ji vaizduojama kaip kondensatorius. Tuomet

membranos impedansas priklauso nuo jos talpumo (El-Beyrouthy ir Freeman, 2021):

1
JwCmu (3)

kur Z ‘mem — membranos impedansas (Q2), @ — kampinis daznis (rad/s), Cmn — membranos ir elektrinio

Z’mem (w) =

(Helmholtz) sluoksnio talpumas (F), j — menamasis vienetas. Membranos talpumas apskai¢iuojamas:

Cm — ss;A (4)

kur Cn — membranos elektriné talpa, ¢ — elektrai nelaidaus sluoksnio santykiné dielektriné skvarba,
g0 — vakuumo dielektriné konstanta lygi 8,85-107 (F/cm), A — sluoksnio pavirsiaus plotas (cm?), d

— sluoksnio storis (cm) (“Basics of EIS: Electrochemical Research-Impedance”).

Rsol

Zdef Zsub

19 pav. tBLM sistemg atitinkanti elektriné schema (Valincius et al., 2012).
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I elektring granding jtraukiami ir kiti elementai: membranoje esanc¢iy defekty impedansas
(Zder), pomembraninio sluoksnio impedansas (Zsuw) ir tirpalo, kuriame yra membrana, varza (Rsol)

(19 pav.). Naudojant tokig elektring schemg bendras sistemos impedansas (Zp) apskaic¢iuojamas:

1 1
Nger (Z'mem) 1+ (Zaef+Zsup) ™t

Zp = Rgo1 + (5)

kur Zp — bendras sistemos impedansas (Q2), Rso — tirpalo varza viename pavirSiaus ploto
kvadratiniame centimetre (), Nger — defekty tankis viename kvadratiniame centimetre (um2), Z’mem,
Zdef, It Zsup Yyra atitinkamai membranos, defekto ir pomembraninio sluoksnio impedansas vienam
defektui (Q) (Valinéius et al., 2012). Si formulé leidZia jvertinti membranoje susidaranéiy defekty
tankj, Zinant grandinés komponenty impedansag.

Taciau nei viena elektriné schema negali visiSkai tiksliai aprasyti tBLM sistemos. Reali
membrana yra heterogeniska ir turi natiraliai susidaran¢iy defekty, todél jos talpa daznai yra
neideali. Tokiu atveju, ji elgiasi kaip pastovios fazés elementai (CPE), 0 ne idealus kondensatorius
(Ragaliauskas, 2017). CPU elemento fazé nepriklauso nuo daznio (Holm et al., 2021). Jo

impedansas:

1
Zepy = PTSE (6)

kur Zcpu — pastovios fazés elemento impedansas, Q — CPE parametras (Fs*® arba Q's%), a« — CPE
laipsnio rodiklis (0 < a < 1), @ — kampinis daznis (rad/s) (Cordoba-Torres et al., 2012). o rodiklis
nurodo sistemos heterogeniSkumg. Paprastam kondensatoriui, kurio pavirSius yra homogeniskas
a = 1. Kuo geometriskai ar energetiSkai heterogeniSkesnis pavirSius, tuo o yra mazesnis. Tode¢l Sis
rodiklis atspindi sistemos (pvz.: prikabintos lipidinés membranos) defektiSkuma (Valincius et al.,
2012).

Priklausomai nuo to, ka norima stebéti, elektrocheminio impedanso duomenys gali biiti
vaizduojami skirtingais btidais, vienas jy - Cole-Cole diagrama. X asyje atidedama realioji elektriné
talpa, 0 Y — menamoji. Naudojamas ir kitas duomeny pateikimo biidas — Bode diagrama. X asyje
vaizduojamas daZznis, logaritmingje skal¢je, o Y — absoliuti impedanso reik§mé arba fazés poslinkis.
Sis vaizdavimo budas leidZia apskai¢iuoti jvairius sistemos parametrus (talpuma, varza ir kitus)
(Jackman et al., 2012). Yra ir kity duomeny vaizdavimo biidy: Nyquist diagrama ar Lisajaus figiiros,
taciau jie naudojami reciau, dél sudétingo duomeny interpretavimo (“Basics of EIS: Electrochemical
Research-Impedance™ ).

Cole-Cole diagramoje matomi ant elektrodo pavirSiaus besiformuojantys nauji sluoksniai, jy

storis ir heterogeniSkumas. 20-ame paveiksle pateiktos Cole-Cole diagramos: savitvarkio
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monosluoksnio (SAM), suformuotos membranos ir membranos po poveikio poras formuojanciu
baltymu. Membranos parametrus charakterizuoja pusapskritimio minimumas, kuris parodo
suformuoto sluoksnio elektring talpg (kuo didesné talpa, tuo plonesnis sluoksnis), ir pusapskritimio
,uodegos* ilgis, kuris nusako membranos defektiSkuma (kuo ilgesné uodega, tuo daugiau defekty)

(Kwak et al., 2010). Taigi, Cole-Cole diagrama yra patrauklus biidas besiformuojanciy sluoksniy

tyrimams.
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20 pav. Skirtingy sluoksniy ant aukso pavirsiaus Cole-Cole diagramos.

Bode fazin¢ diagrama naudojama poras formuojanciy baltymy poveikio membranai
tyrimams. Kai membrana yra nepazeista fazés minimumas Bode diagramoje yra Zemy dazniy srityje
(fmin < 2 Hz). Prie membranos prisijungus baltymo monomerams, susidarius dalinéms ar pilnoms
poroms fazés minimumas slenkasi j aukStesniy dazniy sritj (21 pav.). Kuo aukstesniy dazniy srityje
yra fazés minimumas, tuo daugiau pazaidy yra membranoje. Membranoje esanciy pazeidimy tankis

apskaiciuojamas pagal formule:
Ig(Naef) = 0,9341g(fmin) — 0,953 (7)

kur, Neef — defekty tankis (um2), fmin— daZnis, kuriame yra fazés minimumas (Hz) (Ragaliauskas et
al., 2019). Tod¢l, Bode diagrama patogu naudotis tiriant poras formuojanciy baltymy poveikij
membranai, pavyzdziui nuo cholesterolio priklausomy citoliziny poveiki tBLM arba atvirksciai —

tBLM komponenty jtakg poras formuojanciy toksiny aktyvumui.
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21 pav. Skirtingy sluoksniy ant aukso pavirSiaus Bode diagramos. Rodyklé Zymi fazés minimuma.
2.2.9 Pavirsiaus plazmony rezonansas

PavirSiaus plazmony rezonanso (SPR, angl. Surface Plasmon Resonance) metodas, leidzia
realiu laiku, dideliu jautrumu fiksuoti molekuliy sgveikas. Plazmonai, tai elektrony tankio virpesiai,
kurie gali egzistuoti tik tarp laisvy elektrony turincio metalo ir dielektrinio sluoksniy. Virpesiy
daznis dazniausiai yra artimas optiniams dazniams, todél SPR metodas remiasi pavirSiaus plazmony
optiniu suzadinimu (Gupta, 2019). Elektrony virpéjimas sensoriaus pavirSiuje (metalo-skysé¢io ar
metalo-oro salytyje) suzadinamas tik placiai poliarizuotos, specifinio bangos ilgio, bei tinkamu
kampu (arez) j pavirsiy nukreiptos $viesos. Kokia Sviesa ir kokiu kampu nukreipta j pavirsiy, suzadins
elektrony virpéjima, priklauso nuo medziagos esan¢ios sensoriaus pavirsiuje liZio rodiklio (n). Sis
parametras yra skirtingas visoms medziagoms ir jy grupéms (Schasfoort, 2017). Pavyzdziui, jeigu
aukso pavirSius yra padengtas hibridine lipidine membrana ir §i sistema turi liZio rodiklj nnaLm,
tuomet are; = aa. I sistemg jleidus pneumolizino, kuris turi npLy, PLY monomerams kabinantis prie
hBLM, bendras sistemos liiZio rodiklis keisis priklausomai nuo to kiek monomery prisikabins ir are;
bus lygus ao. Tuomet pnemolizino monomery prisikabinimo sukeltas rezonansinio kampo pokytis
Ao = o2 — aa.

Rezonansinis kampas iSmatuojamas skirtingu kampu (tam tikrame diapazone) leidZiant
Sviesg ] méginj ir matuojant tokiu paciu kampu atsispindéjusios Sviesos intensyvumg. Kuo toliau
NUO arez tuo atsispindéjusios Sviesos intensyvumas bus didesnis. O kampas, kuriuo nukreipus Sviesg

] meéginj atsispindéjusios Sviesos intensyvumas bus maziausias, yra rezonansinis kampas
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(Schasfoort, 2017). Tuomet, pagal Sviesos intensyvumo pokycius radus rezonansinio kampo vertes
galima nubrézti rezonansinio kampo poky¢io laike kreive, kuri yra vadinama sensograma (22 pav.).
Prie pavirsiaus prisikabinusios medziagos kiekis yra proporcingas rezonansinio kampo poky¢iui. Jj
galima apskaiCiuoti rezonansinio kampo pokyt] dauginant i§ kampo pokycio jautrumo tiriamoms
medziagoms (jautrumas baltymams Spaymai = 0,82 ng/(cm?m°) (Stenberg et al., 1991))
(Ragaliauskas, 2017).

CH
it
L2y P

R & 2

A ) Bee

< N‘i “{f’f"_,f\"
e
7 )

/

I
.
AuksaS ﬁmﬁﬁ% ﬁﬁﬁﬁ% Stiklas
I e

125
100

%)

Ao (m

25

0 500 1000 1500 2000
Laikas (s)

Sviesos y ‘l Detektorius
Saltinis

22 pav. PavirSiaus plazmony rezonanso metodo veikimo principas, baltymy sgveikos su hBLM
tyrimams.

Pubmed duomenimis straipsniy, kuriuose naudojamas SPR metodas, kasmet daugéja, taigi
metodas populiar¢ja. Jis naudojamas maisto alergeny nustatymui (Zhou et al., 2019), bakteriniy
patogeny (Boulade et al., 2019), imunoglobuliny detekcijai (Zheng et al., 2018) ir kitiems tyrimams
(Jing et al., 2019). Siame darbe $is metodas naudotas nustatyti poras formuojanéiy toksiny saveikos

su membrana poky¢iams kei¢iant membranos sudétj ar pH.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Streptococcus pneumoniae bei Streptococcus pyogenes iSskiriami nuo cholesterolio
priklausomy citoliziny Seimos toksinai: pneumolizinas ir streptolizinas O, lastelés membranoje
formuoja poras, taip sutrikdo homeostaze bei nuzudo lastele. Sie toksinai yra svarbiis bakterijy
plitimui bei jsigaléjimui organizme — bakterijy sukeliamy kvépavimo taky infekcijy eigai. Batent
kvépavimo taky ligy gydymui dazniausiai skiriami antibiotikai, nors jie ne visuomet yra reikalingi.
Todél Siy toksiny tyrimai svarbis tiek naujy diagnostikos metody kiirimui, tiek fundamentaliy
tyrimy aspektu.

Literatiiroje placiai aprasyta, kad nuo cholesterolio priklausomy citoliziny aktyvumas gali
skirtis priklausomai nuo membranoje esancio cholesterolio, nesociyjy, so¢iyjy lipidy, sfingolipidy
bei kity lipidy kiekio (Ragaliauskas et al., 2019), (Drticker et al., 2018), (Flanagan et al., 2009). Taip
pat, nustatyta, kad $iy toksiny aktyvumga gali jtakoti pH (Ahmad et al., 2011), (Nomura et al., 2007).
Todé¢l siame darbe iStirtas nuo cholesterolio priklausomy citoliziny, aptinkamy kvépavimo takuose:
pneumolizino ir streptolizino O, poveikis jvairios sudéties dirbtinéms lipidinéms membranoms bei

pH jtaka jy aktyvumui.

3.1 Sfingomielino jtaka pneumolizino aktyvumui

Sfingolipidai yra viena i§ pagrindiniy lipidy kategorijy. Jie randami gyviinuose, augaluose,
grybuose, kai kuriuose prokariotiniuose organizmuose bei virusuose (Merrill, 2008). Sfingolipidai
ir jy metabolitai siejami su jvairiy signaly perdavimu lgstelése (Pulli et al., 2018). Sfingomielinas
(SM) yra zinduoliy lastelése dazniausiai aptinkamas sfingolipidas (sudaro 10-20 % plazminés
membranos lipidy). Zmogaus smegeny endotelinése lastelése skirtingy Saltiniy duomenimis
randama 17-33 % sfingomielino (Siakotos ir Rouser, 1969), (Tewes ir Galla, 2001). Plauciy
endotelio Iastelése randama apie 12 % sfingomielino, taciau plauciy epitelinése lastelése, jo beveik
neaptinkama (Kyle et al., 2018). Daugiausiai sfingomielino yra iSoriniame plazminés membranos
sluoksnyje (Kikas et al., 2018). Taigi, $is lipidas gali jtakoti prie iSorinés membranos pusés
besijungianciy baltymy saveika su ja.

Ivertinti sfingomielino poveikj pneumolizino aktyvumui naudotos prikabintos lipidinés
membranos, kuriy elektriniy savybiy pokyciai tirti elektrocheminio impedanso spektroskopijos
metodu. Sis metodas leidzia jvertinti toksiny sukeltus, ant kieto pavirsiaus suformuotos prikabintos
lipidinés membranos, kokybés bei laidumo pokyc¢ius (Aleknaviciené et al., 2021). EIS metodu

gautose Bode diagramose esantis fazés minimumas atspindi membranoje susidariusiy defekty tankj:
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kuo labiau fazés minimumas pasislinkgs link didesniy dazniy pusés, tuo daugiau defekty yra

membranoje (Valincius et al., 2012).
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23 pav. Skirtingg sfingomielino kiekj turin¢iy, tBLM, paveikty 2 nM PLY, EIS Bode diagramos ir
fazés minimumo priklausomybé nuo sfingomielino kiekio membranoje. tBLM sudétys:
SM:DOPC:Chol — 0 %0:50 %:50 %; 10 %:40 %:50 %; 15 %:40 %:45 %; 20 %:40 %:40 %.

Siekiant jvertinti sfingomielino kiekio membranoje jtaka pneumolizino aktyvumui,
pagamintos 0, 10, 15 ar 20 mol% (toliau darbe lipidy moliniai procentiniai santykiai yra iSreiksti tik
procentais) sfingomielino turinCios prikabintos lipidinés membranos (SM:DOPC:Chol -
0 %:50 %:50 %; 10 %:40 %:50 %; 15 %:40 %:45 %; 20 %:40 %:40 %). Tyrimui naudotas smegeny
sfingomielinas. Jo didzioji dalis yra 18-0s anglies atomy ilgio bei vieng dvigubajj ry$j vienoje
grandingje turintis sfingomielinas. Dvigubasis rySys yra iSsidéstgs netoli lipido polinés cholino
grupés. EIS metodu iSmatuotos gauty tBLM elektrinés savybés. Pagal Bode diagrama jvertinta
membrany kokybé. Atrinktos tik tos membranos, kuriy Bode spektruose esantis fazés minimumas
buvo nedidesnis negu 2 Hz — defekty tankis < 0,2 um™ (tokios membranos laikomos beveik
idealiomis). Sios tBLM inkubuotos su 2 nM pneumolizino ir dar kart i§matuotos jy elektrinés
savybes.

Membranose, kuriose buvo 10 ar 20 % sfingomielino, pastebéti tik nedideli fazés minimumo
poky¢iai. Fazés minimumas 10 % SM turin¢iose membranose — 88 = 39 Hz, 0 20 % — 117 + 52 Hz.
Taigi, pneumolizino aktyvumas §iuo atveju beveik nesikeicia. Taciau, kai tBLM sudétyje yra 15 %
sfingomielino, fazés minimumas iSauga beveik 2 kartus (iki 179 £ 91 Hz) lyginant su membranomis,
kuriose sfingomielino nebuvo (fmin = 100 + 33 Hz) (23 pav.).

Literatiiroje aprasyta, kad nuo cholesterolio priklausomy citoliziny Seimai priklausancio
toksino, perfringolizino O (PFO), aktyvumas mazéja didinant sfingomielino kiekj membranoje nuo
10 %. Nors duomenyse matyti, kad liposomose turin¢iose 10 % sfingomielino, PFO aktyvumas Siek
tiek iSauga lyginant su jo aktyvumu, kontrolinése i§ 50 % DOPC ir 50 % cholesterolio sudarytose

membranose. O membranose turinciose 17 % sfingomielino Sio toksino aktyvumas yra beveik toks
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pat kaip kontrolinése. PFO aktyvumo maZéjimas aiSkinamas sumazéjusiu cholesterolio
prieinamumu, dél sfingomielino sgveikos su juo (Flanagan et al., 2009). Todél, iskelta hipotezé, kad
sfingomielinas turi jtakos ir pneumolizino monomery sgveikai su membrana. Jai patikrinti
pasitelktas pavirSiaus plazmony rezonanso metodas, kuris leidzia jvertinti prie membranos
pavirsiaus prisikabinusiy baltymy kiekj (Ragaliauskas, 2017). Toksino kiekj membranos pavirSiuje
atitinka rezonansinio kampo pokytis — Aa.

SPR tyrimams naudotos tos pacios kompozicijos liposomos, turin¢ios 0 arba 15 %
sfingomielino. Jas naudojant pagamintos hibridinés lipidinés membranos, kurios 30 minuciy
inkubuotos su 10 nM pneumolizino. SPR sensogramos rodo, kad prie 15 % sfingomielino turinéiy
hBLM, pneumolizino monomery prisikabino beveik tiek pat (Ao =28 + 5 m°®) kiek prie kontroliniy
membrany (Ao = 26 £ 7 m°) (24 pav.). Taigi, sfingomielinas neturi jtakos pric membranos
prisijungusiy monomery kiekiui. O EIS metodu gauti rezultatai yra nesusij¢ su pakitusiu toksino

monomery membranos atpazinimu.

= Kontrolé Adgy,, =285 m° (n=6)
30| =15% SM
g20 A(:(Kontrolé =267 m° (n = 8)
]
<
10
0
0 500 1000 1500 2000
Laikas (s)

24 pav. Skirtingg sfingomielino kiekij turinéiy, hBLM, paveikty 10 nM PLY, SPR sensogramos.
Laiko momentais: 20 s ir 1200 s, méginys buvo maiSomas, 0 po 1800 s celés praplaunamos.

EIS metodu gauti rezultatai gali buti paaiskinta tuo, kad sfingomielino turin¢iose
membranose susidaro mazesnés poros, kadangi prie membranos prisikabina tas pats monomery
kiekis, o pory susidaro daugiau. Pneumolizino poros susidarymo tyrimai, patvirtina, kad toksinas
gali sudaryti skirtingo dydzio poras. Jas gali sudaryti apie 30-50 monomery, vidutinis pory skersmuo
— 30 nm (Marshall et al., 2015). Taciau, gali susidaryti dalinés, i§ maZziau nei 30 monomery
sudarytos, poros (Pleckaityte, 2020). Aptinkama ir pory, kuriy dydis tesiekia 1-2 nm (Sonnen et al.,
2014).
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25 pav. Rezonansinio kampo pokycio priklausomybé nuo pneumolizino koncentracijos.

Galimas pory dydis skirtingos sudéties tBLM, buvo jvertintas apskaiCiuojant kokia
adsorbuoto baltymo dalis (npLy, toliau vadinama ,,efektyvigja baltymo dalimi®) sudaryty poras
membranoje, jeigu vieng porg sudaryty 50, 40, 30, 20 ar 10 monomery. Pirmiausiai, naudojant SPR
metoda, nustatyta rezonansinio kampo poky¢io priklausomybé nuo pneumolizino koncentracijos
(25 pav.). Panaudojus gautos tiesés lygtj apskai¢iuota kokj rezonansinio kampo pokytj sukelty 2 nM
pneumolizino (koncentracija naudota EIS matavimams). Zinant, kad SPR jautrumas baltymams yra
0,82 ng/(cm?m°) (Stenberg et al., 1991), o vieno PLY monomero mas¢ yra 53 kDa (Lee et al., 2018)
apskai¢iuotas PLY monomery kiekis membranos pavirsiuje. Tai leido jvertinti kiek skirtingo dydzio
defekty pneumolizinas galéty sudaryti membranoje. IS EIS duomeny naudojant 7 formule
apskaiCiuotas realus membranoje susidariusiy defekty kiekis. Galiausiai apskaiciuota efektyvioji

baltymo dalis:

N
Npry = Iﬁﬂ - 100 % (8)
def SPR
kur Ngef e1s — defekty tankis apskaiciuotas i§ EIS duomeny, Ngef spr — defekty tankis apskaiciuotas i$
SPR duomeny (Ragaliauskas, 2017).

1 lentelé. ,,Efektyvioji pneumolizino dalis* kontrolinése ir sfingomielino turin¢iose tBLM, kai vieng
pora sudaro 50, 40, 30, 20 ar 10 monomery.

Monomery kiekis 50 40 30 20 10
neLy (Kontrolé) 67 % 54 % 40 % 27 % 13 %
neLy (15 % SM) 116 % 93 % 69 % 46 % 23 %

1-oje lenteléje pateikti duomenys rodo, kad tikétina, jog pneumolizinas yra labiau linkes
sudaryti mazesnes poras sfingimielino turin¢iose membranose, kitu atveju efektyvioji baltymo dalis

Siose membranose bty didesné negu 100 %.
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Kyla klausimas nuo ko priklauso poros dydis? J. C. Gilbert kinetiniai pneumolizino poros
susidarymo tyrimai rodo, kad poros dydis priklauso nuo laisvy monomery prieinamumo. Greitesnis
monomery susitelkimas | preporg leidzia susidaryti didesnéms poroms. Greitesné monomery
difuzija membranoje leidzia greiCiau susirinkti preporai, o esant létesniai difuzijai i§ maZesnio
monomery skai¢iaus sudarytos preporos yra kinetiskai ,,jkalintos®, ir nesulaukusios naujy, laisvy
monomery, jsiterpia ] membrang (Gilbert ir Sonnen, 2016). Taigi, monomery difuzijos greitis gali
biti susijes su susidariusios poros dydziu.

B. P. Ziemba ir J. J. Falke atlikti tyrimai, nurodo tris faktorius nulemiancius periferiniy
baltymy difuzijos greiti: i) lipidy su kuriais sgveikauja baltymai difuzijos greitis, ii) lipidy
sgveikaujanciy su baltymu skaicius ir iii) baltymy jsiterpimo j membranos angliavandeniliy sluoksnj,
gylis (Ziemba ir Falke, 2013). Lipidy difuzijos greitis priklauso nuo membranos sudéties. Skirtingy
lipidy geometrinés ir cheminés savybés, bei jy iSsidéstymas membranoje, lemia membranos
fluidiskumo poky¢ius, 0 kartu keicia ir lipidy bei baltymy difuzija (Javanainen et al., 2013). I$ 50 %
DOPC ir 50 % cholesterolio sudarytuose lipidy dvisluoksniuose, lipidy difuzijos koeficiento verté
yra apie 3,25-10% cm?/s (Scherfeld et al., 2003), o i§ 25 % sfingomielino, 25 % DOPC ir 50 %
cholesterolio sudarytose membranose — 1,6-10® cm?/s (Kahya et al., 2003). Taigi, sfingomielino
buvimas membranoje turi jtakos lipidy difuzijai.

Literatiiroje apraSyta, kad sfingomielino turiniose membranose, kuriose yra didelis
cholesterolio kiekis (> 40 %), lipidy plaustai nesusidaro (Filippov et al., 2004). Kadangi visose
tirtose membranose cholesterolio buvo 40 % ar daugiau, galima daryti prielaida, kad lipidy plaustai
nesusidaro, lipidai pasiskirsto gana tolygiai ir yra toje pacioje fazéje. Tokiu atveju, visy lipidiniy
komponenty difuzija yra vienoda (Lindblom et al., 2006). Yra zinoma, kad dvikomponentinése
DOPC/cholesterolio bei DOPC/SM sistemose, tiek cholesterolio, tiek sfingomielino kiekio
didinimas lemia sulétéjusia difuzija (Kahya et al., 2003). Taciau, taip pat, pastebéta, kad i$ trijy
komponenty: DOPC, sfingomielino ir cholesterolio, sudarytose membranose, cholesterolio kiekiui
pasiekus 33 % ir toliau augant, kai kuriais atvejais, lipidy difuzija greitéja (Filippov et al., 2004).
Pagal P. Almeida modelj lipidy difuzija greitéja augant laisvam tariui vienai molekulei (Almeida et
al., 1992). Taigi, didesnius fosfolipidus, kei¢iant mazesnémis cholesterolio molekulémis, iSauga
laisvas turis vienam lipidui bei difuzijos greitis.

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos rezultatus tuomet galima paaiskinti tuo, kad
difuzija sfingomielino turin¢iose membranose létéja didinant sfingomielino kiekj nuo 10 iki 20 %
(cholesterolio kiekiui mazéjant nuo 50 iki 40 %). Létéjant lipidy difuzijai, 1étéja ir pneumolizino
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monomery difuzija, bei maz¢ja pory dydis. Galimai lipidy difuzijos skirtumai kontrolinése i§ 50 %
DOPC ir 50 % cholesterolio sudarytose ir 10 % sfingomielino turin¢iose membranose yra per mazi,
kad jtakoty pory dydj, todél pneumolizino aktyvumas Siose membranose beveik nesiskiria. Taciau
difuzijos grei¢io pokyciai 15 % SM turiniose membranose yra pakankami, kad jtakoty
pneumolizino pory dydj, todel EIS duomenyse matomas iSauges PLY sukeltas defekty tankis.

Sunku paaiskinti, kodél 20 % sfingomielino turiniose membranose pneumolizino
aktyvumas nepadidé¢ja. Kaip minéta Sio skyriaus pradzioje, J. Flanagan ir kolegos sumazéjus; PFO
aktyvumg didinant sfingomielino kiekj membranoje aiskina tuo, kad sfingomielinui sgveikaujant su
cholesteroliu, pastarasis tampa nebeprieinamas toksinui (Flanagan et al., 2009). Pneumolizino
aktyvumas 30 % ar daugiau cholesterolio turin¢iose membranose yra pastovus, taciau pradeda
mazéti, mazinant cholesterolio kiekj (Ragaliauskas, 2017). Taigi, padidinus sfingomielino kiekj iki
20 %, Sioms molekuléms sgveikaujant su cholesteroliu, pneumolizinui prieinamo cholesterolio
kiekis gali nebesiekti 30 %, todél toksino aktyvumas gali sumazéti. Taciau baltymo aktyvumo
sumaz¢jima gali kompensuoti 1étesnés difuzijos jtakotas mazesniy pory susidarymas. Galbiit todél
EIS duomenys nerodo statistiskai reikSmingy skirtumy tarp pneumolizino sukelto defekty tankio
kontrolinése, bei 20 % sfingomielino turin¢iose membranose.

Realios trijy lipidy sistemos yra sudétingos, todél teoriskai aprasyta difuzija gali skirtis nuo
realios. Taip pat, negalime atmesti kity faktoriy jtakos, pavyzdziui pakitusio baltymo-lipidy sgveiky
skaiCiaus, ar gylio | kuri membranoje jsiterpia monomerai, $iy faktoriy kombinacijos ar kity faktoriy

nesusijusiy su monomery difuzija.

3.2 Pneumolizino aktyvumo priklausomybé nuo lipidu riebaly rigsciy sotumo

Viena i§ toksiny sgveikos su membrana tyrimy krypciy — toksiny aktyvumo priklausomybée
nuo lipidy riebaly rigsciy grandiniy sotumo. J. Flanagan ir kolegos dar 2009 metais parod¢, kad
perfringolizinas O, sukelia daugiau pazeidimy liposomose turin¢iose nesoc¢iyjy lipidy ir cholestrolio,
negu i$ so¢iyjy lipidy ir cholesterolio sudarytose liposomose (Flanagan et al., 2009). P. Dricker ir
kolegos parod¢, kad pneumolizino aktyvumas yra didesnis liposomose sudarytose 1§ cholesterolio ir
nesociyjy N-oleoil-sfingozilfosforilcholino lipidy, negu liposomose sudarytose i$ cholesterolio ir
soc¢iyjy N-palmitoil-sfingozilfosforilcholino lipidy (Dricker et al., 2018). Panasius rezultatus mes
gavome tirdami pneumolizino poveikj prikabintoms lipidinéms membranoms, sudarytoms i§ 50 %

cholesterolio ir 50 % skirtingo sotumo riebaly rtgstis turinéiy lipidy. Naudojant lipidus riebaly
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rugsciy grandinése turincius vieng papildomg dvigubaja jungtj (DOPC vietoje POPC) pneumolizino
sukelty defekty tankis padidéjo apie 2 kartus (Katkauskaite, 2020).

Nuo seno zinoma, kad polinesoCiosios riebaly rugstys (PUFA) (pvz.: omega-3
polinesociosios riebaly riigstys) yra svarbios palaikant normalias organizmo funkcijas. Dideli kiekiai
fosfolipidy turiné¢iy PUFA randami specializuoty Igsteliy membranose, o jy pasalinimas, sutrikdo
siy lasteliy funkcijas (Stillwell ir Wassall, 2003). Neurony membranose aptinkama daug
polinesocigsias riebaly riigStis turin€iy lipidy (pvz.: lipidy turin€iy arachidoninge (20:4) ir
dokozaheksaeno (22:6) rigstis) (Ingolfsson et al., 2017). J. E. Kyle ir kolegy atlikta 3-y pacienty
plauciy lasteliy lipidomo analizé, parodé, kad plauciy endotelio lastelése polinesotieji lipidai sudaro
apie 29 % visy membranos fosfolipidy, kita vertus plauciy epitelinése lgstelése $iy lipidy randama
tik apie 6 % (Kyle et al., 2018). Todél nuspresta istirti kokj poveikj pneumolizino aktyvumui turi

polinesocigsias riebaly riig§ciy grandines turintys lipidai.
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26 pav. Skirtingg DAPC kiekj turin¢iy, tBLM, paveikty 2 nM PLY, EIS Bode diagramos ir fazés
minimumo priklausomybé nuo DAPC kiekio membranoje. tBLM sudétys: DAPC:DOPC:Chol —
0 90:50 %:50 %; 10 %:40 %:50 %; 15 %:35 %:50 %; 20 %:30 %:50 %; :

literattiroje. Tai lipidas turintis cholino poling grupe ir dvi 20-ies anglies atomy ilgio riebaly ragstis,
kuriy kiekviena turi po 4 cis konformacijos dvigubuosius rySius. Tyrimui paruostos tBLM turin¢ios
skirtingg DAPC, DOPC ir cholesterolio kiekj (DAPC:DOPC:Chol — 0 %:50 %:50 %;
10 %:40 %:50 %; 15 %:35 %:50 %; 20 %:30 %:50 %; 25 %:25 %:50 %). Paveikus membranas 2 nM
pneumolizino ir atlikus EIS matavimus pastebéta, kad membranose vietoje DOPC turin¢iose DAPC
fazés minimumas yra Zemesniy daZniy srityje lyginant su membranomis, kuriy sudétyje DAPC
nebuvo (DAPC: 0% - 105+ 17 Hz; 10 % -59+ 15Hz; 15% - 79 £ 11 Hz; 20 % - 46 + 8 Hz; 25 %

- 33 £ 16 Hz). Statistiné analizé parod¢, kad pneumolizino membranoje sukeltas defekty tankis,
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DAPC turin¢iose membranose buvo statistiSkai reikSmingai mazesnis negu DAPC neturin¢iose
membranose (26 pav.).

ﬂ\leutronq difrakcijos tyrimai naudojant deuterintg cholesterolj ir dinaminés simuliacijos
parod¢, kad membranoje cholesterolis dazniausiai yra nutoles nuo fosfolipidy dvisluoksnio vidurio,
0 jo hidroksilo grupé yra arti membranos pavirSiaus. Taciau, kai membranos yra sudarytos i$
polinesociyjy lipidy, tokiy kaip DAPC, cholesterolis yra linkes iSsidéstyti membranos viduryje
(Harroun et al., 2008) (Marrink et al., 2008) (Gawrisch ir Soubias, 2008). Membranose, kuriy
sudétyje yra trijy rusiy lipidai: DAPC, POPC ir cholesterolis, didinant POPC kiekj cholesterolis
grizta j pozicija, kai jo hidroksilo grupé yra netoli pavirsiaus, tik tuomet, kai POPC kiekis pasiekia
apie 50 % (Marquardt et al., 2016). DOPC nuo POPC skiriasi tik tuo, kad vietoje vienos palmitoilo
grandings, $is lipidas turi oleioilo granding. Tod¢l cholesterolis tirtose, DAPC ir DOPC turinciose,
membranose galimai, taip pat, iSsidésto ar¢iau membranos vidurio. Tokiu atveju, cholesterolio
hidroksilo grupé tampa nebeprieinama pneumolizinui, todél toksino aktyvumas sumazéja.

Nors aprasyti tyrimai daugeliu atvejy rodo, kad nuo cholesterolio priklausomy citoliziny
aktyvumas sumazéja, kai membranos yra sudarytos i§ didesnio sotumo laipsnio lipidy (i$skyrus
polinesociuosius lipidus), ta¢iau apraSyti atvejai, kai so¢iyjy lipidy buvimas membranoje, padidina
CDC toksiny aktyvuma. J. Flanagan ir kolegy tyrime parodyta, kad perfringolizino O poveikis buvo
Siek tiek didesnis liposomoms, kurios buvo sudarytos i§ 50 % cholesterolio, ir so¢iyjy lipidy, tokiy
kaip DPPC ir DSPC, o ne nesociyjy, $iuo atveju POPC (Flanagan et al., 2009). Soc¢iyjy lipidy kiekis
jvairiose membranose gali skirtis ir siekti 50 % ar daugiau (Ingolfsson et al., 2017). Todél jvertinta
sociyjy lipidy jtaka pneumolizino aktyvumui.

Igyvendinti Siam siekiui pasirinkti DPPC lipidai. Kaip ir kiti tyrime naudoti lipidai, Sie taip
pat, turi cholino poling grupe. DPPC turi socigsias 16-os anglies atomy ilgio grandines. Sie lipidai
sudaro didZigja dalj plauciy surfaktanto lipidy (Agudelo et al., 2020). Jie aptinkami plauéiy epitelio
ir endotelio lastelése, nors pastarosiose jy randama maziau (Kyle et al., 2018). Paruostos didele
cholesterolio koncentracija (50 %) turincios tBLM, turin¢ios 20 % DPPC ir 30 % DOPC, bei
membranos turincios tik 50 % cholesterolio ir 50 % DOPC. Toks DPPC kiekis pasirinktas, todél,
kad plauciy endotelinése Igstelése sotieji lipidai sudaro 40 % visy fosfolipidy (Kyle et al., 2018).
Kadangi, gaminamos tBLM turi 50 % cholesterolio, tai atitinka 20 % bendro lipidy kiekio. tBLM
paveikty pneumolizinu EIS matavimai rodo, kad pneumolizinas DPPC turin¢iose membranose

sukélé daugiau pazeidimy negu $iy lipidy neturin¢iose membranose. Tai rodo tiek fazés minimumo
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poslinkis nuo 100 + 9 Hz iki 347 + 308 Hz Bode diagramoje, tiek statistiné duomeny analizé
(27 pav.).
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27 pav. Skirtingg DPPC kiekj turin¢iy, tBLM, paveikty 2 nM PLY, EIS Bode diagramos ir fazés
minimumo priklausomybé nuo DPPC kiekio membranoje. tBLM sudétys: DPPC:DOPC:Chol —
0 90:50 %:50 %; 20 %:30 %:50 %.

Kaip ir tiriant sfingomielino poveikj pneumolizino aktyvumui, taip ir Sjkart pasitelkiant SPR
metodg buvo jvertintas prie membranos prisikabinusiy pneumolizino monomery kiekis.
Sensogramos rodo, kad prie membranos prisijungusios medziagos kiekis beveik nesiskyré DPPC

turinéiose (Aa = 24 + 3 m°) ir neturinéiose (Aa = 26 £ 7 m°) membranose (28 pav.).
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28 pav. Skirtingg DPPC kiekj turin¢iy, hBLM, paveikty 10 nM PLY, SPR sensogramos. Laiko
momentais: 20 s ir 1200 s, méginys buvo maisomas, 0 po 1800 s celés praplaunamos.

Soc¢iyjy lipidy uodegos i$sidésto glausCiau viena kitos, negu nesoCiyjy lipidy (Guo et al.,
2014). Todél tik i8 sociyjy lipidy ir cholesterolio sudarytose membranose, cholesteroliui
sgveikaujant su lipidy uodegomis jis yra labiau uzdengiamas lipidy poliniy grupiy ir yra maziau
prieinamas nuo cholesterolio priklausomiems citolizinams. Galimai, tod¢l daugelyje literatiiroje
apraSyty tyrimy so€iyjy lipidy buvimas membranoje yra siejamas su mazesniu CDC aktyvumu.

Taciau atliktame tyrime naudotos tBLM pagamintos i$ trijy lipidy miSinio: so¢iyjy lipidy, nesociyjy
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lipidy ir cholesterolio. Yra Zinoma, kad maksimaliai pneumolizino sgveikai su membrana pakanka
30 % cholesterolio (Ragaliauskas, 2017). Taigi, $iuo atveju, netgi, jeigu 20 % cholesterolio buty
pneumolizinui nepriecinama dél sgveikos su sociaisiais DPPC lipidais, likusios cholesterolio dalies
pakanka maksimaliai pneumolizino sgveikai su membrana. Todél prie membranos prisijungusiy
PLY monomery kiekis beveik nepakinta.

Kaip aptarta 3.1 skyriuje, EIS duomenyse matomas pneumolizino aktyvumo padidéjamas
gali biiti susietas su létesne lipidy difuzija membranoje. PanaSios | tirty membrany sudéties
dvisluoksniuose (DOPC 25 %, DPPC 25 %, Chol 50 %), difuzijos koeficiento verté yra
1,85-10® cm?/s (Scherfeld et al., 2003). Taigi, lipidy difuzija $iose membranose yra létesné negu
kontrolinése. vertinus efektyvig baltymo dalj, matyti, kad DPPC turinfiose membranose gali
susidaryti dar mazesnés poros, negu sfingomielino turin¢iose membranose (2 lentel¢). Galimai, dél
létos difuzijos, tiek sfingomielino, tieck DPPC turiniose membranose susidaro daugiau mazesniy
pory, negu kontrolinése membranose. Todél EIS duomenys rodo apie 3,5 karto padidéjusj fazés
poslinkj DPPC turin¢iose membranose, lyginant su kontrole.

2 lentelé. ,,Efektyvioji pneumolizino dalis* kontrolinése, sfingomielino ar DPPC turin¢iose tBLM,
kai vieng porg sudaro 50, 40, 30, 20 ar 10 monomery.

Monomery kiekis 50 40 30 20 10

neLy (Kontrolé) 67 % 54 % 40 % 27 % 13 %
neLy (15 % SM) 116 % 93 % 69 % 46 % 23%
neLy (20 % DPPC) 212 % 170 % 127 % 85 % 42 %

3.3 Lipidu dvigubuju rysiu pozicijos riebaly riigi¢iy grandinéje jtaka pneumolizino
aktyvumui

Literaturoje apraSyta, kad dvigubojo rySio pozicija turi jtakos lipidy uZimamam plotui, jy
i$sidéstymo tvarkingumui ir sgveikai su cholesteroliu (Martinez-Seara et al., 2008). Todél, nuspresta
istirti kokig jtaka dvigubyjy rySiy vieta riebaly rugsciy grandinése turi PLY aktyvumui. Tyrimui
pasirinkti 18:1 (A9-Cis) PC (DOPC) ir 18:1 (A6-Cis) PC (DOPC6). Sie lipidai tarpusavyje skiriasi
tik dvigubyjy rysiy vieta, DOPC grandinése dvigubieji rySiai yra 9-oje pozicijoje, 0 DOPC6 — tie
patys rySiai yra 6-oje pozicijoje. Pagamintos membranos turinios skirtingg DOPC, DOPC6 ir
cholesterolio kiekj (DOPC6:DOPC:Chol — 0 %:50 %:50 %; 20 %:30 %:50 %; 50 %:0 %:50 %)
paveiktos pneumolizinu. Elektrocheminio impedanso matavimai rodo, kad membranoje esant 20 %

DOPC6, fazés minimumas Siek tiek labiau pasislenka j austesniy dazniy puse (fmin = 113 £ 60 Hz),
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0 esant 50 % (fmin = 103 £ 9 Hz) beveik nesiskiria nuo kontrolés (fmin = 100 + 41 Hz) (29 pav.). Fazés

minimumo pokyc¢iai nebuvo statistiskai reikSmingi.
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29 pav. Skirtingg DOPC6 kiekj turinciy, tBLM, paveikty 2 nM PLY, EIS Bode diagramos ir fazés
minimumo priklausomybé nuo DOPC6 kiekio membranoje. tBLM sudétys: DOPC6:DOPC:Chol —
0 %0:50 %:50 %; 20 %:30 %:50 %; 50 %:0 %:50 %.

H. Martinez-Seara ir kolegy tyrimai rodo, kad didZiausias membranos fluidiskumas, tai yra,
netvarkingiausias lipidy i$sidéstymas yra membranose sudarytose i$ lipidy turinciy dvigubaji rysj
riebaly riig§¢iy grandinés viduryje. Kuo toliau dvigubasis rySys yra nutoles nuo anglies atomy
grandinés vidurio (tiek link dvisluoksnio vidurio, tiek link polinés galvos), tuo tvarkingiau lipidai
i§sidésto membranoje (Martinez-Seara et al., 2008). DOPC dvigubieji rysiai yra grandinés viduryje,
0 DOPCE6 jie yra arciau fosfolipido polinés grupés. Taciau, DOPC ir DOPC6 esanciy dvigubyjy
ry$iy pozicijos skiriasi tik per tris anglies atomus. IS Siy lipidy sudarytose membranose jy uZimamas
plotas (Aporcs = 0,728 nm?, Aporc = 0,731 nm?) bei sudarytos membranos storis (doorcs = 3,72 nm,
0 dporc = 3,71 nm) beveik nesiskiria (Martinez-Seara et al., 2008). Galimai, DOPC6 ir DOPC
struktiiros skirtumai nesukuria pakankamai didelio pokycio lipidy i§sidéstyme. Taigi, nepakankamai
pakeicia cholesterolio prieinamuma pneumolizinui, todél DOPC pakeitimas DOPC6 neturi didelés
jtakos toksino aktyvumui.

3.4 Cholesterolio jtaka pneumolizino ir streptolizino O aktyvumui
Poras formuojanéiy toksiny poveikis skirtingg cholesterolio kiekj turin¢ioms membranoms
yra skirtingas. Zinoma, kad nuo cholesterolio priklausomo citolizino vaginolizino, aktyvumas
didéja, didinant cholesterolio kiekj membranoje iki 50 % (Ragaliauskas et al., 2019). Kita vertus,
pneumolizino aktyvumas didéja cholesterolio kiekj membranoje didinant tik iki 30 %, o pasiekus
Sig ribg, toliau didinant cholesterolio kiekj pneumolizino aktyvumas nebesikeicia (VOgele et al.,
2019), (Ragaliauskas, 2017). Todél EIS metodu istirta kokig jtakg streptolizino O aktyvumui turi

cholesterolio kiekis membranoje. Tam i§ DOPC ir cholesterolio paruostos keturios skirtingos
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prikabinty lipidiniy membrany kompozicijos, kuriose buvo 20, 30, 40 ar 50 % cholesterolio ir
atitinkamas kiekis DOPC. Maziau cholesterolio turin¢ios kompozicijos nepasirinktos tyrimui, nes
susidariusios membranos turi daug natiiraliy defekty, todél EIS metodu sunku nustatyti kokig jtaka

joms turi poras formuojantys toksinai.
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30 pav. Skirtingg cholesterolio kiekj turin¢iy, tBLM, paveikty 5 nM SLO, EIS Bode diagramos ir
fazés minimumo priklausomybé nuo cholesterolio kiekio membranoje. tBLM sudétys: DOPC:Chol
—50 %:50 %; 60 %:40 %; 70 %: 30 %; 80 %:20 %.

SLO aktyvumas 30, 40 ir 50 % cholesterolio turin¢iose membranose beveik nesiskyré. Fazés
minimumo vertés varijavo apie 74 Hz. Taciau toksino poveikis membranoms, kuriose buvo 20 %
cholesterolio, buvo statistiskai reik§mingai mazesnis, o fazés minimumas tesieké 25 + 9 Hz (30
pav.). Sie rezultatai rodo, kad streptolizino O aktyvumas, kaip ir pneumolizino, didéja membranoje
didinant cholesterolio kiekj iki 30 %, o perkopus $ig riba, toksino aktyvumas iSlieka pastovus.

Nors toksinai yra filogenetiskai nutole (Ahmad et al., 2011), ta¢iau abu sukelia kvépavimo
taky ligas. Kadangi PLY ir SLO veikia panaSioje aplinkoje esancias lgsteles, galimai Sie toksinai yra

prisitaik¢ veikti panaSios lipidinés sudéties membranas.

3.5 Pneumolizino ir streptolizino O poveikis skirtingos sudéties membranoms

Kaip aprasyta 1.3.2 skyriuje, manoma, kad skirtingi CDC atpazjsta cholesterolj skirtingoje
lipidinéje aplinkoje. Todél nuspresta palyginti, PLY ir SLO aktyvumg skirtingos sudéties dirbtinése
lipidinése membranose.

Ankstesniuose skyriuose apraSyti pneumolizino aktyvumo priklausomybés nuo lipidinés
membranos sudéties tyrimai nurodo dvi membranos sudétis, kuriose pneumolizinas veikia geriau
negu kitose. Tai membranos, kuriy sudétyje yra 20 % DPPC (DPPC:DOPC:Chol — 20 %:30 %:50 %)
arba 15 % sfingomielino (SM:DOPC:Chol — 15 %:40 %:45 %). Todél toliau buvo vertinami
pneumolizino ir streptolizino O poveikio Sioms membranos skirtumai. Pagamintos tBLM

inkubuotos su 2 nM PLY arba 5 nM SLO. Didesné SLO koncentracija pasirinkta, kadangi i$
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eritrocity hemolizés tyrimy, Zinoma, jog S$is toksinas jprastai sukelia maziau pazeidimy negu

pneumolizinas.
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31 pav. Streptolizinu O paveikty tBLM Bode spektrai bei 5 nM SLO sukelto fazés minimumo
poslinkio priklausomybé nuo membranos sudéties. tBLM sudétys: DOPC:Chol — 50 %:50 %
(kontrol¢); SM:DOPC:Chol — 15 %:40 %:45 %; DPPC:DOPC:Chol — 20 %:30 %:50.

Kitaip negu PLY, kurio poveikis 15 % sfingomielino turin¢ioms membranoms buvo apie 2
kartus didesnis, negu kontrolinéms, paveikus SM turin¢ias membranas SLO, reik§mingi skirtumai
tarp kontroliniy (fmin = 74 + 22 Hz) ir sfingomielino turin¢iy membrany (fmin = 71 £ 33 Hz) Bode
spektry nepastebéti. Statistiné analizé rodo, kad skirtumai tarp toksiny veikimo 15 % sfingomielino
turinéiose membranose yra statistiskai reik§mingi (Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijus, W = 124,

p = 0,003). Ta¢iau DPPC turin¢ias membranas inkubavus su PLY ar SLO, abiem atvejais EIS Bode
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32 pav. Skirtingos sudéties hBLM, paveikty 25 nM SLO, SPR sensogramos. Laiko momentais: 20 s
ir 1200 s, méginys buvo maisomas, o po 1800 s celés praplaunamos.

spektruose fazés minimumas labiau pasislinko didesniy dazniy link, negu inkubavus kontrolines
membranas su $Siais toksinais (31 pav.). Nors fazés minimumo poslinkis SLO paveiktose, DPPC
turin¢iose membranose, padidéjo maziau — nuo 74 £ 22 Hz iki 176 + 115 Hz, tai yra apie 2,5 karto
(paveikus PLY iSauga apie 3,5 karto).
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SPR analizé¢ neparod¢ jokiy reikSmingy streptolizino O sgveikos su skirtingos sudéties
membranomis skirtumy (Kruskal-Wallis kriterijus, %2 (2) = 5,43, p = 0,066) (32 pav.). Rezonansinio
kampo pokytis kontrolinése membranose buvo 60 + 18 m®°, SM turin¢iose membranose — 40 £ 5 m°®,
DPPC turinCiose membranose — 42 + 7 m°. Todél jvertinus rezonansinio kampo pokycio
priklausomybe nuo SLO koncentracijos (33 pav.), apskaiciuota efektyvioji baltymo dalis, kai vieng
pora sudaro skirtingas monomery skaicius. Tikétina, kad streptolizinas O sudaro tokio paties dydzio
poras tiek sfingomielino turinc¢iose, tiek kontrolinése membranose, taciau, kaip ir PLY, yra linkes
sudaryti mazesnes poros DPPC turin¢iose membranose (3 lentelé).
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33 pav. Rezonansinio kampo poky¢io priklausomybé nuo streptolizino O koncentracijos.

Sunku pasakyti kodél pneumolizino ir streptolizino O aktyvumas bei galimi pory dydziai
skiriasi skirtingos sudéties membranose, taCiau tai gali biiti susij¢ su tyrimo salygomis.
Pneumolizino ir streptolizino O tyrimams naudotas skirtingas toksiny kiekis: 2 nM ir 5 nM,
atitinkamai. Literattiroje apraSyta, kad CDC baltymy poros dydis gali priklausyti nuo toksino
koncentracijos. Kai toksino koncentracija yra mazesné susidaro mazesnés poros, esant didesniai
koncentracijai gali susidaryti pilnos poros (Gilbert ir Sonnen, 2016). Taigi, jeigu fazés minimumo
poky¢iai paveikus DPPC ar SM turin¢ias membranas streptolizinu O, taip pat, kaip ir paveikus $ias
membranas pneumolizinu, yra susij¢ su lipidy difuzijos greiio pokyciais, galimai didesnés
koncentracijos poveikis pory susidarymui kompensuoja sumazéjusio monomery difuzijos greicio
poveiki.

3 lentelé. ,,Efektyvioji streptolizino O dalis* kontrolinése, sfingomielino ar DPPC turinciose tBLM,
kai vieng porg sudaro 50, 40, 30, 20 ar 10 monomery.

Monomery kiekis 50 40 30 20 10

ng, , (Kontrolé) 125 % 100 % 75 % 50 % 25 %
ng o (15 % SM) 119 % 95 % 72 % 48 % 24 %
ng ., (20 % DPPC) 278 % 222 % 167 % 111 % 56 %
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3.6 Pneumolizino aktyvumo priklausomybé nuo pH

Baltymy aktyvumas gali priklausyti nuo pH. pH poky¢iai gali paveikti jvairias baltymy
savybes (pvz.: klampumg (Ho et al., 2018), tirpuma (Gao et al., 2020)), jy struktiirg bei funkcijas
(Chen et al., 2019). Todél skirtingose lgstelése, audiniuose ir organuose palaikomas specifinis pH.
Pavyzdziui, normaliomis salygomis nosies gleivinéje pH yra Siek tiek rtgstinis: 5,6-6,7,
virSutiniuose kvépavimo takuose apie 6,6, o apatiniuose apie 7,1 (McShane et al., 2003). Kai kuriy
ligy atveju stebimi pH poky¢iai: pneumonijos metu plau¢iy pH sumazéja iki 6,62-6,72, 1étinio
bronchito metu bronchuose isauga iki 7,59-7,83 (Zajac et al., 2021), rinitas padidina pH nosies
gleivingje iki 7,2-8,3 (England et al., 1999). pH gali turéti jtakos tick normalioms lgsteliy funkcijoms
organizme, tiek patogeny augimui ir plitimui (Zajac et al., 2021).

Ivairiis tyrimai rodo, kad CDC baltymy aktyvumas gali skirtingai priklausyti nuo pH. Skiriasi
poras formuojanciy toksiny vaginolizino ir inerolizino (Ragaliauskas et al., 2019), listeriolizino O
bei perfringolizino O (Nomura et al., 2007), bei kity CDC aktyvumo priklausomybé nuo pH. Todél
Siame tyrimo etape, atliktas pneumolizino bei streptolizino O aktyvumo priklausomybés nuo pH
palyginimas. Pirmiausiai jvertintas pH poveikis pneumolizino aktyvumui. Tam skirtingame pH
paruostos tos pacios sudéties (DOPC:cholesterolis — 50 %:50 %) tBLM. Jos paveiktos 2 nM PLY
inkubuoto pH 6, 7, 8 ar 9 buferyje. Atlikti EIS matavimai rodo, kad fazés minimumas didéja nuo
28 + 9 Hz iki 129 + 57 Hz pH didinant nuo 6 iki 8, ta¢iau, kai pH pasiekia 9, fazés minimumas
sumazéja iki 3 + 1 Hz (apie 30 karty lyginant su pH 7) (34 pav.).
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34 pav. Pneumolizinu inkubuotu skirtingame pH, paveikty tBLM, Bode spektrai bei PLY sukelto
fazés minimumo poslinkio priklausomybé nuo pH (cpLy = 2 nM). tBLM sudétis: DOPC:Chol —
50 %:50 %.

SPR metodu iStyrus toksino sgveikos su membrana pokycius, nustatyta, kad toksino kiekis
membranos pavirSiuje, iSlicka nepakites, inkubavus baltymg tiek pH 6, tiek 7 (41 £ 3 m° ir

43 + 10 m°®, atitinkamai). Tac¢iau Sarminiame pH prie membranos prisijungusio toksino kiekis
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statistiSkai reikSmingai sumazeti. pH pakéelus iki 8 rezonansinio kampo pokytis sumazéja iki
30 £ 6 m°, o pH pasiekus 9 — 6 £ 3 m° (35 pav.).

Parodyta, kad Listeria genties bakterijy i$skiriamy CDC toksiny, pavyzdZiui listeriolizino O
bei ivanolizino O, aktyvumas priklauso nuo pH, dél struktiiriniy poky¢iy atsirandanciy neoptimalaus
pH salygomis, kurie sutrikdo toksino sgveika su membrana (Nomura et al., 2007). Taigi,
pneumolizino kiekio membranos pavirSiuje sumazéjimas, toksing inkubavus Sarminiame pH, taip

pat, gali bati jtakotas, dél struktiiriniy poky¢iy, pakitusios monomery sgveikos su membrana.
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35 pav. Skirtingame pH inkubuotu PLY paveikty hBLM, SPR sensogramos (crLy = 10 nM). Laiko
momentais: 20 s ir 1200 s, méginys buvo maisomas, 0 po 1800 s celés praplaunamos.

Nuo cholesterolio priklausomy citoliziny poros dydis gali priklausyti nuo toksino
koncentracijos (Gilbert ir Sonnen, 2016), todél sumazéjes toksino kiekis membranoje, pH padidinus
iki 8, galéjo nulemti maZesniy pory susidaryma, bei padidéjusj fazés minimumg EIS tyrimuose.
Taciau pasiekus pH 9, itin didelis toksino koncentracijos membranos pavirSiuje sumaz¢jimas,
galimai leido susidaryti tik labai maZam pory skaiciui.

Sunku pasakyti, kodél fazés minimumas sumazéja pneumolizing inkubavus pH 6, taciau SPR
duomenys rodo, kad tai néra susij¢ su pakitusiu toksino kiekiu membranos pavirSiuje.
R. Rampersaud ir kolegos nustaté, kad inerolizino aktyvumas neutraliame pH (optimalus pH
inerolizinui yra rugstinis) sumazéja, dél preporos jsiterpimo j membrang inhibicijos (Rampersaud et
al., 2018). Taigi, pneumolizino aktyvumo sumazéjimas, taip pat, galéty biti siejamas su sutrikusiu
prepory jsiterpimy ] membrang. Taciau negalima atmesti pokyciy kituose poros formavimosi
zingsniuose: 1) keiCiantis monomero struktirai jam prisijungus prie membranoje esancio
cholesterolio arba ii) oligomerizacijos proceso pokyciy.

Gauti rezultatai i§ dalies priestarauja literatiiroje aprasytiems duomenims. T. Nomura ir

kolegos naudodami Western blot metodg parodé, kad PLY sgveika su cholesteroliu nepriklauso nuo
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pH. Eritrocity hemolizés tyrimai po PLY inkubacijos pH 6, 7 ar 8 fosfatiniuose buferiuose, taip pat,
neparodé jokio PLY aktyvumo pokycio (Nomura et al., 2007). Taciau R. Rampersaud ir kolegos
papriestaravo T. Nomura ir kolegy padarytai iSvadai, kad pneumolizino aktyvumas yra
nepriklausomas nuo pH, kadangi jie nustaté, kad pneumolizino aktyvumas sumazéja rugstiniame pH
(4,5) lyginant su $iek tiek sarminiu pH (7,4) (Rampersaud et al., 2018). Tokie skirtumai tiek tarp
literatiroje aprasyty, tiek tarp atlikty tyrimy rezultaty, galéjo biiti nulemti pneumolizino gamybos,

inkubavimo skirtingame pH protokoly bei tyrimams naudoty metody skirtumy.

3.7 Streptolizino O aktyvumo priklausomybé nuo pH

Ivertinti streptolizino O aktyvumo pokyciams skirtingame pH, kaip ir vertinant pH jtaka
pneumolizino aktyvumui, skirtingame pH pagamintos 50% DOPC ir 50% cholesterolio turin¢ios
tBLM. Inkubavus 5 nM SLO pH 6, 7 ar 8,05 buferyje, toksino tirpalas jleistas j celes, kuriose buvo
suformuotos tBLM. 36 paveiksle pateikti EIS duomenys rodo, kad streptolizino O aktyvumas
sumazgja tiek rugstiniame, tiek Sarminiame pH. Fazés minimumas atitinkamai sumazéja apie 2 (nuo
74 + 1 Hz iki 42 £ 9 Hz) ir 4 (nuo 74 + 1 Hz iki 20 + 15 Hz) kartus, lyginant su neutraliu pH. Sie
rezultatai prieStarauja T. Nomura ir kolegy tyrimy duomenims, kurie neparodé jokiy SLO aktyvumo
poky¢iy ji inkubavus pH 6, 7 ar 8 (Nomura et al., 2007). Taciau kaip minéta 3.6 skyriuje, tai gali
biti susij¢ su toksiny gamybos, naudoty metody, bei protokoly skirtumais. Pavyzdziui, T. Nomura
tyrimuose naudotas pH 8 buferis, miisy tyrimuose — 8,05. Nedidelis, ta¢iau galimai reik§Smingas

skirtumas tarp SLO inkubacijai naudoty buferiy pH, gal¢jo nulemti gauty rezultaty skirtumus.
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36 pav. Streptolizinu O inkubuotu skirtingame pH, paveikty tBLM Bode spektrai bei SLO sukelto
fazés minimumo poslinkio priklausomybé nuo pH (CsLo = 5 nM). tBLM sudétis: DOPC:Chol —
50 %:50 %.

SPR metodu jvertinti medziagos kiekio pokyc¢iai membranos pavirSiuje. Sensogramos rodo,
jog prie membranos prisijungusiy SLO monomery kiekis, beveik nesiskyré toksing inkubavus

neutralaus ar riigStinio pH buferyje. Inkubavus toksing pH 6 rezonansinio kampo pokytis buvo
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67 £+ 7m° pH 7 —60 +7 m°. Bet inkubavus streptolizing O pH 8, rezonansinio kampo pokytis
statistiSkai reikSmingai sumazéjo iki 32 + 10 m® (37 pav.). SPR tyrimy rezultatai nurodo, jog
streptolizino O aktyvumo sumazéjimas Sarminiame pH, kaip ir pneumolizino, yra susij¢s su sgveikos
su membrana pokyciais. Tac¢iau toksino aktyvumo sumazéjimas rigstiniame pH nebuvo jtakotas
sumazé&jusio toksino kiekio membranos pavirsiuje. Kaip ir pneumolizinui, SLO poveikio membranai

sumazé&jimas, galéty biti paaiskintas pokyciais vélesniuose poros formavimosi zingsniuose.
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37 pav. Skirtingame pH inkubuotu SLO paveikty hBLM, SPR sensogramos (Cs.o = 25 nM). Laiko
momentais: 20 s ir 1200 s, méginys buvo maiSomas, o po 1800 s celés praplaunamos.
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ISVADOS

Pneumolizino membranoje sudaromy defekty tankis priklauso nuo membranos sudéties.
Maziausias toksino aktyvumas stebimas membranose, turinfiose polinesociuosius
1,2-diarachidonoil-sn-glicerolio 3-fosfocholino (DAPC) lipidus. DidZiausias toksino aktyvumas
stebimas membranose, kuriy sudétyje yra 15 % sfingomielino ar 20 % sociyjy
1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3-fosfocholino (DPPC) lipidy.

Streptolizino O membranoje sudaromy defekty tankis priklauso nuo membranos sudéties:
didZiausias toksino aktyvumas stebimas membranose, kuriy sudétyje yra 20 % sociyjy DPPC
lipidy. Taciau streptolizino O aktyvumas Siose membranose yra 2 kartus maZzesnis nei
pneumolizino.

Pneumolizino ir streptolizino O aktyvumas priklauso nuo terpés pH. Pneumolizino didziausias

aktyvumas stebimas prie pH 8, streptolizino O — pH 7.
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Pneumolizino ir streptolizino O saveikos su dirbtinémis lipidinémis
membranomis tyrimai

Santrauka

Streptococcus pneumoniae ir Streptococcus pyogenes yra vieni i§ pagrindiniy bakteriniy
kvépavimo taky infekcijy sukéléjy. Sie patogenai iskiria nuo cholesterolio priklausomus
citolizinus: pneumolizing ir streptolizing O, atitinkamai. Toksinai lasteliy membranose sudaro poras,
kurios sutrikdo membranos barjering funkcija, todél lastelé ziista. Kvépavimo taky ligy gydymui
antibiotikai yra skiriami daZniausiai, nors Sie vaistai ne visuomet yra reikalingi. Todél kvépavimo
taky ligas sukelian¢iy patogeny iSskiriamy toksiny tyrimai ne tik leisty nustatyti detalesnius, Siy
baltymy poros formavimo mechanizmus, bet ir sukurti greitesnius ir tikslesnius diagnostinius
metodus, kurie galéty padéti sumazinti perteklinj antibiotiky vartojima.

Ankstesni nuo cholesterolio priklausomy citoliziny tyrimai buvo sutelkti j poros formavimo
principy nustatyma, taciau dabar vis daugiau darby siekia nustatyti membranos bei kity aplinkos
faktoriy, tokiy kaip pH, jtaka Siy toksiny aktyvumui. Todél pagrindinis Sio darbo tikslas buvo iStirti
membranos sudéties bei pH jtaka pneumolizino bei streptolizino O, sgveikai su dirbtinémis
lipidinémis membranomis.

Atlikti tyrimai parodé¢, kad pneumolizino membranoje sudaromy defekty tankis priklauso nuo
membranos sudéties. Maziausias toksino aktyvumas stebimas membranose, turiniose
polineso¢iuosius 1,2-diarachidonoil-sn-glicerolio 3-fosfocholino (DAPC) lipidus. Didziausias
toksino aktyvumas stebimas membranose, kuriy sudétyje yra 15 % sfingomielino ar 20 % sociyjy
1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3-fosfocholino (DPPC) lipidy. Kaip ir pneumolizino, streptolizino O
membranoje sudaromy defekty tankis priklauso nuo membranos sudéties: didziausias toksino
aktyvumas stebimas membranose, kuriy sudétyje yra 20 % sociyjy DPPC lipidy. Pneumolizino ir
streptolizino O aktyvumas priklauso nuo terpés pH. Pneumolizino didZiausias aktyvumas stebimas

prie pH 8, streptolizino O — pH 7.
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Pneumolysin and Streptolysin O into Biomimetic Membranes

SUMMARY

Streptococcus pneumoniae and Streptococcus pyogenes are of the main pathogens causing
bacterial respiratory tract infections. They secrete cholesterol-dependent toxins: pneumolysin and
streptolysin O, respectively. These toxins cause cell death by forming pores in the cell membrane.
Antibiotics are most often prescribed to treat respiratory tract diseases, but they are not always
necessary. For this reason, research on toxins produced by pathogens of the respiratory tract could
help us not only to understand pore formation mechanism more deeply but also allow us to create
faster and more accurate tools for diagnostics, which could reduce unnecessary consumption of
antibiotics.

Latest studies of cholesterol-dependent cytolysins are concentrated on the influence of
membrane composition and environmental factors such as pH, on the activity of these toxins. So the
focus of this Master thesis was to evaluate effect of membrane composition and pH on the activity
of cholesterol-dependent toxins found in respiratory tract: pneumolysin and streptolysin O.

Using electrochemical impedance spectroscopy and surface plasmon resonance we found that
activity of pneumolysin is affected by membrane composition. Pneumolysin is most active in tBLMs
containing 15 % of sphingomyelin or 20 % of saturated 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPPC) lipids. Activity of streptolysin O is also affected by tBLM composition.
Highest activity is reached in membranes containing 20 % of DPPC. Both toxins: pneumolysin and
streptolysin O, are affected by pH. Pneumolysin is most active when pH is 8, while activity of

streptolysin O peaks at pH 7.
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