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SANTRUMPOS

Hsp — Silumos Soko baltymas;

Hsp70 — 70 kDa dydzio Silumos Soko baltymas;
tBLM — prie pavirSiaus prikabinta lipidiné membrana;
EIS — elektrocheminio impedanso sprektroskopija;
HSF - silumos Soko faktorius;

HSF1 — Silumos Soko faktorius 1;

PS — fosfatidilserinas;

IL — interliaukinas;

NK — naturalios lastelés zudikes;

NF-kB — branduolio faktorius-kB;

NTF — naviko nekrozés faktorius;

SUV — mazos vienasluoksnés liposomos;

LUV — didelés vienasluoksnés liposomos;

GUYV - labai didelés vienasluoksnés liposomos;

SAM - savitvarkis monosluoksnis;

BME — B-merkaptoetanolis;

DOPC — 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas;
Chol — cholesterolis;

DOPE - 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfoetanolaminas;
DOPS — 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfo-L-serinas;
DPPC - 1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas;
LRPE — 1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3-fosfoetanolaminas su fluorescuojancia zyme lizamino
rodamino B;

WC14 — 20-tetradeksiloksio-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano-1-tiolis;
PBS — natrio fosfato buferinis tirpalas;

f—daznis (Hz);

I — srovés stipris;

Y — laidumas;

U — jtampa;

Z — impedansas;

¢ — fazés poslinkio kampas;

C' (C,.) —reali talpos komponenté;

C" (C;,,) — menama talpos komponenté¢;

Z' — reali impedanso komponente;

7" —menama impedanso komponentg;

AY - laidumo pokytis;

DLS - dinaminé Sviesos skvarba;

s. f. v — santykiniai fluorescencijos vienetai.



IVADAS

70 kDa Silumos Soko baltymas (Hsp70) yra pagrindinis streso ir jvairiy ligy metu
indukuojamas §ilumos $oko baltymas. Sis baltymas palaiko lastelés homeostaze — dalyvauja
naujai susintetinty, agreguoty, bei neteisingg konformacija turin¢iy baltymy lankstyme ir
transportavime. Hsp70 daZniausiai randamas lastelés viduje: endoplazminiame tinkle,
citozolyje, mitochondrijose (De Maio, 1999). Taciau, taip pat Hsp70 yra randamas prisijunges
prie plazminés membranos ir uzlgstelinéje erdvéje, kur atlieka ne molekulinio Saperono, o
signalo perdavimo funkcijg (De Maio, 2011). Hsp70 neturi sekos reikalingos transportavimui
klasikiniu endoplazminio tinklo — Goldzio komplekso keliu (Hunter-Lavin et al., 2004).
Manoma, kad baltymas yra perneSamas alternatyviu keliu, kurio mechanizmas néra Zinomas.
Spéjama, kad Sio mechanizmo pirmasis zingsnis gali buti Hsp70 prisijungimas prie
membranos.

Lastelés membrana yra sudétinga sistema sudaryta i§ daugybés komponenty, kurie
sgveikauja ne tik tarpusavyje, bet ir su juos supancia aplinka. Tokias sistemas yra sudétinga
tirti, todél yra kuriami jas imituojantys modeliai. Naudojant modelines sistemas galima keisti
ju sudetj ir tirti tik dominan¢ius membranos komponentus. Jvairiems tyrimams naudojamos
jvairios modelinés sistemos, tokios kaip prie pavirSiaus prikabintos lipidinés membranos
(tBLM) ar liposomos.

Hsp70 sgveikos su membranomis tyrimuose gali biiti naudojamas elektrocheminio
impedanso metodas, registruojant elektrinius tBLM parametrus pries ir po saveikos su Hsp70.
Taip pat fluorescencijos metodais galime stebéti kalceino ilaisvinimg i liposomy, nes Hsp70
baltymas prisijungdamas prie membranos suformuoja jonams laidzius kanalus (Arispe et al.,

2004; Vega et al., 2008).

Sio darbo tikslas: suformuoti jvairios sudéties prie pavir§iaus prikabintas lipidines
membranas (tBLM), fluorescencinés mikroskopijos metodu jvertinti jy morfologija ir iStirti
Hsp70 saveika su jomis, be to iStirti Sio baltymo sgveikg su vienasluoksnémis liposomomis,

kurios yra uzkrautos kalceinu.

Darbo uzdaviniai:
1. Suformuoti jvairios lipidinés sudéties prie pavirSiaus prikabintas lipidines membranas

ir iStirti jy morfologija.


https://www.zotero.org/google-docs/?wTS1Sv
https://www.zotero.org/google-docs/?6PnZ0v
https://www.zotero.org/google-docs/?SjJYhD
https://www.zotero.org/google-docs/?ZwMxvq
https://www.zotero.org/google-docs/?ZwMxvq

Panaudoti elektrocheminio impedanso spektroskopijos metoda tBLM ir Hsp70
saveikos tyrimuose.

. Nustatyti kalceinu uzkrauty vienasluoksniy liposomy dyd;j pries ir po dydZio i§skyrimo
chromatografijos.

Tirti Hsp70 sgveika su skirtingos kompozicijos vienasluoksnémis liposomomis.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Silumos $oko baltymy Seima

1962 m. mokslininkas Ferruccio Ritossa atrado, kad auksSta temperatiira indukuoja
specifin] geny rinkinj Drosophila melanogaster lervy seiliy liauky audiniuose (Ritossa, 1962).
Véliau Siy geny produktai pavadinti Silumos Soko baltymais (Hsp, angl. heat shock proteins)
(Tissiéres et al., 1974). Hsp baltymy molekuliné¢ masé yra nuo 10 kDa iki 110 kDa ir pagal tai
jie yra skirstomi j 7 Seimas: Hsp10, Hsp27, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 ir Hsp110 (De
Maio, 1999). Sie baltymai randami nuo archejy iki Zmogaus ir pasizymi konservatyvumu
(Gupta ir Singh, 1994). Zmogaus Hsp70 genas yra 50% homologiskas E. coli (Craig ir Gross,
1991) ir 85% Drosophila genams (Feder ir Hofmann, 1999).

Hsp Seimos baltymai Igsteléje atlieka jvairias funkcijas (1.1 lentel¢). Dazniausiai jie
veikia kaip molekuliniai Saperonai — lanksto baltymus ir juos transportuoja. Kai lgstelé patiria
stresa, jy koncentracija padidéja. Stresg gali sukelti jvairtis veiksniai: Siluma, virusinés
infekcijos, citokinai, oksidacinis stresas, jonizuojanti ir ultravioletiné spinduliuoté, gliukozes
truikumas ir t.t. (Ashburner, 1970). Hsp baltymai yra svarbiis lastelei atsistatant po jau patirto
streso ir apsisaugant nuo tolimesnio galimo streso poveikio (De Maio, 1999). Konstutyviai
ekspresuojami Hsp baltymai sudaro 5-10% visy lastel¢je esanciy baltymy, o salygoms

pasikeitus ] stresines, $iy baltymy koncentracija gali padidéti iki 15% (Welch, 1993).

1.1 lentelé. Silumos $oko baltymy klasifikacija ir funkcijos (sudaryta remiantis (Feng ir Li,

2010)).

HSP Vidutiné
v molekuliné Vieta lasteléje Funkcija
Seima .
masé (kDa)
Hspl0 10 Citozolyje, branduolyje, . Trgkdo kaspaziy aktyvacp %
ochondriiose oksidacinio streso toleravimas; Hsp60
Hsp27 ~ 20-30 mitochondry Kofaktorius
Hsp40 40 - 47 Branduolyje, fendoplazrmmame Baltymy lankstyrpas; Hsp70
tinkle kofaktorius
Hsp60 60 Mitochondrijose Baltymy lank§tymas, k'a'1 jie patenka j
mitochondrijas
Citozolyje, branduolyje, Baltymy lankstymas ir jy
Hsp70 66 - 78 mitochondrijose, transportavimas; Silumos streso
endoplazminiame tinkle toleravimas; Igsteliy apsauga
Vienas 1§ dazniausiai randamy baltymy
Hsp90 83 -100 Citoplazmoje citoplazmoje; palaiko steroidy
receptorius aktyvioje biisenoje
Hspl10 100 - 110 Citozolyje, branduolyje Baltymy lankstymas; Silumos streso

toleravimas
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1.2. Hsp70 superSeima

Hsp70 superieima viena i§ konservatyviausiy ir geriausiai istytinéty Hsp $eimy. Sios
Seimos baltymai yra nuo ATP priklausomi Saperonai, kuriy dydis yra nuo 66 iki 78 kDa (Giri
et al., 2017). Pagrindiniai Hsp70 superSeimos nariai yra 72 kDa, 73 kDa, 75 kDa ir 78 kDa
baltymai. 75 kDa ir 78 kDa baltymai, dar vadinami GRP75 ir GRP78, yra indukuojami ne
Silumos Soko, o gliukozes trikumo, kalcio koncentracijos padidéjimo (angl. calcium influx) ar
agenty, kurie trikdo glikolizinimg (Locke ir Noble, 1995). GRP75 yra randamas
mitochondrijose, o0 GRP78 endoplazminiame tinkle. 73 kDa baltymas (Hsc73) sintetinamas
daugelyje lasteliy ir ekspresuojamas visg laikg. Kai salygos pasikeicia | stresines, Hsc70
koncentracija nepakinta, o tik perneSamas i§ citozolio j branduolj (Welch ir Feramisco, 1984).
72 kDa dydzio baltymai dazniausiai vadinami Hsp70, taciau pagal naujg nomenklatiirg, kurig
pateiké Zmogaus genomo organizacija (HUGO, angl. Human Genome Organisation), jis
vadinamas HSPA1A (Kampinga et al., 2009). Lastelei patiriant stresa, Siy baltymy sintezé
indukuojama ir jy koncentracija smarkiai iSauga (Donati et al., 1990)

Hsp70 Seimos baltymus koduoja 17 geny ir 30 psiaudogeny (Brocchieri et al., 2008).
Baltymo koncentracija lastel¢je reguliuoja keturi Silumos Soko faktoriai (HSF): HSF1, HSF2,
HSF3 ir HSF4. Silumos 3oko faktoriai turi tiek vienody, tiek ir unikaliy funkcijy, bei
audiniams specifing ekspresija. HSF1 yra pagrindinis transkripcijos reguliatorius, kuris
reikalingas HSP geny aktyvacijai ir termotolerancijos uztikrinimui (Akerfelt et al., 2010).

Stresiniy salygy metu HSF1 jungiasi prie Hsp70 promotorio ir greitina transkripcija
(1.1 pav.). Esant jprastoms fiziologinéms salygoms, HSF1 yra monomeras prisijunges prie
Hsp70. Kai salygos tampa stresinéms, padaugéja neteisingai sulankstyty baltymy. Sie
neteisingai sulankstyti baltymai turi didesnj giminingumg Hsp70, nei HSF1, taigi HSF1 tampa
laisvas. Tada jis yra fosforilinamas mitogenais aktyvinamy baltymy kinazy (MAPK/ERK)
arba streso aktyvuojamy baltymy kinaziy (SAPK) ir formuoja trimerus (Kim et al., 1997).
HSF1 trimeras perneSamas j branduolj, prisijungia prie Hsp70 geno promotoriaus ir prasideda

Hsp70 mRNR transkripcija (Pockley ir Graham, 2003).
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1.1 pav. Hsp70 koncentracijos reguliavimas. (1) Silumos Soko transkripcijos faktorius (HSF)
susijunges su Hsp70 yra neaktyvus. (2) lastelei patyrus stresg padaug€ja neteisingai
sulankstyty baltymy, kurie jungiasi prie Hsp70, HSF lieka laisvas. (3) HSF yra fosforilinamas
ir (4) jvyksta jo trimerizacija. (5) Trimeras perneSamas j branduolj, (6) jungiasi prie DNR ir
pradedama Hsp70 mRNR transkripcija. HSP - Hsp70 (Tytell ir Hooper, 2001).

1.2.1. Hsp70 baltymo struktiira

Hsp70 sudarytas i§ dviejy domeny (1.2 pav.). Baltymo N galiniame regione yra
konservatyvus 44 kDa dydzio adenino nukleotidus ridantis domenas. Sis domenas turi silpna
ATPazinj aktyvumg. Baltymo C galiniame regione randamas maziau konservatyvus 28 kDa
substratg riSantis domenas. Substratg riSantis domenas yra skirstomas i du subdomenus:
substrato riSimo ir spiralinio dangtelio. Substrato ri§imo subdomenas yra sudarytas i§
“sumustinio” regiono, kuris turi substrato riSimo kiSeng. Spiralinio dangtelio subdomeno
dydis yra 10 kDa. Jj sudaro penkios a spirlés ir gale esancios netvarkingos 26 aminortigstys.
Sis subdomenas yra mobilus ir reguliuoja substrato ri§imo kinetika (Mayer et al., 2000).
Nukleotidus risantj ir substratg riSantj domenus jungia hidrofobinis jungtukas, kuris sudarytas
1§ 13 amino rugsciy, bei turt konservatyvy leucinu turtingg motyva. Jungtukas dalyvauja

alosteriniame bendravime tarp domeny ir kosaperono Hsp40 prijungime (Kumar et al., 2011).
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1.2 pav. Pilno ilgio prokariotinio Hsp70 kristaliné strukttra ir domenai esantys molekul¢je.
Hsp70 turi N gale esant; nukleotidus riSantj domeng (pazymeétas ruda spalva), trumpa
jungtuka (raudona) ir substratg riSantj domena, kuris sudarytas i§ dviejy subdomeny: substratg
riSan¢io subdomeno (violetinis) ir spiralinio dangtelio (oranzing¢). Néra nustytos Zmogaus
Hsp70 baltymo strukttros, todél domenai pazyméti naudojant DnaK komplekso struktiirg
(pdb: 2KHO).

1.2.3. Oligomerizacija

Hsp70 gali formuoti dimerus ir aukstesnés eilés oligomerus. Sis procesas yra
priklausomas nuo baltymo koncentracijos ir temperatiiros, bei yra griZtamas procesas.
Oligomerizacijoje dalyvauja substatg riSantis domenas ir jungtukas i$ kitos baltymo molekulés
(1.3 pav). Literattiroje yra minimi jvairls substrata riSan¢io domeno regionai, kurie dalyvauja
oligomerizacijoje (Fouchaq et al., 1999; Nemoto et al., 2006; Chou et al., 2003). Aprile et al.
parodé, kad zmogaus Hsp70 baltyme yra svarbus spiralinis dangtelio subdomenas, ir kad
sgveika vyksta biitent tarp spiralinio dangtelio subdomeno ir jungtuko. Taciau, specifinés
saveikos atsirandandios oligomerizacijos metu néra Zzinomos (Aprile et al., 2013). Zmogaus
Hsp70 spiraliniame dangtelio subdomene yra septynios leucino amino rugstys, kurios gali
sgveikauti su jungtuke esanciu konservatyviu, bei leucinu turtingu regionu (Aprile et al.,

2013; Nimmervoll et al., 2015)

1.3 pav. Hsp70 oligomerizacija. A - monomeras; B - dimeras; C- oligomeras. Monomerin¢je
biisenoje Hsp70 domenai yra alosteriSkai nepriklausomi vienas nuo kito, o spiralinis dangtelio
subdomenas gali laisvai judéti. Hsp70 oligomerizacija vyksta dél vienos baltymo molekulés
spiralinio dangtelio subdomeno sgveikos su kitos molekulés jungtuku (B). Tokia sgveika
leidzia formuotis oligomerams (Aprile et al., 2013).
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Hsp70 dimerizacijos metu iSsidésto antiparaleliai. Sgveika vyksta dél per visa
molekule i$sidésciusiy lizinu turtingy regiony, kuriy daugiausia substratg riSanc¢iame domene.
Vykdant aminoriig8ciy fosforilinimg ir acetilinimg yra stabilizuojama baltymas-baltymas
sgveika ir dimerai iSsilaiko ilgesnj laikg (Morgner et al., 2015).

Kada vyksta Hsp70 oligomerizacija néra Zinoma. Vieni autoriai teigia, kad tai vyksta
pries prisijungimg prie membranos, o kiti mano, kad Hsp70 oligomerizuojasi jsiterpes 1]
membrang. Arispe et al. pasiilé, kad baltymo oligomerizacija vyksta tirpale. Esant stresinéms
salygoms Hsp70 negali jsiterpti j plazming membrana, nes jis yra prisijunges prie naujai
sintetinamy ar prie neteisingai sulankstyty baltymy. Salygoms vél tapus normalioms,
neteisingai sulankstyty baltymy skaiCius greitai mazéja, o Hsp70 koncentracija islieka pastovi,
tod¢l lieka laisvy Hsp70 molekuliy, kurios gali oligomerizuotis, jsiterpti | membranag, bei
sukurti jonams laidzius kanalus (1.4 pav) (Arispe et al., 2004).

. 3. Prisijungimas
Hsp70 pe’??‘kl'us 2. Oligomerizacija  prie membranos

& g 4_|siterpimas | I

membrang

s anns ATPIADP <1
() s et A - —
- (] ) ATPIADP>1 (%

ae—— FC

" :”—_‘q:jspc 5. Jonams Ps ==
1. Hsp70 prisijunges neteisingai == laidaus kanalo ==
sulankstytus baltymus ~ atidarymas

1.4 pav. Hsp70 kanaly formavimas. Kai Hsp70 yra daugiau nei baltymo - taikinio, tai laisvas
Hsp70 oligomerizuojasi (2). Oligomeras sgveikauja su fosfatidilserinu esan¢iu membranoje
(3) ir jsiterpia ] membrang (4) suformuodamas jonams laidzius kanalus (5) (Arispe et al.,

2004).

Kitas oligomerizacijos mechanizmas yra susijes su oligomerizacija po baltymo
jsiterpimo } membrang. Tirpale yra randamas monomerinis Hsp70 baltymas, o oligomerinés
Hsp70 formos - plazminéje membranoje. Citozolyje esantis monomerinis Hsp70 atpazjsta PS
esant] vidin¢je plazminés membranos pus¢je. Tada vyksta baltymo konformacijos pokytis ir

jsiterpimas ] lipidy dvisluoksnj. Po jsiterpimo, Hsp70 oligomerizuojasi ir jungiasi su
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1.2.4. Hsp70 saveika su membrana

Hsp70 yra citozolinis baltymas, taciau jis randamas prisijunggs prie membranos.
Pasitelkus tekmes citometrijg (angl. flow cytometry of viable tumor cells) ir selektyvy lasteliy
pavirSiaus jodavimg (angl. selective cell surface iodination), baltymas buvo rastas navika
sudaranéiy lasteliy plazminéje membranoje (Multhoff, 2007). Sj pastebéjima patvirtino ir
visuotinis prie membranos prisijungusiy baltymy profiliavimas (angl. global profiling of
membrane-bound proteins). Tyrimo metu nustatyta, kad jvairs molekuliniai Saperonai,
jskaitant Hsp70, randami prisijung¢ prie membranos jvairiuose naviky Iasteliy linijose (Shin
et al., 2003).

Hsp70 yra jsiterpgs | membrang, o ne prisijunggs prie membranoje esanciy baltymy.
Panaudojus antikiinus prie$ skirtingus Hsp70 epitopus, rasta, kad Hsp70 polipeptido C galas
Jsiterpia ] membrang, o likusi baltymo dalis yra nukreipta j uzlgsteling erdve (Botzler et al.,
1998). Taip pat, Hsp70 nepavyko pasalinti nuo membranos pavirSiaus, nei veikiant riig§tiniais
ir baziniais tirpalais, nei daug drusky turinciais tirpalais (Gehrmann et al., 2008; Vega et al.,
2008). Yra duomeny, jog Hsp70 plazminéje membranoje iSsidésto tankiais klasteriais
(Lamprecht et al., 2018), o ne kaip anks¢iau manyta, kad sudaro poras (Arispe ir De Maio,
2000; Armijo et al., 2014).

Mechanizmas, kurio Hsp70 prisijungia prie plazminés membranos, vis dar
neisaiSkintas. Hsp70 neturi signalinés sekos, kuri reikalinga baltymo transportavimui
klasikiniu endoplazminio tinklo — Goldzio aparato keliu (Multhoff, 2007). Baltymo pavirSiuje
yra daug kriivj turiniy amino rigsciy, todél transportavimo procesas yra energetiskai
nepalankus (Wimley et al., 1998).

Hsp70 jsiterpimas ] plazming membrang gali vykti dél lipidy dvisluoksnio
heterogeniSkumo. Plazminé membrana sudaryta i§ fosfolipidy, kuriy uodegélés sgveikauja
viena su kita, o galvutés su supancia aplinka. Toks lipidy iSsidéstymas suteikia membranai
heterogeniskumo (Wimley et al., 1998). Hsp70 isiterpimo ] membrang mechanizmas gali
prasidéti nuo zingsnio, kai baltymas dél elektrostatinés sgveikos prisijungia prie lipidy
galvuéiy. Sj prisijungima sustiprina membranoje esantis neigiamai jkrautas fosfatidilserinas
(PS). Hsp70 baltymo pavirSiuje yra teigiamai jkrauty lizino ir arginino amino rugsciy (R533 ir
K601/K597), kurios saveikauja su PS (Morozova et al., 2016) (1.5 pav). Prisijungus prie
membranos pavirSiaus, baltymo jsiterpimas j dvisluoksnj gali vykti dél PS transmembraninés

difuzijos, kurios metu baltymas perveria membrang (De Maio, 2011).
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1.5 pav. Lizino ir arginino amino rigstys, kurios sgveikauja su fosfatidilserinu (PDB: 4PO2,
Zmogaus Hsp70 jungtuko ir substrata jungiantis domenas). Teigiamai jkrautos R533, R535,
K569, K573, K589 ir K597 amino riigstys vaizduojamos raudonai. Spéjama, kad jos jungiasi
prie PS, kuris randama j citoplazma nukreiptame endosomy sluoksnyje. Sios amino rigstys
leidzia Hsp70 patekti } endosomy vidy autofagijos biidu (Morozova et al., 2016).

Hightowe ir Guidon nustaté, kad Hsp70 risasi prie sociy, ilgy riebaly riigsciy (Guidon
ir Hightower, 1986). DaZniausiai pasitaiko palmitino ir stearino riebaly rtigstys, re¢iau miristo
rugstis. Stresa patiriancCiose lastelése, Hsp70 yra randamas detergentams atspariuose
domenuose. Sie domenai yra sudaryti i§ cholesterolio ir so¢ias riebaly rigstis turinéiy lipidy,
tokiy kaip sfingolipidai (Vega et al., 2008). Detergentams atspariis domenai yra maziau taks,
todél manoma, kad baltymas yra stabilus maziau takioje aplinkoje (Horvath et al., 2008).
membrany, kuriy sudétyje yra neigiamg kriivi turin¢iy lipidy. Ypac didelj gimininguma
baltymas turi PS, taciau Hsp70 sgveika su teigiamg kriivi turinéiais ir neutraliais lipidais,
tokias kaip fosfatidilcholinas, yra silpna ir nespecifiné. (Arispe et al., 2004; Armijo et al.,
2014; Schilling et al., 2009). Liposomy agregacija sustiprina, kai membranos sudétyje kartu
su PS yra monosialotetraheksozilgangliozidy ir cholesterolio (De Maio, 2011). Kiti
sfingolipidai, tokie kaip globotriaozilceramidas, taip pat palengvina Hsp70 isiterpimg ]
membrang (Sugawara et al., 2009).

Esant fiziologinéms salygoms, lipidai plazminé¢je membranoje yra iSsidéste
asimetriSkai. Daugiausia PS yra randama j Igstelés vidy nukreiptame plazminés membranos
sluoksnyje. Preapoptozinio etapo metu PS keicia savo lokacijg ir yra randamas iSoriniame
sluoksnyje. Daugiau prisikabinusio Hsp70 buvo rasta prie iSorinio membranos sluoksnio
apoptoze¢ patirianciose lastelése, nei sveikose. Hsp70 koncentracija ant plazminés membranos
iSorinio sluoksnio padidéja tiek ankstyvojoje, tiek ir vélyvojoje apoptozeje , bet didZiausias
padidéjimas nustatytas etape, kai keiciasi lastelés membranos asimetriSkumas (Sapozhnikov

et al., 1999).
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1.2.5. Hsp70 eksportas

Hsp transportas yra sudétingas procesas apimantis skirtingus pernasos buidus. Iki Siol
vyksta diskusijos, ar Sis baltymas i uzlasteling erdve patenka po lastelés zities, ar yra
eksportuojamas aktyviu, nuo lgstelés lizés nepriklausomu mechanizmu. Pirmieji tyrimai
atlikti Basu et al. parodé, kad Hsp70 uzlgstelingje ervéje atsiranda po lastelés nekrozés (Basu
et al., 2000). Taciau kita mokslininky grupé nustaté, kad Hsp70 iSneSimas yra nepriklausomas
nuo lastelés zuties (Hunter-Lavin et al., 2004).

Hsp70 gebé¢jimas prisijungti prie plazminés membranos gali buti susijes su vienu i$
biudy, kaip baltymas patenka ] uzlgsteling erdve. Hsp70 yra sintetinamas citozolyje ir
eksportuojamas ] uZlasteling erdve alternatyviu mechanizmu - neklasikiniu sekrecijos keliu,
kurio neblokuoja endoplazminio tinklo — Goldzio kelio slopikliai (Hightower ir Guidon,
1989). Siuo neklasikiniu keliu yra eksportuojamos signalinés molekulés, pavyzdziui,
interliaukinas 1 (Nickel ir Seedorf, 2008). Kadangi Hsp70 rastas ant transformuoty, bei stresa
patirianciy lasteliy pavirSiaus, manoma, kad vienas i§ Hsp70 transportavimo etapy yra
prisijungimas prie plazminés membranos (De Maio, 2011). Kai baltymas prisijungia prie
membranos, i§ Igstelés jis paSalinamas suformuojant ekstralastelines pusleles (De Maio ir
Vazquez, 2013; Vega et al., 2008). Hsp70 j uzlasteling erdve gali patekti keliais alternayviais
biidais. Vienas i§ jy yra lizosomy — endosomy kelias. Hsp70 patenka j lizosomas. Ten
baltymas yra apsaugomas nuo degradacijos ir perneSamas endocitozés budu j Iastelés iSore. |
lizosomas baltymas patenka per ATP suri§imo kasetés transportavimo sistemg (Mambula ir
Calderwood, 2006). Hsp70 j uzlasteling erdve gali patekti naudojant sekrecines granules
(Evdonin et al., 2006).

1.2.6. Hsp70 funkcijos

Svarbiausias lasteliy tikslas yra iSgyventi. Jos yra iSvysciusios keleta mechanizmy,
kurie esant stresinéms saglygoms padeda islikti gyvybingomis. Vienas i§ konservatyviausiy
apsaugos mechanizmy yra Silumos Soko baltymy ekspresija. Tod¢l lgstelés patiriancios silpng
stresg ir ekspresuojanéios Hsp baltymus yra atsparesnés stipriam stresui. Sis gebéjimas
apsisaugoti nuo tolesnio stipraus streso yra vadinamas streso toleravimu (angl. stress
tolerance). Tikslus streso toleravimo mechanizmas néra aiskus. Streso metu pazeisty baltymy
konformacijos atstatymas yra vienas i§ pagrindiniy streso toleravimo zingsniy (De Maio,
1999).

Hsp70 veikia kaip molekulinis Saperonas. Kai lgstelé patiria Gminj ar létinj stresa,

daugelis signaliniy keliy yra sutrikdomi, todél padaugéja neteisingai sulankstyty ir agreguoty
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baltymy, sutrinka baltymy kompleksy funkcijos. Tai kelia pavojy lastelés iSlikimui. Esant
tokiai situacijai, lgstelés aktyvuoja Silumos Soko atsaka, kurio metu padidéja Hsp70 baltymy
ekspresija. Sie Silumos Soko baltymai padeda atstatyti tinkama baltymy konformacijg ir
homeostaze (Hartl ir Martin, 1995).

Hsp70 veikia ne tik kaip molekuliniai Saperonai, bet jie turi ir kitokiy funkcijy,
pavyzdziui, signalo perdavimo. Esant normalioms fiziologinéms salygoms, Igstelés viena su
kita bendrauja ir sinchronizuoja metabolinj aktyvuma, geny ekspresijg ir kitus lgstelinius
procesus. Lastelés bendrauja tarpusavyje, kad palaikyty homeostze. Kai aplinkos salygos
pasikei€ia, pavyzdziui pakinta maisto medziagy prieinamumas, lastelés bendrauja tarpusavyje
ir pritaiko savo metabolizma prie pakitusiy salygy. Stresa patirian¢ios ir jo nepatiriancios
lastelés taip pat bendrauja tarpusavyje. Jos perduoda signalg ir jspéja likusias lgsteles, kurias
gali paveikti stresinés sglygos. Mechanizmas atsakingas uz stresiniy salygy pajutimg
ekstralgstelinéje erdvéje yra vadinamas streso steb¢jimo sistema (angl. stress observation
system). Vienas i$ streso signaly, kurios skleidzia lastelés yra Silumos Soko baltymai (De
Maio ir Vazquez, 2013).

Hsp70 atsirades uZzlgstelinéje erdvéje nuo receptoriy priklausomu signaliniu keliu
aktyvuoja monocitus, kurie sekretuoja uzdegima skatinancius citokinus (Asea et al., 2002).
Kai imunogeniniai peptidai néra prisijunge, Hsp70 veikia, kaip nespecifinis pavojaus signalas
imuninei sistemai (Wang et al., 2006). Prie membranos prisijunggs Hsp70 veikia kaip
atpazinimo struktiira natiiralioms lgsteléms zudikéms (NK, ang. natural killer cells). Buvo
atlikti tyrimai su naviko Iasteliy sublinijomis, kurios ekspresuoja skirtingas Hsp70
koncentracijas ant lgstelés pavirSiaus. Lastelés, prie kuriy plazminés membranos yra
prisijunge daugiau Hsp70, sunaikinamos NK Iasteliy greiciau, nei Igstelés turincios maziau
Sio baltymo (Multhoff et al., 1997). Be to, inkubuojant NK lgsteles su tirpiu Hsp70 ir nedidele
interliaukiny (IL) koncentracija, yra dar labiau sustiprinamas NK Igsteliy citolitinis
aktyvumas (Multhoff et al., 1999).

Hsp70 randamas véziniy Igsteliy endosomy ir lizosomy membranose ir manoma, kad
Sis baltymas slopina jy membrany pralaiduma, kurj sukelia citokinai, prieSvéziniai vaistai,
radiacija, oksidacinis stresas ir fotolizé. Be to, Hsp70 pasalinimas i§ véZiniy lasteliy sukelia
lizosomy membrany pralaidumo padidéjima, bei jy turinio patekima i citozolj ir nuo katepsiny
priklausomg programuotg lasteliy mirtj. Taigi, Hsp70 apsaugo vézines lasteles mazindamas jy

lizosomy ir kity katepsiny turinciy piisleliy membrany pralaiduma (Leist ir Jaatteld, 2001).
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1.3. Ligos

Hsp70 yra randamas prisikabings prie membranos ir kraujotakos sistemoje esant
skirtingoms patologinéms ir fiziologinéms salygoms (1.2 lentel¢). Baltymo perneSimas i$

citozolio yra siejamas su kritiniy pacienty i§gyvenamumu (Ziegler et al., 2005).

1.2 lentelé. Ligos, kuriy metu yra randamas uzlgstelinis Hsp70.

Liga Saltinis
Uminis plau¢iy pazeidimas (Ganter et al., 2006)
Vézys (Faure et al., 2004)
Létinis uzdegimas sené¢jimo metu (Njemini et al., 2004)
Koronariné Sirdies liga (Zhang et al., 2010)
Diabetas (Oglesbee et al., 2005)
Hipertenzija/néStumas (Molvarec et al., 2006)
Infekcija (Njemini et al., 2004)
[Semija/reperfuzija (Hecker ir McGarvey, 2011)
Miokardo infekcija (Dybdahl et al., 2005)
Traumos (Ziegler et al., 2005)
1.3.1. Vézys

Daugelyje naviky Hsp70 ekspresija vyksta nuolat ir yra intensyvesné palyginus su
sveikomis lagstelémis. Didesnis Sio baltymo kiekis padeda navikui iSgyventi, skatina jy
augima, slopina sen¢jima, bei suteikia atsparuma apoptozei (Juhdsz et al., 2013; Lamprecht et
al., 2018). Nejprasta Hsp70 lokalizacija yra susijusi su navikams biidingomis funkcijomis:
sumazgjusiu lizosomy membrany pralaidumu (Kirkegaard et al., 2010) ir vélesne nuo
lizosomy priklausoma Igsteliy mirtimi (Gehrmann et al., 2005). Didéjant naviko lgsteliy
skai€iui, daugiau Hsp70 randama ant Igstelés iSorés. Hsp70 i$sidéstymas / radimas yra susijes
su naviky atsparumu radioterapijoje, padidéjusiu invaziSkumu, nutolusiy metastaziy

atsiradimu ir blogomis prognozémis pacientui (1.6 pav.) (Lamprecht et al., 2018).
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Nedidelé Hsp70 koncentracija Didelé Hsp70 koncentracija
Zemas invaziSkumas Didelis invazidkumas

1.6 pav. Nuo Hsp70 priklausomas naviko invaziSkumo modelis. Navikai, kurie ekspresuoja
nedidelj kiekj Hsp70, pasizymi zemu invaziSkumu ar neinvaziniu fenotipu (kairéje).
PireSingai, didelj invaziSkuma turintys navikai ekspresuoja daug Hsp70 (deSinéje). Mélynos
spalvos kvadratai vaizduoja bazing Hsp70 ekspresija, o raudonos padidéjusiag. MVB - vélyvos
endosomos; L - lizosomos; PM - plazminé membrana (Balogi et al., 2019).

Nustatant Hsp baltymy koncentracijg cirkuliacijoje, galima atskirti uzdegiminius
procesus nuo specifiniy ligy biiseny. Multhoff grupé nustaté, kad sergant véziu padidéja
Hsp70 koncentracija cirkuliacijoje. Taip pat, jie parode, kad esant chroniniam hepatitui Hsp70
koncentracija yra mazesné, nei esant véziui (Gehrmann et al., 2014). Kraujo serume esancio
Hsp70 koncentracija yra didesné sergant kepeny véZiu, nei chroniniu pankreatitu (Dutta et al.,
2012). Sie duomenys rodo, kad uzdegiminius procesus /ligas galima atskirti nuo véZiniy
susirgimy matuojant Hsp70 koncentracija serume, tod¢l Hsp70 galima panaudoti, kaip véZio

Zymenj.
1.3.2. Uminis pankreatitas

Uminis pankreatitas yra uzdegiminé kasos liga, kuri pazeidZia akinarines lasteles ir
sukelia mirt]. Esant fiziologinéms salygoms, kasos akinarinése lastelése yra sintetinami,
saugomi ir i§ jy sekretuojami fermentai. Fermenty aktyvacija Siose lastelése saugo jvairiis
mechanizmai (Pandol et al., 2007). Taciau, prasidéjus pankreatitui, zimogenai virsta aktyviais
fermentais, kurie aktyvuoja lasteliy ziitj ir uzdegiminius kelius (Saluja et al., 2007).
Mokslininkai mano, kad ankstyvoje tminio pankreatito fazéje, virSkinimo fermenty
zimogenai patenka j liposomas, kur tripsinogenas yra aktyvuojamas ir tampa tripsinu (Saluja
et al., 1997). Taip pat, yra aktyvinamas nuo branduolio faktorius-kB (NF-kB) priklausomas
priesuzdegiminis kelias, kurio metu i§ akinariniy Igsteliy iSleidziami uzdegiminiai citokinai,
todel padidéja lokalus ir sisteminis pazeidimas (Dawra et al., 2011).

Silumos $oko baltymai yra svarbiis sergant iminiu pankreatitu. Hsp70 koncentracija
smarkiai padidéja, kai akinarinés lgstelés, i§ peliy kepeny, yra veikiamos Siluma (Wagner et
al., 1996). Taigi, Hsp70 apsaugo akinarines lgsteles pankreatito metu. Baltymas neleidzia

tripsinogenui petekti j lizosomas (Bhagat et al., 2008).
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NF-kB reguliuoja uzdegiminj atsakg keisdamas citokiny (naviko nekrozés faktoriaus
(NTF), IL - 1, IL - 6, ir IL - 8) koncentracija (Altavilla et al., 2003). Ankstyvos stadijos
pankreatito metu iSsiskiria Sie uZdegiminiai mediatoriai - citokinai, kurie paZeidzia kasg ir
sukelia vietinj ir sisteminj atsakg (Makhija ir Kingsnorth, 2002). Kasos iSskiriami citokinai
(TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ir kt.) sukelia daugybe¢ kaskadiniy reakcijy, bei sunkiais atvejais gali
sukelti sisteminio uzdegiminio atsako sindromg ir daugybiniy organy disfunkcijos sindroma
(Wilson et al., 1998). Kasoje esantis Hsp70 sumazina TNF ir IL-8 molekuliy koncentracija
kraujyje. Taip pat, hipertermija patirianCiuose kasos lgsteliy modeliuose, Hsp70 ekspresija yra
aktyvi, bet NF-kB aktyvacija yra atidéta (Frossard et al., 2001). Tod¢l yra manoma, kad
Hsp70 apriboja TNF gamybg sumazindamas NF-kB aktyvuma.

1.4. Biologinés membranos

Biologinés membranos ir su jomis susij¢ procesai yra labai svarblis gyviesiems
organizmams. Keliy nanometry storio membranoje yra randami trys pagrindiniai
komponentai: lipidai, baltymai ir angliavandeniai. Lipidai sudaro dvisluoksnj, kuris formuoja
i1Sorinj Igsteliy, bei atskiry organeliy iSorinj sluoksnj, taip pat jame iSsidésto jvairias funkcijas
atliekantys baltymai. Be to, lastelés membrana ne tik palaiko lastelés homeostaze, bet ir
atlieka barjero funkcijg ir saugo nuo patogeny. Patogenai ir toksinai turi sgveikauti ar pereiti
membrang, kad sutrikdyty lastelés veiklag (Knobloch et al., 2015). Biologin¢je membranoje
randami baltymai dalyvauja lgstelé - lastelé saveikoje, signalo perdavime ir jony, bei maisto
medziagy pernasoje (Rebaud et al., 2014). Iprastai, baltymai uZima apie 50% plazminés
membranos pavirSiaus (Alberts et al., 2014). Membraniniai baltymai gali buti trijy tipy:
integraliniai, pavirSiniai ir inkariniai. Angliavandeniai kovalentiSkai prisikabina prie lipidy ir
baltymy iSorin¢je membranos puséje. Jie pasizymi didele struktiiros jvairove, todé¢l veikia,
kaip molekuliniai Zymenys, pavyzdziui, véZzinés lastelés turi specifinius angliavandeniy
zymenis (Watson, 2015).

Biologinése membranose randamos trys pagrindinés lipidy grupés: fosfolipidai,
glikolipidai ir steroliai (1.7 pav.). Fosfolipidai gali biiti dviejy tipy: glicerofosfolipidai ir
sfingofosfolipidai. Glicerofosfolipidai yra sudaryti i§ glicerolio molekulés, prie kurios yra
prijungtos dvi riebaly riigstys ir fosfato grupé. Riebaly riigstys biina sudarytos i§ 14-24 anglies
atomy. Viena i§ dviejy riebaly riig§ciy gali biiti nesoti. Nesociosios riebaly rigstys turi nuo 1
iki 4 dviguby rysiy, kuie yra cis konformacijos. Prie fosfato grupés gali biiti prijungiamas
cholinas, serinas ar etanolaminas (1.7 pav. A). Kai vietoje glicerolio yra sfingozinas,
pavyzdziui, sfingomielinas, gaunama kita fosfolipidy grupé - sfingofosfolipidai. Glikolipidai

yra sudaryti panasiai, kaip fosfolipidai, tik vietoj fosfato grupés prie glicerolio yra prijungtas
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cukrus, pavyzdziui, gliukozé (1.7 pav. B). Steroliy néra daugelyje bakterijy membrany, bet jie
yra svarbus gyviiny ir augaly membrany komponentas. Zinduoliuose daZniausiai sutinkamas
cholesterolis, o augaluose stigmasterolis. Cholesterolis yra sudarytas i§ keturiy konjuguoty
ziedy prie kuriy prijungta hidroksilo grupé ir trumpa alifatiné anglies grandiné (1.7 pav. C)

(Watson, 2015).
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1.7 pav. Membrang sudarantys lipidai. A — fosfatidilcholinas — glicerofosfolipidas; B —
glikosfingolipidas — glikolipidas; C — cholesterolis — sterolis.

Lipidy dvisluoksnj sudarantys fosfolipidai ir glikolipidai yra amfifilinés molekulés.
Jos turi hidrofiling galvute ir dvi hidrofobines uodegéles (1.8 pav.). Hidrofilinés galvutés yra
stabilios vandeningje aplinkoje, o hidrofobinés uodegélés — lipidingje. Vandeninéje terpéje
Sios molekulés spontaniskai, dél hidrofobinés traukos ir hidrofilinés stimos jégos, iSsidésto
viena $alia kitos ir suformuoja dvisluoksnj, kuriame hidrofobinés uodegélés nukreiptos viena j
kitg, o galvutés ] iSor¢. Lipidy dvisluoksniai formuoja uzdaras struktiras — liposomas. Jos
atrodo kaip maZos lastelés, kuriy iSor¢je ir viduje yra vanduo. Tai yra palankiausia
konformacija, nes galvutés turi kontakta su vandeniu, o visos hidrofobinés uodegélés yra

lipidingje aplinkoje (Watson, 2015).
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1.8 pav. Lastelés membrana (“Difference Between Peripheral and Integral Membrane
Proteins” 2014).

Biologines membranas apibiidina skystamozaikés membranos modelis (angl. fluid
mosaic model), kurj 1972 m. pasiilé J. Singer ir G. Nicolson. Membrang sudaro lipidai, prie
kuriy prisijungia baltymai, sudarydami mozaika (Singer ir Nicolson, 1972). Svarbiausia
savybé yra mozaikos takumas. Lipidai ir baltymai laisvai difunduoja membranos sluoksnyje,
kuriame jie yra. Fosfolipidy difuzija yra gana greita. Per 1 sekunde jie jveikia atsuma lygy
bakterijos lastelés ilgiui. Fosfolipidams biidingas aksialinis judéjimas, kai jie sukasi apie savo
aSi. Membrany komponenty jvairus judéjimas sukuria dinamiSkg ir takia membrang.
Baltymams, kaip ir lipidams budingas Soninis jud¢jimas, bet jy judéjimo greitis daug
mazesnis. Lipidy judéjimas 1§ vieno sluoksnio } kitg yra vadinamas transmembranine difuzija
arba ,,flip-flop” judéjimas. Sis judéjimas vyksta daug re¢iau, nei molekuliy Soninis judéjimas.
Vykstant Siam judéjimui, polinés galvutés turi pereiti energetinj barjera, kurj suformuoja
nepolinis, hidrofobinis anglies grandiniy sluoksnis. Kadangi, transmembraniné difuzija vyksta
retai, membranos vidinis ir iSorinis sluoksniai skiriasi lipidine sudétimi (Watson, 2015).
Simons ir Ikonen papildé skystamozaikés membranos model] lipidinias plaustais.
Membranoje sotiis lipidai ir cholesterolis formuoja domenus, kurie apsupti nesociy lipidy.
Lipidiniuose plaustuose gausu baltymy, kurie saveikauja su kitais baltymais ir
angliavandeniais. Siy plausty dydis ir struktiira priklauso nuo tam tikry signaly ir dirgikliy
(Simons ir Ikonen, 1997).

Fosfolipidinés membranos yra asimetriskos. Zinduoliy lasteliy iSoriniame plazminés
membranos sluoksnyje dominuoja fosfatidilcholinas ir sfingomielinas, o PS ir
fosfatidiletanolaminas randamas daugiausia vidiniame sluoksnyje. Vykstant programuotai

Vo= v

Perkélime dalyvauja skramblazé. PS turi neigiamg kriivi ir jo perkélimas i kita sluoksnj
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pakeicia plazminés membranos kriivi. Membranos kriivio pasikeitimas yra Zenklas fagocitams

pradéti vykdyti fagocitoze (Watson, 2015).

1.5. Membrany modeliai

Biologiné membrana yra kompleksiné¢ sistema sudaryta i§ daugybés skirtingy
komponenty. Membranos architektiiros sudétingumas trukdo tirti procesus vykstancius joje,
todél kuriamos jvairios supaprastintos modelinés sistemos, kurios atspindi fundamentalig
membranos  architektira — lipidy dvisluoksnj. Modeliai sumazina membranos
kompleksiskuma ir suteikia galimybe lengviau tirti jos funkcijas. Modelinés sistemos atspindi
svarbiausias struktiirines ir chemines lipidy dvisluoksnio savybes, bei leidZia apibrézti ir
kontroliuoti eksperimentines salygas (Andersson ir Kdper, 2016). Yra sukurta daug jvairiy
lipidiniy modeliniy sistemy. Paprasciausios modelinés sistemos yra liposomos ir juodosios
membranos, o pacios naujausios modelinés sistemos yra kuriamos ant kieto pavirSiaus (Chan
ir Boxer, 2007). Visos §ios sistemos turi savo privalumy ir trikumy. Nei viena modeliné
sistema neatspindi visy biologinés membranos savybiy, bet jos yra puikus jrankis tirti

specifines membranos charakteristikas ir baltymy — lipidy saveikas.

1.5.1. Liposomos

Liposomos yra vienos i§ paprasCiausiy biologinés membranos modeliy. Jos yra
sferinés pislelés sudarytos 1§ lipidy dvisluoksnio, kuris atskiria dvi vandenines terpes.
Liposomos yra skirstomos i dvi grupes: vienasluoksnes ir daugiasluoksnes liposomas (1.9
pav.). Vienasluoksnés liposomos yra sudarytos i§ vieno lipidy dvisluoksnio, o
daugiasluoksnése liposomose keletas lipidy dvisluoksniy gaubia vienas kita. Pagal dydj
vienasluoksnés liposomos yra skirstomos j mazas (20 nm - 50 nm) (SUV, angl. small
unilamellar vesicles), dideles (50 nm - 100 nm) (LUV, angl. large unilamellar vesicles) ir labai
dideles (10 um - 100 pm) (GUV. angl. giant unillamelar vesicles) (1.9 pav.) (Pinheiro et al.,
2011).
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1.9 pav. Liposomy skirstymas ir paruo§imo schema. SUV — mazos vienasluoksnés liposomos,
LUV — didelés vienasluoksnés liposomos, MLV — daugiasluoksnés liposomos, ULV —
vienasluoksnés liposomos (Pinheiro et al., 2011).

Hidratuojant lipidines pléveles vandeniniu tirpalu spontaniskai susidaro
daugiasluoksnés liposomos (1.9 pav.). Panaudojant ekstruzijos ar maiSymo ultragarsu
metodus formuojamos SUV ar LUV (Szoka ir Papahadjopoulos, 1980). LUV daZniausiai
gaminamos naudojant ekstruzijos metoda (Mui et al., 2003), kai lipidy suspensija yra
stumiama per polikarbonatinj filtra, kuris turi Zinomo dydZio poras. Sio proceso metu i3
daugiasluoksniy liposomy susiformuoja vienasluoksnés liposomos, kuriy dydis yra artimas
polikarbonatinio filtro poros dydziui. Pries ekstruzija, daugiasluoksniy liposomy suspensija
gali biiti keleta karty uzSaldoma / atSildoma ar atliekama ekstruzija per didesnio dydZzio poras
turint] filtra, kad galutinis liposomy dydzio pasiskirstymas buty homogeniskesnis. Liposomy
dydzio sumaZinimas vyksta temperatiiroje, kuri yra aukStesné nei lipidy fazés virsmo
temperatiira. Ekstruzijos negalima atlikti Zemesnéje temperatiroje nei lipidy fazinio virsmo
temperatiira, nes tuomet liposomas sudaran¢iy membrany klampumas yra didelis ir tai
neleidzia joms pereiti per filtro poras (Mui et al., 2003; Zhao ir Lappalainen, 2012).

Nors liposomos yra lengvai paruoSiamos, ribotas panaudojimas yra susijes su jy
tyrimo metodais. Liposomy dydzio ir formos pasikeitimus, dé¢l iSoriniy stimuly, galima stebéti
naudojant iSsklaidymo technikas, pavyzdziui, i§sklaidytos Sviesos, mazo kampo rentgeno
spinduliy ar neutrony iSsklaidyma. Funkcines savybes, tokias kaip molekuliy pernesimg per
membrang, bei baltymy funkcijg, galima stebéti naudojant fluorescencinius metodus
(Domenech et al., 2009). Eksperimenty metu j liposomy viding erdve yra jterpiamas
fluorescuojantis dazas. Paveikus liposomas baltymais, kurie sutrikdo membranos integraluma,

stebimas dazo tekéjimas i$ jy. Tyrimo metu yra stebimas fluorescencijos pokytis.
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Liposomos yra tinkama platforma tirti transmembraninius baltymus, nes jos laisvai
plaukioja tirpale ir nesukelia baltymy denatiiracijos, be to vandeniné terpé yra abiejose
liposomg sudarancio fosfolipidy dvisluoksnio pusése, kas imituoja biologinés membranos
aplinkg. Taciau, $i sistema pasiZzymi prastu stabilumu, sunku atlikti chemines manipuliacijas,
bei dirbant su liposomomis negalima naudoti pavirsiui jautriy metody (Castellana ir Cremer,

2006).

1.5.2. Modelinés sistemos ant kieto pavirsiaus

Tam ir McConnell pirmieji pristaté metoda, leidziant] sukurti stabilius dvisluoksnius
ant kieto pavirSiaus. Jie pasteb¢jo, kad tokioje sistemoje membrana yra labai arti pagrindo ir
egzistuoja tik plonas vandens sluoksnis tarp jy (Tamm ir McConnell, 1985). Toks nedidelis
atstumas trukdo baltymams jsiterpti ;| membrang (Kiihner et al., 1994), o jsiterp¢ baltymai
praranda savo funkcijg (dél sglycio su kietu pavirSiumi jie denattiruojasi (Thompson et al.,
1993), bei integraliniai baltymai negali laisvai difunduoti lipidy dvisluoksnyje (M. L. Wagner
ir Tamm, 2000). Ne tik integraliniy baltymy jsiterpimas yra komplikuotas, bet ir membranos
elektriniy savybiy tyrimas yra sudétingas, nes vandens rezervuaras tarp membranos ir kieto
pavirSiaus yra mazas (Raguse et al., 1998). Tod¢l buvo sukurtos sistemos su didesniu vandens
rezervuaru — prie pavirSiaus prikabintos lipidinés membranos (tBLM).

Prie pavirSiaus prikabinta lipidiné membrana yra modeliné sistema ant kieto
pavirsiaus. Lipidy dvisluoksnis nuo pavirSiaus atskirtas naudojant inkarinius junginius, kurie
kovalentiskai prisijungia prie pagrindo (Koper, 2007) (1.10 pav). Inkarai yra sudaryti i$
hidrofobinés, jungiamosios daliy ir dalies reikalingos molekulei prisijungti prie kieto
pavirSiaus. Inkarais gali biiti jvairlis junginiai, pavyzdziui, polimerai (Ye et al., 2009), DNR
(Hughes ir Boxer, 2013) ar j lipidus panasSios molekulés (Rebaud et al., 2014). tBLM yra
formuojamos ant jvairiy pavirSiy, pavyzdziui, silicio dioksido (Atanasov et al. 2005), aukso
(Junghans ir Koper, 2010), gyvsidabrio (Becucci et al., 2015), o inkariné molekule yra
prikabinama naudojant pavirSiaus chemijg (silany, tioliy) ir susidaro savitvarkis
monosluoksnis (SAM) (Becucci ir Guidelli, 2014). Naudojant metalus kaip kieta pavirsiy, jie
veikia kaip elektrodai, todé¢l galima atlikti elektrinius matavimus, kuriais nustatomas |

membrang jsiterpusiy jony kanaly aktyvumas (Vockenroth et al., 2007).
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1.10 pav. Prie pavirSiaus prikabinta lipidiné membrana (tBLM). Lipidy dvisluoksnis nuo
pavirSiaus atskirtas naudojant misry savitvark; monosluoksnj (SAM). SAM sudaro inkariniai
junginiai ir mazos molekulés (B-merkaptoetanolis) (Andersson et al., 2018).

Svarbiausiais tBLM komponentas yra inkarinis junginys, nuo kurio tipo, ilgo ir
prisikabinimo biido prie kieto pavirSiaus priklauso membranos savybés (Budvytyte et al.,
2013). Tankiai iSsidéste ir trumpi inkarai lemia didel¢ membranos varZa, tai gali sumazinti
baltymy jsiterpimo tikimybe. Elektrines membranos savybes galima reguliuoti naudojant ilgus
polimerinius inkarus (Tamm ir McConnell, 1985) arba inkarines molekules skiedziant su
mazomis molekulémis. Praskiedus inkarines molekules, mazosios molekulés varzosi su
inkarais dél prisikabinimo prie kieto pavirSiaus ir sukuriamas maziau inkary turintis SAM.
Dazniausiai naudojama molekulé yra B-merkaptoetanolis (BME). Skiedimas ne tik keicia
elektrines membranos savybes, bet ir padidina membranos judruma ir sukuria didesnj vandens
rezervuarg po membrana (McGillivray et al., 2007).

tBLM formavimas yra sudarytas i§ dviejy zingsniy (Vockenroth et al., 2009).
Pirmiausia, savaime susirenkancios inkarinés molekulés sudaro monosluoksnj ant kieto
pavirSiaus, tada liposomy liejimo biidu yra suformuojamas membranos dvisluoksnis. Kitas
biidas, kurio suformuojamas membranos dvisluoksnis yra tirpiklio pakeitimo metodas. Jo
metu, monosluoksnis inkubuojamas su etanolio - lipidy tirpalu, kuris véliau pakei¢iamas i
buferj. Tirpiklio pakeitimas lemia spontaniskg dvisluoksnio susiformavima (McGillivray et
al., 2007).

Pagrindinis tBLM privalumas yra stabilumas. Pagamintas tBLM galima naudoti kelias
dienas, savaites ar net ménesius (Jackman et al., 2012). tBLM atkartoja pagrindines
biologinés membranos savybes: takuma skystakristalinéje fazéje, bei membrang i§ abiejy
pusiy supancig vandenine aplinkg (Lahiri et al., 2000).

Ivairtis metodai yra naudojami tirti tBLM savybes. DazZniausiai yra naudojama

neutrony sklaida, kuri suteikia informacijos apie membranos struktiira vandeningje terpéje,
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pavyzdziui, membranos stori, sudétj, hidratacija (Junghans ir Koper, 2010). Pasitelkus
pavirs$iaus plazmony rezonanso spektroskopija galima iSmatuoti membranos storj, o kvarco
kristalo mikrosvarstyklés leidzia stebéti SAM susirinkimg. Atominés jégos mikroskopu
galima nustatyti membranos morfologija. Fluorescencija yra naudojama tirti membranos
homogeniskumui. Soninj lipidy judéjima galima stebéti naudojant fluorescencijos atkiirimo
po fotoblukinimo metoda. EIS yra tinkama charakterizuoti membrany elektrines savybes,
pavyzdziui varzg ir talpg. Naudojant EIS galima tirti membranos ir baltymy sgaveika. Sgveikos
metu keiciasi tiriamos sistemos elektrinés savybés. ISanalizavus duomenis (atlikus modelio
fitinimg) gaunama joninio rezervuaro ir membranos talpa ir varza (Kd&per, 2007; Jackman et
al., 2012).

tBLM panaudojimas yra jvairus. Si sistema yra naudojama tirti poras formuojancius
peptidus, jony kanalus. Buvo atlikti tyrimai, kuriy metu stebéta ligandais valdomy jony
kanaly (Vockenroth et al., 2007), alfa-hemolizino (McGillivray et al., 2009), valinomicino
(Roskamp et al., 2008), gramicidino (Jadhav et al., 2008), vaginolizino (Budvytyte et al.,
2013; Ragaliauskas et al., 2019) jsiterpimas ] membrang. Naudojant tBLLM buvo tirama HIV-1
Gag baltymo struktiira ir jo saveika su membrana (Datta et al., 2011). Sis modelis buvo
naudojamas nustatyti amiloidiniy beta-oligomery ir kity neteisingai sulankstyty oligomery ir
baltymy poveiki membranai (Valincius et al., 2008). tBLM yra tinkamas membraninis
modelis funkciniy baltymy, tokiy kaip ubikvitino oksidazé, jsiterpimui (Jeuken et al., 2006).
Si membranos modelj galima panaudoti biosensoriy kiirime funkcionalizuojant jterptus jony
kanalus (Cornell et al., 1997), bei tirti naujy medziagy, pavyzdziui, nanodaleliy poveiki
lasteliy membranai (Goreham et al., 2015).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos, prietaisai ir tirpalai

2.1.1. Medziagos

Dejonizuotas vanduo (dist. H,O) (Milli-Q plius, JAV);

NaCl (Carl Roth, Danija);

KacCl (Carl Roth, Danija);

Na,HPO, - H,0O (Carl Roth, Danija);

KH,PO, (Carl Roth, Danija);

Zmogaus rekombinantinis Hsp70 baltymas, grynumas >70 % (Sigma - Aldrich,
Kanada);

EtOH (98%) (UAB ,,Vilniaus degtiné*, Lietuva);
1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas (DOPC) (Avanti Polar Lipids, JAV);
Cholesterolis (Chol) (Avanti Polar Lipids, JAV);
1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfoetanolaminas (DOPE) (Avanti Polar Lipids, JAV);
1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfo-L-serinas (DOPS) (Avanti Polar Lipids, JAV);
1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas (DPPC) (Avanti Polar Lipids, JAV);
Cholesterolis su fluorescuojancia zyme Cy5 (Susintetino Olegas Eicher Lorka,
Chemijos institutas);

1,2-dipalmitoil-sn-glicerolio-3-fosfoetanolaminas su fluorescuojancia Zyme lizamino
rodamino B (LRPE) (Avanti Polar lipids, JAV);

B-merkaptoetanolis (BME) (Sigma-Aldrich, JAV);
20-tetradeksiloksio-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano-1-tiolis (WC14)
susintetintas dr. D. J. Vanderah grupé¢je (NIST, Marylandas, JAV);

Chloroformas (Sigma-Aldrich, JAV);

Natrio hidroksidas (NaOH) (Sigma-Aldrich, Vokietija);

Sieros rigstis (Reachem, Slovakija);

2-propanolis (C;H,OH) (Sigma-Aldrich, Vokietija);

Kalceinas (Sigma-Aldrich, JAV);

Triton X-100 pavirSiaus aktyvi medziaga (Sigma-Aldrich, JAV);

Sephadex G-50 Fine (Sigma-Aldrich, JAV).
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2.1.2. Prietaisai ir priemoneés

Stiklo plokstelés (Thermo Fisher, Lietuva);

Magnetrono kamera PVD75 (Lesker, JK);

Analitinés svarstyklés (Kern, Vokietija);

Magnetiné maiSykle (Cole-Parmer, Indija);

Vandens valymo sistema Mill-Q plus (JAV);

PH-metras (Mettler Toledo, JAV);

Ultragarso vonelé (MRC, Izraelis);

Elektrocheminé celé (GMC VU Biochemijos institutas);
Elektrocheminé darbo stotis (Zennium, Vokietija);
Spektrofotometras ,,Zetasizer uV* (Malvern, DidZioji Britanija);
Automatinés pipetés (Eppendorf AG, Vokietija);

Purtyklé¢ (VWR, JAV);

Kiuvetés (4,5 mL) (Kartell, Italija);

Ekstruderis su 100 nm polikarbonato membranomis (Avanti Polar Lipids, JAV);
Spektrofotometras ,,Varian Cary Eclipse® (Agilent, JAV);
Fluorescencinis mikroskopas BX61WI (Olympus, JAV);

2.1.3. Tirpalai

Natrio fosfato buferinis tirpalas (PBS), kurio pH 7,5. 0,137 M NacCl, 0,0027M KaCl,
0,01 M Na,HPO, ir 0,0018 M KH,PO, tirpinama dejonizuotame vandenyje;

Natrio fosfato buferinis tirpalas, kurio pH 4,5. 0,1 M NaCl ir 0,01 M Na,HPO,
tirpinama dejonizuotame vandenyje, o pH koreguojamas NaOH tirpalu;

Savitvarkio monosluoksnio tirpalas: 10 mM WC14 ir BME tirpalai etanolyje maiSomi
santykiu 35:65. Bendra tioliy koncentracija 0,1 mM;

10 mM DOPC, DOPE, Chol ir DPPC tirpalai chloroforme;

10 mM DOPS tirpalas chloroformo ir metanolio (9:1) miSinyje;

60 mM kalceino PBS buferyje (2.1 pav. A);

10% Tirton X-100 tirpalas dejonizuotame vandenyje;

0,5 mM cholesterolio su prijungta Cy5 molekule tirpalas chloroforme (2.1 pav. B);
0,5 mM LRPE tirpalas chloroforme (2.1 pav. C).
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2.1 pav. Fluorescuojanciy junginiy suzadinimo (mélyna spalva) ir spinduliavimo (raudona
spalva) spektrai. A - kalceino; B - CyS5; C - lizamino rodaminoB sulfonilo spektrai.

2.2. Metodai

2.2.1. Stiklo plokstelés padengimas auksu

Stiklo plokstelés valomos mechaniSkai, sonikuojamos 20 minuciy propanolyje ir
nusausinamos azoto srove. Po to 1 valandg inkubuojamos sieros ragstyje. Sekantis zingsnis
yra jy nuplovimas dejonizuotu vandeniu, nusausinimas azoto srove ir patalpinimas |
magnetrono PVD75 garinimo sistemos kamerg. Garinimas pradedamas esant 7 - 10 Torr
vakumui. Pirmiausia plokstelés padengiamos 2 nm storio chromo pasluoksniu, po to 100 nm

aukso sluoksniu.

2.2.2. Daugiasluoskniy liposomy paruosimas

Lipidy tirpalai, kurie paruosti chloroforme yra sumaiSomi norimu moliniu santykiu,
kad bendra jy koncentracija biity 1 mM. Tada tirpiklis yra iSgarinamas silpna azoto srove.
Garinimas vyksta apie 1 valandg ir po jo susidaro lipidiné plévelé, kuri hidratuojama 4,5 pH
fosfatiniu buferiniu tirpalu. Susidaro homogeniskas balksvas tirpalas.

Atliekant fluorescencinés mikroskopijos eksperimentus, buteliuke yra maiSomi ne tik

lipidai, bet ir 3% LRPE arba 3% cholesterolio su prijungta Cy5 Zyme.

2.2.3. Prie pavirSiaus prikabinty membrany formavimas

Prie pavirSiaus prikabinty membrany (tBLM) formavimas yra sudarytas i$ dviejy
etapy. Pirmojo etapo metu ant auksu padengtos stiklinés plokStelés yra suformuojamas
savitvarkis monosluoksnis. Plokstel¢ yra pamerkiama j 0,1 mM WCI14 ir BME (santykis
35:65) etanolio tirpalg ir inkubuojama 3 valandas. Po inkubacijos, plokstelé nuplaunama
etanoliu, kad biity paSalintas tioliy perteklius, ir nusausinama azoto srove. Surenkama

elektrochemine celé su 14 Sulinéliy, kiekviename i8 jy yra formuojama atskira tBLM.
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Lipidy dvisluoksnis formuojamas liposomy liejimo metodu. | kiekvieng Sulinelj yra
ipilama 100 puL. daugiasliuoksniy liposomy tirpalo. Liposomy liejimas vyksta apie 30 min ir
susiformuoja prikabinta lipidiné membrana (2.2 pav.). Liposomy perteklius paSalinamas

kiekvieng Sulin¢lj plaunant su 15 ml PBS buferio.

THSE SE S8 F$ N

2.2 pav. Prie pavirSiaus prikabintos lipidinés membranos modelis (McGillivray et al., 2007).

2.2.4. Fluorescencin¢é mikroskopija

tBLM vizualizacija buvo atlikta fluorescenciniu mikroskopu. Pirmiausia
suformuojamos membranos elektrocheminéje celéje ir pamatuojamos elektrinés savybés.
Tada, elektrocheminé cel¢ iSrenkama po vandeniu, kad tBLM islikty stabilios ir nesuirty.
Aukso padengta plokstelé su suformuotomis tBLM yra perkeliamos j Petri 1¢kstele, kurioje
nuplaunami lik¢ neSvarumai ir atliekamas membrany vizualizavimas.

Fluorescencinés mikroskopijos matavimai atlieckami naudojant vandens 10x imersinj
objektyva (UMPlanFN-W (10x/0,30 N.A. (Olympus, JAV)). Zadinimo $viesos Zaltinis -
gyvsidabrio lempa. Sviesa nukreipiama per Zalios splavos filtra, kad méginys biity
apsvieCiamas ~570 nm ilgio bangomis ir vykty Cy5, bei LRPE fluorofory suzadinimas.
Fluorescencija stebima realiu laiku naudojant Exi Aqua (Qimaging, Canada) kamerg ir
Qcapture (Silicon Graphics, JAV) programing jrangg. Vaizdai fiksuojami nuotraukose, kurios

apdorojamos ImageJ programa (atviro kodo programa).

2.2.4.1.Fluorescencinés mikroskopijos teorija

Fluorescencija yra liuminisencijos rusis. Tai procesas, kurio metu yra
iSspinduliuvojamas §viesos kvantas pra¢jus kelioms nanosekundéms po $viesos sugerties.
Fluorescencijg patogu aiSkinti naudojant Jablonskio diagrama (2.3 pav.). Kairéje diagramos

puséje yra singletinés biisenos. Jose elektrony pora turi prieSingus sukinius (+2 ir -%%2). SO yra
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pagrindiné¢ biisena. Molekulé¢ yra Sioje biisenoje prie§ suzadinimg Sviesa. S1 ir S2 yra
suzadinti energijos lygmenys, kuriuose elektronas atsiduria fluoroforui sugérus Sviesos
kvantg. S2 biisena turi daugiau energijos nei S1, o S1 daugiau, nei SO. Kiekviename
elektrony energijos lygmenyje yra keletas vibraciniy energijos lygmeny (Lichtman ir

Conchello, 2005).

Su7adinta singletiné basena

i unhar
S, 3 Vibraciniai lygmenys

Vidiné konversija

SuZadinta tripletiné bosena

Interkombinacing 3 — ———— T,
konversija 1 i

1]

Absorbcija

Nespinduliné relaksacija
Fluorescencija

o e - -

Fosforescencija
Nespinduliné relaksacija

e e - - -

e
<

NesuZadinta basena

2.3 pav. Jablonskio diagrama. S raide yra Zymimi singletiniai elektrony lygmenys, o T -
tripletiniai. BriikkSninés linijos Zymi procesus kuriy metu néra sugeriami ar iSspinduliuojami
Sviesos kvantai (Gomes et al., 2019)

Visa fotono energija yra perduodama fluoroforui, kai jis sugeria Sviesg. Fotono
energija priklauso nuo jo bangos ilgio. Jei absorbuoto fotono energija yra didesné, nei jos
reikia elektronui pereiti i§ SO 1 S1 elektrony lygmenj, tai elektronas pateks 1 auksStesnj S1
busenos vibracinj lygmenj arba pereis | dar aukStesne suzadintg biisena (S2). Molekulé dalies
energijos netenka, kai pradeda vibruoti t.y. vyksta vidiné konversija, kurios metu elektronas
pereina ] zemiausia S1 busenos vibracinj lygmenj. Toliau vyksta elektrono grjZzimas j
nesuzadintg lygmenj, kurio metu yra iSspinduliuojamas Sviesos kvantas, kuris turi maziau
energijos, nei tas kuris buvo sugertas. Skirtumas tarp sugerto ir iSspinduliuoto kvanto bangos

yra Stokso poslinkis. Fluorescencijos emisijos greitis yra 10* s

, todel fluorescencijos
gyvavimo laikas yra apie 10 ns (Gomes et al., 2019).

Fluorescenciné mikroskopija yra vaizdinimo bidas, kurio metu meéginys yra
nudazomas fluorescuojanciais dazais ir stebimas pro mikroskopa. Atliekant eksperimentus

bandinys yra apSvieCiamas Sviesa, kurios bangos ilgis yra santykinai trumpas. Suzadintas
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dazas emituoja ilgesnio bangos ilgio Sviesa — vyksta fluorescencija. Dazniausiai Sviesos
Saltinis btina ksenono arba gyvsidabrio lempa arba lazeris, be to yra naudojami specifiniai
filtrai, praleidziantys skirtingo ilgio bangas, todé¢l matavimo metu stebime Svytéjima

tamsiame fone (Fleming, 2017).

2.2.5. Elektrocheminio impedanso spektroskopija

Elektrocheminio impedanaso spektroskopijos matavimai atlickami naudojant Zahner
Zennium (Vokietija) firmos elektrocheming darbo stoti ir Thales programing jranga.
Naudojama trijy elektrody sistema. Ja sudaro darbinis elektrodas (stiklo plokstelé padengta
aukso sluoksniu), palyginamasis elektrodas, kuris yra Ag/AgCIl/NaCl sotusis mikroelektrodas
ir pagalbinis elektrodas (0,25 mm diametro platinos viela apsukta apie palyginamaji
elektroda). Matavimai atliekami nuo 0,5 Hz iki 100 kHz diapazone, o duomenys apdorojami

naudojant Zview (Scribner Associates, JAV) programing jranga.

2.2.5.1. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodo teorija

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS, angl. electrochemical impedance
spectroscopy) yra analizinis metodas naudojamas tirti elektrochemines sistemas. Metodas yra
jautrus pavirSiaus pokyc€iams, pavyzdziui, polimeriniy sluoksniy kitimui ar pavirSiaus
pasikeitimui dél baltymo adsorbcijos. Atlikus EIS matavimus galima gauti jvairius tiriamos
sistemos elektrinius parametrus, pavyzdziui, talpa, tirpalo varza (Orazem ir Tribollet, 2008;
Valincius et al., 2012).

Eksperimento metu sistemai uzduodama kintama jtampa ir matuojamas srovés atsakas.
Spektras gaunamas atliekant matavimus skirtinguose dazniuose, dazniausiai nuo 0,1 Hz iki
100 kHz diapazone. Naudojamas signalas biina mazas (iki 10mV), tod¢l sistemos atsakas yra
linijinis. Linijin¢je sistemoje suzadinimas yra vykdomas naudojant sinusoidiSkai kintancia
jtampa, o atsakas j zadinimg yra sinusoidiSkai kintantis srovés stipris, kuris yra tokio pat
daznio, bet pasislinkes per faze¢ ir turi kitokig amplitude (2.4 pav.) (Alahi ir Mukhopadhyay,
2019).
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2.4 pav. Sinusoidinis kintamos srovés atsakas j suteikta kintamg jtampa. Jtampa ir srove
skiriasi per fazg, bei jy amplitudés yra nevienodos, taciau abu dydziai kinta tuo paciu dazniu.

Elektros grandinéje sudarytoje 1§ vieno elemento (idealaus rezistoriaus) varza yra

apibréziama Omo désniu:

R :%’ (2.1)

kur R yra varza (Q), U - jtampa (V), I - srovés stipris (A). Sis désnis tinka dviem
atvejais. Pirmasis yra, kai naudojama nuolatiné elektros srové. Antruoju atveju sistemai
uzduodama kintama srové, bet daznis visada turi biti lygus 0 Hz. Kai varza priklauso nuo

daznio, yra naudojama analogiSka Omo désnui — Impedanso lygtis:

>

o 22
Z_T (2.2)

kur Z yra impedansas (Q arba Q-m?), U - jtampa (V), I - srovés stipris (A).
Impedansas apibréziamas panaSiai, kaip varza — medziagos savybé pasiprieSinti elektrony
jud¢jimui, taciau jis yra bendras sistemos pasiprieSinimas elektros srovés tekéjimui. Tai
kompleksinis dydis sudarytas i§ realaus (varzos) ir menamo (reaktanso/talpos) komponento.

Zadinimo signalas yra iSreiskiamas kaip laiko funkcija:

Ut = Uosin(oot), (2.3)

kur Ut yra jtampa t laiko momentu, U o signalo amplitudé, o w - kampinis daznis
(rad/s). RySys tarp kampinio daznio w ir daZnio (Hz) yra:

w = 2nf. (2.4)
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Kai sistema yra linijiné, atsako signalas [ . yra sinusoidinis, bet pasislinkes per fazg (¢

) ir turi kitokig amplitude [ o

It = Iosin(oot - ). (2.5)

Naudojama lygtis analogiska Omo lyg¢iai ir suskai¢iuojamas impedansas:

7 = i _ Uosin(mt) _ sin(wt) (26)
- I B Iosin(u)t+¢) 70 sin(wt — )

Impedansas yra apibiidinamas dviem dydziais: amplitude Zoir fazés poslinkiu ¢.

Pritaikius Eulerio pakeitima:
exp(jd) = cosdp + jsinod, (2.7)

kur j yra menamas skaicius, kuris yra lygus 1/— 1. Impedansa galima iSreiksti kaip

kompleksing funkcijg. [tampa apibiidinama taip:
Ut = erxp(ju)t), (2.8)
srovés atsakas:
It = Ioexp(joot - ¢). (2.9
Impedansas apibuidinamas kaip kompleksinis skaicius:
Z(w) = % = ZOexp(ch)) = Zo(coscl) + jsing) = Z' + jZ". (2.10)

Impedansas yra sudarytas i$ realios komponentés(Z') ir menamos komponentés (Z").
Absoliuti impedanso |Z| verté apskai¢iuojama:
1zl = 2% + 2% (2.11)
Impedansui atvirkscias dydis yra elektrocheminis laidumas:
y =7 ' = %, (2.12)
kur Y - kompleksinis laidumas (S arba S/m?) (https://www.gamry.com).

EIS spektroskopijoje naudojami ekvivalentinés grandinés modeliai

EIS duomenys yra analizuojami naudojant ekvivalentinés grandinés modelius.
Dazniausiai ekvivalenting granding sudaro rezistoriai, kondensatoriai, induktoriai (2.1
lentelé). Grandiné yra suprojektuojama taip, kad tikros elektrocheminés sistemos atsakas

atitikty modelio spektrines savybes (Valincius et al., 2012).
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2.1 lentelé. Ekvivalentinés grandinés elementai.

Komponentas Srové ir jtampa Impedansas
Rezistorius E=1IR Z=R
Induktorius E =L di/dt Z=joL
Kondensatorius I=C dU/dt Z=1/joC

Rezistorius apibiidina Faradéjaus kriivio perkélimg reakcijos metu, pavyzdziui,
elektrono per¢jima i§ elektrodo pavirSiaus j elektrolito tirpalg ir atvirkSciai. Rezistoriaus
impedansas yra lygus jo varzai (Bredar et al. 2020). Jis nepriklauso nuo daznio ir neturi
menamos komponentés. Todé¢l, srové tekanti per rezistoriy ir jtampa iSlaiko vienoda fazg.
Didéjant dazniui induktoriaus impedansas didéja. Jis, prieSingai nei rezistorius, turi tik
menamg impedanso komponente. Srové tekanti per induktoriy skiriasi nuo jtampos per -90°.
Kondensatoriaus impedansas mazéja, kai did¢ja daznis. Jis, kaip ir induktoriaus impedansas,
turi tik menama komponente, todél srové tekanti per kondensatoriy nuo jtampos pastumta per
90° (https://www.gamry.com).

Defekty neturin¢iai tBLM esanciai tirpale, kuriame yra jony (Na“, CI', fosfato) tinka
paprasta ekvivalentiné grandiné sudaryta 1§ keliy nuosekliai sujungty rezistoriy ir
kondensatoriy - Ry, C,, Ry, ir Cy, kurie vaizduoja laidZiuosius ir dielektrinius sluoksnius
(2.5 pav.). R, yra buferio varza, Ry, vaizduoja plono sluoksnio tarp fosfolipidy dvisluoksnio
ir kieto pavirSiaus varza, Cy yra talpa tarp metalo ir vandens rezervuaro, o C,, yra fosfolipidy

dvisluoksnio talpa (Valincius et al., 2012).

2.5 pav. Defekty neturin€ios tBLM sistemos ekvivalentiné grandin¢ (Valincius ir Mickevicius,
2015).

Duomeny vaizdavimo biudai

Vienas 1§ buidy atvaizduoti EIS duomenis yra Bode spektras (2.6 pav. B). Bode spektra
sudaro du spektrai: viename yra absoliutaus impedanso (|Z| = Z,), o kitame fazés poslinkio

priklausomybé¢ nuo daznio.
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2.6 pav. EIS atvaizdavimo budai. A - Cole-Cole diagrama; B - Bode spektras (Nonnenmann et
al., 2013).

Kitas duomeny vaizdavimo budas yra Cole-Cole diagramos (2.6. pav. A). Norint gauti
tokio tipo grafikus, impedanso realios ir menamos komponentés yra perskaiiuojamos |
realias ir menamas elektrines talpas:

c=-Z_, (2.13)
w|Z|

=L (2.14)
w|Z|

Menamos elektrinés talpos verté atidedamos Y aSyje, o realios - X aSyje. Membrany

neturin¢iy defekty (2.5 pav.) Cole-Cole diagrama yra idealus pusapskritimis.

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos taikymas tBLM tyrimuose

tBLM ant kieto pavirSius turi panaSias savybes, kaip ploksciasis kondensatorius.
Kadangi tBLM dazniausiai nebiina ideali (turi pazaidy), tai Sios membranos nesielgia idealiai,
o veikia kaip pastovios fazés elementas (CPE, angl. constant phase element). Pastovios fazés

elemento impedansas iSreiskiamas lygtimi:

1 (2.15)

CPE  (jw)"CPE

kur Zqpp yra impedansas, CPE yra pastovios fazés elementas, o a kondensatoriaus
rodiklis, kuris gali buti lygus nuo 0 iki 1 (jei a= 1, tai kondensatorius yra idealus). Pastovios
fazés elemento o yra mazesné, nei 1. Kuo a yra mazesnis, tuo heterogeniSkesne yra tBLM.

Dielektrinio sluoksnio, kurj sudaro susiformavusi membrana, elektriné talpa priklauso

nuo membranos storio, dielektriniy savybiy ir elektrodo matmeny:
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e A (2.16)

kur g, yra dielektriné konstanta (8,85 - 10_14F/cm), € — membranos santyking

: - o 2 :
dielektriné skvarba, A — membranos pavirSiaus plotas (cm ), d — membranos storis (cm)

(Valincius ir Mickevicius, 2015).

2.2.6. Dinaminé $viesos sklaida

Dinaminés Sviesos sklaidos (DLS, angl. dynamic light scattering) matavimams
naudojamas ,,Zetasizer pV* spektrofotometras, o duomenys analizuojami su Zetasizer
Software (Malvern Instruments, Jungtiné Karalysté) programine jranga. Detektorius
iSsklaidyta Sviesg matuoja 90° kampu. Matavimai atliekami naudojant 4.5 ml tiirio kiuvetes

25 °C temperatiiroje.

2.2.6.1. Dinaminés Sviesos sklaidos metodo teorija

Dinamin¢ Sviesos sklaida (DLS) dar Zinoma, kaip fotony koreliacijos spektroskopija,
yra metodas skirtas nustatyti daleliy dydj tirpale. Atliekant DLS eksperimentus
monochromatinés $viesos spindulys yra nukreipiamas j méginj, méginyje esancios dalelés
iSsklaido Sviesa visomis kryptimis, o detektorius tam tikru kampu fiksuoja iSsklaidytos

Sviesos intensyvuma (2.7 pav.) (Lim et al., 2013).

Lazeris \ / Meginys
n \
- /
S

|
Kampas, kurio yra
Fotodetektorius

Poliarizacija /
surenkama

iSsklaidyta Sviesa

2.7 pav. DLS matavimo schema (Minton, 2016).
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Matavimo metu yra stebimas iSsklaidytos Sviesos intensyvumo kitimas nuo laiko,
kuris vyksta dél daleliy Brauno judéjimo. Tai leidzia nustatyti difuzijos koeficientg (D) ir
pritaikius Stokso — Einstein lygtj rasti hidrodinaminj dalelés spindulj (Cummins, 1974):

k,T (2.17)

b = 6m]Rh’

kur k, yra Bolemano konstanta (1,380 - 10_23kg-m2-s‘2-K'1), T — absoliuti
temperatiira, n yra terpés klampumas, Rh — hidrodinaminis dalelés spindulys. 1§ (2.17)

lygties galima pastebéti, kad dalelés difuzija priklauso nuo temperatiiros, terpés klampumo ir
dalelés dydzio.

Matavimo pradzioje, jvairaus dydzio daleliy koreliacijos funkcija yra linijiné ir
pastovi. Tai reiSkia, kad tirpale esancios dalelés nejuda. Véliau matomas koreliacijos
funkcijos mazéjimas, dél daleliy judéjimo. Mazos dalelés tirpale difunduoja daug greiciau, nei
didesnés, todél intensyvumo svyravimai kinta daug sparciau laike ir koreliacijos funkcija
mazéja greiciau (2.8 pav. A,B). Didelés dalelés juda 1étai ir jy iSsklaidytos Sviesos kitimas yra
létesnis, bei koreliacijos funkcija iSlieka pastovi ilgesnj laikg (2.8 pav. C,D). Koreliacijos
funkcija yra naudojama apibiidinti iSsklaidytos Sviesos svyravimus. Ji gaunama matuojant
intensyvumo svyravimus ir jy koreliacija tam tikrais laiko tarpais (nanosekundémis arba
mikrosekundémis). ISmatuotas intensyvumas yra normalizuojamas integruojant pradiniame

laiko taske t ir po tam tikro laiko t:

U@It+T) (2.18)

ISmatuoti kiekvienos dalelés judéjima tirpale yra nejmanoma, todé¢l matuojamas

normalizuotas elektrinis laukas E:

BB (2.19)

Normalizuota intensyvumo koreliacijos funkcija ir normalizuota elektrinio lauko

funkcijg galima susieti panaudojus Siegerto sarysj:
2
9,0 =B + Blg,(®I". (2.20)

kur B yra baziné linija (apytiksliai lygi 1), B- koherencijos faktorius, kuris priklauso
nuo detektoriaus pavirSiaus ploto, optinio lyginimo ir daleliy gebéjimo iSsklaidyti Sviesa.

Esant monodispersiniam méginiui, normalizuoto intensyvumo koreliacijos funkcija (gl(r))

kinta eksponentiskai ir priklauso nuo slopinimo konstantos I':
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9,0 =1 +Be @21)

o I' yra susijusi su daleliy difuzijos koeficientu D:
I'=Dq’, (222)
kur q yra iSsklaidymo vektorius, kuris tiesiogiai proporcingas luzio rodikliui (no) ir

atvirk$¢iai proporcingas bangos ilgiui (A)

4min
q = —=sin(6/2), 229

kur Byra kampas, kurio detektorius surenka iSsklaidyta Sviesa.

>
m

Intensyvumas
Korehacijos funkcija

O
o

Intensyvumas
Koreliacios funkcija

Laikas Laikas
2.8 pav. Mazy (A, B) ir dideliy (C,D) daleliy i8sklaidytos Sviesos intensyvumy ir koreliacijos
funkcijy kitimai. Mazos dalelés juda greiCiau, nei didelés, todel jy iSsklaidomos Sviesos
intensyvumas kinta greiciau, bei koreliacijos funkcija pradeda slopti pra¢jus maziau laiko
(Carvalho et al., 2018).

2.2.7. Kalceinu uzkrauty liposomy gamyba ir lizavimas

Kalceinu uzkrautos vienasluoksnés liposomos yra tinkamos stebéti baltymo -
membranos sgveikai. Kalceinas yra vandenyje tirpus, zaliai fluorescuojantis dazas, kuris save
slopina, kai koncentracijos yra didelés (Allen ir Cleland, 1980). Kalceinas naudojamas Igsteliy
gyvybingumo ir lipidiniy liposomy membranos laidumo tyrimuose. Eksperimento metu,
kalceino koncentracija liposomy viduje yra didelé (2.9 pav). Vadinasi, kalceinas save slopina.
Be to, kalceinas turi maza pralaidumo koeficienta per lipiding membrang. Todél, kol

liposomos nesaveikauja su taikiniu, stebimas fluorescencijos intensyvumas tik dél nedidelio
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kalceino nuotekio. Pridéjus baltymo, kuris ardo membranas, jis jungiasi su liposomomis,
sutrikdo membranos integralumg ir kalceinas patenka i tirpalg (saves slopinimas nebevyksta),

o fluorescencija smarkiai padidéja (Shimanouchi et al., 2009).

B LA
Hsp70
w

57 Save slopinantis Fluorescuojantis
kalceinas kalceinas

2.9 pav. Kalceinu uZkrauty liposomy lizavimas Hsp70. Kalceino koncentracija liposomy
viduje yra didel¢, todé¢l jis pats save slopina. Kai baltymas prisijungia prie membranos,
sutrinka jos integralumas ir kalceinas patenka ] tirpalg. Ten jo koncentracija yra nedidele,
todel kalceinas pradeda fluorescuoti (Sun et al., 2014).

Siame tyrime yra naudojamos kalceinu uZpildytos vienasluoksnés liposomos. Jy
gamyba susideda i§ keletos zingsniy. Pirmgjame pagaminamos daugiasluoksnés liposomos
kaip aprasyta 2.2.2. skyriuje, tik lipidy koncentracija yra 2 nM ir lipidiné plévelé yra uzpilama
ne fosfatiniu buferiu, kurio pH 4,5, o0 60 mM kalceino turin¢iu fosfatiniu buferiu (pH 7,5).
Tada atliekami 5 gildymo — $aldymo ciklai, bei liposomos 30 min sonikuojamos. Sildymas —
Saldymas ir sonikavimas padeda kalceinui patekti j liposomy vidy. Po to, i§ daugiasluoksniy
liposomy formuojamos vienasluoksnés liposomos ekstruzijos metodu. Lipidinés strukttiros
praleidziamos pro 100 nm dydzio poras turin€ig polikarbonato membrang. Tirpalas
prastumiamas per membrang 21 karta. Dydzio sumazinimas vykdomas aukStesnéje
temperatiroje, nei yra lipidy fazinio virsmo temperatira. DPPC fazinio virsmo temperatiira
yra 41 °C, todél formuojant DPPC/DOPS (80:20) liposomas, Sis zingsnis vykdomas
aukstesnéje uz 41 °C temperatiroje. Visi kiti naudojami lipidai kambario temperatiiroje yra
skysti, todél eksperimentai vykdomi 21 °C temperatiiroje. Paskutinis liposomy paruo§imo
zingsnis yra neinkapsuliuoto kaceino pasalinimas i§ vienasluoksniy liposomy tirpalo. Siame

etape vykdoma dydzio iSskyrimo chromatografija naudojant sefadekso G-50 kolonéle (2.10
pav.).
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2.10 pav. sefadekso G-50 kolon¢lé. VirSutiné raudona juosta yra
neinkapsuliuotas kalceinas, o kolonélés apacioje esanti geltona juosta yra

liposomos su inkapsuliuotu kalceinu.

Fluorescencijos matavimai atliekami “Varian Cary Eclipse® (Agilent, JAV)
spektrofotometru. Matavimo metu kiuvetéje vienasluoksniy liposomy tirpalas praskiedziamas
400 karty. UZraSoma baziné linija naudojant 490 nm ilgio Zadinimo bangg ir stebima emisija
esant 520 nm ilgio bangai. | kiuvete injektuojamas Hsp70. Hsp70 jungiasi prie membranos ir
kalceinas yra iSlaisvinamas ] tirpala, kur pradeda fluorescuoti. Uzrasoma jo fluorescencija.
Tada ] kiuvete yra jpilamas Triton X-100 perteklius, kuris visiSkai suardo liposomas ir
stebimas 100% kalceino iSleidimas. Baltymo poveikis liposomoms (t.y. iSleisto kalceino

kncentracija F%) yra normalizuojamas naudojant $ig formule:

F —Fi
F% =——- 100%, (224)
el

kur Ft yra 100% iSleisto kalceino fluorescencija (A.U.), Fl_bazinés linijos

fluorescencija (A.U.), 0 F fbaltymu paveikty liposomy fluorescencija (A.U.).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rezultaty jvadas

Hsp70 yra svarbus jvairiuose patologiniuose procesuose. Padidéjusi baltymo
koncentracija yra randama infekcijy, vézio, iminio pankreatito metu ir t.t. Hsp70 veikimo
mechanizmas néra iki galo iStirtas Giminio pankreatito atveju. Arispe et al. parodé, kad
baltymas geba membranoje formuoti poras (Arispe et al., 2004). Tod¢l, Siame darbe yra

tirama Hsp70 sgveika su dviejy tipy modelinémis sistemomis: tBLM ir liposomomis.

3.2. Prie pavirSiaus prikabintos fosfolipidinés membranos charakterizavimas

3.2.1. Prie pavirSiaus prikabintos membranos formavimosi tyrimas elektrocheminio
impedanso metodu

Prie pavirSiaus prikabintos membranos (tBLM) formavimasis buvo stebétas realiu
laiku EIS metodu, o duomenys analizuojami naudojant Bode diagrama. EIS Bode diagramos
yra tinkamos stebéti lipidinio dvisluoksnio formavimasi ant savitvarkio monosluoksnio
(SAM) ir Sio proceso metu vykstanciy elektriniy parametry pokycius (Valincius et al., 2012).
Eksperimento metu ant misraus savitvarkio monosluoksnio (BME:WC14 (65:35)), liposomy
liejimosi metodu, buvo formuojama tBLM membrana sudaryta i§ DOPC/Chol (60:40).
Auksty dazniy srityje (>10* Hz) impedanso modulio |Z| vertés yra pastovios (3.1 pav. A),
kurios atspindi tirpalo varzos savybes. Vidutiniy dazniy srityje Sio elektrinio parametro vertés
did¢ja tiesiSkai, kai daznis maz¢ja. Ties fazés minimumu, $is tiesiSkas did¢jimas nutriiksta
(Rakovska et al., 2015). Formuojantis tBLM, impedanso modulio |Z| vertés dazniy srityje nuo
100 Hz iki 5 Hz didéja, priklausomai nuo laiko (3.1 pav. A). Proceso metu fazés minimumas
slenkasi | mazesniy dazniy sritj (3.1 pav. B). Liposomy liejimosi pradzioje susiformuoja
keletas membranos ,,sékly”, o toliau vyksta lipidy dvisluoksniu nepadengty ploty mazéjimas,
todél fazés minumumas i§ pradziy yra ties ~ 90° (nuling minutg) ir staigiai nusileidzia
formuojantis membranai (Ragaliauskas et al., 2017). Pra¢jus 35 min nuo tBLM formavimosi
pradzios, EIS spektrai nebekinta (fazés minimumo ir laidumo vertés tampa stabilios) (3.1 pav.

A ir B). Vadinasi, i§ DOPC ir Chol sudaryta membrana pilnai susiformuoja per 35 min.
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3.1 pav. tBLM formavimosi laike EIS Bode diagramos. Matavimai atlikti 35 minuciy
intervale nuo liposomy injektavimo ] Sulinélj ir liejimosi pradzios. tBLM formuota i$
BME:WC14 (65:35) ir DOPC/Chol (60:40). A — impedanso grafikas; B — fazés grafikas.
tBLM formavimosi metu nustatytos talpos vertés yra pateiktos 3.1 lentel¢je.
Savitvarkio monosluoksnio, ant kurio yra formuojamas lipidinis dvisluoksnis, elektriné talpa
yra 5,3 pF/cm? Prasidéjus liposomy liejimuisi Sis dydis pradeda kisti i§ karto, o po 15
minuéiy elektriné talpa tampa pastovi ir lygi 0,48 uF/cm?. tBLM talpa pasikei¢ia apie 11
karty, nuo vezikuliy liejimosi pradZios. Sio elektrinio parametro sumazéjimas rodo, kad
dielektriko sluoksnis ant Au elektrodo pastoréja — susiformuoja lipidy dvisluoksnis

(McGillivray et al., 2007).

3.1 lentelé. tBLM talpos ir laidumo priklausomybé nuo laiko vezikuliy liejimosi metu. tBLM
formuojama i§ DOPC:Chol (60:40). Parametry vertés normalizuotos i geometrinj aukso
elektrodo plota.

Laikas (min) tBLM laidumas, Y (uS/cm?)  tBLM talpa, C (uF/cm?)

0 - 5,3

3 402 0,43

10 157 0,46

15 95 0,48
20 75 0,48
25 68 0,48

30 56 0,48

35 53 0,48
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tBLM laidumas atitinka fazés minimumo reikSme pagal formule (2.12). tBLM
laidumo parametras leidzia jvertinti susiformavusios membranos izoliacines savybes. SAM
nesudaro izoliuojancio sluoksnio, tod¢l jo laidumo reik§mé lentel¢je nepateikta (3.1 lentelé).
Pirmasis matavimas po liposomy liejimo pradzios buvo atliktas praé¢jus 3 minutéms, tuo metu
nustatytas tBLM laidumas yra 402 uS/cm’. Tolimesni matavimai buvo atlickami kas 5
minutes. Rezultatai rodo, jog tBLM laidumas mazé¢ja laikui bégant, tai rodo, jog formuojasi
izoliuojantis bisluoksnis. Laikui bégant laidumo reikSmés jsisotina ir toliau laikui bégant
nebekinta. Kas rodo, jog susiformavo stabili ir izoliuojanti tBLM.

Norint suformuoti skirtingy sudéciy tBLM, reikalingas skirtingas liposomy liejimosi
laikas. Sis procesas gali uztrukti iki 1 valandos ir daugiau, priklausomai nuo liposomy
lipidinés sudéties (Ragaliauskas et al., 2017). Magistriniame darbe buvo naudojamos dvi
skirtingos tBLM kompozicijos. Izoliuojanciy tBLM, kurios sudarytos i§ DOPC/Chol (60:40)
ir DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30), suformavimo laikas buvo 30-35 minuciy.

3.2.2. Prie pavirSiaus prikabinty membrany morfologijos tyrimas

Susiformavusiy tBLM morfologija buvo tirta fluorescencinés mikroskopijos metodu.
Pirmiausia, tBLM sudarytos i§ DOPC/Chol (60:40) ir DOPC/DOPE/Chol/DOPS
(20:30:20:30) buvo suformuotos vezikuliy liejimo budu. Fluorescencijos matavimuose buvo
naudotos dvi fluorescencinés zymés: Cy5 ir lizaminas rodaminas. Zymé Cy5 pradeda
fluorescuoti, kai apSvieciama 650 nm bangos ilgiu, o lizaminas rodaminas - 560 nm.
Suformuotose tBLM vienu atveju buvo 5 % cholesterolio, zyméto Cy5 fluorescuojancia
zyme, arba 5 % DOPE su lizamino rodamino zyme (LRPE).

3.2 paveikso A fluorescencijos nuotraukoje matome tBLM, suformuotg i8
DOPC/DOPE/Chol/DOPS. Siuo atveju fluorescuojan¢ia Cy5 Zyme turintis cholesterolis
pasiskirstes netolygiai ir formuoja klasteriy regiona, kuriame Sio dazo yra daugiau, nei
likusioje membranos dalyje. Visame mikroskopo regos lauke, taip pat, matosi daug nedideliy
fluorescuojancio cholesterolio sankaupy. Taciau, tBLM, sudarytoje i§ DOPC ir Chol, Sis
dazas pasiskirsto tolygiai, yra tik keletas truputj didesniy dazo sankaupy iSsidésciusiy visoje
membranoje (3.2 pav. B). Nors lipidy, turin¢iy fluorescencing zZyme, iSsidéstymas Siose
membranose skiriasi, bet vidutinis fluorescencijos intensyvumas yra beveik vienodas. tBLM,
sudaryty i§ DOPC/DOPE/Chol/DOPS fluorescencios intensyvumas buvo 10498 s. f. v. = 837
s. f. v. (n = 3) (santykiniai fluorescecnijos vienetai), o sudaryty i§ DOPC/Chol - 11556 s. f. v.
+897s.f.v. (n=4).
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3.2 pav. tBLM suformuotos i§ liposomy, kuriy sudétyje yra 5 % Cy5 Zyme turincio
cholesterolio. Membranos formuotos ant BME:WC14 (65:35) SAM. A - tBLM suformuota po
liejimosi su DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) liposomomis; B - tBLM suformuota po
liejimosi su DOPC/Chol (60:40) liposomomis. Objektyvas - 10X, matymo laukas - 90 pm.

Norédami tiksliau jvertinti tBLM morfologija, papildomai buvo atlieckami
eksperimentai su kita fluorescuojanéia zyme — LRPE. Siuo atveju, DOPE buvo Zymétas su
LRPE Zyme, o ne cholesterolis. tBLM, suformuotos i§ DOPC/DOPE/Chol/DOPS
(20:30:20:30) yra heterogeniskos, jose yra daug fluorescuojanciu dazu Zzymeéty lipidy klasteriy
(3.3 pav A). Galime pastebéti, jog jvairaus dydzio lipidinés sankaupos iSsidés¢iusios gan
tolygiai fluorescenciniame lauke. Tuo tarpu, tBLM, sudarytose i§ DOPC ir Chol, matomi
beveik vienodo dydzio klasteriai, kurie tolygiai pasiskirste visoje membranoje (3.3 pav. B).
Be to, Sioje nuotraukoje matomi trys didesni ir rySkesni taSkai siejami su aukso pavirSiuje ar
stikle esanciais defektais arba kitais neSvarumais. tBLM, sudarytos i§ DOPC ir Chol, vidutinis
fluorescencijos intensyvumas yra 18291 s. f. v. + 3307 s. £ v. (n = 4), o
DOPC/DOPE/Chol/DOPS membranos 45% mazesnis (10085 s. f. v. £ 2168 s. f. v. (n =4)).
Fluorescencijos intesyvumui, DOPC/Chol atveju, turi jtakos matomi stiklo defekty artefaktai.

tBLM, suformuota liejant DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30), pasizymi lipidy
klasteriy formavimu. Naudojant Cy5 Zyme Zyméta cholesterolj, matome, kad cholesterolis
formuoja nevienodo dydzio, heterogeniskas sankaupas (3.2 pav A). Taciau, stebint LRPE
zyme zyméta DOPE, tokioje membranoje yra daug didesniy ir mazesniy klasteriy, kurie
1$sidéste homogeniskai visame fluorescencijos lauke (3.3 pav. A). Vadinasi DOPE sankaupos
tolygiai pasiskirs¢iusios visoje tBLM, o cholesterolis linkes formuoti Zymiai didesnius
klasterius. Tokie morfologiniai skirtumai Siose membranose, patvirtina lipidiniy plausty
egzistavimg, membranose, turinciose fosfotidilserino, fosfotidiletanolamino, ir cholesterolio

(Pike, 2003).
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Naudojant Cy5 Zyme Zzyméta cholesterolj, tBLM sudarytose i§ DOPC ir Chol,
dominuoja nedideli klasteriai, kurie tolygiai pasiskirst¢ visoje membranoje (3.2 pav. B). Tuo
tarpu, LRPE dazu zymétoje tBLM yra matomi tamsesni plotai tarp ryskiai Svie€ianciy tasSky
(3.3 pav. B). Gal biit, siuos plotus uzpildo cholesterolis, kuris stebétas naudojant Cy5 zyme.

3.3 pav. tBLM suformuotos i§ liposomy, kuriy sudétyje yra 5 % lizamino rodamino zyme
turin¢io DOPE. Membranos formuotos ant BME:WC14 (65:35) SAM. A - tBLM suformuota
po liejimosi su DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) liposomomis; B - tBLM suformuota
po liejimosi su DOPC/Chol (60:40) liposomomis. Objektyvas - 10x, matymo laukas - 90 um.

3.3. Hsp70 ir prie pavirsiaus prikabinty lipidiniy membrany sgveikos tyrimas nuo laiko ir

skirtingy baltymo koncentracijy

Hsp70 saveikos su tBLM tyrimas yra atlieckamas elektrocheminio impedanso
spektroskopijos (EIS) metodu. Membranos pazaida, kurig sukelia baltymo prisijungimas prie
membranos stebime realiu laiku fiksuodami tBLM spektry pokycius. Literatiiroje yra
aprasoma, kad Sis baltymas nespecifiSkai jungiasi prie membrany, savo sudétyje turinciy PC
(McCallister et al., 2016). Taciau, Hsp70 specifiSkai sgveikauja su anijoniniais lipidais
(Armijo et al., 2014; McCallister et al., 2015). Tod¢l, Sio darbo metu buvo pasirinktos dvi
skirtingos sudéties tBLLM, kuriy charakterizavimas apraSytas 3.2.2 skyriuje. Jos pasiZymi tuo,
kad vienoje yra DOPC, o kitoje neigiamg kriivj turintis DOPS.

Sios dalies tikslas buvo nustatyti Hsp70 ir tBLM saveikos priklausomybe nuo laiko.
2 nM Hsp70 paveikus DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) membrang, Bode diagramoje
yra stebimas impedanso modulio |Z| vertés mazéjimas zemy dazniy srityje (3.4 pav. A).
Didé¢jant inkubacijos laikui, fazés minimumas slenkasi j didesniy dazniy sritj (3.4 pav. B).
Kuo daugiau laiko praeina nuo baltymo injektavimo j Sulin¢lj su tBLM, tuo labiau fazés

minimumas pasislenka j desine. Sie EIS spektro poky¢iai rodo, kad Hsp70 didina membranos
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laiduma, inicijuodamas jony judéjima per j3. PanaSts tBLM laidumo pokyciai yra stebimi
membranas paveikus poras formuojanciais toksinais, kurie pazeidzia membranas jose

formuodami poras (McGillivray et al., 2009; Ragaliauskas et al., 2019).
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3.4 pav. EIS Bode diagrama vaizduojanti tBLM spektrinius poky¢ius laike, kai membrana yra
paveikiama 2 nM Hsp70. Skirtingos spalvos kreivés vaizduoja skirtingu laiku uZrasytus tBLM
spektrus. tBLM suformuota 1§ PBME:WC14 (65:35) ir DOPC/DOPE/Chol/DOPS
(20:30:20:30). A - impedanso grafikas; B - fazés grafikas.

Hsp70 jungiantis prie DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) tBLM, jos laidumo
pokytis priklauso nuo inkubacijos laiko. tBLM laidumo reik§meés buvo iSskaiciuotos i§ EIS
spektro fazés minimumo (3.2 lentel¢). Laikui bégant, tBLM laidumo pokytis did¢ja, kas rodo
didéjan¢ia membranos pazaidg. Esant mazoms koncentracijoms (nuo 0,5 nM iki 1,5 nM)
tBLM néra suardoma net praé¢jus 24 h (3.2 lentelé). Tuo tarpu po 24h tBLM inkubacijos su 2
nM Hsp70, dvisluoksnis yra suardomas. tBLM saveikos metu su didesnémis nei 2nM
koncentracijos Hsp70, lipidy membrana yra suardoma per 60 minuciy. Ryskiausias Hsp70
poveikis tBLM yra stebimas po 30 minuciy, kai visame Hsp70 koncentracijy intervale
stebime tBLM laidumo pokyc¢ius, bet membranos néra pilnai suardomas. Toks Hsp70 su

liposomomis inkubacijos laikas buvo pasirinktas stebint baltymo saveika su lipidais.
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3.2 lentele. tBLM, sudarytos i§ DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30), laidumo reikSmiy
poky¢io priklausomybé nuo laiko esant skirtingoms Hsp70 koncentracijoms. n > 3.

Laidumo pokytis, AY (uS/cm?)

Laikas
0,5 1 nM 1,5nM 2nM 2,5nM 5nM
nM

Omin 2+1 28+ 14 94 + 36 184 £ 63 4319 £ 1510 4047 + 1954

30min 5+1 31+1 379 + 234 3312+ 2420 5670 +£1822 7195+ 3201

60min 6+1 211 ?Z; 496 + 245 4188 + 1235 suardeé suardé
24h  28+£8 2614+825 8600=+1788 suardeé

tBLM elektrinés talpos pokytis sgveikos su Hsp70 metu beveik nekinta. Suformuotos
tBLM elektriné talpa yra 0,43 pF/cm* £ 0,02 pF/cm® (n = 18). Tuo tarpu po saveikos su
Hsp70 tBLM, talpa yra 0,46 pF/cm? + 0,03 uF/cm* (n = 18) ir iSlieka nepakitusi. tBLM talpa
zymiai kinta tik tada, kai membrana pilnai suardoma. Lipidy dvisluoksnio elektrin¢ talpa
priklauso nuo dvisluoksnio dielektriniy savybiy ir yra atvirks$¢iai proporcinga jo storiui
(McGillivray et al., 2007). Taigi, Sie rezultatai leidZia teigti, kad baltymo prisijungimo metu
nepakito nei membranos storis, nei dielektrinés savybeés.

Atliekant eksperimentus su tBLM, suformuotomis i§ DOPC/Chol (60:40), buvo gauti
panasiis rezultatai (3.3 lentel¢). Esant mazoms HSP70 koncentracijoms (0,5 nM ir 1 nM),
tBLM po saveikos su baltymu néra suardoma per 24 h. Tuo tarpu, po saveikos su 2,5 nM ir 5
nM Hsp70, tBLM buvo suardyta po 60 minuciy, kaip ir neigiamai jkrauty tBLM atveju.
Remiantis gautais duomenimis galima teigti, kad saveikos su Hsp70 metu, tBLM elektrinés

talpos ir laidumo poky¢iai kintatnt laikui nepriklauso nuo membranos sudéties.

3.3 lentele. tBLM, suformuoty i§ DOPC/Chol (60:40), laidumo reikSmiy pokycio
priklausomybé nuo laiko esant skirtingoms Hsp70 koncentracijoms. n > 3.

Laidumas, Y (uS/cm?)
Laikas
0,5 nM 1 nM 2,5nM 5 nM
0 min 4+1 16 +8 1878 £ 765 1526 +£261
30 min 21+6 31+ 14 1121 £ 5545 3538 + 1449
60 min 23+1 49 + 30 suardé suardé

24 h 4501 £2796 5241+ 3723
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3.5 paveiksle vaizduojama neigiamai jkrautos tBLM, suformuotos i
DOPC/DOPE/Chol/DOPS  (20:30:20:30), laidumo pokyc¢io priklausomybé nuo Hsp70
koncentracijos, esant fiksuotam inkubacijos, su baltymu, laikui — 30 minuciy. Matavimai
atlikti naudojant skirtingas Hsp70 koncentracijas (0,5 nM, 1 nM, 1,5 nM, 2 nM, 2,5 nM ir 5
nM). Gauta, kad tBLM laidumo priklausomybé nuo Hsp70 koncentracijos yra panasi |
eksponentg (3.5 pav). Kuo didesné baltymo koncentracija yra naudojama saveikai su tBLM,
tuo didesnis tBLM laidumas pasiekiamas. MaZiausia Hsp70 koncentracija, kuri pazeidzia
membrang ir galime stebéti tBLM laidumo pokycCius yra 0,5 nM. Atliekant tokius pat
matavimus su neutralia tBLM, sudaryta i§ DOPC ir Chol, pasteb¢jome, kad tBLM laidumo
priklausomybé néra nei tiesiSka, nei eksponentiné¢. Gauti rezultatai iSsibarst¢, net ir
inkubuojant tBLM su didesnémis Hsp70 koncentracijomis. Pasitelkus EIS metodg buvo

patvirtina, kad Hsp70 sgveika su PC yra nespecifing, o su PS - specifiné.

12000 ~
10000 ~
8000 +

6000 -

4000 -

AY (uS/cm?)

2000 ~

Hsp70 (nM)
3.5 pav. tBLM laidumo pokycio priklausomybé nuo Hsp70 koncentracijos. Inkubacijos laikas

30 min. Membranos sudarytos i§ PME:WC14 (65:35) ir DOPC/DOPE/Chol/DOPS
(20:30:20:30).

3.4 Hsp70 sgveika su vienasluoksnémis liposomomis

3.4.1. Liposomy charakterizavimas dinaminés Sviesos sklaidos metodu

Tyrimo metu buvo pagamintos keturiy skirtingy sudéciy vienasluoksnés liposomos su
jsiterpusiu kalceinu viduje. Dalis kalceino liko laisvas, todél jis i$ liposomy tirpalo buvo
pasalintas dydzio i§skyrimo chromatografijos metodu. Dinaminés Sviesos sklaidos matavimai
buvo atlikti prie§ ir po chromatografijos, norint patikrinti, kaip keiciasi liposomy dydis
chromatografijos metu. 3.4 lentel¢je pateikti liposomy spindulio ilgio matavimo rezultatai.

Visy sudéciy liposomy dydis, po chromatografijos, nezymiai padidéja. Maziausiai pakinta
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liposomy, sudaryty i§ DPPC/DOPS (80:20), dydis — nuo 70 iki 73 nm. 5 nm padidéjo dviejy
sudéciy liposomos (DOPC ir DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30)). Didziausias dydzio
pokytis po chromatografijos buvo stebimas liposomy, sudaryty i§ DOPC/Chol. Jy spindulys
padidéjo 12 nm. Taigi, dydzio iSskyrimo chromatografijos metu, liposomy dydis pakinta
nezymiai, bet skirtingy kompozicijy liposomy dydis kinta skirtingai. Liposomy tirpalui tekant
chromatografine kolona, liposomos saveikauja su kolong uzpildanciu geliu. Kadangi
liposomos skiriasi kompozicija, skirasi ir jas sudarancio dvisluoksnio sgvybés (kietumas ir
lankstumas). Vadinasi, jos skirtingai sgveikauja su polimeru esanciu kolon¢l¢je, tod¢l ir jy

dydis pakinta skirtingai (Grabielle-Madelmont et al., 2003).

3.4 lentel¢. [vairios sudéties liposomy spindulio ilgis prie§ ir po dydzio iSskyrimo
chromatografijos.

Liposomy spindulys pries$ Liposomy spindulys po
Liposomos dydzio iSskyrimo dydzio iSskyrimo
chromatografijg, r (nm) chromatografijos, r (nm)
DOPC 74 + 2 (n=15) 79 £ 6 (n=15)
DOPC/Chol (60:40) 82 +5(n=21) 94 + 10 (n=21)
DOPC/DOPE/Chol/DOPS _ _
(20:30:20:30) 78 4 (n=15) 83 5 (n=15)
DPPC/DOPS (80:20) 70 + 5 (n=15) 73 £ 7(n=15)

3.4.2. Kalceinu uzkrauty liposomy sgveika su Hsp70

Vienas 1§ biidy stebéti baltymy saveika su membranomis yra naudoti kalceinu
uzkrautas liposomas ir detektuoti sgveikos metu iSlaisvinto kalceino fluorescencijg. Pagal
duomenis pateiktus 3.3. skyriuje, gauta, jog, Hsp70 skirtingu specifiSkumu jungiasi prie
skirtingos sudéties membrany.

Eksperimento eigoje buvo stebima Hsp70 sgveika su skirtingos sudéties liposomomis
ir stebima iSlaisvinto kalceino fluorescencija (3.6 pav.). Neutraliy liposomy, sudaryty is
DOPC, saveikos metu su 1 nM Hsp70, fluorescencijos intensyvumas iSauga nuo 29 A.U. iki
52 A.U, paveikus DOPC liposomas TritonX - 100 pertekliumi, fluorescencija yra 213 A.U
(3.6 pav. A). Hsp70 saveikaujant su neigiamai jkrautomis liposomomis, sudarytomis i$
DPPC/DOPS (80:20), islaisvinamo kalceino kiekis yra didesnis (3.6 pav. B). Bazinés linijos
fluorescencija yra 37 A.U., po saveikos su Hsp70 - 114 A.U., o injektavus tritong - 232 A.U.
Sie rezultatai rodo, kad Hsp70 specifiskai saveikauja su neigiama kriivi turn¢iomis
liposomomis, nes sgveikos metu yra islaisvinama didesné¢ kalceino koncentracija.
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3.6 pav. Kalceino iSlaisvinimo fluorescencijos spektrai. Juodos spalvos kreivé vaizduoja
bazing liposomy fluorescencijag. Raudonos spalvos kreivé - po saveikos su 1 nM
koncentracijos Hsp70 baltymu, inkubuotu 10 min, o mélyna kreivé yra fluorescencija po
visisko liposomy suardymo naudojant TritonX - 100 pertekliy. A - DOPC vienasluoksnés
liposomos; B - DPPC/DOPS vienasluoksnés liposomos.

Kalceino iSlaisvinimo fluorescencijos matavimai buvo atlikti naudojant jvairias Hsp70
koncentracijas ir 4 skirtingy sudéciy liposomas. Neutralios liposomos buvo sudarytas tik i§
nesotaus fosfolipido DOPC, bei liposomos, turin¢ios cholesterolio, santykiu 60:40 (DOPC :
Chol). Neigiamg krtivj turin¢ios liposomos buvo sudarytos i§ keturiy lipidiniy komponenty
(DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) ir liposomos, sudarytos i§ sotaus fosfolipido DPPC
ir DOPS santykiu 80:20 (DPPC/DOPS). Gauti spektrai normalizuoti pagal 2.24 formule,
parodo kiek procenty kalceino isteka i liposomy kiekvienu sgveikos su Hsp70 atveju.

Nustatyta, jog Hsp70 skirtingu specifiSkumu sgveikauja su jvairios sudéties
liposomomis. Tyrimuose stebéjome skirtingy Hsp70 koncentracijy: 0,25 nM, 0,5 nM, 1 nM,
2,5 nM, 5 nM, saveikos su liposomomis mastg. Daugiausia kalceino iSlaisvinama, po Hsp70
sgveikos su liposomas sudarytomis i§ sotaus fosfolipido DPPC ir neigiama kriivi turin¢io
DOPS santykiu 80:20, atitinkamai (3.7 pav). Sekantis kalceino fluorescencijos iSlaisvinimo
mastas, stebimas po saveikos su kitomis neigiama kriivi turiniomis liposomomis
(DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20 : 30 : 20 :30)). Naudojant neutralias liposomas pastebéta, kad
esant mazoms Hsp70 koncentracijoms (iki 1 nM), po saveikos stebimas fluorescencijos
intensyvumas abiejose liposomy kompozicijose yra panasus. Skirtumai atsiranda didéjant
Hsp70 koncentracijai. Nustatyta, kad iSlaisvinto kalceino koncentracija yra apie 3 kartus
didesné po Hsp70 sgveikos su sociomis ir neigiamg kriuvj turin¢iomis liposomomis,
sudarytomis i§ DPPC/DOPS ir 1,6 karto didesné po sgveikos su neigiamg kriivj turin¢iomis
daugiakomponentinémis liposomos (DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20 : 30 : 20 :30)), lyginant
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kalceino iSlaisvinimg po Hsp70 saveikos su neutraliomis ir nesoCiomis liposomomis
(DOPC/Chol (60 : 40) ir DOPC).

Remiantis rezultatais, galima teigti, kad kalceino iSlaisvinimas i§ liposomy po
sgveikos tiesiogiai priklauso nuo Hsp70 koncentracijos. PrieSingai nei EIS matavimy metu,
sgveikos su liposomomis metu, gauta tiesin¢ priklausomybé nuo Hsp70 koncentracijos, be to

toks kalceino fluorescencijos kitimas yra stebimas visose naudotose kompozicijose.

100 - o DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30)
O DOPC/Chol (60:40)
A DOPC .
v DPPC/DOPS (80:20) Y
80
S
@
S 60
g T
’ Y i
o
S 40- |
e g, é
2 204 Y
0 g T T T T T T
0 2 3 4 5

Hsp70 (nM)

3.7 pav. I§ liposomy iSéjusio kalceino kiekio priklausomybé nuo Hsp70 koncentracijos
sgveikaujant su skirtingos sudéties liposomomis. Hsp70 koncentracijos: 0,25 nM, 0,5 nM, 1
nM, 2,5 nM, 5 nM. Juodi kvadratai Zymi kiek procenty kalceino istekeéjo, Hsp70 prisijungus
prie liposomy, sudaryty i§ DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30), raudoni apskritimai -
DOPC/Chol (60:40), melyni trikampiai - DOPC, o Zali trikampiai - DPPC/DOPS (80:20).

Tyrimo metu naudojome jvairias Hsp70 koncentracijas ir nustatéme, kad maziausia
Hsp70 koncentracija, kuri pazeidzia liposomy membranos integraluma, ir galima detektuoti
kalceino fluorescencijos intensyvumo augimg yra 0,25 nM. Skirtingy kompozicijy liposomy
atveju, $1 koncentracija yra tokia pati, tik skiriasi iSlaisvinto kalceino kiekis. Rezultatai rodo,
kad vienasluoksniy liposomy sudétis, neturi jtakos maziausiai nustatomai koncentracijai, bet
liposomy pazaidos dydis stipriai koreliuoja su liposomy kompozicija. DidZiausias kalceino
fuorescencijos isleidimas detektuotas po Hsp70 saveikos su soCiomis ir neigiamg kriivi
turin¢iomis liposomomis (DPPC/DOPS). Sie rezultatai patvirtina literatiiroje aprasytus

tyrimus (Lamprecht et al., 2018).
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3.5. Tolimesni planai

EIS metodas ir prikabintos lipidinés membranos gali biiti panaudojamos biosensoriy,
kurie detektuoja Hsp70, kirime. Siame darbe parodyta, kad $io sensoriaus jautrumas yra 0,5
nM (= 35 ng/ml). Toks jautrumas gerokai lenkia optinj biosensoriy, kuriuo galima detektuoti
1290 ng/ml Hsp70 (Maniya ir Srivastava, 2020). Taciau, negalima detektuoti tokios mazos
Hsp70 koncentracijos, kaip naudojant elektrocheminj imunosensoriy (= 0,02 ng/ml) (Sun et
al., 2018). Tokj jautruma galbiit biity galima pasiekti naudojant tBLM, suformuotas is
DPPC/DOPS (80:20), nes tyrimuose su liposomomis, Hsp70 labiausiai paveikia Sios sudéties
liposomas. RuoSiant tokios sudéties tBLM susidiiréme su sunkumais, nes suformuotos
daugiasluoksnés liposomos nesiliejo ir izoliuojanti tBLM nesusiformavo. Kiti darbe naudoti
nesotlis lipidai, kambario temperatiiroje yra skysti, o sotaus fosfolipido DPPC lipido fazinio
virsmo temperatiira yra 41°C. Sis skirtumas galéjo turéti jtakos, membranos formavimuisi.
Ateityje, tobulinsime liposomy liejimosi protokolus ir bandysime suformuoti tBLM i§ sociy
fosfolipidy. Alternatyviai ieSkosime lipidinés membranos sudéties, kuri biity jautriausia
sgveikai su Hsp70. Galimybé tBLM panaudoti kaip jautrig bioanalit¢ platforma, skirtg iminio
pankreatito diagnozavimui, jau yra apraSyta paruosStoje mokslinéje publikacijoje, kuri yra
priduota leidyklai (Rima Budvytyte, Akvile Milasiute, Dalius Vitkus, Kestutis Strupas’ Aiste
Gulla, Ieva Sakinyte, Julija Razumiene. Tethered lipid membranes as a nanoscale arrangement

towards non-invasive electrochemical analysis of Acute Pancreatitis. 2021, Submitted).
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ISVADOS

Sékmingai suformuotos prie pavirSiaus prikabintos lipidinés membranos (tBLM)
sudarytos i§ DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) ir DOPC/Chol (60:40).
Neigiamai jkrautoje tBLM, DOPE klasteriai pasiskirste tolygiai visoje tBLM, o Chol
formuoja didesnius sankaupy regionus. Neutralioje tBLM, S§iy lipidy klasteriai
pasiskirsto visame plote tolygiai.

. Naudojant elektrocheminio impedanso spektroskopijos metoda, pastebéta, kad tBLM
sgveikos metu su Hsp70, membranos elektriniy savybiy kitimas laike nepriklauso nuo
tBLM sudéties, o optimaliausia Hsp70 poveikj tBLM stebéti po 30 minuciy.

Istirta tBLM laidumo priklausomybé nuo Hsp70 koncentracijos. Gauta, kad
DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) tBLM laidumo kitimas didéjant Hsp70
koncentracijai yra panasus j eksponentg, o tuo tarpu tBLM sudaryty i§ DOPC ir Chol
gauta i8sibarsciusi laidumo priklausomybeé.

. Dydzio i$skyrimo chromatografijos metu skirtingos kompozicijos liposomy dydis kito
skirtingai, bet bendras visy liposomy dydzio kitimas buvo nezymus. Daugiausia pakito
liposomos sudarytos i§ DOPC/Chol (60:40) (spindulys pailgéjo 12 nm).

IStyrus Hsp70 saveika su skirtingos kompozicijos vienasluoksnémis liposomomis
nustatyta, kad Hsp70 labiausiai pazeidzia liposomas sudarytas i§ sotaus ir neigiama
kriivi turin¢iy lipidy (DPPC/DOPS (80:20), o liposomy pazaidos mastas didéja
didéjant Hsp70 koncentracijai.

54



Hsp70 saveikos su lipidy membrany modelinémis sistemomis tyrimas

SANTRAUKA

70 kDa Silumos Soko baltymas (Hsp70) yra citozolinis baltymas, kuris atlicka
molekulinio Saperono funkcija. Esant patologinéms sglygoms Hsp70 yra randamas
prisikabings prie membranos arba uZlastelinéje erdvéje. Sis baltymas neturi sekos reikalingos
transportavimui endoplazminio tinklo - GoldZio aparato keliu, todél manoma, kad Hsp70
pernesamas alternatyviu keliu, kurio pirmas Zzingsnis galblit yra prisijungimas prie
membranos.

Sio darbo tikslas buvo suformuoti jvairios sudéties prie pavirSiaus prikabintas
lipidines membranas (tBLM), fluorescencinés mikroskopijos metodu jvertinti jy morfologija
ir iStirti Hsp70 sgveika su tBLM elektrocheminio impedanso metodu, be to istirti Sio baltymo
sgveikg su jvairios sudéties vienasluoksnémis liposomomis, kurios yra uzkrautos kalceinu.

Darbo  metu  pavyko suformuoti  dvi  skirtingos  sudéties  tBLM
(DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) ir DOPC/Chol (60:40)), kurios skiriasi viena nuo
kitos formuojamais lipidy klasteriais. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos rezultatai
parode, kad didé¢jant Hsp70 koncentracijai, DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) tBLM
laidumo priklausomybé yra panasi j eksponente. Atliekant eksperimentus su liposomomis,
pastebéta, kad Hsp70 didZiausiu giminingumu jungiasi prie so€iy ir neigiamg kriivj turin¢iy

liposomy (DPPC/DOPS (80:20)).
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Study of the Interaction of Hsp70 with Membrane Model Systems

SUMMARY

70-kDa heat shock protein (Hsp70) is a cytosolic protein which acts as a molecular
chaperone. Under pathological conditions Hsp70 translocates into the plasma membrane.
Moreover, the protein is detected in the extracellular milieu. Hsp70 does not have a consensus
signal for their translocation via the classical Endoplasmic Reticulum - Golgi compartment. It
is possible that the protein is transported by an alternative mechanism and its first step could
be an interaction with the plasma membrane.

The aim of this work was to form tethered lipid membranes (tBLM) of various
compositions, to investigate their morphology using fluorescence microscopy and to use them
in the study of the interaction of Hsp70 with tBLM by the electrochemical impedance
spectroscopy. Furthermore, calcein leakage assay was used to investigate Hsp70 interaction
with unilamellar vesicles.

Two compositions of tBLM were successfully formed. They were composed of
DOPC/DOPE/Chol/DOPS (20:30:20:30) and DOPC/Chol (60:40). In these, tBLM lipids
formed clusters which are different in size and position. Electrochemical impedance
spectroscopy data has showed, that Hsp70 interaction with tBLM has increased the
conductance of tBLM and showed an exponential dependence on conductance of tBLM
depending on Hsp70 concentration. Calcein leakage assay experiments revealed that Hsp70
had high affinity for vesicles composed of saturated DPPC lipids and negatively charged
phosphatidylserine (in ratio % 80:20).
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