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JVADAS

Antibiotiky atradimas neabejotinai buvo vienas i§ svarbiausiy XXa.
medicinos pasiekimy (Chopra, 2002). Kita vertus, masinis antibiotiky naudojimas
ne tik iSgelb&jo daugelj gyvybiy, bet ir padéjo iSsivystyti jvairiems atsparumo
mechanizmams ir atrinkti atsparias bakterijy padermes, galincias perduoti §j
atsparuma i§ kartos j karta (Nikaido, 2009). Siuo metu beveik visos Zinomos
patogeninés bakterijos pasizymi atsparumu vienai, o daznai ir keletui populiariy
antibiotiky grupiy, naudojamy infekcinéms ligoms gydyti (Todar, 2011; Goldstein
ir kt, 2011). Netinkamas ir nekontroliuojamas antibiotiky vartojimas medicinoje
bei veterinarijoje tik pablogino padéti (Taylor ir kt, 2002; Fernandes, 2006;
French, 2010), todél iSaugo poreikis sukurti naujus bakteriniy infekcijy gydymo
biidus, neskatinancius atsparumo atsiradimo ir plitimo (Willing ir &z, 2011).

Visiskai atsisakyti antibiotiky kol kas yra nejmanoma, todél atsakingas
ju vartojimas galéty buti paprasCiausia iSeitis siekiant sumaZinti patogeniniy
bakterijy padermiy, pasizyminciy dauginiu atsparumu antibiotikams, skaiciy
(Isturiz, 2010). Siuo metu tiriama daug potencialiy kovos su patogenais metody,
grindziamy skirtingais antimikrobiniy medziagy veikimo principais. Vis labiau
populiaréja bandymai antimikrobinei terapijai pritaikyti medziagas, gebancias
slopinti virulentiSkumo faktoriy raiskg ar funkcijas, mazus katijoninius peptidus,
patogenui specifinius lizuojanéius bakteriofagus arba Sviesa aktyvuojamus
junginius (Rasko & Sperandio, 2010; Moellering, 2011; Fernebro, 2011). Siuo
metu manoma, jog pastarasis metodas yra pranasesnis uz kitus tuo, jog neskatina
bakterijy atsparumo atsiradimo (Taylor ir kz, 2002; Maish, 2010).

Fotodinaminés antimikrobinés terapijos esmé yra ta, jog sujungus tris
nekenksmingus komponentus: tam tikro bangos ilgio Sviesa, ja aktyvuojamag
junginj - fotosensibilizatoriy bei deguonj gaunama bakterijy lasteléms praziitinga

kombinacija.



Pagrindiniai $io metodo privalumai:

1) Taikiniy daugybiskumas, dél kurio neatsiranda atsparumas daugumai
naudojamy fotosensibilizatoriy (Soukos & Goodson, 2011);

2) Antimikrobinio poveikio stiprumas nepriklauso nuo  atsparumo
antibiotikams spektro, be to fotosensibilizacija veikli ir prie$ biofilmus,
kuriy nejmanoma sunaikinti naudojant jprastus antibiotikus (Cassidy ir kt,
2010; Collins ir kt, 2010);

3) Galimybé apsvitinti tik infekcijos pazeista plota sumazina Salutinio poveikio
tikimybe bei apsaugo nuo zalingo poveikio jprasta mikroflora, kuri
paprastai sunaikinama sistemingai gydant infekcines ligas antibiotikais (Jori
& Roncucci, 2006).

Akivaizdu, jog fotosensibilizacija ateityje taps svarbia prieSmikrobinés
terapijos dalimi, nors bty neteisinga sakyti, kad ji yra visy prieSmikrobinés
terapijos problemy sprendimas (Wainwright, 2009). Nepaisant to, jog Siuo metu
fotosensibilizacija jau naudojama stomatologijoje, kovai su periodontinémis
bakterinés kilmés ligomis, taciau didzioji dauguma pritaikymo sriciy ir biidy dar
tebéra eksperimentingje stadijoje.

Fotosensibilizatoriy  sgveikos su jvairiais bakteriniy lasteliy
komponentais tyrimai padeda geriau suprasti jy ztties mechanizmg. Nustatyta, kad
fotosensibilizacijos metu pazeidziamos jvairios lastelés vietos, taéiau manoma, jog
pagrindiné bakterijy zities priezastis yra citoplazminés membranos pazaidos
(Salmon-Divon ir kt, 2004; Jori & Coppellotti, 2007). Nepaisant to, jog nemazai
bakterijy fotosensibilizacijos mechanizmo detaliy jau yra iStirta ir Zinoma, vis dar
lieka daug neaiSkumy, ypac triikksta duomeny apie morfologinius Igstelés pokycius,

vykstancius fotosensibilizacijos metu



Darbo tikslas: ISstirti tetrakis(N-etilpiridino-4-il)porfirino tetratozilato (TN-Et-
PyP) spektrines savybes bei sgveikg su atskirais Igstelés komponentais ir
iSanalizuoti fotodinaminj $io fotosensibilizatoriaus poveikj E. coli KMY1 lasteliy

membrany vientisumui ir funkcijoms.

Uzdaviniai:

o Nustatyti TN-Et-PyP spektrines savybes ir jy poky¢ius, atsirandancius
dél fotosensibilizatoriaus saveikos su lipopolisacharidais, lipidais,
baltymais bei nukleortigstimis.

o Ivertinti morfologinius fotosensibilizuoty E. coli lasteliy poky¢ius.

e Jvertinti fotodinaminj TN-Et-PyP poveikj E. coli lasteliy iSorinés ir
vidinés membrany pralaidumui.

o Jvertinti fotodinaminj TN-Et-PyP poveikj E. coli vidinés membranos

funkcijoms.

Mokslinis naujumas

Sis darbas skirtas gramneigiamyjy lasteliy fotosensibilizuotos Zties,
veikiant nauju tetrakatijoniniu fotosensibilizatoriumi tetrakis(N-etilpiridino-4-il)
porfirino tetratozilatu (TN-Et-PyP), tyrimams. Panaudodami spektroskopinius
metodus analizavome fotosensibilizatoriaus saveika su lasteliy komponentais,
transmisiné elektroniné mikroskopija (TEM) ir enzimologiniai metodai padéjo
isiaiSkinti morfologinius ir barjerinés funkcijos pokycius, mikrobiologiniai ir
elektrocheminiai metodai leido jvertinti gyvybinguma bei fiziologing lasteliy
biisena.

Buvo nustatyta, kad TN-Et-PyP agregacija bei molekuliy simetrija
priklauso nuo tirpiklio joninés prigimties. Be to buferiniame tirpale $is

fotosensibilizatorius sudaro kompleksus su neigiamais lipopolisacharidais bei



nukleortig8§timis. Naudojant nedideles fotosensibilizatoriaus koncentracijas,
pazZeidZiamas iSorinés membranos vientisumas ir padidéja laidumas nedideléms
molekuléms (pvz., dezoksicholatui), taciau didesnés Sarminés fosfatazés
molekulés 1§ lastelés neiSteka arba iSteka jau iSveiklintos. TN-Et-PyP
koncentracijos didinimas koreliuoja su palaipsniu kvépavimo grandinés funkcijy
sutrikimu, membranos jtampos kritimu, junginiy sugerianciy 260 nm Sviesa
(daugiausiai nukleoriigdéiy) iStekéjimu i§ lIagsteliy bei vidulgstelinio fermento [-
galaktozidazés aktyvumo sumazéjimu. Elektroninés mikroskopijos duomenys taip
pat patvirtino fotosensibilizuoty bakterijy apvalkalélio ir lasteliy vidiniy daliy
pazaidas.

Sio darbo metu gauti duomenys leidzia sukurti TN-Et-PyP
fotosensibilizuoty E. coli lasteliy zuvimo jvykiy seka, susidedancia i$ keleto etapy:
a) TN-Et-PyP prisijungia prie E. coli iSorinés membranos komponenty (LPS); b)
$vitinant bakterijas su fotosensibilizatoriumi pazeidziamas lasteliy iSorinés
membranos vientisumas; c¢) porfirinas pasiekia viding membrana, o véliau ir
citoplazma; d) sutrinka vidinés membranos funkcijos, krinta membranos jtampa e)
palaipsniui mazéja ir dingsta fermentiniai periplazminiy, o véliau ir citoplazminiy
baltymy aktyvumai, daugéja pazaidy; f) toliau didéjant bakterijy apvalkalélio

laidumui, 1gstelés zusta.



1. MEDZIAGOS IR METODAI

Fotosensibilizatorius.  Tetra-katijoninis  porfirinas  tetrakis(N-etilpiridino-
4il)porfirino tetratozilatas gautas i§ prof. R. Bonnett’o (Londono universitetas,
Didzioji Britanija). Jis buvo susintetintas i§ tetra(piridino-4-il)porfirino naudojant
Pasternako ir bendradarbiy sukurta metodika (Pasternack ir k7, 1972).
Fotosensibilizatoriaus formulé pateikta 1 pav. Darbe naudotas 100 uM TN-Et-PyP
tirpalas PBS buferiniame tirpale (pH=7,3).

1 pav. Cheminé tetrakis(N-etilpiridino-4-
il)porfi rino tetratozilato struktiira (TN-Et-PyP).

Plazmidinés DNR transformacija ir padauginimas. E. coli KMY1 lastelés
transformuojamos 5 pg pTz19 (ilgis 2862 bp) naudojant termoSoko metoda
(Cohen ir kt, 1972; Sambrook & Russell, 2001). Po transformacijos E. coli
suspenduojamos 200 pl skystos LB ir inkubuojamos 30 min 37°C temperatiiroje
prie§ iSs¢jant Petri IekStelése su agarizuota LB terpe, kurioje yra 100 pg/ml
ampicilino.

Plazmidinés DNR iSskyrimas. Atrinktas E. coli KMY1 transformantas buvo
augintas skystoje LB terpéje per naktj ir lastelés nusodintos centrifuguojant (7500
g, 15 min). Po to jos suspenduojamos 1/20 pradinio tirio TEG buferio (0,025 M
Tris-HCI (pH=8), 0,01 M EDTA and 0,05 M gliukozés). Lastelés lizuojamos

Sarminés lizés bldu bei plazmidé skiriama vadovaujantis Sambrook ir Russell



apraSytomis metodikomis (Sambrook & Russell, 2001) Isskirtos plazmidés
koncentracija bei Svarumas vertinami elektroforetiskai bei pagal optinj tankj
zinant, kad ODyg = 1 atitinka 50 pg/ml dg DNR.

Fosfolipidiniy puasleliy paruoSimas. Daugiasluoksnés lipidinés pislelés
gaminamos fosfolipidy: fosfatidiletanolamino (PE), fosfatidilglicerolio (PG) ir
kardiolipino (KL) (Sigma). Kiekvienas i$ jy istirpinamas chloroformo — metanolio
misinyje (sumaiSytu santykiu 9:1) ir visi sumai§omi santykiu PE:PG:KL=65:18:12
(Tanford, 1980). Paslelés gamintos pagal Cvirkaités-Krupovi¢ ir kf aprasyta
metodikg (Cvirkaité-Krupovi¢ ir kt, 2010). Siekiant i§vengti pisleliy agregacijos
prie$ kiekviena matavimg jos paruo$iamos naujai.

Lipopolisacharidy paruoSimas. 10 mg E. coli O111-B4 lipopolisacharido
(Sigma) tirpinama 1 ml PBS buferinio tirpalo (pH=7,3).

Spektriniai matavimai.

Iranga. Sugerties spektrai buvo nustatomi AvaSpec-2048 spektrofluorimetru 173-
1100 nm srityje. Fluorescencijos bei suzadinimo spektrai nustatyti Perkin-Elmer
spektrofluorimetru 55B, parenkant 10 nm plySio plotj bei 200 nm/min greitj.
Fluorescencija matuota 550-800 nm srityje. Zadinimo bei registravimo bangy
ilgiai nurodyti po paveikslais.

Tyrimy metodika. Porfirino sgveika su BSA, NR, LPS, lipidais ir natrio
dodecilsulfatu (NDS) buvo tirta stebint sugerties ir fluorescencijos bei suzadinimo
spektry pasikeitimus titruojant $iais junginiais buferinj TN-Et-PyP tirpalg (1,5 pM
tirpalas — sugerties spektro pokyciams bei 0,375 puM tirpalas (ODu; = 0,1) —
fluorescencijos bei suzadinimo spektry pokyc¢iams tirti). Sugerties (optinio tankio)

sumazéjimas arba hipochromiskumas skai¢iuojami pagal formulg:

[(OD;— OD,)/OD{] x 100 (Mettath et al, 1999)
kur OD:s - laisvo (nesagveikaujancio su tiriamu junginiu) porfirino optinis tankis, o

OD,, — optinis tankis miSinio, susidedancio i§ nesgveikaujancio bei sgveikaujancio
su tiriamu junginiu porfirino.

10



TN-Et-PyP sgveikai su lastelémis tirti, bakterijy suspensija PBS (pH=7,3)
sumaiSoma su porfirinu reikiama koncentracija ir Svitinama (méginius nuolat
maiSant) LED, kurio skleidziamos §viesos maksimumas yra 415 nm, palaipsniui
didinant $viesos doze iki 72 J/cm® Po kiekvieno S§vitinimo nustatomi
fotosensibilizatoriaus sugerties, fluorescencijos bei suzadinimo spektrai. Kita
serija eksperimenty atlikta analogiskai, taciau po Svitinimo arba atitinkamo
inkubavimo laiko tamsoje lgstelés atskiriamos nuo supernatanto centrifuguojant
(15000 g, 15 min). Sugerties, suzadinimo bei fluorescencijos spektrai nustatomi ir
supernatantuose, ir lastelése, po centrifugavimo suspenduotose PBS buferiniame
tirpale. Visi gauti spektrai apdoroti Origin 7.5 programa. Detalesné informacija
pateikiama po paveikslais.

Bakterijy auginimas ir fotosensibilizacija. Siame darbe naudotos E. coli KMY1
lastelés (MK12 ARS45[®(emrK’-lacZ)] (Kato et al, 2000; Egushi et al, 2003)
gautos i§ prof. R. Utsumi (Kinki universitetas, Japonija). E. coli KMY1 lastelés
auginamos per naktj Petri 1ékstelése su BHI arba Luria Bertani (LB) agarizuota
terpe, suspenduojamos skystoje BHI arba LB terpéje ir nusodinamos
centrifuguojant po 40 min auginimo 37°C temperatiiroje. Nuosédos du kartus
praplaunamos steriliu PBS (pH=7,3) ir praskiedziamos $iuo buferiniu tirpalu iki
1x10* kolonijas sudaranéiy vienety (ksv/ml). Pridéjus fotosensibilizatoriaus iki 0
uM; 0,1 uM; 0,25 uM; 0,35 uM; 0,5 uM; 0,75 uM; 1 uM ; 1,5 uM; 1,775 uM; 2,5
uM; and 3,5 puM galutinés koncentracijos, lastelés 30 min laikomos tamsoje,
méginius maisant, po to lastelés Svitinamos LED, kurio skleidziamos §viesos
maksimumas yra 415 nm arba LED, kurio skleidziamos §viesos maksimumas 400
nm (dozé 20 J/cm?). Lasteliy gyvybingumas nustatomas méginius skiedziant PBS
buferiu ir i§séjant Petri lékstelése su BHI arba LB agarizuota terpe. Lékstelés
inkubuojamos 37°C temperatiiroje 15-16 val ir skaiCiuojamos uzaugusios

kolonijos.
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TN-Et-PyP suriSimo lastelése tyrimai. E. coli KMY1 lasteliy suspensija
paruosSiama kaip apraSyta anksCiau. | méginius pridedama fotosensibilizatoriaus
iki 0,25 uM; 0,5 uM; 1 puM; 1,5 uM; 2,5 uM; 3,5 uM galutinés koncentracijos.
Méginiai, juos nuolat maiSant, 30 min inkubuojami tamsoje, po to lastelés
nusodinamos centrifuguojant (3000 g, 10 min) ir praplaunamos 1-3 kartus PBS
buferiu (pH=7,3). Nuosédos resuspenduojamos 1 ml 2% vandeninio NDS tirpalo
ir palickamos tamsoje 24 val. Jei reikia, méginys praskiedziamas ir iSmatuojama jo
fluorescencija 550-720 nm spektro srityje, Zadinant 430 nm bangos ilgio Sviesa.
Baltymo koncentracijai méginiuose nustatyti naudojamas BCA metodas (,, Thermo
Scientific). Eksperimentas kartojamas 3 kartus.

Lasteliy paruosimas TEM. E. coli KMY1 lasteliy suspensija paruoSiama kaip
apraSyta ankséiau, ji praskiedziama PBS buferiu iki ~ 5x10® ksv/ml ir pridedama
TN-Et-PyP iki galutinés 0,25 pM ir 1 pM koncentracijos. Lastelés inkubuojamos
30 min tamsoje ir dalis méginiy Svitinami LED, kurio skleidziamos §viesos bangos
ilgio maksimumas yra 415 nm (dozé 20 J/cm?). Po to Igstelés nusodinamos
centrifuguojant (3000 g, 10 min), praplaunamos PBS ir paruosiamos elektroninei
mikroskopijai pagal Bozzola ir Russell rekomendacijas (Bozzola & Russell,
1999). Paruosti pavyzdziai stebimi transmisiniu elektroniniu mikroskopu Hitachi
H600.

Bakterijos apvalkalélio vientisumo jvertinimas. ISorinés membranos laidumo
padidéjimas buvo jvertintas pagal natrio dezoksicholato patekimg j lasteles bei
periplazminio fermento Sarminés fosfatazés aktyvumo poky¢ius Iasteliy viduje bei
uZz jy riby. Apie vidinés membranos vientisuma buvo sprendziama pagal
citoplazminés B-galaktozidazés aktyvumo pokycius ir medziagy, sugerianciy 260
nm bangos ilgio Sviesa, iStekéjima i§ lastelés. Baltymy kiekio pokyciai lasteliy
viduje bei iSoréje atspindéjo abiejy membrany biisenas. Metodas leidziantis
jvertinti iSorinés membranos pralaiduma modifikuotas pagal J. A. Bengoechea. ir

kt. bei R. Rasul ir kt aprasytaji. Lastelés, paveiktos 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; 0,75
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uM; 1 uM; 1,5 pM; 2,5 puM ir 3,5 uM TN-Et-PyP, buvo 6 kartus plaunamos PBS
(pH=7.3) buferiniu tirpalu, prie§ suspenduojant jas natrio dezoksicholato tirpale.
Po to méginiai inkubuojami 30 min 37°C temperatiiroje ir lasteliy lizé jvertinama
pagal ODgyp sumazéjimg. Matuotas 50 pg/ml polimiksino B sulfatu visiskai
suardyty lgsteliy ODeoo.

Fermentinio aktyvumo jvertinimas. Skirtingomis koncentracijomis TN-Et-PyP
fotosensibilizuotos 1gstelés nusodinamos centrifuguojant (15000 g, 15 min 4°C ).
Nuosédos resuspenduojamos PBS buferyje su proteaziy slopikliu TLCK ir
ardomos ultragarsu 30 min. Suardyty lasteliy nuolauzos atskiriamos
centrifuguojant (15000 g, 15 min at 4°C ). f-Galaktozidazés ir Sarminés fosfatazés
fermentinis aktyvumas nustatomas tiek grubiame lasteliy ekstrakte, tiek ir
supernatante, likusiame atskyrus Igsteles po fotosensibilizacijos. Fermentiniam
aktyvumui nustatyti naudotos Siek tiek modifikuotos Milerio bei Dean metodikos
(Miller, 1972; Dean, 2002). Baltymy kiekis méginiuose jvertintas BCA metodu
pagal gamintojy rekomendacijas.

Medziagu, sugerian¢iy 260 nm bangos ilgio Sviesa, iStekéjimo iS Igsteliy
ivertinimas. Méginiai buvo paruosti kaip apraSyta skyrelyje ,Fermentinio
aktyvumo jvertinimas®.

Elektrocheminiy parametry matavimas. Elektrocheminiams parametrams
nustatyti reikia daug bakterijy lasteliy, todél E. coli KMY1 buvo auginta LB
terpéje 37°C temperattiroje iki ODgoo = 1,0; lgstelés nusodinamos centrifuguojant
(7500 g, 15 min) ir sukoncentruojamos PBS buferiniame tirpale (pH=7,3).
Bakterijy membranos jtampos pakitimai stebimi pagal tetrafenilfosfonio jony
(TPP") koncentracijos pasikeitima terpéje, kuris registruojamas TPP" atrankiais
elektrodais. Po sistemos kalibravimo ] termostatuotg matavimo kiuvete jpilama
lasteliy suspensija, kurios galutiné koncentracija 5ml 0,1 M Tris-HCI buferio
(pH=8,0) su 10 mM EDTA yra ~3 X 10® ksv/ml. Nusistovéjus jony srautams i$

lasteliy ir j jas, pridedamas TN-Et-PyP, kurio galutiné koncentracija kiuvetéje
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siekia 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM. Viena i§ kiuveciy laikoma tamsoje, o kita
apsviec¢iama LED, kurio skleidziamos §viesos maksimumas 400 nm ($viesos dozé
20 J/cm?). Eksperimento pabaigoje lgstelés depoliarizuojamos 100 pg/ml
polimiksino B sulfato.

Bakterijy kvépavimo grandinés veiklos efektyvumas jvertinamas
matuojant deguonies sunaudojima atrankiu elektrodu. Dél prietaiso konstrukcijos
buvo nejmanoma fotosensibilizuoti lasteliy tiesiai matavimo kiuvetése, todél §i
procediira buvo atlikta prie§ matavima. Po fotosensibilizacijos E. coli KMY1
lastelés praskiedziamos 0,1 M Tris-HCI1 (pH=8,0) buferiniu tirpalu iki galutinés ~6
x 107 ksv/ml lgsteliy koncentracijos matavimo kiuvetéje. Naudotos 2 mM
skyriklio 2,4-dinitrofenolio (DNF) ir 0.1 M energijos Saltinio (gliukozés)

koncentracijos. Eksperimentai pakartoti 2-3 kartus.
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2. REZULTATAI

2.1. TN-Et-PyP saveikos su Iastelés komponentais spektriné analizé.

Savo forma bei smailiy skai¢iumi porfiriny grupés junginiy sugerties ir
fluorescencijos spektrai yra panasiis (Rotomskis ir k¢, 2002; Streckyté ir kt, 2008),
tadiau tiksli smailiy padétis priklauso nuo molekulés struktiiros. Analizuojant
spektrinius pokycius, atsirandancius dél tetrakis(N-etilpiridino-4-yl)porfirino
tetratozilato (TN-Et-PyP) saveikos su lastelés komponentais, svarbu atskirti §iam
fotosensibilizatoriui biidingas spektrines savybes bei jy pokycius nuo poky¢iy,
atspindin¢iy jo sgveikg su kitais junginiais. Pirmajame darbo etape buvo istirti
spektriniai TN-Et-PyP bruozai bei jy priklausomybé nuo tirpiklio prigimties, pH ir

inkubacijos laiko.

2.1.1. TN-Et-PyP spektroskopija

Yra zinoma, kad porfiriny sugerties spektro pokyciai atspindi Siy
junginiy molekuling struktiirg, agregacija ir saveikg su kitomis molekulémis.
Tradiciskai porfirininiy junginiy sugerties spektrai sudaryti i§ mazo intensyvumo y
juostos UV srityje, Soret juostos (sugerties maksimumas ~ 400 - 420 nm) bei
keleto Q juosty regimoje srityje (450 — 700 nm). y juosta daznai sutampa su
daugelio kity junginiy (pvz., nukleorfig§¢iy, amino riig§¢iy) sugertimi, todél ji retai
naudojama spektrinei analizei. Q juosty pakitimai rodo struktfirinius
fotosensibilizatoriaus pokyc¢ius (metalo prijungima, protonizacija/ deprotonizacija
ir pan.), tuo tarpu Soret juostos pokyciai atspindi santykj tarp agregaty ir
monomery bei jo kitima, taip pat saveika su kitais junginiais. Porfiriny
fluorescencijos spektrams biidingos dvi juostos, kuriy intensyvumas ir padétis
labai priklauso nuo junginio cheminés struktiiros bei tirpiklio prigimties

(Rotomskis ir kt, 2002). 2 pav. pateiktos TN-Et-PyP spektrinés charakteristikos.
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2 pav. TN-Et-PyP spektrinés charakteristikos: optinis tankis (arba sugerties spektras) (A) bei
fluorescencijos ir suzadinimo spektrai (B). Sugerties spektrui gauti naudotas 1,5 pM TN-Et-PyP
koncentracijos tirpalas PBS buferiniame tirpale (pH=7,3); suzadinimo ir fluorescencijos
spektrams gauti naudotas 0,375 uM (atitinka 0,1 o. t. v sugertj, kai A = 423nm) porfirino tirpalas
PBS buferyje (pH=7,3). Kreivé 1 (B) grafike atitinka suzadinimo spektra, registruojant A = 670
nm, kreivé 2 — registruojant A = 623 nm, kreivé 3 — fluorescencijos spektras, Zadinant 423 nm
bangos ilgio §viesa.

Fosfatiniame buferyje tirpinto TN-Et-PyP sugerties spektras sudarytas
i§ y juostos (maksimumas 260 nm), Soret juostos (423 nm) ir keturiy Q juosty
(519 nm, 555 nm, 585 nm, 646 nm), kuriy intensyvumas mazéja [V>II>III>1
tvarka (,filo* tipo iSsidéstymas). Varpo formos fluorescencijos spektras leidzia
manyti, jog porfirino molekulés buferiniame tirpale sudaro agregatus, dél to abi
porfirinams bidingos fluorescencijos smailés priartéja viena prie kitos ir
suformuoja platesn¢ bendra smailg.

llgalaiké TN-Et-PyP inkubacija kambario temperatiiroje leidzia
ivertinti PBS buferyje (pH=7,3) tirpinto fotosensibilizatoriaus spektriniy
charakteristiky stabiluma, j kurj reikia atsizvelgti dirbant su Igsteliy suspensijomis
Siame tirpale. Gauti rezultatai parodé dviejy fotosensibilizatoriaus formy

egzistavimg PBS buferiniame tirpale. Vienai formai (3 pav., A, C) budingas

suzadinimo spektras kurio maksimumas yra 421 nm, bei mazesnio intensyvumo
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518 nm ir 563 nm smailés. Ilgainiui ji virsta kita forma, kuriai budingas 437 nm
suzadinimo maksimumas (Zr. 3 pav.) ir tik viena mazesnio intensyvumo 563 nm

smailé (3 pav., B, D).
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3 pav. Dviejy TN-Et-PyP formy susidarymas PBS (pH=7,3) tirpale, inkubuojant jj tamsoje.
Fluorescencijos (A, B) bei suzadinimo (C, D) spektrai. Istirpinus 0,375 pM TN-Et-PyP (OD; =
0,1) PBS buferiniame tirpale, méginys inkubuojamas tamsoje 0 min, 5 min, 30 min, 1 val, 2 val,
2.5 val, 3 val, 4 val, 5 val. (1-9 kreivés) ir kiekviena karta nustatomi fluorescencijos bei
suzadinimo spektrai. Zadinama 423 nm (A), 435 nm bangos ilgio $viesa (B), suzadinimo spektras
registruojamas A = 670 nm (C) ir A = 623 (D). Rodyklés parodo atitinkamy juosty intensyvumo
kitimo kryptj, pradedant 1 kreive, baigiant 9.

Siy dviejy formy susidarymas pagreitinamas kaitinant TN-Et-PyP
buferinj tirpalg, taciau jj atSaldzius atvirkstinis virsmas nebevyksta (duomenys
nepateikti). ISanalizavus sugerties, fluorescencijos bei suzadinimo spektry

pokycius inkubuojant etanolinius TN-Et-PyP tirpalus paaiskéjo, jog antrosios
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porfirino formos atsiradimas priklauso nuo etanolio koncentracijos tirpale bei
inkubacijos laiko: 50% etanolio tirpale §i konversija vyksta daug greiciau nei 96%
etanolio tirpale, taciau 1é¢iau nei buferiniame PBS tirpale (duomenys nepateikti).
Pastebétas suzadinimo bei sugerties maksimumy poslinkis j ilgesniy
bangy sritj bei palaipsnis 518 nm smailés iSnykimas kartu su Q juosty skaiciaus
sumazéjimu leidzia teigti, kad TN-Et-PyP spektrinés savybés buferiniame tirpale
yra nepastovios ir rodo TN-Et-PyP pirolo grupés azoty arba imino grupés azoty
protonizacija ar deprotonizacija, dél kuriy molekulés simetrija pasikeicia i§ Dy i
D.. Labiau tikétina, jog pirolo grupés azotas atiduoda protona metilsulfobenzoinei
riigsciai, kurios sugebéjimas sgveikauti su ziedu gali priklausyti nuo joninés
tirpiklio prigimties. Sig prielaida patvirtina ir tai, jog fotosensibilizatoriy itirpinus
96% etanolyje porfirino molekulés simetrijos pasikeitimas vyksta ypac létai,
taCiau pagreitéja, iStirpinus ji 50% etanolyje. Maziau tikétina, jog TN-Et-PyP
molekulés sudaro dimerus tokiu biidu, kad vienos molekulés pirolo azotas
protonizuoty kitos molekulés imino grupés azota, taciau tokios galimybés visiskai
atmesti negalima. Kaip jau minéta, j visus Siuos spektrinius pokycius reikia

atsizvelgti, tiriant TN-Et-PyP saveika su lastelés komponentais.

3.1.2. TN-Et-PyP saveika su lastelés komponentais modelinése sistemose.

TN-Et-PyP ir atskiry lastelés komponenty sgveikos tyrimai leisty
labiau detalizuoti dar ne visiskai iSaiskintus pradinius bakterijy fotosensibilizacijos
mechanizmo etapus. Si sgveika buvo tirta paprastose modelinése sistemose,
sudarytose i§ TN-Et-PyP bei tiriamo komponento, nes sudétingose sistemose
(bakterinéje Igsteléje) gautus rezultatus labai sunku interpretuoti.

Titruojant 1,5 uM TN-Et-PyP tirpala PBS (pH=7,3) vis didé¢janciomis
lipopolisacharido (LPS), lipidy, jauc¢io serumo albuminu (JSA), nukleortigsciy
(NR) koncentracijomis paaiskéjo, jog tik LPS bei NR buvimas tirpale sukelia 7,8
bei 17 nm Soret juostos pasislinkimg j ilgabange spektro sriti (4 pav.). Sis
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batochrominis poslinkis yra vienas i§ pozymiy, rodanc¢iy saveikaujanciy medziagy
komplekso susidarymg. Nustatant NR - porfirino saveikos pobtdj, be kity
kriterijuy, jprasta remtis sugerties intensyvumo sumazejimo verte bei Soret juostos
poslinkiu. Todél sugerties intensyvumo sumazéjimas daugiau nei 35% (Siuo atveju
41%) kartu su 17 nm Soret juostos poslinkiu leidzia manyti, jog TN-Et-PyP

isiterpia (interkaliuoja) i nukleortigstis.
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4 pav. TN-Et-PyP sugerties spektro Soret juostos poslinkis atsirandantis fotosensibilizatoriui
sgveikaujant su lgstelés komponentais (A) bei palaipsniui disocijuojant porfirino-LPS kompleksui
pridéjus MgCl, (B). 1,5 uM TN-Et-PyP tirpalas PBS (pH=7,3) titruojamas vis didéjancia NR (m),
LPS (A), JSA (o) ir lipidy (*) koncentracija. (B) grafike palygintas tokio paties porfirino tirpalo
tittavimas LPS (A) su TN-Et-PyP-LPS komplekso titravimu palaipsniui didéjancia MgCl,
koncentracija (A). TN-Et-PyP kompleksas su LPS gaunamas sumaiSius buferinius abiejy
komponenty tirpalus santykiu 1:10, o po to Sis miSinys titruojamas MgCl,.

Gerai zinoma, jog dvivalengiai Mg®" ir Ca** jonai stabilizuoja iSorinés
membranos struktiirg, neutralizuodami neigiamo kriivio grupes, esancias
gretimose LPS molekulése. Norédami suzinoti $iy jony jtaka TN-Et-PyP
prisijungimui prie lastelés apvalkalélio, nusprendéme istirti porfirino-LPS
komplekso likimg, aplinkoje atsiradus Mg?**. 4 pav., B pateikti rezultatai rodo, kad
padidéjus Siy jony koncentracijai terpéje, kompleksas pradeda irti, todél
fotosensibilizatoriaus spektras pamazu keiCiasi j pradinj, biidingg TN-Et-PyP

iStirpintam PBS buferyje. Tai rodo, jog porfirino ir LPS saveika yra elektrostatinés
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prigimties ir Mg** bei fotosensibilizatorius konkuruoja dél saveikos su LPS
molekulémis.

Fluorescencijos matavimas yra daug jautresnis nei UV-VIS sugerties
matavimas, todél TN-Et-PyP saveikos su lastelés komponentais tyrimai bty
neiSsamiis be $iy duomeny. Parodyta, jog porfirinui sgveikaujant su atskirais
komponentais, fluorescencijos spektry forma keiciasi i§ gauso (arba varpo formos)
kreivés | du fluorescencijos maksimumus turinéig kreive (5 pav.). Tadiau lastelés
komponenty koncentracija, reikalinga poky¢iui j vieng ar kita pus¢ varijuoja nuo
labai dideliy (JSA — 0,375 mM, lipidy - 0,56 mM) iki gana mazy (3,75 M
MgCL).
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5 pav. TN-Et-PyP fluorescencijos spektras (Zadinant 423 nm bangos ilgio Sviesa). TN-Et-PyP
tirpalas PBS buferyje (OTx; = 0,1) titruojamas vis didéjancia pasirinkty Iastelés komponenty
koncentracija. Didesnés ryskios rodyklés rodo atitinkamy juosty intensyvumo kitimo kryptj,
mazesnés — smailés padéti. A - TN-Et-PyP tirpalas titruotas grynintos plazmidés DNR tirpalu,
moliniu santykiu porfirinas:NR = 1:0; 1:5; 1:10; 1:25; 1:50; 1:250 (kreivés 1-6). B - TN-Et-PyP
tirpalas titruotas NDS tirpalu, moliniu santykiu porfirinas:NDS = 1:0; 1:10; 1:50; 1:100; 1:250;
1:500 (kreivés 1-6). C - TN-Et-PyP tirpalas titruotas LPS tirpalu moliniu santykiu porfirinas:LPS
= 1:0; 1:0.5; 1:5; 1:10; 1:25; 1:50; 1:100 (kreivés 1-7). D - TN-Et-PyP tirpalas sumaisytas su LPS
tirpalu moliniu santykiu 1:10 ir titruotas MgCL tirpalu moliniu santykiu porfirinas:LPS:MgCl, =
1:10:0; 1::10:0.05; 1:10:0.5; 1:10:1; 1:10:5; 1:10:10; (kreivés 1-6). E - TN-Et-PyP tirpalas titruotas
lipidy tirpalu moliniu santykiu porfirinas:lipidai = 1:0; 1:5; 1:10; 1:22; 1:50; 1:250; 1:500; 1:1500
(kreivés 1-8). F - TN-Et-PyP tirpalas titruotas JSA tirpalu moliniu santykiu porfirinas:BSA = 1:0;
1:10; 1:50; 1:250; 1:500; 1:1000 (kreivés 1-6).
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Apibendrinant Siame skyriuje pateiktus duomenis, svarbu pazymeéti,
jog tirty lastelés komponenty buvimas aplinkoje modifikuoja TN-Et-PyP
molekuliy simetrijos kaitg skirtingais buidais. Neigiamo kriivio NDS, LPS bei NR
monomerizuoja katijoninio fotosensibilizatoriaus molekules, sudarydami su jomis
kompleksus, kuriy atsiradimas pasireiskia spektriniy porfirino savybiy (tokiy kaip
7,8 - 17 nm Soret juostos poslinkis j ilgabangg sugerties spektro sritj, porfiriny
monomerams biidingos fluorescencijos spektry formos su dviejomis raiSkiomis
juostomis atsiradimas) pokyciu. Tuo tarpu TN-Et-PyP saveika su JSA bei lipidais
labai nezymi, ta¢iau Q juosty skaiCiaus sumazéjimo nebuvimas sugerties
spektruose, neraiSkios smailés fluorescencijos spektruose bei faktas, jog
suzadinimo spektruose nevyrauja 563 nm smailé, leidzia daryti prielaida apie
kitokio pobudzio (galbiit susijusio su tirpiklio savybiy pasikeitimu) slopinantj
poveikj TN-Et-PyP simetrijos kaitai.

3.2. Fotosensibilizuota E. coli KMY1 lasteliy Ziitis

Siekiant apsvitinti gilesnius audiniy sluoksnius bei i§vengti Salutiniy
reiSkiniy, atsirandanciy dél stiprios audiniy sugerties matomojoje spektro dalyje,
fotodinaminéje terapijoje naudojami raudonos $viesos Saltiniai (A > 600 nm), nors
porfiriny grupei priklausantys junginiai stipriausiai sugeria 400 — 420 nm bangos
ilgio Sviesg. Tokio bangos ilgio Sviesa netinkama véziui gydyti dél nedidelés
skvarbos ] audinius, taciau galéty tikti pavirSiniy mikrobiniy infekcijy gydymui.
Atsizvelgiant | tai, kad trumpesnio bangos ilgio Sviesa charakterizuojama didesne
energija, Svitinimo periodas, reikalingas bakterijoms iSnaikinti, turéty buti daug
trumpesnis. Pradiniai tyrimai patvirtina, kad ap$vietus E. coli mélyna $viesa kai
terpéje yra porfirino, lastelés zuvo greiCiau nei apSvietus jas raudona ar zalia
Sviesa (Nitzan & Ashkenazi, 2001).

Tiriant E. coli KMY1 gyvybinguma paaiskéjo, kad net didziausia

naudota porfirino koncentracija (3,5 uM) nesukelia pastebimo gyvybingumo
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sumazéjimo kol Iastelés inkubuojamos tamsoje. Taciau jas Svitinant LED, kuriy
skleidziamos $viesos maksimumas yra 415 nm arba 400 nm, gyvybingumas

palaipsniui mazéja 6 eilémis (6 pav.).

N - 6 pav. E coli KMY1 gyvybingumas
04 fotosensibilizuojant bakterijas  skiertingomis
TN-Et-PyP koncentracijomis. Sviesos Saltinis
LED, kurio skleidziamos $viesos bangos ilgio

% maksimumas 415 nm, dozé 20 Jem?. (A-
41 lasteliy suspensija inkubuota su TN-Et-PyP
. tamsoje, O - lasteliy suspensija inkubuota su

TN-Et-PyP tamsoje ir Svitinta.).

Gyvybingumas, Ig(N/No*100%)

TN-Et-PyP koncentracija, uM

Didéjant TN-Et-PyP koncentracijai vis daugiau porfirino prisijungia
prie lasteliy tamsoje, tac¢iau jsotinimas nepasiekiamas net naudojant 3,5 uM

fotosensibilizatoriaus koncentracijg (7 pav.).

. O —neplauta
L §,6- wza1 plovimas
ES I 3 plovimai
b .Q 54 . .
5o 7 pav. TN-Et-PyP prisijungimas prie E.
DE 4 coli KMY 1 Igsteliy, 30min inkubuojant jas
gl“l; tamsoje su skirtinga fotosensibilizatoriaus
Fhola koncentracija.
=
1
2z 2] -
S Z
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@ TN-Et-PyP koncentracija, uM

Rezultatai rodo, kad dalis fotosensibilizatoriaus licka prisijungusi prie
lasteliy net praplovus jas buferiniu tirpalu 1-3 kartus. I$ to galima daryti prielaida,
jog TN-Et-PyP lokalizuotas gilesniuose iSorinés lastelés membranos sluoksniuose,
galblit LPS vidinés Serdies srityje, o teigiami pakaitai porfirino mezo padétyse
palengvina sgveika su neigiamomis LPS grupémis (4 ir 5 pav.).

23



3.3. Morfologiniai E. coli KMY1 lasteliy poky¢iai, fotosensibilizuojant jas
TN-Et-PyP

Ankstesni fotosensibilizacijos tyrimai parodé, kad Svitinimo metu
pazeidziami ir Iastelés apvalkalélis, ir citoplazmoje esantys baltymai bei genetiné
medziaga, taciau naudojant porfirininés struktiiros junginius, pirmose proceso
stadijose vyrauja apvalkalélio pazaidos (Wainwright, 1998; Jori & Coppellotti,
2007; Salmon-Divon ir kt, 2004). Besidalinancios lastelés bei ryskiis iSorinés
membranos kontiirai elektroninés mikroskopijos nuotraukose rodo, jog nei tamsoje
su TN-ET-PyP inkubuotos lastelés, nei lastelés, Svitintos be fotosensibilizatoriaus,
néra pazeidziamos (8 pav., A-C).

Svitinant Igsteles su 0,25 uM TN-Et-PyP (8 pav., D-G) paZeidziama
iSoriné bakterijy membrana, tai rodo neryskus $iy Iastelés daliy kontaras. Tikétina,
jog dél membranos pazaidy padidéja jos laidumas, be to, lastelés vidun patekus
fotosensibilizatoriaus molekuléms, pazaidy mastas iSsiplecia, jos mikrografijose
matomos kaip baltos démés Igsteliy viduje. Taip pat, pazeidus viding membrana,
vidinis lasteliy turinys viename i§ lastelés poliy sudaro didelés puslelés pavidalo
struktira, apsupta pazeista iSorine membrana (8 pav., F). Taciau Iasteliy
suformavusiy pusleles néra daug, ir tai gerai dera su nedideliu lasteliy
gyvybingumo sumazéjimu (6 pav.). Svitinant Iasteles su didesne (1 pM) TN-Et-
PyP koncentracija, stebimos abiejy membrany pazaidos, vidinio lasteliy turinio
iStekéjimas | aplinka sprogus susidariusiai piislelei (8 pav., H-J). Labai pazeisty

lasteliy padaugéja ir atitinkamai sumazéja bakterijy gyvybingumas.
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8 pav. TN-Et-PyP fotosensibilizuoty E. coli KMY1 lasteliy elektroninés mikroskopijos
nuotraukos. Bakterijos suspenduotos 0,1 M PBS (pH=7,3), galutiné jy koncentracija buferiniame
tirpale — 3x10° ksv/ml. Si suspensija 30 min inkubuojama tamsoje su tam tikromis TN-Et-PyP
koncentracijomis, méginius nuolat maiSant. Po to méginiai Svitinami LED, kurio skleidziamos
Sviesos bangos ilgio maksimumas yra 415 nm (3viesos dozé 20 J/cm?). A — Iastelés inkubuotos be
fotosensibilizatoriaus ir nesvitintos; B — lastelés inkubuotos tamsoje su 1 uM Tn-Et-PyP, bet
nesvitintos; C — lastelés $vitintos be fotosensibilizatoriaus; D, E, F, G — lastelés inkubuotos
tamsoje su 0,25 pM Tn-Et-PyP ir §vitintos; H, J — lastelés inkubuotos tamsoje su 1 uM Tn-Et-PyP
ir §vitintos. Juodos rodyklés rodo pazaidy vietg lasteléje.
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3.4. ISorinés ir vidinés membrany laidinimas fotosensibilizacijos metu

Apie padidéjusi membrany laiduma dazniausiai sprendziama pagal tam
tikry lastelés komponenty iStekéjima iS lastelés. Padidéjusi periplazminio fermento
Sarminés fosfatazés koncentracija lasteliy aplinkoje rodo iSorinés membranos
laidumo padidéjima, o padidéjusi PB-galaktozidazés koncentracija liudija vidinés
membranos vientisumo pazeidimus, kurivos lydi 260 nm bangos ilgio $viesa
sugerian¢iy junginiy iStekéjimas i§ lasteliy (Caminos ir kt, 2008). Didziaja Siy
junginiy dalj sudaro DNR ir RNR.

Yra zinoma, kad natrio dezoksicholatas skatina bakterijy lize, jei
iSoriné lasteliy membrana pazeista (Bengocheae ir kt, 1996; Rasul ir kt, 2010). Sis
procesas stebétas matuojant bakterijy suspensijos optinio tankio (sugerties)
pasikeitimus (kai A = 600 nm). Kaip matyti i§ 9 pav., lastelés inkubuotos su

skirtingomis Tn-Et-PyP koncentracijomis tamsoje beveik nelizuojamos.

21,07

o

£08 9 pav. [Sorinés E. coli KMY1 lasteliy
S /Hﬁ\-fi\% membranos vientisumo jvertinimas. ISorinés
3 0,6 \g\- membranos laidumas vertintas pagal optinio
L tankio arba sugerties (A = 600 nm) pokyti
‘T 0,44 —_ lizuojant lasteles natrio dezoksicholatu. m -
fz- /§/§] ° lastelés inkubuotos tamsoje su tam tikra TN-
0,2 \J/;/j Et-PyP koncentracija, 0 — lastelés inkubuotos
o tamsoje ir $vitintos su tam tikra TN-Et-PyP
200 . i , . koncentracija.

S0 1 2 3 4

& TN-Et-PyP koncentracija,uM

Svitinant E. coli KMY1 net su gana nedidelémis TN-Et-PyP
koncentracijomis (0,5 pM) lastelés lizuojamos beveik taip pat stipriai, kaip ir
paveikus jas 38,4 uM (arba 50 pg/ml) polimiksino B sulfato, kuris daznai
naudojamas iSorinei gramneigiamyjy lasteliy membranai suardyti. Deja, padidinus
fotosensibilizatoriaus koncentracija sugerties mazéjimas dél lasteliy lizés yra

kompensuojamas padidéjusiu su lasteliy komponentais sgveikavusio porfirino
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kiekiu, kuris patenka j aplinka Igstelei suirus ir sugeria tam tikra dalj §viesos. Sig
prielaida patvirtina spektroskopiniai tyrimai parodg, jog ir LPS, ir NR gali sudaryti
kompleksus su TN-Et-PyP (4-5 pav.).

Sickiant iStirti vidinés ir iSorinés membrany laidumo poky¢ius,
atsiradusius dél fotodinaminio poveikio, buvo stebimas periplazminés Sarminés
fosfatazés ir [-galaktozidazés, esandios nepazeistos lastelés citoplazmoje,
fermentinio aktyvumo kitimas bei baltymy ir medziagy (daugiausiai NR),
sugerian¢iy 260 nm bangos ilgio Sviesa, iStekéjimas i$ lastelés (10 pav., A-C).
Gauti duomenys rodo, jog nei Sarminés fosfatazés, nei p-galaktozidazés
fermentiniai aktyvumai terpéje nesustipréja, taCiau jie abu palaipsniui silpnéja

lasteliy frakcijoje.
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10 pav. E. coli KMY1 lasteliy vidinés ir iSorinés membrany vientisumo tyrimai. ISorinés
membranos laidumas vertinamas pagal periplazminés Sarminés fosfatazés istekéjima i§ lastelés
(A). Vidinés membranos laidumas nustatomas pagal citoplazminés B-galaktozidazés (C) bei 260
nm bangos ilgio $viesa sugerian¢iy medziagy (daugiausia NR) istekéjima i§ lastelés (D). Baltymy
kiekio lasteliy viduje ir terpéje pokycCiai rodo abiejy membrany pazaidas. Bakterijos
suspenduojamos 0,1 M PBS (pH=7,3) buferiniame tirpale (koncentracija 3x10® ksv/ml) ir
inkubuojamos 30 min tamsoje su skirtinga TN-Et-PyP koncentracija. Po to dalis méginiy
Svitinama LED, kurio skleidziamos $viesos bangos ilgio maksimumas yra 400 nm ($viesos dozé
20 J/em?). Siekiant nustatyti fermentinj aktyvuma lasteliy viduje, jos ardomos ultragarsu. (A —
supernatantas gautas nucentrifugavus nesvitintas bakterijy lasteles, * - supernatantas gautas
nucentrifugavus $vitintas bakterijy Iasteles, m — nesvitintos bakterijy lastelés, o - Svitintos bakterijy
lastelés).

Taciau svarbu pazyméti, jog B—galaktozidazei iSveiklinti reikia daug
didesniy TN-Et-PyP koncentracijy nei Sarminei fosfatazei. Be to, didinant
fotosensibilizatoriaus koncentracija, i aplinka iSteka vis daugiau medziagy,
sugerian¢iy 260 nm bangos ilgio Sviesa bei baltymy (10. pav. B, D), o tai

vienareikSmiskai parodo palaipsnj abiejy membrany laidumo didéjima.
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3.5. TN-Et-PyP fotodinaminis poveikis vidinés membranos funkcijoms.

Membranos jtampos (11 pav.) bei lasteliy kvépavimo efektyvumo
matavimai (12 pav.) leidzia spresti apie bakterijy vidinés membranos fiziologing
bliseng. Membranos jtampa sukuria efektyvi kvépavimo grandinés, o atskirais
atvejais ATPazés veikla, dél kurios lastelés vidus jgauna neigiama krivi, kuris
traukia indikatorinius tetrafenilfosfonio jonus (TPP). Lipofilinés struktiiros TPP"
jonai lengvai difunduoja per lipidines membranas, o jy srautai i lasteles ir i§ jy
registruojami TPP" jonams jautriais elektrodais. Tadiau dél neigiamo kravio LPS
molekuliy  iSoriné  bakterijy membrana sukuria barjera, neleidziantj
indikatoriniams jonams patekti j lasteles. Si klifitis i$nyksta naudojant EDTA, kuri
destabilizuoja LPS ir pralaidina iSorine membrang. Nedidelés TPP* jony dalies
pasyvus (nuo membranos jtampos nepriklausomas) susiriSimas su lgstelémis
trukdo matavimy tikslumui, todél vidiné membrana depoliarizuojama polimiksino

B sulfatu norint jvertinti pasyviai prisijungusiy jony kiekj.
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11 pav. E. coli KMY1 membranos jtampos pokyciai fotosensibilizuojant Iasteles pasirinktomis
TN-Et-PyP koncentracijomis (A — neSvitintos lastelés, B — Svitintos lastelés). Bakterijos
suspenduojamos 5 ml 0,1 M Tris-HCl, (pH=8,0) buferiniame tirpale (galutin¢ lasteliy
koncentracija 3x10° ksv/ml). Svitinama tiesiogiai termostatuotose matavimo kiuvetése, kartu
matuojant ir membranos jtampg. Sviesos 3altinis LED, skleidziantis $viesa, kurios bangos ilgio
maksimumas 400 nm ($viesos dozé 20 J/cm?). Tuo pat metu matuojama lgsteliy inkubuojamy su
fotosensibilizatoriumi tamsoje membranos jtampa. 1 kreivé - 0 pM TN-Et-PyP; 2 kreivé — 0,1
uM; 3 kreive — 0,25 uM; 4 kreive — 0,5 pM; 5 kreive - 1 uM.
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Tamsoje su TN-Et-PyP inkubuoty lasteliy membranos jtampa keiciasi
neZymiai ir tai rodo, jog vidinés Igsteliy membranos vientisumas ar baltymai-
membranos jtampos generatoriai — dar nepazeisti (11 pav., A). Svitinant méginius
su skirtingomis porfirino koncentracijomis, jtampa palaipsniui iSnyksta (11 pav.,
B). Tai rodo vidinés membranos pazaidas, taciau kyla klausimas, ar pazeidziamas
membranos vientisumas ar baltymai — jtampos generatoriai. Siekiant atsakyti j §j
klausimg, buvo matuotas lgsteliy kvépavimo efektyvumas fotosensibilizacijos
metu.

Tamsoje su fotosensibilizatoriumi inkubuoty lasteliy deguonies

suvartojimo greitis kito labai nezymiai (12 pav., A).
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12 pav. E. coli KMY1 deguonies sunaudojimo grei¢io pokyciai fotosensibilizuojant
lasteles pasirinktomis TN-Et-PyP koncentracijomis (A — neSvitintos lastelés, B —
Svitintos lastelés). Po fotosensibilizacijos bakterijy lastelés praskiedziamos 0,1 M Tris-
HCl (pH=8,0) buferiniu tirpalu iki galutinés ~6x10" ksv/ml lgsteliy koncentracijos
matavimo kiuvetéje. Matavimo metu j kiuvet¢ dedama 0,002 M DNF ir 0,1 M gliukozés.
1 kreivé - 0 uM TN-Et-PyP; 2 kreivé — 0,1 uM; 3 kreive — 0,15 uM; 4 kreivé — 0,25 uM;
5 kreivé — 0,5 uM; 6 kreivé - 1 uM; 7 kreiveé -2,5 uM.

Svitinant lasteles deguonies suvartojimo greitis palaipsniui mazéja
fotosensibilizatoriaus koncentracijai didéjant (12 pav., B). Svarbu atkreipti démesj
i tai, jog net maziausios TN-Et-PyP koncentracijos neveikia kaip skyriklis, todél

tikétina, kad kvépavimo grandinés baltymy pazaidos yra pagrindiné fotodinaminio
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poveikio pasekmé, o membranos laidumas yra antrinis jvykis, pasireiSkiantis

gauséjant lasteliy pazaidoms.
REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe naudotas porfirinas TN-Et-PyP priklauso katijoniniy
porfiriny grupei. Ne kartg buvo jrodyta, kad Sios grupés junginiai yra veiksmingi
fotosensibilizatoriai (Merchat ir kt, 1996; Jori & Coppellotti, 2007; Caminos ir kt,
2008; Dai ir kt, 2009; Maish ir kz, 2010), veikiantys pavienes bei biofilmus
sudarancias, antibiotikams atsparias gramteigiamasias ir gramneigiamasias
bakterijas, grybus, virusus bei parazitinius pirmuonis (Merchat ir kz, 1996; Reddi
ir kt, 2002; Kassab ir kt, 2002; Cormic ir kt, 2009; Smijs & Pavel, 2011).
Gramneigiamosios bakterijos dél sudétingo lasteliy apvalkalélio bei iSorinés
membranos nepralaidumo medziagoms, kuriy dydis vir§ija 600 Da, pasizymi
santykinai didesniu atsparumu jvairioms antimikrobinéms medziagoms nei
paprastesnés  struktliros gramteigiamosios bakterijos. Geriausiai iStirtas
gramneigiamyjy bakterijy atstovas E. coli yra populiariausias fotobiologiniy
tyrimy objektas (Usatcheva ir kt, 2001; Lazzeri ir kt, 2004; Scalise & Durantini,
2005; Banfi ir kt, 2006; Hussain ir kt, 2006; Tegos ir kt, 2006b; Rossoni ir kt,
2010).

Veikiant E. coli bakterijas TN-Et-PyP, paaiskéjo, jog nesant §viesos,
net pati didziausia naudota porfirino koncentracija (t.y., 3,5 uM) nesukelia nei
lasteliy gyvybingumo sumazéjimo, nei ryskiy jy struktiiros bei apvalkalélio
funkcijy pokyc¢iy. Kita vertus, fotosensibilizatoriaus prisijungimo prie lasteliy
duomenys (7 pav.) rodo, jog TN-Et-PyP kaupiasi apvalkalélio iSorinéje dalyje, ir
sagveika su pavirSiniais komponentais tokia stipri, jog net praplovus lasteles
buferiniu tirpalu 1-3 kartus, vis dar nemazai porfirino molekuliy pasiliecka prikibg

prie apvalkalélio (atitinkamai nuo 50% iki 20% lyginant su pradiniu prisijungusio
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dazo kiekiu). Sie duomenys leidzia manyti, jog net tamsoje TN-Et-PyP gali
sgveikauti su bakterijy apvalkaléliu, pvz., su neigiamo kriivio grupémis
lipopolisacharidy molekulése. Modeliniy sistemy, skirty porfirino sgveikai su
lasteliy komponentais tirti, spektriné analizé patvirtina, jog TN-Et-PyP sudaro
kompleksus su LPS ir jy sgveika yra elektrostatinés prigimties (4-5 pav.).
Nepaisant to, kad S§i analizé nepatvirtina nei sgveikos su trimis pagrindiniais
bakterijy membranoms budingais fosfolipidais, nei su baltymais, tokiy saveiky
buvimo negalima atmesti, nes modelinés sistemos nevisiskai atspindi situacija
gyvose lastelése. Nagrinéjant modelines sistemas neatsizvelgiama | tokius
veiksnius kaip membranos jtampa, kuri gali turéti reikSmés fotosensibilizatoriaus
prisijungimui prie apvalkalélio pavirSiaus (Engelman ir k7, 2007). Be to darbe
naudotas JSA negali atstovauti visiems lastelés baltymams, tarp jy ir porinams,
kurie dél kiivj turiniy aminoriigsciy galbtit galéty jtakoti stipresnj TN-Et-PyP
prisijungima.

Remiantis minétais pastebéjimais, tikétina, kad pradiniai E. coli
fotosensibilizacijos vyksmai prasideda netoli iSorinés bakterijos membranos.
Vienlypis (singuletinis) deguonis yra pagrindinis gretimas molekules oksiduojantis
junginys, susidarantis Svitinant porfirininés kilmés junginius deguoningje
aplinkoje (Moan, 1990; Foote, 1991). Jis islieka chemiskai reaktyvus gana trumpa
laikg ir gali difunduoti palyginus netoli nuo susidarymo vietos (~ 0,1 um) (Moan,
1990), todél paprastai manoma, kad pirmiausiai pazeidziamos tos biomolekulés,
kurios atsiduria greta fotosensibilizatoriaus molekuliy. Elektroninés mikroskopijos
nuotraukos aiSkiai parodo, kad apSvitinus bakterijas su 0,25 uM TN-Et-PyP
pirmiausiai pazeidziamas iSorinés membranos vientisumas, kuris matomas kaip
iSorinés membranos kontiiry ry$§kumo praradimas (8 pav., D-G). Sis pastebéjimas
sutampa su kity autoriy gautais rezultatais (Nitzan ir k¢, 1992; Spesia ir kt, 2009).
Kai kurie i§ jy pastebi nedideliy paisleliy susidaryma bakterijy pavirSiuje Svitinant

lasteles su Zn (II) ftalocianinu: jy atsiradimas aiSkinamas atsaku | stiprig
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membranos baltymy oksidacija. Svitinant E. coli lasteles su TN-Et-PyP, pastebimi
vidiniy lastelés struktiiry pazeidimai, kurie atsiranda dél fotosensibilizatoriaus
molekuliy bei fotosensibilizacijos metu susidaranciy reaktyviy deguonies formy
patekimo | periplazma bei citoplazma (8 pav., D, G). Be to, viename i$ lasteliy
poliy susiformuoja didelé piislelés pavidalo struktiira (8 pav., F): manome, kad ji
pripildyta pazeisty vidiniy lastelés komponenty. Padidinus porfirino koncentracija
iki 1 uM, stebimas Sios pislelés suirimas ir vidiniy lgstelés komponenty
iStekéjimas  aplinka, bakterija zusta (8 pav., H-J).

Prarandus iSorinés membranos vientisuma (8 pav.), o kartu padidéjus ir
fotosensibilizatoriaus koncentracijai lastelés viduje, pazaidy pagauséja, pvz.,
iSveiklinami zinomi periplazmos ir citoplazmos Zymenys — Sarminé fosfatazé bei
B-galaktozidazé. Tikétina, jog Sie fermentai praranda aktyvuma dar biidami
lastelés viduje, nes bakterijas supancioje aplinkoje padidéjusiy jy aktyvumy
nepastebime (10 pav., A, C). Be to palaipsniui silpnéja ir vidinés membranos
funkcijos: mazéja ir visai iSnyksta membranos jtampa (11 pav.), sutrinka
kvépavimo grandinés veikla (12 pav.). Membranos jtampa priklauso nuo vidinés
membranos vientisumo ar (tam tikrais atvejais) S$ios jtampos generatoriy:
kvépavimo grandinés bei ATPazés fiziologinés biisenos. Anksé¢iau buvo parodyta,
kad oksidacinio fosforilinimo baltymai yra jautriis mezo-tetra(N-metil-4-piridilo)
porfino fotosensibilizaciniam poveikiui, ta¢iau ATPazés transmembraniniai
segmentai apsaugoti labiau nei NADH dehidrogenazé, todél ATPazé daug
atsparesné oksidavimui (Valduga ir kz, 1999). Svitinant E. coli su skirtingomis
TN-Et-PyP koncentracijomis, deguonies suvartojimo greitis mazéja tiesiog
proporcingai fotosensibilizatoriaus koncentracijos didéjimui, o tai liudija apie vis
gauséjancias membranos jtampos generatoriy pazaidas. J[domu, kad net naudojant
mazas porfirino koncentracijas, nestebimas padidéjes deguonies suvartojimas,
kuris rodyty vidinés membranos vientisumo pazeidimus ir jy sukelta protony

gradiento sumazéjima, kurj lastelés stengtysi kompensuoti. Sie pastebéjimai
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leidzia daryti iSvada, jog kvépavimo grandinés baltymai pazeidziami anksciau, nei
atsiranda vidinés membranos nevientisumas.

Didinant TN-Et-PyP  koncentracija, membrany vientisumas
pazeidziamas taip stipriai, kad i$ lastelés jau gali iStekéti nukleortigStys, baltymai
bei kitos 260 nm bangos ilgio Sviesa sugeriancios medziagos (10 pav., D),
liudijancios bakterijy ziitj ir juy lasteliy suirima. Spektriniai duomenys patvirtina,
jog katijoninis porfirinas TN-Et-PyP gali sudaryti kompleksus su neigiamomis
nukleorfig§timis, tai pasireiSkia Soret juostos poslinkiu ilgabangés spektro srities
kryptimi bei fluorescencijos spektro formos poky¢iu (4-5 pav.). Remiantis dideliu
Soret juostos poslinkiu (17 nm) bei sugerties intensyvumo maz¢jimu (41%) biity
galima daryti prielaida, kad TN-Et-PyP jsiterpia j nukleorfigstis, juo labiau, kad
panasus saveikos biidas jau nustatytas giminingam porfirinui TMPyP (Sari ir kt,
1990; Munson & Fiel, 1992). Taciau taip teigti biity Siek tiek per drasu, nes
izobestinio tasko nebuvimas sugerties spektre gali rodyti kiek sudétingesnj
sgveikos poblid] arba papildoma saveika su preparate esanciomis RNR
priemaiSomis. Galutinai nustatyti sgveikos rii§j galéty padéti tik ziedinio
dichroizmo tyrimai.

Sio darbo rezultatai leidzia sukurti tetrakatijoninio porfirino sukeltos

E. coli lasteliy fotoziities modelj susidedant; i§ keletos etapy:
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TN-Et-PyP prisijungimas prie E.coli iSorinés
membranos (pvz., prie LPS)

$vitinimas 400-415 nm bangos
ilgio Sviesa

ISorinés membranos modifikavimas

padidéjes iSorinés membranos
laidumas

Porfirino patekimas j periplazmg/citoplazmg

ﬂ $vitinimas 400-415 nm bangos
ilgio Sviesa

Fermenty aktyvumo praradimas, membranos
jtampos iSnykimas/ kvépavimo grandinés
veiklos sutrikimas

vidulastelinés organizacijos
suardymas

Vis didéjantis bakterijy apvalkalélio laidumas

260 nm Sviesg sugerianciy
medziagy iStekéjimas iS 1asteliy

E. coli zitis
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ISVADOS

1. Buferiniame ir etanoliniame tirpaluose TN-Et-PyP molekuliy simetrija
keiciasi i§ D2b j D4b, taciau etanoliniame tirpale §i konversija létesné.

2. Katijoninis TN-Et-PyP buferiniame tirpale sudaro kompleksus su
nukleortigStimis ir lipopolisacharidais, §i sgveika yra elektrostatinés
prigimties.

3. E. coli apvalkalélis yra pralaidinamas $vitinant bakterijas su TN-Et-PyP.

4. Svitinant bakterijas su didéjan¢iomis TN-Et-PyP koncentracijomis, $arminé
fosfatazé ir P-galaktozidazé yra iSveiklinamos lasteliy viduje, taciau -
galaktozidazés aktyvumui nuslopinti reikia didesniy TN-Et-PyP

koncentracijy.

5. Fotosensibilizacijos metu pazeidziamos apvalkalélio funkcijos: sumazéja
membranos jtampa bei sutrinka kvépavimo grandinés veikla.
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SUMMARY

Since the development of multidrug resistance in pathogenic bacteria
is putting the future utilization of antibiotics under certain doubt, photodynamic
antibacterial chemotherapy becomes more and more promising technique for
combating the infectious diseases. The compounds belonging to phenothiazine,
phthalocyanine and porphyrin classes have been reported to be most promising
antimicrobial chemotherapeutic agents used in photosensitized inactivation of
microbial cells. However, Gram-negative bacteria due to complex structure of
their envelope are efficiently eradicated only using photosensitizer together with
outer membrane permeabilizer or applying the cationic derivatives of the dyes.

In this work we analysed the photodynamic action of the tetra-cationic
photosensitizer tetrakis(N-ethylpyridinium-4-yl)porphyrin tetratosylate (TN-Et-
PyP) on integrity and functions of E. coli KMY1 cell membranes in order to
replenish the existing hypothetical photosensitization mechanism. This work
revealed that porphyrin TN-Et-PyP is interacting with such cellular components as
lipopolysacharides which increases the possibility to inflict photodynamic damage
to the cell envelope. Applying gradually increasing concentrations of
photosensitizer the damage is inflicted to the outer membrane and results in higher
permeability of the membrane, inactivation of the periplasmic alkaline
phosphatase and a cytoplasmic B-galactosidase, though these activities have not
been noticed to increase outside the cells, suggesting that inactivation of the
enzymes probably occurs in inner cell districts. Increase of the photosensitizer
concentration also correlates with inactivation of respiratory chain and drop in
plasma membrane voltage. Since uncoupling effect is not seen even irradiating
cells with the lowest TN-Et-PyP concentration used, it can be presumed that
inactivation of the proteins residing in the membranes is the primary effect of TN-
Et-PyP mediated photosensitization, whereas increased permeability is a result of
subsequent amplification of photodamage in the cells. The big vesicle full of inner
components is formed in one of the cell poles as the degree of photosensitized
damage is increasing. The vesicle disruption has fatal consequences for the
bacterial cells and inner components such as proteins and nucleic acids, absorbing
the light of 260 nm are released into the media.
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