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SANTRUMPOS

BLM — dvisluoksné lipidiné membrana;

SAM - savitvarkis monosluoksnis;

sBLM — ploks§tuminé dvisluoksné lipidiné membrana;

tBLM — imobilizuota dvisluoksné lipidiné membrana;

PTFs — poras formuojantys toksinai;

a-HL — a—hemolizinas i§ Staphylococcus aureus,

PA — juodliges toksino komponentas — apsauginis antigenas;

EF — juodligés toksino komponentas — edemos faktorius;

LF — juodligés toksino komponentas — letalinis faktorius;

AL — Alzhaimerio liga;

APP — amiloido pirmtako baltymas;

BACE — B-sekretaze;

AP — amiloidas f3;

HFIP — heksafluorizopropanolis;

DOPC — 1,2-dioleoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidicholinas;

DPhPC — 1,2-difitanoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidilcholinas;
POPC — 2-oleoilo-1-palmitoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidicholinas;
DOPE - 1,2-dioleoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidiletanolaminas;
OPPC — 1-oleoil-2-palmitoilo-sn-glicerolio-3-fostidilfocholinas;
DecoPC — 1,2-Dieikozonoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidilcholinas;
DOPE-LR - 1,2-dioleoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidiletanolamino-N-(lizamino
rodamino B sulfonilas) (amonio druska);

DOPE-NDB - 1,2-dioleoilo-sn-glicerolio-3-fosfotidietanolamino-N-(7-nitro-2-
1,3-benzoksadiazolio-4-ilas) (amonio druska);

CHO-NBD -  25-[N-[(7-nitro-2-1,3-benzoksadiazoli-4-yl)metil]Jamino]-27-
norcholesterolis;

PS — fosfotidilserinas;

PC — fosfotidicholinas;

PE — fosfotidietanolaminas;

PI — fosfotidilinozitolis;

CHO - cholesterolis;

Cer — cerebrozidas;

SM — sfingomielinas;

L. — lipidy kristaliné fazé;

Lg — lipidy geliné faze;

L, — lipidy skysta kristaliné faze;

CDC — nuo cholesterolio priklausomi citolizinai;

PFO — perfingolizinas;

VLY - vaginolizinas;

ADDL — tirptis A4, difuziniai ligandai;

WC14 — 20-tetradeciloksio-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano-1-
tiolas;



HC18 — Z 20-(Z-oktadeko-9-eniloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetrakont-
31-eno-1-tiolis;

FC16 — 29-heksadecyloksio-3,6,9,12,15,18,21,24,27,31-
dekaoksaheptatetrakontano-1-tiolis;

BME — B-merkaptoetanolis;

PEG — polietilenglikolis;

EIS- elektrocheminio impedanso spektroskopija;
U — jtampa, V;

I — stipris, A;

R —varza, Q;

C — elektriné talpa, F;

AC — kintama sroveé;

Z — impedansas, Q arba Q*cm?;

¢ — postimio kampas;

o — daznis, iSreikStas rad/s;

¢ — dielektriné skvarba;

g9 — santykine dielektriné skvarba;

CPE — pastovios fazés elementas, F arba F/cm?;
o — pastovios fazés elemento laipsnio rodiklis;

Z — impedanso reali komponent¢;

Z" — impedanso menama komponent¢;

j — menamasis vienetas.

Y — admitansas arba laidumas, S arba S*cm™;

Y — admitanso reali komponenté¢;

Y “— admitanso menama komponenté¢;

Ea — aktyvacijos energija, kJ/mol;

FCS — fluorescencijos koreliacijos spektroskopija;
Tp— lateralinis difuzijos laikas, ms;

D — difuzijos koeficientas, p,mz/ S;

G (1) — savaimings koreliacijos funkcija;

DLS — dinaminé $viesos sklaida;

CD — apskritiminis (Ziedinis) dichroizmas;

AJM — atominés jégos mikroskopija;

SDG — suminio daznio generacija;

wsp— Generuojamas suminio daznio signalas
®ys — matomos srities kaupinimo spindulys;
or — infraraudonosios srities kaupinimo spindulys;



IVADAS

Lastelés plazminés membranos yra sudétingos sistemos, o jy tyrimai yra
svarbiis tiek medicinoje, tieck molekulinéje biologijoje, tiek fiziologijoje, taip
pat ir lastelés biologijoje bei biochemijoje. D¢l sudétingos biologiniy
membrany struktiiros, tiriant jas ir jose vykstancius reiSkinius, buvo sukurti
jvairiis Igsteliy membrang modeliuojantys dariniai: liposomos (vezikulés),
juodosios lipidinés membranos ir dvisluoksnés lipidinés membranos,
suformuotos ant kiety pavirSiy. Dirbtinés, pavirSiuje imobilizuotos
dvisluoksnés fosfolipidinés membranos (angl.: Tethered bilayer lipid
membrane, tBLM) pastaruoju metu itin aktyviai tyrin¢jamos daugelyje
pasaulio laboratorijy. Jos naudojamos kaip stabiltis fosfolipidinés membranos
modeliai jvairiems biologiSkai svarbiems procesams tirti, bei potencialios
matricos naujos kartos biosensoriams, veikiantiems poras formuojanciy
polipeptidy pagrindu (Bayley ir Cremer, 2001). Sio darbo tyrimams pasirinktas
biitent tBLM modelis, turintis joninj rezervuarg tarp pavirsiaus ir fosfolipidinio
dvisluoksnio, bei pasizymintis lateraliniu fosfolipidy mobilumu. Be to, tBLM
pasizymi dideliu stabilumu ir yra patogi eksperimentiné platforma jvairiems
lasteliniy procesy tyrimams: receptoriy funkcionalumo, fermenty aktyvumo,
transmembraniniy baltymy jterpimo. Disertacijos darbe bus aptartos tBLM
sukiirimo  ir iSvystymo galimybés, bei Siy modeliy pritaikymas baltymy
(peptidy) jterpimui, jy detekcijai ir funkcijos tyrimuose. tBLM bus
analizuojamos  ir  charakterizuojamos  elektrocheminio = impedanso
spektroskopija (EIS), fluorescentine koreliacine spektroskopija (FCS) bei
fluorescentine mikroskopija.

Bakteriniai poras formuojantys toksinai (PFTs) — tai galingas gamtos
biologinis ginklas. Infekcijos metu jie formuoja poras membranoje ir taip
sutrikdo naturalig lgstelés homeostaze, suardo pralaidumo barjerg, inhibuoja
specifinius procesus ir galy gale sukelia lasteliy Zitj. Siame darbe tyrin¢jami
trys toksinai — tai a-hemolizinas (o-HL), kuris yra vienas geriausiai iStirty,

stipriai  pazeidzian¢iy fosfolipidinés membranos integraluma, poras
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formuojantis toksinas sekretuojamas Staphylococcus aureus. Kraujotakoje a-
hemolizinas atakuoja eritrocity membranas ir sukelia jy lize, inicijuodamas
uzdegiminiy procesy kaskadas; Juodligés toksinas (PAg;) — tai taip pat poras
formuojantis toksinas, sekretuojamas Bacillus anthracis, sukeliantis bendra
organizmo intoksikacija; Vaginolizinas (VLY) — nuo cholesterolio
priklausomas citolizinas sekretuojamas Gardnerella vaginalis, kurio pasekoje
pasireiSkia bakteriné vaginozé¢. PTFs poveikis yra tiesiogiai susijgs su
fosfolipidinés membranos ir toksino sgveika. Darbe bus parodytos galimybés
detektuoti toksinus, naudojant fosfolipidy dvisluoksnius, bei tirti membrany ir
toksiny saveika, pasitelkiant EIS metoda.

Alzhaimerio liga (AL) yra dazniausia progresuojanti neurodegeneraciné
vyresnio amziaus asmeny liga, kuri pasireiSkia mastymo (suvokimo) ir
atminties sutrikimais, ryskiais asmenybiniais bei psichinés biisenos pokyciais.
Ligos metu yra pazeidziamos ir, progresuojant ligai, mirSta smegeny dalies,
susijusios su mastymu bei atmintimi, lastelés. Alzhaimerio ligos patogeneze
siejama su Dbaltymo pB-amiloido (AB;4;) savaiminio susiorganizavimo |
skirtingas virSmolekulines struktiiras: netirpias fibriles, protofibriles ir tirpius
oligomerus ir jy kaupimysi smegeny audiniuose, bei vienas i
neurotoksiSskumg, paveikianc¢iy veiksniy — tiesioginé¢ sgveika su neurony
membrana. Siame darbe buvo tiriami galimi veiksniai, kurie molekuliniame
lygyje gali biiti susij¢ su biocheminiais ir biofizikiniais reiSkiniais,
iSSaukianciais ar skatinanciais Alzhaimerio ligg. Tam buvo pasitelkiami jvairiis
strukttiriniai bei spektroskopiniai metodai (FCS, atominés jégos mikroskopija

(AJM), EIS, suminio daznio generacija (SDQ) ir kiti).

Darbo tikslas ir uzdaviniai:

Sio darbo pagrindinis darbo tikslas - sukurti ir charakterizuoti pavirsiuje
imobilizuotus fosfolipidinius dvisluoksnius (tBLM), imituojancius lgsteliy
membranas bei panaudoti juos baltymy veikimo tyrimuose. Darbe yra

sprendziama eilé biocheminiy, biofizikiniy bei spektroskopiniy tyrimy
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uzdaviniy, kurie skirti pagrindinio disertacijos darbo tikslo jgyvendinimui.
Pagrindiniai uzdaviniai yra Sie:

* Sukurti biologiSkai tikroviskas tBLM baltymy (peptidy) poveikio
membranoms tyrimams.

* [terpti poras formuojanciy toksinus — a-hemolizino, juodligés toksino,
bei vaginolizino savaiminj j tBLM ir nustatyti elektrocheminius
dirbtiniy fosfolipidy membrany pazaidos pozymius.

* IStirti amiloidiniy (AP;.4) dariniy funkcijos ir struktiros ypatybes,
leidziancias identifikuoti ir charakterizuoti toksiSkuosius oligomery
variantus.

* [stirti tirpiy AP,.4 oligomery saveika su tBLM ir fosfolipidinés

membranos pazaidos mechanizma.
Sprendziamos mokslo problemos aktualumas ir naujumas

PavirSiuje imobilizuotosios membranos yra sudétingos molekulinés
architektiiros sistemos, atveriancios galimybes sukurti naujos kartos
biosensorius bei lgstelés membranos modelius. Idealtis lgstelés membranos
modeliai, tam kad jie biity tinkami baltymy jterpimui ir jy tyrimams, turi
pasizyméti savaiminiu ilgalaikiSkumu, fosfolipidy judrumu ir tam tikra
architektiira, pritaikoma pavirSinei analizei. Todé¢l vienas pagrindiniy §io darbo
tiksly — tai eukariotiny lasteliy ar organeliy membrang imituojancios naujos
tBLM sukiirimas ir jos i§vystymas, bei charakterizavimas. Siame darbe, tBLM
konstravimui, panaudojome unikalius, miisy uzsienio partnerio dr. D.Vanderah
(NIST, Gaithersburg) susintetintus, bioimituojancius tiolipidinius junginius ir
ju kiekius, kurie Siose sistemose atliecka membranos fiksavimo pavirSiuje
funkcija. Nuo jy, kaip matysite, priklauso suformuoty membrany elektrinés
savybés ir fosfolipidy judrumas. Tikroviskos aplinkos sukiirimui yra biitinas
fiziologiskai artimos tBLM suformavimas, todél iSvystéme metoda, kuriuo yra

modifikuojamos membranos, jterpiant svarbius, etanolyje netirpius, lipidinius
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komponentus. Modifikavimas remiasi tiesiogine sgveika tarp vezikuliy ir
imobilizuotyjy membrany.

Poras formuojanciy bakteriniy toksiny poveikis yra tiesiogiai susijes su
lasteliy membranos ir baltymo (polipeptido) molekulés saveika. Saveikos
pobidis gali biiti jvairus, specifinis arba nespecifinis. Taigi, fosfolipidy ir poras
formuojanciy toksiny sgveikos molekulinio lygio mechanizmo supratimas yra
biitinas, norint detektuoti toksinus bei sukurti efektyvius antitoksinio veikimo
preparatus. Siame darbe panaudodami EIS metoda, detektavome ir
analizavome tBLM saveikg su poras formuojanciais toksinais: a-HL, juodligés
toksinu ir mazai tirinétu, nuo cholesterolio priklausomu citolizinu — VLY. Nuo
cholesterolio priklausomo vaginolizino atveju, membranos pazaida buvo
stebima, varijuojant cholesterolio kiekiu membranoje ir gauta apatiné toksino
detekcijos riba 5,8 nM, kuri yra palyginama su hemolitiniais testais gautaja.

Daugelis neurodegeneraciniy ligy tokiy kaip Alzhaimerio, Parkinsono,
Hangtintono, prioniné ir Soniné amiotrofiné¢ sklerozé pasizymi bendru
lasteliniu ir molekuliniu patogenezés mechanizmu, kuris siejamas su
abnormaliy baltymy agregacija ir struktiiros praradimu, netobula degradacija ir
keletu biocheminiy virsmy ir procesy: oksidaciniu stresu ir laisvy radikaly
formavimu; mitochondrijos disfukcija ir DNR pazaida; ir kt. (Jellinger, 2009).
Nors §i tyrimy sritis yra labai aktuali dél pasaulinio vidutinio gyventojy
amziaus ilgéjimo ir joje dirbama labai aktyviai, vis dar Alzhaimerio ligos
anktyvasis patogenezés mechanizmas, kuris siejamas su A4, agregacija, néra
suprastas ir daugelis klausimy yra dar neatsakyti: kokios struktiiros ir
konformacijos agregatai yra patys neurotoksiskiausi? Kodel vienos formos
amiloidiniai dariniai sgveikauja su fosfolipidine membrana, kitos ne? Kokie
baltymy ar fosfolipidiniy membrany komponenty struktiriniai skirtumai
jitakoja sukeliamas neurony pazaidas? Kokiu mechnizmu vyksta fosfolipidinés
membranos pazeidimas (dielektrinis, joninis, elektrinis ar ligandy-receptoriy
valdomas)?

Atsizvelgiant | tai, pirmiausia darbe buvo tiriami jvairiis molekulinio

lygio veiksniai, veikiantys A4, peptidy oligomerizacijg, susidarant
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patogeniSkiems A4, agregatams. Darbe pasitlyti pavirSiniai (AJM, IR) ir
turiniai (FCS, DLS, CD) metodai, pilnai jvertino nezymius struktirinius ir
morfologinius AP;.4 agregaty pokycius, priklausomus nuo paruoS$imo
protokoly. Tokiu biidu nustatéme reikSminga rySj tarp AP; 4> oligomeriniy
daleliy dydzio ir jy neurotoksiSkumo. Suminio daznio generacijos
spektroskopijos pagalba parodéme, jog APi4 oligomerai ir fibrilés
adsorbuojasi oro/vandens faziy riboje orientuotoje formoje, taigi, generuoja
stiprius vibracinius signalus, spektrinius Zymenis, kurie gali biiti panaudojami
toksiSkyjy oligomery detekcijai. Antra, detektavome sgveika tarp toksisky,
gerai charakterizuotos sudéties ir morfologijos, A4, oligomery ir tBLM,
varijuodami fosfolipidine sudétimi. EIS pagalba, darbe parodyta, jog ABi.4
oligomerai pazeidzia dielektrinj fosfolipidiniy membrany integraluma, bet
veikimo mechanizmas, lyginant su poras formuojanciais toksinais, skiriasi.
Nustatéme, jog AP;4 oligomerai pasizymi afiniSkumu fosfolipidinéms
membranoms, turin¢ioms sfingomielino. Sujunge visus biocheminius,
biofizikius ir spektroskopinius metodus, radome svarbig sgsajg tarp agregaty
dydzio, neurotoksiskumo, membranos lipidinés sudéties ir suriSimo jégos.

IS esmés, disertacijos darbas apima platy spektrg taikomy
tarpdisciplininiy metody, kuriy panaudojimas uztikrino pagrindiniy darbo

tiksly jgyvendinima.

Ginamieji disertacijos teiginiai

1. tBLM geometrija, elektrinés savybés, defektiSkumas, lateralinis
fosfolipidy judrumas, bei funkcinio baltymy ijterpimo galimybés
priklauso nuo molekulinio inkaro, naudojamo dirbtinés membranos
imobilizavimui, prigimties.

2. tBLM defektiSkumas priklauso ne tik nuo inkaro, bet ir nuo
imobilizuojamo fosfolipido prigimties.

3. Vezikuliy liejimo metodu lgsteliy lipidy ekstrakai gali biti imobilizuoti

pavirsiuje, suformuojant funkcionalius tBLM.
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. tBLM, gaunamy tirpiklio pakeitimo metodu, sudétis  gali biti
modifikuojama sgveikos su vezikulémis budu.

. Cholesterolio jterpimas j tBLM stipriai sumazina membranos talpa,
aktyvuoja nuo cholesterolio priklausomus citolizinus bei sukuria
fluorescentisSkai stebimus domenus dirbtiniy membrany pavirsSiuje.

. Poras formuojantys toksinai jsiterpia j tBLM nuo koncentracijos
priklausomu btdu, formuodami jose elektrolito pripildytas poras,
kuriose jony judrio aktyvacijos barjeras artimas jony judrio aktyvacijos
barjerui elektrolito turyje.

. Vaginolizino funkciniam jsiterpimui j tBLM biitinas cholesterolis, bet
tirtose dirbtinése sistemose, toksino jsiterpimui ir membranos pazaidai
nereikalingas CD59 receptorius.

. ABi.4> peptidai in vitro formuoja jvairios morfologijos agregatus, i$
kuriy didziausiu neurotoksiSkumu bei stipria sgveika su tBLM pasizymi
mazos molekulinés masés oligomerai.

. Toksiski A4 oligomerai pasizymi didesniu afiniSkumu fosfolipidy
bilsuoksniams, negu netoksiski, nors cirkuliarinio dicroizmo ir IR

spektroskopijos tyrimas nerodo $iy dariniy antrinés struktiiros skirtumy.

10. Toksiniy A4, oligomery saveikos su tBLM metu membranos

dielektriné konstanta padidéja, todél sumazéja joninio judrio per

membrana barjeras ir iSauga membranos laidumas.

11. Sfingomielinas sustiprina AB;.4, oligomery pazaidos efekta tBLM, taip

pat sumazina amiloidy sukelto laidzio aktyvacijos barjera.
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1.1 Biologinés membranos ir jy sudétis

1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Biologinés membranos ir jy sudétis

Membranos yra biitinosios gyvosios lagstelés dalys. Plazminé membrana
gaubia lgstele ir atskiria Igstelés ar jos organeliy iSor¢ nuo vidaus, dalyvauja
selektyvioje pernaSoje, nes turi specifines pernaSos sistemas, neSiklius bei
kanalus, taip pat dalyvauja signalo, ateinancio i$ aplinkos perdavime, nes juose
yra lokalizuoty specifiniy receptoriy ir indukuoja vidulastelines reakcijas ir
kontroliuoja kai kuriy reakcijy eiga. Jos biitinos kaupiant lgstelés energija,
pvz.: mitochondrijy vidinéje membranoje vyksta oksidacinio fosforilinimo
procesai, kurie eukariotinéms lgsteléms teikia didziausig ATP dalj. Plazminéje
membranoje yra lokalizuoty fermenty ar jy kompleksy, isrikiuoty tam tikra
seka. (Praskevicius ir kt., 2003). Jau 1925 m. Horteris ir Grendelis parodé¢, kad
membrana sudaryta i§ dviejy sluoksniy lipidy molekuliy, o membraniniy
baltymy iSsidéstymas ir jy tarpusavio sgveika buvo jvertinta tik 1972 m.
Singerio ir Nikolsono pasitilytame takios — mozaikinés membranos modelyje
(angl.: Fluid — mosaic model). Modelis teigia, kad membranos pagrindas yra
lipidy dvisluoksnis su iSsidésCiusiais baltymais — vieni jy yra jsiterpe i
membrang (integralieji), kiti — iSsidéste¢ membranos pavirSiuje (pavirSiniai).
Lipidinis dvisluoksnis yra skystas, todél lipidai ir baltymai lengvai difunduoja
ir atsitiktinai iSsidésto membranoje, sudarydami mozaikg, o angliavandeniai,
prisijunge prie lipidy arba baltymy, iSsidésto iSorinéje membranos pusé¢je.
Steroliai taip pat yra vieni pagrindiniy komponenty membranoje. Cholesterolis
sutinkamas zinduoliy lastelése, ir tai yra pagrindinis sterolinis eukarioty
komponentas lgsteliy plasmingje ir organeliy membranose, iSskyrus
mitochondrijy membranose. Cholesterolio kiekis membranoje varijuoja tarp
organeliy (Lange ir kt., 2004). Cholesterolis gali savaime judéti (angl.: Flip —
flop) tarp abiejy plasminés membranos sluoksniy. Tyrimai parodé, jog
cholesterolio pasikeitimo puslaikis yra < 1 sekundés (Steck ir kt., 2002,
Bennett ir kt., 2009). Kiek anks¢iau buvo aptiktas ilgesnis cholesterolio

perkélimo tarp membranos sluoksniy laiko periodas (Leventis ir Silvius, 2001,
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1.1 Biologinés membranos ir jy sudétis

Backer ir Dawidowicz, 1979). Cholesterolis taip pat gali buti pakeistas tarp
organeliy vezikuliniu arba nevezikuliniu perneSimo mechanizmu. Vezikulinis
perneSimas vykdomas per membranos perneSimo vezikules, turincias
baltymus, o nevezikulinis vyksta arba per tiesioginj cholesterolio judéjima,
arba tarpininkaujant baltymams — sterolio neSikliy baltymams (Maxfield ir
Mondal, 2006). Cholesterolis dalyvauja daugelyje svarbiy biologiniy procesy:
lasteliy membranose formuoja lipidinius plaustus, dalyvauja steroidiniy
hormony sintezéje ir tulzies rugsciy sintezéje (Gimpl, 2010, Chiang, 1998).
Pasikeitgs cholesterolio kiekis stipriai veikia signaly perdavimg ir membranos
transporta.

1997 metais skystamozaikinj modelj patobulino Simons ir Ikonen,
pasiiilydami lipidy plausty model; (angl.: lipid rafts model) (Simons ir Ikonen,
1997). Gyvuny lasteliy plazminéje membranoje yra daug lipidiniy plausty (~ 70
nm skersmens), kuriuose gausu sfingolipidy ir cholesterolio, kurie
sgveikaudami stirpriau tarpusavyje sudaro nedidelius (70 nm), dinaminius ir
heterogeniSkus mikrodomenus, vadinamus lipidiniais plaustais. Kadangi
plaustus sudaranciy lipidy riebaly rtgstys yra ilgesnés, ir juose randami dideli
kiekiai cholesterolio, lipidy plaustai yra storesni, nei kitos membranos vietos.
Lipidiniai plaustai membranoje pasizymi gelio struktiira, dél to lateralinis
judéjimas jy viduje yra létesnis (Pike, 2004). Lipidy plaustuose gali
koncentruotis  atitinkami membrany baltymai ar net organizuotis
funkcionuojantys fermentiniai kompleksai. Plaustai, kuriuose susikaupe
glikozilsosfatidilinozitolio (GPI) — inkarinio baltymo, dalyvauja signalo

yra svarbiis neurony lgsteliy adhezijoje, aksony valdyme ir sinapsiy pernesime

(Tsui-Pierchala ir kt., 2002).
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1.1 Biologinés membranos ir jy sudétis
1.1.1 Fosfolipidy cheminés savybés

Lipidai yra pagrindiniai lgsteliy membrany struktiiriniai elementai
(Petty, 1993). Tai — amfifilinés medziagos, kuriy molekuliy viena dalis yra
hidrofobiné, o kita hidrofiliné. Membranos sudarytos i§ lipidy ir baltymy.
Lipidy ir baltymy santykis paprastai svyruoja nuo 1:4 iki 4:1. Membranos,
kuriose vyksta intensyvi medziagy apykaita, turi daugiau baltymy, pvz.,
mitochondrijy vidiné membrana. Tokiose membranose, kuriy pagrindiné
funkcija yra tik izoliuoti lastelés turinj nuo aplinkos, lipidai sudaro iki 80 %.
Lipidai atlieka energeting, strukttiring, apsauging funkcijas, yra fermenty
kofaktoriai, elektrony nes¢jai. Viena svarbiausiy lipidy grupé yra fosfolipidai.
Fosfolipidai sudaryti i§ dviejy riebiyjy rugsciy grandiniy, prijungty per
esterines jungtis prie glicerolio grandinés pirmojo ir antrojo anglies atomy (1.1
pav). Fosfolipidy skirtingas elgesys priklauso nuo jy hidrofilinés dalies
struktliros ir taip pat priklauso nuo esanciy riebiyjy riigsciy (hidrofobinés
dalies) struktiiros. Labiausiai biologinése membranose paplite glicerolio
pagrindu gristi fosfolipidai, kuriy molekuliné struktira schematiskai
pavaizduoda 1.1 paveiksle. Paveiksle iSskiriamos fosfolipidy klasés pagal
hidrofilinés dalies funkcing grupe: fosfotidilcholinai (PO),
fosfotidiletanolaminai (PE), fosfotidilserinai (PS), fosfotidilinozitoliai (PT).

FOSFOTIDILCHOLINAS(PC) DOPC: R1 = Rz - 0181
@ . .
Ry-O-CH, Rg = ——CH,CHoN(CHg)s POPC: Ry =Ry = C16:1
DOPE: Ry = R, = C18:1
DPhPC:R; = R, = 4ME C16:1

FOSFOTIDILETANOLAMINAS (PE)

Ry-0-CH ®
| 0 R3 = "—_CHQCHzNH:;
l

FOSFOTIDILSERINAS(PS)  FOSFOTIDILINOZITOLIS (PI)

coo” 8=-0 OH
0 0 FOSFOTIDILGLICEROLIS (PG)
-0 OH
R3= /\(g\

1.1 pav. Bendra fosfolipidy struktiira. Prie pirmo ir antro glicerolio anglies atomo yra
prijungtos riebiosios rtgstys, tuo tarpu prie tre¢io anglies atomo yra prijungiamas
fosfatas, o prie jo gali buti jungiami: alkoholis, serinas, etanolaminas, cholinas ir kt.
Disertacijoje labiausiai naudojamy fosfolipidy sudétys pavaizduotos desningje.
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1.1 Biologinés membranos ir jy sudétis

Sfingozino pagrindu gristi lipidai, tokie kaip sfingomielinai ir
glikosfingolipidai, taip pat suntinkami eukarioty membranose (Pieter ir kt.,
1996). Riebiosios riigStys — tai linijinés angliavandeniliy grandinés su
karboksi- grupe grandinés gale. Jos gali biiti soCiosios ir nesociosios. Jei
fosfolipido molekulés karboniniy riigsciy grandinéje yra keletas dvigubyjy
jungciy, tai jos visada izoliuotos viena nuo kitos metilo grupémis. Riebiyjy
rugsciy angliavandeniliy grandiné varijuoja nuo 12 iki 26 anglies atomy.
Priklausomai nuo membranos sudéties, skiriasi ir membranos takumas,
klampumas, fazinio virsmo temperatira (T,), membranos asimetriSkumas
(Kusumi ir kt., 1986, Devaux, 1991). Lipidiné¢ plével¢ lemia membrany
lankstuma, plonuma, tvirtuma (Mildazien¢ ir kt., 2004).

Biologinés membranos pasiZymi asimetriSkumu (1.2 pav). Membranos
asimetriSkumg lemia keletas transmembraniniy baltymy: ABC neSikliai,
fosfolipidy skramblazé ir aminofosfolipidine translokazé (Fadeel ir Xue, 2009)
(1.2 pav.) Vienas svarbiausiy skirtumy tarp iSorinio ir vidinio dvisluoksnio yra
neigiamai jkrauti fosfolipidai, iSsidéste dvisluoksnio citozolinéje puséje
(Janmey ir Kinnunen, 2006). Tyrimai su trombinu (Bevers ir kt., 1982) ir
fluoresentiSkai zymétu aneksinu (Kuypers ir kt., 1996) parodé, kad normaliose
kraujo lasteliy membranose visas fosfotidilserinas, randamas vidiniame
monosluoksnyje, tuo tarpu apie 20 % PE detektuojama iSoriniame sluoksnyje,
nors 80 % randama vidiniame monosluoksnyje. ISoriniame sluoksnyje
dominuoja fosfotidilcholinai, sfingomielinai ir glikolipidai (Devaux, 1992,
Williamson ir Schlegel, 1994). Membranos asimetriSkumg lemia ir skeleto
baltymy, pvz.:, spektrino — aktino komplekso sgveika su vidiniu lipidinio
dvisluoksnio monosluoksniu, dél kurios paveikiamas membranos mechaninis

stabilumas (Manno ir kt., 2002).
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1.1 Biologinés membranos ir jy sudétis

Visi  ISorinis membranos
M sluosnis Fosfolipidy
skramblazé PC ||SM
3 PC Lastelés pavnrsms
T 25| |SM 000,
(]
T Aminofosfolipid
= Pl pidy
a I H nPs . translokazé
% 0 r. ABC nesikliai . :
2 o
2 25+
> Pl [IPs ||PE
Vidinis membranos ..
soL L]  sluosnis

Citozolis

1.2 pav. Fosfolipdy asimetriSkumas membranoje ir su lipidy translokacija susij¢
fermentai. (Kairéje) Fosfolipidy pasiskirstymas zmogaus eritrocity membranoje.
Normaliy eukariotiniy lasteliy PC ir SM dominuoja iSoriniame membranos
sluoksnyje. PE ir PI didesnis kiekis sutinkamas vidiniame membranos sluoksnyje, tuo
tarpu  PS iSimtinai randama tik vidiniame membranos sluoksnyje. (DeSingje)
Fosfolipidy asimetrija palaikoma arba veikiama S§iy baltymy: fosfolipidinés
skramblazés, ATP-suriSimo (ABC) neSikliy ir aminofosfolipidinés translokazés
(Fadeel ir Xue, 2009).

Membranos asimetriSkumo praradimas siejamas su senéjimo procesu
(Tanaka ir Schroit, 1983). Anijoniniy fosfotidilseriny atsiradimas ant Igstelés
pavir§iaus yra universalus, daugeliu atvejy, lastelés mirties indikatorius,
iskaitant ir apoptozg (Verhoven ir kt., 1995, Fadeel ir Xue, 2009, Janmey ir
Kinnunen, 2006).

1.1.2 Fosfolipidy fizikinés savybés

D¢l amfifiliniy savybiy fosfolipidai vandenyje susijungia ir savaimingai
sudaro uzdaras struktiras, sudarytas i§ dviejy lipidy molekuliy sluoksnio. Kai
vanduo i§ visy pusiy supa Sias molekules, jos jungiasi taip, kad polinés
galvutés biity atsuktos | vandens puse, o hidrofobinés uodegélés pasléptos
bisluosksnio viduje (1.2 pav.). Sudétingos amlfifilinés molekulés (pvz.,
fosfolipidai), kintant aplinkos savybéms (terpés pH, temperatiirai), formuoja
Zymiai jvairesniy geometriniy formy struktiras — pisleles, orientuotus
cilindrus, trimates periodines struktiiras, dvisluoksnius ar heksagonalines
struktiiras (Schwarz, 1998). Papildomais, struktiiros formg apibiidinanciais,
dydziais paprastai naudojami: amfifilinés molekulés tarpfazinéje riboje

uzimamo optimalaus ploto parametro a, ir molekulés hidrofobinés dalies (pvz.,
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alifatinés grandinés) tiiris v, bei jos maksimalus ilgis. Pastarojo parametras
dazniausiai vadinamas kriziniu grandinés ilgiu (angl.: critical chain length) ir
zymimas lc. Jeigu kalbama apie alifatines hidrofobines grandines, tai
parametras lc artimas ar kiek mazesnis, nei maksimalus iStemptos $ios
funkcinés grupés ilgis ir apraSomas 1.1 lygtyje:

Imaks.  lc = Linaks = (0,154 + 0,1265%n) nm (1.1)

o grandinés uzimamas turis aprasSomas 1.2 lygtyje:

v=(27,4+26,9xn) x 10° nm’ (1.2)

Israelachvili ir kt. dar 1976 metais parodé, kad amfifilinei molekulei
budingas bedimensinis molekulinis formos faktorius (angl.: molecular shape
factor) — v/(aglc), kur v — amfifilo hidrofobinés dalies tiris, Ic — maksimalus
hidrofobinés funkcinés grupés ilgis, o ag — vienos molekulés uzimamas plotas.
Molekulés formos faktorius parodo kokios formos bus molekulinis agregatas,
pvz.: rutulio formos micelé — v/(aplc) < 1/3; puslelé — v/(aglc) < 1; dvisluoksnis
— v/(aplc) = 1; atvirkstiné micelé — v/(aglc) > 1 (Israelachvili ir kt., 1976).
Lipidai vandenyje spontaniskai formuoja miceles. Miceliy dydis labiausiai
priklauso nuo tirpiklio ir nuo lipidinés sudéties. Miceliy kreivumo diametras
gali buti keiiamas varijuojant lipidine sudétimi ir jy kiekiu, pvz.: maiSant
invertuotos konuso geometrinés formos lipidus su konusiais lipidais (Stokes ir
Evans, 1997). Pagrindinés, vidinés agregatinés saveikos, darancios jtakg
amfifiliniy molekuliy savaiminei organizacijai i vandenyje skirtingos formos
agregatus, yra $ios: hidrofobiné jéga, veikianti tarp amfifilo hidrofobiniy
funkciniy grupiy ir hidrofiliné jéga, veikianti tarp amfifilo hidrofiliniy
funkciniy grupiy, uZztikrinanciy hidrofilinés molekulés dalies maksimaly
kontakta su terpe. Abiejy jégy kombinacija apsprendzia agregato formga.
Pirmoji jéga skatina vienos molekulés uzimamo tarpfazinio ploto sumazgjima,
o antroji — padidéjimag (Israelachvili ir Wennerstrom, 1992). Amfifiliniy
molekuliy suformuotos pirminés strukttiros, dél Siy molekuliy sgveikos, tarp

molekuliy agregaty toliau gali transformuotis | kitas geometrines stabilesnes
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formas: kubines (Q), lamelines (L), heksagonalines struktiiras (H;, Hy)
(Seddon ir Templer, 1995) (1.3 pav.).

LIPIDAI LIPIDU FORMA ORGANIZACIJA FAZE
Atvirkstinis kugls Micelés Q
Muilai ‘9‘??90 Heksagonaliné |
Detergentai P< 1/3-2/3 W
Sfingomielinas Cilindras
Fosfatidilserinas [j PlokEfuminé
Fosfatidilcholinas | P-.] Bisluoksnis > ¢ o
Fosfatidilinozitolis ) ) X (kubiné)

Kardiolipinas

Fosfatidiletanolaminas

sl o1 ? Awirksting 90 | Atvinkstig micele,
Monogalactozildi- P>1 / micelé ) heksagonaliné Il
gliceridas

P~ 1 Q0 Bisluoksnis
Misiniai L A\ Uﬂ?o? Plokstuminé

1.3 pav. Lipidy forma ir molekulin¢ jy organizacija (polimorfizmas). Pagal
molekulinj formos faktoriy, kuris priklauso nuo hidrofilinés dalies tario ir riebiyjy
rugsciy grandinés ilgio, lipidai skirstomi i: cilindrinius (PC), kiiginius (PE), apverstus
kuiginius (detergentai). Molekuliné organizacija ar susipakavimas priklauso nuo lipidy
formos, iSskiriamos fazés: dvisluoksnio (Lameliné, L), dvisluoksnio (Lameliné
kubiné, Q) micelés (Heksagonaling, Hj), atvirkstinés micelés (heksagonalingé, Hy)
(Simons ir Sampaio, 2011).

Heksagonaliné fazé¢ yra dazniausiai Zymima H ir egzistuoja dvi jos
formos: H; ir Hy, besiskirian¢ios kreivumu. Hy fazés metu hidrofobinés dalys
yra nukreiptos j vandenj, dé¢l to vadinama atvirkstine heksagonaline faze (angl.:
Reverse Hexagonal II). Kubinés fazés (Q), kaip tarpiné bisena, gali biti
sutinkamos jvairiose, lipidy organizacijos | fazes, sekos vietose. Svarbu
pabrézti, kad kubinés fazés matomos, kaip susilieje dvisluoksniai, kuriy
bendras pavirSiaus kreivumas artimas nuliui (Fontell, 1990, Lindblom ir kt.,
1989).

Pastaruoju metu kubinés fazés yra intensyviai tyrinéjamos, buvo aptikta,
jog kubinés membranos fazés egzistuoja, ir biologinése sistemose atlieka
specifinj vaidmenj (Larsson, 2000, Frolov ir kt., 2011). Kubinés fazés dél savo
didelio pavirSiaus ploto yra tinkamos membraniniy baltymy jterpimui (angl.:
reconstitution) (Ai ir Caffrey, 2000), taip pat kaip netirpiy ar amfifiliniy vaisty
perneSimui (Gustafsson ir kt., 1997, Larsson, 2000).
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Fosfolipidy lamelinés fazés gali egzistuoti keletoje skirtingy biiseny.
Zemoje temperatiiroje egzistuoja kristaling (L.) biisena, kai hidrofobinés
grandinés i$sidésto tvarkingai. Kylant temperatiirai, suaktyvéja fosfolipidiniy
grandineliy judrumas, tod¢l pereinama i§ kristalinés buisenos i energetiskai
palankesne plokStuming gelio faze (Lg) (1.4 pav. kairéje). AukStesnéje
temperatiiroje pereinama j skysta kristaline faze (L) (1.4 pav. desinéj¢), kurios

metu hidrofobinés granding¢lés yra netvarkingos.

1.4 pav. Pasiekus lipidy lydimosi temperatiira, lipidy hidrofobinés grandinéles
pereina ] netvarkinga struktiira. Membrana 1§ tvarkingos Lg fazés pereina |
netvarkingg L, faze (Thomas, 2009).

Tvarkingas membranos faziy ar buseny, besiskirianciy fizikinémis
savybémis, peréjimas i§ vienos i kita, vadinamas lydimosi procesu. Zemoje
temperatiiroje  lipidy grandinés yra tvarkingai iSsidésCiusios ftrans
konfigiiracijoje (1.4 pav. virSuje, kairé¢je). AukStesnéje temperatiiroje, dél
vidinés C-C jungties sukimosi, i$sikraipo lipidy tvarkingas iSsidéstymas (1.4
pav. virSuje, deSing¢je). Tokiu biidu, kylant temperatirai, membranos is$
tvarkingos Lg fazés pereina ] netvarkinga L, faze¢ (1.4 pav. apacioje) (Thomas,
2009, Frolov, 2011). Sioje disertacijoje svarbiausiu tiriamuoju objektu ir
jrankiu tiriant sqveikas su baltymais ir peptidais yra dvisluoksnés lipidinés

struktiros — tai ir gamtoje labiausiai paplitusi lipidy organizacija.
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1.2 Lipidu — baltymu saveikos

Daugelis baltymy saveikauja su fosfolipidine membrana, o tokiy
sgveiky analizé¢ yra biitina pilnam biologiniy membrany sistemy supratimui.
ISskiriami trys lipidy — baltymy saveikose dalyvaujanciy baltymy tipai.
Pirmasis — tai baltymai, vadinami vidiniais ar integraliaisiais, turintys
ji. Tuo tarpu antrasis apima tirpius baltymus, kurie vadinami iSoriniais ar
periferiniais, ir kurie, salytyje lipidai — vanduo, elektrostatiskai sgveikauja su
neigiamai jkrautomis grupémis (Cullis ir kt., 1996). Treciasis — tai poras
membranoje formuojantys baltymai (apie juos placiau bus aptariama 1.4
skyriuje). Nors lipidy svarba jvairioms lgsteliy funkcijoms yra zinoma jau
seniai, bet tik dabar pradedama suprasti, kaip lipidai ir jy sudétis reguliuoja
baltymy susilankstyma, organizacija, baltymy eismg ir funkcija (Andersen ir
Koeppe, 2007).

1.2.1 Isoriniai (periferiniai) membranos baltymai

Saveikos tarp iSoriniy baltymy ir lipidy principai buvo pavaizduoti
analizuojant keletg baltymy: polilizing, citochromg C, bendraji mielino
baltyma ir spektring i§ raudonyjy kraujo lasteliy. Iprastai, Sie baltymai
(teigiamai jkrauti) stipriai sgveikauja su lipidais, o jy riigstinés (neigiamai
jkrautos) grupés yra reikalingos baltymo su membrana elektrostatinei
asociacijai. Pirmiausia, tokios pavir§inés sgveikos inicijuoja neigiamai jkrauty
lipidy klasterius ar kristalinius domenus, kurie lokaliai sumazina membranos
takumg. Antra, dvivalenciai katijonai konkuruoja tarpusavyje su periferiniais
baltymais d¢l prikabinimo prie lipidy. Taip, spektrinas apsaugo membranoje
esanéiy neigiamai jkrauty lipidy regionus, kurie saveikaudami su Ca®" pereina
1 gelio — skysCio faze (Lee, 1995). Tiriant periferiniy baltymy jtaka lipidy
polimorfizmui, taip pat buvo nustatytas konkurencingumas tarp baltymy ir

dvivalenciy katijony (Epand, 1998, Marsh, 2008). Baltymai, salytyje lipidas —
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vanduo, saveikauja su fosfolipidine membrana veikiami hidrofobinés,
elektrostatinés, dipolinés sgveikos, ir dé¢l vandeniliniy rySiy (Killian ir Heijne,

2000).

Vidiniai (integralieji baltymai) yra netirpiis ir turi vieng ar kelias
hidrofobines sekas, kuriomis vieng ar kelis kartus perveria lipidinj dvisluoksnj.
Lipidy fizin¢ busena, tokios sgveikos pasekoje, keiciasi. Buvo parodyta, kad
lipidus, sgveikaujancius su integraliais baltymais salytyje lipidai — vanduo,
supa skirtinga aplinka, nei laisvai tirpale randamy dvisluoksnio lipidy aplinka
(Lee, 2004). Saveikaudami lipidai su integraliais baltymais, praranda jprasta
lipido judri. Taip pat nustatyta, kad baltymy aktyvuma, gali lemti kelios,
sinergetiSkai veikianc¢ios molekulés. Tokiu principu veikia endoplazinio tinklo
ATPaz¢, kurios aktyvumas pasireiskia kartu jterpus fosfolipidus arba
detergentus. BMR ir kalorimetrijos tyrimai parod¢, jog saveikaudami
integraliniai baltymai gali sutrikdyti lipidy strukttira. Sgveikos metu, salytyje
esantys lipidai esti ne gelin¢je fazéje ir pasizymi staigiu lipidy keitimusi

(pasikeitimo greitis = 10°7).

1.2.3 Lipidy jtaka membraniniy baltymy aktyvumui

Membraniniy baltymy atyvumas priklauso nuo lipidinés apsupties ir
specifiniy lipidy. Bendram supratimui, kaip lipidai reguliuoja baltymy
aktyvumg, reikia pirmiausia susipzinti su lipidy poveikiu membraniniy
baltymy struktiirai (Lee, 2003). Membraniniy baltymy funkcija yra
regliuvojama per dvisluoksnio tankuma, dvisluoksnio suspaudimg ar
dvisluosnio baltymy hidrofobinj atitikimg (Bechinger, 2000), integraliyjy
baltymy kreivumg ar kreivumo sutrikdymg (Lee, 2004), dvisluoksnio
deformacijos energija (Fattal ir Ben-Shaul, 1993), acilo grandiniy
susipakavima, dvisluoksnio laisvajj tiirj, dvisluoksnio pakavimosi jtempima ar

dvisluoksnio stangrumg (Bezrukov, 2000). Visi S$ie reiSkiniai atspindi
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sudétingus, vykstanéius tiek dvisluoksnio, tick baltymy poky¢ius. Sie jvairiis ir
sudétingi procesai yra tiek specifinés lipidy — baltymo sgveikos, tiek bendros
dvisluoksnio — baltymo sgveikos pasekmé. Atskirti specifing (cheming) nuo
bendrosios (fizikinés) saveikos yra sudétinga, bet genetiniai tyrimai aiskiai
parodé¢ Siy sgveiky priklausomybe nuo membranos lipidinés sudéties
(Andersen ir Koeppe, 2007). Kad ir kokia sgveika vykty, lipidai reguliuoja
membraniny baltymy funkcijas, keisdami baltymo konformacijos pokycio
energetikg ir kinetikg, kuri uztikrina normalig jo funkcijg. Saveikos metu,
skystakristaline  lipidy biisena wuztikrina transmembraninio  baltymo
konformacijos virsmus (White, 2006). Baltymo isiterpimo metu pasireiskia
neatitikimas (angl.: mismatch) tarp baltymo hidrofobiniy segmenty,
jsiterpian¢iy ] membrang, ir hidrofobinio dvisluoksnio storio. Kuomet
trasmembraniniai segmentai yra ilgesni (teigiamas nukrypimas) uz
dvisluoksnio storj, baltymo hidrofobinés grupés gali biiti nukreiptos i poling
aplinka, kas energetiSkai yra nepalanku. Tam, kad sumazinti sgveikos metu
atsirandanCius neatitikimus, sistema gali persitvarkyti keliais budais,

pavaizduotais 1.5 paveiksle.

4 . Agregacija

/_
Kﬂ: :jns—_ Prisitaikymas
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1.5 pav. Baltymo — dvisluoksnio sgveikos metu, atsiradusio teigiamo neatitikimo,
jvairts sprendimo biidai (Killian, 2003).

Baltymai gali persitvarkyti: (i) formuodami oligomerus (agreguodami),
tokiu biidu apsisaugodami nuo polinés aplinkos; (ii) keisdami savo karkaso
konformacijg, prisitaikydami prie dvisluoksnio; (iii) pasikreipdami,
sumazindami savo efektyvinj ilgj; (iv) keisdami Soniniy grupiy orientacija

salytyje vanduo/lipidas. PanaSiis persitvarkymai, iSskyrus pakrypima
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sutinkami, kai vyksta neigiamas neatitikimas, kuomet transmembraninis
segmentas yra per trumpas. Taip pat baltymai gali rinktis ‘“geriausiai jiem
tinkancig” lipiding aplinkg, kuomet turime lipidy miSinius. Tokiu btdu
atsiranda biologiskai svarbiis atrankos, specifiSkumo procesai (Killian, 2003,
White ir Wimley, 1999).

Biologinése membranose sgveikaujant lipidams su baltymais vyksta
sudétingi procesai. Saveikos metu dazniausiai lipidy frakcijos duoda tik
tinkamg aplinkg integraliniy baltymy funkcionavimui. Tuo tarpu yra zinoma,
kad tam tikros lipidy funkcijos, gali buti daug svarbesnés membranos
sgvybéms, pavyzdziui pralaidumui, nei tam tikra baltymy funkcija. Visgi,
daugelis fundamentaliy klausimy néra atsakyti, kaip lipidai veikia jvairiy
baltymy sandeliavimg dvisluoksnyje ir sukuria pavirSiy, tinkamg baltymy —

substraty sgveikoms.

1.3 Lasteliy membranos modeliai

Lasteliy membrany modeliai yra naudingi ir patogis, tiriant biologines
membranas. Biologinés membranos yra sudétingos struktiiros, o lasteliy
membrany modeliai suteikia galimybe tirti jas Zymiai paprastesniame lygyje.
Jau 1962 metais mokslininkai Mueller and Rudin pasiilé juodyjy lipidiniy
membrany (angl.: black lipid membrane — BLM) modelj (Mueller ir Kt., 1962).
Juodosios lipidinés membranos yra formuojamos mazoje kiauryméje, kuri
padaroma hidrofobinés medziagos pléveléje (~ 10 — 50 um), skiriancioje du
vandeninius tirpalus. Lipidy dvisluoksnis gali biiti formuojamas, oro — vandens
faziy salytyje, i§ dviejy lipido monosluoksniy (Montal ir Mueller, 1972). Yra
keletas kity lipidiniy modeliy sistemy — tai: lipidy vezikulés ar liposomos
(Banerjee, 2001, Lasic, 1998, Walde ir kt., 2010), plokStuminés ant pavirSiaus
(angl.: sBLM, supported bilayer membranes) (Tamm ir McConnel, 1985,
Groves ir kt., 1997) hibridinés (angl.: hybrid sBLM) (Plant, 1993) ir prijungtos
(Ragure ir kt., 1998, Naumann ir kt., 2003, Valincius G. ir kt., 2006) lipidinés
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membranos ant kiety pavirSiy (angl.: tBLM, tethered bilayer membranes),
kurios naudojamos tyrimams jvairiose biofizikos ir biochemijos srityse.

Siame poskyryje bus pladiau kalbama apie dvisluoksniy lipidiniy
membrany, suformuoty ant kiety pavirsiy, modelius, kurie yra tinkami Igsteliy
membrany modeliavimui, studijuojant transporto reiSkinius ir signaly
perdavimg ir tiriant baltymy sgveikas su fosfolipidais. Daugeliu atveju,
suformuoty fosfolipidiniy membrany savybés ant kiety pavirSiy identiskai
atkartoja liposomas, juodasias lipidines membranas, bet jos lengviau
paruoSiamos, paprasc¢iau atkuriamos, pasizymi stabilumu ir palankios

pavirSiaus analizei (Tanaka ir Sackmann, 2005).

1.3.1 Dvisluoksnés lipidinés membranos suformuotos ant kiety pavirsiy

Dvisluoksnés lipidinés membranos (sBLM), suformuotos ant kiety
pavirs$iy yra vienos svarbiausiy lgsteliy modeliy (Tamm ir McConnel, 1985)
(1.6 pav. A). Sios membranos suformuotos ant kieto pagrindo yra mechaniskai
atsparios ir pasizymi ilgalaikiSkumu. Fosfolipidinés membranos gali biiti
formuojamos ant stiklo (Groves ir kt., 2003), kvarco (Kalb ir kt., 1992),
zéru¢io (Leonenko ir kt., 2000), silicio (Tamm ir McConnel, 1985) ir ant
jvairiy tauriyjy metaly pavirSiy (Tanaka ir kt., 2005). Idealios lastelés
membranos modeliui reikalingas savaiminis susitvarkymas, sluoksniy
tvirtumas, ilgalaikiSkumas ir atitinkamai lanksti ir dinamiSka analizavimo
technika. Taip pat pageidautina jkomponuoty (jterpty) molekuliy lateraliné
difuzija ir galimybé analitiSkai tyrinéti membranas. Tam tikslui buvo
formuojamos hibridinés BLM ant metaly pavirSiy (Plant, 1993, Glazier ir kt.,
2000). Jos sudarytos 1§ savitvarkio monosluoksnio ir fosfolipidy
monosluoksnio. Savitvarkis monosluoksnis (angl.: self — assembled
monolayers, SAM) — tai paprastas molekuliy sluoksnis, kuris savaiminio
proceso metu simetriSkai  susiformuoja ant pagrindo. Alkantioliy
monosluoksniai dazniausiai formuojami ant aukso, sidabro, vario, platinos, o

silany monosluoksniai ant silicio oksido (SiO,), aliuminio oksido (ALQO;) ir
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zérutio (Love ir kt., 2005). Sie savitvarkiai monosluoksniai yra labai
hidrofobiski, homogeniski ir stabiliis. Juos ant pavirSiaus orientuoja lateralinés
traukos jégos (van der Walso jégos), pasireiskiancios tarp alkany grandiniy, o
tarp pagrindo ir savitvarkiy molekuliy susidaro stiprus kovalentinis rySys (Rao
ir kt., 1997). Metalo pavirSiuje kompaktiSkas monosluoksnis susidaro
sekundziy arba keliy minuéiy bégyje. (Plant ir kt., 1994). Bet matavimai
parodé, kad i hibridines BLM jkomponuoty baltymy lateraliné¢ difuzija
nevyksta. Taip pat sgveika, panasi i fiziologing, tarp baltymy ir pavirSiaus taip
pat nevyksta dél fosfolipidinio monosluoksnio ir mazo fosfolipidy mobilumo
(Castellana ir Cremer, 20006).

Nors $§i sBLM formavimo technika buvo iSvysta daugelyje pasaulio
laboratorijy (Rossi ir kt., 2003, Kiessling ir kt, 2006, Tanaka, 2006, Renner L.,
2008) ir Sie modeliai yra panaudojami pritaikyme (Sackmann, 1996, Albertorio
F., 2005), bet susiduriama su Siais truokumais:

 Turi labai plong vandens sluoksnj (dazniausiai < 10 A), kuris skiria
dvisluoksnj nuo kieto pavirSiaus ir yra tik pakankamas lipidy
lateraliniam judéjimui (Tamm ir McConnel, 1985) (1.6 pav. A).

* Plonas vandens rezervuaras tarp pavirSiaus ir dvisluoksnio néra
palankus funkcionuojan¢iy membraniniy baltymy jterpimui
(Sackmann ir Tanaka, 2005.)

* Arti esantis kietas pavirSius gali sukelti ekstramembraniniy
baltymy domeny denatiiracijg (Castellana ir Cremer, 2006) (1.5
pav. A).

*  Dvisluoksnis gali atitriikti nuo pavirSiaus tam tikromis sglygomis,

pvz., veikiant elektriniam laukui (Burgess ir kt., 2004).
Sie sBLM modeliy trukiimai, studijuojant joninj judéjima per

membrang, jud€jimg per membranoje esancius baltymy kanalus ir sgveikg tarp

fosfolipidy ir integraliniy baltymy, limituoja rezultaty kokybe.
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1.3.2 Prijungtos prie pavirSiaus dvisluoksnés fosfolipidinés membranos

Tobul¢jant ir pleciantis chemijos ir biofizikos moksliniams darbams buvo
iSvystytos prikabintos lipidinés dvisluoksnés fosfolipidinés membranos (tBLM)
su gerai charakterizuotu joniniu rezervuaru (1.6 B pav.) (Lang ir kt., 1994,
1998, Valincius G. ir kiti: 2006, McGillivray ir kt., 2007, Naumann ir kt.,
2003). Jose dvisluoksnis yra atitolinamas naudojant prikabinimo molekules ar
sluoksnius, kurie i$sidésto tarp dvisluoksnio ir pavirSiaus. Tokie membraniniai
modeliai i$sprendé dvisluoksnio artumo su kietu pavirSiumi problemg ir
uztikrino baltymy jterpima, ir jy tyrimus nedenatiiruojanciomis sglygomis.
tBLM sékmingai panaudojami kaip stohastinés jautrios platformos tiriant:
biomembrany struktirg ir funkcijg, lipidy — baltymy sagveikas, signaly
perdavimus (Bayley ir Cremer, 2001, Frasconi ir kt., 2010, Robertson ir kt.,
2007).
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1.6 pav. Dvisluoksniy lipidiniy membrany, suformuoty ant kieto pavirSiaus modeliai
su jterptais transmembraniniais baltymais. A. sBLM modeliuose transmembraninio
baltymo periferiniai domenai denatiiruoja. B. Prikabintos dvisluoksnés lipidinés
membranos modelis su gerai charakterizuotu vandens rezervuaru abejose membranos
puseése yra palankus funkcionuojan¢iy membraniniy baltymy jterpimui.

Neseniai buvo pademonstruota modeliniy kanaly ar pory tokiy kaip:
gramicidinas (Cornell ir kt., 1997), alamicinas (Yin ir kt., 2003), a-hemolizinas
(McGillivray ir kt., 2009, Tun ir Jenkins, 2010), juodligés toksinas (Zhang ir
kt., 2004, Nablo ir kt., 2008), jterpimas j tBLM. Dirbtinés tBLM sistemos
panaudojamos ir biomediciniuose tyrimuose: neurodegeneraciniy ligy
(Valincius, 2008), imuninio atsako (Terrettaz ir kt., 2009), receptoriy jterpimo
(Danelon , 2008, Sinner ir kt., 2010).
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1.3 Lasteliy membrany modeliai

Molekuliné savitvarka, tokiose sistemose, labiausiai priklauso nuo
skirian¢iyjy molekuliy ir inkarinio junginio tipo (Junghans ir Koper, 2010,
Sinner ir kt., 2010). Kuriant tBLM membraninius modelius, pasitelkiama
tokiomis konstrukcijomis: (i) Dvisluoksnis ant polimerinio sluoksnio. Tokiu
metodu formuojant tBLM, ant substrato pavirSiaus imobilizuojamas Svelnus
polimeras (ar polielektrolitiné plével¢). MinkSto pagrindo formavimui
naudojami: dekstranas (Knoll ir kt., 2000), poli(etilenglikolis) (PEG) (Munro ir
Frank, 2004, Zhao ir Tamm, 2003, Hamai ir kt., 2010). Polimero sluoksnelis
pasizymi judrumu ir hidrofiliSkumu ir toks pavirSius jau yra tinkamas formuoti
skysta dvisluoksnj. Ant polimerinio sluoksnio prikabintas dvisluoksnes lipidines
membranas, galima suformuoti pasitelkiant Langmuir — Blodgett metoda,
vezikuliy liejima ar tarpusavyje kombinuojant abu metodus (Vockenroth ir kt.,
2008, Knoll ir kt., 2000). Panaudojant vezikuliy lydimosi metoda, dvisluoksnis
formuojasi keliais etapais (Lipowsky ir Seifert, 1990). Pirmame etape vyksta
vezikuliy nusédimas ant pavirSiaus ir formuojasi paprasto dvisluoksnio
pédsakai. Antrame, daugéjant nusédusiy vezikuliy, vyksta tolimesnis
dvisluoksnio formavimasis, kai fosfolipidai pasiekia reikiamg mobiluma,
susiformuoja galutinis pilnas dvisluoksnis (Kalb ir kt., 1992, Leonenko ir kt.,
2000). (ii) KovalentiSkai prie aukso prijungtas dvisluoksnis. Vogelis su
kolegomis buvo pirmieji pademonstrave tokiu principu suformuotas tBLM.
Pirmojo monosluoksnio formavimui jie naudojo susintetintas lipidines
disulfidines molekules (Lang ir kt., 1992), o antrojo monosluoksnio formavimui
— fosfotidilcholinus, pritaikydami detergenty skiedimo technikg, nusodindami
juos su n-oktil-B-glikopiranozinu. Cornell su kolegomis naudojo sintetinius
prikabinimo lipidus su benzilodisulfidine grupe, taip pat sintetinius archéjos
lipidus, stabilizuotus fitanoilo grandinémis, o kaip hidrofilinis skiediklj naudojo
polietilenglikolj (Cornell ir kt., 2001, Woodhouse ir kt., 1999, Krishna, 2003).
Tuo tarpu Knoll ir kiti, iSvysté visg serija inkariniy lipidy su skirtingo ilgio
alifatinémis grandinémis. Tokiy junginiy, hidrofobing inkaro dalj sudaro
difitanoilo grandiné, o hidrofiling dalj sudaro etilenoglikolio grandinés, nuo

kuriy ilgio keic¢iasi pomembraninio sluoksnio storis, ir tioliné grupe, per kurig
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1.3 Lasteliy membrany modeliai

molekulé prikabinima prie pavirSiaus (Knoll ir kt., 2000, Duschl ir kt., 1996,
Vockenroth ir kt., 2008). Buvo parodyta, kad susintetinti skirtingi inkariniai
lipidai su jvairiomis grupémis stipriai veikia suformuoty membrany elektrines
savybes (Junghans ir Koper, 2010, Atanasov ir kt., 2006, McGillivray ir kt.,
2007). O inkariniy junginiy kiekis ant pavirSiaus stipriai paveikia fosfolipidy
judrumg (Shenoy ir kt., 2010). (iii) Kovalenti§kai prie aukso prijungtas
lipidinis dvisluosnis per specialias molekules. Dvisluoksnio prikabinimui taip
pat panaudojami specialiis cheminiai inkarai, pvz. turintys cholesterolj (Sheikh
ir kt., 2007, Erbe ir kt., 2007). Tokios konstrukcijos tBLM, turincios
cholesterolj, yra suderinamos su biologine aplinka ir tinkamos studijuojant
baltymy — membranos sgveikas (Tun ir Jenkins, 2010) ir charakterizuojant
redokso aktyvius membranos baltymus (Jauken, 2006). Neseniai buvo
pademonstruotas naujas tBLM formavimo biidas, pagristas DNR hibridizacija,
kuriame, kaip prikabinantys junginiai, yra DNR molekulés, atskiriancios
dvisluoksnj nuo pavirsiaus (Tabaei ir kt., 2009, Chung ir kt., 2009).
Imobilizuotos lipidinés membranos ant kiety pavirSiy yra labai patogios
analizuojant jas, pavirSiniais analizavimo metodais. dvisluoksniy lipidiniy
membrany  tyrin¢jimui  taikomi  elektrocheminiai  metodai:  cikline
voltamperometrija (CV) (Rao ir kt., 1997), tiek ir impedanso spektroskopijos
metodas (EIS) (Terrettaz ir Vogel, 2005, Gervasi ir Vallejo, 2002, Cornell ir kt.,
2001, Valincius ir kt., 2006, Haas ir kt., 2001; Wiegand ir kt., 2002).
Elektrocheminiais metodais iSmatuojama tBLM talpa ir varza, taip gaunama
infomacija apie kriivio pernaSos kinetika, kuri gali biiti susieta su membranoje
esanCiais defektais, ir membranos vientisuma. Fluorescenciné mikroskopija
suteikia informacija apie lipidy pasiskirstymg ir difuzija dvisluoksnyje (Wagner
ir Tamm, 2000, Groves ir kt., 1997, Starr, 2000; Sonnleitner ir kt., 1999).
tBLM topografija ir stabilumas tiriamas atominés jégos mikroskopija (AJM)
(Benz ir kt., 2004). PavirSiaus plazmony rezonanso (Rao ir kt., 1997) ir kvarco
kristaly mikrobalanso (QCM) (Giess ir kt., 2004, Rossetti ir kt., 2005) metodai
yra naudojami tyrin¢jant vezikuliy liejimosi kinetika, (Reimhult ir kt., 2003)

optinj storj ir dvisluoksnio formavimosi procesg realiame laike, fiksuojant lizio
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1.3 Lasteliy membrany modeliai

rodiklio parodymus ir masés pokyti. Neutrony reflektometrija yra ideali
priemoné tiriant tBLM asimetriSkumg (Wacklin, 2011) ir molekuling struktiirg
(McGillivray ir kt., 2007, Heinrich ir kt., 2009, Vockenroth ir kt., 2009,
Wacklin, 2010, Vial ir kt., 2009).

1.3.3 Baltymy jterpimas (atkiirimas) i fosfolipidine membrang

Siuo atveju baltymy jterpimas (atkiirimas) atitinka pladiai, baltymy
analizéje, naudojamg angliSka terming — reconstitution. Jterpimas,
ikomponavimas (atkiirimas) (angl: reconstitution) — tai komplekso struktiiros
iSardymas, kai i§ struktiros izuoliuojamas vienas ar keli komponentai ir jie
atkuriami ] aiSkesnes, labiau suprantamas ir iSmatuojamas sistemas.
Vidulasteliniai endoplazminio ir sarkoplazminio tinklo, mitochondrijos
membranos joniniai kanalai néra lengvai prieinami iSoriniais elektrodais, ar
kita standartine pavirSine analizavimo technika, taip pat nejmanoma atlikti
,patch—clamp* technologijos, todél labai sunku iSaiskinti skirtingy tipy kanaly
savybes. Tokiu atveju, perkeliant baltymus i dirbtines membrany sistemas, juos
jau galima tyrinéti pasitelkus daugel] pavirSiaus techniky ir elektrochemija.
Taip, baltymas lengviau analizuojamas ir nustatomos jo biofizikinés savybés,
laidumas ir selektyvumas. ISskirti citoplazminiai tirplis fermentai yra
funkciskai aktyviis ir tiksliai nustatomi tirpale jvairiais metodais. O iSskirty
transmembraniniy baltymy — joniniy kanaly funkcinis aktyvumas jau visiskai
priklauso nuo baltymo jkomponavimo ; membrana, nes baltymui reikalinga
tinkama hidrofobiné aplinka ir barjeras, per kurj kanalas gali katalizuoti jony
jud¢jimag (Williams, 1994, Rémigy ir kt., 2003).

Dvisluoksnés lipidinés membranos, suformuotos ant kiety pavirSiy su
jterptais joniniais kanalais, panaudojamos: imunologijoje, tiriant lgstelés —
lastelés reakceijg i imuninj suzadinimg (Groves ir Dustin, 2003), biomedicinoje,
kuriant biosuderinamus pavirSius su receptoriais, reikalingais lastelés
prikabinimui ir augimui, taip pat kuriant vaistus (Rossetti ir kt., 2004). sBLM ir
tBLM naudojamos tiriant: fosfolipidy difuzija (Tamm ir McConnell, 1985,
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1.4 Poras formuojantys toksinai

Shenoy ir kt., 2009), mediatoriy gamyboje (Jeuken ir kt:, 2005), fermenty
aktyvmo nustatymui (Valincius, 2008), lipidy — baltymy sgveikas, kurios
tiesiogiai panaudojamos biomedicininiuose toksikologijos,Alzhaimerio ligos
(Valincius ir kt., 2008), lasteliy signaluose dalyvaujanciy lipidy (Wymann ir
Schneiter, 2008) tyrimuose.

Sio darbo tyrimams pasirinktas tBLM modelis. Disertacijos darbe
aptartos tBLM sukiirimo ir isvystymo galimybés, bei Siy modeliy pritaikymas
poras formuojanciy toksiny bei peptidy jterpimui, jy detekcijai ir funkcijos

tyrimuose.

1.4 Poras formuojantys toksinai (PFTs)

Toksinai yra stipris nuodai, inicijuojantys patologinius pokycius
gyvuose organizmuose, tame tarpe ir zmoguje. Citolizinius toksinus gamina
jvairiis gyvi organizmai, ypac bakterijos, tam tikri vabzdziai, nuodingi ropliai ir
geliantys jiiriniai bestuburiai. Toksinai, infekcijos metu, formuojantys poras
membranoje ir taip sutrikdantys nattiralig lastelés homeostaze, suardantys
pralaidumo barjerg ir inhibuojantys specifinius procesus ir galy gale
sukeliantys Iasteliy zutj, vadinami poras formuojanciais toksinais (angl: Pore —
forming protein toxins, PFTs). Toksinai sekretuojami vandenyje tirpiy
monomery pavidalu, bet atakuodami Igstele taiking patiria daug jvairiy
konformaciniy pasikeitimy ir transformuojasi j lastelei toksiska integraliaja
membranos porg (Parker ir Feil, 2005, Tilley ir Saibil, 2006).

PFTs klasifikuojami, pagal tai, kokio tipo membranoje formuoja poras, i
dvi Seimas: o-PFTs ir B-PFTs (Gouaux, 1997). a-PFTs klasés toksinai
transmembraning porg formuoja i§ polipeptidiniy o-spiraliy grandiniy. Sios
klasés toksinai savo struktiiroje turi poras formuojantj domena, sudarytg i$
didelio kiekio a-spiraliy, i$sidésCiusiy trimis sluoksniais. Strukttiros viduryje
esti hidrofobinis spiralinis plauky smeigtukas (angl.: hairpin), kuris dalyvauja
pradiniame jsiterpimo j membrang zingsnyje. a-PFTs klasei priklausantys

toksinai: kolicinai (colicin) — tai charakteringa antibiotiky klasé, gaminami
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jvairios padermés E. Coli bakterijy, toksiski kitoms paderméms ar kitoms
giminingoms bakterijoms; egzotoksinas A (exotoxin A) — tai kritinis virulentinis
faktorius, produkuojamas Pseudomonas aeruginosa bakterijy, inhibuoja
baltymy sinteze; Jd-endotoksinas (d-endotoxin) — tai insekticidas naudojamas
biotechnologijos pramonéje; Difterijos toksinas (Diphtheria toxin) — zudo
zinduoliy lasteles, inaktyvuodamas pagrindinj translokacijos mechanizmo
baltyma elongacijos faktoriy 2 (EF-2); Bcl-2 — tai Seima apoptoziniy baltymy,
kurie reguliuoja apoptozes reiskinius Igstel¢je (Parker ir Feil, 2005, Tilley ir
Saibil, 2006).

Kita svarbi poras formuojanciy toksiny klas¢ yra B-PFTs. Jy struktiira
turtinga B-klos¢iy, kurios membranoje formuoja B-statinés (angl.: B-barrel)
strukttirg. Porg formuoja iStemptos polipeptidinés grandinés antilygiagretés 3
juostos. Jos tarpusavyje susijungia vandeniliniais rySiais ir sudaro uzpildyta
vandeniu P statine, sudaryta i§ 8 — 22 B-klos¢iy, pasvirusiy 45 kampu statinés
aSiai. PB-PFTs klasei priklausantys toksinai: aerolizinas (aerolysin) — tai
pagrindinis Aeromonas Seimos bakterijy virulentinis faktorius, patogeniskas kai
kuriems gyviinams, zmogui sukeliantis skrandzio ir plonyjy Zarny ligas; a-
hemolizinas (o-hemolysin) — tai Staphylococcus aureus gaminas toksinas,
sukelig lasteliy zatj, kraujo uzkrétimag (apie $j toksing placiau bus kalbama 4.1
skyriuje); juodligés toksinas (anthrax toxin) — sekretuojamas i§ Bacillus
anthracis (4.2 skyrius); Vibrio choleros citolizinas — zmogaus virulentinis
faktorius, sukeliantis Zzarny pralaidumg ir cholerg (De ir Olson, 2011);
Lizeninas — nuo sfingomielinio priklausantis toksinas (Shogomori ir
Kobayashi, 2008). Kita svarbi B-PFTs klas¢ — nuo cholesterolio priklausomi
citolizinai (cholesterol-dependent cytolysins, CDCs) (Apie juos plaiau bus
kalbama 4.3 skyriuje) — tai placiai paplite toksinai, kuriy didziausias
aktyvumas pasireiskia cholesterolio turtingose membranose, kuriose toksinas
formuoja labai dideles, daugiau nei 150 A skersmens, transmembranines poras
(Gilbert, 2002, Nguyen ir Kamio, 2004). B-PFTs jungiasi prie lastelés
pavirsiuje esanciy receptoriy, oligomerizuojasi ir formuoja B-statinés struktiira,

kuri jsiskverbia j lipidinj dvisluoksnj ir sudaro joje kanalg. PTF veikimag
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palengvina lipidy receptoriai, lokalizuoti skirtinguose domenuose, kurie
koncentruoja juos ant Igstelés membranos. B-PFTs receptoriais gali biiti ant
lastelés pavirSiaus lokalizuoti patys lipidai (cholesterolis), lipidy dariniai
(gangliozidai) ar GPI (glikofosfotidilinozitolio) — inkariniai baltymai (Geny ir
Popoft, 2006).

1.4.1 B-PTF — a-hemolizinas (a-hemolysin)

a-hemolizinas (a-HL) yra vienas geriausiai iStirty, stipriai pazeidzian¢iy
fosfolipidinés membranos integralumg, poras formuojantis toksinas,
sekretuojamas  Staphylococcus aureus. Tai yra vienas iS nedaugelio
transmembraniniy baltymy, kurio integraliajg struktiirg yra pavyke identifikuoti
rentgenostruktirinés analizés metodais. Kraujotakoje a-hemolizinas atakuoja
eritrocity membranas ir sukelia jy lizg, taip inicijuodamas sepsi — visuminj

organizmo uzdegiminj procesg — kraujo uzkrétima.

1.4.1.1 a — hemolizino struktiira

Normaliomis salygomis Staphylococcus aureus nesukelia jokio
pavojaus Seimininkui, taciau kai kuriais atvejais S. aureus sukelia jvairias tiek
pavirSines, tiek gyvybei pavojingas ligas. Staphylococcus aureus iSskiria
endotoksinus (suristi su bakterijos lastelés sienele) ir egzotoksinus (iSskiriami j
aplinka, jy veikimas tampa nuo bakterijos nepriklausomas) ir gamina
ekstralgstelinius baltymus. a — hemolizinas yra pagrindinis Staphylococcus
aureus bakterijy virulentinis faktorius. Baltymas yra citotoksiskas,

pazeidziantis membrang, ir neurotoksiskas (Freer ir Arbuthnott, 1983).

Pirminé ir antriné struktira
1996 m. biologiskai aktyvaus o-HL struktiira buvo nustatyta

rentgenostruktiiriniais metodais su rezoliucija 1,86 A (Song, 1996). a-HL yra
sekretuojamas j vandenyje tirpius 33,2 kDa monomerus, sudarytus i§ 293
aminorugs¢iy, cisteinas — vienintelé aminortgstis, kurios néra sudétyje.

Struktiroje dominuoja B juostos — 52,9 %, taip pat randama: 4,3 % alfa ar 3,
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spiraliy, 7,9 % atsitiktiniy spiraliy ir 34,9 % nei alfa, nei beta strukttiry (Song,
1996).

Tretiné ir ketvirtiné struktiira
Kiekvienas monomeras sudarytas i§ trijy domeny: kepurés (angl.: cap),

koto (angl.: stem), krasto (angl.: rim) (1.7 pav A). Kepurés domenas —
hidrofilinis, sudarytas i§ dviejy (5-tos ir 6-tos) B-juosty. Amino kilpa yra svarbi
baltymo ketvirtinés struktiiros (heptamero) formavime. Koto domenas
sudarytas i§ 7-os ir 8-0s B-juosty charakteringo smeigtuko, kuris jsiterpia i
membrang. Trikampio domenas jungia koto domeng su kepurés domenu per
aminortgstis: Pro103 su Thr109, Vall49 su Aspl52, atsakingas uz svarbig
monomero — monomero s3aveikg heptameriniame baltyme ir gali veikti
konformacinius pasikeitmus baltymo oligomerizacijos metu. Krasto domenas
yra zemiau kepurés domeno ir sgveikauja su membranos fosfolipidiniu
dvisluoksniu. Sudarytas is didelio kiekio nei alfa nei beta struktiiry, bei gerai
apibrézty trijy P-juosty (5, 14, 15) (Song ir kt., 1996, Gouaux, 1998).
Saveikaudami su fosfolipidinémis membranomis monomerai, savaime
oligomerizuojasi i vandenyje toksiska, grybo formos heptamerinj, tirpy joninj
kanala, kurio molekuliné masé 232,4 kDa (1.7 B pav). Suformuotg porg sudaro
septyni identiski subvienetai, kurie sudaro heptamerinj zieda su centrine angele
(Song ir kt., 1996, Gouaux E., 1998). Heptamero koto domenas yra sudarytas i$
7 persipynusiy monomery -smeigtuky, tarpusavyje susijungusiy vandeniliniais
rysiais, sudaranciy B-statinés struktiirg (bendrai 14 B-juosty), kuri jsiskverbia |
membrang ir suformuoja vandens pripildyta mazdaug 1 — 2 nm diametro
kanalg. Koto domenas yra turtingas neutraliy glicino aminoriigs¢iy ir kity
hidrofobiniy ir hidrofiliniy aminortgsciy, todél vykstant baltymo
oligomerizacijai, hidrofilinés amino rtgstys suformuoja kanalo vidy, o
hidrofobinés aminortigStys iSsidésto iSor¢je ir sgveikauja su membranos
fosfolipidiniu dvisluoksniu (Song ir kt., 1996, Parker ir Feil, 2005). Kepurés
domenas yra 46 A auki¢io ir 100 A plocio, jj sudaro 80 % viso baltymo

aminorig$éiy. Sio domeno amino kilpa yra atsakinga uz daugelj saveiky tarp

37



1.4 Poras formuojantys toksinai

monomery, taip pat uz daugeli hidrofobiniy ir hidrofiliniy sgveiky, kurios
stabilizuoja kepurés domeng ir visg baltymg (Song ir kt., 1996). Kepurés
domeno histidinas 35 (His35) ir histidinas 48 (His48) yra labai svarbios
aminorugstys, kuriy svarba buvo parodyta su jy mutacijomis (Menzies ir
Kernodle, 1994). Jeigu His48 pakeistas i leucing, baltymas nesioligomerizuoja
ir nesukelia lgsteliy lizés. Abi aminortigS§tys yra svarbios monomero —

monomero sgveikai.

Amino kilpa

b
2
)

K X epurés

epurés domenas :

5+6 B-juosty é[ P omenas
sumustinis X

Trikampio

domenas

” . Krasto
Krasto domenas . domenas

5,14,15 B-juostos

Koto domenas
7ir8 B-juostos

A B
1.7 pav. A. Tretiné a-hemolizino struktiira. Pavaizduota monomero kepurés, krasto,
koto, trikampio domenai ir amino kilpa, kuri svarbi baltymo heptamero formavime. B
Ketvirtine a-hemolizino struktiira. Heptamera sudaro septyni identiSki monomerai.

Monomeras paveiksle pavaizduotas mélynai. Paveikslai padaryti su RasMol programa,
PDB failas 7AHL.

Heptamero krasto domenas yra Zemiau kepurés domeno ir sgveikauja su
membrana. Turi baziniy ir aromatiniy aminortigs¢iy su kuriomis jungiasi
fosfolipidy hidrofilinés galvutés (Galdiero ir Gouaux, 2004). Taip pat krasto
domenas dalyvauja o-hemolizino monomero — monomero saveikoje, ir
krasto/koto domeny sgveikoje. Fosfolipidinio dvisluoksnio sgveika su kraSto
domenu sukelia konformacinius pasikeitimus ir sukelia baltymo oligomerizacija

(Song ir kt., 1996, Geny ir Popoft, 2006).

1.4.1.2 o — hemolizino jsiterpimas j membrang

Savaiminis o-HL oligomerizacijos procesas ] vandenyje toksiska
heptamerinj joninj kanalg vyksta keliais etapais (1.8 pav.). Pirmiausia (1)

toksinas sekretuojamas i§ bakterijos, tirpaus monomero pavidalu. Tirpus
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baltymo monomerai, tiesiogiai arba per jvairius receptorius, jungiasi prie
lastelés taikinés membranos ir difunduoja joje. Receptoriai koncentruoja
toksing ant membranos pavirSiaus (Geny ir Popoff, 2006); (2) monomerai
patiria daug susidirimy, i$$aukian¢iy trumpalaikiy dimery formavima. Siy
dimery gyvavimo laikas ~ 50 ms, po kurio jie disocijuoja i monomerus; (3)
Monomery susidirimai su laikinuoju kompleksu, perveda juos | negriztama
palaipsnj augimg; (4) Oligomerizacijos pasekmé — stabiltis, disocijuoti jau
negalintys, heptamerai (Thompson ir kt., 2011). Heptamerai i$ pradziy
suformuoja prepora, kuri d¢l jvairiy konformaciniy pasikeitimy (a, b, ¢ etapai)
persitvarko i toksiSkg porg (1.8 pav.), kuri membranoje sudaro kanala,
pazeidzia jos integralumg ir sutrikdo natiiralig Igstelés homeostaze (Montoya ir

Gouaux, 2003, Parker ir Feil, 2005).

oy - 048] S (17* - o7

Laisvas Prie membranos- Heptameriné Heptameriné
monomeras prisiriSes prepora pora
monomeras (a, b,c)

1.8 pav. a-HL kanalo susidarymas: vandenyje tirpus monomeras (1) jungiasi su
membrana (2) oligomerizuojasi, sudaro prepora (3) ir galiausiai jsiterpia ] membrang
(4) (Adaptuota i§ Montoya M and Gouaux E, 2003, Galdiero S and Gouaux E, 2004).

Savaiminis o-HL oligomerizacijos procesas ] vandenyje toksiska
heptamerinj, buvo tiriamas panaudojant vienetinés molekulés fluorescencijos
vaizdinimg (Thompson ir kt., 2011). Stebétinai, savaiminis susirinkimas nuo
monomero iki galutinio hepatmero, yra nepaprastai greitas, siekiantis < 5 ms.
Proceso metu nebuvo detektuota jokiy kitoky oligomeriniy tarpiniy buseny.
Lipidy judéjimo koreliacijos laikas dvisluoksnyje yra 10 ms (Shenoy ir kt.,
2010, Sharovov ir kt., 2008), tuo tarpu integraliniy baltymy judéjimo
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koreliacijos laikas yra nuo 1 ms iki 10 ms. a-hemolizino monomero, kai jis
difunduoja ant membranos pavirSiaus, judé¢jimo koreliacijos laikas yra
artimestis 10 ms. Todél Thompson ir kity, apskaifiuotas tarpiniy biiseny
gyvavimo laikas (~ 50 ms), rodo, kad a-HL monomeras, prie$ susidurdamas su
kitu monomeru, membranoje gali patirti keleta apsisukimy, sukurdamas

efektyvesnig susiriSimo padétj (Thompson ir kt., 2011).

1.4.1.3 a— hemolizino patogeneze

a-hemolizinas  pasizymi  hemolizinémis, citotoksinémis,  odos
nekrozinémis savybémis ir gali buti letaliniu faktoriumi jvairiems organizmams.
Tyréjai ir mokslininkai S$io toksino sukeltos ligos, bendru pavadinimu,
vadinamos S. aureus infekcija. a-hemolizinas yra toksiSskas monocitams,
fagocitams, eritrocitams, makrofagams ir edotelinéms lgsteléms (Bhakdi ir
Tranum-Jensen, 1991). S. aureus infekcija prasideda, kai o-HL heptamerai
formuoja poras membranoje ir sutrikdo natiiralia homeostaz¢. Membraninis
kanalas membranoje praleidzia visus jonus ir mazos molekulinés masés
junginius (iki 2000 Da), ir sukelia lgsteliy lize. a-hemolizinas taip pat sukelia
daugelj ligy nuo odos infekcijos (skauduliai, furunkulai) iki gyvybei pavojingy
ligy — kraujo uzkrétimas, endokarditas, kvépavimo sutrikimai ar pneumonija
(Dinges ir kt., 2000). Kiti toksino sukeliami pazeidimai organizme pateikti 1.1
lentel¢je. Transmembraninés poros atsiradimas membranoje sukelia taip pat ir
patofiziologiskai svarbias antrines lastelines reakcijas (Bhakdi ir Tranum-
Jensen, 1991). Pirmiausia, poros yra per mazos, kad pro jas galéty iStekéti ar
keliauti citoplazminiai baltymai, taigi jvairiy lasteliniy procesy molekuliniai

mechanizmai, i§lieka nepakite.

1.1 lentelé. o — HL sukeliami patogeniniai fiziologiniai efektai.

Toksinas | Sukeliamas efektas | Literatiiros Saltinis

a-hemolizinas T limfocity apoptozé Jonas ir kt., 1994

Staphylococcus aureus  Padidina plauciy arterinj slégj Walmrath ir kt., 1993
Sukelia IL-6 sekrecija pelése Onogawa, 2005
Sukelia IL-8 sekerecija Rose ir kt., 2002
alveolinése epitelinése lastelése
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Nors mazy molekuliy, tokiy kaip ATP, nuotékis ir yra pakankamai
greitas, vistiek procesas uztrunka keleta minuciy, todél per §j laika, kol lastelé
zuna, gali biiti sukeliama serija giminingy patofiziologiniy reakcijy. Antra,
staigi kalcio jony difuzija sutrikdo iSorinj — vidulastelinj koncentracijos
gradienta. Sutrikdytas kalcio jony gradientas yra svarbiausias sukéléjas antriniy
reakcijy, tokiy kaip: FEikozanoidy produkcijos stimuliavimas — kalcio jonai,
aktyvuodami prie membranos prisiriSusig fosfolipaze, sukelia arachidoninés
rugsties metabolizmg. To pasekoje aktyvuojamas metabolinis prostaciklino ir
tromboksano kelias. Tromboksanas yra zinomas kaip plauciy kraujagysles
siaurinantis veiksnys (vazokonstriktorius). Galy gale iSsivysto plau¢iy edema ar
kvépavimo sutrikimo sindromas. Siuo metu Zinoma, kad ir kiti poras
formuojantys toksinai sukelia prostaglandiny ar leukotrieny produkcija (Dinges
ir kt., 2000, Bhakdi ir Tranum-Jensen, 1991); Sukelia lgsteline susitraukimo
disfunkcijg — kalcio jonai sukelia aktino — miozino siiily susitraukima, o jy
atsipalaidavimui yra reikalingas ATP. Kadangi toksino pazeistos membranos
patiria ATP nuotekj ir Iastelés yra uzliejamos kalciu, lgstelé patiria susitraukimo
disfunkcijg (Bhakdi ir Tranum-Jensen, 1991); Sukelia endonukleaziy aktyvacijg
— placiai manoma, kad uzprogramuota Igstelés ziitis yra sukeliama vidiniy
endonukleaziy aktyvacijos, todél kalcio jonai yra pagrindinis $io proceso
sukelejas; Sukelia membranos pakitimus — toksino jsiterpimas j dvisluoksnj
perorientuoja neigiamai jkrauta fosfotidilsering, jo “flip — flop” vyksta i§ vidinio
dvisluoksnio j iSorinj (Bhakdi ir Tranum-Jensen, 1991).

Pastaruoju metu o — hemolizing bandoma panaudoti kaip stochastinj
biojutiklj jvairiy mazy baltymy, vienetiniy molekuliy (Robertson ir kt., 2007) ir
DNR (Bayley ir Cremer, 2001) molekulés nustatymuose (placiau apie a-HL

panaudojima jutikliuose, bus raSoma 1.5 skyriuje).

1.4.2 B-PTF — juodligés toksinas (Antrax toxin)

Juodligé — tai iiminé infekciné liga, kuria serga gyvinai ir Zmones.

Juodlige sukelia Bacillus anthracis bakterijos sekretuojami toksinai.
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Pavojingiausia yra inhaliuojamoji juodligés forma. Daugindamasi bakterija
iSskiria PFTs toksinus, dél kuriy iSsivysto lokalios audiniy hemoragijos, edema
ir nekrozé. Galutiné juodligés toksino integralioji struktira dar néra pilnai
nustatyta. Pastaruoju metu juodligés toksinas (angl.: antrax toxin) yra minimas
kaip galimas preparatas biologinio ginklo ruo§imui. Pasaulyje yra siekiama
sukurti vaistinius preparatus ir vakcinas, apsaugojan¢ias nuo galimo

bioterorizmo pavojaus.

1.4.2.1 Juodligés toksino struktiira

Bacillus anthracis sekretuoja tris monomerinius baltymus, kurie bendrai
kartu, vadinami juodligés toksinu. Kiekvienas atskiras komponentas pasizymi
skirtingomis antigeninémis savybémis. Du i§ jy yra fermentai: pirmas — tai 90
kDa letalinis faktorius (LF) (angl.: Lethal factor) — Zn®" proteazé, kuri
specifiskai kerpa ir inaktyvuoja MAP — kinazés kinazes (MAPKK) ir inicijuoja
letalinius juodligés toksino efektus; Antras — tai 89 kDa edemos faktorius (EF)
(angl: Edema factor) — tai nuo Ca®" ir kalmodulino priklausanti
adeninilciklazé. Treciasis komponentas — tai 83 kDa apsauginis antigenas (PA)
(angl.: Protective antigen) — tai efektyviai indukuojantis apsauginj imunitetg
pries juodlige, turintis dvi aktyvias zonas prie kuriy jungiasi LF ir ED ir taip
patenka j citozolj (Young ir Collier, 2007).

Juodligés toksino integralioji membranos struktiira tiksliai néra
nustatyta, bet 1997 metais kristalografiniais metodais su rezoliucija 2,1 A
nustatyta monomerinio natyvaus PAgs struktira (PDB kodas, 1ACC) (Petosa ir
kt., 1997), o 2004 metais jau nustatyta monomerinio PAg; komplekso su
ANTXR2 receptoriumi struktiira su rezoliucija 2,50 A (PDB kodas, 1T6B)
(Santelli ir kt., 2004). Tirpus 83 kDa monomeras, sudarytas i§ 735
aminorugsc¢iy. Struktiroje yra 31 %, B-juosty, taip pat randama 13 % a-spiraliy
ir 56 % nei-alfa, nei-beta struktiiry. PAg; sudarytas 1§ keturiy skirtingy domeny
(1.9 pav A, PDB kodas 1TZO).
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1.9 pav. A — Tretiné monomerinio PAgs struktira yra sudaryta i§ keturiy domeny:
PAI, PAII, PAIIIL, PAIV. Furino proteazé nukerpa PAy ir licka PAs; domenas, kuris
oligomerizuojasi ant membranos pavirSiaus. B Ketvirtiné PAg; struktiira, pavaizduota
i§ virSaus. Struktiira sudaryta i§ septyniy identiSky (PAs3); monomery. Abiejuose
paveiksluose spalvos atitinka atskira domeng (Paveikslai adaptuoti i§ Lacy ir kt.,
2004, PDB, ID kodas 1TZO).

Domenas 1 (PAI) (1 — 258 aminoriigStys) sudarytas i§ B-klosciy, keturiy
mazy spiraliy ir dviejy kalcio jony. PAI turi seka RKKR, kurig atpazjsta furino
proteazé ir inicijuoja PAg; kirpima iki preporos pirmtako, PAg; t.y. atskeliamas
PAyy nuo domeno PAI (Gao ir Schulten, 2006, Young ir Collier, 2007).
Domeno 2 (PAIl) (259 - 487 aminoriigStys) pagrindiné funkcija yra
transmembraniné€s poros formavimas, per kurig EF ir LF patenka | citozolj.
Neseniai parodyta, kad PAII taip pat dalyvauja PAg; suriSime su Igsteliniu
receptoriumi. [siterpe ] fosfolipiding membrang, PAg; monomerai savaime
oligomerizuojasi | heptamering prepora (1.9 B pav. PDB, ID kodas 1Z0) ir dél
konformaciniy pasikeitimy, priklausan¢iy nuo pH, suformuoja 14 PB-juosty
transmembraning statine, kurios ilgis ~ 35 A, o plotis ~ 20 A.

Vandenyje tirpios heptamerinés poros diametras yra 160 A, o aukstis —
85 A. Domenas 3 (PAIII) (488 — 595 aminoriigitys) dalyvauja PAg;
savaiminiame oligomerizacijos procese. Sio domeno mutacijos stipriai
inhibuoja oligomerizacijos procesag. Domenas 4 (PAIV) (596 — 735
aminorigsStys) sudarytas i§ [ tipo struktury, dalyvauja Igsteliniy receptoriy

atpazinime ir suri§ime (Chauhan ir Bhatnagar, 2002).

43



1.4 Poras formuojantys toksinai

1.4.2.2 Juodligés toksino jsiterpimas j membrang ir patogenezé

Savaiminis PA oligomerizacijos procesas ] toksiSka heptamerinj joninj
kanalg vyksta keliais etapais (1.10 pav.). 1 etapas — Bacillus anthracis
sekretuojamo monomero, PAg; komponento, PAIV domenas ant Igstelés
membranos pavirSiaus atpazjsta ir sgveikauja su dviejy tipy receptoriais —
ANTXR1 (angl.: tumor endothelial marker-8) ir ANTXR2 (capillary
morphogenesis protein 2). Il etapas — aktyvuota lasteliné furino proteaze,
nukerpa ir pasalina nuo PAg; 20 kDa dydzio fragmenta (PA,,), o prie
receptoriaus lieka prisijunges 63 kDa fragmentas (PAg;) ( Young ir Collier,
2007, Mourez ir kt., 2002). III etapas — Receptoriai koncentruoja PAg; ant
membranos pavirSiaus ir PAg; oligomerizuojasi ] heptamera, (PAg;),
susiformuoja prepora. IV etapas — oligomerizacijos proceso metu susiformuoja
trys suriSimo sritys, jungiancios kitus Bacillus anthracis sekretuojamus
komponentus, ligandus: EF ir/ ar LF (Lacy ir kt., 2005). V etapas — susidares
preporos kompleksas yra apgaubiamas plazmine membrana, i$§ vidaus padengta
baltymo klatrino molekulémis (paveiksle neparodyta). Susidariusios pislelés,
endocitozés budu, patenka j lastelés vidy ir pereina i vélyvosios endosomos
stadija, kurioje rugstinis pH 5,0 — 6,0. VI etapas — d¢l pH poky¢io, prepora, per
eile konformaciniy pasikeitimy, formuoja endosomos membranoje integraliaja
struktlirg ir inicijuoja toksisky fermenty, LF ir EF, perneSimg | citozolj. VII
etapas — tai edemos faktoriaus citotoksiskasis kelias. D¢l edemos faktoriaus,
nuo Ca*" ir kalmodulino priklausan¢ios adeninilciklazés, veikimo kaupiasi
vanduo — i$sivysto edema (vandenlige). VIII etapas — tai letalinio faktoriaus
citotoksikasis kelias. Letalinis faktoriaus — Zn*" proteazé specifiskai kerpa ir
inaktyvuoja MAP — kinazés kinazes (MAPKK) ir inicijuoja letalinius efektus
(Nassi ir kt., 2002, Zhang ir kt., 2004, Mourez ir kt., 2002).

44



1.4 Poras formuojantys toksinai

PAzg -
PAE-?- | EF/LF
N
\ A )iy oy
1 = [ T { L
Iy el A
N * Furino A Y
N proteaze H* 4
~ J
M-« 5
ANTXR1/2 n
I 4_/
Ay Velyvoiji
y endosoma
ATP- ¢ 6
Ca?* - 7 y 8 -
Calmodulin - J Ty M KS
EF LF ’ J, i
[ cAMP

?

Vandens nuotékis ¥
Mirtis

Edema

1.10 pav. Juodligés toksino patekimo ] lastele ir citotoksiSkumo kelias. Toksino
baltyminis kompleksas endocitozés budu patenka ] lastelg, heptameras (PAg3)s
endosomose formuoja joninj kanalg (porg) ir iSleidzia | lasteling terpg toksiSkus
fermentus: EF ir LF (Adaptuota i§ Mourez ir kt., 2002).

Ligandy LF ir EF perneSimg per PAg; pora galima iSmatuoti
kontroliuojant lipidinés membranos joninj laidumg. LF, ties teigiama jtampa,
patenka j PAg; porg ir, todél blokuoja joninj laidumg (Zhang ir kt., 2004).
Ypatingai ties didelémis jtampomis, LF perneSamas prieSinga membranos
kryptimi ir tokiu biidu atblokuojamas kanalas. Sioje sistemoje visas perne§imo
mechanizmas yra kontroliuojamas tik PAg; poroje ir jo vyksmui nereikalingi
kiti Igsteliniai baltymai ar ATP. LF ir EF perneSimas per PAg; pora, apraSomas
jkrautu Brauniniu reketo mechanizmu (angl.: Brownian ratchet mechanism).
PerneSimo per porag mechanizmas yra pagristas difuzija, kadangi poros
segmentai jkrauti neigiamai, riig§tinés aminorigstys gali patekti | pora, tik po
protonizacijos endosomoje (dél zemo pH). Kai segmentai pasiekia citozolij, jie
akimirksniu deprotonuojami ir nebegali difunduoti atgal i porg (Young ir
Collier, 2007). LF ir EF perneSimo per pora tyrimams, buvo pritaikomas vieno
kanalo matavimais (angl.: Patch — clamp) gristas metodas, leidziantis atlikti

matavimus lgstelés membranoje, realiame laike (Wolfe ir kt., 2005).

Dirbtinése lipidinése sistemose buvo uzfiksuota funkcionuojanti sgveika
tarp PAg; kanalo ir jo ligandy. Saveika buvo detektuota pritakius
elektrofiziologinius matavimus (Halverson ir kt., 2005, Nablo ir kt., 2008).
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Buvo pademonsruota, kad prie pH 6,6 ligandai stipriausiai saveikauja su pora ir
ja regulivoja. Toks metodas pasizymi trimis pagrindiniais privalumais:
pirmiausia pilno ilgio EF ir LF gali buti kvantifikuojami mazose
koncentracijose; Antra, terapinés medziagos gali buiti greitai aptiktos ir
iSaiSkinamos. Ir trecia, i$ infekuoty gyviny kraujo iSskirtas visas letalinis
toksinas, tokiose sistemose detektuojamas prie itin mazy koncentracijy (30 pM)
(Halverson ir kt., 2005, Sun ir kt., 2007). Sio metodo privalumai vercia matyti,

kad ateityje jie bus panaudojami juodligés diagnostikoje, biojutikliy kiirime.

1.4.3 CDC — vaginolizinas

1.4.3.1 Nuo cholesterolio priklausomi citolizinai

Nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (angl.: Cholesterol -
dependent cytolysins, CDCs) — tai B-PFTs klasés, placiai paplite toksinai,
identifikuojami  daugelyje = gram-teigiamy  bakterijy = Seimy:  pvz,
perfringolizinas i§ Clostridium perfringens, pneumolizinas is Streptococcus
pneumoniae, streptolizinas from S. pyogenes, listeriolizinas i Listeria
monocytogenes, vaginolizinas 1§ Gardnerella vaginalis (Hotze ir Tweten,
2012). CDCs veikimas ir aktyvumas, lyginant su kitais PTF, pasizymi keletu
isskirtiniy bruozy:  jie visiSkai priklausomi nuo membranoje esancio
cholesterolio ir formuoja membranoje labai dideles oligomerines
transmembranines poras, kuriy diametras didesnis nei 150 A ir gali siekti iki
450 A. CDC monomerinés formos yra tirpios vandenyje, bet prisikabinusios
prie cholesterolio turinios membranos, spontaniskai savaime asocijuojasi,
formuodamos dvisluoksnyje vandening pora, kurig sudaro iki 50 monomery
(Tweten ir Johnson, 2003). Pastaraisiais metais, stengiamasi atsakyti i
klausimg, kaip tirptis monomeriniai baltymai susirenka j didelig kompleksing
pora, kuri perveria membrang. Papildomais tyrimais nustatyta, kad
cholesterolio praradimas, blokuoja CDC preporos virtimg i toksiSkaja pora
(Tweten, 2005). Vis dar néra Zinoma, kod¢l cholesterolio praradimas apsaugo

membranas nuo kanalo jsiterpimo, bet akivaizdu, kad tai susij¢ su membranos
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strukttiros poky¢iais (lipidiniy klasteriy formavimu). Tokie tyrimai parodé¢, kad
CDC poras formuojanc¢iy mechanizmo vyksmui limituojanti yra preporos
persiorientavimosi ] porg stadija, kuri yra jauri cholesterolio kiekiui
membranoje, o ne susiriSimo su membrana stadija, kaip buvo manoma

anksciau. (Giddings ir kt., 2003, Hotze ir Tweten, 2012).

1.4.3.2 CDC struktira

CDC pirminé struktura
Pirmg kartag pirminé CDC — pneumolizino (PLY) struktiira buvo

aprasyta Walker ir kity 1987 metais (Walker ir kt., 1987). Nuo to laiko baltymy
duomeny bazéje, GenBank, yra paskelbta vir§ 25 skirtingy CDCs.
Sekretuojamy CDCs monomery molekuliné masé¢ yra nuo 50 iki 72 kDa. Uz
kamieno susiformavimg atsakinga seka sudaro apie 50 kDa, nors keli, nuo
cholesterolio priklausomy citolizinai, turi papildomy 150 aminortgs¢iy seka,
sgveikaujancig su lecitinu (Farrand ir kt., 2008). CDC Seimos baltymy pirminés
sekos tarpusavyje turi daug konservatyviy regiony, kuriy identifiSkumas siekia
nuo 40 % iki 80 %. Labiausiai konservatyvus — tai C gale sutinkamas, 11
amino rigi¢iy (ECTGLAWEWWR), unikalus CDC struktiirinis motyvas. Sis
motyvas pavadintas nepeptidiniu (angl.: undecapeptide) ar triptofano (Trp)
turtinga kilpa (angl., Trp — rich loop). Sekretuojamy CDC monomery pirminé
struktira yra stebétinai hidrofiling, be jokiy akivaizdziy hidrofobiniy regiony,
galinCiy jsiterpti i dvisluoksnj. (Parker ir Feil, 2005, Hotze ir Tweten, 2012).

CDC kristaliné struktiira
Pirmoji, tirpaus sekretuojamo CDC monomero — perfringolizino (PFO),

kristaline strukttira buvo iSspresta Rossjohn ir kity 1997 metais (Rossjohn ir kt.,
1997). Kity CDC: SLO, Listeriolizino O ir PLY, struktiiros buvo nustatytos tik
po 14 mety. Neseniai buvo taip pat iSspresta intermedilizino (ILY) i§
Streptococcus Intermedius (Polekhina ir kt., 2005) ir antrolizino O (ALO) i8
Bacillus anthracis (Bourdeau ir kt., 2009), ir visai neseniai suilzino (SLY) i$
Streptococcus suis (Xu ir kt., 2010) struktiiros. PFO monomeras sudarytas i$
keturiy domeny, D1 — D4 (1.11 pav. A). Molekulé yra turtinga B-klostémis ir
hidrofiliné, be jokiy reik§mingy hidrofobiniy liekany ant pavirsiaus. Kity CDC,

47



1.4 Poras formuojantys toksinai

kaip minéta anksciau, strukttiros stipriai panasios j PFO, tik skiriasi jy galutiné
forma. Pirmiausia buvo nustatyta, jog D4 domeno Trp turtingas motyvas,
elgiasi kaip hidrofobinis kryzelis, kuriuo PFO jsiskverbia i membrang ir
suformuoja porag membranoje (1.11 pav. B) (Hotze ir Tweten, 2012, Rossjohn
ir kt., 1997). Jau seniau buvo parodyta, kad biitent Siame motyve randami

triptofanai, jeina j membrang (Nakamura ir kt., 1995).

C-galas@ :’V
A D4
H j.}“g\ Nepeptidinis
L2 /.
L3

1.11 pav. A. Perfringolizino O i§ Clostridium perfringens molekuliné struktiira (PDB
ID: 1PFO), sudaryta i§ keturiy, DI-D4, domeny; transmembraniniy smeigtuky,
TMHI1 and TMH2 (orandzing¢); B-klosciy, 1, 4 and BS; a-spiralés, al; kilpy, L1-L3;
Dvigubo glicino motyvo (Alyviné spalva) ir Trp turtingos kilpos (zalia). B. CDC
poros modelis. Pora sudaryta i§ 50 monomery. (i) Poros vaizdas i$ Sono. (ii) Poros
vaizdas i$ virSaus (Paveikslas adaptuotas i§ Parker ir Feil, 2005).

Domenas 1 (D1) sudarytas i§ septyniy antiparaleliniy B-klos¢iy. D2 yra
tarpinis domenas, jungiantis molekulés vieng galg su kitu. D3 domeno kamieng
sudaro B-klostés, apsuptos i§ abiejy pusiy a-spiralémis. D4 domene randama,
baltymams biidinga, B-klosCiy topologija (Rossjohn ir kt., 1997, Geny ir
Popoft, 2006,). Kontaktuojant monomerui su kitu monomeru, pagrinde vyksta
B5 ir al kilpos sukimasis nuo B4 (1.11 pav. A). Toks judesys atlaisvina kito
monomero 4 motyva. Monomerai jungiasi i oligomering forma tol, kol
pasiekiama ziedo formos struktiira, vadinama preporos kompleksu, kuris dar
nejsiterpia i dvisluoksnj. Preporos stadija, taip pat turi keletg tarpiniy buseny
(Hotze ir Tweten, 2012). Preporos komplekso stadijoje, kiekvieno monomero

du transmembraninai B-smeigtukai (TMH1 ir TMH?2), turintys tris 3 a-spirales,
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dalyvauja savaiminiame didelios [-statinés struktiiros susiformavime
membranoje (Soltani ir kt., 2007).

Susiformavusi milziniska PFO B-statinés struktiira, kurios diametras 250
— 300 A, apytiksliai turi 144 PB-klostes ar 72 B-smeigtukus, perveriandius

membrang. CDC poros yra didziausios iki $iol Zinomos toksino poros.

1.4.3.3 CDC — Vaginolizino (VLY) veikimas

Bakterin¢ vaginozé (BV) yra labiausiai pasaulyje paplitusi vaginaliné
infekcija, susijusi su natiiraliai makstyje esandiy bakterijy pagauséjimu. Sios
ligos priezastis néra visiskai aiski, tac¢iau manoma, kad ja sergama d¢l bakterijy
pusiausvyros sutrikimo makStyje, sumazéjus Lactobacillus kiekiui. BV
serganCios moters makstyje anaerobiniy bakterijy, tokiy kaip Gardnerella
vaginalis, yra nuo Simto iki tikstanc¢io karty daugiau nei paprastai. BV yra
labai paplitusi, ja serga viena i$ trijy motery (Gelber ir kt., 2008, Randis ir kt.,
2009). Sutrikusi maksties mikroflora, padidina prieslaikinio gimdymo ir
persileidimo rizika, taip pat padidéja prieslaikinio vaisiaus vandeny
nutekéjimo, pogimdyminiy ir pooperaciniy infekcijy rizika ir kity lytiskai
plintan¢iy infekcijy jgyjimas. Gydymas antibiotikais yra problematiskas dél
savo pasaliniy efekty, ypatingai nés¢ioms moterims, ir dél ligos dazno
atsinaujinimo (Livengood, 2009). Buvo pademonstruota, kad G. vaginalis gali
vyrams sukelti $lapimo taky uzdegima, artrita (Yoon ir kt., 2010). Sie
duomenys rodo, kad G. Vaginalis gali biiti daug labiau virulentiSkas, nei
manyta anksciau.

G. vaginalis yra iSrankus organizmas, reikalaujantis pilnos
kompleksinés terpés augimui. Gardnerella vaginalis yra anaearobiné bakterija,
fermentacijos metu, skaidanti angliavandenius dekstring, fruktoze, gliukozeg,
maltose, ribose, krakmolg ir cukroze. Kai kurie kamienai fermentuoja manoze,
galaktozg, ir ksiloze, bet neskaido manitolio, rafinozés ir sorbitolio (Harwich ir
kt., 2010). G. vaginalis iSskiria baltymg — toksing, kuris elgiasi kaip
hemolizinas, priklausantj nuo cholesterolio priklausomy citoliziny $eimai. Sis

toksinas buvo pavadintas vaginolizinu (VLY). VLY, kaip ir intermedilizinas
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(ILY) (Nagamune ir kt., 1996) ar Streptococcus mitis lectinolysin (LLY)
(Wickham ir kt., 2011), yra selektyvus zmogaus lasteléms, jis specifiskai
atpazjsta ir riSasi su Zzmogaus lasteléje esanciu receptoriumi, CD59 molekule,
bet jo aktyvumas taip pat yra priklausomas ir nuo cholesterolio, esancio
membranoje (Gelber ir kt., 2008). PrieSingai kitiems CDC, VLY turi D4
domene skirtingg nepeptidini motyva (EKTGLVWEPWR), vietoj pastovaus.
Dé¢l konseratyvaus cisteino praradimo, VLY yra oksidacijai atsparus baltymas.
Buvo taip pat parodyta, kad prolinas, esantis D4 domeno nepeptidiniame
motyve, yra reikalingas citolitiniam aktyvumui. Jdomu, kad CDS59 yra
gliukozilfosfotidilinozitolio — inkarinis baltymas, kuris slopina membrang
atakuojantj kompleksg (MAC). Bakterinés infekcijos metu, kai MAC yra
aktyvuotas, CD59 apsaugo Seimininke¢ lgstel¢ nuo komplekso sukeltos lizés
(Rollins ir kt., 1990). CD59 veikia labai specifiSkai ir ribotai, slopinantis tik
Seiminkés lastelés MAC, bet ne kitos rusies veikéjus. Faktas, kad VLY tik
kabinasi ir lizuoja zmogaus Igsteles, rodo VLY susiriSimg su zmogaus CD59
molekulés vieta, kuri taip pat svarbi sgveikai, susilpninan¢iai MAC kompleksa
(Hotze ir Tweten, 2012).

BV gydymas antibiotikais néra labai sé¢kmingas, del dazno ligos
atsinaujinimo ir atsparumo jiems. Tai paskatino ligos gydymui sukurti
rekombinantinius antikiinus ir panaudoti juos terapiniais veiksniais (Marrazzo,
2008). Monokloniniy antikiiny, prie§ bakterinius -citolizinus, sukiirimas,
palengvinty rySio, tarp jy struktiiros ir veikimo, supratimg. Sukurti triusio
polikloniniai antikiinai prie§ VLY, buvo naudojami VLY imunodetekcijai,
panaudojant tieck ELISA, tiek Westerno démeés metodus (Randis, 2009).
Zvirbliené ir kiti i§vysté monokloniniy antikiny, prie§ VLY, gamybos
technologija ir pademonstravo, in vitro zmogaus eritrocity hemolitiniame
tyrime, jy neutralizavimo veikimag (Zvirbliene ir kt., 2010). Monokloniniai
antikinai panaudojami VLY imunodetekcijoje ir ateityje, gali biiti naudingi
strukttiriniuose ir funkcijos tyrimuose. Neseniai buvo sukurti rekombinantiniai
monokloniniai antikiinai, kuriuose viena imunoglobuliny grandiné yra pakitusi.

Tyrimai in vitro parodé, kad tokie monokloniniai antikiinai pilnai slopina
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citolitini VLY aktyvuma (Pleckaityte ir kt., 2011).

1.4.4 Apibendrinimas ir PTF perspektyvos

Poras formuojantys toksinai, egzistuoja dvejose nesuderinamose
stadijose: tirpioje vandens stadijoje, kurioje toksinas yra transportuojamas i$
Seimininkés lgstelés i lastele taiking ir membranos stadijoje, kurioje toksinas
jjungia Zudymo mechanizma. Tirpioje vandens stadijoje, a-PFTs paprastai savo
trasmembraninius regionus slepia viduje, spiralinéje konformacijoje.
PrieSingai, B-PFT transmembraniniai regionai skirtingai susilanksto tirpioje
vandens stadijoje, o membraninéje terpéje, veikiant tinkamiems aktyviems
komponentams, kurie konvertuoja §iuos regionus, ir jsiterpimo j membrang
metu, paverCiami | B-smeigtukus. Kiekvieno monomero B-smeigtuky pora,
oligomerizacijos metu, sgveikaudama su kitais smeigtukais, sukuria didele
hidrofobine [-stating, kuri perveria membrang. Néra tiksliai suprasta toksiny
bendroji struktiira pradiniu, jsiskverpimo j membrang, etapu kuomet svarbis
pokyciai atsiranda B-smeigtuky motyve.

Abi PTF Seimos turi pozymiy, sustiprinanciy toksino sgveika su
membrana. Pavyzdziui, zemas pH daro jtaka, kai kuriy toksiny (kolicinas A,
PA63) hidrofobiskumui, dél kurio pasikeiia toksino susilankstymas,
konformacija ir veikimas. Atsiradusios ertmés ar jdubos struktiiros viduje, gali
taip pat paveikti toksino konformacija (kolicinas, PFO). O aromatinés grupés,
esanc¢ios molekulés pavirSiuje, gali veikti ir prisikabinimg prie membranos (a-
hemolizinas, PFO) (Parker ir Feil, 2005).

Daugelyje atvejy, dirbtinése membrany sistemose parodyta, kad toksiny,
i8skyrus CDC, jsiterpimui ir veikimui nebttinas joks receptorius. PTF veikimo
mechanizmas ir jy struktiiros, yra vis dar neaiskios. Ar tikrai toksino veikime
nedalyvauja jokie receptoriai ? Ar receptoriai, toksino susiriSmo su membrana
metu, vykdo rySio perdavimus? Taip pat vis dar néra pilnai aisku, kaip kinta

toksiny konformacija jsiterpimo j membranas metu. (Pastan ir Kreitman, 2002).
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CDC poros formavimo mechanizmas yra taip pat silpnai suprantamas.
Pavyzdziui, vis dar néra suprasta, kaip CDC apskaiciuoja ir reguliuoja, didelés
B — statinés jsiterpimg. Pozymiai rodo, kad tai atsitinka susiformavus ziedo
formos kompleksui, bet mechanizamo reguliacija, néra zinoma. Néra visiskai
aiSku, kokiu principu CDC jungiasi su cholesteroliu, ir ar tikrai cholesterolis
elgiasi kaip receptorius? (Gilbert, 2002, Tweten, 2005). Kad atsakyti i Siuos
klausimus, vis dar, pasitelkus tyrimus, reikalinga iSgauti daugiau informacijos
apie toksino struktiirg, jvairiose veikimo stadijose, taip pat nustatyti toksino su
membrana sgveikos ypatumus ir galimus pasalinius veiksnius, darancius jtaka
saveikai. Siame darbe bus stengiamasi detektuoti vaginolizino sqveikq su tBLM
ir jos ypatumus ir sukeltas membranos pazaidas, o taip pat tirti cholesterolio

jtakq toksino veikimui.

1.5 Biologiniy nanopory panaudojimas

Molekuliy transportas per biologing membrang yra grieztai
reguliuojamas ir gyvybiskai reikalingas kiekvienam gyvam organizmui.
Medziagy perneSimui per lipiding membrana, Igstelés naudoja mazas skylutes,
dazniausiai tai baltyminiai selektyviis kanalai, kuriais keliaudami jonai,
keisdami transmembraninj elektrostatinj potencialg, pakeicia ir jy pralaiduma.
Kanalai reguliuoja daugelj biologiniy procesy: neuroniniy impulsy perdavima,
raumeny aktyvumg ir paciy baltymy perneSimg per membrang. Jeigu tokie
kanalai yra visada atviri ir nepasiZzymi jokiu selektyvumu, jie vadinami
nanoporomis. Nanopora — tai mazo diametro ertmé membranoje, taip
apibudinamos visos toksiny formuojamos poros, aprasytos 1.4 skyriuje.
Gamtoje naudojamy 1 — 2 nm nanopory efektyvumas, paskatino vystyti
molekulinius jutiklius. Dirbtinés lipidinés membranos yra racionali priemoné
stochastiniy biojutikliy kirimui, (Bayley ir Cremer, 2001, ROmer ir Steine,
2004). Jutiklis paremtas joninés sroveés, keliaujanCios per nanopora,

pasikeitimu, kuri yra veikiama dalyvaujanéiy molekuliy (1.12 pav.) Si srovés
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pasikeitimas duoda informacijg apie molekulés dinaminius ir struktiirinius

pokycius (Venkatesan ir Bashir, 2011).
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1.12 pav. Jterpta biologin¢ pora lipidiniame dvisluoksnyje. Kai uzduodamas
potencialas, srové teka per pora, neSdama jonus, drusky tirpale, kuris supa dvisluoksnj
i§ abiejy pusiy. Srovés pokytis, pavaizduotas linija, fiksuojamas kiekvieng karta,
analitei prisikabinus prie poros. Tokia technologija gali detektuoti kiekviena
individualy prisikabinimg (Paveikslas adaptuotas i§ Bayley ir Cremer, 2001).

Nanoporos gali bti dviejy tipy: biologinés kilmeés ir kietos biisenos.
tBLM yra puiki platforma konstruojant biojutiklius, nes pasizymi dideliu
stabilumu, ] jas galima lengvai jkomponuoti receptorius, antikiinus, ir baltymy
joninius kanalus ar poras — biologinés kilmés nanoporas (1.12 pav.). Analité
gali biiti transportuojama per baltymo nanopora, gali jungtis prie baltymo ir
uzdaryti ar atidaryti kanalg kitoms molekuléms arba pradéti kokig nors
fermentiniy reakcijy kaskada (Kasianowicz ir kt., 2008). Biologinés kilmés
nanoporos, gali biiti iSskiriamos i§ bakterijy, pavyzdziui, iSorinis membranos
baltymas F i§ Escherichia coli, toksinas a-hemolizinas i§ Staphylococcus
aureus (placiai aprasytas 4.1 skyriuje ir pavaizduotas 1.12 pav.), Juodliges
toksinas i§ Bacillus anthracis (aprasytas 4.2 skyriuje) ar K selektyvus joninis
kanalas (Kasianowicz ir kt., 2008, Keyser, 2011). Taip pat neseniai buvo
pavaizduota porino A i§ Mycobacterium smegmatis ir membraninio baltymo
phi29, nanopory panaudojimas vienos molekulés sekos nustatyme (Shen ir Shi,
2012). Kietos biisenos nanoporos, kuriamos i$ silicio nitrido, formuojamos ant
graviruoty poliimido, polikarbonato ar poli (etileno) tereftalato membrany

(Kasianowicz ir kt., 2008). Pastaruoju metu intensyviai kuriami nauji
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nestandartiniai DNR sekvenavimo metodai, ateityje pakeisiantys Sengerio
metodg. Elektrinis jtampos gradientas gali traukti RNR ar DNR molekules per
nanopora, tuo biidu sukuriami unikalts signalai, leidziantys identifikuoti ir
charakterizuoti polinukleotidy molekules. Tokiu biidu detektuojant molekules,
nebiitinas molekuliy pagausinimas, zyme¢jimas ir modifikavimas (Rhee ir
Burns, 2006). Toksino a-hemolizino poros diametras membranoje jgalina
detektuoti tik viengrandes nukleortigs§tis DNR ir RNR bei linijinius polimerus,
bet ne dvigrandzius. Kuomet per porg keliauja viengrandé DNR, gauname
skirtingus kvantuotus elektros srovés pikus, kuriy kiekvieno piko aukstis yra
skirtingas ir atitinka tam tikrg nukleotiding baze (Osaki ir kt., 2009,
Kasianowicz ir kt., 2001, Kasianowicz ir kt., 2008). Modifikuoti baltymo
kanalai membranoje naudojami detektuoti: metalo jonus (Zn', Co®") (Braha ir
kt., 2000), mazas organines molekules (B-ciklodekstring) (Gu ir kt., 1999),
specifines cukry molekules (Kullman ir kt., 2002) ir kitus baltymus
nanomoliarinése koncentracijose (Bayley ir Cremer, 2001). Paskutiniais metais
vystantis technologijoms a-hemolizino poros naudojamos ir vienos molekulés
(poli(etilenglikolio)) detekcijai (Robertson ir kt., 2007). Nanopory technologija
vis dar yra vystymosi stadijoje. Tam, kad analité¢ buty detektuojama greitai,
jautriai, selektyviai ir griztamai, turi buti iSsprestos jsiterpimo stabilumo,

savaiminio jsiterpimo ir signalo silpnumo problemos (Ke-Jian ir kt., 2011).

1.6 Beta amiloidy vaidmuo Alzhaimerio ligoje

1.6.1 Netvarkiy agreguoty baltymy jtaka neurodegeneracijai

Neurodegeneracinés ligos pasizymi progresyvia smegeny disfunkcija ir
lasteliy zutimi specifinése smegeny vietose. Pagrindiné neurodegeneraciniy
ligy problema, sunkinanti ligoniy gydyma, yra vélyva klinikiné¢ diagnozé.
Neurony praradimas yra siejamas su tam tikry baltymy konformacijos
pasikeitimu ir Siy netvarkingy baltymy agregacija ir kaupimusi tiek

ekstralgstelingje, tiek vidulgstelingje erdvéje (Ross ir Poirer, 2004). Buvo
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parodyta, kad daugelis neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip Alzhaimerio,
Parkinsono, Hangtintono, prioniné¢ ir Sonin¢ amiotrofiné sklerozeé pasizymi
bendru lgsteliniu ir molekuliniu patogenezés mechanizmu, kuris siejamas su
abnormaliy baltymy dinamika ir strukttros praradimu, netobula degradacija ir
netvarkingy baltymy agregacija. Patogenezé taip pat siejama su ikliuziniy
kiineliy formavimu, taip pat dar su keletu biocheminiy virsmy ir procesy:
oksidaciniu stresu ir laisvy radikaly formavimu; Susilpninta bioenergetika,
mitochondrijos disfukcija ir DNR pazaida; neurony Goldzio komplekso
fragmentacija; Lastelinio transporto ardymu; Molekuliniy Saperony mutacija ir
veiksmais;  Neurotrofine  disfunkcija;  Neurouzdegiminiu/neuroimuniniu
procesu (Jellinger, 2009). Netvarkiis agreguoti baltymai indukuoja visus cia
iSvardintus procesus, todel yra esminis sukeliamos patogenezes Saltinis ir
daugelio pasaulio laboratorijy tyrimo objektas. Abnormalts baltymai yra linke
agreguotis ] skirtingo dydzio, konformacijos, ir/ar morfologijos daleles su
skirtingu jy poveikiu ir sgveika fosfolipidinéms membranoms. Baltymy
agregacijos metu vyksta vidulasteliniai antrinés ir/ar tretinés baltymo struktiiros
pasikeitimai, kurie lydi jvairiy supramolekuliniy struktiiry susidaryma.
Neurodegeneraciniy ligy eigoje dauguma susidariusiy agregaty yra
nepriklausomi nuo jy tirpaus baltymo pirmtako konformacijos. Taciau
neurotoksiskyjy agregaty identifikavimo mechanizmas, kuriuo yra pazeidziami
ir ilgainiui nuZudomi neuronai, néra pilnai iSaiSkintas.

Ankstesnieji agregacijos in vitro ir gyviny modeliuose tyrimai iSaiskino,
jog baltymy oligomerinés ar protofibrilinés formos atsakingos uz neurony ziitj,
o fibrilinés formos, kurios tipiskai aptinkamos autopsijos metu, gali i$ tikryjy
buti neuroapsauginés (Caughey ir Lansbury, 2003). D¢l savo molekulinés
struktiiros, peptidai gali jungtis ir sgveikauti su jvairiomis biomolekulémis:
lipidais, baltymais, proteoglikanais. Sgaveika su membranos lipidais, sukelia
katastrofiska jvykiy kaskada: abnormaliy peptidy — lipidy sgveika — padidina
patogeniniy baltymy iSmetima/fibriliacija/agregacija ir paeiliui pakeicia
dvisluoksnio savybes, suardo membranos takumg ir funkcijas (Vestergaard ir

kt., 2008). Yra parodyta, kad kai kuriais atvejais oligomerai gali biiti ziediniai,
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formuojantys poras membranoje, ir taip sutrikdantys membranos integraluma,
kuris sukelia lgstelinj stresa ir opoptoze (Bischofberger ir kt., 2009).
agregaty tipas labiausiai veikia patogeneze ir kokiu mechanizmu ar principu

vyksta fosfolipidinés membranos pazeidimas.

1.6.2 Alzhaimerio ligos sukéléjai — f amiloidy sankaupos

Alzhaimerio liga (angl: Alzheimer disease, AL) — tai viena dazniausiy
demencijos formy, progresuojantis neurodegeneracinis susirgimas, kliniskai
pasireiSkiantis nuolatiniu atminties blogéjimu, pazintiniy funkcijy blogéjimu,
kasdienés veiklos pasyvejimu, elgsenos pokyciais, neuropsichiatriniais
simptomais. Progresuojant ligai, palaipsniui iSnyksta nervinés galtinelés
(aksony, dendrity), sinapsés ir patys neuronai. Siuo metu liga nepagydoma, bet
vystantis biologinéms ir molekulinéms Zinioms apie ligos priezastis, tikimasi,

kad prie§s AL bus sukurtos vakcinos ar terapijos metodai.

1.6.2.1 Alzhaimerio liga

Alzhaimerio liga Jungtinése Amerikos Valstijose ir Europje yra
dazniausiai pasitaikanti demencija, ji sudaro 60 — 75 proc. visy senatviniy
demencijy. Alzhaimerio liga dazniau serga senyvi zmongs, todel, senstant
populiacijai, §ia liga serganciyjy sparciai daugéja. Sergamumas labai priklauso
nuo amziaus: jeigu tarp 65 mety asmeny kiekvienais metais $i liga nustatoma
apie 1,5 %, tai tarp 80 mety asmeny — apie 30 %. Nuo 65 mety amziaus
kiekvienas amziaus penkmetis Alzhaimerio ligos rizika didina du kartus
(Gorelick, 2004). Pirmaji, 1907 metais, AL atveji diagnozavo vokieciy
neuropatologas ir psichiatras Alois Alzheimer savo pacientei, 51 mety moteriai,
kuri buvo praradusi atmintj, orientacija, ir kuriai pasireik§davo haliucinacijos.

Pagrindinis AL rizikos veiksnys yra amzius. Bet ankstyvos pradzios AL,
prasidedanti jaunesniame nei 60 — 65 m. amziuje, dazniausiai yra paveldima.
Ankstyvaja Alzhaimerio ligg sukelia mutacijos trijuose genuose: Amiloido

pirmtako baltymo (APP) gene, esanCiame 21-oje chromosomoje, ; Presenilino-
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1 (PS-1) gene, esanCiame 14-oje chromosomoje ir Presenilino-2 (PS-2) gene,
esan¢iame 1-oje chromosomoje. Sitos mutacijos padidina AB;_4/AB.40 santyki
ir saglygoja labai ankstyvajg ir agresyvia AL forma (Tilley ir kt., 1998, Findeis,
2007); apolipoproteino E gene (ApoE4), esan¢iame 19 chromosomoje. ApoE4
gali stimuliuoti B-amiloido agregacija (Corder ir kt., 1993, Hardy ir Selkoe,
2007). Paveldimos ankstyvos AL formos yra retos ir sudaro vos 1 — 2 proc.
visy ligos atvejy, todél bendru atveju AL yra sporadiné. Negenetiniams rizikos
veiksniams priskiriama: amzius; bloga socialiné ir ekonominé padétis; menkas
iSsilavinimas; moteriskoji lytis (galbiit dél sumazéjusio estrogeny kiekio po
menopauzes); intoksikacija aliuminiu; galvos smegeny trauma; taip pat tokios

ligos kaip diabetas, hipertenzija, aukstas cholesterolis, insultas (Findeis, 2007).

1.6.2.2 Amiloido pirmtako baltymas ir [-amiloido peptidas
Amiloidas beta — tai 4,5 kDa peptidas, susidedantis i§ 38 — 43

aminorugsciy. AP peptidas, randamas sveiky zmoniy galvos smegeny ir
nugaros smegeny skystyje (Walsh ir Selkoe, 2007). Amiloido pirmtako
baltymas (Amyloid precursor protein, APP) yra transmembraninis baltymas
(100 — 130 kDa), reiskiamas ant lgsteliy pavirSiaus daugelyje audiniy ir
koncentruojamas neurony sinapsése. Sis baltymas atsakingas uZ nervinio
audinio augima, atsinaujinimg ir plastiSkuma, taip pat uz sinapsiy formavima.
Yra zinomi du APP baltymo apdorojimo keliai — tai amiloidogeninis kelias ir
neamiloidogeninis kelias (1.13 pav.) (Querfurth ir LaFerla, 2010, Selkoe, 2004,
Gandy, 2005). APP baltymas yra proteolitiSkai karpomas a, B ir y sekretaziy.
Pagrindinis (iki 95%), neamiloidogeninis APP skaidymo procesas neuronuose
prasideda nuo skaidymo a-sekretaze, kuri kerpa ties ekstralgstelinio AP galo ir
generuoja: sekretuojamg sAPPa fragmenta, kurj toliau kerpa y-sekretazé ir
gaminasi mazi hidrofobiniai fragmentai — P; baltymai, kuriy funkcija
amiloidogenezéje yra nezinoma (Vestergaard ir kt., 2008, Gandy, 2005).
ISlaisvinti sAPPa fragmentai pasizymi neuroapsauginiu ir atminties stiprinimo
aktyvumu, (Meziane ir kt., 1998), taip pat jie yra Zinomi kaip serino proteaziy

inhibitoriai, ir 1astelés — substrato adhezijos molekulés (Selkoe, 2004).
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1.13 pav. Alzhaimerio neamiloidogeninis ir amiloidogeninis keliai ir su jais
asocijuoty baltymy metaboliniai keliai. Kai APP yra karpomas fermento BACE ir po
to y-sekretazes, gaminasi AP peptidai. Taciau, kai APP yra kerpamas a-sekretazés ir
po to y-sekretazés, AP peptidai nesigamina. (Querfurth ir LaFerla, 2010).

Amiloidogeninis kelias prasideda, kai APP baltymas apdorojamas [3-
sekretazés (BACE) ir generuojamas sAPPg fragmentas. Dél tolimesnio y-
sekretazés kirpimo, priklausomai nuo kirpimo vietos, gaminasi 39 — 43
aminoriugsciy, 4,5 kDa, AP peptidai. Vyraujancios formos yra AB49 (90 %) ir
ABi42 (10 %) (Vestergaard ir kt., 2008). Suaktyveéjusi AP peptidy gamyba yra
kritinis Alzheimerio ligos vystymosi veiksnys. AP peptidy sankaupos sukelia
tiek iSorinius, tiek vidulgstelinius neurony pazeidimus. APP baltymas ir jo
apdorojimo fermentai yra lokalizuoti membranoje, bet skirtinguose domenuose.
Tiek fermentas BACE, tiek vy-sekretazé yra lokalizuoti ant membrany,
cholesterolio turtinguose lipidy domenuose t.y. lipidiniuose plaustuose, tuo
tarpu a-sekretazé lokalizuota ant membranos, fosfolipidy turtinguose
domenuose (Ehehalt ir kt., 2003). Neurodegeneracija labiausiai priklauso nuo
Siy proteaziniy fermety reguliacijos ir disreguliacijos.

Idomu pazyméti, kad keiCiant lgstelés membranos kompozicija,
reguliuvojami ne tik BACE ir o-sekretazés aktyvumai, bet AP peptidy
agregacija, membranos pazeidimo ir toksiSkumo lygis. KeiCiant lastelés
membranos kompozicija, reguliuojami BACE ir a-sekretazés aktyvumai. Buvo
nustatyta, kad anijoniniai  glicerofosfolipidai  (fosfatidilserinas) ir

fosfatidiletanolaminas gali  stimuliuoti BACE aktyvumg. Anijoniniai
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glicerofosfolipidai stimuliuoja BACE aktyvuma, d¢l elektrostatinés sgveikos
ant membranos pavirSiaus ir dél jy tiesioginés sgveikos su neigiamai jkrautais
lipidais (Vestergaard ir kt., 2008). Amiloidogeninio kelio APP metabolizmui
taip pat jtakos turi cholesterolis, kurio dideli kiekiai lastel¢je sumazina Igstelés
takuma, ir taip sutrukdo a-sekretazei priartéti ir sgveikuoti su APP. (Ehehalt ir
kt., 2003). Taigi, Alzheimerio ligos metu membranos lipidiniai plaustai,
kuriuose gausu cholesterolio (CHO), sfingolipidy (SM), gangliozidy (GM), turi
itakos BACE fermento aktyvumui ir A kaupimuisi. Vienas reik§mingiausiy
GM rolés aspekty yra jy sugebéjimas sgveikauti ir kabintis su AB. Amiloidy
kabinimasis prie membranos, turinios pakankama kiekj GM, sukelia
konformacinius AP a-spiralinés struktiiros pasikeitimus j tvarkinga B-klosting

strukttirg (Posse de Chaves ir Sipione, 2010).

1.6.2.3 Alzhaimerio ligos neuropatologija

Alzhaimerio ligos skiriamasis histopatologinis pozymis yra apibréztas
dviejy tipy pazeidimais, randamais smegeny, atsakingy uz atmintj ir pazinima,
srityse — tai uzlgstelinés amiloidinés sankaupos (amyloid plaques) ir
vidulasteliniai neurofibriliniai raizginiai (neurofibrillary tangles) (Selkoe, 2004,
Findeis, 2006). Neurofibriliniai raizginiai yra randami neurony Iastelés
citoplazmoje ir vystosi jie deél patologinio baltymo Tau fibrilizacijos |
polimerinius, tiesius ir sraigtinius kuokstus. Si neurofibriliné vidulgsteliné
nerviniy lasteliy degeneracija ir aksony suirimas yra susijes su per dideliu
baltymo Tau, susijungusio su mikrovamzdeliais, fosforilinimu. Tau baltymas,
sergant AL, tampa nenormalus ir suardo mikrovamzdeliy struktirg. D¢l to,
pamazu, nervinés lastelés tampa izoliuotos ir pradeda nykti (degeneracija)
(Gamblin ir kt., 2003). Ekstralgsteliniai pakitimai yra susije su amiloidinémis
sankaupomis, kurias formuoja B-amiloidai, kurie spontaniskai savaime linke
agreguotis | koegzistuojancias daugialypes fizikines formas: netirpias fibriles,
tirpias protofibriles (tarpiné busena tarp fibriliy ir oligomery) ir tirpius
oligomerus (Querfurth ir LaFerla, 2010). Visos Sios AP formuojamos

struktiiros yra matomos ir uzfiksuojamos atomines jégos mikroskopu (Klein ir
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kt., 2001). Toksiskiausios AP formos yra AP ir APi.42. »,llgasis™ AP 4, yra
labiau linkes agreguotis negu A4, taigi, AP,4, yra svarbiausia forma
inicijuojanti oligomery, fibriliy ir sankaupy formavimasi, kurie desponuojami
smegeny ekstralgstelingje terp¢je (Gandy, 2005). Neseniai buvo nustatyta, kad
abu Sie patologiniai AL pozymiai yra funkciskai susij¢, nors mechanizmai, kaip
B-amiloidy sankaupos skatina patologing Tau baltymo fibrilizacija, néra dar

visiSkai aiskiis (Selkoe, 2004, Gamblin ir kt., 2003).

1.6.3 p-amiloidy oligomery struktiira ir toksiskumas

Sintetiniai AP peptidai akimirksiu, savaime agreguojasi | B-klosciy
turtingas struktiiras. Ilga laika buvo manoma, kad fibrilinés AB;49 ir APi4
sankaupos yra pagrindiné AL priezastis. Bet Siuolaikiniai biofizikiniai tyrimai
rodo, kad pirminiai, toksiski, su AL susij¢ dariniai yra tirpis AP oligomerai
(Kayed ir kt., 2004), kurie gali pazeisti atminties mechanizmus, sukelti sinapsiy
pazeidimg ar praradimg ir net biiti, kaip tiesioginis veiksnys, neurony Zziityje
(Klein ir kt., 2001). Naujausi tyrimai pademonstravo, kad A4, peptidai, gali
kauptis ir lgstelése viduje, taip pat sékmingai, kaip ir uzlastelingje terpéje.
Siame poskyryje bus aprasoma jvairiy AP, oligomery morfologija ir jy
toksiSkumas. Taip pat, bus aptarti galimi toksiSkumo mechanizmai, kuriuos

sukelia uzlasteliniai AP oligomerai.

1.6.3.1 p-amiloidy oligomery morfologija

B-Amiloido jvairiy oligomery ir fibriliy susidarymas vyksta pagal
bendra, nuo nukleacijos priklausoma, polimerizacijos mechanizma (1.14 pav.)
(Roychaudhuri ir kt., 2009). Toks procesas charakterizuojamas: kritine
koncentracija, zemiau kurios negali vykti agregacija, 1éta lag faze, elongacijos
faze ir pusiausvyros nusistovéjimo faze. Monomerai labai nestabilis, todél i$
karto jungiasi j dimerus, kurie yra pagrindinis oligomerizacijos ,,statybinis
blokas®. Lag faz¢je jie oligomerizuojasi j tetramerus, heksamerus, oktamerus ir
t.t., sudarydami tirpius oligomerus, kuriy molekuliné masé siekia nuo 10 kDa

iki 100 kDa, kuriy dydis iki 20 nm (Haass ir Selkoe, 2007). Elongacijos metu
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vyksta intensyvus protofibriliy ir fibriliy formavimasis (1.14 pav.).
Protofibrilés yra didesnés negu oligomerai, taciau vis dar lankscios, lazdelés
formos molekulés, mazdaug iki 200 nm ilgio ir 2 — 5 nm skersmens (Chiti ir

Dobson, 2006).

Protofibrilés ibrilé
. Oligomerai Fibriles
Monomeras Dimeras
=t =G
;oo oo >
Lag fazé Elongacijos fazé

1.14 pav. AP agregacijos formavimosi eiga. Agregacijos procesas susideda i$
dviejy kinetiniy faziy. Lag fazéje vyksta létas oligomery formavimasis (punktyrine
linija). Elongacijos fazéje vyksta spartus fibriliy augimas (vientisa linija) (Adaptuota
i§ Kumar ir kt., 2011).

Dalinis susilankstymas, nestabiliis tarpiniai produktai (Fezoui ir kt.,
2002) bei fosforilinimas skatina konformacines transformacijas j beta klostémis
turtingas struktiiras, ir savarankiska jy susirinkimg (Kumar ir kt., 2011).
Mokslinéje literatiroje paskelbta daug duomeny apie sintetinius ir natiiralius
ABi.4> oligomerus, besiskirian¢ius dydziu, forma, struktiira ir jy vaidmeniu AL
patologijoje. Aprasytos AP.4, formos: tirpios protofibrilés, ziedinés strukttros,
tirpiis oligomerai, pavadinti AP,_4, difuziniai ligandai (ADDL, angl. amyloid {3
— derived diffusible ligands), globuliniai jvairis oligomerai ir amiloidinés
fibrilés. Visi randami A4, oligomery tipai apibendrinti 1.2 lenteléje. A4,
konformacijos yra priklausomos nuo aplinkos veiksniy, tokiy kaip temperatiira,
pH, drusky koncentracijos (Stine ir kt., 2003). Atsparts SDS, A4, dimerai ir
trimerai buvo rasti zmogaus smegeny tirpioje frakcijoje, kas rodo, kad Sie,
mazos molekulinés masés, AP;4 oligomerai, gali inicijuoti didesniyjy
oligomery ir fibriliy formavimasi. Neseniai, Lesne ir kiti pademonstravo, kad
nonamerai ir dodekamerai (AB*56) susij¢ su atminties praradimu ir pazinimo

sutrikimu, transgeniniuose Tg2576 peliy modeliuose (Lesne ir kt., 2006).
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1.2 lentelé. Ivairios tirpiy A4, oligomery struktiros (Haass ir

Benilova ir kt., 2012).

Selkoe, 2007,

ABi.42 Oligomerés Charakteristikos ir struktiira Literatiiros
dalelés Saltinis
Protofibrilés Tarpinés struktiros A fibrilizacijos metu, Walsh ir kt.,
kuriy ilgis apie 150 nm, o plotis ~5; B-klostine 1997
struktiira: kabinasi su Congo raudonuoju ir
Tioflavinu T.
Ziedinés Riestainio tipo A;.42 struktiiros (155 kDA) i§ Lashuel ir kt.,
protofibrilés 6 heksamery (36 — mery); kuriy iSorinis 2002
diametras ~ 8—12 nm; vidinis diametras ~ 2,0 Lasagna-

— 2.5 nm. Sukelia Ca*" pertekliy lasteléje ir

Reeves ir kt.,

citotoksiSkuma (mikromoliarinése 2011
koncentracijose).
AP — difuziniai Sintetiniai AP oligomerai, mazesni nei Gong ir kt.,
ligandai ziediniai; 3 —  24merai; pagrindinis 2003
(ADDL) komponentas 17 kDa (tetrameras). Globulés
struktliros, 2 — S5nnm dydzio. Gali veikti
neurony signalo perdavimo kelius.
AB*56 Globulomerai i§ 12 monomery, kuriy Lesne ir kt.,
molekuliné masé 56 kDa; Aptikti transgeniniy 2006
APP peliy smegenyse ir susij¢ su atminties
praradimu.
SDS stabilus tirptis  ISskirti 6-, 8- ir 12- kDa AP i§ kultivuojamy Walsh ir kt.,
AB  dimerai ir lagsteliy; atsparis SDS; veikia sinapsiy 2002
trimerai struktiirg ir funkcija. Shipton ir kt.,
2011.
ABi.4 sintetiniai B-klostines struktiiras turintys oligomerai, Cizas,
oligomerai randami nuo 1 — 20 nm. Citotoksiski Budvytyte ir
pirminiams neuronams (mikromoliarinése kt., 2010
koncentracijose). Kayed ir kt.,
2003
SDS-stabilis 10 — 15 nm sferinés AP struktiiros i§ 32 — 150 Hoshi ir kt.,
amilosferoidai -mery. Didziausias toksiSkumas priskiriamas 2003

(ASPD; sintetiniai ar
i$skirti i§ smegeny)

32-merui (7.2 nm) arba ASPD >10 nm.

In vitro suformuoti ADDL stipriai kabinasi, neurony kultiiroje, prie
dendrity, sukeldami neurony zitj. Tirpiuose zmogaus smegeny ekstraktuose,
panaudojus ADDL specifinius antikiinus, buvo aptikti ADDL, ko pasekoje,
iSkelta idéja, jog butent tokios A4, dalelés yra patologiskos (Lambert ir kt.,
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2001). Tyrimai in vitro, panaudojant sintetinius Af;.4, yra labai naudingi
analizuojant Alzhaimerio ligos mechanizmg ir APB,4, monomery agregacija i
sudétingesnes oligomerines formas ir jy molekuling strukttrg (Sakono ir Zako,
2010). AL sergancio ligonio galvos smegenyse buvo aptiktos visos tirpiy AP
formos, tarp kuriy, daugiausia buvo mazos molekulinés masés AP, diapazone
nuo dimery iki oktamery (nuo < 10 kDa iki > 100 kDa) (Walsh ir Selkoe,
2007). Siame darbe taip pat pavaizduoti in vitro sintetiniy AB,..> peptidy
oligomerizacijos biidai ir jvertinama, gauty dariniy, morfologija, bei antriné

struktira.

1.6.3.2 Uzlgsteliniy f-amiloidy oligomery formavimasis ir jy toksiskumas

Tirpiy AP oligomery formavimosi mechanizmas in vivo yra neaiSkus.
Galbe ir kiti parode¢, kad skirtingy oligomery struktiry formavimasis vyksta
skirtingais keliais ir priklauso nuo jy lokalizacijos lastel¢je (Glabe, 2008).
Siame skyriuje bus apraSomi galimi uZlasteliniy AP oligomery formavimosi
mechnizmai ir jy jtaka AL patologijoje (1.15 pav.). UZlgsteliniai AP
monomerai gali oligomerizuotis terpéje arba jungiantis prie gangliozido GM1
(Sakono ir Zako, 2010). Susiformave AP oligomerai, skirtingai veikdami
lasteléje, sukelia neurony zitj (1.15 pav.).

AP oligomerai gali tiesiogiai jungtis prie nervy augimo faktorio (angl.
Nerve growth factor, NGF) receptoriaus, lokalizuoto membranoje ir susijusio
su toksiSkumo mechnizmu (Yamamoto ir kt., 2007). Kitas galimas toksiSkumo
mechanizmas pasireiskia, kai AP oligomerai jungiasi su N-metil-d-aspartato
tipo gliutamato receptoriaus (NMDA) ir sutrikdo kalcio homeostaze, lydinCig
padidéjusio oksidacinio streso ir sinapsiy praradimu. Taip pat parodyta, kad A
oligomerai paskatina insulino receptoriaus praradimg nuo neurony pavirsiaus ir
pazeidzia ilgo veikimo asocijuotos kinazés aktyvumg (Sakono ir Zako, 2010,

Zhao, 2008).
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1.15 pav. Galimi AL neurotoksiSkumo mechanizmai, sukeliami tirpiy uzlasteliniy Ap
oligomery. AP oligomerai gali formuotis terpéje arba ant Igstelés membranos,
tarpininkaujant gangliozidui GM1. A oligomerai: (I) riSasi su membranoje esanciu
NGF receptoriumi ir tokiu btdu indukuoja neurony zatj. Pakeifia signalo
transdukcijos sistemas; (II) Sgveikauja su lgsteliniu priony baltymu (PrP°) ir sutrikdo
sinapsiy veikima; (III) pazeidzia lastelés membrang, suformuodami porg ar kanalg
joje, ar dielektriskai pazeisdami ja, sukeldami jos pralaidumg ir pakeisdami jony
tekme; (II) Kabinasi prie NMDA receptoriaus, padidindami oksidacinj stresa; (IV)
Sukelia insulino receptoriaus praradimg neurony pavir§iuje ir sumazina kinazés
aktyvumg (Adaptuota i§ Sakono ir Zako, 2010).

Kitu budu AP oligomerai gali sgveikauti su membrana, padidindami
dielektring membranos konstantg ir taip sukeldami jos pralaiduma, ir lastelinj
pazeidima, arba jsiterpti ] membrang ir joje suformuoti porg ar kanalg (Arispe ir
kt., 1994). Paskutiniais metais iSkelta dar viena AL patogenezés hipotezé — A
peptidai membranoje formuoja selektyvy joninj kanalg. Joniniai kanalai
praleidzia Ca*" jonus j lastele ir tuo badu, destabilizuoja lasteliy jonine
homeostazg, kuri paveikia termodinaminius ir kinetinius biocheminiy virsmy
parametrus, sukelia lasteliy neuriting degeneracija (Arispe ir kt., 2007).
Neseniai, Lauren ir kity, aptikta, kad lgstelinis priony baltymas (PrP®) pasizymi
stipriu afiniSkumu AP oligomerams ir gali tarnauti, kaip jy receptorius,

sukeldamas sinapsiy disfunkcija ir signaly perdavima. Sis atradimas, paskatino
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nuomong, kad Alzhaimerio liga ir susijusi su kitomis neurodegeneracinémis
ligomis.

Galiausiai, vienareik§Smio atsakymo, kaip tirptis AP oligomerai pazeidzia
neurony membrang ir sukelia AL liga, vis dar néra. Tikriausiai, AL atsiradima
salygoja visi apraSyti mechanizmai ir jy tarpusavio sgsajos. Mes savo ruoztu
taip pat tyréme vieng is galimy aspekty — tai Af oligomery tiesiogine pazaidg

membranoms ir bandéme spresti Sio mechanizmo principus .
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2.1. Elektrocheminio impedanso spektroskopija

2. TYRIMO METODAI IR MEDZIAGOS

Suformuota tBLM yra lokalizuota pavirSiuje, todél gali buti analizuojama
panaudojant daugelj fizikiniy metody, suteikian¢iy informacija apie
dvisluoksniy savybes ir molekuling struktiira. Siame darbe, tBLM savybiy ir
sgveikos su baltymais tyrimams buvo naudojami keli, papildantys vienas kita,
metodai. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodas buvo
taikomas charakterizuoti imobilizuoty lipidiniy membrany elektrines savybes ir
tirti baltymy pazaidas joje. EIS teorijos ir taikymo pagrindai bus aprasomi 2.1
skyriuje. Fluorescencijos koreliacijos spekroskopijos (FCS) (2.2 skyrius)
metodas, panaudotas baltymy ir peptidy sgveikos su dvisluoksniu analizei, ir
turiniam  PB-amiloidy oligomery charakterizavimui. Atominés jégos
mikroskopija (AJM) (2.3 skyrius) buvo taikoma Ap;_4, oligomery morfologijos
charakterizavimui. A4, oligomery struktiiriniai tyrimai atlikti saglytyje vanduo
— oras, pritakius suminio daznio (Sum frequency generation, SDG) generacijos
spektroskopijos metoda (2.4 skyrius). Darbe papildomai buvo panaudoti ir kiti
metodai — tai ziedinis dichroizmas, dinaminé Sviesos sklaida, fluorescentiné

mikroskopija — jie bus trumpai apraSomi rezultaty aptarimo dalyje.

2.1 Elektrocheminio impedanso spektroskopija: dvisluoksnio kokybés
charakterizavimas

2.1.1 Elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodo teorija

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) yra Siuolaikinis
metodas tirti medziagy elektrines savybes (dielektrine konstanta, laiduma,
elektring talpg) (Barsoukov ir Macdonald, 2005). EIS yra kompleksinis
kintancios jtampos ir sroves santykis.

Z=U/I, (2.1)
kur U ir I — atitinkamai jtampa ir srovés stipris, Z — impedansas, arba

kompleksiné varza (Q arba Q*m?).
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Nors tiriama sistema, atliekant EIS matavimus, gali buti suzadinama jvairio
sformos signalais, miisy darbe naudojome klasikinj EIS metoda, kuriame
suzadinimas vykdomas sinusoidiskai kintama srove (ijtampa), 2.1. pav.
Elektrochemingje cel¢je impedansa lemia tokie veiksniai, kaip elektrody

kinetika, cheminés reakcijos ir difuzija.

Fazes poslinkis

2.1 pav. Sinusoidinis kintamos srovés grandinés atsakas.

Taigi, kai suzadinanti jtampa yra : U(t) = Uy cos wt, srové atsilieka (aplenkia)
nuo suzadinancio signalo tikru fazés kampu ¢: (Bard ir Faulkner, 2001).
I(t)=1Iycos (wt- p), (2.2)

kur I (t) yra momentiné srové , I — amplitudés signalas, w — daznis (rad /
s) t.y. w = 2xnf kur f — daznis (Hz)), t — laikas, ¢ — fazés poslinkio kampas (rad).

Harmoninés funkcijos yra apraSomos dviem dydziais — amplitude ir faze.
Kompleksinis skaiCius taip pat apraSomas dviem dydziais ir gali buti
atvaizduotas vektoriumi. Taigi, grafinius veiksmus su harmoniniais virpesiais
galime pakeisti analiziniais, jy vektorius uzraS¢ kompleksiniais skaiciais,
Impedansas, kuris yra apibréziamas 2.1 lygtimi, yra, bendru atveju,
kompleksinis dydis, charakterizuojamas amplitudziy santykiu, U,/I,, ir faziniu

postimiu, ¢. Ji galime uzrasyti menamos ir realios komponenciy suma:

_ U@ _ cos(at)  _ . ¥ _ e = o i
bendra ] (2) z cos{ wi— [Zle Plicos i+ jsing) = 2'+ 2 ,(2.3)

kur, Z — reali komponenté, Z — menama komponent¢, j — menamas

vienetas. ISraiSka lygtyje (2.4) yra adekvati kompleksinio skai¢iaus algebrinei
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formai: a + bj, kur 1=¥=1 - menamas vienetas. ¢ — vadinama realiaja, b —

menamaja kompleksinio skai¢iaus dalimis, o — kompleksinio skaiciaus
moduliu. IS (2.3) lygties seka, kad absoliuti impedanso verté ir fazés kampas
apskai¢iuojami:

1Z1=(2*+27%"2, ir tuomet: tg (p)=Z/Z (2.4)
g(p

Nagrinéjant kintamosios srovés grandines, taip pat naudojamas
kompleksinis dydis — admitansas, kuris vaizduoja laidumg ir yra prieSingas
impedansui. Bendru atveju, jis taip pat uzraSomas menamos ir realios

komponenciy suma:

& 1 _jyj—Y'+'Y" A
Tam=y) Tz © TETIN S 45

kur Y — admitansas arba kompleksinis laidumas (S ar S*m™), Y* — reali
komponenté, Y* — menama komponenté¢ (Bard ir Faulkner, 2001, Sluyters-
Rehbach, 1994). Laidumo sgvoka ypatingai naudojama elektrofiziologijoje,
matuojant sroviy, tekanciy per membrang, pasiskirstyma ar joniniy kanaly
pralaidumg (Bretschneider ir Weille, 2006). Padalinus lygtj 2.5 i$ jo, gaunama
kompleksiné talpa C:

C=Y[jo=Y"/o-jY'/o=C-jC” , (2.6)

kuri patogi duomeny, gaunamy dielektriky sistemose atvaizdavimui.
Kompleksinés talpos komponenty tarpusavio priklausomybés placiai naudotos

Siame darbe.

2.1.2 Elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodo taikymas

Fosfolipidinio ~dvisluoksnio bei alkantioliy sluoksnio elektrinés ir
struktiirinés savybés, suteikia puikias galimybes panaudoti elektrocheminio
impedanso  spektroskopijos metoda. EIS charakterizuoja, dirbtinése
membranose vykstancius savitvarkius procesus ir jy struktiiros jpatumus. Kai
kuriais atvejais, panaudojant §j metoda, galima tikrinti jterpty i membrang:

peptidy, baltymy ir kity biomolekuliy aktyvumg. Kai elektrodas yra
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padengiamas plonu organiniu sluoksniu (SAM ir BLM) ir sumaiSytas su
elektrolito tirpalu, jis panaSus j ploksciaji kondensatoriy (Elliott ir kt., 2003,
Steinem, 1996). Kondensatorius — tai prietaisas, sudarytas i$ dviejy laidininky
(elektrody), tarp kuriy yra plonas dielektriko sluoksnis. Siuo atveju, organinis
sluoksnis elgiasi, kaip dielektriko sluoksnis, ir $ios sistemos kompleksinis
impedanso atsakas:
Z=1/jwC, (2.7)

kur i — menamasis vienetas, w — daznis (rad), C — talpa (F) (Bard ir
Faulkner, 2001). Tuo tarpu, dielektrinio sluoksnio elektriné talpa (ploksciojo
kondensatoriaus atveju) priklauso nuo dielektriko sluoksnio storio, jo

dielektriniy savybiy ir elektrody matmeny:

e.e4
C=-"2", 2.8
y (2.8)

kur g yra vakuumo dielektriné konstanta 8,85-10" F/em, & —
dvisluoksnés membranos santykin¢ dielektriné skvarba, A — membranos
(elektrodo) pavirsiaus plotas (cm?), d — dvisluoksnés membranos storis (cm)
(Sluyters-Rehbach, 1994). Tuo tarpu, realiy lipidiniy membrany talpa daznai
néra ideali. Vietoje to, ji elgiasi kaip pastovios fazés elementas (angl.: Constant
Phase Element, CPE), kurio impedansas apibréziamas lygtimi:

Z=1/CPE(jw)", (2.9)

kur Z yra impedansas (Q), ® — daznis (Hz), CPE — pastovios fazés
elementas, o — pastovios fazés elemento laipsnio rodiklis — skaicius , kurio
kitimo sritis gali biiti nuo 0 iki 1 (Barsoukov ir Macdonald, 2005). Jei a = 1,
CPE tampa paprasta elektrine talpa. Tokiomis elektrinémis savybémis pasizymi
idealiis homogeniski pavirSiai. Taciau realiy pavirSiy, kurie yra tiek
geometriSkai, tiek energetiskai heterogeniski a yra < 1. Kuo labiau a nutolsta
nuo vieneto, tuo heterogeniskesné, netvarkingesné yra pavirSiné struktira.
Taigi, Sis parametras atspindi savitvarkés strukturos, tokios kaip lipidinis
dvisluoksnis, tvarkingumo (defektiSkumo) laipsni (McGillivray ir kt., 2007,
Valincius ir kt., 2012). Siuo atveju, pastoviosios fazés elemento kompleksinis

laidumas yra apibréziamas lygtimi:
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Y = CPE (jo)", (2.10)

kur Y yra admitansas (laidumas) (S arba S*m™). Laidumas yra
atvirk¢iai proporcingas impedansui dydis, taigi jis tiesiogiai proporcingas CPE
ir dazniui ir pastovios fazés laipsnio rodikliui (Krishna ir kt., 2003). Bendra
BLM talpa skai¢iuojama:

1/ Cpendra =1/ Csam + 1/ Cprm, (2.11)

kur Cyengra — bendra dvisluoksnés lipidinés membranos talpa, Csam —
savitvarkio monosluoksnio (alkantioliy) talpa, Cgry — lipidinio dvisluoksnio
talpa. Infraraudonosios ir Ramano spektroskopijos tyrimai jrodé, kad
membranos struktiira keiciasi varijuojant pridedamy alkantioliy kiekj, tuo tarpu
nuo fosfolipidy sluoksnio priklausomybé maza. Cgpy, nustatymas jvertina

fosfolipidy sluoksnio storj ir dielektring konstantg (Plant, 1993).

2.1.3 Eksperimentiné jranga

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos (toliau — EIS) tyrimai buvo
atlikti naudojant firmos Princeton Applied Research (JAV) kompiuterizuota
darbo stotj, potenciostata, Parstat 2273, valdomg Power Suite programiniu
paketu ir Solartron (Farnborough, UK) potenciostata, modelis 1287 su daznio
atasako analizatoriumi (FRA, modelis 1252). Elektrocheminiy duomeny
analizei naudotas EIS spektry optimizavimo programy paketas Zview (Scribner
Associates, JAV). EIS spektrai buvo rasomi dazniy diapozone nuo 0,5 Hz iki
100 kHz. Buvo naudojama trijy elektrody elektrocheminé matavimo schema.
Palyginamuoju naudotas Microelectrodes, Inc firmos Ag/AgCl/NaClsotus
elektrodas, pagalbinis elektrodas yra spirale susukta 0,25 mm diametro Pt viela
(99.99% grynumas Sigma Aldrich, Vokietija). Darbiniu elektrodu buvo
naudojama Si plokstelé (150 — 250 pum storio 100 kristalografinés orientacijos
Si monokristalas), magnetroniskai padengta 100 — 200 nm storio Au
sluoksneliu. Tyrimams buvo sukonstruotas specialus SeSiy elektrocheminiy
celiy blokas, leidziantis atlikti elektrocheminius tyrimus termostatuojamomis
salygomis. (Zr. 2.3 pav). Vienos elektrocheminés celés plota (0,32 cm?)

apriboja Vitono O - ziedai. Elektrocheminiai matavimai buvo atlieckami
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reikiamose temperatiirose, termostatuojamoje elektrochemingje celéje
aeruotuose elektrolity tirpaluose. Elektriniy savybiy tyrimams buvo naudota
fosfatiné 0,01 M buferiné sistema, pH 7,4; foniniu elektrolitu naudotas 0,1 M
NaCl, jeigu tekste nenurodyta kitaip.

Pagalbinis Ir palyginarasis
elektrodas
|| ""—I

Tefloniné celé \-"; - L/—
F—tg““ A\

\~‘/ Irapedanso
e - spektroraetras

&u plokételé Kontaktas su &u
{darbinis elektrodas) elektrodu

2.3 pav. Termostatuojama elektrocheminé celé paruosta matavimui. Vertikalusis
stiklinis — palyginamasis elektrodas, spirale susukta viela (nesimato) — pagalbinis
elektrodas ir Au plokstelé — darbinis elektrodas. Detalesj apraSyma zitirékite tekste.
(Matavimo schema adaptuota i§ Raguse ir kt., 1998, Nuotrauka i§ asmeninio
archyvo).

2.1.4 Imobilizuotos dvisluoksnés lipidinés membranos formavimas

Pavir§iuje imobilizuoty fosfolipidiniy membrany, su kuriomis buvo
dirbama Siame darbe, molekulin¢ architektiira pavaizduota 2.4 paveiksle A,
kuri neseniai buvo jrodyta neutrony reflektometrijos metodu (2.4 pav. B)
(McGillivray ir kt., 2007). Tokia nanosistema formuojama dvejomis
pakopomis. Pirmoji — savitvarkio monosluoksnio (SAM) formavimas, Kuris
vykdomas 100 — 200 nm storio aukso sluoksniu, padengta Si plokstele (2.4 pav,
A) imerkiant ] inkariniy junginiy (Siame darbe buvo naudojami trijy tipy
junginiai: WC14, FC16 ir HCI18) ir B-merkaptoetanolio tirpalus (jvairiais
moliniais tioly santykiais), kuriame bendroji tioly koncentracija buvo 0,2 mM.
Plokstelés inkubuojamos 12 — 36 valandy. Po inkubacijos, pavydziai
nuplaunami su absoliu€iu etanoliu ir nusausinami, nupuciant sausa azoto srove.
Susidares savitvarkis misrus (junginiai B ir C, 2.4 pav.) monosluoksnis buvo
naudojamas fosfolipidinio dvisluoksnio prikabinimui. Antroji pakopa —

dvisluoksnés lipidinés membranos formavimas, naudojant tirpiklio pakeitimo
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metoda. | specialiai sukonstruota elektrochemine cele (2.3 pav.) patalpinama
auksu padengta ir pirmojoje stadijoje modifikuota Si plokstelé su SAM ir ant
jos pavirSiaus uzneSamas 50 pl 10 mM atitinkamo fosfolipido tirpalas (DPhPC,
DOPC, POPC ar jy miSiniy su cholesteroliu, cerebrozidu, sfingomielinu, ar
realaus lipidinio ekstraktu). Palaikius §j tirpalag mazdaug 10 min kontakte su
Au pavirSiumi, jis iSplaunamas stipria 15 — 20 ml atitinkamo buferio srove.
Naudojant tirpiklio pakeitimo technologija (Cornell ir kt., 1997) ant
funkcionalizuoto Au pavirSiaus fosfolipidas saviorganizuojasi | dvisluoksnj

(2.4 pav). Visi pakeitimai buvo atliekami kambario temperatiiroje (20 + 2 “C).
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2.4 pav. A. Dirbtines prijungtos dvisluoksnés membranos modelis, tirtas Siame darbe.
A — silicio plokstelé padengta plonu aukso sluoksniu; B — B-merkaptoetanolis; C —
WCI14 (membranoje pavaizduotas junginys, 20-tetradekiloksio-3,6,9,12,15,18,22
heptaoksaheksatrikontano-1- tiolis, WC14, kurio etileno oksido fragmentai susisuke i
spirale, o Salia — molekulé #rans konformacijoje); D — fosfolipidinis dvisluoksnis. B.
tBLM profilis, iSmatuotas neutrony reflektometrija (Adaptuota i§ McGillivray ir kt.,
2007).

2.1.5. Duomeny analize

Jei suformuotume idealig, homogeniska fosfolipiding membrang, kuri
elektriniu poziiiriu sudaro tolygy izoliacinj sluoksnj, taikytume nuosekliai
sujungty elektriniy elementy modeli, sudaryta i elektrolito varzos Ry,
dvisluoksnio elektrinés talpos Cgpy, elektrolito rezervuaro tarp membranos ir
elektrodo pavirSiaus varzos R, ir Helmholco talpos Cy, atspindincios faziy
salyCio ribos tarp metalo ir elektrolito pavirSiaus elektring talpg. Taciau
formavimo metu, natiiralus, ar po sgveikos su toksinais, formuojanciais jonams
pralaidzius kanalus, membranoje atsiranda defektai ar skylutés. Toks

dvisluoksnio skerspjtivio variantas pavaizduotas 2.5 paveiksle.
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2.5 pav. Defektuota tBLM ir ja modeliuojanti elektrin¢ ekvivalentiné grandiné
(Adaptuota i§ Valincius ir kt., 2012).

D¢l membranoje atsiradusiy defekty, pasikeicia elektrinio lauko tékme,
todel tarp elektrodo pavirsiaus ir fosfolipidinio dvisluoksnio greta atsiranda dar
vienas “laidumo kanalas”, kurj sudaro Ry.; — defekty varza ir CPE . — defekty
talpa. Todel, viso fosfolipidinio pavirSiaus su defektais, impedansas
atvaizduojamas ekvivalentiniu modeliu 2.6 pav., kurio taikyma tBLM analizei,

matematiSkai apras$¢ Valincius ir kiti (Valincius ir kt., 2012).

CPELM

C R gef (‘Pi‘:def

2.6 pav. Ekvivalentinis fosfolipidinés membranos modelis. CPEgpy — fosfolipidinio
dvisluoksnio talpa (pastovios fazés elementas), Ry — defekto varza, CPEges —
pastoviosios fazés elementas, kurio, esant nedideliam defekty kiekiui, elemento
laipsnis  turi  biiti  0,5. Kiti elementai néra  tiesiogiai  susij¢ s
pavirSiaus savybémis, tai Ry, — tirpalo varza, C — matavimo grandinés parazitinés
talpas elementas, pasireiSkiantis dideliy dazniy srityje (> 1000 Hz) (Valincius ir kt.,
2012, McGillivray ir kt., 2007.

2.5 paveiksle pavaizduota modelinés dirbtinés prijungtos dvisluoksnés
membranos strukttira su defektais, salygojanciais liekamaji laiduma, ribojantj
tokiy modeliniy sistemy panaudojimg baltymy/membrany sgveikos analitiniam
detektavimui. Siame darbe, panaudodami miisy laboratorijoje pagamintg celiy
bloka bei optimizuotg dvilsuoksniy paruo§imo protokola mums pavyko gauti
membranas, kuriy specifinis laidis buvo 0,5 — 3,0 uS/cm®. Sis laidis yra daug
didesnis, nei galétume tikétis idealios membranos ateju, taciau, kaip matysite

disertacijos rezultaty aptarimo dalyje ir iSspausdintuose darbuose (Valincius et
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al., 2008), tokie dirbtiniai dvisluoksniai modeliai buvo s¢kmingai panaudoti
A4 oligomery detekcijai nuo mazdaug 100 — 150 nM koncentracijos
(skai¢iuojant pagal AP;4, monomerg) ir poras formuojanciy toksiny sukelty
membrany pazaidy tyrimams.

Siame darbe EIS metodas taikomas tiriant ir analizuojant tBLM saveikas
su poras formuojanciy toksinais ir Af,.4, oligomerais ir jy afiniSkumo

lipidiniams komponentams tyrimuose.

2.2 Fluorescentiné koreliaciné spektroskopija: peptidy sqveikos su
dvisluoksniu ir fosfolipidy dinamikos membranoje tyrimas

Fluorescencijos koreliacijos spektroskopija (FCS) — tai aukstos
rezoliucijos, optinés mikroskopijos metodas, kuris leidzia atlikti ypatingai
mazos koncentracijos biomolekuliy erdvine ir laiking analize. Siuo instrumentu
naudojausi Amerikos Carnegie Mellon Universitete Pitsburge, Pensilvanijos
valstijoje. Bendradarbiavimas vyko su Fizikos skyriaus, Biologinés fizikos
grupés, Aukstamolekuliniy struktiiry laboratorijos mokslininkais. FCS yra
vienas pagrindiniy biofizikiniy metody pritaikomas molekuliniy saveiky
tyrimams in vitro ir in vivo ir suteikiantis galimybe tirti dinaminius procesus
biologiniuose pavyzdziuose, minimaliai juos pazeidziant. FCS duoda
informacija apie molekulés mobilumg ir fotochemines ir fotofizikines reakcijas
(Haustein ir Schwille, 2007). PrieSingai kitiems fluorescenciniams metodams,
pirminis signalas gaunamas ne emisijos, o savaiminés fliuktuacijos, sukurtas
minutinio nukrypimo nuo termeés, pusiausvyros metu. Bendrai, visi fizikiniai
parametrai, suzadinantys fluorescencinio signalo fliuktuacijas, yra FCS
prieinami.  Pavyzdziui, gana paprasta, detektuoti nanomoliarinése
koncentracijose fluorescenciskai zyméty biomolekuliy lokalig koncentracija,
mobilumo koeficientus, konformacijos pasikeitimus ar charakterizuoti vidiniy
ar iSoriniy molekuliniy reakcijy pasiskirstyma.

Sioje disertacijoje bus pristatoma FCS metodo platus biologinis
taikymas ir panaudojimas, Sio tiriamojo darbo trijy uzdaviniy sprendimui:

pirma, AP;.4 oligomeriniy dariniy chrakterizavimui bei oligomerizacijos

74



2.2 Fluorescentiné koreliaciné spektroskopija

proceso valdymui; antra, B-amiloidy oligomery saveikos su fosfolipidine
membrana tyrimui; ir trecia, fosfolipidy dinamikos tyrimui dvisluoksnyje,

priklausomai nuo tBLM sudéties ir architektiiros.

2.2.1 Fluorescentinés koreliacinés spektroskopijos metodo teorija

Autokoreliacija
Siauras lazerio spindulys yra fokusuojamas ] pavyzdj ir matuojama

daleliy  fluorescencijos  intensyvumo  fliuktuacija  (autokoreliacija)
mikroskopiniame detekcijos tiiryje (zidinio taris). Svarbu minimizuoti
molekuliy skai¢iy detekcijos tiiryje, nes did¢jant daleliy skaiciui, fliuktuacijos
intensyvumas mazg¢ja. Optimalus kiekis molekuliy detekcijos turyje, turi buti
nuo 0,1 iki 1000, o koncentracijy diapozonas nuo subnanomoliarinés (~10"°

M) iki mikromoliarinés (~10"® M) koncentracijos.

Mobilumas
Visy pirma atskirti ir suprasti tiesioginij molekulés judéjimg nuo

atsitiktinio gali buti labai sudétingas uzdavinys. Keletos nepriklausomy
difunduojanc¢iy daleliy savaiminés koreliacijos modelinés sistemos ir

autokoreliacijos kreives pateiktos 2.7 paveiksle.

Savaiminé koreliacija G(7)

3D difuzija
9 N\ — 3D difuzija ~
* - 08 \\\ — Tiesioginé
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Tiesi iné tek 2 g
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£
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2- \\ i
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Difuzijos laikas (T ms™))

2.7 pav. Skirtingai judan¢iy daleliy modelinés savaiminés koreliacijos kreives:
savaiminé FCS laisva difuzija 3D (raudona), savaiminé FCS difuzija membranoje 2D
(geltona) ir FCS tiesiakrypté tekmeé (mélyna) (Adaptuota i§ Haustein ir Schwille,
2007) . Kur kg yra Boltzmano konstanta, 7" yra temperatiira, 7 yra dinaminis
terpés klampumas, r yra dalelés diametras. Elipsés formos dalelés atveju, lygtis
2.16 yra modifikuojama (zr. Cizas, Budvytyte ir kt., 2010).
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Galutiné laisvai difunduojanc¢iy molekuliy savaiminés koreliacijos
funkcija (3D modelis):

Glr)=— RS
i Ver\C) (H——) \1+(—J - : (2.11)

kur pirmas faktorius — tai atvirk$¢ias, molekuliy skaiciui detekcijos
taryje, dydis. V_.. — tai efektyvus detekcijos taris.

Atsizvelgiant | detekcijos plokStuma, detekcijos turis iSpleCiamas i
spindulinj, r, ir asinj, z, parametrus. D¢l to, fluorescuojanciy molekuliy
koncentracija gali buti nustatyta tiksliai, Zinant r, ir z, matmenis is kalibracijos

matavimy, 18 savaimines koreliacijos kreivés amplitudeés G(0):

1 1 _ _ 1
G(O)_('NI)_VE {cy ) Ve G(0)

, (2.12)
Savaiminé dvidimensinés difuzijos koreliacijos funkcija membranoje :

1 1
Gp(®) =5 17T (2.13)

™

Kur, t yra lateralinis fluorescuojanciy difuzijos laikas. Taciau 2.13
lygties galiojimas priklauso nuo pavyzdzio tikslios lokalizacijos detekcijos
plokStumoje: jei tik pavyzdys lokalizuotas z = z,, tuomet lateralinis difuzijos
laikas tp, tai toks laikas, kuriame molekulé¢ uzsibtina zidinio tiryje ir yra
paprastai iSreiSkiamas per difuzijos koeficientg D:

i , (2.14)
di

a- D’

T =

Bet jeigu matavimai atliekami, kai pavyzdys esti ties z = 7y + Az, tuomet

konfokalinéje geometrijoje spindulio padidéjimas aprasomas lygtimi (Shenoy ir

kt., 2009 ):
, ( »)Fm-’)
r=r(l+—==s
Tnry , (2.15)

kur n yra terpés luzio rodiklis, A yra lazerio bangos ilgis vakuume.
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2.2.2 Fluorescentinés koreliacinés spektroskopijos taikymas

Kaip pavaizduota 2.7 paveiksle, stebédami charakteringas savaiminés
koreliacijos funkcijas, besiskirian¢ias savo forma, galime atskirti vykstancius
molekulinius procesus. Kaip taisykl¢é, anomalios subdifuzijos kreive, lyginant
su laisva difuzija, palaipsniui slenkasi i apacig, létéja, tuo tarpu aktyvaus
transporto metu koreliacijos kreivé statesné, stumiasi j virsy, greitéja (2.7 pav).
FCS priklauso vienetinés molekulés detekcijos metody klasei, kuris neseniai
pradétas taikyti vidulastelinéje aplinkoje. FCS yra itin jautrus laiko atzvilgiu,
nepazeidziantis pavyzdzio metodas, leidziantis atlikti matavimus realiame
laike. Tai idealus metodas tiriant baltymy difuzijg ir dinamikg gyvose lastelése,
nanomoliarinése koncentracijose (Kim ir Schwille, 2003).

Fluorescencijos koreliacijos metodas lyginant su kitais Siuolaikiniais
metodais pasizymi unikaliomis savybémis. FCS gali biiti taikomas vietoje tokio
klasikinio metodo, kaip imunoprecipitacija, tiriant lastelés sgveikas ir
molekuliy mobilumus skirtingose vietose (Bacia ir Schwille, 2003). FCS
duomenys yra kiekybinés prigimties (koncentracija, difuzijos koeficientai,
disociacijos konstantas) ir nepriklauso nuo erdvinio fluoroforo iSsidéstymo
(priesingai FRET metodui). FCS tyrimams reikalingas tiriamyjy pavyzdziy
koncentracijos diapozonas, gerai atitinka fiziologines baltymy koncentracijas
(Kim ir Schwille, 2003). Buvo parodyta, jog FCS metodas yra itin tinkamas,
tiriant silpnai ekspresuojamus baltymus (kuriy konc. maziau nei 10 — 20 nM),
tuo tarpu tai padaryti kitais metodais yra labai sudétinga (Mutze ir kt., 2011).
Taigi, paskutiniais metais, biologijos moksluose, FCS intensyviai panaudojama
fluorescuojanciy baltymy struktirinés dinamikos in vitro ir molekulinés
dinamikos in vivo tyrimams (Schwille ir kt., 1999, Medina ir Schwille, 2002).
Taip pat intensyviai pritaikoma tiriant baltymy transportg ir baltymy/baltymy,
nukleoriigs¢iy/baltymy, makromolekuliy/mazy molekuliy saveikas (Van
Craenenbroeck ir Engelborghs, 1998, Politz ir kt., 1998, Sevenich, 1998,
Schwille, 1999).
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2.2.3 Eksperimentiné jranga ir duomeny analizé

Visi fluorescenciniai koreliaciniai sepktroskopiniai matavimai atlikti
JAV Carnegie Mellon universitete (Pittsburgh, Pennsylvania), stazuo¢iy metu,
su Zeiss LSM 510 Meta ir joje idiegta Confocor 3 detekcijos sistema (2.8 pav.
A). Suzadinimo Sviesa A = 561 nm gauta i§ diodo kieto biivio (DPSS) buvo
derinama su 40 x 1.1 NA LD — C-Apochromat vandens imersiniu objektyvu ir
fluorescentiné emisija yra renkama su tuo paciu obektyvu ir detektuojama su
srautiniu fotodiodu ir jtaisytu 575 — 615 nm filtru.

Siame darbe vykdomy eksperimenty iliustracijos pavaizduotos 2.8
paveiksle (B). Buvo keliami du tikslai: pirma, jvertinti susiformavusiy AB; .4,
oligomery difuzijos koeficientus ir jy dydi, bei tirti jy sgveiks su fosfolipidiniu
dvisluoksniu visame tiiryje, t.y. 3D, panaudojant vezikuliy modelines sistemas
(2.8 pav. B); Antra, nustatyti pavirSiuje prijungty dirbtiniy fosfolipidiniy
membrany dinamines savybes (2D matavimai, 2.8 pav B).

FCS duomenys buvo analizuojami pritaikant 3D (2.11 lygtis) ir 2D
(2.13 lygtis) difuzijos modelius (Haustein ir kt., 2007), i§ kuriy i$skai¢iuojamas
difuzijos koeficientas, kuris apsprendziamas laisvai tlryje ar membranoje
judancios dalelés dydziu. Sarysj tarp difuzijos konstantos ir sferinés dalelés
dydzio, nusako Stokes — Einstein désnis:
kT
6nr’

D=

(2.16)

Kur kg yra Boltzmano konstanta, 7 yra temperatiira,  yra dinaminis
terpés klampumas, r yra dalelés diametras. Elipsés formos dalelés atveju, lygtis

2.16 yra modifikuojama (2r. Cizas, Budvytyte ir kt., 2010).
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2.8 pav. FCS instrumentiné baze¢ ir vykdomy eksperimenty iliustracija. A. JAV
Carnegie Mellon universiteto, Fizikos skyriuje, Biologinés Fizikos grup¢je
disponuojama kompiuterizuota fluorescencijos koreliacijos spektroskopijos darbo
stotis. B. FCS eksperimento vaizdavimas. Vykdomi tyrimai naudojant 2D FCS
(virSuje), kuomet difuziné¢ analizé atlickama siaurame apribotame ttrio diapozone,
tokiu principu matuojama fluorescentiskai zymeéta tBLM . 3D FCS tyrimai atlieckami
visame tiiryje (apacioje), tokiu principu buvo analizuojama saveika tarp Zyméty AB;.42
oligomery ir fosfolipidiniy vezikuliy (Nuotrauka ir paveiklas adaptuota i§ asmeninio
archyvo).

Tuomet, kai tiriama AB; 4 oligomery sgveika su vezikulémis visame
turyje, naudojamas dviejy komponenty, pasizyminciy skirtingomis
dinaminémis savybémis, 3D difuzijos modelis. Analizés metu gauname tiek
laisvy AB; 4 oligomery difuzijos koeficients, tiek AB,.4, oligomery susiriSusiy
su vezikulémis difuzijos koeficientg ir moline suristy AB;_4, oligomery frakcija.

2D FCS duomenys gaunami skenuojant pavyzdi per detekcijos
ploks§tumg (z — skenavimas). Iprastai lipidinio sluoksnio storis 5 nm, tuomet
FCS wuzrasomas kas 0,2 nm ir gaunama Gausinio tipo autokoreliacijos
priklausomybé nuo skenavimo padéties (Benda ir kt., 2003)

Pavir§iuje prijungty dirbtiniy fosfolipidiniy membrany dinaminés
savybés, priklausomai nuo inkarinio junginio tankio ant pavirSiaus, buvo
tiriamos FCS metodu, pritaikius 2D modelj (Rezultaty aptarimo dalis, I skyrius,
1.2 poskyris) AP;4 oligomery sgveika su fosfolipidine membrana ir
afiniSkumas lipidiniams komponentams buvo stebimas panaudojant skirtingos

sudéties fosfolipidines vezikules ir pritaikius 3D FCS modelj (III skyrius).
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2.3 Atominé jegos spektroskopija

2.3 Atominés jégos mikroskopija

Skenuojancio zondo mikroskopai yra instrumenty klas¢, naudojama
tiriant medziagy pavirSiy savybes. Visy skenuojanciy mikroskopy veikimo
principas — pavirSiaus skenavimas plonu zondu, kuris tam tikru bidu
(priklausomai nuo mikroskopo tipo) saveikauja su pavirSiumi. Yra trys
pagrindinés skenuojanciy mikroskopy raSys: tuneliniai, optiniai artimojo lauko
ir atomin¢s jégos mikroskopai (AJIM).

Vieni universaliausiy i§ skenuojanéiyjy mikroskopy yra jégos
mikroskopai — AJM. Geriausiy atominés jégos mikroskopy horizontali
skiriamoji geba siekia 0,1 A, vertikali — 0,01 A (vakuume), tuo tarpu ore ant
bandinio susidaro plonas adsorbuoto vandens ar dujy sluoksnis, kuris Zymiai
sumazina mikroskopo skiriamgja geba, todél ore mikroskopo horizontali
skiriamoji geba nevirsija 10 — 20 A, o vertikali — apie 1 A. Neseniai pasiekta 1
nm skyra, modifikavus AJM adatg metaliniu plaukeliu (Hong ir kt., 2011).
AJM zondas yra adata, kurios ilgis paprastai nevirSija 5 um, o smaigalio
skersmuo mazesnis uz 10 nm. Adata tvirtinama prie laisvojo liezuvélio (angl.:
cantilever) galo. Liezuvélio ilgis paprastai yra 100 — 500 um (Binnig ir kt.,
1986). Dabartiniai AJM zondai gaminami litografijos metodais dazniausiai i$
silicio arba silicio nitrido. Liezuvélio gale esantis zondas kontaktuoja su
pavirSiumi (arba yra Van der Waalso jégy veikimo atstume), o grjiztamojo rysio
mechanizmas palaiko vienodg sgveikos jéga tarp zondo ir pavirSiaus skenavimo
metu. Adatélés vertikalus prisitaikymas ir pirminis priartéjimas prie pavyzdzio
yra valdomas elektromechaniskai. Adatélé priartinama prie sgveikos srities su
pavyzdzio pavirSiumi per atstumg d, kuris yra proporcingas tam tikros adatos
jégai, F =k * d, kur k yra liezuvélio elastingumo — jégos konstanta (0,01- 0,1
N/m biologiniams objektams) (Sader ir kt., 1999; Sader, 2002). Jéga, kuria
adatos galo atomai sgveikauja su bandiniu, iSlenkia liezuvélj. Liezuvélio
atsilenkimas ir yra AJM detektoriaus signalas, registruojamas optiskai,
panaudojant lazerio spindulj. Atsispindéjes spindulys patenka j dvi arba |

keturias dalis padalintg Sviesos fotodetektoriy, kur yra registruojamas
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skirtuminis signalas tarp fotodetektoriaus daliy. Signalg sukelti gali kelios
jégos, o kuri i$ jy dominuoja, paprastai priklauso nuo atstumo tarp zondo ir
bandinio, todél AJM skirstoma j jvairus AJM darbo rezimus: kontaktinis,

nekontaktinis ir dinaminio kontaktavimo (Ash ir Nicholls, 1972, Geisse, 2009).

2.3.1 AJM darbo rezimai

Kontaktinis rezimas

Bendriausias AJM rezimas yra vadinamas kontaktiniu, kurio metu
adatel¢ kontaktuoja su bandiniu. Mikroskopui veikiant kontaktiniu rezimu
zondas skenuoja pavirsiy priartintas mazesniu, nei 1 A atstumu, todél vyrauja
stipri (apie 1 — 2 N) stimos jéga. Siuo rezimu gaunama didZiausia skiriamoji
geba lyginant su kitais AJM rezimais, taciau jo taikyma riboja keletas trikumy.
Kontaktiniame rezime lateraliné rezoliucija (ir daugelyje kity AJM rezimy),
sgveikos su bandiniu metu, yra limituojama dél adatos geometrijos, pavyzdzio
SturkStumo, atsiradusiy nelygumy (vingiy) (Hubner ir kt., 2003). Saveikos
jégos tarp zondo ir bandinio vertikaligja kryptimi yra gana didelés, be to,
zondui slenkant pavirSiumi, d¢l adhezijos, atsiranda didelés ir horizontaliosios
jégos, todél daznai bandiniai pazeidziami. D¢l $iy priezasCiy Sis metodas retai
taikomas biologinés kilmés bandiniams tirti (Hoh ir Hansma, 1992, Giessibl,

2003).

Nekontaktinis reZimas

Mikroskopui veikiant nekontaktiniu rezimu, zondas yra gana toli nuo bandinio
pavirsSiaus (10 — 25 nm atstumu). Tokiu atstumu esantis zondas, su bandiniu
sgveikauja tik Van der Waalso jégomis, taigi Siuo atveju vyrauja silpna (apie
100 — 200 pN) traukos jéga. Siuo rezimu tikimybé paZeisti bandinj yra
minimali, tod¢l toks rezimas visgi taikomas biologiniams, jautriems

pavyzdziams tirti (Heinz ir kt., 1999, Giessibl, 2003).
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Dinaminis virpanciojo zondo rezimas

Virpanciojo zondo rezimas (angl., tapping mode) buvo iSvystytas tam,
kad sumazinti Zalingas lateralines jégas, kurios atsiranda kontaktiniame ar
nekontaktiniame rezime (Hansma ir kt., 1994) ir véliau sékmingai pritaikytas
gyvy lasteliy vaizdinimui (Nagao ir Dvorak, 1999). Virpanciojo zondo rezimas
yra universaliausias, nes apima kontaktinio ir nekontaktinio rezimy privalumus.
Mikroskopui veikiant S$iuo rezimu, liezuvélis su zondu virpinamas
pjezoelektriniu biidu. Kintant bandinio pavirSiaus topografijai, keiciasi adatos
judéjimo amplitudé. Tokiu bidu, ,tap$nojant“ bandinj, beveik visiSkai
eliminuojamos horizontaliosios adhezijos jégos. Kitas svarbus $io virpanciojo
rezimo privalumas — tai sugebéjimas iSvengti bandinj dengiancio skyscio ar
dujy sluoksnio, kuris visuomet atsiranda, dirbant jprastinés atmosferos
salygomis. Dirbant Siuo biidu yra pasiekiama artima kontaktiniam rezimui
skiriamoji geba (Vengris, 2008, Giessibl, 2003). Siuo metodu papildomai
galima fiksuoti ir fazinius virpéjimo skirtumus (Chen ir kt., 1998; Garcia ir San
Paulo, 1999). Faziy skirtuma lemia ne tik pavirSiaus morfologija, bet ir
mechaninés pavirSiaus savybés, taip pat adhezijos jégos tarp zondo ir bandinio.
Matavimo metu registruojama zondo virp€jimo amplitudé ir faziy skirtumas
tarp zonda virpanciojo signalo ir realaus zondo virp¢jimo signalo.

Siame darbe kontaktinis rezimas buvo panaudojamas silicio ploksteliy,
magnetroni$kai padengty auksu, topografijos ir SiurkStumo nustatymui. O
virpanciojo zondo rezimas buvo naudojamas jvertinti suformuoty miSriy
savitvarkiy monosluoksniy, kurie miisy sistemose yra pagrindas, prikabinantis
fosfolipidinj dvisluoksnj, morfologija (placiau ziurékite rezultaty aptarimo
dalyje, I skyriuje, 2.2 poskyryije). Sie pagrindai yra kritiniai, norint suformuoti
funkcionalig, izoliuojancig ir tinkanc¢ig baltymy detekcijai, tBLM. Taip pat
AJM virpaniojo zondo rezimas buvo sékmingai panaudotas tiriant
suformtuoty AB;4, oligomery ir fibriliy morfologija ir jy dydj, priklausomai

nuo paruosimo salygy (placiau ziurékite rezultaty aptarimo dalyje, III skyriuje).
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2.3.3 Eksperimentiné jranga

Tyrimams buvo naudojama Atominés Jégos Mikroskopijos sistema
Agilent 5500 (Santa Clara, CA), jgalinancia atlikti visus reikiamus
Siuolaikinius didelés skiriamosios gebos mikroskopavimo metodus. Pirmiausia
magnetroni$kai garintos plokstelés buvo modifikuojamos skirtingais misriais
SAM tirpalais 1§ WCI14, FC16, HCI18 junginiy, skiedziant juos -
merkaptoetanoliu, atitinkamai santykiu 3:7. Pavyzdziai buvo, praplaunami
etanoliu ir nudziovinanti prie§ mikroskopavimga. Biologinio objekto
vizualizavimui, 20 pl 10 uM AB; 4, tirpalai buvo uzneSami ant atomiskai
lygaus V-4 kokybes zérucio (SPI Supplies, West Chester, PA) ir inkubuojama
5 — 10 min kambario temperatiiroje, po to praplaunami vandeniu ir dziovinami
su N, srove. Mikroskopavimas buvo atlickamas oro atmosferos salygomis
virpesiniu, taip pat ir kontaktiniu rezimais. Skenavimui buvo naudojami TESP
modelio (f =257 — 301 kHz, k = 20 — 80 N/m) ir FESP (f = 60 — 90 kHz, k =
1,2 — 5,5 N/m) modelio (Veeco, Plainview, NY) arba PPP-CON modelio (f=6
— 21 kHz, k = 0,02 — 0,77 N/m) (Nanosensors, Neuchatel, Switzerland) sili¢io
zondai. Tipiskas skenavimo greitis buvo 0,5 — 1 Hz, skenavimo kokybé 512 x
512 taSky. Daleliy dydziai buvo nustatomi i§ jy profilio, pagal auksti (z
koordinaté) x — y plokStumoje. Vidutin¢ z — auks¢io verté buvo apskai¢iuojama
naudojant SPIP programinio paketo plokStumos korekcijos modulj (angl.:

Plane Correction (Flattening) module).

2.4 Suminio daZnio generacijos spektroskopija

Suminio  daznio  generacijos  eksperimentai  buvo  atlikti
bendradarbiaujant su dr. Zenonu Kuprioniu (UAB ,, EKSPLA").

Suminio daznio generacijs (SDG) spektroskopija — tai netiesinés optikos
metodas, kuomet medziagos pavirSius apSvieCiamas intensyviu spinduliavumu.
SDG metodas — tai pakankamai naujas metodas, kurio pritaikymo galimybes
1987 metais pavaizdavo prof. Sheno grupé i§ JAV (Guyot-Sionnest ir kt.,

1987). Tai unikalus metodas, jgalinantis nustatyti faziy riboje orientuotas
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molekules, turindias dipolius. Siuo metodu galima gauti molekuling
informacija apie sgveikaujanCiy molekuliy orientacijg ir struktirg. SDG
spektroskopijos unikalumg apsprendzia jos pavirSinis specifiSikumas. Todél
SDG metodas leidzia tirti molekuly adsorbcijg skysty/kiety, skysty/skysty,
skysty/dujiniy, kiety/dujiniy medziagy ribose, pavirSines skys¢iy miSiniy
kompozicijas, pavirSiaus fazés transformacijas (Richmond, 2002, Watry ir kt.,
2001). Paskutiniu metu vis plac¢iau SDG metodas taikomas biologijoje ar net
biomedicinoje, tiriant biomolekuliy, tokiy lipidy, struktiirg ir orientacijg
sgveikoje su baltymais (Anglin ir Conboy, 2008, Ye ir kt., 2009, Doyle ir kt.,
2004), taip pat peptidy/baltymy (iskaitant ir membraniniy baltymy) sgveikas
(Chen ir Chen, 2006, Chen ir kt., 2005, Wang ir kt., 2005). Taip pat misy
laboratorijoje, SDG metodas buvo pritaikytas lipazés aktyvumo nustatymui

salytyje vanduo/oras (Niaura ir kt., 2008).

2.4.1 Suminio daznio generacijos spektroskopijos teorija

SFG spektroskopijoje naudojami du kaupinimo spinduliai: vienas —
fiksuoto bangos ilgio matomos srities (wyis), kitas — derinamo bangos ilgio
infraraudonosios srities (or). Tuo metu, kai infraraudonos srities bangos ilgis
sutampa su molekuliu virpesiniu dazniu, tuomet SDG signalas stiprinamas ir
generuojamas molekuliy, esanciy faziy riboje, virpesiy spektras (2.9 pav.).
SDG dalyvauja tik orientuotos molekulés, esanCios faziy riboje ir
nepasizymin€ios centrine simetrija. Sgveikos metu generuojamas suminis
daznis:

Wsp = R T Oys (2.17)
Generuojamas suminio daznio signalas wgp atsispindi nuo pavirSiaus, pagal
fazinio sinchronizmo salyga:
kSD sin Psp = kVIS sin Dyis + k[R sin @R, (218)

sudarydamas ¢gp kampa su pavyzdélio pavirSiaus plokStuma (Vidal F. and

Tadjeddine A., 2005) (2.9 pav.).
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| | Bandinys

2.9 pav. Tipin¢ suminio daznio generacijos geometrija (Adaptuota i§ Niaura ir
Kurionis, 2009).

SDG matavimuose daznai naudojamos jvairios suminio daznio spinduliy
poliarizacijy kombinacijos, norint nustatyti pavirSiaus simetrijg ar pavir$ing
molekuliy orientacijg. Poliarizacija Zymima i§ trijy raidziy, kur pirmoji raidé
reiSkia suminio daznio poliarizacija, antroji — VIS spindulio poliarizacija,
tre¢ioji — IR spindulio poliarizacija. Pavyzdziui ssp spektras reiskia, kad
suminio daznio poliarizacija yra statmena spinduliy kritimo plokStumai, VIS
spindulio poliarizacija taip pat statmena, o IR spindulio poliarizacija yra

plokstumoje.

2.4.2 Eksperimentiné jranga ir duomeny analizé

Suminio daZnio generacijos spektrai gauti pasinaudojus ,,EKSPLA®
(Vilnius, Lietuva) pagamintu pikosekundiniu SDG spektroskometru. 2.10
paveiksle pateiko UAB ,,Ekspla®“ komercinio SDG spektrometro schemoje
naudojamas pikosekundinis lazeris PL2241, misy matavimuose buvo
naudojamas EKSPLA PL2143A/50 Nd:YAG lazeris, generuojantis 28 ps,
pasikartojan¢ius 20 ar 50 Hz impulsus prie 1064 nm. Sio lazerio antros
harmonikos spinduliavimas (bangos ilgis 532 nm, impulso energija 300 — 400
wJ) naudojamas kaip matomos Sviesos spindulys (wyis). Suderinti
infraraudonosios spinduliuotés (355 nm, 40 — 200 pJ) impulsai (or), gaminami
parametriniame EKSPLA PG401VIR/DFG generatoriuje. Suminio daZnio
(osp) spinduliavimas filtruojamas iSpjautu filtru ir monochromatoriumi

sugaudomas fotodaugikliu uzdaroje registravimo sistemoje.
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1064 nm H

- |
I PGS501/DFG PL2241/SH
T 2] 2310mm 532 nm |}
M_ALR
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2.10 pav. UAB ,,Ekspla“ suminio daznio generacijos spektrometro schema (kair¢je) ir
spektro .patalpintas bandinys, paruoStas matavimui (Schema adaptuota i§ Niaura ir
Kurionis, 2009 nuotrauka i§ asmeninio archyvo).

Spektrometre bandinys talpinamas horizontalioje padétyje (2.10 pav.).
Tokia geometrija yra patogi tiek kiety, tiek skysty pavirSiy tyrimams. VIS
spindulys nukreipiamas | pavyzdeli veidrodziais M12, M13 ir fokusuojamas
lesSiu L6 (Vaicikauskas ir kt., 2008, Niaura ir Kurionis, 2009).

SDG virpesiniy rezonansy parametry nustatymui (intensyvumui,
pusploCiui, dazniui) eksperimentiSkai  registruojami  spektrai  buvo
aproksimuojami (2.19) lygtimi:

I(Ogg) ~ Z[;JFZ Ae™ — @y o) .
R op -0, +i),
(2.19)

kur /(wSDG) yra suminio daznio generacijos intensyvumas, (2) NR y —
nerezonantiné netiesinio jautrio dalis, An yra n-tojo rezonanso intensyvumas,
ir., yn — santykiné faze, wn — rezonansinis daznis ir yn — juostos plotis.

Matavimai atliekami stiklin¢je celéje, kurios diametras 38 nm.
Matavimo celé buvo amonio persulfato tirpalas konc. sieros rugstyje. Po Sios
procediiros celé gausiai plaunama distiliuotu vandeniu. Prie§ kiekvieng
eksperimenty serijg iSvalyta celé biidavo testuojama su Svariu vandeniu ir

uzraSomas jo suminis daznio generacijos spektras. Piky nebiivimas C — H

srityje yra geras indikatorius, kad sistema Svari, neuztersta jokiais organiniais
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junginiais. Siame darbe SDG metodas buvo pritaikytas skirtingo
oligomerizacijos laipsnio A4, dariniy analizei, salytyje vanduo/oras (placiau

zr. Rezultaty aptarimo dalyje, III skyriuje) (Niaura, Budvytyte R. ir kt., 2010).

2.5 Kiti papildomi metodai

Fluorescentiné mikroskopija

tBLM modifikavimo galimybé ir tiesioginis lipido apsikeitimo
egzistavimas buvo analizuojamas fluorescentininiu mikroskopu, paZymint
vezikules fluorescuojanciais fosfolipidais. Fluorescentiné mikroskopija atlikta
su Carl Zeiss mikroskopu: AxioTech epifluorescentinio mikroskopo
kombinacija su EM — CCD mod. C9100 video kamera (Hamamatsu Photonics,
Herrsching, Vokietija). Vaizdinimui buvo naudojamas Zeiss vandens

Achroplan (20 0.5 NA) objektyvas.
Dinaminés Sviesos isbarstymas (DLS)

Suformuoti Dinaminés Sviesos iSbarstymo eksperimentai buvo atlieckami su
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK) instrumentu, naudojant
lazerio Saltinj su bangos ilgiu A = 633 nm ir detektoriumi, kurio iSbarstymo
kampas yra q = 173 laipsniai. Dinaminés Sviesos iSbarstymo metodas matuoja
daleliy iSbarstytos Sviesos fliuktacijos intensyvumag nuo laiko, pagal Browno
jud¢jima. IStikryjy yra matuojamas ne daleliy dydis, o faktiSkai yra matuojama
difuzijos konstanta. Taigi yra sary$is tarp difuzijos konstantos ir dalelés dydzio

pagal Stokes-Einstein désnj (2.18 lygtis, 2.2 skyriuje).

Apskritiminis Dichroizmas

Apskritiminio dichroizmo (CD) spektrai buvo surinkti su Jasco J-810
spektropoliarimetru. Spektrai buvo uzraSomi bangy diapozone nuo 185 iki 270
nm su rezoliucija 0,2 nm. Matavimams buvo naudojama lcm kvarcingé kiuveté
su tefloniniu dangteliu. Skenavimo metu nustatytas greitis — 50 nm/s ir 4 s

atsako laikas. Spektry vertés buvo konvertuojamos i aminoriigs¢iy elipsinius
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vienetus ir duomenys buvo analizuojami naudojant CDPro programa, kuri

naudoja trijy programy algoritmus CONTIN, CDSSTR ir SELCON3.

Infraraudonoji spektroskopija

Infraraudonuosius spektrus (IR) registravome FTIR spektrometru
(Perkin-Elmer Spectrum GX) su DTGS detektoriumi. Spektrometro skiriamaja
geba parinkome — 4 cm™. Siekiant padidinti signalo/triuk§mo santyki, buvo
sudedama 50 interferogramy. Pralaidumo spektrus gavome naudodami CaF,
langeli. Ant jo uzlaSindavome 60 pL tirio tiriamos medziagos lasg ir ji
iSdziovindavome. Peptidy koncentracija buvo 10 arba 70 pM. Oligomery

vandeniniy tirpaly pralaidumo spektrus registravome tarp dvejy CaF, langeliy.

2.6 MedZiagos ir paruoSimo protokolai
Prijungty prie pavirsiaus membrany formavimo medziagos

Distiliuotas vanduo (vandens valymo sistema Milli-Q plius, JAV); NaCl —
(FLUKA, Sveicarija); NaH,PO; 2H,0, grynumas > 99% (FLUKA,
Sveicarija); Etanolis — grynumas > 99,2%, grynintas Biochemijos instituto
Bioelektrochemijos ir Biospektroskopijos skyriuje; p — merkaptoetanolis
(ME) (Sigma Aldrich, Vokietija);

Inkariniai junginiai: 20-tetradeksiloksio-3,6,9,12,15,18,22-
heptaoksaheksatrikontano-1-tiolas (sintetinis fosfocholino analogas (1,2-
dimiristilo-3-[w-merkaptoheksa (etileno oksido)] glicerolis), WC14); 29-
heksadeksiloksio-3,6,9,12,15,18,21,24,27,3 1dekaoksaheptatetrakontano-1 tiolis
(sintetinis fosfocholino analogas, {1,2-dipalmitilo-3-[w-merkaptonono (etileno
oksido)] glicerolis, FC16); Z 20-(Z-oktadeko-9-eniloksio)- 3,6,9,12,15,18,22-
heptaoksatetrakonto-31-eno-1-tiolis (HC18) — junginiai susintetinti dr. D. J.
Vanderah grupéje (NIST, Marylandas, JAV).

Lipidai: 1,2-difitanoilo-sn-glicerolio-3-fosfocholinas (DPhPC);1,2-dioleoilo-
sn-glicerolio-3-fosfocholino (DOPC) 2-oleoilo-1-palmitoilo-sn-glicerolio-3-
fosfocholino  (POPC); 1-oleoilo-2-palmitoilo-sn-glicerolio-3-fosfocholino
(OPPC); 1,2-Dieikozonoilo-sn-glicerolio-3-fosfocholinas (DEcoPC); 1,2-
dioleoilo-sn-glicerolio-3-fosfoetanolaminas (DOPE); Cholesterolis (CHO),
Sfingomielinas (SM); Cerebrozidas (CER) (Avanti Polar Lipids, JAV);
Neurony membranos lipidinis ekstraktas — iSskirtas i§ ziurkiy smegenéliy,
kolegy i§ LSMU, Biomedicininiy tyrimy instituto.
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Fluorescuojantys lipidai: 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanolamino-N-
(lizamino rodamino B sulfonilas) (amonio druska) (DOPE-LR)-
Sugertis/Emisija = 560/583 nm; 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanolamino-
N-(7-nitro-2-1,3-benzoksadiazolio-4-ilas) (amonio druska). (DOPE-NDB) —
Sugertis/Emisija  460/535 nm;  25-[N-[(7-nitro-2-1,3-benzoksadiazoli-4-
yl)metil]amino]-27-norcholesterolis (CHO-NBD) — Sugertis/Emisija 483/523
nm

Polietilenglikoliai (PEG) (Sigma Aldrich, Vokietija) — naudojami skirtingos
molekulinés masés PEG: 100, 200, 400, 1000, 1500, 2000, 3400, 4000, 6000,
8000 ir 10000 buferiniai tirpalai, kuriuose PEG yra 15 %.

SAM tirpalai: ruoSiami i§ BPME ir inkariniy junginiy (WC14, FC16, HC18),
kuriuose moliniai tioly santykiai tirpale: 3:7, 2:8, 8:2, o bendroji tioly
koncentracija yra 0,2 mM.

Silicio plokstelés, magnetroniSkai dengtos 100 — 200 nm aukso sluosniu—
garintinos Nacionaliniame Standarty ir Technologijos Institute, Gaitesburgas,
MD, JAV arba Carnegie Mellon Universitete, Pitsburgas, PA, JAV).

Poras formuojantys toksinai

a-hemolizinas (a-HL) — iSskirtas i$ bakterijos Staphylococcus aureus (Sigma
Aldrich, Vokietija). Juodligés toksinas (PAg) — gautas i§ Dr. John J.
Kasianowicz (Nacionalinis Standarty ir Technologijos institutas, NIST,
Marilendas, JAV). Vaginolizinas (VLY) — gautas i§ Dr. Aurelijos Zvirblienés,
Vilniaus Universiteto Biotechnologijos instituto.

[-amiloido oligomery ir fibriliy paruosimas

Toksiniy amiloido oligomery formavimui in vitro buvo naudojamas sintetinis
APBi4 peptidas (American Peptide, Kalifornija JAV). Fluorescencijos
koreliacijos spektroskopijos (FCS) eksperimentams, Af;4,  oligomery
paruoSimui buvo naudojama maza frakcija 0,2 mol % zyméty A4, peptidy su
HiLyte Fluor™ 555 (Anaspec, Kalifornija, USA). Oligomerai ir fibrilés buvo
gaminami pagal apradyta protokola (Kayed ir kt., 2003). Sis protokolas buvo
tikslinamas ir parenkamos tolimesniems tyrimams reikalingos salygos.
Oligomerai ir fibrilés buvo ruosiami pagal protokolus, kurie smulkiai apraSomi
miisy paruosStame straipsnyje Cizas, Budvytyte ir kt., 2010. Pirmiausia 1 mg
APi.4, tirpinamas 400 pL HFIP (FLUKA, Vokietija) 30 — 60 min kambario
temperatiiroje, panaudojant sonikavimg. Veéliau 100 pl drumsto tirpalas
silikonizuotame meégintuvelyje, praskiedziamas 900 pL. H,0 ir tirpalas
maiSomas stkuriniu judesiu (vorteksu) ir inkubuojamas 20 min kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos pavyzdziai centrifuguojami 15 min prie 12.000
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rmp ir temperatiiros 22 °C. Gautas supernatantas perkeliamas ] nauja
silikonizuotg meégintuvélj ir iSgarinamas HFIP. Tam, pavyzdys 1h laikomas
traukos spintoje, atvirame meégintuvélyje. Likutiné HFIP koncentracija, budavo
kontroliuojama FTIR spektruose pagal CH; juostos, ties 1192 cm, sumazéjimu
(zr. Rezultaty aptarime). Tuomet pavyzdziai inkubuojami termostatuojamoje
vandens voneléje 24 h prie 20 °C. Toks pagaminimo biidas, vadinamas
protokolu I, tokiu budu gaunami mazi oligomerai. Dideliy oligomery, tipiskai
4 — 10 nm dydzio, gamybai po centriftigacijos, supernatantas perkeliamas j
nesilikonizuotg mégintuvélj ir siekiant pasalinti tam tikrg dalj HFIP
prapuciamas 7 min silpna N, srove. Po prapiitimo, pavyzdys maiSomas ant 500
rmp su teflonu dengta magnetine maiSykle 24 h kambario temperatiiroje. Sis
budas buvo pavadintas protokolu II. Fibrilés formuojamos pagal protokolg 11,
kurio metu vandeninis tirpalas po visiSko HFIP pasalinimo (30 min N, srove)
buvo inkubuojamas 7 dienas, kambario temperatiiroje. Paruosti peptidy tirpalai
buvo laikomi -20 °C temperatiiroje.

Taip pat AB; 4 oligomerai buvo gaminami pagal NaOH protokolg,
apraSyta 2012 metais Lioudyn ir kity, kuriy gamyboje nenaudojamas HFIP, o
kaip tirpiklis pasirinktas NaOH. 0,25 mg A4, peptidy istirpinami 33 pL 100
mM NaOH tirpiklyje (taip , kad visas peptido kiekis biity apsemtas), kurio pH
12 ir inkubuojamas 25 min kambario temperatiiroje. Véliau AP,.4, tirpalas
skiedziamas su 800 pl su buferiu (100 mM NaCl, 10 mM NaH,PO,), kurio pH
7,4 — 7,5 ir netrikdomai paliekamas kambario temperatiiroje 48 valandas. Po
oligomerizacijos laikomas 4 °C temperatiiroje.Tokiu biidu suformuoti A4,
oligomerai buvo panaudoti kai kuriems sgveikos su membranomis tyrimams.

Fluorescuojanciy f-amiloido oligomery paruosimas

Fluorescuojantys amiloidy dariniai, bitini fluorescencijos koreliacinés
spektroskopijos (FCS) tyrimams buvo gauti panaudojant amiloido peptidy
formavimo in vitro protokolus, panaudojant sintetinj AB;_4, peptida (American
Peptide, JAV). FCS eksperimentams, AP;4, oligomery paruoSimui buvo
naudojama maza frakcija 0,2 mol % zyméty AR, 4, peptidy su HiLyte Fluor™
555 (Anaspec, Kalifornija, USA).

Lipidiniy vezikuliy paruoSimas

Vezikulés buvo formuojamos naudojant jvairias fosfolipidy (DOPC, DOPS,
DOPE) ir kity lipidiniy komponenty (cholesterolis, sfingomielinas,
cerebrozidas) kompozicijas. Pirmiausia lipidai iStirpinami chloroforme (bendra
koncentracija 10 mM). Chloroformas iSgarinamas (vakuume ar N, srove) ir
gautos lipidinés plévelés istirpinamos 1ml pentane, ir palickamos per naktj iki
pilno pentano iSgaravimo. Gautos lipidinés plevelés suspenduojamos 1ml NacCl,
NaH2PO4, pH 7,5 buferyje ir inkubuojama 25 min kambario temperatiiroje. Po
inkubacijos tirpalas sonikuojamas 1 val. Po sonikavimo, norint gauti
homogeniska vezikuliy tirpalg, buvo naudojamas daleliy dydzio reguliuotojas
(angl.: extruder, Avanti Polar Lipids, JAV). Buvo naudojamos membranos,
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kuriy pory dydis 100 nm. Tirpalas prastumiamas per membrang 21 kartg. Gauty
vezikuliy dydis ir homogeniskumas jvertinamas ir kontroliuojamas dinaminés
Sviesos sklaidos metodu.
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3. DARBO REZULTATAI

I SKYRIUS. Dirbtinés prijungtos fosfolipidinés membranos:
vystymas ir charakterizavimas

Ivadas

Pavir§iuje imobilizuotos fosfolipidinés dvisluoksnés membranos
(tBLM) yra placiai tyrinéjamos, kaip stabiltis fosfolipidinés membranos
modeliai jvairiems biologiSkai svarbiems procesams tirti bei biosensoriy
kiirimui. Pagrindis Sio darbo etapo tikslas — sukurti tBLM, kuriy sudétis ir
biofizikinés, bei biocheminés savybés biity artimos eukariotiny lasteliy,
membrany savybéms. Pirmiausia, Siame skyriuje bus kalbama, apie tBLM
susiformavimg ir charakterizavimg, pasitelkiant elektrinius parametrus,
iSskaiCiuotus 1§ EIS spektriniy pokyCiy, remiantis ekvivalentine elektrine
grandine. Bus aptartos tBLM sukiirimo ir tobulinimo galimybés, panaudojant
skirtingomis savybeémis pasiZymincius prikabinimo junginius (WC14, FC16,
HC18), ir taip pat varijuojant tBLM fosfolipidy chemin¢ sudét;. HC18
junginys, skirtingai nei kiti du, turi vieng po viena dviguba jungtj kiekvienoje
grandinéje ir kaip matysime, pasizymi kitokiomis fizikinémis savybémis, nei
sotieji junginiai.

tBLM modeliai yra kritiskai svarbiis struktiiriniuose baltymy tyrimuose,
bei jy saveikos su membranomis tirti. Ne visi, dirbtiniy membrany
konstravimui, naudojami lipidai yra tirpiis etanolyje, todél vienas centriniy $io
darbo etapy biity iSvystyti technologijas, leidziancias jterpti tokius lipidinius
komponentus | membranas. Papildomai, fosfolipidinés membranos bus
modifikuojamos, panaudojant tiesioging saveika tarp vezikuliy ir
imobilizuotyjy membrany, tokiu biidu jterpiami zinomi kiekiai fosfolipdy.
Lipidy apsikeitimo galimybés, analizuojamos, pasitelkiant fluorescencijos
spekroskopija, elektrocheminio impedanso spektroskopijg ir dinaminés §viesos
sklaidos metodg. Taip pat pavaizduotos galimybés, neurony membrang
imituojancios tBLM sukiirimui, panaudoti realius ziurkiy smegenéliy neurony

lipidinius membranos ekstraktus.
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Rezultatai ir jy aptarimas

1. tBLM savybiy charakterizavimas

1.1 EIS spektriniai pokyciai, formuojantis membranai

Tipiski EIS spektrai, atspindintys dvisluoksnés fosfolipidinés
membranos formavimosi procesg ir atitinkamy elektriniy parametry pokycius,
pavaizduoti 1.1 paveiksle. Kreivés pateiktos Cole Cole, kompleksinés talpos
koordinatése, kurios patogios tiriant dielektriky sistemy EIS spektrus (I.1 pav.).
Pusapskritimiy, kuriuos matome paveiksle, diametras yra proporcingas
tiramojo elektrodo elektrinei talpai. Matome, kad ant savitvarkio miSraus
monosluoksnio  susiformavus dvisluoksnei membranai, pusapskritimio
diametras sumazéja beveik 10 karty nuo ~ 7 iki ~ 0,7 pF/cm’.

Dielektrinio sluoksnio elektriné talpa priklauso nuo dielektriko
pavirSiaus ploto, storio ir jo dielektrinés konstantos (2.9 lygtis). Susiformavus
membranai, elektrodo pavirSius, yra padengiamas papildomu mazdaug 3 — 4
nm dielektriko sluoksniu, tai jrodo misy parnerio prof. M. Loesche (Carnegie
Mellon University, JAV) ir misy grupés bendradarbiy gauti reflektometriniai
duomenys (McGillivray ir kt., 2007). Laikydami, jog fosfolipidinio sluoksnio
alkany (Siuo atveju DPhPC) dalies storis yra 3 nm, o santykiné dielektriné
skvarba atitinka sociyjy angliavandeniliy konstantg (¢ = 2,1), galime i§ 2.9
lygties jvertinti, elektrine talpa, kai elektrodo plotas A = 0,32 cm”. .1 paveiksle
gauta abscisés reik§mé yra 0,76 pF/cm?, kuria vaizduoja DPhPC membranos
EIS spektras, atitinkamai kity fosfolipidy talpos vertés truputi didesnés (zr.
Toliau).

Analizuojant stebétus EIS spektrus nustatyta, jog elektrodo, padengto tik
savitvarkiu WC14 ir B-merkaptoetanolio (santykiu 3:7) monolsuoksniu,
spektras gali biiti modeliuojamas paprasta CPE — R nuoseklia elektrine
ekvivalentine grandine. Tuo tarpu, dvisluoksniy membrany spektras, kaip
matyti i§ 1.1 paveikslo B kreiviy, pakinta ne tik kiekybiskai, bet ir kokybiskai,
Cole — Cole spektruose zemy dazniy srityje atsiranda ,,uodegelés”. Tokio

spektro  modeliavimui taikomas elektrinis ekvivalentinis modelis (EEM),
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aprasytas placiau 2.1.5 poskyryje (2.6 pav.). Paraleliniai §io modelio elementai
atspindi naturalius tBLM defektus (skylutes). Kai defekty koncentracija
membranoje maza, o patys defektai dideli, pvz. > 1000 nm, (Valincius ir kt.,
2012), uodegéliy nuolinkio kampas Cole-Cole diagramoje artéja j 45°, o
modeliuojant gaunamas CPEg elemento laipsnio rodiklis a—0.5 Nedidelio
tankio mazi defektai, pvz., < 100 nm, lemia statesniy ir trumpesniy “uodegeliy”
atsiradimg. Taikant EEK modelj tokiems spektrams, daznai stebimos o < 0.5
vertés. Did¢jant defekty tankiui, Cole-Cole spektry ,,uodegéelés pradeda augti,
o EEK modelio CPEg4¢ elemento a—1. Taigi, i$ pateikty 1.1 pav, kreiviy,
galim daryti prielaida, jog naudojant WC14 molekulinj inkarg, defektiskiausios
tBLM yra stebimos POPC fosfolipido atveju (zalia kreive), o DPhPC

fosfolipidas leidzia gauti maziausiai defekty turin¢ias tBLM (mélyna kreive).

4.0e-6
e BLM i DPhPC
+ BLMiEDOPC
. <Py
3.0e-6 1 tBLM i§ POPC

SAM

0.0 2.50-6 5.0e-6 7.50-6
C.Fem?
I.1 pav Savitvarkio monosluoksnio ir prijungty lipidiniy membrany talpos poky¢iai. A
— EIS Cole Cole koordinatése SAM (B-ME : WC14 = 7:3), talpos kreivé; B — tBLM
(B-ME:WC14 = 7:3 + fosfolipidas) talpos kreives. Mélyna spalva pavaizduota tBLM
suformuota i§ fosfolipido — DPhPC, raudona — i§ DOPC, Zzalia — i§ POPC. Rodyklé
rodo daznio augimo kryptj. EIS spektro dazniy sritis nuo 0.5 iki 10° Hz.

1.2 Elektriniai tBLM parametrai

Detalesné¢ informacija apie jvairiy fosfolipidy formuojamas tBLM
savybes gauta, jvertinus elektrinius membrany parametrus. Parametrai
skaiCiuoti, panaudojant EEM (2.1 skyrius, 2.6 pav.). I.1 lentel¢je yra pateikta

Siy parametry suvestiné. ISskirtume keleta akivaizdziy tendencijy: membrany
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talpos (CPEpMm) sekoje, DPhPC < DOPC < DEcoPC < POPC < OPPC auga.
Kadangi POPC (16:0-18:1 PC), OPPC (18:1-16:0 PC) ir ypa¢ DEcoPC (20:1)
alkany (zemos dielektrinés skvarbos) dalies storis yra didesnis, negu DPhPC (4
metil- 10:0 PC), todél CPEg;\ kitimo negalime paaiskinti vien tik dielektriko
storio kitimu Sioje lipidy sekoje. GreiCiausiai, $is talpos (CPEwgpy) kitimas
atspindi augancig santyking dielektrinés konstantos verte, kuria gali lemti
membrany defektiSkumas. Pavyzdziui, tiek vandens molekuliy jsiterpimas i
defekty vietas, tiek skylutés, kuriose gali judéti jonai, turéty didinti efektyvine
dielektriko santyking skvarba.

I.1 lentelé. tBLM, suformuoty i§ skirtingy fosfolipidy ant SAM (B—-ME : WC14 =

7:3), EIS spektry elektriniai parametrai, gauti EIS spektrus pagal EEM (2.1 skyriaus, 2.6
pav). Fosfatinis buferinis tirpalas (pH 7,2), turintis 0,1 M NaClL.

Fosfolipidai

Parametrai

DPhPC DOPC EcoPC POPC OPPC
CPEgLm, tF/cm” 0,79 0,85 0,93 1,10 1,18
OBLM 0,982 0,979 0,975 0,951 0,906
CPEqes, pF/cm’ 4,72 5,78 6,25 8,81 8,84
Oldef 0,549 0,649 0,662 0,928 0,947
Rees, kQ*cm? 1180 620 136 6,17 0,72
Modelio atitikimo 2.41 4,67 2,56 1.43 4,78

kokybe, y** 10

Si spéjima patvirtina ir oug v parametro reikimiy kitimas. Kuo labiau
aprm tolsta nuo vieneto tuo netvarkingesné darosi struktiira. Sis parametras,
kaip jau buvo minéta, atspindi savitvarkés struktiros tvarkingumo
(defektiSkumo) laipsnj. Kaip tik mazéjancios ouppy reikSmés rodo, jog lipidy
sekoje: DPhPC < DOPC< DEcoPC < POPC < OPPC, dvisluoksnio
defektiSkumas Zymiai iSauga. Jdomiai kinta ir paralelinés grandinés parametrai,
kuriems suprasti atlikta matematiné analizé (Valincius ir kt., 2012) parodé, kad.
did¢jancios o4 parametro reikSmés, artéjancios i vieneta, kurias lydi ir CPEg¢
augimas gali buti paaiSkinamas didéjancia elektrinio lauko skverbtimi po
dielektriko sluoksniu ir tBLM struktiiros netvarkingumu, defekty pavirSinio
tankio augimu. Maz¢jancios defekty varzos (Rger) reikSmeés atspindi didéjantj

jony srautg per dirbting membrana, taigi, patvirtina iSvada, jog sekoje DPhPC <
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DOPC< DEcoPC < POPC < OPPC defekty tankis auga. IS Cia seka iSvada, jog
tomis paciomis salygomis ne visi fosfolipidai yra tinkami gauti izoliuojancias,
mazai defekty turincias tBLM. DPhPC ir DOPC membranos pasizymi labai
geromis elektrinémis izoliacinémis, tuo tarpu POPC ir ypa¢ OPPC gaunamos

su zymiai didesniu defekty tankiu.

1.3 tBLM stabilumo tyrimas
tBLM stabilumo tyrimui buvo pasirinktas fosfolipidas DOPC — tai

simetrinis ir turintis po 1 nesoc¢ig jungtj abiejose alkany grandinése (18 : 1) ir
pasizymintis Zema fazinio virsmo temperatiira. Sio lipido pasirinkima salygojo
ir tai, jog su juo Siame darbe buvo atlieckami dauguma B-amiloidy oligomery
sgveikos su fosfolipidinémis membranomis tyrimai. Taigi, suformavus
dvisluoksnes lipidines membranas ant aukso pavirSiaus, naudojant DOPC
fosfolipida, buvo stebimas jy stabilumas, laike. Elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodu, dideliy (> 5 %) tBLM talpos (CPEgy) pokyciy
nebuvo detektuota net po 20 dieny (1.2 lentel¢).

1.2 lentelé. Suformuotos imobilizuotos membranos (DOPC) ant SAM (B—ME : WC14
= 7:3), elektriniai parametrai, geriausiai modeliuojantys EIS spektrus, gauti atlikus
matavimus pirmaja dieng, po 3 dieny, po 10 dieny ir po 20 dieny. Fosfatinis buferinis
tirpalas (pH 7,2), turintis 0,1 M NaCl. Parametry vertés normalizuotos | geometrinj
Au elektrodo plota.

Dienos CPEtBLI\z/I’ O4BLM CPEdefz’ Oldef Raer 2
uF/cm uF/cm ¢ kQ*cm
1 diena 0,84 0,9952 4.3 0,4633 32,96
Po 3 dienu 0,86 0,9857 5,49 0,4582 20,54
Pol0 dieny 0,87 0,9830 6,2 0,5878 18,05
Po 20 dieny 0,88 0,9829 7,53 0,6634 14,46

Vadinasi, dielektriné membranos konstanta ir efektyvinis membranos
storis laike, i3laikant pastovias aplinkos salygas, mazai kinta. Zymesnis
pokytis atsiranda tik zemy dazniy srityje (,,uodegéliy” nuoseklus didéjimas,
duomenys neparodyti), susijusioje su membranoje esanciais (ir matyt su laiku
daugéjanciais) natiiraliais defektais. Tg patvirtina ir o4 parametro nuoseklus
did¢jimas (1.2 lentelé), bei mazéjanti likutiné membranos defekty varza (Ryer).

Taciau reikia pastebéti, jog net ir maziausios vertés stebétos po 20 dieny yra
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pakankamai aukstos ir netrukdo baltymy (peptidy) sgveikai su membranomis
detektuoti. Tyrimas jrodo misy suformuoty membrany stabilumg ir

ilgalaikiSkuma.

2. Inkariniy junginiy jtaka tBLM savybéms

2.1 SAM talpy pokyciai, priklausomai nuo inkaro prigimties ir jo
koncentracijos

Savitvarkio monosluoksnio kokybé ir architektiira yra lemiamas faktorius
funcionalios ir kokybiskos tBLM suformavimui. Todél SAM buvo formuojami,
panaudojant skirtingas prikabinimo molekules: WC14, FC16 ir HC18, o kaip
skiediklis naudojamas P-merkaptoetanolis. WC14 ir FC16 yra fosfocholino
analogai, kuriy abi hidrofobinés grandinés yra socios, tuo tarpu HCI8
junginyje, abiejose hidrofobinése grandinése yra po vieng nesocig jungti.

Tyrimo metu buvo lyginami tos pacios pavirSinés koncentracijos misriis
monosluoksniai. Paprastai, ant kompaktiSky SAM, kuriuose praskiedimo ME
molekuliy kiekis yra mazas, galima suformuoti fosfolipidy virSsluoksnius,
pasizyminCius labai didele varza. Taciau tokios (daznai vadinamos hibridiniy
membrany) sistemos kelia problemy jterpiant funkcionalius baltymus (Glazier
ir kt., 2000). Tai, pirmiausia susij¢ su tuo, jog tarp fosfolipido sluoksnio ir kieto
pavirSiaus tokiose sistemose néra vandens. Misy darbe, siekdami jsitikinti
formuojamy membrany funkcionalumu, pasireiSkianciy, pirmiausia, lengva
baltymy rekonstitucija, inkariny junginy koncentracija inkubavimo tirpaluose
keitéme placiame intervale. Tokiu bidu, SAM formuojami i§ misriy, WC14
(HC18 ar FC16) ir ME, etanoliniy tirpaly, varijuojant moliniu jy santykiu nuo
nuo 0 iki 100%.

.2  paveiksle pateikti skirtingy inkariniy junginiy suformuoty
monosluoksniy EIS spektrai, esant nedideliam, 30 %, (1.2 pav. A) ir dideliam,
70 %, atitinkamo inkarinio junginio kiekiui inkubavimo tirpaluose, (1.2 pav. B).
Kaip matome 1.2 A paveiksle, visy SAM, kai inkarinio junginio yra 30%, EI
spektry pusapskritimiai yra beveik tobuli.
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1.2 pav. A — Skirtingy savitvarkiy monosluoksniy talpos poky¢iai — Cole Cole
koordinatése. A — Mazo tankio savitvarkiai monosluoksniai, kuriuose inkariniy
junginiy koncentracija — 30 %. Trikampiais pavaizduota SAM, suformuoto i§ HC18 :
ME (30:70) talpos kreivée; Aspkritimais — SAM i§ WC14 : ME (30:70) talpos kreive;
kvadratais — SAM i$ FC16 : ME (30:70) talpos kreivé.

B — Didelio tankio savitvarkiai monosluoksniai, kuriuose inkariniy junginiy
koncentracija — 70 %. Trikampiais pavaizduota SAM, suformuoto i§ HC18 : ME
(70:30) talpos kreive; Aspkritimais — SAM i§ WCI14 : ME (70:30) talpos kreive;
kvadratais — SAM i FC16 : ME (70:30) talpos kreivé.

Iprastai nesoc¢iojo HC18 junginio misriyjy 30 % SAM atveju EI spektro
pusapskritimis yra mazesnis, taigi galima manyti, jog §io junginio formuojamy
SAM elektriné talpa mazesné, negu soCiyjy analogy. Ta patvirtina ir
modeliavimo rezultatai, gauti pritaikius anksc¢iau minéta ekvivalentinj SAM
modelj (1.3 lentel¢). Kaip matome, apskaiCiuota talpos verte, HC18 atveju,
(6,92 pF/cm®) yra mazesné lyginant su kity SAM talpomis (FC16 = 8,93
uF/cm?, WC14 = 8,57 pF/cm®), o pavirSiaus heterogeniskuma atspindingio

aprm parametro reikSmeés kinta nedaug, ir yra panasios visiems inkariniams
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junginiams. nors ir ¢ia stebime, Siek tiek didesnes HC18 SAM vertes ougpm =
0,992. tBLM, suformuoty ant 30 % tirpaly SAM, naudojant fosfolipidida
DOPC, talpos (CPEg1y) yra artimos ir siekia apie 0,86 pF/cm® (1.3 lentelé).
Tai rodo, kad imobilizuotos tBLM ant mazo pavirSinio tankio inkary yra
panasiy dielektriniy savybiy, kurias, pirmiausia, lemia pats fosfolipidas.

Kaip matéme, nedidelés koncentracijos (30 %) HCI8 ir ME junginiai
formuoja misrius SAM, kuriy talpos yra Siek tiek mazesnés, nei soCiyjy
analogy, taciau esant dideliems HC18: bME santykiams, situacija pasikeicia.
Pavyzdziui, kai inkarinio junginio yra 70 % (I.2 pav., B), EIS spektruose
stebimi Zymiai rySkesni skirtumai. Sociyjy analogy, WC14 ir FC16 SAM
impedanso spektrai, susitraukia j mazus, mazdaug 1 pF/cm® pusapskritimius,
tuo tarpu SAM, suformuoto i§ HC18, EIS spektras islieka didelis, ir dydziu
virSyja analogy spektrus bent 6 kartus. (1.2 pav. B).

Sociyjy inkariniy junginiy WCI14 ir FC16 atvejais talpos, iSskai¢iuotos
modeliavimo keliu (I.3 lentel¢), rodo, kad ant pavirSiaus, esant 70 % inkaro,
formuojasi “kieti”, kompaktiski dielektriko sluoksniai, savo savybémis panasiis
1 savitvarkius monosluoksnius, kuriuos formuoja sotieji ilgesnés grandinés (n >
12) alkany tioliai (nuoroda). Tuo tarpu didelio tankio, 70 %, SAM i§ HC18
talpa iSlieka beveik $esis kartus didesné (~ 5.9 pF/ecm®) (1.2 pav. B ir 1.3
lentelé). Tai rodo, jog struktiriskai didelio tankio HC18 SAM yra kitokie, nei

sotieji analogai, ir matyt, pasizymi gerokai didesniu hidratacijos laipsniu.

1.3 lentelé. [vairiy SAM ir ant jy suformuoty tBLM i§ DOPC, EIS spektry elektriniai
talpy parametrai, varijuojant inkarinio junginio kompozicijos su ME molinj santykj.
Fosfatinis buferinis tirpalas (pH 7,2), turintis 0,1 M NaCl. Parametry vertés
normalizuotos j geometrinj Au elektrodo plota.

jZif;:ij; CPEs s, ,UF/CI’I’Z2 OSAM iPF'E/Zii% O4BLM
SAM tBLM, DOPC
WCi4 30 % 8,61 +0,544 0,9864 +£0,009 0,89+0,075 0,9867 + 0,003
FC16 30 % 8,90+ 0,290 0,9882+0,003 0,870,045 0,9818 + 0,002
HCI8 30 % 6,92+ 0,047 0,992+0,002 0,84+0,016 0,9909 + 0,002
WwCi4 70 % 1,00 £0,032 0,9958 £0,002 0,65+ 0,007 0,9984 + 0,001
FCI16 70 % 0,93+0,014 0,9931+0,005 0,62+0,024 0,9970 + 0,001
HCI8 70 % 5,89+0,164 0,9934+0,002 0,80+0,047 0,9952 + 0,002
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Suformavus membrang ant tankiy SAM 1§ WC14 ar FC16, matome (1.3
lentelé), kad membranos talpa (CPEgp\) sumazéja iki ~ 0,6 },LF/sz. tBLM,
kuriy talpa yra tokia maza, paprastai pasizymi itin didelia varza, taciau
fosfolipidy judrumas joje yra labai mazas (zitiréti toliau Siame poskyryje). Savo
savybémis S$ie dvisluoksniai, panasiis | hibridines fosfolipidy membranas
[Glazier ir kt., 2000] todé¢l néra tinkami baltymy jterpimui i dvisluoksnj
(zr.toliau). Tuo tarpu, HCI8 inkarinis junginys, esant dideléms junginio
santykinéms koncentracijoms (> 70 %) formuoja ~ 0,8 pF/cm® talpos tBLM
(agim > 0.99), taciau, prieSingai nei soCiyjy analogy atveju, fosfolipidy
molekulés bilsuoksnyje iSleika judrios (ziuréti toliau Siame poskyryje) ir

tinkamos baltymy funcionaliam jterpimui.

2.2 Misriy SAM charakterizavimas atominés jégos mikroskopu

Pavyzdzio pagrindas — magnetronu uzgarintos aukso plévelés (storis 50 —
100 nm) ant Si plokstelés (Silicon, Inc, JAV) su chromo pasluoksniu (storis 1 —
2 nm). Pirmiausia toks pagrindas buvo charakterizuojamas AJM, tam kad
jvertinti Au plévelés morfologija ir SiurkStumo faktoriy. AJM pagalba gautas
topografinis Au plévelés pavirSiaus AJM vaizdas (I.3 pav. A). AJM vaizdas
pavaizduotas 1x1 pm skenavimo lauke, pagal x, y. Gauta Au plévelés
morfologija, pasizymi homogeniSkumu (1.3 pav., A), kurios vidutiné
nuokrypio, z aSies kryptimi, nuo pavirSiaus (toliau naudosime trumpinj — RMS)
verté yra 1,1 £ 0,5 nm,. Si verté i§ esmés sutampa su rentgeno spinduliy
reflektometru nustatytu, analogiSkai gautos Au plévelés RMS pavirSiaus
siurk§tumu — 5 A (McGillivray ir kt., 2007). Tuo tarpu matomy kristality
lateralinis dydis yra apie 40 £ 5 nm. Zinoma, turime atsizvelgti i tai, jog
lateralinis daleliy dydis, néra tikslus, jis yra veikiamas adatélés diametro,
skenavimo metu (Ramirez-Aguilar ir Rowlen, 1998). Charakterizuotas Au
pagrindas toliau buvo modifikuojamas misriais savitvarkiais monosluoksniais
i§ B-merkaptoetanolio ir WC14, HC18 moliniu santykiu 3:7,. Suformuoti SAM
buvo vaizdinami AJM (1.3 pav., B, C),
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L.3 pav. Topografiniai Au ir SAM AJM vaizdai. A. Au topografinis vaizdas, kurio
nelygumai pagal z koordinat¢ ~ Inm. B. SAM (HC18: ME, 3:7) topografinis vaizdas,
kurio nelygumai ~1.3 nm pagal z. C — SAM (WC14 : ME, 3:7) topografinis vaizdas
kuriame pavirSiaus nelygumai ~ 1.8 nm. AJM pavaizduoty topografiniy vaizdy
skenavimo laukas: A — 1.0x1.0 pm, B ir C — 500 nm x 500 nm, x — y. SAM
koncentracija buvo 0,2 nM.

Gauti vaizdai beveik nesiskiria savo morfologija. Savitvarkiy HC18
monosluoksniy nelygumy vidutiné vert¢ yra 1,36 = 0,3 nm, o Siy nelygumy
vidutinis lateralinis skersmuo 37 £ 6 nm. Tuo tarpu WC14 monosluoksniy,
nelygumy viduting verté¢ yra 1,76 = 25nm, o lateralinis skersmuo 42 + 3 nm.

Matomas pavirSiaus nelygumy iSaugimas sekoje: Au < HC18 < WCl14.
Stebimo nelygumy dydzio kitimo negalime paaiSkinti ir su alkany
(dielektrinés) dalies storio kitimu, nes HC18 molekulés hidrofobiné grandiné
yra ilgesne, nei WC14 molekulés. Greiciausiai, Sis kitimas rodo kitokia,
molekuling HC18 savitvarkio monosluoksnio architekttra, kurioje, pagal
paskutinius, RAIRS (atspindzio — sugerties IR spektroskopijos), duomenis
HC18 molekulés guli iSilgai Au pavirSiaus, tuo tarpu WC14 pradeda anksti
formuoti stacias struktiiras. Tuo tarpu nelygumy plotis, jvertinus paklaidas,
iSliecka pastovus ir nepriklauso nuo junginio prigimties. Tai parodo, kad
lateraliSkai, drastiSky pakitimy neaptinkama, arba jie yra per mazi, ir
nejmanoma jy detektuoti AJM metodu su naudotomis standartinémis

adatélémis.
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2.3 Fosfolipidy dinamikos tyrimai dvisluoksnyje

Baltymy ir lipidy judrumas priklauso nuo membranos takumo. Nuo
membranos takumo priklauso cheminiy reakcijy (elektrony pernasos ir kt.)
greiiai, baltyminiy struktiiry susirinkimas. Membranos takumui sumazéjus,
slopinama medziagy pernasa ir membraniniy baltymy funkcijos ir fermenty
aktyvumas. Membranos takumas priklauso nuo lipidy iSsidéstymo
membranoje, cheminés membranos sudéties ir temperattros (Mildaziené ir kt.,
2004). Kaip matome, norint, kad vykty funkcionali membaniniy baltymy —
lipidy saveika dirbtinémis salygomis, reikia turéti tinkamg pagrindg Sios
saveikos detekcijai. Misy atveju — tai imobilizuota foafolipidiné membrana
pasizyminti reikiama architektiira ir takumu. Skirtingi inkariniai junginiai,
kurie prijungia dvisluoksnj prie pavirSiaus, turi jtakos tBLM struktiirai ir
fizikinéms jy savybéms, ko pasekoje gali keistis ir lipidy — baltymy sgveikos
ypatumai. Tuo tikslu, buvo suformuotos didelio ir mazo tankio tBLM,
panaudojus misrius monosluoksnius i§ B-merkaptoetanolio ir WC14, FC16 ir
HCI18, skirtingais moliniais santykiais inkubaciniame tirpale (3:7, 7:3), buvo
analizuojamos FCS metodu. Sis metodas remiasi koreliacijos laiky matavimais
kurie, pritaikius FCS 2D modelj (2.3 skyrius, 2.15 lygtis), leidzia jvertinti
fosfolipidy judrumg membranoje ir membranos fosfolipidy, esanciy vidiniame
ir iSoriniuose mebranos sluoksniuose ir Zyméty fluorescencine zyme, vidutinj
difuzijos koeficienty.

Reprezentatyviis FCS spektras, vaizduojantis savaimines
autokoreliacijos funkcijg ir z skenevimg ir difuzijos koeficiento vertes, gautas
atizvelgiant | kiekvieno matavimo paklaida, pavaizduoti 1.4 paveiksle.
Iskaiéiuoti ir apibendrinti difuzijos koeficientai pateikti 1.4 lenteléje. Siuose
matavimuose fluorescentinés zymés yra abiejuose membranos sluoksniuose,
bet galimas daiktas, kad iSoriniame sluoksnyje dazo koncentracija bus didesné,
nei vidiniame membranos sluoksnyje. Siame darbe pateiktos bendros (svertinis

vidurkis), abiejy membranos monosluoksniy, difuzijos koeficiento vertés.
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1.4 pav. Tankios prijungtos dvisluoksnés membranos (B-ME:WC14 = 3:7 ir DOPC)
su LR-DOPE 0,003 mol %. A. FCS matavimo individuali tBLM autokoreliacijos
kreiveé, sumodeliuota pritaikius 2D modelj (2.15 lygtis). B. 6 FCS matavimy serija,
Gausinis matavimy pasiskirstymas, kuriy metu, lazerio spindulys fokusuojamas kas
300 nm statmentai | membrang, iSilgai z aSiai. Kiekvienas matavimas buvo
apskaiciuotas naudojant tg pacia, A paveiksle, pavaizduotg procediirg. Paklaidos buvo
nustatytos pritaikant Levenberg—Marquardt lygtj (Shenoy ir kt., 2010). C. Sesiy
nepriklausomy (vienas i§ jy pavaizduotas B paveiksle), z skenavimo matavimy
rezultatai, pavaizduoti, jvertinus kiekvieno matavimo duotas paklaidas. Gautas
bendras tBLM, kurioje inkarinio WC14 junginio yra 70 %, zymeéto fosfolipido
difuzijos koeficientas: D = 1,89 + 0,23 um?/s.
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Didelio tankio tBLM buvo ruoSiamos ant SAM i§ WC14, FC16 ir
HCI18, kuriose inkarinio junginio buvo 70 %, ir kiekvienu atveju
elektrocheminio impedanso metodu buvo nustatomos elektrinés membrany
savybés, kurios apraSytos anks¢iau (I.3 lentelé). 1.4 paveikslas vaizduoja
tankios, prijungtos prie pavirSiaus, dvisluoksnés membranos (B-ME:WCI14 =
3:7 ir DOPC) 2D FCS eksperimentiné krievé pavaizduota iStisine juoda linija.
[.4 paveiksle modeliné¢ autokoreliacijos kreivé, gauta pritaikius 2D modelj
(2.15 lygtis), yra pavaizduota raudona punktyrine linija. Kaip matome, modelis
gerai atitinka eksperimentiskai stebétg kreive, o skirtumas tarp jy, nevirSija
10% (raudona istisiné kreivé). Vieno eksperimento metu iSmatuotas difuzijos
laikas tp, negali buti panaudotas tiksliam difuzijos konstantos nustatymui, nes
dvisluoksnis nebiitinai patenka tiksliai ] detekcijos plokStumg, todél
eksperimentiné lazerio ir dvisluoksnés membranos susikirtimo sritis: Agping =
n*r’ tiksliai néra Zinoma. Dél §ios priezasties buvo atlickama serija ry ir 1p
matavimy, skenuojant pavyzdj pagal z asj (Bend ir kt., 2003, Shenoy ir kt.,
2010). 1.4 B paveiksle pavaizduotos sumodeliuotos tp reikSmés, gautos i 7
matavimy, matuojant kas 300 nm iSilgai z aSiai. Z skenavimo vertés i$sidésto
Gausiska funkcija, kurig aproksimavus antro laipsnio polinomine lygtimi, gauta
ro = 0,29 um, o tp = 5.1 ms, o apskaiciuotas difuzijos koeficientas D = 2,1
um?/s. Duomeny atsikartojimui ir statistiniam patikimumui buvo atlikti $esiy,
nepriklausomai paruosty, tBLM matavimai (1.4 pav. C).

Ivertinus kiekvieno matavimo paklaidas, apskai¢iuotas bendrasis Zyméty
fosfolipidy difuzijos koeficientas tBLM (B-ME:WC14 = 3:7 ir DOPC): D =
1,89 + 0,23 um?s.

Tokiu paciu principu buvo iSmatuotos ir kitos tBLM, suformuotos i§ 70
% FC16 ir HC18 (Duomenys apibendrinti 1.4 lenteléje). Didelio tankio tBLM,
suformuoty i§ HC18 (70 %), fosfolipidy pavirSinés difuzijos koeficienty vertés
yra > 4 um?/s, o difuzijos koeficientai, tBLM, sufomuotuose ant so&iyjy
inkariniy junginiy, WC14 ir FC16 yra < 2 pm%/s (L4 lentelé). Tai rodo, jog
fosfolipidy pavirSinis mobilumas, ir matyt viso dvisluoksnio judrumas stipriai

priklauso nuo inkariniy junginiy prigimties. Sotieji WC14 ir FC16 formuoja
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zymiai kietesnes tBLM, kurios pavirSinis fosfolipidy mobilumas Zymiai

mazesnis, nei HC18 pagrindu gautuose tBLM.

1.4 lentelé. Fosfolipidy judrumas didelio tankio (70 % inkarinio junginio) ir mazo
tankio (30 % inkarinio junginio) fosfolipidinése membranose.

Inkaras 2D Difuzijos koeficientas, D (um’/s)
HC18 70 % 4,03 +£0,21 (n=16)

FC16 70 % 1,6 £0,16 (n=15)

WC14 70 % 1,9+0,18 (n=106)

HC18 30 % 6,2 + 0,46 (n=7)

FC16 30 %* 4,1 +0,1

WC14 30 %* 3,6 0,2

* Siddharth Shenoy, et. al., 2010.

Mazo tankio tBLM, suformuoty i§ HC18 (30 %), difuzijos koeficientas
sickia 6,2 pm®/s ir yra yra didesnis nei WC14 ir FC16, kuriy pagrindu
suformuoty tBLM, difuzijos koeficientus nustat¢ miisy kolegos i§ JAV
(Shenoy ir kt., 2010) (1.4 lentel¢). Nustatytas fosfolipidy tBLM judris yra
palyginamas su laisvai judanéiy lipidy judriu vezikulése 7,8 um*/s (Przybylo ir
kt., 2006), kas rodo, kad HC18 pagrindas yra labai takus ir tinkamas membrany
modeliy gavimui. Netgi tankios tBLM atveju, kai HC18 koncentracija 70 %,
virSutiniojo ir vidinio sluoksnio lipidai pasizymi auks$tu judriu, ir matyt, yra
tinkami funkciniam baltymy jterpimui ir jy savybiy tyrimui.

Apibendrinant galime teigti, jog inkariniy molekuliy savybés turi jtakos
membranos dinaminéms ir izoliacinéms (elektrinéms) savybéms. Nustatéme,
jog dvisluoksniy, suformuoty ant mazo (30 %) ir didelio tankio (70 %) HCI18
SAM, fosfolipidy judumas yra daugiau nei du kartusi didesnis, nei tBLM,
suformuotuose ant WC14 ir FC16 SAM, be to HCI18 pagalba prijungty
fosfolipidy dvisluoksniy elektrinés savybés, nenusileidzia analogisSkiems
dvisluosksniams, gautiems ant WC14 ir FC16. Priesingai nei WC14 ir FC16,
70 % HC18 SAM gali buti panaudoti pavirSiuje prijungty dvisluoksniy
formavimui, kurie savo fizikomechaninémis ir elektrinémis savybémis yra
panasiis | ant mazo tankio suformuotus dvisluoksnius. Todél nesocigsias alkeny
grandines, turin¢io HC18 junginio panaudojimas, turi pastebimy privalumy,

lyginant su panasios sudéties so€iaisiais analogais.
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3. tBLM modifikavimas vezikuliy liejimosi metodu

Tikroviskos aplinkos sukiirimui yra biitinas fiziologiskai artimos tBLM
iSvystymas. Daugiakomponenciai membraniniai modeliai, turintys lipidiniy
plausty domenus, turéty pagilinti supratimg kaip baltymai ar peptidai
sgveikauja su membrana ir kaip sgveikauja su kitomis lipidiniy plausty
biomolekulémis. Daugelis fiziologiniy lipidy, tokiy kaip: sfingomielinas,
fosfotidiletanolaminas, cerebrozidas ir kt., yra menkai tirpts etanolyje, todél jy
jvedimui ] membrang, reikalingi alternatyviis metodai. Vienu atveju buvo
ieSkoma tinkamy tirpikliy lipidiniams komponentams ir tokiu budu, tirpiklio
pakeitimo metodu, optimizuojant tBLM kompozicija, panaudojami jvairts
bus pristatyti 4 skyriuje). Siame skyriuje apradytas metodas, leidZiantis
suformuotas tBLM modifikuoti vezikuliy liejimosi metodu. Metodas remiasi
tiesioginiu lipido apsikeitimu tarp vezikulés ir membranos (Basafie, 2002,

Kuntze ir kt., 2009, Jahn and Siidhof, 1999).

3.1 Cholesterolio jtaka tBLM elektrinéms savybéms

IS pradziy panagrinésime cholesterolio turinfias tBLM sistemas,
sukonstruotas tirpiklio pakeitimo metodu. Elektrinés tokiy membrany savybés
buvo tirtos EIS metodu. I.5 A paveiksle atidétos fosfolipidinés membranos
Cole Cole koordinatés, vaizduojancios talpos priklausomybe¢ nuo cholesterolio
koncentracijos membranoje. Kompleksinés talpos koordinatése (1.5 pav. A), po
cholesterolio (30 %, 40 %) isiterpimo matomas rySkus kompleksinés talpos
sumaz¢jimas zemy dazniy srityje, pasireiSkiantis spektry zemo daznio
,Luodegeliy™“ mazéjimu. Jis signalizuoja apie zymy membranos laidumo
sumaze¢jimg, kurj sietume su cholesterolio jsiterpimu ] membrang. Po
cholesterolio jvedimo, taip pat matomas rySkus talpos pusapskritimio
skersmens sumzéjimas auk$ty dazniy srityje (1.5 pav. A), taigi stebimas
cholesterolio jsiterpimas ] membrang, padidina fosfolipidinio sluoksnio

dielektring konstantg arba efektyvyji dvisluoksnio storj ir sumazina membranos
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laidj. I[domu yra tai, kad mazéja ne tik pusapskritimio diametras, bet ir keiciasi
pacio spektro, dazniy diapozone nuo 100 Hz iki 0.1 Hz, nuolinkio kampas (1.5

pav. A ir [klija).
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L5 pav. A. tBLM suformuotos i§ FC16:bME (3:7 mol:mol) EIS spektry Cole Cole
koordinatés, talpos priklausomybé nuo cholesterolio koncentracijos, kur: be
cholesterolio (apskritimai); 10 % cholesterolio (trikampiai); 20 % cholesterolio
(rombai); 30 % cholesterolio (zvaigzdutés); 40 % cholesterolio (kryziukai). (Iklija)
Padidintas, talpos srities, vaizdas.

B. tBLM suformuotos i§ FC16:bME (3:7 mol:mol) EIS spektry Bode
koordinatés, talpos priklausomybé nuo cholesterolio koncentracijos, kur: be
cholesterolio (apskritimai); 10 % cholesterolio (trikampiai); 20 % cholesterolio
(rombai); 30 % cholesterolio (zvaigzdutés); 40 % cholesterolio (kryziukai).
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EIS spektry matematiné analizé, parode, jog tokie spektriniai pokyciai
gali buti siejami su skirtingo dydzio klasteriy buvimu membranoje (Valincius ir
kt., 2011). Didelio tankio, ta¢iau mazo dydzio (pvz. 5 — 100 nm) defekty, EIS
spektras pasizymi dideliu nuolinkio kampu, tuo tarpu dominuojant pavirSiuje
dideliems (>1000 nm) defektams, kuriy tankis nedidelis, nuolinkio kampo
tangentas spektro zemy dazniy intervale mazéja ir artéja j 1 (Valincius ir kt.,
2012). Eksperimentiniai duomenys (I.5 pav. A), rodo, kad tokia kitimo
tendencija gaunama didéjant cholesterolio kiekiui membranose, todél galime
hipotetiSkai tvirtinti, jog stebimi kokybiniai spektry pokyciai signalizuoja apie
defekty sriciy, kuriuose dominuoja cholesterolis, lateralinio dydzio augimu, gal
bt ir cholesterolio klasteriy (lipidiniy plausty) formavimasi.

Sie poky¢iai dera ir su poky¢iais stebimais Bode koordinatése,
vaizduojanciose fazés priklausomybe nuo daznio (I.5 pav. B). Zemy daZniy
srityje tBLM, be cholesterolio, spektras fazin¢je diagramoje turi iSreiksta fazés
ekstremuma ties 0,5 Hz, atitinkantj tBLM laidumo reik¥me 7-107° S/cm?, kuri
parodo foninj dirbtinés membranos laidumg. Fazés minimumo padétis, kaip
matome i§ .5 B paveikslo, kinta priklausomai nuo cholesterolio koncentracijos
ir stumiasi j Zemesniy dazniy puse, o prie didesniy cholesterolio koncentracijy
(30 % ir 40 %) visai iSnyksta (I.5 pav. B). Tokie EIS spektry pokyciai rodo,
kad jvedant ; membrang didesnius cholesterolio kiekius, didéja membranos
izoliacinés savybes. Sios dalies pokyéiai (kaip jau buvo rasyta anks¢iau), susije
su stipriai iSaugusia Ry varza, kuri atspindi membranos elektrinio laidumo
sumazejima, o tai sietina su cholesterolio atéjimu ir jsiterpimu j membrang.

IS tBLM talpos priklausomybés nuo cholesterolio koncentracijos (1.6
pav.), matome, kad, iki cholesterolio koncentracija membranoje pasiekia 30 %,
ji staigiai krenta. Toliau didinat cholesterolio koncentracijg, talpos mazéjimas
pastebimai sulétéja. Literattroje yra fluorescentinés mikroskopijos duomeny,
kad liposomos, paruostos i$ lipidy kompozicijos: DOPC/DOPE/cholesterolio
(35/35/30), yra heterogenisSkos ir sudarytos i$ skystos netvarkingos fazés (L,

2008).
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1.6 pav. Fosfolipidinés membranos talpos priklausomybé nuo cholesterolio
koncentracijos membranoje.

Cholesterolio koncentracijos diapozone nuo 0 % iki 80 %,
detektuojamas bendras talpos pokyc¢io sumazg¢jimas net ~ 44 %. (1.6 pav A).
Yra zinoma, kad plazmin¢je membranoje, ar jy modeliuose, formuojantis
lipidiniams plaustams, stebimas membranos sustor¢jimas (Vestergaard ir kt.,
2008) CPEgivm pokytis, kuris bendru atveju gali buti indukuotas tiek
membranos sustor¢jimu, tiek dielektrinés skvarbos sumzéjimu, Siuo atveju
siejamas su su fosfolipidinio dvisluoksnio storio pokyciu, kas rodo lipidiniy

plausty formavimasi.

3.2 Lipidy ir cholesterolio perneSimo tyrimai fluorescentiniu mikroskopu

Nors staigaus tirpiklio pakeitimo metodas leidzia formuoti , tBLLM, taciau,
Siuo metodu yra sudétinga reguliuoti membranos lipidine sudétj, ypatingai, kai
naudojame keliy raiSiy lipidy miSinius, ypa¢ tuo atveju,kai miSinyje yra
etanolyje ribotai tirpstantis fosfolipidas. Todél pasirinkta alternatyva, bei
pabandyta etanolyje netirpius lipidus ir kitus membraninius komponentus
kontroliuojamai jvesti j fosfolipidines membranas, panaudojant tiesioging
sgveika tarp vezikuliy ir imobilizuotyjy membrany.
Pirmiausia, monokomponent¢ tBLM suformuota jprastu tirpiklio pakeitimo
bidu i$ etanolyje gerai tirpaus fosfolipido DOPC. Tokia tBLM buvo veikiama
DOPC/CHO30% vezikulémis, Zymétomis LR-DOPE ir tokios pats sudéties
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vezikuléms, bet fluorescentiSkai zymétomis CHO-NDB. Pirmuoju atveju,
vezikulés turéjo fluorescentiskai pazyméta fosfolipida, antruoju — cholesteroli.
Sie eksperimentai turi dvejopa tiksla. Pirma, patikrinti, ar i§ vezikulés j
plokscia pavirsiy galj buti perneSamas fosfolipidas, antra, ar galima, steroliy,
miisy atveju, cholesterolio pernasa. Abiejy eksperimenty rezultatai pavaizduoti
1.7 paveiksle. Kaip jau buvo aprasyta 1 skyriuje, tBLM paruostos tirpiklio
pakeitimo metodu, pasizymi tolygiu dvisluoksio formavimusi (Shenoy ir kt.,
2010) ir geromis izoliacinémis savybémis. Po tBLM saveikos su vezikulémis,
turinCiomis zymétg fosfolipida, akivaizdi ne tik LR-DOPE pernasa i
regos laukas (1.7 pav. kairéje). IS Cia seka iSvada, jog tos pacios hidrofobinés
dalies (Siuo atveju dioleoilo) fosfolipidas ne tik pernesamas i§ vezikulés i
ploks¢ig dvisluoksnj, bet ir tolygiai pasiskirsto jame. Kitu atveju, po
modifikavimo, stebime gana heterogeniska Svytinciy daliy pasiskirstymg (1.7
pav. Desingje). Taigi, cholesterolio pernasos metu, gauname heterogeniska
cholesterolio pasiskirstymg. Matomos cholesterolio sankaupos (didesni
fluorescuojantys taskai) gali biiti pozymis, jog cholesterolis dvisluoksnyje

agreguoja j submikroninio arba mikroninio dydzio agregatus.

1.7 pav. Modifikuotos tBLM po liejimosi su Zymétomis vezikulémis (DOPC/CHO 30
%). (Kairéje) tBLM suformuota i§ HCI18/bME (30 : 70) ir DOPC po liejimosi su
DOPC/CHO30% vezikulémis, Zymétomis LR-DOPE. Bendroji dazo koncentracija
0.5 mol % . (DeSinéje) tBLM suformuota i§ HC18/bME (30 : 70) ir DOPC po
liejimosi su DOPC/CHOL30% vezikulémis, zymétomis CHOL-NDB. Objektyvas:
20X, matymo lauko diametras 250 um.

110



I skyrius. tBLM: vystymas ir charakterizavimas

metu, gali biiti perneSami | membrang vienu metu, buvo vykdomas tBLM
modifikavimas DOPC/CHO30% vezikulémis, zymeétomis, dviem skirtingais
fluorescuojanciais lipidais, tieck LR-DOPE, tieck CHO-NDB. 1.8 paveiksle
pavaizduotas vienalaikis lipidy pernesimas i§ donoro, vezikulés, j akceptoriy,
prie pavirSiaus prijungta fosfolipiding membrang, stebimas matavimo laukas 2x
didesnis, nei prie§ tai apraSytame eksperimente (1.8 pav.). Matavimo metu,
fluorescuojantys vaizdai gauti, keiCiant registruojancius Sviesos filtrus. Vienu
atveju gal¢jome stebéti lizamino rodamino emisijg (ties 583 nm), atsirandancia
dél LR-DOPE pernesimo j membrang (1.8 pav. Kair¢je). Kitu atveju filtras
buvo suderintas stebéti NDB emisija (523 nm), atsirandancig dél cholesterolio

perneSimo | membrang (1.8 pav. Desingje).

L P n

eSimas i§ donoro, DOPC/CHO30% vezikuliy, zyméto
fluorescuojanciais lipidais: LR-DOPE ir CHO-NDB | prie pavirS$iaus prijungtas
fosfolipidines membranas. Pavaizduoti tBLM fluorescuojantys vaizdai po
modifikavimo vezikulémis. (Kairéje) — DOPC perneSimas. (DeSinéje) —
cholesterolio perneSimas. Objektyvas 50X, matymo lauko diametras: 120 um.

1.8 pav. Vienalaikis lipidy pe

IS 1.8 pav. pateikty duomeny akivaizdu, jog abu fluorofuorais zyméti
komponentai vienu metu pernesami j tBLM. Taciau LR-DOPE atveju (8A pav)
matome, kad membrana modifikuojama homogeniskai ir LR-DOPE pasiskirsto
skystoje, L, membranos, fazéje. Tuo tarpu cholesterolis perneSamas
sankaupomis, kurios spéjame sudaro Lg faze (stebimas heterogeniSkai Svytintis

laukas, 1.8 pav. DesSinéje) arba sankaupos susiformuoja jau patekus
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tiek cholesterolis, liejimosi metu, vienu metu yra perneSami j tBLM.

3.3 tBLM elektrinés talpos kitimas — modifikavimo metu

Tiesioginio lipido apsikeitimo tarp vezikulés ir membranos egzistavimas
ir galimybés taip pat buvo analizuojamos EIS metodu, tiriant suformuotos
tBLM talpa, laiduma, defektiSkumo laipsnj. Buvo ieSkoma koreliacijos tarp
gauto tBLM optinio homogeniskumo, ar heterogeniSkumo ir EIS spektry,
elektriniy parametry.

1.9 paveiksle patekti skirtingais metodais suformuoty ir modifikuoty
tBLM EIS spektrai, Cole Cole koordinatése, kuriose atvaizduojamos talpinés
membranos savybés. Analizuojant stebétus EIS spektrus (1.9 pav. A) nustatyta,
jog membranos, suformuotos i§ DOPC/CHO (7:3) lipidy miSinio panaudojant
tirpiklio pakeitimo metoda, talpa paprastai yra 10 — 25 % mazesn¢é lyginant su
membranos talpa, kuri tuo paciu biidu suformuota, tik naudojant fosfolipida
DOPC. Spektruose matomas, susiformavusios tBLM, kurios sudétyje yra 30 %
cholesterolio, mazesnis pusapskritimo diametras. Po vezikuliy DOPC/CHO
(7:3) saveikos su membrana (modifikavimo metodas) (1.9 A, spektras — raudoni
simboliai), tBLM talpa sumazéja iki 20 %, kas patvirtina, kad vezikulése
esantis cholesterolis keliauja i tBLM t.y. vyksta lipido perneSimas i$ vezikulés j
membrana. Sis rezultatas gerai koreliuoja su fluorescentiniais matavimais (3.2
skyrius), kuriuose po modifikacijos vezikulémis, turinCiomis cholesterolio,
stebimas cholesterolio perneSimas sankaupomis. Tuo tarpu elektrocheminis
matavimas parodé, kad cholesterolio atéjimas i membrang, sumazina tBLM

talpa (1.9 pav., .5 lentel¢).
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1.9 pav. Prijungty dvisluoksniy lipidiniy membrany suformuoty ant SAMs: HC18:ME
(3:7 mol:mol) tirpiklio pakeitimo ir vezikuliy suliejimo metodais, EIS spektrai, talpos
koordinatése. A. Mélyna pavaizduota tBLM, suformuota tirpiklio pakeitimo metodu
naudojant fosfolipidy misinji DOPC/CHO 30 %, Juoda — tBLM suformuota tirpiklio
pakeitimo metodu i§ DOPC. Raudona — tBLM i§ DOPC, modifikuota vezikuliy
liejimosi — apsikeitimo metodu naudojant DOPC/CHO (70:30) vezikules. B. Juoda —
tirpiklio pakeitimu suformuota DOPC tBLM. Raudona — Modifikuota DOPC
membrana, po modifikacijos DOPC vezikulémis.

Norint nustatyti, ar po modifikavimo, su tos pacios prigimties
fosfolipidu, i§ kurio ir suformuota membrana, fosfolipidinés membranos
elektrinés savybés kinta ar iSlieka nepakitusios, tam buvo atlickamas DOPC
vezikuliy liejimas su tBLM (1.9 pav B). Siuo atveju membranos elektrinés

savybés po modifikacijos beveik nepasikeité¢ (I.5 lentel¢). Elektriniai talpos

113



I skyrius. tBLM: vystymas ir charakterizavimas

parametrai, modeliuojantys EIS spektrus (1.9 pav. A ir B) pateikti .5 lentel¢je.
Parametras CPE v, modeliuojantis talpines membranos savybes, leidzia
jvertinti, tiek pirminés membranos, tiek ir membranos po modifikacijos
dielektrines savybes. Matome, kad tirpiklio pakeitimu suformuotos tBLM i$
DOPC, talpa yra 0,84 pF/cm?® o po vezikuliy, turingiy 30 % cholesterolio,
saveikos su membrana talpa sumazéjo iki 0,69 pF/cm?, taigi, talpos pokytis,
beveik sutampa su tirpiklio pakeitimu biidu suformuotos membranos talpa,
kurios sudétyje taip pat yra 30 % cholesterolio, CPE g, \; parametru.

Tuo tarpu po modifikacijos DOPC vezikulémis, tBLM talap beveik
nekinta ir siekia 0,81 pF/cm”. Suformavus tBLM tirpiklio pakeitimu metodu,
bet naudojant lipidy miSinj, kuriame taip pat 30 % sudaro cholesterolis,
gauname tBLM talpos reikime¢ — 0,61 pF/cm?, jau palyginama su po
modifikavimo gauta membranos talpa. Tokie rezultatai patvirtino cholesterolio
perneSimg | prijungta dvisluoksng membrang. PerneSimo metu arba
pakeicia dielektring tBLM konstantg, todé¢l keiciasi talpa.

Eksperimentas demonstruoja, jog parametras CPE;y ir jo eksponenté
gali biiti panaudota membrany saveikos su vezikulémis, charakterizavimui, bei

tBLM modifikavimo analizei.

L5 Lentelé. tBLMs i§ DOPC elektriniai parametrai, geriausiai modeliuojantys EIS
spektrus pavaizduotus 1.6 paveiksle, pries ir po modifikavimo vezikuliy liejimosi
metodu. Parametry vertés gerai palyginamos su tBLM, suformuotos i§ DOPC/CHO30
tirpiklio pakeitimo metodu, vertémis. Parametry vertés normalizuotos | geometrinj Au
elektrodo plota.

Po modifikacijos Tirpiklio
EIS parametrai tBLM vezikuliy liejimosi P
pakeitimo metodu
metodu
DOPC DOPC
CPE, uF/cm’ 0,84 + 0,02 0,81+ 0,03
OBLM 0,9762 0,9751
DOPC DOPC/CHOL30 DOPC/CHOL30
CPE, uF/cm’ 0,84 + 0,02 0,69 + 0,01 0,61 0,02

OUBLM 0,9762 0,9897 0,9904
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3.4 Vezikuliy dydZio jvertinimas po sqveikos su tBLM

Iprastai  vezikuliy dydzio analizé ir polidispersiSkumas
jvertinamas dinaminés Sviesos sklaidos (DLS) metodu. Gauta vidutiné¢ dydzio
reik§meé yra interpretuojama priimant, kad vezikulés yra sferinés dalelés.
Ivairiy kompozicijy vezikuliy dydziai tirpale buvo nustatyti DLS metodu, o
difuzijos koeficientai FCS metodu, pritaikius savaiminés korealiacijos 3D
modelj tiryje (2.13 lygtis). Gauti duomenys pateikti 1.6 lentel¢je. Lentelés,
antrame stulpelyje, vezikuliy dydis yra tiesiogiai iSmatuotas dinaminés Sviesos
sklaidos metodu, o tre¢iame stulpelyje, vezikuliy dydis yra paskaiciuotas i$
Stokes—Einstein lygties, panaudojus FCS metodu, iSmatuota difuzijos
koeficientg. Gautas jdomus rezultatas, jrodantis ekperimento tikslumg, nes
panaudojus du atskirus metodus, gauname sutampancius vezikuliy dydzio
rezultatus. Sis rezultatas parodo, kad nors vezikuliy populiacija ir yra
polidispersiska, bet FCS matavimo metu gautas difuzijos laikas atspindi tikraja
populiacija (Middleton ir Rhoade, 2010). Taigi, matavimuose naudojamy
vezikuliy, suformuoty i§ fosfolipido DOPC, dydis ~120 nm, o vezikuliy, kuriy
sudétyje buvo 30 % cholesterolio, iSmatuotas dydis ~ 130 nm. Vezikulés,
turinios cholesterolio, yra didesnio diametro ir pasizymi létesne difuzija, dél
didelio savo kreivumo spindulio, kuris priklauso nuo esancio cholesterolio.
Neurony membranos lipidinio ekstrakto vezikuliy difuzijos koeficientas jau
didesnis, atitinkamai ir dydis — mazesnis, lyginant su kitomis sintetinémis

vezikulémis, paruoStomis tomis paciomis saglygomis (1.6 lentelé).

1.6 lentelé. Ivairiy vezikuliy dydis nustatytas DLS metodu, o difuzijos koeficientas
gautas FCS metodu pritaikius 3D model;.

- Difuzijos Dydis is Dydis is
Vezikulés koeficientas, um’/s ~ DLS, nm FCS, nm
DOPC 20,27 £2,42 119 118
DOPC/CHO30% 17,64 £2,13 136 130
Neurony lipidinio
Ekstrakto” 24,74 + 2,02 89 86,7

* Ziurkiy smegenéliy neurony ekstraktai buvo isskirti LSMU, Biomediciniy tyrimy institute. Sios
vezikulés, buvo panaudotos fiziologinés mebranos modeliy kiirimui (bus aprasyta 4.3 poskyryje).
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DLS metodas buvo panaudotas tam, kad jvertinti vezikuliy morfologines
savybes po sgveikos su tBLM. 1.10 paveiksle matome, kad po sgveikos su

tBLM stebimas vezikuliy dydzio pasikeitimas — maz¢jimas.

20
Dopc/CHO30 vezikulés
16
= po sgveikos su tBLM
@ HC80%
£12 4 po saveikos su tBLM
2 HC30%
c
8 \
=
4
0
1 10 100 1000 10000
Dydis, nm

1.10 pav. Vezikuliy, suformuoty i§ DOPC/CHO 30 %, pasiskirstymas pagal dydj prie$
ir po saveikos, DLS metodu. Zalia kreivé — DOPC/CHO30% vezikuliy dydis prie$
sgveika su tBLM; Orandziné — po sgveikos su mazo tankio tBLM i§ DOPC (kurioje
SAM: HCI18:ME, 2:8); Raudona — po sgveikos su didelio tankio tBLM i§ DOPC
(kurioje SAM: HC18:ME, 8:2).

Vezikuléms sgveikaujant su didelio tankio tBLM (HC18 80 %), dydis
sumazejo nuo 213 nm iki 139 nm, o sgveikaujant su mazo tankio tBLM (HC18
30 %) dydis sumazéjo iki 158 nm. Dydzio pasikeitimo, kol kas negalime
logiskai paaiSkinti, spéjame, kad tai galéty atsitikti, dél vezikulés kreivumo
spindulio pasikeitimo, kai cholesterolis i$ jy iSeina. Tokios teorijos priestarauja
logikai, kadangi vezikuliy liejimo eksperimento eigoje, visuomet naudojamas

vezikuliy pertekius, todé¢l reikalingi papildomi tyrimai.

4. Daugiakomponentés lipidinés membranos

Siame darbe daugiausia eksperimenty atlikta su monokomponentémis
tBLM, suformuotomis i§ paprasty, vienos rusies fosfolipidy ir buvo detektuota
ju saveika su AP, .4, oligomerais (rezultatai bus pateikti III skyriuje, Valincius ir
kt., 2008) ir poras formuojanciais toksinais — o-HL ir PA63 (rezultatai II
skyriuje, McGillivray and Valincius G ir kt., 2009).
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Siame etape bus bandoma sukurti daugiakomponentes dirbtines
neuronus imituojancias, ant kieto pavirSiaus prijungtas dvisluoksnes lipidines
sistemas, membrany modelius, panaudojant skirtingus fosfolipidinius
santykiai membranoje bty fiziologiskai artimi neurony ir glijy membranose
sutinkamus santykius (Hamberger ir Svennerholm, 1971, Well ir kt., 1995).
Suformuotos naujos, smegeny lasteliy membranas imituojancios (tBLM)
sistemos buvo vaizdinamos fuorescentiniu mikroskopu ir analizuojamos EIS
metodu, iStiriant jy elektrines savybes: suformuotos tBLM talpg, defektiskumo
laipsnj ir laidumg. Optimizuojant tBLM kompozicija, buvo bandoma jterpti i ja
skirtingais  santykiais lipidy: soCiyjy ir nesociyjy fosfotidilcholiny,
fosfotidilseriny, fosfotidiletanolaminy, sfingomieliny, cerebrozidy ir steroliy,

reikiamas propocijas.

4.1 Neurony membrang imituojanti tBLM

Siekiant sustiprinti peptidy — AP, oligomery (atitinkamai Kkitais
atvejais, poras formuojanciy toksiny — VLY) poveiki imobilizuotoms
dvisluoksnéms membranoms ir priartinti in vitro salygas prie nattraliy
membrany, buvo kuriamos neuronus imituojan¢ios membranos, kuriy lipidy
moliniai santykiai membranoje bity artimi fiziologiskai membranose
sutinkamus santykius. Ne visi tokiy dirbtiniy membrany konstravimui naudoti
lipidai buvo tirpiis etanolyje, tod¢l buvo parenkami ir optimizuojami specialis
tirpikliy miSiniai, kurie leisty naudoti tirpiklio pakeitimo metoda sudétingy
daugiakomponenciy membrany sistemy gavimui.

Siame etape buvo sékmingai sukurtos imobilizuotos dvisluoksnés
lipidinés membranos i§ 5 lipidiniy komonenty, turinfiy svariausig indélj
neurony membranos sudéCiai ir labiausiai turinCiy jtakos AP,.4, peptidy
sgveikai su neurony membrana. Kuriant neuronus imituojantj membranos
modelj buvo pasirinkti fiziologiSkai artimi lipidy moliniai santykiai:

[PE])/[PC] = 0,3; [CHO]/[fosfolipidai] = 0,36; [SM]/[visi fosfolipidai] = 0,05,
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[CS]/[visi fosfolipidai] = 0,03 (Hamberger and L. Svennerholm, 1971, Wells ir
kt., 1995). Suformuoty, daugiakomponenciy (DOPC/DOPE/Chol/SM/CS, su
0,1% fluorescuojan¢iu DOPE) membrany fluorescencinés nuotraukos
pavaizduotos I.11 A pav. Fluorescencijos nuotrauka vaizduoja, pakankamai
homogeniska dvisluoksnj, bet joje matyti tamsiy démeliy (skyliy), ir jos
tolygiai pasklidusios po visg plota. Toks rezultatas vercia daryti prielaida, kad
daugiakomponentés lipidinés sistemos formuoja skirtingos dielelektrinés
skvarbos domenus, ar saleles, kuriy atsiradimg lemia cholesterolis ir jo miSiniai
su sfingomielinu ir cerebrozidu. Fiziologinése membranose bitent Sie
komponentai formuoja lipidinus plaustus. Gauti rezultatai gerai koreliavo su
elektrocheminiais matavimais, kurie buvo atliekami ant to paties formavimo

gauty, daugiakomponenciy lipidiniy membrany.
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L.11 pav. tBLM, suformuotos fluorescentinis vaizdas ir EIS talpos spektras. A.
tBLM suformuota i§ FC16/bME (30:70) ir (DOPC/DOPE/SM/chol/Cer), buvo zyméta
LR-DOPE. Bendroji dazo koncentracija — 0,05 mol %. Nuotraukos matymo laukas
yra 250 um. B. Suformuotos daugiakomponentés tBLM EIS spektras. EIS spektro
dazniy sritis nuo 0,1 iki 10° Hz. Abiem atvejais, pavaizduoti rezultatai yra to paties
bandinio.

Suformuoty membrany elektrocheminio impedanso Cole — Cole
spektras pateiktas 1.11 B paveiksle. IS EIS spektry, pagal ekvivalentinj
grandinés modelj, gauta membranos talpa CPEg v = 0,625 pF/em?, opiw
parametras, atspindintis membranos susiformavimo kokybe, gautas 0,99, rodo

kompaktiSkai ir tvarkingai susiformavusia membrang. Talpos verté¢ gaunama
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mazesné, nei jprastai tBLM, suformuotos ant FC16 30 %. Tai galima paaskinti,
didelio cholesterolio kiekio (30 %) biivimu fosfolipidinime miSinyje. Kaip jau
buvo parodyta anksciau, toks cholesterolio kiekis gali sumazinti membranos

talpg apie 30 %.
4.2 Neurony membranos lipidinio ekstrakto vezikuliy liejimas

Lipidiniai ekstraktai, iSskirti i§ ziurkiy smegenéliy membrany, buvo
panaudoti vezikuliy gamybai pagal jprasta vezikuliy ruoSimo protokolg (zr.
Metodai). Kaip jau buvo minéta anksCiau (zr. 3.4 poskyryje), fosfolipidy
lateralinis difuzijos koeficientas tokiose membranose siekia 24,74 + 2,02 ,umz/s,
o atitinkamai vezikuliy diametras 87 nm. Gautas vezikuliy dydis yra daug
mazesnis, nei jprastai gaunamas, formuojant vezikules tomis paciomis
salygomis i$ sintetiniy lipidy. Kadangi tiksli neurony lipidinio ekstrakto sudétis
nezinoma, spéjama, kad jame yra didelis kiekis jvairiy lipidiniy komponenty ar
ju kompleksy, dél kuriy kinta vezikuliy kreivumo spindulys ir dydis. Yra
zinoma, jog vezikuliy liejimgsi skatina PE, o efektyviausiai liejasi vezikulés,
sudarytos i§ PC:PE:SM:CHOL (35:30:15:20) (Haque ir kt., 2001).

Vezikulés buvo panaudotos realiy neurony membrany modeliy kiirimui
ant pavirSiaus. Vezikulés buvo liejamos ant miisy jau gerai charakterizuoty
pavir$iy, padengty misriais savitvarkiais monosluoksniais. Siam eksperimentui
buvo pasirinktas tankios sudéties SAM, kuriame 70 % sudaro inkarinis
junginys — HC18. Ankstesné iSsami SAM analiz¢ parodé, kad tokios sudéties
SAM pasizymi hidrofobisSkumu, kuris reikalingas efektyviam vezikuliy
liejimuisi, bet iSlicka mobiliis, kas reikalinga funkcionalios modelinés

membranos sukiirimui (zr. [ skyriaus 2 poskyris).
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I.12 pav. Savitvarkio monosluoksnio ir suformuotos tBLM, EIS spektrai, talpos
koordinatése. Mélyna pavaizduota SAM (B-ME : HCI18 = 3:7) talpos kreiveé.
Raudona — tBLM, suformuota ant to paties SAM vezikuliy liejimosi metodu
naudojant neurony membranos lipidinio ekstrakto vezikules.

[.12 paveiksle pateikti EIS spektrai, Cole — Cole koordinatése, kurios
vaizduoja talpos pokyc¢ius prie§ vezikuliy liejimg ir po. Elektriniai parametrai,
geriausiai modeliuojantys EIS spektrus (I.12 pav.) pateikti 1.7 lenteléje.
Matome, kad ant savitvarkio miSraus monosluoksnio, po lipidinio ekstrakto
vezikuliy liejimosi pusapskritimio diametras sumazéja beveik 10 karty nuo ~
6,3 iki 0,74 pF/cm®. Toks pokytis patvirtina dvisluoksnés membranos
susiformavimg ant pavirSiaus. Parametro oppy verté beveik 1, kas rodo

susiformavusj, tvarkingg sluoksnj (1.7 lentelée).

1.7 lentelé. SAM ir tBLMs elektriniai parametrai, geriausiai modeliuojantys EIS
spektrus pavaizduotus 1.12 paveiksle, pries ir po vezikuliy liejimosi.

Po liejimosi su

SAM e
EIS parametrai ) _ .. Neurony lipidinio
(F-ME - HC18 = 3.7) ekstrakto vezikulémis
CPE, uF/cm’ 6,28 0,74
O4BLM 0,9926 0.98
Ryer, kQ-cm’ - 123,9
Ysras, pS/cm’ - 8,01
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Susiformavusios realios tBLM foninis laidumas, palyginti aukstas,
siekiantis 8 puS/cm?, todél tokios tBLM bty tik i§ dalies tinkamos polipeptidy
(AP oligomery) poveikio detekcijai, bet poras formuojanciy toksiny pazaidy
registravimui to pakakty. Sis eksperimentas parodé, kad naudojant tokia
technologija, galima perkelti lipidinius ekstraktus i§ gyvy objekty ant
pavirSiaus ir sukurti artimus realiems dirbtinius membrany modelius.
Fiziologiskai artimy tBLM panaudojimas ateityje atvers naujy galimybiy tiriant
baltymy — lipidy sgveikas, ar transmembraniniy batymy veikimg, o taip pat ir
struktiirinius matavimus. Patobulinus tBLM ruosSimo technologijas, ateityje
tikimasi sukurti lipidines sistemas, kuriy liekamasis laidumas biity mazesnis
nei 100 nS/cm’. Tuomet atsiverty galimybés, tokius modelius panaudoti
efektyviai ir greitai amiloidiniy dariniy, toksiskai veikian¢iy fosfolipides

membranas, detekcijai ir atrankai.

5. Apibendrinimas

Sukurtos ir charakterizuotos stabilios, prie pavirSiaus per jvairius
inkarinius junginius prijungtos fosfolipidinés dvisluoksnés membranos. Tokios,
bioimituojacios, membrany sistemos gali buti pritaikomos biologiniy
membrany tyrimuose.

Apibendrinant, galima teigti, jog EIS spektroskopijos pagalba galima
efektyviai tirti ir pilnai charakterizuoti prie pavirSiaus prijungty fosfolipidiniy
membrany elektrinius parametrus. Nustatyta, jog dirbtiniy membrany
defektiSkumas auga naudojamy fosfolipidy eiléje: DPhPC < DOPC < DEcoPC
<POPC < OPPC.

Nuosekltis difuzijos ir elektrocheminiai matavimai parod¢, kad
sistemiSkai analizuojami, jie duoda informacija apie membranos architektiira, o
inkariniy lipidiniy molekuliy prigimtis veikia membranos dinamines ir
izoliacines savybes. Buvo pademonstruota, kad didelio tankio (70 %) tBLM,
suformuotos ant HC18, fosfolipidy judrumas yra Zymiai didesnis, nei judrumas

tBLM, suformuoty ant 70 % WCI14 ir FC16. HC18 pagrindu sukurtos tBLM,
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yra patogi platforma funkcionuojan¢iy baltymy jterpimui (tai bus
pademonstruota II rezulty aptarimo skyriuje), netgi tomis salygomis, kuriomis
nejmanoma to padaryti naudojant WC14 ir FC16 junginius.

Pasitilytas tBLM modifikacijos metodas, pagristas vezikuliy liejimosi
metodu, jgalinantis pakeisti membranos kompozicija, norimais, sunkiai tirpiais
arba netirpiais etanolyje, lipidiniais komponentais. Pademonstruota
cholesterolio perkélimo i§ vezikuliy | pavirSiuje prikabintg dvisluoksng
membrang galimybé, bei galimybé suformuoti neuronus imituojancias
pavir§iuje prikabintas membranas naudojant daugiakomponentes vezikules.
Darbe buvo jvertinti skirtingos kompozicijos vezikuliy dydziai ir difuzijos
koeficientai ir skirtingais metodais gautas tiesinis sarysis tarp vezikuliy dydzio
ir difuzijos, parodantis, jog skirtingais fiziniais principais veikiantys metodai
duoda tg patj rezultata.

i§ gyvy objekty ant pavirSiaus ir sukurti dirbtinius — realius membrany
modelius. Tokie modeliai ateityje bty geras jrankis tiriant ir detektuojant
baltymy, toksiny ir receptoriy sgveikas su lipidinémis membranomis, taip pat
analizuojant baltymy afiniSkumg tam tikriems lipidiniams komponentams

atsakingiems uz baltymy veikima.
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II SKYRIUS. Poras formuojanciy toksiny ir fosfolipidinés
membranos saveikos eksperimentinis tyrimas

Ivadas

Poras formuojanciy bakteriniy toksiny poveikis yra tiesiogiai susij¢s su lasteliy
membranos ir baltymo (polipeptido) molekulés sgveika. Sagveikos pobiidis gali biti
jvairus, specifinis arba nespecifinis. Infekcijos metu, jie formuoja poras membranoje
ir taip sutrikdo natiiralig lgstelés homeostaze, suardo pralaidumo barjera, inhibuoja
specifinius procesus ir galy gale sukelia lgsteliy ziiti. Todél fosfolipidy ir poras
formuojanciy toksiny sgveikos molekulinio lygio mechanizmo supratimas yra biitinas

norint detektuoti toksinus bei sukurti efektyvius antitoksinio veikimo preparatus.

Sios darbo dalies tikslas buvo EIS metodu detektuoti tBLM saveika su poras
formuojanciais toksinais: a-hemolizinu i§ Staphylococus aureus, juodligés toksinu i$
Bacillus anthracis ir mazai tyrinétu, nuo cholesterolio priklausomu citolizinu —
vaginolizinu 1§ Gardnerella vaginalis, bei istirti kai kuriuos Siy sgveiky mechanizmo
aspektus. Tuo tikslu buvo buvo analizuojami EIS spektrai ir nustatomi tipiniai PFTs
sgveikos su tBLM detekcijos pozymiai, bei baltymo jsiterpimo parametrai. EIS
spektriniai pokyciai buvo stebimi, esant skirtingoms toksiny koncentracijoms
tirpaluose, taip pat stebimas membranos laidumo kitimas laike. Nuo cholesterolio
priklausomo vaginolizino atveju, membranos pazaida buvo stebima, varijuojant
fosfolipidinés membranos sudétj. EIS spektry analizei buvo pritaikytas ekvivalentinis
ir matematinis modelis, leidziantis jvertinti, membranos dielektriniy savybiy ir
laidumo pokyc¢ius po sgveikos su toksinais. Jony aktyvacijos energijos (E,)
jvertinimui, buvo atlickamas temperatiirinis PTFs ir tBLM saveikos tyrimas.
Susiformavusiy kanaly funkcionalumas buvo nustatomas osmosinio streso
eksperimentu su skirtingos molekulinés masés polimery tirpalais — polietilenglikoliais

(PEG).
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Rezultatai ir jy aptarimas

1. a-hemolizino ir PAg; isiterpimas j fosfolipiding membrana

1.1 EIS spektry ir elektriniy parametry pokyciai jsiterpiant a-hemolizinui

II.1 paveiksle pavaizduota iliustraciné schema, vaizduojanti a-hemolizino
veikimo principg. Miisy partneriy i§ JAV atlikti neutrony reflektometriniai tyrimai
Sioje sistemoje (McGillivray, Valincius ir kt., 2009) patvirtino, jog a-hemolizino,
isiterpusio ] membrang, struktiira sutampa su kristalografiniais matavimais gauta o-
hemolizino struktira (Song ir kt., 1996).

a-HL jsiterpimas ] dvisluoksng¢ lipiding membrang yra tiksliai ir greitai
nustatomas elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodu. Pirmiausia,
kompleksinés talpos koordinatése (II.1 pav A), po a-hemolizino inkubacijos matomas
rySkus kompleksinés talpos iSaugimas zemy dazniy srityje. Jis signalizuoja apie zymy
membranos laidumo padidéjima, siejamg su a-hemolizino rekonstitucija | membrang.
Antra, pastebimas ir talpos pusapskritimio skersmens iSaugimas auksty dazniy srityje
(IL.1 pav A), taigi a-toksinas, jsiterpdamas j tBLM, padidina jos efektyving dielektrine
konstantg. Sie pokyéiai dera ir su poky¢iais stebimais Bode koordinatése,
vaizduojanc¢iose impedanso modulio ir fazés priklausomybe nuo daznio (II.1 pav. B).
Zemy daZniy srityje stebimas Zymus impedanso modulio sumaZéjimas (laidumo
iSaugimas), o fazinéje diagramoje atsiranda rySkus fazés ekstremumas (atitinkantis
tBLM laidumo reikSmg¢), kurio padétis priklauso nuo inkubacijos laiko ir baltymo

koncentracijos (zr.toliau).
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II.1 pav. Sgveika tarp a-HL ir imobilizuotos dvisluoksnés membranos suformuotos i
DPhPC. Abiejuose grafikuose yra tas pats pavyzdys. Savitvarkis monosluoksnis SAM —
WC14:ME (30:70). A. Pavaizduota iliustracin¢ schema, vaizduojanti a-hemolizino veikimo
principa (paveikslas adaptuotas i§ McGillivray D.J., Valincius G. et.al.,, 2009). B —
Kompleksinés talpos grafikas: mélyna — pradiné kreivé; zalia — po 60 min 140 nM o-HL
injekcijos. C — tBLM laidumo Bode grafikas: mélyna — pradine kreive; zalia — po 60 min
140 nM o-HL injekcijos.

Modeliuojant kreives su ekvivalentiniu grandinés modeliu buvo iSskaiciuotos
membranos varzos ir talpos parametry vertés (II.1 lentel¢). Kai sistemoje jvedamas o-
HL, stebimi tokie parametry pokyciai: 1) membranos talpos (CPEpy) elemento
reikSmés iSaugimas — ~ 20 % ir oy parametro nedidelis sumazejimas; 2) didelis
elektriniy parametry pokyciai, kurie susij¢ su membranoje esanciais defektais
(poromis, skylutémis) — tai mazdaug dvideSimt karty Ry vertés sumazéjimas ir CPE
eksponentés iSaugimas nuo 0,56 iki 0,82, rodo iSaugusj dvisluoksnio defektiskuma, ir
su juo susijusj membranos elektrinj laidumg. Visa tai sietina su joniniy baltymo

kanaly atsiradimu membranoje.
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II.1 lentelé. tBLM (DPhPC) parametrai, prie§ ir po o-HL jsiterpimo, geriausiai
modeliuojantys EIS spektry ekvivalentine granding. Parametry vertés yra suvidurkintos i§ n =
25 matavimy ir normalizuotos i geometrinj plota.

. Pries a-HL Po a-HL
Parametrai .. . .. .
Isiterpimg Isiterpimo
CPE gLy, pF/cm’ 0,83 1,00
OBLM 0,9849 0,9791
CPEg.s, pF/em’ 6,18 9,97
Oldef 0,56521 0,81906
Raer, kQ*em? 202,88 10,19
Modelio a);t;lil(r)rio kokybe, 238 137

1.2. tBLM sgveikos su a-HL priklausomybé nuo baltymo koncentracijos ir
temperatiiros

Toksino formuojamos poros membranos dvisluoksnyje stipriai padidina
membranos laidumg. Laidumo padidé¢jimas priklauso nuo toksino koncentracijos
tirpaluose. EIS spektry priklausomybés nuo koncentracijos yra pateiktos I1.2
paveiksle. Matome, kad didé¢jant a-hemolizino koncentracijai, impedanso modulis
(|Z]) nuosekliai mazéja, o fazés postimis (¢) nuosekliai did¢ja t.y tBLM laidumas,
kuris yra proporcingas 1/|Z|, nuosekliai auga (II.2 pav). Kaip matome, fazés postiimis
yra labai jautrus toksino koncentracijai, o jos ekstremumo padétis pakinta dazniy
srityje per 2 eiles (nuo 1 iki 100 Hz), pakeitus toksino koncentracijg nuo 70 iki 350
nM. Visi Sie pozymiai rodo, kad o-HL saveikauja su tBLM ir ji tampa pralaidi
jonams, be to toksino indukuotas laidis priklauso nuo jo koncentracijos.

Matematiné spektry analizé parodé, jog EIS spektriniai pozymiai stipriai
priklauso nuo defekty tankio variacijos (Valincius ir kt., 2012). 1.2 paveiksle, Bode
koordinatése stebimas fazés minimumo stumimasis j aukStesniy dazniy sritj, o paties
minimumo padétis truputj slenkasi j apacig (I.2 pav.), Tokie spektriniai pokyciai,
pagal matematinj modelj reiksty, kad priklausomai nuo hemolizino koncentracijos,

defekty, t.y., toksiny formuojamy laidziy pory, tankis membranoje didé¢ja.
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I1.2 pav. Imobilizuotos dvisluoksnés membranos (BLM = B-ME : WC14 = 7:3 ir DPhPC)
laidumo priklausomybé nuo skirtingy o-HL koncentracijy — Bode grafikas 37 °C
temperatiiroje. alfa-HL koncentracijy diapozonas (nM): raudona — 0, mélyna — 70 nM, zalia —
140 nM, geltona — 210 nM, ruda — 280 nM, alyviné — 350 nM. Kiekviena hemolizino
koncentracija iSlaikyta apie 1 val.

Panaudojant iSvesta (Valincius ir kt., 2012) membranos impedanso fazés
ekstremumo ir defekty tankio sarysi:
1g(Naer) = 0,931g(fmin) + 6.96,

pabandéme jvertinti a-hemolizino pavirSinj tankj membranoje. Gavome, jog,
kai hemolizino koncentracija 70 nM, min(-¢) = 1,2 Hz, o koncentracija padidinus iki
350 nM, min(-p) = 80 Hz. Pagal auksciau pateiktg lygti gauname, jog hemolizino
pavirSiniai tankiai 70 ir 350 nM baltymo tirpaluose pasiekia atitinkamai 0.1 ir 5.3 pm’
?_ Taigi, matome, jog hemolizino rekonstitucija j fosfolipido membrang yra netiesinis
toksino monomero koncentracijos atzvilgiu procesas, padidinus baltymo koncentracija
5 kartus, per tg patj laikag membranoje pasiekiamas net 50 karty didesnis toksino pory
tankis.

Tiriant membranos laidumo priklausomybe nuo a-hemolizino koncentracijos,
gautas labai jdomus rezultatas. Buvo gauta tBLM laidumo laiptiné priklausomybé nuo
o-HL koncentracijos (IL.3 pav). Siuo atveju ,,membranos laidumu“ laikomas
kompleksinio laidzio modulio verté, impedanso fazés ekstremumo taske [Cornell ir kt.

Nature 1998; McGillivray ir kt., Biophys J 2009] . Matematiskai grieztai $i laidumo
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reikSmé néra vien tik membranos savybé [Valincius ir kt., 2012], taciau svarbu tai, jog

Y LM yra proporcinga defekty tankiui membranoje
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I1.3 pav. Membranos (tBLM = B-ME : WC14 = 7:3 ir DPhPC) laidumo priklausomybés nuo
a-hemolizino koncentracijos, fiksuotame laike. a-HL koncentracijy diapozonas (nM): juoda
— 70 nM, alyvin¢é — 140 nM, raudona — 210 nM, mélyna — 280 nM, zalia — 350 nM. Kiekviena
hemolizino koncentracija iSlaikyta apie 1 val. Eksperimentai atlikti 37 °C temperattiroje.

Esant sistemoje mazai toksino koncentracijai (70 nM), nestebime beveik jokiy
tBLM laidumo pokyciy, bet tik pridéjus antraja porcija a-HL, laidumas iskarto
pastebimai didéja. Didesnése a-hemolizino koncentracijose (280 nM), jsiterpimo i
membrang greitis apie 7 kartus didesnis, nei esant mazai koncentracijai. Pirma, 11.3
paveikslo kreivé rodo, jog isiterpimas ir laidziy pory formavimasis vyksta
nepusiausvyrinémis sglygomis; Antra, akivaizdziai netiesiné laidziy pory formavimosi
greiCio priklausomybé nuo koncentracijos leidzia manyti jog biitent oligomerizacijos i
heptamera stadija gali biiti limituojanti baltymo funkcionalaus jsiterpimo j membrang
stadija.

Ta pati iSvada seka ir i§ I1.4 paveiksle vaizduojamos membranos laidumo
priklausomybés nuo a- hemolizino koncentracijos kreive, gauta fiksuotam inkubacijos
su toksinu laikui. Suvidurkinus daugelio eksperimenty rezultatus, gauta, jog laidumo
priklausomybé nuo a-hemolizino koncentracijos yra eksponentiné. Elektrocheminiai
matavimai buvo atlickami 25 °C ir 37 °C temperaturos elektrolity tirpaluose.
Atliekant eksperimentus skirtingose temperattrose, galima jvertinti a-HL jsiterpimo |

membrang greitj. Gauti rezultatai (I[.4 pav) rodo, kad 37 °C temperatiiroje o-
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hemolizinas Zymiai greiiau pazeidzia membrang ir jsiterpia ] fosfolipidinj
dvisluoksnj, negu, kad 25 °C temperatiiroje pvz.: injektavus 140 nM o-HL, tBLM
laidumas, 25 °C temperatiiroje, per 1 val pasiekia tik 23,7 uS, tuo tarpu 37 °C
temperatiiroje— net 74,04 uS.
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I1.4 pav. Membranos (BLM = B-ME : WC14 = 7:3 ir DPhPC) laidumo priklausomybés nuo
a-hemolizino koncentracijos, skirtingose temperatirose. Eksperimentas atliktas 25 °C
temperatiiroje — meélyna kreive, o 37 °C temperatiiroje — raudona. Kiekviena hemolizino
koncentracija iSlaikyta apie 1 val.

Tai rodo, kad padidinus tirpalo temperatiira 12 K, laidis per tg patj fiksuotg
laiko tarpa iSaugo daugiau nei ~ 3 kartus (ties 350 nM, net ~ 4 kartus). Sis pokytis
rodo, jog a-HL jsiterpimo j tBLM aktyvacijos energija yra ~70 kJ/mol (140 nM o-
HL) ir net ~ 89 kJ/mol (350 nM a-HL) atvejais. Zinoma, darant $iuos apytikslius
jverCius, neatsizvelgta | jony judrio, kuris lemia absoliuCias Yy vertes,
priklausomybg nuo temperatiiros, tacCiau, kaip matysime toliau jony judéjimo
aktyvacijos barjeras tesudaro 5- 8 kJ/mol, taigi i§ esmés negali biiti atsakingas uz tokia
stiprig a-HL jsiterpimo greicio priklausomybe¢ nuo temperatiiros. Tai verc¢ia manyti,
kad a-HL jsiterpimo greitj kontroliuoja kinetiniai, o ne difuzijos faktoriai, gal biit
tiesiogiai atsakingi uzZ monomery (oligomery) jungimasi membranoje arba monomero
jungimosi prie membranos stadija.

Visi pries tai stebéti poky¢iai, vykstant a-HL jsiterpimui, (II.1 pav., 1.2 pav.)
yra negriztami ir stabillis, todél pasalinus (iSplovus) a-hemolizing i§ sistemos,

pavirS§iné a-HL oligomery koncentracija islieka pastovi. Tokiomis saglygomis galima
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atlikti temperatiirinius toksino sukelto laidumo priklausomybés tyrimus, eliminuojant
pory koncentracijos, bei jsiterpimo kinetikos faktorius (zr. auk$¢iau). Tai leidzia
nustatyti jony judéjimo per toksino poveikyje atsiradusj tBLM defekty efektyving
aktyvacijos energija pasinaudojant Arenijaus lygtimi:
Yism = Yisim, o €xp (Eo/RT) (1);
E.=-RT dInY/ dIn(1/T) (),

Kur E, — aktyvacijos energija (J/mol), R — universalioji dujy konstanta 8,31
(J/(K*mol)), T — absoliucioji temperatiira (K), Yy — tBLM laidumas (S) (Cia, kaip
ir auk$ciau membranos laidumu laikomas Y modulio reikSmé impedanso fazés
minimumo taske), Ypimo — prieSeksponentinis daugiklis (S). IL.5 paveiksle
pavaizduotos a-HL indukuotas tBLM laidis Arenijaus koordinatése, kuriose meélyna
ties¢ vaizduoja tirpalo, o raudona kreivé — a-hemolizino joniniy kanaly laidumo
priklausomybg nuo temperatiiros. Matome, jog tiesiy nuolinkio koeficientas yra
beveik vienodas. Pagal lygti (2) radome, kad jony laidumo per a — HL kanalg
aktyvacijos energija yra 8,7 kJ/mol, o jony laidumo tirpale yra ~ 5,5 kJ/mol (I1.2

lentele).
1.7
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1.5 4y =-996.72x+4.8721
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IL.5 pav. Arénijaus koordinates, kuriose melyna ties¢ — elektrolito laidumo priklausomybé
nuo temperatiiros, o raudona ties¢ — toksino joniniy kanalo laidumo priklausomybé nuo
temperariiros. Matavimai atlikti su tBLM (DPhPC), kuri buvo 60 min inkubuojama su 70nM
a — HL tirpalu, kurio pH 7,5. Prie§ Arénijaus eksperimenta, siekant iSlaikyti fiksuota
pavirSing koncentracija, toksinas buvo pasalintas 1§ sistemos.
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Sie rezultatai patvirtina, jog a - hemolizinas tBLM, kaip ir biologinése
membranose, formuoja vandens pripildyta poras, kuriose jonai ,keliauja“
aplinkoje, kuri yra panasi j tirpalo aplinkg, todél ir aktyvacijos barjerai yra
panasus.

Arenijaus eksperimentas buvo atliktas su tBLM, kurios 60 min buvo
inkubuojamos su skirtingomis a-hemolizino monomery koncentracijomis: 70 nM, 140
nM ir 280 nM. Jony jud¢jimo aktyvacinis barjeras, per membranoje suformuotg o-HL
kanalg, buvo jvertintas su salyga, kad kiekviena skirtinga pavirSiné o-HL
koncentracija buty fiksuota. ISskaiCiuotos jony judéjimo aktyvacijos energijos (I1.2
lentelé), rodo jdomy rezultata. IS laidumo, kurj indukavo skirtingos o-HL
koncentracijos, i$skaiCiuoti jony judé¢jimo aktyvaciniai barjerai yra panasiis ir visai
nepriklauso nuo pavirSinés toksino koncentracijos. Tai sutinka su prielaida, jog
nepriklausomai nuo kanaly pavirSinio tankio membrany laidumg indukuojantys a-HL

dariniai yra tie patys — heptameriniai kanalai.

I1.2 lentelé. Aktyvacijos energijy, iSskaiCiuoty i§ Arénijaus koordinaciy (IL.5 pav.),
palygimas i8 skirtingy o-HL indukuoty laidumy ir jony laidumo elektrolite.

T Aktyvacijos energija,
Eksperimetinés sqlygos
P 48 AEa, kJ/mol
tBLM inkubacija su 70 nM a-HL monomery 8,7
tBLM inkubacija su 140 nM a-HL monomery 8,1
tBLM inkubacija su 280 nM a-HL monomery 8,3
tBLM elektrolito tirpale,100 mM NaCl 55

1.3. a-hemolizino kanalo funkcionalumo tyrimas

Detektavus a-HL ir fosfolipidinio dvisluoksnio sgveika, iskilo uzdavinys
patikrinti Sio kanalo skerspjtivi, kas galutinai patvirtinty jterpto a-HL funkcionaluma.
Viena i§ tokio eksperimento strategijy, biity bandymas “uzkimsti“ kanaly anga,
skirtingo dydzio vandenyje tirpiais polimerais. Pagal literattiros duomenis, klasikinése
juodose lipidinése membranose, naudojant neutralias polimerines medziagas pvz:
PEG (polietileno glikolis), a-HL joninio kanalo skerspjuvis yra toks, kad j kanalo vidy

polimerai su didesne, nei 2000 Da molekuline mase, papulti nebegali (Bezrukov ir kt.,
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1996). PEG eksperimentas leidzia apytiksliai jvertinti biologisky jony kanaly dydj ir
taip pat stebéti osmosinio streso efekta. Biologiniy molekuliy savybés priklauso nuo
drusky, pH, temperatiiros ir ypatingai joms jtakg daro vanduo. Naudojant osmosinio
streso metodika, galima nustatyti vandens poveiki biologinéms molekuléms,
i8skaiciuoti hidratacijos ir kitas jégas tarp fosfolipidiniy dvisluoksniy. Taip pat tokia
metodika naudojama studijuojant makromolekuliy saviorganizacijos energetikg ir
vienetiniy makromolekuliy konformacinius pasikeitimus. Tyrimams naudojami
lankstlis neutralis polimerai (PEG, dekstranas), kuriy didelés koncentracijos
pastebimai sumazina vandens aktyvumg, taigi ir cheminj vandens potencialg
(Parsegian ir Rand, 1995).

Mes atlikome eksperimentus su tBLM, jvairaus dydzio PEG polimerus.
Juodose lipidinése membranose nustatyta, jog mazesnés molekulinés masés polimerai
blokuoja a-hemolizino poras, o didesnés molekulinés masés PEG neblokuoja (I1.6
pav.) ir jie yra iSstumiami (Bezrukov ir kt., 1996). IStyrus a-hemolizino indukuoto
membranos laidumo priklausomybes nuo skirtingos molekulinés masés PEG
tirpaluose (I1.6 pav), gautas tBLM laidumo kitimas beveik identiskas juodyjy lipidiniy
membrany kitimui (Bezrukov ir kt., 1996). Matome, kad, kai PEG molekuliné¢ masé <
2000, polimero prid¢jimas pradeda mazinti o-HL indukuota laiduma, o toliau
mazéjant polimero molekulinei masei, laidumas ima artéti j ~ 60 % lygi, kuris atitinka
Sios sudéties buferio laidumg, esant 15 % (pagal mas¢) PEG. Tuo tarpu didesnés
molekulinés masés PEG = 2000, kuriy dydis yra didesnis uz kanalo skerspjuvi, lieka
uz a-HL kanalo riby, todél stebimas laidzio padidéjimas, lyginant su tirpalu, kuriame
néra PEG, kas pilnai atitinka laukiamo osmosinio streso efekto poveikj. Esant
sistemoje didelés molinés masés PEG molekuléms, nepatenkancioms j toksino kanalo
vidy, dél sumazéjusio tirpale vandens cheminio potencialo, dalis vandens palieka
kanalo vidy, ir tai santykinai padidina jony cheminius potencialus. To pasékoje
stebimas registruojamo laidZio iSaugimas, siekiantis apie 115-120% pradinio tirpalo

(6 pav), laidzio.
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I1.6 pav. Santykinio laidumo, indukuoto o-HL jsiterpimo j tBLM, priklausomybé nuo
skirtingos PEG molekulinés masés tirpale. PEG koncentracija tirpale yra 15 %. Salia
pavaizduota schema, vaizduojanti eksperimento eigg ir sukelto laidumo pokycius (paveikslas
adaptuotas i§ Bezrukov ir kt., 1996, kuriy eksperimentuose naudojamos juodosiose lipidnés
membranos). tBLM laidumo reikSmés iSskaiciuotos i§ ekvivalentinio modelio Ry verteés,
pagal formule: Y = 1/Rg.

1.4 PAg; ir tBLM sqveikos tyrimas nuo toksino koncentracijos ir temperatiiros

Poras formuojancio toksino, PAg;, jsiterpimas j dvisluoksn¢ lipiding membrang
nustatomas elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodu. Kadangi PAg;
heptamero transmembraninis domenas yra pakankamai ilgas, 35 A (Chauhan V. and
Bhatnagar R., 2002), todél PA¢; tyrimuose, buvo pasirinktas ilgas, nesotus fosfolipidas,
su ilgomis angliavandeniliy grandinémis — tai DecoPC, turintis po vieng nesocig jungtj
kiekvienoje i§ jy (20:1). Literaturingje dalyje, 1.4.2 skyriuje, buvo apraSyta, jog
juodligés toksino veikimo nattrali endosomos membranos aplinka yra silpnai
rugstiné. Taigi, misy eksperimentai su PAg; buvo atliekami silpnai rigstinéje terpéje,
kai buferinio tirpalo buvo pH 5,5. Dél PAg; saveikos su tBLM, gauty EIS spektry,
kompleksinés talpos diagramose ir Bode koordinatése, stebimi pokyciai yra tokie
patys kaip ir a — hemolizino sgveikos su tBLM atveju (zr. II.1 pav). Tiriant
membranos laidumo priklausomybe nuo PAg; koncentracijos, gautas beveik tiesiskas

tBLM laidumo, kuris yra Ypas; = 1/ Ryer, augimas (IL.7 pav).
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I1.7 pav. Membranos (BLM = B-ME : WC14 = 7:3 ir EcoPC) laidumo priklausomybé nuo
PAg; koncentracijos (PAg; koncentracijy diapozonas nuo 10 nM iki 52 nM, inkubacijos laikas
1 val) Vandeniniame tirpale — 100 mM NaCl, 10 mM fosfatin¢je buferinéje sistemoje, pH
5,5. tBLM laidumo reik§més gautos modeliuojant EIS spektrus su ekvivalentiniu grandinés
modeliu ir i§skaiciuotos 1§ Yrm= 1/ Reer.

Gauti rezultatai rodo, jog esant sistemoje net labai mazai PAg; koncentracijai
(10 nM), tBLM laidumas pastebimai padid¢ja ir toliau didinant toksino koncentracija
iki 52 nM, jis tiesiSkai didéja, o fosfolipidiné membrana tampa labai pralaidi jonams.
I$ I1.7 paveikslo grafiko matyti, kad didelis tBLM laidumas, ~ 355 uS, pasiekiamas 25
°C temperatiiroje, kai PAg; koncentracija yra tik 52 nM, tuo tarpu a-HL atveju
panaSus fosfolipidinés membranos laidumas pasiekiamas tik prie 280 nM ir 37 °C
temperatiiroje. Daroma iSvada, jog juodligés toksinas pasizymi zymiai didesniu tBLM
membranos pazaidos efektu.

PAg; jsiterpimas ] membrang yra taip pat, kaip ir o-hemolizino atveju,
negriztamas procesas. Si savybé leidzia atlikti temperatiirinius PAg; saveikos su tBLM
tyrimus, su fiksuota pavirSine toksino koncentracija, ir iSskaiCiuoti Arenijaus
aktyvacijos energijas. 1.8 paveiksle pavaizduotos Arenijaus koordinatés, kuriose
mélyna ties¢ vaizduoja tirpalo, o raudona kreivé — jony, judaniy per PAg;

suformuotus joninius kanalus, laidumo priklausomybe nuo temperattros.
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I1.8 pav. Arénijaus koordinates, kuriose melyna ties¢ — elektrolito laidumo priklausomybé
nuo temperatiiros, o raudona ties¢ — jony, judanciy per PAg; joninius kanalus, laidumo
priklausomybé nuo temperariiros. Matavimai atlikti su tBLM (suformuota i§ DEcoPC), kuri
paveikta 25 nM PAg;, terpés pH 5,5, inkubacijos laikas 1 val.

I1.8 paveikslo grafikas vaizduoja, kad nustatyta aktyvacijos barjero reikSmé yra
panas$i | prie§ tai apraSyto poras formuojancio toksino, a-hemolizino, aktyvacijos
energija (I.5 pav). Jony specifinio laidumo per PAg; kanalg iSskaiCiuota aktyvacijos
energija yra 7 kJ/mol (truputi mazesné nei a-HL atveju), o elektrolite siekia apie 5,9
kJ/mol. Rezultatai jrodo PAg; joninio kanalo, uzpildyto vandeniniu elektrolitu tirpalu,

susiformavima, nes jony judéjimas kanale vyksta panaSiai, kaip ir elektrolito tirpalo
turyje.

1.5. PAg; kanalo funkcionalumo tyrimas

PAg; suformuoto kanalo membranoje funkcionalumo tyrimams buvo atliktas
analogiSkas, eksperimentas su skirtingos molekulinés masés PEG (aprasytas 1.3
skyriuje). IStyrus laidumo, po PAg; isiterpimo j tBLM, priklausomybe nuo skirtingos
PEG molekulinés masés tirpale (I1.9 pav.), gautas tBLM laidumo kitimas yra panasus
1 ta, kurj indukavo a-HL (pavaizduotas I1.6 pav). Ir Siuo atveju, kai PEG molekuliné
mas¢ mazesné nei < 2000, polimero molekulé jlenda j PAg; poras, jas ,,uzkemsa® ir

sumazina jony pralaiduma per membrang. Tuo tarpu didesnés molekulinés masés PEG
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> 2000, nejlenda i PAg; poras, ir lieka uz kanalo riby, taip padidindami fosfolipidinés

membranos laidumg ir sukeldami osmosinio streso efekt..
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I1.9 pav. Santykinio laidumo, indukuoto PAg; jsiterpimo i tBLM, priklausomybé nuo
skirtingos PEG molekulinés masés tirpale. PEG koncentracija tirpale 15%.

Atkreiptinas démesys, jog laidumo kritimo kreivée PAg; atveju yra statesné.
Nors i$ literatiiros yra zinoma jog PAg; poros diametras 20 A, o hemolizino — 30 A ir
galima bty tikeétis, jog osmosinio streso efektas turéty biiti stebimas jau mazesniy
PEG moliniy masiy diapozone, ¢ia Sito nestebime. Kol kas Sio kiekybinio efekto
paaiskinti negalime, nors kokybiskai, galime konstatuoti, jog stebime funkcionalios
PAg; susiformavimg tBLM sistemoje. Negalime ignoruoti ir to fakto, jog PAg;
jsiterpimo tyrimui buvo naudojami kiek kitokie, ilgesnés grandinés fosfolipidai.
Taciau pilnai paaiskinti laidzio mazéjimg < 60% pradinio (be PEG) tirpalo laidzio
Siuo metu negalime.

2. Vaginolizino (VLY) saveika su pavursiuje imobilizuotomis fosfolipidu
membranomis

Poras formuojancio toksino, VLY isiterpimas i dvisluoksne lipiding membrang
buvo taip pat nustatomas elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodu.
Kadangi, remiantis literatiira, VLY yra zinomas kaip nuo cholesterolio priklausomas
citolizinas (CDC), tyrimuose, tBLM formavimui, buvo pasirenkamas fosfolipidy

miSinys, turintintis cholesterolio. Literatirin¢je dalyje, 1.4.3 skyriuje buvo aprasytas
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CDC veikimas, kuris stebimas cholesterolio turiniose membranose, kurio metu
formuojamos labai didelés oligomerinés transmembraninés poros, sudarytos i§ 50

monomery, kuriy diametras didesnis nei 150 A ir gali siekti iki 450 A.

2.1 VLY jsiterpimas j tBLM

VLY sukelti EIS spektry poky¢iai (I1.10 pav.) vizualiai yra panasis j spektrus,
kuriose poras formuojantis toksinas — a-HL jsiterpia j tBLM, suformuodamas poras ir
stipriai padidindamas membranos laidumg (McGillivray, Valincius ir kt, 2009). Miisy
tyrimuose, tBLM formavimui buvo pasirinktas fosfolipidas DOPC, turintis abi
simetrines alkany grandinése, kiekvienoje po nesocig jungtj (18:1), ir pasiZymintis
zema fazinio virsmo temperatiira, taip pat buvo varijuojamas cholesterolio kiekis
membranose nuo 10 % iki 40 % (eritrocity membranose cholesterolio kiekis yra 20 —
30 %).

tBLM sgveikaudamos su VLY, tampa taip pat stipriai pralaidzios jonams, to
pasekoje smarkiai iSauga elektrinis membranos laidumas. Tiriant membranos laidumo
priklausomybeg nuo VLY koncentracijos, gautas beveik tiesiSkas tBLM laidumo, kuris
apskaiciuotas pritaikius Yy = 1/ Ryer, augimas, Bode koordinatése (I1.10 pav). Gauti
rezultatai rodo, jog esant sistemoje net labai mazai VLY koncentracijai (10 nM),
tBLM laidumas pastebimai padidé¢ja ir toliau didinant toksino koncentracijg iki 55,6

nM, jis tiesiskai didéja ir fosfolipidiné membrana tampa stirpiai pralaidi jonams.
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I1.10 pav. Imobilizuotos dvisluoksnés membranos (tBLM = B-ME : HCI8 = 7:3 ir
DOPC/CHO 30%) laidumo priklausomybé¢ nuo skirting VLY koncentracijy — Bode grafikas
20 °C temperatiroje. Vandeninis tirpalas — NaCl 0,1 M, 10 mM fosfatin¢je buferingje
sistemoje, pH 7,4. alfa-HL koncentracijy diapozonas (nM): juoda — 0 nM, raudona— 5,8 nM,
mélyna — 15,6 nM, zalia — 25,6 nM, pilka — 35,6 nM, ruda — 45.6 nM, garsty¢iy — 55,6 nM.
Kiekviena vaginolizino koncentracija sistemoje, iSlaikyta apie 30 min.

Idomu pastebéti, kad tiesiSkas laidumo didéjimas, gautas pritaikius
ekvivalentinj elektrinj modelj ir iSskai¢iavus tBLM elektrinius parametrus. Toks
modelis yra tinkamas esant nedideliems defektams membranoje < 1 nm, tuo tarpu
vaginolizino atveju, poros membranoje gali siekti iki 45 nm, o laidumas iki 600
uS/cm?. Tokiu atveju, membranos laidumo jvertinimas tampa komplikuotesnis, nes
norint jvertinti tokios sistemos pavirSiaus tankj i§ EIS duomeny, butina zinoti
popavirsinio sluoksnio specifine varzg ir storj (Valincius ir kt., 2012). Jeigu stebétume
EIS spektry fazés minimumo poslinkj Bode koordinatése (II.10 pav.), matome, kad
spektras slenkasi j deSing, bet minimumo padétis taip pat kinta, ji auga | virsy,
prieSingai PFT atveju (II.2 pav.). I§ literatiiros zinoma, kad fazés minimumas susietas
su defekty skai¢iumi, dydziu, pomembranio sluoksnio storiu, savitgja varza ir
Helmbholco talpa, lygtimi (Valin€ius ir kt., 2012):

1g(Nge)=0,931g(£nin)Hg(k)+0.21g(r,)+const. (3)

k=dsup/(Psub*Ch) 4)
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Kur, const = 1,24, ry = defekty dydis, nm, k = 1,6 x 107 em?/s, Cyy = 107°
F/cmz, finin = fazés minimumo daznis. Prikabintos fosfolipidinés membranos laike yra
stabilios, taigi galime daryti prielaidg, kad natiiraliy defekty skaiCius ir jy dydis taip
pat pastovus, taigi spektriniai pokyc¢iai atsiranda tik dél VLY jsiterpimo. Remiantis
matematine analize, tokie spektriniai pokyc€iai atsiranda keiCiantis defekty dydziams
sistemoje (Valincius ir kt., 2012, 3 lygtis). Galime daryti prielaida, kad did¢jant VLY
koncentracijai, didé¢ja pory skai¢ius membranoje, kadangi poros susidarymui
reikalingi apie 50 monomery, stebime nevienodo dydzio pazaidas membranoje. Kita
vertus yra zinoma, kad membraniniai baltymai, gali formuoti klasterius
fosfolipidiniame dvisluoksnyje (Meilhac ir Destainville, 2011). Membraninés poros
suformuotos tokiy baltymy, linkusios agreguoti | subvienetus, kurie elektriskai elgiasi,
kaip iStjsiniai defektai, besiskiriantys savo dydziu (Valincius ir kt., 2012). IS to seka,
kad tokius spektriniams pokyciams gali turéti jtakos ir pomembraninio (dg,,) storio
kitimas, pomembraninio sluosnio savitosios varzos kitimas (ps) ar Helmholco talpos
kitimas (Cy) (4 lygtis). Tokie pokyc¢iai ver¢ia manyti, kad VLY oligomerizacijos i
toksiskaja pora stadija gali biiti limituojanti VLY jsiterpimo ] membrang stadija.

2.2 VLY veikimas priklausomas nuo membranos fosfolipidinés sudéties

Istirta eilé fiziniy parametry, turinéiy jtakos EIS signalams priklausomai nuo
baltymo koncentracijos. II.11 pav. patekiamos tBLM membrany laidumo,
iSskaiCiuotos i§ 1/Rg4es, priklausomybés nuo VLY koncentracijos, kintant membranos
dvisluoksnio sudéciai. IS literatiiros (Tweten, 2005) zinoma, jog VLY kanaly
susidarymas yra stirpiai veikiamas cholesterolio. Cholesterolio efekto analizei,
atlikome membranos laidumo priklausomybés nuo VLY koncentracijos tyrima,
varijuodami cholesterolio kiekj membranoje tirpiklio pakeitimo metodu (zr.auksciau).
Aptikta labai stipri priklausomybé nuo cholesterolio kiekio ir VLY koncentracijos

(IL.11 pav.).
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I1.11 pav. VLY kanaly jsiterpimo dinamika, varijuojant membranos fosfolipidine sudétimi.
Membranos laidumo priklausomybé nuo VLY koncentracijos (VLY koncentracijy
diapozonas nuo 5,8 nM iki 55,6 nM). Skirtingos sudéties dvisluoksnis buvo formuojamas ant
SAM: B-ME : HCI8 = 7:3. Dvisluoksnio formavimui, naudojami lipidy miSiniai:
DOPC/CHO 10 %, DOPC/CHO 20 %, DOPC/CHO 30 % IR DOPC/CHO 40 %. Kiekviena
vaginolizino koncentracija iSlaikyta apie 30 min.

Palyginimui, ar toksino veikimas yra pilnai priklausomas nuo cholesterolio,
buvo naudojamas DPhPC lipidas, turintis socias riebaly rtgstis, kuris formuoja
membranas, pasizyminc¢ias zema dielektrine skvarba (duomenys nepateikti). Taip pat
kontroliniams eksperimentams buvo naudojamos tBLM, suformuotos: tik i§ DOPC ir
tik i§ OPPC. Atlikus eksperimenta su membranomis, neturin¢iomis cholesterolio,
vaginolizino poveikio membranai nestebime (II.12 pav.). Grafike (I[.12 pav. A)
pavaizduota tBLM, suformuotos i§ DOPC ir OPPC, laidumo priklausomybés nuo
VLY koncentracijos, kuriame aiskiy laidumo poky¢iy neaptikta, net veikiant 55,6 nM
VLY koncentracija, kai tuo tarpu membrany, kuriy sudétyje buvo cholesterolio,
laidumas iSaugdavo iki 70 karty (II.11 pav.), priklausomai nuo cholesterolio kiekio
membranoje. Kitimo neaptikta ir tBLM talpos priklausomybéje nuo VLY

koncentracijos, naudojant DOPC membrang (I1.12 pav. B).
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I1.12 pav. Membrany (tBLM = B-ME : HC18 = 7:3 ir DOPC ir OPPC) laidumo (A) ir talpos
(B) priklausomybés nuo VLY koncentracijos (VLY koncentracijy diapozonas nuo 5,8 nM iki
55.6 nM).

3. Apibendrinimas

Tiek PTF, a-HL ir PAg;, tiek ir nuo cholesterolio priklausomas citolizinas —
VLY, sgveikaudami su membrana negrjZztamai jas pazeidzia, formuodami joninius
kanalus. Apibendrinant galime teigti, jog EIS metodu detektuojami elektriniai
parametrai, ypa¢ Ry, taip pat fazés impedanso minimumas bei kompleksinis laidis
fazés minimumo taske yra jautrts funkcionaliai jterpty i tBLM poras formuojanciy
toksiny pavirSiniam tankiui, todel gali buti panaudojami toksiny ir fosfolipidiniy
membrany sgveikos tyrimams. EIS metodu, nustatyti poras formuojanciy toksiny (o-
hemolizino ir juodligés) sgveikos su tBLM detekcijos pozymiai yra Sie: (i) Cole — cole
koordinatése zemo daznio srities stiprus EIS spektro iSaugimas, dél talpinio elemento,
siejamo su defektais, atsiradimo. (ii) Bode koordinatése, EIS spektre, atsirades fazés
minimumas, atitinkantis suformuotos membranos laidumo reikSme (Ygry) ir
sumazejes impedanso modulis (|Z)).

Istirta tBLM laidumo priklausomybé nuo o-HL ir PAg; koncentracijy
tirpaluose. Gautos netiesinés ,laiptuotos™, kintancios laike kreivés, kai toksino
koncentracija pastovi, tBLM laidumo priklausomybés nuo a-HL koncentracijos, rodo,
jog isiterpimas vyksta nepusiausvyrinémis salygomis. Apskai¢iuoti nedideli jony

judéjimo aktyvaciniai barjerai per o-HL (8,7 kJ/mol) ir PAg; (7 kJ/mol) suformuotas
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poras rodo, jog abu toksinai formuoja vandens pripildytas poras membranoje, kuriose
jonai ,,juda‘“ kanalo viduje, taip pat kaip ir tirpale. Iterpty, i fosfolipiding membrana,
a-HL ir PAg; toksiny kanaly funkcionalumas jrodytas atlikus eksperimenta su
skirtingos molekulinés masés PEG.

toksino detekcijos riba 5,8 nM. ISaugegs tBLM elektrinis membranos laidumas,
priklauso nuo vaginolizino koncentracijos ir nuo cholesterolio kiekio membranoje.
VLY atveju atsirandantys EIS spektriniai poky¢iai, remiantis matematine analize
(Valincius ir kt., 2012), susieti su besikei¢ianciais defekty dydziais sistemoje, didéjant
VLY koncentracijai. [rodyta, kad VLY veikime biitinas cholesterolis, kitaip toksinas

iSlieka nefunkcionalus.
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III SKYRIUS. Af1.42 oligomery ir tBLM saveikos bei
neurotoksiskumo tyrimas

Ivadas

Alzhaimerio ligos metu, AP,4 amiloidiniy struktiry sukeliamas
neurotoksiSkas mechanizmas dar néra pilnai suprastas. Dél savo molekulinés
struktiiros, AP gali jungtis ir sgveikauti su jvairiomis biomolekulémis: lipidais,
baltymais, proteoglikanais. Saveika su membranos lipidais, sukelia
katastrofiska jvykiy kaskada: AP — lipidy saveika padidina B-amiloidy
iSmetima/fibriliacija/agregacija ir paeiliui pakeifia dvisluoksnio savybes,
suardo membranos takuma ir funkcijas (Vestergaard ir kt., 2008). Galiausiai,
vienareikSmio atsakymo, kaip tirpis AP oligomerai sgveikauja su neurony
membrana ir kaip jg pazeidzia, sukeldami AL liga, vis dar néra aiSku. ISkyla
klausimas: kokios sgsajos yra tarp amiloidy morfologijos, struktiiros ir
toksiSkumo? Galimas dalykas, kad amiloidy oligomerai nors ir formuojasi i§
tos pacios baltymo sekos, bet priklausomai nuo paruoSimo salygy, gaunami
skirtingos ne tik morfologijos, bet ir struktiiros amilodiniai dariniai (Glabe,
2008). Tam tikri tirpiis AP oligomerai matyt ir yra ankstyvosios AL ligos
pozymis, bet kurie i§ jy yra toksiskiausi?

Siame darbe pagrindinis tikslas buvo i$siaiskinti galimy veiksniy, kurie
molekuliniame lygyje gali biti susij¢ su biocheminiais ir biofizikiniais
reiSkiniais, i$Saukianciais ar skatinanciais Alzhaimerio ligg. Tuo tikslu buvo
siekiama gauti maksimalaus citotoksinio poveikio A4, oligomerus, kurie turi
jitakos kultivuojamy ziurkés smegenéliy neurony gyvybingumui. Siekiant
pagrindinio darbo tikslo, pirmiausia buvo svarbu nustatyti in vitro suformuoty,
toksiSkyjy APi4 oligomery morfologijg, pasitelkiant atominés jégos
mikroskopija, DLS, fluorescentinés koreliacinés spektroskopija (FCS). O
antriné A4, oligomery struktiira ir jos pakitimai buvo tiriami apskritiminiu
dichroizmu (CD), FTIR, taip pat struktiriniai ypatumai buvo analizuojami

SDG metodu faziy riboje vanduo — oras.
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Tyrimo darbe, démesys buvo tikslingai nukreipiamas j AB;_4, oligomery
sgveika su fosfolipidiniais membrany modeliais, panaudojant FCS ir
elektrocheminio impedanso metodus, bandant iSsiaiskinti kokiu mechanizmu ar

principu vyksta fosfolipidinés membranos pazeidimas.

Rezultatai ir jy aptarimas

1. AB.42 agregaty morfologijos ir struktiiros tyrimas

1.1 Patogeniniy f — amiloido oligomery (agregaty) formavimas in vitro

Daugelis skirtingy pasaulio laboratorijy priklausomai nuo
paruosSimo salygy in vitro apraso oligomerus, kurie tarpusavyje skiriasi dydziu,
morfologija ir toksiSkumu (Kayed ir kt., 2003, Blaine Stine ir kt., 2003).
Amiloidy oligomerai nors ir formuojasi i§ tos pacios baltymo sekos, bet
priklausomai nuo paruos$imo salygy gaunami skirtingos ne tik morfologijos, bet
ir struktiiros amilodiniai dariniai (Glabe, 2008). Taip pat buvo parodyta, kad
tirpiy amiloidy formos stipriai koreliuoja su AL ligos sunkumo lygiu
(Bernstein ir kt., 2009). Sj teiginj pagrindé ir miasy darbo grupe,
pademonstravusi sarysj tarp AP;.4 oligomery toksiSkumo ir dydzio, kuris yra
detaliai apraSomas parengtoje publikacijoje: Paulius Cizas*, Rima Budvytyte*,
Ramune Morkuniene, Radu Moldovan, Matteo Broccio, Mathias Loesche,
Gediminas Niaura, Gintaras Valincius, Vilmante Borutaite. Size — dependent
neurotoxicity of p-amyloid oligomers. Archives of Biochemistry and
Biophysics. 2010:496(2):84 — 92.

Tyrimy metu buvo siekiama ne tik gauti maksimalaus citotoksinio
poveikio oligomerus, bet ir iSsiaiSkinti oligomerizacijos salygy, pirmiausia
terpés, kurioje ji vyksta, sudéties jtaka oligomerizacijos spartai, gyliui bei
besifomuojanciy struktiiry dydziui, todél eksperimentai buvo atliekami
skirtingomis oligomerizacijos saglygomis.

Tam, kad fibrilés ir oligomerai susidaryty de novo, biity iSvengta nuosédy

(angl.: seeding), [-amiloidas pirmiausia buvo tirpinamas poliniame
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fluorintame tirpiklyje HFIP, kuris suardo amiloido agregatus bei sukelia
peptido o-spiralizacija, nebeliecka B klos¢iy dariniy, galin¢iy skatinti

prieslaikine fibrilizacijg (Blaine Stine ir kt., 2003).

1.2 Ap;_4; oligomery ir fibriliy charakterizavimas atominés jégos mikroskopu

Oligomeriniy dariniy chrakterizavimui bei oligomerizacijos proceso
valdymui naudojome didelés skiriamosios gebos atominés jégos mikroskopija.
Vienas i§ pagrindiniy Sio darbo etapo tiksly — nustatyti oligomerizacijos salygy
itakg tiek oligomerinio ruoSinio polimorfiskumui jvertinti, tiek detaliai iStirti
oligomeriniy dariniy morfologija. Tuo tikslu buvo varijuojama A4, peptidy
inkubacijos temperattra, inkubacijos laiku ir HFIP skirtinga koncentracija,
gauti pavyzdziai vaizdinami atominés jégos miksroskopu.

Inkubacijos laiko jtaka AP, 4> peptidy savaiminei organizacijai. Siekiant

jverti oligomerizacijos salygy itaka amiloidy polimorfiskumui buvo tirta
agregacijos lygio priklausomybé nuo inkubacijos laiko. Analizei imti méginiai
i$ oligomery formavimo sglygomis paruosty pavyzdziy po 24 val., 48 val. ir 72
val. inkubacijos laiko ir su AJM gauti kiekvieno pavyzdzio vaizdai nepateikti).
Gauti rezultatai rodo, kad AP,4, oligomery struktiira labai priklauso nuo
inkubacijos laiko. Tomis paciomis slgygomis A4, oligomery dydis po 24
val. ~ 3 — 5nm, po 48 val jau pastebimi didesni oligomerai — ~ 6 — 10 nm, o po
72 val. net pastebimos fibriliy uzuomazgos ir jvairts protofibriliniai dariniai.
Analizés rezultatai sutampa su skelbtais literatiiroje (Blaine Stine ir kt., 2003),
kurioje teigiama, kad A4, oligomery agregacijai turi jtakos inkubacijos laikas
ir, kad stabiliis oligomerai gaunami po 24 val. ir po 48 val. inkubacijos laiko.

Temperatiiros jtaka AP, 4> peptidy savaiminei organizacijai. Jau seniai

zinoma, kad temperatiira yra svarus faktorius fibriliy formavime (Tjernberg ir
kt., 1999) Siuo atveju buvo patikrinta temperatiiros jtaka ruoSiant A4
oligomerinémis salygomis. Paruosti Af;4, monomerai buvo inkubuojami
skirtingose: 4 °C, kambario ir 37 °C temperatiirose, o gauti pavyzdziai

vaizdinami atominés jégos mikroskopu (III.1 pav). Buvo nustatyta, kad
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priklausomai nuo inkubacijos temperatiiros susidaro skirtingy matmeny ir
formos oligomery agregatai. AukStesnéje temperatiiroje susidaro daugiau
protofibrilés nei oligomerai (III.1 pav. C), o Zemesn¢je temperatiiroje — kitokios
morfologijos A4, dariniai (III.1 pav. A). Toks rezultatas pilnai sutampa su

literatiiros aprasu (Blaine Stine ir kt., 2003)

ITL.1 pav. AP;.42 oligomerai, po 24 h inkubacijos oligomerizacijos sglygomis 4 °C
(A), kambario (B)ir 37 °C (C) temperatiiroje. AJM pavaizduoty topografiniy
vaizdy skenavimo laukas: A ir C — 3,5 x 3,5 um, 0 B — 8 x § um, x — y. Visais
atvejais APi.4 peptidy koncentracija ant zérucio buvo 10 um.

AP.42 oligomery morfologijos priklausomybé nuo HFIP koncentracijos.

Kaip jau buvo minéta, visi fluorinti alkoholiai, jskaitant ir HFIP, nutraukia
baltymy B-klostes ir suardo hidrofobines sgveikas amiloidy agregatuose. A4,
peptidy tirpinimas HFIP yra inicijuojanti oligomerizacijos stadija, kuri padeda
atsiriboti nuo pradiniame tirpale jau preegzistuojanciy struktiiry. Todé¢l svarbu
nustatyti likusio, po prapiitimo azotu vienoje i oligomerizacijos stadijy, HFIP
kiekio jtaka oligomerizacijos procesams. Tuo tikslu buvo paruosti trys A4,
oligomery pavyzdziai, turintys skirtingg HFIP kiekj, kuris buvo nustatytas i§ IR
spektroskopijos duomeny, reguliuojant N, prapiitimo laikg (IIL.3 pav) ir stebint
kaip mazéja juostos, ties 1192 cm™, intensyvumas, kuri siejama su asimetriniu

CF; grupiy virpé&jimu. Paruosti méginiai analizuojami su AJM (II1.3 pav).
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HFIP prapatimo laikas, min

II1.2 pav. HFIP koncentracijos priklausomybé nuo prapiitimo laiko, vandeniniame
tirpale, reik§més iSmatuota i§ IR suderties ties 1192 cm™.

IIL.3 pav. AP;4 oligomerai, po 24 h inkubacijos, oligomerizacijos salygomis,
kuriuose yra skirtingas HFIP kiekis: (A) 5 % — prapiitimo laikas azotu 5 min, (B) 3,5
% — prapiitimo laikas azotu 7 min ir (C) 0 % — prapttimo laikas azotu 30 min. AJM
pavaizduoty topografiniy vaizdy skenavimo laukas: A ir B — 8x8 um, o C — 3,5x3.5
um. Visais atvejais AB;.42 peptidy koncentracija ant zéruc¢io buvo 10 pm.

Gauti rezultatai parode, kad HFIP kiekis turi jtakos oligomerizacijos
procesui ir yra kritiSkas AP;.4, oligomery dydziui: 5 % pavyzdyje oligomery
dydis ~3 — 4,5 nm (II1.3 pav, A); 3,5 % pavyzdyje — ~ 3 — 8 nm (IIL.3 pav, B); 0
% pavyzdyje — jau susidaro jvairlis agregatai ir net fibriliy uzuomazgos (IIL.3
pav, C).

IStobulinus  turimus protokolus gavome ryskiai skirtingas

homogeniskas preparacijas, besiskirian¢ias oligomery dydziu ir morfologija
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(ITIL.4 pav). II1.4 pav. pavaizduotos oligomery formos, gautos atitinkamai
panaudojus skirtingus paruo$imo protokolus: protokolg I, II ir III. AIM
pagalba gauti mikrovaizdai parod¢, kad preparacijos skiriasi ne tik morfologija
(oligomerai ir fibrilés), bet ir paciy oligomery dydis priklauso nuo paruosimo
protokolo. AJM vaizdy analizé, parod¢, kad oligomery, paruosty pagal
protokolg I, iSmatuotas vidutinis dydis, pagal z — aukstj, 1 — 3 nm (IIL.4 pav. A
ir oligomery profilio pjuvis — D), pavieniais atvejais oligomery dydis siekia 4 —
5 nm. Tuo tarpu ruoSiant agregatus pagal protokolg II, gaunamos didesnés
sferinés dalelés, kuriy dydis 5 — 10 nm (III.4 pav. B ir oligomery profilio pjuvis
— E). Pagal III protokolg, gaunamos skirtingos morfologijos agregatai —
netirpios fibrilés. Lateraliniam agregaty dydziui turi jtakos naudojomy AJM

adaty fiziniai parametrai.
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I11.4 pav. AB;.42 peptidai formuojant oligomerinémis salygomis naudojant 7, 11 ir 111
protokolus. A, D — AP;.4, oligomerai po 24 val inkubacijos, naudojant protokolg I.
Pavaizduotas AJM topografinis vaizdas 4 x 4 um, x — y. Apacioje (D) pavaizduotas
oligomery profilio pjuvis, z — aukstis, pagal kurj gauname 1 — 3 nm dydzio daleles. B,
E — APi.4 oligomerai po 24 val inkubacijos, suformuoti naudojant. protokolg II.
Pavaizduotas AJM topografinis vaizdas 4 x 4 um, x — y. Apacioje (E) pavaizduotas
oligomery profilio pjuvis, z — aukstis, pagal kurj gauname 4 —10 nm dydzio daleles. C
— A4 fibrilés, suformuotos, naudojant protokolg I11. Pavaizduotas AJM topografinis
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vaizdas 4 x 4 um, x —y, gaune iki 1pm ilgio fibriles. Visais atvejais AP.4; peptidy
koncentracija buvo 10 um.
Kaip parodé¢ eksperimentai, AP oligomery toksiskumo lygis yra

priklausomas nuo agregacijos, ir turi jtakos kultivuojamy ziurkiy smegenéliy
neurony gyvybingumui. Didziausiu neurotoksiSkumo pasizymi oligomerai,
kuriy dydis, iSmatuotas AJM yra 1 — 3 nm.

APi.4> oligomery stabilumas laike. Siekiant jverti suformuoty A4,

oligomery stabilumg buvo tirtas skirtingy bandiniy oligomery dydzio pokytis
laike. Tuo tikslu pavyzdziai buvo laikomi — 25 °C temperatiiroje ir jy
morfologija stebima AJM. Analizei imti méginiai i§ oligomery, paruosty pagal
1 ir II protokolg, po 1, 2 ir 3 savaiciy ir su AJM gauti kiekvieno pavyzdzio
vaizdai ir atidéta AP.4, oligomery dydzio priklausomybé nuo laikymo trukmés
(IIL.5 pav.). Matome, kad oligomerai yra nestabilios ir laike kintancios
struktiiros. Po dviejy savai¢iy bandinyje, mes jau turime didelius ~ 10 nm
dydzio oligomerus, kurie nebepasizymi neurotoksiSkumu (Cizas ir Budvytyte R

ir kt., 2010).

16 - = Dideli AB1-42 oligomerai
Mazi AB1-42 oligomerai

12

Oligomery dydis, nm
[--]

0 1 2
Laikas, savaités

I1LS5 pav. AP;.42 oligomery, suformuoty pagal 7 ir II protokolg, stabilumas laike.

1.3  Af;4 oligomery formy  morfologiniai  tyrimai  koreliacinés
fluorescentinés spektroskopijos ir dinaminés sklaidos metodais

Kadangi visi AFM tyrimai, buvo atlieckami ore, buvo patikrinta ar tirpale

taip pat gaunami skirtingo dydzio amiloidy bandiniai. Tuo tikslu, AP;.4»
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oligomeriniy dariniy dydzio chrakterizavimui buvo panaudoti du daleliy
dydziui jautris metodai - fluorescencijos koreliacijos ir dinaminés sklaidos
metodai. FCS matavimams buvo naudojamas zymétas HiLyte Fluor™ 555 Ab,.
42 peptidas, kuris oligomery bandiniuose sudaré 0,2 mol%.

Naudojant FCS 3D difuzijos matavimus tirpale, buvo jvertinti [-
amiloidy oligomery difuzijos koeficientai ir i§skai¢iuojami dydziai pagal Stokes
— Einstein désnj. FCS ir DLS matavimy rezultatai sutapo tarpusavyje ir parodé
tiksly AP;.4, oligomery dydj tirpale (II1.6 pav). Naudojant FCS 3D difuzijos
matavimus tirpale, gaunamos oligomery fluorescentinés koreliacinés kreivés ir
panaudojus programos IGOR PRO logoritmg buvo gaunami skirtingy -
amiloidy oligomery difuzijos koeficientai: mazy oligomery (1 — 4 nm) atveju
difuzijos koeficientas 81,64 pm?*/s, dideliy oligomery (4 — 10 nm) atveju — 40,8
um?/s. Panaudojus protokolus I, I, gautos dydzio pasiskirstymo
priklausomybés,  besiskirianc¢ios oligomery dydziu (II1.6 pav). AP
oligomerai po 24 val inkubacijos, naudojant protokolg I, gaunami 1 — 4 nm
dydzio. Naudojant protokolg II, gauname 4 — 10 nm dydzio A4, oligomerus
(I11.6 pav.).

30+ 50 +
404
20+
X 304
I'If ~~
k] T |
S X 20-
10 < |
10
0 T ’_ T T 0 T T
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
Dydis, nm Dydis, nm
A B

II1.6 pav. Skirtingai paruosSty Ap;.4> oligomery pasiskirstymas pagal dydj. A DLS
rezultatai: Sviesiai pilka — mazieji oligomerai formuoti pagal protokolg I; tamsiai
pilka — didieji oligomerai, formuoti pagal protokolg II. B. FCS rezultatai: AP.42
oligomery apskaiCiuotas pasiskirstymas pagal dydj: Sviesiai pilka — formuoti pagal
protokolg I; tamsiai pilka — pagal protokolg I1.
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Skirtingais protokolais paruosti AP;4, oligomeriniai bandiniai buvo
analizuojami  masiy  spektrometrijos  metodu.  ISanalizavus  masiy
spektrometrijos spektrus buvo gauta, kad mazy amiloidy oligomery,
suformuoty pagal I protokolg, méginyje, aptikti 2 — 18 kDa m/z peptidai, tuo
tarpu dideliy amiloidy oligomery, suformuoty pagal II protokolg, méginyje
aptikti 2 — 45 kDa m/z peptidai (Cizas, Budvytyte ir kt., 2010). Rezultatas
patvirtino, kad turime ir tirpaluose ir ,sausomis” salygomis,,skirtingi

oligomerizacijos protokolai duodavo skirtingo dydzio A4, oligomerus.

1.4. AB;.4; oligomery neurotoksiskumo ir struktiiros rySio nustatymas

RyS8ys tarp A4, oligomery toksiSkumo ir dydzio yra demonstruojamas
ir detaliai apraSomas parengtoje, jau minétoje publikacijoje (Cizas, Budvytyte

ir kt., 2010) ir pateiktas II1.7 paveiksle.
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IIL.7 pav.NeurotoksiSkumo priklausomybé nuo AP;.4, oligomery dydzio. Agregaty
dydis jvertintas AJM metodu, pagal z — aukstj. AP;.4> oligomerai paruosti panaudojant
I ir II protokolus. Neurony kultivuojamos lastelés buvo veikiamos 1 pM AP;.4
oligomerais, 24 val. Kiekvienas taskas rodo skirtingy oligomery poveiki, skirtingoms
neurony kultiiroms'.

' Siame II1.7 grafike, pateikti duomenys yra gauti kartu bendradarbiaujant su LSMU Biomediciniy
Tyrimo instituto doktorantu. Pauliumi Cizu, kuris atliko neurony gyvybingumo tyrimus (y asis), o
oligomery dydj, kiekvienu konkreciu atveju (x asis) nustaciau a§, VU Biochemijos institute.
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Gauta, kad mazos, 1 — 3 nm pagal z — auksti, AP,.4, dalelés (protokolas
I), pasizymejo didziausiu citotoksiniu poveikiu kultivuojamy Ziurkés
smegenéliy neurony gyvybingumui’: po 24 val. Inkubacijos tik 10 — 40 %
iSliko gyvybingi (III.7 pav.). Taip pat jrodyta, kad AP;4, neurotoksiSkumas
krenta, did¢jant oligomery dydziui.Vidutinio dydzio A4, oligomerai, kuriy
dydis siekia 3 — 5 nm (pagal z — aukstj,), atsitiktinai gali susidaro tiek
naudojant tiek I, ir tiek II protokolus. Lasteliy gyvybingumas jy atveju, siekia
50 — 85 %. APi.4; oligomerai, kuriy dydis 5 — 9 nm, pagal z — auksti, (protoklas
1), nebuvo toksiski neuronams, Igsteliy gyvybingumas §iuo atveju isliko 90 %
ir daugiau (I11.7 pav.).

Rezultatai parod¢, kad neurotoksiskumas visgi labiau priklauso nuo Af;.
4 oligomery dydzio, nei nuo naudojimo protokolo jy paruoSimui. Jeigu
mazosios AP,.4, frakcijos, paruoStos pagal protokolg I, yra pagrindinés
citoksineés dalelés, tai didesnés dalelés, gautos naudojantis abiem protokolais,
parodé¢ palyginamai maza citotoksiSkumg. O A4 fibrilés buvo visai
netoksiSkos (rezultatas nepateiktas). Parodyta, kad A4, spontaniskai savaime
linke agreguotis | koegzistuojancias daugialypes fizikines formas: mazus

oligomerus, didelius oligomerus, protofibriles, fibriles.

1.5. Ap;_4;0ligomery antrinés struktiiros elementy nustatymas

FTIR spektroskopija

Virpesiné spektroskopija — vienas jautriausiy, $iuo metu, zZinomy
metody tinkamy molekulés struktiiros ir sgveikos tyrimams. Galima tikétis, jog
skirtinga A4, polipeptidy organizacija (fibrilés ir oligomerai) pasizymes tam
tikrais  skirtumais virpesiniuose spektruose. Spektriniuose tyrimuose,
naudojami tie patys pavyzdziai kaip ir atominés jégos mikroskopijos
eksperimentuose, kadangi ieSkoma koreliacijy tarp polipeptidinés grandinés

morfologijos (oligomerai ir fibrilés) ir virpesiniy juosty parametry.

2 Migrios ziurkés smegenéliy neurony-glijos kultiiros buvo auginamos ir stebimas jy gyvybingumas
musy partneriy i$ LSMU, BMTIL.
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Nors i§ pirmo zvilgsnio A4, oligomery, tiek dideliu, tieck mazy, FTIR
spektrai 1000 — 1800 cm™ ruoZe gana panasis (II1.8 pav a ir b.), detalesné
analizé jgalino nustatyti keleta svarbiy skirtumy. Abiejy A;.4, oligomeriniy
pavyzdziy spektruose vyrauja juosta ties 1628 cm™, kuri atitinka oligomery
amidinio rysio virpesj — amidas I (IIL.8 pav a ir b). Virpesio daznis koreliuoja

su polipeptido antrine struktiira (Chu ir Lin, 2001).

A

Amidas | 0.005
¥

> 1628

Sugertis

16638
~ 1696

1600 1650 1700 1750
Bangos skaiéius, em™1

IIL.8 pav. FTIR pralaidumo spektrai 1000 — 1800 cm™ ruoZe: (a) toksisky AP
oligomery, suformuoty pagal protokola I; (b) NetoksiSky AP;42 oligomery,
suformuoty pagal protokolg II; (c) skirtuminis spektras.

Amido 1 virpesio daznis vienareikSmiskai rodo, kad polipeptido
grandinés pagrindin¢ strukttura — -klostés. Taigi, miisy spektriniai duomenys
rodo, jog vandeniniame tirpale AP;4 oligomery polipeptidiné grandiné
pagrinde yra P-klostinés struktiiros. Zemo intensyvumo, aiskiai neisreiksta
juosta, ties 1662 — 1663 cm™ susijusi su peptidinés grandinés posikiais (II1.8
pav). Skirtuminiame Af;4; oligomery FTIR spektre (III.8 pav. c) iSryskéja
skirtumai Amido I spektriniame regione. Skirtuminiame spektre iSryskéja dvi
teigiamos juostos ties 1616 ir 1696 cm-1. Pirmoji juosta, toksiSkyjy A4,
oligomery atveju, Siek tiek pasislenka, kas gali buti siejama su kitokia (-
klos¢iy struktiiros organizacija dél vidumolekulinés f-klosCiy saveikos

(Khurana ir Fink, 2000). Auksto daznio komponentas (1696 cm™) yra taip pat
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siejamas su vidumolekuline B-klos¢iy struktiira. Plati teigiama juosta ties 1668

cm’' rodo didelj kiekj linkiy ir kilpy.
Apskritiminis dichroizmas

Apskritiminis (ziedinis) dichroizmas (CD) apibréziamas kaip sugerties
skirtumas tarp kairio- ir deSinio- sukinio sugeriant poliarizuotg Sviesg. Atskiry
molekuliy apskritiminis dichroizmas atsiranda dél molekuliy chiraliSkumo ir
asimetriSkumo, todél CD yra placiai pritaikomas tiriant biomolekules
(baltymus, nukleoriigstis) (Stephen ir kt., 2008). Baltymy antriné struktira
nustatoma i$ tolimojo UV spektro. Nors jis yra maziau tikslus, nei NMR ar
BMR, jis lengvas ir greitas ir turi privalumy, bes baltymai matuojami tirpale.
CD baltymy spektrai matuojami nuo 180 iki 270 nm, kuriuose jei yra
dominuojanciy struktiry pikai: a-spiralé — du neigiami pikai ties 208 nm ir 222
nm ir stipriai teigiama juosta ties 191-193 nm; antiparalelin¢ B-kloste —
neigiama juosta ties 210 — 225 nm ir stipresné teigiama ties 190 — 200 nm; B-
linkis — neigiama juosta ties 220 — 225 nm ir stipresné teigiama ties 207 nm;
netaisyklingos struktiiros — neigiama juosta ties 198 nm (Kelly ir kt., 2005).

Gauti CD spektrai pateikti II1.8 paveiksle ir perskaiCiuoti | vidutinius
aminorugsciy elipsinius vienetus pagal:

S x MRW
10 x (-—lm_;_r__.-"ml x L (1)

[/ —_—

kur, 0 — vidutinis aminoriigi&iy elipsinis vienetas, deg*cm’ *dmol”; S =
CD intensyvumas; MRW = baltymo molekuliné mas¢; C = baltymo
koncentracija, mg/ml; L = kiuvetés ilgis, cm.

IS pateikty apskritiminio dichroizmo spektry (IIL.9 pav.), matome, kad
ApP;.4» monomery spektras (zalia spalva) atspindi dominuojancig a-spiraling
strukttira, o 4f;.4, mazy oligomery (1 — 3 nm), suformuoty pagal I protokolg,
spektras (raudona spalva) rodo dominuojancig B-klos¢iy struktira. Af; .

dideliy oligomery (4 — 10 nm), suformuoty pagal /I protokolg (mélyna spalva),
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dominuojanti struktiira — taip pat B-klostés, tai sutampa su FTIR spektriniais

duomenimis (I11.8 pav.).

AB1.42 monomerai
2000 —— AB1-42 mazZi oligomerai
— AB1-42 dideli oligomerai

Vidutinis elipsiSkumas

T s T i T . T s T . 1
180 200 220 240 260 280
Bangos ilgis, nm

1.9 pav. Apskritiminio dichroizmo spektrai. Zalia — A4f,.,, monomery spektras;
Tipinis spektras, atspindintis dominuojanc¢ig a-spiraling struktiirag. Raudona — Af; 4>
mazi oligomerai (1 — 3 nm), suformuoti pagal / protokolg. Dominuojanti strukttira —
B-klostés. Mélyna — Af;.4> dideli oligomerai (4 — 10 nm), suformuoti pagal I/
protokolg. Dominuojanti strukttra — -klostes.

Spektry analizei buvo naudojama CDPro programa, naudojanti trijy CD
analizés programy algoritmus: CONTIN, CDSSTR ir SELCON3. Nors ir AB;.
4 oligomery toksiSkumas Igsteléms, priklausomai nuo jy dydzio, Zymiai
skiriasi, taCiau iSanalizavus CD spektrus, neaptikta skirtumy oligomery

antrinéje strukttroje.

IIL.1 lentelé. AB;.4, oligomery, suformuoty naudojant [ ir Il protokolus, ir APi.a
monomery antrinés struktiiros komponenty pasiskirstymas (Cizas, Budvytyte ir kt.,
2010).

Peptidas Af;-42 o-spiralés  p-klostés  Linkiai ~ Nenustatytos
struktiiros

AP 142 monomerai 71,1 % 12,5 % 8,0 % 8,4 %

AP 142 mazi oligomerai, 4.5, 428 % 20.6 % 321 %

protokolas 1 ’ ’ ’ ’

protokolas II ’ ’ ’ ’
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Gauti rezultatai, pateikti III.1 lentel¢je, rodo kad A4 oligomeruose,
suformuotuose skirtingais protokolais, dominuoja [3-klostinés strukttiros — 43%,
taip pat yra apie 32 % nenustatyty struktiiry, apie 21 % linkiy ir 4 % a-spiraliy.
Tuo tarpu uzraSytas CD spektras A4, monomery rodo, kad dominuojanti
strukttira tokioje preparacijoje yra a-spiralés net 71 % (Cizas, Budvytyte ir kt.,
2010), si verté didesné nei literatiiroje apraSyta 53 % (Blaine Stine ir kt., 2003),

tokj rezultata galéjo salygoti paruosime naudojamas veikimas ultragarsu.

1.6 ABj..; dariniy detekcija suminio daZnio generacijos spektroskopijos

metodu

Kaip jau buvo minéta, oligomery toksiSkumas ypatingai stipriai priklauso
nuo jy morfologijos. Palyginimui, skirtingo oligomerizacijos laipsnio AP;.4»
dariniai t.y. trys skirtingos preparacijos: mazi ir dideli oligomerai ir fibrilés,
buvo analizuojamos, suminio daznio generacijos metodu, oro/vandens faziy
riboje.

APi.4 dariniy, atskiry funkciniy grupiy orientacijos jvertinimui faziy
riboje, buvo registruojami SDG spekrai, esant trims skirtingoms spinduliy
poliarizacijy kombinacijoms: ssp (s — SDG spidulys, s — 532 nm spindulys, p —
IR spindulys), ppp ir sps. Zinoma, kad ssp rezonansus generuoja tik tos
molekulinés grupés, kuriy virpesio peréjimo dipolis orientuotas statmenai
pavirSiaus atzvilgiu, tuo tarpu sps rezonansus generuoja molekulinés grupés,
kuriy virpesio per¢jimo dipolis orientuotas lygiagreciai faziy ribai (Shen, 1997,

Niaura ir kt., 2008).
1.6.1 SDG spektroskopija tokiskyjy ApP,_4> oligomery

Mazy A.4 oligomery (10 uM), kuriy dydis, pagal z — aukstj, 1 — 3 nm,
SDG spektrai faziy riboje vanduo/oras pateikti II1.10 paveiksle A ir B. Ssp-
poliarizacijos spektre vyrauja smailé ties 2912 cm™, susijes su CH, grupiy
valentiniais asimetriniais virpesiais. Kiti trys rezonansai priskiriami metilo

grupiy virpesiams. Smailé ties 2940 cm™ priskirtina metilo grupiy valentiniams
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virpesiams, veikiamiems Fermi rezonanso su deformaciniais CHj; virpesiais
(Voss ir kt., 2006) [vi(CH;)rr]. Rezonansai ties 2868 ir 2962 cm™, susije
atitinkamai, su simetriniais [vs(CH;)] ir asimetriniais [v,(CH3)] metilo
virpesiais (Miranda ir Shen, 1999). Taigi spektras rodo, kad faziy riboje yra
orientuotos metilo ir metileno grupés. Smailé ties (3051 cm™) priskiriama
aromatinio ziedo v(= C - H) virpesiui. Tai rodo, kad faziy riboje yra ir
orientuoty aromatiniy ziedy.

400 80
A B

ié:
;’é
M\W% ssp
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40

SDG intensyvumas/ sant. vnt.
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Bangos skaicius, cm™! Bangos skaicius, cm™!

II1.10 pav. Mazy AP;.42 oligomery (10uM) tirpalo SDG spektrai oro/vandens faziy
riboje: A — 2800 —3100 cm™ spektro srityje; B — 3100 — 3800 cm™ spektro srityje.
Spinduliy poliarizacija: ssp (s —SDG spidulys, s — 532 nm spindulys, p — IR
spindulys), ppp ir sps.

Kadangi asimetrinio CH; virpesio (2962 cm™, pazyméta punktyrine linija
III.10 pav. A) rezonansas matomas visuose trijuose spektruose galima daryti
iSvada, kad metilo grupé yra pasvirusi faziy ribos atzvilgiu tam tikru kampu.
Metileno grupiy asimetrinio virpesio rezonansas (2912 cm™) visiskai isnyksta
ppp ir sps poliarizuotuose spektruose. Tai rodo, kad grupés orientuotos beveik
lygiagrediai faziy ribos atzvilgiu. Auksto daznio (3100 — 3800 cm™) srityje
matosi vandens O-H valentiniy virpesiy spektras (III.10 pav B), kuris, kaip
matysime labai skiriasi nuo dideliy oligomery ir fibriliy vandens srities spektro

(Niaura, Budvytyte ir kt., 2010).
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1.6.2 SDG spektroskopija didzZiyjy Af;.4; oligomery

Kitoks SDG spektras buvo uzregistruotas 10 uM dideliy AP;.4
oligomery (kuriy dydis 5 — 10 nm) atveju (III.11 pav. A ir B). Ssp spektre
vyrauja simetriniy valentiniy CH; grupés virpesiy rezonansai ties 2875 cm’
[vi(CH3)] ir 2943 cm™ [vy(CH;)FR]. Tuo tarpu asimetrinio metilo grupiy
rezonanso ties 2966 cm’ beveik nesimato ssp poliarizuotame spektre (III.11
pav A). Taciau $is rezonansas ryskus ppp ir sps spektruose. Sie rezultatai rodo,
kad skirtingai negu mazy oligomery atveju, dideliy oligomery oro/vandens
faziy riboje atsiranda CH; grupiy, kurios orientuojasi statmenai faziy ribai. Ssp
spektre taip pat matomas silpnas rezonansas ties 3061 cm™, susijes su
aromatiniy grupiy v(=C-H) virpesiais. Si smailé pasislinkusi lyginant su mazy
oligomery ssp spektru. Faziy riboje esancio vandens SDG spektras, ties 3000 —
3800 cm™ (IIL.11 pav. B), taip pat Zymiai pakites, lyginant su mazy AP,
oligomery vandens spektru. Ssp poliarizacijoje aiskiai matomas intensyvus ir
platus surity rezonansas ties 3132 cm™, kuris pranyksta sps spektre. Tai rodo,

kad O-H dipoliai orientuoti beveik statmenai oro/vandens faziy ribai.
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ITL.11 pav. Dideliy oligomery (10 uM) tirpalo SFG spektrai oro/vandens faziy riboje:
A — 2800 — 3100 cm™" spektro srityje; B — 2980 — 3800 cm™ spektro srityje. Spinduliy
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poliarizacija: ssp (s — SDG spidulys, s — 532 nm spindulys, p — IR spindulys), ppp ir
sps.

Auksto daznio srityje ssp ir sps spektruose matomas silpnas rezonansas
ties 3630 — 3650 cm™, rodantis, kad O-H grupés yra susijusios silpnais
vandeniliniais rySiais ir O-H dipoliai pasvirg¢ tam tikru kampu faziy ribos
atzvilgiu. Fibriliy (10 uM pagal AB,.4, monomerg) SDG spektras, gautas labai
intensyvus (rezultatas nepavaizduotas), bet jis yra panasus j dideliy ABi.4;
oligomery SDG spektra (III.11 pav.) (Niaura, Budvytyte ir kt., 2010).

Taigi, skirtingo oligomerizacijos laipsnio Af;4, dariniy tyrimai SDG
metodu parodé, kad toksiskyjy oligomery detekcijai galima panaudoti
charakteringa rezonansa ties 2912 cm’, gaunama nuo faziy saly&io ribos
oras/vanduo, kuris yra labai silpnas dideliy A4, (netoksisky) formy
oligomery bandiniuose. Si juosta susijusi su metileno grupiy asimetriniu

virpesiu.

2. Tirpiy A4, oligomery ir fosfolipidinés membranos saveikos bei galimo
toksiSkumo tyrimas

Dalis, Siame darbo etape, pateikty, AP;4 oligomery saveikos su
bendradarbiaujant su partneriais JAV straipsnyje: Gintaras Valincius, Frank
Heinrich, Rima Budvytyte, David J. Vanderah, Yuri Sokolov, James E. Hall,
and Mathias Loesche. Soluble amyloid 3 oligomers affect dielectric membrane
properties by bilayer insertion and domain formation: Implications for cell
toxicity. Biophysical Journal. 2008;(95):4845 — 61. Straipsnyje sékmingai
pavaizduota, kad amiloidy oligomery detekcijai gali buti panaudojamos
pavir§iuje imobilizuotos fosfolipidinés membraninés sistemos. AP;.4
oligomerai sgveikaudami pazeidzia membrany integralumg ir izoliuojancias jy
savybes. Svarbi straipsnio iSdava susijusi su toksiskyjy amiloidiniy dariniy
sukelto membranos laidumo aktyvacijos energijos reikSméms, kurios, lyginant

su poras formuojanciy toksiny: o-HL ir PAg;, , yra labai didelés. Tai rodo
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kitokj, nei poras formuojanciy toksiny, AP;4, oligomery sukelto joninio
laidzio per membrang mechanizma.

Taip pat Siame poskyryje pateikiami nauji, AP;4, oligomery
sgveikos ir afiniSkumo fosfolipidiniams komponentams tyrimo, duomenys,
rodantys stiprig amiloidiniy dariniy asociacija membranoms, turin¢ioms
sfingomielino. O vezikuliy sgveika su skirtingais AP;.4, oligomerais, gali biiti
panaudojama toksiSkyjy formy atrankai ir detekcijai. Tyrimas atliktas stebint,

pasikeitusias A;_4; oligomery dinamines savybes FCS metodu.

2.1 Tirpiy Ap oligomery sukelto tBLM dielektrinio paZeidimo tyrimas

APBi4 saveika su fosfolipidine membrana yra taip detektuojama
elektrocheminio impedanso metodu. AP oligomery tyrimuose, fosfolipidas
buvo renkamas pagal zinomus literatiros duomenis, kurie teigia, kad -
amiloidai zymiai labiau sgveikauja ir yra labiau pazeidziantys nesociy ir didelio
spudumo fosfolipidy bisluoksnius. Tod¢l misy tyrimuose, tBLM formavimui
buvo pasirinktas fosfolipidas DOPC, turintis abi simetrines alkany grandinése,
kiekvienoje po nesoc¢ig jungti (18:1), ir pasizymintis Zema fazinio virsmo
temperatiira. B-amiloidy sukelti EIS spektry poky¢iai vizualiai yra panasis ]
spektrus, kuriose poras formuojantys toksinai — a-HL ir PAg; jsiterpia j tBLM
(IT skyriaus, 1 ir 2 pav.), suformuodami poras ir stipriai padidindami
membranos laiduma (I11.12 pav).

Taigi, pavirSiuje imobilizuotos membranos saveikos su A4
oligomerais detekcijai naudojami tie patys EIS spektro poky¢iai, kaip ir a-HL
ir PAg; atveju. II1.12 paveiksle, Bode koordinatése, vaizduojanciose Z ir fazés
priklausomybe¢ nuo daznio, stebima spektry pokyc¢iy priklausomybé nuo tirpiy
ABi.4> oligomery koncentracijos. Kaip matome (III.11 pav, A), didéjant A4,
koncentracijai, stebimas impedanso modulio sumazéjimas zemy dazniy srityje

ir atsirandantis fazés minimumas (II1.12 pav, B).
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I11.12 pav. Prijungtos prie pavirSiaus dvisluoksnés membranos (BLM = -ME:WC14
= 7:3 ir DOPC) laidumo priklausomyb¢ nuo skirtingy AP oligomery koncentracijy —
Bode koordinatés. APi-4, oligomery koncentracijy diapozonas (uM): juoda — 0 uM,
raudona — 0,25 pM, mélyna — 0,48 uM, zalia — 0,90 uM, geltona — 1,61 uM, alyviné —
2,48 uM.

Nustatéme, jog fazés poslinkis nuosekliai seka AP;.4
koncentracijos augimg, o fazés rekSmé nekinta (II1.12 pav. B). Impedanso
modulio rekSmeé fazés minimumo taske, did¢jant toksino koncentracijai,
maze¢ja. PanaSiis reikSiniai buvo stebimi ir jau aprasytu o-HL atveju (II
skyrius, 11.2 pav.). Taciau, kaip matysime, véliau, AB;_4, oligomerais paveikty
membrany joninis transporto mechanizmas ryskiai skiriasi nuo jony judéjimo
per membranoje vandens pripildytas poras, suformuotas bakteriniy toksiny.

Gauti EIS spektrai, prie$ ir po membranos inkubacijos su toksiskais [3-
amiloidy oligomerais, yra modeliuojami tuo paciu, anks¢iau naudojamu
ekvivalentiniu elektriniu modeliu, aprasytu tyrimo metody dalyje. Vieno i§ EIS
spektry (II1.12 pav.) sumodeliuoti duomenys pavaizduoti II.2 lenteléje.
Stebétinas yra AP;4 sukelto membranos pazeidimo beveik 100 %
griztamumas. Po AP,4, atplovimo, tBLM elektriniai parametrai yra tokie,
kokie buvo ir prie§ AP;4, oligomery inkubacijg (III.2 lentel¢). Tai visiskai
nebtdinga bakteriniy toksiny kanalams (o —hemolizino ir juodligés toksino ar

VLY atveju).
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I11.2 lentelé. tBLM (DOPC) parametrai, pries ir po A;.42 oligomery inkubacijos ir
iSplovus i§ sistemos AP, geriausiai modeliuojantys EIS spektrus pagal ekvivalenting
granding. Parametry vertés yra suvidurkintos i§ n = 17 matavimy ir normalizuotos |
geometrinj elektrodo plota.

+
Parametrai Suformuota  tBLM +1,61 uM  Nuplauta

tBLM Aﬂ 1-42 tBLM
CPELm, pF/cm” 0,88 1,0 0,89
OBLM 0,986 0,973 0,985
CPEqer, uF/cm® 4,9 8,0 53
Oldef 0,494 0,944 0,535
Reer, kQ*em? 140,0 5,6 142,7
Modelio atitikimo 1,14 33 2,44

kokybe, y** 10*

Kaip jau minéta anksciau, pavirSiuje imobilizuotos membranos savybes
apibudina parametras CPE g\, kai jo eksponenté oy yra artima 1, jj galima
laikyti elektrine talpa. Fosfolipidinio dvisluoksnio elektriné talpa tiesiogiai
priklauso nuo membranos dielektriniy savybiy ir yra atvirk§ciai proporcinga
savo storiui. Suformuotos tBLM talpos verté, nustatyta i§ 17 nepriklausomy
matavimy, yra 0,88 pF/cm?, tuo tarpu po AP, inkubacijos, $is parametras jau
sickia 1 pF/cm’. Taigi talpos pokytis, atsirandantis dél saveikos su AP,
oligomerais, siekia 12 %, ir tai pirmiausia sietume su membranos dielektrinés
skvarbos pokyciu (zr. toliau).

PavirSiuje imobilizuotos membranos, sgveikaudamos su tirpiais [-
amiloidy oligomerais, tampa stipriai pralaidzios jonams. Taigi, §§] membranos
pazeidimg modeliuoja, jau apraSyti ekvivalentinio modelio paralelinés
grandinés elementai — CPEy.s ir Ryer. Kaip matome i$ II1.2 lenteléje pateikty
duomeny, Ry parametro verté, po tBLM inkubacijos su AP;.4p, stripriai
sumazéja: nuo 140 iki 5,6 kQ-cm?, beveik per dvi eiles. Defekty talpos (CPEqer)
eksponentés pakitimas nuo 0,49 link 1, rodo augant] membranos defektiSkuma.
Abu parametrai yra beveik 100 % griztami, paSalinus i§ sistemos AP;.4
oligomerus.

Kaip jau buvo raSyta, laidumas yra apibréziamas tokia formule: Yp =

Reef | ir atspindi jony transporto savybes per membrana, po saveikos su AP
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oligomerais. I11.12 paveiksle atidéta laidumo, Y ag, ir fosfolipidinés membranos
talpos, CPEg M, priklausomybé nuo AP;.4, koncentracijos tirpale. CPEim
beveik tiesiskai priklauso nuo A4, koncentracijos, o detektuojamas bendras
talpos pokytis visame koncentracijy diapozone yra ~ 20 % (II.13 pav).
CPEgLm pokycio, kuris bendru atveju gali buti indukuotas tiek membranos
suplonéjimu, tiek dielektrinés skvarbos iSaugimu, Siuo atveju negalime sieti su
fosfolipidinio dvisluoksnio storio poky¢iu. Nes, tiriant AP;4, jtaka tBLM
geometrijai neutrony reflektometrijos metodu’ nebuvo stebimas bent kiek

zymesnis nei 1 — 2 % dvisluoksnio storio pokytis (Valincius ir kt., 2008).

1.4 - - 500
A
42, «—
= L
i + 400
~ 14 A & ~N
= 4 4 E
(X + 200 =
e i 7
e 2
- L J o~
= e -4
= 1200 &
E -
g 047 —>
© 4 100
0.2 - .
* L J
0 T T T T T 0
0 0.5 1 1.5 2 25

AR koncentracija, pM

III.13 pav. tBLM (suformuotos i§: WC14:ME = 3:7 + DOPC) laidumo ir talpos
priklausomybés nuo AP;.42 koncentracijos. Raudoni/trikampiai — atitinka tBLM talpos
kitima, o zali/rutuliukai — tBLM laidumo kitimg priklausomai nuo APi.4
koncentracijos. Visos laidumo ir talpos reikSmeés gautos i§ EIS spektry modeliuojant
juos ekvivalentiniu elektriniu modeliu.

Taigi, stebimas membranos talpos pokytis siejamas su fosfolipido
dielektrinés konstantos, epopc padidé¢jimu nuo 2,8 iki ~ 3,4. Dielektriné
konstanta didéja dél AP,.4; isiterpimo j fosfolipidinj dvisluoksnj, nes baltymy ¢
yra didesné uz alkany grandiniy, ir todé¢l stebimas tiesiskas talpos kitimas nuo

ABi4 oligomery koncentracijos (II.13 pav). Uztat, dél pavirSiuje

? Darbas atliktas kartu su partneriais i§ prof. M. Loesche grupés Carnegie Mellon Universitete ir
Nacionaliniame Standarty ir Technologijos Institute, JAV.
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imobilizuotyjy membrany dielektrinio pazeidimo efekto smarkiai iSauga
elektrinis membranos laidumas, Y g. Jis kinta netiesiSkai, o priklauso nuo Ap;.

4 koncentracijos laipsniskai, pagal désnj artima parabolés désniui (II1.13 pav).

2.2 Jony, judanciy per AB;.,; oligomery paveiktq membrang, aktyvacijos
barjero nustatymas

Kaip ir PTFs atveju, buvo pasinaudota temperatiros poveikio
fosfolipidiniy membrany, paveikty A4, oligomerais, laidumo jvertinimu, kad
apskai¢iuotume efektyving jony judéjimo per membrang energija.
EksperimentiSkai stebima, jog temperatiiros jtaka membranoms, paveiktoms
AP, oligomerais, yra zymi. Temperatiiriniai eksperimentai buvo atliekami
tBLM inkubuojant su AB;4, = 1,61 uM. Eksperimentiniai duomenys atidéti
pusiau logaritminése Arenijaus koordinatése (III.14 pav). Palyginimui jdéti
duomenys: jony judéjimo elektrolito tiiryje ir jony judéjimo per jterpta,
funkcionuojantj a-hemolizino kanala.

Jau i$ paties III.14 paveikslo matosi, jog AP;4 oligomery indukuoto
laidumo priklausomybé nuo temperatiiros yra zymiai stipresné nei o-
hemolizino (kreivés nuolinkio kampas didesnis). Efektyviné aktyvacijos
energija, apskaiciuota i§ Arenijaus lygties, AP.4, atveju yra E, = 36,77 kJ/mol,
ir yra stipriai didesné nei aktyvacijos energija sukelta, laisvai elektrolito tirpale
judanciy jony, kuri siekia tik Ea ~ 6,5 kJ/mol ir didesné¢ nei abiejy PTFs:
atitinkamai 9,85 kJ/mol a — HL atveju ir 7,0 kJ/mol PAg; kanalo atveju.

Nustatéme, jog AP,.4, sukelto membranos laidumo aktyvacijos energijos
barjeras yra beveik 4 kartus didesnis nei laidumo, sukelto a-HL ir PA4; atveju.
Palyginus Sias reikSmes, matome, kad A4, oligomery sukeltas jony transporto
per fosfolipiding membrang molekulinis mechanizmas ryskiai skiriasi nuo PFT
pazaidos mechanizmo. Skirtingai nei poras formuojancio toksino, a-hemolizino
atveju, kai Ea visai nepriklauso nuo a-HL koncentracijos (zr. II skyrius, I1.2
lentelé), AP,.4, oligomery sukelta tBLM laidumo aktyvacijos energija jau

stipriai priklauso nuo A4, koncentracijos (Valincius ir kt., 2008).
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II1.14 pav. Arenijaus koordinatés, kuriose: uzpildytais simboliais (Apacioje) —
elektrolity; kvadratais (virSuje) — a-hemolizino joninio kanalo, apskritimais — A;.42,
sukeltos laidumo priklausomybés nuo temperatiiros. tBLM, suformuota i§ DPhPC ir
B-ME:WC14 = 7:3 prie pH 7,5, buvo 60 min inkubuojama su 140 nM o—HL tirpalu
(kvadratai, tus¢iaviduriai). Tiriant AB;4, sukelta laidumo priklausomybe, tBLM buvo
formuojamos i§ DOPC ir B-ME:WC14 = 7:3 prie pH 7,5 ir inkubuojamos su 1,61 uM
APi.42 tirpalu. Abi kreivés (apacioje), atspindi laidumo kitima elektrolite: 100 mM
NaCl, 10 mM fosfatinéje buferinéje sistemoje.

Didel¢ aktyvacijos energija rodo, jog P-amiloidy sgveikoje su
fosfolipidine membrana gerai molekulinés, vandeniu (elektrolitu) uzpildytos
mikroporos, nesusidaro, todé¢l iSkeliame prielaida, kad AP;.4, oligomerai gali
formuoti  skirtingus regionus su lokaliai dideliomis dielektrinémis
konstantomis. tokiuose regionuose jony pasyvaus judéjimo per membrang
barjeras Zymiai sumazéja ( nuo >100 kJ/mol * iki ~ 30 kJ/mol), ko pasékoje
judan¢iy per tBLM kruvininky (jony) judriai padidéja tiek, kad uztikrina
stebimg tBLM laidj. Kita prielaida — sagveikaudami su tBLM, AP, 4, galbt gali
pakeisti lipidy dielektring struktiirg taip, kad palengvinty jony translokacija,
toks mechanizmas labiau budingas nuo jtampos priklausantiems baltymams

(pvz.: sinapsiy Ca*" kanalas) (Valin&ius ir kt., 2008).

* Fosfolipidiniy membrany barjeras, jvertintas pagal Borno teorijg vienvalen¢iam Cl- jonui yra apie 120
kJ/mol.
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2.3 Toksiskyjy ir netoksiSkyjy Af; 4, oligomery formy sqveika su
fosfolipidinémis vezikulémis

Fluorescencijos koreliacijos spektroskopija yra Siuolaikinis metodas
greitai ir kiekybinei baltymy sagveikos su vezikulémis analizei (Rhoades ir kt.,
2006). Darbo metu buvo tiriamas skirtingos morfologijos AP;.4, oligomery
riSimasis prie skirtingos lipidinés kompozicijos vezikuliy. Siekiant sustiprinti
AP.4; oligomery poveiki fosfolipidiniams dvisluoksniams ir priartinti in vitro
salygas, membranos modelius, prie nattiraliy membrany, buvo kuriamos
vezikulés, turincios savo sudétyje jvairiy lipidiniy komponenty. Taip pat
afiniSkumo membranoms ir sgveikos stiprumo tyrimams buvo naudojami

AP oligomery sgveikos tyrimas buvo atlickamas su vezikulémis,
sudarytomis i§ DOPC/CHO (santykis — 70/30). Prie§ eksperimentg AP;.4
oligomerai buvo charakterizuojami, jau aprasytais metodais, o naudojant FCS
3D difuzijos matavimus tirpale ir DLS, buvo jvertinti pradiniai A4,
oligomery difuzijos koeficientai ir jy dydziai. Dinaminés Sviesos sklaidos
metodu iSmatuotas vezikuliy dydis buvo 120 nm. Vezikulés, eksperimento
metu buvo be fluorescuojancios zymés, todél difuzija stebima tik 0,2 %
fluorescuojanciy A4 oligomery. Eksperimento metu gaunama bendra A4,
oligomery korealiacija tirpale (3D tirpale) ir fosfolipidinéje membranoje (3D
vezikulése). Gauti difuzijos skirtumai parodé sgveikos stipruma, priklausoma
nuo skirtingy A4, oligomery bandiniy (III.15 pav A ir B). IS koreliacinés
kreivés, po sgveikos su vezikulémis (III.15 pav, A) matomi du komponentai,
besiskiriantys difuzijos laikais tp; ~ 0,3 ms (kreivé raudona) and tp, ~ 100 ms
(kreivé juoda). Difuzijos laikas (tTp;) yra mazyjy AP;.4, oligomery, tuomet
antrasis komponentas tp, yra gautas vezikuliy kartu su AP, oligomerais,
kuris rodo, kad amiloidai sgveikauja ir risasi su fosfolipidinémis vezikulémis.

Po saveikos stebimas stiprus difuzijos laiko sulétéjimas, taigi, ir difuzijos
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koeficiento sumaz¢jimas, kas rodo stiprig toksiskyjy oligomery saveika su

vezikulémis.
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III.15 pav. FCS APj.4, oligomery ir su vezikulémis autokoreliacinés kreivés,
sumodeliuotos su 3D modeliu (modelis su dviem 3D komponentais). A. Toksiskyjy
APi.42 oligomery difuzijos kreivé (raudona) ir sgveikoje su vezikulémis (juoda
kreive). Gautas A;.4; oligomery difuzijos laikas mazas — 0,3 ms, toks laikas atitinka
apie 3 nm dydZio oligomerus, po saveikos matomas labai staigus difuzijos laiko
padidéjimas, kas rodo stipria mazyjy Afi.4 oligomery asociacija vezikuléms. B.
Didziyjy APi.42 oligomery difuzijos kreivé (raudona) ir sgveikoje su vezikulémis
(juoda kreive). Detektuota sgveika labai silpna, APi.4; oligomery difuzijos laikas po
sgveikos beveik nepakinta. Kiekvienos autokoreliacinés kreivés modelio neatitikimai,
pavaizduoti kiekvieno paveikslo virSuje (kreivés 1’ —4°).

Didziyjy AP,.4; oligomery atveju (II1.15 pav., B) detektuota labai silpna
sgveika. Autokoreliaciniy kreiviy difuzijos laikai, prie§s ir po saveikos su
vezikulémis, beveik nekinta, kas rodo silpnesne didziyjy A4, oligomery
asociacija vezikuléms. Didinant vezikuliy koncentracija stebimas difuzijos
laiko (autokoreliaciniy kreiviy poslinkis i desine) sulétéjimas, taigi ir difuzijos
koeficiento sumazéjimas, kas rodo stiprig mazyjy A4 oligomery, paruosty
pagal protokola I, sgveika su vezikulémis (III.16 pav). Matome, kad jau ties 1
mM vezikuliy, visi AB;.4, oligomerai yra suristi, ir didinant toliau vezikuliy
koncentracijag iki 2 mM, suriS§imo frakcija nebekinta ir nestebime
autokoreliacijos poslinkio. Eksperimento metu stebimas jsisotinimas
oligomerais, kurio metu suriSty A4, oligomery frakcija pasiekia beveik 1

(ITI.16 pav.), kas rodo, kad visi oligomerai tirpale yra susiriS¢ su vezikulémis.
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III.16 pav. FCS autokoreliacijos kreiviy poslinkis didinant vezikuliy koncentracija.
Meélyna spalva — tai laisvy A4 oligomery autokoreliacijos kreivé. Ruda — tai AB;.4
oligomery difuzija sgveikoje su 0,5 mM DOPC/CHO30% vezikulémis. Violetiné —
saveikoje su ImM DOPC/CHO30% vezikulémis. Oranzin¢ — sgveikoje su 2 mM
DOPC/CHO30% vezikulémis.

Ivairios kompozicijos vezikulés, bei vezikulés 1§ lipidinio
ekstrakto buvo naudojamos mazyjy A4, oligomery afiniSkumo membranoms
tyrimams. Buvo pasirinktos tokios salygos, kuriy metu vyksta visisSkas A4,
suriSimas, kai suriSty AP,.4, oligomery frakcija siekia 1. Tokiu atveju sgveikos
stebimos, sgveikaujant 0,46 uM A4 oligomery su 1 mM jvairios sudéties
vezikulémis. Rezultatai pateikti III.17 paveikslo diagramoje, kurioje APi.4;
oligomerai rodo didelj afiniSkumg DOPC ir DOPC/CHO30% vezikuléms.
Taip pat didelis afiniSkumas stebimas su nattraliy neurony lipidiniy ekstrakty
vezikulémis. Mazesnis afiniSkumas aptiktas su sintetinémis
daugiakomponentémis vezikulémis, turin¢iomis sfingomielino, cerebrozido ir
cholesterolio, tam galéjo turéti jtakos ir netinkamos vezikuliy kompozicijos

pasirinkimas.
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I1.17 pav.' SuriStos A4, frakcijos priklausomybé nuo VeZikuliq sudéties.
Priklausomybé gauta, sgveikaujant 0,46 pM A4 oligomery su 1 mM jvairios
fosfolipidinés sudéties vezikulémis.

2.4 AB;.4; oligomery sqveikos ir afiniSkumo fosfolipidiniams komponentams
tyrimas

Sioje darbo dalyje buvo siekiama istirti amiloidy oligomery,
kuriy gaminimui nenaudojami fluoro organiniai oligomerizacijos inhibitoriai,
tokie, kaip HFIP, suformuoty pagal, taip vadinamg NaOH protokolg, poveikis
tBLM ir fosfolipidinéms vezikuléms. Kol kas toksiSkumo tyrimai su $iais
amiloidais nebuvo vykdomi.

Saveikos su AP;4 oligomerais metu, prie pavir§iaus prijungty
membrany EIS spektras kinta, ypatingai didesnése peptido koncentracijose
(ITI.18 pav.). Stebimi pokyc¢iai yra panasis ] jau apraSytus, tik skiriasi APi.4;
oligomery veikimo koncentracijos diapozonas, ir pirmiausia stebimi Zemy
dazniy srityje (III.18 pav A ir B). III.17 A paveiksle pavaizduoti tBLM EI
Cole-Cole spektry priklausomybé nuo AP,.4, oligomery koncentracijos tirpale.
Aptiktas spektro kitimo pobiidis - labai panaSus | AB;_4, oligomery, suformuoty
pagal protokolg I. Tik Siuo atveju peptido zymaus poveikio nematome net iki 4

uM, o stiprus veikimas pradedamas stebéti ties 5 uM (II1.18 pav. A ir B).
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IILI.18 pav. A tBLM suformuotos i§ HC18:bME (3:7 mol:mol, 0,1 M NaCl, pH 7.4
buferyje) ir DOPC/CHO/SM. EIS spektry Cole Cole koordinatés, talpos
priklausomybés nuo AP;.4> oligomery koncentracijos, kur: juoda — 0 uM, mélyna — 1
uM, zalia — 2 uM, geltona — 3 pM, pilka — 4 uM, ruda — 5 uM, alyvin¢ — 6 uM,
garsty¢iy — 8 uM, raudona — 10 pM. Padidintas, talpos srities, vaizdas, spektras
pavaizduotas daznio diapozone nuo 100 kHz iki 1 Hz.

B tBLM suformuotos i§ HCI18:bME (3:7 mol:mol, 0,1 M NaCl, pH 7.4
buferyje) ir DOPC/CHO/SM. EIS spektry Bode koordinatés, impedanso ir fazés
priklausomybés nuo AP;.4» oligomery koncentracijos, kur: juoda — 0 uM, mélyna — 1
uM, zalia — 2 uM, geltona — 3 pM, pilka — 4 uM, ruda — 5 uM, alyvin¢ — 6 uM,
garstyCiy — 8 pM, raudona — 10 pM.
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Matome, kad priklausomai nuo AP,4 oligomery koncentracijos,
kompleksinés talpos spektro pusapskritimio padétis kinta, ji tolsta nuo x — aSies
ir juda i kaire, bet tuo paciu auga i virsy (“Siaur¢”) (II1.18 pav. A). Tokie Cole
— Cole spektry pokyciai, pagal matemating analiz¢ (Valincius ir kt., 2012) yra
diagnostinis, did¢jancio defekty tankio atsiradimo, priklausomai nuo
koncentracijos, kriterijus. EIS spektry fazés minimumas Bode koordinatése
slenkasi | deSing, ir panaSiai, kaip ir PFT atveju, paties minimumo reikSme
nekinta (I11.18 pav. B).

Tiriant membranos laidumo priklausomybe nuo A4, koncentracijos,
gautas tBLM laidumas, kuris kaip jau buvo rasyta, apibréziamas: Ygim = 1/
Rger (HI.19 pav). II.19 paveiksle atidéta normalizuotos pradinés reikSmes
atzvilgiu skirtingos sudéties membrany laidumo priklausomybés nuo A4,

koncentracijos tirpale.
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I11.19 pav. Skirtingy lipidiniy kompozicijy membrany (suformuoty ant SAM = B-ME
: HC18 = 7:3) laidumo priklausomybés nuo Ap;.4, oligomery koncentracijos, kur:
violetine spalva — tBLM, suformuota i§ fosfolipido DOPC, Geltona — tBLM i§
fosfolipidy misSinio DOPC/DOPS10%, zalia — tBLM i§ fosfolipidy miSinio
DOPC/CHO30%, raudona — tBLM 1§ fosfolipidy misinio DOPC/CHO 30%/SM7%.
Eksperimentai atlikti 20 °C temperatiroje.

Gauti rezultatai rodo, jog prie AP;4 oligomery, suformuoty pagal
NaOH protokolg, mazesniy nei 4 pM koncentracijy nestebime jokiy pokyciy
EIS spektruose (II1.19 pav). Tuo tarpu, kaip jau buvo rasyta, AB_4, oligomery,

171



III skyrius. AP;.4, oligomery ir tBLM saveikos bei neurotoksiSkumo tyrimas

suformuoty pagal protokolg I, atveju, jau zymy poveikj stebime prie 0,25 uM
(ITL.11 pav.) tBLM laidumas pastebimai pradeda didéti nuo 4 pM A4,
koncentracijos. Toliau didinant toksino koncentracija, stebime ryskius
poky€ius, varijuojant membrany fosfolipidinei sudéciai (III.19 pav).
Stipriausias, tokiy AP;.4, oligomery poveikis, matomas membranoms,
sudarytomis i§ DOPC/CHO/SM, kuriose SM sudaré 7 % visos fosfolipidinés
sudéties. Ir lyginant su poveikiu DOPC/CHO membranoms, jis ryskiai skiriasi,
kas rodo, kad pagrindinis komponentas, atsakingas uz signalo amplifikacija yra
sfingomielinas. Tuo tarpu AP,4, poveikis jkrautai tBLM, sudarytai i$
DOPC/DOPS, buvo maziausias (II1.19 pav.).

Nustacius, jog APi.4, oligomerai turi didelj poveikj sfingomielino
tyrinCioms membranoms, be to poveikis yra stipriai jtakojamas tBLM
fosfolipidinés sudéties, buvo pabandyta nustatyti jony, judanciy per A4
oligomery paveiktas skirtingos sudéties membranas, aktyvacijos barjerus.
Pirmiausia, eksperimentiskai stebima, jog temperatiiros jtaka membranoms,
paveiktoms A4, oligomerais, yra Zymi. Temperatiiriniai eksperimentai buvo
atlieckami tBLM, suformuotai i§ DOPC inkubuojant su skirtingais paruostais
ABi.4 oligomerais: pagal NaOH protokolg, naudojant 10 uM; pagal protokolg
I, naudojant 3 pM; pagal HFIP/NaOH protokola, naudojant 5 upM.
Koncentracijos buvo pasirinktos tokios, kuriy kiekvienos atveju, indukuotas
membranos laidumas biity vienodas. Eksperimentiniai duomenys atidéti pusiau
logaritminése Arenijaus koordinatése (II.20 pav., spalvoti simboliai).
Palyginimui jdéti jony judéjimo elektrolito tiiryje duomenys (III.20 pav.
tuSciaviduriai simboliai). Jau i§ paties 20 paveikslo kreiviy nuolinkio kampo
matosi, jog AP oligomery, suformuoty pagal protokolg I (II1.20 pav.,
raudoni simboliai), indukuoto laidumo priklausomybé nuo temperatiiros yra
stipresné nei A4, oligomery, suformuoty pagal NaOH protokolg (111.20 pav.,
mélyni simboliai). ISskaiCiuotos aktyvacijos energijos i§ Arenijaus koordinaciy
veikiant: Ab, 4, oligomerais, pagal NaOH protokolg, siekia 11,6 kJ/mol; Ab, .4,
oligomerais, pagal protokolg I, siekia 17,2 kJ/mol; Ab,4, oligomerais, pagal
HFIP/NaOH protokolg, siekia 13,4 kJ/mol. Tuo tarpu jony judéjimo elektrolito
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turyje, aktyvacijos energija kiekvienoje sistemoje sieké apie 5,5 kJ/mol visais

atvejais.
3.1
* AR NaOH _DOPC
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IIL.20 pav. Arenijaus koordinatés, kuriose pavaizduotos skirtingais protokolais
paruosty Ai.4> oligomery (spalvoti simboliai) sukeltos laidumo priklausomybés nuo
temperattiros ir laidumo kitimai paprastame elektrolite (tus¢iaviduriai simboliai).
Visuose eksperimentuose tBLM buvo suformuota i§ DOPC ir B-ME:HC18 = 7:3 prie
pH 7,4. Trikampiai raudoni — vaizduoja Ap;.4> oligomery, pagaminty pagal NaOH
protokolg, poveiki. Naudojama Af;4, oligomery koncentracija buvo 10 pM.
Atitinkamai atidétas toje sistemoje atidétas laidumo pokytis elektrolite (trikampiai
tuSCiaviduriai). Apskritimai Zali — vaizduoja A4, oligomery, pagaminty pagal
protokolg I, poveiki, kuriy koncentracija 3 puM, o atitinkamai tuS¢iaviduriai
apskritimai — pokytj elektrolite. Rombai mélyni — vaizduoja A4 oligomery,
pagaminty pagal maiSyta NaOH/HFIP protokolg, poveikj, kuriy koncentracija 5 pM,
atitinkamai tus¢iaviduriai rombai — poveik] tirpale.

Isskaiciuotos aktyvacijos energijos pateiktos III.3 lentel¢je. Matome,
kad didziausia aktyvacijos energija gauna jkrautos membranos atveju
(DOPC/DOPS), tuo tarpu jony judéjimo, per membrang sudarytg i§ DOPC ir
DOPC/CHO30%, aktyvacijos energija buvo panasi apie 11 kJ/mol (IIL.3
lentelé). Netikétas rezultatas, gautas kai, jonai lengvai juda per AP

oligomery paveiktas membranas, turincias sfingomielino. Siuo atveju
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iSskaiCiuota aktyvacijos energija sieka tik 7,1 kJ/mol (II1.3 lentel¢). Tokia verté
jau palyginama su apskaiCiuota aktyvacijos energija poras formuojanciy
toksiny atveju ir elektrolite. Rezultatai rodo, kad A4 oligomery veikimo
pobudis, membranose, turinfiose sfingomielino, yra kitoks, nei jo neturinciose.

Ta patvirtina ir pastebimai didesnis amiloidy indukuotas tBLM laidumas.

I11.3 lentelé. Aktyvacijos energijy, iSskaiciuoty i§ Arénijaus koordinaciy (II11.20 pav.),
palygimas A4, oligomery (10uM, paruoSty pagal NaOH protokolg) indukuoto
laidumo, skirtingos lipidinés kompozicijos membranose ir jony laidumo elektrolite.

Fosfolipidai Aktyvacijos energija,
AEa defekty, kJ/mol
DOPC 1.6
DOPC/CHO30 11,1
DOPC/CHO/SM 7.1
DOPC/DOPS 143
tBLM elektrolito ss
tirpale, 100 mM NaCl )

3. Apibendrinimas

Darbe optimizuoti toksiSkyjy AP, 4, oligomeriniy formy gavimo
protokolai. Suformuoty in vitro, pagal protokolus I, II, AP, 4 agregaty
morfologijos tyrimai, pasitelkiant pavirSinj matavimo metoda: atominés jégos
mikroskopijg ir tirinius metodus: DLS ir FCS, parodé¢ turimas dvi daleliy
populiacijas, besisikirianCias dydziu. Buvo nustatyta sgsaja tarp AP 4
oligomeriniy daleliy dydzio ir neurotoksiSkumo: didziausiu toksiSkumu
pasizymi AP 4, oligomerai, kuriy dydis, pagal AFM yra 1 — 3 nm, tuo tarpu
oligomerai, kuriy dydis 5 — 10 nm nebuvo neurotoksiski kultivuojamoms
neurony kultiroms. Siy skirtingy AP;_4 oligomery CD spektry analizé,
neparodé jokiy zZymiy skirtumy jy antringje struktiroje, kurioje dominavo [-
kolstés (43 %). SDG metodu parodyta, kad AP,4, oligomerai ir fibrilés
adsorbuojasi oro/vandens faziy riboje orientuotoje formoje, taigi, generuoja

stiprius vibracinius signalus, besiskiriancius tarp jvairiy formy agregaty, taigi
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gali biiti panaudoti, kaip spektriniai zZymenys, toksiSkyjy AP oligomery
detekcijai.

Panaudojus FCS metoda, istirta AP,4, oligomery saveika su
sintetinémis fosfolipidinémis membranomis (veziuklémis), taip pat su
realiomis membranomis, gautomis i§ ziurkiy neurony lipidinio ekstrakto. Po
sgveikos stebima toksiSkyjy A4 oligomery sulétéjusi difuzija, priklausoma
nuo vezikuliy koncentracijos, tuo tarpu sgveikos neaptikta didziyjy oligomery
atveju.

EIS pagalba, darbe parodyta, jog APB;.4> oligomerai pazeidzia dielektrinj
fosfolipidiniy membrany integraluma. Sis paZeidimas vyksta dél oligomery
sgveikos su membranomis, kurios pasékoje membranos dielektriné konstanta
smarkiai iSauga, sudarydama salygas jonams judéti per membrang. Nustatyta,
jog sukeltas tBLM dielektrinio pazeidimo pobudis skiriasi, varijuojant AB;.4,
oligomery paruoSimo protokolus ir membranos lipiding sudétj. Stipresnis AB;.
4 oligomery poveikis stebimas fosfolipidinéms membranoms, turin¢ioms
sfingomielino. Jony judé¢jimo, pro A4, oligomery, paruosty naudojant HFIP
oligomerizacijos inhibitoriy (protokolas I), aktyvacinis barjeras yra didelis
(>30 kJ/mol). Tai rodo, rodo kokybiskai skirtingg jony judéjimo mechanizma,
nei tas, kuris stebimas poras formuojanciy toksiny atveju. Taciau, paruosus
oligomerus, nenaudojant HFIP inhibitoriaus, membrany, ypac turinciy
sfingomielino, pazaida tampa panas$i ] ta, kuri stebima poras formuojanciy
toksiny atveju, o jony judéjimo per membrang aktyvacijos barjeras sumazéja

iki mazdaug 7 kJ/mol.
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ISVADOS

. Dirbtiniy fosfolipidiniy membrany fizinés savybes priklauso nuo molekulinio
inkaro, naudojamo membrany imobilizavimui prigimties. Naudojant
mononesoCiyjy rugsciy fosfolipidinj inkarg HCI18 (70%), pavirSinis
fosfolipidy difuzijos koeficientas yra 4.0 pum?/s, sodiyjy riebiyjy rugiciy
fragmentus turin¢iy inkary WC14(70%) ir FC16 (70%), atvejais difuzijos
koeficientas sieké atitinkamai — 1,9 pmz/s ir 1,6 umz/s.

. Nustatyta, jog dirbtiniy membrany defektiSkumas priklauso nuo fosfolipido
prigimties ir auga fosfolipidy eil¢je: DPhPC < DOPC < DEcoPC < POPC <
OPPC.

. Sukurtos daugiakomponentés (iki 5 komponenty) lipidinés sistemos,
imituojancCios neurony membranas ir pademonstruota galimybé perkelti
gyvyjy organizmy lgstely lipidinius ekstraktus and pavirSiaus, suformuojant
tBLMs.

. Pademonstruota galimybé modifikuoti tBLM, gaunamy tirpiklio pakeitimo
metodu, sudéti, naudojant tiesioginius lipido mainus tarp vezikuliy ir
pavirSiuje imobilizuotos membranos.

. EIS metodu, jrodytas poras formuojanciy toksiny (a-HL, PA63) funkcionalus
isiterpimas ] tBLM. Abu toksinai, a-HL ir PAg;, sagveikaudami su membrana
jas pazeidzia negrjztamai, jony judéjimo per a-HL ir PA63 poras ktyvaciniai
barjerai yra atitinkamai 8,7 kJ/mol ir 7.0 kJ/mol.

. EIS metodu jrodyta, jog vaginolizino jsiterpimui | membrang biitinas
cholesterolis. Toksino sukeliama membranos pazaida stebéta iki apatinés
baltymo detekcijos ribos mazdaug 6 nM.

. Aptikta stipri koreliacija tarp AB;.4, oligomery neurotoksiskumo ir jy dydzio:
didziausiu toksiSkumu pasizymi oligomerai, kuriy dydis, iSmatuotas AFM
yra 1 -2 nm.

. Gauta, jog oras/vanduo faziy riboje A4, oligomerai ir fibrilés adsorbuojasi
orientuotoje  biisenoje, ir generuoja stiprius vibracinius signalus,
besiskiriancius tarp jvairiy formy agregaty, o toksiskyjy AP;.4, oligomery
detekcijai, galima panaudoti charakteringg rezonansg, spektrini zymenj, ties
2912 cm™ siejama su metileno grupiy asimetriniu virpesiu.

. Nustatyta, jog AP,.4, oligomerai pazeidzia tBLM. Pazaidg lydi membranos
dielektrinés konstantos padidéjimas. Pazaida priklausoma nuo A4
oligomery koncentracijos.
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10. Nustatyta, jog tBLM pazaidos pobiidis ir suriSimo su membrana stipris

11.

skiriasi, priklausomai nuo AP,4 oligomery paruosimo protokolo ir
membranos lipidinés sudéties. Be oligomerizacijos inhibitoriaus HFIP gauty
oligomery pazaida pasizymi zemesne jony judéjimo aktyvacijos energija, nei
oligomery gauty, naudojant HFIP.

ABi4  oligomery  sukeliama tBLM pazaida pastebimai stipresné
membranose, turin¢iose sfingomielino.
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