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SANTRUMPOS

us — mikrosekundé (0,000 001 s)

AJM - atominiy jégy mikroskopas

ASB — Sarmams jautri jungtis

CWI — (cell wall integrity) Iastelés sienelés vientisumas
CWP — (cell wall proteins) lgstelés sienelés baltymai
DNR - deoksiribonukleinortigstis

DTT - ditiotreitolis

EDTA - etilendiamintetraacto rigstis

EPB — elektroporacijos buferis

FITC — fluoresceino izotiocianatas

FTIR - Furjé infraraudony spinduliy spektroskopija
GlcNAc — N - acetilgliukozaminas

Glu - gliukozé

GPI — glikozilfosfatidilinozitolis

IEL — impulsinis elektrinis laukas

IGBT - bipolinis tranzistorius su izoliuota uztiira
ISE — jonams selektyvus elektrodas

YPD — mieliy peptono dekstrozés terpé

KARS — koherentin¢ antistokso Ramano sklaida
KFE — kolonijy formavimosi efektyvumas

Leu - leucinas



NDS — natrio dodecilsulfatas

ns — nanosekundé (0,000 000 001 s)
OT - optinis tankis

PEG - polietilenglikolis

PIR — (proteins with internal reapeats) baltymai turintys vidinj

pasikartojima
ps — pikosekundé (0,000 000 000 001 s)
SC — pilna sintetiné mieliy terpé
SEM — skenuojantis elektroninis mikroskopas
STM - skenuojantis tunelininis mikroskopas
TEM — perSvieciantis elektroninis mikroskopas
TPP" — tetrafenilfosfonio jonas
TRIS — trishidroksimetilaminometanas
TTL — tranzistorius — tranzistorius impulsy generatorius
VLIJ — visos Iastelés jutiklis

Ay — membranos potencialas



[VADAS

Mielés  Saccharomyces  cerevisiae —  Zemesnieji  eukariotiniai
mikroorganizmai  naudojami  kaip  modelinis  objektas  jvairiuose
fizikocheminiuose tyrimuose, kuriy rezultatai leidzia giliau suprasti analogisky
procesy eigg ir reguliavimg auksStesniuosiuose eukariotuose (Botstein ir Fink
2011). Mieliy Iasteles gaubianti sienelé yra dinaminé struktiira veikianti kaip
laidumo barjeras jvairioms toksinéms ir netoksinéms medziagoms (Ganeva ir
kt., 1995; Aouida ir kt., 2003). Be to sienelé¢ apsprendzia sgveika tarp
mikroorganizmo ir aplinkos. Pavyzdziui ji nulemia lgsteliy tarpusavio sgveika
(flokuliacijg) (Briickner ir Mdsch 2012), taip pat atsakinga uz grybeling
zinduoliy infekcija, bei sgveika vykstancia tarp infekuojamy ir mieliy lasteliy
(Kanbe ir kt., 1997).

Mieliy lasteliy pavirSiaus struktirinéms ypatybéms bei jy laidumo
pokyCiams jvairioms medziagoms tirti placiai naudojami biologiniai ir
fizikocheminiai tyrimo metodai. Pastaruoju metu Salia klasikiniy metody Siems
tikslams pasiekti pradéti taikyti tokie metodai kaip: TEM (perSvieciantis
elektroninis mikroskopas), SEM (skenuojantis elektroninis mikroskopas),
FTIR (Furjé infraraudony spinduliy spektroskopija) (Corte ir kt., 2010), KARS
(koherentin¢ antistokso Ramano sklaida) (Kano ir Hamaguchi 2005),
elektrocheminiai (Garjonyte ir kt., 2009) ir AJM (atominiy jégy mikroskopas)
(Suchodolskis ir kt., 2011). Tai greiti ir informatyvis tyrimo metodai,
leidziantys in vivo nustatyti lasteliy sienelés struktiiriniy komponenty
kokybinius ir kiekybinius poky¢ius. Siy metody pagalba galima ne tik nustatyti
bei charakterizuoti mikroorganizmus, bet ir tirti jvairiy veiksniy poveikij

mikroorganizmy lgsteléms.

Gerinant antibiotiky poveikj bei prasiskverbimo per sienele greiti
dazniausiai keiCiamos pacios antibiotiky molekulé arba sienelés pralaidumas
(Ghannoum ir Rice 1999). Todél mieliy sienelé tiriama siekiant jvertinti

paveiktos sienelés pralaidumg jvairioms medziagoms, skirtoms kryptingai



paveikti mieliy savybes (De Nobel ir Barnett 1991; Chen ir kt., 2008) arba
padidinti iSeiga technologiniu pozitriu reikalingy, nesekretuojamy baltymy
(Ganeva ir kt., 2003). Chemiskai pakeitus sienelés pralaidumg yra pasiekiamas
didesnis mieliy Igsteliy genetinés transformacijos (lastelés genetiniy savybiy
pakeitimas) efektyvumas (Ito ir kt., 1983; Filyak ir kt., 2013). Akivaizdu, jog
cheminio poveikio i$Sauktas sienelés pralaidumo kitimas turéty biti lydimas ir
zenkliu mechaniniy lgstelés savybiy pakitimu. Tacdiau tyrimai atskleidziantys
cheminio poveikio jtaka mechaniném mieliy savybém lig Siol nebuvo

atlieckami.

Atominiy jégy mikroskopas pastaruoju metu sékmingai buvo
panaudojamas gyvininiy Igsteliy ir mieliy mechaniniy savybiy tyrimams
(Janmey ir McCulloch 2007; Dague ir kt., 2010). AJM pasizymi labai auksta
skiriamgja geba (nm ribose) ir leidzia tirti pavirSines objekto savybes bei
pavirSiaus sgveiky ypatumus nanometry atstumy ribose. Labai svarbu
pazyméti, jog AJM pagalba lastelés gali biiti tirlamos joms giminingoje
supancioje aplinkoje, tai yra skystyje (Higgins ir kt., 2006; Dague ir kt., 2007).
Specialiai modifikuoti cheminiais junginiais AJM zondai leidzia tirti ir
nustatyti cheminiy rySiy lokalizacijg bei jéga (Barattin ir Voyer 2008; David ir
kt., 2008). Tuo tarpu kontaktiniame rezime, jvertinant zondo ir objekto
deformacijg, galima iStirti biologinio objekto mechanines savybes (Kasas ir
Dietler 2008). Todé¢l vienas i$ Sio darbo tiksly buvo, naudojant AJM, istirti
mieliy lasteliy mechanines savybes veikiant jas sienelés pralaiduma
keician¢iomis cheminémis medziagomis.

Yra Zinoma, jog iSorinis elektrinis laukas pakeicia gyviininiy Igsteliy
membranos pralaiduma. D¢l to buvo iSkelta hipotezeé, kad impulsinis elektrinis
laukas lagstelés membranoje pakeicia lgstelés membraning jtampa, kuriai
pasiekus kriting verte (Bernhardt ir Pauly 1973) jvyksta membranos
elektroporacija t.y. joje susidaro poros (skylutés). Manoma, kad Iastelés
membranos pralaidumo jvairiems cheminiams junginiams padidé¢jimas, yra dél

Siy pory atsiradimo (Ganeva ir kt., 1995). ISorinio elektrinio lauko parametrai
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itakoja pory kiekj ar/ir dydj, tai yra pory susidarymo proceso griZztamumag arba
negriztamumg. Néra Zinoma, kokio dydzio ar kiekio pory reikia, kad procesas
vykty negriztamai. Molekulinis pory susidarymo mechanizmas néra pilnai
paaiskintas, nes iki Siol néra eksperimentiskai jrodytas ir pory egzistavimas
lipidiniame dvisluoksnyje. [rodyta, kad paveikus impulsiniu elektriniu lauku
membranos pralaidumas jvairioms molekuléms priklauso nuo keliy pagrindiniy
parametry: impulso intensyvumo, trukmés ir impulsy skaiciaus. Elektrinio
poveikio Igsteliy savybéms tyrimai labai suintensyvéjo pastargji deSimtmetj,
kai kartu su placiai naudojamais mikro-mili sekundziy trukmés impulsais buvo
pradéti naudoti ir didelés galios nanosekundziy trukmés impulsai (Aouida ir
kt., 2003; Saulis 2008; Tanino ir kt., 2012). Stiprus (keliy Simty kV/cm) keliy
desim¢iy nanosekundziy trukmes elektrinio lauko poveikis 1gstelés membranai,
vidulastelinéms lgstelés organeléms, apoptozei ir kitiems lgstelés procesams
bei objektams buvo tirtas (Vernier ir kt., 2004; Frey ir kt., 2006; Titushkin ir
Cho 2009; Stacey ir kt., 2011) ir kity autoriy darbuose. Taciau tenka pazymeéti,
jog pagrindinis tyrimy objektas naudojant stipraus elektrinio lauko impulsus
buvo gyvuninés lastelés. Lastelés sienele turintys mikroorganizmai retai
naudojami nanosekundziy trukmés impulsy poveikiui tirti dél to, kad truksta
jautriy analizés metody Siam poveikiui vertinti (Eing ir kt., 2009). Membranos
pralaidumui tirti dazniausiai naudojami fluorescensiniai dazai, kurie pereina
hidrofobinj barjerg ir kaupiasi citoplazmoje (Ganeva ir kt., 1995). Buvo
parodyta, kad medziagos neprasiskverbia pro membrang jeigu elektroporacijos
metu atsiradusios poros yra per mazos Siy medziagy transportavimui (Saulis ir
Praneviciute 2005). Taigi elektroporacijos tyrimams naudojant trumpus didelés
galios impulsus svarbu turéti ir tinkamus S§io poveikio jvertinimui skirtus

tyrimo metodus.

Siam tikslui gali bati pritaikyti polimeriniai jonams selektyvis
elektrodai (ISE), kurie jau senai naudojami organiniy ir neorganiniy jony
nustatymui (Buhlmann ir kt., 1998). ISE jautriis riebaluose tirpiems katijonams

leidzia tirti jvairiy organizmy lgsteliy, organeliy, vezikuliy ar liposomy
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membranos potencialg ir pralaiduma (Brown ir Cooper 1995; Rotenberg 1997).
Gyviininiy lagsteliy membranos pralaidumui tirti s€ékmingai buvo pritaikyti
skvarbieji lipofiliniai katijonai (tetrafenilfosfonio (TPP")) (Min ir kt., 2004),
kurie palyginti lengvai pereina membrang ir, priklausomai nuo jy sukaupto
kiekio lgstelés viduje, galima jvertinti lastelés potencialg (Flewelling ir Hubbell
1986). Taciau Sio metodo taikymas sienelg tiirin¢iy organizmy membranos
potencialo matavimams yra komplikuotas (Ballarin-Denti ir kt., 1994). Istyrus
priezastis paaiskéjo, kad TPP" katijonai gali biiti sulaikomi mieliy Igstelés
sienel¢je ir dél to 1eéCiau skverbiasi | mieliy Igstele (Zimkus ir Chaustova 2003).
Dél sios savybés TPP" katijonai gali biiti panaudoti kaip selektyviis indikatoriai
sienelés pralaidumui tirti, paveikus mieliy Igsteles cheminémis medziagomis ar

impulsiniu elektriniu lauku.

Darbo tikslas

Istirti mieliy (Saccharomyces cerevisiae) lasteliy mechaniniy savybiy ir
mieliy plazminés membranos bei sienelés pralaidumo pakitimus, veikiant
mieliy lgsteles cheminémis medziagomis bei mikro- ir nanosekundziy trukmés

didelés galios impulsais.

Pagrindiniai uzdaviniai

e Atominiy jégy mikroskopu jvertinti mieliy (Saccharomyces
cerevisiae) lasteliy mechaninio tamprumo pakitimus, paveikus
mieliy sienelés pralaidumg jtakojancia medZziaga - ditiotreitoliu.

e Panaudojus elektrocheminj TPP' katijony koncentracijos
matavimo metoda, iStirti TPP" absorbcijos mieliy lastelése
grei¢io priklausomybe, paveikus jas 5-150 ps trukmés iki
10 kV/cm elektrinio lauko stiprio impulsais.

e Istirti 60 nanosekundziy trukmés 2-200 kV/cm elektrinio lauko
stiprio impulsy poveikj mieliy lasteliy TPP" absorbcijos greidiui
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ir nustatyti impulsinio elektrinio lauko poveikj mieliy

gyvybingumui.

Temos aktualumas ir mokslinis naujumas

Panaudojus atominiy jégy mikroskopa, pirma karta buvo nustatyta
mieliy lasteliy mechaninio tamprumo pakitimai, paveikus jas cheminémis

medziagomis, kei¢ian¢iomis sienelés pralaiduma.

Pasiiilytas naujas metodas, panaudojant elektrocheminj TPP" katijonams
atranky elektroda, tirti elektrinio lauko poveikj mieliy sieneliy pralaidumui.
Naudojant §; metoda parodyta, jog nanosekundziy trukmés stipraus (iki
200 kV/cm) elektrinio lauko impulsai padidina mieliy lasteliy pralaiduma TPP"

jonams, taciau neturi jtakos mieliy Igsteliy gyvybingumui.

Stipraus impulsinio elektrinio lauko poveikio mieliy sienelés
pralaidumui bei cheminiy medziagy poveikio mieliy mechaniniam tamprumui
tyrimy duomenys leidzia kurti naujus Siy lasteliy modifikavimo metodus,

keiciant jy sgvybes.
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Ginamieji teiginiai

l.

Paveikus Saccharomyces cerevisiae mieles ditiotreitolio tirpalu
sumazéja lgstelés mechaninis tamprumas. Eksperimentines
jdubimo nuo apkrovos priklausomybes gerai apraso Sneddon'o
modelis. Chemiskai paveikty mieliy lasteliy Young‘o moduliy
vertés apskaiciuotos naudojant §; model;j yra iki 2 karty didesnés
lyginant su chemiskai nepaveiktomis Igstelémis.

Elektrocheminis TPP" jony absorbcijos tyrimy metodas leidzia
nustatyti elektrinio lauko poveikj mieliy sieneliy pralaidumui, kai
Sios lagstelés yra veikiamos nanosekundziy ar mikrosekundziy
trukmes didelés galios elektriniais impulsais. Tokie stipraus (iki
200 kV/cm) elektrinio lauko impulsai padidina TPP" absorbcijos
greit] mieliy lastelése.

Eksperimenting absorbuoto mieliy lastelése TPP" kiekio
priklausomybe¢ nuo elektrinio lauko stiprio gerai apraso modelis
gautas naudojant antros eilés kineting lygti ir darant prielaida, jog
koeficientas, charakterizuojantis TPP" absorbcijos greitj, yra
kvadratiné elektrinio lauko stiprio funkcija. Tai rodo, jog mieliy
sieneliy pralaidumas priklauso nuo elektrinio impulso energijos.
Veikiant nanosekundziy trukmés elektriniais impulsais,
sukurianciais elektrinj laukg iki 200 kV/cm, nestebimi mieliy
lasteliy gyvybingumo pokyciai. Mieliy gyvybingumas sumazéja
iki 60% jas paveikus mikrosekundziy trukmés impulsais,

pasiekianciais iki 10 kV/cm elektrinio lauko stiprj.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.Mielés ir ju struktuara

Saccharomyces cerevisae — tai pumpuruojan¢ios vienalgstés mielés
priklausancios Ascomycota gryby tipui. Jau keleta deSimtmeciy laikomos kaip
modeliniai eukariotiniai (tai organizmai turintys membrana nuo citoplazmos
atskirta branduolj bei kitas vidulgstelines organéles turin¢ias membrang)
organizmai idealiai tinkantys ir naudojami atskleisti pagrindinius eukarioty
gyvenimo fenomenus (Botstein ir Fink 2011; Castrillo ir Oliver 2011;
Breitenbach ir kt., 2012). Sios mielés naudojamos kaip modeliniai
mikroorganizmai, nes pagrindiniai procesai (DNR ir chromosomy replikacija,
lastelés dalijimasis, geny raiska, baltymy transliacija, signaly perdavimas ir
metabolizmas) yra konservatyvus tarp mieliy ir aukStesniyjy eukarioty.
Pagrindiniai eukarioty biocheminiai ir metaboliniai keliai pirmiausia buvo
istirti S. cerevisae mielése. Tarp pagrindiniy savybiy, lemianciy mieliy
patrauklumg biologinéms studijos, yra ir tai, kad jos yra saugios, greitai
auginamos naudojant paprastus kultivavimo metodus. Be to, dél paprasty
genetiniy manipuliacijy, mieléms pirmosioms buvo nuskaitytas visas genomas

(Goffeau ir kt., 1996; Castrillo ir Oliver 2011).

1.1. pav. Mieliy struktira Sviesiniu, elektroniniu ir fluorescensiniu
mikroskopais.
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Mieliy lastelés yra po vieng ar sukibusios po kelias, paprastai elipsés
formos nuo 1 iki 10 um diametro, vienalgsciai mikroorganizmai. Aktyviai
besidauginan€ios mieliy lastelés dalinasi asimetriSkai suformuodamos
duktering lgstele — pumpurg (1.1. pav.), kuriam atsikabinus motinin¢je 1gsteléje
lieka randas (Feldmann 2005). Mieliy Iastelg gaubia sienelé, kuri atlieka ne tik
apsauging, bet ir formos palaikymo, atpazinimo bei sulipimo arba adhezijos
funkcijas (Lipke ir Ovalle 1998; Klis ir kt., 2006; Veelders ir kt., 2010;
Breitenbach ir kt., 2012).

1.2.Mieliy sienelé ir funkcijos

IS beveik 6000 mielés geny net 1200 jy atsakingi uz sienelés sandarg ir
struktiirg (Goffeau ir kt., 1996; Klis ir kt., 2006). Komponentai kovalentiskai
sujungti ] makromolekulinius kompleksus suformuoja sienele. Jos sudétyje
dominuoja du pagrindiniai komponentai [1,3-gliukanas ir glikoproteinai
(1 lentel¢) (Klis ir kt., 2006). Be to, oportunistinio zmogaus patogeno Candida
albicans sienele sudaro tie patys komponentai (Iorio ir kt., 2008), kas leidzia
daryti iSvada, kad gauta informacija apie struktiirinius S. cerevisiae mieliy

poky¢ius gali biiti pritaikoma kity eukariotiniy Igsteliy tyrimuose.

Mieliy sienelé yra dinaminé organelé apsprendzianti lgstelés forma bei
integralumg lastelei dalijantis ar augant. Taip pat priklausomai nuo aplinkos
osmosinio slégio suteikia lgstelei mechaninj atsparumag (Dague ir kt., 2010).
Mieliy Saccharomyces cerevisiae citoplazminis osmosinis slégis paprastai yra
didesnis nei lgstele supancios aplinkos. Tvirta, bet kartu ir labai elastinga
lastelés sienel¢ apsaugo nuo per didelio vandens patekimo i lastelés vidy deél
susidarancio osmosiniy slégiy skirtumo lgstelés viduje ir iSoréje. Dél | lastelés
vidy patenkanCio vandens, Iastelé didéja, tod¢l sienelé iSsitempia
neutralizuodama slégiy skirtumg ir taip sustabdydama vandens patekimag |

lastelés vidy (Klis ir kt., 2006).
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1 lentelé. Pagrindiniai mieliy lgsteliy sienelés komponentai (Stenson
2008). Zr. pav. 1.2

Sienelés komponentas Masés vidurkis Procentiné dalis
(polimerizacijos laipsnis) (kDa) Iastelés sieneléje (%)
B1,3-gliukanas (1500) 240 30-45
Glikoproteinai Kinta 30-50
B1,6-gliukanas (150) 24 5-10
Chitinas (120) 25 1,5-6

Lastelés sienelé biidama mechaniskai atspari ir labai elastinga perduoda
bei sumazina mechaninj stresa. Taip pat formos palaikymas yra biitinas
morfogenezei. Mieliy Iastelés priklausomai nuo aplinkos salygy gali augti
ovalios formos, taCiau esant tam tikriems veiksniams (pvz. azoto trukumui),
gali jgauti elipsés formg ar augti sudarydamos pseudohifus. Ne maziau svarbus
vaidmuo lgstelés sienelei tenka vykstant mieliy dauginimuisi: Igstelé jgauna
tam tikrg formga, kuri yra kaip atsakas ] aplinkoje esancius prieSingo

kryzminimosi tipo lgsteliy feromonus (Klis ir kt., 2006).

1.2.1. B-gliukanai

B1,3-gliukanas vienas i§ pagrindiniy pluostiniy sienelés struktiiriniy
komponenty. Sio polimerinio polisacharido pluosta sudaro daugiau kaip 1500
gliukozeés liekany (1.2. pav. b). Manoma, kad pagrindiné Siy pluosty funkcija
yra suteikti sienelei mechaninj tampruma. Mieliy sienelés ekstraktuose B1,3-
gliukanas randamas Sakotos struktiiros, kuriy pluostai sujungiami per B1,6
jungtj. B1,3-gliukanas kovalentiSkai sujungtas su kitais sienelés komponentais:
neredukuoti galai sujungti su redukuotais chitino galais per 1,4 rysj; B1,6-
gliukanas ir B1,3- gliukanas sujungti per dar nezinomg ry$j. Taip pat kai kurie
o-monozilinti sienelés baltymai per Sarmams jautrig jungt] (angl. alkali-
sensitive bond (ASB)) yra prijungti prie B1,3-gliukano pluosto (Lesage ir
Bussey 2006).
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(@)

Mananai

Sienelé
Glikoproteinai
31,6 gliukanai B

1,3 gliukanai

Chitinas

Plazminé
membrana

GPI-CWP

(b)

GlcNAc-1,4-[GIcNAc-1,4-GlcNAC],-1,4-GlcNAc
<

Glc-1,3-[Glc-1,3-Gle-1,3-Gle-1,3-Gle-1,3-Gle] 507 1,3-Gle
© [an]

©_GPI Rem.

< 9]

<C

Glc-1,3-[Gle-1,3-Gle-1,3-Gle-1,3-Gle-1,3-Glc] g00-1,3-Glc ]
o e cwP

PIR-SS-CWP
1.2. pav. Mieliy Igsteliy sienelés molekulinés sandaros schema (a) ir
cheminé sudétis (b). Remiantis (Odds ir kt., 2003; Klis ir kt., 2006; Lesage
ir Bussey 2006; Neiman 2011). Santrumpy reikSmés: Glc — gliukozé;
GIcNAc — N-acetilgliukozaminas; PIR — baltymai turintys vidinius

pasikartojimus; -SS- — disulfidiniai rySiai; CWP — sienelés baltymai.

1.2.2. Glikoproteinai

Polisacharidinis 1gstelés sienelés skeletas tarnauja kaip karkasas iSor¢je
esan¢iam glikoproteiny sluoksniui (1.2. pav. a). Sie glikoproteinai, o tiksliau jy
angliavandeniy Soninés grandinés, nepraleidzia per lastelés sienele
makromolekuliy 1§ aplinkos ir tokiu biidu yra lyg apsauginis skydas nuo
svetimy baltymy. IS kitos pusés Sie glikoproteinai nepraleidzia tirpiy produkty
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i$ lastelés i aplinkg. Toks limituotas lgstelés sienelés pralaidumas salygoja
vidulgstelinés mikroaplinkos susidarymg. Didelis lgstelés sienelés baltymy
glikozilinimo laipsnis, taip pat ir neigiamai jkrautos fosfato grupés Soninése
angliavandeniy grandinése gali biiti susij¢ su vidulgstelinio vandens iSlaikymu

bei su sienelés pavirSiaus kriivio suformavimu (Stenson 2008).

Mieliy S. cerevisiae sieneléje buvo nustatytos dvi oligosacharidiniy
baltymy modifikacijos. N-glikozilintuose baltymuose asparagino liekana per
N-glikoziding jungtj yra sujungta su oligosachadu GIcNAc. Tuo tarpu prie O-
glikozilinty baltymy serino ar treonino hidroksilo liekany per o-manoziling
jungt]  prijungiama trumpa manoziy grandin¢lé. Dauguma  per
glikozilfosfatidilinozitolio (GPI) inkarg plazminéje membranoje imobilizuoti
baltymai ir per PIR (angl. protein with internal repeats) baltymus prie B1,3-
gliukany prijungti baltymai yra O-monozilinti (Lesage ir Bussey 2000).
Manoma, kad daugelis uz indukuojama agregacija (flokuliacijg) atsakingy
baltymy yra taip pat stipriai N- ir O-glikozilinti (Goossens ir Willaert 2010).
Taigi, mieliy sienelés baltymus bity galima suskirstyti j tris grupes: a)
baltymai dalyvaujantys sienelés sintez¢je, tai hidrolazés ir transglikozidazes; b)
tai nefermentiniai agliutininai, flokulinai ir B1,3- gliukanus sujungiantys
baltymai. Sios dvi grupés baltymy vadinamos lastelés sienelés baltymai (CWP)
(Orlean 2012). Tre¢ia grupé baltymy (c) — tai plasminéje membranoje
imobilizuoti baltymai turintys trumpa C-galinj citoplasminj domeng ir
serinu/treoninu turtingg ekstralgstelini domena (pvz. Wsc baltymai). Tai
baltymai mechaniniai jutikliai, reaguojantys i lastelés sienelés stresg ir

aktyvuojantys lgstelés sienelés vientisumo (CWI) signalinj kelig (Levin 2011).

Svarbias specifines funkcijas atlieka ir atskiri Igstelés sienelés baltymai.
Nustatyta, kad iSorinis baltyminis Iastelés sienelés sluoksnis susideda ir
maziausiai 20-ties skirtingy glikoproteiny. Sio baltyminio sluoksnio sudétis
gali kisti priklausomai nuo Igstelés augimo sglygy. Lastelés sienelés baltymy

déka lastelé atpazjsta kryzminimosi partnerj, formuoja bio-plévele, igauna
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pseudo-hifinj ar invazinj augimg (Klis ir kt., 2006), taip pat formuoja
antibiotikams atsparig plévele (Verstrepen ir Klis 2006).

B1,6- gliukanas ir chitinas atsakingi uz mechanines mieliy Iasteliy
savybes. Be to, chitinas dazZniausiai sutinkamas gilesniuose sienelés
sluoksniuose (apie 0,1-0,2 % visos sienelés masés) bei rando vietoje (apie 2 %
visos sienelés masés). Taip pat buvo parodyta, kad chitino kiekis sieneléje
priklauso nuo mechaninio streso ar mutacijy mieliy sienel¢je ir gali padidéti

net iki 20 % visos sienelés masés (Dallies ir kt., 1998; Klis ir kt., 2002)

1.3.Mieliy Iasteliy pralaidumas ir jo tyrimo metodai

Mieliy sienelé pasizymi jvairiomis funkcijomis: atpazinimo, sukibimo
su pavirsiais, toksiniy medziagy sulaikymo ir kt. Siame darbe daugiausia
démesio bus skiriama mieliy sienelés mechaniniam atsparumui bei pralaidumui
tirti.

Mieliy lasteliy pralaidumui keisti skiriama vis daugiau démesio, nes
mielés ne tik daznai naudojamos maisto pramongje, biotechnologijy pramon¢je
bet ir biomedicinoje (rekombinantiniy baltymy gamybai) (Andersen ir
Krummen 2002), biologinéje katalizéje (Chen 2007) ir biologiniy visos lastelés
jutikliy (VLJ) kiirimui (Garjonyte ir kt., 2009; Su ir kt., 2011). Taciau
daZniausiai Siose srityse susiduriama su membranos ir sienelés pralaidumu,
kuris apsunkina susintetinty medziagy iSgavimg ir katalizéje naudojamy
medziagy patekimg ] Igsteles bei mazina analizuojamy medziagy atrankumg
(Su ir kt., 2011). Todél labai svarbu yra istirti kokios cheminés medziagos
lemia sienelés mechanines savybes bei kokie veiksniai galéty jtakoti
membranos ir sienelés pralaidumg ir kaip buty galima paprastai tas savybes

pakeisti.
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1.3.1. Cheminis mieliy sienelés modifikavimas

Siekiant padidinti katalizés aktyvumg ar VL] jautrumg paprastai
naudojamos hidrofobinés medziagos, kas gali dar labiau apsunkinti Siy
medziagy transportg per lasteliy membrang ir sienele bei gali sukelti Igsteliy
zut]. Medziagos, sukeliancios sienelés struktiiros ar pralaidumo pakitimus, ne
tik veikia j sienelés strukttrinius komponentus, bet ir aktyvuoja CWI signalinj
kelig, del kurio gali biiti paleidziami programuojamos ziities mechanizmai.
Buvo parodyta, kad chitino antagonistai (Kalkofluor baltasis ir Kongo
raudonasis), f1,3-gliukano sintetazés inhibitoriai (paprastai tai enchinokandino
dariniai naudojami kaip fungicidai) (Debono ir Gordee 1994), sienelés
komponentus ardantys fermentai (zimolazés) ir kofeinas aktyvina CWI
signalin] kelig, tuo paciu keisdamas ir sienelés pralaidumg (Levin 2011).
Nepaisant galimo netiesioginio sienelés pralaidumo reguliavimo daZniausiai

yra naudojamos cheminés medziagos pralaidumui padidinti.

Tiriant mieliy rekombinantinés glioksalazés iSeigos padidinima,
panaudojus tirpikliy miSin] (etanolio ir izopropanolio alkoholius), buvo
pastebéta, kad Sios medziagos padidino Sio fermento iSeiga net iki 380 — 580
karty. Toks katalizés padid¢jimas buvo siejamas su greitesniu substraty
patekimu ] lagstelés vidy (Liu ir kt., 1999). Taip pat 50 % etanolio tirpalas
didino laktuliozés produkcija B-galoktozidazés pagalba iki 2 karty (Lee ir kt.,
2004). Kity autoriy tyrimai parodé, kad 50 % tolueno tirpalas padidino
katalazés katalizuojama reakcijg iki 6 karty (Kubal ir D'Souza 2004).

Drusky tirpalai gali keisti lgsteliy membranos ir sienelés pralaidumg
jvairioms medziagoms. IStyrus L(-) karnitino produkcijos E. coli lastelése
priklausomybe nuo NaCl koncentracijos paaiskéjo, kad j augimo terpe pridéjus
iki 0,5 M Sios druskos, karnitino iSeiga padidéjo nuo 40 iki 80 % lyginant su
kontrolinémis lastelémis. Padaryta iSvada, kad bakterijy sienel¢ buvo

pagrindinis substrato transportg ribojantis veiksnys (Canovas ir kt., 2003).
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EDTA taip pat didina sienelés pralaidumg, nes sujungia dvivalencius
jonus ] kompleksus, silpnindamas sienelés struktirg (Chen 2007). Mieliy
Schizosaccharomyces pombe Sarminis apdorojimas (pH 11, 90 min) esant
0,3 % cetiltrimetilamino bromido (CTAB) taip pat pakeite sienelés pralaidumag
(Isoai ir kt., 2002).

Dazniausiai naudojamos medziagos mieliy sienelés pralaidumui
padidinti yra ditiotreitolis (DTT) (Reddy ir Maley 1993), 2-merkaptoetanolis
(Klis ir kt., 2007), EDTA (etilendiamintetracto riigstis) (De Nobel ir kt., 1989),
Li" jonai, PEG (polietilenglikolis) (Ito ir kt., 1983) ir dimetilsulfoksidas (Hill ir
kt., 1991). Kuriamos ir naujos, polimerinés medziagos sienelés pralaidumui
padidinti ir taip pagerinti DNR patekima j lastelés vidy. Siam tikslui buvo
susintetintas dimetilaminoetilmetakrilato pagrindu eletrolitinis polimeras

palengvinantis DNR patekima j Igstele (Filyak ir kt., 2013).

Sie tyrimai turi didele reikime biotechnologijoje, siekiant j lasteles
jiterpti didelés molekulinés masés makromolekules, tokias kaip DNR. Bio-kuro
ar maisto pramonése naudojamos mielés yra sunkiai transformuojamos DNR,
todél mieliy sienelés tyrimai bei jos palaidumo padidinimas yra labai aktualis.
[lgalaikis cheminio lgsteliy modifikavimo priemoniy vartojimas suardo
membranas ir net gali sukelti lasteliy zitj, taip mazindamas VLJ selektyvuma
bei jautrumg (Su ir kt., 2011). Todé¢l ieSkoma alternatyviy metody lasteliy

pralaidumui pakeisti, kurie nesukelty nepageidaujamy reiskiniy.

1.3.2. Impulsinio elektrinio lauko poveikis mieliy lasteléms

Praeitame skyriuje daugiausia buvo kalbama apie mieliy lastelés
sienelés barjerines funkcijas ir jy modifikavimg. Ta¢iau ne maZesn¢ reikSme
jvairly medziagy patekimui, transportui ] lastelés vidy ar i§ jos turi ir

membrana (1.2. pav. a).
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Membrana yra selektyviai pralaidi struktiira atsakinga uz reikiamy
medziagy praleidimg ar/ir transporta, bei sulaikyma ty medziagy, kurios galéty
biti toksiskos. Pastebéta, kad lagsteles paveikus impulsiniu elektriniu lauku j
lasteles patenka tos medziagos, kurios natiiraliai nepraeina membranos barjero
ir néra zinomas aktyvus $iy medziagy transportas j lgstelés vidy (Saulis 2008).
Padidéjusio pralaidumo membranos biisena, priklausomai nuo iSorinio impulso
trukmes, gali trukti nuo milisekundziy iki sekundziy (priklauso dar ir nuo
aplinkos temperatiiros). Manoma, kad elektrinio lauko sukelta tokia pralaidi
membranos biisena tiréty biiti poliarizuota ir orientuota, todél lokali pralaidi
membranos vieta gali biiti vadinama pora. Elektroporacija — tai impulsinio
elektrinio lauko sukeltas plazminés membranos pralaidumo jonams, dazams ar
nelaidzioms makromolekuléms padidéjimas, susidarant hidrofilinéms ar
hidrofobinéms poroms (Neumann ir kt., 2000). Neumann‘as pasitulé modelj
(1.3. pav.), kuriame teigiama, kad iSorinis elektrinis laukas (£) lemia uzdaros
membranos biisenos (C) (ji suprantama kaip kondensatoriaus (+, -)) pavirSing
jonine poliarizacija. Sio lauko indukuotas membranos elektrinis laukas E,,
inicijuoja vandens molekuliy tekéjimg ;| membrang, sukuriant cilindrines
hidrofobines (HO) arba invertuotas hidrofilines (HI) poras (P), t.y. vyksta
elektriniu lauku indukuoti membranos cheminés biisenos persitvarkymai. € =

HO = HI (Neumann ir kt., 1999).
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1.3. pav. Impulsinio elektrinio lauko sukeltas membranos pralaidumo
kitimo modelis. C — uzdara dvisluoksnio bisena; (P) — pora; HO —
hidrofobiné pora; HI — hidrofiliné pora; E,, — membranos elektrinis laukas;

E — 1Sorinis elektrinis laukas (Neumann ir kt., 1999).

Elektroporacijos efektyvumas paprastai kontroliuojamas keiciant
iSorinio elektrinio lauko stipri (E) bei impulso trukme ¢. Be to, Sie parametrai
gali kisti priklausomai nuo lgsteliy dydzio, tipo ir terpés. Didele reikSme
elektriniy parametry pasirinkimui turi jvairios sekretuojamos Iasteliy

medziagos, 1Saugos, apvalkalai ir 1gstelés sienelé (Neumann 1992).

Gyvos Igstelés plazminé membrana yra izoliatorius (savitoji talpa C,, ~
1 uF cm?), todél statiakampio formos impulso metu lastelés plazminéje
membranoje  sinchroniSkai, pagal eksponentinj désnj, susiformuoja
transmembraniné jtampa arba potencialas (A4V) (1.4. pav.) (Neumann 1992;

Schoenbach ir kt., 2004):
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1.4. pav. PavirSinés lastelés membranos poliarizacijos modelis
1Soriniame impulsiniame lauke. A — Igstelé iSoriniame elektriniame lauke £,
kai: r — lastelés spindulys; cos 8 — nurodo lastelés kamping padétj elektrinio
lauko (E) vektoriaus atzvilgiu. B — iSorinio elektrinio lauko £ indukuotos
transmembraninés jtampos AV kritimas elektrinio lauko kryptimi, kai

membranos storis d (Neumann ir kt., 1999).

AV (t)==f-r-E cosf (l-exp;—t) (1.1)
P

kur (-) raSomas remiantis Maxwell‘o apibrézimu ( £ =-VV), kuris sako,
kad déka teigiamy jony elektrinis potencialas krenta iSorinio elektrinio lauko
vektoriaus kryptimi (1.4 pav. A). Kai kurioms lgsteléms gali biti svarbi
kampiné padétis elektrinio lauko (£) vektoriaus atzvilgiu (cos 6), patalpinus jas
tarp elektrody ir paleidus tam tikros trukmes (7) sta¢iakampio impulso formos
impulsg. Transmembraniné jtampa kis Igstelés membranoje per tam tikrg laika
(7,). Kitaip tariant, jeigu >7, tam, kad jvykty elektroporacija (4V = 1V) reikia
didinti elektrinio lauko stiprj (£) (Sale ir Hamilton 1967). f yra faktorius
apibréziantis lasteliy formg ir yra apskaiciuojamas pagal formule:
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[

f (1.2)

B 2r
(! —?)

Kai lgstelés ilgis / yra lygus lIastelés diametrui 27, f yra 1,5 (Tsai-Fu ir
kt., 2004). Sis faktorius neturi didelés reikmés dirbant su gyvininémis
lastelémis, nes dauguma jy yra sferinés formos. Taciau prokariotiniams
mikroorganizmams, pasizymintiems cilindrinémis lgsteliy formomis, t.y. [ >
2r, f faktorius gali siekti net 3,5, tod¢l E turés buti didesnis, norint pasiekti
AV = 1V. Mielés natiiraliai linkusios agreguoti (Molinari ir kt., 2004), todé¢l Sio
faktoriaus jvertinimas labai svarbus mieliy elektroporacijai ar transformacijai

prognozuoti.

Elektriniam laukui veikiant membrang, joje susiformuoja jvairiy tipy
poros. Tai gali buti hidrofobinés ar hidrofilinés poros, poros tarp baltymy ir
lipidy. Pory susidarymas ir tipas priklauso nuo elektrinio lauko amplitudés ir
impulso trukmés. Jeigu pory dydis ir skai¢ius membranoje virSija tam tikra
kriting vertg, lastelés membrana gali suirti — tai vadinama negriztama
elektroporacija. Tai dazniausiai naudojama pramoninéje elektro-pasterizacijoje
(Molinari ir kt., 2004), aplinkos apsaugoje (Sakugawa ir kt., 2012) ir vézio
elektro-terapijoje (Yu ir kt., 2012). Tinkamai nustacius elektroporacijos
salygas, pory susidarymas membranoje yra grjztamasis reiSkinys ir Igstelés

iSlieka gyvybingos.

Didziausias S§io metodo taikymo geny pernaSoje (transformacija ar
transfekcija) trikumas yra tai, kad dél nepakankamai istirto Sio metodo
taikymo po geny pernaSos gaunamas prastas lasteliy gyvybingumas. Paprastai
po geny ar baltymy elektropernasos gaunama kiek daugiau nei 40 % lasteliy
gyvybingumas (Delorme 1989). Jau yra sukaupta nemazai informacijos apie
elektriniy impulsy parametrus, reikalingus lgsteléms transformuoti, taciau
siekiant didesnio Igsteliy iSgyvenimo ir geny elektropernaSos efektyvumo

bitina tirti trumpy impulsy (nanosekundziy trukmeés) poveik;j lasteléms. Be to,
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tikima, kad impulsy moduliacija, taikant ms ar ps trukmés impulsus su ns

trukmes biity galima pasiekti naujy rezultaty (Rebersek ir Miklavc¢ic 2011).

Iki Siol dauguma lasteliy elektroporacijos tyrimy buvo atliekama,
naudojant ilgus — mikro-milisekundziy trukmés — elektrinio lauko impulsus.
Tik pastaruoju metu buvo pademonstruota, kad manipuliacijoms su lgstelémis
ir  vidulgstelinémis struktiromis reikéty naudoti ypa¢ trumpus -—
nanosekundinius impulsus (Stacey ir kt., 2011). AukStos jtampos
nanosekundziy trukmés impulsai paveikia lgsteliy plazming membrang ir
jvairias vidulgstelines strukttiras. Todél S§iais impulsais bty galima

manipuliuoti vidulgstelinius ir/ar Igstelinius procesus.

Vienas pirmyjy moksliniy darby demonstruojanciy elektrinio lauko
poveikj mieliy lgsteléms buvo Sale ir Hamilton’o darbas atspausdintas 1967
metais (Sale ir Hamilton 1967). Jie parod¢, kad esant tam tikram elektrinio
lauko stipriui (iki 25 kV/cm) ir pasikartojantiems elektriniams impulsams
pasiekiama mieliy lgsteliy zutis. Vienas i§ svarbiausiy jrodymy buvo tai, kad
lasteliy ziitis susijusi ne su temperatiiros padidé¢jimu suspensijoje, kaip buvo
manoma anksciau. Jie §j reiSkinj pavadino elektriniu pramusimu, ko pasekme¢je
membrana nebeatlieka barjerinés savo funkcijos. Kiek véliau buvo pasiilyti
elektrinio lauko parametrai leidziantys iSlaikyti mieles gyvas ir pasiekti
pakankamus transformacijos rezultatus (Delorme 1989). Praktiskai iki Siol Sios
rekomendacijos ir sukurti protokolai naudojami daugelyje biotechnologijos ir

mikrobiologijos laboratorijy (Kawai ir kt., 2010).

Elektrinio lauko poveikis lgsteliy membranai bei jo mechanizmas yra
iStirtas, taciau elektroporacijos jtaka lgstelés komponentams kol kas vis dar
tiriamas. Jau yra Zinoma trumpy, nanosekundziy, trukmés impulsy poveikis
lastelés mitochondrijoms (Batista Napotnik ir kt.,, 2012), citoskeletui,
branduolio membranai, telomeroms (Stacey ir kt., 2011) ir endoplazminiam
tinklui (White ir kt., 2004). Taip pat vis dauge¢ja informacijos apie tiesioginj
vidulasteliniy membrany pralaidumo rys$j su lastelése vykstanciais procesais,

tokiems kaip: apoptozé (Beebe ir kt., 2003), vidulastelinio signalo aktyvacija
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(Morotomi-Yano ir kt., 2011), transliacijos supresija (Morotomi-Yano ir kt.,
2012) ir oksidacija (Pakhomova ir kt., 2012). Taciau informacijos apie
elektrinio lauko poveiki mieliy lasteliy komponentams yra labai mazai. Dar
1989 metais T. Tomov-‘as ir I. Tsoneva parodé, kad impulsinio elektrinio lauko
poveikyje mieliy sienelé d¢l i$ lastelés vidaus iSeinanciy jony, pakeiia kriivi
(Tomov ir Tsoneva 1989). Véliau pasirodé daugiau eksperimenty jrodanciy,
kad sienelé¢ yra barjeras elektroporacijos metu ] lgstelés vidy patenkancioms
medziagoms ir taip po elektrinio lauko poveikio pakinta lastelés kriivis
(Ganeva ir kt., 1995). Taciau iki Siol néra aiSkus mechanizmas, kodél
elektroporacijos metu, ar po jos, pasikei¢ia mieliy sienelés kriivis, kas atveria
kelig tokioms polinéms medziagoms kaip bleomicinas (Aouida ir kt., 2003) ar
kiti antibiotikai (Debono ir Gordee 1994). Be to, vis did¢jantis nanosekundziy
trukmeés impulsy poveikio taikymas parod¢, kad itin trumpi impulsai
nepazeisdami plazminés membranos inicijuoja gliutationo sinteze mielése
(Tanino ir kt., 2012), o aukStesniyjy eukarioty Iastelése jjungia streso

vidulastelinius signalinius kelius (Stacey ir kt., 2003).

1.4.Lastelés tamprumas ir tyrimai AJM

Lastelés yra veikiamos kompleksiniy cheminiy ir mechaniniy aplinkos
veiksniy. Paprastai iSorinés fizikinés jégos gali jjungti tam tikrus signalinius
kelius, ko pasekméje keiciasi lastelés vidulgstelinis citoskeletas. Procesas,
kurio metu fizikiné jéga verCiama ] biochemin] signalg vadinamas
mechanotransdukcija, kuris priklauso nuo lgstelés tamprumo (Carl ir Schillers
2008). Kiekvienam Igsteliy tipui biidingas savitas tamprumas, todél tamprumo
pakitimas j ne fiziologine biiseng rodo pato-fiziologine lagsteliy bikle — liga.
Taigi, lasteliy tamprumas gali buti charakteringas pozymis, kai kuriy ligy
atveju, tokiy kaip: artrito ligos atveju chondrocity tamprumo pakitimai, plauciy
lygiyjy raumeny lgsteliy tamprumo padidéjimas astmos atveju ir kriity vézio

atveju véziniy lasteliy tamprumo sumazéjimas (Carl ir Schillers 2008).
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Paprastai tiriamos Sios biofizikinés Iagsteliy savybés: tamprumas
(tamprumo modulis), viskoelastingumas ir standumas. Medziagos savybe,
esant iSorinei deformacijai, grizti | prading formg panaikinus iSoring
deformacijag vadinama tamprumu. Tokiu atveju deformacija yra tiesiogiai
proporcinga iSorinei jégai. Vienalytéms nekristalinéms medziagoms
deformacija yra charakterizuojama dviem koeficientais: Young‘o moduliu £ ir
Poisson‘o koeficientu v. Young‘o modulis nusako medziagos atsparumg
gniuzdymui ar tempimui. Kai vyksta deformacija iSilgai, objektas keicia
matmenis statmenai veikiamai jégai ir tai charakterizuojama Poisson‘o

koeficientu (Kasas ir Dietler 2008; Boal ir Boal 2012).

1920 metais panaudojant mikro magnetines daleles pirmg kartg atlikti
kiekybiniai gyvy lgsteliy tamprumo matavimai. Tamprumo vertés skai¢iavimai
net ir uztikrinus stabilias sglygas bei gavus gerai atsikartojancias tamprumo
vertes yra sunkiai interpretuojamos. Daugiausia keblumy kelia tai, kad lastelés
iSorinés ir vidinés struktiros yra nehomogeniSkos. Taigi, tamprumo
skaiCiavimai labai priklauso nuo pasirinkto modelio (Janmey ir McCulloch
2007). Taip pat priklauso ir nuo pasirinkto objekto, pavyzdziui Gram
neigiamos (turin¢iy plong lastelés sienele apie 3-8 nm storio) bakterijos atlaiko
apie 3-5 atmosfery iSorinj slégj, tuo tarpu Gram teigiamos (sienelés storis apie
25 nm) bakterijos gali atlaikyti daugiau nei 20 atmosfery. Dazniausiai gyvy
organizmy tamprumas apskai¢iuojamas pagal nuo krypties priklausomo
Young‘o modulio £ matavimus. Tiriant Gram teigiamy bakterijy tampruma
gauta, kad i8dZiovinty bakterijy E = 1,3+0,3 x 10" J/m’, o drégny - 3 x 10’
J/m® (Boal ir Boal 2012). Taigi, Young’o modelis yra santykis tarp poveikio (s)
ir deformacijos (g), ir jis apibudina medziagy tamprumg (Hobbie ir Mielczarek
1998):

E==2
&

(1.3)

Jégos spektroskopijos modeliai, skirti skai¢iuoti pusiau begalinei

aplinkai, yra vadinami Hertz'o ir Sneddon'o modeliais (dar vadinama Hertz-
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Sneddon'o modeliu) (Kasas ir Tkai 1995), kurie apraso rysj tarp deformacijos ir
objekta veikiancios mechaninés jégos. Randamas Young‘o modulis E, kuris
naudojamas lasteliy mechaniniy savybiy palyginimui. Hertz'o modelis yra
iSvestas su sglyga, kad deformacija yra daug maZesné, negu yra sferinio
kontakto radiusas, be to, Sneddon'o modeliui galioja salyga, kad deformacija
(Sp-S) yra didelé lyginant su kiigio vir§iinés nupjauto galo matmenimis (1.5.

pav.) (Sneddon 1965).

Siekiant iSskirti viduje ekspresuojamus rekombinantinius baltymus,
mieliy lgsteliy suardymas yra aktuali tyrimy sritis biotechnologijoje. Mielés
(Saccharomyces cerevisiae) yra placiai naudojamos bio-farmaciniy baltymy
gamybai, tokiu kaip hepatito B vakcina (McAleer ir kt., 1984), hidrokortizonas
(uzdegimg slopinantis steroidinis hormonas) (Kelly ir Kelly 2003),
artemisinino pirmtakas (prie§ maliarinis preparatas) (Zeng ir kt., 2008) ar
zmogaus kraujo baltymai (Martinez ir kt., 2012). Paprastai Sie produktai yra
ekspresuojami lasteliy viduje ir negali biiti sekretuojami, todél Iasteliy

suardymas nepakenkiant produktui yra svarbi ir aktuali problema (Stenson

Hertz Sneddon

pavirSiaus vpaviraf‘,iaus
4 E_ . . 3 2 E,.
Hertz = 5 % \/E(SU - S)Q E?neddun = E (1_;_'2—) tan(a )(SO - S)z
pavirSiaus pavirsiaus

1.5. pav. Sneddon‘o ir Hertz‘'o modeliy palyginimas, kietu kiinu

spaudziant minkstg pavirSiy (Sneddon 1965). S, - S — deformacija.
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2008). Kiekybiniy metody, leidzianciy tirti mieliy lgstelés sienelés tamprumo
pakitimus fiziologinése (kiek jmanoma mieléms natiiraliose) salygose,
kontroliuojant temperatiirg, drégme ir maisto medziagas, néra daug. Anksc¢iau
buvo naudojamas STM, taciau AJM leidzia atlikti mieliy sienelés fizikiniy ir
mechaniniy savybiy tyrimus fiziologinése salygose (Dague ir kt., 2007). Taip
pat iSanalizavus literatiira matyti, kad naudojant tg pacia AJM metodika mieliy
tamprumas skiriasi nuo 0,6 MPa iki 2 MPa dél to, kad tuose eksperimentuose
buvo naudotos skirtingos aplinkos salygos, be to, daZniausiai tokiuose
eksperimentuose naudojamos necharakterizuotos mielés (kepimo) (Bui ir kt.,
2008). Taip pat yra zinoma, kad mieliy sienelés sudétis keiciasi priklausomai
nuo aplinkos sglygy ir nuo kultiiros amziaus, todél logiSka buty manyti, kad ir

tamprumas gali kisti priklausomai nuo augimo stadijos.

Dague su bendraautoriais atlik¢ iSsamesnius mieliy, turiniy jvairias
mutacijas (kurios pazeidé: B-gliukany sinteze (fksiAd ir knr44), sienelés
baltymy glikozilinimg (mnn94), chitino sinteze (chs34), sienelés B-gliukany
iSsidéstyma  (gasiA) ir sienelés komponenty tarpusavio susiri§img
(crh1dcrh2A)) lastelés sieneléje tyrimus nustaté, kad mieliy tamprumas mazai
priklauso nuo sienelés cheminés sudéties, nors chs34 mutantai pasiZymejo
mazesniu Young‘o moduliu (0,6 MPa, lyginant su laukiniu kamienu, kurio
modulis buvo 1,6 MPa), o labiau priklauso nuo sienelés komponenty
tarpusavio rySiy buvimg ar nebuvimo (crhldcrh24 ir gasiA mutantai
pasiZzymejo maziausiu tamprumo moduliu) (Dague ir kt., 2010). Beje, darby
kurivose buty istirtas cheminiy medziagy, veikian¢iy | mieliy sienelés

komponentus, poveikis sienelés tamprumui, néra.

1.5.Mieliy sienelés pralaidumo tyrimai

Yra zinoma, kad salyginai nedideli albuminai (apie 60 kDa) yra
sulaikomi lastelés sienelés, o tokie mieliy baltymai kaip invertazé (apie

200 kDa) ar mieliy Cryptococcus amilozé (2000 kDa) yra sekretuojamos i
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terpe. Manoma, kad eksponentinéje augimo stadijoje auganciy mieliy sienelé
yra pralaidi ne didesniems kaip 400 kDa globuliniams baltymams, kas atitinka
5,8 nm hidrodinaminj radiusg (De Nobel ir Barnett 1991). Tod¢l galime daryti
iSvada, kad mieliy sienelés negalima laikyti pasyviu ré¢iu ir kad jos
pralaidumas dar priklauso ir nuo molekulés prigimties. Mieliy sienelés
pralaidumo tyrimais siekiama istirti kokios medziagos ar/ir kokie iSoriniai
veiksniai gali pakeisti sienelés laidumg jvairiems fungicidams, nes, kaip buvo
minéta anks¢iau, pagrindiné mieliy sienelés funkcija yra sustabdyti poliniy

molekuliy difuzijg j lastelés vidy.

Fosforilintos manozés Soninés grandin¢lés, esant fiziologiniam terpés
pH, mieliy Igsteliy sieneléms suteikia neigiamg pavirSiaus kriivi (Van Holle ir
kt., 2012). Lasteliy sieneliy hidrofobiSkumas ir kriivis yra pagrindiniai mieliy
adhezijg ant abiotiniy pavir$iy lemiantys veiksniai. Todél mieliy pavirSiaus
kriivio analizé turi didele reik§me medicinoje, tiriant mikroorganizmy bio-
pléveles ant Zmoniy audiniy, ir maisto pramonéje, kur mielémis uztersti maisto
ir gérimy industrijoje naudojami pavirSiai (Rhymes ir Smart 2001; White ir

Walker 2011).

Yra keli skirtingi budai pakeisti lgstelés pralaidumg, t. y. chemiskai
paveikti Igsteles pridéjus redukuojanciy medziagy, tokiy kaip ditiotreitolis
(Klis ir kt., 2007), arba antibiotikais, slopinanciais mieliy sienelés komponenty
sinteze (Brajtburg ir kt., 1990). Taip pat lasteliy pralaidumas pasikeicia
padidinus iSorinj mechaninj slégj (Smith ir kt., 2000) ir paveikus impulsiniu
elektriniu lauku (elektroporacija), kuriy poveikyje iSteka vidulgsteliniai
baltymai, jonai ir nukleortigS§tys (Liu ir kt., 2011). Siekdami nustatyti
membranos pralaiduma, kiti mokslininkai naudojo fluorescentines medziagas,
tokias kaip FITC-dekstrang (Weaver ir kt., 1988; Ganeva ir kt., 1995) ar
floksing B (Muraji ir kt., 1993). Taciau tokios medziagos yra didelés (pvz.
FITC-dekstranas apie 70 kDa) ir apsunkina kiekybinius lgstelés pralaidumo
nustatymo pokycius, nes dél per didelés molekulés greic¢iau pasiekiama lgsteliy

zitis, nei aptinkamas molekulés prasiskverbimas per susidariusias hidrofilines
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poras. Taip pat naudojami netiesioginiai pralaidumo matavimo metodai, tokie
kaip terpés elektrinis laidumas ar (-potencialo pokytis. Buvo pasiiilytos
hipotetinés prielaidos apie elektrinio lauko sukeltus mieliy lasteliy pavirSiaus

kriivio poky¢io mechanizmus (El Zakhem ir kt., 2006).

Tiriant elektrinio lauko sukeltus mieliy lasteliy sieneliy pavirSiaus
kriivio pokycius, taikant skirtingo kriivio molekuliy adsorbcijos matavimo
metodg pastebéta, kad tokiy molekuliy adsorbcija kito (Tomov ir Tsoneva
1989). Tai buvo pirmasis darbas rodantis, kad elektrinis laukas gali pakeisti ir
sienelés savybes. Bleomicinas yra prieSvézinis vaistas, kuris veikia ir mieliy
gyvybinguma. Tai hidrofiliné molekulé, kuri negali pereiti 1astelés membranos
difuzijos budu dél teigiamy Sio vaisto molekulés daliy (Chen ir Stubbe 2005).
Tai gali buti Sios molekulés prisijungimo prie mieliy lasteliy pavirSiaus
priezastis. Tiriant elektrinio lauko poveikj §io vaisto patekimo j mieliy Iastele
dinamikai bei poveiki gyvybingumui buvo nustatyta, kad bleomicino patekimag
ribojo Igstelés sienelé (Aouida ir kt., 2003). Tokiu btidu buvo galima analizuoti
lastelés sienelés jtakg pralaidumui. Tacdiau naudojant Siuos metodus sunku
kiekybiskai jvertinti lgsteliy pralaidumo pokycius. Be to, Siais metodais
negalima jvertinti atrankaus Igsteliy sienelés pralaidumo pakitimo, nesukeliant

lasteliy zuties.

Tetrafenilfosfonio  katijonas (TPP") yra daznai naudojamos
prokariotiniy ir eukariotiniy lasteliy ramybés potencialui (Ay) matuoti. TPP"
yra polin¢ molekulé tirpstanti lipiduose, ir jos prasiskverbimas per lastelés
membrana yra labai greitas 10> — 107 s™. Todél, TPP" kiekis susikaupiantis
lastel¢je priklauso nuo Igsteliy membranos potencialo (Flewelling ir Hubbell
1986). Pirmasis darbas panaudojus TPP" koncentracijos matavimo metodika
membranos potencialui tirti mielése buvo atliktas 1981 metais (Vacata ir kt.,
1981). Buvo pastebéta, kad membranos potencialas tiriant TPP" absorbcijos
kiek] mielése ir tiesiogiai j lasteles jvedant mikroelektrodus skiriasi. 1994
metais Ballarin-Denti su bendraautoriais atliko eksperimentus, kuriy metu

nustaté, kad TPP" koncentracija mieliy lasteliy viduje nusistovi tik po keliy
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desim¢iy minuciy ar net valandy. Todél autoriy nuomone, mielés per §j laikg
gali adaptuotis ir pradéti atsikratyti katijono. Taigi, buvo padaryta iSvada, kad
TPP" absorbcijos matavimai mieliy lastelése kaip membranos potencialo
matavimo metodas yra nepatikimas, be to eukariotinéms lgsteléms turin¢ioms
sienele (pvz.: augalams) taip pat netinka (Ballarin-Denti ir kt., 1994).
Nepaisant Siy darby, buvo atlikti mieliy, turiniy mutacijas genuose
lemian¢iuose sienelés architektiira, tyrimai. Panaudojus TPP" jonams atranky
elektrodg bei potenciometrinius matavimo metodus buvo nustatyta, kad TPP"
susikaupimas mieliy Igstelése priklauso nuo sienelés komponenty. Pavyzdziui,
mieliy kamienas SEY6210 (kre2), pasizymintis klaidinga o-1,2-
manoziltransferazés sinteze, kuri atsakinga uz baltymy O-glikozilinima,
sukaupé beveik dvigubai daugiau TPP' negu laukinis $io kamieno tipas
(Zimkus ir Chaustova 2004). Todél, galima teigti, kad $is metodas galéty biiti
naudojamas kiekybiniam ir selektyviam mieliy lgsteliy sieneliy pralaidumo

tyrimams.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.Reagentai ir tirpalai

FLUKA:

MERCK:

REANAL:

REAXIM:

ROTH:

SERVA:

SIGMA:

adeninas, TRIS

CaCl,, D-galaktozé, kalio acetatas, MgSO,4-7H,0,

NacCl, triptonas, agar-agaras

D(L)-leucinas, L-triptofanas

histidinas,

(NH;),S04, K,HPO,, metioninas, D-gliukozé
LiCl, MgSO,4 7H,0, uracilas

EDTA, NDS, mieliy ekstraktas, peptonas, SC,

minimali SC

LIFE TECHNOLOGIES: kalceinas mélynasis.

Milipore:

Tirpalai:

ISOPORE - polikarbonatin¢ hidrofiliné membrana,

5,0 um, 25 mm diametro;

Elektroporacijos buferis (EPB): 1 M sorbitolio,
20 mM TRIS, pH 7,4 (4 °C).

SC terpé su Glu (sintetiné pilna su gliukozés

priedu): 6,7 g mieliy azoto baze ir 2 % gliukozés.

Atranki SC terpé —leu: 6,7 g minimalios SC
terpés su azoto Saltiniu, vitaminais, druskomis ir
reikiamu amino riugsciy ar auksotrofiniy priedy
kiekiu: histidino 20 mg/L; wuracilo 20 mg/L;
triptofano 20 mg/L; adenino 20 mg/L 100 mL

dejonizuotame vandenyje. Be leucino.
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2.2.Mieliy kamienai, kultivavimas ir transformacija

2.2.1. Mieliy kamienai ir jy auginimas

Darbe naudoti mieliy Saccharomyces cerevisiae SP1 (MATa his3 leu2
ura3 trpl ade8 can®™) (Stanhill ir kt., 1999) ir SEY6210 (MATa, leu2-3, leu2-
112, ura3-52, his3-A200, trpl-A901, lys2-801, suc2-A9, GAL) (dovanotas H.
Bussey, Kanada) kamienai. Auginimo salygos bei Igsteliy kultiiros paruoSimas
buvo atlieckamos vadovaujantis standartinémis procediiromis pagal literatiiros
Saltinius (Potter ir Heller 2010) su tam tikromis modifikacijomis. Mieliy
kultiira auginama skystoje YPD (2 % gliukozés, 2 % peptono, 1 % mieliy
ekstrakto) ar agarizuotoje (YPD su 1,5 % agar agaru) terpéje 30 °C
temperatiroje aeruojant 12 - 36 val. Visi eksperimentai buvo atlickami su
mieliy Igstelémis iSskirtomis ankstyvosios eksponentinés augimo fazés metu
(OTg00 nm 0,8 — 1,0). Eksponentin¢je augimo fazéje buvo pasirinkta Igsteliy
suspensija siekiant didziausio mieliy lgsteliy transformacijos efektingumo ir
jautrumo fiziniam poveikiui (Anton-Leberre ir kt., 2010). Mieliy lgstelés buvo

suspenduojamos 20 mM Tris-HCI buferyje, pH 7,4 (Zimkus ir kt., 2006).

2.2.2. Cheminis mieliy sienelés modifikavimas geny pernasos
metodu

Mieliy lastelés buvo auginamos ir paruoSiamos, kaip nurodyta anksciau,
naudojant tas pacias auginimo sglygas. S. cerevisiae mieliy kamienas SP1 buvo
auginamas iki ankstyvos eksponentinés augimo fazés, po to du kartus
plaunama 1 mL 100 mM Tris-HCI buferiu su 150 mM NaCl ir | mM EDTA,
pH 8,0 siekiant pasalinti terpés likucius. Suspenduojama 1 mL 100 mM
Tris/EDTA su 0,1 M li¢io acetato, pH 8,0 ir inkubuojama 45 min. 30 °C
temperatiiroje. Po to pridéta 25 pL. 1 M DTT tirpalo ir Igsteliy suspensija buvo
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inkubuojama 15 min. Mieliy lastelés buvo du kartus perplaunamos 1 mL 4°C
temperatiiros (0,01 M fosfatiniu buferiu su 0,0027 M kalio chlorido ir 0,137 M
natrio chlorido, pH 7,4) (PBS) tam, kad biity pasalinti DTT likuciai. Po to
mielés buvo plaunamos ir suspenduojamos 0,5 mL 4 °C temperatiiros 1 M
sorbitolio tirpalo. Mielés buvo laikomos lede iki tyrimo AJM. Paruostos mieliy
lastelés buvo transformuojamos elektroporuojant pRS425 (YE-tipo ,,shuttle*
vektorius, 2 um ori, LEU2, ampR) 0,05 pg/ul plazmidinés DNR.
Elektroporacija ir transformacijos kontrolé buvo vykdomos pagal standartinj
protokola, naudojant ,,Multiporator* (Eppendorf, AG) generuojantj 5 ms
trukmés 2500 V impulsus (1,25 kV/cm elektriniu lauku) (Sambrook ir Russell
2001). Po 5-7 pary transformuoty lgsteliy atrankai naudota selektyvi SC —leu

terpe.

2.3.Mieliy lasteliy paruoSimas tamprumo tyrimams

Mieliy imobilizacijai ant stiklo pavirSiaus mieliy suspensija (apie 10*
lasteliy/mL) paruosiama 500 pL turio dejonizuotame vandenyje (DV) (pH 6,5)
pries tai du kartus lasteles plaunant (2000 aps./min. centrifuguojant 3 min),
siekiant iSvengti paSaliniy medziagy (terpés likuciy). Suspensija paskleidziama
ant stiklo pavirSiaus ir laikoma kambario temperatiiroje (= 20 °C) apie 1-2 h iki
pilno skyscio i8dziuvimo.

DV paruoita mieliy lasteliy suspensija (apie 10* lasteliy/mL) filtruojama
per ISOPORE membrang, kurios pory dydis atitinka gyvy lasteliy skersmenj
(apie 5 um). Membrana buvo nuskalauta dejonizuotu vandeniu keletg karty,
kad visos ] poras nepatekusios lgstelés biity paSalintos. Centriné membranos
dalis dvipuse lipnia juostele buvo pritvirtinta prie objektinio stiklelio ir perkelta

nuskaityti ] AJM.
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2.4.Matavimy atominiy jégy mikroskopu metodika

Darbe yra naudojamas Veeco Bioscope II (Bruker, JAV) atominiy jégy
mikroskopas (2.1. pav.), sujungtas su optiniu mikroskopu Olympus IX71
(Olympus, JAV). Buvo naudojami 17 serijos n-tipo silikoniniai zondai
(CSC17/AIBS, MikroMash, Vokietija), kuriy jégos koeficientas buvo apie 0,18
N/m su keturkampés piramidés formos adata, kurios galas yra apie 8§ nm

skersmens (2.1. pav.).

Misy aprasytuose tyrimuose buvo naudojamas AJM veikiantis dviem
pagrindiniais matavimo rezimais: kontaktiniu ir virpan¢io zondo.
Kontaktiniame rezime, kai adata yra pastoviame kontakte su tiriamo objekto

pavirSiumi, jéga tarp bandinio ir zondo yra palaikoma vienoda, parenkant tam

Zondas

Gembé

Adata

Laikiklio korpusas
Zondas

Laikiklis

2.1. pav. Pagrindinés atominiy jégy mikroskopo Bioscope II
sudedamosios dalys:(a) XY kryptimis judantis bandinio stalas (1), kuriame
jmontuotas méginio laikiklis (3) ant optinio invertuoto mikroskopo (2); (b)
zondo laikiklis; (c) laikiklio korpusas (4) ir lazerio spindulio centravimo

jrenginys (5).
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tikra jéga prispaudziancig adatg prie pavirSiaus. Lazerio spindulys atsispindi
nuo atsilenkian¢ios gembés ir patenka j tam tikros konstrukcijos fotodiodinj
detektoriy. Taip, priklausomai nuo gembés atsilenkimo kampo, spindulys

atspindimas } skirtingas detektoriaus zonas.

Matuojant virpancio zondo rezime gembé virpa tam tikru rezonansiniu
dazniu. Sj rezima galima apibadinti tokiais parametrais: amplitudé, daZnis,
faze, kurie pasikeicia zondui, trumpam kontaktuojant su bandinio pavirSiumi.
Kiekvienas 1§ $iy parametry gali biiti naudojamas griztamojo rySio signalo
formavimui. Papildomai yra galimybé susieti optinj vaizdg su aukStos
skiriamosios gebos AJM matavimais. Siekiant sumazinti tiriamy biologiniy
objekty negrjztamg suardymag, mielés ore buvo matuojamos virpan¢io zondo

rezimu.

2.4.1. Mieliy lasteliy vaizdinimas ir tamprumo matavimai skystyje

ParuoSty ir ant pavirSiaus imobilizuoty mieliy vaizdinimui buvo
naudojami silikono nitrido zondai (MLTC, Brucker) su trikampe gembe ir
20 nm skersmens keturSonés piramidés adata. Tikslus gembés standumo
koeficientas buvo nustatytas terminiy svyravimy metodu, naudojant Sader
terminio suderinimo metoda, analizuojant] gembés terminiy svyravimy
»triukSmo* spektra. Nustatytas standumo koeficientas buvo mazesnis nei

0,1 N/m ir sutapo su nurodytu gamintojo specifikacijoje.

ISOPORE membranoje imobilizuoty nepaveikty ir chemiskai apdoroty
mieliy lgsteliy tyrimai buvo atliekami tokiomis pat salygomis bei naudojant
tokj pat zondg, ant membranos uzlasinant apie 100 — 200 uL. DV. Be to, buvo
siekiama atrinkti mieles be pumpuravimosi rando, galin¢io iSkreipti tamprumo

rezultatus ir parenkant panasig mieliy padét] membranos poroje.

Mieliy lgsteliy deformacija (d — z) buvo tiriama viename taSke ir

daugelyje tasky apie pasirinktos lgstelés centrg. Kiekvieno i§ matavimo karto
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buvo uzrasomos bent penkios deformacijos kreivés. Vertinant, ar lastelés vieta
(lokalizacijos gylis) membranos poroje nepakito, buvo lyginami eksperimento
metu gauti AJM vaizdai pries ir po jégos matavimy. Kontaktiniame AJM reZime
zondo pakilimo/nusileidimo greitis buvo i§laikomas ne didesnis kaip 200 nm/s,
kad viskoelastiniy savybiy jtaka btty sumazinta (Bui ir kt.,, 2008).
Maksimalaus jdubimo suformavimo jéga sieké iki 36 nN. [Smatavus 175 pm x
175 pm matmeny ISOPORE membranos plotg (3.2. pav.) buvo nustatomos
membranos poros su imobilizuotomis Igstelémis. vertinus Igsteliy

imobilizavimo gylj buvo pereinama prie atskiros Igstelés matavimy (3.2. pav.).

E veidrodis
,‘;q/ _ % (C) \32\14\ lazeris

y e

T4
N — \

|

\ fotodiodas VA gembeés
- L plokStuma

2.2. pav. Membramoje (a) imobilizuoty mieliy (b) tiriamos vietos
pasirinkimas (1, 2, 3 ir 4) bei galimos klaidos (c), atsirandancios dél
klaidingai pasirinktos analizuojamos vietos, aiskinimas. Rodyklémis

pavaizduota jégos kryptis.

Uzregistravus lastelés vaizda ir optiskai jg jvertinus ant Igstelés pavirSiaus buvo
pasirenkami taSkai, kuriuose buvo matuojamos jégos—atstumo kreivés.
Kiekviename pasirinktame taske buvo uzregistruotos bent penkios jégos —
atstumo kreiveés (2.2. pav.). Tyrimy metu pastebéta, kad rezultatai priklauso
nuo analizei pasirinktos vietos imobilizuotos mielés pavirSiuje. Atliekant
matavimus lateraliniuose taskuose (2.2. pav. 2, 3, 4) gaunamos klaidos yra
aiSkinamos atspindéto lazerio spindulio kampo kitimu dél pasvirusios gembeés
(2.2. pav. c). Gauti vaizdai ir duomenys apdorojami mikroskopo programine

jranga (Nanoscope v. 8).
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2.5.Impulsinio elektrinio lauko generavimo eksperimentiné jranga

2.5.1. Mikrosekundziy trukmés impulsy generatorius

Eksperimenty metu mieliy elektroporacija mikrosekundziy trukmés
impulsais buvo atlickama naudojant jrangg (2.3. pav.), sudarytg i§ aukstos
jtampos Saltinio (A] Saltinis), TTL (tranzistorius — tranzistorius loginio
grandynas) zZemos jtampos mikrosekundziy trukmés impulsy generatoriaus
(TG 5011, Thurlby Thandar Instruments, DB), aukStos jtampos impulsus
formuojancios grandinés (Pav. 2.3., pilka zona), kiuvetés, kurioje patalpintas

elektroporavimo buferis su mielémis ir realaus laiko oscilografo, matuojancio

TTL impulsy RIVEIE A]. Saltinis

gerll(jrat\cl)/rius \\l/‘u‘\b V[/ 7

Rg=20 Q

ropo Re,=100 kQ
Uztdros :,”: E IGBT
valdiklis ! ! L

R C=120 uF

Rgh=2 Q
— I
700

Jtampa, V

200 1 Oscilografas
100 B
0 C ’—-.—I 1 1 1
-2 0 2 4 6 8
Impulso trukme, ps

2.3. pav. Mikrosekundziy trukmés impulsy generatorius schema ir
tipinis stac¢iakampio formos impulsas esant 600 V jtampai ir 5 pus impulso

trukmei.
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impulsy parametrus (impulso formg ir amplitude). Al Saltinis naudojamas
jkrauti 120 pF talpos kondensatoriy. J[krovimo jtampa gali kisti nuo keliy volty
iki 1 kV. G5-54 tipo generatorius naudojamas kaip staciakampiy TTL impulsy
generatorius, formuojantis impulsus, kuriy trukmé ir amplitudé gali kisti
atitinkamai nuo 0,1 ps iki 1 ms ir nuo 1 V iki 75 V. Aukstos jtampos impulsus
formuojanti grandiné, galinti generuoti sta¢iakampio formos impulsus, kuriy
amplitudé siekia iki 1 kV, o trukmé nuo 1 ps iki 1 ms, sukurta naudojant
bipolinj tranzistoriy su izoliuota uztira (IGBT). Oscilografas (DP04034,
Tektronix, JAV) buvo naudojamas matuoti aukStos jtampos impulsy

parametrus.

Mikrosekundziy trukmés impulsy generatoriaus veikimo principas yra toks:
120 pF kondensatorius pakraunamas per balastinj rezistoriy R6 iki jtampos,
nustatytos Al Saltinyje. TTL impulsy generatorius sukuria 5 V kintanc¢ios trukmés
impulsg. Impulso trukmé atitinka impulso, iSeinanc¢io i§ aukStos jtampos impulsus
formuojancios grandinés, trukme¢. Uztiros valdiklis HCPL3120 (Avago
Technologies, JAV) yra speciali integruota grandiné, valdanti IGBT, kuris gali
atlaikyti iki 1200 V kolektoriaus — emiterio jtampos ir 1 ms trukmés impulsus, kuriy
maksimali amplitudé 114 A. Uztiros valdiklio jvesties grandiné yra optiskai
izoliuota. Atidarymo signalas (+15 V) ir uzdarymo signalas (-5 V) yra perduodami
IGBT (IMBH25D-120, Fuji Electric, Japonija) uztvarui. Atidarius IGBT, jtampa
nukreipiama j 120 pL tirio komercing kiuvete (Lonza, Vokietija), kurioje atstumas
tarp polimeriniy elektrody yra 1 mm. Zemo induktyvumo impulsy kondensatorius

naudojamas sukurti stataus kilimo impulsus.

Impulso elektrinis laukas skai¢iuojamas pagal formule: E,=V,/d; kur d yra
atstumas tarp elektrody (1 mm); V), itampa kiuvetéje, kuri paskaiCiuojama pagal Sig

V?C
V,=Vs— & (R, + Rg)

formule: Sh (Pav. 2.3.), kur V; — yra nustatyta Saltinio jtampa,

Vose — i8Smatuota oscilografu impulso amplitudé¢; R, — Suntuojamosios varzos reikSme
ir Rp — balastinés varzos induktyvumas. Mielés buvo veikiamos vienkartiniais
staciakampio formos 5, 10, 50, 100 ir 150 us trukmés skirtingos amplitudés

elektriniais impulsais, kuriy maksimalus elektrinis laukas buvo iki 10 kV/cm.
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2.5.2. NanosekundZiy trukmés impulsy generatorius

Siame darbe naudota nanosekundZiy trukmés impulsy generavimo
sistema, kurios schema pateikiama 2.4. pav. Sig sistema sudaro: optiskai
valdomas i8kroviklis (tipas RGL-2, Rusija), lazeris (1062 nm, 450 ps trukmés
ir 1 mJ impulso energija), lazerio maitinimo S$altinis (STA-01, STANDA,
Lietuva), elektriniy impulsy generatorius 25 V amplitudés su kintamu nuo 1 ps
iki 1 ms impulsu (tipas G5-54), impulsg formuojantis koaksialinis
kondensatorius (L/ ir L2 galintis formuoti 10 ns; 40 ns; 60 ns ir 92 ns
impulsus), didelés galios kintamos jtampos (nuo 2,5 kV iki 25 kV) Saltinis,
galios daliklis (1: 86), 75 Q perdavimo linija, elektroporacijos kiuvete,
transformatorius 1§ 75 Q 1 50 Q, slopintuvas (40 dB) ir 6 GHz DPO 70604

Tektronix realaus laiko oscilografas. OptiSkai valdomas iSkroviklis buvo

Kibirkstinis .
iSkroviklis Perdavimo

o Kiuveté
Dalytuvas linija s

Realaus laiko
oscilografas

L1
Maitinimo 1
Saltinis

e

Uzkrovimo | Aykatos jtampos |mpulsy
réezistorius | maitinimo $altinis generatorius o1 s
nd o-—1

F

2.4. pav. Staciakampiy 60 ns trukmeés elektriniy impulsy generavimo
ir matavimo schema, panaudojant dujinj kibirkstikli. Optiniu bidu
valdomas kibirkstinis iSkroviklis RGL-2: 1. RGL-2 jungiklio korpusas. 2.
Anodas. 3. Atstumo tarp elektrody reguliavimo rankené¢lé. 4. ISlydzio
proceso steb&jimo langelis. 5. Gaubtas. 6. Katodas. 7. Derinimo jrenginys.

8. Lesis. 9. Sviesos langelis. L1 ir L2 uZkrovimo linijos.
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2.5. pav. Tipiné¢ nanosekundziy trukmés impulso forma. Jsiuve

pavaizduotas priekinis impulso frontas

suzadinamas ps lazerio impulsu, tokiu btidu paleidziamas impulsas. Tipiné Siuo
generatoriumi gaunama impulso forma vaizduojama 2.5. pav. Krites ir
atsispindéjes impulsai  buvo fiksuojami realaus laiko oscilografu.
Itampa, buvusi tarp kiuvetés elektrody, yra Siy impulsy amplitudziy suma: V' =
Vin +V, Pasikartojantiems 175 kV /cm elektrinio lauko stiprio impulsams
buvo sugeneruojama 10 tokios pat amplitudés impulsy su 1 Hz pasikartojimo
dazniu. Elektroporacijos tyrimo metu norimam elektriniam laukui iki 200
kV/cm pasiekti Igsteliy suspensija buvo supilama j specialig kiuvete (2.7. pav.).
Tyrimui buvo pasirinkti elektriniai impulsai, kuriy amplitudé¢ sieke 12,5 kV, o

trukmeé 60 ns.

Taip pat buvo atlikti iSkroviklio palyginamieji bandymai suzadinant
iSkroviklj lazeriu ar savaiminiu pramusimu. Priklausomai nuo suzadinimo
biudo kito impulso amplitudé¢ (U) (2.6. pav.). Savaiminio pramuSimo atveju
nanosekundinio impulso amplitud¢ kito apie 10 % nuo visos impulso
amplitudés (2.6. pav. a). Optiskai lazeriu suzadinus impulsg buvo gautos 0,8 %
amplitudés fluktuacijos nuo visos impulso amplitudés. Tokiu biudu gali buti
sumazinamos kritinio elektrinio lauko paklaidos, kas ypa¢ aktualu tiriant

nanosekundziy trukmés impulsy poveik].
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U, (kV)

t, (ns)

2.6. pav. Impulso amplitudés fluktuacijos priklausomai nuo
iSkroviklio suzadinimo biido. a — suzadinama savaiminiu pramus$imu; b —

suzadinama lazerio impulsu.

2.5.3. Mieliy elektroporacijai sukonstruota kiuveté

Siekiant optimaliy rezultaty buvo sukonstruota kiuveté (2.7. pav.), kuri
buvo naudojama mieliy elektroporacijoje. Jos dizainas leido pasiekti iki
2-10° V/em elektrinio lauko stiprj 0,04 mL suspensijos tiryje. Cilindro formos,

nertidijan¢iojo plieno kiuvetés elektrodai yra 6 mm diametro. Tuo atveju, kai

Laidas Suspensija Pildymo anga Korpusas

S

(a)

Tungtis Elektrodai Kiuveté

2.7. pav. Kiuvetés naudotos mieliy elektroporacijos eksperimentuose
schema (a) ir nuotrauka (b).
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atstumas tarp elektrody yra 1 mm, biologinio substrato varza siekia kelis

Simtus omy.

2.6.Mieliy lasteliy pralaidumo tyrimy metodikos

2.6.1. Lasteliy suspensijos paruoSimas elektroporacijai ir
tetrafenilfosfonio jony kaupimo matavimas

Elektroporacijoje naudotos mieliy Igstelés buvo auginamos iki
ankstyvos eksponentinés augimo fazés. Po to perplaunamos distiliuotu
vandeniu ir pakartotinai suspenduojamos 1 mL elektroporacijos buferio (1 M
sorbitolio, 20 mM TRIS, pH 7,4 (4 °C)) (EPB). Galutiné¢ mieliy koncentracija
buvo islaikyta 4 — 6 x 10° lasteliy/mL. Elektroporacija buvo vykdoma 120 uL
EPB pries§ pat elektroporacija pridedant tetrafenilfosfonio bromido (TPPBr) iki

5 x 10" M galutinés koncentracijos (2.8. pav.). Po elektrinio lauko poveikio ir 3

120 pl mieliy suspensija (4-
6)- 10" 1ast./ml

— Pridedama 5-10°" M TPPBr

k4
Elektroporacija (arba ne),
inkubacija 3 min ir
centrifugavimas

— Nuosedos pasalinamos (mieliy lastelés)
r

50 pL supernatanto
sumaisoma su 200 pL
kalibracijos tirpalo (2 uM
TPP")

v

Likutinés TPP koncentracijos
matavimai

2.8. pav. TPP" matavimy eksperimento atlikimo schema.
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min. inkubacijos mieliy Iastelés buvo nusodintos, o supernatantas buvo
naudojamas likutinei TPP" jony koncentracijai jvertinti. 50 pL supernatanto
([TPP+]Supematam0) sumaiSoma su 200 pL kalibracinio 2:10° M koncentracijos
TPP" tirpalu, siekiant padidinti tiriamojo méginio kiekj. Gaunama pradiné
TPP® koncentracija ([TPP'Jyagine = Ny) = 2,6:10° M. Lygiai taip pat buvo
ruosiami kontroliniai méginiai (be poveikio) bei méginiai skirti tirti TPP"
absorbcijos mielése kinetikai. Mieliy absorbuotas TPP" kiekis (N) buvo
apskai¢iuojamas: N = [TPP |pudine — [TPP lsupematantor tai yra N = N, —
Ngupernatanto-  Matavimuose buvo naudojami tetrafenilfosfoniui  atrankis
elektrodai (Zimkus ir Chaustova 2004). Elektrody potencialy skirtumas buvo
nustatomas WTW 526 jonometru (WTW, Weilheim, Vokietija) sujungtu su
kompiuteriu. Duomeny jraSymui, analizei bei mieliy absorbuoto TPP" kiekio
skai¢iavimams buvo naudojamas PicoLog (Pico Technologies, DB)

programinis paketas.

Taip pat buvo tiriama TPP" absorbcijos mielése kinetika, t.y. buvo
siekiama iStirti ar impulsinis elektrinis laukas (IEL) gali pakeisti TPP"
akumuliacijos lygj ir nustatyti ar IEL kei¢ia TPP" absorbcijos greitj. Siam
tikslui matavimai buvo atlieckami paveikus impulsiniu 150 ps trukmés
4,8 kV/cm elektrinio lauko stipriu ir imant méginius skirtingais laiko
intervalais bei po poveikio inkubuojant kambario temperatiiroje.
Kontroliniuose — nepaveiktuose méginiuose analizuojamas sukauptas TPP"

kiekis tokiais pat laiko intervalais, kaip tiriant IEL poveikj.

2.6.2. Fluorescenciné mikroskopija

Siekiant nustatyti elektroporacijos efektyvuma, mieliy Igstelés buvo du
kartus perplaunamos EPB buferiu ir sukoncentruojamos iki 1,5 x 10° lasteliy
100 puL tame paciame buferyje. Tuomet buvo pridedama 400 uM kalceino
melio AM  (modifikuoto kalceino mélynojo, kuriam lasteleé yra pralaidi)

fluorescuojanéio dazo. Sis dazas absorbuoja 360 nm, o spinduliuoja 449 nm
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ilgio bangos Sviesa. Po 30 min. inkubacijos tamsoje ir kambario temperatiroje,
lastelés buvo stebimos BXS51TF (Olympus, Japonija) fluorescentiniu
mikroskopu su tinkamu filtry kubu. Buvo fotografuojama ,,Evolution QEi
Monochrome* (Media Cybernetics, JAV) kamera, naudojant ,Image Pro
Express v.6“ (Media Cybernetics, JAV) programing jrangg. Buvo
skai¢iuojamos fluorescuojancios impulsiniu elektriniu lauku paveiktos mieliy
lastelés. Elektroporacijos efektyvumas buvo skaiciuojamas kaip skirtumas tarp
fluorescuojanciy ir nefluorescuojanciy mieliy lasteliy ir buvo iSreikstas
procentais. Kiekvieno eksperimento metu buvo suskai¢iuojama bent Simtas

lasteliy.

2.7.Elektriniy impulsy poveikio mieliy gyvybingumui jvertinimas

Gyvybingumo nustatymui méginiai buvo imami prie§ ir po
elektroporacijos. Mieliy proliferacijos tyrimas buvo atliktas pagal mikrobiniy
lasteliy  gyvybingumo rinkinio, sukurto 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio natrio druskos (WST - 8)
pagrindu (Dojindo, Kumamoto, Japonija) gamintojo rekomendacijas su keliais
pakeitimais. Buvo naudojama SC terpé su Glu (bespalvé mieliy azoto pagrindu
sukurta terpé) (Sigma — Aldrich Co. LLC). Po 4 val. trukusios mieliy lgsteliy
inkubacijos buvo atlikti absorbcijos matavimai esant 460 nm bangos ilgiui ir
naudojant mikroploksteliy skaitytuva Tecan Sunrise (Tecan, Sveicarija).

Rezultatai pateikiami 1§ 3 eksperimentiniy bandymy.

Mieliy lasteliy dauginimosi efektyvumas buvo skaifiuojamas
paskleidziant 100 pL tinkamo skiedimo (10 kolonijas formuojanéiy
vienety/mL) lasteliy suspensijas ant YPD agaro léksteliy. Lékstelés buvo
inkubuojamos 4 dienas 30 °C temperatiroje. Buvo skaic¢iuojamos kolonijos,
kurias suformavo iSgyvenusios lastelés, paveikus jas IEL. Rezultatai

iSreiSkiami deSimtainiu redukcijos santykiu: n=logNy/N;, kur N, yra nepaveikty
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IEL mieliy kolonijy skaiCius; N, yra iSgyvenusiy mieliy kolonijy skaicius jas

paveikus IEL. Rezultatai pateikiami i§ 3 eksperimentiniy bandymy.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1.ChemisSkai modifikuotuy mieliy 1asteliy tamprumo tyrimai

Mielés yra placiai naudojamos moksliniuose tyrimuose kaip modelinis
organizmas tiriant lgsteliy mechanines savybes. Be to mielés turédamos
kompleksing sienelés struktiira yra patrauklus objektas kuriant lasteliy ir
lasteliy sienelés mechaniniy savybiy matematinius modelius (Mercade-Prieto ir
kt., 2013). AJM yra vienas i§ placiausiai tatkomy mechaniniy savybiy tyrimo
metody lgsteliy tamprumo eksperimentuose (Carl ir Schillers 2008). Kaip jau
minéta anksCiau literatiros apzvalgoje, AJM gali biti naudojamas

diagnostikoje, tod¢l vis labiau ieSkoma §io metodo taikymo sriciy.

Siame skyriuje bus aptariami rezultatai gauti mieliy lasteliy vaizdinimo
AJM tyrimy metu bei nustatant tamprumo savybes paveikus jas cheminémis
medziagomis, kurios dazniausiai naudojamos mieliy transformacijoje ir bio-

analizéje.

3.1.1. Mieliy imobilizuoty ant pavirSiaus vaizdinimas AJM

Darbe Saccharomyces cerevisiae 1astelés buvo tiriamos atominiy jégy
mikroskopu Bioscope II sujungtu su optiniu - fluorescenciniu mikroskopu
Olympus [X71. Optinis mikroskopas yra kaip pagalbinis prietaisas naudojamas
AJM matavimy metu pradiniam tyrimy objekto jvertinimui ir matavimo

pozicijos parinkimui.
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3.1. pav. Mieliy imobilizuoty ant stiklo topografiniai vaizdai
gauti AJM veikian¢io kontaktiniu rezimu. (a) Perdziiivusiy mieliy

vaizdas. (b) Mieliy 3D projekcija.

Paskleistos ir iSdziovintos mieliy lastelés ant stiklo pavirSiaus buvo
inkubuojamos 30 — 120 min. kambario temperatiiroje, siekiant visiSko tirpiklio
(DV) i8garavimo. Analizuojant pavir§iy AJM dirbancio kontaktiniu rézimu
buvo vizualiai stebima mieliy lgsteliy adhezija ant stiklo pavirSiaus. IS rezultaty
(3.1. pav.) galime teigti, kad toks imobilizavimo metodas buvo tinkamas, t.y.
mieliy Igsteliy adhezija buvo pakankama Siai AJM analizei. Taciau, $is mieliy
imobilizavimo ant pavirSiaus metodas tur¢jo daug trilkumy. Vienas svarbiausiy
trikumy buvo tai, kad matavimy metu mielés grie¢iau nei per 1 val. ore
perdziidavo (3.1. pav. a) ir eksperimentas biidavo nutraukiamas. Be to,
nekontroliuojamas drégmeés netekimas galéjo pakenkti sienelés vientisumui, kg
demonstruoja 3.1. paveiksle (b) nuotrauka, kurioje matyti, kad mieliy
diametras 1§ vidutiniskai 5,0 pm (Bui ir kt., 2008) sumazéjo iki 2,4 pm. Toks
drégmés netekimas nepriklausomai nuo cheminiy medziagy ar elektrinio lauko
panaudojimo sienelei modifikuoti gali iSkreipti tyrimy rezultatus. Tod¢l buvo
ieSkoma kity mieliy imobilizavimo budy leidzian¢iy tirti mieliy tamprumo

pakycius fiziologinéje aplinkoje.

AJM leidzia nagrinéti bandinio topografija, morfologines ir struktiirines

savybes bei lokalius lgsteliy mechaniniy savybiy pokycius. AJM skiriamoji
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geba yra daug didesné negu optinio mikroskopo, o atskirais atvejais net gali
virSyti skenuojancio elektroninio mikroskopo skiriamgja geba. Bet lyginant su
SEM, AJM gali biti naudojamas ne tik vakuume, bet ir kitose terpése, tokiose
kaip vanduo. Tai itin svarbu tiriant biologinius objektus. AJM skiriamoji geba
priklauso nuo zondo ar/ir adatos savybiy ir gali virSyti 1 nm (yra moksliniy
straipsniy aprasanciy tyrimus, kuriuose buvo pasiekta skiriamoji geba siekianti
atomin] lygmenj) (Hansma ir Hoh 1994). Priklausomai nuo zondo
konstrukcijos ir medziagos, kuria yra padengiamos adatos, galima matuoti ne
tik Igsteliy topografija, bet ir jvertinti elektrines, magnetines, elastines bandinio

pavirSiaus savybes.

3.1.2. Mieliy imobilizacija membranoje ir vaizdinimas AJM

Techninés AJM Bioscope II galimybés leidzia atlikti medziagy
matavimus dideliame matavimo plote (175 um X 175 um), taip pat galima
atlikti matavimus skystyje, kas yra labai svarbu tiriant Igsteliy mechanines
savybes. Atlieckant matavimus vandeninéje terpéje yra papildomai
kompensuojami AJM trukumai, tokie kaip skiriamosios gebos sumaz¢jimas dél
adatos elektrostatiniy sgveiky su bandiniu ir kontakto metu atsirandanciy
kapiliariniy jégy ekranavimo. Todél buvo pasirinktas mieliy lasteliy
imobilizavimo ] membrang bidas, kuris leido atlikti matavimus AJM
vandeninéje terpéje. Mieliy suspensijg filtruojant per ISOPORE membrang
lastelés jstrigdavo membranos porose ir dél trinties jégy laikydavosi matavimy

metu (3.2. pav.). Buvo tiriamos morfologinés mieliy 1gsteliy savybés.
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Po mieliy imobilizavimo ISOPORE membranos porose nuskenavus tam
tikrg membranos plotg ir aptikus jstrigusias Igsteles dar labai svarbu buvo
surasti tinkamg mieliy lgstelés padét] poroje (3.2. pav. ¢, d, e). Kaip matyti i$
AJM nuotrauky, jeigu membranos pora yra netaisyklingos formos, Iastelé
lengvai adaptuojasi, priimdama netaisyklinga forma (3.2. pav. e). Toks lastelés
formos pasikeitimas gali iSkreipti mechanines savybes. Be to, po mieliy
dauginimosi proceso ant lgstelés iSlieka dauginimosi randas (3.2. pav. d). Yra

7inoma, kad rando vietoje susikaupes chitinas lemia padidéjusj tampruma. Siuo

3.2. pav. Membranos porose imobilizuoty mieliy lgsteliy vaizdai

gauti atlikus tyrimus AJM dirbanCiu virpancio zondo rézimu. (a)
membranos su imobilizuotomis lgstelémis topografinis ir (b) nukrypimo
nuo rezonansinio daznio vaizdas. Rodyklémis parodyta membranoje
imobilizuotos mieliy Igstelés. (c) Lastelé, kurios pavirsSius yra lygus. (d)
Lastel¢ su dalinimosi randu. (e) Lastelé netaisyklingos membranos

poroje jgijusi jos forma.
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atveju Young‘o modulis padid¢ja nuo jprastai mieliy Igsteléms bidingo 0,6 +
0,4 MPa iki 6,1 + 2,4 MPa (Touhami ir kt., 2003). Todél tolimesniems
tamprumo tyrimams buvo pasirinktos tik lygios ir taisyklingos formos mieliy

lastelés (3.2. pav. ¢).

Tiriant membranoje imobilizuoty mieliy mechaninj atsaka pastebéta,
kad priklausomai nuo tyrimams pasirinktos lgstelés vietos skiriasi rezultatai

(3.3. pav.).
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3.3. pav. Gembe¢s atsilenkimo priklausomybé nuo aukscio
priklausomai nuo pasirinktos matavimo vietos ir gembeés padéties.
Nuotrauka vaizduoja gembés padét] matavimy metu. Taip pat pazymétos
vietos kuriose atlikti tamprumo matavimai. Pilki eksperimentiniai
tamprumo duomenys atitinka vertikalius taskus pazymétus nuotraukoje
rodyklémis. Juoda kreivé atitinka tamprumo rezultatus gautus pasirinkus

matavimo vietas horizontaliai. F — slenkstiné jéga.
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Keiciant tyrimams pasirinktg Igstelés vieta vertikaliai gembés atzvilgiu
(3.3. pav. rodyklés) pastebéta, kad esant tai paciai spaudimo jégai (iki 36 nN) ir
virSijus slenksting 4 nN jéga bei tolstant nuo centrinio matavimy tasko mieliy
lastelés pasizymédavo didesniu ar mazesniu tamprumu (3.3. pav. pilkos
kreivés). Bet atlikus eksperimentus horizontaliai gembés atzvilgiu (3.3. pav.

juodos kreivés) tokiy rezultaty pasiskirstymo nepastebéta.

Buvo nustatyta, kad tokiems skirtingiems rezultatams daugiausiai tur¢jo
jtakos adatos sgveika su elipsés formos lgsteliy pavirSiumi. Adatai jsispaudus |
lastelés pavirSiaus vietas, kurios yra vertikalios gembes atzvilgiu (2.2. pav. 2 ir
3 taSkai ir 3.3. pav. pilkos kreivés), gembé pasisuka. O nuo gembés atspindétas
lazerio spindulys pakeicia kelig dél pasisukimo krypties, tod¢l jégos kreivé gali
kilti ar kristi taip iSkreipdama lgsteliy tamprumo duomenis. D¢l to, siekiant
patikimesniy rezultaty, visiems toliau atliktiems mieliy tamprumo tyrimams
bei jy analizei buvo pasirinkti eksperimentiniai duomenys gauti tiriant tik

virSutingje lasteliy pavirSiaus dalyje esancias sritis.

3.1.3. DTT jtaka mieliuy lasteliy tamprumui ir sienelés SiurkStumui

Pries atliekant mieliy lasteliy tamprumo matavimus, naudojantis Sader
metodu, buvo patikrinamas gembés tamprumo koeficientas k. Atlikty
patikrinimy duomenys sutapo su gamintojo specifikacijoje nurodytu

koeficientu ir buvo 0,1 N/m.

Tiriant membranoje imobilizuoty nepaveikty (pradiniy) mieliy
tampruma (3.4. pav. 1, pilkos kreivés), bei analizuojant tris skirtingas mieliy
lasteles aukscCiausioje lagstelés vietoje penkis kartus, gembés atsilenkimo (kas
proporcija jégai, veikianciai zondg) — aukscio kreives iSsidésto vienoje kreiviy
Seimoje. Be to jas apdorojus gaunama jégos — aukscio kreive (3.4. pav. 1, juoda
kreive) atitinkanti nepaveikty mieliy tamprumg. Taip pat analizuojamos ir po

transformacijos, t.y. DTT ir Li jonais paveiktos ir membranoje imobilizuotos

55



B eksper. duomenys . s
] - gksper. d. vidurkis 3 2
1 - pradinés mielés o’
2 - paveiktos mielés .
3 - stiklas d

-

(=]

(=]
T

atsilenkimas, nm
(=]
—

=100

=200 1 L r—— 1 N L N 1 L L L 1 L N L 1
400 600 800 1.000 1.200
aukstis, nm

3.4. pav. Gembés atsilenkimo priklausomybés nuo aukscio kreivés
gautos tiriant membranoje imobilizuoty nepaveikty (1) bei Li" ir DTT
paveikty (2) mieliy tamprumg. Pilkos kreivés yra eksperimentiniai
duomenys gauti matuojant maziausiai penkis kartus vienoje auksc¢iausioje
mielés vietoje. Juodos kreivés vaizduoja eksperimentiniy duomeny

vidurkius. Juodais taskai pazyméti stiklo tamprumo duomenys (3).

mieliy Iastelés (3.4. pav. 2, pilkos kreivés). Kaip ir prie§ tai nagrinéty
nepaveikty mieliy Iasteliy atveju apdorojus eksperimentinius duomenis

gaunama viena jégos — aukscio kreive (3.4. pav. 2, juoda kreive).

Visi duomenys lyginami pagal stiklinés plokstelés (objektinio stiklo)
jégos — aukscio kreive, kuri miisy eksperimenty atveju buvo kaip netamprios
(kietos) medziagos kreivé (3.4. pav. 3). Gauti eksperimentiniai rezultatai rodo,
kad cheminémis medziagomis paveiktos mieliy Igstelés pasizyméjo mazesniu

tamprumu lyginant su nepaveiktomis Igstelémis.

Paveikus mieliy lasteles medziagomis, kuriy pagalba yra siekiama
padidinti sienelés pralaiduma, bei jvertinus tamprumo pakycius, AJM pagalba
buvo atlikti ir mieliy sienelés SiurkStumo tyrimai (3.5. pav.). Nustatyta, kad $iy

medziagy poveikyje mieliy sienelés Siurk§tumas padidéjo.
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3.5. pav. Polikarbonatiné¢je membranoje imobilizuoty nepaveikty (a)

bei Li" ir DTT paveikty (b) mieliy sienelés pavirsiaus topografija.

Literatiiroje yra duomeny jrodanciy, kad mieliy tamprumas gali kisti
priklausomai nuo pasirinkty mieliy kamieno augimo stadijos (Dague ir kt.,
2010) ir nuo pasirinkto tirpalo (Bui ir kt., 2008), taciau, kad eksperimentinius
duomenis biity galima sulyginti, reikia atlikti mieliy tamprumo modulio —
Young‘o modulio skai¢iavimus. Yra zinoma, kad DTT suardo mieliy sienelése
esancius disulfidinius rySius tarp glikozilinty sienelés baltymy (De Nobel ir kt.,
1989). Licio katijony poveikis mieliy sienelei taip pat buvo tirtas naudojant
AJM, taCiau jtakos mieliy sienelés SiurkStumui nebuvo aptikta (Chen ir kt.,
2008). Siy eksperimenty metu buvo jrodyta li¢io svarba DNR praéjimo per
sienelg, o ne sienelés mechaninéms savybéms. Todé¢l i§ misy atlikty tyrimy,
galima daryti prielaida, kad didziausig jtakg SiurkStumui galéjo turéti DTT.
DTT veikdamas sienelés baltymy tarpusavio rySius pakeité kompaktiskg
sienelés struktiira, dél to padidéjo jos Siurkstumas. Sia i§vada pagrindZia ir
atlikti tyrimai, kuriy metu buvo jrodyta, kad mnn9A mutanty sienelés (Siy
mieliy mutanty sieneléje yra maziau manozilinty sienelés baltymy) taip pat

pasizyméjo vienu didziausiy Siurkstumy (Dague ir kt., 2010).
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3.1.4. Mieliy tamprumo modulio skai¢iavimai

Tam, kad i§ atlikty tamprumo matavimy biity galima apskaiciuoti
tamprumo modul; buvo pasirinktas Sneddon'o modelis, nes deformacija buvo
pakankamai didelé, o matavimai buvo atlikti, kai zondas juda tik vertikaliai (z

aSyje). Deformacijos skai¢iavimo principas yra pavaizduoti 3.6. paveiksle.

Zondas nuleidziamas ir gemb¢ pradeda atsilenkti, kai adata pasiekia
bandinio pavirSiy (z, pradinis kontakto taskas). Jeigu bandinys yra kietas,

gembés atsilenkimo priklausomybé nuo zondo aukscio pasikeitimo yra tiesiné

(3.6. pav. 1 kreivé).

Kai bandinys o ¥
. b
minkstas zondo " j stoniadi ,-"f
—

gembés atsilenkimas ..E r & 7

= I
néra toks didelis, F y

" ™ ——
nes adata v /

' ' 1o - ‘,.'"" _,a-'-"'""f “
papildomai e |
|

jspaudzia  minkSta g )
bandini, todél aukdtis
gembés atsilenkimo 3.6. pav. Mieliy mechaniniy savybiy nustatymo

priklausomybé nuo principas. ISmatuojamos jégos-atstumo  kreivés
zondo aukséio néra kietam (1) ir minkStam bandiniams (2).

tiesiné (3.6. pav. 2

kreivé).

Tiriant minkstg bandinj vertikalus zondo judéjimas (z) pasiskirsto tarp
gembés atsilenkimo ir bandinio deformacijos (d). Atémus kieto bandinio jégos
— atstumo kreive 1§ minkSto bandinio kreivés gaunama minksto bandinio
deformacija 8. Zinant gembés tamprumo koeficienta (nurodomas gamintojo)

randama jéga (F) veikianti bandinj (Huko désnis):

F=k-Ad 3.1)
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kur Ad yra gembés atsilenkimo pokytis. Mieliy lastelés deformacija

apskaiciuojama naudojant duomenis atspindétus jégos-atstumo kreivéje:
6 = (Z - Zo) - (d - do) (32)

kur z yra gembés pozicija, z, ir dy yra pradinio kontakto taSkas, d —

gembes atsilenkimas.

Adatai lieCiant minksStg pavyzdj, gembés sukurta jéga jspaudzia miele ir
gembés jlinkis sumazéja. Sneddon'o modelis yra paskaiciuotas kiigio formos

kontaktui (Sneddon 1965) (1.5. pav.):

2 E 1 2

(3.3)

kur E yra Young‘o modulis, v yra Poisson‘o koeficientas ir a yra kiigio

virStinés puskampis.

Modeliavimui buvo naudojama formulé (3.1), kurioje mechaniné jéga
buvo kei¢iama Sneddon'o formule (3.3), o deformacija — formule (3.2) (Rico ir
kt., 2005). Tai leido modeliuoti eksperimentinius duomenis be papildomy
eksperimentiniy kreiviy pertvarkymy. Puasono koeficientas v buvo
prilyginamas 0,5 kaip yra rekomenduojama mokslinéje literatiiroje (Touhami ir
kt., 2003; Bui ir kt., 2008; Carl ir Schillers 2008). Zondo gembés tamprumo
koeficientas k buvo patikrintas gembés terminiy svyravimy metodu. Adatos

puskampis a naudojamas, kaip nurodyta zondo gamintojo specifikacijoje.

Tamprumas yra fizikiné medziagos savybe, priklausanti nuo medziagos
1$ kurios yra sudarytas objektas. Jeigu tiriamas objektas turi tam tikra formg jo
tamprumo savybés charakterizuojamos tokiu fizikiniu dydziu, kaip standumas.
Deformacija vadinama tamprigja, kai objektas paveiktas mechaniskai atgauna
prading formg ir pradinius matmenis. Tokiu atveju deformacija yra tiesiogiai
proporcinga jégai, kuria yra veikiamas objektas. Vienalytéms nekristalinéms
medziagoms deformacija yra visiS8kai charakterizuojama dviem koeficientais:

Young‘o moduliu E ir Poisson‘o koeficientu v.
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3.1.5. Mieliy Igsteliy Young‘o modulio analizé

Tam, kad i§ eksperimentiniy rezultaty bty galima nustatyti Young‘o
modulius be duomeny perskai¢iavimo i§ gembés atsilenkimo priklausomybés
nuo zondo aukscio i jégos priklausomybe nuo deformacijos, duomenys buvo
pertvarkomi  naudojant  laisvai  prieinamg  Leveburg‘o-Marquardt‘o
optimizavimo algoritmg. Pertvarkius duomenis ir modeliuojant naudojant 3.1

formule¢ gaunamas Young‘o modulis E ir pradinio kontakto taskas (z, ir dj).

IS eksperimentiniy duomeny (3.7. pav. pilkos kreivés) matyti, kad
didéjant apkrovai palengva didéja ir deformacija, ta¢iau modeliuojant
naudojant Sneddon‘o modelj (3.7. pav. juodos kreivés) aptiktas nesutapimas su
eksperimentiniais duomenimis pla¢iame eksperimentiniy duomeny ruoze, t.y.
nuo 550 iki 650 nm, kai deformacija yra sglyginai nedidel¢. Didinant
deformacijg (daugiau nei 650 nm) modelis apraso gautus eksperimentinius

duomenis geriau. Tai biity galima aiSkinti tuo, kad naudojamas modelis netinka
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3.7. pav. Eksperimentiniy duomeny (pilka kreive) palyginimas su
modeliavimui naudojamu Sneddon’o modeliu (juoda kreive). 1 — pradinés
mieliy lastelés; 2 — chemiskai paveiktos mielés. Juodais taskai pazyméta

stiklo tamprumo duomenys.
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3.8. pav. Eksperimentiniai rezultatai, kai duomenys modeliuojami
atskirai taikant Sneddon‘o modelj mazos (500 — 600 nm) ir didelés (620 —

800 nm) deformacijos sritims.

esant mazai deformacijai arba nehomogeniskai sienelés struktiirai aprasyti.

Ieskant optimaliy modeliavimo salygy iSskyréme tris modeliuojamas
sritis (3.8. pav.): mazos deformacijos (500 — 600 nm), didelés deformacijos
(620 — 800 nm) ir abi dalis apimancios (550 — 800 nm). Aukscio skalei kylant
iki 600 nm, deformacija kinta labai 1étai, o po to — greitai. Visai kreivei
taikytas Sneddon‘o modelis neatitinka eksperimentiniy rezultaty regione nuo
600 nm iki 620 nm, tai yra adatos kontakto su mielés pavirSiumi taSkas —
kontakto taskas. Taip pat panaSi problema iSkyla ir kitiems autoriams
tiriantiems AJM mieliy lasteles (Rico ir kt., 2005; Carl ir Schillers 2008).
Kontakto taSko nustatymas biologiniams bandiniams yra komplikuotas (Rico ir

kt., 2005).

2 lentel¢je iSvardinti du Young‘o moduliai apskaiciuoti nepaveiktoms ir
paveiktoms lgsteléms kiekvienai 1§ tirilamy deformacijos sri¢iy. Tiriant
tamprumo pokycius mazos deformacijos srityje, skirtumai yra zenklis lyginant

nepaveikty mieliy - E = 0,12 + 0,82 MPa, ir paveikty mieliy - E = 0,32 +
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0,12 MPa Young‘o modulius su didelés deformacijos sritimi, kur atitinkamai

nepaveikty mieliy E = 1,00 £ 0,04 MPa ir paveikty 2,14 £ 0,1 MPa.

2 lentelé. Young‘o modulio vertés priklausomai nuo tiriamos gembés

atsilenkimo srities.

Modelivojama  sritis, 500-600 620-800 550-800
nm

E (nepaveiktos mieliy 0,12+ 0,82 1,00 £ 0,04 0,84+ 0,17
lastelés), MPa

E (paveiktos mieliy 0,32 +0,12 2,14+ 0,1 1,93 +£0,48
lastelés), MPa

Literatiiroje mieliy lasteliy Young‘o modulis yra skai¢iuojamas
naudojant (3.3) lygti (Bui ir kt., 2008) ir, kaip tikétasi, (adatos puskampis a yra
36°) apskaiciuotos reikSmés yra mazesnés: tamprumo modulis dejonizuotame
vandenyje ir fosfatiniame buferyje, atitinkamai yra 0,15 + 0,02 ir 0,24 + 0,03
MPa. Kiti autoriai naudodami kiek kitokj Young‘o modulio modeliavimo
buda, lygtyje (3.3) vietoj 1/tan (a) vartodami tik tan (o) natrio acetato buferyje
nustaté tamprumo modulj lygy 0,7 £ 0,2 MPa (David ir kt., 2008). Young‘o
modulio matavimo vertés NaCl tirpale ir DV yra atitinkamai 1,12 + 0,02 MPa
(Svaldo Lanero ir kt., 2006) ir 0,6 = 0,4 MPa (Touhami ir kt., 2003).
Skirtingais metodais apskaicCiuoti Young‘o moduliai gali labai skirtis nuo 0,7
MPa, tiriant AJM fiziologinémis salygomis, iki 110 MPa spaudziant visg
lastele tarp dviejy plokStumy. Taigi, galime daryti iSvadg, kad didelés
deformacijos srityse gauti tamprumo moduliai sutampa su literatiiroje
pateiktais. Kaip buvo nustatyta Lanero Svaldo su bendraautoriais tyrime, gauti
nepaveikty Igsteliy Young‘o moduliai iSlieka panasiis ir yra mazdaug 1 MPa

(Svaldo Lanero ir kt., 20006).

Mieliy sienelé yra kompleksin¢ struktiira, taciau dél paprastumo daznai
yra laikoma, kad ji yra sudaryta 1§ dviejy sluoksniy: virSutinio, kurj sudaro

manozilinti sienelés baltymai ir apatinio, sudaryto 1§ gliukany ir chitino, kurie
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pasizymi dideliu mechaniniu atsparumu (Klis ir kt., 2006; Levin 2011;
Mercade-Prieto ir kt., 2013). Yra zinoma, kad DTT veikdamas monozilinty
sienelés baltymy tarpusavio rysius keicia sienelés pralaidumg (De Nobel ir kt.,
1989). Tod¢l galime daryti prielaida, kad DTT paSalina virSutinj sienelés
sluoksnj arba labai ji suardo ir tada yra veikiamas tik stangrus apatinis
sluoksnis, todél gaunamas Young‘o modulio padidéjimas nuo E = 0,12 + 0,82
MPa nepaveikty mieliy iki E = 0,32 + 0,12 MPa paveikty mieliy. Sig prielaida
grindzia mokslininky iSvados modeliuojant dvisluoksne mieliy sienele
baigtiniy elementy metodu (Mercade-Prieto ir kt., 2013). Kita vertus, Young‘o
modulio skai¢iavimams naudojamame modelyje néra jvertinamas efektyvaus
kontakto plotas, kuris gali smarkiai padidéti esant minkStai sienelei ar jai
suminkstejus DTT poveikyje, o tai nenumatyta (3.3) lygtyje ir dél to gali
padidéti Young‘o modulio reikSmés. Be to, negalima atmesti ir fakto, kad DTT
gali aktyvinti mieliy CWI signalinj kelig per endoplazminj retikulumg (Levin
2011) arba keisdamas sienelés SiurkStumag gali aktyvinti mielés sieneléje
esancius mechaninius sensorius (Heinisch ir kt., 2012). D¢l $iy priezas¢iy gali
pakisti lgstelés mechaninis tamprumas, taciau Sioms prielaidoms patvirtinti

reikia atlikti papildomus eksperimentus.

Apibendrinant, mieliy lasteliy sienelé¢ yra mechaniskai ir chemiskai
atspari sudétinga struktiira. Sienel¢ sudaryta 1§ gliukany, kur yra integruoti
polisacharidai su kitais komponentais, tokiais kaip baltymai, lipidai, chitinas ir
neorganinis fosfatas. Lastelés sienelés storis gali siekti iki 200 nm, ir sienelé
sudaro zymig mielés skersmens dalj. Mechanines Igstelés sienelés savybes
galima lokaliai tirti nestipriai spaudziant atominés jégos mikroskopo zondu su
mazo skersmens adata. Cheminiy medziagy, kurios keisty sienelés pralaiduma,
poveikis lastelés sienelei tebéra intensyviai tiriamas siekiant padidinti bio-
katalizés iSeiga, padidinti lgsteliy suardymo efektyvuma ar pagerinti VLJ

jautruma.

Mechaniniy mielés sienelés savybiy tyrimai yra labai tiksls, tac¢iau Siuo

metu naudojami AJM neleidzia greitai ar vienu metu atlikti daug matavimy. Be
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to po atlikty matavimy, lasteliy nebegalima naudoti tolimesniuose tyrimuose.
Todél ieSkoma naujy mieliy sienelés pralaidumo poveikio bei analizés metody.
Vienas i§ perspektyviausiy sienelés poveikio metody galéty buti impulsinis

elektrinis laukas.

3.2. Impulsinio elektrinio lauko jtaka mieliy lasteliy pralaidumui
ir gyvybingumui

Yra manoma, kad impulsinio elektrinio lauko (IEL) poveikyje Iasteliy
membranoje  susidarant  hidrofilinéms poroms padidéja membranos
pralaidumas paprastai nelaidzioms medziagoms. Taip pat barjerine funkcija
pasizymi ir mikroorganizmy sienelé. Ar impulsinis elektrinis laukas gali ir kaip
pakeicia sienelés pralaidumg bei kaip tai jtakoja lasteliy gyvybinguma lig Siol
néra aiSku. Tod¢l Siame skyriuje bus nagrinéjami rezultatai gauti tiriant mieliy
pralaidumo bei gyvybingumo pokycius, veikiant jas skirtingos impulsy

trukmes ir amplitudés elektriniu lauku.

3.2.1. Mikrosekundziy trukmés didelés galios impulsy poveikis
mieliy lasteliy pralaidumui

TPP" susikaupimo lygis mieliy lastelése priklauso nuo inkubacijos su
lipofiliniais katijonais trukmés, o maksimalus susikaupimo lygis, t.y.
jsisotinimas gali buti pasiektas net po 30 — 120 min. Isisotinimo laikas
priklauso nuo naudojamo buferio ir mieliy kamieny (Ballarin-Denti ir kt.,
1994; Zimkus ir Chaustova 2003). Paveiksle 3.9. pateikti eksperimentiniai
duomenys (taskai) rodo, jog elektriniu lauku paveiktos mieliy lastelés greiciau
sukaupia TPP", nei nepaveiktos. Mieliy lastelése sukauptas TPP" kiekis buvo
isreiskiamas santykiu (N/N,,)x100%, kur N,, yra maksimalus TPP" jony kiekis,
kuris gali buti sukauptas mieliy Igstelése (jsisotinimo lygis), palaikant prading

TPP" koncentracija (N,) didesne nei N,,. Kaip matyti i§ 3.9 paveikslo mielés
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3.9. pav. TPP" absorbcijos mielése kinetika: (1) 150 ps trukmeés
4,8 kV/cm impulsiniu elektriniu lauku paveikty ir (2) nepaveikty mieliy.

Koreliacijos koeficientas R* = 0,989

paveiktos 4.8 kV/cm stiprio statiakampio formos elektrinio lauko impulsu,
kurio trukmé buvo 150 ps, 90 % sukaupimo lygi pasieké per 40 min.
Nepaveiktos mielés, nors ir absorbuoja lipofilinius katijonus, taciau pasiekti ta
pat] 90 % susikaupimo lygj joms prireik¢ 100 min. Reikia pazymeéti, kad IEL
poveikis mieliy lasteléms i§ esmés nepakei¢ia TPP' susikaupimo lygio, t.y.
isisotinimo lygmuo iSlieka toks pat tiek nepaveiktoms, tiek ir elektriniu lauku

paveiktoms Igsteléms.
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3.10. pav. Mieliy TPP" absorbcijos priklausomybé nuo elektrinio
lauko stiprio. Eksperimentiniai duomenys (taSkai) rodo priklausomybg tarp
elektrinio lauko stiprio ir TPP" absorbcijos, esant skirtingos trukmés
impulsams. Punktyriné linija demonstruoja TPP’ kiekj sukaupty iki

poveikio pradzios.

Norint istirti kaip elektrinis laukas veikia TPP" kaupimo greitj mielése,
naudojant TPP" katijonams atranky elektroda buvo i§matuojama likutiné TPP"
koncentracijg tiriamajame tirpale (EPB buferyje) po to kai mielés buvo
iSlaikomos fiksuotg laiko tarpg Siame tirpale. Mieliy suspensija buvo veikiama
pavieniais staCiakampio formos 5, 10, 50, 100 ir 150 ps trukmés impulsais,
esant skirtingo stiprio elektriniam laukui. Eksperimentiniai duomenys yra
pavaizduoti 3.10. paveiksle. TPP" susikaupimas buvo matuojamas praéjus 3
min. po poveikio elektriniu lauku. Kaip matyti i§ 3.10 paveikslo TPP"
absorbcija (eksperimenty duomenys — taskai) priklauso nuo elektrinio lauko

stiprio ir impulso trukmés. TPP' kaupimo procesas pagreitéja pasiekus
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slenksting elektrinio lauko verte (E,,). Ey;, — tai toks elektrinio lauko stipris, kurj
vir§ijus TPP" absorbcijos greitis mielése pradeda priklausyti nuo elektrinio
lauko stiprio. Slenkstinio lauko nustatymas labai priklauso nuo pasirinktos
naudoti tyrimo metodikos jautrumo. E, yra impulso trukmés (z,) funkcija ir
mazéja didinant #,. Pastovus 9 % TPP" koncentracijos pokytis 3.10. paveiksle
pavaizduotas punktyrine linija yra salygotas pradinio sukaupimo iki kol (apie 1
min.) suspensija yra paveikiama elektriniu lauku. Esant 150us impulso trukmei
TPP" absorbcija jsisotina pasiekus 9 kV/cm elektrinio lauko stiprio riba.
Mazinant elektrinio impulso trukme, esant tam paciam elektrinio lauko stipriui,
TPP" sukaupimas krenta, todél Sus trukmés impulsu pasiekus net 9,7 kV/cm

elektrinio lauko stiprj TPP" sukaupimas tesiekia tik 40 %.

Yra zinoma, kad temperatiros padid¢jimas suspensijoje gali iSSaukti
lastelés pralaidumo pakycius, todél norint jvertinti galimg maksimalig kiuvetés
turinio temperatiros padid¢jimg dél Joule kaitimo, buvo panaudotas

homogeninis adiabatinis temperatiiros iSaugimo AT skai¢iavimo artinys:

AT=—"". (3.4)

¢ia U — jtampa tarp kiuvetés elektrody, #, — staCiakampio formos impulso
trukm¢, R — kiuvetés turinio varza (= 300 Q), ¢, — savitoji vandens Siluma
(4181,3 J/kg-K), m — kiuvetés turinio masé (2,825x107 kg). Skai¢iavimy gauty

naudojant formule (3.4) rezultatai pateikiami 3 lenteléje.
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3 lentelé. Maksimalus kiuvetés turinio (120 pl) temperatiiros pokytis esant

didziausiai eksperimentuose naudotai jtampai ir skirtingoms impulso

trukmems.
U, (kV) t, (us) AT(K)
0,9 150 3,80
0,9 100 2,53
0,9 50 1,26
0,9 10 0,25
0,9 5 0,126

Kaip matyti i$ Sios lentelés, maksimalus jkaitimas (3,8 K) jvyksta esant
150 ps trukmés impulsui, nors A7 =3,8 K gali biiti Siek tiek padidinta verté dél
Silumos nuvedimo nejskaitymo formulé¢je (3.4). Mazinant impulso trukme AT

zenkliai sumaZz¢ja ir kai t, = 5 ps, 47 = 0,126 K.

3.2.2. Nanosekundziy trukmés didelés galios impulsy poveikis
mieliy lasteliy pralaidumui

Tiriant vienkartiniy 60 nanosekundziy trukmés didelés galios (iki
200 kV/cm) impulsy poveik] mieliy lgsteliy pralaidumui nustatyta, kad labai
nezymiai kei€iasi mieliy plazminés membranos pralaidumas kalceino meliui
(molekuliné masé¢ 321,28) (3.11. pav. stulpeliai). Reikia pazyméti, kad Sis
dazas gali biiti sukaupiamas tik gyvy lgsteliy. Kalceino mélio difuzija i$
lastelés traktuojama kaip hidrofilinés poros susidarymas plaminéje
membranoje. Pasiekta maksimali 26,68 % elektropuoruoty lasteliy frakcija,
veikiant lgsteles 182 kV/cm IEL. Todél galime daryti i§vada, kad $is metodas
néra pakankamai jautrus elektroporuoty lgsteliy frakcijai jvertinti, naudojant

nanosekundziy trukmés impulsus. D¢l to, buvo nutarta panaudoti ankSciau
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3.11. pav. Mieliy lasteliy plazminiy membrany pralaidumo kalceino
meliui priklausomybé nuo vienkartiniy 60 nanosekundziy trukmeés didelés
galios impulsy. F (%) = F, — F;x100%. F, — fluorescuojanciy lasteliy
frakcija paveikus elektriniu lauku; Fj - fluorescuojanciy lgsteliy frakcija be
elektrinio lauko poveikio. Tirta nemaziau kaip 100 Iasteliu trijy

eksperimenty metu.

apraSyta metodika, paremta TPP" absorbcijos mielése pakitimu veikiant jas

elektriniu lauku.

Pritaikius §j elektrocheminj TPP" koncentracijos analizés metoda buvo
nustatyta, kad didinat elektrinio lauko stiprj, kaip ir mikrosekundziy trukmeés
impulsy atveju, didéja elektriniu lauku sustiprinta TPP' absorbcija mielése
(3.12. pav.). Esant 60 ns impulso trukmei absorbcijos procesas pradeda
priklausyti nuo elektrinio lauko, kai elektrinio lauko stipris pasiekia 8 kV/cm.
Toliau didinant §j stiprj TPP" absorbcija mielése auga ir pasiekia ~ 90 %

virSijus 140 kV/cm elektrinio lauko stiprj. Kaip parodyta 3.12. paveiksle,
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3.12. pav. Mielése absorbuoto TPP" kiekio N (N/N,, x100%) pokytis
veikiant didelés galios elektrinio lauko stiprio £ (kV/cm) nanosekundziy
trukmés #, = 60 ns staciakampio formos impulsais. Matavimai atlikti pra¢jus
3 min. po poveikio. Taskai vaizduoja 5 nepriklausomus eksperimentus.
Vientisa linija aprasanti eksperimentinius duomenis gauta naudojant (3.9)

formulg.

veikiant mieles 60 ns trukmés impulsu galima pasiekti beveik 100% TPP"
sukaupimo lygj. Siuo atveju elektrinio lauko stipris kiuvetéje sieké 190 kV/cm.
Tai atitiko 19 kV jtampa tarp kiuvetés elektrody. Naudojant formule (3.4) buvo
nustatyta, jog 60 ns trukmeés elektrinio impulso poveikyje Siuo atveju visas
kiuvetés turinys paSyla tik 0,61 K. Todél buvo padaryta iSvada, jog Siluminiai
efektai tiek keliy deSim¢iy ps, tiek ir ns trukmés impulsy atveju negali daryti

reikSmingos jtakos tyrimy rezultatams.
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3.2.3. Teoriné eksperimentiniy elektropermeabilizacijos tyrimy
analizé

Norint nustatyti slenkstinio elektrinio lauko vertes ir apskaiCiuoti
kinetinius koeficientus bei parametrus, aprasanéius TPP" absorbcijos grei¢io
priklausomyb¢ nuo elektrinio lauko, Siame darbe buvo sukurtas modelis
paremtas daleliy difuzijos reiskiniu laikant, kad TPP" yra absorbuojamas

mieliy Igsteliy.

Eksperimentinis mieliy TPP" absorbcijos tyrimas parodé, kad mieliy
TPP" kaupimas pasikei¢ia jas paveikus IEL — TPP' koncentracija buferyje
pasikei¢ia net kelis kartus. Buvo matuojamas likusio TPP" kiekis tirpale po
poveikio IEL ir 3 min. inkubacijos su lastelémis. Siuo atveju, TPP" absorbcijos
kinetika gali biiti apibiidinta naudojant antro laipsnio reakcijos kineting lygtj,
kurioje atsizvelgiama j buferyje esan¢ios TPP" koncentracijos pokytj, kuris
kinta absorbcijos proceso metu (riboto Saltinio saglygos). Tai galima apibudinti
Sia lygtimi: (Neumann ir kt., 1996; Stirke ir kt., 2012):

a_

=k, (N, = N)(N,~N). (3.5)

¢ia N yra mieliy absorbuotas TPP" molekuliy kiekis tiirio vienete
(koncentracija); N, didziausia Siy molekuliy koncentracija, kokia gali buti
sukaupta mielése; N, yra pradiné TPP" koncentracija buferio tirpale absorbcijos
proceso pradzioje; k, yra kinetinis koeficientas rodantis negrjztamo absorbcijos

proceso (absorbcijos ir desorbcijos greiCiy skirtumas teigiamas dydis) greiti.
Kai N,/N; <1, (3.5) lygties sprendinys yra:

N=N, 1—exp[N,(R-1)k t] ‘ (3.6)
1-R-exp[N,(R-Dk,t]

¢ia: R = N,/N;; t yra absorbcijos proceso trukmé.

Istisinés linijos 3.9. paveiksle, kuriame pavaizduoti eksperimentinio mieliy

TPP" absorbcijos kinetikos tyrimo rezultatai, neveikiant jas elektriniu lauku ir
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veikiant 4,8 kV/cm 150 ps trukmés IEL yra gautos naudojant (3.6) formule.
Elektriniu lauku nepaveikty ir paveikty lasteliy TPP" sukaupimo mielése
kinetikos charakteringieji laikai 7.=1/[Ny(R-1)k,] yra atitinkamai 48,6 min. ir
19,8 min.

Norint gauti matematine israiska, parodandia kaip TPP' sukaupimas
priklauso nuo elektrinio lauko buvo padaryta prielaida, kad koeficientas k,,
kuris parodo absorbcijos greitj, priklauso nuo papildomos energijos (W), kuri
buvo perduota mieléms, jas veikiant elektriniu impulsu (Neumann ir kt., 1996),
kai elektrinio lauko stipris vir§ija slenkstinj elektrinj lauka. Si energija yra
proporcinga tp-(E-E,h)z, kur E yra elektrinio lauko, kuriuo buvo veikiamos
mieliy lastelés, stipris, £, yra slenkstinis elektrinio lauko stipris, kuriam esant
TPP" absorbcijos pradeda priklausyti nuo elektrinio lauko stiprio. Jeigu
staCiakampio impulso trukmé #, yra mazZesné uz charakteringg biologinio
objekto (Siuo atveju gali buti ir mieliy agregatas) uzsikrovimo trukme (z.,), tai
elektrinio lauko, kuris veikia lgstelg stipris, priklausys nuo impulso trukmés ir

jo sukuriamo maksimalaus lauko kiuvetéje (E,):

E=f-E, {l—exp(;—tp)} (3.7)

Cl

¢ia E,=V/d, kur V — maksimali staciakampio impulso jtampa, d —
atstumas tarp kiuvetés elektrody, o f — biologinio objekto formos faktorius,
kuris gali kisti nuo 0,75 (sferai) iki 1,5 (pailgam elipsoidui). Tokia pacia
matemating iSraiSkg turés ir slenkstinis elektrinio lauko stipris Ey, kai E;=Ey,y.
Siuo atveju Ey,, yra elektrinio lauko stipris kiuvetéjé, kuriam esant biologinis
objektas yra paveikiamas Ey, vertés lauku. Reikia pazyméti, jog £ = E, ir Ey=
Euwp, kai t, >> t, todél narys [1-exp(-t,/t,;)] formuléje (3.7) yra = 1, kai
elektriniy impulsy trukmeé siekia kelias deSimtis mikrosekundziy. Taciau
mikrosekundziy ir ypatingai nanosekundziy ruoze jo jtaka tampa pakankamai
svarbi, nes skirtumas tarp E ir E,, bei Ey, ir Ey, Zenkliai padidéja. Tokiu atveju
pazymint AE=E-E, ir panaudojus (3.7) formul¢ gauname, kad koeficientas k,
nuo elektrinio lauko stiprio priklausys taip (Pavlin ir kt., 2007):
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—t
k, =k, +b-AE*, kur AE = f-(E, —Ethp)-{l—exp(t—”)} (3.8)

ch

Cia k, atitinka tokj absorbcijos greiti, kai £ = Ey,; b yra konstanta, kuri
parodo kaip TPP" molekuliy absorbcijos greitis kinta mieles veikiant elektriniu
lauku. Si konstanta gali priklausyti nuo mieliy kamieno bei temperatiiros ar
kity veiksniy. Nustatytu laiko momentu 7 (tyrimuose 7 buvo lygi 3 min.),

N/Ny, (%) = f(E) priklausomybe galima apskaiciuoti apjungus (3.7) ir (3.8)

lygtis:
1-AexpB-(E, ~E,,)
i.l()()%: P hp > (3.9)
N, I1-R-AexpB-(E,~E,,)
Cia:
A=exp[N. -(R-1)-k,,7]. (3.10)
—t
B=f2-BO-[1—exp(t—”)]z,kurB0 =N, (R-1)-br (3.11)

ch
Kiekybiniam  elektriniu  lauku  stimuliuotos  permeabilizacijos
efektyvumo vertinimui tikslinga jvesti parametrg apibréziama kaip santykj f =
k./k,. Naudojant formulés (3.8), (3.10) ir (3.11) gauname kaip S priklauso nuo

elektrinio lauko stiprio:

B
ﬂ:ler-(Ep—E,hp)2 (3.12)

Norint apskaiciuoti koeficienta f reikia rasti konstantas A ir B, kurios yra

gaunamos eksperimentinius duomenis aprasant (3.9) formule.

3.2.4. Eksperimentiniy mieliy pralaidumo tyrimy, naudojant
mikrosekundinius elektrinius impulsus, analizé
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Paveiksle (3.10. pav.) pavaizduotas eksperimentiskai uzfiksuotas mieliy
lasteliy absorbuoto TPP" sukaupimas (N/N,,x100%) jas paveikus skirtingos
trukmés ir amplitudés elektriniais impulsais. Likes po IEL poveikio TPP"
kiekis tirpale buvo matuojamas fiksuotu laiko momentu (3 min. po inkubavimo
su lastelémis). Kreivés vaizduoja modeliavimo rezultatus naudojant (3.9)
formule. Kaip matome, pasiilytas modelis pakankamai gerai apraso
eksperimentinius duomenis (aproksimacijos neapibréztumo koeficientas R?
kito 0,899 — 0,973 ribose). Tai rodo, kad elektriniu lauku stimuliuotos mieliy
TPP" absorbcijos padidéjimas priklauso nuo t,X(E, - Ey, p)z, t. y. nuo energijos,
kuri papildomai suteikiama mieliy Igsteléms kai yra pasiekiamas slenkstinis
elektrinis laukas. IS 3.10. paveiksle pateikty duomeny buvo nustatyta, jog Sio
lauko stipris (Ey,) yra atvirkStiné impulso trukmés (z,) kvadratinés Saknies
funkcija (3.13. pav.), tai irgi patvirtina §ig prielaida. Atlikta duomeny analizé

patvirtino $ia prielaida (3.14. pav.). Sis rezultatas taip pat sutampa su ankséiau

6

E,,, (kV/cm)
w

0 | . | 1 | . | s | i | . | 1 | i | "
0 20 40 ©60 80 100 120 140 160 180

t, (us)

3.13. pav. Kiritinio elektrinio lauko (£, ,) priklausomybé nuo

impulso trukmeés (z,).
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3.14. pav. Kiritinio elektrinio lauko priklausomybé nuo tp'0’5.

atliktais ir publikuotais kity autoriy darbais, tac¢iau jy darbuose buvo naudoti

ilgesni ms trukmés impulsai (Neumann 1992; Neumann ir kt., 1996).

Atlikus eksperimentiniy duomeny B parametro priklausomybés nuo
impulso trukmés (z,) analiz¢ buvo nustatyta, jog esant trumpiems impulsams
parametras B didéja ir tampa pastovus kai jy trukmé virSija 20 us. Kaip matyti
1§ 3.15. paveikslo, B vs. t, priklausomybe gerai aproksimuoja 3.11 formulé, kai
tyy = 4 ps, o By = 0,039. Parametras B priklauso nuo TPP" koncentracijos,
absorbcijos greicio, ir lasteliy inkubavimo laiko (z) (zr. 3.11 lygti). Taip pat,
atlikus IEL veikiamy biologiniy objekty vidutinio skersmens (D) skai¢iavimus,
naudojant formule D = 2xty/p.s % C,, kur p,, yra specifiné mieliy suspensijos
varza (ji buvo = 300 Q-cm), C,, plazminés membranos ploto vieneto talpa
(1 uF/cm?) (Schoenbach ir kt., 2004), gauta jog D =~ 26 um. Tai parodo, kad
impulsinis elektrinis laukas permealizuoja agregatus, kuriuos sudaro kelios
mieliy lastelés. Sia prielaida patvirtina 3.18. paveikslas, terpéje suspenduoty

mieliy, fluorescentinis vaizdas.
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3.15. pav. Parametro B priklausomybé nuo impulso trukmés

(taskai). Kreivé gauta aprasant taskus formule (3.11). R* = 0.962.

Panaudojus (3.12) formule buvo apskaiCiuotas elektriniu lauku
stimuliuotos permeabilizacijos efektyvumas (), esant 90% maksimalaus
galimos TPP" absorbcijos mielése. Buvo gauta, kad, kintant elektrinio impulso
trukmei nuo 10 ps iki 150 ps, f yra pastovus ir apytikriai lygus 32. Kas reiskia,
jog esant tai paciai TPP" koncentracijai buferyje elektriniu lauku stimuliuotos

absorbcijos greitis padidéja 32 kartus.

3.2.5. Eksperimentiniy permeabilizacijos tyrimy, naudojant
nanosekundinius elektrinius impulsus, analizé

Buvo nustatyta, kad eksperimentiniai permeabilizacijos duomenys gauti
mieles veikiant nanosekundziy (60 ns) trukmés impulsais gali biiti gerai

apraSomi naudojant tokj pat modelj, kuris buvo naudojamas mikrosekundziy
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trukmeés impulsy poveikiui analizuoti. Modeliavimo rezultatus atvaizduoja
iStisin¢ linija 3.12. paveiksle gauta naudojant formule (3.9) (koreliacijos
koeficientas R* kito 0,899 — 0,973 ribose). Atlikta analizé rodo, kad ir
nanosekundiniy impulsy atveju mieliy lasteliy TPP" absorbcijos efektyvumas
yra proporcingas t,X(E, - Ey, p)z, t.y. papildomai impulso energijai, kai E, >
Eyp. Siuo atveju 90% TPP" sukaupimas pasiekiamas per 3 min. kai koeficientas
[ charakterizuojantis absorbcijos greit] padidéja apie 35 kartus. Pasinaudojus
(3.11) formule galima jvertinti charakteringg biologinio objekto (mielés

lastelés ar mieliy sankaupos) uzsikrovimo laikg (z.;). IS (3.11) gauname, kad:

t
T R— (3.13)

ch
In(i— |2
BO

Laikydami, kad B, nepriklauso nuo impulso trukmés ir lygus 0,039
(3.15. pav.), o B nustatytas modeliuojant eksperimentinius duomenis pateiktus
3.12. pav. naudojant formule (3.9) yra lygus 1,2x 107, gauname, kad ¢, = 0,954
pus. Tai 4 kartus maziau lyginant su ¢, gautu i§ us trukmés impulsy
eksperimenty. Sis skirtumas yra nesunkiai paaiskinamas, jeigu jskaityti tai, jog
ns trukmés impulsy atveju yra selektyviai uzkraunamos agregaty viduje
esandios mieliy lastelés. Si ns impulsy savybé buvo pladiai aptarta darbe
(Schoenbach ir kt., 2004). Charakteringas elektriniu lauku uZzkraunamy
biologiniy objekty dydis veikiant juos 60 ns trukmés impulsai biity 6-7 pum. Tai

atitikty vienos mieliy lgstelés skersmen;.

3.2.6. Elektriniu lauku stimuliuotos TPP" skvarbos mechanizmas

Atlikti eksperimentiniy duomeny priklausomybés nuo energijos tyrimai
(3.12. pav.) leidzia teigti, kad TPP" kaupimo poky¢iai atsirade po poveikio
mikrosekundziy trukmés impulsu yra tiesiogiai susij¢ su plazminés membranos
elektroporacija (Neumann 1992). D¢l IEL poveikio, plazminéje membranoje
susidaro poros per kurias iSeina baltymai, jonai ir kiti vidulgsteliniai junginiai
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(Liu ir kt., 2011), o lastelés sienelés kriivis pasikeicia ir tuo paciu yra
sumazinamas barjeras TPP". IEL poveikis mieliy lasteliy sieneliy kriiviui buvo
parodytas anksciau (Tomov ir Tsoneva 1989). Prielaida, kad mieliy lgsteliy
sieneles paveikus impulsiniu elektriniu lauku sukeliamas jy pralaidumas TPP"
katijonams, patvirtina gauti tyrimo rezultatai. Sis procesas gali biti
kontroliuojamas nustatant impulsinio elektrinio lauko amplitude ir impulsy
trukme. Mikromolinés lipofiliniy TPP" katijony koncentracijos buvo
naudojamos vertinti skirtingy mikrobiniy organizmy membrany potencialus
(Zimkus ir kt., 2006; Daugelavicius ir kt., 2010). TPP" labai lengvai pereina
plazminés membranos barjera, o pastovios koncentracijos yra pasiekiamos per

1 -2 min.

Sio metodo taikymo reik§mingiausias neigiamas aspektas yra tai, kad
matuojant sienele apgaubty mikroorganizmy (tokiy kaip mielés) membrany
potenciala, TPP" kaupimas mieliy lastelése vyksta labai létai. Dél to gali
pasireiksti adaptacinis proceso mechanizmas, kurio metu TPP" pasalinamas i§
lastelés (Ballarin-Denti ir kt., 1994). Kaip parodyta 3.9. pav., pastovi biiklé
nebuvo pasiekta net po 40 min. inkubacijos. Gauti rezultatai sutampa su kity
tyréjy eksperimenty duomenimis, kai pastovi biiklé pasiekiama po 15 —
120 min. (Ballarin-Denti ir kt., 1994; Chaustova ir kt., 2008). D¢l teigiamai
jkrautos mieliy lasteliy sienelés iSorés tokie hidrofobiniai dariniai kaip TPP"
negali jsiterpti (Zimkus ir kt., 2006). Taigi, mes pademonstravome TPP"
koncentracijos matavimo metodo pritaikomumg tiriant mieliy lgsteliy sieneliy

pralaiduma, jas paveikus IEL.

3.3.Impulsinio elektrinio lauko poveikis mieliy gyvybingumui
vykdant elektroporacijg

Yra zinoma, kad elektrinis laukas sukelia negriztamg poveiki
(negrjztama elektroporacija) lasteliy membranoms (Lee ir kt., 2010). Todél

labai svarbu istirti eksperimentuose naudojamy elektrinio lauko parametry
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jtakg mieliy gyvybingumui. Siam tikslui buvo naudojami du skirtingi tyrimy
metodai: kolonijy formavimo efektyvumo ir spektrofotometrinis mieliy
dauginimosi nustatymo metodai. Tiriant skirtingos trukmés ir amplitudés IEL
poveikj mieliy kolonijy formavimosi efektyvumui ant standziy terpiy aptikta
didelé rezultaty sklaida (3.16. pav.). Eksperimentui aiskinti pasitelkta prielaida,
kad mieliy mirtingumas susijes su mieliy lgstelés sugerta energija (W = k'Eztp).
Prie tam tikry elektrinio lauko parametry (kai W < 40 kV*/cm? us) buvo aptikta
daugiau kolonijy (virs 40%), nei kontroliniuose méginiuose. Mieliy lastelés
natiraliai agreguojasi, sudarydamos agregatus 1§ keliy lasteliy (El Zakhem ir
kt., 2006), ypa¢ eksponentin¢je augimo fazgje, todeél vertinant pradinj (kas
atitinka 100% gyvybingumg) mieliy suspensijos lasteliy skai¢iy (Sviesiniu
mikroskopu) daromos paklaidos. Galima daryti prielaida, kad kolonijas
formuojan¢iy vienety pagauséjimas (tai pasireiSkia didesniu apskaiciuotu
kolonijy skaiiumi) yra veikiau susijgs su natiiraliy mieliy agregaty
i§skaidymu, o virsijus W ~ 40 kV*/cm® ps riba galimi du procesai: zatis, dél
negriztamos elektroporacijos ar/ir agregacija, dél sulipusiy lasteliy sumazéja
kolonijas formuojanciy vienety skaiCius. Agregacijos prielaidg patvirtina ir

atlikti stebéjimai mikroskopu (zr. 3.18. pav.).

Panasts kolonijy formavimosi efektyvumo (KFE) padidéjimai iki 30%
ant standziy terpiy buvo aptikti ir kituose darbuose, kuriuose naudojo 8 ms
bipolinius pasikartojan¢ius impulsus ir 0,75 kV/cm elektrinio lauko stipri
(Fologea ir kt., 1998). Be to, agregacijos reiSkinys taip pat buvo pastebétas
paveikus mieliy lgsteles 10us 100 impulsy sekomis ir esant 3,5 kV/cm
elektrinio lauko stipriui (El Zakhem ir kt., 2006). Taciau Sio poveikio

mechanizmo paaiskinimo iki $iol néra.
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3.16. pav. Mieliy gyvybingumo priklausomybé nuo sugerto
energijos kiekio. Gyvybingumas nustatytas naudojant kolonijy
formavimo efektyvumo metodg. Punktyriné linija vaizduoja 100%
gyvybingumo ribg. Vir$ Sios linijos yra traktuojama, kad gyvybingumas
padidéjo.

Mikroorganizmy dauginimosi jvertinimas naudojant WST-8 substrato
absorbcijos (460nm) intensyvumo kitimas yra patogus jrankis tirti mieliy
dauginimasi ar metabolinj aktyvumg. Be to nustatyta, kad absorbcija yra
tiesiskai proporcinga mieliy lasteliy kiekiui (Tsukatani ir kt., 2008). Todé¢l
naudojant kiekybinj dauginimosi nustatymo metoda buvo tiriama IEL jtaka
mieliy gyvybingumui (3.17. pav. proliferacijos tyrimas). Spektrofotometrinis
dauginimosi vertinimas pasirinktas, nes kolonijy formavimo efektyvumo
tyrimas ant standziy terpiy dél kolonijas formuojanciy vienety kaitos dave

didele rezultaty sklaida.
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3.17. pav. Mieliy lasteliy paveikty IEL pralaidumo
fluorescenciniams dazams (kalceino meliui AM) ir metabolinio aktyvumo
tyrimas. Pralaidumas daZzams, Zymimas F (%), buvo tiriamas naudojant
fluorescencing mikroskopija, o mieliy metabolinis aktyvumas buvo
nustatomas naudojant mieliy proliferacijos rinkinj, mieles inkubuojant
minimalioje sintetinéje dekstrozés terpéje bei atliekant 3 nepriklausomus
eksperimentus. Visi eksperimentai buvo atlikti kei¢iant elektrinio lauko
stiprj esant 150 us impulso trukmei. Rodyklé rodo mieliy gyvybingumo

slenkstj.

Po 4 val. inkubavimo 30° C temperatiroje nepaveiktos mieliy lastelés
gali substratg konvertuoti ] oranzZinés spalvos junginj formazing, pasiekiant
optinj tankj iki 1,3 £ 0.2 OT vienety (3.17. pav., vientisa linija). Taip buvo
tiriamas S. cerevisiae jautrumas IEL. Didinant elektrinio lauko stiprj iki
5,82 kV/cm ir veikiant pavieniais 150 ps trukmés impulsais gauta, kad toks
poveikis lasteliy dauginimuisi ar metaboliniam aktyvumui jtakos neturéjo. Sis
taskas yra mieliy S. cerevisiae SEY6210 gyvybingumo slenkstis. Padidinus

elektrinio lauko impulsy stiprj iki 10 kV/cm, absorbcija sumazéja iki mazdaug
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0,3 £ 0,02 OT vienety. Optinis tankis sumazéjo dél mieliy lgsteliy Zities ar

metabolizmo sulétéjimo, kuriuos sukélé IEL.

Biitina pazyméti, jog gyvybingumo tyrimai naudojant 150 us trukmeés
elektrinius impulsus parodé¢, kad elektriniu lauku stimuliuoty mieliy lasteliy
TPP" pralaidumo maksimalus 75 % padidéjimas /8 siekia 18,4 karto, i§laikant
mieliy nepakitusj 100% gyvybinguma, lyginant su nepaveiktomis IEL mieliy

lastelémis.

3.3.1. Pory susidarymas mieliy plazminéje membranoje

Yra zinoma, kad IEL paveikus mieliy lgsteles plazminéje membranoje
gali susiformuoti laikinos (arba ne) hidrofilinés poros (Bartoletti ir kt., 1989).
Norint suzinoti ar IEL sukuria vandeninius kelius jony ir molekuliy judéjimui j
lastelés vidy, buvo naudojamas fluorescuojantis kalceino mélis AM, kurio
difuzija j Iasteles priklauso nuo lgstelés membraninio potencialo. Tod¢l buvo
pasirinktas tirti mieliy membrany pralaiduma. Didinant elektrinio lauko stiprj,
kai impulso trukmé 150 us, dazo difuzija i§ lgsteliy intensyvéja ir nekinta
vir§ijjus 9,0 kV/ecm elektrinio lauko stiprj. Taigi, apie 90 % mieliy lgsteliy
populiacijos tampa pralaidzios kalceino méliui ir tai koreliuoja su TPP"

susikaupimu lgstelése (3.17. pav. (punktyriné linija) ir 3.18. pav.).
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3.18. pav. Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukos, vertinant
kalceino mélio difuzijos intensyvuma paveikus mieliy plazminiy membrany

pralaidumg 150 ps trukmés impulsais.

3.3.2. Nanosekundziy trukmés impulsinio elektrinio lauko poveikis
mieliy gyvybingumui

Siekiant istirti staciakampio formos, didelés galios, 60 ns trukmés
impulsy poveik; mieliy gyvybingumui buvo naudoti, du kiekybiniai
gyvybingumo nustatymo metodai. Paveikus IEL ir jvertinus kolonijy skaiciaus

kitimas KFE, kuris buvo perskaiiuojamas ] deSimtainj Zziities santykj —
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3.19. pav. Impulsinio 60 nanosekundziy trukmés elektrinio lauko
poveikis mieliy lgsteliy gyvybingumui, tiriant lgsteliy gebéjima daugintis ir
formuoti kolonijas ant standzios terpes (KFE) po 4 dieny auginimo ant YPD

terpés 30 °C. Visuose eksperimentuose atlikti trys nepriklausomi tyrimai.

log N/N, nustatyta, kad didinant elektrinio lauko stiprj po keturiy dieny
deSimtainis ziities santykis sumazéja iki 0,6 cikly (3.19. pav.). Tod¢l galime
daryti iSvada, kad IEL poveikis neturi jtakos gyvybingumui. Be to palyginus su
literatiiroje skelbiamais mieliy gyvybingumo tyrimy rezultatais, kai veikiama
20 ps trukmés eksponentinés impulso formos 12,5 kV/cm amplitudés IEL, tirty
mieliy gyvybingumas sumazéjo iki 6 cikly (Molinari ir kt., 2004).

Tiriant mieliy metabolinio aktyvumo pokycius po keturiy valandy,
paveikus elektriniu lauku, gyvybingumo sumazéjimas nepasireiSkia (3.20.
pav.), prieSingai nei tiriant 150 ps trukmés impulsy poveikj mieliy lasteléms,
kuriy gyvybingumas sumazgjo iki 0,3 OT vienety padidinus elektrinio lauko
stiprj iki 10 kV/em (Pav. 3.17.). Kitaip tariant, nanosekundziy trukmeés impulsy

poveikio mieliy lgsteliy metaboliniam aktyvumui nenustatyta, net kai
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3.20. pav. 60 nanosekundziy trukmés impulsinio elektrinio lauko
poveikis mieliy lasteliy metoboliniam aktyvumui po 4 val. inkubavimo SC
terpéje 30 °C temperatiroje. Visuose eksperimentuose atlikti trys

nepriklausomi tyrimai.

impulsinio elektrinio lauko stipris siekia 190 kV/cm. Siuo atveju esant TPP"
sukaupimo lygiui iki 98%, mieliy lastelése TPP" absorbcijos sparta padidéjo iki

65 kartus, lyginant su nepaveiktomis mieliy lgstelémis.

Galime daryti iSvada, kad mieliy lasteliy kolonijy formavimo
efektyvumas nezymiai krenta (po 4 dieny) ir priklauso nuo elektrinio lauko
stiprio, tuo tarpu metabolinis aktyvumas (po 4 valandy) iSlieka nepakites.
Tokiy rezultaty mechanizmg buty galima aiSkinti pasitelkiant literatiiroje
aprasomus eksperimentus su gyvininémis lgstelémis, nes yra Zinoma, kad
nanosekundziy trukmés impulsai gali sukelti apoptoze (Vernier ir kt., 2003) ar
padidina reaktyviy deguonies formy kiekj terpéje (Pakhomova ir kt., 2012). Be
to mielése yra pastebéta, kad padidéja uz oksidacinj stresg atsakingy baltymy

ekspresija (Tanino ir kt., 2012). Galime daryti prielaida, kad mieles paveikus
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nanosekundziy trukmés IEL gali biiti indukuojamas programuojamos mirties

signalas. Taciau Siai prielaidai pagrjsti reikia atlikti papildomus eksperimentus.

Tiriant IEL poveikj mieliy membrany ir sieneliy pralaidumui nustatyta,
kad impulso trukmiy diapazone nuo mikrosekundziy iki nanosekundziy
stebima tiesiné TPP" absorbcijos grei¢io priklausomybé nuo impulso energijos.
Tokie rezultatai leidzia teigti, kad mieliy sienelés barjeras TPP™ molekuléms
yra sumazinamas déka vykstancios plazminés membranos elektroporacijos,

kurios metu i$ Igstelés iSéjusios medziagos keicia sienelés barjerines savybes.

Lyginant 150 ps ir 60 ns trukmés impulsy poveikj absorbcijos spartai,
galima teigti, jog, nepazeidziant miely gyvybingumo, 60 ns impulsy atveju
TPP" molekuliy absorbcijos spartos padidéjimas yra 3,5 karto didesnis negu
mieles veikiant 150 us impulsais. Taigi, mieliy Igsteles paveikus 60 ns trukmés
impulsais TPP" absorbcija pagreitéja 65 kartus lyginant su nepaveiktomis
elektriniu lauku mieliy lastelémis. Be to nanosekundiniy impulsy poveikis
leidzia pasiekti beveik 100 % TPP" sulaupimo lygj. Tokie tyrimy rezultatai
rodo, kad IEL galéty biiti naudojamas padidinti bio-jutikliy sparta, bio-kuro
celiy ir bio-katalizés efektyvuma, nepakenkiant Igstelés gyvybingumui dél

laikiny membranos ir sienelés barjeriniy funkcijy sumazinimo.
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1.

ISVADOS

Paveikus Saccharomyces cerevisiae mieles DDT padidéja
lastelés mechaninis tamprumas. Sis reigkinys salygotas
daugiasluoksnés lastelés struktiiros, kurioje d¢l DDT cheminio
poveikio sienelés baltymy disulfidiniams rySiams sumazéja
mielés sienelés tamprumas.

Mieliy mechanines savybes galima apraSyti Sneddon‘o modeliu.
Naudojant §; model; buvo gauti Sie tamprumo moduliai: esant
mazai deformacijai nepaveikty mieliy Young‘o moduliai buvo
0,12 + 0,82 MPa ir paveikty mieliy 0,32 £ 0,12 MPa. Didelés
deformacijos srityje Young‘o moduliai nepaveikty mieliy buvo

1,00 £ 0,04 MPa ir paveikty — 2,14 £ 0,1 MPa.

. Mikrosekundziy trukmés stiprus impulsinis elektrinis laukas

padidina mieliy Igstelés sienelés pralaidumg TPP+ jonams. TPP+
pralaidumo priklausomyb¢ nuo elektrinio lauko stiprio apraso
kinetin¢ lygtis, kurioje jskaitoma, jog asociacijos koeficientas yra
parabolin¢ elektrinio lauko stiprio funkcija. Tai rodo, kad
pralaidumo efektyvumas priklauso nuo papildomos elektrinio
lauko impulso energijos, kuri suteikiama mieliy Igsteléms, kai
elektrinio impulso amplitudé virsija slenkstinj elektrinj lauka.

Elektrocheminis TPP" jony absorbcijos grei¢io matavimo
metodas leidZzia nustatyti sienelés pralaidumo padidéjima
veikiant mieliy lasteles nanosekundziy trukmeés didelés galios
elektriniais impulsais, neturin€iais jtakos mieliy gyvybingumui.
Taip pat kaip ir mikrosekundziy trukmés atveju pralaidumo
efektyvumas priklauso nuo impulso energijos. Charakteringas
mieliy lgsteliy elektrinio uzsikrovimo laikas, veikiant jas
mikrosekundziy trukmés impulsais, yra 4 ps. Tai rodo, kad tokiy
elektriniy impulsy metu uzkraunami dariniai susidedantys i§

keliy mieliy lasteliy. Jy dydis yra apie 26 um. Taciau veikiant
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lasteles ns trukmés impulsais Sis charakteringas laikas yra 0,9 ps.
Tai rodo elektrinis laukas selektyviai veikia atskiras agregate
esancCias dalis uzkraudamas 6-7 pm skersmens atskiras mieliy
lasteles.

5. Veikiant nanosekundziy impulsais nestebimi mieliy lasteliy
gyvybingumo pokyciai. Tacfiau mikrosekundziy impulsai,
sukuriantys elektrinj laukg didesnj nei 6 kV/cm, i§Saukia zenkly
gyvybingumo sumazéjima (iki 60%).

6. Naudojant nano- bei mikro- sekundziy trukmés impulsus
sukuriamas elektrinis lauko stipris iki 200 kV/cm padidina mieliy
sienelés pralaiduma polinei molekulei, tokiai kaip TPP". I§laikant
100% mieliy lgsteliy gyvybingumg naudojant 150 ps trukmés
impulsus galima iki 18,4 karto padidinti TPP" molekuliy
absorbcijos mielése spartg, o naudojant 60 ns trukmés impulsus
§Si sparta iSauga iki 65 karty. Tai leidzia impulsing
elektropermeabilizacijag mielése panaudoti biologiniy jutikliy

veikimo spartos padidinimui.
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