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NAUDOJAMOS SANTRUMPQOS

e FTO —fluoru legiruotas alavo oksidas (angl. fluorine doped tin oxide)

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

e tBLM - pavir$iuje imobilizuota fosfolipidiné membrana (angl. tethered bilayer membrane)

e hBLM — hibridiné fosfolipidiné membrang (angl. hybrid bilayer membrane)

e oHL — a-hemolizinas

e TOPS - trichloro(3-(oktadeciltio)propil)silanas

e DOPC - 1,2-dioleoil-3-fosfoglicerocholinas (angl. 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine)

e ATS —aliltrichlorsilanas

e ODT - oktadekantiolis

e EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija

e Chol — cholesterolis

e PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate buffer solution)

e KS - Zmogaus kraujo serumas



IVADAS

Pastaruoju metu vis daugiau démesio sulaukia tyrimai, susij¢ su biologiniy jutikliy kiirimu ar
tobulinimu [1-7]. Yra kuriami ir tiriami biojutikliai, skirti skirtingy virusy (pavyzdziui, ne taip seniai
iSgarséjusio SARS-CoV-2 viruso [1-2]), toksiny (pavyzdziui, tokiy kaip a-hemolizinas ar melitinas),
bakterijy (pavyzdziui, salmoneliozg sukelian¢ios bakterijos Salmonella typhimurium [3]), bei kity
patogeny [4] ar net metastaziniy véziniy lasteliy [5] aptikimui. Biologiniai jutikliai gali buti
pritaikomi labai pla¢iame sri¢iy ruoze — nuo maisto méginiy tyrimo ir maisto produkty kokybés bei
saugumo jvertinimo [3, 6], iki medicininiy diagnostiniy tyrimy [5, 7].

Taciau, kadangi darbas su gyvomis biologinémis sistemomis yra gana brangus ir nepatogus deél
daugelio darbo salygy apribojimy, yra kuriamos jvairios biopanaSios sistemos — t.y. sistemos,
pakankamai tiksliai atkartojancios dominancig biologing sistemg. Viena i$ svarbiy biosistemy, kurig
yra stengiamasi atkartoti — tai Iastelés plazminé membrana. Gyvoje lasteléje membrana yra atsakinga
uz reikiamy medziagy patekima j lastelés vidy ir nereikiamy medziagy Salinima i$ jos — Kitaip sakant,
uz lgstelés ,,bendravima® su aplinka — tad tokiy sistemy tyrimas yra labai svarbus ir dél to sudaro
didele visy tyrimy, susijusiy su biosistemomis, dalj.

Kuriant biologiniy membrany modelius, siekiant palengvinti tolimesnj darba su jomis,
fosfolipidinés membranos yra imobilizuojamos, arba paprasciau sakant prikabinamos, ant kieto
pavirSiaus (pavirSius, ant kurio yra imobilizuojama fosfolipidiné membrana, dar yra vadinamas
substratu). Nesudétingas ir nebrangus buidas tg padaryti — tai naudoti inkarines sistemas, per kurias
membrana yra prikabinama prie norimo pavirSiaus. Tokiy inkariniy sistemy vaidmenj atlieka
savitvarkiai monosluoksniai (SAM). SAM gali ne tik imobilizuoti fosfolipidines membranas
pavirSiuje, bet ir pakeisti substrato fizikines ir chemines charakteristikas (pavyzdziui, pavir$iaus
optinés savybes, elektrinis laidumas ar hidrofiliSkumas) j miisy norimg pusg.

Dazniausiai, fosfolipidiniy membrany imobilizavimui yra pasirenkami elektrai laidiis pavirSiai
(tokie kaip pavyzdZiui metalai ar metaly oksidai) — tam, kad galima biity panaudoti elektrocheminius
tyrimo metodus (pavyzdziui, tokius kaip chronoamperometrija [8], cikliné voltamperometrija [9-11],
ar elektrocheminio impedanso spektroskopija [12-14]). Vienas i§ daznai naudojamy substraty yra
auksas, taciau sistemos ant aukso turi savo trikumy — auksas yra brangus, o taip pat jis denattiruoja
baltymus, dél ko sumaZéja tokiy sistemy biosuderinamumas. Siame darbe kaip substratas buvo
pasirinktas fluoru legiruotas alavo oksidas (FTO) dél savo prieinamumo bei geresnio suderinamumo
su biologinémis sistemomis. Taip pat, yra tyrimy, jrodanc¢iy kad biologiniy membrany modeliai,
suformuoti ant FTO, pasiZymi geresnémis regeneracinémis savybémis, nei ant aukso [13], kas leidzia
panaudoti sistemas ant FTO daugiau nei vieng karta — tai dar labiau sumazina tyrimy kaing bei tausoja
iSteklius.



Darbo tikslas:
Istirti sistemy su prikabintomis prie pavirSiaus fosfolipidinémis membranomis regeneracijos
galimybes bei galimg pritaikyma daugkartinio naudojimo biologiniy jutikliy kiirimui.

Darbo uzdaviniai:

1) Chemiskai modifikuoti FTO pavirsiy silany savitvarkiu monosluoksniu, bei patikrinti
gauto SAM kokybe elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodu;

2) Suformuoti prikabintg prie pavirSiaus fosfolipiding membrang, bei iStirti gautos
membranos kokybe ir elektrochemines savybes EIS metodu;

3) Istirti skirtingy toksiny (oa-hemolizino ir melitino) poveikj prikabintai fosfolipidinei
membranai;

4) Istirti sistemos stabilumg terpéje, artimoje realiam méginiui, t. y. iStirti kraujo serumo
baltymy poveikj prikabintai fosfolipidinei membranai,

5) Istirti pavirSiuje imobilizuotos fosfolipidinés membranos su jterptais baltymais
(toksinais ir/ar KS baltymais) regeneravimo galimybes.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Savitvarkiai monosluoksniai

Savitvarkiai monosluoksniai (SAM — i$ angly k. self-assembled monolayer) — vienos molekulés
storio sluoksniai — gali susidaryti amfifilinéms molekuléms savaime adsorbuojantis ant jvairiy
pavirSiy. IS pradziy savaiminj molekuliy jungimasi lemia fizikiné su pavirSiumi besiliecianciy
molekuliy adsorbcija, taciau stabiliis monosluoksniai susidaro d¢l cheminio giminingumo tarp
adsorbento molekuliy ir pavir$iaus [15]. PavirsSiai, ant kuriy formuojasi savitvarkiai monosluoksniai,
kitaip dar vadinami substratais. Dazniausiai kaip substratai savitvarkiams monosluoksniams formuoti
naudojamos tokios medziagos:

1) Metalai (pvz., auksas, platina, sidabras, varis) [15]

2) Metaly oksidai (pvz., alavo oksidas, aliuminio oksidas, sidabro oksidas, vario oksidas,
titano oksidas)

3) Gryni nemetalai (pvz., silicis) [16]

4) Nemetaly junginiai (pvz., galio arsenidas GaAs [15], silicio oksidas)

5) Stiklas [16]

6) Zérutis

Metalo oksidai, naudojami SAM formavimui, daznai yra legiruojami skirtingais elementais
(fluoru, indziu, manganu ar stibiu), siekiant pakeisti optines, elektrines ar magnetines sgvybes.
Kadangi susiformavusio savitvarkio monosluoksnio kokybe lemia substrato giminingumas su
adsorbento molekulémis (kitaip sakant — molekulémis, i§ kuriy ir susidaro SAM), kiekvienam
pavirSiui yra parenkamos atitinkamos medziagos, i§ kuriy formuojami monosluoksniai: ant aukso
pavir$iaus naudojami sulfidai ar tioliai [15], ant aliuminio, sidabro ar vario oksidy — karboksirtigstys
[16], ant stiklo, silicio ar alavo oksidy, zérucio — organosilanai [16]. Taip pat, kaip substratai
savitvarkiams monosluoksniams gali biiti naudojamos nanodalelés [17-21].

“Uodegos”
funkciné grupé

-— —_—

Adsorbento
molekulé

Molekulés
“‘uodega’

Molekulés
- “‘galva” _—
Au

1 pav. Adsorbento molekulés, prikabintos ant aukso pavirsiaus, schema [15]



Su substratu sgveikauja tik viena amfifilinés molekulés dalis — taip vadinama ,,galva‘“ (1 pav.)
— tam tikra funkciné grupe, i kurios giminingumg su pavirSiumi atsizvelgiama parenkant pora
substratas-adsorbentas. Kita molekulés dalis vadinama ,,uodega® (1 pav.). Dél saveikos tarp ,,galvos*
ir substrato, SAM prisitvirtina prie pavirSiaus, o dél ,,uodegy” tarpusavio sgveikos (Van der Valso ar
vandeniliniai rysiais) susiformuoja tvarkinga strukttira (2 pav.).

Pavienes
molekules

Tarpmolekuling _ o
saveika Twvarkingai orientuotos

molekules

Saveika tarp molekuliy ir
substrato

Substratas

2 pav. Savitvarkio monosluoksnio susidarymas?

Taigi, besiformuojan¢io SAM tvarkingumui turi jtakos adsorbento molekuliy tarpusavio
sgveika bei molekuliy ,,uodegy“ ilgis. Vadinasi, galima kontroliuoti monosluoksnio tvarkinguma bei
tankuma kei¢iant naudojamy adsorbenty molekuliy ilgius — Kitaip sakant, SAM formavimui galima
naudoti misinj i§ ilgagrandziy ir trumpagrandziy molekuliy (pavyzdziui, B-merkaptoetanolis), ir
reguliuojant jy santyki. Tokiu biidu yra gaunami taip vadinami misriis savitvarkiai monosluoksniai
(angl. mixed self-ssembled monolayers) [17].

L A

3 pav. Sulfidy savitvarkio monosluoksnio formavimas ant aukso pavirsiaus [22]

! Nanoscopic Surface Architecture Laboratory
http://www.mtl.kyoto-u.ac.jp/english/laboratory/nanoscopic/nanoscopic.htm
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Susiformavusio savitvarkio monosluoksnio tvarkingumas ir tankumas priklauso ir nuo
adsorbuojamy molekuliy koncentracijos (3 pav.), kuri taip pat lemia ir tai, kiek sluoksniy formuosis
ant pavir$iaus (ar monosluoksnis, ar daugiau).

Savitvarkiai monosluoksniai gali buti formuojami iS tirpalo turio, kai substratas yra jmerkiamas
1 adsorbento tirpala; i$ tirpalo laso, kai ant pavirSiaus yra uzlaSinamas adsorbento tirpalo lasas; taip
vadinamu sausu biidu, kai ant sauso pavirSiaus antspaudavimo biidu yra uzneSamas adsorbentas; arba
Langmuir-Blogett metodu, dél skirtingo hidrofobiskumo ant tirpalo pavirSiaus susiformuojant plonai
plévelei.

Savitvarkiy monosluoksniy panaudojimas apima labai skirtingas sritis: SAM gali biti
naudojami siekiant pakeisti pavirSiaus chemines ir/ar fizikines savybes (pavyzdziui, laiduma ar
optines savybes), pavirsiui specifiskai modifikuoti ir/ar nanostruktiirizuoti norimais junginiais
(pavyzdziui, siekiant pagerinti substrato biologinj suderinamuma). Taip pat, SAM gali biiti pritaikomi
pavirSiy valymui ar tvarkingam daugiasluoksniy auginimui [23]. Be to, savitvarkiai monosluoksniai
yra naudojami Kkuriant biomedziagas (pavyzdziui, kurios véliau yra naudojamos medicininiuose
prietaisuose ar implantuose) [24], ir siekiant pagerinti organiniy optoelektroniniy prietaisy
charakteristikas [25].

1.2 Biologiniy membrany modeliai

Biologinés membranos atlicka svarbu vaidmen;j Igsteléje — membrana yra ne tik riba tarp
iSorinés terpés ir lastelés sudedamyjy daliy, bet ji taip pat kontroliuoja lastelés sgveika su aplinka ir
reguliuoja medziagy pernesima bei signaly perdavimg per barjera. Tad biologiniy membrany tyrimai
gali padeéti suprasti ar net paveikti daugelj svarbiy procesy lastel¢je. Taciau tyrimai susij¢ su
biologinémis sistemomis visada yra gana sudétingi ir brangts dél daugelio darbo apribojimy, tokiy
kaip, pavyzdziui, bandiniy didelis jautrumas temperatiirai, terpés pH, ir kity iSkylanc¢iy sunkumy. Dél
to, siekiant i§vengti visy galimy sunkumy, susijusiy su biologiniy membrany tyrimu, yra kuriamos
modelinés sistemos, kurios palengvina darbg, taciau vis tiek imituoja svarbiausias biologiniy
membrany savybes.

1972 metais Singer ir Nicolson pristaté fluidinés membranos modelj [26]. Tokio modelio
scheminis pavaizdavimas yra pateiktas 4 pav.

Glikoproteinai

Fosfolipidai

Fluidinis
fosfolipidinis
dvisluoksnis

Globuliniai baltymai

4 pav. Scheminis biologinés membranos atvaizdavimas, remiantis Singer ir Nicolson pateiktu
fluidinés membranos modeliu [27]
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Globuliniai baltymai (integraliniai arba periferiniai) yra atsitiktinai pasiskirste homogeniskoje
fluidingje terpéje, kurig sudaro lipidy dvisluoksnis (4 pav.). Pagrindiniai lipidinj dvisluoksnj
sudarantys lipidai tai: fosfolipidai, sfingolipidai ir steroliai. Membraniniai baltymai apima
transmembraninius (integralinius) baltymus, periferinius membraninius baltymus arba lipiduose
itvirtintus baltymus, kurie atitinkamai yra jterpti i lipidy dvisluoksnj, prikabinti dvisluoksnio
pavirSiuje arba kovalentiskai prisijunge pric membranos riebaly rags¢iy. Baltymai yra pagrindiniai
lastelés medziagy apykaitos, t. y. mainy arba biokatalitiniy procesy, veiksniai. Jie dalyvauja
tarplastelinéje sgveikoje, signaly perdavime, jony ir maistiniy medziagy pernasoje [27].

Remiantis 4 pav. pavaizduotu biologinés membranos modeliu kuriamos biopanasios modelinés
sistemos. Tokias sistemas galima suskirstyti j tris pagrindines grupes: monosluoksniai, liposomos ir
dvisluoksniai. Kiekvieno i§ Siy tipo membranai analizuoti gali buti panaudojami tam tikri tyrimo
metodai [28], todél kiekvienas tipas turi savo pranasumy ir trikumy. Gana platy galimy analizés
dvisluoksniai (arba kitaip dar bisluoksniai — nuo angl. bilayers) savo ruoztu gali bati padalinami j
tokias grupes [27]:

1) ,,Juodosios* lipidinés membranos (angl. black lipid membranes — BLM)

a) prikabintos lipidinés membranos (angl. tethered bilayer lipid membranes —
tBLM)

b) hibridinés membranos
ir kt.

PavirSiuje imobilizuotos (prikabintos) membranos yra prikabinamos prie norimo pavirSiaus
(dar kitaip vadinamo substratu) naudojant tam tikrus ,,inkarus“, kuriy vaidmenj daznai atlieka
savitvarkiai monosluoksniai (SAM). Tokiu biidu gauta membrana su SAM ir substratu sudaro
struktira, parodyta 5 pav.

<——— Tirpalas

§§ é/ Lipidinis bisluoksnis
g%gi 3

SAM
;ﬁm g,M wﬁ g“ lg i;? Pomembraninis rezervuaras
AAANZAAANCAARARARAARARARRAARRAKS AAAR

<——— Substratas

5 pav. Pavirsiuje prikabintos lipidinés membranos schema [12]

Biologiniy membrany modeliy formavimas ant kiety elektrai laidziy pavirSiy leidzia tokiy
sistemy analizei pritaikyti elektrocheminius tyrimo metodus — pavyzdziui, elektrocheminio
impedanso spektroskopija [12, 28]. Sis metodas leidZia stebéti, kaip kei¢iasi membranos elektrinés
savybeés priklausomai nuo jos kokybés ir defektiSkumo. 6 pav. parodyta, kaip defektai tBLM veikia
jos elektrines savybes.



6 pav. Scheminis atvaizdavimas kaip defektai membranoje veikia jos elektrines savybes.
A —homogeniska tBLM be defekty, B — tBLM su pavieniu defektu.
1 — substratas, 2 — trumpagrandés SAM molekulés, 3 — ilgagrandés SAM molekulés, 4 —
fosfolipidinis dvisluoksnis, 5 — pora (suformavusi nattraliai ar dél baltymo poveikio). Strélytés
vaizduoja elektrinio lauko linijy kryptj [14]

tBLM elektriniy savybiy pasikeitimas priklauso nuo ja veikiancio toksino aktyvumo. Vadinasi,
uzfiksavus §j pokyt] galima gauti informacijos apie tam tikros membranos saveika su tam tikru
toksinu. Toks bty biojutikliy, reaguojanciy j toksino poveikj membranai ir kuriuos galima sukurti
biologiniy membrany modeliy pagrindu, veikimo principas.

1.3 Alfa-hemolizinas

a-hemolizinas — tai toksinas i$ bakteriniy poras formuojanéiy toksiny $eimos. a-hemolizinas
veikia tokiu budu: monomerai jsiterpia j Igstelés membrang, 6-7 monomerai susijungia j mazdaug
8,5-10 nm skersmens [29] oligomering struktiirg tokiu biidu suformuojant taip vadinamg f-statinés
(angl. -barrel) formos pora (vidinés poros skersmuo — apie 2-3 nm [29]), per kurig galimas Ca?" ir
K* jony, ATP ir mazos molekulinés masés molekuliy judéjimas [30]. a-hemolizino veikimui
reikalingas cholesterolis [30].

Tai | membranas orientuoty toksiny Seimos narys, sukeliantis vaiky periodontita, pneumonija,
kokliusg ir zmoniy bei gyviiny zaizdy infekcijas [31].

1.4 Melitinas

Melitinas — tai pagrindinis bi¢iy nuody polipeptidas, sudarytas i§ 26 aminoriigs¢iy liekany, savo
savybémis prilygstantis biciy apitoksinui. Jis pasiZymi biologiniu, farmakologiniu ir toksiniu
poveikiu. Jis atsakingas uz lasteliy suardyma ir zudyma, taip pat biitent dél jo yra jauc¢iamas skausmas
po jgélimo. Melitinas yra atsparus riigStims, taciau Sarmuose yra denatiiruojamas [32].

Jis gali sumazinti pavirSiaus jtempima, lasteliy membranose sukurdamas poras, dél kuriy
membrana tampa pralaidesné ir pro jg gali prasiskverbti jonai ir net didesnés molekulés, pavyzdziui,
gliukoz¢. Taip sudaromas kelias patekti kitiems toksiSkiems nuody komponentams. Melitinas sukelia
uzdegimg ir mazina kraujo kre$éjima [32].

Melitinas yra polipeptidas, kuris gali egzistuoti kaip paviené struktiiriné forma arba polimeras.
Tirpale melitinas elgiasi kaip monomeras ir, priklausomai nuo galutinés koncentracijos, sudaro
antrines arba ketvirtines struktiras [33]. Sio polipeptido amino-galiné dalis yra labiau hidrofobin¢, o
karboksi-galiné sritis, prieSingai, yra hidrofiliné, nes joje yra teigiamai jkrauty aminorugsciy
fragmentas. D¢l Sios amfifilinés melitino savybés jis naudojamas kaip tipinis peptidas lipidy ir
baltymy sgveikai membranose stebéti [34].

11



1.5 Elektrocheminio impedanso spektroskopija

Pastaraisiais metais elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) tapo vienu i§ galingiausiy
ir informatyviausiy metody sudétingiems procesams, vykstantiems elektrocheminése sistemose, tirti.
Didéjant] susidomejimg kelia unikalus metodo privalumas — galimybé vienu matavimu atskirti ir
apibudinti skirtingus sudétingo proceso etapus [35].

Elektrocheminio impedanso spektroskopija — tai vienas i§ taip vadinamy AC (nuo angl.
alternating current), arba kitaip — kintamosios srovés, tyrimo metodas. Kintamgja srove vadinama
tokia elektros srové kurios dydis, ir kryptis keiCiasi laikui einant.

EIS esmé — jei j sistema yra paduodamas harmoniskai kintantis sinusinés bangos signalas, tai
iSeinantis signalas taip pat bus sinusoid¢, bet skirtingos fazés ir amplitudés. Paduodamo signalo ar
gauto atsako kitimasi (jeigu jie keiciasi pagal sinuso désnj) galima aprasyti tokiomis formulémis [12]:

I = I - sin (wt + ¢p) 1)
U = U, - sin (wt) (@)
¢ia | (U) — srovés stipris (jtampa);
lo (Uo) — maksimali srovés stiprio (jtampos) verté;
w — ciklinis dazZnis;

@o — pradiné fazé;
t — laikas.

Ciklinj daznj @ su kintamosios srovés dazniu f galima susieti tokia lygtimi:
w = 2nf 3)
ISeinancio ir paduodamo signaly santykis vadinamas impedansu (Z):

AU

Z="5 (4)

Impedansas yra kompleksinis skai¢ius ir priklauso nuo daznio bei tiriamos sistemos savybiy.
Sistemos charakterizavimui taip pat galima naudoti atvirkStinj impedansui dydj — elektrocheminj
admitansg (Y):

=— ()

EIS metodas yra pagrijstas tiriamos sistemos lyginimu su tam tikrais modeliais. Vadinasi, prie§
pradedant matavima visiSkai nieko nezinant apie tiriamg sistema ir jos galimas savybes, prasmingai
interpretuoti eksperimento metu gautg atsaka nepavyks [12].
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Dazniausiai naudojamy ekvivalentinéms elektros grandinéms (t.y. modeliy, su kuriais lyginami
EIS spektrai) sudaryti elementai [36]:

1) Rezistorius (varza) — Sis komponentas atspindi energijos nuostolius, elektroninj ir
joninj laiduma kietose ir vandeninése terpése. Sis elementas nepriklauso nuo taikomo
dazniy diapazono.

2) Induktorius (induktyvumas) — $is komponentas susijes su magnetiniu lauku,
sukuriamu matavimo sistemos laidininkuose ir tiriamos elektrocheminés sistemos
elektroduose.

3) Kondensatorius (talpa) — Sis komponentas atspindi elektrostatinio kriivio kaupimasi
tarp dviejy medziagy.

4) Varburgo elementas — Sis elementas atspindi cheminiy formy difuzijos pasipriesinimg
baigtinéje arba pusiau baigtinéje ploksc¢ioje srityje dazniy ruoze.

5) Pastovios fazés elementas — Sis elementas atspindi laiko konstanty pasiskirstyma
elektrocheminés sistemos elektrodo ir elektrolito sglycCio riboje.

Matavimo metu gauti duomenys (w, Zo, ), arba i$ jy iSskaiéiuoti dydziai gali biiti atvaizduojami
grafiskai. Pagrindiniai grafinio pavaizdavimo budai:

e Nyquist koordinatés — tai kompleksiné plokStuma, kurioje ant x asies atidedama realioji
varzos Z sudedamoji, o ant y aSies — menamoji

e Bode koordinatés — susideda i§ dviejy kreiviy: amplitudés kreivé parodo amplitudés
priklausomybe kaip daznio logaritmo funkcijg log(Z,) = Z,(log w), o fazés kreive
vaizduoja fazés kampo ¢ (dar gali biiti Zymimas 6) laipsniais priklausomybe nuo
daznio logaritmo ¢ = f(logw).

o Kompleksinés talpos koordinatés — taip pat kompleksiné plokStuma, kurioje ant x aSies
atidedama realioji talpos C sudedamoji, o ant y asies — menamoji.

EIS metodas gali buti efektyvus mikrobiologinés analizés, korozijos kontrolés, dangy ir

cemento pastos kokybés kontrolés, kietyjy elektrolity apibuidinimo ir Zmogaus kiino analizés jrankis
[37].
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2. EKSPERIMENTINIO TYRIMO METODIKA
2.1 Elektrody paruoSimas

Pirmas zingsnis — tai elektrody plovimas. Elektrodai — tai stiklo plokstelés (18 mm x 25 mm
arba 18 mm x 35 mm dydzio), kurios yra padengtos fluoru legiruotu alavo oksidu (FTO). Elektrody
plovimo procediira yra tokia: pirmiausia, elektrodai palaikomi 8 min ultragarso voneléje su 1%
komerciSkai pricinamo ploviklio ,,Alconox* tirpalu, tada laikomi 30 min koncentruotoje H2SOa, po
rugsties elektrodai 2 kartus laikomi ultragarso voneléje su dejonizuotu vandeniu (kiekvieng kartg po
8 min), ir paliekami dejonizuotame vandenyje.

2.2 Savitvarkio monosluoksnio formavimas

Kitas zingsnis — silany savitvarkio monosluoksnio formavimas, arba kitaip vadinamas elektrody
silanizavimas.  Siame  darbe elektrody silanizavimui yra  naudojamas  trichloro(3-
(oktadeciltio)propil)silanas (TOPS), kuris yra sintetinamas tokiu biidu: sumaiSomi aliltrichlorsilanas
(ATS) ir oktadekantiolis (ODT) moliniu santykiu 2(ATS):1(ODT); dedama fotoiniciatoriaus 2,2-
dimetoksi-2-fenilacetofenono ir misinys palickamas po UV lempa parai.

SAM formavimui elektrodai yra jmerkiami j silany tirpalg — stikliukai yra dedami horizontaliai
ant Petri lekstelés ar stiklin¢lés (priklausomai nuo stikliuko dydzio) dugno laidzia puse j vir§y — ir
laikomi 1 val. Silany tirpalo paruosimas — j 10 ml tirpiklio (heptano arba tolueno) dedama 13 pl
junginio TOPS. Silanizavimo metu yra palaikoma pastovi silanizavimo misinio temperatiira — 30°C.

Isémus elektrodus i§ tirpalo, jie yra praplaunami tirpiklyje, kuris buvo naudojamas silany
tirpalui (atitinkamai — heptane arba toluene). Praplovus elektrodus tirpiklyje, jie yra kaitinami 100°C
temperatiiroje 1 val. tam, kad iSgaruoty likusi drégmé ar tirpiklis.

2.3 Kontaktiniy kampuy matavimas

Po savitvarkio monosluoksnio formavimo ant FTO substrato (SAM) nustatomas pavirSiaus
hidrofobiskumas. Tai daroma siekiant patikrinti, ar tikrai susiformavo SAM — silany sluoksnio
suformavimas turéty padaryti substrato pavirsiy labiau hidrofobinj negu §varus FTO pavirsius. Siam
tikslui ant pavirSiaus lasinama 5 pl dejonizuoto vandens ir optiniu tensiometru Theta Lite 1§ Biolin
Scientific matuojamas kontaktinis kampas tarp susiformavusio vandens laselio ir pavirSiaus (7 pav.).
Kuo kontaktinis kampas didesnis, tuo pavirSius yra labiau hidrofobinis. Matuojama po 5-8 laselius
(priklausomai nuo elektrodo dydzio) kiekvienam elektrodui ir kaip rezultatas imamas vidurkis.
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2.4 Elektrocheminio impedanso spektroskopijos tyrimai

Taip pat, savitvarkio monosluoksnio kokybés nustatymui atliekami elektrocheminio impedanso
spektroskopijos (EIS) tyrimai. EIS tyrimai atliekami naudojant Autolab FRA programing jranga, trijy
elektrody sistemoje: darbinis elektrodas — FTO plokstelé, palyginamasis — Ag/AQCI, NaClsot,
pagalbinis — Pt viela. Kaip buferinis tirpalas yra naudojamas 0,1 M NaCl ir 0,01 M NaH2POs tirpalas
dejonizuotame vandenyje, pH reguliuojamas pridedant NaOH ar/ir HCI, pH 7,1. Elektrocheminio
impedanso spektroskopijos tyrimai atliekami esant 0 V potencialui Ag/AgCI, NaClso: elektrodo
atzvilgiu, kintamosios srovés dazniy intervale nuo 0,1 Hz iki 50 kHz.

EIS metodu tiriami sistemos talpuminés varzos realiosios ir menamosios daliy pokyciai, ant
FTO pavirsiaus susiformuojant savitvarkiui monosluoksniui (o véliau ir membranai). Vienas ant kito
susiformuojantys sluoksniai veikia kaip nuosekliai sujungti kondensatoriai, vadinasi, jy talpos
susideda kaip atvirkstiniai dydziai ir did¢jant sluoksniy skai¢iui bendra sistemos talpa turéty mazéti.
Taip, stebint sistemos talpuminés varzos realiosios ir menamosios daliy pokyc¢ius galima spresti apie
susiformavusiy SAM (bei membranos) kokybe, o paskui ir apie toksiny poveikj membranai.

2.5 Membranos formavimas

Jei FTO pavirsiy pavyko sékmingai silanizuoti, toliau ant SAM yra formuojama fosfolipidiné
membrana vezikuliy liejimo metodu. Vezikuliy tirpalas — tai 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholino
(DOPC) ir cholesterolio (Chol) moliniu santykiu 6:4 (bendra lipidy koncentracija 1 mM), arba tik
DOPC, tirpalas fosfatiniame buferyje (pH 4,5). Ant elektrody j cele jpilama vezikuliy tirpalo ir
paliekama 30-60 min. Vezikulés iSplaunamos PBS (pH 7,1), kuriame toliau ir atlickami EIS
matavimai.
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2.6 Baltymuy jterpimas

Atlikus membranos EIS matavimus, j cele pridedama toksino (alfa-hemolizino arba melitino)
ir paliekama. Toksino veikimo laikas — 30 min. Praéjus reikiamam laikui, atlickami EIS matavimai,
ir fiksuojamas toksino poveikis membranai — t.y. EIS spektry Bode koordinatése minimumo poslinkis
1 didesniy dazniy pus¢. Kuo minimumas yra labiau pasislinkes j didesniy dazniy puse, tuo labiau
defektiskesné ir heterogeniSkesné pasidaré membrana (kitaip sakant — pablogéjo jos kokybé¢) po
toksino jterpimo.

Taip pat, siekiant patikrinti biisimojo biojutiklio veikimg realioje terpéje, buvo atliekami
tyrimai Zzmogaus kraujo serumo (KS) terpéje ir stebima, kaip KS esantys baltymai jsiterpia j
membrang, koks yra jy poveikis membranos kokybei, toksiny poveikiui bei tolimesniam membranos
regeneravimui (kuris yra apraSytas 2.7 skyrelyje). Tam tikslui i cel¢ j buferinj tirpalg pridedama
kraujo serumo, kad bendra KS koncentracija celéje btity nuo 10 iki 50 %, ir atliekami EIS matavimai
tokioje terpéje (pagal aprasyta 2.4 skyrelyje metodika).

2.7 Membranos regeneravimas

Iterpus | membrang toksing ir/arba kraujo serumo baltymus ir uZfiksavus jy sukeltus pokycius
membranos kokybeje EIS metodu, membrana kartu su jterptais baltymais yra nuplaunama, ir ant
likusio SAM veél formuojama nauja membrana pagal 2.5 skyrelyje apraSyta metodika. Nuplovimas
vyksta tokiu biidu:

1) i$ celés iSpilamas buferinis tirpalas (kartu su serumu, jei jo yra),

2) jpilama 450 arba 250 pl (priklausomai nuo celés dydzio) atitinkamo ploviklio: komercinio
detergento Alconox 1% tirpalas, uréjos (karbamido) 8M tirpalas, skruzdziy riigsties 50% tirpalas,

3) priklausomai nuo ploviklio palaukiama tam tikrg laikg (detergentas — 3 min, Kiti —
nelaukiama),

4) tirpalas prapumpuojamas kelis kartus su automatine pipete ir iSpilamas,

5) 2-4 zingsniai kartojami su 2-propanolio 50% tirpalu ir su dejonizuotu vandeniu

6) i celg jpilama buferinio tirpalo (PBS, pH 7,1), su kuriuo toliau atliekami matavimai.

Nuplovus membrang su jterptais baltymais, atliekami EIS matavimai, siekiant jvertinti likusio
savitvarkio monosluoksnio kokybe (bei patikrinti, ar apskritai yra likes SAM, ar jis nenusiplové kartu
su lipidais ir baltymais). Tada ant likusio po nuplovimo silany monosluoksnio pakartotinai yra liejama
fosfolipidiné membrana ir kartojami visi sekantys zingsniai (2.5 — 2.7 skyreliai).
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3.

3.

3.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS
1 Prikabintos fosfolipidinés membranos (tBLM) tyrimas ir regeneravimas

1.1 tBLM formavimas, nuplovimas ir regeneravimas

Pagal 2.2 skyrelyje apraSyta metodika FTO pavirSius buvo funkcionalizuojamas silany

savitvarkiu monosluoksniu, ant kurio pagal 2.5 skyrelyje aprasSyta metodika formuojama pavirSiuje
prikabinta fosfolipidiné membrana (tBLM). Membrana nuplaunama ir regeneruojama (2.7 skyrelis).
EIS metodu patikrinama po regeneravimo suformuotos membranos kokybé.

Kadangi lipidai yra lengvai nuplaunami alkoholiniais tirpikliais, o baltymai — ne, buvo siekiama

parinkti baltymams iSplauti tinkama ploviklj, nepazeidus savitvarkio monosluoksnio, kad po
nuplovimo galima bty pakartotinai suformuoti ant jo tBLM. Buvo atlikti bandymai su skirtingais
neorganiniais tirpikliais (pavyzdZziui, 2M sieros riigsties tirpalas), taiau gauti neigiami rezultatai (po
nuplovimo membrana nesiregeneruoja). Teigiamas rezultatas gautas nuplovimui naudojant
komerciskai prieinamo detergento Alconox 1% tirpala:
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|.|=.- X ° X %
d _1,5 i X . ° L. - n ] ] | n - . % }
£ x m ™ L [} [ ] . X o
- -1 % n ° [ ]
o
_0 5 E b Q. ..I
) f‘)’)d.vﬂ M
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0 05 1 15 2 S5 3 5 4 S5 5 5 6 S 7 D 8 S 9
Re C, yF-cm=2
= SAM ¢ Membrana x SAM po nuplovimo Regeneruota membrana

8 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol mi$inj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu
vandeniu (zali kryziukai), ir po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (geltoni
trikampiai — regeneruota membrana)
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9 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4 (raudoni
apskritimai), po membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu
(zali kryziukai), ir po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (geltoni trikampiai —
regeneruota membrana)

Po nuplovimo SAM talpa padidéjo — ta galime matyti i§ pusapskritimio padidéjimo
kompleksinés talpos koordinatése (8 pav.). IS mazo pusapskritimio kompleksinés talpos koordinatése
(8 pav.) bei minimumo Bode koordinatése (9 pav.) galime spresti, kad po nuplovimo membrana
sékmingai susiformavo — tai jrodo, kad nepaisant talpos padidéjimo, savitvarkis monosluoksnis iSliko
funkcionalus po nuplovimo. Taip pat, i$ l0g fmin poslinkio j didesniy dazniy puse Bode koordinatése
(9 pav.) galime pamatyti, kad po nuplovimo regeneruota membrana yra blogesnés kokybés (t.y. turi
daugiau defekty), negu pirminé.

3.1.2 tBLM su jterptu toksinu nuplovimas ir regeneravimas

Kadangi pavyko sékmingai nuplauti ir regeneruoti prikabintg fosfolipiding membrana,
nuplovimui naudojant detergenta Alconox, bandoma nuplauti membrang su jterptu alfa-hemolizinu
(toksiny jterpimo metodika aprasyta 2.6 skyrelyje).

Po nuplovimo sékmingai regeneravus membrana, ji vél yra veikiama toksinu, ir fiksuojamas jo
poveikis (apie toksino poveikj yra sprendziama i§ Bode koordinatése minimumo poslinkio j didesniy
dazniy pusg).

18



- 4 X x
3,5 X x
X b4
-3 . .c .)P y
X . o
8 25 4 . x‘. x : x 4 A £ o
£ x . me ma g M A «‘ix
o - . A *0 n - . * . n*o
(18 -2 1 % - '\ 4 * ] ax°
= = %ax [] x A o
. . . x
G A5 x oo . e
£ - y, - o X
= X m 4o0% = 4 X
. Xt 5
- X *% o
w X

R ‘g“
"1\. I

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
Re C, yF-cm2
= SAM * Membrana aaHL * Nupl o Memb2 aHL2 Nupl2 x Memb3 +aHL3

10 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol mi$inj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM a-hemolizino (zali trikampiai), po
membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai
kryziukai ir tus¢iaviduriai kvadratai), po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy
(regeneruotos membranos — tuséiaviduriai apskritimai ir violetinés zvaigzdutés), ir po regeneruoty
membrany veikimo 100 nM a-hemolizino (tus¢iaviduriai trikampiai ir Zydri rombai)
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11 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4 (raudoni
apskritimai), po membranos veikimo 100 nM a-hemolizino (zali trikampiai), po membranos
nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai kryziukai ir
tuSciaviduriai kvadratai), po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos
membranos — tus¢iaviduriai apskritimai ir violetinés Zvaigzdutés), ir po regeneruoty membrany
veikimo 100 nM a-hemolizino (tuséiaviduriai trikampiai ir Zydri rombai)

Is gauty EIS spektry (10 ir 11 pav.) matome, kad po kiekvieno nuplovimo sékmingai
regeneruojasi membrana. Taip pat, galime pastebéti, kad po pirmo nuplovimo padidéja savitvarkio
monosluoksnio talpa — ta matome i§ pusapskritimio kompleksinése koordinatése (10 pav.)
padidéjimo. Tai galimai jvyksta dél to, kad detergento polinés molekulés jsiterpia tarp SAM
sudaranciy amfifiliniy molekuliy. Taciau matome, kad inkary sistema po pirmo nuplovimo
stabilizuojasi ir po antro nuplovimo jau grjta j ta pa¢ia biiseng (kai SAM talpa yra apie 7 pF/cm?).

Taip pat matome, kad naujai suformuota membrana iSlieka funkcionali, nepaisant talpos
padidé¢jimo, kadangi kiekvieng karta stebimas toksino poveikis membranai. Siekiant patikrinti, ar
toksino sukelta membranos pazaida yra vienoda po kiekvieno regeneravimo, buvo apskaiciuoti log f
minimumo poslinkiai, t.y. Alog fmin, Naudojantis 11 pav. pateiktais duomenimis. Apskaiciuotos log
fmin bei Alog fmin vertés yra pateiktos 1 lenteléje.
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1 lentelé. Membranos log f minimumo Bode koordinatése poslinkiai, sukelti toksino poveikio,
apskaiciuoti i§ 11 pav. pateikty duomeny

|Og fmin, HZ A|Og fmin

Membrana pradiné -0,27
0,74

+aHL 0,47

Membrana po pirmo nuplovimo 0,35
0,74

+ aHL 1,08

Membrana po antro nuplovimo 0,71
0,74

+ oHL 1,45

IS 1 lenteléje pateikty verciy matome, kad po kiekvieno sistemos regeneravimo toksino poveikis
membranai iSlieka pastovus logaritminéje skaléje (Alog fmin = 0,74).

Membranos logfmin padétis (Bode koordinatése) siejasi su defekty tankiu pagal tokig
priklausomybe [38]:
log Nger = 0,93 l0g fnin + const (6)

Cia Ngef — tai defekty, esan¢iy membranoje, tankis;
const — konstanta, j kurig jeina pomembraninio sluoksnio savitoji varza psub.

IS (6) lygties galima i$vesti paprastesng priklausomybe:

Nd
108 finin ~ o ()

sub

IS (7) lygties matome, kad galime susieti suformuoty membrany log fmin padétj su defekty tankiu
Ndef, Jei pomembraninio sluoksnio savitoji varza yra pastovi (psup = const). Jei suformuoty membrany
defekty tankis (Ngef) yra pastovus, tai siy membrany log fmin padéties kitimas reiskia, kad keiCiasi
pomembraninio sluoksnio savitoji varza (psun).

Siy tyrimy metu nustatyta, kad o-hemolizinas kiekvieng karta sukelia vienoda log fmin poslinkj
(Alog fmin = 0,74) nepriklausomai nuo pradinés membranos log fmin padéties (11 pav., 1 lentelé).
Kadangi kiekvieng karta membrana buvo veikiama vienodu tos pac¢ios koncentracijos toksino kiekiu
(100 nM), tai tikétina, kad po sgveikos su toksinu membranose susidaré vienodas defekty skaicius
Ndet. IS eksperimentiniy duomeny galima matyti, kad membrany log fmin padétis po kiekvieno
regeneravimo slenkasi j didesniy dazniy puse (11 pav.), o pagal (7) lygtji matome, kad jei log fmin
didéja, o Naer iSlicka pastovus, vadinasi, turéty mazéti psip harys. Vadinasi, remiantis
eksperimentiniais EIS duomenimis galime teigti, kad po fosfolipidinio dvisluoksnio nuplovimo ir
regeneravimo mazéja pomembraninio sluoksnio savitoji varza (psun).

Siekiant patikrinti rezultaty atsikartojamuma buvo atliktas pakartotinis tyrimas identiskomis
salygomis. Gauti rezultatai pateikiami 12 ir 13 pav.
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12 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol mi$inj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM a-hemolizino (zali trikampiai), po
membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai
kryziukai ir tus¢iaviduriai kvadratai), po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy
(regeneruotos membranos — tuséiaviduriai apskritimai ir violetinés zvaigzdutés), ir po regeneruoty
membrany veikimo 100 nM a-hemolizino (tus¢iaviduriai trikampiai ir zydri rombai)
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13 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4 (raudoni
apskritimai), po membranos veikimo 100 nM a-hemolizino (zali trikampiai), po membranos
nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai kryziukai ir
tuSciaviduriai kvadratai), po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos
membranos — tus¢iaviduriai apskritimai ir violetinés Zvaigzdutés), ir po regeneruoty membrany
veikimo 100 nM a-hemolizino (tuséiaviduriai trikampiai ir Zydri rombai)

Siuo atveju taip pat buvo apskaiciuoti log f minimumo poslinkiai Alog fmin, naudojantis 13 pav.
pateiktais duomenimis. Nustatytos log f minimumy bei Alog fmin vertés yra pateiktos 2 lenteléje.

2 lentelé. Membranos log f minimumo Bode koordinatése poslinkiai, sukelti toksino poveikio,
apskaiciuoti i§ 13 pav. pateikty duomeny

|Og fmin, HZ A|Og fmin

Membrana pradiné 0,02
0,86

+ aHL 0,89

Membrana po pirmo nuplovimo 0,46
0,86

+ aHL 1,32

Membrana po antro nuplovimo 0,46
0,86

+ aHL 1,32

IS 2 lentel¢je pateikty verCiy matome, kad rezultatai atsikartoja — po kiekvieno nuplovimo
membranos minimumo poslinkis po toksino veikimo islieka pastovus logaritminéje skaléje (Alog fmin

= 0,36).
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Apibendrinant gautus rezultatus (10-13 pav.), galima teigti, kad ant silanizuoto FTO pavirSiaus
suformuoty dvisluoksniy DOPC-Chol membrany EIS duomeny analizé leidzia daryti iSvadas apie
membranos struktiira, t. y. jrodyti pomembraninio sluoksnio savybiy pasikeitimg veikiant membrang
Alconox plovikliu. Nustatyta, kad po nuplovimo sumazé¢ja pomembraninio sluoksnio savitoji varza
psub, Kuri gali lemti baisimojo jutiklio veikimo zong. Kadangi buvo stebimas vienodas toksino sukeltas
poveikis membranai ir $ie rezultatai atsikartojo, vadinasi, tokio tipo fosfolipidiniy dvisluoksniy
sistemos galéty bati naudojamos biojutikliy, skirty toksiny detekcijai, konstravimui.

3.1.3 tBLM su kraujo serumu nuplovimas ir regeneravimas

Kadangi pavyko sékmingai nuplauti ir regeneruoti tBLM su jterptu a-hemolizinu, nuplovimui
naudojant detergenta Alconox, atlickamas tyrimas, bandant nuplauti bei regeneruoti membrana,
paveikus ja kraujo serumu. Nuplovimui naudojant tokig pacig metodika, kraujo serumg isSplauti
nepavyko (14 pav.), todél buvo bandomi kiti tirpikliai — uréjos 8M tirpalas, skruzdziy ragsties 50%
tirpalas.
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m SAM e Membrana * Memb KS x Nupl Memb2

14 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos veikimo 20% kraujo serumo (zydros zvaigzdutés), po
membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (zali kryziukai),
ir po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimos (regeneruota membrana — geltoni
trikampiai)

Nuplovimui naudojant skruzdziy riigsties 50% tirpala, gauti teigiami rezultatai (15-16 pav.). Po
nuplovimo sékmingai regeneravus membrang, ji yra veikiama toksinu, ir fiksuojamas jo poveikis —
tai daroma siekiant patikrinti, ar naujai suformuota membrana islicka funkcionali ir tinkama toksiny
detekcijai naudoti.
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15 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos veikimo 20% kraujo serumo (violetinés zvaigzdutés), po
membranos nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai
kryziukai), po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos membranos —
tusCiaviduriai apskritimai ir zZydri rombai), po regeneruotos membranos veikimo 100 nM a-
hemolizino (tus¢iaviduriai trikampiai ir Zydri rombai), ir po membranos nuplovimo Alconox 1%
tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (tusciaviduriai kvadratai)
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16 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4 (raudoni
apskritimai), po membranos veikimo 20% kraujo serumo (violetinés zvaigzdutés), po membranos
nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai kryziukai), po
pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos membranos — tusciaviduriai
apskritimai ir zydri rombai), po regeneruotos membranos veikimo 100 nM a-hemolizino
(tuSc¢iaviduriai trikampiai ir Zydri rombai), ir po membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-
propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (tus¢iaviduriai kvadratai)

I§ mazo pusapskritimio kompleksinés talpos koordinatése (15 pav.) bei minimumo Bode
koordinatése (16 pav.) matome, kad nuplovus membrang, kuri buvo paveikta 20% kraujo serumu,
pavyksta sékmingai pakartotinai suformuoti membrang. Naujai suformuota membrana islieka
funkcionali, nepaisant talpos padidéjimo — jg paveikus toksinu (a-hemolizinu) stebima membranos
pazaida. Taciau galime pastebéti, kad kraujo serumas gana stipriai uzblokuoja tBLM, kadangi net ir
po KS i$plovimo j regeneruota membrang pridéjus toksino, jo poveikis yra daug menkesnis, nei buvo
stebimas pirminei membranai (11 ir 13 pav.). Taip gali jvykti dél to, kad kraujo serume esantys
baltymai galimai prasiskverbia j pomembraninj sluoksnj, taip uzblokuodami galimybe poras
formuojaniam a-hemolizinui tinkamai veikti ir pazeisti membrang. Nuplovimo metu
pomembraniniame sluoksnyje esantys junginiai nei$siplauna, todé¢l dalis kraujo serumo lieka ir po
nuplovimo — tai paaiSkina, kad net ir po nuplovimo regeneruotai membranai toksino poveikis yra
menkas.

Taip pat, galime pastebéti, kad po KS nuplovimo (kaip ploviklj naudojant skruzdziy rtigsties
tirpalg) SAM negrjzta | ,,didesnés talpos™ buiseng (15 pav.), kaip tai buvo stebima nuplovimo su
Alconox atveju (10, 12, 14 pav.). Taciau, nuplovus membrang su jterptu toksinu (15 pav. 2
nuplovimas), likusio savitvarkio monosluoksnio talpa vél padidéja iki mazdaug 7 uF/cm?.
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17 ir 18 pav. pateikiamos eksperimentinés EIS kreivés, nustatytos tiriant suformuoty membrany
regeneravimo galimybes po poveikio su 50% KS, naudojant tokig pacig plovimo metodika, kaip ir
eksperimentuose, aprasytuose aptariant 15 ir 16 pav.
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17 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos veikimo 50% kraujo serumo (Zydros zvaigzdutés), po
membranos nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (zali
kryziukai), ir po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana —
geltoni trikampiai)
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18 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4 (raudoni
apskritimai), po membranos veikimo 50% kraujo serumo (Zydros zvaigzdutés), po membranos
nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (zali kryZziukai), ir po
pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana — geltoni trikampiai)

IS minimumo Bode koordinatése (18 pav.) bei talpos sumazéjimo (mazas pusapskritimis
kompleksinés talpos koordinatése, 17 pav.) galime matyti, kad po 50% kraujo serumo nuplovimo
pavyko sékmingai pakartotinai suformuoti tBLM. Dél to tolimesniems eksperimentams buvo
pasirinkta tokia fosfolipidiniy dvisluoksniy plovimo procedura: skruzdziy r. 50% tirpalas + 2-
propanolio ir vandens miSinys (1:1) + dejonizuotas vanduo (2 kartus).

3.1.4 tBLM su toksinu kraujo serumo terpéje nuplovimas ir regeneravimas
Nuplovimui naudojant 50% skruzdziy ragsties tirpalg buvo atliktas bandymas nuplauti

prikabintg fosfolipiding membrang, paveikta a-hemolizino kraujo serumo terpéje, siekiant atkurti
salygas, maksimaliai artimas realiems méginiams.
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19 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol mi$inj moliniu santykiu 6:4
(raudoni apskritimai), po membranos veikimo 20% kraujo serumo (geltonos Zvaigzdutés) ir 100 nM
a-hemolizino (zali trikampiai), po membranos nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir
dejonizuotu vandeniu (Zydri kryziukai), ir po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo
(regeneruota membrana — tus¢iaviduriai apskritimai)
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20 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC+Chol miSinj moliniu santykiu 6:4 (raudoni
apskritimai), po membranos veikimo 20% kraujo serumo (geltonos zvaigzdutés) ir 100 nM a-
hemolizino (zali trikampiai), po membranos nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir
dejonizuotu vandeniu (zydri kryziukai), ir po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo
(regeneruota membrana — tus¢iaviduriai apskritimai)
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IS gauty duomeny (19-20 pav.) matome, kad esant kraujo serumui, jis uzblokuoja prikabinta
fosfolipiding membrang ir a-hemolizinas nebeturi galimybés jsiterpti. D¢l to nebuvo nustatytas joks
toksino poveikis membranai, t. y. Bode koordinatése (20 pav.) log f minimumas po a-hemolizino
veikimo lieka toje pacioje vietoje, kaip ir pries poveikj a-hemolizinu membrang paveikus 20% kraujo
serumu.

3.2 Hibridinés fosfolipidinés membranos (hBLM) tyrimas ir regeneravimas
3.2.1 hBLM formavimas, nuplovimas ir regeneravimas

Pakeitus SAM formavimo salygas, kompleksinés talpos vertés, nustatomos i§ EIS kreivés
pusapskritimio skersmens, ryskiai sumazéjo (21, 25 pav.), lyginant su prie$ tai suformuoty SAM
kompleksiniy talpy vertémis (10, 12, 14, 15, 17 ir 19 pav.). Toks talpos sumaz¢jimas gali buti
siejamas su tuo, kad FTO pavirsiuje susiformavo tankesnis SAM. Zinant SAM kompleksinés talpos
verte arba, kitaip tariant, savitvarkio monosluoksnio menamos talpos (Im C) priklausomybe nuo
realios talpos (Re C), galime jvertinti, kokios kokybés membrana susiformuos ant pavir$iaus [39].
Tuo atveju, kai SAM kompleksiné talpa yra apie 4 uF/cm?, formuojasi prikabinta membrana (tBLM),
o kai SAM kompleksiné talpa yra truputj didesné, nei 1 pF/cm?, tai formuojasi hibridiné membrana
(hBLM).

Kaip matyti i§ 21 pav., suformuoto SAM kompleksiné talpa apytiksliai lygi 1,2 pF/cm?, dél ko
susiformavo hibridiné membrana. Buvo atliekami analogiski tyrimai, kaip ir su tBLM — nuplovimai
membrang paveikus toksinu ($iuo atveju vietoj a-hemolizino buvo naudotas melitinas, nes hibridinés
membranos atveju yra netinkamas naudoti a-hemolizinas, kadangi jis turi jsiskverbti | membrana, o
hBLM yra tam per tanki). Nuplovimai ir regeneravimas atlickami pagal 2.7 skyrelyje aprasyta
metodika.

Taip pat buvo atliktas tyrimas, nuplovimui naudojant Alconox 1% tirpalg — analogiSkai kaip ir
3.1.1. skyrelyje aprasSytame eksperimente. Gauti rezultatai pateikti 21-22 pav.
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21 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos
nuplovimy Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (geltoni kryZziukai ir
tuS¢iaviduriai apskritimai), ir po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos
membranos — violetiniai trikampiai ir zydros zvaigzdutés)
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22 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos nuplovimy
Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (geltoni kryziukai ir tuséiaviduriai
apskritimai), ir po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos membranos —
violetiniai trikampiai ir Zydros Zvaigzdutés)

IS gauty EIS spektry (21-22 pav.) matome, kad naudojant Alconox ploviklj pavyksta sékmingai
nuplauti ir regeneruoti ne tik prikabintg fosfolipiding membrang (3.1.1 skyrelis, 8-9 pav.), bet ir
hibriding membrang.

3.2.2 hBLM su jterptu toksinu nuplovimas ir regeneravimas

Pagal 2.6 skyrelyje apraSyta metodika hibridiné membrana buvo veikiama 100 nM melitino,
fiksuojamas jo poveikis (atlickami EIS matavimai prie§ ir po toksino jterpimo), ir sistema
nuplaunama ir pakartotinai liejama membrana, kaip ir buvo daryta tBLM atveju. Hibridinés
membranos atveju yra netinkamas naudoti a-hemolizinas, kadangi jis turi jsiskverbti ] membrana, o
hBLM yra tam per tanki, dél to Siuo atveju kaip toksinas buvo pasirinktas melitinas.
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23 pav. EIS spektrai kompleksingés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperattiroje 4 mM TOPS tirpale heptane, po fosfolipidinés membranos
suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM melitino
(zali trikampiai), po membranos nuplovimy skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu
vandeniu, po pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos membranos —
tuSciaviduriai apskritimai ir geltoni rombai), ir po regeneruoty membrany veikimo 100 nM melitino
(zydros zvaigzdutés ir tusciaviduriai trikampiai)
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24 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane, po fosfolipidinés membranos suformavimo,
naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM melitino (zali trikampiai),
po membranos nuplovimy skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu, po
pakartotiny fosfolipidiniy membrany suformavimy (regeneruotos membranos — tusciaviduriai
apskritimai ir geltoni rombai), ir po regeneruoty membrany veikimo 100 nM melitino (Zydros
zvaigzdutés ir tus€iaviduriai trikampiai)
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IS gauty EIS spektry (23-24 pav.) matome, kad po kiekvieno nuplovimo sékmingai
regeneruojasi membrana, kuri islieka funkcionali — kiekvieng karta stebimas toksino poveikis. Taip
pat, kaip ir 3.1.2 skyrelyje aprasytu atveju, buvo apskai¢iuoti log f minimumo poslinkiai, t.y. Alog
fmin, Naudojantis 21 pav. pateiktais duomenimis. Apskaiciuotos 10g fmin bei Alog fmin vertés yra
pateiktos 3 lenteléje.

3 lentele. Membranos log f minimumo Bode koordinatése poslinkiai, sukelti toksino poveikio,
apskaiciuoti 1§ 24 pav. pateikty duomeny

|Og fmin, HZ A|Og fmin
Membrana pradiné -0,02
0,73
+ melitinas 0,71
Membrana po pirmo nuplovimo 0,47
0,61
+ melitinas 1,08
Membrana po antro nuplovimo 0,96
0,73
+ melitinas 1,69

I gauty Alog fmin veréiy (3 lentelé) matome, kad minimumo poslinkiai, sukelti melitino
poveikio néra identiski, kaip tai buvo a-hemolizino atveju (3.1.2 skyrelis, 1 ir 2 lentelés), taciau
poslinkiy vertés logaritmingje skaléje yra labai artimos (Alog fmin = 0,61-0,73). Tai jrodo galimybe
potencialiuose jutikliuose naudoti skirtingus membrany tipus (tBLM ir hBLM) bei galimybe naudoti
tokius biojutiklius skirtingy toksiny detekcijai.

Taip pat buvo atliktas tyrimas, hBLM + melitinas sistemos nuplovimui naudojant Alconox 1%

tirpala (identiskai kaip buvo daryta 3.1.2 skyrelyje apraSytame eksperimente). Gauti rezultatai
pateikiami 25 pav.
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25 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos
veikimo 100 nM melitino (geltonos zvaigzdutés), po membranos nuplovimy Alconox 1% tirpalu, 2-
propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (oranziniai kryziukai), po pakartotiny fosfolipidiniy membrany
suformavimy (regeneruotos membranos — tus¢iaviduriai apskritimai ir violetiniai trikampiai), ir po
regeneruoty membrany veikimo 100 nM melitino (pilki rombai ir tus¢iaviduriai trikampiai).
Intarpas: EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti tomis pac¢iomis sglygomis

I§ gauty rezultaty (25 pav.) matome, kad hBLM nuplovimui naudojant Alconox 1% tirpalg taip
pat po kiekvieno nuplovimo sékmingai regeneruojasi membrana, taiau dél menkai stebimy
minimumy Bode koordinatése (25 pav. intarpas) nebuvo galimybés patikimai nustatyti minimumy
padéties bei apskaiciuoti melitino sukeltus minimumy poslinkius. Tad buvo atliktas identiSkas
tyrimas su maZiau tankia membrana (26-27 pav.). Siame tyrime suformuotos membranos
kompleksiné talpa padidéjo nuo 0,4 pF/cm? (25 pav.) iki 1,1 pF/cm? (26 pav.). Sis pozymis rodo, kad
buvo suformuota maziau tanki hibridiné membrana.

35



@ o
. o o
_2‘5 4 o ° X
L] o o
[}
(o] o
-2 A o
“.‘E 6] \ . * * * @ . o o o N
c e , o«
u‘_ -1 5 T o * * *e * o .
= B
S S e
L ]
g 1 A ’0’.’:’.:’82”
OOOOOO Joo
o [+
051 t.°° {?‘{9@
D %l T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10105
Re C, yF-cm2
e Membrana DOPC Melit (100 nM) o Memb2 + Melit2

26 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane, po fosfolipidinés membranos
suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM melitino
(geltoni trikampiai), po membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu
vandeniu, po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana —
tuSciaviduriai apskritimai), ir po regeneruotos membranos veikimo 100 nM melitino (violetiniai

rombai)
-100 - e Membrana DOPC
Melit (100 nM)
-80 - %00.“ ...' ..0.
A%y, ® o Memb2
L Op.. _e® “T2%e, Oce
T 60 { e, go%oooc %8, eMeli2
c ®o0e 43,
7] *0
2 40 - -
© *
- he®)
S -20 A o
Ce
*
0 N Q.
..
20 T 1 1 T 1

1,5 -05 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5 5,5
log f, Hz

27 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane, po fosfolipidinés membranos suformavimo,
naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM melitino (geltoni
trikampiai), po membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu,
po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana — tuséiaviduriai
apskritimai), ir po regeneruotos membranos veikimo 100 nM melitino (violetiniai rombai)
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Siekiant tiksliau nustatyti minimumy padétis Bode koordinatése (27 pav.) kiekvieng kartg (prie$
Ir po regeneracijos) paveikus membrang melitinu (,,Melit* ir ,,Melit2*) bei atitinkamai apskai¢iuoti
toksino sukeltus poslinkius, Siuose dviejuose spektruose i§ bendro impedanso buvo atimta tirpalo
varza, tokiu biidu gaunant akivaizdesnius minimumus (28 pav.).

-100 - ® Membrana DOPC
* .
Melit (100 nM
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28 pav. EIS spektrai Bode koordinatése (dviejuose spektruose, pateiktuose 27 pav., i bendro
impedanso atémus tirpalo varza), uzregistruoti naudojant FTO elektrodg po silanizavimo 1 val.
30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane, po fosfolipidinés membranos suformavimo,
naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos veikimo 100 nM melitino (geltoni
trikampiai), po membranos nuplovimo Alconox 1% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu,
po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana — tus¢iaviduriai
apskritimai), ir po regeneruotos membranos veikimo 100 nM melitino (violetiniai rombai)

28 pav. pateiktos dviejy membrany (iki ir po regeneracijos) Bode fazinés kreivés (raudona ir
zydra). Kaip ir ankstesnése sistemose matome, kad fazés minimumo padétis po regeneracijos
pasistumia j didesniy dazniy puse¢ (zydra). Taciau, prieSingai nei stebéta aHL atveju (11 ir 13 pav.)
paveikus toksinu, $iuo atveju melitinu, fazés minimumo padétis abiejy membrany atvejais (iki ir po
regeneracijos) sutampa. Tai reiskia, kad Siuo atveju fazés minimumo postiimiy logaritmai Alog fmin
néra vienodi, kaip kad aHL atveju, o skirtingi. Laikantis prielaidos, kad tos pacios sudéties (100%
DOPC) membranose tos pacios koncentracijos melitinas sukelia tokj patj defekty tankj, daznio
logaritmo minimumo postimio skirtumai (Alog fmin1 # Alog fmin2) gali atsirasti tik tada, kai pradinés
ir regeneruotos membranos nataraliy defekty tankiai skiriasi, 0 pomembraninio sluoksnio savitosios
varzos yra vienodos. Manome, kad $iuo atveju, kai membranos pagal jy elektrocheminius poZymius
yra hibridinés ir pomembraniniame sluoksnyje yra labai mazai vandens ir kriivininky, tai esminiy
pomembraninio sluoksnio savybiy, tame tarpe ir pomembraninio sluoksnio savitosios varzos psub,
skirtumy negalime tikétis. Taigi, Siuo atveju galimai pries ir po regeneracijos membranos skiriasi
pradiniais defekty tankais, kurie gali atsirasti dél dalinio (ir menkai kontroliuojamo) detergento
molekuliy jsiterpimo (adsorbcijos) i inkarinji SAM.
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Taigi, galime teigti, kad nuo naudojamos membranos tipo priklauso ir kinta regeneruojamy
membrany savybés. Praskiestose pavirSiuje imobilizuotose membranose (tBLM), kuriy SAM
pasizymi didelémis elektrinémis talpomis, regeneracija sukelia popavir§inio sluoksnio elektriniy
savybiy poky¢ius, sumazindama kiekvienoje regeneracijos stadijoje psun. O hibridiniy membrany
atveju, kaip matome i§ 28 pav. duomeny, regeneracija menkai paveikia popavirSinio sluoksnio
savybes, bet padidina natiraliy defekty tankj toksinu nepaveiktose membranose.

3.2.3 hBLM su toksinu kraujo serumo terp¢je nuplovimas ir regeneravimas

Kadangi sékmingai pavyko regeneruoti membranas po hBLM + melitinas sistemy nuplovimo,
bandoma atlikti tyrima saglygomis, artimomis realiems méginiams (analogiskai kaip ir 3.1.4 skyrelyje
apraSytame eksperimente).
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29 pav. EIS spektrai kompleksinés talpos koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po
silanizavimo 1 val. 30°C temperatiiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po
fosfolipidinés membranos suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos
veikimo 20% kraujo serumo (geltonos zvaigzdutés) ir 100 nM melitino (zali trikampiai), po
membranos nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (zydri
kryziukai), po pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana —
tus¢iaviduriai apskritimai), ir po regeneruotos membranos veikimo 20% kraujo serumo (pilki
rombai) ir 100 nM melitino (tusciaviduriai trikampiai)
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30 pav. EIS spektrai Bode koordinatése, uzregistruoti naudojant FTO elektroda po silanizavimo 1
val. 30°C temperatiroje 4 mM TOPS tirpale heptane (mélyni kvadratai), po fosfolipidinés
membranos suformavimo, naudojant DOPC (raudoni apskritimai), po membranos veikimo 20%
kraujo serumo (geltonos zvaigzdutés) ir 100 nM melitino (Zali trikampiai), po membranos
nuplovimo skruzdziy r. 50% tirpalu, 2-propanoliu ir dejonizuotu vandeniu (zydri kryZiukai), po
pakartotino fosfolipidinés membranos suformavimo (regeneruota membrana — tus¢iaviduriai
apskritimai), ir po regeneruotos membranos veikimo 20% kraujo serumo (pilki rombai) ir 100 nM
melitino (tus¢iaviduriai trikampiai)

I$ gauty rezultaty (29-30 pav.) matome, kad po nuplovimo membrana sékmingai regeneruojasi.
Taciau, tiriant hBLM néra stebimas nei kraujo serumo, nei toksino poveikis, nes log f minimumas
Bode koordinatése (30 pav.) iSlicka toje pacioje vietoje. Galime jtarti, kad kraujo serumas neveikia
hibridinés membranos, kadangi hBLM yra per daug tanki ir neleidzia KS prasiskverbti j
pomembraninj sluoksnj. Ta¢iau matome, kad pridéjus kraujo serumo j tiriamg sistemg ne visada yra
matomi registruojamy EIS signaly pokyc¢iai, ta¢iau po melitino pridéjimo galima matyti, kad kraujo
serumas vis tiek uzblokuoja hBLM ir dél to visiskai nestebimas melitino poveikis abiem atvejais — ir
pirminés membranos, ir regeneruotos.

Dar vienas svarbus aspektas, kurj galime pastebéti i§ gauty EIS kreiviy Bode koordinatése (30
pav.) — visos serijos po nuplovimo (t.y. spektrai ,,Memb2*, ,Memb2 KS* ir ,,Melit2*) log fmin padétys
palyginus su pradinémis pasislinko ne tik j deSing (t.y. j didesniy dazniy pusg¢), bei ir j virSy (30 pav.,
juoda rodykle). Tai reiSkia, kad ne tik padidéjo defekty skaiius membranoje, bet ir kad esantys
defektai susitelké j telkinius [40]. Jeigu log f minimumo padétis tik horizontaliai slinktysi j didesniy
dazniy pusg, bet nekeisty savo auks¢io (pavyzdziui, kaip tai buvo stebima tBLM + a-HL atveju — 11
pav.), tai galéty reiksti, kad Nger nekinta, bet keiciasi pomembraninio sluoksnio savitoji varza psub,
arba pakinta Nger ir psub, bet defekty pasiskirstymas islieka idealiai toks pats (nesusidaro telkiniy).
Taciau tokio scenarijaus mes nestebéjome.
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad naudojant Alconox ploviklj galima sékmingai regeneruoti prikabintg
fosfolipiding DOPC-Chol membrang, paveikta a-hemolizinu. Kiekvieng karta EIS spektruose
fiksuotas vienodas toksino poveikis reiskia, kad tBLM atveju po regeneracijos mazg¢ja
pomembraninio sluoksnio savitoji varza.

2. Nustatyta, kad kraujo serumas uzblokuoja prikabintg fosfolipiding membrang,
neleisdamas veikti poras formuojanciam toksinui a-hemolizinui.

3. Darbe parodyta, kad regeneracija pakeiCia savitvarkio monosluoksnio elektrines
savybes. SAM elektrinés savybés (kompleksiné talpa) po fosfolipidinés membranos nuplovimo
priklauso nuo naudojamo ploviklio: naudojant Alconox detergenta po pirmo nuplovimo stebétas
savitvarkio monosluoksnio kompleksinés talpos padidéjimas apytiksliai iki 7 pF/em® ir
stabilizavimasis, o naudojant skruzdziy riigsties tirpalg tokios tendencijos nebuvo pastebéta.

4. Nustatyta, kad kraujo serumas neveikia hibridinés membranos; taciau vis tiek ja
blokuoja, sumazindamas melitino veikimo galimybes.
5. Nustatyta, kad hibridinés membranos atveju, nuplaunant hBLM, paveikta melitinu,

pomembraninio sluoksnio savybés nesikeicCia, taciau keiciasi defekty skaicius Ny, bei atsirandantys
defektai susitelkia j telkinius.

6. Darbe parodyta, kad EIS tradiciskai laikoma elektriniy parametry matavimo metodu,
gali biiti panaudojama atskleidziant subtilius molekulinio lygio struktiiros ir fiziniy savybiy poky¢ius,
vykstancius regeneruojant biologiniy membrany modelis. Svarbu pabréZti, kad Sie pokyciai vyksta
ypatingai mazose dimensijose, apimanciose 1-2 nm storio sritis, skirian¢ias dvisluoksnes membranas
nuo kiety pavirsiy.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

ANASTASIJA ALEKSANDROVIC
PavirSiuje imobilizuoty fosfolipidiniy membrany regeneracija daugkartinio panaudojimo
biologiniy jutikliy pritaikymui

Siame darbe ant fluoru legiruoto alavo oksido pavir§iaus buvo formuojami biologiniy
membrany modeliai: suformuojamas savitvarkis monosluoksnis naudojant trichloro(3-
(oktadeciltio)propil)silang (TOPS), ant gauto SAM liejamos fosfolipidinés membranos, naudojant
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholino (DOPC) ir cholesterolio (Chol) misinj moliniu santykiu 6:4
(bendra lipidy koncentracija 1 mM), arba tik DOPC. Gautos dviejy tipy membrany modeliai —
pavirsiuje prikabintos membranos (tBLM) ir hibridinés membranos (hBLM). Elektrocheminio
impedanso spektroskopijos metodu patikrintos gauty SAM elektrinés savybés bei ant jy gauty
membrany kokybe.

Abiejy tipy membranos buvo veikiamos toksinais (naudojami o-hemolizinas ir melitinas)
ir/arba kraujo serumu ir EIS spektruose fiksuojamas toksiny/kraujo serumo poveikis membranai.
Uzfiksavus membranos charakteristiky pokytj, membrana su jterptais baltymais buvo nuplaunama,
naudojant atitinkamg ploviklj (naudoti komerciSkai pricinamo detergento Alconox 1% tirpalas ir
skruzdziy rugsties 50% tirpalas) bei regeneruojama. Regeneruoty membrany elektrinés savybés bei
sgveika su toksinais arba kraujo serumu taip pat buvo iStirtos elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodu.

IS gauty EIS duomeny buvo padarytos i§vados apie regeneravimo bei sgveikos su toksinais/KS
metu jvykstancius pokyc¢ius membrany struktiiroje ir taip pat apie pradiniy skirtingy tipy (prikabintos
ir hibridinés) membrany struktiiros ypatumus.
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Regeneration of Tethered Phospholipid Membranes for Reusable Biosensors

In this study, models of biological membranes were formed on the surface of fluorine-doped
tin oxide: formed a self-assembled monolayer using trichloro(3-(octadecylthio)propyl)silane (TOPS),
then formed phospholipid membranes on the resulting SAM using a mixture of 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DOPC) and cholesterol (Chol) in a molar ratio of 6:4 (1 mM total lipid
concentration), or DOPC only. Two types of membrane models were obtained: tethered bilayer lipid
membranes (tBLM) and hybrid bilayer lipid membranes (hBLM). The electrical properties of the
obtained SAMs and the quality of the membranes obtained on them were investigated by
electrochemical impedance spectroscopy.

Both types of membranes were affected by toxins (a-hemolysin and melittin) and/or blood
serum, and the effect of toxins/blood serum on the membrane was evaluated by recording EIS spectra.
After observing a change in membrane characteristics, the membrane with the incorporated proteins
was removed by washing with an appropriate detergent (commercially available detergent Alconox
1% solution and formic acid 50% solution were used) and then regenerated. The electrical properties
of the regenerated membranes and the interaction with toxins or blood serum were also investigated
by electrochemical impedance spectroscopy.

From the obtained EIS data, conclusions about the changes in membrane structure during
regeneration and interaction with toxins/serum were made, and also about the structural features of
the different types of initial membranes (tethered and hybrid).
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