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SANTRUMPOS

tBLM — fosfolipidinis dvisluoksnis, imobilizuotas ant kieto substrato per molekulinius inkarus (angl.
tethered bilayer membrane)

FTO — fluoru dopuotas alavo oksidas (angl. fluorine-doped tin oxide)

SAM - savitvarkis monosluoksnis (angl. self-assemblied monolayer)

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

FTO|SAM - stiklo plokstelé, padengta fluoru dopuotu alavo oksidu, ant kurios imobilizuotas
savitvarkis monosluoksnis.

ATS — alkiltrichlorosilanas

VTS — viniltrichlorosilanas

TOPS:ATS — ekvimoliarinis silany misinys, susidedantis is trichloro(3-(oktadeciltio)propil)silano ir
alkiltrichlorosilano.

DOPC — 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholinas

Chol — cholesterolis.

EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija

FFT-EIS — greitosios Furjé transformacijos elektrocheminio impedanso spektroskopija (angl. fast
Fourier transform electrochemical impedance spectroscopy)

aHL — a—hemolizinas

DMPA — 2,2-dimetoksi-2-fenilacetofenonas



IVADAS

(tBLM) gali buti naudojami kaip realig 1astelés membrana imituojantys modeliai. Tokie modeliai yra
svarbus jrankis, padedantis suprasti realiy lasteliy membrany elgseng ir yra naudojami, pvz., jony
pernasai per membrana tirti [1] lastelés saveikas su baltymais ar kitais su lastele saveikaujanciais
komponentais analizuoti bei pa¢ios membranos struktiriniams pokyciams jvairiomis sglygomis
vertinti [2, 3, 4]. Laidus pavir$ius, ant kurio imobilizuotas fosfolipidinis dvisluoksnis, leidzia tirti
sistema kontroliuojamoje aplinkoje, suteikia jai stabilumo, o taip pat leidzia tirti sistemg jvairias
metodais [1, 2, 3, 4]. Molekuliniai inkarai, per kuriuos fosfolipidinis dvisluoksnis imobilizuotas ant
substrato, suteikia sistemai fluidiskumo ir leidzia susidaryti keliy nanometry storio pomembraniniam
rezervuarui, imituojanciam lastelés citoplazma [2, 3, 4, 5]. Molekuliniai inkarai taip pat leidzia tirti
transmembraniniy baltymy jsiterpima j fosfolipidinj dvisluoksnj jiems nedenattruojant dél sgveikos
su substratu [1]. tBLM gali buti panaudojami ne tik realiy lasteliy savybéms tirti, bet ir biologinio
jutiklio karimui — j 1gstelés membrang gebancios jsiterpti molekulés (pvz., poras lagstelés membranoje
formuojantys baltymai), keic¢ia membranos savybes ir kiekybinis tokiy poky¢iy jvertinimas gali leisti
jvertinti molekuliy, kuriomis buvo paveikta tBLM, koncentracijg, kas yra ypa¢ aktualu kuriant
biologinius jutiklius, skirtus membranoje defektus sukelian¢iy medziagy nustatymui [4, 6].

Sio tyrimo metu tBLM buvo formuojama ant kieto puslaidininkinio pavirsiaus, sudaryto is
stiklo plokstelés, padengtos fluoru dopuotu alavo oksidu, ant kurio imobilizuotas savitvarkis
monosluoksnis (FTO|SAM). Ant tokio pavirSiaus vezikuliy liejimo btudu buvo imobilizuotas
fosfolipidinis dvisluoksnis. Greitosios Fourier transformacijos elektrocheminio impedanso
spektoskopija pasitelkta stebéti sistemos pokycius liejant membrana bei veikiant suformuotg tBLM
poras formuojanéiu toksinu o—hemolizinu. Sis metodas unikalus tuo, kad leidzia matavima atlikti
labai greitai (matavimus atliekant 0.2 Hz — 10 kHz kintamos srovés dazniy intervale, elektrocheminio
impedanso spektras uzregistruojamas per ~ 15 s), kas suteikia galimybe fiksuoti sistemos poky¢ius
pirmomis minutémis po membranos formavimo ar tBLM poveikio oHL pradzios. Daug tBLM
sistemy tyrimy atlikta kaip substratg naudojant plokstele, padengty auksu [7, 8, 9]. tBLM sistemos
kaip substrata naudojant FTO yra pakankamai mazai istirtos, nors yra perspektyvios biologiniy
jutikliy kiirimo srityje, kadangi yra pigesnés nei aukso substratai. Pagrandis FTO kaip tBLM substrato
taip pat pasizymi didesniu heterogeniskumu [11]. Dél Sio aspekto, svarbu jvertinti suformuoty tBLM
savybiy jtaka fosfolipidinio dvisluoksnio ir aHL veikimo kinetikai bei aHL poveikio mastui. Tokie
tyrimai svarbis, norint nuspéti aHL poveikj jvertinus tBLM parametrus — tai leisty suformuoti aHL
biologinj jutiklj. Membranos formavimosi ir aHL poveikio kinetikai tyrimai taip pat leido panaudoti
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metoda, paprastai naudojamg makroskopiniy sistemy
analizei, mikroskopiniy strukttry, pvz. aHL pory, kuriy diametras tesiekia 1-3 nm [12], i$sidéstymui
fosfolipidiniame dvisluoksnyje jvertinti.



DARBO TIKSLAI IR UZDAVINIAI

Suformuoti savitvarkj monosluoksnj ant FTO pavirsiaus, naudojant skirtingy
koncentracijy TOPS:ATS bei TOPS:ATS ir VTS misinj.

Kontaktiniy kampy matavimo metodu palyginti skirtingos sudéties savitvarkius
monosluoksnius, gautus ant FTO.

Naudojant FFT-EIS metoda, istirti membrany, suformuoty naudojant 0,6 mM DOPC ir
0,4 mM Chol vezikuliy tirpalg, formavimosi ant FTO|SAM kinetika.

Naudojant FFT-EIS metoda, jvertinti aHL sgveikos su fosfolipidiniu dvisluoksniu
kinetika.

Naudojant FFT-EIS, jvertinti aHK sukeltus strukttrinius pokyc¢ius membranoje.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Lastelés membranos struktara ir funkcijos

Plazminés Igstelés membrana yra ypac svarbus lastelés komponentas, suteikiantis Iastelei forma
ir kontroliuojantis medziagy patekima j lastele ir i$ jos. Apie pus¢ daugelio gyviininiy lgsteliy
membranos sudaro lipidai, tarp pastaryjy labiausiai paplite fosfolipidai. Fosfolipido molekule sudaro
hidrofiliné dalis, kurioje yra fosfato grupé, glicerolis ir ilgos nepolinés riebaly ragséiy molekuliy
grandys. Déka fosfolipidy formos bei ampifatiSkos prigimties, vandeningje terpéje fosfolipidali
spontaniSkai iSsidésto taip, kad hidrofobinés sritys sudaro tvirtus nepolinius rysius ir yra izoliuotos
nuo lgstelés vidaus ir iSorés, kai tuo tarpu hidrofilinés sritys kontaktuoja su lastelés iSore ir vidumi —
susiformuoja fosfolipidinis dvisluoksnis (1 pav) [13, 14].
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Pav. 1. A — supaprastinta fosfolipidinio dvisluoksnio schema [15], B — fosfolipidas 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocholinas (DOPC).

Labai svarbi biologinés lastelés funkcija yra medziagy transporto is$ ir j lastelg reguliavimas.
Fosfolipidinis dvisluoksnis padeda uztikrinti selektyvy molekuliy transportas is lastelés ar j Iastelg,
kadangi membranos pralaidumas priklauso nuo per membrang besiskverbian¢iy molekuliy kriivio ir
poliskumo, molekulinés masés. Jonai ir polinés molekulés negali difunduoti per lipidy dvisluoksnj,
bet pasyvi hidrofobiniy molekuliy difuzija yra galima. Plazminé membrana taip pat apima daugybe
baltymy, kurie sudaro jvairius kompleksus, poras, kanalus. Sie transmembraniai baltymai padeda
reguliuoti poliniy molekuliy pernasa per fosfolipidinj dvisluoksnj. MedZziagy transportas per lastelés
sienele gali biti pasyvus, t.y. nereikalaujantis Igstelés energijos sagnaudy ir sukeliamas medziagy
koncentracijos gradiento lasteléje ir 1astelés iSoréje skirtumo, arba aktyvus. Aktyvaus transporto metu
lastelé eikvoja energija medziagy pernasai i§ mazesnés koncentracijos j didesnés koncentracijos sritj,
paprastai transmembraniniy baltymy pagalba.
klampiis skysciai, 0 ne Kkieti kiinai. Daugumos nataraliy fosfolipidy riebaly rugstys turi vieng ar
daugiau dviguby jung¢iy, kei¢ianciy nepolinés grandinés dalies geometrija ir trukdanciy tvarkingam
fosfolipidy issidéstymui dvisluoksnyje. Taigi, ilgos riebaly rugsc¢iy grandinés laisvai juda membranos
viduje, todél pati membrana yra minksta ir lanksti. Be to, tiek fosfolipidai, tiek baltymai, esantys
membranoje, gali laisvai difunduoti j jvairias membranos vietas — §i savybé labai svarbi daugeliui
membranos funkcijy. Tai, kokie lipidai ir kokiais kiekiais sudaro membrang, stipriai jtakoja
membranos fluidiskumg bei pralaidumg jvairioms medziagoms, kadangi lipidy hidrofobiniy
grandiniy ilgis bei sotumo laipsnis jtakoja fosfolipidinio dvisluoksnio tvarkinguma [13, 14].

Fluidiskumui daug jtakos turi cholesterolis — viena pagrindiniy gyvininiy lasteliy membrany
sudedamyjy daliy. Cholesterolio molinis kiekis Igstelés membranoje paprastai yra mazdaug toks pats
kaip ir fosfolipidy. D¢l savo standzios ziedinés strukttiros cholesterolis atlieka isskirtinj vaidmen;j
membranos struktiiroje. Cholesterolis pats savaime nesudaro membranos, bet jsiterpia j fosfolipidy



dvisluoksnj su savo poline hidroksilo grupe, esancia arti fosfolipidy galiniy grupiy. Priklausomai nuo
temperatiiros, cholesterolis daro skirtingg poveikj membranos skystumui. Aukstoje temperatiiroje
cholesterolis trukdo judéti fosfolipidy nepolinéms grandims, todél iSoriné membranos dalis tampa
maziau Skysta ir sumazéja jos pralaidumas mazoms molekuléms. Tacdiau esant zemai temperatiirai
cholesterolis veikia priesingai: trukdydamas riebaly riigséiy grandiniy sgveikai, cholesterolis apsaugo
membranas nuo uzsalimo ir i$laiko membranos skystumg [13, 14, 16, 17].

1.2. Membrany modeliai
1.2.1. Ploks¢iasis lipidy dvisluoksnis (angl. planar lipid bilayer)

Lipidy dvisluoksnio modelis yra in vitro sukurta strukttra, imituojanti lgstelés membranos
dvisluoksnj in vivo. Paprasc¢iausig modelj sudaro tik vienos rasies lipidas, bet toks modelis prastai
reprezentuoja biologing sistemg, tad paprastai naudojami bent keli lipidai. Ploks¢ias lipidy
dvisluoksnis (angl. planar lipid bilayer, black lipid membrane) yra fosfolipidy dvisluoksnio plévelé,
i§ abiejy pusiy besiribojanti su skysciu (elektrolitu). Tokia sistema gaunama ploname hidrofobinés
medziagos, pvz. teflono, sluoksnyje sukuriant nedidele, keliy desim¢iy ar Simty mikrometry anga.
Hidrofobinés medziagos sienelé su anga skiria du vandeniniy tirpaly rezervuarus, 0 angoje
suformuotas fosfolipidinis dvisluoksnis (zr. 2 pav.). Modelis plac¢iai naudojamas baltyminiy pory ir
jony kanaly charakterizavimui. Ploks¢io lipidy dvisluoksnio geometrija suteikia prieiga prie abiejy
dvisluoksnio pusiy, tad galima nesunkiai tirti tokios fosfolipidinés plévelés mechanines savybes.
Pagrindinis tokiy membrany modeliy trikumas — prastas stabilumas [18, 19].
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Pav. 2. Lipidy dvisluoksnio, i$ abiejy pusiy supamo elektrolito, schema.
1.2.2. Ant substrato imobilizuotos membranos modelis

Membranos dvisluoksniai, imobilizuoti ant substrato naudojami kaip universalios biologiniy
membrany modeliai. Membrana tokiame modelyje yra ant kieto pagrindo, o virSutiné dvisluoksnio
dalis yra salytyje su skysciu (elektrolitu). Vienas didziausiy tokiy membranos modeliy privalumy yra
stabilumas. Kad membranos modelis kuo tiksliau atitikty tikrg biologing membrang, reikia
pasirtpinti, kad ant substrato imobilizuotas fosfolipidinis dvisluoksnis islikty fluidiskas ir kad
nevykty j fosfolipidinj dvisluoksnj jsiterpusiy molekuliy denatiiravimas Sioms sudarant fizikinius
rySius su substratu. Siems tikslams jgyvendinti substratas daznai modifikuojamas molekuliniais
inkarais. Molekulinis inkaras suteikia vandens rezervuarg, pralaidy jonams ir primenantj gelio
pavidalo strukttirg bei imituojantj lastelés citoplazmg. Kaip molekuliniai inkarai membrany



modeliuose gali bati naudojami polimerai, angliavandeniai, baltymai. Daznai naudojami ant substrato
suformuoti savitvarkiai monosluoksniai (SAM) [1, 2 3, 4, 5, 6].

1.3. Savitvarkiai monosluoksniai

Membranos modelio elektrinés savybés stipriai priklauso nuo molekuliniy inkary savybiy, jy
ilgio, funkciniy grupiy. Molekuliniy inkary savybés jtakoja vandens rezervuaro savybes, membranos
tankuma, stabiluma, galimybes jterpti j membrang transmembraninius baltymus [2,3,4].

Daznai kaip molekuliniai inkarai naudojami savitvarkiai monosluoksniai. Savitvarkiai
monosluoksniai yra molekulés, spontaniskai iSsidés¢iusios ant pavirsiaus adsorbcijos badu ir
sudaran¢ios ant pavirSiaus vienamolekulinj sluoksnj. Kaip molekulés savitvarkiams
monosluoksniams formuoti daznai naudojami tioliai, disulfidai ar silanai [4, 5 8]. Paprastai
savitvarkiy monosluoksniy molekulés per funkcines grupes prisijungia prie substrato chemisorbcijos
btdu. Savitvarkio monosluoksnio stabilumui taip pat didele jtakg daro Van de Valso jégos — jy déka
susiformuoja tankas ir stabilis monosluoksniai [2].

Dazniausiai ant pavirsiaus per molekulinius inkarus imobilizuotiems membrany modeliams
formuoti naudojami naudojami misriis savitvarkiai monolsuoksniai, sudaryti i§ ilgagrandziy ir
trumpagrandziy molekuliy. Galinis, lipidg primenantis alifatinis savitvarkio monosluosknio
molekulés motyvas jsiterpia j dvisluoksnj. Trumpagrandés molekulés misriuose savitvarkiuose
monosluoksniuose (dar vadinamos skiedikliais) padeda praretinti savitvarkj monosluoksnj — tai gali
bati svarbu ant pavirSiaus imobilizuoty fosfolipidiniy dvisluoksniy formavime, kadangi praretinimas
suteikia daugiau reikalingos erdvés pomembraniniam vandens rezervuarui. [5].

Savitvarkiy monosluoksniy formavime ant tauriy pavirsiy, tokiy kaip auksas ar sidabras, daznai
naudojami tioliai, per sieros atoma sudarantys stipry kovalentinj rysj substratu. Vienas pagrindiniy
tioliy trakumy ant pavir§iaus imobilizuoty membrany formavime yra tioliy polinkis substrato
pavirsiuje sudaryti klasterius, dél ko gaunamas netolygus pavirSius, kurio savybés skirtingose jo
vietose skiriasi [20].

1.4. Alkilsilanai ir silanizavimas

Daznai savitvarkiams monosluoksniams formuoti pasitelkiami alkilsilanai, pasizymintys
mechaniniu tvirtumu [21] ir terminiu stabilumu [22, 23]. Alkilsilanai — organiniy junginiy grupé,
kuriuos sudaro silicio atomas, sudares jungtis su keturiais ligandais, i$ kuriy bent vienas turi alkil
grupe. Alkilo grupés alkilsilanuose gali bati modifikuotos jvairiais organiniais ar neorganiniais
pakaitais. Bendra alkilsilano struktiirg galima uzrasyti kaip RnSiXs , kur R — alkilo grupé (8i grupé
gali bati modifikuota jvairias organiniais ar neorganiniais junginiais), X — nueinancioji grupé (pvz.,
chloras, bromas, metoksi grupé). Priimta, kad silanizacijos procesas vyksta pagal tokj mechanizma
(schematiskai pavaizduota pav. 3.) [24]:

e Vyksta alkilsilano hidrolizé, kurios metu susidaro silanolinés grupés.
e Silanolinés grupés prisijungia prie substrato hidroksi grupiy, $ios jungties susidarymo
metu eliminuojama vandens molekulé.
e Ant pavirsiaus esantys silanai polimerizuojasi tarpusavyje, sudarydami siloksano (Si—
O-Si) jungtis.
Alkilsilano hidrolizé vyksta paciame substrato pavirsiuje, nueinanéiai grupei, pasizyminéiai
nukleofilinémis savybémis, reaguojant su ant substrato adsorbuota —OH grupe. PavirSiaus
silanizavimas paprastai vykdomas bevandeniuose tirpikliuose (tokiuose kaip toluenas ar heptanas),



tam, kad silanizacijos reakcija vykty pavirSiuje. Silanizavimo tirpale esant vandens, hidrolizés ar
alkilsilany tarpusavio poliarizacijos reakcijos gali jvykti tirpale, molekuléms nepasiekus pavirsiaus.
Tokiais atvejais pavirsiaus silanizavimas gali vykti, bet vyks ne taip efektyviai ir bus gaunami maziau
stabilts savitvarkiai monosluoksniai [25] .
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Pav. 3. Klasikinis pavirsiaus silnaizavimo mechanizmas [25].

Pav. 3. pavaizduotas siloksano jung¢iy susidarymas realiose sistemose nevyksta Simto procenty
iSeiga, t.y., néra taip, kad tris nueinancias grupes turintis alkilsilanas butinai sudarys vieng jugtj su
pavirsiumi ir dvi siloksano jungtis su kaimyninémis alkilsilano molekulémis. Yra galimybé¢, kad, pvz.
kelios nueinancios grupés sudarys kelias jungtis su pavirsiumi (taigi, nebeliks arba liks maziau
grupiy, galin¢iy sudaryti siloksaninj rysj su kaimyninémis alkilsilano molekulémis) [25].
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Pav. 4. Netvarkingas silany i$sidéstymas pavirsiuje [25].

Silanizacijos efektyvumui ir alkilsilany polimerizacijos laipsniui didele jtaka turi silanizuojamo
pavirsius prigimtis bei heterogeniskumas. Skirtingi pavirsiai pasizymi skirtingomis savybémis,
reaktingumu ir giminingumu silanams. Taip pat, pavirSiai retai kada yra idealiai homogeniski.
PavirS$iy heterogeniskumg sukelia jame esantys naturalas defektai. Heterogeniskumas jtakoja
reaktyviy centry, reikalingy silanizavimui, pasiskirstyma pavirsiuje, pavyzdziui, skirtinga pavirSiaus
hidratacijg hidroksi grupémis, reikalingomis tiek alkilsilany hidrolizei, tiek hidrolizuoty alkilsilany
reakcijai su pavirsiumi. Siurkstas pavirsiai pasizymi didesniu pavirsiaus plotu ir paprastai gali suteikti
daugiau aktyviy centry, bet taip pat pavirSiaus geometrijos netolygumai gali trukdyti tvarkingam
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savitvarkio monosluoksnio issidéstymui. PavirSiaus heterogeniskumas trukdo susidaryti tvarkingam
savitvarkiui monosluoksniui [11, 25, 26].
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Pav. 5. Schema, vaizduojanti netvarkingg savitvarkio monosluoksnio i$sidéstyma substrato
pavirsiuje ir galima savitvarkio monosluoksnio reorganizcija, kai savitvarkis monosluoksnis yra
vandeningje terpéje [8].

Tankus savitvarkis monosluosknis paprastai pasizymi didesniu stabilumu, kadangi arti viena
kitos esancios silany molekulés gali sudaryti tvirtesnius siloksano rysius [8]. Nors norint efektyviai
silanizuoti pavir§iy pravartu silanizuoti polinius pavirSius (tokius kaip metaly oksidai ar silicis),
tinkamai paruosiant (aktyvinant) pavirsiy galima silanizuoti net tokius hidrofobinius pavirsius, tokius
kaip teflonas [26]. Silanizavimo efektyvumui ir silanizijos laipsniui taip pat didelg jtaka turi pacios
alkilsilano molekulés poliskumas. Labiau poliski silanai pasizymi trumpesnémis alkilo grandinémis
(pav., trimetilchlorosilanas), ir turi poliniy funkciniy grupiy (tokiy kaip -OH or -Cl. Nepoliski
alkilsilanai pasizymi ilgesnémis alkilo grandinémis (pvz. oktadeciltrichlorosilanas), kurios sumazina
poliariskumg ir padidina hidrofobiskuma. Nepoliski alkilsilanai gali prisijungti prie pavirSiaus, bet
bus gautas silany monosluoksnis pasizymés mazesniu polimerizacijos laipsniu. Silanizacijos metu
taip pat reikia atsizvelgti j tokius reakcijos parametrus kaip temperatiira bei silanizavimo laikas.
Zinoma, kad ilgesnis silanizuoto pavirsiaus laikymas aukstose temperatirose gali padidinti
silanizacijos laipsnj [27]. Visgi, silanizavimo laikas ir temperatira yra pasirenkami pagal tai, su
kokiais silanais bei silanizuojamais pavirsiais dirbama, kokiy savybiy pavir§iy norima gauti.
PavirSiaus savybés jvertinamos tiriant jo adhezijg, drékinima, tiriant struktiirg optiniais metodais ar
elektrocheminius parametrus [28, 29, 30, 31].

1.5. Fofolipidinio dvisluoksnio formavimo metodai

Fosfolipidiniy dvisluoksniy formavimui ant kiety pavirSiy naudojami jvairas metodai, tokie
kaip Langmuir-Blodgett metodas [32], miceliy misinio adsorbcija [33], tirpikliy apsikeitimo (angl.
solvent exchange) metodas [34] ar vezikuliy liejimas [35]. Langmuir — Blodgett metodas paremtas
organiniy medziagy (tokiy kaip amfifilinés molekulés ar jvairios nanomedziagos) monosluoksnio
homogenisSka adsorbcija skysc¢io pavirsiuje. Kietas substratas jmerkiamas j tokj skystj, dél ko
monosluoksnis imobilizuojamas ant pavirSiaus. Naudojant $j metoda galima gauti stabiliais bei
jvairiy norimy bei kontroliuojamg sudéciy strukttras, bet tokiu metodu fosfolipidinis dvisluoksnis
gaunamas formuojant po vieng monosluoksnj vienu metu ir norint gauti norimy ir kontroliuojamag
savybiy dvisluoksnj, reikia sudétingos jrangos. Tirpikliy apsikeitimo metodas paremtas fosfolipidy
iStirpinimu orgianiniame tirpiklyje (pvz., izopropanolyje) sumaiSytame su vandeniniu tirpalu ir
lengvai garuojan¢io tirpiklio isgarinimu. Sis metodas greitas ir leidzia suformuoti fosfolipidinius
dvisluoksnius, pasizymingius fluidiskumu. Sio metodo taikymo sékmingumas ir gauto fosfolipidinio
dvisluoksnio kokybé labai priklauso nuo naudojamo substrato, dvisluoksniui formuoti naudojamy
amfifiliniy molekuliy prigimties bei naudojamo organinio tirpiklio, tad tinka ne visoms sistemoms.
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Be to, greitas fosfolipidinio dvisluoksnio formavimasis Siuo metodu neleidzia tirti membranos
formavimosi realiu laiku [36, 37].

1.6. Vezikulés ir vezikuliy liejimo metodai

Vezikulés yra tridimensiniai polimolekuliniai junginiai, egzistuojantys realiose biologinése
sistemose (pvz. vidulastelinés medziagy transporto funkcija turincios vezikulés [38], ar lastelés
iSoréje esancios vezikulés [39]). Vezikules sudaro amfifilinés molekulés, turin¢ios poline ,,galvg* ir
nepoling ,,uodegg®. Vezikuliy susiformavimo principas labai panasus j miceliy, tik sudaromas ne
amfifiliniy molekuliy monosluoksnis, o dvisluoksnis (vienasluoksniy vezikuliy atveju). Amfifilinés
sudaro sfering forma ir yra issidésciuos taip, kad polinés jy dalys kontaktuoja su poliniu tirpikliu
vezikulés viduje (tarp jy ir tirpiklio susidaro poliniai rysiai), nepolinés dalys issidésto tokio amfifiliniy
molekuliy monosluoksnio isoréje, 0 dél hidrofobiniy rysiy, struktiira pasidengia antru amfifiliniy
molekuliy sluoksniu (antro sluoksnio molekuliy hidrofobinéms dalims issidéstant greta pirmo
sluoksnio hidrofobiniy daliy, 0 antro sluoksnio molekuliy polinéms dalims esant pacioje struktiros
iSor¢je ir sudarant hidrofilinius rysius su tirpikliu, kuriame yra vezikulé. Pagal morfologija, vezikules
galima skirstyti j dvi pagrindines grupes — vienasluoksnés ir daugiasluoksnes. Vienasluoksnés
vezikulés, kaip jau aptarta, sudaro amfifiliniy molekuliy dvisluoksnj, 0 daugiasluoksnés susideda is
daugiau dvisluoksny (pav. 6.). Kai kurie autoriai i$skiria ir tarpinj variantg — oligolamelines (keliy
sluoksniy) vezikules ar jvairius hibdridinius darinius — agreguotas vezikuliy struktiiras, vezikules,
savo viduje turincias vieng ar daugiau mazesniy matmeny vezikuliy [40]. Naudojant skirtingos
sudéties ir struktaros amfifilines molekules, skirtingus tirpiklius bei sintezés procediras, galima gauti
skirtingy dydziy (kurie paprastai varijuoja tarp 30 nm ir 300 uM) ir struktiiros vezikules [41, 42].

Fosfolipidiniy dvisluoksniy formavimui ant substrato, daznai naudojamos mazy matmeny
vienasluoksnés vezikulés, kadangi jos turi didesnj pavirSiaus plotg ir pasizymi didesne laisvaja
pavirSiaus energija, taigi, yra termodinamis$kai maziau stabilios, todél grei¢iau plysta ir greiciau
susiformuoja fosfolipidinis dvilsuoksnis [43]. Kita vertus, unilameliniy vezikuliy sintezé daznai yra
ilgesnis ir sudétingesnis procesas [28, 44, 45], tuo tarpu daugiasluoksnés vezikulés spontaniskai
susiformuoja vandeniniame tirpale ir gali bati sékmingai panaudotos mazai defekty turintiems
fosfolipidianiams dvisluoksniams formuoti [46].

Pav. 6. Schematinis daugiasluoksnés (A) ir vienasluoksnés (B) vezikuliy schematinis
pavaizdavimas [47].
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1.7. a-hemolizinas

a-hemolizinas yra citotoksinis baltymas, gaminamas bakterijos Staphylococcus aureus. Sis
baltymas bakterijos isskiriamas kaip vandenyje tirpus monomeras, kurio molekuliné masé ~ 33 kD.
Didzigja dalj jo struktiros sudaro B klostés (apie 68 %) ir apie 10 % oa-spiraliy. a-hemolizino
monomerai lasteléje suformuoja heptamerinius vienetus ir taip suformuoja B-statinés formos
ketvirtine struktiira — membranos lgsteléje susidaro pora. a-hemolizino heptamero struktiira yra grybo
formos (zr. pav. 7.). Sios struktiros aukstis gali siekti 10 nM, j membrang jsiterpusi B-statinés
diameras, o sudarytos poros diametras — nuo 1,4 iki 4,6 nM [12, 48]. Ketvirting struktiirg, 0 tuo paciu
ir poros diametrg gali jtakoti tokie veiksniai kaip mutacijos, pH ar temperatara [49, 50, 51]

a-hemolizinui suformavus poras lasteléje, vyksta Igstelés mirtis. Esant mazoms a-hemolizino
koncentracijoms, poros (1,2 — 1,5 nm skersmens) leidzia vienvalenciy jony judéjima j lgstele ir is jos,
dél ko sukeliama DNR fragmentacija. Esant didesnéms toksino koncentracijoms, a-hemolizinas
nespecifiSkai prisijungia prie fosfolipidinio dvisluoksnio, suformuodamas didesnes (2,5 — 3 nm
skersmens), Ca2* jonams pralaidzias pora, o tai sukelia nekontroliuojama Ca®* srautg — vyksta nekrozé
[52, 53].

' X
+ Imembrang (.
+ isiterpusi dalis

Pav. 7. a-hemolizino transmembraniné pora [54].

1.8. Membrany modeliy tyrimy metodai

Norint apibadinti modelines membrany sistemas ir suprasti jy (o taip pat — ir realiy biologiniy
membrany) savybes bei elgsena jvairiomis salygomis, reikia taikyti jvairius analizés metodus.
Skirtingi metodai, ypa¢ naudojami komplementariai, gali suteikti daug naudingos informacijos apie
sistemg, patvirtinti arba paneigti hipotetinius membranoje ir jos aplinkose vykstan¢iy reakcijy
mechanizmus. Svarbas membrany modeliy tyrimuose naudojami analizés metodai yra pavirsiaus
plazmony rezonansas [55], elipsometrija [56], atominiy jégy mikroskopija [57], skenuojanti elektrony
mikroskopija [9], kvarco kristalo mikrosvarstykliy panaudojimas [58]. Skirtingi metodai turi savy
privalumy ir trilkumy, pvz., atominiy jégy mikroskopija turi puikias pavirsiaus vaizdinimo galimybes,
yra nedestrukcinis metodas, gali suteikti informacijos apie jégy tarp pavirsiuje esanciy molekuliy
stipruma, apibudinti pavirsiaus mechanines savybes, kita vertus, norint pasiekti gerg skiriamajg geba,
matavimas gali trukti labai ilgai, tad uzkertamas kelias tirti Kinetinius membranose vykstancius
procesus; pats metodas gana sudétingas ir reikalaujantis brangios jrangos, atominio mikroskopo adata
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gali bati uZterSta méginiu ar pazeisti méginj [59]. Kvarco kristalo mikrosvarstyklés yra puikus
metodas pavirsiaus fizikinéms savybéms, pvz., membranos tankiui, viskoelastinéms savybéms tirti,
todél suteikia daug informacijos apie sistemas membrany modeliy tyrimuose, Kita vertus, kvarco
kristalo mikrosvarstykliy veikimo principas remiasi masés pokyciais pavirsiuje ir esant labai
komplikuotoms sistemoms (pvz. membranai su daug skirtingy poras formuojanciy baltymy) gali biti
komplikuota ar nejmanoma tirti sistemos strukttra molekuliniame lygmenyje.

Kadangi ant substrato imobilizuotg membranos modelj galima interpretuoti kaip ant laidaus
pavirSiaus (substrato) esantj dialektriko sluoksnj, membranos savybes ar jy pokyc¢ius membrang
veikiant, pvz., membranoje poras formuojanciais toksinais, galima jvertinti elektrocheminiais
metodais. Membrany elektriné varza tradiciskai gali bati nustatoma nuolatinés elektros sroveés
metodais ir skai¢iuojama naudojantis Omo désniu. Nuolatinés srovés metodai yra paprastesni, bet
nuolatinés srovés sukeliama elektrodo poliarizacija gali skatinti kriivininky kaupimasi, todél ne tik
gaunami netikslis, biologinés sistemos nereprezentuojantys rezultatai, bet krivininky kaupimasis
taip pat gali pakenkti membranos stabilumui. Nuolatinés elektros srovés metodai taip pat neleidzia
atskirti pac¢ios membranos varzos nuo membranalsubstratas sgly¢io ribos varzos, tad sunku ar
nejmanoma nustatyti daug skirtingy tos pacios sistemos parametry.

Kaip alternatyva nuolatinés srovés metodams, membrany modeliniy sistemy laidumo ir
dialektrinéms savybéms jvertinti naudojama elektrocheminio impedanso spektroskopija.
Elektrocheminio impedanso spektroskopijoje srové kinta plataus dazniy diapazono ribose ir tai
suteikia galimybe¢ atskirti skirtingu grei¢iu vykstanc¢ius reiskinius, taigi, ir identifikuoti bei
kiekybiskai jvertinti jvairius membranos modelio sistemos parametrus (pvz. membranos varza,
pomembraninio vandens rezervuaro savybes, membranos defekty savybes). EIS metodu galima
nustatyti daug skirtingy sistemos parametry vienu eksperimentu. EIS taip pat turi didelj pranasuma
smulkius sistemos laidumo pokycius. EIS yra greitas, jautrus, neinvazinis metodas. EIS metodo
trikumai daZniausiai susije Su galimais neaiSkumais interpretuojant duomenis — gautiems
eksperimentiniams rezultatams gali tikti kelios ekvivalentinés schemos, bet teisingos grandinés
pasirinkimas turi biiti pagrjstas atsizvelgiant j schemos elementy fiziking prasme.

1.9. Elektrochemino impedanso spektroskopija

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) yra metodas, gebantis jvertinti elektrolity
pasipriesinima elektros srovei kiety kaip daznio funkcija. EIS matavimy metu, méginys suzadinamas
mazos amplitudés kintama pagal sinusoiding funkcija srove arba jtampa, 0 tuo tarpu srovés arba
jtampos atsakas yra matuojamas placiame dazniy intervale (paprastai sis dazniy intervalas svyruoja
10" — 10° Hz ribose) Suteikiamas signalas (srové arba jtampa) yra pakankamai mazas (paprastai
maziau nei 10 mV), kad buty galima daryti prielaida, jog sarysis tarp srovés ir jtampos
pseudolinijinis.Linijinése ar pseudolinijinése Sistemose, srovés atsakas j uzduotg sinusoide kintantj
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potencialg yra sinusoidé, kurios vertés kinta tokiu pat dazniu, bet yra pasistamusios per faze ¢ (pav.
8).

x(t) Zr y(t) x(t) = X sin(wt)

y(t) = Y sin(wt - @)

LV VA

Pav. 8. Dvi sinusoidés, kuriy viena pasistamusi per faze ¢, reprezentuojancios galima
kintamos jtampos atsaka j suzadinimag Kintama srove bei sinusoidziy vertés reprezentavimas
besisukanciu vektoriumi [60].

Sinusoidinio signalo verté yra isreiskiama per besisukantj vektoriy, kurio ilgis lygus srovés
stiprio ar daznio amplitudei (Xo) ir kuris sukasi kampiniu dazniu ®. Taigi, sinusoidés vertés konkreciu
laiko momentu gali bati aprasomos formule:

x(t) = X,sin (wt) (1)
Sinusoidinio signalo laiko charakteristikg galima apibadinti i$ dazniu f (vektoriaus apsisukimy
skaicius per 1 s) hercais, Hz, ir periodo laiku t (laikas, per kurj vektorius apsisuka 360°) sekundémis,
s, kurie tarpusavyje susieti per kampinj daznj lygtimi:

w=2mf == @)
Du tuo paciu dazniu judantys sinusoidiniai signalai gali skirtis ne tik amplitude, bet ir fazés kampu
ar fazés poslinkiu tarp dviejy skirtingy vektoriy. Tuomet, laikydami viena vektoriy kaip atskaitos
taska, Kito vektoriaus posttimj jo atzvilgiu galime apibudinti fazes poslinkiu ¢:

y(t) = Yysin(wt + @) (3)
Sinusoidinj signala galima isreiksti kaip kompleksinj skaiciy z:

z=17+jz" (4)
Cia z'- reali, 0 jz” — kompleksiné skai¢iaus dalis (kur j = (—1)%°)

Tokj kompleksinj skai¢iy galima susieti su jo moduliu per lygtis, skai¢iy kompleksinius skaicius

reprezentuojancia skaiciy plokStuma pavaizduota pav. 9:
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Pav. 9 Reprezentacijos kompleksinio skaiciaus (A) ir sinusoidin;j signala reprezentuojancio
vektoriaus kompleksinése koordinatése [49].

Bendra impedansa bei jo realig ir menamg dalis galima isreiksti per formules:

z = |z|(cose + jsing) (5)

z' = |z|cos (6)

7" = |z|sing (7
Naudojantis Eulerio lygtimi kompleksinj skai¢iy per sinusg ir kosinusg galima isreiksti lygtimi:

e? = cos(¢) £ jsin(p) (8)
O kompleksinj skaic¢iy galima isreiksti:

z = |z|el® (©)

Pasinaudojus matematinémis funkcijomis, aprasanc¢iomis sinusiodziy Kitimo priklausomybe nuo

daznio, kintamos srovés jtampa (U(w) [V]) ir srove (I(w) [A]) galime aprasyti kaip kampiniy dazniy

funkcijas:
Uw) = Upsinwt (10)
I(w) = IOSiTl (a)t + (P) (ll)

Cia Uo — jtampos amplitudé, lo — srovés amplitudé.
Arba, panaudojus Eulerio lygt;:
U(w) = Uye/*t (12)
I(w) = Ioej(wt+<p) (13)
Tiriamos sistemos kintama varza, impedansas (Z.) [€2], gali biti isreiskiamas forma, panasia j Omo

désnj, tik naudojant kintamos srovés ir kintamos jtampos israiskas:

Z(w) — ULW — @e]‘(p = ZCOS(p +]ZSln(p (14)

Ipe/(@t+e) |,

Priesingas impedansui dydis, admitansas Y (w) [S], aprasomas:
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1 ,

Cia G [S] laidumas, o C [F] talpa.
Laidumas ir talpa gali bati isskai¢iuoti is impedanso ir fazés poslinkio kampo pagal formulg:

G = %cosq) (16)
1 .,
C = — sing a7

Impedanso spektrai dazniausiai modeliuojami naudojantis ekvivalentinémis schemomis,
sudarytomis is jvairiy elementy, tokiy kaip varzos, talpos, induktyvumas, neidealy kondensatoriy
aprasantis pastovios fazés elementas (CPE), difuzija aprasantis Varburgo elementas. Kaip minéta,
didelis EIS privalumas - duomeny (impedanso spektro) modeliavimas pagal sistema atitinkancig
ekvivalenting schema ir taip gaunamos grandinéje esan¢iy komponenty skaitinés vertés.Pavyzdziui,
kai grandinéje yra tik varza, impedansas lygus realiosios dalies varzai, 0 menama dalis lygi nuliui:

Z=R+j0 (18)
Kai grandinéje yra tik kondensatorius, impedanso realioji dalis lygi nuliui, 0 menama dalis atvirksciai
proporcinga talpai (C) ir dazniui:

1
Z=0+ jw_C (19)
Nuosekliai sujungty elementy bendras impedansas yra atskiry impedansy sudétis:
Zpendras = 21+ Zy + Zy (20)

Paraleliai sujungty elementy impedansas skai¢iuojamas:

1 1

=i+i+_ (21)

Zpendras Z Z; Zn

EIS rezultatai analizuojami atidedant rezultatus skirtingose koordinatése, tokiose kaip Nyquisto
koordinatés (impedanso realios dalis priklausomybé nuo menamos dalies), Bode koordinatés
(impedanso modulio bei fazés priklausomybés nuo daznio), kompleksinés talpos koordinatés (talpos

realios dalis priklausomybé nuo menamos dalies).

1.10. Greitosios Furjé transformacijos elektrocheminio impedanso spektroskopija

Fizikoje, inzinerijoje ir matematikoje Furjé transformacija (FT) - tai integraliné transformacija,
kurios jvestis yra funkcija, o iSvestis - kita funkcija, nusakanti, kiek jvairiy dazniy yra pradinéje
funkcijoje. Transformacijos rezultatas yra kompleksiné daznio funkcija. Terminas Furjé
transformacija reiskia ir Sig kompleksinés vertés funkcija, ir matemating operacijg. Furjé
transformacija dar vadinamas pradinés funkcijos atvaizdavimu dazniy srityje [61]

Naudojantis greitosios Furjé transformacijos elektrocheminio impedanso spektroskopijos
metodu (FFT-EIS), tiriama sistema suzadinama ne nuosekliai ir atskirai skleidziamais skirtingo
daznio kintamos srovés signalais,o naudojant 30-50 sinusiniy bangy superpozicijg (t.y. sudétj). Kai
naudojantis EIS sistema suzadinama ne vieno daznio kintama srove, aprasoma viena sinusine banga,
0 daugelio bangy superpozicija, gautas atsakas yra jtampos priklausomybé nuo daznio, taip pat
iSreiksta kaip 30-50 sinusiniy bangy superpozicija. Greitos Furjé transformacijos algoritmas leidzia
perskaiciuoti tokig bangy superpozicija j atskiras dedamasias bangas ir gauti EIS badinga spektrg —
jtampos atsakus, sistema suzadinant skirtingy dazniy kintamos srovés bangomis. Naudojant sinusiniy
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bangy superpozicijg, galima vienu metu gauti sistemos atsakus esant skirtingiems kintamos srovés
dazniams, todél elektrocheminio impedanso spektroskopijos matavimas trunka daug greiciau, pvz.
iSmatuoti sistemos atsaka dazniy srityje nuo 0,2 Hz iki 10 kHz uztrunka apie 15 sekundziy. Taigi,
greitosios FFT-EIS ypa¢ naudingas metodas tirti greitai vykstancius EIS spektry poky¢ius °2.
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2. METODIKA
2.1. Elektrodo paruosimas

Naudota fluoru dopuoto alavo oksido plokstelé (FTO, Sigma Aldrich), kurios matmenys 80 mm
X 140 mm, o pavirsiaus varza ~ 7 Q. Plokstelé plaunama tokia eiga:
1) Nuvaloma plauseliy nepalickancia servetéle, pavilgyta 2 % ,,Micro 90 laboratoriniy indy
ploviklio vandeniniu tirpalu.

2) 8 min plaunama ultragarsinéje vonel¢je ,,Micro 90“ laboratoriniy indy ploviklio
vandeniniame tirpale.

3) 30 min laikoma 96 % sieros riigstyje (H2SOa).

4) 16 min plaunama ultragarsinéje voneléje distiliuotame vandenyje.

Po plovimo plokstelé parai paliekama stiklingje su distiliuotu vandeniu, kadangi pastebéta, jog
taip plokstelés pavirsius hidratuojasi ir silanizavimo metu plokstelé tolygiau pasidengia savitvarkiu
monosluosksniu.

2.2. Silany misinio paruosimas

Silany misinio sintezei stikliame buteliuke sumaiSomas oktadekantiolis (ODT) ir
aliltrichlorosilanas (ATS) moliniu santykiu 1:2, bei.pridedama 2 mol % fotoiniciatoriaus 2,2-
dimetoksi-2-fenilacetofenono (DMPA). Misinys 24 h laikomas aps$viestas 365 nm bangos ilgio UV
spinduliuote ir maiSomas naudojant magneting maisykle. Sintezés metu ODT ir ATS sureaguoja
moliniu santykiu 1:1 ir susidaro trichloro(3- (octadecyltio)propil)silanas (TOPS),0 pusé misinyje
buvusio ATS lieka nesureagavusio. Sintezés reakcija pavaizduota pav. 10 [63, 64].

24 h, UV (365 nm)

CH; —(CH,);;— SH + CH,=CH — CH, — SiCl, —
. _ OCH;
1 mol ODT 2 mol ATS Adrealtie. DMEA °°“3

b’ a’ a b [+ O

é CH3 —(CH2)15—CH2 = CH2 = S — CHZ_ CH2 = CH2 = S|C|3 + CH2= CH == CH2 = S|C|3

1 mol TOPS 1 mol ATS

Pav. 10. TOPS:ATS sintezés reakcija [65]
2.3. Savitvarkio monosluoksnio formavimas

Silanizavimas vykdomas stiklinéje Petri 1éksteléje, | kurig jpilta 10 mL tolueno (Sigma
Aldrich), pasildyto iki silanizavimo temperatiiros (35 °C). | tirpiklj dedamas norimas kiekis silany
misinio (atsildyto iki kambario temperattiros), po to j tirpiklj su silanais dedama FTO plokstelé, kuri
prie$ tai kruopsciai nupuciama azoto dujomis, siekiant isvengti silany reakcijos su vandeniu. FTO
plokstelé laikoma tirpiklyje su silanais 60 min. Jdéjus plokstele Petri lékstelé uzdengiama dangteliu,
kad nevykty spartus tirpiklio garavimas i§ lékstelés. Po to, silanizuota FTO plokstelé plaunama
toluene. Plovimui naudojami keturi atskiri indai su $variu tirpikliu — pirmame ir antrame induose FTO
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plokstelé palaikoma po 3 min, tre¢iame inde 1min plaunama iki 35 °C pakaitintame toluene ultragarso
voneléje, o po to dar palaikoma toluene 3 min ketvirtajame inde. Kruopstus silanizuoto FTO plovimas
skirtas pasalinti silpnais fizikiniais rysiais prisijungusius silany virssluoksnius. Nuplautas silanizuotas
FTO nupuciamas azoto dujomis ir valanda kaitinamas krosnyje 100 °C temperatiroje, kad b9ty
pasalinta drégmé ir tirpiklio liekanos [31].

2.4. Fosfolipidinio dvisluoksnio formavimas ant silanizuoto FTO

Fosfolipidis dvisluoksnis formuotas naudojant vezikuliy liejimo metods, naudojant DOPC ir
cholesterolj. DOPC ir cholesterolio 10 mM tirpalai chloroforme (Avanti Polar Lipids, Inc.).yra
sumaisomi santykiu 6:4, o choloroformas isgarinamas puciant j buteliukg azoto dujas (apie 30 min).
Chloroformui isgaravus ant buteliuko sieneliy lieka balksvos spalvos lipidy plévelés. | buteliuka
pilama tiek buferio (0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2POg4, pH 4,6), kad bendra lipidy koncentracija buferyje
buty 1, ,mM (0,6 mM DOPC ir 0,4 mM cholesterolio). Automatine pipete buferis pakartotinai stipria
srove jtraukiamas ir isleidziamas, kad susidaryty homogeniskas balksvos spalvos tirpalas ir nelikty
ant indo sieneliy prilipusios lipidinés plévelés. Fosfolipidinis dvisluoksnis formuojamas uzlasinant
vezikuliy tirpalo ant silanizuoto FTO pavirsiaus. Vykdant a-hemolizino poveikio membranai tyrimus
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodu, prie$

2.5. Greitosios Fourier transformacijos elektrocheminio impedanso spektroskopijos (FFT-
EIS) tyrimai

2.5.1. Tirpalai

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos tyrimai atliekami:

e Tiriant membrany formavimosi kinetikg — vezikuliy buferiniame tirpale (0,6 mM
DOPC, 0,4 mM cholesterolio, PBS 0,1 M NaCl, 0,01 M NaH2POg, pH 4,6, kaip aprasyta
2.4 skyriuje).

e Tiriant a-hemolizino poveikj membranai —7,1 pH buferiniame tirpale (PBS 0,1 M NacCl,
0,01 M NaH2POa).Prie$ lasinant a-hemolizino tirpalg j celg, celé (su fosfolipidiniu
dvisluoksniu, susiformavusiu ant silanizuotos FTO plokstelés) stipria srove plaunama
buferiniu tirpalu (naudojama 5 mL 7,1 pH buferinio tirpalo), kad biity nuplauti
membranos formavimo metu susidare fosfolipidy virSsluoksniai. Fosfolipidai,
suformave hidrofobines sgveikas su savitvarkiu monosluoksniu, turéty nenusiplauti.
Plovimas svarbus uztikrinti, kad ant pavirSiaus turime fosfolipidy dvisluoksnj (0 ne
storesnj sluoksnyj) ir kad sistema bty stabili.

e Tyrimams o-hemolizinas i§ Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich, Vokietija),
praskiestas iki 2,72 uM koncentracijos buferiniu tirpalu (7,1 pH).

2.5.2. Celé, elektrodai ir aparatira

FFT-EIS matavimai buvo atlikti EIS-128/16 impedanso spektrometru. Matavimai atlikti esant
0 V potencialui (vs AgJAgCI, NaClset. ). Tyrimams naudota i§ teflono pagaminta celé, kurios
nuotrauka pateikta pav. 11. Cele sudaro 12 sulinéliy (tyrimams naudoti 8). Celéje yra gaminiai
ziedelial, uztikrinantys celés hermetiskumg. Prie$ naudojima celé ir guminiai ziedeliai plaunami
ultragarsinéje voneléje, naudojant 2% ,Micro — 90" ploviklj, propanolj ir distiliuota vandenj
(kiekvienu plovikliu plaunama 8 min., tarp plovimy plovikliai nuplaunami distiliuotu vandeniu).
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Matavimai atlikti naudojant trijy elektrody sistema, kurig sudaro:

e Darbinis elektrodas: silanizuota FTO plokstele (FTO|SAM) arba silanizuota FTO
plokstelé su fosfolipidiniu dvisluoksniu (tBLM).

e Palyginamasis [AQ|AgCIl, NaClst] mikroelektrodas (M-401F, Microelectrodes,
Bedford, NH).

e Pagalbinis elektrodas: 0,25 nm platinos viela (99,99 % puriss p.a.), apvyniota aplink
palyginamajj elektroda

Palyginamasis
o elektrodas

Pagalbinis

/ elektrodas

/
—

Darbinis
/ elektrodas

Pav. 11. Darbo metu naudota elektrocheminé sistema.
2.6. Kontaktiniy kampy matavimas

PavirSiaus hidrofobiskumas jvertintas naudojant Theta Lite optinj tensiometra i§ Biolin
Scientific (Svedija). Desimt 5 pL tirio distiliuoto vandens lasy padéta skirtingose silanizuotos FTO
plokstelés pavirsiaus vietose, 0 gauti rezultatai suvidurkinti.
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3. REZULTATAI
3.1. Silanizavimui naudoto tirpalo koncentracijos ir sudéties jtaka gautam FTO|SAM

Sio tyrimo metu, silanizuojant FTO bandyta naudoti kelias skirtingas alkilsilany sudétis ir
koncentracijas, siekiant gauti fosfolipidinius dvisluoksnius, j kuriuos jsiterpty a-hemolizinas. Svarbu,
kad a-hemolizino veikimo mastas (pokyciai, fiksuojami EIS dél a-hemolizino formuojamy pory
fosfolipidiniame dvisluoksnyje), bity kuo didesnis, kadangi tai leisty sukurti jautresnj a-hemolizino
biologinj jutiklj. Siame poskyryje aptariama alkilsilany, naudoty FTO silanizavimui, koncentracijos
ir sudéties jtaka gauto savitavarkio monosluoksnio savybéms. |

Sio tyrimo metu, stiklas|FTO plokstelé silanizuota naudojant tris skirtingas ekvimoliarinio
TOPS ir ATS (TOPS:ATS) silany misinio koncentracijas — 1,2 mM, 2,4 mM ir 3,2 mM, bei 1,2 mM
TOPS:ATS ir 1,5 Mm VTS (viniltrichlorosilano) misinj. Pav. 12. pateiktos pavirsiaus kontaktiniy
kampy vertés, gautos silanizavimo metu naudojant skirtingas TOPS:ATS koncentracijas bei
naudojant TOPS:ATS ir VTS misinj. Zinoma, kad pavirsiaus kontaktiniy kampy vertés tiesiogiai
proporcingos pavirsiaus hidrofobiskumui. Ryskus kontaktinio kampo padidéjimas (nuo 52 +8°
nesilanizuoto FTO atveju iki vidutiniSskai >100° silanizuotam FTO) jrodo sékmingg hidrofobinémis
savybémis pasizymincio alkilsilany sluoksnio susiformvima hidrofiliskomis savybémis pasizyminc¢io
FTO pavirsiuje. Nors tikétasi, kad naudojant didesng TOPS koncentracijg ant SFTO bus gautas
tankesnis SAM, pasizymintis didesniu hidrofobiskumu, kontaktinio kampo matavimai parod¢, jog
vykdant silanizavimg metodin¢je dalyje pateiktomis salygomis, SAM tankumas mazéja didéjant
silanizavimui naudoto TOPS koncentracijai. Siekiant gauti retesnj SAM, | silanizavmo misinj,
susidedant;j i§ 1,2 mM TOPS:ATS toluene, papildomai pridéta 1,5 mM trumpagrandzio silano VTS.
Papildomo skiediklio pridéjimas leido suformuoti hidrofiliskesnj pavirsiy (112 £12° su VTS ir
121+9° be VTS esant tai paciai TOPS:ATS koncentracijai), bet skiediklio jtaka SAM tankumui buvo
pakankamai nezymi, 0 gauty rezultaty sklaida naudojant trijy, 0 ne dviejy alkilsilany miSinj, iSaugo.

140 1217° 1134150
T T 119 +6°
o 120
& 104 % 6°
2 100 |
£ .
E
P 80 1
T 604 52+ 8°
£ ]
=
s 40
- ]
20
0 T I T T I
" 1,2 mM 2,4 mM 3,2mM 4 mM TOPS:ATS
Svarus FTO
TOPS:ATS TOPS:ATS TOPS:ATS +1,5mM VTS

¢ (Silany tirpalo)

Pav. 12. Kontaktiniy kampy priklausomybé nuo silanizavimui naudoty TOPS ir VTS koncentracijy.

FTO silanizavus 3,2 mM TOPS:ATS gauta sistema, pasizyminti reciausiais ir pakankamai
homogeniskais (maziausia kontaktinio kampo ver¢iy sklaida pasizyminciais) savitvarkiais

22



monosluoksniais. Vengta formuoti pernelyg tankius SAM, kadangi per didelis SAM tankumas lemia
sumazéjus; membranos fluidiskuma, dél ko a-hemolizinas turéty prastai jsiskverbti } membrana, o
net o-hemolizinui jsiskverbus, mazas membranos fluidiskumas gali trukdyti a-hemolizino
monomerams judéti SAM pavirsiuje ir suformuoti poras, kadangi vienai porai sudaryti reikia septyniy
a-hemolizino monomery [34, 35]. Zinoma, kad optimalios silanizuoto aukso substrato pavirsiaus
kontaktiniy kampy vertés lygios 95° [66]. Taigi, toliau pasirinkta tirti sistema, gautg FTO silanizavus
3,2 mM TOPS:ATS.

3.1.1. Ant pavirsiaus imobilizuoto savitvarkio monosluoksnio charakterizavimas EIS

Toliau, savitvarkio monosluoksnio savybéms tirti pasitelkta EIS. Kompleksinés talpos
koordinatése vaizduojama kompleksinés talpos realios dalies (Cre) priklausomybé nuo kompleksinés
talpos menamos dalies (Cim). Atitinkamai, reali ir menama dalys skaic¢iuojamos pagal formules:

Zim

Re = 712 (22)
ZRe

Cim = 5173 (23)

Sistema, kuria sudaro ant laidaus pavirsiaus imobilizuotas dialektriko (SAM) sluoksnis,
galima pavaizduoti naudojant ekvivalenting schema, kurioje nesukompensuota (tirpalo) varza
nuosekliai sujungta su kondensatoriumi. Tuo tarpu kondensatoriaus talpa susideda i$ substrato ir
savitvarkio monosluoksnio talpy. Siy nuosekliai sujungty talpy sudétj galima isreiksti per formule:

11 1

= 24
Chendra Crro Csam ( )
Cia Chendra — Silanizuoto FTO talpa, Cero — talpa, susidaranti FTO ir PBS saly¢io riboje dél
fizikinés PBS molekuliy adsorocijos, Csam — talpa, atsirandanti dél izoliacinémis savybeémis
pasizymincio alkilsilany sluoksnio FTO pavirsiuje ji silanizavus.

Atitinkamai ploks¢io kondensatoriaus talpa tiesiogiai proporcinga dialektrinei skvarbai ir
atvirksciai proporcinga kondensatoriaus (Siuo atveju, SAM arba FTO sluoksniy) storiui:

c =0 (25)

Cia & — dialektriné skvarba (SAM arba FTO), e — dialektriné skvarba vakuume, d —
kondensatoriaus storis.

Csam > Crro, kadangi silany sluoksnis pasizymi didesne dialektrine svarba. Taigi, silanizavus
stiklas|FTO stebimas ryskus talpos sumazéjimas (pav. 13).
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Pav. 13. Svaraus (o) ir silanizuoto FTO ( A) pavirsiaus elektrocheminio impedanso spektrai
kompleksinés talpos koordinatése, nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, KClsot) kintamosios
srovés dazniy intervale 0,2 Hz-10 kHz. Silanizavimas vykdytas naudojant 3,2 mM TOPS:ATS
misinj toluene. EIS matavimai atlikti PBS (pH 7,1).

Pav. 13 pavaizduoty spektry (ypac silanizuoto FTO atveju) formos neatitinka idealaus
pusapskritimio, kurj turétume stebéti sistemai atitinkant idealy plokscig kondensatoriy — matomas
menamos talpos sumazéjimas (palyginus su idealiu pusapskritimiu), kuris rySkéja zemy dazniy srityje
— deél ko taip pat gaunama iskreipta pusapskritimio forma. Sj efekta sukelia substrato pavirsiaus
netolygumai — kaip kad galima matyti i§ 23 ir 24 lygc¢iy, kompleksinés talpos reiksmés atvirkséiai
proporcingos EIS matavimo metu naudojamam suzadinimo dazniui. Mazy dazniy srityje (kada
kintamos srovés skleidimas vyksta ilgesnj laiko tarpg), kintamos srovés sukeltas elektrinis laukas
geba prasiskverbti j pavirSiuje esancius defektus, dél kravio pernasos apribojimy atsiranda
papildomos varzos — sumazéja sistemos talpuminés savybés [67]. Pav. 14 pavaizduoti Bode
koordinaciy poky¢iai, silanizavus FTO. Tiek nesilanizuoto, tiek silanizuoto FTO daznio (logf, Hz)
priklausomybés nuo fazés (argZ, laipsniai) spektrai (pav. 14A) pasizymi budinga talpuminéms
sitetmoms jprasta zigmoidine forma. Silanizavus FTO, stebimas nezymus fazés reikSmiy
sumazéjimas. Tuo tarpu daznio (logf, Hz) priklausomybés nuo impedanso modulio (logZ, 2) spektre
(pav. 14B) silanizavus FTO matomas modulio reiksmés padidéjimas. Bode spekry pokyciai tokiose
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sistemose nulemti sistemos laidumo sumazéjimo (ir tuo paciu kintamos varzos, impedanso,
padidéjimo) ant FTO imobilizavus hidrofobinémis savybémis pasizymintj monosluoksnj.

-100 - 6 r

OFTO prieé silanizavima OFTO prieg silanizavima
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Pav. 14. Svaraus (o) ir silanizuoto FTO ( A) pavirsiaus elektrocheminio impedanso spektrai Bode
koordinatése, nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCl, NaClsot). Silanizavimas vykdytas
naudojant 3,2 mM TOPS:ATS tirpalg toluene. EIS matavimai atlikti PBS (pH 7,1).

Naudojant ta pacig silanizavimo procediirg, stebéta EIS spektry sklaida. Pav. 15. pateikti
FTO|SAM kompleksinés talpos koordinaciy spektrai, gauti silanizavimui naudojant 3,2 mM
TOPS:ATS. Pastebimg rezultaty sklaida galima paaiskinti FTO pavirsiaus netolygumais — tiek
tiesiogiai, t.y., dél FTO defekty papildomy varzy, atsirandanciy zemy dazniy srityje, tiek dél
netolygaus pavirSiaus pasidengimo savitvarkiu monosluoksniu. Kaip jau aptarta 2.1.4. skyrelyje,
silanizavimo rezultatas ir gauto monosluoksnio tankumas bei tvarkingumas priklauso nuo
hidrolizuoto pavirsiaus defekty inicijavimo centry, kurie pavirsiuje gali bati issidéste netolygiai. Taip
pat, ir nuo molekuliniy inkary i$sidéstymo geometrijos, kuri priklauso tiek nuo alkilsilany tarpusavio
saveikos, tiek nuo substrato defekty. Visgi, pusapskritimio diametras menamos talpos koordinatése
gali bati naudojamas apytiksliam kompleksinés talpos jvertinimui. Silanizavimui naudojant 3,2 mM
TOPS:ATS, gauto FTO|SAM dvigubo elektrinio sluoksnio talpa lygi 5,2 0,5 uF cm™. Palyginus
su $varaus FTO dvigubo elektrinio sluoksnio talpa (kuri lygi apie 11,3 0,4 pF cm?), dvigubo
elektrinio sluoksnio talpa sumazéja daugiau nei perpus. Apibendrinant galima teigti, kad
modifikuojant FTO 3,2 mM TOPS:ATS silany miSiniu, gaunamas stabilus kompleksinés talpos
sumazéjimas, kas, lygiagreéiai Su stebétu pavirSiaus kontaktinio kampo padidéjimu jrodo
dialektrinémis savybémis pasizymincio savitvarkio monosluoksnio susiformavimag ant FTO
pavirsiaus.
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Pav. 15. FTO|SAM elektrocheminio impedanso spektrai kompleksinés talpos koordinatése,
nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClsot ). Silanizavimas vykdytas naudojant 3,2 mM
TOPS:ATS tirpala toluene. EIS matavimai atlikti PBS (pH 7,1).

3.2. Ant stiklas|FTO|SAM imobilizuoto fosfolipidinio dvisluoksnio charakterizavimas EIS

Ant silanizuoto FTO pavirSiaus imobilizavus fosfolipidinj dvisluoksnj, sistemos talpa
isreiskiama:

1 1 1 1

= (26)
Chendra Crr0 Csam Cm

Cia Cn — fosfolipidinio dvisluoksnio dvigubo elektrinio sluoksnio talpa.
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Pav. 16. Nesilanizuoto FTO (o), FTO|[SAM (A) ir tBLM (o) elektrocheminio impedanso spektrai
kompleksinés talpos koordinatése, nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClso.).
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Kaip matoma i$ pav. 16, dialektrinémis savybémis pasizyminéio fosfolipidinio dvisluoksnio
imobilizavimas sukelia dar ryskesnj pusapskritimio sumazéjima kompleksinés talpos koordinatése
(Cm > Csam > Crro0). Po valandos nuo vezikuliy, sudaryty i§ 0,6 mM DOPC ir 0,4 mM cholesterolio
liejimo, gauta tBLM dvigubo elektrinio sluoksnio talpa lygi 1,2 +0,2 uF cm™. Pav. 16. pavaizduoti
tipiniai kompleksinés talpos spektrai, gauti matuojant svaraus FTO, FTO|SAM ir tBLM impedansa.
Be jau aptarto pusapskritimio suplokstéjimo menamos talpos koordinatése, stebimas kitas sistemos
defektiskuma nusakantis pozymis — Zemy dazniy srityje atsirandanti ,,uodega® — baigus formuotis
pusapskritimiui, menama talpa ima didéti [68]. ,,Uodega‘ atsiranda dél natiiraliy membranos defekty
— zemy dazniy srityje kintamos srovés sukeltas elektrinis laukas prasiskverbia pro natiralius
membranos defektus ir kompleksiné talpa ima didéti — zemy dazniy srityje sistema elgiasi panasiai
kaip FTO|SAM, o sio efekto mastas (t.y. ,,uodegos® ilgis) proporcingas membranos defektiskumui
[69].

Pav. 17. Pavaizduoti tipiski Bode koordinac¢iy spektrai, gauti po valandos nuo vezikuliy
uzliejimo ant silanizuoto substrato. Sie spektrai palyginti su nesilanizuoto ir silanizuoto FTO Bode
spektrais. Daznio (logf, Hz) priklausomybés nuo impedanso modulio (logZ, 2) spektre (pav. 18B)
matomas dar didesnis modulio reiksmés padidéjimas, nei stebétas silanizavus FTO, kadangi
fosfolipidinis dvisluoksnis pasizymi geresnémis izoliacinémis savybémis nei FTO FTO|SAM. Vienas
ryskiausiy EIS spektry pokyc¢iy ant FTO|SAM suformavus fosfolipidinj dvisluoksnj — tBLM
charakteringo fazés minimumo zemy dazniy srityje susiformavimas Bode koordinatése (pav. 17A).
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Pav. 17. Nesilanizuoto FTO (o), FTO|SAM (A) ir tBLM (o) elektrocheminio impedanso spektrai
Bode koordinatése, nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, KClset.). tBLM spektrai matuoti 1 h
po vezikuliy liejimo. Fosfolipidiniam dvisluoksniui formuoti naudotas vezikuliy tirpalas (60 %
DOPC, 40 % Chol., 4,6 pH PBS). EIS matavimai atlikti PBS (pH 7,1).

Zinoma, kad daznis, kuriame stebimas $is minimumas, yra tiesiogiai proporcingas membranoje
esanciy defekty skaiciui ir atvirkséiai proporcingas pomembraninio vandens rezervuaro specifinei
Val’zal psub:
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Si priklausomybé leidzia palyginti suformuoty membrany defektiskuma. Tiesa, rezultaty
interpretavimo neapibréztumas gali iskilti, kai tiek defekty skaicius, ties pomembraninio rezervuaro
specifiné varza néra zinomos — negalima vienareiksmiskai pasakyti, ar skirtingomis logfmin
reik§mémis pasizymincios tBLM skiriasi fosfolipidiniame dvisluoksnyje natiiraliai susiformavusiy
defekty skai¢iumi, ar pomembraninio rezervuaro savybémis. Tikétina, kad net tokiomis paciomis
saglygomis suformuotos tBLM skiriasi tiek defekty skai¢iumi, tiek pomembraninio rezervuaro
savybémis. To priezastis yra substrato defektiskumas ir ant defektisko substrato susiformavusio SAM
heterogeniskumas bei stochastiska vezikuliy liejimosi ant silanizuoto substrato prigimtis.
Silanizavimui naudojant 3,2 mM TOPS:ATS ir tolueno tirpalg, ir ant gauto FTO|SAM liejant
vezikules, sudarytas i§ 0,6 mM DOPC ir 0,4 mM cholesterolio, (PBS pH 4,6) suformuoty tBLM
logfmin reikSmés svyruoja tarp -0,05 ir 1,22 (23 matavimy serijoje vidurkis lygus 0,31 £0,39).
Koreliacijos tarp gauty logfmin reikSmiy bei SAM savybiy (i$ kompleksinés talpos spektry jvertinamos
FTO|SAM dvigubo elektrinio sluoksnio talpos, kokybiniy SAM heterogeniskuma atspindincéiy
kompleksinés talpos koordinatése stebimo pusapskritimio formos jvertinimo) nerasta. Koreliacijos
nebuvimas leidzia manyti, jog Bode koordinatése stebimo tBLM fazés minimumo sklaidos priezastys
yra daugialypés — nulemtos tiek skirtingo membrany defektiskumo, tiek skirtingy pomembraninio
sluoksnio savybiy.

Pav. 18 pavaizduota silanizuoto pavirsiaus dvigubo elektrinio sluoksnio talpos priklausomybé
nuo talpos, gautos ant pavirsiaus suformavus fosfolipidinj dvisluosknj. Tikétina, kad nepriklausomai
nuo silanizuoto pavirSiaus kompleksinés talpos, uzliejamas fosfolipidinis dvisluoksnis turéty
pasizyméti tomis paciomis elektrinémis savybémis, t. y. kiekvieng kartg bus gaunama vienodos talpos
tBLM. Visgi, gauta nezymi tiesiné koreliacija (R? = 0,1898). Galima teigti, kad ant mazesne dvigubo
sluoksnio talpg turincio (t.y., tankesnio savitvarkio monosluoksnio) tikétina gauti tankesnj
fosfolipidinj dvisluoksnj. Si koreliacija galimai susijusi su tuo, kad retesnis SAM daznai bina
heterogeniskesnis nei tankesnis SAM. Ant heterogenisko SAM labiau tikétina gauti membranas,
pasizyminéias prastesnémis talpuminémis savybémis. Vis délto, tikétina, kad rezultaty sklaidai
daugiau jtakos daro kiti, jau aptarti faktoriai, t.y. sistemos heterogeniskumas, 0 vykdant silanizavima
ir membranos formavima vienodomis salygomis, tikétina gauti 1,2 0,2 pF cm dvigubo elektrinio
sluoksnio talpa pasizyminé¢ias membranas.
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18 pav. FTO|SAM dvigubo elektrinio sluoksnio talpos priklausomybé nuo tBLM dvigubo
elektrinio sluoksnio talpos, gautos ant atitinkamo FTO|SAM uzliejus membrang (60 % DOPC, 40
% Chol.). EIS spektrai matuoti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCl, NaClsot ). tBLM spektrai fiksuoti
po valandos nuo membranos liejimo pradzios. Dvigubo elektrinio sluoksnio talpos jvertintos pagal
pusapskritimio diametra menamos talpos koordinatése. Matavimai atlikti PBS pH 7,1.

3.3. Fosfolipidiniy dvisluoksniy formavimosi ant silanizuoty pavirsiy kinetika EIS
kompleksinés talpos koordinaciy spektruose

EIS spektry poky¢iai laike formuojantis membranai, gali suteikti daug informacijos apie
membranos formavimosi procesg. FFT-EIS leidzia matuoti spektrus ypac¢ greitai (0,2 Hz - 10 kHz
intervale spektras matuojamas ~15 sekundziy), tad galima fiksuoti sistemos pokyc¢ius, vykstanéius
pirmomis membranos formavimosi minutémis. Kompleksinés talpos koordinatése stebimi pokyciai
formuojantis membranai pateiki pav. 19. Pirmomis minutémis (dazniausiai iki 1-2 min), stebétas
laikinas kompleksinés talpos padidéjimas, po kurio kompleksinés talpos vél ima mazéti. Tai galima
paaiskinti netvarkinga savitvarkio monosluoksnio struktira — dalis silany molekuliy yra
,sugriuvusios® (zr. 5 pav.,). Vezikuléms priartéjus prie SAM bet dar neplysus, ,,sugriuve® silanai
»pakyla“ dél hidrofobinés saveikos su vezikulémis, dél ko ,,atsiveria“ nesilanizuoto, didesniu laidumu
nei SAM pasizymintis FTO plotas — tai pagerina elektrony pernasa ir dvigubo elektrinio sluoksnio
talpa padidéja (Pav. 19. FTO|SAM spektra. plg. su 40 s ir 2 min 30 s spektrais, pazymétais raudonais
pilnaviduriais simboliais).
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Pav. 19. Membranos formavimosi ir silanizuoto substrato kinetikos pavyzdys — elektrocheminio
impedanso spektrai kompleksinés talpos koordinatése, gauti matuojant stiklas|FTO|SAM be
vezikuliy (SAM), bei skirtingais laikais po vezikuliy uzliejimo. Spektrai nustatyti esant 0 V

potencialui (vs Ag|AgCl, NaClsot). Matavimai atlikti vezikuliy tirpale (60 % DOPC, 40 % Chol.,

4,6 pH PBS).

Formuojantis fosfolipidiniam dvisluoksniui, kompleksinés talpos ima mazéti. Pav. 20 pateiktos
kompleksinés talpos koordinatése stebimo pusapskritimio skersmens (menamos talpos skaléje)
kitimas laike.
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Pav. 20. EIS spektry kompleksinés talpos koordinatése gauto pusapskritimio skersmens
(menamos talpos asyje) kitimas laike besiformuojant membranai (60 % DOPC, 40 % Chol.) ant
FTO|TOPS. Atidétas skersmens pokytis nuo FTO|SAM matavimo metu gautos vertés.
Elektrocheminio impedanso spektrai nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClsot).

Pastovi pusapskritimio menamos dalies skersmens verté nusistovi per 20 min arba greiciau,
nors pradiné pusapskritimio evoliucijos kinetika reikSmingai skiriasi. Visgi, galima atskirti trijy
skirtingy pobudziy kinetika:
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1) simboliais paZymétos priklausomybés - pasizymi greiciausiu kompleksinés talpos
poky¢iu, spektrai jgauna pastovias reikSmes greitai (per 9 £2 min), kompleksinés talpos
isSaugimo pirmomis minutémis arba néra, arba jis labai trumpas (kompleksinés talpos
reiksmés didesnés nei FTO|SAM tik iki 1-0s minutés nuo vezikuliy liejimo pradzios.

2) o simboliais pazymétos priklausomybés - pasizymi léciausiu kompleksinés talpos
poky¢iu, jgauna pastovias reikSmes léciausiai (per 19 *2 min), kompleksinés talpos
reiksmés didesnés nei FTO|SAM 1-2 min nuo vezikuliy liejimo pradzios

3) o simboliais pazymétos priklausomybés — kompleksinés talpos pokycio greitis vidutinis
(14 %3 min), kompleksinés talpos reiksmés didesnés nei FTO|SAM 2,5-4 min nuo
vezikuliy liejimo pradzios

Kaip matome i$ pav. 21, 2-u atveju, FTO|SAM spektrai, ant kuriy formuotos membranos
(atitinkami spektrai taip pat pazyméti e simboliais, kai tuo tarpu kitas Kkinetines kreives
atitinkantys spektrai pazymeéti simboliais), pasizymi, zemy dazniy srityje atsiradusia
,uodega®, leidziancia jvertinti SAM sluoksnj Kaip i$skirtinai heterogeniska, palyginus su kitais
gautais FTO|SAM spektrais.

Im C, pF cm?

Re C, pF cm?

21 pav. FTO|SAM elektrocheminio impedanso spektrai kompleksinés talpos koordinatése, nustatyti
esant 0 V potencialui (vs Ag|JAgCI, NaClset). tBLM spektrai matuoti 1 h po vezikuliy liejimo.
Silanizavimas vykdytas naudojant 3,2 mM TOPS:ATS tirpalg toluene.

3-iu atveju, FTO|SAM spektrai atrodo gana tipiski, bet issiskiria jau suformuoto tBLM
spektrai. Pav. 21. m simboliais pazyméti 3-iame punkte aptarti atvejai, 0 o simboliais pazyméti Kiti
pav. 20 kinetines kreives atitinkantis jau suformuoti tBLM. 3-io atveju jau gauti susiformavusio
tBLM Bode spektrai pasizymi isskirtinai didelémis logf minimumo reiksmémis (logfmin lygus 0,86 +
jau susiformavusiotBLM Bode spektrai pasizymi isskirtinai didelémis logf minimumo reik§mémis
(logfmin lygus 0,86 £ 0,3, tuo tarpu logfmin Vidurkis nejtraukiant $iy atvejy lygus 0,2 + 0,3).
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22 pav. Elektrocheminio impedanso spektrai Bode koordinatése, gauti po 1 h nuo membrany,
kuriy formavimosi Kinetika jvertinta pav. 20., formavimosi pradzios. m simboliais pazyméti
spektrai, atitinkantys pav. 20 atitinkancias kinetines kreives, o simboliais pazyméti likusias pav. 20
kinetines kreives atitinkantys suformuotos tBLM Bode spektrai. EIS matavimai atlikti esant 0 V
potencialui (vs Ag|AgCI, NaClsot).

Tikétina, kad 2-0 varianto atveju, vientiso fosfolipidinio dvisluoksnio formavimosi procesg
létino heterogeniska SAM prigimtis — jei ant FTO susiformavusio savitvarkio monosluoksnio
molekulés iSsidésciusios labai netolygiai, tikétina, kad pavirSius bus sudarytas i§ regiony, kuriuose
lipidams daugiau ar maziau energetiskai palanku sudaryti rysius su alkilsilano molekulémis. 3-io
varianto atveju, pakankamai léta (palyginus su pirmo varianto atveju) kinetika ir ypa¢ ilgas
induktyvumo laikotarpis (t.y. reikalingos 2-4,5 min, kad kompleksinés talpos pusapskritimio
skersmuo imty mazéti) leidzia manyti, jog gauta SAM sudaro daug ,,sugriuvusiy” molekuliy. Toks
SAM palankus tiek defektuotai membranai susidaryti (nes, tikétina, yra heterogeniskas), tiek leidzia
daryti hipoteze apie gauto tBLM maza specifing varza, kadangi ,,sugriuvusiomis” SAM molekulémis
gausus pavirsius, joms sudarant rysius su DOPC ir cholesteroliu ir ,.isitiesiant”, turééty suteikti
daugiau erdvés vandens molekuléms bei buferyje esantiems jonams.

Tipiski Bode spektrai, gauti besiformuojant membranai, pateikti pav. 23. Stebimas tBLM
btdingo minimumo susidarymas ir jo slinkimasis link mazesniy logf reik§miy, kadangi membranai
formuojantis ir savitavarkiam monosluoksniui besidengiant fosfolipidiniu dvisluoksniu, defekty
mazéja. Bode spektry pokytis trunka ilgiau nei kompleksinés talpos spektry, apie 30 min (pav. 24),
bet spektry nusistovéjimo laikas yra pastovus visy tirty tBLM atveju, nepriklausomai nuo EIS
matavimy metu nustatyty skirtingy FTO|SAM ar jau gauty tBLM savybiy (pvz. DefektiSkumo ar
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dvigubo elektrinio sluoksnio talpos). Nustatyta, kad per tokj pat laikg fosfolipidinis dvilsuoksnis
susiformuoja ir ant silanizuoto aukso substrato [46].
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Pav. 23. Membranos formavimosi (vezikuliy sudétis 0,6 mM DOPC ir 0,4 mM cholesterolio
4,6 pH PBS) ir silanizuoto substrato kinetikos pavyzdys — Bode koordinaciy spektrai, gauti
matuojant FTO|SAM be vezikuliy (SAM), bei skirtingais laikais po vezikuliy uzliejimo. Spektrai
nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClset. Minimumo padéties kitimo trajektorija
pavaizduota rodykle.
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Pav. 24. Bode koordinatése stebimo fazés minimumo padéties (logfmin) kitimas laike
besiformuojant membranai ant FTO|TOPS:ATS. EIS matavimai atlikti esant 0 V potencialui (vs
AglAgCl, KClsot.).
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Nepaisant to, kad Bode logf minimumo padétis nustoja Kisti per ~ 30 min visais atvejais,
reikSmingai skiriasi pirmy minuciy logf minimo reiksmés kitimo greitis. Tyrimy, kuriy metu
suformuotos tBLM pasizymi palyginti didele logfmin padétimi, logfmin. Kitimo greitis reiksmingai
sulétéjes. Pav. 25 palyginti 4 membrany formavimosi grei¢iai pirmomis membranos formavimosi
minutémis, 0 pav. 26. pavaizduota priklausomybé tarp susiformavusio tBLM (EIS spektras matuotas
60 min nuo membranos formavimo pradzios) logfmin ir tiesés, logfmin(t) pirmomis membranos
formavimosi minutémis nuolinkio kampo. Matome, kad yra neryski koreliacija (R? = 0,5892) tarp
gautos membranos logfmin reikSmés (taigi, tikriausiai ir membranos tankumo ir/arba pomemebraninio
savitosios varzos) ir membranos formavimosi greicio pirmomis minutémis.

. | m_a\e;ﬂmsns.mss
N y=-0007x+30119  0,0815 1,21
o 25
: N: -0.1438x + 2.6294 0,097 0,87
S 2
= Ay=-02547x +2.5037, 0,1338 0,26
1.5 |
. . . . . . 0,2547 0,03
0 1 2 3 4 5

f, min

Pav. 25. Pradinio logfmin. Kitimo greitis (Vpradinis) pirmais membranos formavimosi laikais (iki 5
min). Lenteléje Vpradinis palygintas su logfmin reiksmémis, gautomis inkubavus tBLM 100 nM oHL 1

h.
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Pav. 26. Pradinio logfmin, kitimo greicio (iki 5 min) priklausomybé nuo logfmin reiksmés gautos
inkubavus tBLM 100 nM oHL 1 h.
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Analizuojant Bode bei kompleksinés talpos koordinatése pavaizduoty membranos formavimosi
elektrocheminio impedanso spektry judéjimo trajektorijas, galima daryti isvadas apie membranos
formavimosi mechanizma. Teoriné spektry analizé parodé, kad kokybiniai EIS spektry parametrai
gali bati panaudoti jvertinant defekty pasiskirstymo membranoje heterogeniskuma bei defekty tankj
[70, 71]. Jei sistemoje stebimas klasteriy formavimasis, minimumas, susiformaves kompleksinés
talpos koordinatése, pusapskritimio dalis zemy dazniy srityje ir ,,uodega“ defekty skaiciui didéjant
juda ,,i$ Siaurés j rytus“. Tuo paciu, ir Bode koordinatése mazuose dazniuose stebimas argZ
minimumas juda ta pacia trajektorija, ,,i§ Siaurés j rytus®. PrieSingu atveju, kai defekty issidéstymas
tolygus, kompleksinés talpos koordinatése zemy dazniy srityje stebimas judéjimas ,,i§ Siaurés |
vakarus®, tuo tarpu Bode spektre minimumas juda paraleliai y asiai, t.y. ,,j rytus® [71]. Vezikuliy
liejimas gali bati suvokiamas kaip atvirkséias procesas defekty formavimuisi. Taigi, stebimos tos
pacios tendencijos, tik atvirks¢ia kryptimi. Kaip matoma pav. 23 ir pav. 27, jau pirmomis membranos
formavimosi sekundémis, argZ minimumas ima judéti ,,i§ Siaurés j vakarus®.o kompleksinés talpos
koordinatése stebimas ryskus ne tik ryskus pusapskritimio mazéjimas Zemesniy dazniy Srityje
stebimas judéjimas ,,i$ Siaurés j vakarus®.
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Pav. 27. Membranos formavimosi (vezikuliy sudétis 0,6 mM DOPC ir 0,4 mM cholesterolio
4,6 pH PBS) ir silanizuoto substrato kinetikos pavyzdys — Bode koordinaciy spektrai, gauti
matuojant stiklas|FTO|SAM be vezikuliy (SAM), bei skirtingais laikais po vezikuliy uzliejimo.
Spektrai nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClset.). Minimumo padéties kitimo
trajektorija pavaizduota rodykle.

Kompleksinés talpos koordinatése, be pusapskritimio mazéjimo, taip pat stebimas minimo ir zemy
daniy srityje atsirandancios ,,uodegos* slinkimasis ,,i§ Siaurés j vakarus®“ (pav. 28). Tokia
elektrocheminio impedanso spektry judéjimo trajektorija formuojantis membranai leidzia manyti, jog
membranos formavimosi metu, defektai (t.y. dar fosfolipidiniu dvisluoksniu nepasidenges
FTO|SAM) telkiasi j klasterius — taigi, pirmais membranos formavimosi momentais, fosfolipidinis
dvisluoksnis taip pat susitelkes j klasterius, kuriy membranai formuojantis vis mazéja. Tikétina, kad
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tokiu atveju membranos formavimosi pradzioje susidaro mazai membranos formavimosi centry,
kurie jai formuojantis pleciasi. Tikétina, kad Sie centry buvimas susijes su FTO|SAM
heterogeniskumu — fosfolipidinis dvisluoksnis ima formuotis tam energetiskai palankiausiose vietose.
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28 pav. Membranos formavimosi (vezikuliy sudétis 0,6 mM DOPC ir 0,4 mM cholesterolio 4,6 pH
PBS) ir silanizuoto substrato kinetikos pavyzdys — kompleksinés talpos koordinaciy spektrai, gauti
matuojant FTO|SAM be vezikuliy, bei skirtingais laikais po vezikuliy uzliejimo. Spektrai nustatyti
esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClset). Spektro kitimy trajektorija pavaizduota rodykle.

3.4. Membranos veikimas a-hemolizinu

Zinoma, kad toksinas a-hemolizinas lastelés membranoje sudaro jonams pralaidzias poras [37,
38, 39, 40, 41, 42]. Tokiy pory susidarymas tBLM stebimas naudojant EIS. Sio tyrimo metu tBLM
veikta 100 nM a-hemolizino. Tyrimo metu siekta analizuoti kaip a-hemolizino poveikis membranai
priklauso nuo pacios membranos savybiy, tad fiksuota toksino koncentracija pasirinkta siekiant
sumazinti kintamyjy skai¢iy. Kompleksinés talpos koordinatése stebimi a-hemolizinu paveiktos
membranos pokyciai. Pav. 29 pavaizduotas tBLM budingo pusapskritimio didé¢jimas, kadangi a-
hemolizino poros pralaidzios PBS jonams, todél padidina sistemos laiduma. Pav. 30 pateikti tipiski
tBLM ir o-hemolizinu paveiktos tBLM elektrocheminio impedanso spektrai Bode koordinatése.
Matome fazés minimumo poslinkj j didesniy reikSmiy puse. Kaip jau aptarta nagrinéjant membranos
formavimosi kinetika (pav. 23), logfmin padidéjimas stebimas todél, kad iSauga membranoje esanciy
defekty skaicius. Apibendrinant eksperimentinius EIS duomenis (pav. 29 ir pav.30), galima teigti,
kad a-hemolizinas sékmingai jsiterpé j fosfolipidinj dvisluoksnj.
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Pav. 29. tBLM elektrocheminio impedanso spektrai kompleksinés talpos koordinatése pries (o) ir
po (e) poveikio 100 nM aHL. Spektrai nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|JAgCI, NaClse.). EIS
matavimai atlikti PBS (pH 7,1). oHL paveiktos tBLM spektrai fiksuoti po 1 nuo poveikio aHL.
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Pav. 30. tBLM elektrocheminio impedanso spektrai Bode koordinatése pries (o) ir po (e)
poveikio 100 nM aHL. Spektrai nustatyti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClse.). EIS
matavimai atlikti PBS (pH 7,1). aHL paveiktos tBLM spektrai fiksuoti po 1h nuo poveikio aHL.

Pav. 32 pateikti siame darbe tirty tBLM’y logfmin Kitimai laike sistemg paveikus 100 nM aHL.
Visy tBLM atveju buvo stebimas logaritminio pobtudzio kitimas ir nustatyta, kad tokiomis pa¢iomis
saglygomis suformuotas membranas veikiant 100 nM o-hemolizino, nestebima koreliacijos tarp
pradinio tBLM logfmin ir jo pokycio (Alogfmin) po 1 h nuo tBLM inkubacijos aHL logfmin poslinkis po
1 h nuo membranos paveikimo toksinu pradzios vidutiniskai lygus 0,69, bet skirtingoms tBLM
svyruoja nuo 0,1 iki 1,37. Alogfmin kitimas laike membrana paveikus aHL panasus j logaritminés
prigimties kitima (31 pav. ir 32 pav.), bet daznu atveju fiksuojant pacius pirmus laikus (iki 1-2 min)
stebimas létas kilimas — tam tikras indukcinis laikotarpis (geriau sitai pastebima 32 pav.). Tikétina,
kad tiek aHL veikimo kinetikai, tiek pagal Alogfmin jvertintai tBLM pazaidai, jtakos turi tai, kad
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suformuotos tBLM skiriasi tiek nataraliy defekty Kiekiu, tiek pomembraninio vandens rezervuaro
savybémis —vien tBLM logfmin néra aHL poveikio masto ar kinetikos prediktorius.
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31. pav. Bode koordinatése stebimo fazés minimumo padéties (logfmin) kitimas laike po tBLM
poveikio 100 nM aHL. EIS matavimai atlikti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCl, NaClsot). logfmin
reik§més nustatytos i$ bendro impedanso atémus tirpalo varzos dedamaja, siekiant gauti tikslesnius

rezultatus.
1.2 ) xx:;
1 r x % 0.2:‘++
xxxxo’ 1“ +
= 0.6 IR “"**‘2«*
g "7 R AN L
g W27 0 as 02V
w04 Y {ﬂ"x"i!:“"ﬁ ; "
o0 i n‘;—" : g;t ' g n "
% as e ""o*}“ dom u"
0.2 | oo % 4"923#'
X oWaltg
. {.-.'_“. Q“ ..i.
0} A B l&ll. u
-0.2 L L
0.2 2 20
log ¢, min

32 pav. Bode koordinatése stebimo fazés minimumo padéties (logfmin) Kitimas laike
logaritmingje skaléje (logt) po tBLM poveikio 100 nM aHL. EIS matavimai atlikti esant 0 V
potencialui (vs Ag|AgCI, NaClsot) logfmin reik§més nustatytos i$ bendro impedanso atémus tirpalo
varzos dedamaja, siekiant gauti tikslesnius rezultatus.
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33 pav. logfmin poky¢io po tBLM inkubacijos aHL priklausomybé nuo pradinés tBLM logfmin
reik§més. Matavimai atlikti 7,1 pH PBS.

Kita vertus, svarbios informacijos apie aHL poveikj suteikia elektrocheminio impedanso
spektry Bode koordinatése stebimo logfmin ir jj atitinkancios fazés vertés poky¢iai laike. Priesingai nei

tBLM formavimosi atveju (28 pav.), stebima logfmin Kkitimo trajektorija ,,i$ piety i rytus®, kaip
pavaizduota pav. 34.
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34 pav. Elektrocheminio impedanso Bode spektry pokyciai laike tBLM paveikus 100 nM oHL.
Spektrai matuoti esant 0 V potencialui (vs Ag|AgCI, NaClset.). Minimumo padéties kitimo
trajektorija pavaizduota rodykle.
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Logfmin kitimo trajektorija ,,i$ piety j rytus leidzia daryti iSvada, kad membranoje sudaryti cHL
defektai formuojasi j klasterius []. Membranos formavimosi atveju (pav. 28), argZmin priklausomybés
nuo logfmin tiesés nuolinkio kampas visy tirty tBLM atveju beveik sutampa. Tikétina, jog taip yra
todél, kad membranai formuojantis, defekty klasteriai, t.y. FTO|SAM vietos, kuriose dar nespéjo
susiformuoti fosfolipidinis dvisluoksnis, nyksta atsitiktine tvarka. Tokiy klasteriy skai¢ius mazéja
ple¢iantis membranos formavimosi centrams ir iy centry formavimasis yra atsitiktinis. tBLM
veikiant aHL, klasteriy atsiradimas néra atsitiktinis, nes klasterizacija lemia aHL monomery
formavimasis j heptamerus. Tikétina, kad $ios klasterizacijos mastas (t.y. argZ kitimo greitis kintant
logf) priklauso nuo aHL koncentracijos. Pav. 35 pateiktos argZmin priklausomybés nuo logfmin,
nustatytos tiriant tBLM pries 100 nM aHL poveikj ir po 1 h aHL poveikio. Matome, kad argZmin
kitimo greitis kintant logfmin gali buti iSskirstytas j dvi grupes — létesnj (pazyméta raudonais
trikampiais) ir greitesnj (pazyméta juodais apskritimais). Kiekvienos grupés viduje, kitimo greiciai
labai panasis, taciau toks kinetiniy parametry jvertinimas néra labai tikslus, nes kai kuriais atvejais
argZmin priklausomybés nuo logfmin néra idealiai tiesiskos (pav. 35 B arba 36?). Galimos netiesiskumo
priezastys yra pirmomis minutémis po aHL jterpimo stebimas indukcinis periodas bei isaugusios
FFT-EIS matavimy paklaidos zemy dazniy srityje. Visgi tikétina, kad veikiant tomis paciomis
salygomis suformuotas tBLM toksinu aHL, argZmin pokytis logfmin atzvilgiu yra bimodalinis. I§ EIS
duomeny negalima pasakyti, kas lemia tokj rezultaty pasiskirstyma, taciau galima daryti prielaida,
kad létesnj arba greitesnj argZ kitimag logfmin atzvilgiu lemia skirtinga tBLM struktiira. Reikalingi
papildomi eksperimentiniai tyrimai tam, kad dar prie$ veikiant tBLM toksinu, argZmin priklausomybes
nuo logfmin buty galima priskirti kuriai nors i§ siame darbe nustatyty grupiy, nes taip baty galima
numatyti aHL poveikio kinetikg membranai.
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39 pav. Fazés minimumo (laipsniais) priklausomybé nuo logfmin (Hz) vertés — pries ir po
tBLM poveikio 100 nm oHL. Kiekviena tiesé atitinka atskiros membranos logfmin ir argZ pokycius
per 60 min inkubacijos su aHL. Reik§més nustatytos i$ bendro impedanso atémus tirpalo varzos
dedamaja, siekiant gauti tikslesnius rezultatus.
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Pav. 36. Fazés minimumo logaritmo (laipsniais) priklausomybé nuo logfmin (Hz) vertés
membrang veikiant 100 nM oHL. Kiekviena kreiv¢ atitinka atskiros membranos argZ(logfmin)
pokytj laike membrang veikiant aHL. Reik§més nustatytos i§ bendro impedanso atémus tirpalo
varzos dedamaja, siekiant gauti tikslesnius rezultatus.

3.5.  Struktariniy sistemos poky¢iu jvertinimas naudojant ¢ parametra

Naudojantis matematiniu modeliavimu yra pastebéta, kad klasteriy formavimosi metu Bode
koordinatése kinta ne tik argZ, bet ir minimumo plotas. Minimo plotui jvertini pasitelktas parametras
¢. Sis parametras isreiskiamas pagal formule [Klaida! Zymelé neapibreéZta.]:

logfmin.
= 120 min._ 27
¢ logf,—logf: (27)

Cia logfmin — daznio, atitinkangio fazés minimuma (argZmin) reik§me, o logfy ir logf, — parabolés, kurig
sudaro minimumas, reikSmés, kai argZ = w (zr. pav. 37).
Klasterizacijos mastas vertinamas naudojant heksagonines Voronoi diagramas, kuriose
homogeniskai, heterogeniskai bei atsitiktinai j klasterius susitelkusiems defektams pavirsiaus plotas
priskiriamas taip, kad sio ploto ribos dalinty atstuma tarp bet kuriy dviejy defekty perpus. Tada, toks
pavirSius aprasomas kaip tikimybés rasti defekta uz sio ploto riby skirstinys, o klasterizacijos mastas
jvertinamas Sio skirstinio standartiniu nuokrypiu 8. { parametro priklausomybé nuo logfmin leidzia
jvertinti membranoje esanciy defekty iSsidéstyma. Esant smulkiems defektams, kuriy skersmuo
svyruoja tarp 0,5 ir 1 nm (aHL pory skersmuo 0,6-1 nm [12]), pagal {(logfmin) nuolinkio kampa,
defekty pasiskirstyma sistemoje galima klasifikuoti j Sias grupes:
¢ Nuolinkio kampas ~ 0,65 — defekty pasiskirstymas homogeniskas.
e Nuolinkio kampas ~ 0,59 defektai pasiskirste heterogeniskai, bet atsitiktinai, t.y. nesudaro
klasteriy.
e Nuolinkio kampas ~ 0,52 defektai sudaro klasterius, bet klasterizacija silpna (uz klasteriy
zonos esantis defekty tankis néra nulinis).
¢ Nuolinkio kampas ~ 0,43 pavirsius stipriai Klasterizuotas uz (klasteriy zonos defekty tankis
ar téja i nulj) [ 72]
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37 pav. Elektrocheminio impedanso spektras Bode koordinatése, kuriame pazymétos dazniy
reik§meés, reikalingos ¢ parametro skai¢iavimui. Spektre i§ bendro impedanso atima tirpalo varzos
dedamoji, siekiant gauti tikslesnius rezultatus.

Pav. 38 atidétos aHL nepaveikty ir 100 nM aHL paveikty tBLM (spektrai fiksuoti 1 h po
tBLM poveikio aHL) {(logfmin) reikmés. Gautos tiesinés priklausomybés tarp  ir logfmin. aHL
nepaveikty tBLM atveju, gautos tiesés nuolinkio kampas lygus 0,61 — si verté artimiausia tolygiai,
bet atsitiktinai issidésciusiy defekty modelinés sistemos tiesés nuolinkio vertei. Toks rezultatas
dvisluoksniai yra defektiski, o heterogeniska FTO ir SAM struktara lemia tokiy defekty
heterogeniska iSsidéstyma. Tuo tarpu aHL paveikty membrany {(logfmin) tiesés nuolinkio kampas
lygus 0,53 — toks nuolinkio kampas bidingas silpnai klasterizuotiems defektams. Zinoma, kad
aHL is tiesy linkes sudaryti Klasterius lasteliy membranose. Tokiy klasteriy formavimasis vyksta
aHL heptamerams sgveikaujant tarpusavyje ir paspartina pory formavimasi bei lastelés suardyma
[73].
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38 pav. aHL nepaveikty (A) ir paveikty (<) membrany. { priklausomybé nuo logfmin (Hz)
vertés. Membranos veiktos 100 nM aHL, elektrocheminio impedanso spektrai fiksuoti po 1 h nuo
tBLM veikimo aHL pradzios. Rezultatai gauti

Kinetiniai oHL poveikio membranoms tyrimai leidzia jvertinti parametro (logfmin)
nuolinkio kampo evoliucija laike, taigi, ir defekty klasterizacijos membranoje dinamika, augant
pavirsinei aHL defekty koncentracijai. Kai nagrinéjame tos pacios membranos EIS spektrinius
pokyc¢ius, galime bati tikri, kad logfmin kaita lemia batent defekty tankio didéjimas laike, o ne
pomembraninio sluoksnio fiziniy savybiy, konkrec¢iai — pomembraninio sluoksnio savitosios
varzos Kitimas. Taigi, { parametro kitimas laiko koordinatéje gali parodyti, ar didéjant aHL
defekty tankiui membranose kinta defekty pasiskirstymo topologija, pavyzdziui didéja, ar ne
defekty polinkis formuoti pavirsinius telkinius (klasterius).

Klasterizacijos mastas gali bati jvertintas stebint nuolinkio kampo o¢/dlogfmin kitimag
didéjant defekty tankiui [Klaida! Zymelé neapibreéZta.]. Tiesiy $eima, pavaizduota 39 pav.,
gauta iSmatavus EIS spektrus pries ir po aHL poveikio (60 min) tBLM méginiams. Kaip matome,
teisés, gautos skirtingy pavyzdziy matavimy serijose pasizymi ir akimi matomais skirtumais,
rodanciais, kad { pokytis jsiterpiant ir besiformuojant aHL poroms membranose gali pastebimai
skirtis. Atidéjus stebéty parametro { pokycius AL kaip funkcija nuo aHL sukeliamo EIS spektro
logfmin postimio, ty., Alogfmin, Stebime patenkinamg tiesing koreliacijg tarp Siy dydziy su
vidutiniu nuolinkio kampo koeficientu 0.43 (40 pav.). Tokios nedidelés koeficiento reikSmés
rodo, kad jsiterpiant aHL j darbe tirtos sudéties (60% DOPC ir 40% Chol) tBLM membrana, aHL
rodo aiskias tendencijas telktis j pavirsinius Klasterius, o ne issidestyti tolygiai atsitiktinai. Sie
duomenys gerai dera su duomenimis 38 pav., kuriuose pavaizduota koreliacija tarp galutiniy
logfmin reikSmiy ir jas atitinkanciy ¢ veréiy. 38 pav. stebétas nuolinkio kampo koeficientas Siek
tiek didesnis, t.y., 0.52, taciau turint mintyje, jog 38 pav. tiesés nuolinkio koeficienta gali jtakoti
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pomembraninio sluoksnio savitosios varzos variacija tarp méginiy, toks neatitikimas pilnai
tikétinas ir abu parametrai indikuoja klasterizacijos proceso dominavimag, vykstant aHL
jsiterpimui j membranas.

Duomenys 39 ir 40 paveiksluose atitinka diskretinj parametry pokyti, stebimg 60 min
bégyje vykstant sgveikai tarp tBLM ir aHL ir Sio baltymo pory membranoje formavimasi. Taciau
detalesnis zvilgsnis j Kkinetines aHL poveikio kreives rodo, kad £ parametro Kaita, Kintant
membranos pazaidos mastui nevyksta pastoviu greiciu, t.y. iSvestiné 6/ologfmin yra nebitinai
konstanta. Kaip matome is 41 pav., kai kurie kreiviy $eimos atstovai (zali trikampiai, $viesiai rudi
kvadratai) rodo beveik tiesinj Kitimo pobudj, ta¢iau, akivaizdu, kad Kiti §ios kreiviy seimos nariai
rodo létéjantj Kitimo pobudj, kas rodo, kad nuolinkio kampo koeficientas ima mazéti augant
membranos pazaidai ir didéjant poras formuojancio toksino sukuriamy defekty pavirSinei
koncentracijai. Sis rezultatas gerai dera su anks¢iau paskelbtais rezultatais ant aukso [74],
rodanciais, kad batent didéjant aHL pavirSinei koncentracijai, didéja defekty polinkis telktis j
klasterius.

Galima pastebéti, kad tiesés/kreivés pateiktos 39 ir 41 pav. pasizymi gana dideliu nuolinkio
kampo reikSmiy ir kitimo mody (tiesing, netiesiné) sklaida. Vadinasi, tirtoje tBLM sistemoje
toksino defekty klasterizacijos procesas stipriai varijuoja tarp skirtingy méginiy, kas galimai
atspindi darbe naudoto pavirSiuje imobilizuoty membrany substrato, FTO, pavirsiaus
heterogeniskuma. Taip pat galima pastebéti, kad nuolinkio kampai nekoreliuoja su pradine logfmin
reiSme, kurig galimai lemiair pradiné defekty koncentracija, ir pomembraninio sluoksnio savitoji
varza. Tai rodo, kad oHL jsiterpimo kinetikg galimai lemia ir dvisluoksniy membrany, ir
pomembraninio sluoksnio savitosios varzos variabilumai, kurie savo ruoztu gali buti tBLM
substrato, FTO pavirsiaus cheminio bei fizinio heterogeniskumo pasekmé.
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39 pav. { priklausomybé nuo logfmin (Hz) vertés — pries ir po tBLM poveikio 100 nm aHL.
Kiekviena ties¢ atitinka atskiros membranos parametry C ir argZ(logfmin) poky¢ius per 60 min
inkubacijos su aHL.
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40 pav. ¢ pokycio priklausomybé nuo 100 nM aHL per 60 min sukelto pazaidos masto,

isreiksto logfmin pokyciu. Kiekvienas eksperimentinis taskas atitinka atskirg testuotg tBLM
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41 pav. ¢ priklausomybé nuo logfmin (Hz) vertés, membrang veikiant 100 nM aHL. Kiekviena

kreivé atitinka atskirg testuotg tBLM méginj.
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ISVADOS

Darbo metu ant FTO pavirsiaus formuoti savitvarkiai monosluoksniai i§ TOPS:ATS bei
TOPS:ATS ir VTS misinio. FTO|SAM, gautas silanizavimo metu naudojant 3,2 uM
TOPS:ATS pasirinktas kaip optimaliausias. Sékminga savitvarkio monosluoksnio susidaryma
ant FTO pavirsiaus patvirtina iSaugusios pavirsiaus kontaktiniy kampy vertés, lygios 104 +
6° (plg. nesilanizuotam FTO sios vertés ~ 50°) bei pakite elektrocheminio impedanso spektrai
(i$ 8iy poky¢iy ryskiausias — dvigubo elektrinio sluoksnio talpos sumazéjimas nuo 11,3 + 0,4
uF cm2iki 5,2 #0,5 pF cm™).

. Ant FTO|SAM formuotas fosfolipidinis dvisluoksnis, naudojant 0,4 mM Chol ir 0,6 mM
DOPC vezikuliy tirpalg. Sékmingg fosfolipidinio dvisluoksnio susiformavimg patvirtina
sumazéjusios iki 1,2 + 0,2 pF cm? dvigubo elektrinio sluoksnio vertés bei tBLM
charakteringos elektrocheminio impedanso spektry kompleksinés talpos koordinatése zemy
dazniy srityje susiformavusios ,,uodegos” atsiradimas bei Bode koordinatése susiformaves
fazés minimumas.

Fosfolipidinis dvisluoksnis susiformuoja per ~30 min nepriklausomai nuo substrato ir
molekulinio inkaro FTO|SAM savybiy. Kinetikos pobtdis priklauso tiek nuo molekulinio
inkaro heterogeniskumo, tiek nuo susiformuojan¢ios membranos pradinio parametro logfmin.

FFT-EIS parametry kitimo pobudis membrany formavimo metu leidzia manyti, kad proceso
pradzioje susidaro nedidelis Kiekis (pavirSinis tankis) fosfolipidinio dvisluoksnio ,saly”,
kurios membranai formuojantis sparéiau pleciasi, uzpildydamos visa pavirsiy, taciau
pasiliekant nedideliam nattraliy defekty tankiui.

. tBLM paveikus 100 nM aHL, logfmin slinkimasis j didesniy ver¢iy puse ir kompleksinés talpos
koordinatése stebimo pusapskritimio didéjimas jrodo oHL jsiterpima | fosfolipidinj
dvisluoksnj, 0 iy spektry kitimo trajektorija leidzia spresti, jog aHL poros membranoje
sudaro klasterius.

aHL poveikio mastas bei sgveikos su tBLM kinetika skiriasi, bet vyrauja logaritminis
membranos pazaidos mastg atspindin¢io parametro logfmin kitimas laike.

. tBLM veikiant aHL, gautos tiesinés priklausomybés tarp logfmin bei minimumo fazés vertés
(argZmin) — pagal sias priklausomybes, argZ kitimas logfmin atzvilgiu gali buti isskirtas j 1étesnj
ir greitesnj, kas leidzia daryti prielaida, kad aHL poveikio tBLM dinamika yra bimodalinés
prigimties.

Bode koordinatése stebimo logfmin priklausomybé nuo fazés minimumo suformuotos
parabolés ploc¢io kitimo, aprasyto parametru (, leidzia jvertinti suformuotas tBLM kaip
turincias heterogeniskai pavirsiuje iSsidésciusiy, bet klasteriy nesudaran¢iy defekty, o aHL
paveiktas tBLM kaip klasterius sudaranciy defekty turincias struktiras.

EIS metodas, paprastai nenaudojamas struktarinei nanometry lygmens struktary analizei, gali
buti pasitelktas kaip jrankis tBLM nattiraliy bei baltymy suformuoty defekty klasterizacijos
mastui jvertinti.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLUY FAKULTETAS

GERDA ZIZIUNAITE

PavirSiuje imobilizuoty membrany formavimosi ir saveikos su a-hemolizinu dinamikos
tyrimas greitosios Fourier transformacijos elektrocheminio impedanso spektroskopijos
metodu.

(tBLM)naudojami kaip realios lastelés membrany modeliai. Sio darbo metu toks modelis sukurtas
naudojant stiklo plokstele, padengta fluoru dopuotu alavo oksidu (FTO), ant kurios, per silany
savitavarkj monosluoksnj (TOPS:ATS) imobilizuotas fosfolipidinis dvilsuoksnis (60 % DOPC ir 40
% Chol). Darbo metu, panaudojus FFT-EIS metoda, tirta fosfolipidinio dvisluoksnio formavimosi
Kinetika bei poras formuojancio toksino, a-hemolizino jsiterpimo j tBLM dinamika. FFT-EIS
metodas unikalus tuo, kad leidzia uzfiksuoti impedanso spektra ypac greitai, per ~15 s (matuojant
spektrus 0,2 — 10 kHz kintamos srovés intervale). Tirtos sistemos atveju, fosfolipidinis dvisluoksnis,
nepriklausomai nuo skirtingy tBLM savybiy susiformuoja per ~30 min, bet kinetiniai tyrimai parod¢,
kad pradiné membranos formavimosi kinetika priklauso nuo SAM heterogeniskumo. Taip pat, FFT
elektrocheminio impedanso spektry kitimo trajektorija leido daryti isvada, kad fosfolipidinis
dvisluoksnis ant FTO|SAM formuojasi susidarant nedideliam fosfolipidinio dvisluoksnio saly
kiekiui, kurios, membranai formuojantis, pleciasi. FFT elektrocheminio impedanso spektry poky¢iai,
sukelti aHL pazaidos, taip pat stebimi jau pirmg minute nuo oaHL poveikio pradzios. a hemolizino
nustatymas padeda diagnozuoti S. aureus sukeltas infekcijas, jskaitant odos ir minkstyjy audiniy
infekcijas, pneumonijg ir sepsj — greitas infekcijos nustatymas leidZzia iSvengti jos sukelty
komplikacijy, kurios gali bati mirtinos. Tradiciniai aHL nustatymo metodai, tokie kaip bakterijy
kultivavimas, netinkami greitai aHL detekcijai. Dél Sios priezasties, ypa¢ greitas oHL toksino
nustatymas FFT-EIS baty labai patrauklus aHL biologinio jutiklio formavimui. Darbo metu tBLM
buvo veikta ta pacia, 100 nM oHL koncentracija, norint istirti, kaip tBLM savybés jtakoja aHL
poveikio kinetikg bei masta. Nustatyta, kad skirtingiems tBLM, aHL poveikio Kkinetika skiriasi —
tikétina, kad didele jtaka jai daro substrato bei pacios tBLM sistemos heterogeniskumas. Naudojantis
FFT-EIS, tai pat jvertintas aHL polinkis formuoti klasterius — tiek EIS Bode koordinatése stebimas
fazés minimumo kitimas logaritmo atzvilgiu (argZmin(logfmin)), tiek sistemos heterogeniskumui
jvertinti pasitelkto { parametro vertés leido daryti iSvada, kad aHL $ioje sistemoje linkes formuoti
klasterius. Skirtingas klasterizacijos lygis stebimas, wvélgi, dél substrato ir pacios tBLM
heterogeniskumo. Tiriant  parametro kitimg laike taip pat, kai kuriy tBLM sistemy tyrimo metu,
pastebétas klasterizacijos masto augimas laike. Sio darbo naujumas yra tai, kad jame pademonstruota,
jog EIS metodas, paprastai naudojamas elektrocheminiy charakteristiky nustatymui ir nenaudojamas
strukttirinei nanometry lygmens strukttry analizei, gali bati pasitelktas kaip jrankis tBLM natiraliy
bei baltymy suformuoty defekty klasterizacijos mastui jvertinti.
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Study of the Dynamics of Tethered Bilayer Membrane Formation and Interaction with a-
hemolysin by Fast Fourier Transform Electrochemical Impedance Spectroscopy.

Tethered bilayer membranes (tBLM) are used as models that mimic biological cell membranes.
In this work, such a model was developed using a glass slide coated with fluorine-doped tin oxide
(FTO), on which a phospholipid bilayer (60 % DOPC and 40 % Chol.) was immobilised via self-
assembled monolayer (TOPS:ATS). The kinetics of the formation of the phospholipid bilayer and the
dynamics of the incorporation of the pore-forming toxin, a-hemolysin, into tBLM were investigated
using FFT-EIS. FFT-EIS is unique in that it allows to measure electrochemical impedance spectra
very rapidly, within ~15 s (measuring spectra in the 0.2-10 kHz AC range). In the case of the system
studied, the phospholipid bilayer was formed within ~30 min, independently of the different
properties of the tBLM, but kinetic studies showed that the initial kinetics of membrane formation
depends on the heterogeneity of the SAM. Also, the trajectory of the electrochemical impedance
spectra suggested that the formation of the phospholipid bilayer on the FTO|SAM occurs via the
formation of a small number of phospholipid bilayer “islands*, which expand as the membrane forms.
Changes in the electrochemical impedance spectra induced by aHL damage are also observed already
within the first minute after the onset of aHL exposure. The detection of aHL aids in the diagnosis
of infections, including skin and soft tissue infections, pneumonia and sepsis - early detection of the
infection can help prevent potentially fatal complications. Traditional methods for aHL detection,
such as culturing bacteria, are not suitable for rapid detection of aHL. For this reason, the ultra-fast
detection of oHL toxin by FFT-EIS would be very attractive for the development of an aHL
biosensor. In this work, tBLM was incubated using the same, 100 nM concentration of aHL to
investigate how the properties of tBLM influence the kinetics and extent of aHL exposure. The work
revealed that the kinetics of aHL exposure varies between different tBLMs, which is likely to be
strongly influenced by the heterogeneity of the substrate and the tBLM system itself. Using FFT-EIS,
the tendency of oHL to form clusters was also assessed: both the variation of the phase minimum
with logarithm (argZmin(logfmin)) observed in electrochemical impedance Bode coordinates and the
values of the { parameter used to assess the heterogeneity of the system led to the conclusion that
aHL in this system tends to form clusters. The different levels of clustering observed are again due
to the heterogeneity of the substrate and the tBLM itself. An increase in the rate of clustering with
time was also observed in the study of the variation of the { parameter with time for some tBLM
systems. The EIS method, which is not usually used for structural analysis at the nanometre level,
can be used as a tool to estimate the clustering rate of natural and protein-formed defects in tBLM.
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