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SANTRUMPU SARASAS

CHIPS - angl. Chemotaxis inhibitory protein of Staphylococcus aureus — chemotaksj slopinantis
baltymas;

CIfA — angl. Clumping factor A — sukibimo faktorius A, iSreikstas S .aureus;

Fcy — opsonizuojanciy antikiiny efektorinis domenas;

FLIPr — (angl. FLICE inhibitory protein — 1 peptidy receptoriy panasus inhibitorinis baltymas; Gd

— gadolinas;

HREE — angl. Heavy rare earth element — sunkieji retieji zemés elementai;

HSP — angl. Heat shock proteins — kar§c¢io Soko baltymai;

Ig — imunoglubulinas;

K — kalis;

La(NO3)3 X 6H20 — lantano (IIT) nitrato heksahidratas;

MIK — minimali inhibitoriné koncentracija;

MREE - angl. Medium rare earth element — viduriniai retieji zemés elementai;

MRSA — angl. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus — atsparios S. aureus formos; Nrf2 —

angl. Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2 — eritroidinio branduolio faktoriaus 2 — susij¢s
faktorius 2;

PBP — angl. Penicillin-binding protein — peniciling suriSantis baltymas;

PERK - angl. PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase — ] baltymy kinaz¢ R panaSi endoplazminio
tinklo kinaz¢);

PSM — angl. Phenol-soluble modulins — fenolj tirpinantys modulinai;

LREE — angl. Light rare earth element — lengvieji retieji Zemes elementai;

REE — angl. Rare earth element —retieji Zemes elementai;

ROS — angl. Reactive oxygen species — reaktyvios deguonies formos;

SCIN - angl. Staphylococcal complement inhibitor — statilokoky komplemento inibitorius;

SArE — angl. Serine-aspartate repeat-containing protein E — pavirSiaus komponentus atpazjstantis
baltymas, iSreikStas S. aureus,

SpA — angl. Staphylococcal protein — stafilokokinis baltymas;

SSLS ir SSL10 — angl. Staphylococcal superantigen-like protein — | stafilokokus panasiis superantigenai;
TMSCN - angl. trimethylsilyl cyanide — trimetilsililcianidas;



TSA — angl. Tryptone soy agar — triptono sojy agaras;
TSB — angl. Tryptic soy broth — triptono sojy mitybin¢ terp¢;

UPR - angl. Unfolded Protein Response — nesulankstyty baltymy atsakas.



IVADAS

D¢l vis did¢jancio mikroorganizmy atsparumo antimikrobiniams preparatams, tyréjai stengiasi
ieskoti naujy alternatyviy ir ekologiSkai saugiy, mikroorganizmy sukeliamy infekcijy, gydymo bidy.
Patogeniniai organizmai yra sutinkami ir gali kolonizuoti visas jmanomas ekologines nisas, taip pat ir
zmogy. Zmogaus oda atlicka pagrinding barjerine funkcija, skirian¢ig kiing nuo i$orinés aplinkos bei yra
gyvenamoji buveiné daugeliui mikroorganizmy. Gramteigiamos bakterijos Staphylococcus aureus ir
mieliagrybiai Candida guilliermondii yra vieni 1§ mikroorganizmy gyvenanciy ant zmogaus odos kaip
simbiontai, taciau atsiradus palankioms salygoms gali tapti patogenais.

Retieji Zemés metalai, tai septyniolikos elementy Seima, pasizyminti unikaliomis fizinémis,
cheminémis, magnetinémis savybémis. D¢l savo reaktyvumo §ie metalai randami ne grynyjy elementy
pavidalu, o kaip sudedamosios rudy dalys. Taigi, besiplecCianti globaliné paklausa retiesiems Zemés
elementams Siuo metu kelia didelj susidoméjima tiek geochemikams, tiek biotechnologams, ypa¢ dél jy
labai svarbios funkcijos zaliosiose technologijose, kaip hibridiniai automobiliai, elektriniai automobiliy
akumuliatoriai ir véjo jégaines.

Yra zinoma nemazai lantano drusky pritaikymo biidy biotechnologijose, taciau triikksta ziniy apie
ju poveik] gyvoms lasteléms. Todé¢l, Siame tyrime, naudojant bakterijas S. aureus ir mieles C.
guilliermondii, buvo analizuojamas Lantano (III) nitrato heksahidrato (La(NO3); x 6H>O) poveikis,
kombinuojant §ig medziagg su elektros Soko impulsais, poveikis laike bei reaktyviy deguonies formy

(angl. reactive oxygen species, toliau ROS) generavimas.

Darbo tikslas: atlikti (La(NO3); X 6H»0) poveikio analiz¢ mikroorganizmams S. aureus ir C.
guilliermondii.

Darbo uZdaviniai:
1. Nustatyti La(NOs); X 6HO minimalias inhibitorines koncentracijas (toliau, MIK)

mikroorganizmams S. aureus ir C. guilliermondii.

2. Nustatyti 2 mg/ml (La(NO3); X 6H>0) poveikj prieSmikrobiniam elektroporacijos efektyvumui
bakterijoms S. aureus.

3. Nustatyti 1,5 mg/ml La(NOs3)3 X 6H>0 poveikj prieSmikrobiniam elektroporacijos efektyvumui

mieliagrybiams C. guilliermondii.



. Nustatyti skirtingy koncentracijy (4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml) La(NO3)3 X 6H20 poveikj laike

bakterijoms S. aureus.

. Nustatyti skirtingy koncentracijy (3 mg/ml, 1,5 mg/ml, 0,75 mg/ml) La(NO3)3 X 6H20 poveikj

laike mieliagrybiams C. guilliermondii.

. Nustatyti La(NO3)3 X 6H2O ROS generavimg mikroorganizmuose S. aureus ir C. guilliermondii.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Odos mikroorganizmai

Oda yra natiirali ekosistema, sudaryta i§ 1,8 m? jvairiy specializuoty nisy, kuriose gyvena daug
jvairiy mikroorganizmy. Pagrindiné odos funkcija yra fizinis barjeras, apsaugantis nuo patogeniniy
mikroorganizmy ar toksiSky medziagy patekimo j Zzmogaus kiing. Kadangi oda saveikauja su iSorine
aplinka, ji yra kolonizuota jvairiy mikroorganizmy, jskaitant bakterijas, grybus bei virusus. Daugelis Siy
mikroorganizmy yra nekenksmingi ir kai kurie atlicka gyvybiskai svarbias zmogui funkcijas, kuriomis
Zmogaus genomas nepasizymi. Net ir subtilus nukrypimas nuo odos mikrobiotos balanso, gali sukelti
daugelj infekciniy ir uzdegiminiy odos ligy (Grice ir Segre, 2011). Staphylococcus epidermidis,
gramteigiamas kokas, laikomas vienu i§ pagrindiniy odos ir gleivinés mikrobiotos gyventojy, sudaranciy
net 90 % aerobinés vietinés floros. Patekusios j organizma, Sios bakterijos formuoja biopléveles,
apsaugancias nuo gydymo antibiotikais. Taip pat, daznai odos mikrobiota sudaro ir gramteigiamos
aktinobakterijos Corynebacterium diphtheriae, kurios yra skirstomos j toksigeninius ir netoksigeninius
kamienus, priklausomai ar gamina mirting difterijos toksing, ar ne. Tuo tarpu, netoksigeninés (toksino
negaminancios) gali sukelti sepsj, sepsinj artrita, endokardita ir osteomielita (Martin ir kt., 1995; Cogen,
Nizet ir Gallo, 2008). Dar viena jprasta Zzmogaus epitelio bakterijy rusis
Corynebacterium jeikeium, kuri prasiskverbusi pro odos barjerg gali sukelti sepsj arba endokarditg (Lelie
ir kt., 2009). Taip pat, gramteigiama odos bakterija Propionibacterium acnes, gamina propiono ragstj
kaip Salutin} medZiagy apykaitos produkta bei daZnai yra laikoma spuogy priezastimi (Ashkenazi ir kt.,
2003). Pseudomonas aeruginosa irgi yra latkoma normalia nattiralios mikrobiotos dalimi , $ios bakterijos
yra aptinkamos nesteriliose sveiky Zmoniy vietose ir yra laikoma oportunistiniu patogenu, nes esant
tinkamoms aplinkos saglygoms Sios bakterijos gali kolonizuoti bet kokj Zmogaus audinj . Be visy Siy

bakterijy yra daug kity mikroorganizmy, kurie simbiozéje gyvena ant misy odos (Lam ir kt., 1980).

1.1.1. Staphylococcus aureus biologija ir morfologija

Staphylococcus aureus gramteigiamos fakultatyvinés anaerobinés bakterijos taksonomiskai yra
priskiriamos Staphylococcaceae Seimai, Staphylococcus genciai (Liu, 1930). Morfologiskai stafilokokai
neformuoja spory, yra nejudriis, teigiami katalazés atzvilgiu, poromis besidauginantys kokai, kurie

Sviesiniu mikroskopu, matomi kaip trumpos grandin¢lés arba j vynuoges panasios netaisyklingos kekés.
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S. aureus bakterijos ant agarizuotos terpés Petri 1éksteliy, formuoja dideles (1-4 mm dydzio), apvalias,
gelsvas daznai su hemolize kolonijas. Lastelés dauginasi dvinario dalijimosi biidu, kai dvi dukterinés
lastelés ne visiSkai atsiskiria ir lieka sujungtos, todél daznai lastelés atrodo panasios | klasterius (Liu,
1930). Aerobinémis saglygomis auga gausiai ir greitai. Bakterijy genomin¢je DNR GC santykis sudaro 36
%. Lastelés sienelés peptidoglikano diaminoriigstis yra lizinas, o skersinis tiltelis sudarytas 1§ penkiy
glicino liekany, kurios yra fermentinio lizostafino fermento taikinys (Schleifer ir Kandler, 1972). Taip
pat lasteliy sieneléje yra ribitolio teichoinés riigSties, kuri yra pakeista N-acetil gliukozaminu (Ward,
1981). Isskirtinis Siy bakterijy pozymis yra gebéjimas sukelti zmoniy ir gyviiny kraujo kresé¢jima, kurj
lemia du iSskiriami produktai — koagulaz¢ ir von Willebrando faktoriy suriSantis baltymas (Cheng ir kt.,
2010).

S. aureus yra viena i$ labiausiai osmotolerantisky bakterijy rusiy. Kadangi skirtingai nuo daugelio
kity organizmy, kurie auga padidinto osmoliariSkumo aplinkoje, S. aureus auga ir esant mazam
osmoliariSkumui, tai rodo, kad Sios bakterijos turi veiksmingg citoplazmos osmoliariskumo reguliavimo
biidg (Grahamt ir Wilkinson, 1992). D¢l auksSto osmosinio ir joninio streso toleravimo, bakterijos gali
augti didele osmolity koncentracijg turin¢iuose maisto produktuose, o tai kelia pavojy zmonéms
uzsikrésti $iomis bakterijomis per maistg (Vijaranakul ir kt., 1995), kadangi vandens aktyvumo
mazinimas daznai naudojamas kaip maisto produkty konservavimo metodas (Grahamt ir Wilkinson,
1992). Jy gebéjimas iSgyventi didel] osmosinj (joninj) stresg yra susijes su tuo, kad jos palaiko didele
vidulasteling osmoprotektoriy koncentracija ir geba pasisavinti osmoprotektorius i$ terpés, reaguodamas
1 stresa, veikiant transporto sistemoms (Wilkinson, 1997). Jos turi didelg vidulasteling kalio (toliau, K°)
koncentracija, kurig palaiko konstituciné K transportavimo sistema, tuo tarpu vidulgsteliné prolino
koncentracija padidéja dél konstitucinés transporto sistemos, kai bakterijos auginamos NaCl turtingoje
terpéje (Koujima ir kt., 1978). Kitos vidulgstelinés molekulés, kuriy taip pat padaugejo esant didelei NaCl
koncentracijai aplinkoje, buvo cholinas, taurinas ir glutamo riigstis. IS $iy tirpaly, tyrimo metu, prolinas
ir glicino betainas buvo veiksmingiausi S. aureus osmoprotektoriai, kadangi bakterijy augimas pastebétas

net kai $ie tirpalai buvo pasSalinti i§ apibréztos osmosinés terpés (Schwan ir kt., 2016).

1.1.2. Staphylococcus aureus patogeniSkumas ir virulentiSkumas

Natiirali S. aureus buveiné Zmogaus organizme yra oda ir nosiaryklé (Foster, 2002). Tai yra vieni
dazniausiy gramteigiamy bakteriniy patogeny visuomenéje ir ligoninése. S. aureus sukelia daugelj

nekomplikuoty odos infekcijy ir sunkesniy invaziniy infekcijy (Liu, 1930). Taip pat, Sios bakterijos
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sukelia endovaskuliniy viety ir vidaus organy (Foster, 2002) bei kvépavimo taky infekcijas. S. aureus,
gamindama enterotoksinus ir kitus superantigenus, sukelia apsinuodijimg stafilokokais uzkréstu maistu
(Liu, 1930). Didziausig susirtipinimg kelia pacientai, kuriems pasikartoja stafilokokinés infekcijos, nes
jos gali sukelti invazing S. aureus liga bei sepsj. Taip pat, rizika susirgti stafilokokinémis infekcijoms yra
padidéjusi mazo svorio naujagimiams ir pacientams, kuriy gydymui reikia endotrachéjinés intubacijos,
medicininés svetimkiiniy implantacijos, chirurginiy procediiry, hemodializés, peritoninés dializes,
kateterio ] vena, kurie serga cukriniu diabetu yra patyr¢ traumas arba, kuriems buvo atlikta
imunosupresija ar vézio gydymas (Kallen ir kt., 2010). Vis daznesnis antibiotiky vartojimas visuomenéje
lémé vaistams atspariy S. aureus atsiradima, jvardijamy kaip MRSA — meticilinui atsparios bakterijy
formos (angl. methicillin-resistant Staphylococcus aureus, toliau MRSA). PBP2a (angl. penicillin-
binding protein, toliau PBP) yra peniciling suriSantis baltymas. Tradiciniai penicilino tipo antibiotikai
veikia, jungdamiesi su PBP ir sutrikdo bakterijy sienelés sinteze, sunaikindami bakterijas. Tatiau MRSA
yra atspari tradiciniams penicilinams ir kitiems B-laktaminams, nes PBP2a pasikeicia. Tai leidzia MRSA
18likti gyvybinga net esant gydymui antibiotikais (Hartman ir Tomasz, 1984).

Bakterijos per zaizda odoje gali patekti j krauja ir iSplisti | vidaus organus, kur gali sukurti infekcijos
zidinj. Pagrindinémis ligoniniy pacienty infekcijy vietomis tampa chirurginés Zaizdos, neSiojamieji
medicinos prietaisai, kai bakterijos gali kolonizuoti implantuotg prietaisg ir iSplisti ar sukelti vieting
infekcija (Foster, 2002).

S. aureus bakterijos yra i§vysc€iusios ne vieng mechanizma, padedantj iSvengti jgimto imuniteto.
Bakterijy gaminamas su membrana susietas karotinoidas stafiloksantinas lemia geltong kolonijy
pigmentacijag. Gaminamas pigmentas Salina ROS ir gali biiti laikomas biologiniu antioksidantu pries§
vandenilio peroksida ir hidroksilo radikalus ir taip pat gali biiti naudingas kaip terapinis radikalo
surinkéjas ir apsaugoti bakterijas nuo fagocitinio Zudymo (Clauditz ir kt., 2006). Neutrofilai Zzmogaus
kraujyje yra gausiausia polimorfonukleariniy (branduolys i$siSakojg¢s ir daznai jvairios formos) leukocity
populiacija, kuri yra svarbi organizmo apsaugai nuo S. aureus. Sios patogeninés bakterijos taikosi j
neutrofilus ir jy efektorines funkcijas, neleisdamos neutrofilams migruoti | infekcijos vietas, kadangi
sutrikdo chemotaksj, iSskirdamos ] stafilokokus panaSius superantigenus SSL5 ir SSL10 (angl.
staphylococcal superantigen-like proteins, toliau SSL5 ir SSL10), S. aureus chemotaksj slopinantj
baltyma (angl.chemotaxis inhibitory protein of S. aureus, toliau CHIPS) ir jo homologus, formilg i
peptidy receptoriy panasSius inhibitorinius baltymus (angl. FLICE inhibitory protein, toliau FLIPr) ir |
FLIPr panaSius baltymus (Haas ir kt., 2004; Bestebroer ir kt., 2009). Taip pat SSL5 neleidZia neutrofilams
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judéti ant endotelio Igsteliy, $§j procesa palengvina stafilokoky iSskiriamas ekstralgstelinio lipnumo
baltymas, kuris blokuoja neutrofily ligandy adhezija prie giminingy endotelio adhezijos receptoriy
(Chavakis ir kt., 2002). S. aureus taip pat gali skatinti neutrofily chemotaksj, iSskiriant fenol;j tirpinancius
modulinus peptidus (angl. phenol-soluble modulins, toliau PSM) (Forsman ir kt., 2012).

Neutrofily fagocitozé ir mikroorganizmy iSvalymas palengvéja, kai taikininius mikrobus opsonizuoja
komplemento sistemos komponentai ir/arba imunoglobulinai (toliau Ig). Komplementas greitai atpazjsta
ir opsonizuoja bakterijas arba tiesiogiai zudo bakterijas, suformuodamas membraninés atakos
kompleksus. Svetimkiinio atpazinimas ir komplemento kaskados aktyvavimas vyksta per vieng i$ trijy
nepriklausomy keliy, taciau S. aureus mazina arba atideda opsonizacija taikant universaly komplemento
aktyvavimo zingsnj: faktoriy C3 (komplemento sistemos baltymas) ir jo aktyvacijos kompleksus, taip pat
vadinamus C3 konvertazémis (Muller-eberhard ir Jolla, 1988; Rooijakkers, 2014).

Sios bakterijos blokuoja C3 konvertazémis per stafilokoky komplemento inhibitoriy (angl.
staphylococcal complement inhibitor, toliau SCIN) arba SCIN-B ir SCIN-C homologus arba su iSorinio
fibrinogeno prisijungimo baltymu ir jo homologu, iSoriniu komplemento prisijungimo baltymu
(Jongerius ir kt., 2007). S. aureus i8skiria metaloproteinazg, aureolizing, kuris skaldo ir inaktyvina C3
(Horswill ir Rooijakkers, 2011), bei pritraukia komplemento inhibicinius faktorius H ir I per pavirSiuje
pritvirtintus baltymus SdrE ir sukibimo faktoriy A (angl. clumping factor A, toliau CIfA), kita kryptimi
skatinant C3 skilimg (Hair ir kt., 2010). Stafilokokai taiko komplemento faktoriy C5 per SSL7 i§skyrima.
Norédami uzkirsti kelig opsonizacijai Ig, S. aureus i$sivysté Ig prisijungimo faktorius, tokius kaip
stafilokokinis baltymas A (angl. staphylococcal protein A, SpA), stafilokokinis Ig rySys ir SSL10.
Kiekvienas i§ $iy faktoriy blokuoja opsonizuojanciy antikiiny Fcy efektorinj domeng (Itoh ir kt., 2010;
Smith ir kt., 2011). Stafilokinazé (angl. staphylokinase, Sak) generuoja fermentiskai aktyvy plazming,
kuris skaldo fibring, Ig ir C3, esanCius ant bakterijy pavirSiaus (Rooijakkers ir kt., 2005).

Stafilokokai turi keleta biidy, kaip sukurti apsauginj apvalkala, sudarytg 1§ polisacharidinés kapsulés arba
fibrino; toks apvalkalas trukdo neutrofilams ar makrofagams fagocituoti stafilokokus (Riordan ir Lee,

2004; Guggenberger ir kt., 2012).

1.1.3. C. guilliermondii biologija ir morfologija

Eukariotinis askomicetinis mieliagrybis C. guilliermondii (teleomorfin¢ busena Pichia
guilliermondii) yra genetiskai heterogeniSkas kompleksas, apimantis daugybe fenotipiskai neatskiriamy

taksony, kurie buvo suvesti | sinonimija, iskaitant Candida fermentati (Pichia caribbica) ir Candida
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carpophila, arba priskirti nauji pavadinimai. C. guilliermondii yra labiau nutolusi nuo Candida albicans
nei Candida tropicalis, taciau yra artimesné nei Candida lusitaniae. C. guilliermondii, kaip ir

C. albicans, C. tropicalis ir C. lusitaniae, tripletas CTG koduoja sering vietoj leucino, o tai i$skiria Sias
rusis i§ kity labiau nutolusiy hemiaskomicety, kaip Ashbya gossypii, Saccharomyces cerevisiae ir
Candida glabrata (Sibirny ir Boretsky, 2009). Sis organizmas yra natiiraliai randamas Zmogaus odos ar
gleivinés pavirsiuje, taciau taip pat yra placiai paplites gamtoje ir daznai i$skiriamas i§ naftos turin¢io
dirvozemio, vabzdziy, augaly, jiros vandens, perdirbty maisto produkty (Savini, Catavitello, Onofrillo,
ir kt., 2010).

C. guilliermondii kolonijos paprastai yra lygaus pavirSiaus, ploks¢ios, dazniausiai pailgos formos
ir drégnos, pasizymin¢ios kreminés ar geltonos spalvos pigmentacija. Sie mieliagrybiai negeba sukurti
tikryjy hify, taciau, esant tam tikroms aplinkos saglygoms, pavyzdziui azoto ar anglies trikumui, $ios
pumpuruojancios mielés gali efektyviai pereiti | pseudohifine struktiira, kurioje yra blastokonidijy
cirkuliaras (Kreger-van Rij, 1970). Be to, Sios mielés yra linkusios formuoti biopléveles (Sachivkina,
Podoprigora ir Bokov, 2021). Biidama heterotaline ri§imi, t.y. egzistuoja ir haploidinés ir diploidinés
biisenos, Sios mielés geba poruotis ir sporuliuoti. Visi zinomi kamienai nenaudoja laktozes, krakmolo ir
inozitolio, taciau skiriasi gebéjimu naudoti D-riboze, D-arabinoze, D-celiobioze, D-melibioze, salicing,
L-ramnozg, L-sorbozg¢ ir dulcitolj. Taip pat metabolizuoja angliavandenilius (nattralius miSinius ar
nheksadekang) kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj. C. guilliermondii yra aerobininis mieliagrybis
ir negali augti grieztai anaerobinémis saglygomis.Jy standartiné augimo temperatiira yra 30 C°, o virSutiné
riba siekia beveik 42 C° (Sibirny ir Boretsky, 2009; Shavlovskii ir kt., 1979).

Sios mielés sudomino tyréjus savo gebéjimu naudoti angliavandenilius kaip vienintelj anglies ir
energijos Saltinj bei geb¢jimu konvertuoti ksiloze j ksilitolj — antikariesinj saldiklj (Carvalho ir kt., 2002;
Rodrigues ir kt., 2006). Sios mielés yra efektyviausias organizmas biokonversijai i3 ksilozés j ksilitolj ir
gali naudoti net hemiceliuliozés hidrolizatus, gautus riigstineés hidrolizés biidu bei perprodukuoti
riboflaving (vitaming B2) augant geleZies stokojancioje terpéje (Tanner, Vojnovich ir Lanen, 1944;
Canettieri, Silva ir Felipe, 2001). Be to, Sios mielés yra perspektyvus fermenty (pvz., inulinazés) (Guo ir

kt., 2009), biodegaly (Schirmer-michel ir kt., 2008) ir aromatiniy medziagy Saltinis (Wah ir kt., 2013).

1.14. C. guilliermondii patogeniSkumas ir virulentiSkumas

Candida riisiy infekcijos yra svarbi hospitaliniy kraujotakos infekcijy priezastis. C. guilliermondii

anksciau laikyta nedazna kandidozés sukéléja (Wenzel ir Gennings, 2005), taciau pastaraisiais metais ji
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tapo dazna kandidozés sukéléja ir net antra pagal daznumg Candida rusimi, sukeliancia kraujo infekcijas
Kinijos ligoninése (Chen et al., 2020). Per daugelj mety klinikingje aplinkoje Sios mielés kaip grybelio
sukéléjos buvo rastos kraujo, minkstyjy audiniy bei Slapimo ir lytiniy taky (re¢iau) méginiuose (Savini,
Catavitello, Di, ir kt., 2010). Taip pat yra pastebéta, jog jsisen¢jusios ir sisteminés infekcijos silpniems
pacientams daznai baigiasi mirtimi, ypac¢ sergantiems onkologinémis ligomis, kuriems C. guilliermondii
yra pagrindiné fungemijos priezastis. Ta¢iau tarp zmogaus imunodeficito virusu (toliau, ZIV) serganéiy
pacienty Siy mieliagrybiy nepasitaiko (Mcmanners, 1990; Wingard, Marrow ir Program, 1995; Reichard
ir kt., 2007). C. guiliermondii infekcijy pasireiSkimas apima celiulita (dél kateterio jvedimo), odos
bérimus, onichomikoze, maksties kandidoze, besimptome kandidurija, osteomielita, endokardita, septinis
artrita, periodontita, iSplitusig kandidoze su daugelio organy nepakankamumu ir kandidemija (Savini,
Catavitello, Di, ir kt., 2010; Savini, Catavitello, Onofrillo, ir kt., 2010; Dibair kt., 2012).

Tyrimy metu buvo atrasti kamienai atspariis vaistams: azoliams, polienams ir echinokandinams .
Dazniausi $ios rusies atsparumo vaistams mechanizmai yra padidéjes efliukso siurblio aktyvumas, 14 a-

demetilazés pokyd¢iai ir taskinés mutacijos FKS1 (Savini, Catavitello, Onofrillo, ef al., 2010).
1.2. Impulsinio elektrinio lauko (IEL) poveikis

Elektroporacija (impulsinis elektrinis laukas) yra Iasteliy membranos permeabilizavimo
(pralaidumo padidinimo) metodas. Jis yra paremtas potencialo skirtumu tarp laidaus biologinio objekto,
esancio tarp dviejy elektrody, sukuriandiy elektrinj lauka. Sis metodas §iuo metu yra pla¢iai naudojamas
biotechnologijoje ir medicinoje, skirtas vaisty ir geny pristatymui j gyvas lgsteles (Neumann ir kt., 1982).
Tai alternatyvus metodas vandens sterilizavimui ir maisto konservavimui
(Teissie ir kt., 2002), taip pat tai yra biitina sglyga lasteliy elektrosujungimui (Zimmermann, 1982).
Elektroporacijos reiSkinj galima apibiidinti kaip membranos pralaidumo padidéjima, kurj sukelia 18 iSorés
taikomi trumpi ir intensyvis elektriniai impulsai. Sukurti jvairlis teoriniai modeliai, skirti apibudinti
elektroporacija, 1§ kuriy tranzitinis vandens pory modelis yra placiausiai pripaZintas. Pagal §j modelj,
hidrofilinés poros susidaro lgstelés membranos lipidy dvigubame sluoksnyje, kai jis yra veikiamas
1Soriniais elektriniais impulsais. Lastelés membranoje hidrofobinés poros susidaro dél membranos lipidy
savaiminiy spontanisky temperatiiriniy svyravimy. Tuomet, Igstel¢je, kurig veikia iSorinis elektrinis
laukas, indukuoto transmembraninio potencialo buvimas suteikia laisvaja energija, reikalinga membranos
fosfolipidy strukttirinéms pertvarkoms ir taip sudaro salygas hidrofiliniy pory formavimuisi. Hidrofilinés

poros formuojasi tik nedidelé¢je membranos dalyje, kurig veikia elektrinis laukas (Tsong, 1991). Lastelés
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membranos elektroporacija vyksta, nes lgstelés membrana sustiprina taikomg iSorinj elektrinj lauka,
kadangi jos laidumas yra keliais dydziais mazesnis nei ekstralastelinés terpés ir Igstelés citoplazmos
laidumai (Marszalek, Liu ir Tsong, 1990).

Elektroporacija gali biiti grjztamoji arba negrijztamoji, priklausomai nuo elektriniy impulsy
parametry. Tai yra slenkstinis reiSkinys: iSorinio elektrinio lauko jtakos indukuotas transmembraninis
jtampos lygis turi pasiekti kriting verte, kuri yra tarp 200 mV ir 1 V, kad bty inicijuotas laikiny vandens
pory susidarymas Igstelés membranoje (Kinosita ir Tsong, 1979; Zimmermann, 1982; Tsong, 1991).
Norint, kad elektroporacija blity griztamoji, membranos potencialas turéty buti laitkomas Zemiau kritinés
vertés. Tokiomis saglygomis, po elektrinio impulso taikymo, Iastelés membrana atsistato. PrieSingai, kai
kritiné verté yra virSyta, jvyksta negriztamoji elektroporacija, kurios metu lastelés membrana suyra ir
prarandamas lastelés gyvybingumas (Hamilton ir Sale, 1967; Meaking ir kt., 1995).

Elektroporacijos procesas susideda 1§ skirtingy faziy. Pirmoji yra pory formavimasis, kuris yra
lastelés membranos atsakas j indukuotg slenkscio membraninj potencialg ir trunka kelias mikrosekundes.
Antra fazé¢ yra nuo laiko priklausomas pory dydzio didéjimas, vykstantis laiko intervale nuo Simty
mikrosekundziy iki milisekundziy ir trunkantis per visg impulsy trukme. Paskutiné fazé¢ yra membranos
atsistatymas, kuris jvyksta po elektrinio impulso taikymo ir susideda i§ pory uzsandarinimo, trunkantis
kelias minutes. Si fazé stipriai priklauso nuo temperatiiros ir citoskeleto vientisumo (Kinosita ir Y., 1977).
Elektroporacijos pirmoji faze gali buiti matuojama stebint membranos laidumo poky¢ius ir yra susijusi su
trumpalaikiu tranzientiniu pory formavimu, kuris neturi jtakos molekulinei pernaSai. Molekuliné pernaSa
per pralaidZigja lastelés membrang, susijusi su elektroporacija, pastebima nuo pory formavimosi fazes iki
membranos pilno uzsidarymo (Pavlin, Leben ir Miklav, 2007).

1.3. Endogeninis oksidacinis stresas

Aerobinei medziagy apykaitai reikia, kad lastelés bity veikiamos deguonies, kuris kartais
nefermentiniu biidu reaguoja su lasteliy komponentais ir sukuria laisvuosius radikalus ir kitas reaktyvias
molekules (Chance, Sies ir Boveris, 1979). Sie reaktyvieji Salutiniai produktai gali paZeisti visas
biologines makromolekules ir taip sutrikdyti augima ar sukelti mutacijas. Si oksidaciné zala yra
sumazinama mazomis molekulémis, kaip gliutationas, kuris neutralizuoja kai kuriuos oksidantus, ir
fermentais, kaip superoksidodismutazé ir katalaze, kurios paSalina specifinius reaktyvius produktus
(Halliwell ir kt., 1986). Mikroorganizmai iSvyst¢ gana didel¢ antioksidaciniy apsaugos priemoniy
vairove pries skirtingus oksidacinio streso tipus. Nuo mazy, oksidantus sugerian¢iy molekuliy, pavieniy

baltymy iki sudétingy, savireguliaciniy homeostatiniy genetiniy tinkly, Sie gynybos mechanizmai $alina
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ROS ir tarpininkauja taisant lgstelés pazeidimus. Oksidacija gali pazZeisti visas biologines
makromolekules, todél Iastelés gyvybingumas priklauso nuo jos geb¢jimo kontroliuoti oksidanty kiekj
(Demple, 1999; Storz ir Imlay, 1999; Grant, 2001; Pomposiello ir Bruce, 2002).

Endogeninis oksidacinis stresas gali biiti sukeliamas daugybés veiksniy, jskaitant aerobinj
kvépavimg, autooksidacijos reakcijas, vidinius redoksinius procesus ir antibiotikus (Pomposiello ir
Bruce, 2002). Aerobinio kvépavimo metu deguonis veikia kaip galutinis elektrony akceptorius, elektrony
pernasos grandingje, kur jo visiska redukcija lemia vandens susidaryma. Kartais deguonis ne visiskai
redukuojamas sgveikaujant su flavoproteinu (pvz., oksidazés ir monooksidazes) ir gali generuoti ROS
(Messner ir Imlay, 1999). Saveikaujant su sumazéjusiu flavoenzimy FAD (flavino adenino dinukleotidas)

kofermentu, vienas ar du elektronai perduodami molekuliniam deguoniui

(Miiller, 1987), dél to susidaro endogeniniai superoksido anijonai (O2") ir vandenilio peroksidas (H>O>)

(Massey ir kt., 1969; Korshunov ir Imlay, 2010).

1.4. Retieji Zemés elementai

Retieji zemés elementai (toliau REE) yra septyniolikos cheminiy elementy grupé periodingje
lenteléje, 1§ kuriy penkiolika lantanidai, o like du - itris ir skandis. Skandis ir itris laikomi REE, nes jie
daZniausiai pasitaiko tuose paciuose rudy telkiniuose kaip ir lantanidai ir pasiZymi panaSiomis
cheminémis savybémis. Visi REE randami gamtoje, taciau dél savo reaktyvumo neegzistuoja kaip atskiri
vietiniai metalai, kaip pavyzdziui auksas, varis ir sidabras, o randami daugelyje riidy/ su papildomais
mineralais, kaip nedidelés arba pagrindinés sudedamosios dalys. Nors REE aptinkami jvairiuose
mineraluose, jskaitant silikatus, karbonatus, oksidus ir fosfatus, jie netinka daugumai mineraly struktiry

ir aptinkami tik keliose geologinése aplinkose (Castor ir Hedrick, 2001).

1.4.1. REE istekliai

Pagrindiniai ekonominiai REE mineraly Saltiniai yra bastnaesitas, monazitas ir loparitas bei
lateritiniai jony adsorbcijos moliai. Yra daugiau kaip 250 mineraly, kuriy cheminéje formuléje ir
kristalin¢je struktiroje REE yra svarbios sudedamosios dalys. Prometis, reciausias, o gamtinése
medziagose aptinkami tik jo pédsakai, kadangi jis neturi ilgalaikiy arba stabiliy izotopy. Nors REE sudaro
reikSmingg daugelio mineraly kiekj, beveik visa produkcija kilo i§ maziau nei 10 mineraly.

Ekstrakcija 1S potencialiai ekonominio REE iSteklio stipriai priklauso nuo jo REE mineralogijos (Castor

ir Hedrick, 2001; Dostal, 2017).
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Siuo metu pasaulinés REE atsargos pagal pagrindines $alis, tokias kaip Kinija, Brazilija, Vietnamas,
Rusija ir Indija, siekia apie 130 milijony tony. Sie i$tekliai daugiausia yra i3 keturiy geologiniy aplinky:
karbonatity, Sarminiy magminiy sistemy, jony adsorbcijos molio nuosédy ir monazito-ksenotimo turin¢iy
placeriniy nuosédy. Kinija, turinti tre¢dalj pasauliniy REE atsargy ir vis dar yra pasaulio lyder¢ REE
tyrinéjimy ir gamybos srityje. Prie§ REE istekliy pakilimg Kinijoje, JAV dominavo pasaulingje rinkoje.
,Mountain Pass" pradéjo veikti 1965 m. ir buvo pirmaujanti gamintoja pasaulyje daugelj deSimtmeciy
(Barakos, 2018). Nors tyrimy laboratorijos visame pasaulyje daugiausia koncentruojasi j aukso, sidabro,
vario, platinos grupés elementus, nikelio, chromo, li¢io, urano, cinko, kalio ir §vino, kai kurios Afrikos ir
Azijos Ramiojo vandenyno Salys 2017 m. parodé¢ susidoméjimg REE tyrinéjimais. ISskyrus Kinijg ir
Indija, tokios Salys kaip Kazachstanas, Kirgizija, Tadzikija, Uzbekistanas ir Turkmenistanas taip pat
nustaté svarbius REE turincius mineralinius atvejus, jskaitant alkaliniy ugnikalniy uolienas ir karbonitus

(Mihalasky ir kt., 2018).

1.4.2. NezemisSki REE isStekliai

Remiantis kai kuriais naujausiais tyrimais, dabartiniai pasaulio REE telkiniy rezervai bus
pakankami tik musy kasdieniniams poreikiams dar mazdaug 2500 mety. Atsizvelgiant | dabarting
paklausa, kasybos veiklg ir technologijas, tikimasi, kad kartu su numatytu gyventojy skaiciaus ir
technologijy poreikiy padidéjimu, nei§vengiamai reikia tyrinéti kitus potencialius REE isteklius, o Zemés
Ménulis yra logiskas pirmasis taikinys, kadangi Meénulis kadaise buvo dalis Zemés, kuri
atsiskyréankstyvoje Saulés sistemos istorijoje. Lyginant su ZemiSkaisiais mineraliniais telkiniais REE
kiekiai uzfiksuotuose ménulio uoly faziy pédsakuose, yra nedideli. Siuo metu jokiy geologiniy,
mineraloginiy ar cheminiy jrodymuy, patvirtinan¢iy, kad Ménulyje REE yra tokios koncentracijos, kuri
leisty juos priskirti ridoms, néra. Taciau Procellarum KREEP Terrane regionas dar néra kartografuotas
didele raiska ir turi potencialo, kad jame bus atrastos didesnés REE koncentracijos vietiniu mastu (< 10
km). Todel buisimi Ménulio tyrinéjimai ir kartografavimas gali atskleisti naujy REE telkiniy. Be Ménulio,
Marse REE randama apatite, merilite, vitlokite ir ksenotime. Sios fazés yra palyginti nedidelés iki $iol

tirty meteority sudedamosios dalys, sudarancios < 0,6 % viso méginio (Mcleod ir Krekeler, 2017).

1.4.3. REE nuosédy rasys

Nors REE yra santykinai gausu Zemés plutoje, skirtingai nei dauguma kity metaly, jie retai
susikoncentruoja j i§gryninamus mineralinius telkinius. Potencialius REE telkinius galima suskirstyti |
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pirminius ir antrinius telkinius. Pirminiai telkiniai susidaro magminiy, hidroterminiy ir / arba
metamorfiniy procesy metu. Sie telkiniai daZniausiai siejami su §arminémis-magminémis uolienomis ir
karbonatitais. Antriniai telkiniai susidaro dél erozijos ir oro salygy (pvz.: temperatiiros poky¢iai, drégmé)
ir gali apimti placerinius, laterito ir boksito telkinius. Siy dviejy grupiy REE telkiniai gali bati toliau

skirstomi, priklausomai nuo jy genetiniy sgsajy, mineralogijos ir atsiradimo formos. Kadangi

REE telkiniai aptinkami jvairiose geologinése aplinkose, juos ne itin lengva klasifikuoti j skirtingas
kategorijas (Balaram, 2010).

Lantanidy atomuose iSorin¢ elektrony orbity konfigliracija yra tokia pati visoms rusims, o 4f
orbitalese elektronai palaipsniui uzpildomi/pritraukiami didé¢jant atomy numeriui. 4f orbitaliy uzpildymas
lemia labai panasias REE fizikines ir chemines savybes. REE paprastai priskiriami lengvyjy REE (angl.
light rare earth element, toliau LREE), sunkiyjy REE (angl. heavy rare earth element, toliau HREE) ir
kartais vidutiniy arba viduriniy REE (angl. medium rare earth element, toliau
MREE) grupéms, kur elektroniné konfigiiracija yra pagrindas skirtumui tarp dviejy grupiy. Elektroniniy
konfigitiracijy f0 (visos f-biisenos yra neuzimtos), f7 (puse¢ f-buiseny yra uzimtos) ir f14 (visos f-biisenos
yra uzimtos) laikomos stabilesnés nei kitos konfigiiracijos. Taigi Sios stabilios biisenos gali veikti kaip
ribos grupéms, pavyzdziui, cerio — gadolinio (toliau Gd) elementai gali biiti grupuojami j ceriCius ar
LREE, o terbija—Ilutecija—;j itrinius ar HREE. Priezastis, kod¢l lantanas néra priskiriamas LREE, yra ta,
kad lantanas néra f-elementas, todél jis netinka LREE nomenklatiirai. Kitas susijgs reiSkinys yra
,Jantanidy sutraukimas", kuriame joninis spindulys palaipsniui mazéja nuo La** (1,06 A)(lantanas) iki
Lu*" (0,85 A) (lutecis). Vidutiné REE koncentracija Zemés plutoje svyruoja nuo ~ 130 mg/g iki ~240
mg/g ir yra didesné nei kity daznai eksploatuojamy elementy bei daug didesné nei jy atitinkamos

chondritinés maseés (Zepf, 2013).

1.4.4. REE industrinis panaudojimas

Pastaraisiais trisdeSimtmeciais didé¢jo REE ir jy lydiniy taikymas jvairiuose technologiniuose
prietaisuose, tokiuose kaip kompiuteriy atmintis, DVD diskai, jkraunamosios baterijos,
autokatalizatoriai, supermagnetai, mobilieji telefonai, LED Sviesos $altiniai, superlaidai, stiklo priedai,
fluorescentinés medZziagos, fosfaty suriSimo agentai, saulés baterijos ir magnetinio rezonanso
tomografijos (toliau MRT). Dél jy unikaliy fiziniy, cheminiy, magnetiniy ir liuminescenciniy savybiy Sie
elementai padeda sukurti daugybe technologiniy pranasumy, tokiy kaip veikimas sunaudojant maziau

energijos, didesnis efektyvumas, mazesnis dydis, greitis, ilgaamziSkumas ir terperatiirinis stabilumas, Sie
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metalai yra naudojami jvairiose srityse rekordiniu tempu. Siuo metu jy paklausa yra ypa¢ didelé energijos
taupymo prietaisuose (Zaliosios technologijos), kurie yra greitesni, lengvesni, mazesni ir efektyvesni
(Balaram, 2016).

1.4.5. REE poveikis aplinkai ir sveikatai

Aplinkos uzterStumas skirtingomis toksiSkomis neorganinémis, organinémis ir organometalinémis
ruSimis yra viena rimciausiy problemy Siandieniniame pasaulyje. REE grupé atstovauja svarbiems
elementams, randamiems aplinkoje, ir juos reikia iSsamiau istirti, siekiant suprasti jy poveikj zmogaus
sveikatai. Aplinkos mokslininkai dirba prie gerai zinomy toksisky mikroelementy, tokiy kaip Svinas,
kadmis, gyvsidabris ir uranas, neigiamy poveikiy (Sparks, 2005; Rani ir kt., 2013). Didziulis elektroninés
jrangos atlieky kiekio iSmetimas, palengvina Siy elementy, kartu su keletu kity toksisky elementy,
isleidima j pozeminius sluoksnius ir gruntinius vandenis. Zinoma, kad REE yra judresni tirpale, kuriame
yra F-, CI', HCO3", CO5, HPO4*, PO4* jony. Be to, didziuliai REE kiekiai patenka j Zzemés {ikio
dirvoZzemius per fosfaty pagrindu pagamintas trgSas (Balaram, 2016; Vysetti, 2016). Natiiraliomis
salygomis REE gali tapti prieinami tik mazais kiekiais per gruntinj vandenj ir atmosfera, ta¢iau daznesnis
ju naudojimas padidino REE kiekj ir sukiiré kelis naujus buidus bioakumuliacijai (nuodingy medziagy
susikaupimas augaluose, gyviinuose ir zmonése). REE kiekio vandenyje, tiek pavirSiniame, tiek
pozeminiame, lygis labai kinta ir tai daugiausia priklauso nuo vietinés geologijos. Deja, maksimaliis
leidziami REE kiekiai geriamajame vandenyje néra pateikiami jokios tarptautinés sveikatos
organizacijos, taip pat néra pakankamai duomeny apie jy toksinj poveikj zmogaus sveikatai(Al-rimawi,
Kanan ir Qutob, 2013).

2013 metais atlikto Al-Rimawi tyrimo metu buvo pastebéta labai dideli REE ir kity metaly
koncentracijy lygiai pozeminiuose vandens meéginiuose i$ piety Vakary kranto / Palestinos. Tyr¢jai
pareiSke susirlipinima, kad daugelis jy neturi maksimaliy leidziamy riby, be to néra pakankamai duomeny
apie jy toksinj poveikj zmogaus sveikatai (Al-rimawi, Kanan ir Qutob, 2013). Vienas pagrindiniy
uzterStumo tipy, pastebétas Europoje ir JAV yra susij¢s su gadoliniu, kuris naudojamas kaip kontrastingas
agentas MRT. I§ organizmo iSsiskyres su Slapimu, jis beveik nepakites praeina per nuoteky valymo
jrenginius ] vandens ekosistemg. Todél tikimasi, kad upés, tekanCios per gausiai apgyvendintas
urbanizuotas teritorijas, Salyse su iSsivysciusia sveikatos priezitiros sistema, turés didelg teigiamg Gd
anomalijg (Bau, Knappe ir Dulski, 2006).

Intensyviis REE gavybos ir gamybos veiksmai sukéle reikSmingy aplinkos ir sveikatos poveikiy

Salyse kaip Kinija, JAV, Indija, Malaizija ir Brazilija. Gavybos veiksmai, kaip kasimas, gr¢Zimas,
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sprogdinimas, transportavimas, saugojimas ir perdirbimas, iSskiria dulkes, kuriose yra REE, kity toksisky
metaly bei chemikaly, kurie patenka j org ir apylinkés vandens telkinius bei gali paveikti vieting dirva,
gyviinija, augmenija bei zmones. Didesné REE gavyba reiksty didesn¢ aplinkos degradacijg ir pavojy
zmogaus sveikatai, nes atlieky Salinimo plotai gali biiti veikiami atmosferos salygy ir turi potenciala
uzterSti org, dirvg ir vandenj, jei néra naudojama pakankamai apsaugos priemoniy utilizacijos
uztikrinimui (Barakos, 2015). Viena i$ svarbiausiy problemy yra riidos radioaktyvumas, pavyzdziui,
uranas ir toris sudaro reikSmingus radioaktyviyjy elementy kiekius. Dauguma Zzalingy REE poveikiy
zmonéms ir jy sveikatai yra nustatyta remiantis kasykly darbuotojais ir kitais zmonémis, kurie reguliariai
dirba su REE arba jy produktais. Tyrimai rodo, kad chemikalai, naudojami riidos perdirbimo, iSskyrimo
ir rafinavimo procesuose, buvo atsakingi uz darbuotojy ir vietiniy gyventojy sveikatos pavojus, vandens
tarsg ir dirbamos zemés naikinimg (Rim ir kt. 2013).

Taip pat yra praneSimy apie REE poveikj darbuotojams, kuris sukélé bioakumuliacijg ir neigiamg poveikj
kvépavimo takams (Sabbioni ir kt., 1982; Yoon ir kt., 2005; Rim, 2017).

Be to, REE yra naudojami Zemés iikyje kaip traSos, siekiant pagerinti augaly augima ir derlinguma,
dél to REE koncentracijos dirvozemyje dar labiau didéja (Tyler, 2004). Paprastai mineralinés tragsos (pvz.,
fosfaty trgsos) ir dirvozemio kondicionieriai turi makroelementy (kalcis, magnis, azotas, fosforas ir siera),
mikroelementy (pvz., gelezis ir silicis) bei REE. Dirvozemyje REE taip pat gali atsirasti i$ pagrindiniy
vietiniy geologiniy medziagy. REE turin¢ios mikrotrasos Kinijoje tiesiogiai dideliu mastu naudojamos
augalams, siekiant pagerinti derliy ir kokybe (Diatloff, Smith ir Asher, 1989). Apskritai, augaluose
sukauptos REE koncentracijos praneSamos kaip labai mazos. Taciau tam tikro augalo kaupimo gebéjimas
priklauso nuo keliy veiksniy, kaip augaly riisys, jy augimo salygos, REE kiekio substrato dirvozemyje ar
uolienose (Fu ir kt., 2001). Pavyzdziui, didesnés vertés buvo nustatytos ryziuose, kas parode, kad ryziai
kaupia daugiau REE nei kukurtizai. Dél pernelyg didelio REE naudojimo Zemés ikyje, kyla
aplinkosaugos susirtipinimas, kad Sie elementai gali patekti ] maisto granding per augalus, o tai gali biiti
zalinga Zmoniy sveikatai. Kai kurie tyrimai patvirtino, kad REE koncentracija javy griiduose yra labai
maza ir tr¢Siant REE reikSmingo susikaupimo néra. Todél griidai ir jy produktai, kaip kvietiniai miltai,
laikomi saugiais (Redling, 2006).

Siy elementy unikalios savybés, kaip radiacijos emisija ar magnetizmas, leidzia REE taikyti
daugybéje terapijy ir diagnostiky Siuolaikinéje medicinoje. Keliy tyrimy metu buvo patvirtintos
antibakterinés ir priesgrybelinés REE savybés (Zhang ir kt., 1999; Wakabayashi ir kt., 2016). PavyzdZiui,

Gd yra naudojamas chelatiniu pavidalu kaip kontrastiné medziaga MRT (Raju ir kt., 2010), nors nauji
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tyrimai pateikia tiesioginius jrodymus apie Gd nusédima nervy audiniuose, kuris gali biiti kenksmingas
pacientams (Mcdonald ir kt., 2015; Gulani ir kt., 2017). Nauji medicinos taikymo budai Siems
elementams yra atrandami vis dazniau, o naujos technologijos, kaip nanotechnologija, gali dar labiau
padidinti REE naudojima medicinoje ateityje (Zhang ir kt., 1999)

1.4.6. Lantanas (Lanthanum)

Lantanas yra vienas i§ REE, priklausantis lantanoidy grupei. Lantanoidai dazniausiai skirstomi j
dvi dalis pagal jy elektrony konfigtiracija. LREE (su atominiais numeriais nuo 57 iki 64, dar vadinama
cerio grupe), kita grupé — HREE (su atominiais numeriais nuo 65 iki 71). Lantano atominis numeris yra
57, todél jis priklauso LREE. Lantano atominis spindulys yra 1,877 A, o jo elektrony konfigiiracija yra
5d'6s2. Nors lantanas yra retyjy zemiy metalas, jis yra gana gausus Zemeés plutoje, kur jo gausumas
(atominio santykio) yra 30 ppm. Sis rodiklis yra labai panagus j nikelio ir vario gausuma (Gschneidner,
1964).

Lantano fizinés ir cheminés savybés labai priklauso nuo jo elektrony konfigiiracijos. Lantanas
lengvai sudaro stabily La** jong dél elektrony praradimo i§ 5d'6s? orbitaliy. Be to, jis egzistuoja tik La**
jono pavidalu dél itin stabilios inertiniy dujy konfigiiracijos bei f° konfigtiracijos. Kadangi f orbitaléje
néra elektrony, lantanas sunkiai sudaro kompleksus su koordinaciniais ligandais, i§skyrus kai kuriuos
stipriy ligandy (pvz., deguonies turin¢iy ligandy) atvejus. Kadangi La** jono dydis yra palyginti didelis
su inertiniy dujy konfigiiracija, saveika tarp La*" jono ir ligando dazniausiai yra elektrostatine trauka,
panasi ] joning jungt]. Kita vertus, kovalentinis poveikis tarp jy yra silpnas, todél lantano jonykompleksai
daznai pakei¢iami labiau elektroneigiamais ligandais (Cotton, 2013). Remiantis kietosminkstos, riigSties-
bazes teorijomis (Pearson, 1990), lantanas turi auksta afinitetg deguonj turintiems ligandams, tokiems
kaip fosfato ir nitrito jonai, todél sudaro netirpius lantano terSaly (ang. Lapollutant) kompleksus net esant
mazai koncentracijai (Xie, Wang, Fang, ir kt., 2014; Xie, Wang, Lu, ir kt., 2014).

Taip pat, atlikty tyrimy metu, buvo nustatyta, jog lantanas gali biiti naudojamas kaip antibakteriné
medZziaga (Balusamy ir kt., 2012), katalizinis agentas (Nejad ir kt., 2010) bei adsorbentas (Wang ir kt.,
2015, 2016). Lantano adsorbcijos tankis (moliy santykis tarp adsorbento ir lantano) dazniausiai yra
aukstas, rodo, kad lantanas yra vienas efektyviausiy elementy terSaly adsorbcijai 1§ nuoteky. Lantano
junginiai dazniausiai veikia plac¢iame pH intervale ir pasiZymi dideliu Salinimo efektyvumu (Dong ir
Wang, 2016). Taip pat, Firsching ir Brune 1991 metais tyré lantano-fosfato komplekso tirpuma ir nustaté
jo tirpumo produkta (Ksp) atitinkamai 24.76 ir 27.92 vandeniniame tirpale ir jiiros vandenyje. Tai yra

maziausiai tirpus tarp retasis Zemiy fosfaty kompleksas. Atsizvelgiant | palyginant mazas medziagy
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sgnaudas ir puikias taikymo savybes, lantanas vertas tolesniy tyrimy. Be to, lantano kaina yra maza d¢l
jo didelio gausumo zemés plutoje ir mazo toksiSkumo (Firsching ir Brune, 1991).

1.4.7. Lantano (III) nitrato heksahidratas

Narasimhulu atliktame tyrime 2007 metais, buvo nustatyta, kad La(NO3); X 6H>O leidzia
efektyviai sintetinti a-aminonitrilus per vieno indo trijy komponenty jungima, susidedant;j i§ karbonilo
junginio, amino ir trimetilsililcianido (angl. trimethylsilyl cyanide, TMSCN). Sios metodologijos
pagrindiniai bruozai: bendras pritaikomumas skirtingiems aldehidy ir aminy tipams, pigiis ir komerciskai
prieinami reagentai, trumpi reakcijos laikai ir didelé produkty iSeiga. Galiausiai, Siame tyrime buvo
apraSomi aplinkai nekenksmingi cheminiai procesai (Narasimhulu ir kt., 2007). Taip pat, kito tyrimo
metu, vykdant testinius chemoselektyviy reagenty paieskos tyrimus, buvo nustatyta, kad La(NO3)3 X
6H20 yra Svelnus ir efektyvus katalizatorius pirminiy alkoholiy chemoselektyviai tetrahidropiranylacijai,
chemoselektyviai acetonidy deprotektinimui ir kvinazolinony sintezei. Be to, buvo pastebéta, jog
La(NO3)3 x 6H20 yra efektyvus ir Svelnus ragstinis katalizatorius alkoholio acetilinimui naudojant Ac,0O
be tirpikliy. Sie rezultatai parodé, kad acto anhidridas ir La(NO3)3 x 6H20 yra puikus derinys alkoholio,
fenolio ir amino acetilinimui be tirpikliy (Reddy ir kt., 2006).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

Gamintojas — CARL ROTH:

*  D(+)-gliukozés monohidratas;

*  Mieliy ekstraktas;

* Agaras;

* Peptonas;

* Triptono sojy agaras (angl. tryptone soy agar, toliau TSA);

* Triptono sojy mitybiné terpé (angl. tryptic soy broth, toliau TSB);
* Lantano (II) nitrato heksahidratas — (La(NOz3); X 6H20);

¢ Natrio chloridas.

Gamintojas — Merck:

¢ Poli-L-lizinas.

Gamintojas — Calbiochem:

* abl13851 DCFDA/H2DCFDA C lgsteliy ROS analizés rinkinys.

2.1.1. Mitybinés terpés

Terpiy sudétis nurodyta 2.1 lenteléje, pateiktas reikalingas medziagy kiekis, kuris istirpintas 1 1
dejonizuoto vandens. Prie§ iSpilstant | Petri I¢kSteles terpés autoklavuotos esant 0,8 atm. Agaras

papildomai pridétas tik gaminant kietas YPD terpes.

2.1 lentelé. Mitybinés terpés ir jy sudétis

YPD D(+)-gliukozés monohidratas, 20 g/1;
(mieliy ekstrakto-| Peptonas, 20 g/l;
peptono-dekstrozés) Mieliy ekstraktas, 10 g/l; Agaras,
20 g/l.
TSA Kasos kazeino virskinimas kasoje, 17 g/l;
(triptono sojy agaras) Sojos pupeliy milty virSkinimas, 3 g/l;
Natrio chloridas, 5 g/l;
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Dekstrozé (gliukoze), 2,5 g/l;
Dikalio vandenilio fosfatas, 2,5 g/l;
Agaras, 15 g/l.

TSB Kazeino peptonas (kasos), 17 g/l;
(triptono sojy mitybiné Dikalio vandenilio fosfatas, 2,5 g/l;
terpé) Gliukozés monohidratas, 2,5 g/l;
Natrio chloridas, 5 g/1;

Sojy peptonas (suvirSkintas papainas), 3 g/l.

2.1.2. Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai ir pasirinkti parametrai:
* termopurtykle, 130 rpm, 30 °C, 37 °C (CERTOMAT U);
* termostatas, 30 °C, 37 °C (Binder); Saldytuvas, 4 °C (Snaigé);
* impulsinio elektrinio lauko kvadratiniy bangy generatorius, 1 us <100, 10 ps x10, 100 ps x1
trukmés, 5, 10 ir 15 kV/em stiprio impulsai (Vilniaus Gedimino technikos universitetas, Auksto
magnetinio lauko institutas);

» osciloskopas (Owon TAO3000 Series 4CH 8/14bit Tablet);
* biofotometras OD 600 nm (Eppendorf);

» staliné centrifuga, 6000 rpm, 30 / 60 s (Eppendorf);

* laminarinis boksas, Il saugumo klas¢ (ScanLAF);

* mikroskopas (Olympus ix83, programa ,,cellSens*);

* mikrotitraciniy ploksteliy skaitytuvas (Varioscan Flash Thermo fisher scientific, programa
Scanlt).

* jkrovai buvo naudojama standartiné komerciné elektroporacijos kiuveté¢ su 1 mm tarpu tarp

aliuminio elektrody (Eppendorf).

2.2. Metodai
2.2.1. Tyrimo objektas

Siame tyrime naudoti du organizmai — S. aureus ir C. guilliermondii. Mikroorganizmai gauti i3
Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros (Vilniaus Universitetas, Gyvybés moksly centras) lasteliy
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kolekcijos. Lasteliy kolonijos augintos ant steriliy agarizuoty terpiy. Bakterijy lgstelés augintos 24
valandas ant TSA agarizuotos mitybinés terpés 37 °C termostate. Mieliy lgstelés augintos 48 valandas

ant agarizuotos YPD terpés 30 °C termostate.

2.2.2. Minimaliy inhibitoriniy koncentracijy (MIK) nustatymas

Tirti mikroorganizmai auginti rotacinéje purtykléje, 130 RPM: mielés — YPD skystoje terpéje 12
val. 30 °C, bakterijos — TSB skystoje terpé€je 16 val. 37 °C. Eksperimentui naudota OTeoo = 1 Iastelés
koncentracija. Minimaliy inhibitoriniy koncentracijy (MIK) nustatymui 96 Sulinéliy plokstelés sulinéliai
uzpildyti skirtingomis La(NO3); X 6H>O koncentracijomis, skiedimui naudotas sterilus distiliuotas H20,
santykiu 1:1. Mieliy plokstelés laikytos 48 val, 30 °C temperatiiros termostate, o bakterijy 16 val. 37 °C
ir pragjus inkubacijos periodui i§ kiekvieno Sulinélio,5 pl i$séti ant agarizuoty mitybiniy terpiy.
Neapverstos leksteles laikytos 48 val. mielés — 30 °C temperatiiros termostate, bakterijos — 24 val 37 °C

temperatiiros termostate. Pra¢jus inkubaciniam periodui jvertintas mikroorganizmy augimas ir nustatyta

MIK.

2.2.3. Elektros Soko poveikis

Pries elektroporacija bakterijos augintos ant agarizuoto terpés 24 val. 37 °C termostate, mielés —
48 val. 30 °C termostate. Mikroorganizmams uZaugus, pasirinkta kolonija perkelta ; 5 ml terpés
meégintuvél], auginama rotacinéje purtykléje, mielés — 14 val. 30 °C, 130 rpm , o bakterijos 16 val. 37 °C,
130 rpm. Elektros Soko poveikiui jvertinti, méginiai 3 min. centrifuguoti 6000 aps/min., supernatantas
nupiltas. Lastelés du kartus praplautos 1 ml sterilaus vandens, ir resuspenduotos 1 ml sterilaus vandens,
kuris naudotas kaip elektroporacijos terpé. Pries elektroporacija lastelés skiestos iki OTeoo = [0,8—0,9] ir
sumaiSytos 1:1 santykiu su atitinkamos koncentracijos La(NO3)3 X 6H20 (Sio darbo metu gautais
MIK/2). 85 ul suspensijos perkelta j 1 mm elektroporacijos kiuvete ir veikta skirtingo stiprio ir trukmes
impulsiniu elektriniu lauku. Po elektroporacijos i$ kiuvetés yra perkeltos 80 pL lasteliy suspensijos,
praé¢jus 10 min. pridéta 720 pL, 0,9 % fiziologinio tirpalo ir 100 pL iSséjama ant agarizuotos terpés.
Bakterijos augintos 37 °C, 24 val., tuo tarpu mielés augintos 30 °C, 48 val. Po inkubacijos periodo
skaiciuotas uzaugusiy kolonijy skaicius. Visi skai¢iavimai, grafiky braizymas ir statistin¢ analiz¢ atlikti,
naudojantis ,,Microsoft Excel* programa. Statistiniam reikSmingumui nustatyti naudotas porinis T-testas
(angl. two-tailed). Eksperimento metu 0,9 % fiziologinis tirpalas naudojamas kaip gaivinimui skirta
medZziaga po elektroporacijos, kad buty uztikrintas lgstelés gyvybingumas (2.1 pav).
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2.1 pav. Darbo eigos schema ir metodai
Saltinis: sukurta darbo autorés, naudojantis internetine BioRender programa.

2.24. La(NO3)3 X 6H20 poveikis mikroorganizmams laike

Visi 96 Sulineliy plokstelés Sulineliai uZpildyti 100 pl skirtingomis La(NO3); X 6H20
koncentracijomis ir 100 pl lasteliy suspensijomis (OTeo0 = 1). Mieléms paveiktos 3 mg/ml, 1,5 mg/ml,
0,75 mg/ml koncentracijos, bakterijos — 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml koncentracijos. Teigiama kontrolé —
lasteliy suspensija terpéje, neigiama — sterili terpé su atitinkamomis La(NO3)3 X 6H20
koncentracijomis. Plokstelé statyta j mikrotitraciniy ploksteliy skaitytuvg ir laikyta jame atitinkama laika
(bakterijos — 24 val., mielés — 48 val.) atitinkamoje mikroorganizmams temperattiroje. Matuotas OTeoo:
bakterijy po 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 val., o mieliy tokiu paciu principu 36 val. Pries
kiekvieng matavimg plokstelé silpnai (intensyvumas 2, 3 s) supurtyta. Gauti duomenys iSsaugoti ir

analizuoti ,,Microsoft Excel* programoje.
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2.2.5. Fluorescenciné mikroskopija ROS

ROS eksperimentas su bakterijomis

Pries eksperimenta ant visy mikroskopavimo stikliuky uzlasinta 50 pl poli-L-lizino ir stikliukai
inkubuoti 70 °C , 3 val. Tirti mikroorganizmai auginti rotacinéje purtykléje, 130 rpm, skystoje TSB
terpéje 16 val. 37 °C. 1 ml lasteliy nucentrifuguotas 5 min., 6000 rpm, supernatantas nupiltas, uzpilta
nauja terpe, matuotas OTeooir praskiesta iki 10% lasteliy koncentracijos. Lasteliy suspensijos méginiai
uzpilti atitinkamomis 100 pl La(NO3)3 X 6H20 koncentracijomis, gautomis $io darbo metu (MIK/2) bei
5 % acto rugstimi (teigiama kontrole) ir inkubuota 10 min., kambario temperatiiroje. Tada buvo atliktas
dazymas su rinkinyje esanciu 200 pul 20 uM DCFDA dazu ir inkubuota tamsoje 2 val., 30 °C. Pragjus
inkubacijos periodui, lgstelés plautos su rinkinyje esanciu 1x buferiu. Toliau, ant Svaraus objektinio
stikliuko laSinta 30 pl lasteliy suspensijos. Nuotraukos darytos Sviesiniu mikroskopu, naudojant 100x

padidinimo objektyva, fluorescencija taikyta 2 s (bangos ilgis 480/530).

ROS eksperimentas su mielémis

Prie§ eksperimenta visi 96 Sulinéliy plokstelés Sulinéliai uzpildyti 70 pl poli-L-lizinu ir inkubuoti
70 °C, 3 val. Eksperimentas buo atliktas 96 Sulinéliy ploksteleje. Mielés augintos rotacinéje purtykléje,
130 rpm, YPD skystoje terp¢je 12 val.,, 30 °C. 1 ml Iasteliy nucentrifuguotas 5 min., 6000 rpm,
supernatantas nupiltas, uZpilta nauja terpe, matuotas OTsoo ir praskiesta iki 10® Iasteliy koncentracijos.
Lasteliy suspensijos méginiai uZpilti atitinkamomis 100 pl La(NO3)s X 6H2O koncentracijomis, gautomis
Sio darbo metu (MIK/2) bei 5 % acto riigStimi (teigiama kontrol¢) ir inkubuota 10 min., kambario
temperatiiroje. Tada atliktas dazymas su rinkinyje esan¢iu 200 pl 20 uM DCFDA dazu ir inkubuota
tamsoje 45 min., 30 °C temperatiiroje. Pra¢jus inkubacijos periodui, lgstelés plautos su rinkinyje esanciu
1 x buferiu. Paruostos lasteliy suspensijos supiltos | 96 Sulinéliy plokstelés Sulinélius.

Nuotraukos buvo darytos Sviesiniu mikroskopu, naudojant 40x padidinimo objektyva, fluorescencija

taikyta 2 s (bangos ilgis 480/530).
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3. REZULTATAI

3.1. Minimaliy inhibitoriniy koncentracijy (MIK) nustatymas

S. aureus bakterijos yra ypatingai atsparios antibiotikams ir zinomos dél savo gebé&jimo iSgyventi
net ir dideléms antibiotiky dozéms. Tyrime gautais rezultatai parodyta, kad bakterijy augimas sustabdytas
esant La(NO3)3 X 6H20 koncentracijoms nuo 10 mg/ml iki 4 mg/ml, tai Zymima simboliu
(-), reiskianciu — jokio mikroorganizmy augimo. 3 mg/ml koncentracijoje augimas nesustabdytas (+), tai
leidzia teigti, kad 4 mg/ml koncentracija yra minimali inhibitorin¢ koncentracija, kurioje pradedama
pastebéti atsparumas La(NO3)3 X 6H>0 junginiui (3.1 lentelé).

C. guilliermondii atsparumo profilis nuo bakterijy Siek tiek skiriasi. Augimas sustabdytas
aukstesnése koncentracijose nuo 10 mg/ml iki 3 mg/ml, tai rodo (-) simbolis. 2 mg/ml ir Zemesnése
koncentracijose augimas nesustabdytas (+). Tai jrodo, kad 3 mg/ml koncentracija yra minimali
inhibitoriné¢ koncentracija, kuri efektyviai stabdo Sio mikroorganizmo augima, tai leidzia manyti, kad

mieliagrybiai yra jautresni Sio junginio poveikiui, nei S. aureus (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Tyrimo metu nustatytos La(NO3); X 6H>O minimaliy inhibitoriniy koncentracijy (MIK)
vertés S. aureus ir C. guilliermondii

Rausva spalva bei Zenklu (+) pazymétos koncentracijos, kurios mikroorganizmy augimo nesustabdé¢;
zalia spalva bei zenklu (-) pazymétos koncentracijos, kurios mikroorganizmy augima visiskai sustabde.

La(NO3)3 x 6H20 Mikroorganizmas

koncentracija Staphylococcus aureus Candida guilliermondii

10 mg/ml - -

9 mg/ml - -

8 mg/ml - -

7 mg/ml - -

6 mg/ml - -

5 mg/ml - -

4 mg/ml - -

3 mg/ml

2 mg/ ml

++ |+
+

I mg/ml
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3.2. Impulsinio elektrinio lauko poveikis S. aureus

Ankstesniy tyrimy metu buvo pastebéta, jog didinant impulsinio elektrinio lauko stiprj membrany
permeabilizacija didéja, o tai paskatina lasteliy zitj (Trziszka, 2007). Siame tyrime nustatytas La(NO3)3
X 6H>O 2 mg/ml (pusé Sio darbo metu gautos MIK) poveikis S. aureus bakterijoms, taikant 5 kV, 10 kV
ir 15 kV impulsinj elektrinj laukg. Gauti rezultatai parod¢, jog po elektros Soko j 1asteles patekes La(NO3)3
X 6H20 2 mg/ml Zenkliai padidina lasteliy zuties tikimybe, lyginant su kontrolinémis lgstelémis. Taip
pat, svarbu paminéti, jog darbe gauti rezultatai rodo, kad svarbus yra ne tik impulsinio elektros lauko
stipris, taciau ir laikas bei impulsy kiekis laike. Ilgesnis impulso perdavimas ] lgstele, paskatina
hidrofobiniy pory didéjima, tokiu biidy | lastelg¢ patenka didesnis kiekis medziagos, reikalingos uZztikrinti
lastelés zutj (Mohr, Pablo ir Palecek, 2006). Nors lasteliy gyvybingumo sumaz¢jimas matomas ir
mikroorganizmus veikiant elektros Soku 1 ps 100 karty, visgi nenutrukstamas 1 elektros impulsas 100
us antimikrobiskai veikia stipriau.

5 kV/cm stiprio elektrinio lauko poveikio lasteléms rezultatai pateikti 3.1 pav. Statistinis
reikSmingumas nustatytas tarp kontroliniy Igsteliy ir LaNi méginiy tik taikant 100 pus X 1 elektrinj lauka.
LaNi méginiuose Igsteliy gyvybingumas buvo sumazéjes apie 1,34 karto, lyginant su kontrolinémis
lastelémis. Taip pat, taikant §iuos parametrus gyvybingumas lyginant su elektros Soku nepaveiktomis

lastelémis sumazejo 25,57 %.
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3.1 pav. 2 mg/ml La(NO3); X 6H>O poveikis S. aureus lasteléms, taikant 5 kV/cm elektrinj lauka p
reik§me ** < 0,005.Statistiniam reik§mingumui nustatyti buvo naudojamas porinis t testas. Paklaidy
juostose pavaizduota standartiné paklaida.

10 kV/cm stiprio elektrinio lauko poveikio lasteléms rezultatai pateikti (3.2.pav.). Statistiskai
reikSmingiausias poveikis nustatytas tarp La(NO3)3 - 6H20 veikty méginiy ir kontroliniy Iasteliy, jas
veikiant 100 ps X 1 impulsiniu lauku, kur LaNi veiktuose méginiuose lasteliy gyvybingumas buvo 2,08
karto mazesnis. Tokie elektrinio impulso parametrai Igsteliy gyvybinguma sumaZzino net 66,37 %,
lyginant su lastelémis nepaveiktomis IEL. Taip pat statistinis reikSmingumas nustatytas tarp LaNi veikty
meéginiy ir kontroliniy Iasteliy taikanat 10 pus x 10 elektrinj lauka, LaNi méginiuose lasteliy kiekis buvo
1,3 karto mazesnis. Be to, Siuos parametrus taikant, gyvybingumas lyginant su nepaveiktomis lgstelémis
buvo 40,94 % mazesnis. PrasCiausias efektyvumas buvo 1 pus x 100 parametry, kur gyvybingumas
sumazgjo 24,41 % ,lyginant su elektros impulsais nepaveiktomis lgstelémis, bei 1,17 karto, lyginant su

kontrolinémis lastelémis.
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3.2. pav. 2 mg/ml La(NO3)3 X 6H20 poveikis S. aureus lasteléms, taikant 10 kV/cm elektrinj lauka p
reikSmés: * < 0,05; ** < 0,005. Statistiniam reikSmingumui nustatyti buvo naudojamas porinis t testas.
Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

15 kV/cm stiprio elektrinio lauko poveikio Igsteléms rezultatai pateikti (3.2.3 pav.). StatistiSkai
reikSmingiausias poveikis nustatytas tarp La(NO3)3 - 6H20 turin¢iy méginiy ir kontroliniy lgsteliy jas
veikiant 100 pus x 1 impulsiniu lauku. Nustatyta, jog veikiant LaNi lasteles tokiais elektrinio lauko
parametrais, gyvybingumas sumazéjo net 9,42 karto ir Sis rezultatas yra statistiSkai reikSmingiausias tarp
visy elektriniy lauky (5 kV, 10 kV, 15 kV). Taip pat, Siy parametry taikymas sumazino lasteliy
gyvybingumag 95,69 % lyginant su elektros impulsais neveiktais méginais. Taip pat statistinis
reik§mingumas matomas ir kituose LaNi veiktuose méginiuose, kur lasteliy skai¢ius buvo maZesnis: 1
ps x 100 — 1,19 karto ir 10 pus x 10 — 3,96 karto. Lyginant elektros srove veiktas lgsteles su nepaveiktom

gyvybingumas sumazéjo: 1 pus x 100 — 43,04 % ir 10 us x 10 — 87,06 %.
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3.3 pav. 2 mg/ml La(NO3)3 X 6H20 poveikis S. aureus lasteléms, taikant 15 kV/em elektrinj lauka p
reikSmés: * < 0,05; ** < 0,005; *#****FxE<() 0000005, Statistiniam reikSmingumui nustatyti buvo
naudojamas porinis t testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

3.3. Impulsinio elektrinio lauko poveikis C. guilliermondii

Mieléms taip pat, kaip ir bakterijoms svarbus, ne tik elektrinio lauko stipris, bet ir impulsy kiekis
bei jy trukmé. Sio eksperimento metu siekta nustatyti La(NO3); x 6H20 1,5 mg/ml ir skirtingo stiprumo
impulsinio elektrinio lauko (5 kV, 10 kV, 15 kV) poveiki mieléms C. guilliermondii.

Ivertinta ar La(NO3)3 X 6H20 1,5 mg/ml ir skirtingo stiprumo impulsinis elektrinis laukas turi jtakos
mieliy gyvybingumui po elektros Soko Iasteliy neveikty lantanais (kontrolinés lgstelés) ir Iasteliy
paveikty La(NO3); X 6H>0 (Su LaNi).

Kituose tyrimuose buvo pastebéta, jog biitent nuo 5 kV/cm yra pastebimas impulsinio elektrinio
lauko poveikis mikroorganizmams (Simonis, 2021). 5 kV/cm stiprio elektrinio lauko poveikio lasteléms
rezultatai pateikti (3.4 pav.). Statistinis reikSmingumas nustatytas tarp kontroliniy lIgsteliy ir LaNi
paveikty méginiy taikant 10 pus x 10 elektrinj lauka, LaNi méginiuose lasteliy gyvybingumas buvo

sumazejes apie 1,19 karto, lyginant su kontrolinémis lagstelémis. Lyginant Siuos parametrus su elektros
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impulsais nepaveiktais méginiais, lgsteliy gyvybingumas buvo sumazejes 32,08 %. Taip pat, statistiSkai
reikSmingas rezultatas gautas taikant 100 ps x 1, Igsteliy sumazéjimas méginiuose veiktuose LaNi buvo
1,39 karto didesnis. Be to, lgsteliy gyvybingumas, lyginant su elektros impulsais nepaveiktomis

lastelémis, sumazejo 44,71 %.
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3.4 pav. 1,5 mg/ml La(NO3)3 X 6H20 poveikis C. guilliermondii 1asteléms, taikant 5 kV/cm elektrinj
lauka

p reikSmé * < 0,05. Statistiniam reikSmingumui nustatyti buvo naudojamas porinis t testas. Paklaidy
juostose pavaizduota standartiné paklaida.

Sio darbo metu gauti rezultatai yra panasiis j ankstesniy tyrimy, kuriuose buvo nustatyta, jog
didinant impulsinio elektrinio lauko stiprj iki 10 kV, gyvybingy mieliy skai¢ius sumaZzéja netaikant
papildomo apdorojimo osmosiniu $oku (Ganéyté, Simonis ir Stirké, 2023). 10 kV/cm stiprio elektrinio
lauko poveikio lgsteléms rezultatai pateikti (3.5 pav.). StatistiSkai reikSmingiausias poveikis nustatytas
tarp La(NO3)3 X 6H20 turin¢iy méginiy ir kontroliniy lasteliy jas veikiant 10 ps x 10 impulsiniu lauku,
kur LaNi paveiktuose méginiuose lgsteliy gyvybingumas buvo 2,02 karto maZzesnis. LaNi lasteliy
gyvybingumas lyginant su elektros impulsy nepaveiktomis Igstelémis sumazéjo 70,18 %. Taip pat,

LaNi paveiktuose méginiuose lasteliy buvo 3,76 karto maziau taikant 100 pus x 1 elektros lauka, o

lyginant su IEL nepaveiktomis lgstelémis gyvybingumas sumazéjo net 84,76 %.
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3.5 pav. 1,5 mg/ml La(NO3); X 6H>O poveikis C. guilliermondii 1asteléms, taikant 10 kV/cm elektrinj
lauka p reikSmeés: *** < 0,0005; ****_ Statistiniam reikSmingumui nustatyti buvo naudojamas porinis t
testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

15 kV/em stiprio elektrinio lauko poveikio lasteléms rezultatai pateikti (3.6 pav.). Statistiskai
reikSmingi rezultatai nustatyti tarp visy La(NO3)3 X 6H20 paveikty méginiy ir kontroliniy lasteliy jas
veikiant impulsiniu lauku. Nustatyta, jog veikiant LaNi meginiy lasteles tokiais elektrinio lauko
parametrais, gyvybingumas sumazinamas: 1 us x 100 — 6,13 karto, 10 pus x 10 — 5,65 karto, 100 ps x 1

— 8,17 karto. Taip pat, lasteliy gyvybingumas sumaz¢jo taikant IEL, lyginant su nepaveiktomis elektros
impulsais Igstelémis atitinkamai: 1 us x 100 — 88,4 %, 10 us x 10 — 93,59 %, 100 us x 1 —97,05 %.
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3.6 pav. 1,5 mg/ml La(NO3)s X 6H20 poveikis C. guilliermondii lasteléms, taikant 15 kV/cm elektrinj
lauka

p reikSmés: **** < (,00005; *****< (,000005. Statistiniam reikSmingumui nustatyti buvo naudojamas
porinis t testas. Paklaidy juostose pavaizduota standartiné paklaida.

3.4. La(NO3)3 X 6H20 poveikis S. aureus laike

Sio eksperimento metu siekta nustatyti skirtingy La(NO3)s x 6H20 koncentracijy poveikj lasteléms
laike. Nustatyta, jog 4 mg/ml yra minimali inhibitoriné koncentracija S. aureus , kuri visiskai nuzudo
lasteles, tad OTeoo per laika nesikeicia. 1 mg/ml koncentracija veikia laike taip pat, kaip kontrol¢, taciau
lasteliy biomasés yra beveik 3 kartus maZziau. Lastelés, paveiktos 2 mg/ml LaNi koncentracija, pradeda

augti 2 valandomis véliau nei kontrolinés lgstelés ir jy biomasés kiekis yra net 4,8 karto mazesnis (3.7

pav.).
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3.7 pav. S. aureus lasteliy paveikty skirtingomis La(NO3)3 X 6H>0 koncentracijomis poveikis laike OT
— optinis tankis.

3.5. La(NO3)3 X 6H20 poveikis C. guilliermondii laike

Sio tyrimo metu taip pat siekta istirti skirtingy La(NO3)3 x 6H20 koncentracijy poveikj mieliy
lasteléms laike. Nustatyta, jog 3 mg/ml yra minimali inhibitoriné koncentracija C. guilliermondii
mieléms, kuri visiSkai nuzudo Iasteles, tad lasteliy OTeoo per laikg nesikei¢ia. Tuo tarpu 1,5 mg/ml
koncentracija veikia laike taip pat, kaip kontrolé, 1astelés pradeda sparciau augti po 10 valandy, taciau
lasteliy biomasés yra 1,76 kartus maziau. Lastelés, paveiktos 0,75 mg/ml LaNi koncentracija, taip pat po
10 valandy pradeda sparciau augti bei lgsteliy biomasés kiekis tampa 1,1 karto didesnis nei kontroliniy
lasteliy. Taip gali buti dél to, jog lastelés pajutusios neZymy oksidacinj stresa, suaktyvina savo
apsauginius mechanizmus. Pavyzdziui, Zinoma, kad oksidacinis stresas sukelia tam tikry indukuojamy
karscio Soko baltymy (angl. heat shock proteins, toliau Hsp), ypa¢ Hsp27, raiskos padidéjima (Gorman
ir kt., 2005; Swindell, Huebner ir Weber, 2007). Taip pat nustatyta, kad Hsp apsaugo nuo jvairaus streso:
sunkiyjy metaly, radiacijos, azoto oksido, Silumos Sokg. Be to, nesulankstyty baltymy atsakas (angl.

Unfolded Protein Response) aktyvinimas skatina antioksidaciniy geny reguliavima per nuo ] baltymy
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kinaz¢ R panaSios endoplazminio tinklo kinazés (angl. PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase)
priklausoma eritroidinio branduolio faktoriaus 2 —susijusj faktoriy 2 (angl. Nuclear Factor Erythroid 2-
Related Factor 2, Nrf2) fosforilinima, kurio taikiniy genai apima fermentus, dalyvaujancius glutationo
biosintezéje bei hemooksigenazg-1 (Cullinan ir Diehl, 2006). Tad galima teigti, kad nedidelé La(NO3)3
X 6H20 koncentracija gali sustiprinti Igsteliy atsparuma, taip skatinant lasteliy augimg ir i§gyvenamuma

(3.8 pav.).

OT, 600 nm
S o 2o
=~ (@) [ee]

ot
to

(e)
(§]

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Laikas, valandos

e C\ 1] e—3 mg/m]  e—]5 mg/m] (75 mg/ml

3.8 pav. C. guilliermondii lasteliy paveikty skirtingomis La(NOs3)3 X 6H>O koncentracijomis poveikis
laike
OT — optinis tankis.

3.6. Fluorescenciné mikroskopija, ROS formavimasis S. aureus

Sio tyrimo metu siekta nustatyti ar La(NO3)s X 6H20 junginys sukelia lasteléms oksidacinj stresa
ir skatina ROS formavimasi S. aureus. Kontrolinés Igstelés, kaip ir tikétasi, taikant bangos ilgi 480/530
nm ROS generavimas nevyko (0 % fluorescencija) (3.9 pav., a). Teigiama kontrol¢ pasirinkta 5 % acto
rugstis, kuri jau zinoma, jog paskatina ROS susidarymg (Terasaki ir kt., 2018). Taikant fluorescencija,

lastelés veiktos acto riig§timi parodé 100 % ROS generavima (3.9 pav., b). Tuo tarpu, lasteliy veikty
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La(NO3)3 x 6H20 kiekybiniy rezultaty gauti nepavyko, kadangi lantano buvimas meéginiuose, skatino
lasteles sukibti. Taciau kokybiSkai jvertinti buvo galima, lasteliy sankaupose buvo matoma

fluorescencija, o tai rodo, jog La(NO3)3 X 6H20 sukelia ROS S. aureus lastelése (3.9 pav., ¢).

= e

3.9 pav. S. aureus lasteliy nuotraukos darytos Sviesiniu mikroskopu (kairé) ir taikant fluorescencija 2 s
(bangos ilgis 480/530 nm). a — kontrolinés lgstelés; b — lastelés 10 minuciy veiktos 5 % acto rtigstimi; ¢
— lgstelés 10 minuciy veiktos 2 mg/ml xx 6H,0O. Mastelis — 10 um, objektyvo padidinimas x 100.
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3.7 Fluorescenciné mikroskopija ROS, formavimasis C. guilliermondii

Sio tyrimo metu siekta nustatyti ar La(NO3)3 X 6H20 sukelia lasteléms oksidacinj stresa ir skatina
ROS formavimasj C. Guilliermondii lastelése. Kontrolinés lasteles, taikant bangos ilgi 480/530 nm
fluorescenciniy pozymiy nerodé¢ (0 % fluorescencija) (3.10 pav., a). Sio darbo metu taikant
fluorescencija, 34 % lasteliy veikty acto rigStimi fluorescavo, tai yra Zymiai maZesnis procentas nei
bakterijose (3.10 pav., b). Atvirksciai nei bakterijose, mieliy lgsteliy veikty La(NOs); X 6H>O
kiekybiskus rezultatus pavyko gauti, apie 3,5 % lasteliy fluorescavo (3.10 pav., c).

3.10 pav. C. guilliermondii lasteliy nuotraukos darytos $viesiniu mikroskopu (kairé) ir taikant
fluorescencija 2 s (bangos ilgis 480/530 nm) a — kontrolines Igstelés; b — lastelés 10 minuciy veiktos 5
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% acto rugstimi; ¢ — lgstelés 10 minuciy veiktos 2 mg/ml La(NO3); X 6H20. Mastelis — 20 um, X 40
padidinimo objektyvas.
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ISVADOS

La(NO3); X 6H20 yra MIK mieléms C. guilliermondii yra 3 mg/ml, o S. aureus bakterijoms 4
mg/ml.

. La(NO3)3 X 6H20 (2 mg/ml) ir skirtingo stiprumo impulsinis elektrinis laukas daro reikSminga
poveiki S. aureus bakterijy gyvybingumui. Stipriausias poveikis pastebétas taikant 15 kV/cm

stiprio laukas, kur LaNi paveiktuose méginiuose mikroorganizmy kiekis sumazéjo net 9,42 karto.

. La(NO3)3 x 6H20 (1,5 mg/ml) ir skirtingo stiprumo impulsinis elektrinis laukas reikSmingai
sumazina C. guilliermondii mieliy gyvybinguma. Stipriausias poveikis pastebétas taikant 15
kV/cm stiprio lauka, kur LaNi paveiktuose méginiuose lasteliy gyvybingumas sumazeéjo iki 8,17
karto.

. 4 mg/ml La(NO3)3 X 6H>0 koncentracija nuzudo S. aureus, 1 mg/ml sumazina lasteliy biomase
tris kartus, o 2 mg/ml koncentracija sumazina biomasés kiekj 4,8 kartais bei lastelés pradeda augti
2 valandomis véliau nei kontrolinés.

3 mg/ml La(NOs3); X 6H2O koncentracija nuzudo C. guilliermondii mieles, o mazesnés
koncentracijos veikia skirtingai. 1,5 mg/ml koncentracija veikia panaSiai kaip kontrol¢, taciau
lasteliy biomasé yra 1,76 karto mazesné. 0,75 mg/ml koncentracija skatina spartesnj augima po
10 valandy ir padidina Igsteliy biomase 1,1 karto.

. La(NO3)3 X 6H>0 gali sukelti S. aureus lasteléms oksidacinj stresg ir skatinti ROS formavimasi.
ROS atsiradimas buvo fiksuojamas 0 % kontroliniy ir 100 % acto riig§timi veikty Igsteliy. Nors
kiekybiniai duomenys apie La(NO3)s X 6H20 poveikj nebuvo gauti dél lgsteliy sukibimo,
kokybin¢ analizé parodé ROS generavimag lasteliy sankaupose.

. La(NOs3)3 x 6H20 junginys sukelia oksidacinj stresg ir skatina ROS formavimasi C.
guilliermondii lastelése. Reaktyvaus deguonies atsiradimas buvo nustatytas: 0 % kontrolinése
lastelése, 34 % acto riigSties paveiktose lastelése, 3,5 % La(NO3)3 X 6H20 paveikty mieliy

lastelése.
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Magistro baigiamasis darbas

LANTANO (III) NITRATO HEKSAHIDRATO PRIESMIKROBINIO POVEIKIO ANALIZE

SANTRAUKA

Did¢jantis mikroorganizmy atsparumas esamiems gydymo metodams, skatina tyréjus ieskoti naujy
alternatyviy ir natiiraliy biidy kovoti su jy sukeliamomis ligomis. Retieji zemés elementai d¢l gausumo
zemés plutoje bei unikaliy fiziniy, cheminiy, magnetiniy ir liuminescenciniy savybiy elementai pasizymi
daugybe technologiniy pranasumy, todél visuomenei pastaraisiais deSimtmeciais tapo vis patrauklesni.
Siame darbe tiriamas La(NOs); x 6H2O poveikis Staphylococcus aureus ir Candida guilliermondii
mikroorganizmams.

Tyrime nustatyta La(NOs3)3 X 6H20 MIK prie§ mikroorganizmus S. aureus ir C. guilliermondii,
naudojant 96 Sulinéliy plokstele. Be to, tyrimy metu lantano junginys kombinuotas su elektros Soku, kai
lastelés veiktos impulsinio elektrinio lauko generatoriumi. Taip pat atliktas ROS generavimas, taikant
fluorescenting mikroskopijg bei stebétas La(NO3)3 X 6H20 poveikis laike, matuojant optinj lasteliy tankj.

Remiantis gautais rezultatais, galima daryti iSvadas, kad La(NO3)3 X 6H20 veikia
antimikrobiskai, o kombinuojant §; junginj su elektros Soku gaunamas dar efektyvesnis rezultatas.
Bakterijos Siam junginiui buvo atsparesnés (MIK — 4 mg/ml), uz mieles (MIK — 3 mg/ml). Stipriausias
antimikrobinis poveikis abiems mikroorganizmams nustatytas taikant parametrus — 15 kV 100 ps x 1.
Taip pat tyrimo metu nustatyta, jog La(NOs3); X 6H>O generuoja ROS tiek S. aureus, tiek C.

guilliermondii lastelése.
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Master thesis

ANALYSIS OF THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF LANTHANUM (III) NITRATE
HEXAHYDRATE

SUMMARY

The increasing resistance of microorganisms to existing treatments is encouraging researchers to
find new alternative and natural ways to combat diseases caused by them. Due to their abundance in the
Earth's crust and their unique physical, chemical, magnetic and luminescent properties, rare earth
elements have contributed to many technological advances and have become increasingly attractive to
the public over the last decades. In this work, the effect of La(NO3)3 X 6H20 on Staphylococcus aureus
and Candida guilliermondii microorganisms was investigated.

The study determined the MIC of La(NO3); X 6H>O against S. aureus and C. guilliermondii using
a 96-well plate. In addition, the lanthanum compound was combined with an electric shock to the cells
with a pulsed electric field generator. ROS generation by fluorescence microscopy was also performed
and the temporal effects of La(NO3); X 6H>,O were monitored by measuring the optical density of the
cells.

Based on the results obtained, it can be concluded that La(NO3); X 6H>O is antimicrobial, and that
combining this compound with electric shock is even more effective. Bacteria were more resistant to this
compound (MIC 4 mg/ml) than yeast (MIC 3 mg/ml). The strongest antimicrobial effect for both
microorganisms was observed at 15 kV 100 pus x 1. The study also showed that La(NO3); X 6H>O

generates reactive oxygen species in both S. aureus and C. guilliermondii.
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