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SANTRUMPU SARASAS IR ZYMEJIMAI

SAM savitvarkis monosluoksnis (angl. self — assembled monolayer)

sBLM suspenduota lipidiné membrana (angl. support bilayer lipid
membrane)

hBLM hibridiné lipidiné membrana (angl. hybrid bilayer lipid membrane)

tBLM prikabinta lipidiné membrana (angl. tethered bilayer lipid
membrane)

BME B — merkaptoetanolis

DOPC 1,2 — dioleoil — sn — glicerolio — 3 — fosfocholinas

Chol cholesterolis

SPR pavirSiaus plazmony rezonansas (angl. surface plasmon resonance)

EIS elektrocheminio impedanso spektroskopija (angl. electrochemical
impedance sprectroscopy)

PLY pneumolizinas

VLY vaginolizinas

ODT oktadekantiolis

EtOH etanolis

WwWC14 20 — tetradeciloksio — 3, 6, 9, 12, 15, 18, 22 —
heptaoksaheksatrikontano — 1 — tiolis

dHC18 20 — (Z — oktadeko — 9 — eniloksi) — 3, 6, 9, 12, 15, 18, 22 —

MBCD

heptaoksatetrakont — 31 — eno — 1 — ditiolis

metil — B — ciklodekstrinas



MBCD - Chol
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Cr
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CDC
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metil — f — ciklodekstrino ir cholesterolio kompleksas
elektriné talpa, uF/cm?

elektrinés talpos realioji dalis, uF/cm?

elektrinés talpos menamoiji dalis, pF/cm?

SPR kampo pokytis, m® (mililaipsnis) arba f° (femtolaipsnis)
lazio rodiklis

masés kiekis, ng/cm?

sluoksnio storis, nm arba A

laikas, s

faze, ©

impedansas, Q arba Q - cm?

koncentracija, mM

laidumas, S arba S - cm?

EIS daznis ties fazés minimumu, Hz

»efektyvioji“ masés dalis, %

SPR jautrumas, ng/(cm*- m°)

nuo cholesterolio priklausomi toksinai (angl. cholesterol —

dependent cytolysins)

daugiasluoksnés lipidinés liposomos (angl. multilamellar lipid

vesicles)

dvisluoksnés liposomos (angl. unilamellar lipid vesicles)
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Lastelés membrana yra sudétinga savitvarké sistema, kurios viena
pagrindiniy funkcijy — apsaugoti lastelés turinj nuo iSorés veiksniy, o ypac nuo
jvairias ligas sukelianciy toksiny. Tad membranos studijos turi ypac didele
reikSme medicinai, fiziologijai ir daugeliui kity sriciy. Taciau rimta issukj meta
itin sudétinga membranos struktiira, kurig sudaro didelé jvairové lipidy, baltymy
ir angliavandeniy. Tai labai apsunkina galimybe nustatyti, kas salygoja pacios
membranos saveikg su jvairiomis biomolekulémis. Siai problemai spresti buvo
pradéta kurti jvairius lastelés membranos modelius, kurie jau gali buti sudaryti
tik i vieno tipo lipidy. Iki Siol yra sukonstruotos ir aprasytos kelios modelinés
membrany sistemos: liposomos (vezikulés), hibridinés lipidinés membranos
(hBLM) ir suspenduotos dvisluoksnés lipidinés membranos (sBLM),
suformuotos ant aukso, silicio ar jvairiais junginiais modifikuoty pavirsiy. Bet
pastaruoju metu itin aktyviai vystomas kitas membranos modelis — prie
pavirSiaus prikabintos dvisluoksnés fosfolipidinés membranos (tBLM), kur
specialiy junginiy (inkarinio junginio ir skiediklio) pagalba yra sukuriamas
vandens rezervuaras tarp kieto pagrindo ir lipidinio dvisluoksnio, taip priartinant
patj modelj prie nataraliy salygy. Siame darbe kaip tik didZiausias démesys bus
skiriamas tBLM analizei ir charakterizavimui, pasitelkiant pavirsiaus plazmony
rezonanso metoda.

Didele reikSme turi ne tik paciy membrany modeliy suktrimas, bet ir jy
taikymas jvairiuose moksliniuose darbuose. Ir viena iS tokiy sriCiy — saveikos su
poras formuojandiais toksinais tyrimai. Sie toksinai, infekcijos metu, suformuoja
poras membranoje ir sutrikdo natiiralia lastelés homeostaze, taip sukeldami
lastelés zutj. Ir Siame darbe bus tyrinéjama, kokia jtaka lipidinéms membranoms

turi nuo cholesterolio priklausomi toksinai: pneumolizinas ir vaginolizinas.
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Darbo tikslas ir uzdaviniai

Sio darbo pagrindinis tikslas — pavir§iuje prikabinty fosfolipidiniy

dvisluoksniy charakterizavimas ir jy panaudojimas saveikos su baltymais

tyrimuose. Pagrindiniai uzdaviniai:

1.

2
3.
4

Sukurti lipidiniy sluoksniy paruosimo metodika

Nustatyti SPR metodo jautruma fosfolipidams, cholesteroliui ir tioliams
Nustatyti inkariniy junginiy (WC14 ir dHC18) skerspjavio plotus
Nustatyti iS  daugiasluoksniy liposomy paruostose membranose
cholesterolio kiekj.

Nustatyti pneumolizino ir vaginolizino poveikio membranai sarysj su
cholesterolio kiekiu. Bei nustatyti susidariusiy pory aptikimo galimybes
pavirSiaus  plazmony rezonanso ir elektrocheminio impedanso

spektroskopijos metodais.

Ginamieji disertacijos teiginiai

Lipidinis dvisluoksnis gali buti formuojamas perkeliant skystyje esancias
dvisluoksnes lipidines liposomas ant plokscio pavirsiaus. Taciau, tas pats
rezultatas (lipidinis dvisluoksnis) gali bati pasiektas naudojant ir

daugiasluoksnes liposomas.

Nors tBLM struktiiros ir sudéties nustatymas yra sudétingas uzdavinys ir

jam spresti dazniausiai naudojamas brangus ir ilgo pasiruoSimo

reikalaujantis neutrony reflektometrijos metodas, bet Sio wuzdavinio

sprendinys gali biiti rastas pasitelkiant ir pigesnj bei paprastesnj metoda -

pavirsiaus plazmony rezonansa.
CDC toksiny poveikis lipidinei membranai priklauso nuo cholesterolio

kiekio membranoje, bet nebitinai tai gali buti tiesioginé priklausomybé.
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Mokslinis naujumas

Prie pavirSiaus prikabintos lipidinés membranos kuriamos ir vystomos jau
daugelj mety, bet iki Siol néra detaliai iSsiaiSkinta tiksli tBLM sudétis (inkarinio
junginio, skiediklio ir lipidy kiekiai). Tam nemazai jtakos turéjo ir tai, kad
nebuvo atrastas/iSrastas paprastas ir greitas tBLM (tBLM sudaro tioliné ir lipidiné
dalys) lipidinés dalies paruosimo buidas. Ir Siame darbe buvo pritaikytas naujas
lipidiniy sluoksniy formavimo metodas — daugiasluoksnés lipidinés liposomos
(MLV). Tai zymiai supaprastino visg lipidiniy pavirsiy formavimo metodika, nes
siy liposomy paruoSimas uztrunka iki 30 minuciy (paruosti dvisluoksnes
liposomas reikia nuo 4 iki 12 valandy) ir nereikalauja brangios jrangos (galingos
ultragarsinés maisyklés ar ekstruderio). MLV panaudojimas leido realiu laiku
stebéti membranos formavimosi eigag ant jvairiy pavirsiy (hidrofilinio,
hidrofobinio ir misraus savitvarkio monosluoksnio) bei pirma karta nustatyti SPR
metodo jautruma lipidams. Tai suteiké galimybe jvertinti, kokia dalj jvairiuose
tBLM sudaro lipidai, o kokia — inkarinio junginio ir skiediklio molekulés. Bei
taip nustatyti tikslia tBLM sudétj, taikant tik vieng metoda — pavirsiaus plazmony
rezonansa.

tBLM panaudojimas poras formuojanciy toksiny tyrimuose daznai kelia
klausima: kokia prie pavirSiaus adsorbavusi toksino kiekio dalis sudaro poras
membranoje? Ir Siame darbe kaip tik pirma karta buvo pademonstruota, kaip,
taikant du metodus — SPR (registruoja adsorbavusios medziagos kiekj) ir EIS
(registruoja susidariusiy pory kiekj), keiciasi fiksuojamy defekty skaiCius ir
baltymo kiekis nuo tBLM sudéties, baltymo koncentracijos ir kokios yra

detekcijos ribos, taikant tiek SPR, tiek EIS.
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[ SKYRIUS

TYRIMO METODAI IR MEDZIAGOS

1. PAVIRSIAUS PLAZMONU REZONANSAS

_—
SN 8

Auksas «—

—» Stiklo plokstelé

AB

Sviesos
Saltinis

1 pav. Pavirsiaus plazmony veikimo principas.

PavirSiaus plazmony rezonanso spektroskopija (SPR) — tyrimo metodas,
leidziantis realiu laiku stebéti saveika (adsorbcija/desorbacija) tarp jvairiy
medziagy ir jutiklio (stiklo plokstelés, padengtos metalu) pavirsiaus . Metodo
veikimo principas paremtas optiniu — elektriniu reiskiniu, kai salyCio riboje tarp
dviejy medziagy (metalas — skystis arba metalas — oras) metalo elektronams yra
perduodamas tam tikras Sviesos energijos kiekis, taip priverciant elektronus

osciliuoti (pavirsiaus plazmony rezonansas). Bet Sis reiskinys galimas tik tada, kai
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ploksciai poliarizuota Sviesa yra tam tikro bangos ilgio ir j metalo pavirsiy
nukreipta tam tikru kampu — ag.., (rezonansinis kampas). Kadangi nejmanoma is
anksto zinoti, kokiu kampu turi buti skleidziama Sviesa matavimo metu, tai j
pavirsiy nukreipiamas $viesos srautas, apimantis tam tikra kampo diapazona (1
pav. AB). Srautas, pasiekes metala ir atsispindéjes tokiu paciu kampu, yra
registruojamas detektoriumi, rodanciu atéjusios Sviesos intensyvuma. Sviesos,
kuri buvo sugerta, intensyvumas ties ag,. bus maziausias (1 pav. a4 ir a;), o likusi
nesugerta $viesa tuo paciu kampu atsispindés atgal ir jos intensyvumas (I), kuo

toliau nuo ag,., tuo bus didesnis.

900
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200
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0 L | L | L | s 1 )
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2 pav. SPR spektras (vidinis paveikslas) ir sensograma (iSorinis paveikslas).

Taip gali biti iSbrézta visa kreivé, rodanti priklausomybe tarp Sviesos
kampo (@) ir jos intensyvumo (I) (2 pav. vidinis paveikslas). Matuojant realiu
laiku nepraktiska kas karta brézti visa spektra ir ieSkoti ag.. ties maziausiu
intensyvumu, be to susidaryty milziniskas kiekis duomeny. Todél daugelis
prietaisy automatiskai patys apdoroja kreive ir j ekrana iSveda tik pacios kreiveés

minimumo taska. Tyrimuose daznu atveju ties rezonansiniu kampu Sviesos
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intensyvumas nesikeicia, kinta tik jo padétis kampo atzvilgiu, tai dazniausiai
bréziamos sensogramos, rodancios ag,. kitima laike (2 pav. iSorinis paveikslas).

Kiekviena medziaga galima apibtudinti tam tikrais parametrais, kaip tankis,
moliné masé, lydymosi temperatiira etc. SPR metodas remiasi lazio rodiklio (n)
parametru, kuris visoms medziagoms ar jy grupéms yra skirtingas, t. y. g
tiesiogiai priklauso nuo metalo pavirSiuje esancios terpés luzio rodiklio *.
[liustruojant paprastu pavyzdziu, tarkim, kad aukso pavirSius yra uzpildytas
etanoliu, kurio ngop=1,36, tai ag.. = as (1 pav.). Kad pasikeisty sis kampas, tai
lazio rodiklis jutiklio pavirSiuje turi buti didesnis arba mazesnis uz 1,36. Tegul |
§j skysti jleidziamas daug karty mazesnis uz tirpalo tarj tam tikras tiolio
(nuous=1,5) kiekis, kuris turi savybe adsorbuotis prie aukso pavirsiaus. Kuo
daugiau tiolio molekuliy kabinsis prie aukso, tuo labiau keisis bendras luzio
rodiklis aukso pavirsiuje (ngwon —> Muoiis), 0 kartu ir rezonansinis kampas. Taigi, po
tioliy adsorbcijos, kai uzpildomas visas aukso pavirsius, tai ag.. = ap(1 pav.). Tai
rezultate gaunama, kad aukso pavirsiaus padengimas tioliais isSauké rezonansinio
kampo pokytj ag — aa = Aa (2 pav.), kuris dazniausiai iSreiSkiamas mililaipsniais
(m°). Zinant Aa pokytj ir rezonansinio kampo jautruma konkredioms
medziagoms (jautrumo nustatymas bus aprasytas eksperimentinéje dalyije),
galima jvertinti medziagos kiekj aukso pavirsiuje. Kadangi, SPR — realaus laiko
matavimo metodas ir yra zinoma, kad Aa tiesiogiai proporcingas medziagos
kiekiui, tai i§ sensogramy, nezinant tikslios medziagy jtakos rezonansiniam
kampui, taip pat galima nustatyti ir jvairius kinetinius sistemos parametrus
(greicio, disociacijos, asociacijos konstantas ir t.t.).

Sis tyrimo metodas gana pladiai naudojamas pasaulyje, bet vienas
pagrindiniy jo trukumy - to paties eksperimento rezultatai, gauti vienoj
laboratorijoj, gali skirtis nuo kitoje laboratorijoje gauty rezultaty. To priezastis —
daugelyje laboratorijy esantys SPR prietaisai naudoja skirtingas prizmes ir bangy
ilgius. Pavyzdziui, prietaisas turi prizme i§ BK7 (npx; = 1,515) >¢ stiklo ir yra
naudojama 635 nm bangos ilgio Sviesa ir kai ant pavirSiaus bus suformuotas 3

nm storio baltymo sluoksnis, tai Adpuymes = 750 m®. VisiSkai kitas rezultatas bus
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gautas, jei Sioje visoje sistemoje vietoj BK7 bus naudojama SF10 prizmé (nsgp =
1,723), ir tada Adpasymes = 350 m°. Tas pats galioja ir bangos ilgiui, kuriam
didéjant mazéja prietaiso jautrumas medziagoms. Taigi, prieS atliekant SPR
duomeny analize labai svarbu yra iSsiaiskinti prietaiso jautruma tiriamai

medziagai.

2. ELEKTROCHEMINIO IMPEDANSO SPEKTROSKOPIJA

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) — metodas, skirtas tirti
medziagy elektrines savybes (dielektriné konstanta, laidumas, elektriné talpa,
etc.) 7. EIS nustato sistemos impedansg, kuris yra lygus sistemai uzduodamos

kintamos jtampos ir matuojamos sroveés santykiui:

Z=-, (1)

U
I

kur U ir I — atitinkamai jtampa ir srovés stipris, Z — impedansas arba
kompleksiné varza ( arba Q-cm?). Tiriamos sistemos, atliekant EIS matavimus,

suzadinamas vykdomas sinusoidiskai kintama srove (jtampa) (3 pav).

|

U; 1

e-r"

3 pav. Sinusoidinés kintamos srovés grandinés atsakas.

Taigi, kai suzadinanti jtampa yra :

U(t) = U, coswt, (2)
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tai srové atsilieka nuo suzadinancio signalo tam tikru fazés kampu (¢):
I(t) = I, cos(wt — @) , (3)

kur I(t) yra momentiné srové , Iy — amplitudés signalas, w — daznis (rad/s) t.y.
w = 2nf (4)

kur f — daznis (Hz), t — laikas (s), ¢ — fazés poslinkio kampas (rad). Harmoninés
funkcijos yra aprasomos dviem dydziais — amplitude ir faze. Kompleksinis
skaicius taip pat aprasomas dviem dydziais ir gali buti atvaizduotas vektoriumi.
Taigi, grafinius veiksmus su harmoniniais virpesiais galime pakeisti analiziniais,
ju vektorius uzrase kompleksiniais skaiCiais. Impedansas, kuris yra apibréziamas
lygtimi, bendru atveju yra kompleksinis dydis, charakterizuojamas amplitudziy

santykiu (U,/I,) ir faziniu postumiu ( ¢):

_U@) _ Ugcos(wt)
o I(t) - Iy cos(wt—@)

= |Z|(cos @ + i sin @), (5)

kur impedansa galima isskirti j realig (Zg) ir menama (Zy) dalis:

Zp = |Z|cosg (6)

Zy = |Z|sing (7)
5 lygties iSraiska yra adekvati kompleksinio skaiCiaus algebrinei formai: a + ib
(Siuo atveju Zg +iZy), kur i =+/—1, a — realioji dalis, b — menamoji, o

va? + b? — kompleksinio skai¢iaus modulis. Tai i§ to seka, kad absoliuti

impedanso verté ir fazés kampas apskaic¢iuojami:

1Z| = /7% + Z2, (8)

@ = arctan™! z—M (9)
R
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Iprastai EIS duomenys gali buti pateikiami keliais budais, bet dazniausiai
naudojama Bode diagrama (4 pav. kairysis paveikslas), pateikiant impedanso
modulio ir jo fazés kitimus nuo daznio. Bet yra naudojamos ir kitos diagramos
(Nyquist, Cole — Cole), kur xy koordinaciy asyse atidedamos impedanso,
admitanso ar kito dydzio realios ir menamos dalys, kurios leidzia detaliau

aprasyti tiriamas sistemas %1011,

10°t -10
" 10'f e,
g T, -8t
S 10
N
102 > | | o..." ‘ ‘ .I NE -6+
10" w10 10 1wt 10 E;’
8ot =40 . e,
‘. % . .
-60+ ‘. (@) ° °
Ost 401 2 k._- ....
=204 % ®
: .‘o. .-'. 0 r 1 R | L L p N )
0 10° 10" 10 10 1'04 10° 0 2 4 6 2 8 10
f,Hz C,. uF/ cm

4 pav. EIS duomeny atvaizdavimas Bode (kairéj) ir Cole — Cole (desinéj) diagramomis.

Vienas i$ neretai taikomy EIS duomeny atvaizdavimy yra Cole — Cole
diagramos (4 pav. desinysis paveikslas), kur impedanso realios ir menamos dalys
yra perskai¢iuojamos atitinkamai j realias ir menamas elektrines talpas (Cg, Cu)

pagal lygtis:

Cr = (10)

CM == a)lle (11)
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Cole — Cole diagrama yra daznai taikoma ant elektrodo pavirSiaus
suformuoty homogenisky ir elektrai nelaidziy sluoksniy tyrimuose. Ir vienas is
pavyzdziy — tai savitvarkiai monosluoksniai ar fosfolipidiniai dvisluoksniai 2, kur
Sie sluoksniai atlicka kondensatoriaus vaidmenj (5 pav.). Sis elektrinis elementas
charakterizuojamas per elektring talpa (C). Idealiu atveju, Cole — Cole
diagramose galima nubrézti tobula pusapskritimj, kurio minimumas (kai Cy —
0) rodo pilnai jkrauto kondensatoriaus talpa (5 pav.). Tai gali bati tik tada, kai ¢
~ -90°. Tokiu atveju, pagal 5 lygti, Z = iZy, o Zg = 0, nes sin (-90°) = 1 ir cos
(-90°) = 0. Tai i$ 10 lygties seka, kad pilnai jkrauto kondensatoriaus/dielektrinio

sluoksnio talpa:

1

C =
Reali wZ

: (12)

Elektrinés talpos dydis gali priklausyti nuo dielektrinio sluoksnio storio, jo

dielektriniy savybiy ir elektrody matmeny:

_ coeA

kur ¢y — vakuumo dielektriné konstanta ir yra lygi 8,85 - 10* F/cm, ¢ — elektrai
nelaidaus sluoksnio santykiné dielektriné skvarba, A — sluoksnio pavirsiaus plotas
(cm?), d — sluoksnio storis (cm). Ir kuo ant aukso pavirSiaus yra storesnis
sluoksnis, tuo C bus mazesné. Taip pat talpa priklauso ir nuo sluoksniy skaiciaus,
kuo daugiau sluoksniy bus suformuota, tuo mazesné talpa bus gauta:

1 1
oot ()

Taigi, EIS duomeny pateikimas Cole — Cole diagramose labai tinkamas stebéti

atskiry sluoksniy susidaryma, kur su vis kiekvienu nauju sluoksniu mazéja talpa

(5 pav.).
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5 pav. Elektrinés talpos priklausomybé nuo sluoksniy skaiciaus.

Bet realiose sistemose daznu atveju kondensatoriaus talpa néra ideali. Vietoje to,

ji elgiasi kaip pastovios fazés elementas (CPE), kurio impedansas apibréziamas
lygtimi:

1

- CPE(iw)®’ (15)

kur a — pastovios fazés elemento laipsnio rodiklis — skaicius, kurio kitimo sritis
gali buti nuo 0 iki 1. Idealaus kondensatoriaus atveju a = 1 ir CPE tampa
paprasta elektrine talpa. Tokiomis elektrinémis savybémis pasizymi idealts
homogeniski pavirsiai. Taciau realiy pavirsiy, kurie yra tiek geometriskai, tiek
energetiskai heterogeniski @ < 1. Kuo labiau a nutolsta nuo vieneto, tuo

heterogeniskesné, netvarkingesné yra pavirsiné struktara.

3. EKSPERIMENTINE JRANGA

Visi tyrimai buvo atliekami lygiagreCiai naudojant pavirsiaus plazmony
rezonanso (Autolab Twingle) ir elektrocheminio impedanso spektroskopijos
(Autolab PGSTAT302N) kompiuterizuotas darbos stotis i§ firmos Metrohm
(Olandija).
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EIS matavimai buvo atliekami naudojant NOVA 1.8 (Metrohm,
Olandija) programing jranga. EIS spektry daznio diapazonas nuo 0,5 Hz iki 100
kHz, naudojant trijy elektrody elektrocheminio matavimo schema: palyginamasis
elektrodas — Ag/AgCl/NaCl sotusis elektrodas (Microelectrodes Inc, JAV);
pagalbinis elektrodas — spirale, aplink palyginamojo elektrodo stiklinj vamzdelj,
susukta 0,25 mm diametro platinos viela (Sigma Aldrich, Vokietija); darbinis
elektrodas - BK7 stiklo 25 mm diametro diskas, padengtas auksu. EIS duomenys
apdoroti ZView (Scribner Associates, JAV) programine jranga.

SPR matavimai buvo atliekami SPR Acquisition (Metrohm, Olandija)
programine jranga. Eksperimentuose buvo naudojama plokséiai poliarizuota 670
nm bangos ilgio Sviesa, kurios atsispindéjusio srauto intensyvumas registruotas 4
laipsniy diapazono detektoriaus kamera su galimybe rankiniu budu persukti j
reikalingg sritj (nuo 62° iki 78°). SPR duomenys apdoroti su Kinetic Evaluation

programa. SPR spektry simuliacijai naudota Winspall 3.02 programiné jranga su

1 lenteléje nurodytais parametrais: n — ladzio rodiklis, k — ekstincijos
koeficientas, d — sluoksnio storis.
1 lentelé.
Sluoksnis Medziaga n k d, A

1 Prizme 1,518% 0 -

2 Titanas 2,78448 | 3,8693B ~10

3 Auksas 0,188¢ 3,77¢ 500

4 Tlrlamas.ls " 0 d

sluoksnis
5 Tirpalas My 0 -

A — nurodyta Autolab gamintojo;
B — refractiveindex.info;
C — atlikta simuliacija su Winspall 3.02

Matavimo celé. Visiems tyrimams buvo naudota Metrohm firmos
sukonstruota ir i$ perfluoroalkoksi alkano (PFA) pagaminta celé (6 pav.). Ja
sudaro 2 kanalai, kuriuose lygiagreciai galima atlikti du skirtingus matavimus.
Vieno kanalo taris — 150 pl. Aktyvus jutiklio plotas — 7,8 mm? Temperatiira
(~21 °C) palaikoma Model F34 termostatu (Julabo, Vokietija). Skystis j cele


http://refractiveindex.info/?shelf=main&book=Ti&page=Johnson
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jleidziamas Svirsktinés pompos sistema iS virSaus (6 pav. “Ileidimas”), o
iStraukiamas peristaltinés pompos sistemos pagalba (6 pav. “ISleidimas”).
Elektrodas j cele jleidziamas per virsy.

Palyginamasis + pagalbinis
elektrodas

[leidimas

I15leidimas

Matavimo
celé
Auksas «— —» stiklo ploktele
Prizmé
Sviesos tektorius
Saltinis

6 pav. SPR ir EIS matavimo celé.
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4. MEDZIAGOS

Dejonizuotas vanduo — dist. H,O (Milli-Q plius, JAV)
natrio chloridas — NaCl (FLUKA, Sveicarija);

natrio dihidrofosfatas — NaH,PO,2H,0 (FLUKA, gveicarija)
etanolis — EtOH (AB ,,Vilniaus degtiné®, Lietuva)
B — merkaptoetanolis — BME (Sigma—Aldrich, Vokietija);

di B — merkaptoetanolis — dBME (FMTC, Lietuva);
chloroformas — CHCIl; (Sigma—Aldrich, Vokietija);
metil — B — ciklodekstrinas — MBCD (Sigma-Aldrich, JAV);
sieros rugstis — H,SO, (Reachem, Slovakija);
amonio persulfatas — (NH4),S,05 (Reachem, Slovakija);
natrio hidroksidas — NaOH (Sigma—Aldrich, Vokietija)

Inkariniai junginiai:
20—tetradeksiloksio—3,6,9,12,15,18,22—heptaoksaheksatrikontano—1—tiolis —
WC14;
20—(Z—-oktadeko—9—eniloksio)-3,6,9,12,15,18,22—heptaoksatetrakonto—31—
konteno—1-tiolis — dHC18;

Inkariniai junginiai susintetinti dr. D. J.Vanderah grupéje (NIST, Marylandas,
JAV).

Lipidai:
1,2—dioleoil sn—glicerolio—3—fosfocholinas - DOPC;
Cholesterolis — Chol;

Visi lipidai pirkti i§ Avanti Polar Lipids (JAV);

Poras formuojantys toksinai:

Pneumolizinas - PLY

Vaginolizinas - VLY

Toksinai gauti i§ dr. Aurelijos Zvirblienés, Vilniaus Universiteto
Biotechnologijos Instituto.
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5. PAVYZDZIU RUOSIMO PROTOKOLAI

Pavyzdziy ruoSimas. SPR matavimams 25 mm skersmens ir 1 mm
storio BK7 stiklo diskas inkubuojamas 20 min sieros ruigsties ir amonio
persulfato (10 g/l) miSinyje. Po to nuplaunamas dejonizuotu vandeniu ir
nudziovinamas azoto dujy srove. Naudojant magnetroninio garinimo sistema
PVD 75 (Kurt J. Lesker Company, JAV) BK7 pavyzdys padengiamas ~1 nm
storio titano (galia — 100 W, argono slégis — 4,5 mTorr) arba chromo (galia —
200 W, argono slégis — 4 mTorr) pasluoksniu ir ~50 nm storio aukso sluoksniu
(galia — 200 W, argono slégis — 3 mTorr).

Daugiasluoksniu liposomy paruosimas. DOPC milteliai iStirpinami
chloroforme iki 10 mM koncentracijos ir gautas tirpalas laikomas —20 °C
temperatiiroje. IS anks¢iau paruosto tirpalo paimamas j atskira stiklinj inda —
buteliuka toks kiekis, kuris jau reikalingas pagaminti norimos koncentracijos ir
tario MLV kiekj. Chloroformas iSgarinamas azoto dujy srove (apie 30 minuciy),
kad ant indo sieneliy susidaryty lipidinés plévelés. Lipidinés plévelés uzpilamos
fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS: 0,1 mM NaCl, 0,01 mM NaH,PO,- 2H,0, pH
— 4,4) iki norimos koncentracijos. | tirpala jleidziamas dozatorius ir jsiurbimo —
iSsiurbimo (ciklas) veiksmu létai pasalinami lipidai nuo indo sieneliy, kol tirpalas
tampa homogeniskas, pieno spalvos. Tai uztrunka ~50 cikly. Liposomy tirpalas
laikomas +4 °C temperaturoje ir gali buti naudojamas 2 savaites.

Metil - B - ciklodekstrino ir cholesterolio komplekso ruosimas.
MBCD milteliai iStirpinami fosfatiniame buferiniame tirpale (pH=7,1), kad
koncentracija buty 20 mM. Gautas tirpalas maiSomas ir Sildomas iki 55 °C
temperatiiros, tuomet j ji pipete suleidziamas chloroformo ir metanolio (2:1)
miSinyje istirpintas cholesterolis. Suleidziamo cholesterolio turis apskaic¢iuotas
taip, kad MBCD tirpale prasiskiesty iki 1 mM. Tirpalo temperatura pakeliama iki
80 °C ir kaitinama maiSant dar 60 minuciy, kol pilnai iStirpsta cholesterolis ir

visiskai iSgaruoja organiniai tirpikliai. Tirpalas i ruoSimo taros iStraukiamas
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vienkartiniu SvirkStu ir j nauja buteliuka perleidziamas per 0,22 pm filtra.

Paruostas kompleksas stabilus keleta ménesiy ir laikomas +4 °C temperatiiroje.
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[T SKYRIUS

LIPIDINIU MEMBRANU MODELIU
CHARAKTERIZAVIMAS

1. LITERATURINE DALIS

1.1  Biologinés membranos

Lastelés membrana — skeletas (karkasas), be kurio negaléty egzistuoti
gyvybé, gaubia lastelés vidy su visu jos turiniu ir sukuria barjera, atskiriantj
lastelés vidy nuo iSorés ir atliekantj apsaugine funkcija. Kartu $i apsauga geba
vykdyti ir tam tikra atranka, leidziancia j lastelés vidy patekti reikalingoms
medziagoms, be kuriy buty nejmanomas gyvybiniy funkcijy palaikymas.
Kadangi lastelés membrana yra iS visy pusiy apsupta vandeniu, tai per ja lengvai
gali judéti tik vandenyje tirpios ir mazos molekulinés masés medziagos. Kitos
reikalingos medziagos, kaip baltymai ar angliavandeniai, transportuojamos

nesikliy ir kanaly pagalba.
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7 pav. Lipido ir membranos struktiira.
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Pagrindinis lastelés membranos struktiiros elementas — lipidas, sudarantis
membranos karkasa ', ir pasizymintis amfifilinémis savybémis — viena dalis
molekulés yra hidrofobiné, kita — hidrofiliné (7 pav.). Si savybeé salygota lipido
cheminés sudéties ir strukttiros, kur Sia molekule galima isskirti j dvi dalis:
uodega (hidrofobiné) ir galvg (hidrofiling). Toks isskirtinumas leidzia
vandeninéje terpéje sukurti tam tikras apibréztas struktiiras, kuriy viena —
dvisluoksné lipidiné membrana (7 pav.), susidaranti i$ dviem eilém iSsidésciusiy
lipidy, kur hidrofobinés uodegos nukreiptos i vidy, o hidrofilinés galvos — |
iSore. Uodega sudaro viena arba dvi riebiosios rugstys — linijinés
angliavandeniliy grandinés, kuriy ilgis gali buti nuo 12 iki 18 anglies atomy ir
uzsibaigiantios karboksilo grupe. Sios grandinés gali turéti kelias dvigubas
jungtis, nuo kuriy kaip ir anglies atomy skaiciaus priklauso membranos takumas,
klampumas, fazinio virsmo temperatura (T,) . Pastarosios angliavandeniliy
grandinés yra prijungtos prie glicerolio per viena ar dvi esterines jungtis. O likusi
tre¢ia jungtis sudaro rysj su lipido galva, susidedanti iS fosfato ir tam tikry

funkciniy grupiy, kurios jvairiose organizmo dalyse gali buti skirtingos.

Virsutinis membranos sluoksnis
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Lipidy kiekis membranoje, %

Apatinis membranos sluoksnis

8 pav. Membranos asimetrisSkumas ir lipidy pasiskirstymas.

Pagal funkcines grupes fosfolipidai iSskiriami j kelias pagrindines dalis:
fosfotidilcholinas (PC), fosfotidiletanolaminas (PE), fosfotidilserinas (PS) ir
fosfotidilinozitolis (PI). Tokia lipidy jvairové leidzia sudaryti skirtingos sudéties

lipidines membranas, reikalingas vienai ar kitai lasteliy grupei. Be to,
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membranoms budingas asimetriSkumas (8 pav.), kai kiekviename sluoksnyje
dominuoja skirtingas kiekis ir lipidy tipas . Toks pasiskirstymas reikalingas
atlikti tam tikras funkcijas. Tarkim, kad ir neigiamai jkrautas fosfotidilserinas,

kuris dalyvauja kaip kofaktorius daugeliui membranoje esanciy fermenty

baltymuy kinazé C ir Na*/K+-ATPaze) 1617,
ymuy

1.2 Membrany modeliai

Membrany modeliai — tai bet kokie dvisluoksniai dariniai (skystyje ar ant
pavir$iaus), imituojantys paios lastelés ar jos organéliy membranas 8. Siy
modeliniy sistemy vienas pagrindiniy privalumuy yra tas, kad jy sudétis gali biti

kontroliuojama (paruosti iS vienos ar keliy rasiy lipidy).
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9 pav.: Lipidiné dvisluoksné liposoma

Viena i§ dazniausiai naudojamy tokiy sistemy — dvisluoksnés lipidinés
liposomos (SUV) (9 pav.), kurios yra panasios j lastele, bet vidus uzpildytas ne
jvairiomis organélémis, o tik skys¢iu ¥, Sias struktiiras galima tirti jvairia tyrimo
technika, kuriy viena plaCiai naudojamy — fluorescencijos metodai, leidziantys

stebéti modelinés membranos pazaida, kuriai atsiradus viduje esantis dazas
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pradeda difunduoti i iSore, kaip pradurtas oro balionélis %. Tokiu budu galima
realiu laiku stebéti membranos ir jas pazeidzianciy baltymy (medziagy) saveikas.
Taip pat yra taikoma ir skenuojanti elektronine mikroskopija, skirta tirti jvairias

struktairas liposomos viduje 2!

ar dvigubos poliarizacijos interferometras,
nustatantis liposomos struktiirg .

Bet SUV tinkamos tik siauram tyrimo metody ratui (dinaminé Sviesos
sklaida #, konfokaliné mikroskopija 2%, fluorescentiné koreliaciné mikroskopija 2
ir t.t.). Visy pirma, Sie metodai nesuteikia informacijos apie pacia membranos
sudétji (kokia membranos dalj sudaro vienas ar kitas lipidas). Antra,
dvisluoksnése lipidinése membranose jmanoma uzfiksuoti patj pazaidos
susidarymo fakta, bet néra galimybiy iSsiaiskinti jos prigimties ir dydzio, nes
membranos pazaidos susiformavimas dazniausiai siejamas su tam tikry molekuliy
(toksiny) adsorbcija ir struktary susidarymu ant lipidinio pavirsiaus. Tokiems
procesams ir paciy membrany sudéciai tirti tinkamiausia naudoti technika, kuriai
reikalingas ploksCias kietas pagrindas (kvarcinés mikrosvartyklés (QCM) 26,
pavirSiaus plazmony rezonansas (SPR) %7, atominés jégos mikroskopija (AFM) 28,
neutrony reflektometrija (NR) %, elektrocheminio impedanso spektroskopija
(EIS) 3°). Taigi, norint taikyti prie$ tai minétus metodus yra naudojamas kitas
membrany modelis — plokscCiosios lipidinés dvisluoksnés sistemos, kitaip dar
vadinamos suspenduotos lipidinés membranomis (sBLM) (10 pav.) 323 kurios
savo struktiira ir sudétimi yra tapacios liposomoms, tik islietos ant plokscio
hidrofilinio pagrindo (silicio oksido ar SAM padengto aukso). sBLM modelio
panaudojimas turi kelis privalumus: pirma — membranos stabilumas, kuris
reikalingas atliekant daug laiko reikalaujanc¢ius matavimus (nuo vienos iki
keliolikos valandy). Antra — membranose pazaidos formuojasi lokaliai. Tai
suteikia galimybe islaikyti tam tikras struktiiras pavirsiuje, kurias jau galima tirti,
kad ir su atominiu jégos mikroskopu.

Pasakymas ,Lipidiné membrana, gaubianti lastele, sudaro barjera®
savaime rodo, kad pati membrana turi buti nelaidi, kad atlikty viena i

pagrindiniy savo funkcijy — apsaugoti lastelés turinj nuo iSorés poveikio. Ir
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geriausiai membranos laidj galima jvertinti taikant elektrocheminio impedanso
spektroskopija (EIS). Pastarasis metodas ypa¢ naudingas jvertinti membranos
pazaidos masta: kuo daugiau susidaro pory membranoje, tuo labiau didéja ir
pacios membranos laidumas. Be to, EIS §iuo metu yra jautriausias metodas, kuris
leidzia detektuoti 1 susidariusia pora 1 um? plote (SPR ir QCM metodu,
priklausomai nuo poros prigimties, galima detektuoti >100 pory/pm?). Bet EIS
metodas néra taikomas sBLM tyrimuose, nes $is membrany modelis netenkina
vienos EIS metodui reikalingos salygos: per maza pomembraninio sluoksnio
varza 3%, Kad tai iSspresti, naudojamos hibridinés membranos (hBLM) (10 pav.)
3336 kuriose apatinis lipidy sluoksnis yra pakeiciamas alkantioliais ar tiolipidais.
Sie junginiai per tioline grupe fiksuojami prie pavirsiaus, kurie sukuria
hidrofobinj pavirsiy ir taip leidzia suformuoti stabily lipidinj monosluoksnj,
tvirtai prikabintg prie pavirsiaus. Kadangi tokioje sistemoje pomembraninio
sluoksnio néra, tai gaunamos elektrai nelaidzios sistemos, kas turéty leisti hBLM
taikyti jvairiy toksiny tyrimuose. Bet Siuo atveju nukencia EIS metodo jautrumas
— membranoje reikia sukurti daugiau pazaidy, kad EIS detektuoty laidzio

34a

pokycius Bet nepaisant siy truikumy, hBLM sistema, dél savo paprasto
paruosimo, labai patogi jvairiems lipidinio monosluoksnio jver¢iams atlikti
(lipidy kiekis monosluoksnyje; monosluoksnio storis; prietaisy jautrumo

nustatymas ir t.t.), kuriuos véliau galima pritaikyti sudétingesnése sistemose 2.

RRRARARRNY

Lipidinis 2200000000 ]
dvisluosknis ] A gt Nt ipidinis
¢ { { 3 monosluosknis
. - - ¢¢¢®@GQQOQ Hidrofobinis
Hidrofilinis = B SRS monosluosknis

monosluosknis

N 7
Aukso pagrindas

10 pav. Lipidinés membranos: suspenduota (kairé) ir hibridiné (desiné)
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Siuo metu yra vystomas tredias membranos modelis — prikabintos
lipidinés membranos (tBLM) 37* (11 pav.), kurios pagal savo struktiira yra
tarpinis variantas tarp sBLM ir hBLM. tBLM sistema labiausiai orientuota j EIS
tyrimo metodo taikyma, nes leidzia kontroliuoti pomembraninio sluoksnio laidj.
Siame modelyje membrana per specialius junginius — inkarus pritvirtinama prie
pavirSiaus. Pastarieji junginiai strukttriskai yra panasus j lipidus: turi hidrofobine
dalj, kuria sudaro sociosios arba nesociosios anglies grandinés, o hidrofilinéje
dalyje esancios fosfato ir funkcinés grupés yra pakeiciamos etilenoksidine (EO)
grandine, prie kurio galo prijungta siera arba siera turinti grupé, gebanti
saveikauti su aukso pavir§iumi. Sio junginio anglies grandinés sudaro apatinj
membranos sluoksnj, taip suteikiant sistemai stabilumo. O pomembraniniam
sluoksnyje esantys EO fragmentai iSkart atlieka du vaidmenis: pirma — sumazina
pomembraninio rezervuaro laidj, o antra — kontroliuoja membranos aukstj nuo
jutiklio pavirsiaus. Bet jutiklio pavirSiaus uzpildymas vien Siais inkariniais
junginiais visa lipidine sistema daro panasiag j hBLM, kas sumazina membranos
pazaidos detektavimo galimybes #°. Kad to buty iSvengta, inkarinis junginys yra
maiSomas su skiedikliu. Pastaroji molekulé dazniausiai esti jvairaus ilgio grandiné
sudaryta i§ EO fragmenty, bet be hidrofobinés dalies, kuri uzpildo tarpus
pomembraniniame sluoksnyje. Taigi, skiediklis leidzia kontroliuoti inkariniy

junginiy kiekj pavirsiuje.
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11 pav. Prikabinta lipidiné membrana.
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1.3  Lipidiniy membrany modeliy paruosimas

Visy 8iy modeliy paruosimo protokolas Siuo metu yra identiskas ir
atliekamas per dvi stadijas: [ stadijoje iS spiritiniy tirpaly suformuojami
atitinkami savitvarkiai monosluoksniai (sBLM sistemoje lipidinis pavirsius
formuojamas ant hidrofilinio monosluoksnio, hBLM —  hidrofobinio
monosluoksnio, tBLM — miSraus monosluoksnio, sudaryti i$ inkarinio junginio ir
skiediklio), o II stadijoje jau vykdomas lipidiniy sluoksniy formavimas. I stadija,
iS esmés, nereikalauja ypatingy salygy, iSskyrus tai, kad visi tioliai turi buti tirpus
etanolyje. Auksu padengta plokstelé inkubuojama etanoliniame tioliy tirpale nuo
1 iki 12 valandy. II stadija yra atliekama, kaip vienas i§ paruosimo budy,
pasitelkiant dvisluoksnes lipidines liposomas (SUV) % t.y. ant suformuoto

savitvarkio monosluoksnio yra uzneSamas vandeninis dvisluoksniy liposomy

tirpalas.
/Ma1§y11ns
Garinimas Hidratavimas Maisymas ultragarsu Centrifigavimas
g —_ _—_ —_—
Lipidai org. Sausa lipidine Lipidine MLV -
tirpiklyje plévele plévelé tirpalas Fkgm,,,m Suv 7 Galutinis
buf. tirpale Llrpa]as SUV

tirpalas

12 pav. Dvisluoksniy liposomt; paruosimo schema.

SUV metodo trikumas — S$is formavimo metodas tinkamas paruosti tik
hBLM ir sBLM. O tBLM paruosimas i Siy liposomy jau tampa sunkesniu
uzdaviniu, nes: 1) létas formavimasis (2 — 24 valandos) % 2) negalima

formuoti ant rety inkary, ant kuriy geriausiai detektuoti membranos pazaidas
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EIS metodu 323354 3) didelis membrany defektiSkumas, t.y. membrany laidumas
— per aukstas, kad buty tinkamas naudoti kaip biojutiklius EIS tyrimuose; 4)
didele svarba turi ir liposomy dydis — modeliy paruosime gali biiti naudojamos

nedidesnés nei 50 nm skersmens liposomos *

. Paciy dvisluoksniy liposomy
paruosimo metodika taip pat reikalauja pakankamai daug laiko bei specifinés
jrangos (12 pav.) 6%,

Modeliy lipidiné dalis gali buti paruosiama ir tirpiklio pakeitimo metodu
(RSE) 37259.600.61 Taj irgi gana placiai naudojama ir viena papras¢iausiy lipidiniy
pavirsiy formavimo techniky, leidzianciy sukonstruoti izoliuojancias, stabilias ir
tvarias lipidines membranas imituojancias sistemas ***62, Metodikos esmé: lipidai
yra iStirpinami etanolyje, metanolyje ar kitame alkoholyje. Tirpalas
injektuojamas ant pavirsiaus ir po 5 minuciy atliekamas praplovimas su fosfatiniu
buferiu. Vienas pagrindiniy trikumy — nejmanomas realaus laiko formavimas.
Antras trukumas, kad nevisose sistemose $i metodika tinkama dél tyrimo
technikos ar pacios sistemos konstrukcijos, t. y. matavimai, pavyzdziui atliekami
su SPR ar QCM, turi buti vykdomi toje pacioje terpéje (dazniausiai
vandeniniame tirpale), o RSE metodas gali bati taikomas tik ant sauso pavirsiaus
arba pries tai uzpildzius sistema tuo paciu tirpikliu (organiniu). Ir galiausiai, ne
visy lipidy tirpumas alkoholyje yra pakankamas, ypac tai liec¢ia cholesterolj, kurio
tirpumas, iSskyrus propanolj, yra labai ribotas.

Taigi, apzvelgtos lipidiniy pavirsiy paruosimo metodikos turi vieny ar kity
trukumy. Taciau Siame darbe bus taikomas naujas membrany modeliy lipidinés
dalies paruosimo protokolas — daugiasluoksnés lipidinés liposomos (MLV) 63-65,
Sias liposomas sudaro ne du sluoksniai lipidy kaip SUV atveju, bet daug
sluoksniy, tarp kuriy kiekvieno yra tam tikras kiekis vandens (13 pav.) %. Jos yra
ruosiamos panasiai kaip dvisluoksnés liposomos, tik jau nebetaikomos paskutinés
stadijos (maiSymas ultragarsu ar ekstriizija), kai prasideda skaidymas i§ MLV j

SUV 67 (12 pav.).
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13 pav. Daugiasluoksné liposoma.
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2. DARBO REZULTATAI

Apzvalgoje aptartos prikabintos fosfolipidinés dvisluoksnés membranos
(tBLM) yra kuriamos kaip didelj potenciala turinCios modelinés sistemos,
gebancios atlikti biojutikliy vaidmenj jvairiy procesy tyrimuose. TacCiau mazai
informacijos surinkta apie Siy modeliy vidine struktiira: kaip inkariniai junginiai
pasiskirste pavirsiuje, kokia viso misraus savitvarkio monosluoksnio dalj
pavirsiuje sudaro skiediklis, ar inkariniai junginiai pagal savo uzimama plota yra
tapatus lipidams ir t.t. Atsakymus | Siuos ir kitus klausimus kaip tik buvo bandyta
atrasti Siame skyriuje, kartu iSsprendziant ir viena i$ pagrindiniy uzdaviniy —
greita ir efektyvy stabilios modelinés sistemos paruosima, pasitelkiant nauja
lipidiniy sluoksniy paruosimo metodika.

Siame darbe dauguma matavimy bus atliekami pavir§iaus plazmony
rezonansu, i$ kurio duomeny bus jvertinti adsorbuotos medziagos kiekiai jutiklio
pavirsiuje. IS pradziy bus atliekami sBLM ir hBLM sistemy tyrimai, kad nustatyti
SPR  prietaiso jautruma tioliams ir lipidams, nes iki Siol dauguma tyréju
lipidiniam sluoksniui jvertinti naudoja SPR jautruma, pritaikyta baltymams 63
. Toliau bus atlikta tBLM formavimo stebésena ir i§ SPR duomeny atlikta
tBLM sistemos analizé. Kaip papildoma tyrimo priemoné pasitelkiama ir
elektrocheminio impedanso spektroskopija, kurios pagalba bus galima jvertinti

tBLM sistemy elektrine talpg bei laidj.

2.1 hBLM ir sBLM sistemuy tiolinés dalies tyrimas

hBLM ir sBLM lipidiniai sluoksniai formuojami atitinkamai ant
hidrofobiniy ir hidrofiliniy savitvarkiy monosluoksniy. Pastarasis sluoksnis ant
aukso pavirSiaus paruosiamas i$ beta merkaptoetanolio (BME) etanolinio tirpalo,
cpme = 0,1 mM. Pradzioje matavimo SPR celé uzpildoma etanoliu (EtOH) ir
nusistovéjus bazinei linijai injektuojamas tioliy tirpalas. Praéjus 30 minuciy nuo

injektavimo ir Aa kitimo greiCiui esant mazesniam nei 0,1 m®/min atliekamas
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celés praplovimas su EtOH. Analogiska procediira atliekama ir su

oktadekantiolio (ODT) etanoliniu tirpalu, i§ kurio ruoSiamas hidrofobinis

pavirsius.
500 -
400 Aa,, =420 68m° (n = 10)
300 |
o]
=
3
3 20
Aoty o= 110+ 9,7m® (n = 8)
100 | K’/"’——lr
0 L | i | L | i |
0 500 1000 1500 2000

t,s

14 pav. SPR sensogramos. Savitvarkiy monosluoksniy i$ etanoliniy tirpaly formavimas.

Duomenys, pateikti 14 paveiksle, leidzia pastebéti, kad adsorbcijos greicio
atzvilgiu abiem atvejais tioliai prie aukso pavirsiaus adsorbuojasi keliy desimciy
sekundziy bégyje. Bet ju Aa ant aukso pavirSiaus skirtingi: Aagyr — 110 m®;
Aaopr — 420 m°, kas ir turéty buti nattralu, zinant, kad abiejy junginiy
grandinés ilgiai yra skirtingi (be gale esancios sieros ODT sudaro 18 anglies
atomy, BME — 2). Norint pagrjsti toki Aaopr kitima, galimas keliapakopis
jvertinimo kelias, kai medziagos kiekis ant jutiklio pavirSiaus apskaiciuojamas
trim etapais, pereinant nuo medziagos masés kiekio ant pavirsiaus iki jo lazio
rodiklio. Pirmame etape pakanka zinoti tik vienos molekulés uzimama plota.
Imant konkreciai ODT, yra zinoma, kad pastarojo junginio skerspjuvio plotas

(A) — 22,5 A2™ ir kai §ios molekulés pilnai uZpildo visa paviriiy, tai teori¥kai 1
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cm? plote turéty buti 4,44-10' molekuliy arba 211 ng/cm? medziagos. Antrame
etape, medziagos maseés kiekis (Am) jvertinamas pasitelkiant de Feijter lygtj, kuri

apraso medziagos kiekio priklausomybe nuo lazio rodiklio 7%

Am=d ;7:/200 : (16)

kurioje d — adsorbuotos medziagos storis, n, — tirpiklio lazio rodiklis, n —
adsorbuotos medziagos luzio rodiklis ir dn/dc — medziagos luzio rodiklio
priklausomybé nuo jo koncentracijos. ODT monosluoksniui taikant Siuos
dydzius: dopr — 24 A 7, ngrop — 1,36, nopr — 1,5 ™ ir dn/dc — 0,16 ml/g ™,
apskaiCiuojamas identiskas, kaip ir pirmame etape, ODT masés kiekis jutiklio

pavirsiuje — 211 ng/cm?

L 1 L 1 L 1 L 1 L |
72.5 73.0 73.5 74.0 74.5 75.0
(x‘&

15 pav. Sumodeliuotas SPR spektras: juoda kreivé — be ODT, raudona kreivé — su ODT.

Galutiniame etape, naudojant 16 lygties kintamuosius (d, n ir ny) bei 1

lentelés parametrus, atliekamas SPR kreivés modeliavimas. Pati SPR kreivé
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simuliacijos budu gali buti aprasoma Fresnelio lygtimi 7, kuri leidzia nuspéti
Sviesos atspindzio elgsena daugiasluoksnése sistemose. Taigi, atlikus
modeliavima, SPR kreivés minimumo taskas (15 pav.) po ODT sluoksnio
jterpimo j sistema pasislinko ~420 m®, kas tapatu eksperimentiniams duomenims
(14 pav. juoda kreivé). Tolimesniuose skaiCiavimuose tioliy jautrumas (S)
pavirSiaus plazmony rezonansui bus taikoma $i verté : Sioiw = Amopr/Adopr =
0,502 ng/(cm?m?®).

Pasitelkus anksciau nustatyta tioliy jautruma SPR kampui, apskaiCiuota,
kad BME atveju aukso paviriiuje esti 60 ng/cm? medZiagos, kas atitinka 21,5 A2

skerspjuvio plota vienai BPME molekulei.

2.2 hBLM ir sBLM sistemuy lipidinés dalies tyrimas

Pries atliekant tBLM formavimo eksperimentus buvo atliktas ir lipidiniy
membrany paruoSimas ant praeitame skyriuje aprasyty pavirsiy, kad bty
jvertinta, kiek turi pasikeisti Aa, kai ant pavirsiaus yra lipidinis monosluoksnis
sBLM sistemoje arba dvisluoksnis hBLM. Pats lipidiniy sluoksniy formavimas
buvo vykdomas is MLV liposomy, sudaryty is DOPC lipidy, kuriy bendra tirpale
koncentracija — 1 mM, pries tai cele uzpildzius buferiniu tirpalu.

Atlikti lipidiniy pavirsiy formavimo duomenys (16 pav.) rodo, kad
liposomy prisikabinimas prie pavirsiaus ir ploks¢iyjy membrany susidarymas
néra greitas procesas ir reikalauja laiko tam tikrai savitvarkai susidaryti, nei
formuojant sBLM is dvisluoksniy liposomy (lipidinio dvisluoksnio formavimas i$
SUV ant silicio pagrindo uztrunka ~5 minutes) 262 Bet po 20 minuciy, kai SPR
kampas beveik nebekinta (16 pav.), Aa vertés abiem atvejais zymiai skiriasi ir po
sistemos praplovimo (~1800 s) lipidy kiekis ant hidrofilinio pavirSiaus yra 2
kartus didesnis nei ant hidrofobinio: Adws) — 595 m®, AQumones) — 295 m® is
esmés jrodantis, kad, taikant MLV metoda, galima suformuoti pageidaujama

lipidineg sistema (dvisluoksnj ar monosluoksnj) pavirsiy.
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— 595+ 8m® (n=9)
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a =295+ 5m°(n = 15)
monosluoksnis

200

100
0 L l L 1 L I L 1
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t,s

16 pav. SPR sensogramos. Lipidinio monosluoksnio ir dvisluoksnio formavimas i§ DOPC

daugiasluoksniy liposomy.

Isitikinimui, kad hBLM sistemoje buvo suformuotas vien tik lipidinis
monosluoksnis, vél gi galima taikyti keliapakopj jvertinimo kelig, aprasyta pries
tai buvusiame skyriuje. I etapas: kai Apopc —72,5 A2 77 tai Ampopc — 181 ng/cm?.
II etapas: kai de Feijterio lygties kintamieji: npopc — 1,478 ™8; npps — 1,335;
dn/dcpopc — 0,138 ml/g ™ ir dpopc — 18,5 A 7 tai Ampope — 181 ng/cm? 1III
etapas: kai SPR kreivés modeliui taikomas ODT monosluoksnis (14 pav.) +
lipidinis monosluoksnis (nporc, ness, dporc), tai AQumonosty — 295 m°. Taigi,
paskutinis rezultatas patvirtina anksciau issakyta teiginj, kad i§ MLV liposomy
gaunamas, priklausomai nuo pavirSiaus, tik monosluoksnis ar dvisluoksnis.
Tolimesniuose skai¢iavimuose, kurie susije su lipidais (DOPC), bus taikomas $is

SPR jautrumas lipidams: Spopc — 0,62 ng/(cm?m?®).

Liposomuy liejimosi mechanizmas. Kadangi Siame darbe néra taikoma
tyrimo metody, kurie nusakyty patj membranos formavimosi mechanizma, tai

galima daryti tik tam tikras prielaidas. Liejant membranas i§ SUV yra laikomasi
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nuostatos, kad visas membranos liejimosi mechanizmas vyksta per tris stadijas
(17 pav.): 1) liposomos prisikabinimas prie pavirsiaus; 2) liposomos deformacija;

3) liposomos plysimas 7

. Liposoma tirpale yra rutulio formos (17 pav. 1).
Priartéjus prie pagrindo ji pradeda saveikauti su pavirSiumi ir plokstéti,
stengdamasi uzimti kuo didesnj pavirsiaus plota (17 pav. 2). Ir kuo stipresné yra
§i saveika, tuo liposoma labiau plokstéja. Bet Sis procesas vyksta tik iki tol, kol vis

dar yra jmanomas plokstéjimas (17 pav. 3). Toliau liposoma gali tik plysti (17

pav. 4) ir taip galutinai uzpildyti pavirsiy lipidais (17 pav. 5).

Suv

O - N —eo—-=5—-

1 2 3 4 5
7
@MLV ‘ @)_b

17 pav. Membrany liejimosi mechanizmas.

Taigi, galima pastebéti, kad visam Siam procesui jtakos turi keli faktoriai.
Pirma, turi buti pakankamai stipri saveika tarp pavirSiaus ir lipido, kuri ne tik
leisty maksimaliai deformuoti liposoma, bet ir nutraukty kurioj nors liposomos
vietoj tarplipidinj ry$j, taip suardant pacig liposoma. Tai puikiai iliustruoja
darbas, kur lipidinis dvisluoksnis i§ SUV (DOPC) buvo liejamas ant silicio

oksido ir aukso 26b

Pirmu atveju vyksta pilnas issiliejimas, antru atveju
liposomos prisikabina, bet jos neplysta dél nepakankamos saveikos su pavirSiumi.
Antras svarbus faktorius — liposomos dydis. Vél gi buvo atliktas eksperimentas,
rodantis, kaip keiCiasi lipidinio dvisluoksnio formavimosi kinetika ant silicio
oksido nuo SUV dydzio. Ir buvo parodyta, kad kuo didesné liposoma, tuo léciau

80

vyksta liejimasis ®). Bet kai kuriais atvejais trukis liposomoje gali ir visai
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neatsirasti 3. Ir paskutinis svarbus faktorius, tai tarplipidiné saveika: kuo ji
stipresné, tuo sunkiau suplésyti pacia liposoma. Tai puikiai parodo aprasytas
eksperimentas, kur i§ SUV, kurias sudaré DOPC + Chol, buvo bandyta lieti

dvisluoksnius ant SiO, 32

Esant liposomoj iki 20% cholesterolio, pavyko
suformuoti membranas, bet jau virS 20% liposomos tik prisikabino prie
pavirsiaus. Tai susije su tuom, kad susidaro stipresnis rysys tarp DOPC — Chol
nei tarp DOPC — DOPC, kurio nebepajégiama nutraukti 3. MLV atveju, galima
jtarti, viskas vyksta paprasCiau. Imant ta pacia analogija kaip ir su SUV, tai po
prisikabinimo pacios liposomos deformacija (17 pav. 2 ir 3) Sioj sistemoj yra
nejmanoma, nes liposomos vidus uzpildytas kitais lipidiniais dvisluoksniais.
Tokiu atveju liposomai iSardyti pakanka tik nutraukti tarplipidinius rysius, po ko
seka jau paCios membranos formavimasis. Skirtuma tarp fomavimosi i§ SUV ir
MLV galima aiskinti susiejant ir su laisvaja energija 3 %, kur teigiama, kad MLV
turi maziau laisvosios energijos nei SUV, tad ir atitinkamai MLV reikia suteikti

maziau energijos, kad isardyti liposoma.

2.3 tBLM sistemos tiolinés dalies tyrimas

tBLM — tai tam tikra lipidy ir jy analogy (inkariniy junginiy) sistema,
kuri, kaip minéta anksCiau, paruoSiama per dvejas stadijas: pirma — nuo
pavirsiaus pakelto karkaso konstravimas i$ inkariniy junginiy, kuriy kiekis yra
kontroliuojamas skiediklio pagalba, ir antra — Sio karkaso uzpildymas lipidais bei
virSutinio membranos sluoksnio suformavimas. Taigi, siekiant detaliau iStirti
tBLM sistema, pirma buvo atliekamas karkaso — miSraus savitvarkio
monosluoksnio formavimas ir jo duomeny analizé, o véliau ir antros stadijos
tyrimas.

SPR duomenys. tBLM karkaso formavimas ant aukso pavirSiaus realiu
laiku buvo atliekamas etanoliniame tirpale inkarinj junginj WC14 tam tikrais
santykiais maiSant kartu su skiedikliu BME, kur bendra abiejy medziagy
koncentracija — 0,1 mM. Siame darbe WC14 ir BME molekuliy santykis buvo
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iSreiskiamas procentais WC14 atzvilgiu, pvz.:. WCI14 (30%) reiskia, kad
spiritiniame tirpale 30% visy molekuliy sudaré WC14 ir 70% — BME. Karkaso
formavimosi stebésenai pavirsiaus plazmony rezonansu buvo naudojami WC14
10%; 30%; 50%; 70% ir 100% sudéties tirpalai. O visa eksperimento atlikimo

eiga tokia pati kaip ir ODT bei PME monosluoksniy matavimuose.

600

500 L 550+ 10m° (n=7)
i WC14(70%) 4118 m°(n=8)
400
WC14 (50%) 325+ 7m° (n=10)
o L -
Eﬁ 300 U L—- WC14 (30%) 2739 m°(n=8)
S WC14 (10%) 2103 m°(n=5)

200Kf,
100 ff

0 L I L | L 1 L | 1 1 L L L 1 . 1 )
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

t,s

18 pav. SPR sensogramos. Misraus savitvarkio monosluoksnio (WC14:BME ) formavimas i$
etanoliniy tirpaly.

Pirmas atkreiptinas démesys, kad miSriis savitvarkiai monosluoksniai
formuojasi pakankamai greitai ir Aa dazniausiai esti stabilizavesi jau po 1 val. (18
pav.). Kitas svarbus pastebéjimas, kad keiciant WC14 kiekj tirpale, kartu keiciasi
ir Aagweiyy) (18 pav. lentelé), signalizuojantis ir inkarinio junginio kiekio kitima
jutiklio pavirsiuje. Bet bandant kiekybiskai jvertinti tiek WC14, tiek BME tenka
susidurti su dviem problemom: 1) inkariniai junginiai — palyginti nesenai
pradétos naudoti molekulés ir néra nustatytos jy optinés konstantos (n, dc/dn),
kas neleidzia duomeny apdorojimui naudoti keliapakopés skaic¢iavimo
metodikos, aprasytos 2.1 skyriuje; kaip alternatyva buty galima naudoti Sopr
dydj, nes vis gi inkarinis junginys didziaja dalimi panasus j paprasta tiolj, bet cia

didelj neaiskuma jnesa etilenoksidinio fragmento lazio rodiklis (skirtingais
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Saltiniy duomenimis: 1,44 — 1,47) 3687, 2) tiesiogiai i§ matavimy duomeny
nejmanoma isskirti, kokiais santykiais pavirSiuje yra pasiskirsc¢iusios WC14 ir
BME molekulés. Taigi, detalesnei duomeny analizei reikalingas tam tikras
atspirties taskas. Kadangi pirmiausiai reikia iSspresti pirma problema, tai
tolimesniam tyrimui buvo pasirinktas WC14 (100%) savitvarkis monosluoksnis.
WC14 (100%). Pagal SPR matavimus (18 pav. oranziné kreivé) Sio
savitvarkio monosluoksnio Aawcisyi00s) — 550 m°. SPR — tyrimo metodas, kurio
duomenis galima interpretuoti tiriamajj objekta isskirs¢ius j atskirus sluoksnius,
t.y. jei pavirsiuje yra k sluoksniy, tai kiekvieno jy Aa, suma sudarys bendra Aa.
Pagal ta patj principa jmanoma nagrinéti ir WC14 (100%) monosluoksnj, kurj,
ziurint struktariskai, jmanoma isskirti j dvi dalis: vieng (virSuting) sudaryty
inkarinio junginio hidrofobiné dalis, susidedanti i§ 14 anglies atomy turinciy
soCiyjy grandiniy (Cy4) (19 pav. zalia spalva), o apatine — hidrofilinés grandinés,

susidedancdias i$ etilenoksido fragmenty.

C14 Aa =340 m°
(EO)s Aa =155 m°
BMEyc14 Aa=55m°

19 paw.: Inkarinio junginio WC14 struktiira ir dydziai.

Kadangi pagal savo sudétj Cy4 grandinés yra labai panasios j ODT, tai
taikytina salyga, kad Sios grandinés yra iSsidésCiusios taip pat kaip ir ODT

monosluoksnio atveju ir uZima ta patj plota (22,5 A2). Tokiu atveju inkariniy
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junginiy 1 cm? plote bus 2,22:10', nes vieng inkaro molekule sudaro dvi Ci4
grandinés, ir daliné inkaro molekuliné masé — 467 g/mol. Tai tada pavirsiuje
turéty buti ~171 ng/cm? organinés medziagos. Laikantis tos pacios nuostatos,
kad S — 0,502 ng/(cm?>m®) (is ODT eksperimento, II skyrius 2.1 dalis), tai Aacy.
— 340 m°.

Taigi, like 210 m® (i$ 550 m°) atitenka apatinei daliai, kuri susideda i$ 6
etilenoksido (EQO) fragmenty ir prie galo prijungtos sieros grupés. Bet
tolimesniems skai¢iavimams praktiskiau buty visa hidrofiline dalj isskirti j du
atskirus komponentus, kuriy viena sudaryty 5 EO fragmentai ((EO)s)(19 pav.
mélyna spalva), o kita — 1 EO fragmentas su prijungta sieros grupe, kuri tampa
panasi j beta merkaptoetanolj (BMEwci) (19 pav. raudona spalva). Kadangi
BMEwci4 fragmenty yra tiek pat kiek ir inkaro WC14 molekuliy, bei laikantis
salygos, kad C14 ir BMEwcs skerspjuvio plotai yra panasus, tai i$ to seka, kad
BMEwcis fragmenty yra dvigubai maziau nei C14 ir Aogmewers — 55 m® (i BME
monosluoksnio formavimo eksperimento Aagyr — 110 m®). Taigi, likusi dalis Aa
— 155 m° atitenka (EO)s grandinéms, kuriy masé — 81,7 ng/cm?.

Aprasytame skaiCiavime iSskirtas PMEwcis leidzia supaprastinti misriy
savitvarkiy monosluoksniy sudéties jvertinima, nes visais atvejais pavirsius bus
pilnai padengtas BME ir WC14 molekulémis: jei buty pasalintos visos Cy4 ir
(EO)s grandinés nuo pavirsiaus, tai belikty PME kaip skiediklis ir BMEycy4 i$
inkarinio junginio WC14, kur teoriskai Aa turéty buti lygus 110 m® (i§ PME
matavimy, II skyrius 2.1 dalis). Tai i$§ bendro Aa atémus 110 m®°, belieka tas
medziagos kiekis, kuris sudarytas tik i§ (EO)s ir Cy4 fragmenty, kuriy jtaka lazio
rodikliui jutiklio pavirSiuje jau yra zinoma. Ir bendras SPR jautrumas (Swc) Siai
inkarinio junginio daliai (Cy4 + (EO)s) buty 0,51 ng/(cm>m?®).

Tokia skai¢iavimo metodika leidzia jvertinti, kokiu santykiu yra pasiskirste
inkariniai junginiai ir skiediklio molekulés ant aukso pavirsiaus. O bendru atveju
apskaiCiavimo lygtis inkarinio junginio kiekiui (Ni) ir skiedikliui (Ngiea)

atrodyty taip:
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_ (da—Aagkieq)'S

Ny = L2085y (17)

Nskiea = N — Niny (18)

kur Aa — bendras misraus savitvarkio monosluoksnio SPR kampo pokytis, Ak
— skiediklio monosluoksnio SPR kampo pokytis, M — molekuliné inkarinio
junginio masé iSeliminavus skiediklio fragmenta, S — SPR kampo jautrumas
inkariniam junginiui, Ny — Avogadro skaicius, N — skiediklio molekuliy skaiCius
sudarantis pilna monosluoksnj.

Remiantis 17 ir 18 lygtimis, eksperimento rezultatais (18 pav.), bei
sekanciais parametrais: Aagyr — 110 m® M — 687 g/mol; S — 0,51 ng/(cm*m®)
ir N — 4,65-10" cm™, buvo apskaiciuoti inkarinio junginio WC14 ir BME kiekiai
ant aukso pavirSiaus 1 cm? plote, kuriy skai¢iavimo duomenys pateikti 2

lenteléje.

2 lentelé. Inkarinio junginio WC14 ir skiediklio PME pavirsiniy koncentracijy priklausomybé
nuo tirpalo sudéties.

0 WCl4 BME
Cwerss % N, mol. sk-10" | N, % N gieas mol. sk. -10% Naioas %
10 0,447 9,6 4,2 90,4
30 0,729 15,7 3,92 84,3
50 0,961 20,7 3,69 79,3
70 1,346 28,9 3,3 71,1
100* 2,22 47,7 2,43 52,3

100* — inkarinio junginio uzpildymas, esant tirpale 100%, skaiCiuojamas, jei apatinéje dalyje laisvi plotai tarp

inkarinio junginio molekuliy baty uzpildyti skiedikliu.

IS antros lentelés duomeny galima pastebéti, kad tioliy procentiné
koncentracija tirpale skiriasi nuo pavirsinés koncentracijos. Ir jei atidéjus tirpalo
sudétj (crirp.) nuo inkarinio junginio pavirsinés koncentracijos (cpairs.) (20 pav.),

tai galima iSvesti eksponenting priklausomybe:

— 0,0173 cT;
Cpavirs. = 8»63 e rirp. (19)
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20 pav.: Inkarinio junginio WC14 pavirSinés koncentracijos priklausomybé nuo tirinés
koncentracijos. Raudoni taskai — apskaiciuoti duomenys, juoda linija — prikausomybe.

EIS duomenys. IS elektrocheminio impedanso spektroskopijos duomeny
(21 pav.) matoma, kad didéjant WC14 kiekiui atitinkamai mazéja ir sluoksnio
talpa — Cg ®2 Bet S$i priklausomybé galioja tik 10% — 60% savitvarkiams
monosluoksniams, nes ties 70% SAM talpa drastiskai mazéja iki 1,1 uF/cm?. Tai
galima jtarti (paaiSkinimas bus pateiktas sekanciame skyriuje), kad ties Sia
koncentracija inkariniai junginiai pavirsiuje jau turi kitokig struktiira. Naudojant
13 lygti, kuri apraso talpos priklausomybe nuo sluoksnio storio, ir taikant Siai
lygciai Siuos parametrus: ¢y — vakuumo dielektriné konstanta (8,85-10'* F/cm), ¢
— angliavandeniliy dielektriné konstanta (2,3), tai rezultate gaunama, kad Sio
SAM storis d = 1,85 nm. Bet Sis skaiCiavimas visiskai netinka mazesniy
koncentracijy inkariniams junginiams, kur d yra 3 A ar maZiau ir visi¥kai nedera
su SPR duomenimis. Taigi, Siuo atveju teisingiau buty teigti, kad talpos
mazéjimas néra tiesiogiai susijes su sluoksnio storio didéjimu, o labiau su

pavirsiaus uzpildymu ir specifine inkarinio junginio struktira.
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21 pav. EIS Cole — Cole koordinatés. Misrus savitvarkis monosluoksnis (WCI14 ir BME): 10%;
30%; 50%; 70%.

2.4  tBLM sistemos lipidinés dalies tyrimas

tBLM lipidinés dalies paruosimas — tai karkaso (miSraus savitvarkio
monosluoksnio) uzpildymas lipidais bei virSutinio membranos sluoksnio
suformavimas. Sios dalies pagrindinis tyrimo tikslas ir yra idsiaitkinti, kokiu
santykiu yra pasiskirsCiusios inkarinio junginio ir lipidy molekulés apatiniame
tBLM membranos sluoksnyje, bei nustatyti WC14 molekulés plota.

Prikabintos membranos buvo liejamos ant anksciau suformuoty misriy
savitvarkiy monosluoksniy (WC14:BME) (I skyrius 2.3 dalis) i$ daugiasluoksniy
liposomy (DOPC), kur inkariniy junginiy procentiné koncentracija tirpale
varijuoja nuo 10% iki 70% (14 pav.).

SPR duomenys. Pagal matavimo rezultatus, pateiktus 22 paveiksle,
pirmiausia privalu atkreipti démesj | tai: lipidy kiekis kinta kryptingai — didéjant
inkarinio junginio kiekiui pavirSiuje, mazéja bendras lipidy kiekis, be to visy

suformuoty lipidiniy sluoksniy Aaporc ant weigx) yra ne mazesnis nei lipidinis
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monosluoksnis (AQuenost) — 295 m®) ir ne didesnis nei lipidinis dvisluoksnis

(Aa(dv,-sl_) — 595 mo).
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500 |
400 |
o]
o 300|
g" DOPC ant WC14 (10%) 490 £ 25 m°® (n = 8)
200 DOPC ant WC14 (30%) 420 % 18 m° (n = 50)
DOPC ant WC14 (50%) 370 £ 15 m° (n = 10)
100
DOPC ant WC14 (70%) 295+ 8m°(n=9)
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22 pav. SPR sensogramos. Lipidiniy (DOPC) bisluoksniy formavimas ant misraus savitvarkio
monosluoksnio (WC14:BME) is daugiasluoksniy liposomy.

Kadangi, yra zinoma, kad tBLM virSutinj sluoksnj sudaro tik lipidai, kur
siuo atveju yra vien tik DOPC molekulés (A@monos;) — 295 m®), tai aktualiau yra
issiaiskinti apatinio sluoksnio sudétj, t.y. kokj pavirsiaus plota padengia DOPC
lipido molekulés, o kokj — inkariniai junginiai WC14. Ir imant kaip pavyzdj
tBLM sistemg (DOPC + WC14 (30%)) (22 pav. raudona kreivé), kurioje bendras
lipidy kiekis atitinka 420 m®, tai apatiniame membranos sluoksnyje bus 420 —
295 = 125 m® lipidy. Tokiu atveju lipido molekulés turéty uzpildyti 43% (125
m©®/295 m® - 100%) pavirsiaus, o likusi dalis (57%) turéty atitekti savitvarkiam
monosluoksniui i inkariniy junginiy. IS ankstesnio skyriaus matavimo rezultaty
yra zinoma, kad Aawciyson) = 273 m® (18 pav. raudona kreivé), ir pasinaudojus
13 lygtimi, apskaiCiuojama, kad 1 cm? ploto pavirSiuje yra 7,29-10"* molekuliy.

Jei Sis inkarinio junginio molekuliy kiekis buty padalintas i$ likusio ploto (57%),
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kurj jos uzpildo, tai gautysi, kad viena WC14 molekulé uZima 78,2 A2 Tai yra
~1,7 karto daugiau, nei sudéjus dvi Cy4 grandines, kuriy bendras plotas — 45 A2,
Kadangi inkarinis junginys yra lipido analogas, tai soCiosios grandinés Ci4 gali
buti ir nesusiglaudusios viena salia kitos, kai uzpildymas nesiekia 100%.
Zvelgiant j kity WC14 koncentracijy duomenis ir tariant, kad Sio
inkarinio junginio vienos molekulés uzimamas plotas nekinta ir taikant anksciau
uzpildymas WC14

skai¢iavimo metodika, tai aukso pavirsiaus

aprasyta
molekulémis yra atvirksciai proporcingas lipido uzpildymui (3 lentelé). Ir §i
priklausomybé galioja iki WC14 70%. Pastarojoje koncentracijoje pavirsiaus
uzpildymas siekia jau daugiau 100%, ka rodo ir staigus talpos kritimas Cole -
Cole diagramoje (21 pav.). Galima numanyti, kad pradeda mazéti inkarinio
junginio hidrofobinés dalies skerspjuvio plotas, nes kitu atveju ties WC14 70% ir

100% koncentracijomis neturéty buti skirtumo misriy savitvarkiy monosluoksniy

formavime (18 pav.).

3 lentelé. Lipidy kiekio priklausomybé nuo misraus savitvarkio monosluoksnio sudéties.

Inkarinis junginys WC14 Lipidas DOPC
Procentiné - -
Cwelds % Ninks Pavir. N])OPC, Pavir.
mol. sk.-10" Uzpildymas, % mol. sk.-10" Uzpildymas, %
10 0,447 349 0,9 65,1
30 0,729 57 0,59 43
50 0,961 75,1 0,35 24,9
70 1,346 100 0 0

EIS duomenys. Membrany formavimo metodika turi ne tik leisti kurti
lipidines membranas imituojancius modelius, bet kartu Siems modeliams suteikti
ir tam tikras savybes, kurias buty galima tirti kitais metodais. Tokios savybés yra
membranos elektrinis laidumas, elektriné talpa, kurie nustatomi elektrocheminio
impedanso spektroskopijos budu.

Yra zinoma, kad didéjant dielektrinio sluoksnio storiui, bendra sluoksnio
elektriné talpa mazéja (13 lygtis). Tai tas pats galioja ir tBLM, kurio bendra talpa

turi blti mazesné uz Csay (14 lygtis). Taigi, i§ EIS matavimo duomeny (23 pav.)
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galima pastebéti, kad visuose EIS spektruose, po lipidiniy sluoksniy
suformavimo, matomas tBLM sistemai btidingas nepilnas pusapskritimis, kurio
minimumas, atspindintis matuojamos sistemos talpa, varijuoja 0,7 — 0,8 pF/cm?
srityje realios talpos asyje. Tuo tarpu vien tik Cywcigi0m-50) yra 10 karty didesné

(21 pav.). Tai rodo, kad taikant MLV metoda, galima suformuoti izoliuojancias

membranas.
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23 pav. EIS Cole — Cole diagramos. tBLM talpos priklausomybé nuo WC14 koncentracijos.

Taip pat iS EIS duomeny galima nustatyti ir pacCios membranos
defektiskuma, kurj parodo pusapskritimio minimumo padétis menamos talpos
atzvilgiu ir po jo besitesianti ,,uodega® 8. Ir i§ 23 pav. duomeny galima pastebéti,
kad membranos defektiskumas didéja (ilgéja ,uodega™ ir kyla | virsy
pusapskritimio minimumas) mazéjant inkarinio junginio kiekiui. Todél svarbu

iSsiaiskinti, kokia turi buti optimali inkarinio junginio koncentracija pavirsiuje,
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kad membrana buty pakankamai izoliuojanti, bet kartu turéty pakankama

pomembraninj rezervuarg.

2.5 tBLM (dHCI18:BME) charakterizavimas

Siame darbe buvo naudojamas ir kitas inkarinis junginys dHC18, kurio
esminis skirtumas nuo WC14 yra tai, kad hidrofobinés dalies grandiné yra 4
anglies atomais ilgesné bei turi dvigubaja jungtj grandinés viduryje. Visa
eksperimento eiga buvo atliekama kaip ir WC14 atveju: i$ pradziy formuojamas
misrus savitvarkis monosluoksnis inkarinj junginj dHC18 maisant su ME, o
toliau ant Siy monosluoksniy formuojami lipidiniai sluoksniai i§ daugiasluoksniy
liposomy. Visi matavimai buvo atliekami su pavirSiaus plazmony rezonansu,
kurio matavimo duomenys pateikiami 4 lenteléje, kuriais remiantis ir pasitelkiant
skaiCiavimo metodais buvo atliekamas Sio junginio

anksCiau aprasyta

charakterizavimas.

4 lentelé. Inkarinio junginio dHC18 matavimo ir skai¢iavimo duomenys.

A B C D E F
N
Turiné AO(dH(;lg, dHCIS: Paviréiné AOLDQP(;, SdHC18,
c % m° mol. c % m° A?

dHC18, Sk,-1014 dHC18,
10 210 0,348 7,5 485 102
40 285 0,637 12,5 410 105
70 340 0,850 19,9 315 101
100 475 1,672 36,0 295 ~60

Pirmas atkreiptinas démesys, kad vien inkarinio junginio dHCI8

monosluoksnio kiekis pagal SPR (475 m®) yra mazesnis nei WC14 atveju (550
m?°), nors hidrofobinés dalies grandinés 4 anglies atomais yra ilgesnés. Toks
sumazéjimas rodo, kad pavirSiuje yra mazesnis kiekis inkariniy junginiy. Tai
patvirtina ir skaiCiavimai, kai tariama, kad jautrumas yra 0,51 ng/cm?, rodantys,

kad pavirsiuje yra 1,67-10'* molekuliy dHC18 junginio. O tai beveik 25% maziau

nei WC14 atveju. Sis sumazéjimas gali bati tik dél vienos priezasties — inkarinio
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junginio dHC18 hidrofobinés dalies pavirsiaus plotas yra didesnis, kuris salygotas
grandiniy iSsilankstymu, nes kiekvienoje jy yra po viena dviguba jungtj, kuri
leidzia susidaryti cis arba trans konformacijai. Laikant, kad molekuliy skaicius
pavirSiuje atvirksciai proporcingas uzimam plotui, tai viena dHC18 molekulé
u¥ims 59,8 A

Nagrinéjant kity sudéciy misrius (dHCI18:ME) monosluoksnius,
taikomos jau anksciau iSvestos 17 ir 18 lygtys ir jy parametrai, tik pakeiCiant
dHC18 molekuling mase (M = 795 g/mol), kuriy pagalba galima apskaiciuoti
pavir$ines koncentracijas. Sie skai¢iavimai vél gi parodé, kad yra priklausomybé
tarp turinés ir pavirSinés koncentracijy (4 lentelé: A ir D stulpeliai). Ir Si
priklausomybé gali buti aprasoma eksponentés lygtimi, panasia WC14 atveju (19
lygtis):

Cpavirs. = 6’21 60'0173 crirp. (20)

Paziuréjus j abi priklausomybes, iSkart galima atkreipti démesj, kad
laipsnyje esanti konstanta yra beveik tokia pati, kaip WC14 atveju.

Membranos formavimas i$ lipidiniy daugiasluoksniy liposomy, taip pat
parodé, kad esant skirtingam kiekiui inkariniy junginiy, atitinkamas kiekis yra ir
lipidy. Atlikus analogiskus skai¢iavimus kaip ir WC14 atveju. Gaunama, kad
dHC18 uzima ~103 A2 Dar karta jrodantis, kad lipido analogas uzima didesnj
plota uz patj lipida. Svabu pastebéti, kad inkarinio junginio plotas nesuspaustoj
buisenoje yra 29% didesnis, nei suspausto kaip ir WC14 atveju.

tBLM modeliy strukturos ypatumai. IS eksperimentiniy duomeny
buvo nustatyta: Awcigqioon) = 45 A2 ir Awciyzon)y = 78 A2 Ir kaip galima
pastebéti, Awcis (100% -> 30%) padidéja ~ 1,75 karto. Tas pats rezultatas
gaunamas ir su dHC18 junginiu, kur Asucisiioon) = 60 A2 bei Aanciscon) = 105 A2
ir jy santykis ~ 1,75. IS cia kyla klausimas: kodél formuojant membrana abiejy

junginiy uzimami pavirsiaus plotai padidéja 1,75 karto?
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Pirmiausia reikéty atkreipti démesj j tai, kad abiejy inkariniy junginiy
uzimamo ploto padidéjimas jvyksta tada, kai tarp jy jsiterpia lipidai. Taigi, turime
apatinj membranos sluoksnj, kur tiek lipida, tiek inkarinj junginj sudaro dvi
dalys — hidrofiliné ir hidrofobiné. Pastaroji dalis abiejy molekuliy yra labai
panasi, nes sudaryta i$ anglies grandiniy. Bet visiskai kitaip yra su hidrofiline
dalimi, kur lipide hidrofiline galva sudaro fosfocholinas, o inkariniame junginyje
— etilenoksidiné grandiné. Taigi, numanoma priezastis (dél ko padidéja inkarinio
junginio plotas jterpus lipidg) gali buti ta, kad turi buti islaikytas tam tikras arba
didesnis atstumas B tarp etilenoksidiniy grandiniy, kad tarp jy galéty jsiterpti
lipido galva (24 pav.), nes abi grupés néra pakankamai hidrofilinés, kad galéty

viena su kita saveikauti.

24 pav. Lipido jtaka inkarinio junginio struktiirai.

2.6 Misraus SAM struktiros jtaka lipidinei membranai

Ruosiant tBLM taip pat neiSvengiama ir tam tikry veiksniy, kurie blogina
elektrines membranos savybes. Tam tikrais atvejais pasitaikanti situacija, kai

Ciprm sumazéjimas stebimas tik auksty dazniy diapazone, kaip ir fazés minimumo
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mazesnis poslinkis link Zemesniy dazniy srities (25 pav.), kas rodo, kad

membranoje yra daugiau defekty.
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25 pav. EIS Cole — Cole ir fazés diagramos. Pakabinamos membranos talpos ant WC14 50%

savitvarkio monosluoksnio: izoliuojanti membrana; ,,defektuota® membrana.

Bet kaip bebtty keista, membranos ,,defektiskumas® visiskai nematomas
SPR sensogramose (26 A pav.). Abiem atvejais SPR kampo pokytis po lipidinés
membranos formavimo yra tiek pat — 390 m®. Tai leidzia jtarti, kad tai néra
susije su lipidais ir tai turéty labiau priklausyti nuo miSraus savitvarkio
monosluoksnio.

Pozymis, kad membranos modelis nebus visiskai izoliuojantis, tai
savitvarkio monosluoksnio talpos padidéjimas (26 B pav.) nuo 6,5 puF/cm? iki
7,3 uF/cm? arba daugiau. Tai gali bati susijes tik dviem atvejais: arba inkarinio
junginio WC14 degradavimas, arba tam tikry specifiniy struktary susidarymas
pavirSiuje. Pirma atvejj patvirtinti ar paneigti buvo atliktas eksperimentas: celé su
WC14 (50%) pavirsiumi uzpildoma vandeniu ir 12 valandy stebimas SPR kampo

kitimas. Ir $is bandymas neparodé jokiy pakitimy (SPR kampas nei padidéjo, nei
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nesumazéjo). Tad, Bioelektrochemijos ir Biospektroskopijos skyriuje (VU,
Biochemijos Institutas) buvo iSvystytas antras variantas: WC14 molekulés dél

tam tikry veiksniy pavirsSiuje sudaro tam tikrus klasterius .

500

L
0 1000 2000 3000 4000 5
t s Cmeam, uF/cm

26 pav.: A — SPR sensograma. Lipidinés membranos formavimas ant WC14 50% savitvarkio
monosluoksnio: izoliuojanti membrana; ,,defektuota” membrana. B — EIS Cole-Cole diagrama.
WC14 50% savitvarkio monosluoksnio talpos: tvarkingas; ,,defektuotas®.

IS ankstesniy matavimy ¢°

yra zinoma, kad miSraus savitvarkio
monosluoksnio talpa priklauso nuo inkariniy junginiy kiekio pavirsiuje (kuo
maziau inkarinio junginio, tuo didesné talpa), kurie pavirSiuje iSsidéste tolygiai.
Klasteriy susidarymo atveju, WCI14 molekulés iSsidésCiusios tam tikromis
salelémis, kurias gali sudaryti 2 ar daugiau viena Salia kitos esancios molekulés. Ir
tokiu atveju, vienas klasteris pradeda elgtis kaip vienas inkarinis junginys.
Kadangi klasteriy kiekis visada bus mazesnis uz inkariniy junginiy kiekj, tai kartu
bus ir didesné miSraus savitvarkio monosluoksnio talpa. Ir tokiu atveju vietoj
WCI14 (50%) teoriskai gaunama WC14(30%) talpa, kur paties tBLM
defektiskumas yra didesnis. Ir pagal 6 pav. duomenis galima pastebéti, kad Sio
pavirSiaus talpa (6,4 pF/cm?) jau tampa artima 30% WCI14 savitvarkiam
monosluoksniui (7,1 pF/cm?), kuriame inkariniam junginiui tenka jau 58,8 A2
laisvo ploto. Toks sprendinys leidzia paaiskinti, kodél nesikeicia lipidy kiekis
pavirSiuje — abiem atvejais bendras savitvarkio monosluoksnio uzimamas plotas

nekinta, keiciasi tik jy iSsidéstymas pavirSiuje. Tokio reiskinio pagrindimas biity
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toks, kad inkarinio junginio WCI14 virsutinés dalis yra hidrofobiné, kuriai
hidratuota aplinka yra labai nepalanki, tai Ci4 grandinéms yra patogiau atsidurti
Salia vienas kito, kad sumazinti pasipriesinima vandens molekuléms. O toks
judéjimas gali buti jmanomas dél EO grandinés, kuri gali iSsisukti ar keisti savo
iSsidéstyma vandenyje ir leisti suartéti Ci4 grandinéms. Taip pat keiCiasi ir

pomembraninio sluoksnio varza, kuri jtakoja membranos izoliuotuma.
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27 pav. A — izoliuojanti membrana, B — defektuota membrana

3. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Sioje darbo dalyje, siekiant detaliai istirti tBL.M sudétj, buvo nustatytas SPR
metodo jautrumas inkariniams junginiams ir lipidams (S = 0,52 ng/(cm?m?®),
Sipida = 0,62 ng/(cm*m°®)). Tai leido jvertinti tBLM sistemos tiolinés dalies
sudétj (inkarinio junginio ir skiediklio pasiskirstyma aukso pavirSiuje) (2 lentelé),
bei jo eksponentine priklausomybe tioliy sudéties etanoliniame tirpale (19 pav.).

Taipogi buvo panaudotas/iSvystytas naujas imituojanciy membrany
paruosimo metodas — daugiasluoksnés lipidinés liposomos, leidziancios
suformuoti lipidinius sluoksnius jvairiuose membrany modeliuose. Ypac tai
aktualu tBLM, pademonstruojant, kaip lipidy kiekis prikabintoje lipidinéje

membranoje priklauso nuo misraus SAM sudéties.
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[Stirta inkariniy junginiy (WC14 ir dHC18) kiekio priklausomybé aukso
pavirSiuje nuo jy santykio su BME tirpale. Taip pat nustatytas vienos inkaro
molekulés uzimamams pavirSiaus plotas.

SPR pagalba buvo nustatytas metodo jautrumas tioliams bei lipidams.
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[II SKYRIUS

CHOLESTEROLIS IR JO JTAKA MEMBRANAI

1. LITERATURINE DALIS

Kaip anks¢iau ir buvo minéta (II skyrius, 1.1 dalis), lastelés membrana
sudaro didelé jvairové lipidy (fosfolipidai, steroliai etc.), atliekantys vieng ar kita
svarby vaidmenj lastelés gyvavimo periode. Ne isimtis yra ir cholesterolis, kurio
randama iki 20 % nuo visy membranoje esanciy lipidy %, o tam tikruose

dariniuose — lipidiniuose plaustuose (angl. lipid rafts) net iki 50 % *-*2.

Hidrofiliné dalis
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28 pav.: A — DOPC ir Cholesterolio molekuliy palyginimas. B - cholesterolio turinti membrana.

Cholesterolis, kaip ir kiti lipidai, yra amfifiliné molekulé, turinti tiek
hidrofiling, tiek hidrofobine dalis (28 pav. A). Bet pacios molekulés struktira ir
sudétis visiSkai nepanasi j fosfolipidus: vietoj jprastiniy hidrofobiniy uodegy
(linijiniy angliavandeniliy grandiniy) cholesterolis turi tarpusavyje susijungusius
4 angliavandeniliy ziedus, o hidrofiling dalj sudaro tik hidroksilo grupé (-OH)
(28 pav. A). Dél Sios struktiiros cholesterolis yra ,kieta® molekulé, t.y. labai

mazai arba visiskai nekeiCiantis formos junginys, kas neleidzia sudaryti specifiniy
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ir apibrézty dariniy ar sistemy, tame tarpe ir lastelés membranos karkaso *°. Bet
nepaisant to, cholesterolis atlieka svarby vaidmenj membranoje.

Bet pries aprasant cholesterolio jtaka membranai, deréty trumpam grjzti
prie fosfolipidy.

Yra zinoma, kad lipidinés membranos gali egzistuoti keliose buisenose
(formose, fazése): skystoje (angl. liquid - disordered), kristalinéje (angl. gel) ir

%4 Taliau, tiek skysta, tiek

skystakristalinéje (angl. liqguid — ordered) buisenose
kristaliné busenos paciai lastelei yra prazitingos. Pirmu atveju per skysta
membrang praeity daug nereikalingy mazos molekulinés masés medziagy, beigi
paciai lastelei sunku buty islaikyti tam tikrg forma *. Tai siejama su tuom, kad
pacCioje membranoje lipidai yra iSsidéste netvarkiai ir silpnai saveikauja
tarpusavyje, kas leidzia netrukdomai judéti molekuléms visoje membranoje (29
pav. A). Kiristalinéje busenoje membranoje esantys lipidai yra iSsidéste
tankiausiai jmanomu budu, kas leidzia susidaryti stipriems Van der Valso rysiams
tarp hidrofobiniy uodegy (29 pav. A). Tai labai sumazina paciy lipidy judéjima
(lateralinis ar flip — flop) membranoje. Sis judéjimas ypatingai svarbus laidumui
kontroliuoti bei veikia kaip integraliy membranos baltymy tirpiklis 2. Ideali
membranos blisena — skystakristaliné (tarpinis variantas tarp skystos ir
kristalinés), kurioje lipidinis dvisluoksnis néra kietas, bet gali islaikyti savo
forma, ir néra per skystas, bet jau geba atrankiai praleisti reikalingas medziagas.
Membranos busena pagrinde nulemia fazinio virsmo temperatara (Ty).
Sis dydis kiekvienam lipidui yra skirtingas ir priklauso nuo lipida sudaraniy
suodegy® sudéties. Pavyzdziui: DOPC molekulé kiekvienoj ,,uodegos®
grandinéje turi po viena dviguba jungtj ir Sio lipido Ty, = -17 °C ®%, ta¢iau DSPC
lipido Ty = 55 °C ?7, nors nuo DOPC skiriasi tik tuom, kad jau nebeturi
dviguby jungciy. Ty dydis apsprendzia membranos bisena: jei aplinkos
temperatiira bus aukstesné nei T, tai membrana suskystés, o jei bus zemiau Ty,
tai lipidai egzistuos kristalinéje busenoje ?8. Ir yra tik labai siauras temperattrinis
intervalas, kurioje membrana bus skystakristalinéje formoje (29 pav. B, juoda

kreivé). Taigi, cholesterolio viena i$ funkcijy — praplésti temperattrinj intervala
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reikalinga skystakrystalinei basenai ®. Sis junginys jsiterpdamas tarp lipidy
mazina pacios membranos takuma, kas leidzia jai islaikyti tam tikra forma bei
kartu mazinti ir pralaiduma mazoms molekuléms ™. Bet kartu neleidzia ir

lipidams suartéti vienam su kitu, kad susiformuoty kristaliné kieta busena (29

pav. B, raudona kreivé).
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29 pav. A — fosfolipidy iSsidéstymas kristalinéje ir skystoje busenose. B — reprezentacinés
kreivés, kurios rodo, kaip priklauso lipidy skystakristalinéje biisenoje kiekis nuo temperatiiros: juoda
kreivé — lipidiné membrana be cholesterolio, raudona kreivé — lipidiné membrana su cholesteroliu.

0% reiskia, kad visi fosfolipidai yra kristalinéje busenoje; 100% - skystoje biisenoje.

Membranos busena ne tik jtakoja laiduma jvairioms medziagoms, bet
kartu yra atsakinga ir uz membranos baltymy tirpuma '™, kurie veikia kaip

receptoriai, fermentai, kanalai ir t.t. Bet kaip yra zinoma, ne visi baltymai yra



62 CHOLESTEROLIS IR JO J[TAKA MEMBRANALI

naudingi organizmui. Dalis baltymy veikia kaip toksinai, kuriy viena grupé
veikia tik tada, kai membranoje yra cholesterolio 2 (apie tai bus plac¢iau kalbama
IV skyriuje).

Taigi, kaip galima matyti, aktualu yra ne tik pacig membrana paruosti, bet
paruosti ir cholesterolio turin¢ia membrang. Tokig membrana suformuoti galima
dviem budais. Vienas jy, taikant visas tBLM lipidiniy sluoksniy formavimo
metodikas (SUV, MLV ir RSE), kai lipidai yra kartu sumaisomi su cholesteroliu
ir iStirpinami reikalingame tirpiklyje. Bet viena pagrindiniy problemy - nei
vienas i$ Siy metody neleidzia sukurti membranos su dideliu ar labai dideliu
kiekiu cholesterolio: SUV liposomos, turincios daugiau nei 20% cholesterolio,
neformuoja lipidiniy sluoksniy %2, RSE metodas netinkamas dél riboto
cholesterolio tirpumo etanolyje ar metanolyje %; naujai naudojamas membrany

paruosimo metodas (MLV) taip pat neleidzia sukurti cholesteroliu turtingos

membranos (tai bus parodyta darbo rezultaty dalyje).

Cheminé strukttira Erdviné struktiira
OH
HO o o Hidrofobinis vidus
OH ©
HO
OH
OHo
HO
OH
o
HO H
[0} OH
OH
(o] o o) OH
0 Hidrofiliné i$oré
HO

n

n=1(a-CD),2(B-CD),3 (y-CD)

30 pav. Ciklodekstrino cheminé ir erdviné struktiiros ',

Antras budas, siekiant lipiding membrana praturtinti cholesteroliu, tai
metil — B - ciklodekstrino ir cholesterolio komplekso panaudojimas.

Ciklodekstrinas (CD) — oligosacharidas, turintis Sesias (a-CD), septynias (-CD)
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ar astuonias (y-CD) gliukozés liekanas, sujungtas j zieda 1,4-gliukozidinémis
jungtimis (30 pav. cheminé struktiira) 5. Sio junginio pagrindiné ypatybe —
molekulés vidiné ertmé yra hidrofobiné, o iSoré — hidrofiliné (30 pav.). Tokios
struktiros déka jmanoma vandeninéje terpéje pernesti vandenyje netirpias
molekules, kurios prisijungia prie CD vidinéje ertméje, o iSorés hidrofiliskumas

suteikia gera tirpuma vandeniniuose tirpaluose %6

. Tai ypa¢ placiai taikoma
cholesterolio pasalinimui i§ membranos 7% Ir Sio darbo eksperimentuose buvo
naudojamas metil — B — ciklodekstrinas, kad pasalinti cholesterolj i membranos.
Bet taip pat buvo taikomas ir atvirkstinis procesas, kai taikant specialia paruosimo
metodika (Tado Penkausko magistrinis darbas ,,PavirSiuje imobilizuoty
membrany sudéties, strukturos ir funkcijos modifikavimas vandens terpéje®),
jmanoma ir jneSti cholesteroli j membrana, taip reguliuojant jo kiekj

membranoje 1011,
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2. DARBO REZULTATAI

Sioje dalyje bus sprendZiami trys uzdaviniai, i§ kuriy pirmas — nustatyti
SPR jautruma cholesteroliui. Jam iSspresti, membrana turinti cholesterolio buvo
formuojama i§ DOPC ir cholesterolio lipidy daugiasluoksniy liposomy metodu
ant hidrofilinio (BME) pavirsiaus. Antras uzdavinys — cholesterolio kiekio
jvertinimas tBLM modelyje, kei¢iant MLV sudéti (DOPC ir Chol santykj). Ir
paskutinis uzdavinys — nustatyti kaip keiciasi cholesterolio kiekis membranoje
nuo MBCD — Chol komplekso koncentracijos.

Kaip buvo minéta anksciau (II skyrius, 2.3 dalis), i§ SPR matavimo
duomeny nejmanoma tiesiogiai jvertinti sluoksnj, kuris sudarytas is keliy
komponenty (medZiagy). Siai problemai i$spresti gali biti panaudoti keli badai,
kuriy vienas — atlikti matematinius skai¢iavimus (II skyrius 2.3 dalis), o kitas —
specifiniy junginiy pagalba pasalinti i§ lipidinio sluoksnio viena i§ komponenty.
Pastarasis sprendimo biidas bus pritaikytas sekanciame sio darbo skyriuje, kur
lipidinis monosluoksnis buvo formuojamas i§ DOPC ir cholesterolio turinciy
pagalba buvo pasalinamas cholesterolis, ko pasekoje atitinkamai sumazéjo ir SPR
kampeas.

Cholesterolio jautrumo nustatymas sBLM. 31 paveiksle pateiktos dvi
SPR sensogramos, rodancios lipidinio dvisluoksnio susidaryma ant hidrofilinio
(BME) pavirsiaus, naudojant DOPC:Chol (20%) (31 pav. raudona kreivé) ir
DOPC:Chol (40%) (31 pav. juoda kreivé) daugiasluoksnes liposomas, kur
atitinkamai Aapopc.choz0) = 750 m® ir Aapopc-choson) = 1100 m® (31 pav. po
pirmo praplovimo). Kol kas i$ $iy duomeny sunku spresti, kodél atsiranda toks
skirtumas tarp abiejy membrany, nes yra zinoma, kad cholesterolis gali jtakoti ne
tik membranos sudétj, bet ir paciy lipidy strukttira 2. Sekanciame eksperimento
zingsnyje vykdomas cholesterolio pasalinimas i membranos MBCD pagalba (28

pav. taskas B). Po Sios procediiros (28 pav. po antro praplovimo) abejose
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sistemose stebimas Aa sumazéjimas: Aacyy = -300 m® i§ DOPC:Chol (20%)

membranos ir Aacyy = -550 m® i§ DOPC:Chol (40%) membranos.

1400
1200
1000

800

Aa, m°

600

400

200

0 . | , I . | . I . | . 1 . |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

ts

31 pav.: SPR sensogramos. sBLM formavimas ant hidrofilinio pavirsiaus i MLV, kuriy sudétis:
DOPC:Chol 80%:20%; DOPC:Chol 60%:40%. A — praplovimas*; B — MBCD injektavimas.

Taigi, rezultate atitinkamai lieka 450 m® ir 550 m® DOPC. Kad paaiskinti
skirtuma tarp Siy dviejy membrany, reikéty pazymeéti, kad lipidai gali egzistuoti
keliose busenose, i$ kuriy deréty isskirti dvi: skysta — netvarkia (Lp) ir skysta —
tvarkia (Lo) ™ (32 pav.). Lp atveju, kai yra maza cholesterolio koncentracija,
Chol molekulé jsiterpia tarp DOPC lipidy, beveik nekeisdama DOPC molekulés
uzimamo ploto (72,5 A?). Lo bisenoje (didelé cholesterolio koncentracija) Chol,
norédamas jsiterpti tarp DOPC lipidy, privercia DOPC molekule susimazinti

savo uzimama plotg 4.

* Visuose SPR sensogramose, kuriuose buvo naudojamas MBCD arba MBCD:Chol, stebimas
staigus SPR kampo kitimas (neretai siekiantis kelis Simtus mililaipsniy) po komplekso
injektavimo (SPR kampo padidéjimas) ir jo nuplovimo (SPR kampo sumazéjimas). Tai jvyksta
dél nespecifines MBCD saveikos su lipidine membrana ", bei labai didelio MBCD luzio
rodiklio (nygep = 1,591).
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32 pav. Lipidinés membranos, turincios cholesterolj, fazinés biisenos: L — skysta netvarki,

L, — skysta tvarki.

Tegul $is modelis buina pritaikytas ir sSBLM sistemai su cholesteroliu, kur
Lp atitinka 20% cholesterolio turincia membrang, o Lo — 40%. Pirmu atveju
DOPC molekulés turéty uZimti 72,5 A2 Tai Zinant, kad Sioje sistemoje DOPC
sudaro 450 m® arba 2,1-10, tai pavirSiaus uzpildymas turéty siekti ~76%. Likes
plotas (24%) atitenka cholesteroliui. Kadangi Acny = 40 A2 15, tai pavirdiuje
turéty buti 1,19-10* Chol molekuliy. Ir S¢ = 0,25 ng/(cm?m?®). Lo atveju néra
zinomas DOPC lipido uzimamas plotas, bet jau yra zinomas Scu,. Tai turint
Adch = 550 m® Ly busenoje, Chol turéty uzimti 43,5 % pavirsiaus. ApskaiCiavus
DOPC molekuliy skai¢iy (Aapopc = 550 m® ir Spopc = 0,25 ng/(cm?m°)) ir
padalinus i$ likusio ploto, gaunama, kad DOPC molekulés plotas siekia tik ~43
A2 Tai rodo, kad cholesterolio didinimas jtakoja ne tik jo kiekio buvima
membranoje, bet ir membrana sudaran¢iy komponenty struktiira, kg patvirtina ir

kompiuteriniai modeliavimo darbai ">2.
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33 pav.: SPR sensogramos. tBLM formavimas ant dHC18(30% ) pavirsiaus i§ daugiasluoksniy
liposomy, kuriy sudétis: DOPC:Chol 80%:20%; DOPC:Chol 60%:40%; DOPC. A —
praplovimas; B — MBCD injektavimas.

Cholesterolio kiekio jvertinimas tBLM. Visiskai kita situacija yra, kai
bandoma formuoti cholesterolj turinCias membranas ant misSraus savitvarkio
monosluoksnio (dHC18(30%)) naudojant DOPC:Chol (40%) (33 pav. juoda
kreivé) ir DOPC:Chol (20%) (33 pav. raudona kreivé) daugiasluoksnes
liposomas. Cholesterolio kiekis po MBCD panaudojimo (33 pav. po antro
praplovimo) sumazéjo atitinkamai tik 100 m® ir 50 m°. Jei sBLM atveju, Aacpo/
Aapopc abejose membranose sieké 0,4, tai tBLM sistemoje Sis santykis ~ 0,25
DOPC:Chol (40%) membranoje. Kitas svarbus pastebéjimas, DOPC kiekis
abejose membranose po cholesterolio pasalinimo islieka toks pat (Aapopc = 380
m°). Tai leidzia manyti, kad tBLM sistemose, nepriklausomai nuo cholesterolio
kiekio, dominuoja Lo busena, kuri susidaro ne tik dél Chol, bet ir dél misraus
savitvarkio monsluoksnio sukurto hidrofobinio pavirSiaus ©%, kur DOPC
dalyvauja kaip dominuojantis strukttrinis elementas.

Cholesterolio kiekio membranoje priklausomybé nuo MBCD:Chol
koncentracijos. Siekiant iSvystyti tBLM kaip biojutiklius, kurie bus naudojami

nuo cholesterolio priklausomy toksiny tyrimuose, reikalingas metodas,
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leidziantis j membrang jnesti daugiau cholesterolio nei naudojant MLV metoda
(Aachs > 100 m®). Taigi, Siam tikslui toliau bus pasitelktas anksCiau apraSytas
Tado Penkausko iStobulintas MPBCD:Chol kompleksas, siekiant nustatyti

jterpiamo Chol kiekio j membrana priklausomybe nuo MBCD:Chol komplekso

koncentracijos.
CD-Chol koncentracijos
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34 pav. SPR sensogramos. Jterpiamo cholesterolio kiekio j membrang priklausomybé nuo MBCD —

Chol koncentracijos.

Siame darbo etape MPBCD — Chol vandeninis tirpalas buvo injektuojamas j tBLM
sistema, sudaryta i§ dHC18(30%) ir DOPC. I8 34 paveiksle pateikty duomeny,
galima pastebéti, kad po MPBCD — Chol panaudojimo visais atvejais
registruojamas bendras SPR  kampo padidéjimas, signalizuojantis apie
cholesterolio jnesSima j membrang. Taciau galima pastebéti, kad cholesterolio
kiekis atvirksCiai proporcingas naudojamai komplekso koncentracijai: mazinant

komplekso koncentracijg, j membrana jterpiama daugiau cholesterolio (35 pav.).
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35 pav. Membranoje esancio cholesterolio priklausomybé nuo CD — Chol komplekso koncentracijos.
Kiekvienam taske atlikta ne maziau nei po 7 matavimus.

Ir §i priklausomybé gali buti aprasoma sekancia lygtimi:
-0,88
Aacnor = 88,5 Cypep—chol (21)

kur Aacyy — SPR kampo pokytis jneSus j membrana cholesterolj, o ccp-chor —
komplekso koncentracija celéje. Kodél didinant celéje MBCD — Chol komplekso
koncentracija, gaunamas mazesnis cholesterolio kiekis membranoje? Pradziai
reikéty atkreipti démesj j tai, kad tuo paciu junginiu (ciklodekstrinu) galima ir
istraukti, ir jterpti cholesterolj i membrana. Taigi, turi buti varomoiji jéga, kuri
nulemty, | kuria puse (iStraukimas ar jterpimas) vyks procesas. Kadangi tarp

116

ciklodekstrino ir cholesterolio susidaro silpnas (hidrofobinis) rySys ''°, tai kartu

turi egzistuoti ir tam tikra pusiausvyra tarp pradiniy medziagy ir paties

komplekso 17

2MBCD + Chol & [MBCD, — Chol]

O pati pusiausvyra gali buti aprasoma lygtimi '8
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_ [M,BCDZ —Chol]

~ [MBCD]? [Chol] (22)

kur K — pusiausvyros konstanta. Tokia lygties iSraiska rodo, kad egzistuoja tam
tikra netiesiné priklausomybé tarp ciklodekstrino ir MBCD — Chol komplekso
(pav. 36 juoda kreivé) t.y. kiek komplekso gali susidaryti, keiciant MBCD

koncentracija 7.

ccn-cml' M
I

36 pav. Reprezentaciné CD — Chol komplekso kiekio tirpale priklausomybé nuo CD koncentracijos
(juoda kreivé). Raudona kreivé — teoriné komplekso priklausomybé nuo CD, kai visas tirpalas yra

tiesiog skiedZiamas.

Taigi, i$ Sios kreivés galima pamatyti, kad esant aukstai MBCD koncentracijai,
susidaro santykinai (MBCD-Chol/MBCD) didesné komplekso koncentracija, nei
esant zemai MBCD koncentracijai. Kaip tai susije su cholesterolio jterpimu j
membrang? Siame darbe MBCD-Chol komplekso kiekis reguliuojamas visa
tirpala praskiedziant, t.y. bendra visy medziagy koncentracija mazéja, bet teorinis
santykis MPBCD-Chol/Chol islieka tas pats (36 pav. raudona kreivé). Ir jei bus
sugretintos abi kreivés (36 pav. juoda ir raudona kreivés), tai galima pamatyti,

kad iki cypep > x, komplekso tirpalas gali buti skiedziamas ir pats MBCD-Chol
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kompleksas isliks stabilus. Bet kai jau yra cppep < x, tai praskiestame tirpale dalis
komplekso suyra (36 pav. rodyklé¢), nes nebetenkina 22 lygties, ir cholesterolis
iSeina j tirpala, o Siuo atveju j membrana.
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37 pav. SPR sensogramos. Juoda kreivé — j DOPC membrang cholesterolis jnesamas du kartus
naudojant 1 mM MBCD — Chol kompleksq. Raudona kreivé — cholesterolis ,,jnesamas® j membrang
(DOPC-Chol 60%-40%) naudojant MBCD — Chol kompleksq (komplekso koncentracija 1 mM).

Kad tarp membranoje esancio cholesterolio ir tirpale istirpusio ciklodekstrino
egzistuoja tam tikra pusiausvyra, patvirtina ir kitas eksperimentas: j ta pacia
membrana bandoma du kartus jnesti cholesterolj naudojant ta pacia MBCD —
Chol komplekso koncentracija (37 pav. juoda kreiveé). Jei per pirmg komplekso
panaudojimg jnesamas tam tikras kiekis Chol, naudojant antra karta ta pacia
komplekso koncentracija, cholesterolio membranoje daugiau neatsiranda. Jei
antram cholesterolio jnesimui naudojama didesné komplekso koncentracija, tai
gaunasi atvirkstinis procesas — cholesterolio pasalinimas iS membranos iki tam
tikro lygio. Tai patvirtina eksperimentas, kai j membrana, kuri buvo suformuota
iS MLV lipsomy turin¢iy 60% DOPC ir 40% cholesterolio, injektuojamas
kompleksas ir stebimas SPR kampo sumazéjimas, rodantis dalies cholesterolio

pasalinima i$§ membranos (37 pav. raudona kreivé).
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3. REZULTATU APIBENDRINIMAS

tBLM modeliy, turinciy cholesterolj, tyrimas leido atsakyti tik j dalj
klausimy. Viena pagrindiniy problemy: kodél cholesterolio kiekis yra toks Zemas
tBLM modeliuose lyginant su liposomomis? Gal tai tiesiog gamtos sutvarkyta,
kad normaliomis salygomis lastelés membranose egzistuoja tik toks kiekis
cholesterolio (20%), kg rodo tyrimai. O jo kiekio padidéjimas isSaukia Salutinj

efekta. Bet nepaisant to, galima padaryti keleta iSvaduy:

1) Atrastas budas, leidziantis nustatyti ir apskaiCiuoti cholesterolio kiekj
membranoje.
2) Ivaldytas cholesterolio reguliavimo membranoje jrankis — ciklodesktrino

ir cholesterolio kompleksas.
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IV SKYRIUS

tBLM TAIKYMAS TOKSINU TYRIMUOSE

1. LITERATURINE DALIS

1.1  Poras formuojantys toksinai

Viena i§ membrany modeliy panaudojimo sri¢iy — saveikos su jvairiais
toksinais tyrimai. Toksinai — nuodingos medziagos (peptidai, baltymai ar mazos
molekulinés masés molekulés), kurias gamina ir iSskiria tam tikros bakterijos ir
parazitai, galinCios sukelti patologinius pokycius gyvuose organizmuose, kartais
pasibaigiancius ir mirtimi. Bet Sie pazeidimai ar netgi lastelés zutis gali jvykti tik
tada, kai toksinas pasiekia ir ima saveikauti su lastelés membrana. Toksiny
medziagy veikimo mechanizmas gali buti dvejopas: vieni toksinai,
prisikabindami prie membranos, sutrikdo signaly perdavima lastelei, taip
iSSaukdami nepageidautinus procesus (tam tikry medziagy gamybos padidinimas
ar sumazinimas) %12, Kiti toksinai pazeidzia paCia membrang: infekcijos metu
toksino baltymai, kurie sekretuojami monomery pavidalu ir gerai tirpsta
vandenyje, difunduoja iki lastelés membranos, prie jos prisikabina ir
oligomerizuojasi, taip galiausiai suformuodami jvairaus dydzio poras 22, Tokie
baltymy toksinai vadinami poras formuojanéiais toksinais (PFT). Sie baltyminiai
dariniai suardo lastelés bajera — membrana ir taip sutrikdo nattralia lastelés
homeostaze, sukeliant jos ziitj.

PFT gali buti klasifikuojami j dvi Seimas: RTX (angl. repeats — in — toxin)
ir CDC (angl. cholesterol — dependent cytolysins). RTX — toksinas, kuris turi
trumpas tandemiskai pasikartojanc¢ias 9 amino ragscCiy sekas, tiesiogiai arba per

jvairius receptorius jungiasi prie membranos, kurioje suformuoja pora 23124125,
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CDC Seimai priskiriami nuo cholesterolio priklausomi toksinai, kurie daznu
atveju identifikuojami gram — teigiamy bakterijy Seimose: pneumolizinas i$
Streptococcus pneumoniae, vaginolizinas i§ Gardnerella vaginalis etc. Sie toksinai
isskirtinai veikia tik cholesterolj turinCiose membranose, kur geba formuoti
ypatingai dideles poras (20 — 50 nm) (RTX Seimos baltymas, a — hemolizinas i$
Staphylococcus aureas, formuoja tik keliy nm skersmens poras 2¢1?7), kurios dél
savo dydzio yra ypac pavojingos, nes pro membrana gali praeiti ne tik mazos

molekulés ar jonai, bet ir jvairtis baltymai.

38 pav. Schematinis poras formuojanciy toksiny monomery prisijungimo prie membranos,
susirinkimo j oligomerus ir poros suformavimo mechanizmas "%,

Poros susidarymas vyksta keliais etapais (38 pav.). IS pradziy, CDC

monomeras vandeninéje terpéje difunduoja iki membranos ir prie jos prisijungia.
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Tada prasideda oligomerizacija, kurios metu monomerai jungiasi vienas prie kito
ir taip suformuoja prepora. Galutinéje stadijoje prepora insertuojasi j membrana,
taip suformuodama pora ir sukeldama membranos pazaida *°. Bet $iuo metu vis
dar aiskinamasi, kodél vandenyje tirpis monomeriniai baltymai tik membranoje
susirenka j didele kompleksing pora. Taip pat vis dar néra aisku, kaip

cholesterolio praradimas blokuoja CDC preporos virtima j toksiskaja pora .

1.2 CDC struktura

39 pav. CDC Monomero struktiira

Struktariskai visus CDC vienija keletas bendry bruozy. Visy pirma, CDC
baltymy pirminés sekos tarpusavyje yra labai panasios — tapatumas siekia nuo 40
% iki 80 % !, o molekuliné masé svyruoja tarp 50 ir 70 kDa. Antra, visy ju
monomerg galima iSskaidyti j 4 atskirus domenus: D1 (39 pav. mélyna), D2 (39
pav. zalia), D3 (39 pav. raudona) ir D4 (39 pav. geltona) *2. Pirmi trys domenai
yra hidrofiliniai, kurie nedalyvauja pirminéje baltymo saveikoje su lipidine
membrana. Uz §ia saveika yra atsakingas D4 domenas, kuriame kaip tik randama
aminorugsc¢iy pora (treoninas — leucinas), tiesiogiai dalyvaujanti saveikoje su

lipidais '°. Prisijungus baltymui prie membranos prasideda oligomerizacijos
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procesas: monomerai, difunduodami membranoje, jungiasi vienas prie kito ir

sudaro prepora, kuri galiausiai insertuojasi | membrana, virsdama pora 34,

1.3  Pneumolizinas ir vaginolizinas

Steptococcus pneumoniae bakterijos — daugelio dideliu sergamumu ir
mirtingumu pasizyminciy ligy, kaip pneumonija, otitas, meningitas, sukéléjas.
Sios bakterijos daZniausiai kaupiasi zmogaus nosiarykléje, kur i¥skiria toksing —
pneumolizing (PLY). Sis baltymas yra tipiskas CDC $eimos atstovas ir veikia

135 Pneumolizino monomera

isskirtinai tik cholesterolio turiniose membranose
sudaro 471 aminortgstys, kuriy bendra masé — 53 kDa. Atlikta nemazai tyrimy
ir nustatytas poros ir preporos susidarymo mechanizmas, bei kokio dydzio poros
susiformuoja (40 nm skersmens ir 7 nm aukscio) *®. Bet nepaisant Siy rezultaty,
iki Siol vis dar nezinomas cholesterolio vaidmuo Sio toksino veikime. Ir ypac
mazai atlikta eksperimenty ant dirbtiniy fosfolipidiniy membrany.

Bakteriné vaginozé — pasaulyje paplitusi vaginaliné infekcija, susijusi su
naturaliai makstyje esanciy bakterijy Gardnerella vaginalis pagauséjimu, kas
padidina prieslaikinio gimdymo, persileidimo, prieslaikinio vaisiaus vandeny

137, Bakterijos isskiria,

nutekéjimo, pogimdyminiy ir pooperaciniy infekcijy rizika
CDC Seimai priskiriamg, toksing — vaginolizina (VLY) ¥ VLY monomera
sudaro 516 aminorugsCiy, kuriy bendra masé — 57 kDa. Yra zinoma, kad jis
specifiskai  atpazjsta ir riSasi su zmogaus lasteléje esanciu CD59

(gliukozilfosfotidilinozitolis) — inkariniu baltymu, bet jo aktyvumas taip pat

priklauso ir nuo membranoje esancio cholesterolio .
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2. DARBO REZULTATAI

II ir III skyriuje aprasyti eksperimentai buvo atliekami, siekiant
charakterizuoti vieng i¥ lipidiniy membrany modeliy — tBLM. Sis skyrius jau yra
orientuotas j tBLM (biojutiklio) pritaikyma biocheminiams tyrimams, Siuo
atveju, saveikai su baltyminiais toksinais, pneumolizinu ir vaginolizinu, tirti. Sis
tyrimas buvo atliekamas lygiagreciai taikant 2 metodus (SPR ir EIS), bandant
iSsiaiskinti kai kuriuos toksiny elgsenos aspektus: cholesterolio koncentracijos
jtaka saveikos su membrana pobudziui (tiesiné/netiesiné) ir mastui, bei jvertinti,

kokia baltymo dalis sagveikaudama su membrana sudaro poras.

2.1  PLY adsorbcijos tyrimas
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40 pav. SPR sensogramos (A paveikslas). PLY adsorbcijos priklausomybé ant tBLM (DOPC-
Chol(40%)) nuo koncentracijos: 10 nM; 20 nM; 35 nM; 50 nM; 70 nM.

Taigi, pradiniame etape pneumolizino tyrimams buvo pasirinktas tBLM
modelis, kurj sudaré: dHC18 (30%) ir DOPC:Chol (40%). Baltymo saveikai su
membrana tirti pasirinktas baltymo kncentracijos intervalas: 10 — 70 nM. Kaip ir
galima buvo tikétis, didéjant PLY koncentracijai tirpale, kartu didéja ir jo kiekis

membranos pavirsiuje. 40 B paveiksle pateikti duomenys rodo, kaip Aapry
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priklauso nuo baltymo koncentracijos ir iSvesta priklausomybé baltymo kiekio

nuo jo koncentracijos, kuri gali buti aprasoma lygtimi:
AapLy = 3,7 CPLY - 21 ) (23)

Si priklausomybé i§ esmés rodo, kad baltymas ne tik saveikauja su cholesterolio
turinCia lipidine sistema, bet kartu §i saveika yra priklausoma nuo toksino
koncentracijos. Bet SPR negali parodyti, kaip adsorbuotas baltymas paveikia
pacia membrana, nes pneumolizinas — baltymas, kuris ne tik saveikauja su tBLM,
bet ir formuoja tam tikras darinius — poras. Siy dariniy identifikavimui labiau

tinkamas naudoti EIS tyrimo metodas.

£ 1 L e
E .
j— L]
U .l \\ M
N vV .
0 1 2
2
C,, uF/ em

41 pav. EIS Cole-cole diagramos. tBLM elektriné talpa pries squeikq ir po squeikos su PLY.

Baltymo inkubacijos laikas celéje — 30 min, koncentracija — 10 nM.

Bendram supratimui, kaip membranos pazaida atsispindi EIS duomenyse,
pakanka i¥nagrinéti vieng matavima (41 pav.). Siame matavime buvo naudota 10
nM PLY. IS Cole — Cole diagramos galima pastebéti, kad talpos pusapskritimis,
budingas izoliuojan¢ioms membranoms, po saveikos su baltymu deformuojasi.
Tai signalizuoja apie atsiradusia membranos pazaida. Bet Sis EIS duomeny

atvaizdavimas Cole — Cole diagramoje rodo tik pacios membranos pazeidimo
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fakta, bet sunku jvertinti pazaidos masta. Tokiu atveju praktiskiau §j procesa
stebéti laidumo (Y) ir jo fazés (¢) kitimo diagramoje, kurioje fazés minimumo

tasko poslinkis rodo pazaidos lygj (42 pav.).
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42 pav. EIS Bode diagramos. tBLM fazé ir laidumas pries squeikq ir po squeikos su PLY.

Baltymo inkubacijos laikas celéje — 30 min; koncentracija — 10 nM.

IS stebimo fazés minimumo poslinko galima skaitine verte jvertinti tBLM
pazaida. Beveik idealaus tBLM atveju fazés minimumas (@) visada stebimas
zemy dazniy diapazone (f < 2 Hz), Siuo atveju ties ~1,5 Hz dazniu. Tokio tBLM
laidumas siekia tik 23 uS/cm?. Po saveikos su baltymu ¢,., pasislenka j didesniy
dazniy puse ir pasiekia ~220 Hz daznj, o membranos laidumas padidéja iki 4370
uS/cm?. Tai jrodo, kad toksinas ne tik adsorbuojasi | tBLM, bet kartu formuoja
ir poras, taip sukeldamas membranos pazaida. Pory — defekty (Nguy) skaicius i$

@min poslinko daznio skaléje gali buti jvertinamas Sia lygtimi 3*b:
1g(Naer) = 0,86441g(finin) — 1,142, (24)

Pritaikius Sia lygtj apskai¢iuojama, kad tBLM sistemoje susidaro 9,6-10® defekty —
pory 1 cm? plote. PLY baltymas yra vienas labiausiai iStyrinéty toksiny ir yra

zinoma, kad viena pora sudaro 44 monomerai . Tad jmanoma i$ EIS duomeny
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kiekybiskai jvertinti baltymo kiekj membranoje (mpgss) ir Siame matavime mgs =
3,7 ng/cm? Siame eksperimente SPR matavimas parodé, kad Aapy — 5 m®, o
Shaymar = 0,82 ng/(cm*>m®) **. Tai baltymo kiekis pagal SPR duomenis (mgpg)
bus 4,1 ng/cm?. Toks abiejy metody taikymas leidzia jvertinti, kokia adsorbuoto
baltymo (pagal SPR matavimus) dalis (np.y) (toliau Siame darbe tai bus vadinama

“efektyvioji baltymo dalis”) sudaro poras membranoje (pagal EIS matavimus):

Npry = —E5 x100% (25)

mgpRr

Ir panaudojus Sio eksperimento duomenis, gaunama, kad npy = 90 %. Tai rodo,
kad beveik visas prie membranos prisikabines baltymas sudaro poras. Bet
tolimesni skaiCiavimai parodys, kad naudojant didesnes baltymo koncentracijas,

npry dydis néra nekintantis ir priklauso nuo keliy faktoriy.
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43 pav. EIS Bode diagramos. Admitanso ir fazés duomenys pries ir po tirpalo varzos ir parazitinés

talpos atémimo.

Bet pries atliekant Siuos skaic¢iavimus, buvo optimizuotas fazés minimumo

suradimo taskas, nes i$ 42 pav. (raudona kreivé) galima pastebéti, kad ¢, jau yra



DARBO REZULTATAI 81

ties ta daznio riba, kurig perzengus buity nejmanoma tiksliai identifikuoti fazés
minimumo tasko, zinant, kad Siame eksperimente buvo naudojama maziausia
PLY koncentracija. Sprendimas: i§ EIS duomeny buvo atimta tirpalo varza ir
parazatiné talpa, kas leidzia iSskirti faze su gerai iSreikstu jos minimumu (43 pav.
raudona kreive).

Taigi, taikant du tyrimo metodus (SPR ir EIS) bei anks¢iau aprasyta
duomeny jvertinimo metoda, buvo apskaiciuota ir nubrézta priklausomybé tarp
efektyviosios pneumolizino dalies membranoje ir adsorbuoto baltymo kiekio, bei

kaip kartu keiciasi ir fazés minimumo padétis dazniy srityje (44 pav.).
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44 pav. Toksino f,.;, ir “efektyviosios” dalies (np.y) priklausomybé nuo bendro baltymo kiekio
(Aapy). tBLM: dHC18(30%) — DOPC:Chol(40%)

Atidéjus npry nuo Aapry (44 pav., raudoni taskai), galima pastebéti, kad didéjant
medziagos kiekiui “efektyvaus” baltymo kiekis mazéja. Viena is to priezasCiy gali
buti ta, kad nors pati baltymo adsorbcija (10 — 70 nM koncentracijy diapazone)
néra ribota (kuo didesné baltymo koncentracija, tuo daugiau jo adsorbuojasi prie
lipidinio pavirSiaus), bet daugéjant defekty — pory skaiciui elektrocheminio
impedanso metodu nebejmanoma visy jy uzregistruoti, t.y. pasiekiama tam tikra
riba. Tai patvirtina ir f,, kitimas nuo Aapry (44 pav. juodi taskai), kur f,,;, kinta

tik iki ~3000 Hz. Si riba pasiekiama, kai pavir§iuje yra tik 50 m® baltymo, o np.y
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siekia ~70 %. Toliau didinant baltymo koncentracija, didéja tik mspr, 0 fuin
tampa konstanta, tokiu atveju ir mgs = const. Todél npy mazéjimas vyksta tik

dél mgpg didéjimo (pagal 25 lygti).
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45 pav. Toksino f,.,;, ir “efektyviosios” dalies (np.y) priklausomybé nuo bendro baltymo kiekio
(Aap.y). tBLM: dHC18(40%) — DOPC:Chol(40%)

Priezastis, kodél EIS metodu galima stebéti tik ribota kiekj defekty, gali buti
siejama su tBLM modelio strukttira. Virsutinj tBLM sluoksnj sudaro tik DOPC ir
cholesterolis, prie kurio gali priklausomai nuo toksino koncentracijos adsorbuotis
didelis kiekis baltymo. Apatinj tBLM sluoksnj sudaro ne tik DOPC ir
cholesterolis, bet ir inkarinis junginys dHCIS8, kuriy judrumas yra labai
apribotas. Ir jei pora susidaro, kur yra daugiau inkarinio junginio, galimas
mazesnis arba visiskas laidumo padidéjimo nebuvimas. Tai puikiai iliustruoja kita
eksperimenty serija, kurioje visa tyrimo eiga buvo atliekama kaip ir pries tai, tik
tBLM modelyje buvo naudojamas ne dHC18(30%), o dHC18(40%) misrus
savitvarkis monosluoksnis (45 pav). Ir i§ gauty duomeny galima pastebéti, kad
fazés minimumo padétis nebesikeicia, kai f,; > 2000 Hz (45 pav. juodi taskai).

Tai tik patvirtina anksciau iSsakyta spéjima, kad inkariniy junginiy pavirsinis
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tankis jtakoja defekty detektavimo ribas. Kitas svarbus pastebéjimas: np;y yra
dvigubai mazesnis (nuo 25% iki 40%, kai daznis yra 0,5 — 2000 Hz diapazone)
nei dHC18(30%) atveju (nuo 70% iki 100%, kai daznis yra 0,5 — 3000 Hz
diapazone). Sis skirtumas rodo, kad SAM jtakoja ne tik defekty detekcijos ribas,
bet ir tai, kad ne visi defektai yra registruojami zemy dazniy srityje (kai
kurios poros gali buti nepilnais jlindusios j membrana ') — kad pasiekti 3000 Hz
riba tBLMuncisiaonwy modelyje pakanka tik Aapy = 50 m©®, kai tuo tarpu
tBLMuancisaony modelyje, 2000 Hz fazés minimumo padéciai pasiekti
sunaudojama jau 100 m® baltymo.

Taip pat reikia pazymeéti, kad efektyvaus baltymo dalies skaiCiavimams
jtakos gali turéti ir pats baltymams. Pradziai deréty atkreipti démesj j tai, kad
tBLMuncison) sistemoje, esant maziems baltymo kiekiams (Aapry < 10 m®) npry
siekia 100%, o tBLMgucisow) sistemoije npry = 40%. Jei laikytis salygos, kad np.y
priklauso nuo inkarinio junginio kiekio, tai tBLMancis<3oun) sistemoje teoriskai
npry turéty buti daugiau nei 100%, kas yra nejmanoma. Bet visa tai galima susieti
su tuom, kad Siuose skai¢iavimuose buvo laikomasi prielaidos, kad baltymas
membranoje sudaro pilng pora is 44 monomery. Taciau yra duomeny, kad gali
susidaryti ir nepilnos poros 1282142143 Tokju atveju mgpr gali buti pastovus dydis,
bet keistis mgs, nes EIS fazés minimumo judéjimas labiau priklauso ne nuo

44 Tarkim, kad membranoje yra 44

poros dydzio, o nuo pory skaiciaus
monomerai, jei bus viena pora — defektas, tai npry =100%, kai dvi pusporés (po
22 monomerus) — defektai, tai npry =200% ir t.t. Taigi, galima daryti bendra
iSvada, kad interpretuojant SPR ir EIS metodais gaunamus membranos pazaidos
duomenis, butina atsizvelgti j: 1) tBLM sudétj ir 2) baltymo pory sukuriamy
membranos defekty skaiciy.

Siekiant issiaiskinti sarysj tarp adsorbuoto baltymo ir cholesterolio kiekio
membranoje buvo atlikta eksperimenty serija (46 pav.). Siame tyrimo etape buvo
naudojamas dHC18 (40%), o cholesterolio kiekis membranoje reguliuotas is

pradziy keic¢iant MLV sudétj (DOPC:Chol 80%:20%; DOPC:Chol 70%:30% ir
DOPC:Chol 60%:40%), o véliau panaudojant MPBCD - Chol kompleksa.
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46 pav. Pneumolizino kiekio priklausomybé nuo Chol kiekio membranoje. PLY inkubacijos laikas —

30 min; koncentracija — 50 nM.

IS 46 paveiksle pateikty duomeny galima pastebéti, kad tarp PLY ir Chol
néra tiesinés priklausomybés: baltymas pradeda adsorbuotis ant pavirsiaus, kai
Aache > 80 m°. Kai Aacyy < 80 m®, tai PLY visiskai nesaveikauja su lipidine
membrana. Sie rezultatai koreliuoja su kity tyrimy duomenimis, kurie buvo
atliekami tyrinéjant listeriolizing * ir ostreolizina 6. Siuose eksperimentuose
buvo nustatyta, kad listeriolizinas sgveikauja su membrana, kuri buvo ruosta is
40% cholesterolio turinciy liposomy, o ostreolizinas — 35% cholesterolio. Nuo
ko priklauso toksino ir membranos saveika, néra iki galo istirta. Keliamos jvairios
prielaidos, i$ kuriy viena sako, kad didéjant cholesterolio kiekiui membranoje
susidaro tam tikri lipidy klasteriai, prie kuriy jungiasi baltymo monomerai 7.
Kita hipotezé — lipidiné membrana turi buti tam tikroje busenoje (III skyrius, 1

148

dalis), kuri jau yra palanki toksino saveikai Taigi, i§ SPR duomeny

nejmanoma nustatyti, kas salygoja PLY prisikabinima prie lipidinio pavirsiaus.
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2.2 VLY adsorbcijos tyrimas

Vaginolizinas struktiiriskai ir savo aminorugsCiy sudétimi panasus j pries
tai tyrinéta pneumolizing, bet tyrimai atskleidé tam tikrus skirtumus tiek
saveikoje su lipidine membrana, tiek pacioje detekcijoje.

Sioje darbo dalyje i¥ pradziy buvo naudojamas tBLM, kur tioliné dalis
buvo suformuota i§ dHC18 (40%), o lipidiné — i§ MLV, turinc¢iy 60% DOPC ir
40% cholesterolio. Bet bandant tirti VLY saveikg su $ia sistema, gautas kiek
netikétas rezultatas: neregistruojama jokia VLY saveika nei SPR, nei EIS
metodais, kas prieStarauja kity mokslininky gautiems duomenims *°. Viena i$
numanomy priezasCiy gali buti ta, kad tame darbe membranos buvo
formuojamos tirpiklio pakeitimo metodu, kurio metu iS tos pacios pradinés
sudéties (40% Chol ir 60% DOPC) membranose jterpiamas didesnis
cholesterolio kiekis. Taigi, toliau buvo dirbama su membranomis, kuriose Chol
kiekis buvo kontroliuojamas MBCD — Chol komplekso pagalba (cholesterolio
kiekio membranoje priklausomybé nuo MPBCD — Chol komplekso
koncentracijos aprasyta III skyriuje, 2 dalyje). Patogumo délei, Sioje darbo dalyje
cholesterolio kiekiai membranoje bus nurodomi ne absoliuciais dydziais, o kaip
“maza” (Aachy = 130 — 180 m®), “vidutinj” (Aacpy = 190 — 250 m®) ir “didel;”
(Aachy = 270 — 320 m°) cholesterolio kiekj turin¢ios membranos. Taigi,
skirtingg Chol kiekj turincios membranos buvo paveiktos 10 nM koncentracijos
VLY tirpalu. Ir i§ 47 paveiksle pateikty duomeny galima pastebéti, kaip stipriai
kinta baltymo poveikis ant skirtingy membrany — kuo didesnis cholesterolio
kiekis, tuo labiau fazés minimumas judéjo link didesniy dazniy pusés ir didéjo

pacios membranos elektrinis laidumas.
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47 pav. EIS Bode diagramos. tBLM fazés ir laidumo kitimo priklausomybé nuo 10 nM
koncentracijos VLY squeikos, esant skirtingiems cholesterolio kiekiams membranoje. Duomenys

pateikti pasalinus tirpalo varzq ir paraziting talpg. Baltymo inkubacijos laikas — 30 min.

Taigi, pasitelkiant Siuos ir PLY skyriaus duomenis galima jau iSskirti
pirma pozymj, kuris rodo skirtinga PLY ir VLY toksiny elgsena tBLM sistemoje:
Siems baltymams reikalingas skirtingas cholesterolio kiekis membranoje, kad
prasidéty pory susidarymas. Pneumolizinui detektuoti pakanka ~80 m®
cholesterolio membranoje, kai VLY atveju, membranos pazaida pradedama
stebéti esant dvigubai daugiau cholesterolio tBLM sistemoje (~150 m®). Antras
pozymis — jei PLY atveju néra priklausomybés tarp baltymo ir cholesterolio
kiekio (46 pav.), tai EIS eksperimentuose su VLY toksinais stebima ryski
priklausomybé — kuo daugiau cholesterolio, tuo didesnis baltymo poveikis
imituojanciam lipidiniam dvisluoksniui. Kas lemia tokj skirtinga abiejy baltymy
(PLY ir VLY) veikimo mechanizma, sunku paaiskinti. Galima daryti tik
prielaida, kad pneumolizinas saveikauja su membrana ir formuoja poras, kai
membranoje esantis cholesterolis sukuria tam tikras palankias salygas (domeny

susidarymas ar membranos busena). VLY atveju, jau yra reikalingos ne tik tam
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tikros salygos, kurios pasiekiamos esant 150 m® ar daugiau cholesterolio, bet ir

pats cholesterolis, kuris tiesiogiai saveikauja su toksinu.
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Chol kiekis membranoje

48 pav. VLY adsorbcijos priklausomybés nuo toksino koncentracijos tirpale ir cholesterolio kiekio

membranoje tBLM modelyje pagal SPR.

[$ tolimesniy VLY saveikos su membrana eksperimenty, panaudojant ta
paciag 10 nM baltymo koncentracija ir SPR tyrimo metodika, galima pastebéti,
kad didinant cholesterolio kiekj membranoje, toksino kiekis labai nezymiai
keiCiasi (48 pav. zali taskai), kas visiskai nedera su EIS duomenimis (47 pav.).
Esant dideliam cholesterolio kiekiui, registruojamas netgi mazesnis baltymo
kiekis, nei esant mazai cholesterolio koncentracijai. Tas pats efektas stebimas ir
padidinus VLY koncentracija tirpale (20 nM ir 35 nM) (48 pav. atitinkamai
mélyni ir zali taskai): membranoje, kurioje yra vidutinis kiekis cholesterolio,
registruojamas didesnis baltymo kiekis nei membranose, kuriose yra didelé
cholesterolio koncentracija. Tik jau esant VLY 50 nM koncentracijai, stebima
tendencija — kuo daugiau cholesterolio membranoje, tuo daugiau baltymo

adsorbuojasi prie lipidinio pavirsiaus.
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Neatitikimg tarp SPR ir EIS duomeny, bei priestaringg baltymo kiekio
priklausomybe nuo cholesterolio (pagal SPR duomenis) galima buty paaiskinti
remiantis lipidy strukttiros pakitimais. Jprastai laikomasi teorijos, kad membrana,
sudaryta vien tik i§ DOPC lipidy, yra skysta ir netvarki (Lp faziné busena). Kai
Sioje membranoje atsiranda cholesterolio, ji tampa tvarkingesné ir kietesné, nes
cholesterolis uzpildo tarpus tarp DOPC molekuliy. Kol galiausiai didelis
cholesterolio kiekis membranoje suspaudzia DOPC molekule iki maziausio
jimanomo skerspjuvio ploto, kur nebejmanoma papildomai jnesti medziagos.
Taigi, nagrinéjant toliau VLY atveji, toksinas, norédamas suformuoti pora
membranoje, dél vietos stokos pradeda iSstuminéti iS membranos lipidus. Ka
konkreciai baltymas iSstumia i§ membranos — DOPC ar cholesterolj — is Siy
matavimy sunku pasakyti, bet pats spéjimas dél lipidy pasisalinimo iS membranos
leidzia interpretuoti anksCiau aprasSytus eksperimentinius rezultatus: EIS rodo
didelj pazaidos masta, bet SPR negali tiksliai uzregistruoti baltymo dél medziagy
mainy. Be to, “lipidy iSsttmimo” hipotezé paaiskina SPR sensogramose matoma
SPR kampo kitima (kuris geriausiai pastebimas, kai membranoje yra vidutinis
cholesterolio lygis), kai po VLY injektavimo SPR kampas per trumpa laika

pasiekia maksimuma, o po to prasideda létas jo mazéjimas (ties 150 sekunde) (49

pav.).
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49 pav. SPR sensogramos. VLY adsorbcija ant tBLM sistemos su vidutiniu cholesterolio lygiu.

Pagrindo, numanomam lipidui issttmimui, gali duoti ir teoriniai
paskaiCiavimai. Tarkim, kad yra lipidinis monosluoksnis, sudarytas i§ Chol ir
DOPC molekuliy. Siame darbe nustatyta, kad nepriklausomai nuo Chol kiekio
DOPC molekuliy skai¢ius ant misriy savitvarkiy monosluoksniy yra pastovus
dydis, kur jy 1 cm? plote bus 1,39-10, nes viena DOPC molekulé uZima 72,5 A2
7t (kai membranoje néra Chol). Yra zinoma, kad cholesterolis jsiterpia tarp
DOPC molekuliy, mazindamas pacio DOPC lipido uzimama plota, kuris
kratutiniu atveju (maksimaliai jnefus Chol) gali siekti tik 43 A2 Tai teoritkai
0,59 cm? (43 A2/ 72,5 A2. 1 cm? = 0,59 cm?) pavirsiaus uzpildys DOPC, likusj
pavirsiaus plota uzims cholesterolis. Kadangi Acyg = 40 A2 15b - ai jo Sioje
membranoje bus 1.10* molekuliy (65 ng/cm?), kurie atitinka 260 m°® (Scp =
0,25 ng/cm*m®). Viso Sio maksimaliai susipakavusio lipidinio monosluoksnio
(DOPC + Chol) Aappa, = 555 m® arba 2,3910" molekuliy/cm? Jei
perskaiCiuoti parametrus vienai molekulei, tai A, ~ 42 A2 (1 cm? / 2,39.10*

molekuliy/cm?) ir Sy, = 2,32 £° (555 m® / 2,39-10' molekuliy). Ir tegul buina
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insertuotuojamas VLY baltymas | S$ia membrang. Toliau skaiCiavimai bus
atliekami dviems dydziams: Aap,,, kuris yra priklausomas nuo toksino pora
sudaranc¢iy monomery skaiciaus, ir Aappiaa, parodantis, kiek lipidy turi bati
iSstumta iS membranos, kad vietoj jy galéty susiformuoti pora. Pries tesiant toliau
skaiCiavimus, reikéty paminéti, kad néra tiksliai nustatyta Sio baltymo pora
sudaran¢iy monomery skaicius, bei pats poros dydis. Tad buvo apskaiciuoti keli
variantai (5 lentelé), keiCiant tiek monomery skaiCiy, tiek ir poros dydj,
remiantis Siuo pavyzdziu: tarkim, kad pora sudaro 40 monomery ir jos skersmuo
— 30 nm. Vienas baltymo monomeras SPR kampa pakeisty 111 {°, tai tada viena
pilnai susiformavusi pora - Aapy, = 4440 f°. Sios poros diametras — 30 nm, tai
A = 707 nm? ir turéty iSstumti 1689 molekules lipidy. Ir tokiu atveju SPR
kampas dél lipidy iSstimimo turéty sumazéti 3920 f°. Tai bendrai SPR kampas
turéty padidéti tik 520 femto laipsniais (4440 — 3920 = 520 {°).

5 lentelé. Skaiciavimo duomenys.

VLY monomery sk. Aayry, £° VLY poros dydis, nm Aaipiay, £°
30 3340 30 3920
35 3900 35 5340
40 4460 40 6970
45 5020 45 8830
50 5580 50 10900

Taigi, iS 5 lentelés duomeny galima pastebéti, kad bendram SPR kampo
kitimui didele reikSme turi ne pora sudaranc¢iy monomery skaiCius, o pacios

poros dydis: kuo pora didesné, tuo daugiau lipidy ji privalo iSstumti.
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3. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Siame darbe buvo nustatytas pagrindinis skirtumas tarp pneumolizino ir
vaginolizino: PLY saveika su tBLM inicijuojama, kai membranoje, pagal SPR,
cholesterolio kiekis virsyja 80 m® ir kurio padidéjimas nekeicia pacio baltymo
veikimo; VLY atveju, toksinas saveikauja su lipidiniu pavirsiumi tik tada, kai
membranoje Aacpy > 150 m°, kurio didinimas kartu sustiprina ir baltymo
veikima.

Nustatyta, kad baltymo detekcijai EIS metodu didelj vaidmenj vaidina tBLM
modelj sudarantis inkarinio junginio kiekis, kurio didinimas mazina pory kiekio
nustatyma: 33% daugiau pory galima detektuoti ant dHC18(30%) savitvarkio
monosluoksnio nei dHC18(40%).

Cholesterolio kiekio didinimas membranoje didina ir VLY poveikj. Bet buvo
iSsiaiskinta, kad VLY poveikis yra gerai “matomas” EIS metodu, bet visiskai
“nematomas” SPR metodu. Manoma, jog Sie efektai susije su lipido iSstumimu

formuojantis pilnoms VLY poroms membranoje.
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ISVADOS

1)

2)

3)

4)

5)

Sukurtas lipidiniy dvisluoksniy prijungimo prie pavirSiaus metodas,
besiremiantis daugiasluoksniy liposomy suliejimu.

Nustatytas pavirsiaus plazmony rezonanso metodo jautrumas inkariniam
junginiui, lipidui ir cholesteroliui, kurie atitinkamai lygus: Sink. ;. = 0,51
ng/(cm>*m°); Sipiay = 0,62 ng/(cm?*m°®); Sauo = 0,25 ng/(cm*m°)
Nustatytas inkariniy junginiy uzimamas plotas vidiniame prikabintos
membranos sluoksnyje, kai tarp jy yra jsiterpusios nesotaus fosfatidilcholino
molekulés: Awcis = 78 A% Agicrs = 105 A

A) Nustatyta, kad cholesterolio/nesotaus fosfatidilcholino  santykis
prikabintos membranos modelyje siekia tik 0,2, kai daugiasluoksnése
liposomose Sis santykis yra 0,4.

B) Nustatyta, kad jkraunamo cholesterolio kiekis atvirksCiai proporcingas
ciklodekstrino ir cholesterolio komplekso koncentracijai tirpale.

A) Buvo parodyta, kad membranos pazaidos masto detektavimas
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodu priklauso nuo inkarinio
junginio pavirsinio tankio, kai pavirSiaus plazmony rezonanso metodu galima
detektuoti neribota kiekj baltymo. Pavirsiaus plazmony rezonanso metodas
netinkamas tirti nuo cholesterolio priklausomy toksiny saveika tankiose
membranose.

B) Buvo parodyta, kad pneumolizino saveika su membrana prasideda, kai

membranoje yra 15% cholesterolio, vaginolizino — 30% cholesterolio.
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