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IVADAS

Siuolaikiréje medicinoje rimta problema — baktessninfekcijos, kun sukeléjai yra
atspaiis vaistams. Atliekama daug tynirsiekiant iSsiaisSkinti baktetj atsparumo vaistams
mechanizmus ir priezastis. leSkant efekiy\gydymo kidy, bandoma ieSkoti antibiotik
analog; ir modifikuoty dariniy, kurie pasizymtu mazu giminingumu daugiavéie atsparumo
(DVA) siurbliams, bei kuriamos medziagos, slopiiaa DVA siurbliy veikla.

Tiriant bakterijy DVA, yra labai svarbu atrasti greitus ir efektysimetodus DVA
siurbliy aktyvumui nustatyti beiyj efektyvumui Kklinikiniuose kamienuosgertinti. Siems
tikslams pasiekti yra naudojama keletas metadatuojant ir stebint fluorescenaininedziag
(etidzio, akriflavino, pirotino Y ir kt.) arba kit Zymekly (antibiotiky, tetrafenilfosfonio
(TPP) jony) srautus tarpabteks ir matavimo tergs.

Lipofiliniai katijonai, tokie kaip TPP jonai, yra vieni i§ populiariausijunginiy
membranogtampos Ay) bakterijose vertinimui. TPFonai lengvai prasiskverbia prasteliy
membram hidrofobin sluoksn ir greitai pasiskirsto tarp citoplazmos gsleles supatios
terpss pagal elektrinio potencialo skirtumTatiau yra zinoma, jog TPPjony susikaupimas
lasteliy citozolyje priklauso ne tik nuo elektrinio poteald, bet ir nuo plazmije membranoje
(PM) esaniu siurbliy veiklos, iSstumiatiy § katijoma atgal i inkubavimo terp (Midgley,
1986). Be to, gramneigiafu bakterip atveju Sip katijony kaupimasisdstekse gali atspingti
lasteliy iSorines membranos (IM) laidumo poéys (Daugelawius ir kt., 1997).

Taigi, TPP jonai yra universalus net kglibakterijy apvalkatlio paramety
indikatorius, naudingas vertinaiairiy junginiuy, pvz., antibiotik, DVA siurbliy slopikliy,
saveika su hsteliy apvalkatliu, juy poveif PM jtampai ar DVA siurbli veiklai.

Sio darbo tikslas buvo istirti antimikrobinimedZiag ir daugiavaigio atsparumo
siurbliy slopikliy poveili bakterij saveikai su TPP jonais. Siam tikslui pasiekti reijo:

1. Istirti | Iasteles prasiskverbidny peptid; ijtaka gramteigiamjuy ir

gramneigiamju bakterij apvalkatliy laidumui;

2. Ivertinti TPP jony saveika suM. smegmatis bakterijomis irivertinti membranas

laidinartiy junginiy jtaka Siai siveikai;

3. Istirti DVA siurbliy slopikliy jtaka TPP jonu pasiskirstymui tarp. smegmatis

lasteliy ir jas supadios tergs.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Bakterijy apvalkalélis

Nepaisant to, kad bakterijos yra primitigv organizmai, jos turi gerai iSvysiyt
lasteks siened, kuri yra atsakinga uz daugelrganizmo islikimui svarhi funkcijy. Daugelis
lasteks sieneds savyby yra kidingos tik bakterijoms,yj neturi nei eukariotiés lasteks, nei
archgjos.

Viena i$ bakterigs sienels sudedangu daliy yra peptidoglikano (PG) sluoksnis,
kuris yra randamas i$ karto uz PM. PG lemstdks formy ir yra atsakingas uasteks formos
tvirtumo palaikym. Jis yra laidus mazoms molekmnis, tocl néra atsakingas uz pralaidumo
barjero palaikyra. Barjerirg funkcija lasteks apvalkallyje atlieka tiek 4steliy PM, tiek ir IM
gramneigiamyju ir mikobakterij; atveju.

Lipidinéjé terpeje netirpiy medZiag pernasa pro bakteyijlM vyksta per vandeniu
uzpildytus baltymus — porinus. O prasteliu PM medziag pernasSa galiidi pasyvi, pagal
koncentracijos gradiemt(difuzija ir palengvintoji pernasa), ir aktyvi, ip§ koncentracijos
gradiens, panaudojant universalius energijos Saltinius gooa gradiens, bei endocitoZ ir
egzocitoz. Visi membraniniai baltymai, lemiantys jos laidgmskirstomi i tris klases:
siurbliai, jon, antibiotiky ir kituy medziag pernaSai prieS koncentracijos gradaent
panaudojantys ATP energijneSikliai, vykdantys pernafagal koncentracijos gradiantr
kanalai — jonams atrankios poros membranoje. SEmasos sistemos uztikrinasteks

homeostags palaikym, sukuria joninius gradientus bei Salina kenksmsngedziagas.

1.1.1 Gramneigianyjy bakterij y apvalkalélis

Gramneigiamjuy bakterip lasteks apvalkalli sudaro dvi membranos (1.1 pav.):
vidiné- PM ir IM. Tarp Sit membran yra periplazmia ertme, kurioje iSsidstes dazniausiai
vienas peptidoglikano sluoksnis.

PM iS abiey pusi yra sudaryta iS fosfolipidsluoksnio susiterpusiais periferiniais
ir integraliaisiais baltymais. Ji formuoja bagesarp PM ir periplazmos. IM sudaro bager
kuris daro dstek atspara detergentams ir antibiotikams. IM yra asimetriis vidinés pugs
sudaryta i$ fosfolipid, fofastidiletanolamin ir lipoproteiny, kurie junga IM su periplazma

(Marvin ir kt., 1989), o iSafje ja sudaro lipoplisacharidai (LPS). LPS sudaryti iggtdaliy:



lipido A, Serdies ir O-polisacharido.aBent LPS atpalaiduoti iS membranos ir patek
organizmo aplink aktyvuoja imunigs sistemos reakcijas (Doerrler, 2006).

Gramneigiamju bakterip IM pasizymi tuo, kad yra stipriai anijoréintockl linkusi
prisijungti aplinkoje esafius katijonus. Manoma, kad IM barjerines savybesidedvivalertiy
metaly jonai - Md* ir Ca&*, kuriuos pasalinus i&dteks aplinkos, LPS vientisumas yra
suardomas ir nuo IM gali atsiskirti LPS bei memlmman baltymai. Cl Siy IM struktiros

pokyiu pasiketia bakterij siene¢s laidumas (Beverige ir Koval, 1981).

Porinas

lipoproteinas

lipopolisacharida

(LPS) isoriné

membrana

9 periplazma

peptidoglikanas { 1l citoplazminé

b | membrana

baltymas
Gram neigiamy lasteliy apvalkalélis

1.1 pav. Gramneigiambakterij; apvalkatlis.

I IM yra isiterpz membraniniai baltymai, kurie skirstomitris grupes: stambieji
pagrindiniai baltymai (la, Ib, TolG ir lipoproteisy kurie perveria membramarba jungiag su
PG sluoksniu, smulkius minorinius baltymus (Beverig Koval, 1981) ir porinai (OmpA,
OmpC, OmpF, PhoE) (Nikaido, 2003). Visiy baltymy kiekis membranoje priklauso nuo
bakterip augimo slygu: temperairos, tergs sudties ar pH.

1.1.2 Gramteigiamyju bakterij y apvalkalélis

Gramteigiamju bakterij; sieneté yra sudaryta iS PM ir storo, daugiasluoksnio PG
sluoksnio, kuriamasitvirting baltymai, teichoias ir lipoteichoirés migStys bei polisacharidai
(1.2 pav.).
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1.2 pav. Gramteigianju bakteriy apvalkatlis.

PG formuoja trig dimensijy tinkla, kuris supa dstek ir lemia jos strukirini
integralum, reikalingy lasteks iSgyvenimui. Tinklo tvirtumas yra nulemtas pa@aits
einartiy disacharid polimemn - N-acetiimuramo (MurNAc) ir N-acetilgliukozamin(&IcNAc)
liekany. D¢l Sios prieZasties visas bakterijos pavirSius ydemgtas viena kovalentiSkai uzdara
molekule.

Be peptidoglikanoalsteks siened sudaro ir antriniaialsteks sieneals polimerai —
teichoires mgstys ir lipoteichoifs mgsStys. Teichoias mgsStys yra kovalentiSkai prijungtos
prie PG sluoksnio ir lemiaasteks sienels neigiam kriavi, o lipoteichoirs rmhgstys yra
atsakingos uz PG susijungirau hsteks PM.

Gramteigiamju bakterijy vienintef pralaidumo barjer sudaro iS fosfolipid
sudarytadsteks PM su jojasiterpusiais baltymais, kurie ir lemia jos atranlkum

1.1.3 Mikobakterijy apvalkalélis

Mikobakterijos, nors ir priklauso gramteigiajm bakterip klasei, tg&iau savo
apvalkatlio struktira yra labiau panasSiaggramneigiamsias bakterijas. Jos pasizymi ypatinga
lasteks sienads strukiira, kurg sudaro iSorinis ir vidinis sienid sluoksniai, esantys virs
lasteks PM (1.3 pav.) (Brennan, 2003).

Strukiiros, sudarafios lasteks siengd, lemia mikobakterij fenotim, koloniju
morfologija, biofily formavimgsi, atsparump antibiotikams ir virulentiSkum (Chen ir kt.,
2006). Llasteks sienal sudaro ypatingai efektyvpralaidumo barjer daugeliui kenksming
medZiag ir iS dalies lemia vidiplasteks atsparumpdaugeliui vaisi.

Pirmasis mikobaktenyj lasteks sienels struktiros modelis buvo pasitas
Minnikin (1982). Nuo to laiko iki Siandien mikobadtjy lasteks sienels struktira yra
mokslininky tyrimy objektas, kadangi yra Zinoma, jog biologinis sieémekomponent



aktyvumas reikSmingai veikia ligos proge® lipidai, izoliuoti iS hsteks apvalkadlio, gali
sukelti imunires sistemos atsakus labai panaSiusios, kuriuos sukelidV. tuberculosis
infekcija (Karakousis ir kt., 2004).

Lasteks apvalkallis yra sudarytas iS tipgs PM, kurg supa 4steks sienels
sluoksnis su kapsulejalinga patoginiams mikobakterij raSims. Sienél sudaryta iS vieno
peptidoglikano sluoksnio kovalentiSkai susijungusio arabinogalaktan sluoksniu. Prie
arabinogalaktansluoksnio yra kovalentiSkai prisijungusios mikébntigstys - ilgos grandis
riebaly ragstys (jas sudaro iki 90 anglies atgmtaip pativairas lipidai ir poras formuojantys
baltymai (Niederweis, 2003).aktek sienet yra ngprasta tuo, jog yra turtinga lipid kurie
sudaro iki 60%dsteks sienals svorio {skaitant mikolinesagstis). Sie lipidai sudaro sluoksn
panas i gramneigiamjy bakterijp IM, o tai rera hidinga gramteigiamosioms bakterijoms,
tockl Sis sluoksnis vadinamas mikobakteriiM (Hoffmann ir kt., 2008; Zuber ir kt., 2008).
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1.3 pav. Mikobakterij apvalkatlio struktira.

Taigi lasteks siened sudaro iSorinis lipid bisluoksnis: vidinis lapelis sudarytas
daugiausia iS mikolimi rig&iu, kurios statmenos PM ir bent dalinai kovalentimagtimi
prisijungusios prie arabinogalaktano sluoksnio;rirée lapelis, yra manoma, sudarytas iS
ivairiu glikolipidy, fosfolipidy ir raSiai bidingy lipidy, tokiy kaip glikopeptidolipid,
sulfolipidy ir kt. (Liu ir kt., 1996), kurie gali veikti kaigntigenai arbaii toksiski. Kadangi

kai kurie IM lipidai yra hidrofobiniai,dsteks skystoje terge yra linkusios agreguoti.



1.2 Bakterijy atsparumas antibiotikams

Bakteriy DVA yra susigs su keletu mechaniam vaisto inaktyvavimu arba
modifikavimu hsteks fermentais, vaisto taikinio pakeitimu, suigjagiu vaisto susikaupimu
lastekje deka lasteks sienels laidumo sumagimo arba vaisi iSsimimo siurbliy veiklos (Li
ir Nikaido, 2004, Nelson 2002). Bakterinis atspaagngali lti vidinis lasteks bruozas
(nafiralus) arba gali iiti atsitiktiniy mutacip arba egzogenini atsparumo gen veiklos
rezultatas. Jeigu bakterija pasizymi vidiniu vaisttsparumu, tai visi tosi$ies organizmai
pasizynts atsparumu tiems antibiotikams, nedalyvaujantejois egzogeniniams faktoriams.
Pavyzdziui, visos mikoplazmos yra atsparid$aktamams, kadangiyjsienetje néra PG
sluoksnio, kaip ir daugelis enterobakterijiSiy yra mazai jautrios hidrofobiniams vaistams,
tokiems kaip makrolidai, kadangi jie sunkiai praserbia pro baktenj IM.

Anksciau buvo manoma, kad vidinis bakterttsparumas vaistams yra sesigu
vaisto taikinio nebuvimu arba maZsteks sienets laidumu tam vaistui. Siuo metu atsiranda
vis daugiaurodymy, kad tai daugiausiai susisu esam arba indukuojam iSmetimo siurbly
veikla (Nikaido 2001).

Antibiotikai savo ruoztu gali indukuoti arba regudti iSmetimo siurbli ekspresiy,
veikiant gem transkripcijos reguliavimo sistemas. Taip patmaliir siurbliy perekspresavimo
strategija, kug lemia reguliavimo sistemos gemmutacijos: tai gali lemti tiek vidin tiek
naftiraly bakteri atsparum.

Nuo tada, kai pirmp karty buvo parodyta, kad vaistatsparumas bakterijose yra
susigs su pomp veikla, buvo aptikta dauggbpatogenini bakterijy kamieny, kurie iSvysg
DVA fenotipus. Tokiose bakterijose kai kurie siuablatlieka tam tikq pavieni; antibiotiky
iSmetimy, tatiau didzioji dalis yra polispecifiniai ir iSstumidideli spektn struktrisSkai
negimining; antibiotiky. D¢l Sios priezasties bakterijos iSvengia antibigtigrapinio poveikio
ir vercia mokslininkus ieSkoti nagjSioms pompoms neatpatamy arba i veikla slopinaiiy

medZiag.

1.2.1 Gramneigiamyjy ir gramteigiamuyjy bakterij y atsparumas antibiotikams
Gramneigiamosios bakterijos yra labiau atspariotergentams, antibiotikams,
dazams ar chemoterapiniams vaistams nei gramteigias) bakterijos.ydidesn atsparura

salygoja IM, kurios gramteigiamosios bakterijos netuTatiau vien tuo paaiskinti

gramneigiamju lastely atsparumo vaistams negalima, @ieisiai Siuose procesuose
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dalyvauja ir plataus specifiSkumo DVA siurbliai, rlai yra randami ir bakterjj PM. Kaip
vienas IS toki geriausiai Zzinom siurbliy plazmicse koduojamas TetA siurblyg. coli
bakterijose, uztikrinantis tetraciklino i§stima iS lasteks (Guay ir kt., 1994), tokio siurblio
atitikmuo B. subtlis bakterijose yra Bmr siurblys.

Siurbliai, iSstumiantys antibiotikus i&dteliy, gali biti specifiski substratui arba
dalyvauti pernaSoje kaip daugs antibiotiky pernaSos sistemos (Nikaido, 1998).ciaa
didzioji dalis apsaugini sisteny néra atrankios substratui (1.1 lerigltoctl IS lasteks gali
buti iSstumiami beveik vis klasiy antibiotikai (Lomovskaya ir Watkins, 2001).
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1.4 pav. Vaistus iSmetam siurbliy schemos gramneigiagu ir gramteigiamju
bakterip lastekse. Vaistai gramteigiamosiose bakterijose yra m&mi tiesiaii aplinka, o
gramneigiamosiosej-periplazmir ertme arba tiesiai IS citoplazmos ugsteks riby (Lubelski
ir kt., 2007).

DVA iSmetimo siurbliai gramteigiamosiose baktergogaistus iSmeta pegdteks
PM tiesiaii aplinka (Nikaido, 1998). O gramneigiamosiose bakterijoagb#otiky pernasos
sistemos skiriasi savo mechanizmais: viemaantibiotikus iSstumia tik prasteks PM, t&iau
tai neuztikrina pakankamos apsaugos, nes didel@sgarumo lygiams pasiekti reikalingas
didelis apykaitos tempas (Nikaido, 1998). Kitosna&os sistemos yra daugiakompoagnt
sudarytos iS trij baltymy, perveriagiy ir IM, ir PM: pernasos baltymai translokuoti PMii,
o Siuos abu kanalus jungia periplazmoje esantigigunysis baltymas, kuris ir uztikrina
tiesiogire medziagos pernaSiS lasteks citozolio i aplinkag. Kartu veikdamos Sios DVA
sistemos, net ir esant didelei toksirkoncentracijai dsteliy aplinkoje, sudaro atygas

bakterijoms iSgyventi (Pumbwe ir Piddock, 2002).
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1.2.2 Mikobakterijy atsparumas antibiotikams

Tuberkulioz iSlieka viena iS pagrindini mirties prieza&iy pasaulyje, nepaisant
prieinamy vaisty ir vakcinos Bacillus Calmette-Guerin (BCG) prie§obk sukléja. To
priezastis tuberkuliazs sukléjo Mycobacterium tuberculosis bakteriy savyle iSgyventi net ir
latentireje formoje Seimininko granulomoje, nesukeliant jpkiastebim ligos pozymi, o
véliau reaktyvuoti ir sukelti aktywi liga. Kita problema, su kuria susiduriama, tai
mikobakterijy DVA: buvo pasteéta, kad M. tuberculosis bakterijos yra atsparios visiems
pimos eiés tuberkuliogs vaistams ir daugeliui antros ésil tuberkuliozs vaisty (pvz.,
fluorochinolonams). Be to, vis dazniau sutinkamapatumu pasizyminy klinikiniy
mikobakterij; kamien;.

Mikobakteriy DVA pirmiausia priklauso nuo mazo mikobaktesn sienels
laidumo, @ka lipidinés sieneds sudties ir sudtingos strukiiros. Sis mazas iSorinio lipidinio
sluoksnio laidumas, kuris riboja vaisto patekiinlastek yra vienas iS lemiam faktoriy,
susijusi; su mikobakterij atsparumu (Brennan, 2003; Niederweis, 2003).

Mikolinés rigstys, kurios sudaro 30-40% saussteks apvalkallio svorio (Rastogi
ir kt., 2001), yra kompleksés a-alkil-B-hidroksil riebal; ragstys, kurias sudaro iki 90 anglies
atomy. Mikolinés tigStys yra standziai supakuotos, kvazi-kristalinfaziniam kivyje ir lemia
maz, iSorinio lipidinio sluoksnio takumsu fazinio petjimo temperaira mazdaug ties 70 °C
(Liu ir kt., 1996). Mikolires rigstys kartu su laisvaisiais iSorinio lapelio lipglasudaro
asimetrin dvisluoksr, o Sie lipidai savo ruoztu lemia hidrofobisteks pavirsy, déka kurio
lasteks skystoje terge agreguoja. Bl Siy iSorinio lipidinio sluoksnio ir riebal rigXiu
savybi prasiskverbti iki 4steks PM yra sunku net lipofilims molekutms (Liu ir kt., 1996;
Wang ir kt., 2000). Sis mikoliniraig&iy lemiamas pralaidumo barjeras taip pat saugteles
nuo aplinkos sukelto streso ir lemia ligos gagunfekcijos metu.

Jei hidrofobirgs molekués turi vienintel kelia difunduoti per vaskig hidrofobire
ir netale mikobakterijy IM, tai hidrofilinés medziagos keliauja per porinus, vandeniu
uzpildytus baltymus. MspA porindd. smegmatis bakterijose yra oktametrinis porinas (Faller
ir tk., 2004), pralaidus nedidghs hidrofilinems 600-700 Da medziagoms (Stahl ir kt., 2001;
Engelhart ir kt., 2002). K#au Sis formuoja tik viem kanah, o toky poriny kanal; tankis
mikobakterijose yra mazdaug 50 kanhazesnis lyginant su potirsuformuoi kanal; (Zzinant,

kad tipiniai porinai gramneigiamu bakterij iSorincje membranoje formuoja tris kanalus)

12



tankiu E. coli bakterijose (Engelhart ir kt., 2002). Tai yra \aenis fakton, kod:l pirminis
lipidinio dvisluoksnio barjeras yra toks efektyvus.

Taciau be iSorinio lipidinio dvisluoksnio pralaidumadpero yra zinomas ir aktyvus
vaisty iSmetimas iS gsteliy panaudojant iSmetimo siurblius. dldaika chromosom geny
mutacijos, kurioms susikaupusgsieks tampa atsparios daugeliui vaistouvo laikomos
vieninteliu gentiSkai paaiSkinamu DVM. tuberculosis bakterijose (Ramaswamy ir kt., 1998).
Tactiau genomo sak analiz parod, kad mikobakterijos turi ir, kaip manoma, iSmetimo
siurbliy funkcija atliekargius baltymus, kur vaidmuo nairliame arigytame atsparume g
laika buvo neaiSis.

Pirmasis antibiotily iSmetimo siurblys buvo aptiktas greitai augase M.
smegmatis bakterijose (Takiff ir kt. 1996). Sis atradimaka® klausimy, ar toki siurbliy gali
bati ir [étai augatiose patogenisse mikobakterijose: tolisiurbliy padictjes aktyvumas anj
sintezs aktyvavimas kaip atsakagrailginta antimikobakterini medziag poveik gali lemti
padickjusi organizmo atsparugrterapijoje naudojamiems vaistams.

Practjus ieSkoti toki siurbliy, ju buvo aptikta ir daugiau: LfrA siurblys sussjsu
atsparumu fluorochinolonams ir TetV siurblys lentis@tsparurg tetraciklinui buvo nustatyti
M. smegmatis mikobakterijose, P55M. bovis) ir TapA (M. fortuitum) siurbliai susig su
atsparumu tetraciklinui ir aminoglikozidamisl. tuberculosis mikobakterijose tokie siurbliai
kaip MmMR (susis su atsparumu fluorochinolonams), DrrAB nespeisifitimetimo siurblys ir
kiti, priklausantys visoms penkioms iSmetimo siufbdeimoms. Té&au daugelis iS aptilt
siurbliy pasizymi tik mazu ar daliniu atsparumu skirtinggenaistams, tad reikalinga dar

daugiau tyrina, siekiant iSsiaiskintiy vaidmern DVA generavime.

1.3 Antibiotikus iSstumiantys siurbliai

Pagal aminargXiu seky panasung, sgjama veikimo mechaniza ir antring
strukfira, substrai iSmetimui naudojam energia ir atrankuna jam, antibiotiky siurbliai
skirstomij penkias Seimas: ABC didSein(ATP suriSanti kaséfangl. ATP-Binding Cassette),
pernasSai naudojanti ATP hidrodg energiy, MFS (didzioji nukreipiamoji,angl. Major
Facilitator Superfamily), SMR (maZzoji dauginio aspmo vaistamsangl. Small Multidrug
Resistance), MATE (dauginio vaisir toksiniy junginiy iSmetimo,angl. Multidrug and Toxin
Compound Extrusion) ir RND (atsparumo-pumpuravimasieks dalijimosi,angl. Resistance

Nodulation-Cell Division) Seimos, pernaSai naudoéjas protonovarosega (1 lentet). ABC ir
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MFS Seimoms priklausantys baltymai

yra guasiai paplitusios pernaSos sistemos
prokariotuose.

E. coli lasteks genome randama daugiau nei 37 genai, koduojardis
iSmetimo siurblius, kurie apima 19 MFS, 3 SMR, 7RN/ ABC ir 1 MATE siurblius

(Nishino ir Yamaguchi, 2001).

1.1 lentet. Bakteriy siurbliy klasifikacija (Lomovskaya ir Watkins, 2001).

Seima Energijos Saltinis Substarto Amino rag&iy Membrana
specifiSkumas liekany skaifius verian¢iy domemny
skaitius
ABC ATP Specifinis ir skirtingas 6arl2
didSeime hidrolizé nespecifinis
(jonoforai, etidZio
bromidas,
alkaloidai,
fosfolipidai)
SMR Protonovaroséga Nespecifinis ~110 4
Seima (antibiotikai,
antiseptikai, TPP
etidZio bromidas)
MFS Protonovaroséga Specifinis ir 400-600 12-14
didSeime nespecifinis
(antibiotikai,
katijoniniai dazai,
TPP)
MATE Protonovaroséga Nespecifinis >1000 12
Seima (dazai,
aminoglikozidai)
RND Protonovaroséga Nespecifinis >1000 12
Seima (detergentai,
katijoniniai dazai,
antibiotikai)

1.3.1 ABC didseing¢

Si transportini baltym; $eima yra labiausiai paplitusi gamtoje ir mediéipgrna3ai

naudoja ATP hidroligs energig. ABC Seimos baltymai atliek@airiy medziag pernasos arba
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sekrecijos funkcijas: pradedant jonais ir baigiandZzomis molekdimis, tokiomis kaip
aminomgstys, sacharidai, ksenobiotikai, vitaminai, pegtigpolisacharidai ar net baltymai¢eD
plataus spektro perneSamedziag ABC baltymai dalyvauja maisto pasisavinime, ,ekd}iis
lasteks Salinime, baktemj imuninéje apsaugoje, lipi transporte, osmosiniame strese ir
makromolekuly transportavime bei apsisaugant nuo ksenohjofilomovskaya ir Watkins,
2001; Borges-Wamsley ir kt., 2003; Lubelski ir R007).

ABC baltymai sudaryti iS ketufidomeny: du nukleotidus suriSantys domenai ir du
tansmembraniniai domenai, kurie sujungtiens baltyma. Nukleotidus suriSantys domenai yra
konservatyvios aminag&iy sekos, o transmembraniniai segmentai varijuojp t@siy
(Lubeski ir kt., 2007).

Daugelis ABC baltym yra gana specifiSki substratui¢iau bakteriniai siurbliai yra
polispecifiski ir gali perneSivairius negiminingus junginius.

Labai nedaug ABC didSein siurbly, dalyvaujadiu DVA moduliavime, yra
atrasta gramneigiamosiose bakterijose (Li ir Nikaid004). IS ABC baltyny, atrast E. coli
bakterijose, & vienas nedalyvauja DVA indukavime kaip plataus cdgkumo pernasos
sistemos: paprastai Sie siurbliai yra atf@nkienai medziagai. Eeau gramteigiamosiose
bakterijose ABC didSeifas baltymai vaidina svarbvaidmen DVA palaikyme (Lubelski ir kt.,
2007).

1.3.2 MF Seima

Didziosios nukreipiamosios (MF) transportirbaltym; Seimos atstovai dalyvauja
antibiotiky, Krebso ciklo tarpinj junginiy, fosfat, ir oligosacharid sanasoje, prieSnasoje ir
viennasoje. Sios Seimos baltyratstov; randama nuo bakteyijki aukstesnijy eukarioty ir jie
dalyvauja antrigje aktyvioje pernaSoje: pernaSai naudoja protoras/gga. Geriausiai Zinomi
atstovaiE. coli bakterijose TetA(B) siurbliai, kurie yra tetradgikd pernegjai ir dalyvauja
prieSnasoje: vientetraciklino ir dvivalegio katijono kompleks mainydamii protory (Guay ir
kt., 1994; Paulsen ir kt., 1996; Borges-Walmslexktir 2003). Geriausiai istirti MF Seimos
atstovai Zmogaugstekse — GLUT siurbliai, perneSantys gliukoz

Uz minéty medziag pernag (iSskyrus antibiotikus) atsakindpaltymy strukfira yra
panasi — juos sudaro 12 transmembransegment, o uz DVA atsakingus baltymus pagal
strukfira galima suskistytii dvi grupes — 12 arba 14 transmembranpisegment turincius

baltymus.
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1.3.3 SMR Seima

Maziausi pernasos baltymai priklauso SMR Seimgpr&sai Siuos baltymus sudaro
apie 110 aminaig&iy, kuriy grandire perveria membran4 kartus, o funkcionalus baltymas
tampa susijungus trims domenams; Slurbliy iSneSam substrai spektras ribotas: jie pernesa
teigiamy kravi turincias medziagas — organinius katijonus, amonio jungiir jvairius dazus —
per gramneigiangy bakteriip PM periplazmir ertne.

Geriausiai zinomi baltymai, dalyvaujantys DVA gessme E. coli bakterijose,
EmrE siurbliai. Jie iSneSa igsteks monovalentinius katijonus (pvz., dtigroflavira, metilo
Violeta, TPF ir kt.) mainydami juos viera protory (Paulsen ir kt., 1996; Nelson, 2002).

1.3.4 RND Seima

RND Seimos atstovai lyginant su MFS ir SMR SeimopésneSa labai plataus
spektro medziagas igdteks: lipofilinius ir amfifilinius antibiotikus, chemerapinius agentus,
metabolizmo inhibitorius. Sios medZiagos gaiiti bikrautos teigiamai, neigiamai ar visai
netugéti kravio, tafiau vis tiek bus atpazintos Sios pernasSos sistemdeninteliai
aminoglikozidai, kurie visi yra hidrofiliniai, nejdauso Siai gausiai perneSanmedziag
grupei. ¢l to yra manoma, kad perneSamos medziagos titirnbrs dalinaijsiterpusiog PM
tam, kad laty atpazintos RND Seimos pernasos sist¢Nikaido, 1998).

RND Seimos baltymai savo striikkd skiriasi nuo kif baltymy, mat jie sudaro
kompleks iS baltymy, isiterpusii | gramneigiamju bakterip IM ir PM. Juos sudaro OMF ir
MFP segmentai, tad medziagos gaiti lperneSamos i&s$teks citoplazmos tiesiai uadteks
ribu. Tokiy kompleksini siurbliy yra Zzinoma ir ABC Seimos baltyriarpe.

Detaliausiai iStirtas RND Seimos baltynkompleksa<E. coli bakterijose AcrAB-
TolC pernasos sistema. Pasteb kad patalpinusistek | nepalankiasaygas, aplinkoje esant
pavojingi medziag skatinama Sio baltymo sintgztodl manoma, kad tai yra viena iS

pagrindiniy DVA sistem; gramneigiamosiose bakterijose (Okusu ir kt., 1996)

1.3.5 MATE Seima

MATE baltymy Seima yra atrastachausiai, to@l apie p yra surinkta maziausiai
duomen. Savo dydi MATE Seimos baltymai yra panas; MF Seimos baltymus, &&au ju

strukfira iS5 esms skiriasi. Juos sudaro 12 transmembraniségmenf, o pernaSai yra
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naudojama Naarba protonovarogga. Sie baltymai apsauggsteles nuo katijonini junginiy
(Borges-Walmsley ir kt., 2003).
E. coli bakteriy PM yra rastas baltymas, priklausantis MATE Seima¥dhE

baltymas, taip pat atsakingas ugtéks atsparumpkatijoniniams junginiams.

1.4 Antimikrobiniai peptidai

Antimikrobiniai peptidai dalyvaujagimtos imunirs sistemos reakcijose Zmogaus
ir kity Zinduoliy organizme, tdau taip pat randami ir primityvesniuose organizseio
bestuburiuose, vabzdziuose, mikroorganizmuose pai@ugaluose. Zindugliantimikrobiniai
peptidai pasizymi savybe sunaikinti mikrobus tigso ir stimuliuoti jgimta bei adaptyw
organizmo apsaugos sistemas, étodar kitaip vadinami polipeptidais, dalyvaujgais
imuninés sistemos gynybése reakcijose (SGDParfgl. HDPs —host defense peptides). Ju
taikinys gramteigiamosios ir gramneigiamosios bajkig, grybai ir virusai su apvalkdiu, kai
kurie peptidai pasizymi atrankumu igaiméms hstebms (Hancock ir Chapple, 1999).

SGDP pasizymi didele dydzio bei formagsairove, t&iau turi keleg bendn
pagrindiniy savybiy: jie veikia mikrobiniy lasteliy membranos komponentus, dazniausiai
membranos lipidus, irageikaudami su mikrobémis membranomig jas prasiskverbia ir
pazeidzia, arba suformuoja kanalus, pro kuriuos patekti jvairios molekuts bei patys
peptidai (Hancock ir Chapple, 1999). Tuo paaiSkiaaj saveika su gramneigiamngy
bakterip IM, kadangi peptidai yra Kkatijoniniai,yjdéka vyksta elektrostatin saveika su
neigiamai jkrautu mikrobis lasteks pavirSiumi, o hidrofilids ir hidrofobires dalys
integruojasii lasteks PM. Be to, Sie antimikrobiniai peptidai gali vieik kaip antibiotikai, ir
kaip signalirts molekuts (Crovella ir kt., 2005; Zelezetsky ir Tossi, 2D06

Nors ir antimikrobiniai peptidai pasizymi didelettaros tipy jvairove, labiausiai
paplite yra du tipai:

e Mazi (16-40 aminarg&iu), linijiniai peptidai, kurie gveikauja su mikrobinj
lasteliy pavirSiumi ir uzimaa-spiraks konformacy. Tai Kkatijoniniai peptidali,
pasizymintys amfifilikmis savylBmis. Jie randami visuose organizmuose: nuo
bakterip iki Zinduoliy, ir yra pl&iai paplit. Daugelio Zinduolj leukocituose
randama katelicidino, pasizyntio antimikrobiremis savyldmis (Hancock ir
Lehrer, 1998).

e [-klostiy strukiros kompaktiSki peptidai,i kuriu sucdktj jeina cisteino

aminoiigstys. Jie yra stabilizuoti dviem ar daugiau diglidiy tilteliy ir kitaip dar
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vadinami defencinais (Zinomi ir p defencinai, randami neutrofiluose, epitéta

lastekse ir leukocituose (Hancock ir Lehrer, 1998; HalkcocChapple, 1999)). Jie

pasizymi antimikrobidmis savylmis kovojant su grybeliais, virusais ir
bakterijomis. Randami vabzdziuose, augaluose tuohuose.

Taciau Siy dviejy tipy antimikrobiny peptid; konformacija gra lemiamas veiksnys
ju antimikrobiniam aktyvumui. Varijuojamos aminofig&iy sekos turi daugiautakos j
poveikiui lastebmsin vitro (Crovella ir kt., 2005).

Taip pat kaip ir antimikrobimi peptid; aminotg<iu seka ar konfirmacijos
pokyiai, taip ir fizikinés ir chemirs savylss, amfifiliSkumas, hidrofobiSkumas ar
katijoniSkumas, gali téti rySky efekt Sy peptidy biologiniam aktyvumui, y poveikio
stiprumui, aktyvumo spektrui ir atrankumui (Zelestgt ir kt., 2005).

1.4.1 Peptidas pVEC

I lasteles prasiskverbiantys peptidai (LPP, amgll-penetraiting peptides) — tai
katijoninés prigimties, dazniausiai amfifiliniai peptidai, fwos sudaro nuo 5 iki 40
aminongXiu seka. Jie strulstiSkai panass | antimikrobinius peptidus, kurie atlieka imuas
sistemos gynybinfunkcija.

LPP varijuoja dydziu, aminag<iy seka ir kiviu, taciau turi viery bendg savyle:
greitai translokuojasiabteks PM ir gali atlikti medziag perneSimo funkcij i lasteks citozo]
arba brandugl (Lindgren ir kt., 2000). Be to, kai kurie organiamLPP naudoja kaip
antimikrobirg savisaugos priem@n Tokie peptidai pateki lastek veikia tiesiogiai DNR ar
RNR arba sudaroa$teks PM poras, @ kuriy susiformavimo dsteks suyra (Lundberg ir
Langel, 2003). Antimikrobiemis savyldmis pasizymintys LPP gali nggtamai paveikti
bakterijas, nepazeisdami Zinduplisteliy (Nekhotiaeva ir kt., 2004).

Pagal kilng yra iSskiriamos trys pagrindia LPP grups (El-Andalloussi ir kt.,
2005):

e iS baltymy kile peptidai, kuny pagrindiniai atstovai peptidai Tat, penetratinas
pVEC. Jie kit iS nafiraliai egzistuojatiy baltymy ir gali biti vadinami
transdukcini baltym; domenais;

e chimeriniai peptidai, sudaryti iS dviepminoGg&iu seky, kurios kilusios iS dviej
skirtingy baltymy. Tokiy peptid; atstovai TP ir MPG;

e sintetiniai peptidai, kua pagrindiniai komponentai poliarginirseima ir modeliniai

amfifiliniai peptidai.
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Iki Siol néra aiSkus mechanizmas, kuriégkd LPP patenka lastek, tafiau yra
irodymy, kad egzistuoja du peptid lasteles patekimotwai - nuo energijos priklausomas ir
nuo energijos nepriklausomas.

Lasteles pralaidinantis peptidas pVECzinduoliy lasteles gali pernesSti kitas
medZziagas tokias kaip streptavidinas, biotinasuarésceinas (EImquist ir kt., 2001)¢i@u jis
taip pat pasizymi ir antimikrobémis savylmis. Daugelis LPPi Zinduoly lasteles
prasiskverbia nedarydami zalos membranai, &au mikroorganizm lasteliy membranos
savo suétimi visiSkai skiriasi nuo zinduali lastely membran, todtl Sie LPP padeda

jvairioms medziagoms patektiastek ir tai gali alygoti lasteks Zitj (1.5 pav.).
Zinduoliy Igstelés membrana  Mikroby Igstelés sienelé
Patekimas

nepadarant
Zalos

Patekimas
suardant
lastelés

\ | sienele

82% Citoplazma

1.5 pav. lasteliy membranosaveika su LPP. Rodyks parodo patekimo lastek
LPP krypt (Nekhotiaeva ir kt., 2004).

#~ ) Citoplazma

Yra zinoma, kad peptidas pVEC inhibuoja gramteigipmB. megaterium ir
gramneigiamju E. coli bakterip (Palm ir kt., 2006) bei storiausibiomembraa turinciu
mikobakterijy M. smegmatis (Nekhotiaeva ir kt., 2004) augiyn tafiau mieliy sienet yra
atspari jo poveikiui (Palm ir kt., 2006).

1.4.2 Polimiksinas B

Polimiksinai priklauso klasei antibioiik kurie buvo atrasti mazdaug pries 60 mnet
Jie yra dekapeptidai, amfifiles ir polikatijoniress molekués, pasizymitios antimikrobiniu
veikimu prieS beveik visas gramneigigsias bakterijas net esant mazoms mikormolianis
koncentracijoms (Storm ir kt, 1977).

Yra penki pagrindiniai polimiksinais (A, B, C, D ), bet tik du polimiksinai B ir
E (kolistinas) buvo naudojami klinikéfe praktikoje. Sie polimiksinai apie du deSimties

buvo naudojami pacientams s$wairiomis gramneigiangu bakterijy infekcijomis ivairiose

19



kuno vietose gydyti. T@au ctl toksiSkumo ir stipraus poveikio kepenims ir nesistemai,
naudojimas apie 1980 metus buvo nutrauktas. ISskyacientams su cistine fibroze, kuriems
polimiksinas buvo naudojamas kaip intraveninis teas ir kwepuojamojo trakto infekacy
prevencijai ir gydymui kaip inhaliuojamasis vais{&slagas ir Michalopoulos, 2005).

Did¢jant infekcirems epidemijoms, sukeltom&. baumannii, P. aeruginosa ar K.
pneumoniae bakteriy, kurios pasizymi DVA, polimiksinas kai kuriose pa$io vietose
practtas \él vartoti kaip intraveninis vaistas. Be to, kai lautyrimai parod, kad jis rera labiau
toksiSkas ar maziau efektyvus, nei kiti antimikroli preparatai (Falagas ir Kasiakou, 2005).

iy i &

HiC

1.6 pav. Polimiksino B struita.

Polimiksino B (PMB) veikimas pasizymi tuo, kad jatianikrobinis veikimas
susideda iS dvigjstadij;. Pirmiausia antibiotikas iSstumia iS gramneigigbakterij lasteks
pavirSiaus LPS stabilizuojéius dvivalegius katijonus, dl to pasiketia LPS uzimama patls
IM atzvilgiu. Tuo p&iu pasiketia lasteks sienads laidumas hidrofobisms medziagoms. Yra
duomen, kad uZtenka PMB prisijungti priedteks IM tam, kad bty uzblokuotask. coli
bakterip kvépavimas ir augimas (La Porte ir kt., 1977). Antzaggsnis — jo prasiskverbimas
iki lasteks PM ir pon lasteks apvalkallyje suformavimas, d ko yra depoliarizuojama
lasteks PM ir bstek Zava. T&iau yra Zinoma, kachsteks PM depoliarizacija néiina tam,
kad hstek Zity, kadangi baktenj augimas yra inhibuojamas esant daug madesn

antibiotiko koncentracijoms nei sukeliamgHM depoliarizacija (Daugelasius ir kt., 2000).
1.5 ISmetimo siurbliy slopikliai
Su bakteriy vaisty iSmetimo siurbliais galima kovoti ne tik ieSkardup vaisty,
nauy siurbliams neatpadtam; medziag, bet ir kitais Indais. Reikia pasteh, kad vaist

iSmetimo siurbliai yra maziau jaids naujesniems vaistams, seneggniklasikiniy vaisi

analogams.
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Pirmoji strategija kovojant su siurbliais — tai lpaltymires struktiros blokavimas,
panaudojant neutralizuojéins antikinus arba veikiant tiesiogiai siurblius koduojatius
genus. Antra, pl@au naudojama strategija — vaisiSmetimo siurbli slopikliy vystymas.
Tokie DVA siurbliy slopikliai gakty buti naudojami ir veikti iSvien su specifiniais
antibiotikais. Sie slopikliai gali veikti siurbliudviem kdais, @&l to skirstomii dvi slopikliy
grupes pagal veikimo mechanigzm

o nespecifiSkai veikiantys siurlglislopikliai, iSsklaidantys siurblio veiklai reikalj
energijos gradient

o specifiSkai veikiantys siurhli slopikliai, blokuojantys, inaktyvuojantys arba
paketiantys DVA siurbli; topologip slopikliai (Bambeke ir kt., 2006; Mahamoud
ir kt., 2007).

Tiesiogiai vaist iSmetimo siurblius veikiafius slopiklius galima skirstyti dvi
grupes:

« medicinoje naudojam antibiotiky analogai, kurie pasizymi mazu antimikrobiniu
efektu, t&iau sumazinagtantibiotiky iSmetimy IS lasteks;

o strukfiriSkai su antibiotikais nesusislopikliai, kurie gali lati atsakingi net ir uz
nespecifini  siurbliy, iSmetadiy jvairiu klasiy antibiotikus, inaktyvavira
(Bambeke ir kt., 2006).

Problema, su kuria susiduriama, siekiant medicimgsinaudoti tokiais siurli
slopikliais, tai efektyvios koncentracijos. Papaagbs virSija saugi koncentrach, kuri nehity
toksiSka pa&iam organizmui. Téau vien parodymasn vitro, kad slopikliai gali inaktyvuoti

DVA siurblius, paskatino nawj eukariotitms hstekms nepavojing slopikliy paieSk.

1.5.1 Chlorpromazinas

Chlorpromazinas yra sintetinis vaistas, kuris jawido fenotiazin klasei, t&iau yra,
prieSingai nei kiti Sios klas atstovai, bespalvis. Atradus chlorpromazin jam tapus
prieinamam, 1957 metais jis peéads pl&iai naudoti kaip vaistas nuo psichear kai kuriy
neuroziy. Taliau wliau buvo pastelia, kad jis pasizymi ir antimikrobémis savymis ir
buvo pradtas naudoti net tokiligu kaip tuberkuliozs gydyme (Amaral ir kt., 2007). &au
buvo pastettas ir kity fenotiazinp efektyvumas prieS $iliga. Taiau supratus, kad
mikobakterijas inhibuojatios koncentracijos yra didesnnei gali iti naudojamos medicinoje

dél stipraus Salutinio poveikio organizmui, jo kaigisto buvo atsisakyta.

21



Chlorpromazinas yra katijoninamfifiliné molekuk, kuri isiterpusii vidini PM
lipidinio sluoksnio lapélsukelia membranos topologijos pakitimus bei gati DVA siurbliy
substratas . Yra parodyta, kad chlorpromazinas kakiti fenotiazinai blokuoja kalio jom
pasisavinim, slopindami nuo kalio janpriklausomas ATPazes tiek bakterijose, tiek zididuo
lastekse. Be to, fenotiazinai patek lastek jsiterpiai DNR spiraés nukleotidus ir taip slopina

su DNR susijusius procesus (Amaral ir kt., 2007).
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M
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1.7 pav. Chlorpromazino struks.

Yra bakterij;, kurios atsparios fenotiazinams. aksparumas galidi susigs tiek su
DVA siurbliais, tiek su kitais nuo antibiotikpoveikio saugafiais vidiniais procesais. Yra
zinoma, kad fenotiazinai yia coli bakterijy AcrAB siurblio substratai (Amaral ir kt., 2007).

1.5.2 Rezerpinas

Rezerpinas yra natalus alkaloidas, iSskirtas iS augd&auwolfia vomitoria Sakn;.
Medicinoje jis naudojamas kaip vaistas, mazinaktisujosmdi. Sio slopiklio aktyvumas
pirmiausia buvo parodytas veikiant juo tetraciklinmetimo siurtl Bmr B. subtilis
bakterijose. Buvarodyta, kad rezerpinag Siurbl veikia tiesiogiai prisijungdamas prie jo
(Stavri ir kt., 2007).

1.8 pav. Rezerpino struka.
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Véliau buvo atrasta, kad Sis siurblslopiklis veikia ir daugelkity ne tik ABC
didSeimei priklausatiy DVA siurbliy, nuo NorA (MFS) iki p-glikoproteino (ABC) (Hsieln i
kt., 1998).

Taciau net ir lidamas efektyvus slopiklis rezerpinas negalii lmaudojamas
medicinoje @l ypa stipraus Salutinio poveikio. dD Sios priezasties yra ieSkoma stilirktiy

Sio alkaloido analagbei nauy junginiu.
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2 MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Reagentai ir mikroorganizmai

Mieliy ekstraktas - Oxoid

Triptonas Bacto - Oxoid

Mitybinis agaras - Reachim (Vladivostokas, Rusija)

Agaras - Reachim (Vladivostokas, Rusija)

NaCl - Roth

TRIS/HCI - Fluka

NaH,PO, - Lachema

Glicerolis - Roth

Ampicilinas - Roth

Tetraciklinas - Serva

Chloramfenikolis - Roth

Polimiksinas B - Sigma

Gramicidinas D - Sigma

Lizocimas - Sigma

EDTA - Serva

Tetrafenilfosfonio chloridas - Serva

Clorpromazinas - Sigma

Rezerpinas - Sigma

DMSO - Roth

Fenildikarbaundekaborano kalio | - susintetintas dr.A.Beganskies; VU Chemijos

druska fakultete

Terp: 7H9 - Difco

Papildas OADC - Difco

Lowenstein-Jensen agaras - paruoStas Respudpikimberkuliozs ir plawiy ligu
ligoninéje

Darbe naudotas laboratorijos mikroorganizkolekcijoje esantyg&scherichia coli
kamienai MC4100 FavaD 139lacAU169thi relA rpsL mot) ir 1Q86 (znhd::Tn10, sps),
Bacillus subtilis WB746 kamienas iMycobacterium smegmatis ATCC14468 kamienas.
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2.2 Mitybin és terpes, tirpalai ir j y paruoSimas

Mitybinés tergs ir tirpalai autoklavuojami 0,5 val. 1 atmégyje. Terpi sucktis

nurodyta 1 L distiliuoto vandens:

LB terpé Triptonas 10g
Mieliy ekstraktas 549
NacCl 9g¢

Agarizuota terp Mitybinis agaras 3549
Agaras 10g

7HO terg (NH)2SOy 05¢9
NaSO, 259
KH2PO, 109
NaCl 0,19
MgSOy, 0,05¢g
CaCb 0,5 mg
ZnSQ, 1 mg
CusSQ 1 mg
GeleZies amonio citratas | 0,04 g
L-glutamo agstis 0,59
Piridoksinas 1 mg
Biotinas 0,5 mg

OADC papildas Jatio albuminas 25¢g
Dekstroz 19
Katalaz 2 mg
Oleino mgstis 0,025 ¢
NacCl 0,425¢g

Tirpalai:
NaCl 0,9 %
Tris-HCI, pH 8,0 100 mM

Natrio fosfatas, pH 8,0 100 mM

EDTA, pH 8,0

200 mM
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Antibiotiky iSeigires koncentracijos:

Polimiksinas B 25 mg/ml
Gramicidinas D 4 mg/ml
Ampicilinas 12,8 mg/ml
Lizocimas 10 mg/mi

Peptid; iSeigines koncentracijos:

pVEC 9mM

cys-pVEC 9 mM

Slopikliy iSeigires koncentracijos:

Clorpromazinas 12,8 mg/ml

Rezerpinas 12,8 mg/ml

Gramicidinas D tirpinamas etanolyje, rezerpinagmediisulfokside (DMSO), visi

kiti antibiotikai, peptidai ir slopikliai tirpinamiejonizuotame vandenyje.
2.3 Darbo metodai

2.3.1E. cali |asteliy auginimas

I 25 ml sterilios LB terfs su mikrobiologine kilpele uZmma viena baktenj
kolonija ir auginama per nakpurtykkje, esant 3PC temperatrai. AuginantE. coli 1Q86, i
naktines kultiros auginimo terp idedama 20ug/ml tetraciklino. UZaugusi nakénkultara
skiedZiama LB terpe iki optinio tankio 540 nm ilgiangoje (OB 0,045 ir auginama esant
37 °C temperatrai, purtykkje, kol optinis tankis pasiekia 1. Zinoma, kad ésaptiniam
tankiui 1 hsteliy koncentracija yra ~ 4 x $0ast/ml.

2.3.2 Lasteliy suspensijos ruoSimas

UZaugusi dienia kultira yra centrifuguojama 6009, 15 min., esant 4C
temperairai, gautos nuaslos sukoncentruojamos 100 mM Tris-HCI (pH 8) bueryi/150
pradinio terps ftirio. Paskaliuojama, kiek mikrolity lasteliy suspensijos reds inesti i
paruosi mégintuweli su 5 ml matavimo teggs, kad OR mégintuvélyje buty 2. Bandymo

metu koncentruota$teliy suspensija laikoma lede, ne ilgiau kaip 5 valandas
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2.3.3 Lasteliy dorojimas EDTA

EDTA yra chelatinis junginys, kuris suriSa dvivalers Mg ir C&* jonus. Si
jony pasalinimas iSabteks padidina gramneigiagju bakteriip IM laidumg lipofiliniams
junginiams (Marvin ir kt., 1989). Po centrifugavirtigsteks sukoncentruojamos 100 mM Tris-
HCI (pH 8) buferyje, 1/15 pradinio terp tirio, pridedamas reikiamas EDTA kiekis (galdtin
koncentracija 2 mM) ir inkubuojama 10 min., esaft°@ temperatrai, purtykkje. Lastebs
nusodinamos centrifuguojant jas 6000 g, 15 min.anes4 °C temperatrai ir

sukoncentruojamos 100 mM Tris-HCI (pH 8) buferyj&,50 pradinio auginimo teép firio.

2.3.4B. subtilis bakterij y auginimas

I 10 ml sterilios LB tergs (pH 8) su mikrobiologine kilpele ujama viena
bakterily kolonija ir auginama 14-16 val. purtyje, esant 30°C temperatrai. UZaugusi
naktire kultira skiedziama LB terpe (pH 8) iki QR 0.1 ir auginama 37C purtykkje, kol
optinis tankis pasiekia 0,8. Esant 0,8, hsteliy koncentracija yra ~ 1 x $@ast/ml.

2.3.5 Lasteliy suspensijos ruoSimas

Uzaugusi dieniaé kultara yra centrifuguojama 800§, 10 min., esant kambario
temperairai, gautos nuaslos resuspenduojamos 100 mM Tris-HCI (pH8) buferyd 50
pradinio terps ftirio. Paskaliuojama, kiek mikrolity lasteliy suspensijos reds inesti i
paruosi mégintuweli su 5 ml matavimo teggs, kad OR mégintuvélyje baty 1. Bandymo
metu hsteliy suspensija laikoma kambario temp@rafe ne ilgiau kaip 4 valandas.

2.3.6M. smegmatis bakterij y auginimas

M. smegmatis bakterip kultira Lowenstein-Jensen nuoZulnaus agaro
mégintuwveliuose laikoma +4 °C temperabje. PrieS bandym su mikrobiologine kilpele
bakteriy kultara perneSama7H9 skysi terpg, i kuria papildomai pridedama OADC papildo
(10% tergs firio). Bakterijos auginama pustyd, esant 37C temperatrai lengvai aeruojant
3 paras, iki Olgyo = 0,6-0,8. Esant Ofgo 1 lasteliy koncentracija yra ~ 5 x 20ast/ml.
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2.3.7 Lasteliy suspensijos ruoSimas

Lasteliy kultira centrifuguojama 5008, 15 min., esant 18 temperatrai, gautos
nuogdos sukoncentruojamos 0,9 % NaCl tirpale, 1/58€ks pradinio @irio. Bandymo metu
lasteliy suspensija laikoma kambario temp@rafe ne ilgiau kaip 4 valandas. Paskabjama,
kiek mikrolitry lasteliy suspensijos redls jnesti; paruos mégintuvel; su 5 ml matavimo
terpes, kad ORyo mégintuvelyje baty 1.

2.3.8 Potenciometriniai matavimai

TPF ir PCB jomy koncentracij registravimui buvo naudojami membraniniai TPP
ir PCB jonams selektyis elektrodai. Elektrodai buvo prijungti prie sigmastiprinimo
sistemos, pagamintos Biochemijos ir biofizikos Kabtge, Membran laboratorijoje, aukgt
i€jimo varz turincio operacinio stiprintuvo AD549JH pagrindu. Duomererdavimo plokés
DT302 perduoda sustipripsignah i kompiutef, kuriame registruojami TPRarba PCBjony
koncentracijos polkiry skaitmeniniai duomenys.

Kiekvieno matavimo pradzioje atliekama selektyvaakektrodo kalibracija,
pridedanti matavimo kiuvei su buferiu tam tiky TPP arba PCB kieki. Nusistogjus
elektrodo parodymams, pridedamas reikiamaseliy kiekis. Nusistowjus naujai TPP arba
PCB jonu koncentracijai matavimo kiuvge, pridedami tiriami priedai ir registruojamiysi
lipofilini y jony koncentracijos pokyai.

Indikatorinio jono koncentracija teig apskaliuojama, remiantis tiesine
priklausomybe: E-f(IgC). Potencialas E iSreiSkiama®/ (pagal prietaiso parodymus).
Zinodami tiksl; terpss firi matavimo kiuvetie, i§ matavimo sistemos duomemalime
apskatiuoti sugery TPP arba PCBjony kieki.

2.3.9 Minimalios slopinartiosios koncentracijos nustatymas mikroskiedim metodu

Po 100 ul augimo teég iSpilstoma 96 Suliiy plokStetje, i pirmuosius Suliglius
ineSama pradintiriamosios medziagos koncentracija ir atliekan® skiedimai. UZaugusi
lasteliy kultira skiedZiama iki 10 last/ml ir iSpilstomaj paruodf plokstet. Ploksted
inkubuojama esant 3T temperatrai ir po 3 pan optiniy tankiy skaitytuvu (ASIS UVM 340)
ivertinamasMl. smegmatis bakterip augimas. Neigiama kontfolyra augimo terpir teigiama

kontrok — bakterijp augimas be antimikrobinimedziag.
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3 REZULTATAI

3.1 Peptidy poveikis gramneigiamyjy bakterij y apvalkaléliui

Norint uztikrinti veiksming antibiotiky poveil§ gramneigiamosioms bakterijoms,
reikia uztikrinti efektyvya vaisty pernag pro hsteks IM. IM laidinimui yra naudojami
dvivalertius jonus suriSantys junginiai, pvz., EDTA, arbajais konkuruojatios ir iS IM
pavirSiaus juos iSstumigios polikatijonires medziagos, pvz., polimiksinas.

Yra Zinoma, jog kaip ir Kitij lasteles prasiskverbiantys peptidai (LPP), peptidas
pVEC pereina eukariotinilasteliy PM ir gali i lasteks citozol ar brandual pernesti prie jo
prijungtas medziagas (Elmquist ir kt., 2001). LRiptpat gali veikti kaip antimikrobiniai
peptidai ir slopinti prokariotimi lasteliy augima (Lundberg ir Langel, 2003; Nekhotiaeva ir kt.,
2004; Palm ir kt., 2006).

Tyrimams buvo pasirinkti du peptidai — pVEC ir qy€EC, kurie skiriasi viena
aminomgstimi: prie peptido cys-pVEC yra prijungta cis@imminofigstis, kuri gali [@ti
panaudota fluorofar ar kity Zymekliy prijungimui. Tiriamuoju objektu buvo pasirink. coli
bakterip kamienai MC4100 ir 1Q86, kurie tarpusavyje skiriaigo, jog kamienas 1Q86 turi
TetA siurbi, iS lasteliy iSstumiani tetraciklim, o kamienas MC4100 tokio siurblio neturi.

Zinant peptido pVEC savybes, pirmiausia buvo atligksperimentai, siekiant
iSsiaiskinti  Si peptid; jtaka E. coli lastely IM laidumui. Tam buvo atliekami
potenciometriniai matavimai ir stebimi indikatonirietrafenilfosfonio (TPP jony srautai per
Siy lasteliy apvalkatlj, terpsje esant skirtingoms peptidkoncentracijoms. Yra Zinoma, jog
nenaudojant joki laidinartiy medziag, TPP jonai sunkiai pereina gramneigiajn bakterij
IM (Daugelavtius ir kt., 2000).

Eksperimeni metu nebuvo nustatyta jakiZzenkliy peptid; saveikos suE. coli
lastekmis skirtumy. Buvo parodyta, jog 8ipeptid; saveika su bakterini lasteliy apvalkatliu
yra panasi (3.1 pav.). Tirpale esant maZesmnei 3uM abiey peptidy koncentracijoms,
matavimuose s&. coli MC4100 hstekmis, pokyiai TPP jony sugrime réra stebimi arba jie
labai mazi (3.1 pav., A). Didinant pepiidkoncentracy terpje, stebimas nedidelis TPy
sugirimas, t&iau padidinus koncentracijas iki 18V (pVEC) ir 30 uM (cys-pVEC), TPP
jonai pereind matavimo bufer— matomadsteks PM depoliarizacija.
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3.1 pav. Peptigd pVEC (raudona kred) ir cys-pVEC (juoda krei) saveika SuE.
coli MC4100 (A) ir 1Q86 (B) 4stekmis. Eksperimentai atlikti 0.1 M Tris-HCI (pH 8)sant 37
°C temperatrai. [déty peptid; galutines koncentracijos nurodytos grafikuose. Galkutin
gramicidino D koncentracija (GD) — 5 pg/ml, o pailsino B (PMB) — 100 pg/ml.

Tuo tarpuE. coli 1Q86 ksteks, tikriausiai @l TetA siurblio veiklos, yra maZziau
laidZios TPP jonams. Rl to néra matomas nei pradinis TPony sugrimas, nei peptig
sukeltas sugertjony iStekéjimas iS hsteliy (3.1 pav., B).

Nusta&ius, jog peptidai pVEC ir cys-pVEC beveik nelaidifdd, buvo atliekami
eksperimentai su EDTA apdorotomigstekmis (3.2 pav.). Yra Zinoma, kad EDTA yra
junginys, terpje suriSantis dvivalafius Mg* ir C&* jonus, ir taip padidinantis

gramneigiamyju bakteriy IM laidumg (Marvin ir kt., 1989).
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3.2 pav. Peptig pVEC (A) ir cys-pVEC (B) gveika su EDTA laidintomis (raudona
kreive) ir nelaidintomis (juoda kre#) E. coli MC4100 hstekmis.Eksperimentai atlikti 0.1 M
Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempargdi. [déty peptid; galutines koncentracijos nurodytos
grafikuose, GD — 5 pg/ml ir PMB — 100 pg/ml.
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Didinant peptia koncentracy Tris/EDTA laidinty lasteliy suspensijoje, abteliy
PM palaipsniui depoliarizuojama ir igskeliy iSbega sukaupti TPPjonai.

Parinkus laidinatias peptid koncentracijas, buvo tiriamas EDTA poveilEscoli
lasteliy apvalkatliui, Si komplekson dedantj lasteliy suspensy (3.3 pav.).] lasteliy
suspensjj jdéjus 10 pM peptido pVEC stebimas tik nedidelis TPy sugrimas 1Q86
lasteliy atveju (3.3 pav. C). SH. coli MC4100 hstekmis peptia; sukelty sugrimo pokyiy
mes nematome (3.3 pav., A ir B). Po peptidéjus EDTA junginio, stebimas TPHomy
sugerimas. Jis yra mazesnis, lyginant su jo sukeliandikatoriniy jony sugrimu dedantjjis
karto po 4steliy. Po EDTA prigjus peptidi priech, stebima d4stely PM depoliarizacija.
Galima pastedi, kad 1Q86 4steliy atveju PM depoliarizacija vyksta dviem pakoponiis.to,
EDTA sukeltas TPP jony sugrimas yra mazesnis su 1Q8@stekmis nei su MC4100
lastekmis. IS Sy pastebjimy galima daryti iSvagl kad peptidai pVEC ir cys-pVEC nelaidina

IM lipofiliniams jonams, téiau sukelia stips PM depoliarizaci.
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3.3 pav. Peptido pVEC (A, C) ir cys-pVEC (Bjveika sukE.coli MC4100 (A, B) ir
1Q86 (C) hstekmis. Eksperimentai atlikti 0,1 M Tris-HCI (pH 8)sant 37 °C temperaali.
Idéto peptido galutié koncentracija 1M, EDTA — 2 mM, GD — 5 pg/ml ir PMB 100 pg/ml.

Isitiking, kad peptid pVEC ir cys-pVEC poveikisabtebms beveik nesiskiria, mes
toliau eksperimentus atlikome tik su peptidu pVEGa zinoma, kad alsteks energetia
busena turi jtakos i siurbliy aktyvumui ir lipidy pasiskirstymui PM sluoksniuose.
Deenergizuotosabteks pasizymi sumazintu siurhliaktyvumu, taip pat vyksta fosfolipid

mainai tarp isorigs ir vidiniu membran (Oh ir kt., 1998).
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Zinant tai, buvo patikrinta peptido pVEGweika suE. coli lasteliy apvalkaéliu
terpeje esant gliukozeil E. coli MC4100 hsteliy suspensij jdéjus gliukozs ir vliau titruojant
peptidu, stebimas padigs peptido laidinantis poveikis (3.4 pav.). Kaip stveikoje be
gliukozes, taip ir su gliukoze, M peptido pVEC pralaidin&. coli IM TPP" jonams (Zir. 3.1
ir 3.4 pav.). Peptido pVEC koncentracijai pasiekB8 pM, prasideda dsteks PM
depoliarizacija. Grafikas su 1Q86 kamienu nepatasiktkadangi gliukas buvimas terge

jokiu pokyiy, stebint TPPjony srautus, nesukelia.
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3.4 pav. Peptido pVECageika suE.coli MC4100 hstekmis. Eksperimentai atlikti
0.1 M Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempeénati. Gliukoze energizuotosdteks - raudona
kreivé ir neenergizuotosasteks — juoda.ldéty peptid; galutines koncentracijos nurodytos
grafike, gliukozs — 0,4 pg/ml, GD — 5 pg/ml ir PMB — 100 pg/ml.

ParinkusE. coli IM laidinantias koncentracijas, buvo toliau stebimi TPBny
srautai matavimo tege su gliukoze (3.5 pav.). Buvo pastth kadi terp; idéjus gliukozs ir
véliau peptido, pastarasis neljr jtakos bakterij IM laidumui. Peptido pVEC sukelta
depoliarizacija ir EDTA sukeltas TPFPony sugrimas buvo didesni su energizuotomis
lastebmis (palyginti 3.5 pav. ir 3.3 pav.). Tiesa, IQ86tely atveju 10uM peptido pVEC
koncentracija, prieSingai nei tejp be gliukozs, yra nepakankama visiSkajslieks PM

depoliarizacijai sukelti (palyginti 3.3 pav. C ir53pav. B)
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3.5 pav. Peptido pVECageika su gliukoze energizuotomnts coli MC4100 (A) ir
Q86 (B) khstekmis. Eksperimentai atlikti 0,1 M Tris-HCI (pH 8)sant 37 °C temper@aai.
Idéto peptido galutiéa koncentracija 1QuM, EDTA — 2 mM, gliukozs — 4 pg/ml, GD - 5
pg/mlir PMB — 100 pg/ml.

3.2 Peptido pVEC poveikis gramteigiangju bakterij y apvalkaléliui

Gramteigiamosios bakterijos savo siésestrukiiroje neturi IM, todl jvairioms
lipofilinems medziagoms, tuo @ia ir TPP jonams, prasiskverbii lasteks vidy yra daug
lengviau. Mes atlikome eksperimentus su gramteigg&omis B. subtilis VB746 kamieno
lastekmis, stelbdami peptido pVEC sukeltus jorsrautus.

Atlike titravimus peptidu, mes pirmiausigitikinome, kokios koncentracijos
pastebimai veikiaB. subtilis lasteles (3.6 pav. A). Ankstesni eksperimentai parddd
gramteigianajuy bakterip augimo slopinimui reikia daug mazesmVEC koncentracij nei
gramneigiamju bakterijp augimo slopinimui (Palm ir kt., 2006). VisiSkBi subtilis lasteliy
PM depoliarizacijai sukelti, priretkgerokai mazesnikoncentraciy nei suk. coli lasteEmis
(palyginti 3.2 pav. A ir 3.6 pav. Aldéjus gliukozs, mes pirmiausiai matome TPy
srautusj lasteliy vidy, o “liau, isijungus siurbliams,yj iSmetiny i terge. llgainiui nusistovi
stabili TPP koncentracija teggje. Tuomet titruojant peptidu iSry§la, kad hsteliy PM
depoliarizacija prasideda peptido pVEC koncentaacpasiekus 1,5uM. Peptido sukelta

lasteliy depoliarizacija matavimuose be gliukszsutampa su savaiminiu TPy istekejimu
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iS lasteliy. Po gliukozs jdéjus 2 uM peptido, mes matome rygkiasteliy depoliarizacy (3.6

pav., B). Terpje be gliukozs pVEC sukelta depoliarizacija maziau ryski.
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3.6 pav. Peptido pVECygeika suB. subtilis lastekmis. Eksperimentai atlikti 0,1 M
Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempearedi. Gliukoze energizuotosidteks — juoda kreiy,
neenergizuotosisteks — raudona. Galuténpeptido koncentracija nurodyta grafike (A) ipil
(B), gliukozs — 4 pg/ml, lizocimo — 100 pg/ml.

3.3 Peptido pVEC poveikis mikobakterig apvalkaléliui

Mikobakterijos augdamos skystoje tgm linkusios agreguoti, t@étl daznai yra
auginamos su detergentais, pavyzdziui, Tween 8fs lawgimo metu neleidzia bakterijoms
sukibti. Taip auginamosasteks prieS eksperimentus yra kelis kartus plaunamabam®iZius
taip auginti bakterijas, mesgsitikinome, kad Sis agktely auginimo lidas mums netinka.
Detergentas Tween 80 veikia matavimo elektrodulsteles kelis kartus plaunant, jos gal
prarasti savo siengd strukiiros elementus, tokius kaip laisvuosius lipidugl B sienets
strukfira gali pakisti. Be to, Tween 80 yra naudojanmagtro kaip polimerinis ¥Ziniy lasteliy
siurbliu slopiklis (Friche ir kt., 1990). Tadl jis gali veikti ir M. smegmatis lasteliy siurblius.
Vengiant jo poveikio mikobakterj apvalkatliui, mes pasirinkome auginti bakterijas
naftiraliomis slygomis, nenaudojant joki papildomy priemoni; sukibimui iSvengti beiy
suspensjj ruosti po pirmo plovimo.

Pirmiausia nasjome pasidiréti, kuo skiriasi agregavusiir neagregavusi lasteliy
saveika su TPP jonais (3.7 pav.). Pasirodo, principinio skirtuntarp agregavusi ir
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neagregavusilasteliy néra. Neagregavusiogdteks sugeria didesM PP jony kiek, tatiau tai
daugiausiai priklauso nup matavimo bufegr ineSamo dsteliy kiekio (agregavusiosasteks
inestos remiantisyjuzimamu iiriu, 0 neagregavusios — optiniu tankiu po resusaenab).
Reikia atkreipti @meg, kad prajus 20 mingiy po ksteliy priedo, dar éra nusistowjusi TPP
jony pusiausvyra tarmsételiy ir matavimo terps. Tokia pusiausvyra su gramneigiamosiomis ir
gramteigiamosiomis bakterijomis nusistovi vos petids minutes (Zir., 3.1 ir 3.6 pav.).
Greitiausiai TPP jony pasiskirstymo greitlemia savita mikobaktetjjapvalkatlio strukiira,
kuri yra mazai laidi net ir lipofiliims medziagoms (Liu ir kt., 1996; Wang ir kt., 2000)

Gliukoze yra naudojama tiek gramteigiam, tiek gramneigiamyuy bakterij
siurbliu energizavimui. Yra duomen kad mikobakterij siurbliy energizavimas gliukoze
dideks jtakos j aktyvumui neturi (Rodrigues ir kt., 2008). ’bdnes noéome pasidiréti, ar
miisy sistema gali registruoti net ir nedidelius siurldktyvumo pokyius. Taiau po gliukozs
priedo joki; pokyiy TPP jony sugrimui nematome. Tolesniuose eksperimentuose glitkoz
nenaudojome. Gramicidinas D (GD) — monovalentikiatijony nesiklis, palyginti dtai
depoliarizuoja mikobakterjPM. Po GDineSus PMB, mes matomgsteliy PM depoliarizacy
(PMB spveika suM. smegmatis apvalkatliu placiau aptarta 3.4 skyriuje).

. smegmatis
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T T T 1
0 10 20 a0
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3.7 pav. TPPjony saveika suM. smegmatis lastebmis. Eksperimentai atlikti 0,1 M
Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C temperedi. Agregavusios abteks - raudona kreiy
neagregavusios - juoda. Galutigliukozés koncentracija — 4 pg/ml, GD — 5 pg/ml, PMB - 50

pg/mil.

Isitiking, kad TPP jony srautus galima stéb tiesiogiai, mes atlikome matavimus
su M. smegmatis lastekmis skirtingose tegse (3.8 pav.). Kaip jau yra zinoma, Tris terp
laidina gramneigiangu bakteriip IM. Tris molekuks jungiasi su LPS ir pakea juos

stabilizuojatius dvivaletius C&* ir Mg®* jonus bei sumaZinaageika tarp LPS molekuti
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(Nikaido ir Vaara, 1985). Natrio fosfato buferis ayr tipine terp, naudojama

potenciometriniuose matavimuose.
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3.8 pav. TPP jony saveika suM. smegmatis lastekmis. Eksperimentai atlikti
skirtingos koncentracijos Tris/HCI (pH 8, A) ir niat fosfato (pH 8, B) tergse, esant 37 °C
temperairai. Galutire GD koncentracija — 5 pg/ml, PMB - 50 pg/ml.

Lyginant TPP jony pasiskirstym tarp hsteliy ir matavimo terps, reikia pastedi,
kad Tris terpje lastebs sugeria panas kieki TPFP jony nepriklausomai nuo teép
koncentracijos. Natrio fosfato buferyje sugo kiekis priklauso nuo Sios tep
koncentracijos. Kuo mazesrerpss koncentracija, tuo stipriaasteks siveikauja su TPP
jonais — matome didesrsugrimo amplitud. Lasteles depoliarizavus PMBterpe sugizta ne
visi su hstekmis susiri§ TPP jonai. Tai reiSkia, kad priklausomai nuo joksnégos, hsteks
ne tik sugeria skirting TPP jony kiekj, bet ir suriSa dalTPP jony lastebs apvalkadlyje.
Pada¢ iSvadi, kad nusy atliekamiems eksperimentams labiausiai tinka Terge, tolesnius
matavimus siM. smegmatis bakterijomis atlikome 100 mM Tris/HCI.

leSkant optimalios tempefabs matavimams, mes atlikome matavimus esant 22 ir
37 °C temperarai ir pastebjome, kad 4steliy ir TPP" jony saveikos greitis ir intensyvumas
priklauso nuo temperatos (grafikas nepateiktas). Kuo Zemgdemperaira, tuo silpniau
TPP jonai riSasi suastebmis. Zinant, kad mikobaktedjiSorinio lipidinio sluoksnio fazinio
perjimo temperaira yra tik ties 70 °C (Liu ir kt., 1996), kuo zemé&g temperatroje yra
atliekami matavimai, tuo kompaktiSkesstrukfira uzima mikolires igstys. IS kitos pus,

siurbliy, palaikagiy membranositamm, aktyvumas sgtéja esant Zemesnei tempéirai.
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Todkl silpnes TPP jony saveika esant 22 °C tempeiaai gali biti jtakota ir maZiau laidaus
iSorinio lipidinio sluoksnio, ir membraninibaltymy.

Parinlke optimalius matavimo parametrus eksperimentamioate matavimus su
peptidu pVEC (3.9 pav.). Jau atiksl buvo pastetta, kad peptidas pVEC prasiskverbia pro
mikobakterijy apvalkatli ir pereinaj lasteks citozo], tuo p&iu inaktyvuodamas akteles
(Nekhotiaeva ir kt., 2004).

Pirmiausia atlikome eksperimentus, &bami paziréti, kaip Sis peptidasgseikauja
su mikobakteriy apvalkatliu. Tam buvo atliekami titravimai su peptidu pVEB.9 pav. B).
Terpije esant 1,5 uM peptido koncentracijai prasidedeeks PM depoliarizacija. Pariglkdvi
skirtingas peptido pVEC koncentracijas mes pagbate, kad 2 uM pVEC yra nepakankami
visiSkai hsteks PM depoliarizacijai sukelti. Tau 10 uM koncentracijos uztenka visiems
TPFP jonams pereiti i$abteliy citozolio { matavimo bufer (3.9 pav. A). Reikt atkreipti
démes, jog mikobakterij saveika su TPP jonais trunka ilgiau nei pgsvalandos, t&au

depoliarizacijos sukeltas TPy istekéjimas uztrunka vos kelias minutes.
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3.9 pav. Peptido pVECageika suM. smegmatis lasteEmis. Eksperimentai atlikti
0,1 M Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempenai. Galutire peptido pVEC koncentracija grafike
A — 2 UM (raudona kred) ir 10 uM (juoda krei¥), B — galutire peptido pVEC koncentracija
nurodyta grafike, PMB - 50 pg/ml, GD — 5 pg/ml.
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3.4 Polimiksino Bjtaka M. smegmatis Iastelems

Pastebj¢, kad PMB depoliarizuoja mikobakterijas (3.8 pawnjisprendme atlikti
tolimesnius tyrimus su Siuo antibiotiku. Yra zingnkad PMB yra pentakatijontnampifiliné
molekuk, kuri yra baktericidiSka gramneigiamosioms balbens. PMB veikia dviem
stadijom, kurias galima atskirti (Daugeléws ir kt., 2000). Pirmiausia PMB jungiasi prie
gramneigiamju bakterip IM ir ja pralaidina (subletali fa&. Tai leidzia Siai molekulei
prasiskverbti iki PM ir sukelti medziggstekejima iS lasteks citoplazmos (letali fa&g (Vaara,
1992).

Iki Siol PMB ir mikobakterijy saveikos tyrimy beveik rra atlikta. T&iau yra
Zinoma, kad polikatijoniniai junginiai, tokie kagmolimiksino B nonapeptidas, pralaidinal.
vaccae lasteliy IM (Korychka-Machala ir kt., 2001). Sis junginysigizymi daug silpnesniu
poveikiu gramneigiamosioms bakterijoms: baktergugimas slopinamas esant palyginti
didekemis koncentracijoms, ¢&au ju apvalkatlio IM laidinimui hidrofobinems medziagoms
uztenka labai nedidelikoncentracij (Daugelawtius ir kt., 2000). Taip pat yra duomegrkad
PMB slopina mikobaktenj auging, o jas painkubavus su Siuo antibiotiku, jos prdeasavyk
agreguoti (Yasue, 2000). Bet patogeniniai mikobdktatstovaiM. avium ir M. intracellulare
yra atspars didesnei nei 50@ig/ml PMB koncentracijai (McGarvey ir Bermudez, 2p01
Nustat maziausi slopinaia PMB koncentracy (MIC) M. smegmatis lasteEms
mikroskiedimy metodu, gavome, kadidteliy augimas yra visiSkai nuslopinamas, esant 32
ug/ml PMB koncentracijai.

Antibiotiku titruodami hsteliy suspensij ir steledami TPP jomy srautus
pabandme iSsiaiskinti, kaip Sis antibiotikagweikauja suM. smegmatis lastekmis (3.10 pav.,
A). Mes nematome dvipakopio PMB poveiki. smegmatis lastekms, kuris stebimas Siuo
antibiotiku titruojant ir registruojant indikatofip jony srautusk. coli lasteliy apvalkatliui
(3.10 pav., B; Daugelagius ir kt., 2000). Antibiotikas nesukelia TPy srautoj Iasteliy
vidy sustipgjimo, kas yra stebima vykstant pirmajai subletaki@ikimo stadijaiE. coli lasteliy
atveju. Didinant PMB koncentracijas, yra matom&sTiPP jony iStekéjimas — antroji letali
antibiotiko veikimo stadija. Maksimali depoliarizgcpasiekiama tegge esant 31ug/ml PMB
koncentracijai, nors pasilieka didelis kiekis TPRuristo su dstebmis. Ankstesniuose
eksperimentuose 5@y/ml PMB koncentracija buvo pakankama visiskam TRy i$ lasteliy
atpalaidavimui (3.8 pav.). Reikia pastgb kad ta pati priklausomybstebima ir su PMB
jautriomis gramneigiamosiomis bakterijomis (rezidtamepateikti).

38



M. smegmatis

3 4

(]
W

N

TPP" koncentracija, pM

=

Concentration of TPP+ in the medium (uM)

i 1
0 5 10 15 20
Time (min)
Laikas, min

3.10 pav. Polimiksino Baseika suM. smegmatis lastebmis (A) ir E. coli AN180
lastekmis (B, Daugelawiius ir kt., 2000). Eksperimentai atlikti 0,1 M T-#$Cl (pH 8), esant
37 °C temperatai. Galutire PMB koncentracija nurodyta grafikuose, GD — 5 pg/m

Norédami isitikinti, ar PMB iS tieg sukelia 4stely PM depoliarizacija, o ne tik
suridty TPP jony atpalaidavim i3 lasteliy apvalkatlio, mes tyeme ir PMB sukeliamus PCB
jony srautus (3.11 pav.). PCBra lipofiliniai anijonai, kurie yra naudojamadteliy biomasei
vertinti, bei gyw ir negyw, lasteliy kiekiui tiriamajame raginyje nustatyti (Daugelasius ir
kt., 2001). Taip pat yra pastgh, kad PCBjonai labai efektyviai jungiasi su bakterirasteliy
membranomis, Sias pralaidinus PMB (Daugelas ir kt., 1997).
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3.11 pav. PCBjony saveika suM. smegmatis lastekmis. Eksperimentai atlikti 0,1
M Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempeikedi. Galutirt GD koncentracija — 5 pg/ml, o PMB -
50 pg/ml.
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Reikia pastefti, kad PCB jonai efektyviai riSasi su intakéémis M. smegmatis
lastebmis — pusiausvyrie koncentracija terge, skirtingai nei TPP jony atveju, nusistovi
greitiau nei per minut GD sukelta depoliarizacija vyksta gagtal stebint TPPjony srautus
(3.7 pav.), bet netuitakos PCBjony suriSimui. T&iau i lasteliy suspensyj ineSus PMB (50
pg/ml), pradzioje stebimas greitas papildomas PjG&; susiriSimas suabtekmis, po kurio
vyksta antroji — dta PCB sugrimo stadija. Tai rodo, kad PMB poveikis mikobakter
apvalkatliui yra kompleksinis.

3.5 Slopikliy saveika suM. smegmatis DVA siurbliais

Mikobakterijos pasizymi DVA, t&au apie jo mechanizmus vis dar mazai Zzinoma.
Pradzioje buvo manyta, jog DVA atsparumas yra ntdsmmutaciy , atsiradusi po ilgo
veikimo antimikrobiniais vaistais, d@u pasirodo vis daugiau duomgapie siurblius, kurie
dalyvauja DVA suformavime.

Yra zZinoma, kadM. tuberculosis bakterijos yra atsparios visiems pirmoseil
tuberkuliozs vaistams bei daugeliui antros ésilvaist;. Vis daugiau atrandama vaist
iISmetimo siurbly, kurie dalinai atsakingi uz atsparargiems vaistamdn vitro Siy siurbliy
veikla bandoma uzblokuoti DVA siurhii slopikliais. Daugiausiai tyrim atliekama su
rezerpinu, chlopromazinu, chlorfenilhidrazonu, vdeta, verapamilu, tioridazinu ir Kitais

slopikliais.

3.5.1 Chlorpromazino fveika suM. smegmatis lasteliy apvalkaléliu

Chlorpromazinas yra sintetinis vaistas, priklausafgnotiazim klasei. Pastefjus
jo antimikrobin poveij pragjusio amziaus viduryje jis buvo préds pl&iai naudoti
tuberkulioZzs gydymui. Taiau jsitikinus, kad jis pasizymi stipriu Salutiniu pokei
organizmui, ir tuo, kad jis veikia ne tik baktesjaet ir zinduoli lasteles, jo kaip vaisto pries
tuberkulioz buvo atsisakyta (Amaral ir kt., 2007).

Nepaisant jo Salutiniefekiy, Siandien atliekama nemazai tytirau Siuo antibiotiku
in vitro, bandant jj panaudoti kartu su kitais vaistais mikobaktergtsparumuijveikti
(Rodrigues ir kt., 2008). Ygatai svarbu dl to, kad DVA mikobakterijose dar tik pradedamas
tirti ir suprasti.

Zinant, kad mikobakterijos yra ilgai aug@ws bakterijos, ypatai pazynétina apie
patogeninesyj atstoves, svarbu atrasti metodus, greitam ir g¥in vaist; efektyvumo

ivertinimui. Toal mes pasirinkome chlorpromazinkaip mikobakteriy augima nuslopinant
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vaist (MIC 64 ug/ml) ir, tuo p&iu, Zinomy DVA siurbliy slopikli, bei atlikome eksperimentus
suM. smegmatis lastekmis.
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3.12 pav. Chlorpromazinoaweika su M. smegmatis lastekmis. Eksperimentai
atlikti 0,1 M Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempénat. Galutirt chlorpromazino
koncentracija A — 3@g/ml; B — nurodyta grafike, PMB - 50 pug/ml, GD §/ml.

Pirmiausia nagjome paaziréti, kaip Sis vaistas veikiastely membranogtamp.
Tam mes atlikome eksperimentus stidomi TPP jony srautus (3.12 pav.). Pastgme, kadj
terpe ineSus 3Qug/ml chlorpromazino, Sis DVA iSmetimo siunplslopiklis depoliarizuojav.
smegmatis lastely PM (3.12 pav. A). Tai rodo, kad Sis vaistas veikKl®A siurblius ne
inaktyvuodamas juos, bet blokuodamawe¢iklos apiipinima energija. Taip pat mes atlikome
titravimus su Siuo vaistu (3.12 pav. B). Net ir mazhlorpromazino koncentracijos nesukelia
papildomo TPP jomy sugrimo, o didinant jo koncentragij stebimas depoliarizacijos
intensy\¢jimas. Tergje esant 62ug/ml chlorpromazino koncentracijai, mes matome giln
depoliarizacip. Tai sutampa su koncentracija, kuri pilnai nush@pM. smegmatis lasteliy
augima.

Steledami PCB jonuy srautus, jsitikinome, kad chlorpromazinas veiki#.
smegmatis lasteliy PM depoliarizuojagiai. Vos 10ug/ml chlorpromazino sukelia papildam
PCB jonu sugrima (3.13 pav.)

41



W smegmatis

3_ i
=
a
3
o 3. CRE
£ '
[
o
&
[m]
. 4
o
&
o

1 4

o 2 4 B =]

Laikas, min

3.13 pav. Chlorpromazino poveikis PCBveikai suM. smegmatis lastekmis.
Eksperimentai atlikti 0,1 M Tris-HCI (pH 8), esar@7 °C temperatrai. Galutire

chlorpromazino koncentracija— 1@/ml.

3.5.2 Chlorpromazino poveikisM. smegmatis lasteliy jautrumui ampicilinui

Ampicilinas priklauso B-laktaminiams antibiotikams, vienai IS pilausiai
naudojam antibiotiky grupei. Sie antibiotikai blokuoja peptidoglikanintez Iastekse.
Bakterijy atsparumas Siems antibiotikams dazniausiai ggusii -laktamazy veikla, kurios
inaktyvuoja Siuos antibiotikus. Yra zinoma, kad obkkterijos yra atsparios Siems
antibiotikams, tod prieSingai nei ki bakterip atveju, pB-laktamai rra naudojami
mikobakterijy sukeltoms ligoms gydyti. Mikobakteuijatsparumas Siems vaistams taip pat
daZniausiai siejamas $dlaktamazi veikla (Flores ir kt., 2005). Tau yra parodyta, kai¥l.
tuberculosis lasteliy LfrA siurblys yra iS dalies atsakingas uz atspafrgiems antibiotikams
(Danilchanka ir kt., 2008).

Iverting, kad M. smegmatis bakterijos yra jautrios dideéms nei 128pug/ml
ampicilino koncentracijai, mes pabanue iSsiaiSkinti, ar Sis atsparumas yra nors iSedali
susigs su DVA siurblp veikla. Tam mes atliko mikroskiedimus iivertinome, ar

chlorpromazinas didina mikobakterijautruny Siam vaistui (3.1 lenté).
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3.1 lentet. Chlorpromazino poveikis ampicilino maziausiai Bi@rtiai
koncentracijai.
Chlorporamzinas (pg/ml) 15 20 25 30 35

Ampicilinas (ug/ml) >128 128 32 8 >1

Kaip matyti iS 3.1 lentéje pateikty duomenm, chlorpromazinas lemia, kad
mikobakterijos tampa jautrios ampicilinui. Zinamkiad chlorpromazino MIC yra 64g/ml,
kartu net ir su mazedm nei 1ug/ml ampicilino koncentracijom, jo uZztenka perpusznau (35
ug/ml) tam, kad bty visiSkai nuslopintasakteliy augimas.

IS Siy rezultaty galima spgsti, kad atsparumas ampicilinui yra sgsipe tik sup-

laktamazi, bet ir su DVA iSmetimo siurhliveiklaM. smegmatis lastekse.

3.5.3 Rezerpino gveika suM. smegmatis Igsteliy apvalkaléliui

Rezerpinas yra natalus alkaloidas, kuris pasizymi DVA iSmetimo siliub
slopinargiomis savylms. Rezerpinas piai naudojamasn vitro kaip mikobakterij siurbliy
slopiklis, daugiausiai atsakingas uz ABC didSeinpeiklausadiy siurbliy inaktyvaving
(Choudhuri ir kt., 2002; Pasca ir kt., 2004; Pas&a, 2005).

M. smegmatis

y

TPP" koncentracija, ph

Laikas, min

3.14 pav. Rezerpinmgeika suM. smegmatis lastekmis. Eksperimentai atlikti 0,1
M Tris-HCI (pH 8), esant 37 °C tempeiliedi. Galutire rezerpino koncentracija nurodyta

grafike, PMB - 5Qug/ml.

Norédami iSsiaiskinti, Sio DVA siurbli slopiklio veikimo poladi ir poveik M.
smegmatis bakterijy membranogtampai, mes atlikome eksperimentus su TRPais (3.14

pav.). Kaip matyti i3 rezultaf mums nepavyko uzregistruoti rezerpino poveikidPTpnus
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iSmetantiems siurbliams. Viena i$ priedias kol mes nematome jokio rezerpino poveikio
TPP jomy pasiskirstymui, gali iiti ta, kad TPP jonai réra iSmetami siurbii, kuriy aktyvumy

blokuoja rezerpinas.

3.5.4 Naujai susintetinty mikobakterij y siurbliy slopikliy poveikis M. smegmatis lastelems

Krokuvos universiteto Technologijir vaisty biotechnologijos katedroje Dr. J.
Handzlik ir Prof. K. Kiec-Kononowicz susintetino ujas junginius, kurie gatuy buti
mikobakterijy DVA siurbliu slopikliais. Bendradarbiaudami pagal COST projgitogram,
mes iStyéme Si; junginiy biologini aktyvuma. Visy pirma Sy medziag aktyvumas buvo
patikrintas mikroskiedinp metodu (Zir. priedy). Visy medziag MIC buvo daugiau nei 160
ug/ml, ir tik dvi medziagos (DB-6 ir PDPH-3) slopid. smegmatis lasteliy auginmy esant
mazesaAms nei 160ug/ml koncentracijoms. Buvo patikrintas wisnedziag poveikis M.
smegmatis lasteliy jautrumui ampicilinui. N vienas iS potencialislopikliy nepadidinodsteliy
jautrumo Siam antibiotikui. K#au reikia tuéti omenyje, kad ampicilinas blokuoja
peptidoglikano sinteg ir tik vienos klags siurbliai Salina {Santibiotika. Dél to reikalingi
papildomi tyrimai, nes Sios medziagos gaiti lsiurbliy, nesusijusi su atsparumu ampicilinui,
slopikliais.

Taip pat buvo atliktidsteliy saveikos su $iais junginiais tyrimai, stebint THBny
srautus. Eksperimepimetu buvo pasteéba Sedi medziag jtaka TPP jony pasiskirstymui tarp
lastely ir terpss. Syveikoje suM. smegmatis lastekmis RW-13 suklé papildomy TPFP jony
sugrima, o JH-33, KJ-8, DB-6, RW-14c ir PDPH-3 — jpatpalaidavim i$ lasteliy.
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ISVADOS

. Peptidy cys-pVEC ir pVEC poveikis baktetij apvalkatliams yra panaSus;
peptidai prastai laidina gramneigigm bakteriyy iSorine membragn, taiau
sukelia tiek gramteigiamuy, tiek gramneigiamju ir mikobakterijy plazmires
membranos depoliarizagij

. Tetrafenilfosfonio jonai dtai pasiekia pusiausvyiinpasiskirstym per M.
smegmatis lasteliy apvalkatli, bet greitai iSy iSteky depoliarizavus plazmén
membran. Tai rodo, kad yra keli keliai lipofiliniams jungams prasiskverbti per
mikobakterij; apvalkatl;.

. Polimiksinas B nepralaidind. smegmatis lasteliy apvalkatlio lipofiliniams
junginiams, bet sukelia plaznés membranos depoliarizagij

. Chlorpromazinas padidinavl. smegmatis lasteliy jautrumy ampicilinui ir
depoliarizuojaniai veikia Sii lasteliy plazmirg membran.

. Nauji potenciais DVA siurbliy slopikliai neturi jtakos M. smegmatis lasteliy
jautrumui ampicilinui, bet keletas junginisaveikauja su TPP iSmetagiais

siurbliais.
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SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo istirti antimikrobinimedZiag ir daugiavaigio atsparumo
siurbliy slopikliy poveili bakterij; saveikai su TPP jonais. Siam tikslui pasiekti reijo istirti
antimikrobiniy peptid; jtaka bakteriniy apvalkatliy laidumui,jvertinti M. smegmatis bakterij
apvalkatlio saveika su TPP jonais ir j; pasiskirstym veikiant Sias polikatijoniniais junginiais
bei istirti daugiavaigo atsparumo siurhli slopikliy jtaka TPP jony pasiskirstymui abipui.
smegmatis bakterip apvalkatlio.

Sio darbo metu buvo parodyta, kad peptidVEC ir cys-pVEC sveika su
gramneigiamju E. coli bakteriy apvalkatliu beveik nesiskiria: peptidai mazai laidigacoli
bakteriy iSoring membran, bet depoliarizuojay plazmirg membran. Peptidas pVEC
depoliarizuoja ir gramteigiagpu B. subtilis bei mikobakteriy M. smegmatis plazmirg
membragn. Be to, buvo parodyta, kad TPHonu srauty tyrimai gali padti jvertinti
mikobakterijy energetin buserny. Polimiksinas B — antibiotikas prieS gramneigisras
bakterijas — nelaidina mikobakterij M. smegmatis apvalkatlio TPP  jonams, bet
depoliarizuoja 3y plazmirg membran. Daugiavaigio atsparumo siurhli slopiklis
chlorpromazinas veikia mikobakteriM. smegmatis plazmirg membran depoliarizuojatiai ir
sumazina ampicilino koncentracijas, reikalingas ab#kterijp augimo slopinimui. Nauiji
potenciaiis DVA siurbliy slopikliai neturijtakosM. smegmatis lasteliy jautrumui ampicilinui,

bet keletas jungini saveikauja su TPPiSmetagiais siurbliais.
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Effect of membrane permeabilizing compounds and mtidrug resistance pump
inhibitors on interaction of bacterial envelope wih TPP" ions

Summary

The aim of this work was to estimate the effectneémbrane permeabilizing
compounds and multidrug resistance pump inhibiborsnteraction of bacterial envelope with
TPP ions. To achieve the aim we worked on antimicriopéptides and their interaction with
bacterial envelopes, on estimation of interactibMosmegmatis envelope with TPPions and
equilibration of these ions across mycobacteriakttope.

We have found that antimicrobial peptides pVEC aystpVEC have very similar
effect on the envelope of gram-negativecoli cells. They have little permeabilizing effect on
the outer membrane but effectively depolarize tlzsmpa membrane d&. coli. The peptide
pPVEC has depolarizing effect on bdh subtilis and M. smegmatis plasma membrane. We
described interaction oM. smegmatis envelope with TPP ions. Polymyxin B has no
permeabilizing effect on the mycobacterial cell iwhut it depolarizes the plasma membrane
of M. smegmatis. Multidrug resistance pump inhibitor chlorpromazinereases the efficacy of
ampicillin againstM. smegmatis and has a depolarizing effect on mycobacteriabmk
membrane. New potential multidrug resistance pumpibitors have no effect oM.
smegmatis sensitivity to ampicillin, however some of the quoands interacted with TPP

efflux pumps.
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PRIEDAS

Naujai susintetinti potencialis M. smegmatis lasteliy DVA siurbli y slopikliai

Nr. Mgdpzallsgo [g|>/|mn(]al] Tirpumas MIC PO\J(g'nk;nZPP
10 mg/ml tirpinami HO. Elektrodo
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- >160 potencialo
1. JH-8 503.06 | 80 °C), stabilus esant aukstésrs ir mi neketia,
kambario temperatai, neisSkrenta ng poveikio
nuogdas po 48 val. Saldytuve. nepastetta.
10 mg/ml tirpinami HO.
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- Eéfg;rgg%
5 IH-10 558 58 80 °C), st.abllus esa_lnt 'aukst_esn.; ir| >160 neketia,
kambario temperatai, nedidelis | ug/ml i
kiekis nuogdy iSkrenta po 48 val. POVEIKIO
” nepastetta.
Saldytuve.
10 mg/ml tirpinami HO Elektrqdo
S . . potencialo
Reikalingas pradinis kaitinimas >160 neketia
3. JH-33 549.1 | (10°C), stabilus esant aukstesms ; :
) . ;U ug/ml | stebimas TPP
ir kambario temperatal,vnelskrenta jom
i nuogdas po 48 val. Saldytuve. iStelejimas.
10 mg/ml tirpinami 25% DMSO.
Pirmiausia istirpinamas 0,25 ml Elektrodo
DMSO, tada pridedama 0,75 ml >160 potencialo
4, JH-63 505.05 H,0 ir paSildoma, stabilus esant mi neketia,
aukstesams ir kambario Hg poveikio
temperairai, neiSkrenta nuosdas nepasteéta.
po 48 val. Saldytuve.
10 mg/ml tirpinami 25% DMSO.
Pirmiausia istirpinamas 0,25 ml Elektrodo
DMSO, tada pridedama 0,75 ml >160 potencialo
5. TN-2 595.1 H,0 ir paSildoma, stabilus esant mi neketia,
aukstesams ir kambario Hg poveikio
temperairai, neisSkrenta nuosdas nepastetta.
po 48 val. Saldytuve.
10 mg/ml tirpinami 50% DMSO.
Pirmiausia istirpinamas 0,5 ml Elektrodo
DMSO, tada pridedama 0,5 mb® >160 potencialo
6. KJ-9 589.98 ir paSildoma, stabilus esant mi neketia,
aukstesams ir kambario Hg poveikio
temperairai, neiSkrenta nuosdas nepasteéta.

po 48 val. Saldytuve.
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10 mg/ml tirpinami 50% DMSO.

o R Elektrodo
Pirmiausia istirpinamas 0,5 ml otencialo
DMSO, tada pridedama 0,5 mb®&l potenci
R . >160 neketia,
7. KJ-8 555.6 ir paSildoma, stabilus esant :
RSP . pg/ml | stebimas TPP
aukstesams ir kambario on
temperairai, neisSkrenta nuogdas iétejlé'ilrj;las
po 48 val. Saldytuve. J '
10 mg/ml tirpinami HO. Elektrodo
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- >160 potencialo
8. LL-1 473.0 | 80 °C), stabilus esant aukstésrs ir mi neketia,
kambario temperatai, neiSkrenta Hg poveikio
nuogdas po 48 val. Saldytuve. nepastetta.
10 mg/ml tirpinami HO. Elektrodo
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- >160 potencialo
9. LL-3 473.0 | 80 °C), stabilus esant aukstésrs ir mi neketia,
kambario temperatai, neiSkrenta Hg poveikio
nuosdas po 48 val. Saldytuve. nepasteéta.
10 mg/ml tirpinami HO. nggggg%
Stabilus esant aukstesns ir >160 P o
10. Furl 230.73 . A . neketia,
kambario temperatai, neiSkrenta | pg/ml o
. < poveikio
nuogdas po 48 val. Saldytuve.
nepastetta.
10 mg/ml tirpinamas DMSO. Elektrodo
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- >160 potencialo
11. DB-1 387.7 | 80 °C), stabilus esant aukstésrs ir mi neketia,
kambario temperatai, neiSkrenta Hg poveikio
nuosdas po 48 val. Saldytuve. nepasteéta
10 mg/ml tirpinami DMSO. Elektrqdo
L o o potencialo
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- 160 neketia
12. DB-6 329.24 | 80 °C), stabilus esant aukstésrs ir : ’
; RS . | ug/ml | stebimas TPP
kambario temperatai, neisSkrenta .
nuogdas po 48 val. Saldytuve jonu
' ' iStekejimas.
10 mg/ml tirpinami HO. Elektrodo
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- >160 potencialo
13. DB-3 315.34 | 80 °C), stabilus esant aukstésrs ir mi neketia,
kambario temperatai, neiSkrenta hg poveikio
nuosdas po 48 val. Saldytuve. nepasteéta.
20 mg/ml tirpinami DMSO.
Reikalingas pradinis paSildymas, >160 Mazina
14, Anil-1 366.63 stabilus esant aukstesns ir mi elektrodo
kambario temperatai, neiSkrenta ng potenciad.
nuogdas po 48 val. Saldytuve.
Maksimaliai 5mg/ml tirpinami
DMSO. Reikalingas pradinis MaZina
15. lzon-1 3953 paS|Ivdyms, §tabllus egant >160 elektrodo
aukstesams ir kambario ug/mi :
potenciad.

temperairai, neiskrenta nuosdas

po 48 val. Saldytuve.
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20 mg/ml tirpinami DMSO.

Reikalingas pradinis paSildymas, >160 Mazina
16. | Thioam-1 | 280.34 stabilus esant aukstesns ir mi elektrodo
kambario temperatai, neiSkrenta Hg potenciad.
nuogdas po 48 val. Saldytuve.
10 mg/ml tirpinami HO.
Reikalingas pradinis kaitinimas (50- E(l)?:rt]r;g%
80 °C), ir 1 laSas/ml koncentruotg >160 P o
17. KF-2 476.0 , O neketia,
HCI, stabilus esant aukStesns ir | pg/ml oveikio
kambario temperatai, neiSkrenta ng astedta
nuosdas po 48 val. Saldytuve. b
10 mg/ml tirpinami 25% DMSO.
Pirmiausia istirpinamas 0,25 ml E(l)?:rt]r;g%
DMSO, tada pridedama 0,75 ml 160 pnekeEia
18. | PDPH-3 | 430.93 H,0 ir pasSildoma, stabilus esant : ’
PP : ug/ml | stebimas TPP
aukStesams ir kambario on
temperalrai, neikrenta nuosgdas iétejké'ilr;as
po 48 val. Saldytuve. : '
10 mg/ml tirpinami 25% DMSO.
Pirmiausia istirpinamas 0,25 ml Elektrodo
DMSO, tada pridedama 0,75 ml >160 potencialo
19. Mor-1 431.91 H,0 ir paSildoma, stabilus esant mi neketia,
aukstesams ir kambario Hg poveikio
temperairai, neisSkrenta nuosdas nepastetta
po 48 val. Saldytuve.
10 mg/ml tirpinami DMSO Elektrodo
Reikalingas pradinis paSildymas, >160 potencialo
20. MS-1 268.1 stabilus esant aukstesns ir mi neketia,
kambario temperatai, neiSkrenta Hg poveikio
nuogdas po 48 val. Saldytuve. nepastetta
10 mg/ml tirpinami 25% DMSO. Elektrodo
Pirmiausia istirpinamas 0,25 ml potencialo
DMSO, tada pridedama 0,75 ml >160 neketia,
21. | RW-13 521.44 H,0O ir paSildoma, stabilus esant mi stebimas
aukstesams ir kambario hg papildomas
temperairai, neisSkrenta nuosdas TPP jomy
po 48 val. Saldytuve. sugerimas.
10 mg/ml tirpinami 25% DMSO.
Pirmiausia istirpinamas 0,25 ml Eéfg;rgg%
DMSO, tada pridedama 0,75 ml >160 pneket”:ia
22. | RW-14a | 547.08 H2O ir Qasﬂ;lomg, stabllus_ esant ug/ml | stebimas TPP
aukstesams ir kambario o
temperairai, neisSkrenta nuosdas iétejléjilrj;las

po 48 val. Saldytuve.
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