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Santrumpos

BLM - lipidinis dvisluoksnis (angl. bilayer lipid membrane)

CDC — nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (angl. cholesterol — dependent cytolysins)
Chol — cholesterolis

DOPE - 1,2 — dioleoil — sn — glicerolio — 3 — fosfoetanolaminas

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

EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija

Hz — hercas, daznio matavimo vienetas

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

SLB — pritvirtinti lipidy dvigubo sluoksnio modeliai (angl. supported lipid bilayers)
SLO — streptolizinas O

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

WC14 - 20 — tetradeciloksio — 3, 6, 9, 12, 15, 18, 22 heptaoksaheksatrikontano — 1 — tiolis



Jvadas

Biologinés membranos yra sudétingos ir dinamiskos struktiiros, biitinos lasteliy gyvybingumui,
signaly perdavimui ir homeostazés palaikymui. Membrany vientisumo pazeidimas daznai lemia
rimtus Igstelés funkcijy sutrikimus ar net ziitj. Viena svarbiausiy tokius pazeidimus sukelianciy
veiksniy grupiy yra poras formuojantys baltymai ir toksinai, kuriuos gamina jvairiis
mikroorganizmai. Jie sgveikauja su lipidinémis membranomis, oligomerizuojasi ir formuoja poras,
taip padidindami membranos pralaiduma.

Streptolizinas O yra vienas geriausiai iStirty poras formuojanciy toksiny, gaminamas
Streptococcus genties bakterijy. Jis priklauso cholesterolio priklausomy citoliziny (CDC) Seimai,
kurios baltymai specifiskai jungiasi prie cholesterolio turin¢iy eukariotiniy membrany. Prisijunggs
prie membranos pavirSiaus, streptolizinas O oligomerizuojasi ir sudaro didelio skersmens poras,
leidZianc¢ias jonams ir mazoms molekuléms prasiskverbti per membrana.

Nors cholesterolio buvimas yra biitina streptolizino O aktyvumo salyga, jo veikima reik§mingai
veikia ir membranos sudétis bei fizikinés savybés. Skirtingi fosfolipidai, tokie kaip fosfatidilcholinas
ir fosfatidiletanolaminas, pasizymi nevienodu galvuciy dydzZiu, hidratacija ir tarpmolekulinémis
sgveikomis, tod¢él jy santykis gali keisti membranos pavirSiaus hidrofiliSkuma bei baltymy
prisijungimo tikimybeg. Taigi toksino aktyvumas priklauso ne tik nuo cholesterolio kiekio, bet ir nuo
bendros membranos architektiiros.

Kalbant apie aplinkos pH, svarbu paminéti, kad pH turi jtakos tiek baltymo konformacijos ir
pavirSiaus kriiviy pokyc€iams, tiek lipidiniy membrany galvuciy protonacijai bei hidratacijai. Net ir
nedideli pH svyravimai gali paveikti baltymo — membranos sgveikg bei pory formavimo efektyvuma.
Taciau daugelyje ankstesniy tyrimy pH jtaka buvo nagrinéjama fragmentiskai arba sudétingose
biologinese sistemose, kuriose sunku atskirti atskiry veiksniy poveiki.

Tradiciniai SLO aktyvumo tyrimai daZniausiai atliekami naudojant hemolizés testus arba
lastelines sistemas. Nors jie leidZia jvertinti bendra toksino poveikj, Sie metodai pasiZzymi dideliu
biologiniu kintamumu ir neleidZia tiesiogiai nustatyti membranos fiziniy bei elektriniy savybiy
pokyéiy. Sias problemas padeda spresti dirbtinés prikabintos lipidinés membranos (tBLM),
formuojamos ant laidziy pavirSiy, pavyzdziui, aukso elektrody. Jos pasizymi dideliu stabilumu,
leidzia tiksliai kontroliuoti lipidy sudétj ir yra ypa¢ tinkamos elektrocheminiams tyrimams.

Vienas jautriausiy tokiy tyrimy metody yra elektrocheminé impedanso spektroskopija (EIS),
leidzianti nustatyti membranos varza, talpg ir kitus elektrinius parametrus, susijusius su membranos
sandarumu bei joniniu pralaidumu. Poras formuojanciy toksiny atveju Sis metodas suteikia galimybe

tiesiogiai stebéti pory susidaryma pagal membranos elektriniy savybiy poky¢ius.



Siame magistriniame darbe streptolizino O aktyvumas tiriamas naudojant tBLM modelines
membranas ir EIS metod3. Analizuojamos skirtingos DOPC, DOPE ir cholesterolio sudéties
membranos bei pH jtaka intervale nuo 5 iki 8. Sie lipidai pasirinkti dél skirtingy fizikocheminiy
savybiy ir vaidmens biologinése membranose, o pasirinktas pH intervalas atitinka fiziologiSkai ir
biologiskai aktualias sglygas. Toks metodas leidzia sistemiskai jvertinti, kaip membranos sudétis ir
aplinkos salygos veikia streptolizino O saveika su lipidinémis membranomis bei pory formavimo
procesa.

Sio magistrinio darbo tikslas — istirti streptolizino O (SLO) poveikj dirbtinéms lipidinéms
membranoms ir jvertinti jo aktyvumo priklausomybe nuo membranos sudéties bei aplinkos pH,
naudojant tBLM (prikabintos lipidinés membranos) modelj ir elektrocheminés impedanso
spektroskopijos (EIS) metoda.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti streptolizino O (SLO) aktyvumo priklausomybg¢ nuo cholesterolio.

2. I8tirti SLO aktyvumo priklausomybe nuo DOPE.

3. Nustatyti pH jtakg SLO aktyvumui.

4. Nustatyti inkarinio junginio, naudojamo prikabinti lipidines membranas prie aukso pavirsiaus,

itakg SLO aktyvumui.



1. Literaturos apzvalga
1.1. Lipidinés membranos
1.1.1. Lipidiniy membrany fizikinés savybés

Biologinés membranos (arba lipidinés membranos) yra vienas svarbiausiy gyvyjy organizmy
struktiiriniy elementy, uztikrinanciy Iastelés vientisuma ir jos vidinés terpés atskyrimg nuo aplinkos.
Taciau tokios membranos néra tik barjeras — jos veikia kaip dinamiskos, sudétingos ir nuolat
reorganizuojamos sistemos, dalyvaujancios signaly perdavime, medziagy transporte bei baltymy
funkcijos reguliavime. D¢l Siy savybiy $is lastelés barjeras yra ne tik struktiirinis darinys, bet ir
biologiniy procesy vyksmo vieta (Watson, 2015; Amissah et al., 2025).

Pagal Siuolaikinj skystosios mozaikos modelj, lipidiné membrana sudaryta i§ dvisluoksnio
lipidy tinklo, kuriame yra jterpti baltymai, bei kitos amfifilinés molekulés. Lipidy molekulés pasizymi
amfifiline prigimtimi — jos turi hidrofilines galvutes ir hidrofobines angliavandenilines uodegas.
Vandeningje terp¢je tokia struktiira spontaniskai organizuojasi j dvisluoksnj, kuriame hidrofobinés
uodegos orientuojasi j membranos vidy, o hidrofilinés galvutés — j iore (1 pav.). Si savitvarka yra
termodinamiskai palanki, nes sumazina hidrofobiniy pavirSiy kontaktg su vandeniu (Watson, 2015;

Nicolson ir Ferreira de Mattos, 2022; Donghia et al., 2025).
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1 pav. Biologinés membranos fosfolipidinio dvisluoksnio struktiros schema (Watson, 2015)
Nors lipidinis dvisluoksnis gali atrodyti kaip paprasta strukttra, jo fizikinés savybés yra itin

jautrios lipidy sudéciai. Membranos takumas, storis, mechaninis stabilumas ir pralaidumas priklauso

nuo lipidy sudéties ir poliniy galvuciy cheminés struktiiros (Casares et al., 2019; Sezgin et al., 2017).



1.1.2. Darbe naudoty lipidy fizikinés savybés ir jy reikSmé membranos
strukturai

Dirbtiniy lipidiniy membrany savybeés ir jy atsakas j iSorinius veiksnius tiesiogiai priklauso nuo
naudojamy lipidy fizikiniy ir cheminiy savybiy. Skirtingi lipidai pasizymi nevienodu strukttriniu
organizuotumu, sgveika tarpusavyje bei su aplinka, todé¢l jy sudétis lemia membranos stabiluma,
takuma ir pralaiduma (Casares et al., 2019; Sezgin et al., 2017). Siame skyriuje aptariamos
pagrindinés darbe naudoty lipidy — 1,2 — dioleil — sn — glicero — 3 — fosfocholinas (DOPC), 1,2 —
dioleil — s — glicero — 3 — fosfoetanolaminas (DOPE) ir cholesterolio (Chol) — fizikinés savybés bei

ju reikSmé membranos struktiirai.

1.1.3.DOPC: struktiirinj stabiluma palaikantis fosfolipidas

DOPC yra neutralaus kriivio fosfatidilcholino klasés fosfolipidas, pasizymintis cilindrine
molekuline geometrija. Dél Sios formos DOPC linkes spontaniskai organizuotis i plokScius lipidinius
dvisluoksnius ir sudaryti mechaniskai stabilia membranos struktirg (Kucerka et al., 2015).

DOPC lipidy polin¢ galvuté yra didesné, lyginant su kai kuriais kitais fosfolipidais, ir stipriai
sgveikauja su vandens molekulémis, todél Sis lipidas membranos pavirSiuje formuoja rysky
hidratacinj sluoksnj (Vancuylenberg et al., 2023). DOPC galvutés dydis ir jos jtaka membranos
savybéms Siame darbe vertinti remiantis literatiiros duomenimis, kur fosfolipidy galvuciy savybés
apraSomos pagal jy cheming sandarg ir skerspjiivio plota membranoje (Molugu et al., 2022). Dél $iy
savybiy DOPC molekulés linkusios sudaryti cilindrinés formos strukttiras ir formuoti mechaniskai
stabilias lipidines membranas. Tokia savybé gali padidinti barjerg baltymy adsorbcijai, nes prie
pavirSiaus artéjantis baltymas turi iSstumti vandens molekules prie§ uzmegzdamas tiesioginj kontakta
su lipidais (Calero ir Franzese, 2019).

Tuo tarpu, nattiraliose sistemose dominuoja jvairios fosfatidilcholino (PC) formos, sudarytos 1§
skirtingy riebaly riig8¢iy grandiniy, o jy bendras kiekis gali siekti nuo 40 % iki 50 % visy membranos
lipidy (van der Veen et al., 2017). D¢l Sios priezasties jis daznai naudojamas kaip ,,bazinis* modeliniy

membrany komponentas.

1.1.4.DOPE: membranos deformacija skatinantis lipidas

Antra pagal gausumg fosfolipidy klas¢é membranose yra fosfatidiletanolaminai (PE), kurie
sudaro nuo 15 % iki 25 % visy fosfolipidy (Calzada et al., 2017). DOPE yra fosfatidiletanolaminy
grupés lipidas ir, remiantis literatiiros duomenimis, §is lipidas pasizymi mazesne poline galvute nei
DOPC (Risse et al., 2025). Dél santykinai didesnés hidrofobinés dalies DOPE molekulé jgauna kiigio

forma, kuri skatina membranos linkimg j vidy (Germain et al., 2023). Tokios formos lipidai didina
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membranos lankstumg ir gali palengvinti struktiirinius persitvarkymus, reikalingus pory
formavimuisi ar membranos susiliejimui (Joardar et al., 2022).

Svarbu paminéti, kad didé¢jant DOPE kiekiui membranoje, gali biiti destabilizuojama plokscia
dvisluoksnio struktiira, nes Sis lipidas natiiraliai linkes formuoti ne dvisluoksnes lipidy strukiiras
(Gudyka et al., 2024). Todél jo koncentracija modelinése membranose vertinama kartu su cilindrinés

formos fosfolipidais, siekiant nustatyti, ar susidaro stabilios membranos.

1.1.5.Cholesterolis: membranos organizacijos moduliatorius

Cholesterolis yra sterolis, kuris i§ esmés skiriasi nuo fosfolipidy tiek savo struktira, tiek
funkcija. Jo molekule sudaro trys cikloheksano ir vienas ciklopentano ziedas, kurie kartu sudaro
steroidine ziedy sistema, taip pat trumpa hidroksilo grupé ir hidrofobiné uodega (Craig et al., 2023).
Hidroksilo grupé orientuojasi link fosfolipidy galvuciy, o hidrofobiné dalis jsiterpia tarp riebaly
rigséiy grandiniy. Jis didina lipidy grandiniy tvarkinguma, mazina jy pernelyg didelj mobiluma ir
kartu riboja nespecifini membranos pralaiduma jonams (Olzynska et al., 2020).

Idomu tai, kad cholesterolis daznai pasizymi vadinamuoju kondensuojanciu efektu — sumazina
plota, tenkantj vienam lipidui, ir taip padidina membranos tankj. Taip pat jis neleidzia lipidams pereiti

1 pernelyg standZzig faze, iSlaikydamas optimaly mechaninj balansg (Harvard University, 2024).

1.1.6. Membranos hidratacija

Membranos pavirSiuje esancios fosfolipidy galvutés aktyviai sgveikauja su vandens
molekulémis ir sudaro hidratacinj sluoksnj. Sis sluoksnis atlieka svarby vaidmen;j stabilizuojant
membrang bei reguliuojant molekuliy saveika su lipidiniu dvisluoksniu. Hidratacija gali veikti kaip
barjeras baltymy adsorbcijai. Stipriai hidratuotas pavirSius apsunkina hidrofobiniy baltymo sri¢iy
kontakta su membrana. Tuo tarpu mazesné hidratacija sumazina §j barjerg ir sudaro palankesnes
salygas baltymy sagveikai su lipidiniu dvisluoksniu (Chattopadhyay et al., 2021; Conti Nibali et al.,
2025; Jiang et al., 2022; Miao et al., 2017).

Membranos, kurios stipriai sgveikauja su vandeniu, yra maziau linkusios prie saves prisijungti
baltymus. Taip yra todél, kad vandens molekulés sudaro tarsi apsauginj sluoksnj, kurj baltymui reikia
»iveikti®, kad galéty prisijungti prie membranos. Lyginant su maziau hidratuotu pavirSiumi, jis
sumazina §] energetinj barjera ir leidzia baltymo hidrofobinéms sritims lengviau saveikauti su
membranos vidumi (Boztepe et al., 2025; Bashkirov et al., 2024).

Hidratacijos lygis glaudziai susij¢s su lipidy galvuciy struktiira. Dideles ir stipriai polines
galvutes turintys lipidai daZniausiai formuoja storesnj hidratacinj sluoksnj, tuo tarpu mazesnés

galvutés leidzia lipidams iSsidéstyti kompaktiSkiau ir sumazina vandens kiekj tarpfaziniame


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Ol%C5%BCy%C5%84ska%20A%22%5bAuthor%5d

sluoksnyje. Tokie skirtumai gali reikSmingai paveikti membranos jautrumg baltymy sukeltiems

struktiriniams pokyciams (Molugu et al., 2022; Maltseva et al., 2022).

1.2. Membranos jautrumas poras formuojantiems baltymams

Viena i$ baltymy grupiy, kuriy aktyvumas tiesiogiai priklauso nuo membranos sudéties, yra
nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (angl. cholesterol-dependent cytolysins, CDC). CDC Seimai
priklausantys toksinai yra tirplis monomeriniai baltymai, kurie, prisijunge prie membranos pavirsiaus,
oligomerizuojasi ir sudaro didelius makromolekulinius kompleksus, galintys sutrikdyti lgsteliy
funkcijas arba sukelti jy zttj (Morton et al., 2019; Alves et al., 2022).

CDC selektyviai atpazjsta cholesterolio turinias membranas. Sis procesas pazeidzia
membranos barjerine funkcija, sutrikdo jony homeostazg ir galiausiai gali sukelti Igstelés liz¢ (Morton

etal., 2019).

1.2.1.Streptolizinas O kaip modelinis baltymas biofizikiniuose tyrimuose

Streptococcus pyogenes yra A grupés streptokokas, pasizymintis gebéjimu sukelti jvairias
infekcijas — nuo lengvy virSutiniy kvépavimo taky ar odos pazeidimy iki sunkiy, gyvybei pavojingy
ligy, tokiy kaip nekrozinis fascitas ar toksinio Soko sindromas. Be to, neefektyvus Sios bakterijos
infekcijy gydymas gali sukelti poinfekcines komplikacijas, pavyzdZiui, iminj reumatinj kar$¢iavima
ar poststreptokokinj glomerulonefrita. Tokj platy patogeniSkumo spektra salygoja jvairls
virulentiSkumo faktoriai, jskaitant pavirSinius baltymus ir sekretuojamus toksinus, kurie padeda
bakterijai sgveikauti su Seimininko audiniais ir iSvengti imuninés sistemos atsako (Brouwer et al.,
2023).

Streptococcus pyogenes saveika su Seimininku vyksta per virulentiSkumo veiksnius, tarp kuriy
yra ir sekretuojami baltymai — toksinai. Vienas i$ tokiy toksiny yra SLO, deguoniui jautrus baltymas,
kurio biologinis aktyvumas gali sumaZzéti oksidacinéje aplinkoje, taciau atsistatyti redukuojanc¢iomis
salygomis. SLO pasizymi stipriu citolitiniu poveikiu ir geba paZeisti eukariotiniy lgsteliy membranas
(Walker et al., 2014; Clarke et al., 2021; Hynes ir Sloan, 2016).

Be to, SLO laikomas vienu 1§ pagrindiniy S. pyogenes virulentiSkumo veiksniy, nes padeda
bakterijoms iSvengti imuninés sistemos atsako ir palengvina audiniy pazeidimg (Wang et al., 2023).

SLO veikimas yra daugiaetapis procesas, kurj galima suskirstyti j kelias pagrindines stadijas:
1) Pirmiausia tirpiis toksino monomerai prisijungia prie cholesterolio turin¢iy membranos sri¢iy. Sis
etapas daugiausia priklauso nuo membranos sudéties bei cholesterolio prieinamumo. 2) Prisijunge
monomerai pradeda saveikauti tarpusavyje ir formuoja Ziedines arba nepilnas lanko formos struktiiras

membranos pavirsSiuje. Si tarpiné biisena vadinama prepore kompleksu ir dar néra pilnai jsiterpusi ]
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lipidinj dvisluoksnj. 3) Galiausiai baltymo struktiiroje jvyksta reikSmingi konformaciniai pokyc¢iai —
tam tikros a-spiralés transformuojasi i B-gijas, kurios jsiterpia j membrang ir suformuoja porg (2 pav.).
Susiformavus porai, membrana tampa pralaidi jonams ir mazoms molekuléms, sutrinka osmosinis

balansas ir gali jvykti Igstelés lizé (Stewart et al., 2015).

Monomer Rate Limiting Step Perforation

nbSLO

wtSLO
I ’ dsmSLO R . dsmSLO+DTT

1. Binding 2. Oligomerisation 3. Insertion

2 pav. Streptolizino O (SLO) pory formavimosi lipidinéje membranoje etapai (Stewart et al., 2015)

Kadangi nattiralios biologinés membranos yra sudétingos ir sunkiai kontroliuojamos sistemos,
baltymy — membrany saveikos mechanizmams tirti daznai pasitelkiami supaprastinti modeliai.
Dirbtinés lipidinés membranos leidzia tiksliai reguliuoti jy sudét] ir fizikines savybes, todél sudaro

galimybe sistemiskai vertinti veiksnius, lemiancius toksiny aktyvuma.

1.3. Dirbtinés lipidinés membranos ir jy taikymas

Dirbtinés lipidinés membranos yra in vitro suformuotos lipidy dvigubo sluoksnio modelinés
sistemos, kuriy tikslas — atkartoti biologiniy membrany struktiiros ir funkcinés elgsenos aspektus. Jos
pasizymi tam tikromis fizikocheminémis savybémis, leidZian¢iomis tyréjams analizuoti membranos
elgseng supaprastintoje ir kontroliuojamoje aplinkoje, nors tokios sistemos yra maziau sudétingos nei
natiralios biologinés membranos (Luchini ir Vitiello, 2020; Siontorou et al., 2017).

Dirbtinés membranos suteikia galimybe tiksliai kontroliuoti lipidy sudétj, dvisluoksnio
struktiirg ir eksperimentines sglygas, todél jos yra vertingos tiriant priezastinius rySius tarp
membranos fizikiniy savybiy ir molekuliniy procesy. Siose modelinése sistemose galima kryptingai
vertinti specifiniy lipidy ar jy deriniy poveiki membranos savybéms bei su ja sagveikaujanciy baltymy
aktyvumui (Yasuhara ir Morigaki, 2020).

Biologinés membranos yra heterogeniskos struktiiros, sudarytos 1§ daugybés skirtingy lipidy ir
membraniniy baltymy, kuriy santykiai bei pasiskirstymas nuolat kinta priklausomai nuo lastelés
buklés ir aplinkos veiksniy. Toks sudétingumas apsunkina molekuliniy mechanizmy ir atskiry
komponenty funkcijy analize, nes vienu metu vyksta daug tarpusavyje susijusiy procesy (Wang et al.,
2020). D¢l to, dirbtinés lipidinés membranos veikia kaip paprastesnés, bet funkcionaliai atpazjstamos

modelinés sistemos, kurios leidZzia iSskirti specifines fizikines — chemines savybes ir tikslingai tirti jy
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jtaka molekuliniams procesams, kas yra sudétinga ar nejmanoma natiraliose biologinése

membranose (Siontorou et al., 2017).

1.3.1. Modeliniy membrany tipai

Per pastaruosius deSimtmecius buvo sukurta jvairiy dirbtiniy lipidiniy membrany modeliy,
kurie skiriasi savo struktiirinémis savybémis ir pritaikymo galimybémis eksperimentuose. Vieni i$
seniausiai ir placiausiai naudojamy modeliy yra dvisluoksnés lipidinés membranos (angl. bilayer lipid
membrane, BLM) — tai laisvai ,.kabantys* lipidy dvigubo sluoksnio modeliai, kurie klasikiniu biidu
susidaro per lipidy savarankiska organizacijg tarp dviejy faziy. BLM pasizymi aukstu elektriniu
sandarumu, tod¢l jos yra tinkamos elektrofiziologiniams matavimams ir jony srauty analizavimui per
membrang. Taciau tradicinés BLM sistemos daznai yra mechaniSkai maziau stabilios ir jautrios
iSoriniams trikdziams, o tai gali riboti jy stabilumg ilgalaikiuose eksperimentuose ir trukdyti
patikimiems matavimams (Tsemperouli et al., 2019; Coronado et al., 2024).

Siekiant i$spresti Sias stabilumo problemas ir suteikti papildomy analitiniy galimybiy, buvo
placiai naudojami pritvirtinti lipidy dvigubo sluoksnio modeliai (angl. supported lipid bilayers, SLB).
SLB formuojasi ant kieto hidrofilinio pavirsiaus, tokio kaip stiklas, silicio dioksidas ar metalai, o tarp
pavirS$iaus ir membranos lieka plonas vandens sluoksnis, leidZiantis lipidams iSlaikyti tam tikra
lateraly judruma. Sios membranos yra mechaniniu poziiiriu geriau stabilizuotos nei laisvai kabantys
BLM, todé¢l tinka taikyti daugybe pavirSiaus analizés metody (Parkkila et al., 2018).

Nors SLB pasizymi didesniu mechaniniu stabilumu ir leidZia taikyti pavir§iaus analizés
metodus, Sie modeliai turi tam tikry biologiniy ribojimy. Glaudus lipidy dvisluoksnio kontaktas su
kietu substratu gali sukelti erdvinius apribojimus, kurie ypa¢ veikia didesnius transmembraninius
baltymus ar jy kompleksus ir gali riboti jy konformacinj judrumg. Pavyzdziui, dideli, poras
formuojantys baltymai, kuriy veikimas susij¢s su struktiiriniais pokyciais membranoje, gali biiti
mechaniskai ribojami, jei tarp membranos ir pavir§iaus néra pakankamai erdveés. Todél SLB ne visada
tiksliai atspindi natiiralios membranos aplinkg ir jy taikymas kai kuriuose biocheminiuose tyrimuose
gali biiti ribotas (Andersson ir Koper, 2016). Norint sujungti §iy modeliy privalumus ir sumazinti jy
trikumus, buvo sukurta tarpiné architektiira — prikabintos lipidinés membranos (tethered bilayer lipid

membranes, tBLM).

1.3.2. Prikabintos lipidinés membranos (tBLM)

tBLM yra specializuotas modeliniy membrany tipas, kuriame lipidinis dvisluoksnis yra pakeltas
vir§ kieto pavir§iaus naudojant inkarinius junginius. Sie junginiai sudaro tarpinj sluoksnj, kuris

sukuria nanometrinio storio vandens rezervuarg tarp membranos ir substrato (3 pav.). Toks
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struktiirinis sprendimas yra itin svarbus, nes sukuria tarpg tarp membranos ir kieto pavirSiaus, kuris
sumazina tiesioginj salytj su substratu ir leidzia iSvengti dalies erdviniy apribojimy (Girard-Egrot et

al., 2021).

(@)
e Peptide tethers, P19-4H, Fixation of liposomes containing Ve§icle fus_ion triggered by
fs grafted on a gold surface 2% of DOGS-NTA-Ni by metal- a fusogenic peptide (AH)
through its N-terminal Cystein chelate interaction

via Au-S thiolate bond

3 pav. tBLM membranos formavimo schema (Girard-Egrot et al., 2021)

Nors lipidy mobilumas tBLM sistemose yra mazesnis nei SLB ar BLM, $is tarpinis sluoksnis
gali sudaryti palankesnes salygas tam tikriems membraniniams baltymams funkcionuoti, lyginant su
tiesiogiai ant pavir$iaus formuojamomis membranomis. Kartu §ios membranos pasizymi dideliu
mechaniniu stabilumu, kuris uztikrina membranos vientisumg ir mazesnj signalo svyravima, todél jos
yra tinkamos ilgalaikiams eksperimentams ir jautriems elektrocheminiams matavimams (Andersson
ir Koper, 2016). Didelé membranos elektriné varza ir mazas jony pralaidumas leidzia registruoti net
nedidelius membranos pralaidumo pokycius, kurie gali atsirasti baltymams formuojant poras
(Valitinien¢ ir Valin¢ius, 2023).

Modelinés membranos suteikia galimybe tiksliai reguliuoti jy sudétj. Keiciant lipidy
kompozicija galima kryptingai moduliuoti membranos hidratacija ir mechanines savybes, taip
sukuriant kontroliuojamg aplinka baltymy — membrany sagveikai tirti. tBLM paprastai formuojamos
ant laidziy substraty (pavyzdZiui, aukso), kurie leidzia naudoti elektrocheminius matavimo metodus
(pvz., EIS) membranos elektrinéms savybéms stebéti realiuoju laiku. Esminis struktiiros elementas

yra inkariniai junginiai, kurie uztikrina membranos atskyrimg nuo pavirsiaus (Jackman et al., 2012).

1.3.3. Inkariniai junginiai ir jy vaidmuo membranos stabilume

Prikabinty lipidiniy membrany struktiirinis stabilumas ir funkcionalumas daZniausiai priklauso
nuo tarpinio sluoksnio, kuris atskiria lipidinj dvisluoksnj nuo kieto substrato. Sj sluoksnj sudaro
inkariniai junginiai — amfifilinés molekulés, gebancios vienu metu prisitvirtinti prie pavirSiaus ir
sgveikauti su lipidais. Dauguma inkariniy molekuliy pasizymi trimis pagrindinémis struktiirinémis
dalimis: 1) Pavir$iy suriSanti grupé. Dazniausiai tai yra tiolio grupé, kuri stipriai jungiasi prie aukso
pavirSiaus formuodama savitvarkius monosluoksnius (angl. self-assembled monolayers, SAM). 2)
Hidrofiliné tarpiné¢ grandiné. Paprastai sudaryta i§ etilenoksido fragmenty, Si lanksti grandiné
reguliuoja atstumg tarp membranos ir substrato bei padeda palaikyti hidratuota pomembraning erdve.

3) Hidrofobin¢ dalis. Ji sgveikauja su lipidy uodegomis ir integruojasi j apatinj membranos sluoksnj.
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Tokios molekulinés architektiiros déka inkariniai junginiai veikia kaip ,,molekuliniai tilteliai‘,

sujungiantys kieta pavirSiy su minksta lipidine strukttira (Ragaliauskas, 2017; Jackman et al., 2012).

1.3.4. Pomembraninio rezervuaro reikSme

Vienas svarbiausiy tBLM architektiiros privalumy yra pomembraniné vandens erdvé. Ji atlicka
kelias kritines funkcijas: 1) Si erdveé leidzia i§laikyti membranos elgsena artimesne natiralioms
biologinéms sistemoms, nes lipidai néra tiesiogiai prispausti prie kieto pavirsiaus. Tai sumazina trintj
ir leidzia molekuléms laisvai judéti. 2) Vandens sluoksnis suteikia erdvés baltymy domenams, kurie
gali i8sikisti ] pomembraning sritj. Tai ypac svarbu tiriant poras formuojancius baltymus, kuriy
konformaciniai poky¢iai daznai apima reikSmingus struktiirinius persitvarkymus. 3) Pomembraninis
rezervuaras prisideda prie membranos elektriniy savybiy. Kadangi vanduo yra laidus jonams, Sios
erdves storis ir organizacija gali turéti jtakos elektrocheminiams matavimams (Andersson et al., 2018;

Andersson ir Koper, 2016).

1.3.5. Inkariniy junginiy tankis ir membranos organizacija

Formuojant savitvarki monosluoksnj svarbus ne tik inkariniy molekuliy tipas, bet ir jy
pavirSiaus tankis. Per didelis inkariniy junginiy kiekis gali sumazinti lipidy judrumg ir riboti jy
18sidéstyma, todél membrana tampa standesné ir maziau dinamiSka. PrieSingu atveju, pernelyg mazas
inkariniy molekuliy tankis gali lemti nepakankamg membranos stabilumg. Todél kuriant tBLM
sistemas siekiama optimalaus balanso — pakankamo inkariniy junginiy kiekio, uZtikrinancio
stabilumg, bet kartu leidzian¢io lipidams formuoti sandarig struktiirg (Sabirovas et al., 2024;

Andersson et al., 2018).

1.3.6. Inkariniy junginiy jtaka membranos elektrinéms savybéms

tBLM sistemose lipidinis dvisluoksnis veikia kaip elektrinis izoliatorius, o jo varza ir talpa yra
jautrts struktiiriniams poky¢iams. Inkariniai junginiai, formuodami apatinj membranos sluoksnj,
prisideda prie §iy parametry stabilumo (Sabirovas et al., 2024; Aleksandrovic et al., 2026).

Tolygus ir vientisas inkariniy junginiy sluoksnis padeda sumazinti membranos defekty
susidaryma, kurie gali atsirasti del netolygaus inkariniy junginiy pasiskirstymo ar nepilno pavirSiaus
padengimo. D¢l to galima tiksliau registruoti pokycius, atsirandancius baltymams formuojant poras
(Sabirovas et al., 2024; Aleksandrovic et al., 2026; Girard-Egrot et al., 2021).

Tarp jvairiy inkariniy molekuliy ypatingas démesys skiriamas junginiams, kurie gali uZtikrinti
tiek auk$ta membranos stabiluma, tiek tinkama pomembraninés erdvés organizacija. Vienas i$ tokiy

junginiy yra WC14 (20 — tetradeciloksio — 3, 6, 9, 12, 15, 18, 22 heptaoksaheksatrikontano — 1 —
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tiolis), pasizymintis specifine molekuline struktiira, leidzian¢ia formuoti stabilias prikabintas
lipidines membranas (Talaikis et al., 2020; Aleknaviciené et al., 2021).

Praktikoje WC14 daznai naudojamas kartu su trumpesnémis hidrofilinémis molekulémis,
kurios veikia kaip skiedikliai. Toks metodas leidzia tiksliai reguliuoti inkariniy molekuliy pavirSiaus
tankj ir iSvengti pernelyg glaudaus jy susipakavimo. Tankio kontrolé yra biitina dél anksciau jau

minéto lipidy prieinamumo ir membranos stabilumo (Aleknaviciené et al., 2021).

1.4. Elektrocheminé impedanso spektroskopija ir jos taikymas membrany
tyrimuose

Elektrocheminé impedanso spektroskopija (EIS) yra placiai taikomas elektroanalitinis metodas,
leidziantis tirti medZiagy elektrines savybes ir jy poky¢ius. Sis metodas ypa¢ vertinamas
biofizikiniuose tyrimuose, nes suteikia galimybe jautriai ir nedestruktyviai vertinti membrany
struktirinj vientisumg bei jy pralaidumo pokycius (Stupin et al., 2020).

EIS pagrista mazos amplitudés kintamosios srovés signalo taikymu tiriamajai sistemai ir jos
atsako matavimu. EIS leidzia nustatyti sistemos impedansg, kuris apibréZiamas kaip uzduotos
kintamos jtampos ir iSmatuotos sroves santykis (Lazanas ir Prodromidis, 2023).

Kadangi lipidinis dvisluoksnis veikia kaip elektrinis izoliatorius, jo struktiiriniai pokyciai
tiesiogiai atsispindi impedanso spektre. Analizuojant impedansa, galima iSskirti realigjg ir menamaja
dalis. Realioji dalis yra susijusi su varza ir nusako energijos nuostolius dél jony judéjimo, tuo tarpu
menamoji dalis apibiidina talpinj sistemos atsaka, susijusj su kriivio kaupimu membranos pavirsiuje.
Intakti lipidiné membrana pasiZymi didele varZa, nes hidrofobinis dvisluoksnio vidus riboja jony
judéjima. Tuo tarpu membranos talpinis elgesys atsiranda dél to, kad lipidinis sluoksnis atskiria dvi
laidzias terpés fazes ir veikia analogiskai kondensatoriui (Lazanas ir Prodromidis, 2023; Yudovich et
al., 2022).

Kai membranoje susidaro poros, atsiranda papildomi jony transporto keliai, tod¢l varza
sumazéja. Tuo paciu gali kisti ir talpa, nes struktiiriniai pokyciai pakei¢ia membranos storj arba

dielektrines savybes (Macek Lebar et al., 2021).

1.4.1. Elektrocheminés impedanso spektroskopijos charakteristikos

Elektrocheminé impedanso spektroskopija (EIS) pagrista mazos amplitudés kintamosios
Jtampos taikymu sistemai ir srovés atsako registravimu, leidzianc¢iu apskaiciuoti sistemos impedansg
(Lasia, 2014). Vienas svarbiausiy §io metodo privalumy yra galimybé tirti sistemg skirtinguose

dazniuose, nes kiekvienas dazniy diapazonas suteikia skirtingg informacija apie membranosbiisena.
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AukSty dazniy srityje (> 100 kHz) srové dazniausiai teka per varzinius elementus, todél §i
zona atspindi tirpalo varzg ir elektrodo — elektrolito sgsajos procesus, o membranos savybés yra
iSreikStosmaziau (Wang et al, 2021).

Vidutiniy daZniy diapazonas (nuo 1 Hz iki 100 Hz). Cia daznai dominuoja talpinis
membranos atsakas, nes kintantis elektrinis laukas lemia kriivio kaupimasi abiejose membranos
pusése. Kadangi talpa yra susijusi su membranos struktiira ir vientisumu, Sioje dazniy srityje galima
spresti apie jos stabiluma ir galimus strukttrinius pokycius (George et al., 2026).

Zemy dazZniy srityje (< 1 Hz) isry§kéja varziniai komponentai, susije su jony judéjimu per
membrang. Jei membrana yra sandari, impedanso modulis Sioje srityje buina didelis. Pory ar defekty
atsiradimas sukuria jony nutekéjimo kelius, tod¢l impedansas pastebimai sumazéja (Boorn et al,
2026).

Toks dazninés priklausomybés analizés principas leidzia ne tik aptikti membranos pazeidimus,
bet ir geriau suprasti jy pobidi.

Analizéje taip pat svarbus parametras yra fazinis kampas, nusakantis faziy poslinkj tarp srovés
ir jtampos. Ideali talpiné sistema pasizymi faziniu kampu, artimu 90°. Nepazeista lipidiné membrana
dazniausiai demonstruoja rysky talpinj elgesj, todé¢l fazinis kampas vidutiniy dazniy srityje biina
didelis pagal absoliucia verte. Membranai praradus sandaruma, didéja varziné komponent¢ ir fazinis
kampas mazéja. D¢l Sios priezasties fazinio kampo pokyciai daznai laikomi jautriu membranos
strukturiniy pazeidimy indikatoriumi (Lazanas ir Prodromidis, 2023; Lu et al., 2022; Ambrulevicius
ir Valincius, 2022).

Siekiant kiekybiSkai interpretuoti impedanso duomenis, eksperimentiné sistema daZnai
aprasoma naudojant ekvivalentines elektrines grandines. Tokie modeliai leidZia susieti matuojamus
parametrus su konkreciomis fizikinémis membranos savybémis (Lazanas ir Prodromidis, 2023).

Paprastai lipidinis dvisluoksnis modeliuojamas kaip talpos elementy kombinacija. Varza
atspindi jony transporto ribojimg, o talpa — membranos dielektrines savybes. Pory formavimasis
dazniausiai pasireiSkia membranos varzos sumazéjimu, todél Sis parametras laikomas vienu
svarbiausiy vertinant baltymy aktyvuma (Macek Lebar et al., 2021). Elektrocheminé impedanso
spektroskopija turi keletg savybiy, dél kuriy ji yra ypac tinkama membrany analizei:

Nedestruktyvumas. Matavimams naudojami mazos amplitudés signalai, todél membranos
struktiira i§lieka nepaZzeista.

Didelis jautrumas. Net nedideli pralaidumo poky¢iai gali buti aptinkami elektriniy parametry

poky¢iy pavidalu (Wang et al., 2022).
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1.4.2. EIS reikSmé poras formuojanciy toksiny tyrimuose

Poras formuojanc¢iy baltymy aktyvumas tiesiogiai kei¢ia membranos pralaidumg, todél
elektrocheminiai metodai yra ypac tinkami Siems procesams tirti. Streptolizino O atveju pory
susidarymas sukuria jony transporto kelius, kurie pasireiskia staigiu membranos varzos sumazéjimu

ir fazinio kampo minimumo poslinkiu j aukstesniy dazniy sritj (Raila et al., 2019).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Naudotos medziagos

Tyrimuose naudoti reagentai: natrio chloridas (NaCl), dinatrio vandenilio fosfatas (Na:HPOas),
natrio dihidrofosfatas (NaH:POs.), tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris), natrio acetatas, acto
rugstis, natrio hidroksidas (NaOH) ir druskos rugstis (HCI), chloroformas, tergazyme. Naudoty
reagenty gamintojai ir grynumas pateikti 1 lentel¢je. Tirpaly ruoSimui naudotas dejonizuotas vanduo.

1 lentelé. Naudoty reagenty gamintojai ir grynumas.

Reagentas Gamintojas Grynumas
NaCl Sigma-Aldrich >99 %
Na:HPO4 Merck >99 %
NaH:PO4 Merck >99 %
Tris Carl Roth >99 %
DOPC Avanti Polar Lipids >99 %
DOPE Avanti Polar Lipids >99 %
Cholesterolis Avanti Polar Lipids >99 %

Fosfolipidy membrany formavimui naudoti 1,2 — dioleil — sn — glicero — 3 — fosfocholinas
(DOPC), 1,2 — dioleil — sn — glicero — 3 — fosfoetanolaminas (DOPE) ir cholesterolis (Chol).

Fosfolipidai buvo tirpinami chloroforme ruoSiant pradinius tirpalus.
2.2. Buferiniy tirpaly paruosSimas

Darbe naudoti buferiniai tirpalai:

PBS buferis (pH 7,0 ir pH 6,0): 0,1 M NacCl, 0,01 M Na:HPOs + NaH>POx;

Tris buferis (pH 8,0): 0,1 M NaCl ir 0,01 M Tris;

Acetatinis buferis (pH 5,0): 0,1 M NaCl ir 0,01 M natrio acetatas;

Natrio dihidrofosfato buferis (pH 4,4): 0,1 M NaCl ir 0,01 M NaH:PO..

Buferiy pH reik§més buvo koreguojamos naudojant NaOH ir HCI tirpalus bei matuojamos pH-
metru. Visi tirpalai buvo ruoSiami kambario temperatiiroje ir laikomi Saldytuve nuo 5 °C iki 8 °C
temperatiiroje iki naudojimo. Natrio dihidrofosfato buferis buvo naudojamas lipidiniy membrany

kompozicijy paruoSimui.

2.3. Fosfolipidy tirpaly paruosSimas
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Fosfolipidai buvo istirpinti chloroforme ruosiant $iy koncentracijy tirpalus:
e« DOPC -5 mM;
e DOPE -5 mM,;
e cholesterolis — 7,5 mM.
Paruosti fosfolipidy tirpalai buvo laikomi — 20 °C temperatiiroje iki naudojimo.
2.4. Lipidiniy kompozicijy paruosimas
Buvo paruostos §ios lipidy kompozicijos, nurodant lipidy komponenty molinius santykius:
o DOPC/Chol (70/30);
e DOPC/Chol (50/50);
o DOPC/Chol (60/40);
o DOPC/DOPE/Chol (30/40/30);
o DOPC/DOPE/Chol (50/30/20);
o DOPC/DOPE/Chol (20/60/20);
o DOPC/DOPE/Chol (20/70/10).

Reikalingi fosfolipidy tirpaly kiekiai buvo sumaiSomi stikliniame buteliuke pagal nurodytas
proporcijas. Tirpiklis paSalintas iSgarinant chloroforma azoto dujy srove, kol susidaré sausa lipidy
plevele.

Susidariusios lipidy plévelés buvo hidratuojamos natrio dihidrofosfato buferiu. Tirpalai buvo
maiSomi pakartotinai pipetuojant, siekiant nuo stiklinio indo sieneliy atskirti susidariusias lipidines
strukturas. Pipetavimas tesiamas tol, kol susidaro homogeniSkas balkSvas tirpalas (4 pav.). Visos
lipidy kompozicijos buvo ruosiamos kambario temperatiiroje ir laikomos Saldytuve nuo 5 °C iki 8 °C

temperatiiroje iki naudojimo.

2.5. Naudota jranga
Tyrimuose naudota §i jranga:
e pH —metras;
e azoto dujy sroves sistema tirpiklio garinimui;

e EIS celé;

19



¢ clektrocheminé matavimo sistema ,,PalmSens*;

o EIS matavimai atlikti naudojant ,,PSTrace* programing jrangg nuo 0,5 Hz iki 100000 Hz dazniy
intervale, taikant 10mV amplitudés sinusinj signalg esant 0,0 V potencialui. Matavimo metu

registruoti 54 dazniy taskai.

2.6. Tyrimo eiga

Naudojant Tergazyme (Alconox Inc., JAV) fermentinj miltelinj laboratorini ploviklj, buvo
paruostas 1,5 % vandeninis tirpalas. Siame tirpale EIS celé kartu su specialiomis celés tarpinémis
buvo plaunama 20 min. Pasibaigus plovimui, cel¢ kruopsciai iSskalauta ir papildomai palikta
dejonizuotame vandenyje dar 20 min. Véliau cel¢ ir tarpinés buvo iSdziovintos naudojant azoto dujy
STOVe.

Isdziovinus visas dalis, celé buvo surenkama j tam skirtas vietas jdedant tarpines. | surinktg cele
buvo jdedama auksu padengta plokstelé su ant jos pavirSiaus suformuotu savitvarkiu monosluoksniu
(SAM), taip uzbaigiant celés paruosima. | kiekvieng celés kanalg buvo jpilama po 100 pL tiriamosios
lipidinés kompozicijos. Membranos formavimasis ir inkubacija vyko 30 min. Po 30 min. inkubacijos
celé buvo praplaunama 3 mL naudojamo buferio, pasalinant neprisijungusig lipiding medziaga, o po
to atliekami EIS matavimai.

Atlikus pirminius matavimus, suformuotos membranos buvo paveikiamos tiriamgja analite ir
pakartotinai inkubuojamos 30 min. Po inkubacijos vél buvo atliekamas praplovimas tuo paciu buferiu

ir pakartotiniai EIS matavimai.
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3. Rezultatai

Dirbtiniy lipidiniy membrany formavimas ir SLO poveikis joms buvo vertinamas
elektrocheminés impedanso spektroskopijos (EIS) metodu. Membranos stabilumas ir baltymo

poveikis analizuotas pagal fazés kampo minimumo poky¢ius skirtingose pH terpése.

3.1. Lipidiniy membrany formavimas

Suformuoty lipidiniy membrany stabilumas pirmiausia jvertintas registruojant fazés kampo
priklausomybe nuo daznio. Membranos stabilumui apibiidinti buvo nustatoma minimali fazés kampo
reik§mé fazés kampo kreiveje (desinioji y asis) ir jg atitinkantis daznis x asyje. Visoms suformuotoms
membranoms fazés minimumas buvo stebimas zemy dazniy srityje (< 0,5 Hz), kas rodo didele
membranos varza (= 10¢ Q) ir stabilumg. ReikSmingy skirtumy tarp atskiry matavimy nenustatyta.
Pavyzdiné suformuotos lipidinés membranos impedanso diagrama pateikta 1 pav. Diagramose zalia
kreivé vaizduoja impedanso modulio priklausomybe nuo daznio (deSinioji y asis), o mélyna kreivé —
fazés kampo priklausomybe nuo daznio (kairioji y asis).

Buvo tirtas SLO aktyvumas esant skirtingoms lipidinéms kompozicijoms skirtingo pH

aplinkoje.
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4 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (20/70/10) lipidinei membranai pries inkubacijq su SLO (30 % WC, pH 8)

3.2. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (20/70/10)
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Tyrimai buvo pradéti Sarminéje aplinkoje (pH 8). pH 8 terpéje po SLO pridéjimo fazés
minimumas i$liko Zemy dazniy srityje (< 0,5 Hz). ReikSmingy fazés minimumo poky¢iy nepastebéta,
taciau buvo stebimas nezymus varzos sumaz¢jimas, rodantis labai silpng membranos elektriniy
savybiy pokytj. Sioje terpéje streptolizino poveikis DOPC/DOPE/Chol (20/70/10) membranai buvo
vertinamas kaip nedidelis, nes po toksino pridéjimo nebuvo stebéta reikSmingy fazés minimumo ar

membranos varzos pokyciy (2 pav.).

90 1000000

80
100000

70
<2 60 10000
©
2 5o (@]
S =
S 1000 >R
o 40 g
0 >
©
w 30 100

20

10

10

0 1

O 1 O =1 N M OO0 OO NL O~ -HdHooOlNMm AN S ANANOOS AN O N o

SR80 o m T M N VNSO RS @8 4N S

SO AXNON 900N S HS0RA™NC n XD QD D

Daznis/Hz

5 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (20/70/10) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 8)
Neutralioje (pH 7) ir silpnai riig§tingje (pH 6) terpéje po SLO pridéjimo stebétas nedidelis fazeés
minimumo pokytis. Daugeliu atvejy fazés minimumas isliko Zemy dazniy srityje, taciau buvo

stebimas minimalus poslinkis j aukstesniy dazniy sritj, siekiantis iki ~ 0,6 Hz. Siose terpése taip pat
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nustatytas varZzos sumazéjimas, rodantis padidéjusj membranos laiduma. Gauti rezultatai rodo silpng

SLO poveikj siai membranos kompozicijai, kuris labiau pasireiské pH 6 terpéje (3 pav.).
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6 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (20/70/10) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 6)
3.3. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (20/60/20)

Sios kompozicijos membranoms pH 8 terpéje po SLO pridéjimo fazés minimumas visais
matavimais iSliko zemy dazniy srityje (< 0,5 Hz). Tai rodo, kad $ioje terpéje membranos elektrinés
savybés i§ esmés nepakito, nors stebétas tik minimalus varzos sumazéjimas, rodantis labai silpng SLO

poveikj (4 pav.).
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7 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (20/60/20) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 8)

Neutralioje pH 7 terp¢je po SLO pridéjimo stebétas nevienodas fazés minimumo pokytis. Daliai
membrany fazés minimumas iSliko Zemy dazniy srityje (< 0,5 Hz), tuo tarpu kituose matavimuose
buvo stebimas nedidelis fazés minimumo padidéjimas iki = 0,8 Hz. Toks minimalus poslinkis ]
aukstesniy dazniy sritj kartu su nedideliu varzos sumazéjimu rodo dalinj membranos savybiy pokytj

ir silpng SLO poveikj (5 pav.).
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8 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (20/60/20) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 7)

Mazinant tirpalo pH iki 6, DOPC/DOPE/Chol (20/60/20) membranoms po streptolizino

pridéjimo stebétas rySkesnis fazés minimumo poslinkis j aukStesniy dazniy sritj. Fazés minimumas
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visuose matavimuose virsijo 0,5 Hz ir svyravo nuo 15,8 Hz iki 50,0 Hz. Visy fazés minimumo dazniy
statistiné analiz¢ atlikta naudojant logaritmuotas fazés minimumo reikSmes, o vidutiné $io matavimo
verté buvo logio(fimin) = 1,5 £ 0,2 (n = 6). Siose salygose taip pat stebétas didesnis varzos sumazéjimas,

rodantis ryskesnj membranos laidumo padidéjima (6 pav.).
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9 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (20/60/20) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 6)

3.4. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (30/40/30)

DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) membranoms pH 8 terpéje po SLO pridéjimo fazés minimumas
buvo stebimas aukstesniy dazniy srityje. Fazés minimumo reikSmeés svyravo nuo 6,3 Hz iki 7,9 Hz, o
vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 0,9 + 0,1 (n = 4). Siose salygose taip pat stebétas

nedidelis varzos sumaz¢jimas, rodantis silpng streptolizino poveikj membranai (pav. 7).
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10 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 8)
Mazinant tirpalo pH iki 7, po SLO prid¢jimo fazés minimumas pasislinko i vidutiniy dazniy
srit]. Fazés minimumo reikSmés svyravo nuo 125,7 Hz iki 315,9 Hz, o vidutiné fazés minimumo verte
sieké logio(fmin) = 2,3 + 0,1 (n = 14). Siose salygose taip pat stebétas varzos sumazéjimas, rodantis

reikSmingg membranos elektriniy savybiy pokytj (8 pav.).
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11 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 7)
Toliau mazinant pH iki 5, DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) membranoms stebétas dar rySkesnis
fazés minimumo poslinkis j auksty dazniy sritj. Fazés minimumo reik§Smés svyravo nuo 158,3 Hz iki

630,3 Hz, o vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fimin) = 2,5 + 0,2 (n = 16). Siuo atveju taip pat
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nustatytas reikSmingas varzos sumaz¢jimas, rodantis stipry membranos laidumo padidéjimg ir rysky

SLO poveikj (9 pav.).
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12 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 5)

3.5. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (50/30/20)

Toliau vertinta DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) lipidiné kompozicija. pH 8 terpéje po
streptolizino pridéjimo fazés minimumas visais matavimais isliko zemy dazniy srityje (< 0,5 Hz).
ReikSmingy fazés minimumo ar varZos pokyc¢iy nenustatyta, kas rodo stabilios membranos i§likimag

(10 pav.).
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13 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 8)
pH 7 terp¢je po streptolizino pridéjimo DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) membranoms fazés

minimumas buvo stebimas aukstesniy dazniy srityje. Fazés minimumo reik§mes svyravo nuo 0,8 Hz
iki 7,9 Hz, o vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 0,5 £ 0,4 (n = 6). Siose salygose taip

pat stebétas nedidelis varzos sumazéjimas, rodantis silpng membranos laidumo padidéjima (11 pav.).
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14 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 7)
pH 5 terp¢je po streptolizino pridéjimo DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) membranoms fazés

minimumas buvo stebimas aukstesniy dazniy srityje. Fazés minimumo reikSmés svyravo nuo 25,1
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Hz iki 99,9 Hz, o vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 1,7 £ 0,2 (n = 6). Siose salygose

taip pat nustatytas varzos sumaz¢jimas, rodantis ryskesnj membranos laidumo padidéjima (12 pav.).
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15 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 5)

3.6. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (50/50)

Toliau buvo tiriama DOPC/Chol (50/50) lipidiné¢ kompozicija, siekiant jvertinti cholesterolio
kiekio jtaka membranos jautrumui SLO. pH 7 terpéje po SLO prid¢jimo DOPC/Chol (50/50)
membranoms fazés minimumas buvo stebimas vidutiniy dazniy srityje. Fazés minimumo reik§meés
svyravo nuo 315,9 Hz iki 500,7 Hz. Vidutin¢ fazés minimumo verté sieké logio(fmin) =2,5+ 0,1 (n=
6) (13 pav.).
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16 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (50/50) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 7)

Mazinant tirpalo pH iki 6, DOPC/Chol (50/50) membranoms po streptolizino pridéjimo fazés
minimumas pasislinko | Zemesniy dazniy sritj. Fazés minimumo reikSmés svyravo nuo 125,7 Hz iki

199,3 Hz. Vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 2,2 £ 0,1 (n = 6) (14 pav.).
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17 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (50/50) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 6)
pH 5 terpéje po streptolizino pridé¢jimo DOPC/Chol (50/50) membranoms fazés minimumas
buvo stebimas taip pat vidutiniy dazniy srityje. Fazés minimumo reikSmés svyravo nuo 250,9 Hz iki

397,7 Hz. Vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 2,5 £ 0,1 (n = 6) (15 pav. ).
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18 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (50/50) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 5)

3.7. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (60/40)

Toliau vertinta DOPC/Chol (60/40) lipidin¢ kompozicija. pH 7 terpéje po streptolizino
prid¢jimo DOPC/Chol (60/40) membranoms fazés minimumas buvo stebimas ar¢iau vidutiniy dazniy
srities. Fazés minimumo reik§més svyravo nuo 50,1 Hz iki 125,7 Hz, o vidutin¢ fazés minimumo
verté sieké logio(fmin) = 1,9 + 0,2 (n =4). Siose salygose taip pat stebétas varzos sumazéjimas, rodantis

membranos laidumo padidéjima (16 pav.).
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19 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (60/40) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WG, pH 7)
Mazinant tirpalo pH iki 5, DOPC/Chol (60/40) membranoms po SLO pridéjimo fazés
minimumas iSliko aukStesniy dazniy srityje. Fazés minimumo reikSmeés svyravo nuo 125,7 Hz iki
199,3 Hz, o vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 2,2 £ 0,1 (n = 4). Siose salygose taip

pat nustatytas didesnis varzos sumaz¢jimas, rodantis rySkesnj membranos laidumo padidéjimag (17

pav.).
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20 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (60/40) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 5)
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3.8. Kompozicija DOPC/DOPE/Chol (70/30)

Toliau buvo tiriama DOPC/Chol (70/30) lipidiné¢ kompozicija. pH 7 terpéje po SLO pridéjimo
DOPC/Chol (70/30) membranoms fazés minimumas buvo stebimas aukstesniy dazniy srityje. Fazés
minimumo reik§més svyravo nuo 50,1 Hz iki 79,3 Hz, o vidutiné fazés minimumo verté¢ sieké
logio(fmin) = 1,8 £ 0,1 (n = 6). Siose salygose taip pat stebétas varzos sumaz¢jimas, rodantis

membranos laidumo padidéjimag (18 pav.).
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21 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (70/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 7)
pH 5 terp¢je po SLO prid¢jimo DOPC/Chol (70/30) membranoms fazés minimumas isliko
aukstesniy dazniy srityje. Fazés minimumo reikSmes svyravo nuo 50,1 Hz iki 125,7 Hz, o vidutiné
fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 1,9 £ 0,1 (n = 6). Siose salygose taip pat nustatytas didesnis

varzos sumaz¢jimas, rodantis rySkesni membranos laidumo padidéjima (19 pav.).
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22 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (70/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (30 % WC, pH 5)

Auksciau pateikti rezultatai gauti naudojant 30 % WC inkarinius junginius skirtingose pH
terpése. Toliau buvo vertinama WC inkariniy junginiy koncentracijos jtaka membranos jautrumui
SLO. Siuo tikslu pasirinktos dvi lipidinés kompozicijos, kurios buvo tiriamos pH 7 terpéje naudojant

10 % ir 50 % WC inkarinius junginius.

3.9. WC 10 % inkariniai junginiai

Naudojant 10 % WC inkarinius junginius, dar pries SLO prid¢jimg fazés minimumas ne visais
atvejais buvo < 0,5 Hz, o svyravo iki = 50 Hz, rodydamas nevienoda membrany susiformavima.
Vertinant 10 % WC inkarinius junginius su DOPC/Chol (70/30) kompozicija pH 7 terp¢je, po
streptolizino pridé¢jimo daugumoje matavimy fazés minimumas vir§ijo 100000 Hz. Tokios reikSmeés

rodo labai stipry fazés minimumo poslinkj ir praktiskai visiSkg membranos destabilizacija. (20 pav.)
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23 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (70/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (10 % WC, pH 7)

Vertinant 10 % WC inkarinius junginius su DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) kompozicija pH 7
terpéje, visais matavimais fazés minimumas vir§ijo 100000 Hz. Fazés minimumo poslinkis yra stiprus

ir membrana visiskai destabilizuota (21 pav.).
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24 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (10 % WC, pH 7)
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3.10. WC 50 % inkariniai junginiai

Vertinant 50 % WC inkarinius junginius su DOPC/Chol (70/30) kompozicija pH 7 terp¢je, po
SLO pridéjimo fazés minimumas buvo stebimas aukstesniy dazniy srityje. Fazés minimumo reikSmés
svyravo nuo 6,3 Hz iki 250,9 Hz. Vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 1,7 £ 0,5 (n =

18) (22 pav.).
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25 pav. Bode diagrama DOPC/Chol (70/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (50 % WC, pH 7)

Vertinant 50 % WC inkarinius junginius su DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) kompozicija pH 7
terpéje, po SLO pridéjimo fazés minimumas buvo stebimas auksty dazniy srityje. Fazés minimumo
reikSmeés svyravo nuo 125,7 Hz iki 793,6 Hz. Vidutiné fazés minimumo verté sieké logio(fmin) = 2,4

+ 0,2 (n=18) (23 pav.).

36



100000

90

10000

v/ezien

1000
100

o/sedwey sazey

10

16¥6¢9°0
S59./66°0
6VI8S'T
¢/90S8°¢
veeL6'e
€LL6C°9
(17866
[44:2-1"
¥78L0°S¢
¢0SL'6¢€
§500°€9
8598'66
T16C°'8ST
£68°05¢
89°L6¢E
9€€°0€9
S0T'666
¢9'€8ST
60°0TS¢
85'8/6¢€
61'90€9
€59°3666
€Er8ST
T°¢11S¢
9°€086¢€
1°060€9
00000T

Daznis/Hz

26 pav. Bode diagrama DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) lipidinei membranai po 30 min. inkubacijos su SLO (50 % WC, pH 7)
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4. Rezultaty aptarimas

Apibendrinant gautus rezultatus nustatyta, kad SLO poveikis dirbtinéms lipidinéms
membranoms priklausé tiek nuo lipidy kompozicijos, tiek nuo tirpalo pH. Daugeliu atvejy Sarminéje
terpéje (pH 8) fazés minimumas isliko zemy dazniy srityje (< 0,5 Hz) arba buvo stebimas tik nedidelis
jo poslinkis, rodantis minimaly membranos savybiy pokytj. Mazinant pH iki neutralios terpés (pH 7),
daugumai kompozicijy stebétas rySkus fazés minimumo poslinkis i aukStesniy dazniy sritj, rodantis
didesnj SLO poveikj membranoms. pH 7 terpéje fazés minimumo reikSmes, priklausomai nuo
kompozicijos, svyravo nuo 0,5 Hz iki 500 Hz. Toliau mazinant pH iki 6 ir 5, kai kurioms
membranoms buvo stebimas dar didesnis fazés minimumo padidéjimas, siekes iki 630 Hz. Sie
pokyc¢iai rodo padidéjusj membranos laidumg ir stipresnj SLO poveiki Zemesnio pH salygomis.
MazZesnéje pH terpeje SLO saveika su cholesterolio turinCiomis membranomis gali tapti palankesné
dél baltymo ir membranos pavirSiaus savybiy pokyciy, dél ko gali sustipréti toksino sgveika su
membrana.

Tirtos DOPC, DOPE ir cholesterolio kompozicijos buvo pasirinktos siekiant jvertinti lipidy
sudéties jtaka streptolizino O aktyvumui. Keiciant fosfolipidy kieki membranose buvo galima
palyginti, kaip membranos stabilumas ir jautrumas toksinui priklauso nuo skirtingy lipidiniy
komponenty santykio. Didziausi fazés minimumo pokyciai buvo nustatyti DOPC/DOPE/Chol
(30/40/30) ir DOPC/Chol (50/50) kompozicijoms, kurioms fazés minimumas sieké kelis Simtus Hz.
Vidutinio stiprumo poky¢iai stebéti DOPC/DOPE/Chol (50/30/20) ir DOPC/Chol (60/40)
membranoms. MaZiausias SLO poveikis nustatytas DOPC/Chol (70/30) bei didesnj DOPE kiek;
turinéioms membranoms, kurioms fazés minimumas isliko Zemy dazniy srityje arba pasislinko tik
neZymiai.

Gauti rezultatai rodo, kad dirbtiniy lipidiniy membrany jautrumas SLO didé¢ja priklausomai nuo
lipidy kompozicijos, o pH poky¢iai turi reikSmingg jtakg SLO sukeltiems membranos elektriniy
savybiy pokyciams. Nustatyta, kad didesnius fazés minimumo poslinkius ir rySkesnj varZos
sumaz¢jimg demonstravo cholesterolio turinc¢ios membranos, ypa¢ DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) bei
DOPC/Chol (50/50) kompozicijos. Tai rodo, kad cholesterolio buvimas yra esminis veiksnys SLO
sgveikai su membrana, nes Sis toksinas yra cholesterolio priklausomas ir jo aktyvumas tiesiogiai
susijes su cholesterolio prieinamumu membranoje.

Taip pat nustatyta, kad DOPE kiekio pokyc¢iai membranoje veiké jos stabilumg ir pavirSiaus
savybes. Didesnj DOPE kiekj turinios membranos, pavyzdziui, DOPC/DOPE/Chol (20/70/10),
pasizyméjo mazesniais fazés minimumo pokyciais, o maziau DOPE turin¢ioms membranoms, kaip

DOPC/DOPE/Chol (30/40/30), nustatyti didesni impedanso poky¢iai.
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Be to, membranos pavirsSiaus hidrofiliSkumas, susijes su lipidy galvuciy saveika su aplinka ir
inkariniy junginiy savybémis, taip pat turé¢jo jtakos streptolizino veikimui. Didesnis membranos
pavirSiaus hidrofiliSkumas gali silpninti baltymo prisijungima prie membranos, tuo tarpu

Ivertinus WC inkariniy junginiy koncentracijos jtakg nustatyta, kad ji turi reikSminga poveikj
membrany stabilumui ir jautrumui SLO. Naudojant mazg WC koncentracijg (10 %), membranos buvo
stipriai pazeidziamos ir daugeliu atvejy visiSkai suardomos, ypa¢ DOPC/DOPE/Chol (30/40/30)
kompozicijoje, kuri pasirodé jautresné¢ nei DOPC/Chol (70/30). Tai rodo, kad mazesn¢ WC
koncentracija neuztikrina pakankamo membranos stabilumo. Padidinus WC koncentracijg iki 50 %,
membranos pasizyméjo didesniu stabilumu ir mazesniais elektriniy savybiy pokyciais. Didesné WC
koncentracija gali didinti membranos klampumag, todé¢l streptolizino monomerams tampa sunkiau
difunduoti membranos pavir§iumi ir tarpusavyje sgveikauti formuojant poras. Nustatyta, kad
DOPC/DOPE/Chol (30/40/30) kompozicija demonstravo didesnj jautrumg streptolizinui nei
DOPC/Chol (70/30), kas rodo, kad lipidy sudétis, ypa¢ DOPE kiekis, turi papildoma jtakag membranos
atsakui j toksing.

Apibendrinant galima teigti, kad SLO aktyvumas yra kompleksinis procesas, priklausantis nuo
cholesterolio kiekio, membranos struktiirinés organizacijos ir pavirSiaus hidrofiliSkumo, o Sie

veiksniai kartu su pH pokyciais lemia skirtingg membrany jautruma toksinui.
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ISvados

1. Nustatyta, kad cholesterolio turinfios membranos pasizyméjo didesniu jautrumu SLO — po
toksino pridéjimo buvo stebimas ryskesnis fazés minimumo poslinkis j aukstesniy dazniy sritj ir
didesni impedanso poky¢iai.

2. Membranose didinant DOPE kieki buvo stebimas mazesnis jautrumas SLO, kadangi fazés
minimumo ir impedanso pokyciai buvo mazesni, lyginant su membranomis, turiniomis didesnj
cholesterolio ir DOPC kiekj.

3. Nustatyta, kad SLO aktyvumas priklauso nuo terpés pH — mazinant pH buvo stebimas ryskesnis
fazés minimumo poslinkis i aukstesniy dazniy sritj, rodantis didesnj membrany elektriniy savybiy
pokyti.

4. Nustatyta, kad WC inkarinio junginio koncentracija turéjo jtakos membrany stabilumui ir
streptolizino O poveikiui. Naudojant 10 % WC inkarinius junginius buvo suformuojamos maziau
stabilios membranos, o 30 % ir 50 % WC inkariniy junginiy koncentracijos leido suformuoti

stabilesnes lipidines membranas.
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Rekomendacijos

Siame magistriniame darbe gauti rezultatai prisideda prie poras formuojanéiy baltymy saveikos
su dirbtinémis lipidinémis membranomis supratimo ir parodo, kad (tBLM bei elektrocheminés
impedanso spektroskopijos derinys gali biiti naudojamas kaip funkcinis streptolizino O aktyvumo
vertinimo metodas. Taikytas metodinis poziiiris leidzia tiesiogiai stebéti membranos elektriniy
savybiy poky¢ius ir vertinti baltymo poveikj skirtingomis membranos sudéties bei aplinkos salygy
kombinacijomis. Tokia sistema suteikia galimyb¢ ne tik nustatyti baltymo sgveika su membrana, bet
ir palyginti jo aktyvuma keiciant lipiding kompozicijg, inkariniy junginiy koncentracijg bei terpés pH.

Gauti rezultatai rodo, kad dirbtinés lipidinés membranos gali biiti naudojamos kaip jautri
modeliné sistema poras formuojanciy toksiny aktyvumui tirti. Elektrocheminés impedanso
spektroskopijos metodas leidZia registruoti membranos atsakg realiu laiku, be papildomy zymeny,
todél toks metodinis sprendimas turi potencialg biiti taikomas kuriant funkcinius biosensorinius
metodus. Tokios sistemos galéty biiti naudojamos vertinant bakteriniy toksiny aktyvuma, lyginant
skirtingy aplinkos salygy poveikj baltymo veikimui ar tiriant membrang stabilizuojanciy ar pory
formavimg slopinanciy junginiy poveik]j.

Siame darbe taikytas tBLM ir elektrocheminés impedanso spektroskopijos metodas yra
perspektyvus jrankis funkciniams baltymy aktyvumo tyrimams. Gauti rezultatai gali biiti naudojami
kaip pagrindas tolimesniems tyrimams, orientuotiems ] membranos sudéties optimizavima, baltymy—

membrany sgveiky analiz¢ ir potencialiy biosensoriniy sistemy kiirima.
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Vyginté Araminaité
Magistro baigiamasis darbas
Streptolizino aktyvumo tyrimai ant dirbtiniy lipidiniy membrany
SANTRAUKA

Biologiniy membrany vientisumas yra biitinas normaliam lgsteliy funkcionavimui, todé¢l poras
formuojantys toksinai, pazeidziantys membrany struktiirg ir didinantys jy pralaiduma, turi svarbig
biologine reik§me. Vienas i$ jy yra streptolizinas O — Streptococcus genties bakterijy gaminamas
baltymas, priklausantis cholesterolio priklausomy citoliziny Seimai. Jis selektyviai jungiasi prie
cholesterolio turin¢iy lipidiniy membrany, oligomerizuojasi jy pavirSiuje ir formuoja poras,
sutrikdydamas membranos sandaruma.

Sio magistrinio darbo tikslas buvo istirti streptolizino O poveikj dirbtinéms lipidinéms
membranoms ir jvertinti jo aktyvumo priklausomybe nuo membranos sudéties bei aplinkos pH.
Tyrimams naudotos tethered bilayer lipid membranos, formuojamos ant aukso pavirSiaus,
pasizyminc¢ios dideliu mechaniniu ir elektriniu stabilumu. Membrany elektrinés savybés vertintos
elektrocheminés impedanso spektroskopijos metodu, leidzianCiu jautriai stebéti membranos
sandarumo ir joninio pralaidumo pokyc¢ius. Membranos buvo sudarytos i$ skirtingy DOPC, DOPE ir
cholesterolio kompozicijy, siekiant moduliuoti jy pavirSiaus hidrofiliSkuma ir struktiirines savybes.
Streptolizino O poveikis tirtas esant skirtingoms pH salygoms: pH 5,0, 6,0, 7,0 ir 8,0, naudojant
pastovig 20 pM toksino koncentracijg ir 30 min. inkubacijos laika.

Rezultatai parodeé, kad prieS toksino poveiki membranos pasizyméjo dideliu elektriniu
sandarumu, o po streptolizino O poveikio visose sistemose buvo stebimas impedanso modulio
sumaz¢jimas, membranos varzos kritimas ir fazinio kampo pokyciai, rodantys pory formavimasi.
Nustatyta, kad DOPE turtingos, mazesnio hidrofiliSkumo membranos buvo jautresnés toksino
poveikiui, o DOPC turtingos, labiau hidratuotos membranos pasizyméjo didesniu atsparumu.
Didziausias streptolizino O aktyvumas nustatytas riig§tinémis saglygomis (pH 5,0), o didéjant pH iki
8,0 poveikis silpnéjo.

Gauti rezultatai parodeé, kad elektrocheminés impedanso spektroskopija kartu su tBLM

membranomis yra tinkama sistema streptolizino O sgveikai su lipidinémis membranomis tirti.
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Investigation of Streptolysin Activity on Artificial Lipid Membranes
SUMMARY

The integrity of biological membranes is essential for normal cellular function; therefore, pore-
forming toxins that disrupt membrane structure and increase permeability have significant biological
importance. One of these toxins is streptolysin O, a protein produced by bacteria of the Streptococcus
genus and belonging to the family of cholesterol-dependent cytolysins. It selectively binds to
cholesterol-containing lipid membranes, oligomerizes on their surface, and forms pores, thereby
disrupting membrane integrity.

The aim of this master’s thesis was to investigate the effect of streptolysin O on artificial lipid
membranes and to evaluate the dependence of its activity on membrane composition and
environmental pH. Tethered bilayer lipid membranes formed on gold surfaces were used as model
systems due to their high mechanical and electrical stability. The electrical properties of the
membranes were analyzed using electrochemical impedance spectroscopy, a sensitive and non-
destructive method for monitoring changes in membrane integrity and ionic permeability.

The membranes were composed of different ratios of DOPC, DOPE, and cholesterol to
systematically modulate membrane surface hydrophilicity and structural properties. The effect of
streptolysin O was studied under different pH conditions (pH 5.0, 6.0, 7.0, and 8.0) using a constant
toxin concentration of 20 pM and an incubation time of 30 minutes.

The results showed that before toxin exposure, the membranes exhibited high electrical
resistance and clear capacitive behavior characteristic of intact lipid bilayers. After streptolysin O
treatment, all membranes demonstrated a decrease in impedance modulus, reduced membrane
resistance, and phase angle changes, indicating pore formation. DOPE-rich membranes with lower
hydrophilicity were more sensitive to the toxin, whereas DOPC-rich, more hydrated membranes
showed greater resistance. The strongest streptolysin O activity was observed under acidic conditions
(pH 5.0), while increasing pH to 8.0 gradually reduced its effect.

These findings demonstrate that electrochemical impedance spectroscopy combined with
tethered bilayer lipid membranes is a suitable and sensitive system for studying streptolysin O

interactions with lipid membranes.
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Autoriaus asmeninis indélis

Darbo autoré savarankiskai atliko eksperimentinius tyrimus, formavo lipidines membranas,
vykde¢ elektrocheminés impedanso spektroskopijos (EIS) matavimus bei analizavo gautus rezultatus.

Autoreé taip pat atliko rezultaty apdorojimg ir vizualizacijg, parengé darbo teksta, literatiiros
apzvalga, rezultaty aptarimg ir iSvadas.

Tyrimo idé¢ja, pagrinding metodologing koncepcijg ir tyrimo kryptj suformulavo darbo vadovas,
kuris taip pat ruoseé EIS celg ir SAM ploksteles bei konsultavo eksperimenty planavimo, rezultaty

interpretavimo ir darbo rengimo klausimais.
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