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(54) Pavadinimas:
Pavir§iuje imobilizuoty fosfolipidiniy bisluoksniy membrany (tBLM) gavimo
budas

(67) Referatas:

Pareikstas pavirSiuje imobilizuoty fosfolipidiniy bisluoksniy membrany (tBLM) gavimo bidas, panaudojant
daugiasluoksnes liposomas (MLV). Sis bidas jgalina greitai, nenaudojant sudétingos jrangos, gauti tBLM,
pasiZzymingias geromis izoliacinémis savybémis.
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ISradimas yra susijes su pakabintomis lipidinémis membranomis, konkregiai, su

imobilizuoty bisluoksniy fosfolipidiniy membrany gavimo badu.

Technikos lygis

Lastelés membrana. Lastelés membrana — skeletas (karkasas), be kurio
negaléty egzistuoti gyvybé, gaubia Igstelés vidy su visu jos turiniu ir sukuria barjera,
atskiriantj lagstelés vidy nuo iSorés ir atliekantj apsaugine funkcijg. Kartu $i apsauga
geba vykdyti ir tam tikrg atranka, leidZianti | lgstelés vidy patekti reikalingoms
medZiagoms, be kuriy baty nejmanomas gyvybiniy funkcijy palaikymas. Kadangi
lastelés membrana yra i$ visy pusiy apsupta vandeniu, tai per jg lengvai gali judéti tik
vandenyje tirpios ir mazZos molekulinés masés medzZiagos. Kitos reikalingos
medzZiagos, kaip baltymai ar angliavandeniai, transportuojamos nesikliy ir kanaly
pagalba.

Pagrindinis Igstelés membranos struktiros elementas — lipidas, sudarantis
membranos karkasg, ir pasizymintis amfifilinémis savybémis — viena dalis molekulés
yra hidrofobing, kita — hidrofiliné (1 pav.). Si savybé salygota lipido cheminés sudéties
ir struktdros, kur 8ig molekule galima i§skirti | dvi dalis: uodegg (hidrofobiné) ir galvg
(hidrofiling). Toks i8skirtinumas leidZia vandeninéje terpéje sukurti tam tikras
apibreZtas struktdras, kuriy viena — dvisluoksné lipidiné membrana (1 pav.), kurig
sudaro dviem eilémis iSsideste lipidai, kur hidrofobinés uodegos nukreiptos j vidy, o
hidrofilinés galvos — j iSore. Uodegg sudaro viena arba dvi riebaly ragstys — linijinés
angliavandeniliy grandinés, kuriy ilgis gali bati nuo 12 iki 18 anglies atomy ir
uZsibaigiancios karboksilo grupe. Sios grandinés gali turéti kelias dvigubas jungtis, nuo
kuriy, kaip ir nuo anglies atomy skaiciaus, priklauso membranos takumas, klampumas,
fazinio virsmo temperatiira (Tm). Pastarosios angliavandeniliy grandinés yra prijungtos
prie glicerolio per vieng ar dvi esterines jungtis. O likusi tre¢ia jungtis sudaro rysj su
lipido galva, kuri susideda i$ fosfato ir tam tikros funkcinés grupés, kurios jvairiose
organizmo dalyse gali bati skirtingos. Pagal funkcines grupes fosfolipidai igskiriami j
kelias pagrindines dalis: fosfotidilcholinas, fosfotidiletanolaminas, fosfotidilserinas ir
fosfotidilinozitolis. Tokia lipidy jvairoveé leidZia sudaryti skirtingos sudéties lipidines
membranas, reikalingas vienai ar kitai lgsteliy grupei. Be to, membranoms bidingas
asimetriSkumas, kai kiekviename sluoksnyje dominuoja skirtingas kiekis ir tipas lipidy.
Toks pasiskirstymas reikalingas atlikti tam tikras funkcijas.
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Membranos modeliai. Lgstelés membrang sudaro daug jvairiy makromolekuliy
(lipidai, baltymai, angliavandeniai), kuriy kiekviena gali jtakoti padios membranos
savybes ar jos sgveikg su membranai nepriklausanciais dariniais. Norint iSskirti vieng
arba kitg reiskinj yra naudojamos imitacinés modelinés sistemos - dirbtinés
dvisluoksnés lipidinés membranos, kuriy sudétj jau galima kontroliuoti. Pirmosios
tokios sistemos buvo dvisluoksnés lipidinés liposomos, kurios tolygiai pasiskirsCiusios
skystyje. Bet tokios lipidinés sistemos tinkamos tik siauram tyrimo metody ratui, kuris
neturi galimybiy suteikti informacijos apie padios membranos sudétj ir struktarg.
Membranos sudédiai tirti naudojama tam tikra tyrimo metody grupé, kuriai yra vienas
bendras vardiklis — plok3¢ias kietas pagrindas (QCM, SPR, AFM, NR, EIS), reikalingas
kaip tam tikras atskaitos taskas. Taigi, atsiranda batinybé liposomas sudarandias
dvisluoksnes lipidines membranas perkelti ant pavirSiaus. Ir Sioje situacijoje labai
pasitarnauja lipido savybé — amfifiliSkumas, kurio déka ant pagrindo, turin€io hidrofilinj
pavirsiy, yra jmanoma sukurti dvisluoksne lipidine sistema. Ir taip iSvystomas kitas
membrany modelis — plok3¢iosios lipidinés dvisluoksnés sistemos, kitaip dar
vadinamas paprastosiomis lipidinés membranomis (sBLM) (2 pav.), kurios savo
struktdra ir sudétimi yra tapacios liposomoms. Be to, $is modelis ypatingas tuo, kad
tarpas tarp pagrindo ir apatinio membranos sluoksnio yra uzZpildytas vandeniu, kas 8ig
lipiding imitacijg daro dar labiau panaSia | gamtines sistemas. O vanduo kaip tik
reikalingas baltyminiy struktiry susidarymui. Vienas i§ pagrindiniy Sio modelio
privalumy — stabilumas, kas leidZia atlikti eksperimentus, reikalaujanéius daug laiko
(NR, AFM). Antra — tokiose membranose pazaidos gali blti vystomos lokaliai ir tai
suteikia galimybe iSlaikyti tam tikras struktdras pavirSiuje, kurias jau galima tirti, kad ir
su atominiu jégos mikroskopu (AFM). Bet §i sistema néra vien tik paprastas struktGrinis
elementas, kurj blty galima apibldinti paprastais parametrais (membranos storis,
paZaidos poros dydis ar auk$tis, lipidy kiekis pavirSiuje ir t.t.). Tai elementas,
pasiZzymintis ir tam tikromis elektrinémis savybémis, kurias tirti naudojama
elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS), kuri leidZia jvertinti membranos
laidumg. Pastarasis metodas ypa¢ tinkamas jvertinti membranos pazaidos mastg, nes
susidarant poroms, didéja ir membranos laidumas. Bet $io metodo naudojimas sBLM
modelio tyrimuose yra komplikuotas dél membranos judrumo, kas neleidZia registruoti
laidZio poky¢ius pacioje membranoje. Siekiant praplésti ias galimybes, naudojamos
hibridinés membranos (hBLM) (2 pav.), kuriose apatinis lipidy sluoksnis yra

pakeiCiamas alkantioliais ar tiolipidais, kurie sukuria hidrofobinj pavir3iy ir taip leidzia
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suformuoti stabilig lipiding sistema, tvirtai priritg prie pavirSiaus su tam tikromis
elektrinémis savybémis, ir nustatyti membranos laidj ar talpa, kuri gali priklausyti nuo
lipidy sudéties. Bet Siuo atveju tokioje sistemoje elektrinés savybés pasiekia kitg ribg,
kai pomembraninio sluoksnio nebuvimas leidZia suformuoti labai izoliuojancias
membranas, bet kartu ir labai kietas, kurios jau nebeleidZia jsiterpti ir susidaryti
stebéeti membranos laidumo paky¢ius.

Taigi, Sie du modeliai (sBLM ir hBLM) turi tam tikrus apribojimus, kurie neleidzia
taikyti tyrimo metody, gebanéiy registruoti membranos laidumo pokycius. Ir Siai
problematikai iSspresti Siuo metu yra vystomas tre€ias membranos modelis -
pakabintos lipidinés membranos (tBLM) (3 pav.), kurios pagal savo struktlirg yra
tarpinis variantas tarp sBLM ir hBLM, nes iSpildo du pagrindinius reikalavimus:
padidinamas membranos izoliuotumas ir kartu iSlaikomas jos labilumas. Toks efektas
yra pasiekiamas, kai membrana per specialius junginius — inkarus pritvirtinama prie
pavirsSiaus [US 20030054431][H. Lang, C. Duschl, H. Vogel, A new class of thiolipids
for the attachment of lipid bilayers on gold surfaces, Langmuir, 10 (1994) 197-210].
Pastarieji junginiai struktariSkai yra panasis j lipidus: turi hidrofobine dalj, kurig sudaro
sociosios arba nesodiosios anglies grandinés, o hidrofilinéje dalyje esantis fosfatas ir
funkcinés grupés yra pakeiciamos etilenoksidine (EO) grandine, prie kurio galo
prijungta siera arba sierg turinti grupé, gebanti sgveikauti su aukso pavirsiumi. Sio
junginio anglies grandinés sudaro apatinj membranos sluoksnj, taip suteikiant sistemai
stabilumo. O pomembraniniame sluoksnyje esantys EO fragmentai iSkart atlieka du |
vaidmenis: pirma -~ sumazina pomembraninio rezervuaro laidj, o antra — kontroliuoja
membranos aukstj nuo jutiklio pavirSiaus. Bet jutiklio pavirsiaus uZpildymas vien $iais
inkariniais junginiais visg lipidine sistemg daro pana$ig j hBLM, kas sumaZina
membranos paZaidos detektavimo galimybes. Siekiant to i§vengti, inkarinis junginys
yra maiSomas su skiedikliu. Pastaroji molekulé dazniausiai esti jvairaus ilgio grandiné,
sudaryta i§ EO fragmenty, bet be hidrofobings dalies. Taigi, skiediklis leidZia
kontroliuoti inkariniy junginiy kiekj pavirsiuje.

Pritaikymas. Dirbtiniai membrany modeliai $iuo metu yra vystomi kaip tam tikri
biojutikliai, kuriais baty jmanoma detektuoti jvairius baltymus, sukelian&ius tam tikras
pazaidas. Sie baltymai sgveikaudami su membrana sukuria tam tikras strukttras —
poras, taip paZzeisdami membranas (4 pav.). Ir jy detekcijai geriausiai tinka naudoti

tBLM modelius, nes 1) tarp membranos ir pagrindo yra sukuriamas tarpmembraninis
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vandens rezervuaras, kuris reikalingas baltymy jsiterpimui ir tam tikry strukttry — pory
susidarymui; 2) jsiterpes baltymas suformuodamas membranoje porg padidina jos
elektrinj laidj, kuris gali biti detektuojamas elektrocheminio impedanso metodu.

Paruosimas. Visy $iy modeliy paruo$imo protokolas Siuo metu yra identiskas ir
atliekamas per dvi stadijas: | stadijoje i$ spiritiniy tirpaly suformuojami atitinkami
savitvarkiai monosluoksniai (sBLM — hidrofilinis monosluoksnis, hBLM — hidrofobinis
monosluoksnis, tBLM — miSrus monosluoksnis i$§ inkariniy junginiy ir skiediklio), o Il
stadijoje jau vykdomas lipidiniy sluoksniy formavimas [D.J. McGillivray, G. Valincius,
D.J. Vanderah, W. Febo-Ayala, J.T. Woodward, F. Heinrich, J.J. Kasianowicz, M.
Losche, Molecular-scale structural and functional characterization of sparsely tethered
bilayer lipid membranes, Biointerphases, 2 (2007) 21-33]. | stadija, i§ esmeés,
nereikalauja ypatingy salygy, iSskyrus tai, kad visi tioliai turi bati tirps spirite. |l stadija
yra atliekama pasitelkiant dvisluoksnes lipidines liposomas (SUV), t.y. ant suformuoto
savitvarkio monosluoksnio yra uzneSamas vandeninis liposomy tirpalas. Problema yra
ta, kad $is formavimo metodas tinkamas paruosti tik hBLM ir sBLM modelius. O tBLM
paruosimas i$ Siy liposomy jau tampa sunkesniu uzdaviniu, nes 1) létas formavimasis;
2) negalima formuoti ant rety inkary, ant kuriy geriausiai detektuoti membranos
paZaidas EIS metodu; 3) didelis membrany defektiskumas, t.y. membrany laidumas —
per aukstas, kad baty tinkamas naudoti kaip biojutiklis.

Taip pat pati liposomy paruosimo technologija reikalauja specifinés aparattiros ir
pakankamai daug laiko (5 pav.). I8 pradziy lipidy milteliai iStirpinami chloroforme, kuris
pirmiausia iSgarinamas po silpna azoto srove, o véliau laikomas 12 valandy vakuume.
Po Siy procediry ant indo sieneliy susidaro lipidiné plévelé, kuri uZpilama buferiniu
tirpalu ir atliekamas intensyvus kratymas, kad susidaryty daugiasluoksnés liposomos
(MLV). Kitame Zingsnyije i$ iy struktdry jau gaunamos anksc¢iau minétos dvisluoksnés
liposomos, kurios ruodiamos dviem bldais: su ultragarsine maisykle, turinéia titano
antgalj, atliekamas MLV ardymas iki dvisluoksniy liposomy, kurios po to dar turi bati
centrifuguojamos nuo titano atlieky. Antras bddas: MLV tirpalas stumiamas pro
ekstriderio polikarbonating membrana, kurioje yra norimo dydZio poros.

Il stadija taip pat gali bati atliekama ir i$ spiritinio lipidy tirpalo, t.y., ant savitvarkio
monosluoksnio uZpilamas lipidy tirpalas istirpintas spirite ir atliekamas viso pavir$iaus
praplovimas su dideliu kiekiu buferinio tirpalo [B. Raguse, V. Braach-Maksvytis, B.A.
Cornell, L.G. King, P.D.J. Osman, R.J. Pace, L. Wieczorek, Tethered lipid bilayer
membranes: Formation and ionic reservoir characterization, Langmuir, 14 (1998) 648-
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659]. Sis metodas vadinamas tirpiklio pakeitimo metodu (RSE — rapid solvent
exchange). Privalumas tas, kad tai greitas metodas, nereikalaujantis brangios
aparatlros, ir gebantis suformuoti izoliuojan€ias (Zemo elektrinio laidumo)
membranas. Sio metodo pirmas minusas yra tai, kad ne visi lipidai tirpsta spirite, ypac
tai aktualu, kai norima sukurti membrana, turindig cholesterolio, nes cholesterolio
ribotas tirpumas. Antra: kai kuriuose matavimo prietaisuose techniSkai sunku naudoti
du tirpiklius.

Problemos iSgryninimas. Taigi, i$ viso Sito galima baty iSskirti kelis pagrindinius
punktus, kurie susije su tBLM, kuris baty tinkamas naudoti kaip biojutiklis, paruoSimu:

1) tBLM paruo8imas turi bdti greitas ir nereikalauti specifinés ir brangios
aparaturos.

2) tBLM sistema turi pasizyméti izoliacinémis elektrinémis savybémis, kad baty
tinkamas naudoti kaip biojutiklis, kurio pagrindiniai panaudojimo variantai:

a) Baltymy ir peptidy jsiterpimui j membrana tirti;

b) Biologiniy membrany bakterijy ir toksiny pazaidai tirti bei aptikti (detektuoti);

¢) Membrany sgveikai su mazos molekulinés masés junginiais ir asocijuotais
baltymais aptikti (detektuoti) ir tirti;

d) Membranos struktdros tyrimams.

Trumpas iSradimo aprasymas

Sutartiniai Zymeéjimai

KKM - kvarco kristalo mikrosvarstyklés

AFM - atominés jégos mikroskopas

NR — neutrony reflektometrija

EIS - elektrocheminio impedanso spektroskopija

PPR - pavirSiaus plazmony rezonansas

sBLM - plok3g&iosios lipidinés dvisluoksnés sistemos, kitaip dar vadinamas
paprastosiomis lipidinémis membranomis

hBLM - hibridinés membranos

tBLM — pakabintos lipidinés membranos

EO - etilenoksido grandiné

SUV - dvisluoksnés lipidinés liposomos

MLV - daugiasluoksnés liposomos

RSE - tirpiklio pakeitimo metodas
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Trumpas bréziniy figury apraSymas

1 pav. Lipido ir membranos struktara.

2 pav. Lipidinés membranos: paprastoji ir hibridiné.

3 pav. Pakabinta lipidiné membrana.

4 pav. Membranos pazaida.

5 pav. Dvisluoksniy liposomy paruosimas.

6 pav. Reprezentatyvi pavirSiaus plazmony rezonanso padéties kitimo kreive,
gauta vykstant tBLM formavimuisi sgveikos su fosfolipidinémis daugiasluoksnémis
liposomomis.

7 pav. Reprezentatyvios EIS duomeny Cole-Cole kompleksinés talpos
parametrinéje diagramoje (parametras — moduliacijos daZznis): juoda kreivé — pradiné
kompleksinés talpos kreivé, registruojama nuo pavirSiaus, suformuoto pagal metoda
IA, raudona kreivé — sulietus molekulinio inkaro pavir$iy su daugiasluoskniy liposomy,
paruosty pagal metoda I1.B, tirpaly ir 30 min formuojant pagal bida IlIA.

8 pav. EIS duomeny, gauty pagal metoda |11.B atvaizdavimas Bode kompleksinio
laidZio (admitanso) diagramoje.

Sioje paraikoje siGlomas anksé&iau minétos problematikos sprendimo badas —
daugiasluoksniy liposomy (MLV) (5 pav.) panaudojimas formuojant pavirSiuje
imobilizuotas fosfolipidines bisluoksnes membranas (tBLM). Daugiasluoksnés
liposomos néra naujai iSrastos, tiesiog yra nustatytos, kad tokios egzistuoja, bet
nedaug kur yra pritaikytos. Masy atveju naujumas ir iSradimo esmé tame, kad jos taip
pat gali bti naudojamos plok$¢&iyjy membrany formavime, o ypaé tBLM.

Sidlomo bido privalumai:

1) Greitas paruo$imas. SUV paruo$imas gali uZtrukti 8 — 24 valandas. MLV
paruosiamos per 30 min.

2) Nereikalauja papildomos jrangos. SUV atveju reikia turéti vakuumine kamera,
ultragarsing maiykle, centrifigg arba ekstriiderj. MLV paruo$imui viso $ito nereikia,
uZtenka tik paprasCiausio dozatoriaus, kuris yra kiekvienoje laboratorijoje.

3) Liposomy dydis. RuoSiant plok3¢igsias membranas (sBLM, tBLM) i§ SUV,
didelj vaidmenj vaidina paciy liposomy dydis. Sékmingam rezultatui pasiekti SUV



LT 6424 B

liposomy diametras turi blti ne didesnis nei 50 nm, nes kitu atveju liposomos
prisikabina prie pavirSiaus, bet nei$silieja. Naudojant MLV, liposomy dydis gali variuoti
pladiam diapazone (500 nm — 1,5 ym) ir jy dydis nedaro jtakos lipidinés membranos
susidarymui.

4) Inkarinio junginio kiekis tBLM sistemoje. IS MLV galima suformuoti pakabintas
lipidines membranas ant rety inkariniy junginiy pavirSiuje, kurios yra pakankamai
stabilios, bet kartu turi didelj kiekj vandens pomembraniniame sluoksnyje. SUV atveju,
sluoksn;.

Lipidinés membranos elektrinis izoliuotumas. MLV pagalba formuojamos
pakankamai izoliuojand&ios tBLM, kurias jau bty galima naudoti kaip biojutiklius. Be to,
pats formavimas neuZtrunka ilgiau nei 1 valanda. Membranos, kuri suformuota i§ SUV,

izoliacinés savybés gali bati pasiekiamos tik po keliy ar keliolikos valandy.
Detalus iSradimo apra§ymas

Medziagos ir metodai

Distiliuotas vanduo — dist. H20 (Milli-Q plius, JAV);
Natrio chloridas — NaCl (FLUKA, Sveicarija);

Natrio dihidrofosfatas — NaH2PO4:2H20 (FLUKA,
Sveicarija);

Etanolis — EtOH (AB ,Vilniaus degtiné®,
Lietuva);

Chloroformas —~ CHCIs (Sigma—Aldrich, Vokietija);

2-merkaptoetanolis (beta merkaptoetanolis) - BME (Sigma-Aldrich, Vokietija);
20-tetradeksiloksio-3,6,9,12,15,18,22—heptaoksaheksatrikontano—1-tiolas ir [(Z 20-
(Z-oktadeka-9-eniloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetrakont-31-en-1-tiolas, (C1s =
oleoil)] - susintetinta dr. D. J.Vanderah grupéje (University of Maryland);

Dioleoilo fosfocholinas — DOPC (Avanti Polar Lipids, JAV);

Cholesterolis ((Avanti Polar Lipids, JAV);

EIS matavimai atlikti prietaisu Zennium (Zahner GmbH, Vokietija);
PPR spektrai registruoti spektrometru Autolab Twingle (Methrom Lab, Olandija).
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Siame iSradime siGlomas tBLM gavimo bldas apima tris pakopas:

I. Pavir§inio molekulinio inkaro sluoksnio suformavimas;

Il. Daugiasluoksniy vezikuliy paruoSimas;

[1l.tBLM prikabinimas multilameliniy vezikuliy suliejimo su inkaro pavirSiumi badu.

PavirSinio molekulinio inkaro suformavimas atliekamas i$ technikos lygio Zinomu
badu.

MLV pradedamos ruosti panasiai kaip ir SUV, bet su tam tikrais pakeitimais.

I§ pradziy lipidy milteliai istirpinami chloroforme, kuris garinamas po silpna azoto
srove apie 30 min (kol pasiSalina chloroformas). Po Sios procediros ant indo sieneliy
susidaro lipidiné plévelé, kuri uZpilama buferiniu tirpalu ir vietoj intensyvaus kratymo
atliekamas létas lipidiniy pléveliy maiSymas su buferiniu tirpalu dozatoriaus pagalba,
kad susidaryty daugiasluoksnés liposomos (MLV), kurios jau naudojamos formavimui.

Zemiau pateikiami iSradimo jgyvendinimo pavyzdZiai iliustruoja iradima,
neribodami jo apimties.

I. PavirSinio molekulinio inkaro gavimas

I. A pavyzdys

1. 25x75x1 mm arba kitokiy matmeny stiklo plokstelé pamerkiama j 50 g/l amonio
persulfato tirpalg koncentruotoje sieros ragstyje ir iSlaikoma Siame tirpale 30 min.
Plokstelé iSimama i$ Sio tirpalo ir praplaunama dideliu (didesniu nei 100 ml/plokstelei)
kiekiu dejonizuoto vandens. Plokstelés pavirSius dZiovinamas sauso azoto (99,99%
grynumo) srovéje.

2. Plokstelé jneSama j vakuuming magnetroninio garinimo kamerg (naudota PVD
75 Kurt J. Lesker Company, USA garinimo sistema), jjungiamas vakuuminis siurblys ir
pasiekiamas mazesnis nei 10”7 mTorr likutinis slégimas.

3. Pasiekus nurodytg vakuumo lygj, ant plokstelés magnetronidkai uZzgarinamas
1 nm storio Ti sluoksnis ir ant jo pavirSiaus uZgarinamas 50 nm Au sluoksnis. Galima
naudoti Siuos magnetroninio garinimo parametrus: Ti sluoksniui — magnetrono galia —
100 W, argono slégis garinimo metu — 4,5 mTorr, o Au sluoksniui galia — 120 W, argono
slégis — 4,2 mTorr. Garinimui naudoti 50 mm skersmens Au (999,9) ir Ti (999,9)
magnetroninio garinimo metaliniai taikiniai. Garinamo metalo kiekis registruojamas
pjezoelektrinémis kvarco mikrosvarstyklémis.
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4. Baigus garinimg magnetroninio garinimo kamera devakuumuojama ir Ti/Au
sluoksneliais padengta plokstelé perkeliama | molekulinio inkaro formavimo tirpala,
kurio sudétis tokia: tirpiklis 95,6 % (ar didesnés koncentracijos) etanolis, tirpiniai: 0,03
mM 20-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatriakontan-1-tiolas ir 0,07
mM 2-merkaptoetanolis. Siame tirpale méginys laikomas 4 val.

5. Pabaigus molekulinio inkaro sluoksnio formavimasi meginys (stiklo plokstelé
su Ti/Au sluoksneliais) iSimamas ir nuplaunamas gausiu kiekiu (ne maziau nei 50
ml/plokstelei) gryno tirpiklio, 95,6% (ar didesnés koncentracijos) etanoliu. Po
nuplovimo plokstelé dZiovinama sauso dujinio azoto srovéje.

|.B pavyzdys

1. Atliekamos procediros taip, kaip aprasyta |.A pavyzdyje punktuose A.1 iki A.3;
taciau stiklo pagrindu naudojama apskritimo formos 25 mm (ar kitokio diametro) 1 mm
(ar kitokio storio) storio BK-7 markés stiklo plokstelé.

2. Baigus garinimg magnetroninio garinimo kamera devakuumuojama ir Ti/Au
sluoksneliais padengta plokStelé perkeliama | molekulinio inkaro formavimo tirpalg,
kurios sudétis tokia: tirpiklis 95,6 % (ar didesnés koncentracijos) etanolis, tirpiniai: 0,03
mM 20-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatriakontan-1-tiolo disulfidas
ir 0,07 mM 2-merkaptoetanolio disulfidas. Siame tirpale méginys
laikomas 1 val.

3. Pabaigus molekulinio inkaro sluoksnio formavimasi méginys (stiklo plokstelé
su Ti/Au sluoksneliais) iSimamas ir nuplaunamas gausiu kiekiu (ne maziau nei 50
ml/plokstelei) gryno etanolio (95,6 % ar didesnio grynumo). Po nuplovimo ploksteleé
dZiovinama sauso dujinio azoto srovéje.

Il. Daugiasluoksniy liposomy (MLV) paruo$imas

Il. A pavyzdys

1. Dioleoilo fosfocholinas (sausi milteliai) istirpinamas chloroforme iki 10 mM
koncentracijos ir gautas tirpalas naudojamas i$ karto arba, jei reikia, gali biti laikomas,
neprarandant funkciniy savybiy, -20 °C temperatiroje iki 6 mén. Vietoj chloroformo gali
bati naudojami ir kiti tirpikliai, tokie kaip chloroformo misinys su kitu organiniu tirpikliu,

pavyzdZiui, etanoliu, propanoliu, izopropanoliu, butanoliu, pentanoliu, 2-etilpropanoliu,
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arba heksanas, arba pentanas, arba heptanas, arba oktanas, arba nonanas, arba
skvalenas.

2. 18 gauto tirpalo j atskirg stiklinj indg — buteliukg paimamas 1 ml gauto dioleoilo
fosfocholino tirpalo.

3. Chloroformas iSgarinamas azoto dujy pagalba (puéiant dujas apie 30 minuciy).
ISgarinimo pabaiga galime laikyti momenta, kai indelyje nebelieka skys&io plius dar
apie 20 min puciant j inda, ant kurio sieneliy susidaro pusiau matiné lipidiné plévelé.

4. Lipidiné plévelé uzpilama 10 ml buferinio tirpalo, kurio pH — 4,4, o sudétis yra
10 mM NaH2POs ir 100 mM NacCl.

5. ] tirpalg merkiamas pusiau automatinis rankinis dozatoriaus su antgaliu ir
jsiurbimo — iSstimimo ciklais veiksmu létai soliubilizuojama lipidiné plévelé, susidariusi
ant indo sieneliy. Procesas (i$siurbimas-i§stimimas) kartojami nuo 50 iki 200 karty,
kol nebestebima plévelés liekany ant indo sieneliy, o indo turinys tampa matinis ir
homogeniskas.

6. Taip paruostas MLV tirpalas naudojamas i$ karto arba gali bati laikomas +5
°C temperataroje iki 2 savaiciy.

Il. B pavyzdys

1. Dioleoilo fosfocholino ir cholesterolio (sausy milteliy) misinys molekuliniu
santykiu 60 %/40 % istirpinamas chloroformo (90 % pagal tdrj) ir etanolio (10 % pagal
tdrj) iki 10 mM bendros lipidy koncentracijos.

2. 1S gauto tirpalo j atskirg stiklinj indg — buteliukg paimamas 1 ml gauto misraus
dioleoilo fosfocholino ir cholesterolio tirpalo.

3. Chloroformo-etanolio tirpalas iSgarinamas azoto dujy pagalba (puciant dujas
apie 30 minuciy). ISgarinimo pabaiga galime laikyti momenta, kai indelyje nebelieka
skyscCio plius dar apie 20 min pudiant j inda, ant kurio sieneliy susidaro pusiau matiné
lipidiné plévelé.

4. Lipidiné plévelés uzpilamos 10 ml buferinio tirpalo, kurio pH - 4,4, o sudétis
yra 10 mM NaHzPOa ir 100 mM NaCl.

9. ] tirpalg merkiamas pusiauautomatinis rankinis dozatoriaus su antgaliu ir
jsiubimo — iSstimimas ciklais veiksmu létai soliubilizuojama lipidiné plévelé, susidariusi
ant indo sieneliy. Procesas (i$siurbimas-i§stimimas) kartojami nuo 50 iki 200 karty,
kol nebestebima plévelés liekany ant indo sieneliy, o indo turinys tampa matinis ir
homogeniskas.
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6. Paruostas MLV tirpalas naudojamas i$ karto arba gali bati laikomas +5 °C
temperatdroje iki 2 savaiciy.
Visos aprasytos procediros pagal bldg A ir bidg B atliekamos kambario

temperataroje (20£2 °C).

l1l. tBLM suformavimas daugiasluoksniy liposomy suliejimo su inkaro pavirsiumi
bidu

lll. A pavyzdys

7. Plokstelé, padengta molekuliniu inkaru, pagal gamybos pavyzdj |.A, jmerkiama
ar kitaip sulieCiama su MLV tirpalu, pasigamintu bdu, aprasytu Il.A. Plokstelé laikoma
kontakte su tirpalu 1000 s. tBLM spontaniSkai padengia pavirsiy, su uZpildymo laipsniu
geresniu nei 99 %. tBLM susiformavimg galima stebéti realiu laiku, panaudojant
pavirSiaus plazmony rezonanso spektroskopijg (2r. 6 pav.).

8. MLV tirpalas pakeiCiamas grynu, norimo pH buferiu, pavyzdziui pH 7,0,
kuriame iStirpinta NaHPO4 ir NaH2POs (bendra fosfaty koncentracija 10 mM) ir 100
mM NaCl.

9. Paruodta tBLM naudojama tyrimams i§ karto, arba ji gali bati saugoma
kambario temperatiroje 72 val.

lll. B pavyzdys

1. Plokstelé, padengta molekuliniu inkaru, pagal gamybos pavyzdj |.A arba |.B
jmerkiama ar kitaip sulieGiama su MLV tirpalu, pasigamintu bddu, aprasytu |1.B.
Plokstelé laikoma kontakte su tirpalu 3600 s. tBLM spontani$kai padengia pavirsiy, su
uzpildymo laipsniu, geresniu nei 99 % ir likutiniu defekty tankiu, mazZesniu nei 0,5 pmr
2

2. tBLM formavimasi ir defekty tankio mazZéjimg galima stebéti realiu laiku,.
panaudojant pavirSiaus elektrocheminio impedanso spektroskopijg (Zr. Zemiau).

3. Praéjus 3600 s MLV tirpalas pakeitiamas grynu, norimo pH buferiu, pavyzdziui
pH 7,0, kuriame istirpinta NaHPO4 ir NaH2PO4 (bendra fosfaty koncentracija 10 mM)
ir 100 mM NacCl.

4. Paruosta tBLM naudojama tyrimams i§ karto, arba ji gali bati saugoma
kambario temperatdroje 72 val.
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IV. Lipidiniy sluoksniy formavimosi stebéjimas

IV.1 tBLM formavimosi stebéjimas realiu laiku pavirSiaus plazmony rezonanso
spektroskopijos metodu

Eksperimentas atliekamas, pasiruoSiant tBLM pavyzdj, naudojant molekulinj
inkarg pagal metodg |.B. Daugiasluoksniy liposomy tirpalas pasiruoSiamas pagal
metodg II.A. Plokstelé, pasiruoSta pagal metoda |.A jstatoma j pavirSiaus plazmony
rezonanso (PPR) spektrometro Autolab Twingle laikiklj. Ant plokstelés pavirSiaus
uzdedamas mazdaug 30 ml daugiasluoksniy liposomy, pasiruosty pagal metoda Il.A,
tirpalas. jjungiamas pavirSiaus plazmony rezonanso spektrometras ir registruojama
rezonansinés kreivés minimumo padéties kitimas (mililaipsniais, m°). Minimumo
padétis gali bati susieta su prisijungusio fosfolipido, Siuo atveju dioleoilo fosfocholino)
kiekiu, taigi, galima jvertinti membranos susiformavimo pilnuma. Reprezentatyvi tBLM

formavimosi kreivé pateikta 6 pav.

Bandymo metu, stebime, jog PPR minimumo padétis staigiai, per mazdaug 1000
s pasiekia reikSme, didesne nei 400 m°. Véliau, kreivé kinta neZymiai, kas atspindi
pavirSiaus jsisotinimg fosfolipidine medziaga, perne$ama i$ daugiasluoksniy liposomy.
Praplovimas, kuris atitinka “laiptelj” jvykdytas praéjus 1800 s nuo sgveikos su
daugiasluoksnémis liposomomis pradzZios, nustato galutine PPR minimumo reiksme
410 m°. Masy atliktos kalibracijos duomenimis, 1 m° PPR signalo poky¢io atitinka 0,62
ng/cm? lipidinés medzZiagos prijungimg. Tokiu bididu, bendras fosfolipido kiekis
prijungtas Siame pavyzdyje prie pavirsiaus lygus 410x0,62=254,2 ng/cm2. Sis kiekis
lipido, atsiZvelgus j tai, jog moliné dioleoilo masé yra 786,11 g/mol, atitinka 3,23-10-1°
moliy/lcm?, arba 1,95-10' molekuliy/cm2. Zinoma, kad 1 dioleoilo fosfocholino
molekulé uZima planarinéje fosfolipidinéje membranoje 72,5 A2 pavirsiaus ploto. I8
PPR duomeny radus bendrg molekuliy skai¢iy, pernestg i§ liposomy | pavirsiy,
randame, jog pernestas dioleoilo fosfocholinas uzima 1,41 cm? pavir$iaus, kas atitinka
pilng dvisluoksnj, jeigu atsizvelgsime | tai, jog inkarinio junginio dioleoilo grandinés
uzima 0,60 cm? pavir$iaus ploto. Taigi bendras pernesto i§ daugiastuoksniy liposomy
dioleoilo fosfocholino kiekis atitinka geresnj nei 99 % pavirSiaus padengima
fosfolipidiniu dvisluoksniu.

IV.2 tBLM formavimosi stebéjimas realiu laiku elektrocheminio impedanso
spektroskopijos (EIS) metodu
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Sis metodas registruoja elektriniy savybiy kitimg tBLM formavimosi proceso
metu. tBLM formavimosi metu i§ liposomy ant inkaru padengto pavirSiaus yra
perneSamas fosfolipidas, turintis hidrofobinj molekulinj fragmenta, kuris, susidarant
dvisluoksniui, tampa dielektriko sluoksniu. Pépildomo dieletriko sluoksnio ant
pavirSiaus susidaryma lydi pavirSiaus elektrinés talpos sumaZéjimas. Si procesa
galima stebéti EIS metodo pagalba.

Eksperimentui pasiruostas pavyzdys, pagal metodg I.A. Taip pat pasiruostas
daugiasluoksniy liposomy tirpalas pagal metodg I.B. Pavyzdys (plokstelé) jstatyta |
EIS spektroskopijos periferinj jrenginj, apradytg [Budvytyte, M. Mickevicius, D. J.
Vanderah, F. Heinrich, and G. Valincius, Modification of Tethered Bilayers by
Phospholipid Exchange with Vesicles. Langmuir. 29, (13), 43204327, (2013]. 1S
pradziy uzregistruotas inkariniu junginiy padengto pavirSiaus EIS spektras, kuris Cole-
Cole- (kompleksinés talpos) diagramos pavidalu pateiktas 7 pav., juoda kreivé. Kreivé,
kaip ir bldinga dielektriniy savybiy pavirS§iams, pasizymi pusiau apskritimo forma.
DesSinysis pusapskritimio lankas, Siose diagramose, atitinkantis Zzemy EIS spektry
dazniy sritj, rodo apytiksle pavirSiaus elektrinés talpos reikSme, kuri Siuo atveju lygi 8,8
pF/cm?.

Jleidus j sistemg vezikuliy tirpalg, pradedamas tBLM formavimosi procesas pagal
metodg, aprasytg I1l.B. Po 3600 s uZradytas antras spektras (7 pav., raudona kreiveé),
kuris rodo, jog pusapskritimio pavidalo kreivés segmentas sumazéjo iki mazdaug 0,70-
0,80 puF/cm?. Sis sumaZéjimas sutampa su laukiamu elektrinés talpos sumaZéjimo
efektu, kurj galima jvertinti, pasitelkus plok$¢io kondensatoriaus formule:

_
“Ta )
Si lygtis, jg pertvarkius leidZia apskaiciuoti susidaranéio fosfolipidinio darinio stori:
)
S cT (2

kur & yra santykiné dielektrinio sluoksnio skvarba, e yra vakumo dielektriné
konstanta, lygi 8,85-10 pF/cm, o d- yra dielektrinio sluoksnio storis. Santykiné
dielektriné dioleoilo sluoksnio skvarba yra 2,9 [D. J. McGillivray, G. Valincius, F.
Heinrich, J. W.F. Robertson, D. J. Vanderah, W. Febo-Ayala, |. Ignatjev, M. Lésche, J.
J. Kasianowicz. Structure of Functional Staphylococcus aureus a-Hemolysin Channels
in Tethered Bilayer Lipid Membranes. Biophys. J, 96 (4) 1547 — 1553, (2009)]. Kadangi

§iam pavyzdyje buvo naudojamas 40 % cholesterolio ir 60 % dioleoilo, dilektrinés
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konstantos reik§meé yra 2,3 [R. Budvytyte, G. Valincius, G. Niaura, V. Voiciuk, M.
Mickevicius, H. Chapman, H.Z. Goh, P. Shekhar, F. Heinrich, S. Shenoy, M. Losche,
D.J. Vanderah, Langmuir, 29 (2013) 8645-8656. R. Budvytyte, M. Mickevicius, D. J.
Vanderah, F. Heinrich, and G. Valincius, Modification of Tethered Bilayers by
Phospholipid Exchange with Vesicles. Langmuir. 29, (13), 43204327, (2013)]. |state
Sias konstantas, bei eksperimentine talpos reik§me C=0,70 uF/cm? (2 pav., 2 kreivé)
i (2) lygtj, susidariusio dvisluoksnio hidrofobinés dalies storj 2,9 nm. Si reik§mé gerai
sutampa su neutrony reflektometrijos metodu nustatyta dioleoilo sluoksnio storiu 3,0
nm. Tai jrodo, kad metodu Ill.B gaunamas fosfolipidinis, miSrios sudéties (dioleoilo
fosfocholino ir cholesterolio) dvisluoksnis.

Liekamyjy defekty tBLM membranoje tankiui jvertinti EIS duomenis tikslinga
atvaizduoti kitokiose koordinatése. 8 pav. Bode diagramos pavidalu pateikti tie patys,
kaip ir 7 pav. EIS duomenys.

Matome, kad iki pradedant tBLM formavimg (1 kreivé, raudona) pavirSinis
kompleksinis laidis pasizymi didelémis reik§mémis. Viduriniy dazniy dalyje, stebimas
laidZio “laiptelis”, kuriam badingos 2:10- S ir didesnio laidZio reikSmeés. Fazés grafike
(8 pav, apatinis langas) i kreivé beveik neturi minimumo, jis stebimas vidutiniy dazniy
srityje (apie 500-600 Hz) ir daznai bdna susiliejes su Zeméjancia auks$ty dazniy (>1000
Hz) spektro dalies kreive.

Suformavus pagal metoda 11.B tBLM, Bode kreivés transformuojasi. Admitanso
kreivé (8 pav., virSutinis langas, 2 kreivé) sumazéja. PloksCiosios dalies laiptelis
pasislenka j Zemy daZniy puse ir sumazéja beveik 1000 karty iki mazdaug 2-10° S
verdiy lygio.

Suformavus tBLM pagal 111.B blda, fazés kreivéje (7 pav., apatinis langas, 2
kreive) susiformuoja aiSkiai iSreikStas minimumas, kurio padétj lemia likutinis defekty
tankis [Valincius G., MeSkauskas T., Ivanauskas F., Langmuir. 2012 Jan 10;28(1):977-
90.]. Pasinaudojus matematiniu EIS spektry intepretacijos algoritmu [Valincius G.,
Meskauskas T., lvanauskas F., Langmuir. 2012 Jan 10;28(1):977-90.], randame, kad
likutinis pateikiamame pavyzdyje defekty tankis, esant prielaidai, jog natdraliy defekty
spindulys 1 nm, yra <0,32 pym2. I§ &ia gauname, kad pavir§iaus dalis, kurig uZima
likutiniai defektai yra ne didesné nei 2.5-107.



15
LT 6424 B

ISradimo apibréztis

1. PavirSiuje imobilizuoty fosfolipidiniy bisluoksniy membrany (tBLM) gavimo
blidas, apimantis pavirSinio inkaro sluoksnio suformavima, lipidiniy liposomy
paruosima ir lipidiniy liposomy suliejimg su inkaro pavirSiumi, besiskiriantis
tuo, kad minétam suliejimui naudojamos paruoStos daugiasluoksnés lipidinés

liposomos.

2. Biadas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad minétos daugiasluoksnes
lipidinés liposomos gaunamos tirpinant fosfolipidg organiniame tirpiklyje, atskyrus 1 mi
gauto tirpalo, i$ jo azoto dujy pagalba iSgarinamas organinis tirpiklis, o likutis uzpilamas
atitinkamu buferiniu tirpalu ir, 1étai maiSant, gaunamas daugiasluoksniy lipidiniy
liposomy tirpalas buferyje, kuris i§ karto gali bati naudojamas suliejimui su inkaro
pavirsiumi.

3. Bldas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad minétas organinis tirpiklis
yra chloroformas, arba chloroformo miSinys su kitu organiniu tirpikliu, pavyzdziui,
etanoliu, propanoliu, izopropanoliu, butanoliu, pentanoliu, 2-etilpropanoliu, arba
heksanas, arba pentanas, arba heptanas, arba oktanas, arba nonanas, arba
skvalenas.

4. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad savitvarkio inkarinio
monosluoksnio suformavimui naudojamas inkarinis junginys 20-(tetradeciloksi)-
3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatriakontan-1-tiolas arba [(Z 20-(Z-oktadeka-9-
eniloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetrakont-31-en-1-tiolas, (C1s = oleoil)] arba 3iy
junginiy disulfidai, sumai8ant inkarg su pavir$iniu skiedikliu 1-merkaptoetanoliu arba jo
disulfidu santykiu nuo 1:9 iki 9:1.

5. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas pavirSius yra
stiklo plokstelé, padengta titano pasluoksniu, uztikrinan&iu sukibimg su stiklo plokstele
ir aukso sluoksniu.
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6. Paviriuje imobilizuota fosfolipiding bisluoksné membrana (tBLM), gauta bldu

pagal 1 punkta.

7. Membranos pagal 6 punktg panaudojimas biojutiklio gamyboje.
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