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ISRADIMO SRITIS

ISradimas yra susijes su pavirSiuje prikabintomis lipidinémis membranomis,
konkreciai, su regeneruojamo fosfolipidinio biojutiklio konstravimu ant elektrai laidziy ir

nelaidziy oksidiniy pavirsiy.

TECHNIKOS LYGIS

Lastelé yra maziausias gyvybés struktarinis vienetas. Jg supa plazminé
membrana, kuri apsaugo ir atskiria lgstelés vidy nuo iSorés. Viena svarbiausiy
sudedamuyjy daliy yra fosfolipidai. Tai yra amfifilinés medZiagos, kurios turi dvi
hidrofobines anglies grandines (uodegos) ir hidrofiline fosfato grupe (galva).
Fosfolipidai suformuoja dviejy sluoksniy struktirg, kur hidrofilinés galvos yra
nukreiptos j iSore, o hidrofobinés uodegos nukreiptos j bisluoksnio vidy. Tam, kad vykty
medziagy transportas iS Igstelés vidy | iSore ir vykdyty kitas gyvybiSkai svarbias
funkcijas, tokias kaip kvépavimas, membranoje taip pat yra jsiterpe jvairiy tipy
baltymai. Batent dél Sios membranos savybés - gebéti jterpti baltymus, buvo sukurti
lipidiniy membrany modeliai. Jie pasizymi paprastesne sudétimi, kurig galima
kontroliuoti. Membrany modeliai yra pritaikomi, kaip eksperimentiné platforma baltymy
ir membrany sgveikos tyrimams, tarp jy: integraliniy baltymy (poras formuojantys
toksinai, jony kanalai) ir periferiniy baltymy (fermentai, elektrony perneséjai) funkcijai
jvertinti. Elektrocheminiai metodai, kartu su mikroskopiniais ir spektriniais metodais yra
labai efektyvis membraniniy procesy tyrimuose, taCiau norint tokius metodus taikyti,
membrany modeliai turéty bati formuojami ant kiety elektrai laidziy pavirSiy
(Ragaliauskas T. et al., 2017).

Vienas patogiausiy membranos ant kieto pavirSiaus formavimo metody yra
vezikuliy liejimas. Vezikulés yra sferinés struktiros liposomos, sudarytos is fosfolipidy
bisluoksnio. UZliejus vezikuliy tirpalg tiesiai ant tiriamojo pavirSiaus, vyksta savaiminé
lipidy savitvarka, kai fosfolipidai i§ sferinés formos pereina ant kieto pavirSiaus,
suformuojant bisluoksne plokscig struktirg. Kadangi membranos formavimo metodas
yra pagrjstas savitvarka, jis nereikalauja jokios brangios jrangos, todél tai yra pigus ir
prieinamas metodas. Sis membranos formavimo metodas yra patogus ir tuo, kad

galima lengvai kontroliuoti bisluoksnio sudétj, kei€iant lipidy sudétj vezikulése.

Vienas paprascCiausiy membrany modeliy yra ploksc€ioji lipidiné membrana. Ji



LT 6992 B

yra sudaryta i$ dviejy fosfolipidy sluoksniy, taciau, kitaip nei Igstelé, kuri yra sferinés
formos, Sis bisluoksnis yra jmobilizuotas horizontalioje plokstumoje (Castellana E.T. et
al., 2006). PloksCioji lipidiné membrana pasiZzymi tuo, kad turi labai plong vandens
sluoksnj tarp membranos ir kieto pavirsiaus. Sis vandens sluoksnis ,imituoja“ Igstelés
vidy. Turint tokia modeline sistemg, baltymai gali bati jterpiami ir atliekami jvairGs
tyrimai, siekiant iSsiaiSkinti membranos pralaidumag, defektiSkumg ir kitas savybes.
Nors Sis membranos modelis pasizymi vidutiniSku stabilumu, taiau membranoje
esantys jvairis defektai bei jy gausa neleidzia pritaikyti elektrocheminiy matavimy
metody plokS¢&iyjy membrany integralumui jvertinti bei panaudoti tokias membranas
elektrocheminiams biojutikliams bakteriniy toksiny bei kity membrany integralumg
pazeidziancCiais agenty aktyvumui iSmatuoti. Hibridinés membranos (Plant A.L. 1999)
pasizymi nepalyginamai mazesniu defekty kiekiu. Jose pirmg sluoksnj prie pavirSiaus
sudaro savitvarkis monosluoksnis (SAM), o antrg sluoksnj — fosfolipidai. SAM susideda
iS5 anglies atomy grandine turin€iy molekuliy su vadinama aktyvia funkcine grupe
(galva) vienoje puséje, kurig dazniausiai sudaro tiolio arba trialkoksisilano funkciné
grupé. SAM prie pavirSiaus prikimba funkcinei grupei su pavirSiumi suformuojant
stiprius kovalentinius rySius. Aktyvios SAM funkcinés grupés parinkimas priklauso nuo
to, koks substratas bus naudojamas SAM formavimui. Jeigu naudojamas auksinis
pavirSius — tai parenkamas SAM turintis tiolio grupe, o jeigu metalo oksidinis pavirSius
— tai naudojamas SAM su trialkoksisilano grupe. Vienas pagrindiniy hibridiniy
membrany pranasumy yra tai, kad jos pasizymi labai dideliu stabilumu (palyginus su
plokS&iosiomis lipidinémis membranomis) ir mazu nedideliy defekty kiekiu. Dél to
galima taikyti jvairius, taip pat ir elektrocheminius tyrimy metodus atliekant dinaminius
eksperimentus. Taciau hibridiné membrana turi ir trikumag, - joje néra plono vandens
pasluoksnio tarp membranos ir kieto pavirSiaus, kuris leisty | jg jterpti integralinius
baltymus ir panaudoti tokius dvisluoksnius biojutikliams, matuojantiems bakteriniy
toksiny, jsiterpianciy | membranas aktyvumg. Todél buvo sukurtas kitas membrany
modelis — tai pavirSiuje prikabintos membranos (Junghans A. et al., 2010; McGillivray
D.J. et al,, 2007). PavirSiuje prikabinty membrany struktira yra ypatinga tuo, kad jas
sudaro savitvarkis monosluoksnis i$ lipidy strukttirg primenanciy ,inkariniy“ junginiy.
Sie inkarai taip pat turi aktyvig funkcine grupe, kuri suformuoja tvirtus rys$ius su
pagrindu, kaip ir jprastame SAM, taliau toliau esanti uodega susideda i$
polietilenglikolio (PEG) grandinés ir Sis junginys uzsibaigia dvejomis anglies atomy

grandinémis, kurios primena lipidy hidrofobine dalj. Suformavus tokj savitvarkj
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monosluoksnj, vezikuliy liejimo metu, dél afiniSkumo susiformuoja plonas vandens
sluoksnis savitvarkio monosluoksnio dalyje, kur yra PEG. Norint jterpti toksinus ar kitus
baltymus, reikia ,praskiesti“ inkary kiekj ant pavirSiaus, naudojant trumpagrandZius
mazos molekulinés masés SAM junginius, kurie iSoréje turéty hidrofiline grupe
(pavyzdziui, hidroksi grupe), dar vadinamus skiedikliais. Suformavus misry SAM i$ ilgy
inkariniy junginiy ir trumpy skiedikliy bei uZliejus vezikules gaunama pavirSiuje
prikabinta bisluoksné fosfolipidiné membrana, kuri turi pomembraninj vandens
rezervuarg. Tokia sistema gali bati pritaikoma integraliniy baltymy tyrimams, poras

formuojanciy toksiny detekcijai.

Membranos gali biti formuojamos ant skirtingy pavirsiy. Vienas populiariausiy
substraty yra atomiskai lygus aukso pavirSius, kuris dazniausiai blna paruostas
magnetroninio dulkinimo metodu. Toks pavirSius gali bati naudojamas su AFM, SPR
ar NR metodais. Suformuotos membranos pasizymi dideliu homogeniSkumu
(membranos formavimo metu gaunamas minimalus kiekis defekty) ir dideliu stabilumu.
Neutrony reflektometrijos metodu nustatytas vandens pomembraninio sluoksnio storis
siekia 2 nm (McGillivray D.J. et al., 2007). Todél Sios membranos yra sékmingai
pritaikomos poras formuojanciy toksiny tyrimams ir kuriami biologiniai jutikliai

bakteriniy toksiny, savaime jsiterpianciy j membranas, koncentracijos nustatymui.

Membrany modeliai ant garinto aukso pavirSiaus yra gana placiai istirta tema
ir nustatyti optimalls parametrai membrany formavimui, todél Zengiami pirmieji
zingsniai link biologiniy jutikliy komercializavimo (patentas nr. LT6424B (2017)
,PavirSiuje imobilizuoty fosfolipidiniy bisluoksniy membrany (tBLM) gavimo bddas®).
Zinant, kad auksas ir pavir$iy paruo$imo procesas (magnetroninis dulkinimas) yra
brangus, yra siekiama atrasti alternatyviy substraty, kurie baty pigesni ir lengviau
komerciSkai prieinami siekiant sukurti pigy ir lengvai paruoSiamg biologinj jutikl].
Pastebésime, kad membrany modeliai ant metaliniy substraty, tokiy kaip auksas yra
neskaidris todél tokiems modeliams sunkiai pritaikomi optiniai metodai, kuriems
bdtinas Sviesos pralaidumas. Svarbu pastebéti, jog yra duomeny (Rakovska et al.,
2015), kad inkariniai junginiai, aukso tiolatai gali nesunkiai migruoti aukso pavirSiumi,
kas lemia inkariniy junginiy sankaupy pavirSiuje susidarymo ir funkciniy membrany
savybiy blogéjima, ypaC bandant regeneruoti kontakte su vandens terpe esancias

membranas.

Viena i$ alternatyvy aukso substratams galéty bati plony pléveliy metaly
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oksidai. Pastaruoju metu vis daugiau démesio susilaukia skirtingais elementais
legiruotas alavo oksidas. Tai yra optiSkai skaidrias ir elektros srovei laidus
puslaidininkiai, todél atsiveria galimybé suformuotas sistemas pritaikyti fotovoltikoje.

Taip pat suformuoty membrany tyrimams galima pritaikyti optinius tyrimy metodus.

Norint suformuoti pavirSiuje prikabintg membrang ant metalo oksidiniy
pavirSiy, reikia naudoti savitvarkj monosluoksnj susidedant] iS trialkoksisilany.
Hidrolizés reakcijos metu, suformuojami stipris Si-O-metalas kovalentiniai rySiai
(Wasserman S.R. et al.,, 1989). Siekiant ant metalo oksidiniy pavirSiy suformuoti
membrang, kuri turéty pomembraninj vandens rezervuarg ir galéty bati pritaikyta poras
formuojanciy baltymy tyrimams, reikia atrasti tokius junginius SAM formavimui, kurie
turéty hidrofiline dalj j virSy nuo funkcinés grupés (suformuoja rySius su pavirSiumi) ir
hidrofobine uodegg. Suformavus tokj SAM, hidrofilinéje dalyje susidaryty plonas
vandens sluoksnis dél vandeniliniy rySiy, o hidrofobiné dalis vezikuliy liejimo metu

jsiterpty tarp fosfolipidy ir tapty membranos dalimi.

Taigi, apibendrinant galima baty iSskirti pagrindinius trikumus pavirSiuje

imobilizuoty membrany pritaikymui biojutikliy karime:

1. Auksiniai membrany substratai yra neskaidris, todel yra sunkiau pritaikyti
optinius tyrimy metodus. Tuo tarpu, oksidiniai substratai gali bati pagaminti optiskai

skaidris.

2. Nebloginant jy savybiy membranos ant auksiniy pavirSiy gali bati
suformuojamos tik vieng kartg, t.y. dél aukso-tiolaty labilumo ir polinkio migruoti
pavirSiuje, negalima membranos regeneracija. Todél aktualu pritaikyti oksidinius

pavirSius, tinkamus daugkartiniam membrany formavimui.

3. Naudojant tiolaty chemijg inkariniams junginiams suformuoti biosensoriaus
substraty ratas apribotas metalais, pvz., auksu, tuo tarpu silany inkariniai junginiai

leidzia iSplésti substraty sgrasg iki puslaidininkiy ir dielektriky.

4. |prastai naudojamas pavirSius — auksas, yra brangus metalas, jo paruoSimui
naudojama brangi jranga, todél siekiama pritaikyti pigesnius elektrai laidzZius ir

nelaidzius oksidinius ir oksiduotus metaly pavirSius.
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ISRADIMO ESME

Siam igradimui jgyvendinti buvo parinkti metaly ir nemetaly oksidy pavirsiai.
Plony pléveliy oksidiniy pavirSiy pritaikymas membrany formavimui turi pranasumuy,
lyginant su iki Siol membrany formavimui naudojamais aukso pléveliy pavirSiais, kuriy
minimalus storis virSija 50 nm ir dél to néra optiSkai skaidris. Kadangi plonasluoksniai
oksidai pasizymi optiniu skaidrumu, todél suformuotos fosfolipidinés membranos gali
bati tiriamos optiniais tyrimy metodais ir galimai pritaikomos fotosrovés generavimui ar

saulés elementy karime.

Dél oksidy pavirSiaus chemijos savitvarkio monosluoksnio formavimui
naudojami silany junginiai su metaly oksidy pavirSiumi sudarantys stipry Si-O-metalas
ry$j, kuris uztikrina kad susiformaves savitvarkis monosluoksnis pasiZzymeéty dideliu
stabilumu. Dél Sios priezasties silanizuoti oksidiniai pavirSiai gali buati tinkami
daugkartiniam tomis paciomis savybémis pasizyminciy fosfolipidiniy membrany
formavimui, prieSingai nei aukso pléveliy pavirSiai pasizymintys aukso tiolaty molekuliy
pavirSiniu judrumu, salygojanciu inkariniy monosluoksniy nestabilumg ir inkary

susitelkimg j pavirSinius telkinius bei membrany funkciniy savybiy degradacija.

Siame darbe SAM formavimui panaudota naujg silany sintezés procedira,
paremta klik-reakcijos chemija ir nereikalaujanti brangios jrangos. Sintezés metu
paruoSiamas ilgagrandzio ir trumpagrandzio silany misSinys iS karto gali bati
pritaikomas monosluoksnio formavimui be papildomo gryninimo. Vezikuliy liejimo metu

suformuotos fosfolipidinés membranos pasizymi stabilumu ir gali bati regeneruojamos.

Metaly ar nemetaly oksidai yra pigesni, nei jprastai fosfolipidiniy membrany
formavimui naudojami Au pavirSiai, todél atsiranda daugiau galimybiy komerciskai
pritaikyti fosfolipidinius biojutiklius toksiny ir kity biologiSkai aktyviy medziagy detekcijai

sukonstruotus ant elektrai laidziy ir nelaidziy oksidiniy pavirsiy.
Sitdlomo btdo privalumai:

1. Panaudojant silany inkarus galima sukonstruoti fosfolipidinius biojutiklius
ant nebrangiy, taip pat ir komerciSkai prieinamuy, elektrai laidZiy ir nelaidZiy oksidiniy ir

oksiduoty metaly pavirsiy.

2. Sitlomas biojutiklis gali bdti regeneruojamas ir panaudojamas kelis ar

daugiau karty.
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3. Sitlomas biojutiklis gali bati sukonstruojamas ant optiSkai skaidraus

pagrindo ir integruojamas j optinius tyrimo prietaisus/metodus.

4. Sitlomas biojutiklis gali bati sukonstruojamas ant laidziy, puslaidininkiy ir

dielektriniy savybiy turin€iy pavirsiy.

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS

1 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — Svarus FTO
stikliukas, balti apskritimai — FTO stikliukas funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM
miSiniu heptano tirpiklyje, juodi trikampiai — tBLM, sudétis — DOPC/Chol 6:4.

2 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — Svarus FTO
stikliukas, balti apskritimai — FTO stikliukas funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM
miSiniu tolueno tirpiklyje, juodi trikampiai — tBLM, sudétis — DOPC/Chol 6:4.

3 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgClI,Clsot.: juodi apskritimai — Svarus ITO
stikliukas, balti apskritimai — ITO stikliukas funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM
misSiniu heptano tirpiklyje, juodi trikampiai — tBLM, sudétis — DOPC/Chol 6:4.

4 paveikslas. Fluorescencinio mikroskopo nuotraukos, A-D — DOPC/Chol 6:4
tBLM, (kur 1% cholesterolio yra Zymétas fluorescenciniu dazu (Chol-Cy5)) ant
TOPS:ATS 1:1 SAM funkcionalizuoty mikroskopinio stiklo ploksteliy, E-F — tokia pat
membrana ant mikroskopinio stiklo ploksteliy, kurios nebuvo funkcionalizuotos SAM.
A, B ir C - membranos krastas.

5 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — Svari NP plokstelé,
balti apskritimai — NP plokstelé funkcionalizuota TOPS:ATS 1:1 SAM miSiniu heptano
tirpiklyje, juodi trikampiai — tBLM, sudétis — DOPC/Chol 6:4. A — priartinta kreivés dalis.

6 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgQCI,Clsot.: juodi apskritimai — Svari garinto
Ti/TiO2 plokstele, balti apskritimai — Ti/TiO2 plokstelé funkcionalizuota TOPS:ATS 1:1
SAM miSiniu heptano tirpiklyje, juodi trikampiai — tBLM, sudétis — DOPC/Chol 6:4. A —
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priartinta kreivés dalis.

7 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — Svari Si plokstelée,
balti apskritimai — Si plokstelé funkcionalizuota TOPS:ATS 1:1 SAM miSiniu heptano
tirpiklyje, juodi trikampiai — tBLM, sudétis — DOPC/Chol 6:4.

8 paveikslas.Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — DOPC/Chol 6:4
tBLM suformuota ant FTO, kuris buvo funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM, balti
apskritimai — praéjus 60 min po 50 nM melitino jterpimo j membrang, juodi trikampiai -

praéjus 60 min po 100 nM melitino jterpimo j membrang. A - priartinta kreives dalis

9 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — DOPC tBLM
suformuota ant FTO, kuris buvo funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM, balti
apskritimai — praéjus 60 min po 50 nM melitino jterpimo j membrang, juodi trikampiai -

praéjus 60 min po 100 nM melitino jterpimo j membrang.

10 paveikslas. DOPC:Chol 6:4 tBLM laidumo pokyc€io priklausomybé nuo

skirtingos melitino koncentracijos jterpimo ] membrang.

11 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — DOPC/Chol 6:4
tBLM suformuota ant FTO, kuris buvo funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM, balti
apskritimai — praéjus 60 min po 50 nM alfa-hemolizino jterpimo j membrang, juodi
trikampiai — praéjus 60 min po 100 nM alfa-hemolizino jterpimo | membrang. A -

priartinta kreives dalis.

12 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: juodi apskritimai — DOPC tBLM
suformuota ant FTO, kuris buvo funkcionalizuotas TOPS:ATS 1:1 SAM, balti

apskritimai — praéjus 60 min po 100 nM alfa-hemolizino jterpimo j membrana.

13 paveikslas. DOPC:Chol 6:4 tBLM laidumo pokycio priklausomybé nuo

skirtingos alfa-hemolizino koncentracijos jterpimo j membranag.

14 paveikslas. Elektrocheminio impedanso spektrai Cole — Cole koordinatése
iSmatuoti esant 0 V potencialui vs Ag/AgCI,Clsot.: balti simboliai — membranos
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suformavimas kelis kartus; juodi simboliai — membranos nuplovimas.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Atsizvelgiant | tai, kad ankstesniy fosfolipidiniy biojutikliy kdrime buvo
naudojamas aukso pavirSius, kuris néra optiSkai skaidrus, suformuoti alkiltioliy
savitvarkiai monosluoksniai ir fosfolipidinés membranos ant aukso pavirSiy néra
pakankamai stabilUs ir néra regeneruojami, taip pat jvertinus aukso savikaing, Siam
iSradimui jgyvendinti buvo parinkti metaly ir nemetaly oksidy pavirSiai. Pirmasis
privalumas Siy medzZiagy panaudojime yra tai, kad oksidai plony pléveliy forma
pasizymi aukstu regimosios $viesos ir UV spinduliuotés pralaidumu. Si savybé leidzia
pritaikyti optinius tyrimy metodus biojutikliy kdrime, ko nebuvo galima atlikti su
auksiniais pavirsiais. Optiniy tyrimy metodai prapleCia galimas tyrimy sritis ir atveria
kelig fosfolipidines membranas ant kiety pavirSiy pritaikyti fotosrove generuojanciy

sistemy kdrime.

Fosfolipidinio biojutiklio formavimui reikalingas savitvarkis monosluoksnis
pasizymintis hidrofobiSkumu ir gebantis adsorbuoti ir suardyti fosfolipidy vezikules taip,
kad susiformuoty vientisas fosfolipidy dvisluoksnis. Au pavirSiuje monosluoksnis yra
formuojamas naudojant alkiltioliy junginius, kur susidaro kovalentinés Au-S jungtys.
Nors susiformave Au-S rySiai yra stipris, ta¢iau dél pavirSiniy aukso atomy labilumo,
monosluoksnio molekulés yra judrios pavirSiuje. Esant ilgesniam kontaktui su
vandenine terpe (iki keliolikos valandy) retai, po visg pavirSiy iSsidésciusios
monosluoksnio molekulés suformuoja saleles, o tai trukdo vientiso fosfolipidinio
bisluoksnio — fosfolipidinio biojutiklio formavimui. Tuo tarpu, savitvarkio monosluoksnio
formavimui ant metalo oksidiniy pavirSiy yra naudojami trichlorosilano (arba
trialkoksisilano) funkcine grupe turintys junginiai. Dél oksidy pavirSiaus chemijos,
susiformuoja stipris Si-O-metalas kovalentiniai rySiai, dél to savitvarkiai
monosluoksniai pasiZzymi aukstu stabilumu (Wasserman S.R. et al., 1989). ligas
kontaktas su vandenine terpe ar su kitais fiziniais iSoriniais veiksniais menkai veikia
arba i$ viso neveikia monosluoksnio savybiy. Tai suteikia papildomus privalumus
oksidiniy pavirsiy panaudojime fosfolipidiniy membrany formavimui: membranos ne tik
pasizymi aukStu stabilumu ilgg laiko tarpg (keletg dieny), bet ir atsiranda galimybé

regeneruoti membranas ant to paties pavirSiaus, neblogéjant membranos savybéms.
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Taip pat atsizvelgiant | auksiniy pavirSiy paruoSimo kaing, metaly ir nemetaly
oksidiniai pavirSiai yra Zenkliai pigesni, o tai yra aktualu siekiant fosfolipidinj biojutiklj
toksiny ir kity membraniniy baltymy bei biologiSkai aktyviy medziagy detekcijai

pritaikyti komerciniam panaudojimuli.

Siame iSradime siekiant pritaikyti metaly ir nemetaly oksidus fosfolipidiniy
biojutikliy formavimui, buvo atsizvelgta j komerciSkai prieinamy trichlorosilany inkary
trdkumg. Remiantis klik-reakcijos chemija, kuri nereikalauja brangios jrangos, buvo
atlikta naujy silany sintezé. Si metodika yra pranasesné uZ jau Zinomus sintezés
metodus tuo, kad yra paruoSiamas ilgagrandzio ir trumpagrandzio silano misinys, kur
savitvarkio monosluoksnio formavimo metu trumpagrandis atskiedzia ilgy inkary kiekj
ant pavirSiaus, suformuodamas retai iSsidéscCiusj savitvarkj monosluoksnj (angl.
sparsely populated). Tai sudaro galimybe susiformuoti pavirSiuje prikabintai

membranai.
Sutartiniai zyméjimai:
EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija
CV — cikliné voltamperometrija
AFM — atominiy jégy mikroskopas
SPR — pavirSiaus plazmony rezonansas
NR — neutrony reflektometrija
SAM - savitvarkis monosluoksnis
PEG - polietilenglikolis
BMR — branduoliy magnetinis rezonansas
tBLM — pavirSiuje prikabintos fosfolipidinés bisluoksnés membranos
FTO - fluoru legiruotas alavo oksido stiklas
ITO —indzZio alavo oksidas
ATS — aliltrichlorsilanas
TOPS - trichloro(3-(oktadeciltio)propil)silanas
ODT - oktadekantiolis

DMPA - 2,2-dimetoksi-2- fenilacetofenonas
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Medziagos ir metodai:
Fluoru legiruotas alavo oksido stiklas — FTO, 300 mm x 300 mm x 2,2 mm
IndZio alavo oksidas — ITO, 150 mm x 150 mm x 0,7 mm

Nertdijantis plienas — NP, 316L lydinys pagal AISI nomenklatirg:
sudétis: Fe/Cr 18%/Ni 10%/Mo 3%, 150 mm x 150 mm x 0,5 mm

Stiklo plokstelé — 25 mm x 75 mm
Trichloro(3-(oktadeciltio)propil)silanas — TOPS
Dejonizuotas vanduo — dejon. H20)

Natrio chloridas — NaCl

Natrio dihidrofosfatas — NaH2PO4-2H20

Natrio hidroksidas — NaOH

Aliltrichlorosilanas — H2C=CHCH2SIiCls
Oktadekantiolis — CHz(CH2)17SH
2,2-dimetoksi-2-fenilacetofenonas — Ci6H1603
Heptanas — C7Hzis

Toluenas — C7Hs

Chloroformas — CHCls
1,2-dioleoil-3-fosfoglicerocholinas — DOPC
Cholesterolis — chol

Melitinas — mel, i$ bic¢iy nuody

Alfa hemolizinas — aHL, i$ Staphylococcus aureus

Cholesterolio darinys su merocianino dazu: 2-(1E,3E,5E)-5-(1-(5-
carboksipentil)-3,3-dimetilindolin-2-iliden)penta-1,3,3-trimetil-3H-indolo  bromidu -
Chol-Cy5

UV lempa — 365 nM 5W

13C ir 'H BMR spektrai uzrasyti prietaisu Bruker Ascend 400 spektrometru (400
MHz daznis *H BMR ir 100 MHz - 13C NMR), naudojant tirpiklio liku¢iy (CDCIz) signalus.
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Cheminis poslinkis pateikiamas & skaléje (ppm).

EIS matavimai atlikti potenciostatu/galvanostatu pAutolab Type Ill su
instaliuota programine jranga FRA. Matavimai buvo vykdomi standartinéje trijy
elektrody celéje, kurioje darbinis elektrodas — metalo oksidinis pavirSius (darbinis
plotas 0,32 cm?), palyginamasis — Ag/AgCl, Clsot, pagalbinis — platinos viela.
Elektrocheminiams matavimams naudojamas fosfatinis buferinis tirpalas susidéjo i 0,01 M
NaH2POa4 ir 0,1 M NaCl, naudojantis NaOH pH koreguojamas iki 7,1 vertés.

Fluorescenciné mikroskopija buvo atlikta naudojantis Olympus BX61WI
fluorescenciniu mikroskopu, j vandenj jmerkiamu objektyvu UMPlanFN-W (10X/0.30
NA) ir Qimaging EXi Aqua kamera. Hg lempa ir Olympus U-MWG?2 filtras buvo
naudojami nustatyti Chol-Cy5 pavirSinj pasiskirstymg. Stiklo plokstelés buvo
pritvirtintos ant Petri IékSteliy dugno ir, prie$ nuotrauky registravimg, vezikuliy tirpalas

buvo pilnai iSplaunamas i$ sistemos su Svariu PBS pH 7,1.

ISRADIMO REALIZAVIMO PAVYZDZIAI
1 pavyzdys

1. TOPS junginio sintezé atliekama klik-reakcijos mechanizmu (Tucker-
Schwartz A. K. etal., 2011). ATS ir ODT yra sumaiSomi moliniu santykiu 2:1 skaidriame
mégintuvélyje. Jdedama 2 mol% DMPA iniciatoriaus ir maiSoma ant magnetinés
maisyklés kol gaunamas homogeninis miginys. Sis midinys yra ap$vitinamas 365 nm
bangos ilgio 5 W galingumo UV lempa 24 val. Po Sios sintezés proceduros turime
paruostg naudoti silanizavimo miSinj (TOPS:ATS 1:1) SAM formavimui. TOPS:ATS 1:1
miSinys laikomas suvyniotas | aliuminio folijg, kad baty iSvengta tiesioginiy saulés

spinduliy, kuriy poveikis galimai mazina susintetinto misinio cheminj aktyvuma.

2. Pries membranos formavimg, FTO dengta stiklo plokStelé buvo
supjaustoma j 25 mm x 10 mm dydZzio elektrodus ir atliekama plovimo procedura.
Ultragarsinéje voneléje plaunama 2 skirtingose terpése po 10 min: (i) 2% ,Micro 90*
tirpale; (ii) dejonizuotame vandenyje. Toliau, FTO plokstelé 1 val. yra inkubuojama
konc. H2SO4, po to skalaujama dejon. H20 ir laikoma 2-propanolyje ultragarso voneléje
10 min. Paskutiniame Zingsnyje, FTO yra laikomas dejon. H20 apytikriai 18-20 val.

(per naktj) ir iSdziovinamas N2 dujy sraute.
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3. Paruostas méginys toliau naudojamas SAM formavimo — silanizavimo
proceddroje. 20 ml heptano (ar kito sotaus alkano) nedideléje stiklinéje kaitinama iki
60°C ir jpilama 30 pl susintetinto TOPS:ATS miSinio. Tada elektrodas jstatomas
vertikalioje padétyje j maiSoma silanizavimo tirpalg 1 val. 60°C temperaturoje. Po to
meginys nuplaunamas Svariu heptanu, iSdziovinamas N2 dujy sraute ir iSkaitinamas

100°C temperatuaroje 1 valanda.

4. tBLM formavimas atliekamas naudojant vezikuliy liejimo metodg (1 pav.)
(patentas nr. LT6424B (2017)). ParuoSiami lipidy 10 mM tirpalai chloroforme, kurie
laikomi -20°C temperatiroje. | kitg indg paimamas toks kiekis tirpalo, kad baty
paruoSiama 1 mM koncentracijos norimo tario tirpalas. Chloroformas yra iSgarinamas
azoto dujy srove (puciama apie 30 min), kol ant indo dugno lieka baltos spalvos lipidiné
plévelé. Ji uzpilama buferiniu tirpalu, kurio pH — 4,4, o sudétis yra 0,1 M NaH2POa ir
0,01 M NaCl. | tirpalg yra merkiama automatiné pipeté, ir kartojami jtraukimo ir
iSstimimo ciklai, kol lipidiné plévelé atSoka nuo sieneliy, ji soliubilizuojasi ir susidaro

homogeninis tirpalas.
2 pavyzdys
Atliekama taip pat kaip aprasyta 1 pavyzdyje, tik 3 punkte silanizavimas

atliekamas aromatiniame tirpiklyje (pvz., toluene) (2 pav.), taiau galima naudoti ir

benzena.
3 pavyzdys
Atliekama taip pat kaip apraSyta 1 pavyzdyje, tik 2 punkte naudojamas:

(i) ITO stiklas (3 pav.), taCiau galima naudoti ir kitais oksidais dengtg stiklo
plokstele: kadmio alavo oksidg (CdSnOa), cinko oksidg (ZnO), aliuminiu legiruoto cinko
oksidg (Al:ZnO), stibio alavo oksidg (SnO2/Sbh20s), indzZio stibio oksidg (InSbO), galio
cinko oksidg (GaZnO), indzio cinko oksidg (InZnO), stibio indZio alavo oksidg
(InSbSn0), indZio galio cinko oksidg (InGaZnO), bismuto selenitg (Bi2SeOs), itrio bario
kupratg, metaly oksidy perovskitus;

(ii) stiklo plokstelé (4 pav.), taCiau galima ir naudoti ir spalvotg stiklg, kvarca,
safyrg, Zérutj;
(iii) neradijantis plienas (5 pav.), taCiau galima naudoti ir aliuminj, titang, varj,

nikelj, nikelio-titano lydinius, kobaltg ir kobalto lydinius;
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(iv) garinto Ti/TiO2 plokstelé (6 pav.), taCiau galima naudoti ir garinto Zn/ZnO,
Zr/ZrOz2, Cr/CrxOy ploksteles;

(v) Si/SiO2 plokstelé (7 pav.), taciau galima ir naudoti ir Ge/GeOx.
4 pavyzdys

Atliekama, kaip aprasyta 1 pavyzdyje, tik stebima DOPC/Chol 6:4 ir DOPC
membranos pazaida su skirtingy koncentracijy baltymais - poras formuojanciais
toksinais: (i) melitinu (8 ir 9 pav.); (i) alfa-hemolizinu (11 ir 12 pav.), sudaromos
fosfolipidinio biojutiklio kalibracinés kreivés — membranos laidumo pokycio

priklausomybés nuo toksino koncentracijos (10 ir 13 pav.)
5 pavyzdys

Atliekama, kaip aprasSyta 1 pavyzdyje, tik stebimas fosfolipidinio bisluoksnio

pasalinimas ir pakartotinis suformavimas ant to paties pavirSiaus keletg karty (14 pav.).

Pateikti pavyzdziai parodo, kad pasitelkiant klik-reakcijos cheminj procesg
galima susintetinti naudojimui tinkamg silany misinj, j kurj jmerkus metalo oksidini
pavirSiy, pavyzdziui stiklo plokstele padengtg FTO sluoksniu, arba ITO sluoksniu, arba
gryno stiklo, spalvoto stiklo, kvarco, safyro plokstele, Zérutj, arba nertdijantj plienag,
aliuminj, titang, varj, nikelj, nikelio-titano lydinj, kobalto ir kobalto lydinj, arba garinto
Ti/TiO2 plokstele, arba Si/SiO2 plokstele, arba kitg metalo ar puslaidininkio gaminj
padengtg oksidu, pvz., kadmio alavo oksidg (CdSnQa), cinko oksidg (ZnO), aliuminiu
legiruotg cinko oksidg (Al:ZnO), stibio alavo oksidg (SnO2/Sh20s), indzio stibio oksidg
(InSbO), galio cinko oksidg (GaZnO), indzio cinko oksidg (InZnO), stibio indzio alavo
oksidg (InSbSn0O), indzio galio cinko oksidg (InGaZnO), bismuto selenitg (Bi2SeOs),
itrio bario kuprata, perovskitg, gaunamas inkarinis monosluoksnis, tinkamas pavirSiuje
imobilizuoty membrany, tBLM, prikabinimui daugiasluoksniy vezikuliy liejimo metodu,
apraSytu patente Nr. LT6424B (2017). tBLM sudétis gali bati lengvai varijuojama
priklausomai nuo su membrana sgveikaujancio ir jsiterpian€io j membrang poras
formuojancio baltymo-toksino, taip pat gaunami tBLM gali bati lengvai regeneruojami
toksiny koncentracijos nustatymui, naudojant kalibracine kreive, pvz., membranos

laidumo pokycio priklausomybé nuo toksino koncentracijos.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Membraninis biojutiklis, besiskiriantis tuo, kad jis apima silano
junginius, kurie formuoja silano-organiniy molekuliy inkarinj savitvarkj monosluoksnj,

kuris suformuoja vientisg fosfolipidy dvisluoksnj.

2. Biojutiklis pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad savitvarkio
monosluoksnio formavimui naudojami organiniai tirpikliai tokie kaip alkanai ir (arba) jy
miSiniai, jskaitant heptang, aromatiniai angliavandeniliai ir (arba) jy miSiniai, jskaitant

tolueng ir benzena.

3. Biojutiklis pagal 1-2 punktus, besiskiriantis tuo, kad membranos
formavimui naudojami pavirSiai parinkti i§ FTO, ITO, kadmio alavo oksido (CdSnOQa),
cinko oksido (ZnO), aliuminiu legiruoto cinko oksido (Al:ZnO), stibio alavo oksido
(Sn0O2/Sh205), indZio stibio oksido (InSbO), galio cinko oksido (GaZnO), indZio cinko
oksido (InZnO), stibio indzio alavo oksido (InSbSnO), indzio galio cinko oksido

(InGaznO), bismuto selenito (Bi2SeOs), itrio bario kupraty ir metaly oksidy perovskity.

4. Biojutiklis pagal 1-2 punktus, besiskiriantis tuo, kad membranos

formavimui naudojami pavirSiai parinkti i$ stiklo, spalvoto stiklo, kvarco, safyro, Zérucio.

5. Biojutiklis pagal 1-2 punktus, besiskiriantis tuo, kad membranos
formavimui naudojami pavirSiai parinkti i$ nertdijancio plieno, aliuminio, titano, vario,

nikelio, nikelio-titano lydiniy, kobalto ir kobalto lydiniy.

6. Biojutiklis pagal 1-2 punktus, besiskiriantis tuo, kad membranos
formavimui naudojami plony aktyviy metaly pléveliy pavirSiai, gaunami magnetroninio
ar terminio garinimo badu, ore suformuojantys nataraly ar dirbtiniu bGdu gautg oksidinj
sluoksnj parinkti i§ Ti/TiO2, Zn/ZnO, Zr/ZrO2 ir Cr/CrxOy.
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7. Biojutiklis pagal 1-2 punktus, besiskiriantis tuo, kad membranos
formavimui naudojami puslaidininkiy pavirSiai, turintys oksidinj sluoksnj, yra parinkti i$
Si/SiOz ir Ge/GeOs2.

8. Biojutiklis pagal 1-7 punktus, besiskiriantis tuo, kad suformuotas
jautrus fosfolipidinis sluoksnis gali bati pasalintas ir i$ naujo suformuotas vieng ar kelis

kartus ant to paties pavirSiaus.

9. Biojutiklio pagal 1-8 punktus panaudojimas membranas pazeidzianciy
baltymy agentui identifikuoti.
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