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Santrauka

Per pastaruosius metus atlikti jvairlis tyrimai praplét¢ miisy Zinias apie neurodegeneraciniy ligy
patogenezés molekulinius mechanizmus ir atskleidé mikroglijos lasteliy svarba $iy ligy vystymosi
procese. Daugéja duomeny, rodanciy, jog mikroglijos metabolizmo pokyciai, jvykstantys reaguojant
] patologinius veiksnius, yra svarbiis reguliuojant imuninj ir uzdegiminj atsakg smegenyse. Vis délto,
su Parkinsono liga siejamy amiloidiniy baltymy agregaty ir endotoksino lipopolisacharido
neurotoksiSkumo mechanizmai lieka iki galo neatskleisti. Néra zinoma, kokius tiksliai medziagy
apykaitos pokycius mikroglijos lastelése sukelia Sie veiksniai ir kaip tai prisideda prie Siy lasteliy
funkcijy reguliavimo bei prouzdegiminio fenotipo atsiradimo neurodegeneraciniy procesy metu.

Sio baigiamojo projekto tikslas — istirti amiloidiniy baltymy a-sinukleino ir SI00A9 vaidmenj
mikroglijos lasteliy energetiniam metabolizmui bei palyginti jj su bakterinio endotoksino poveikiu.
Tikslui pasiekti buvo iskelti Sie uzdaviniai: 1) jvertinti nepermeabilizuoty BV-2 lgsteliy kvépavima,
veikiant a-sinukleinui, SIO0A9 ir bakteriniam endotoksinui; 2) jvertinti permeabilizuoty BV-2
lasteliy kvépavimg, veikiant a-sinukleinui, S100A9 ir bakteriniam endotoksinui; 3) jvertinti
glikolitinj aktyvuma, veikiant a-sinukleinui, SIO0A9 ir bakteriniam endotoksinui; 4) nustatyti jvairiy
prouzdegiminiy veiksniy susidaryma, veikiant a-sinukleinui, SI00A9 bei bakteriniam endotoksinui.
Tyrimo objektas — imortalizuotos peliy BV-2 mikroglijos Igstelés.

BV-2 lastelés buvo paveikiamos 100 nM ir 500 nM a-sinukleino ir SI00A9 oligomerais bei 100
ng/ml, 500 ng/ml ir 1 pg/ml lipopolisacharidu 24 val. Mikroglijos energetinio metabolizmo pokyc¢iai
vertinti, matuojant kvépavimo greicius ir glikolitinj aktyvumg didelés raiskos respirometrijos metodu,
naudojant oksigrafing sistemg Oroboros O2k ir O2k-pH ISE-Module. UZlgstelinio azoto monoksido
susidarymas vertintas spektrofotometriSkai, naudojant Griess reagenty rinkinj. Kiekybiné
prouzdegiminio citokino TNF-a susidarymo lasteliy auginimo terpéje analiz¢ atlikta ELISA metodu.
Aktyviy deguonies junginiy susidarymas vertintas pagal uzlastelinio H2O2 susidarymg terpéje
fluorimetriniu metodu. Statistiné duomeny analizé atlikta su SigmaPlot 14.0 programa.

Nustatéme, kad a-sinukleinas, SI00AQ9 ir lipopolisacharidas neturi poveikio nepermeabilizuoty BV-
2 lasteliy bazaliniam kvépavimo grei¢iui ir nekeicia permeabilizuoty Igsteliy laidumo biisenos po 24
val. inkubacijos su lgstelémis. Taciau 24 val. BV-2 lIgsteliy inkubacija su 100 nM ir 500 nM a-
sinukleinu nuslopina oksidacinj fosforilinimg, oksiduojant 1-0jo kvépavimo grandinés komplekso
substratus piruvatg ir malatg. Mes pirmg kartg parodéme, kad 100 nM ir 500 nM S100A9 slopina
mikroglijos Iasteliy vykdoma oksidacinj fosforilinimg, oksiduojant 1-ojo komplekso substratus
piruvata ir malata bei I1-ojo komplekso substratg sukcinatg po 24 val. inkubacijos su BV-2 Igstelémis.



Be to, S100A9 sumazina bendra mitochondrijy kvépavimo grandinés kompleksy efektyvuma,
atskyrus oksidacijg nuo fosforilinimo. Panasus poveikis buvo stebimas BV-2 Igsteles paveikus 500
ng/ml lipopolisacharidu, taciau 24 val. inkubacija su 100 ng/ml ir 1 ug/ml lipopolisacharidu
reikSmingos jtakos mikroglijos lasteliy kvépavimui jvairiose metabolinése biisenose netur¢jo. Mes
taip pat nustatéme, jog mikroglijos glikolizés procesas gerokai suintensyvéja po 24 val. inkubacijos
su 500 nM a-sinukleinu, 500 nM S100A9 bei 500 ng/ml ir 1 pg/ml koncentracijy lipopolisacharidu.
Taciau 100 nM a-sinukleino ir 100 nM S100A9 oligomerai bei 100 ng/ml lipopolisacharido
nepaveikia BV-2 lasteliy glikolitinio aktyvumo po 24 val. inkubacijos. Be to, i§ visy tiriamy medziagy
tik 500 nM a-sinukleinas padidino maksimaly BV-2 lgsteliy glikolitinj aktyvuma. Nustatéme, kad
BV-2 lgsteliy inkubacija su 500 nM S100A9 ir 1 ug/ml lipopolisacharido gerokai padidino TNF-a
sekrecijg ir $io citokino koncentracijg lgsteliy auginimo terpéje, taéiau 500 nM a-sinukleinas tokio
poveikio po 24 val. inkubacijos su BV-2 lgstelémis nesukélé. Be to, gauti duomenys parodé, jog 24
val. inkubacija su 500 ng/ml ir 1 pg/ml koncentracijy lipopolisacharidu smarkiai padidina uzlastelinio
H>0> susidaryma, taciau a-sinukleinas, S100A9 ir 100 ng/ml lipopolisacharido neturi jtakos §io
aktyvaus deguonies junginio koncentracijai lasteliy auginimo terpéje. Taip pat 24 val. inkubacija su
a-sinukleinu, S100A9 ir lipopolisacharidu poveikio uzlgstelinio NO susidarymui neturéjo.

Apibendrinant, mtisy duomenys rodo, jog a-sinukleino ir SLO0A9 oligomerai bei lipopolisacharidas
galimai prisideda prie neurodegeneraciniy procesy, sukeldami mikroglijos Igsteliy energetinio
metabolizmo poky¢ius ir savita uzdegiminj atsakg, priklausomai nuo patologinio veiksnio ir jo
koncentracijos.
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Summary

Over the last few years, various studies have expanded our knowledge of the molecular mechanisms
underlying the pathogenesis of neurodegenerative diseases and have revealed the importance of
microglial cells in the development of these diseases. A growing body of evidence suggests that
changes in microglial metabolism in response to pathological factors are crucial in regulating immune
and inflammatory responses in the brain. Nevertheless, the mechanisms of neurotoxicity of amyloid
protein aggregates and endotoxin lipopolysaccharide linked to Parkinson's disease remain to be
elucidated. It is still unknown what kind of metabolic changes in microglial cells are induced by these
factors and how this contributes to the regulation of their functions and the development of
proinflammatory phenotype during neurodegenerative processes.

This final degree project aimed to investigate the effects of the amyloid proteins a-synuclein and
S100A9 on the microglial energy metabolism and to compare these results with the effect of bacterial
endotoxin. To achieve this aim, the following objectives have been set: 1) to assess the respiration of
intact BV-2 cells in response to a-synuclein, SI00A9 and bacterial endotoxin; 2) to assess the
respiration of permeabilized BV-2 cells in response to a-synuclein, SLO0A9 and bacterial endotoxin;
3) to assess glycolytic activity in response to a-synuclein, SI100A9 and bacterial endotoxin; 4) to
determine the production of various proinflammatory factors in cell growth media in response to a-
synuclein, S1I00A9 and bacterial endotoxin. The object of investigation was immortalized mouse
microglial BV-2 cells.

BV-2 cells were exposed to 100 nM and 500 nM a-synuclein and S100A9 oligomers and 100 ng/ml,
500 ng/ml and 1 pg/ml concentrations of lipopolysaccharide for 24 h. Changes in microglial energy
metabolism were assessed by measuring respiration rates and glycolytic activity using a high-
resolution respirometer Oroboros O2k and O2k-pH ISE-Module. Production of extracellular nitric
oxide was measured spectrophotometrically using the Griess Reagent Kit. Quantitative ELISA
analysis was performed to determine the production of proinflammatory cytokine TNF-a in cell
growth media. The generation of reactive oxygen species was evaluated by measuring efflux of H.O>
into the extracellular media using a fluorometric assay. Statistical analysis was performed using
SigmaPlot 14.0 software.

We have found that a-synuclein, SI00A9 and lipopolysaccharide do not affect the basal cellular
respiration rate of the intact BV-2 cells and have no impact on the leak state of respiration in
permeabilized cells after 24 h of incubation period with BV-2 cells. However, 24 h incubation of BV-
2 cells with 100 nM and 500 nM a-synuclein inhibits oxidative phosphorylation, oxidizing respiratory



chain complex I-linked substrates pyruvate and malate. For the first time, we have demonstrated that
100 nM and 500 nM S100A9 suppress oxidative phosphorylation through decreased oxidation of the
mitochondrial complex I- and complex I1-linked substrates pyruvate and malate, and succinate after
24 h incubation with BV-2 cells. Moreover, S100A9 lowers the overall efficiency of mitochondrial
respiratory chain complexes when oxidative phosphorylation is uncoupled. A similar effect was
observed when BV-2 cells were exposed to 500 ng/ml lipopolysaccharide; however, incubation with
100 ng/ml and 1 pg/ml lipopolysaccharide for 24 h exerted no significant impact on the respiration
of microglial cells across various metabolic states. We have also found that the glycolysis was
markedly enhanced in microglial cells when exposed to 500 nM a-synuclein, 500 nM S100A09, as
well as to 500 ng/ml and 1 pg/ml lipopolysaccharide for 24 h. However, 100 nM a-synuclein and 100
nM S100A9 oligomers, as well as 100 ng/ml lipopolysaccharide, did not appear to affect the
glycolytic activity of BV-2 cells after 24 h incubation. Besides, out of all pathological factors
investigated, only 500 nM a-synuclein increased the maximal glycolytic activity of BV-2 cells. We
have determined that incubation of BV-2 cells with 500 nM S100A9 and 1 pg/ml lipopolysaccharide
considerably increased TNF-a secretion and its concentration in cell growth media; however, 500 nM
a-synuclein did not produce this kind of effect after 24 h incubation with BV-2 cells. Additionally,
the obtained results revealed that 24 h incubation with 500 ng/ml and 1 pg/ml concentrations of
lipopolysaccharide dramatically increased extracellular H>O> production, whereas a-synuclein,
S100A9 and 100 ng/ml lipopolysaccharide did not alter the concentration of this reactive oxygen
compound in cell growth media. Moreover, 24 h incubation with a-synuclein, S100A9 and
lipopolysaccharide had no impact on extracellular NO production.

Overall, our results suggest that a-synuclein and S100A9 oligomers, as well as lipopolysaccharide,
may contribute to neurodegenerative processes by triggering energy metabolism changes in
microglial cells and inducing distinct inflammatory responses, depending on the pathological factor
itself and its concentration.
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Santrumpu sarasas
aSyn — a-sinukleinas;
AS53T aSyn — 53-i0s aminoragsties taskinés mutacijos a-sinukleinas;
AP — B amiloidas;
ADJ — aktyvis deguonies junginiai (angl. reactive oxygen species, ROS);
ADP — adenozino difosfatas;
AKT — baltymy kinazé B;
AL — Alzheimerio liga;
ATP — adenozino trifosfatas;
CAT - karboksiatraktilozidas;
CNS — centriné nervy sistema;
DAM - su ligomis siejamas mikroglijos fenotipas (angl. disease-associated microglia);

DAMP — su pazeidimu susijusios molekulinés struktiros (angl. damage-associated molecular
patterns);

Dig — digitoninas;

DNP — 2,4-dinitrofenolis;

DNR — deoksiribonukleortigstis;

DOG - 2-deoksi-d-gliukozé;

ERK — uZlastelinio signalo reguliuojama kinazé (angl. extracellular signal regulated kinase);
Glu — gliukozé;

GLUT - gliukozés nesiklis;

GWAS - plataus masto genomo asociacijos tyrimai (angl. genome-wide association studies);
HIF-1a — hipoksijos indukuojamas veiksnys 1-o (angl. hypoxia-inducible factor 1-a);

IL — interleukinas;

KT — kambario temperatiira;

LPS — lipopolisacharidas;

MGnD - su neurodegeneracinémis ligomis siejamas mikroglijos fenotipas (angl. microglia
associated with neurodegenerative disease);

MTOR — zinduoliy rapamicino taikinys (angl. mammalian target of rapamycin);
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NF-xkB — branduolio veiksnys kB (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells);

NO — azoto monoksidas;
Omy — oligomicinas;

PAMP — su patogenais susijusios molekulinés struktiros (angl. pathogen-associated molecular
patterns);

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas;

PI3K — fosfatidilnozitol-3-kinaz¢;

PL — Parkinsono liga;

RNR — ribonukleortgstis;

scCRNA-seq — pavieniy lasteliy RNR sekoskaita (angl. single-cell RNA sequencing);
Succ — sukcinatas;

TLR — transmembraniniai atpazinimo receptoriai (angl. toll-like receptors);

TNF-o — naviko nekrozés veiksnys a (angl. tumor necrosis factor a);

WT aSyn — laukinio tipo a-sinukleinas.
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Ivadas

Su amziumi susijusios neurodegeneracinés ligos, tokios kaip Alzheimerio liga (AL) ir Parkinsono
liga (PL) — didelé ir opi visuomenés sveikatos problema dél nuolatos prastéjancios epidemiologinés
situacijos ir terapiniy priemoniy ribotumo [1]. PL pasaulyje serga vir§ 10 mln. zmoniy [2], o ilgéjant
vidutinei gyvenimo trukmei $ia liga serganciy pacienty skaicius labai sparciai auga. Manoma, jog
2040 m. gali pasiekti net 17,5 min. [3]. Neurodegeneraciniy ligy grupei yra buidingas netaisyklingas
amiloidiniy baltymy susilankstymas, jy agregacija | jvairaus dydzio sankaupas bei kaupimasis
lastelése ir uz jos riby specifiniuose smegeny regionuose. Tai salygoja oksidacinj stresa, 1étinj
uzdegima, paveikty neurony disfunkcijg ir sinapsiy nykimg [1]. Pagrindiniai PL pozymiai —
amiloidinio baltymo a-sinukleino (aSyn) sankaupos dél agregacijos | stambesnius junginius:
oligomerus, protofibriles, fibriles ir Lewy kiinelius, bei laipsniska dopaminerginiy neurony
degeneracija smegeny juodosios medziagos tankiojoje dalyje. Dél to pasireiskia jvairts klinikiniai
motoriniai ir nemotoriniai simptomai: tremoras, bradikinezija, rigidiSkumas, miego sutrikimai,
viduriy uzkiet¢jimas, depresija, kognityviniy funkcijy sutrikimai ir kt. [4]. PL atveju tradiciSkai yra
labiausiai i$skiriamas toksiSkus agregatus sudarantis aSyn, o AL atveju — B amiloidas (AP) ir tau,
taiau naujausi tyrimai rodo, kad jvairiy rusSiy amiloidiniai baltymai ir jy tarpusavio saveika
persidengia skirtingy neurodegeneraciniy ligy patogenezéje [5—7]. Pavyzdziui, kalcio jonus (Ca®")
prijungiantis amiloidinis baltymas S100A9, kurio padidéjusi koncentracija anks¢iau buvo nustatyta
AL paveikty smegeny lizatuose ir mikroglijose [8], geba skatinti aSyn agregacija ir yra randamas
koagregatuose kartu su aSyn PL serganciyjy smegenyse [9]. Taciau, koks yra Sios sgveikos vaidmuo
PL patogenezéje, kuris i§ Siy baltymy, aSyn ar SI00A9, ir kokia jy agregatin¢ forma pasiZymi
didziausiu citotoksiSkumu, duomeny yra mazai arba mokslininky nuomonés iSsiskiria. Taip pat kyla
daug diskusijy, ar amiloidiniy baltymy agregacija yra neurodegeneraciniy ligy patogenezés centre,
nes nei vienas 1§ PL klinikiniy tyrimy, pagristy monokloniniy antikiiny imunoterapija nukreipta prie§
aSyn agregatus, nedavé teigiamy rezultaty ir nepasiteisino [10,11]. Panasi situacija yra ir su AL [12].
Dél to Sios ligos vis dar lieka neiSgydomos — pacientams yra prieinamas tik simptominis gydymas.

Pastaruoju metu manoma, kad neurouzdegimas ir §] procesg reguliuojancios bei jame tiesiogiai
dalyvaujancios mikroglijos Igstelés uzima svarbiausig vaidmenj, aiskinantis neurodegeneraciniy ligy
etiologija. Si prielaida grindziama pastebéjimais, kad PL sergan¢iyjy smegenyse randama daug
reaktyviy mikroglijos lasteliy ir yra nustatomos didelés prouzdegiminiy citokiny koncentracijos
smegeny skystyje bei plazmoje [13,14]. Manoma, jog neurouzdegimas yra vienas anksciausiai
pasireiskian¢iy procesy vystantis PL [15], o plataus masto genomo asociacijos (angl. genome-wide
association studies, GWAS) bei mikroglijos genomo atlaso tyrimai yra parode, kad daugelio su AL
ir PL susijusiy geny raiSka vyksta iSimtinai mikroglijos lasteléese [13,16,17]. Be to, viena i$
neurodegeneraciniy ligy patogeneze aiSkinanc¢iy hipoteziy yra endotoksino lipopolisacharido (LPS)
hipotezé, teigianti, jog LPS skatina amiloidy agregacijg ir sukelia neurouzdegima, tarpininkaujant
mikroglijos Igsteléms ir taip prisidedant prie neuropatologiniy procesy grandinés smegenyse [18].

Smegenys — labai metaboliSkai aktyvus organas, sunaudojantis apie 25 % visos organizmui
reikalingos gliukozés [19], taCiau PL atvejais yra stebimas susilpnéjes gliukozés metabolizmas [20].
Todél yra manoma, kad neurodegeneraciniy ligy metu stebimi patologiniai pokyciai Smegenyse yra
glaudziai susij¢ su sutrikusia nerviniy Igsteliy, ypa¢ mikroglijos, bioenergetika. Tai — svarbu, nes
mikroglijos metaboliniy keliy persitvarkymai, reaguojant i smegeny mikroaplinkos poky¢ius,
tiesiogiai turi jtakos S§iy lasteliy funkciniam aktyvumui, uzdegiminio atsako reguliavimui,
fenotipiniams bei morfologiniams pokyc¢iams, o tai turi didele reikSme¢ neurodegeneraciniy ligy
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vystymuisi ir tolimesniam progresavimui [15,21]. Uztai tikétina, kad mikroglijos Iasteliy metaboliniy
keliy reguliavimas gali biiti perspektyvus taikinys neuroprotekcinei terapijai. Visgi, mikroglijos
medziagy apykaitos pokyc¢iai, vykstantys AL ir PL metu, lieka iki galo nesuprasti. Egzistuoja didelis
poreikis i§samiai tirti LPS ir amiloidiniy baltymy reik§me neurodegeneraciniy ligy vystymosi metu,
reguliuojant mikroglijos funkcijas, keic¢iant jy metabolizma ir aiskintis, kaip tai prisideda prie Siy
lasteliy prouzdegiminio fenotipo atsiradimo. Mokslinéje literatiiroje triksta tyrimy, kurie leisty
suprasti mikroglijos bioenergetiniy poky¢iy visumg neurouzdegiminiuose procesuose ir molekulinius
mechanizmus AL bei PL modeliuose. Ypac¢ triksta tyrimy, iSsamiai analizuojanciy S100A9 poveikj
mikroglijos lasteliy bioenergetikai.

Tai — pirmasis Lietuvoje in vitro tyrimas, nagrinéjantis uzlgsteliniy aSyn ir SI00A9 agregaty bei LPS
poveiki mikroglijos lasteliy bioenergetikai, taikant Siy procesy plataus spektro analize. Gauti
rezultatai suteiks naujy jzvalgy ir padés geriau suprasti neurodegeneraciniy ligy patogenezés
molekulinius mechanizmus, apimancius amiloidiniy baltymy poveik; glijos Igstelems ir jy
energetiniam metabolizmui, o tai — svarbu, ateityje ieSkant potencialiy taikiniy naujoms ir
efektyvioms terapinéms priemonéms kurti.

Darbo tikslas — istirti amiloidiniy baltymy a-sinukleino ir SI00A9 vaidmenj mikroglijos lasteliy
energetiniam metabolizmui bei palyginti jj su bakterinio endotoksino poveikiu.

Darbo uzdaviniai:

1. jvertinti nepermeabilizuoty BV-2 lasteliy kvépavima, veikiant a-sinukleinui, SI00A9 bei
bakteriniam endotoksinui;

2. jvertinti permeabilizuoty BV-2 lgsteliy kvépavimg skirtingose metabolinése busenose,
veikiant a-sinukleinui, SI00A9 bei bakteriniam endotoksinui;

3. jvertinti glikolitinj aktyvuma, veikiant a-sinukleinui, SIO0A9 bei bakteriniam endotoksinui;

4. nustatyti jvairiy prouzdegiminiy veiksniy susidaryma, veikiant a-sinukleinui, SI00A9 bei
bakteriniam endotoksinui.
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1. Literataros apZvalga
1.1. a-sinukleinas: struktiira, funkcijos ir neurotoksinio poveikio mechanizmai

a-sinukleinas (aSyn) — tai citozolinis, i§ 140 aminoriigs¢iy liekany sudarytas, sglyginai mazas (14
kDa) baltymas, koduojamas SNCA geno, esancio ilgajame ketvirtos zmogaus chromosomos petyje
(4921) [22]. Taciau dél alternatyvaus splaisingo yra nustatytos maziausiai 4 Sio baltymo izoformos:
SNCA140, SNCA126, SNCA112, SNCA98 [23]. Didziausia aSyn raiSka vyksta centrinéje nervy
sistemoje (CNS), ypa¢ neurony presinapsinése galinélése, aksonuose ir neurony kiinuose [24,25].
Glijos lastelés (astrocitai, oligodendrocitai, mikroglija) taip pat vykdo Sio baltymo raiska, o nedideli
aSyn kiekiai randami Sirdies, plauciy, inksty, griauciy skersaruoziy raumeny bei kraujo lastelése
[24,26]. Yra isskiriami trys aSyn struktiiriniai domenai: N galo (1-60 aminortigstys), vidurinis NAC
(angl. non-amyloid p-component) (61-95 aminoriigstys) ir C galo domenas (96-140 aminortigstys)
(1.1.1 pav.). oSyn turi septynis 1l-os aminortgs¢iy Kkonservatyvius pasikartojimus
(XKTKEGVXXXX), i§ kuriy keturi yra N galo domene, o like — NAC domene. Jie formuoja o-
spiraliy struktiirinius griaucius ir yra svarbis sgveikai su membranomis [22]. Svarbu ir tai, kad beveik
Visos su PL susijusios mutacijos SNCA gene pasireiSkia pokyciais N galo domene [27]. Hidrofobinis
NAC domenas yra svarbus aSyn agregacijai ir yra atsakingas uz aSyn protofibriliy ir fibriliy
susidarymg, nes geba formuoti B-kloséiy struktiiras, o neigiamg kravj turintis lankstus C galo
domenas reguliuoja baltymy tarpusavio sgveikas ir jungimasi su mazomis molekulémis bei metalo
jonais, ypa¢ Ca?*. Daznai aSyn C galas tampa fosforilinimo taikiniu ir neretai yra sutrumpinamas
[26,28]. Be to, C galo domenas, sgveikaudamas su N galo domenu, riboja ir apsaugo aSyn nuo
patologinio netaisyklingo susilankstymo ir agregacijos j didesnius toksiskus agregatus [22,27].

Amfipatinis domenas Hidrofobinis domenas Rigstinis domenas
r Y4 N\ N\

1 2 3 4 51 =1 71
1 '[ I | 60 I 95 ‘[ I I 140

A30P E46K S87 S129 Y133 Y136
HSDQ Fosforilinimo sritys
G51D
AS3T
AS53E

Autosominés dominuojancéios
SNCA geno taskinés mutacijos,
siejamos su Parkinsono liga

31 -konservatyviis KTKEGV aminorigsgiy pasikartojimai

140

1.1.1 pav. a-sinukleino monomero struktiros schema. Adaptuota pagal [28]

Fiziologinémis salygomis randamos kelios natyvios aSyn formos. aSyn gali egzistuoti kaip tirpus
nestruktiirizuotas monomeras, kaip prie fosfolipidy membrany prisijunges multimeras arba kaip
agregaty nesudarantis tetrameras (~58 kDa) [25,26,29]. Daznai natyviy aSyn monomery N galai yra
acetilinti, dél to iSvengiama spontaninés savaiminés agregacijos [29,30]. Kadangi aSyn neturi
stabilios erdvinés struktiiros, jvairlis veiksniai, tokie kaip potransliacinés baltymo modifikacijos,
SNCA geno mutacijos, temperatiiros ir pH pokyciai, susidariusios patologinés salygos ir kt. gali
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inicijuoti aSyn monomery netaisyklinga susilankstyma ir agregacija j toksiskus oligomerus (angl. on-
pathway oligomers), protofibriles, o véliau suformuoti netirpias fibriles ir galiausiai sudaryti Lewy
kiinelius bei neurity sankaupas neuronuose [25,29,31]. Visgi, ne visi oligomerai yra toksiski ir gali
toliau formuoti didesnius agregatus — tokie oligomerai yra vadinami ,,off-pathway* [29]. Reikia
paminéti, kad fibrilés gali fragmentuotis ir paskatinti tolimesne aSyn agregacija bei plitimg
smegenyse (1.1.2 pav.) [25,29]. Apskritai, aSyn gali sudaryti jvairius oligomerus ir fibriles,
tarpusavyje besiskirian¢ius morfologiskai, strukttriskai, molekuline mase, savybémis, toksiskumo
profiliu ir funkcijomis [31,32].

Fiziologinés aSyn struktiiros Patologinés aSyn struktiiros
Prie
membrany
prisijunges
aSyn b iy
1 Fragmentacija
Aplinkos veiksniai, ar e e | e e st eV et
= off-pathway’ ! I
SNCA mutacijos, S . !
R aSyn oligomeras 1
potransliacinés 1 v !
modifikacijos ir kt. Elongacija !
— — E— e
—
Struktirizuotas Nestruktarizuotas Netaisyklingai Tarpinis aSyn ,on-pathway” Protofibrilés Fragmentacija Fibrilés
aSyn monomeras aSyn monomeras susilankstes oligomeras aSyn oligomeras
/ aSyn

aSyn tetrameras

* Sinapsiy disfunkcija ir irimas
* Neurodegeneracija

* Dendrity ir aksony paZeidimai
* /" ADIJ koncentracija

*  dopamino koncentracija

*  Sinapsiniy pasleliy

formavimosi sutrikimai
Lewy kaneliai

1.1.2 pav. a-sinukleino jgaunamos struktarinés formos fiziologinémis ir patologinémis sglygomis. Adaptuota
pagal [29]

aSyn fiziologinés funkcijos vis dar yra tiriamos, taciau daugéja duomeny, kad Sis baltymas yra itin
svarbus, reguliuojant sinapsiy plastiSkuma, sinapsiniy pusleliy skaiciy, mobilizacijg ir jy bei jose
esaniy neurotransmiteriy atpalaidavima, ypaé dopaminerginiuose neuronuose [29,33-35]. Sie
procesai vykdomi prie membrany prisijungusiam monomeriniam aSyn sgveikaujant su pagrindiniu
SNARE komplekso baltymu VAMP2 (sinaptobrevinu-2) ir tokiu buidu skatinant SNARE komplekso
susidaryma bei reguliuojant pusleliy egzocitoze ir endocitoze [26,31,36]. Kadangi natyvi aSyn forma
gali lengvai sgveikauti su membranomis ir jas sudaranciais komponentais, nenuostabu, kad Sis
baltymas dalyvauja membrany biogenezéje, jas stabilizuojant ir skatinant membrany iSsilenkima
formuojantis pusleléms, o tai — ypaC svarbu egzocitozés ir endocitozés procesams sinapsése
[24,37,38]. Be to, aSyn reguliuoja dopamino metabolizmg, biosinteze, pernaSa ir kaupimasi
sinapsinése piuslelése, taip kontroliuodamas sio mediatoriaus koncentracijg sinapsése [22,39]. Taip
pat jvairGs in vitro ir in vivo tyrimai parodé, kad aSyn dalyvauja, reguliuojant aksoninj transportg
neuronuose. aSyn gali tiesiogiai jungtis ir sgveikauti su lastelés griauciy baltymais: tubulinu, kinezinu
ir dineinu, todé¢l tampa svarbus mikrovamzdeliy polimerizacijai, nerviniy lgsteliy struktiiros
palaikymui, pernaSos ir aksony regeneracijos procesuose [22,40-42]. Nors aSyn pavadinimas buvo
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suteiktas dél pagrindinés Sio baltymo lokalizacijos sinapsése (syn-) ir lasteliy branduoliuose (-
nuclein), ta¢iau aSyn funkcija branduolyje vis dar néra iki galo zinoma. Manoma, kad aSyn gali
tiesiogiai sgveikauti su deoksiribonukleortigs§timi (DNR), histonais ir kitais branduolio baltymais ir
taip dalyvauti genetiniame bei epigenetiniame geny raiskos reguliavime [29]. aSyn randamas ir kitose
nerviniy lgsteliy organelése: mitochondrijose, endoplazminiame tinkle, Goldzio komplekse. Tac¢iau
tikslios aSyn fiziologinés funkcijos Siuose lgstelés organoiduose lieka taip pat iki galo neiSaiSkintos
[26]. Visai neseniai Ramezani’is ir kt. atskleidé, kad aSyn galimai padeda reguliuoti ir palaikyti
tinkamg Ca®* srautg tarp mitochondrijy ir endoplazminio tinklo, taip reguliuojant $iy jony homeostaze
[43]. Taip pat tyrimai rodo, kad aSyn fiziologinémis saglygomis dalyvauja palaikant mitochondrijy
funkcijas ir dinamikg neuronuose [44] bei gali apsaugoti nuo oksidacinio streso [35]. Manoma, kad
natyvus aSyn prisideda prie nervinio audinio apsaugos, saveikaudamas su molekuliniais Saperonais
(14-3-3 baltymu, CSPa), mazindamas proapoptotiniy veiksniy (PKC-56, BAD) raiska bei
palaikydamas neurogeneze [29,35]. Be to, Li ir kt. tyrimas atskleidé nauja aSyn fiziologing funkcija
ir parodé, kad aSyn monomerai gali sumazinti aSyn oligomery sukelta uzdegima ir neurotoksinj
poveiki mikroglijos lastelése, reguliuvodami S$iy Iasteliy fenotipg per uZlastelinio signalo
reguliuojamos kinazés (ERK), branduolio veiksnio kB (NF-kB) ir peroksisomy proliferatoriaus
aktyvinamo receptoriaus y (PPARy) signalinius kelius [45]. Taip pat mokslinéje literatliroje yra
duomeny, kad aSyn reguliuoja informacinés ribonukleortigsties (IRNR) stabilumg, N galo domenu
sgveikaudamas su P-kiineliy baltymais Edc4 ir Dcpl [46]. Bendrai visi $ie tyrimy rezultatai dar kartg
pabréZia natyvaus aSyn svarbg normaliai nervy sistemos fiziologijai palaikyti. Taciau, jvykus aSyn
potransliacinei modifikacijai, aSyn netaisyklingai susilanksCius ir toliau suformuojant didesnius
agregatus, yra sutrikdomos arba i§vis prarandamos fiziologinés $io baltymo funkcijos, pasireiskia
neurotoksinis poveikis [35].

Potransliacinés aSyn modifikacijos, tokios kaip fosforilinimas, C galo sutrumpinimas, nitrinimas,
acetilinimas, sulfoninimas ir kt., turi svarby vaidmen; $io baltymo agregacijai ir neurodegeneraciniy
ligy vystymuisi [31,47]. Pavyzdziui, aSyn 129-to lizino liekanos fosforilinimas (pS129) yra siejamas
su patologiniy fibriliy suformavimu ir atsidéjimu j Lewy kiinelius [26]. Homocisteino tiolaktono
vykdoma aSyn 80-to lizino lickanos kovalentiné modifikacija taip pat skatina aSyn agreguotis ir
sudaryti neurotoksiskas fibriles. Siame tyrime buvo parodyta, kad tokiy homocisteinilinty aSyn
fibriliy injekcija j smegenis peléms sukelia sunkiau iSreiksta aSyn patologija ir motorinius sutrikimus,
lyginant su nemodifikuoto aSyn sudarytomis fibrilémis [48]. Be abejo, SNCA geno taskinés
mutacijos taip pat lemia aSyn oligomerizacijg j didesius toksiSkus agregatus, skatina jy kaupimasi ir
sglygoja nerviniy lgsteliy pazeidimus [25,26]. Verta paminéti ir tai, kad senstant Igsteliy pajégumas
Salinti aSyn baltymy sankaupas gerokai sumazéja, uztai susidaro palankios sglygos kauptis
amiloidiniams baltymams ir plisti neurouzdegimui [22,49]. Be to, patologinés aSyn formos gali
neigiamai paveikti baltymy Salinimo mechanizmus: ubikvitino-proteosomos sistemos, lizosomy
veikla ir autofagijos procesus [29,50,51]. Dél sutrikusios baltymy degradacijos sistemy veiklos
pasireiskia oksidacinis stresas, sinapsiy disfunkcija ir suirimas [24,28]. Tyrimai rodo, jog aSyn
agregatai sutrikdo aksoninj transporta neuronuose ir SNARE komplekso susidaryma, dél to sutrinka
sinapsiniy pusleliy dinamika, mobilumas ir neuromediatoriy iSskyrimas [52,53]. Ypa¢ neigiamai
paveikiami dopaminerginiai keliai, nes ilgalaiké¢ per didelé aSyn raiska sumaZina dopamino
koncentracijg ir atpalaidavimg slopinant tirozino hidroksilazés, sinapsiniy pisleliy neSiklio VMAT2
bei dopamino nesiklio DAT raiska ir aktyvuma [26,29]. Be to, nustatyta, kad neurony sinapsiy
disfunkcija, lydima kognityviniy funkcijy sutrikimy, atsiranda aSyn oligomerams ir fibriléms
saveikaujant su GluN2A NMDA receptoriaus subvienetais [54]. Kognityviniy funkcijy susilpnéjimas
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gali buti stebimas ir dél aSyn agregaty salygotos intensyvesnés mikroglijos Igsteliy vykdomos
glutamato sekrecijos, nes padidéjusi Sio mediatoriaus koncentracija sinapsése sutrikdo nervinio
impulso perdavimg [55]. Neseniai Maor su kolegomis pateiké naujy jzvalgy apie aSyn neurotoksinio
poveikio mechanizma. Jie parodé, kad patologinémis saglygomis stebimas aSyn tiesioginis jungimasis
su B-spektrinu, pagrindiniu lastelés griauciy baltymu, reikalingu plazminés membranos baltymams
lokalizuoti, sutrikdo spektrino-ankirino komplekso struktiirg. D¢l to, jvyksta lgstelés integraliniy
baltymy, pavyzdziui, Na*/K* ATPazés, persitvarkymas membranoje bei sutrinka jy funkcijos. Tokie
pokyc¢iai sukelia neurony membranos potencialo reguliavimo sutrikimus ir galiausiai sglygoja
neurony zitj [56].

Taip pat kyla daug diskusijy, kuri aSyn forma yra neurotoksiskiausia. Kol kas mokslininkai vieningai
teigia, kad aSyn oligomerai ir fibrilés yra toksiski lasteléms, taciau, kuris i$ jy labiausiai toksiSkas —
nesutariama, nes moksliniy tyrimy rezultatai yra kontroversiski. Visgi, Siuo metu daugéja duomeny,
kad tam tikros aSyn oligomery rusys galimai yra labiausiai citotoksiS§kos ir yra svarbiausios
neurodegeneraciniy ligy vystymosi bei progresavimo procesuose [28]. aSyn oligomery ir kity Sio
baltymo formy aptikimas PL serganciy pacienty smegeny skystyje ir plazmoje rodo, kad uzlastelinis
aSyn taip pat dalyvauja neurodegeneraciniy ligy patogenezéje [27,57]. Taigi, ne tik vidulastelinés,
bet ir uzlgstelinés aSyn sankaupos gali buti citotoksiskos [22,58]. Taciau jdomu tai, kad pastaryjy
toksiskumas nepriklauso nuo vidulgstelinio aSyn [59]. [vairiy in vivo ir in vitro tyrimy rezultatai rodo,
kad uZlgstelinis aSyn gali tiesiogiai ir netiesiogiai sglygoti lgsteliy zitj [24]. Yra duomeny, kad
didelés masés uzlasteliniai aSyn oligomerai gali tiesiogiai pazeisti plazminés membranos integraluma
1§ iSorinés lgstelés pusés ir taip suaktyvinti iSorinj apoptozés kelig, sukeliant] neurony zatj [58]. Dél
aSyn oligomery sukelto membranos vientisumo pazeidimo, lydimo membranos lipidy peroksidacijos,
padidéjusio Ca?" patekimo j lasteliy vidy ir membranos potencialo svyravimy, neuronai gali Ziti ir
feroptozés budu [60]. Fusco ir kt. nustaté dvi svarbiausias aSyn oligomery struktiirines dalis,
tiesiogiai dalyvaujancias tokiame membranos pazeidimo procese. Tai — oligomery iSoré¢je esanti
lipofiliné sritis, sudaranti stiprig sgveika su lasteliy membranos pavirSiumi, ir oligomery Serdis,
sudaryta 1§ B-klosciy, kuriomis yra jsiterpiama j fosfolipidy dvisluoksnj, taip pazeidZiant membranos
vientisuma, suformuojant poras ir padidinant vidulasteline Ca?* bei aktyviy deguonies junginiy (ADJ)
koncentracija [61]. Svarbu tai, kad tiek monomerinés formos aSyn, tiek aSyn oligomerai gali
sutrikdyti Ca** homeostaze ir nuo $iy jony priklausomus signalinius kelius, ta¢iau tik oligomeriné
baltymo forma salygoja neurodegeneracija [60,62]. Be to, aSyn gali neigiamai paveikti gelezies
apykaita, salygoti Fe?"/Fe3" santykio disbalansg ir dél to inicijuoti nuo geleZies priklausoma lgsteliy
ztj, feroptoze, nerviniame audinyje bei neigiamai paveikti mitochondrijy funkcijas [22,63]. IS tiesy,
aSyn oligomerai yra linke jungtis prie mitochondrijy iSorinés ar vidinés membrany, o jy sukeliamas
toksinis poveikis Sioms organeléms — daugialypis [25,64]. Moksliniais tyrimais parodyta, jog
patologinés aSyn formos slopina baltymy pernaSa | mitochondrijas, prisijungdami prie iSorinés
mitochondrijy membranos translokazés TOM20 [65,66]. Taip pat sutrikdoma mitochondrijy
membranos porino VDAC veikla [67], 0 aSyn oligomerams paZeidus mitochondrijy membrany
vientisumg kartu yra prarandamas protony gradientas, reikalingas oksidaciniam fosforilinimui
vykdyti, ir suintensyvéja ADJ susidarymas [31]. Eksperimentiskai parodyta, kad mutantinis aSyn,
per didelé Sio baltymo rai$ka ir sudaromi agregatai slopina I-0jo kvépavimo grandinés komplekso
aktyvumg ir skatina ADJ, daugiausia vandenilio peroksido (H20.), susidarymg, o tai sglygoja
greitesng de novo mutantinio A53T aSyn oligomerizacijg, sukelia mitochondrijy membrany
permeabilizacija ir neurony zitj [29,68]. Be to, aSyn oligomerams sukélus oksidacinj stresg ir Ca*
disbalansa, atsiveria nespecifinio laidumo pora (angl. permeability transition pore), o ilgalaikis Sios
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poros atsivérimas lemia mitochondrijy disfunkcijg, brinkima, membranos plySimg, citochromo ¢
atpalaidavimg ir galiausiai Igsteliy zatj [68,69]. Pertekliné aSyn raiska ir patologinés §io baltymo
formos taip pat gali sukelti mitochondrijy fragmentacijg, membrany biogenezés sutrikimus ir
mitochondrijy morfologijos pazaidas [22,29]. Tokiems mitochondrijy paZeidimams ypaé jautriis
tampa dopaminerginiai neuronai, kuriy gyvybingumui ir normalioms funkcijoms palaikyti nuolatos
reikalingos didelés energijos sgnaudos. Visgi, aSyn agregatai pazeidzia ne tik mitochondrijas, bet ir
kitas organeles: endoplazmin;j tinkla, branduolj, Goldzio kompleksa, lizosomas [70].

UZlgstelinio aSyn toksiSkumas taip pat yra siejamas su jo gebé¢jimu plisti nerviniame audinyje ir
skatinti vidulgsteliniy aSyn monomery agregacijg [24,29,71]. Patologiniai aSyn agregatai gali plisti
i§ CNS per klajoklinj nerva j periferinius organus, ypa¢ virSkinamajj trakta, ir atvirk§éiai [72,73].
Taciau vis dar néra iki galo aiSku, ar pirminis toks aSyn patologiniy formy iSplitimas jvyksta
retrogradiniu ar anterogradiniu keliu. aSyn monomerai ir mazos molekulinés masés oligomerai gali
difuzijos bidu prasiskverbti pro lastelés membrana j uZlasteline erdve. Ziistantys neuronai taip pat
gali atpalaiduoti jvairios agregatinés biisenos aSyn. Jis gali bati iSskiriamas Su egzosomomis,
egzocitozeés budu arba tiesiogiai perduodamas greta esancioms lagstelémis per tunelinius
nanovamzdelius (angl. tunneling nanotubes) [24,29]. Uzlastelinj aSyn paprastai fagocituoja Salia
esantys astrocitai ir mikroglija, dalyvaujant transmembraniniams atpazinimo receptoriams TLR-2,
TLR-4, LAG3 ir FcyRIIB receptoriams, taiau aSyn agregatai slopina Siy Igsteliy fagocitinj
aktyvumg. D¢l to yra stebimas tokiy agregaty susikaupimas ir tolimesnis plitimas, sukeliantis
neurouzdegimines reakcijas nerviniame audinyje. Svarbu pasakyti, jog mikroglija taip pat aktyviai
dalyvauja Sio amiloidinio baltymo sekrecijoje ir perdavime neuronams [22,24,57], o selektyvus TLR-
2/MyD88/NF-xB signalinio kelio inhibavimas sumazina mikroglijos uzdegiminj atsaka ir slopina
toksiniy aSyn formy plitima in vitro ir in vivo [74]. Jdomu tai, kad La Vitola’os ir kt. in vivo tyrimas
parodé, jog aSyn oligomerai sutrikdo kognityvines funkcijas, veikdami per TLR-2, bet ne per TLR-
4 mikroglijos ir astrocity receptorius [75]. TLR ir kity receptoriy suaktyvinimas sglygoja NF-kB
signalinio kelio aktyvacija, o tai lemia intensyvig prouzdegiminiy citokiny (TNF-a, IL-6, IL-1f), ADJ
sekrecija bei inflamasomos susidaryma ir aktyvacija [27,33]. Tai patvirtina ir transgeniniy CX3CR1-
SNCA peliy juodosios medziagos pavieniy lgsteliy RNR sekoskaitos (angl. single-cell RNA
sequencing, sSCRNA-seq) analizé, kuri atskleidé, jog aSyn agregacija mikroglijos Igstelése padidina
su uzdegimu susijusiy geny raiskg: NLRP3 inflamasomos komponenty ASC daleliy, IL-1p ir NF-xB
[76]. Taip pat yra duomeny, kad netaisyklingai susilankstes aSyn pasizymi genotoksiskumu [34].
Hinkle’is ir kt. in vitro ir in vivo tyrimais parodé, kad PL atveju aSyn fibrilés pazeidzia mikroglijos
DNR ir suaktyvina cGAS/STING, uztai sukeliamas neurouzdegimas ir neurodegeneracija [77]. Verta
pabrézti, jog amiloidiniy baltymy sankaupy salygotas uzdegimas ir nerviniy lasteliy degeneracija gali
dar labiau sustiprinti aSyn sukelta citotoksinj poveikj, skatinant toksisky agregaty plitimg ir
agregacija [78]. Be to, pastaruoju metu daugéja duomeny, rodanciy, jog uzlasteliniy aSyn sankaupy
citotokiSkumas gali pasireiksti, sukeliant mikroglijos lasteliy metabolizmo pokycius, dél kuriy
sustipréja neurouzdegimas ir dopaminerginiy neurony degeneracija [79-81]. Taciau tikslis tokio
poveikio mechanizmai dar néra iSaiskinti.

Apibendrinant, aSyn neurotoksinio poveikio mechanizmas — sudétingas, daugialypis ir iki $iol néra
pakankamai gerai atskleistas. Lieka neaiSku, ar neurotoksiSkumas pirmiausia pasireisSkia dél
patologiniy aSyn formy susikaupimo, ar dél sumazéjusios natyvaus aSyn koncentracijos. Skirtingos
aSyn agregatinés formos jungiasi prie skirtingy receptoriy ir pasizymi skirtingu toksiskumo profiliu,
taCiau mokslingje literatiiroje tritkksta turimy duomeny apie jvairiy Sio baltymo formy neurotoksinj
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poveikj susisteminimo. Taip pat mazai zinoma, kaip uzlgstelinis aSyn paveikia mikroglijos energetinj
metabolizma bei kaip uzlastelinis aSyn sgveikauja su vidulasteliniu aSyn ir skatina jo netaisyklinga
susilankstyma, agregacija bei citotoksinj poveikj. D¢l S$iy priezas¢iy aSyn vaidmuo
neurouzdegiminiuose ir neurodegeneraciniuose procesuose vis dar yra intensyviai tiriamas.

1.2. S100A9: struktiira, funkcijos ir neurotoksinio poveikio mechanizmai

S100A9 (Kalgranulinas B, MRP14) — tai prouzdegiminis, Ca?" surisan¢iy S100 baltymy 3eimai
priklausantis, 13,2 kDa dydzio baltymas, koduojamas ilggjame pirmos Zzmogaus chromosomos petyje
(1921) [82-84]. Jj sudaro 114 aminortgsciy liekany, ta¢iau dél alternatyvaus splaisingo randama ir
kita, mazesné S100A9 izoforma (12,7 kDa), be pirmy keturiy N galo aminoriigs¢iy [85]. SI00A9
baltymo struktiiroje yra du Ca®" prijungiantys EF-rankos (angl. EF-hand) domenai, sudaryti i3 spiralé-
Kilpa-spiralé motyvy. Tarpusavyje Sie domenai yra sujungti sgvaros sritimi (angl. hinge region), o
Ca?* jungiasi prie EF-rankos duomeny kilpiniy struktiiriniy daliy (1.2.1 pav.). Jdomu tai, kad $is
baltymas turi ilgiausia nestruktiirizuota C gala i§ visy S100 Seimos baltymy [84,86,87]. Ca?
prisijungimas ir disociacija sglygoja baltymo konformacinius pokycius, todél turi jtakos S100A9
susilankstymui ir oligomerizacijai j didesnius amiloidinius agregatus bei sudaro salygas sgveikauti su
receptoriais ir kitais amiloidiniais baltymais [84,88,89]. S100A9 turi afiniSkumg ir kitiems
dvivalenéiams jonams, pavyzdziui, Zn?*, Mn?* ir Cu?*. Sie taip pat gali keisti SI00A9 struktiirg ir
funkcijas bei yra svarbiis baltymo antimikrobiniam aktyvumui ir metalo jony homeostazés
reguliavimui smegenyse [84,88]. Nors dauguma S100 Seimos baltymy egzistuoja kaip homodimerai,
paprastai SI00A9 su homologiniu baltymu S100A8 in vivo sudaro stabily heterodimero kompleksa —
kalprotekting [84,90], kurio kiekiai padidéja PL metu [91].

ligas

S S S35 nestruktarizuotas
| gvara | C galas
Kilpa | Kilpa Il
a-spiralé | a-spiralé Il a-spiralé Il a-spirale IV
€ C
N
VWA
4
L J 1 ]
N galo EF-rankos domenas C galo EF-rankos domenas

1.2.1 pav. Antriné¢ S100A9 baltymo struktiiros schema. Adaptuota pagal [87]

Didziausia S100A9 raiska vyksta neutrofiluose, monocituose, kraujagysliy endotelio ir dendritinése
lastelése, neuronuose bei mikroglijose [86,89,92]. Iprastai, tai — citozolinis baltymas, tafiau yra
randamas ir lasteliy branduolyje, o reaguojant j lgstelés pazaida, infekcijg ar uzdegima, yra
sekretuojamas j uzlgsteling erdve ir netgi yra randamas koagregaves su kitais amiloidiniais baltymais
[93,94]. Todél natiiralu, kad §is baltymas atlieka svarbias funkcijas, dalyvaudamas ir kontroliuodamas
jvairius vidulgstelinius ir uzlgstelinius procesus: apoptozg, proliferacijg, diferenciacija, fagocitoze,
lastelés griauciy dinamikg, judrumg, aminoriigd¢iy metabolizmg, Ca?* homeostaze ir nuo Ca?®*
priklausomy signaliniy keliy aktyvacija [84,90,92,93,95]. Be to, uzlastelinis S100A9 yra svarbus
reguliuojant imuninj ir uzdegiminj atsaka, nes gali pasizyméti tiek prieSuzdegiminiu, tiek uzdegima
skatinan¢iu poveikiu, reguliuvodamas citokiny iSsiskyrimg ir makrofagy aktyvacija [84,90,92,95].
Taip pat yra duomeny, kad S100A9 gali tiesiogiai jungtis prie kai kuriy citokiny ir taip moduliuoti
vidulastelinius signalinius kelius [84,96]. Reikia paminéti, kad S100A9 gali pasizyméti ir
antioksidaciniu aktyvumu, apsauganciu lasteles nuo ADJ ir NO [92], bei antimikrobiniu aktyvumu.
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Parodyta, kad uzlgstelinis SI00A9 gali padidinti neutrofily chemotaksj ir baktericidinj aktyvuma
pries E. coli, skatindamas $iy lasteliy fagocitozg, suaktyvinant Syk, PI3K/AKT, ERK1/2 signaly
perdavimo kaskadg [84]. Idomu dar ir tai, jog esant iSeminiam pazeidimui ir padidéjus S100A9 raiskai
mikroglijos lasteléese, SI00A9 baltymas gali reguliuoti mitochondrijy funkcijas, skatindamas
mikroglijg internalizuoti egzogenines mitochondrijas, bei, dalyvaudamas IL-17 signaliniame kelyje,
reguliuoja mikroglijos piroptoz¢ ir neurogenez¢ iSeminio pazeidimo srityje [97]. Uztai reikty
neatmesti tos prielaidos, kad panaSits procesai galimai vyksta ir neurodegeneracijos proceso
pradzioje. Reikia paminéti dar ir tai, jog Tian’o ir kt. tyrimai atskleidé, kad S100A9 ankstyvose
neurodegeneracijos stadijose skatina neuroniniy kamieniniy lasteliy (angl. neural stem cells)
diferenciacijg, sickiant kompensuoti Zzuvusiy neurony skai¢iy, taciau didelés S$io baltymo
koncentracijos salygoja neurony ir véliau paciy neuroniniy kamieniniy lasteliy Zit;. Manoma, kad
Siame procese jtraukiamas Notch signalinis kelias [98]. Be to, Bai su kolegomis eksperimentiskai
parodé, kad nedidelés S100A9 baltymo koncentracijos skatina BV-2 mikroglijos lasteliy migracijg ir
proliferacija, taciau didelés koncentracijos pasizymi neurotoksiSku poveikiu: susidaro tUmaus
uzdegimo salygos, sutrinka lgsteliy judrumas, proliferacija ir sumazinamas lasteliy gyvybingumas.
Toks poveikis pasireiskia SI00A9 baltymui aktyvuojant TLR-4 ir TLR-7 signalinius kelius ir taip
paskatinant prouzdegiminiy citokiny TNF-a ir IL-6 sekrecijg [93]. Taigi, akivaizdu, jog S100A9
funkcijos priklauso nuo Sio baltymo koncentracijos, agregacijos laipsnio ir lokalizacijos.

Esant neurodegeneracinéms, autoimuninéms, onkologinéms ir infekcinéms ligoms bei uzdegimui,
stebimas aukstas kalprotektino, SI00A9 ir SI00AS8 baltymy raiskos lygis [83,84]. Siy baltymy raiska
padidéja ir organizmui senstant [99]. Létinis neurouzdegiminis procesas skatina ne tik S100A9 raiska,
bet ir SI00A9 plitima smegenyse, o tai gali inicijuoti SIO0A9 koagregacija su kitais amiloidiniais
baltymais [9,33]. SI00A9 randamas AP agregatuose Seiminés ir sporadinés kilmés AL pacienty
smegenyse [8,83]. Nustatyta, kad S100A9 sgvaros sritimi jungiasi su AP ir tokiu budu skatina
fibriliniy AP struktiiry susidarymg [83]. Be to, S100A9 baltymas AP agregaty susidaryma gali
reguliuoti ir transkripciniame lygmenyje. Kummer’is ir kt. parodé, jog S100A8/A9 aktyvuoja
mikroglija ir padidina TNF-o bei IFN-y sekrecija, o Sie prouzdegiminiai citokinai salygoja BACE1 ir
BACE2 promotoriy transkripcinj aktyvumg ir dél to yra skatinamas AP sankaupy susiformavimas
[100]. Taciau vyrauja nuomoné, kad tokiy koagregaty susidarymas galimai yra nattiralus lgsteliy
apsauginis mechanizmas, sumazinantis S100A9 citotoksinj poveiki bent jau pradinése
neurodegeneraciniy ligy stadijose [93,95,101]. Ex vivo ir in vitro tyrimai atskleidé, kad S100A9
dalyvauja ir PL patogenez¢je, nes Lewy kiineliuose suformuoja agregatus kartu su aSyn. Nustatyta,
kad S100A9 monomerai sgveikauja su aSyn monomero C ir N galais ir gali reguliuoti aSyn agregaty
formavimosi kinetikg [9,86,102]. S100A9 stabilizuoja aSyn fibriliy struktiiras ir turi jtakos jy
toksiskumui [86,102]. Be to, esant SI00A9 aSyn agreguojasi grei¢iau ir sudaro didesnius amiloidy
agregatus. Taciau, velgi, kaip ir AP atveju, aSyn ir SI00A9 sudaryti oligomerai yra maZiau toksiski
nei oligomerai suformuoti Siy baltymy atskirai [9]. Pats S100A9 baltymas yra labai amiloidogeninis.
Jis vienas geba lengvai oligomerizuotis ir formuoti fibriles bei didesnius amiloidinius agregatus tiek
in vitro, tiek in vivo salygomis, o Sie agregatai neigiamai paveikia atmintj ir kitas kognityvines
funkcijas. Transgeniniai peliy modeliai yra parode, kad SI00A9 geno veikimo blokavimas (angl.
knockout) pagerina atmintj, sumazina amiloidiniy ploksteliy formavimasi, mikroglija ima efektyviau
Salinti amiloidiny sankaupas, uztai yra stebima silpniau iSreiksta neurodegeneracinés ligos patologija
[86,100,103-105]. Formuojantis amiloidy sankaupoms ir dél to susidarius uzdegiminéms saglygoms
bei suintensyvéjus S100A9 raiskai neuronuose bei mikroglijos lastelése, Sis baltymas gali toliau
skatinti ir stiprinti uzdegiminj procesa [92,95]. Ypac¢ Sio baltymo raiska ir sekrecija padidéja greta
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amiloidiniy agregaty esanciose mikroglijose [95,100]. Dél to yra aktyvuojamos signaliniy keliy
kaskados, SI00A9 baltymui daugiausia tiesiogiai veikiant per dviejy tipy mikroglijos receptorius:
TLR-4 ir RAGE [83,106]. S100A9 saveika su Siais receptoriais suaktyvina MAPK p38, ERK/NF-«kB,
INK/NF-kB, JAK/STAT, PI3K/AKT bei nuo Ca®" priklausomus signalinius kelius, dél to yra
stimuliuojama intensyvi prouzdegiminiy veiksniy (IL-1p, IL-6, TNF-a, MMP-9, iNOS), chemokiny
(CCL2, CCL3, CXCL10) gamyba ir sekrecija [84,105-107]. Be to, neurouzdegimg skatina bei prie
citotoksinio poveikio prisideda S100A9 salygotas vidulastelinés Ca?* koncentracijos padidéjimas
[105] ir intensyvesnis NLRP3 inflamasomos bei ADJ susidarymas nerviniame audinyje [92,108].
Taip pat yra duomeny, jog S100A9 gali sukelti neurouzdegima ir neurony apoptoze, aktyvuodamas
TLR-4/MYD88/NF-«kB signalinj kelig ir taip pablogindamas esamg smegeny pazeidima [109]. Kiti
in vivo tyrimai atskleidé¢, jog intranazaliniu budu peléms jvedus S100A9 fibriles, stebimas $io baltymo
plitimas | smegeny kaktine skiltj, hipokampa ir smegenéles bei skatinama amiloidiniy baltymy
oligomerizacija. Tai salygoja stresg nervinéms lasteléms ir yra sukeliamas neurotoksiskas poveikis,
pasireiSkiantis elgesio ir atminties sutrikimais bei padidéjusia proaopototiniy veiksniy, Bax ir
kaspazés-3, raiSka bei aktyvumu smegeny audiniuose [110]. I§ tikryjy, ne tik S100A9, bet ir
S100A8/A9 kompleksas gali sukelti apoptoze, nes veikia Bax ir Bel-2 baltymy raiska, jy santykj ir
inhibuoja ERK signalinj kelig [87]. Reikéty pasakyti, kad SI00A9 gali neigiamai paveikti mikroglija
ir jos funkcijas. Visai neseniai, pirmg karta buvo parodyta, jog SI00A9 veikia BV-2 lasteliy
fagocitoze per TLR-4/MYD88/NF-«xB signalinj kelig, dalyvaujant Rho GTPazéms Racl ir Cdc42,
kurios reguliuoja lasteliy griauéiy persitvarkyma, bitina fagocitozei vykdyti. Siame tyrime nustatyta,
jog didelés baltymo koncentracijos (10 pg/ml — 20 pg/ml) salygoja mikroglijos fagocitinio aktyvumo
ir gyvybingumo sumaz¢jima [83]. Be to, idomu tai, kad vis daugiau tyrimy rodo amiloidiniy baltymy
saveikos su lasteliy membranomis svarbg $iy baltymy susikaupimui ir agregaty augimui. Tamulyté ir
kt. atskleidé, kad S100A9 citotoksinis poveikis pasireiskia Siam baltymui jsiterpus j hidrofobinj lipidy
dvisluoksnj ir taip suardzius membranos integralumg [89]. Taip pat tam tikromis sglygomis S100A9
gali pagreitinti nattraly dopaminerginiy neurony senéjimo procesg (angl. senescence), 0 tai tampa
svarbu aiskinantis PL etiologija [111]. Dar mokslinéje literatiiroje yra duomeny, kad S100A9
toksiSkumas pasireiskia, sutrikdant dopaminerging sistemg ir pertvarkant smegenyse vykstancius
neurocheminius procesus. Gruden’o ir kt. atliktas in vivo tyrimas atskleidé, kad butent S100A9
oligomerai ir fibrilés, bet ne natyvios struktiiros baltymas, sukelia amnezijg ir sutrikdo prefrontalinés
smegeny zieves ir hipokampo dopaminerginius kelius [112]. Taip pat parodyta, kad S100A9 fibrilés
salygoja erdvinés atminties sutrikimus kartu su padidéjusia glutamato sekrecija hipokampe ir
sutrikusiu dopamino metabolizmu [113].

Akivaizdu, kad S100A9 baltymas dalyvauja neurodegeneraciniy ligy patogenezéje ir yra svarbus
veiksnys, reguliuojantis imuninj atsakg ir uzdegimg, tadiau tiksliis Sio amiloidinio baltymo
toksiSkumo mechanizmai nerviniame audinyje lieka neiSaiskinti. Mokslingje literatiiroje triiksta
tyrimy, nagrinéjan¢iy S100A9 poveikj neurony ir glijos Igsteléms, jy organeléms ir bioenergetikai.
Taip pat néra atlikta skirtingy $io baltymo agregatiniy formy citotoksinio poveikio palyginimo.

1.3. Endotoksino lipopolisacharido hipotezé

Netaisyklinga amiloidiniy baltymy susilankstyma, agregacija i didesnes sankaupas ir, atitinkamai,
neurodegeneraciniy ligy iSsivystyma gali lemti geny mutacijos, taciau dauguma PL atvejy vis délto
yra sporadiniai ir pirminé $ios ligos etiologija yra iki §iol nezinoma [13]. Tai leidzia daryti prielaida,
kad PL patogenezéje yra svarbs ir aplinkos veiksniai bei kiti faktoriai. Vienas tokiy — endotoksinas
LPS. LPS yra randamas iSorin¢je gram-neigiamy bakterijy sienel¢je. Daugiausia iy bakterijy yra
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zarnyne, kiek maziau — odoje, dantenose, plauciuose ir kituose epiteliniy audiniy pavirSiuose.
Bakterijos nuolat nedideliais kiekiais iSskiria LPS, ta€iau jo koncentracija kraujo plazmoje gali
smarkiai padidéti, esant bakterinei infekcijai, zarnyno uzdegimui bei pasireiskus prodrominei PL
stadijai buidingiems zarnyno mikrobiotos pokyc¢iams ir padidéjus vir§kinamojo trakto pralaidumui
[18,114-116]. Padidéjusi LPS koncentracija gali sukelti sisteminj uzdegimg, padidinti
hematoencefalinio barjero pralaidumag ir paskatinti aSyn raiSka bei agregacija enteriniuose
neuronuose, o véliau salygoti susiformavusiy aSyn agregaty plitima i smegenis per klajoklinj nerva
ir dopaminerginiy neurony nykimg juodojoje medziagoje. Be to, dél padidéjusio hematoencefalinio
barjero pralaidumo plazmoje esantys toksiski baltymai AP ir aSyn, LPS bei kiti uzdegima
salygojantys veiksniai gali lengviau patekti ] smegenis ir ten inicijuoti neurouzdegima bei lgsteliy
pazaida [18,117-119]. In vivo tyrimai rodo, kad intraperitoniné¢ LPS injekcija peléms sukelia létinj
neurouzdegima, dopaminerginiy neurony ziitj juodojoje medziagoje, pasireiskia motoriniai sutrikimai
[120,121]. Tai patvirtina, kad periferijoje padidéje LPS kiekiai, kurie, beje, yra nustatomi ir PL
sergantiems pacientams [18], yra pakankami sukelti neuropatologija smegenyse. Be to, endotoksinas
gali sukelti neurotoksini poveikj ir taip prisidéti prie neurodegeneraciniy ligy iSsivystymo,
sinergistiSkai veikdamas su kitais amiloidiniais baltymais. Nustatyta, jog LPS skatina AP ir tau
baltymy agregacija bei sustiprina Siy baltymy citotoksinj poveikj [122], 0 neseniai atliktas tyrimas
parod¢é, kad intranazaliniu bidu AS53T-aSyn transgeninéms peléms jvedus LPS, pasireiSkia
hipokinezija, anosmija, padaugéja aSyn sankaupy, sumazéja dopamino kiekiai ir vyksta selektyvi
dopaminerginiy neurony ziitis. Tokie PL biidingi patologiniai pozymiai buvo stipriau iSreiksti
transgeninéms peléms nei kontrolinéms, laukinio tipo peléms (angl. wild-type) [123]. Sinergistinj
aSyn ir LPS toksinj poveikj patvirtina ir kitas tyrimas. Gao ir kt. atskleidé, kad LPS injekcija
kontrolinéms ir A53T-aSyn peléms sukelia panasaus stiprumo imy neurouzdegimg, taiau tik
transgeninéms peléms véliau i$sivysté 1étinis neurouzdegimas, suintensyvéjo aSyn agregacija, Lewy
kiineliy formavimasis ir pasireiské progresuojantis dopaminerginiy neurony nykimas [124]. Manoma,
kad LPS skatina aSyn agregacija, suaktyvindamas NF-«kB signalinj kelig ir inhibuodamas su
branduoliniais receptoriais susijusj baltymg 1 (angl. nuclear receptor-related 1 protein, Nurrl)
mikroglijos lastelése [123]. Kadangi LPS yra priskiriamas su patogenais susijusioms molekulinéms
struktiroms (angl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP), jj lengvai gali atpazinti ir
prijungti mikroglijos lastelés daugiausia per TLR-4 receptorius, dalyvaujant LPS prijungianiam
baltymui LBP (angl. LPS binding protein). Tolesnés signalinés kaskados apima suintesyvéjusig
prouzdegiminiy citokiny (TNF-a, IL-6, IL-1p, NO), laisvyjy radikaly ir chemokiny gamyba, o tai
prisideda prie neurouzdegimo, sinapsiy nykimo ir galiausiai neurodegeneracijos [115,125,126]. Be
to, vidulgstelinis LPS gali tiesiogiai aktyvuoti kaspazes ir salygoti lasteliy ziitj piroptozés budu [127].
Idomu tai, kad vienas LPS nesukelia neurony zities — toks poveikis pasireiskia tarpininkaujant
mikroglijos lasteléms. Tyrimai su miSriomis neurony-glijos lasteliy kultiiromis atskleide, kad
neurotoksiskas endotoksino poveikis yra stebimas tik esant mikroglijos lasteléms ir joms aktyviai
vykdant neurony fagocitoze, o jas paSalinus i$ kultdros, $is poveikis iSnyksta [125,128]. Taip pat
egzistuoja rySys tarp su PL susijusiy genetiniy mutacijy ir padid€jusiu uzdegiminiu atsaku j LPS,
salygojanc¢iu neurony ziitj. Todél yra tikétina, kad $i hipotezé — aktuali abiems, ir sporadinés, ir
Seiminés, PL atvejams [18]. Taip pat reikéty neatmesti galimos genetiniy ir aplinkos veiksniy
tarpusavio sgveikos. Taigi, endotoksino LPS hipotezé teigia, kad padidéjusi LPS koncentracija
sistemingje kraujotakoje gali prisidéti prie PL iSsivystymo. Nors atlikta nemaZai moksliniy tyrimy,
rodanciy Sios hipotezés pagrindziamuma, ji vis dar néra patvirtinta, turi trikumy ir reikalauja
i§samesniy tyrimy.
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1.4. Mikroglijos reik§mé neurouzdegiminiame procese
1.4.1. Mikroglijair jos funkcijos

Mikroglijos lastelés — tai pagrindinés specializuotos CNS imuninés lgstelés, makrofagai [129],
sudarancios 5-12 % visy CNS lasteliy [130]. Jos atlicka daugybe funkcijy, biiting normaliam CNS
vystymuisi ir homeostazei palaikyti, taciau taip pat atlieka lemiamg vaidmen; neurodegeneraciniy ir
kity neurologiniy ligy patogenezéje [129]. Tai — itin dinaminés ir plastiSkos smegeny Iastelés,
galinCios keisti ir jgyti jvairius morfologinius bei funkcinius fenotipus [131-133]. Mikroglija
randama ameboidinés, lazdelés (angl. rod) ar mediizos (angl. jellyfish) formy, jos taip pat gali sudaryti
akéto tinklo struktiiras (angl. honeycomb), turéti nedidelj kiing su be galo tankiai iSsiSakojanc¢iomis
ataugélémis (angl. hyper-ramified) arba turéti suapvaléjusius ataugéliy galus (angl. bulbous tips)
[132]. Nors mokslininkai bando susieti skirtingas mikroglijos morfologines formas su Siy Igsteliy
atlieckamomis tam tikromis funkcijomis, taciau dar per mazai Zinoma tiksliam struktiiros ir funkcijos
tarpusavio rySiui nustatyti. Pavyzdziui, ilgg laika buvo manoma, jog uz fagocitoze iSimtinai yra
atsakingos ameboidinés formos mikroglijos, taciau dabar zinoma, jog Sig funkcija vykdo ne tik tokj
morfologinj fenotipg jgavusios lastelés [133]. Visgi, duomenys rodo, kad dauguma sveiky suaugusiy
smegeny mikroglijy turi nedidelj ovaly kiing (somg) ir daug nuo jo iSsiSakojanciy plony ataugéeliy,
kurios nuolatos juda ir vertina smegeny parenchimos bukle, ieSkodamos infekcijos ar nerviniy lasteliy
pazeidimo pozymiy [130,134,135]. Si funkcija priklauso nuo mikroglijos membranos potencialo, kurj
kontroliuoja K* jony kanalai THIK-1 [136]. Purinerginiai P2Y12 metabotropiniai mikroglijos
receptoriai yra taip pat svarbis $iy lasteliy judrumui ir teisingam jy nukreipimui pazeidimo zidinio
link (chemotaksiui) [137]. Be abejo, Sios lastelés ekspresuoja daugybe kity receptoriy (TREM2, TLR,
RAGE, NLR, Fcy ir kt.) beit MHC I ir II klasés molekules, tod¢l gali jautriai reaguoti j bet kokius
smegeny mikroaplinkos pokyc¢ius, atpaZjstant PAMP bei su pazeidimu susijusias molekulines
strukttiras (angl. damage-associated molecular patterns, DAMP), ir greitai inicijuoti imuninj atsaka,
itraukiant kitas imunines lgsteles ir iSskiriant mediatorius. Mikroglija gali atpalaiduoti jvairius
prouzdegiminius (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, Ccl2, Ccl4 ir kt.) ir uzdegima slopinancius
(IL-4, IL-8, IL-10, TGF-0, TGFB ir kt.) citokinus ir taip reguliuoti sukelto neurouzdegiminio atsako
stiprumg [138,139]. Be to, mikroglijos lastelés, kaip pagrindiniai smegeny makrofagai, efektyviai
vykdo zuvusiy lgsteliy ir jy nuolauzy, aksony ir mielino liekany, patogeny bei baltymy agregaty
fagocitoze [135]. Nustatyta, kad TAM receptoriy tirozino kinazés Mer ir Axl bei jy ligandai Gas6 ir
baltymas S reguliuoja mikroglijos vykdoma apoptotiniy neurony fagocitozés procesa [140]. Zuvusiy
neurony [141] bei amiloidiniy baltymy sankaupy [142] Salinimui fagocitozés budu svarbis yra ir
TREMZ2 receptoriai. Pastarieji receptoriai, apskritai, yra itin svarbis, reguliuojant uzdegiminius
procesus CNS, mikroglijos metabolizma ir fenotipus [143]. Yra duomeny, kad amiloidus, pavyzdziui,
aSyn, mikroglija gali $alinti ir autofagijos biidu, aktyvuodama TLR-4/NF-«B/p62 signalinj kelig ir
tokiu budu padidindama autofagijos receptoriaus p62/SQSTMI1 raiska [144]. Nors tikslis
molekuliniai fagocitozés mechanizmai néra iki galo istirti, viena aiSku — tinkamai reguliuojamas
mikroglijos fagocitinis aktyvumas yra biitinas, Salinant neurodegeneracija ir neurouzdegimag
sukelianCius toksisky baltymy agregatus ir uztikrinant nervinio audinio homeostazg.

Svarbu pasakyti, kad S$iy lgsteliy funkcinis profilis yra daug platesnis ir neapsiriboja vien tik
fagocitoze ir klasikinémis imuninéms lgsteléms btidingomis funkcijomis. [vairiais in vitro ir in vivo
tyrimais yra parodyta didZiulé mikroglijos reikSmé smegeny sinapsiy pertvarkymo procesuose, kurie
yra svarbiis CNS vystymuisi, homeostazei ir neurodegeneracijai. Mikroglijos gali tiesiogiai arba
netiesiogiai, pavyzdziui, per neuromediatorius (glutamata, GABA), uzlastelines piusleles
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(egzosomas), citokinus (IL-6, TNF-a, 1I-10), tarpines lagsteles (astrocitus, T limfocitus,
oligodendrocitus) sgveikauti su neuronais. Taip jos reguliuoja $iy lasteliy pagrindines funkcijas ir
dalyvauja procesuose, tokiuose kaip sinapsiy karpymas arba genéjimas (angl. pruning), aksony
remodeliacija, neurogenezé [145]. Nustatyta, jog neurony iSskiriamas chemokinas fraktalkinas
(CX3CL1), sgveikaudamas su mikroglijos CX3CR1 receptoriais, reguliuoja ne tik $iy lgsteliy
migracija, bet ir sinapsiy brendimg bei plastiSkumag [146]. Sinapsiy plastiskumg per PISK/BDNF
signalinj kelig taip pat reguliuoja mikroglijy iSskiriamas BDNF veiksnys [147,148]. Tinkamai
kontroliuojama ir reguliuvojama neurony ekspresuojamo baltymo CD200 sgveika su mikroglijos
CD200R receptoriumi yra taip pat svarbi palaikyti tarpneuroninius rysius ir sinapsiy plastiSkuma bei
suvaldyti neurouzdegiminius procesus [149]. [domu tai, kad Sios sgveikos reguliacijos sutrikimai yra
siecjami su dopaminerginiy neurony degeneracija PL atveju [150]. Naujausi tyrimai rodo, kad
transkripcijos veiksnys Ikzfl, specifiskai ekspresuojamas mikroglijos lasteliy smegeny Zzievés ir
hipokampo srityse, yra svarbus hipokampo neurony plastiSkumui, kognityvinéms funkcijoms bei
reguliuojant paciy mikroglijy morfologija ir funkcijas. UZtai yra laikomas nauju svarbiu Siy lgsteliy
homeostazés reguliatoriumi uzdegimo ir neurodegeneracijos saglygomis [151]. Be to, mikroglijos geba
pasalinti nereikalingas ir nefunkcionalias sinapses, pazymétas komplemento baltymy Clq ir C3, per
C3R receptoriaus signalinj kelig, todél yra itin svarbios normaliam CNS vystymuisi [152]. Tyrimai
rodo, kad mikroglijos gali reaguoti j greta esanciy astrocity iSskiriamg IL-33 ir taip skatinti sinapsiy
karpymg smegeny hipokampo ir gumburo tinklinio branduolio srityse [153]. Parodyta, kad
mikroglijos dalyvauja CNS mielinizacijos procese ir padeda iSsaugoti mielino struktiiros vientisumag
[154], o mikroglijy atpalaiduojamas veiksnys IGF-1 yra biitinas neurony augimui ir i§gyvenamumui
[155]. Be to, vystantis smegenims mikroglija kartu su astrocitais dalyvauja angiogenezéje — padeda
susiformuoti naujoms kraujagysléms smegenyse ir véliau su jomis iSlaiko glaudy rysj bei palaiko
hematoencefalinio barjero integralumag [156,157].

Dél jvairiy priezasCiy jvykus geny, koduojanciy baltymus, atsakingus uz tam tikras mikroglijos
funkcijas, mutacijoms, ar pasikeitus S$iy geny raiskai, gali sutrikti anksc¢iau iSvardyty funkcijy
vykdymas. Pavyzdziui, senstant ir sergant neurodegeneracinémis ligomis, gali sumazéti mikroglijos
jautrumas ir geb¢jimas reaguoti j paZzeidimus ar susidariusias patologines salygas. Mikroglija gali imti
nebeefektyviai Salinti susikaupusius citotoksisky amiloidy agregatus ir infekuotus, pazeistus ar
degeneruojancius neuronus. Visa tai lemia CNS patologinés biiklés progresavimg [133,135,158]. Be
to, esant uzdegimui ir uZlgstelinéms amiloidy sankaupoms, mikroglijos lastelés gali pradéti
fagocituoti vis dar gyvus neuronus ir taip dar labiau skatinti neurodegeneracija [159,160]. Sios
lastelés geba skatinti ir nuo feroptozés priklausomg neurodegeneracija [161] bei sustiprinti
neurouzdegima, intensyviau sekretuodamos ADJ, NO ir kitus prouzdegiminius citokinus [138,162].
Yra publikacijy, skelbian¢iy, kad mikroglijos, suformuodamos tunelinius nanovamzdelius, gali
perduoti aSyn greta esan¢ioms mikroglijos Igsteléms [163] arba, iSskirdamos AP uZlgstelinémis
puslelémis, gali salygoti sinapsiy disfunkcijg bei neigiamai paveikti jy plastiSkuma [164]. Tokie
duomenys leidzia daryti prielaida, kad mikroglija tokiu biidu gali prisidéti prie neurotoksisky
amiloidiniy baltymy plitimo ir tolimesnio kaupimosi nerviniame audinyje.

Taigi, mikroglijos turi dvejopa vaidmenj CNS: jos svarbios smegeny vystymuisi ir palaikant nervinio
audinio homeostaze, taCiau, sutrikus ir pablogéjus neuroapsauginéms siy lasteliy funkcijoms, jos
prisideda prie sudétingos neurouzdegiminiy ir neurodegeneraciniy procesy vystymosi grandinés.
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1.4.2. Mikroglijos fenotipai ir ju skirstymas

Nuo XX a. septintojo deSimtmecio vidurio mokslininkai prad¢jo skirstyti mikroglija i 2 fenotipus:
M1 ir M2. Tuo metu buvo sutariama, kad fiziologinémis salygomis mikroglija islieka statisSka
(ramybés biisenos), o patologinémis — aktyvuojasi ir jgyja ameboiding formg [131,133]. Toks patogus
dichotominis S$iy lasteliy skirstymas greitai prigijo ir imtas placiai taikyti mokslininky
bendruomenéje. M1 fenotipas buvo siejamas su prouzdegiminiy citokiny (TNF-a, IL-6 ir IL-1p),
chemokiny bei ADJ sekrecija, 0 M2 — su prieSuzdegiminiy citokiny (IL-4 ir IL-13) atpalaidavimu,
dalyvavimu Zaizdy gijimo ir smegeny homeostazés atkiirimo procesuose. Buvo daroma prielaida, kad
] susidariusias patologines sglygas reaguoja M1 mikroglija, o véliau $i jgauna M2 fenotipg [165,166].
Taciau per pastaruosius metus atlikti GWAS, scCRNA-seq, geny ir baltymy raiskos integruotos
analizés suteiké naujy jzvalgy apie molekulinius mechanizmus, reguliuojancius Siy lasteliy peré¢jima
] tam tikras biisenas, ir tapo aisku, jog §i supaprastinta M1/M2 klasifikacija néra tiksli ir tinkama
apibudinti Siy lasteliy fenotipy jvairove [129,133]. Dabar yra aisku, kad néra ramybés biisenoje
egzistuojanciy mikroglijy. Jos nuolat yra aktyvios, vykdo savo funkcijas, pasizymi itin dideliu
heterogeniskumu ir, priklausomai nuo jas supancios aplinkos, palaipsniui gali jgyti labai skirtingus
fenotipus. Peréjimas j bet kokj fenotipg pasizymi savitu geny raiskos profiliu ir, atitinkamai, 1asteliy
morfologijos, fagocitinio bei proliferacinio aktyvumo poky¢iais [133,166—168].

Mokslininkai, studijuodami neurodegeneraciniy ligy modelius ir transkriptomikos tyrimams
naudodami transgenines peles, yra nustate DAM (angl. disease-associated microglia), MGnD (angl.
microglia associated with neurodegenerative disease) ir ARM (angl. activated response microglia)
mikroglijos tipus [169]. Nors DAM fenotipas pirma kartg buvo identifikuotas AL modelyje, véliau
paaiskéjo, kad jis biidingas taupatijy, iSsétinés sklerozés, Soninés amiotrofinés sklerozés ir kity
neurodegeneraciniy ligy atvejais. DAM mikroglija, lokalizuota greta AP sankaupy, taip pat randama
ir zmoniy smegenyse [170]. Nustatyta, kad, reaguojant j susikaupusius apoptotinius neuronus,
mielino nuolauzas ar amiloidy sankaupas, mikroglijos peré¢jimas i§ homeostazés 1 DAM fenotipa
vyksta dviem etapais [170,171]. Pirmiausia padidéja TREM2 reguliaciniy ir adaptoriniy baltymy
Tyrobp ir Apoe raiSka ir sumazéja nervinio audinio homeostazei palaikyti svarbiy geny CXCRI,
Tmem119, P2RY12 ir P2RY 13 raiSka. Véliau, jsijungus TREM2 signaliniam keliui, suintensyve¢ja
lipidy metabolizmas, fagocitoze (padidéja Lpl, Cst7, CD9, Axl raiska), reguliuojamas uzdegiminis
atsakas [143,169,170]. Be to, DAM skatina mikroglijos lasteliy proliferacijg ir iSgyvenamuma per
PI3K, B-katenino ir zinduoliy rapamicino taikinio (MTOR) signalinius kelius bei dalyvauja Salinant
baltymy agregatus [170]. Taciau net ir DAM fenotipas turi pereinamasias ar tarpines biisenas ir
subtipus, pasizymin¢ius uzdegimg slopinan¢iomis ir skatinan¢iomis savybémis [169,172]. Todél
manoma, kad DAM yra svarbi tiek atliekant nervinio audinio apsauging funkcija ligos pradzioje, tiek
po to prisidedant prie neurotoksisko poveikio vélesnése ligos stadijose, o SYK tirozino kinazé (angl.
spleen tyrosine kinase) turi lemiamg reikSme, koordinuojant mikroglijos fagocitinj aktyvumg ir
peréjimg | DAM/MGnD fenotipg neurodegeneracijos metu [173]. Visgi, tikslus funkcinis DAM
fenotipo aktyvumas lieka iki galo neiSaiskintas.

Literatiiroje aprasomi ir kiti mikroglijos tipai. Su neurodegeneracija siejamas MGnD fenotipas taip
pat charakterizuojamas sumaZzéjusia su homeostaze susijusiy geny (P2RY12, Tmem119, Olfml3,
Csflr, Rhob, Cx3crl, Tgfbl, Mef2a, Mafb, Salll) raiska ir padidéjusia uzdegime dalyvaujanciy
molekuliy (APOE, Sppl, Itgax, Axl, Lilrb4, Clec7a, Csfl) raiska [174]. Siuo atzvilgiu MGnD yra
panasus | DAM fenotipa, taciau vis tik reikSmingai skiriasi savo transkripciniu profiliu, o peréjima i
§j fenotipg reguliuoja TREM2-APOE signalinis kelias [175]. Remiantis scCRNA-seq tyrimy
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duomenimis, iSskiriamas ir lipidus kaupianc¢ios mikroglijos fenotipas LDAM (angl. lipid-droplet-
accumulating microglia), kuriam budinga sekretuoti itin didelius kiekius ADIJ ir citokiny (IL-6,
CCL3, CSCL10). LDAM randama senstan¢iose smegenyse ir yra siejama su sutrikusia Siy lasteliy
fagocitine funkcija [176,177]. Taip pat aprasoma tamsioji, distrofiné, nekroptotiné mikroglija, su
baltgja smegeny medZiaga susijusi mikroglija (angl. white matter-associated microglia, WAM), su
proliferaciniu regionu susijusi mikroglija (angl. proliferative-region-associated microglia, PAM) ir
kt.[177,178].

Visi Sie skirtingi mikroglijos fenotipai priklauso nuo smegeny mikroaplinkos, anatominio regiono,
mikroglijos lgsteliy ontogenezés, neurodegeneracinés ligos stadijos, organizmo amziaus, lyties,
mitybos jprociy bei kity egzogeniniy ir endogeniniy veiksniy. [gaunant kurj nors i§ $iy fenotipy,
mikroglijos lastelése vyksta unikallis transkripciniai, epigenetiniai, morfologiniai ir funkciniai
poky¢iai [131,133]. Taigi, dabartinis miisy supratimas apie mikroglijos bliseny plastiSkuma jvairiais
smegeny vystymosi laikotarpiais ir CNS patologijy metu leidzia pagrjstai atsisakyti supaprastintos
MI1/M2 Kklasifikacijos. Ji  neatspindi  mikroglijy kompleksiSkumo, budingo sergant
neurodegeneracinémis ligomis, ir yra nesuderinama su placia $iy lasteliy buiseny ir funkcijy visuma
besivystanciose ir senstanfiose smegenyse. Daugiamaté epigenetikos, transkriptomikos,
metabolomikos ir proteomikos tyrimy duomeny integracija leisty tiksliau jvertinti ir suprasti
mikroglijos fenotipy jvairove, kaip jie keiciasi progresuojant ligai bei iSvengti klaidinanciy potipiy ir
funkcijy sasajy sudarymo.

1.4.3. Mikroglijos bioenergetika ir metabolinis perprogramavimas

Mikroglijos funkcinis ir imuninis aktyvumas yra glaudziai susij¢s su $iy lgsteliy medziagy energijos
apykaita. Visada, nepriklausomai nuo lastelés fenotipo, turi biiti patenkinami lasteliy gyvybinéms
funkcijoms, diferenciacijai, proliferacijai ir kitiems lasteliniams procesams palaikyti reikalingi
bioenergetiniai poreikiai [179-181]. Iprastai, oksidacinis fosforilinimas ir glikolizé yra du
pagrindiniai metabolizmo keliai, kuriais lastelés apsirtipina energija adenozino trifosfato (ATP)
molekulés pavidalu [182]. Cia gliukozé tampa svarbiausiu ir pagrindiniu energijos altiniu smegeny
lasteléms [79]. Mikroglija pasisavina gliukoze daugiausia per gliukozés nesiklius GLUTI, ypac
uzdegiminémis salygomis, nors molekuliniai tyrimai yra parodg, kad jos turi ir kitus GLUT neSiklius:
GLUT3, GLUT4, GLUTS5, GLUT6, GLUTS, GLUTY9, GLUT10, GLUT12 ir GLUT13 [183].
Transkriptominé analizé atskleid¢, kad Sios Iastelés vykdo visy, glikolizés ir oksidacinio fosforilinimo
procesams butiny, geny raiSka [184], todél homeostazés ir fiziologinémis salygomis mikroglija
daugiausia energija gauna oksiduodama gliukoz¢. Pirmiausia glikolizés proceso metu gliukozé
citozolyje laipsniSkai suskaidoma iki piruvato. Tuomet aerobinémis sglygomis mitochondrijose
vyksta piruvato oksidacinis dekarbokslinimas, kurio metu susidargs acetilkofermentas A (acetil-K0oA)
toliau yra oksiduojamas Krebso cikle, teikiant redukcinius ekvivalentus kvépavimo kompleksy
grandinei (elektrony pernasos grandinei) ir ATP sintezei, 0 anaerobinémis salygomis, katalizuojant
laktato dehidrogenazei, piruvatas yra redukuojamas ir ver¢iamas laktatu [182,185,186].

Taciau reikia paminéti ir tai, kad mikroglija pasizymi metaboliniu lankstumu, t.y. prireikus Sios
lastelés geba panaudoti ne tik gliukoze, bet ir kitas jvairias maisto medziagas energijai gaminti
[166,187]: lipidai, aminortigstys irgi gali buiti skaidomi iki acetil-KoA ir kity tarpiniy produkty,
reikalingy ATP generuoti. PavyzdZiui, esant nepakankamam gliukozés kiekiui, per SNAT1 (Slc38al)
nesiklj ] mikroglijos citozolj patekes glutaminas, veikiant glutaminazei, suskaidomas j glutamata, o
Sis oksidacinio deamininimo metu, veikiant glutamato dehidrogenazei, ver¢iamas j a-ketoglutaratg ir
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nukreipiamas ] Krebso ciklg. Per mikroglijos monokarboksilato neSiklius MCT1 ir MCT2 pateke
laktatas ir ketonai bei lipidy translokazés CD36, ABC ir FABP neSikliy pagalba patekusios sociosios
ir nesociosios riebaly rugstys taip pat gali biiti panaudojami kaip alternatyviis energijos Saltiniai
[185,186,188]. Tai yra itin naudinga, nes energijos apykaitai reikalingy substraty prieinamumas
smegenyse nuolat Kinta bei skiriasi fiziologijos ir patologijos atvejais [184].

Kita svarbi ir unikali mikroglijos savybé — metabolinis perprogramavimas (angl. metabolic
reprogramming), apibréziamas kaip mikroaplinkos pokyciy salygotas greitas metaboliniy keliy
persitvarkymas [181,182,189]. Toks reiskinys padeda Sioms lasteléms prisitaikyti prie tuo metu
susidariusiy ir vyraujanciy aplinkos salygy bei yra svarbus jy imuniniam atsakui, fenotipy ir funkcijy
pokyc¢iams, lgstelés griauc¢iy persitvarkymui, proliferacijai ir vykdomai biosintezei reikalingos
energijos poreikiams tenkinti [181,182]. Metabolinj perprogramavimg mikroglijos lastelése
transkripcijos lygmenyje valdo TREMZ2, PISK/AKT, AMPK, PPAR, mTOR ir hipoksijos
indikuojamas veiksnys 1-a (HIF-1a), i$ kuriy, kaip véliau bus matyti, mTOR atitenka svarbiausias
vaidmuo signaliniy keliy sukeliamy reakcijy kaskadoje [181,186]. Svarbu pabrézti, jog mikroglijos
metaboliniy keliy persitvarkymas gali jvykti lasteléms reaguojant tiek ] prouzdegiminius, tiek |
priesuzdegiminius veiksnius [182]. Pavyzdziui, reaguodama j prieSuzdegiminius citokinus IL-4 ir IL-
13, mikroglija pradeda intensyviau vykdyti ATP sintez¢ oksidacinio fosforilinimo biidu. Tai
patvirtina stebimi padidéje¢ lasteliy deguonies suvartojimo ir bazaliniai kvépavimo (angl. basal
respiration) greiciai [190,191]. Be to, IL-4 sumazina anaerobinés glikolizés produkto laktato
susidaryma [192] ir aktyvuoja CARKL baltymg, taip sumazindamas pentoziy fosfatinio kelio
aktyvuma ir glutationo kiekius [193]. Prie uzdegima slopinancio poveikio galimai prisideda ir PPAR-
y receptoriaus signalinio kelio aktyvacija [21]. I§ tokiy duomeny galima daryti i§vada, kad, esant
nervinio audinio homeostazei ar mikroglijai susidiirus su prieSuzdegiminiais veiksniais, didZiausia
energijos dalis gaminama oksidacinio fosforilinimo biidu. Toks oksidacinio metabolizmo keliy
iSnaudojimas leidzia palaikyti neuroprotekcines mikroglijos funkcijas [79,182].

Kalbant apie metabolinius pokyC¢ius neurouzdegimo metu, mikroglijose daznai stebimas
suintensyvejes gliukozés pasisavinimas, padidéjusi glikolizés fermenty raiska bei bioenergetiniy
keliy persitvarkymas i§ mitochondrijy vykdomo oksidacinio fosforilinimo ] glikolitinj,
suintensyvejant anaerobinei glikolizei, ir, atitinkamai, padidéjant laktato sintezei, net ir esant
pakankamai ir optimaliai nervinio audinio oksigenacijai [79,80,182]. Toks fenomenas yra panasus j
vézinése lgstelése stebimg Varburgo efektg (angl. Warburg effect) [15,182,187]. Nepaisant moksliniy
tyrimy pazangos Sioje srityje, vis dar sunku paaiSkinti tokig metaboliniy keliy persitvarkymo
priezastj, nes glikolizés bidu ATP sintetinama greiiau, bet ne taip veiksmingai, lyginant su
oksidaciniu fosforilinimu [182,185,186]. Tai galimai vyksta dél padidéjusio ATP energijos poreikio
prouzdegiminiams procesams vykdyti, taciau kol kas néra jrodymy, kad tokioms reakcijoms reikia
daugiau energijos nei bet kokiam kitam mikroglijos atsakui [194]. Padidéjes glikolitinis aktyvumas
gali neigiamai paveikti mitochondrijy dinamikg, paskatinti NLRP3 inflamasomos susidarymg ir
suaktyvinti kaspaze-1. D¢l to lastelés patiria oksidacinj stresg, skatinama IL-1f ir IL-18 citokiny
sinteze bei i8siskyrimas, sutrikdomas fagocitinis mikroglijos aktyvumas. Visi Sie procesai gali dar
labiau sustiprinti uzdegimg ir paskatinti neurodegeneracijos progresavimag [79,184,186]. Nustatyta,
kad, reaguojant j uzdegimg ir pradéjus didZigja energijos dalj gaminti glikolizés proceso metu,
mikroglijos lastelése atitinkamai suintensyvéja GLUTI1 ir glikolizés fermenty, tokiy kaip
heksokinazés ir fosfofruktokinazés, raiska [186]. Glikolizéje dalyvaujanciy fermenty raiska kinta
mikroglijai reaguojant ir j amiloidinius baltymus. Qiao ir kt. parodé, kad aSyn padidina piruvato
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kinazés ir gliceraldehido fosfato dehidrogenazés (GAPDH) raiska [80], 0 Yang’as ir kt. nustaté, kad
GAPDH, jungdamasi prie IFN-y iRNR ir tokiu budu reguliuvodama IFN-y raiska, gali keisti
mikroglijos funkcijy, fagocitozés ir citokiny gamybos, aktyvuma [195]. Mikroglijos bioenergetiniams
procesams ir $iy lasteliy fagocitozei bei chemotaksiui koordinuoti yra bitinas mitochondrijy baltymas
translokatorius TSPO ir heksokinazé-2 (HK2) [196]. Taciau yra duomeny, kad, vyraujant anaerobinei
glikolizei, HK2 gali disocijuoti nuo mitochondrijy ir aktyvuoti branduolio transkripcijos veiksnj NF-
kB, reguliuojantj uzdegima ir lasteliy i§gyvenamuma [197].

Apskritai, mikroglija, reaguodama | susidariusias patologines salygas, per skirtingus, taéiau
tarpusavyje susipinanéius, signalinius kelius geba gerokai padidinti daugelio prouzdegiminiy geny
raiSka, ypa¢ ty, kuriy aktyvumg reguliuoja transkripcijos veiksniai NF-xB ir HIF-1a [182,194].
Taciau pastaryjy veiksniy aktyvumg reguliuoja mTOR, kuris signalo perdavimo reakcijose uzima
pagrindinj vaidmenj ir tampa be galo svarbiu mikroglijos metaboliniam perprogramavimui
[182,186,198]. Suintensyvéjusi glikolizé, ADJ ir CtBP baltymas, reaguodamas j padidéjusius
vidulastelinius NADH kiekius, stebimus padidéjus glikolitiniam aktyvumui, aktyvina NF-xB
[184,194], uztai suintensyvéja TNF-a. ir IL-6 citokiny sekrecija [186]. Moksliniais tyrimais parodyta,
kad PL modelyje mitochondrijy hidroksilazés Clkl trikumas skatina neurouzdegimg ir
dopaminerginiy neurony ziitj, reguliuojant mikroglijos metabolinj perprogramavima per mTOR/HIF-
lo ir ADJ/HIF-1a signalinius kelius [199], 0 HIF-1a gali inhibuoti piruvato dehidrogenaze ir taip
netiesioginiu biidu slopinti Krebso cikla, priverciant lgsteles ATP sintetinti vien tik glikolizés budu
[21]. Nustatyta, kad piruvato virtimas laktatu yra stimuliuojamas PI3K/AKT signalinio kelio [182],
o aSyn fibrilés mikroglijos perprogramavimg sukelia per AKT/mTOR/HIF-1a signalinj kelig [81].
Taip pat yra duomeny, kad mikroglijos metaboliniy keliy persitvarkyma i§ oksidacinio fosforilinimo
j glikolitinj esant uzdegimui gali reguliuoti NADPH oksidazé 4 [200] ir mitochondrijy skaidymasis
(angl. fission) [201], lygiagreciai suaktyvindamas NLRP3 inflamasomg [202].

Zinoma, poky¢iai jvyksta ir kituose metaboliniuose keliuose. Sutrikus Krebso ciklui gali pradéti
kauptis Krebso ciklo tarpiniai metabolitai: sukcinatas ir itakono rigstis, kurie gali prisidéti prie
uzdegimo per HIF-1a skatindami ADJ, IL-1pB, NO ir kity prouzdegiminiy veiksniy koncentracijos
didéjima [181,182,194,203]. [vairds in vitro ir in vivo PL modeliy tyrimai atskleidé, kad esant Krebso
ciklo disfunkcijai mikroglijos lastelése suaktyvéja pentoziy fosfato kelias. Ypa¢ padidéja Sio
metabolinio kelio pagrindinio fermento gliukozés-6-fosfato dehidrogenazés aktyvumas, susidaro
pertekliniai NADPH Kkiekiai ir atitinkamai suintensyvéja ADJ susidarymas, skatinama
dopaminerginiy neurony degeneracija [79,182,204]. Mikroglijos lastelése pasikeicia ir lipidy bei
gelezies apykaitos keliai, kurie taip pat galimai turi reikSminga jtaka neurouzdegiminiy ir
neurodegeneraciniy procesy vystymuisi [182].

Taigi, metabolinio perprogramavimo fenomenas yra stebimas, mikroglijai reaguojant |
prouzdegiminius ir prieSuzdegiminius veiksnius. Esant neurouzdegimui daznu atveju mikroglija
energija ima gaminti pirmiausia iSnaudodama anaerobinj glikolizés mechanizma, taip pat pradeda
vyrauti pentozés fosfato metabolinis kelias ir riebaly riig§¢iy sintezé, o smegeny mikroaplinkoje
vyraujant prieSuzdegiminiams veiksniams ATP sintetinama oksidacinio fosforilinimo proceso metu.
Tokie dinamiski metabolizmo ir bioenergetikos pokycCiai betarpiSkai siejasi su mikroglijos
atliekamomis funkcijomis, jgyjamu fenotipu ir uzdegiminiu atsaku. Vis délto, medziagy apykaitos
poky¢iai, vykstantys neurodegeneraciniy ligy vystymosi ir progresavimo metu, lieka iki galo
nesuprasti. Triksta duomeny, kaip vyksta metaboliniy keliy persitvarkymas, priklausomai nuo timaus
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ar létinio neurotoksisky veiksniy poveikio. Be to, dar nepakankamai tiksliai nustatyti bioenergetiniy
poky¢iy molekuliniai mechanizmai, juolab — priezastys.

1.5. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas ir projekto temos bei uzdaviniy pagrindimas

Remiantis mokslingje literatiiroje prieinamais duomenimis, neurodegeneracija ir neurouzdegimas —
vienas nuo Kkito neatsiejami procesai. EgzistuojanCios jvairios hipotezés, aiSkinancios
neurodegeneraciniy ligy etiologija, rodo ziniy trikuma apie Siy ligy iSsivystymo priezastis ir
mechanizmus. Visgi, aSyn ir SI00A9 sudaromi toksiski agregatai bei padidéjusi LPS koncentracija
sisteminéje kraujotakoje reikSmingai prisideda prie neurotoksisko poveikio smegenyse, o mikroglijos
svarba reguliuojant neurouzdegimg ir neurodegeneracija — neabejotina. Mikroglijos lasteléms
biidingas metabolinis lankstumas ir medziagy apykaitos keliy persitvarkymas yra itin svarbis,
reaguojant ;] DAMP ir PAMP bei kontroliuojant CNS imuninj atsaka. Progresuojant
neurodegeneracijai, mikroglija reaguoja j susidariusias patologines sglygas ir patiria transkripcinius,
epigenetinius, funkcinius, morfologinius ir bioenergetiniy keliy pokycius, o tai pertvarko jvairius
vidulastelinius signalinius kelius. Dél to mikroglijos metabolizme dalyvaujantys fermentai ir
svarbiausios signaliniy keliy molekulés, reguliuojancios $iy lasteliy reaktyvumg ir neurouzdegiminio
atsako stiprumg, potencialiai galéty buti puikiis nauji taikiniai PL gydyti. Taciau daugelj mety
mikroglijos 1gsteliy tyrimus ribojo supaprastinta M1/M2 klasifikacija ir Siandien dar néra sukaupta
pakankamai duomeny, kurie iSsamiai paaisSkinty mikroglijos bioenergetiniy poky¢iy visuma,
vystantis neurodegeneracinéms ligoms. Atitinkamai, néra selektyviy, AL ar PL gydyti skirty vaisty,
kuriy taikinys buty tam tikri mikroglijos lgsteliy bioenergetika reguliuojantys mechanizmai.
Atsizvelgiant | tai, Sis tyrimas yra orientuotas ] mikroglijos Igsteliy energetinio metabolizmo keliy
poky€iy vertinimg, jas paveikus neurodegeneracijos procesuose dalyvaujanciais amiloidiniais
baltymais oSyn ir SI00A9 bei bakteriniu endotoksinu LPS. Sis tyrimas suteiks naujy Ziniy apie PL
patogenezg ir jos galimg ry$j su bakterine infekcija bei mikroglijos aktyvacijos kelius. Be to, naujos
1Zzvalgos apie anksCiau neZinoma uZlasteliniy aSyn ir SI00A9 agregaty poveikj mikroglijos lasteliy
bioenergetikai galimai prisidés prie kryptingo naujy, neurouzdegimag ir neurodegeneracijg
slopinanciy, terapiniy priemoniy kiirimo.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Visi baigiamojo projekto eksperimentai buvo atlikti Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Neuromoksly instituto (LSMU NI) Biochemijos laboratorijoje vadovaujantis ir laikantis visy
bioetikos reikalavimy. Pritarimg vykdyti tyrimg i8§davé LSMU Bioetikos centro komisija Nr. 2023-
BEC2-047 (1 priedas).

2.1. Tyrimams naudotos medZiagos ir reagentai

BV-2 mikroglijos lastelés (AcceGen, JAV);
LPS i Escherichia coli (026:B6 kamienas) (Sigma-Aldrich, JAV);

Rekombinantiniai Zzmogaus aSyn ir SI00A9 baltymai buvo gauti i§ Vilniaus universiteto Gamtos

moksly centro, dr. Vytauto Smirnovo vadovaujamos mokslininky grupés;
DMEM + GlutaMAX (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, JAV);

Fetalinis jauc¢io serumas (Gibco ™, Thermo Fisher Scientific, JAV);
Penicilino-streptomicino tirpalas (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, JAV);
Tripano mélio tirpalas, 0,4 % (Sigma-Aldrich, JAV);

TrypLE Express Enzyme (1X) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, JAV);
Fosfatinis drusky buferinis tirpalas, pH 7,4 (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, JAV);
Dejonizuotas vanduo (Ph.Eur.01/2008:0008, LSMU laboratorija);

MgCl> (Sigma-Aldrich, JAV);

Sacharozé (Carl Roth, Vokietija);

Laktobioniné rugstis (Sigma-Aldrich, JAV);

EGTA (Sigma-Aldrich, JAV);

KH2PO4 (Sigma-Aldrich, JAV);

HEPES (Sigma-Aldrich, JAV);

Taurinas (Sigma-Aldrich, JAV);

Piruvatas, pH 7,0 (Sigma-Aldrich, JAV);

Malatas, pH 7,0 (Sigma-Aldrich, JAV);

Digitoninas (Sigma-Aldrich, JAV);

Adenozino difosfatas, pH 7,0 (Sigma-Aldrich, JAV);

Sukcinatas, pH 7,0 (Sigma-Aldrich, JAV);

Karboksiatraktilozido natrio druska (Sigma-Aldrich, JAV);
2,4-dinitrofenolis (Sigma-Aldrich, JAV);

Natrio azidas (Sigma-Aldrich, JAV);

CaCl; - 2H,0 (Carl Roth, Vokietija);

Imidazolas (Sigma-Aldrich, JAV);

KCI (Sigma-Aldrich, JAV);

NaCl (Carl Roth, Vokietija);

MgCl; - 6H.0 (Sigma-Aldrich, JAV);

Bevandené gliukozé (Carl Roth, Vokietija);

Oligomicinas (Sigma-Aldrich, JAV);

2-deoksi-d-gliukozé (Sigma-Aldrich, JAV);

Komercinis Griess reagenty rinkinys (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, JAV);
Komercinis pelés TNF-a ELISA rinkinys (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, JAV);
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e HBSS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, JAV);
e Amplex Red (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, JAV);
e Krieny peroksidazé (Sigma-Aldrich, JAV).

2.2. Tyrimams naudota laboratoriné jranga

e Laminariné oro srauto spinta (HeraSafe KS, Thermo Fisher Scientific);

e Inkubatorius (Heracell 150i, Thermo Fisher Scientific, JAV);

e Hemocitometras (Fuchs-Rosenthal, VVokietija);

e Sviesinis mikroskopas (Olympus CKX41, Japonija);

e Centrifuga (Eppendorf 581R, Kanada);

e Mikrocentrifuga (Espresso Personal, Thermo Scientific);

e Mikroploksteliy skaitytuvas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific);

e 1,5 ml tirio plastikiniai mégintuvéliai (CAPP, Danija);

e T25 ir T75 plastikiniai ploks¢iadugniai Igsteliy auginimo flakonai su filtriniais kamsteliais
(Falcon™, JAV);

e Steriliis Iasteliy grandikliai (Falcon™, JAV);

e 15 mlir 50 ml tiirio steriliis centrifuginiai mégintuvéliai (Falcon™, JAV);

e 5ml, 10 mlir 25 ml tiirio sterilios vienkartinés serologinés pipetés (Nerbe Plus, Vokietija);

e Oksigrafas Oxygraph-2k ir O2k-pH ISE-Module sistema (Oroboros instruments, Innsbruck,
Austrija);

e Mikrogvirkstai su fiksuota adata (Hamilton, Sveicarija);

e Kintamo tiirio automatinés pipetés (0,5-10 ul, 2-20 pl, 20-200 pl ir 100-1000 pl) bei jy antgaliai;

e Fluorometras (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, JAV);

e Tamsios 96 Sulinéliy Iekstelés (BRANDplates®, cellGradeTM, Vokietija);

e Vartykle (WT17, Biometra);

e Purtykle (IKA MS 3 digital vortex mixer);

e pH-metras (Knick 766 Calimatic, VVokietija);

e Termostatin¢ vandens vonel¢ (Grant GD120, Anglija).

2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. Imortalizuotos peliu mikroglijos BV-2 lasteliy kultiiros kultivavimas

Tyrimams naudota imortalizuota peliy mikroglijos BV-2 lgsteliy linija buvo jsigyta i§ AcceGen
Biotech (2.3.1.1 pav.). Norint uztikrinti sterilias sglygas, visos manipuliacijos su lgstelémis buvo
atliktos laminaringje oro srauto spintoje. BV-2 lastelés buvo kultivuojamos pagal AcceGen
rekomendacijas ir protokolus. Buvo naudojama auginimo terpé DMEM + GlutaMAX, papildyta 10
% FBS ir 1 % penicilino-streptomicino antibiotiky tirpalu. Mikroglijos lastelés buvo uZzséjamos
monosluoksniu j 75 c¢cm? (T75) ir 25 cm? (T25) sterilius plastikinius flakonus ir auginamos
inkubatoriuje, kuriame palaikoma +37 °C temperatiira, 95-98 % drégnumas ir 5 % CO> prisotinta
aplinka. Véliau kas 2—3 dienas pusé auginimo terpés buvo kei¢iama j $viezia, o lasteléms pasiekus
90-100 % konfluentiskuma, atliekamas pers¢jimas.

Perséjant 1asteles, pirmiausia buvo nupilama visa lgsteliy auginimo terpe, o flakonas su Igstelémis
gerai praplaunamas fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS). Toliau lgstelés atkeliamos, uZpilant 2 ml
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tripsino analogo tirpalo TrypLE Express ir inkubuojant 5 min. +37 °C temperatiiroje. Lasteléms
atkibus nuo flakono pavirSiaus, tripsinas neutralizuojamas, jpilant 5 ml Sviezios lasteliy auginimo
terpés, lastelés surenkamos ir suspenduojamos. Toliau vertinamas lasteliy gyvybingumas,
apskaiciuojama atkelty lasteliy koncentracija ir reikiama dalis lasteliy suspensijos uZs¢jama i
paruostus naujus flakonus su §viezia ir paSildyta auginimo terpe. | T75 flakonus buvo uzsé¢jama
deSimtadalis visy atkelty lgsteliy, o j eksperimentams skirtus T25 flakonus ir tamsias 96 Sulinéliy
léksteles — po 1,5 min. lagsteliy ir 10* lasteliy/Sulinélj, atitinkamai. Persétos lastelés auginamos
inkubatoriuje anksc¢iau apraSytomis saglygomis.

2.3.1.1 pav. Pavyzdiné¢ BV-2 mikroglijos lasteliy Sviesiné nuotrauka
Mikroskopas OLYMPUS IX71S1F-3, objektyvas x20, padidinimas — 500 karty, skalé — 100 um
2.3.2. Lasteliy skaifiavimas ir ju gyvybingumo jvertinimas tripano méliu

Atliekant Iasteliy perséjima ir prie§ kvépavimo greicio registravimo bei glikolitinio aktyvumo
vertinimo tyrimus, mikroglijos lagsteliy skai€ius suspensijoje ir gyvybingumas buvo vertinamas,
naudojant 0,4 % tripano mélio azo daZa. Sis metodas pagristas tuo, kad negyvos ir pazeistos lastelés
praranda plazminés membranos integraluma, todél tripano melis tamsiai mélyna spalva selektyviai
nudazo tik Zuvusias lasteles. Pro gyvybingy lasteliy plazming membrang $is dazas neprasiskverbia ir
dél to mikroskopu stebimos Sviesios, skaidrios ar baltos Igstelés.

Pirmiausia j 1,5 ml talpos mégintuvélj buvo jpilama 20 pl paruostos lasteliy suspensijos ir 20 pl
tripano melio bei suspenduojama. Tuomet 20 pl Sio miSinio buvo suleidziama j hemocitometro
kamera, uzdegta dengiamuoju stikliuku. Stebint Sviesiniu mikroskopu, skaic¢iuojamos skaidrios, t.y.
gyvos, lastelés, esancios 16 kvadraty. Suskai¢iuota Igsteliy suma dauginama i§ skiedimo (X2) ir
hemocitometro (x5000) koeficienty. Gautas gyvy lasteliy skaicius iSreiSkiamas lasteliy skai¢iumi
viename mililitre suspensijos (Igsteliy sk./ml).
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2.3.3. Lipopolisacharido, a-sinukleino ir S100A9 paruosSimas neurotoksiSkumo tyrimams ir
lasteliy kultiiros inkubacija su tiriamomis medZziagomis

100 ng/ml, 500 ng/ml ir 1 pg/ml koncentracijy LPS tirpalai buvo ruoSiami i§ motininio 1 mg/ml LPS
tirpalo (angl. stock solution), ji praskiedziant dejonizuotu vandeniu. Praskiedus, mégintuvélis su LPS
tirpalu buvo paliekamas 15 min. 1500 aps./min. ant purtyklés, kad gerai i$simaiSyty ir kad ant
mégintuvélio sieneliy nelikty prilipusio LPS, nes jis yra linkgs absorbuotis ant plastikiniy pavirsiy.

Motininiai rekombinantiniy zmogaus aSyn ir SI00A9 monomery tirpalai buvo praskiedziami PBS
iki 1 mg/ml aSyn ir 0,138 mg/ml SI00A9 koncentracijos tirpaly, iSmaiSomi, nucentrifuguojami 15
sek. 5000 aps./min. ir paliekami inkubuotis 6 val. kambario temperattroje (KT) ant vartyklés (25
aps./min.). Taip suformuoti amiloidiniy baltymy oligomery tirpalai iki eksperimenty buvo laikomi
Saldiklyje —81 °C, siekiant i§vengti tolimesnés amiloidy agregacijos.

Kai T25 flakonuose auginamos BV-2 lastelés pasickdavo 90 % konfluentiskumg, jos buvo
paveikiamos tiriamomis medziagomis: aSyn, S100A9 ir LPS. Sena lasteliy auginimio terpé buvo
iSpilama, tuomet gerai praplaunama PBS, jpilama 3 ml §viezios auginimo terpés ir dedamos reikiamy
koncentracijy paruostos tiriamos medziagos bei $velniai pamaiSoma. aSyn, SI00A9 ir LPS paveiktos
lastelés buvo grazinamos j inkubatoriy ir paliekamos inkubuotis 24 val. +37 °C temperatiiros, 95-98
% drégnumo ir 5 % COz aplinkos salygose.

2.3.4. Lasteliy kvépavimo greicio registravimas

Po 24 val. BV-2 lasteliy inkubacijos su tiriamomis medziagomis buvo surenkama Igsteliy auginimo
terpé, kad véliau buty galima atlikti prouzdegiminiy veiksniy, iSsiskyrusiy 1 mikroglijos lasteliy
kultiiry terpg, kiekybine analize. Tuomet lastelés buvo praplaunamos PBS, surenkamos i§ T25
flakony, naudojant sterily lasteliy grandiklj, ir suspenduojamos 1 ml kvépavimo matavimo terpés
MiR05 (10 mM KH2PO4, 3 mM MgClz, 20 mM taurinas, 110 mM d-sacharoz¢, 0,5 mM EGTA, 20
mM HEPES, 60 mM laktobioniné riigstis; pH 7,1). Tada 1 mln. gyvy lasteliy perkeliamas j oksigrafo
matavimo kamera, uzpildyta iki +37 °C temperatiiros pasildytos kvépavimo matavimo terpés MiROS5,
ir sandariai uzdaroma specialiais kamsciais.

BV-2 Iasteliy kvépavimo greitis buvo matuojamas didelés raiskos respirometrijos metodu, naudojant
oksigrafing sistema Oxygraph-2k ir programing jrangg DatLab. Visi matavimai buvo atliekami +37
°C temperatiiroje. Lasteléms patekus j kiuvete, jos pradeda vartoti deguonj (kvépuoti), todél oksigrafo
elektrodai iSkart 1ima fiksuoti deguonies koncentracijos pokycius. Siekiant iSmatuoti
nepermeabilizuoty 1gsteliy bazalin] kvépavimo greitj ir permeabilizuoty Igsteliy kvépavimo greicius,
joms esant skirtingose metabolinése biisenose, sistema buvo papildoma tam tikrais elektrony pernasos
grandinés substratais, inhibitoriais ir skyrikliais.

ISmatavus bazalinj mikroglijos Igsteliy kvépavimo greitj, ] kamerg buvo pridedama I-0jo kvépavimo
grandinés komplekso (NADH dehidrogenazés) substraty, 5 mM piruvato ir 2 mM malato, o po to —
12,15 uM digitonino (Dig), siekiant permeabilizuoti Igsteles ir iSmatuoti kvépavimo greitj lasteléms
esant laidumo bisenoje (II-0je metabolinéje biisenoje). Tokioje busenoje kvépavimo grandinés
kompleksai palaiko pakankamg elektrocheminj protony gradienta, taciau fosforilinimas nevyksta, nes
terpéje yra tik kvépavimo substratai, bet néra adenozino difosfato (ADP). Todél I1-0je metabolinéje
biisenoje deguonies suvartojimas, vykstantis dél nespecifinio membranos pralaidumo protonams, yra
nedidelis [205]. Nuo oksidacinio fosforilinimo priklausomas kvépavimas buvo matuojamas pridéjus

33



2 mM ADP (111-o0ji metaboliné buisena) ir véliau, norint pasiekti maksimaly mitochondrijy kvépavimo
greitj, buvo dedamas 11-0jo kvépavimo grandinés komplekso (sukcinato dehidrogenazés) substratas
10 mM sukcinatas (Succ). Sioje biisenoje stebimas staigus kvépavimo pagreitéjimas ir intensyvus
deguonies suvartojimas, nes dél ADP ir I-0jo bei ll-ojo kvépavimo grandinés komplekso substraty
pertekliaus oksidacinis fosforilinimas (elektrony pernasa kvépavimo grandinéje ir ATP sintezé)
vyksta visu pajégumu [205]. Toliau adenino nukleotidy translokazés inhibitorius
karboksiatraktilozidas (CAT, 1 uM) buvo dedamas, norint iSmatuoti nuo protony laidumo
priklausoma deguonies suvartojima ir jvertinti vidinés mitochondrijy membranos laiduma (IV-0ji
metaboliné biisena). Sioje metabolinéje bisenoje kvépavimo greitis staigiai sumaZzéja, nes yra
uzblokuojamas ADP patekimas j mitochondrijas ir slopinama ATP sintezé [205]. Jdéjus 100 uM
skyriklio 2,4-dinitrofenolio (DNP) ir atskyrus oksidacijg nuo fosforilinimo, buvo iSmatuotas bendras
kvépavimo grandinés kompleksy efektyvumas. Galiausiai, jdéjus citochromo c¢ oksidazés
inhibitoriaus 10 mM natrio azido ir uzslopinus nuo mitochondrijy priklausoma kvépavima, buvo
fiksuojamas likutinis deguonies suvartojimas, salygotas kity lastel¢je vykstanciy procesy.

Pridéjus minéty priedy, buvo uzrasomi kvépavimo kreiviy pokyciai, leidziantys stebéti deguonies
suvartojima per laiko tarpa. Taigi, BV-2 Igsteliy kvépavimo greitis skirtingose metabolinése biisenose
buvo vertinamas pagal deguonies suvartojimo greitj ir iSreiskiamas pmol(O2)/(s*ml)/1 min. lasteliy.
Tipiné kontroliniy BV-2 lasteliy kvépavimo greicio registravimo schema pateikta 2.3.4.1 pav.
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2.3.4.1 pav. Tipiné BV-2 lIgsteliy kvépavimo grei¢io matavimo grafiné schema, kvépavimo terpe su
lastelémis titruojant substratais, slopikliais ir skyrikliais

Meélyna kreivé rodo deguonies koncentracijg kiuvetéje (nmol/ml), o raudona — deguonies suvartojimo greitj
(pmol(O2)/(s*ml)/1 min. lasteliy). Vertikalios linijos rodo priedy jdéjima j sistema, kur P — piruvatas, M —
malatas, Dig — digitoninas, ADP — adenozino difosfatas, Succ — sukcinatas, CAT — karboksiatraktilozidas,

DNP — 2,4-dinitrofenolis

2.3.5. Lasteliy glikolitinio aktyvumo vertinimas

Praéjus 24 val. trukusiai BV-2 lgsteliy inkubacijai su tiriamomis medziagomis ir surinkus auginimo
terpe prouzdegiminiy veiksniy kiekybinei analizei atlikti, Igstelés buvo praplaunamos PBS ir steriliu
lasteliy grandikliu surenkamos i§ T25 flakony bei suspenduojamos 1 ml HMM (angl. Hanks modified
media) terpés (137 mM NacCl, 2,4 mM KCI, 0,42 mM CaCl> - 2H,0, 0,49 mM MgCl; - 6H20, 2,0
mM imidazolas; pH 7,1; buferiné talpa 0,001). Tuomet 1 min. gyvy lasteliy perkeliamas j oksigrafo
matavimo kamera, uzpildyta iki +37 °C temperattros pasSildytos HMM terpés, ir sandariai uzdaroma
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specialiais kamsciais. Matavimai atlikti naudojantis DatLab programine jranga ir O2k-pH ISE-
Module oksigrafine sistema, leidzian¢ia pX ir referentiniu elektodais jautriai registruoti
potenciometrinius (jtampos) signalus ir tiksliai nustatyti pH poky¢ius matavimo kameroje. Paeiliui |
matavimo kamerg buvo pridedama $iy priedy: 5 mM gliukozés (Glu), 5 nM oligomicino (Omy) ir 25
mM 2-deoksi-d-gliukozés (DOG). Citozolyje anaerobinés glikolizés metu i§ vienos gliukozés
molekulés susidaro dvi laktato molekulés, kurias lgstelés sekretuoja i uZzlasteling terpg. Kadangi
laktatas turi karboksi- funkcing grupe, §io proceso metu kartu j uzlasteling terpe yra atpalaiduojami ir
vandenilio jonai (H*) [206]. Dél to lasteliy glikolitinis ir maksimalus glikolitinis aktyvumas yra
vertinami pagal terpés rugstéjima, iSreiskiama protony srautu (angl. proton flux) pmol/(ml*s), ir
apskaiciuojamas pagal formules:

Glikolitinis aktyvumas = terpés rugstéjimas jdéjus Glu — terpés riigstéjimas jdéjus DOG

Maksimalus glikolitinis aktyvumas = terpés ragstéjimas jdéjus Omy — terpés rugstéjimas jdéjus
DOG

Glu dedama kaip pagrindinis glikolizés substratas, siekiant aktyvuoti glikolizés procesa lastelése. Po
to dedamas Omy inhibuoja ATP sintaze¢, sumazina ATP/ADP santykj ir uzslopina oksidacinj
fosforilinimg. Taip lastelés yra priveréiamos ATP gaminti glikolizés buidu. Eksperimento pabaigoje
dedama DOG nuslopina glikolize, konkurenciniu biidu inhibuodama heksokinazg, ir leidzia iSmatuoti
nuo glikolizés nepriklausomg terpés rugstéjima [207].

BV-2 lgsteliy glikolitinio ir maksimalaus glikolitinio aktyvumo poky¢iy rezultatai procentiskai
lyginami nuo kontroliniy grupiy glikolitinio aktyvumo, o tipiné kontroliniy BV-2 lasteliy glikolitinio
aktyvumo matavimo schema pateikta 2.3.5.1 pav.
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2.3.5.1 pav. Tipiné BV-2 lasteliy glikolitinio aktyvumo matavimo grafiné schema

Juoda kreivé rodo protony srauta (pmol/(ml*s)), o mélyna — pH poky¢ius. Vertikalios linijos rodo priedy
idéjima | sistema, kur Glu — gliukozé, Omy — oligomicinas, DOG — 2-deoksi-d-gliukozé

2.3.6. Azoto monoksido auginimo terpéje kiekybinis jvertinimas

NO koncentracija lgsteliy auginimo terpé€je buvo nustatoma, naudojant komercinj Griess reagenty
rinkinj pagal NO oksidacijos produkto, nitrito, kiekj. Griess reakcijos metu susidaro azo dazas,
leidZiantis spektrofotometriSkai jvertinti susidariusiy nitrity koncentracija mikroglijos Igsteliy
auginimo terpéje. Prie§ kiekvieng eksperimenta buvo S$vieZziai paruoSiamas Griess reagentas,
sumaiSant 0,1 % N-(1-naftil)etilendiamino dihidrochloridg ir 1 % sulfalinine rugstj (5 % fosforo
rugstyje) vienodomis dalimis. Kadangi Griess reagentas yra jautrus $viesai ir deguonies poveikiui, jo
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paruosimas buvo atlickamas prieblandoje, greitai ir kruopsc¢iai, o paruostas buvo sandariai uzdaromas
ir laikomas tamsoje.

Po lasteliy inkubacijos su tiriamosiomis medZiagomis, auginimo terpé¢ buvo surenkama ir
centrifuguojama 10000xg 10 min. Tuomet j 96 Sulinéliy Iékstelés atitinkamus Sulinélius buvo
sumaiSoma 150 pl nucentrifuguotos auginimo terpés su 130 pl dejonizuotu vandeniu ir 20 pl Griess
reagentu. Siekiant nustatyti atskaitos taska, 20 pl Griess reagento buvo sumaiSoma su 280 pl
dejonizuotu vandeniu. ISmaisius, 1ékstelé su méginiais buvo palieckama inkubuotis 30 min. tamsoje,
lékstele laikant ant vartyklés. Po inkubacijos buvo matuojamas absorbcijos intensyvumas
spektrofotometru, esant bangos ilgiui A = 548 nm. Pagal sudaryta kalibracine kreive, naudojant
standartinj nitrito tirpala, buvo apskaiciuotas mikroglijos iSskirto NO kiekis uM terpéje.

2.3.7. Prouzdegiminio citokino TNF-a auginimo terpéje kiekybinis jvertinimas

Prouzdegiminis citkokinas TNF-a buvo kiekybiskai vertinamas ,,sumustinio® tipo ELISA metodu
(angl. sandwich ELISA), naudojant komercinj pelés TNF-a ELISA rinkinj, remiantis gamintojo
protokole pateikta informacija.

Pirmiausia surinkta lgsteliy auginimo terpé po inkubacijos su tiriamomis medziagomis buvo
nucentrifuguojama 10000xg 10 min. Tuomet mikroplokstelés Sulinéliai, padengti specifiniais
antikiinais, buvo praplaunami plovimo buferiu, o po to i juos jpilama 50 pl méginio skiediklio (angl.
sample diluent), 50 ul nucentrifuguotos méginiy terpés ir 50 pul biotino konjugato. Uzdengus, 1ékstelé
buvo paliekama inkubuotis 2 val. KT ant vartyklés. Po inkubacijos buvo atlickamas praplovimas
plovimo buferiu ir j kiekvieng Sulinélj jpilama po 100 pl streptavidino-HRP tirpalo bei paliekama
inkubuotis 1 val. KT ant vartyklés. Praéjus inkubacijos laikui, Sulin¢liai buvo praplaunami plovimo
buferiu, jpilama po 100 pl j kiekvieng Sulinélj chromogeno substrato TMB tirpalo ir inkubuojama 30
min. KT tamsoje. Toliau buvo jpilama 100 pl reakcijos stabdymo tirpalo, iSmaiSoma ir nedelsiant
matuojamas kiekvieno mikrolékstelés Sulinélio optinis tankis, esant bangos ilgiui A = 450 nm. Pagal
sudarytg kalibracing kreive buvo apskaiciuotas mikroglijos iSskirto TNF-a kiekis pg/ml terpés.

2.3.8. Aktyviy deguonies junginiy auginimo terpéje kiekybinis jvertinimas

Mikroglijos lasteliy | uzlgsteling terpe iSskiriamy ADJ kiekybiné analizé atlikta pagal H202
susidarymg, taikant fluorimetrinj metoda ir naudojant Amplex Red daza. Katalizuojant krieny
peroksidazei, Sis dazas, reaguodamas su H202, yra oksiduojamas j raudonai fluorescuojantj junginj —
resorufing.

Siam tyrimui atlikti, lastelés buvo uZséjamos j tamsias 96 3ulinéliy leksteles 10* lasteliy/Sulinglj
tankiu, o po 24 val. buvo paveikiamos 100 ng/ml, 500 ng/ml, 1 pg/ml LPS bei 100 nM ir 500 nM
koncentracijy aSyn ir SI00A9. Po 24 val. inkubacijos su tiriamomis medziagomis i$ Sulineliy buvo
nusiurbiama terpé ir j kiekvieng Sulinélj jpilama po 100 pul paruosto HBSS tirpalo (angl. Hank's
balanced salt solution), papildyto 50 nM gliukoze, 15 uM Amplex Red dazu ir 30 pg/ml krieny
peroksidaze. Tai buvo atliekama prieblandoje, greitai ir kruopséiai. Toliau, naudojantis fluorometru
ir Ascent Software 2.6 programiniu paketu, buvo vertinamas H>O susidarymo greitis, matuojant
fluorescencijos pokytj per 1 val., esant suzadinimo bangos ilgiui A = 544 nm ir emisijos bangos ilgiui
A =590 nm. UZfiksuoti fluorescencijos signalai buvo vertinami pagal kalibracing kreive, gauta su
zinomais H20> kiekiais.
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2.3.9. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta, jtraukiant maziausiai trijy nepriklausomy eksperimenty rezultatus,
naudojantis SigmaPlot 14.0 programos paketu. Rezultaty duomenys statistiskai lyginami, taikant
vienkryptj ANOVA testg (angl. one-way ANOVA) ir post hoc Tukey kriterijy. Rezultatuose ir
grafikuose pateikiami eksperimenty duomeny vidurkiai su standartinémis vidurkio paklaidomis (x +
SEM). Duomenys laikomi statistiSkai reikSmingais, kai p < 0,05.

37



3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Siame darbe buvo tiriami uzlasteliniy 100 nM ir 500 nM koncentracijy oSyn ir SI00A9 oligomery
bei 100 ng/ml, 500 ng/ml ir 1 pg/ml koncentracijy LPS poveikiai mikroglijos lasteléms.

Anks¢iau LSMU NI Biochemijos laboratorijoje atlikti tyrimai parodé, kad preinkubavus aSyn ir
S100A9 monomerus 6 val. KT ant vartyklés susidaro pirminei miSriai neurony-glijos lasteliy kulttirai
toksiski oligomerai. D¢l to toliau siekiant istirti tokiy toksisky oligomery poveikj mikroglijos Igsteliy
bioenergetikai, Siame projekte tyrimams buvo naudojami bitent tokiomis salygomis susidare
amiloidiniai agregatai.

Pirmajame tyrimy etape aukstos raiskos respirometrijos metodu buvo matuojami kvépavimo greiciai,
atspindintys tiriamy medziagy poveikj BV-2 mikroglijos lgsteliy oksidacinio fosforilinimo sistemai.
IStirti bazaliniai nepermeabilizuoty BV-2 lgsteliy kvépavimo greiciai ir, permeabilizavus lgsteles,
mikroglijos mitochondrijy kvépavimo greiciai antroje, trecioje ir ketvirtoje metabolinése biisenose.
Toliau eksperimentai buvo tesiami, atliekant mikroglijos glikolitinio aktyvumo vertinimg bei
prouzdegiminiy veiksniy kiekybine analize, siekiant jvertinti amiloidiniy baltymy aSyn ir S100A9
bei endotoksino LPS sukeliamg neurouzdegiminj mastg.

3.1. a-sinukleino poveikis nepermeabilizuoty ir permeabilizuoty BV-2 lasteliy kvépavimo
greiciui

Ivairtis in vitro ir in vivo PL tyrimy modeliai rodo, kad mitochondrijos yra svarbus aSyn taikinys
[208,209], o $iy organeliy svarba, dalyvaujant ir reguliuojant mikroglijos imuninio atsako stipruma,
metabolin] perprogramavima, neurouzdegiminius ir neurodegeneracinius procesus, yra ypac¢ didelé
[210]. Nors mokslingje literatiiroje yra nemazai duomeny, patvirtinanéiy aSyn toksiska poveikj
neurony mitochondrijy bioenergetikai ir funkcijoms [68,209,211-213], Sio amiloidinio baltymo
poveikis glijos lasteliy bioenergetikai ir gliukozés metabolizmui néra gerai istirtas. Dél to, miisy
tyrime pirmiausia buvo siekiama nustatyti aSyn poveiki BV-2 mikroglijos lasteliy oksidacinio
fosforilinimo sistemai.

IS pradziy, buvo siekiama jvertinti nepermeabilizuoty BV-2 lgsteliy kvépavima, iSmatuojant bazalinj
mikroglijos lasteliy kvépavimo greitj. Kontrolin¢je grup¢je Sis greitis sieké 29,26+3,97
pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 lasteliy ir statistiskai reik§mingai nesiskyré nuo skirtingomis aSyn
koncentracijomis 24 val. paveikty BV-2 lasteliy eksperimentinése grupése uzfiksuoty bazaliniy
kvépavimo greiciy (3.1.1 pav.). Taigi, mes nustatéme, jog aSyn neturi poveikio nepermeabilizuoty
mikroglijos lasteliy bazaliniam kvépavimui.

Toliau matavimo terp¢ papildzius I-ojo kvépavimo grandinés komplekso substratais piruvatu ir
malatu (P+M), buvo matuojamas vis dar nepermeabilizuoty mikroglijos lagsteliy deguonies
suvartojimas. IS gauty rezultaty (3.1.1 pav.) matyti, jog statistiSkai reik§mingo skirtumo tarp
eksperimentiniy grupiy nebuvo gauta. Permeabilizavus Igsteles digitoninu ir iSmatavus jy kvépavimo
greitj, esant laidumo buisenoje (II-0je metabolingje biisenoje), reik§mingo skirtumo tarp kontrolinés
ir tirlamy eksperimentiniy grupiy taip pat nenustatyta (3.1.1 pav.).

Tuomet, siekiant jvertinti nuo oksidacinio fosforilinimo priklausomg BV-2 lasteliy mitochondrijy
kveépavima (II1-3j3 metaboling biiseng), buvo dedamas ADP ir véliau — sukcinatas. Matavimo terpe
papildzius ADP, buvo registruojamas 32,67+1,65 pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 aSyn nepaveikty
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mikroglijos lgsteliy deguonies suvartojimo greitis, 0 24 val. inkubacija su 100 nM ir 500 nM aSyn
nuslopino ADP stimuliuojamg kvépavimo greitj, oksiduojant piruvatg ir malata, iki 16,85+3,16
pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 Iasteliy (p <0,01) ir 19,61+3,06 pmol(Oz)/(s*ml)/1 min. BV-2 lasteliy
(p < 0,05) atitinkamai, lyginant su kontrole (3.1.1 pav.). Taiau jdomu tai, kad maksimalis
mitochondrijy deguonies suvartojimo grei¢iai, iSmatuoti terpe papildzius sukcinatu, tarp tiriamy
grupiy nesiskyré. Tai rodo, kad aSyn galimai neigiamai paveikia 1-0jo, bet ne Il-ojo kvépavimo
grandinés komplekso veikla, ir taip slopina mikroglijy mitochondrijy vykdoma oksidacinj
fosforilinima.

Tesiant eksperimentg, kontrolingje ir aSyn paveiktose grupése nustatyti BV-2 lIgsteliy deguonies
suvartojimo grei¢iai, uzslopinus ADP patekimg j mikroglijos mitochondrijas su CAT ir lgstelémis
peréjus 1 IV-3ja metaboling biiseng bei atskyrus oksidacijos procesag nuo fosforilinimo su DNP,
statistiSkai reik§Smingai nesiskyré (3.1.1 pav.).
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Bazalinis P+M Digitoninas

3.1.1 pav. aSyn poveikis BV-2 lasteliy kvépavimo grei¢iams po 24 val. inkubacijos su lastelémis

ISmatuoti bazalinis kvépavimo greitis, kvépavimo greitis pridéjus piruvato ir malato (P+M), kvépavimo
greitis laidumo buisenoje pridéjus digitonino (II-0ji metaboliné biisena), oksidacinio fosforilinimo greitis
pridéjus ADP ir sukcinato (ITI-0ji metaboliné biisena), kvépavimo greitis laidumo biisenoje pridéjus
karboksiatraktilozido (CAT) (IV-0ji metaboliné biisena) ir nustatytas kvépavimo grandinés kompleksy
efektyvumas pridéjus 2,4-dinitrofenolio (DNP); * — p < 0,05, ** —p < 0,01, lyginant su atitinkama kontrole
(n=6)

Taigi, remiantis gautais rezultatais, galima teigti, kad 24 val. BV-2 lasteliy inkubacija su 100 nM ir
500 nM aSyn oligomerais slopina oksidacinj fosforilinima, vykstant I-ojo kvépavimo kompleksy
substraty, piruvato ir malato, oksidacijai, galimai dél Sio komplekso pazaidos. Taciau tai neturi jtakos
bendram kvépavimo grandinés kompleksy veiklos efektyvumui, atskyrus oksidacija nuo
fosforilinimo skyrikliu DNP.
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Tokius Sio tyrimo rezultatus patvirtina daugelis kity mokslininky atlikty tyrimy, rodanciy, jog aSyn
agregatai pazeidzia I-gjj kvépavimo grandinés kompleksa [68,211,212,214,215]. Tiesa, reikéty
pabrézti, kad Sie tyrimai buvo atlikti ne su mikroglijos, bet su neurony lastelémis arba i§ smegeny
i§skirtomis mitochondrijomis. AtsiZvelgiant  tai, galima daryti prielaida, kad aSyn toksiskas poveikis
mikroglijos mitochondrijy bioenergetikai, pasireiskiantis I-ojo komplekso disfunkcija, yra panasus j
poveikj stebimg neurony mitochondrijoms. Manoma, kad tokj poveikj aSyn oligomerai sukelia
tiesiogiai, jungdamiesi prie I-ojo kvépavimo grandinés komplekso ir inhibuodami jo funkcija, arba
netiesiogiai, pazeisdami mitochondrijy membranos lipidus [214].

IS tiesy, nedaug yra tyrimy, vertinanéiy uZzlgsteliniy aSyn agregaty poveikj iSimtinai mikroglijos
lasteliy mitochondrijy funkcijoms. Ypac¢ mazai tyrimy atlikta su BV-2 mikroglijos lasteliy linija. Vis
delto, mokslingje literatiiroje yra duomeny, rodanciy, jog 24 val. pirminés peliy mikroglijos kulttiros
inkubacija su 1 pg/ml aSyn fibrilémis sumazina §iy Igsteliy bazalinj ir maksimaly mitochondrijy
kvépavimy greicius bei slopina ATP gamybg [81]. PanaSius rezultatus yra gavusi Sarkar’o ir kt.
mokslininky grupé. Jie, dirbami taip pat su pirmine peliy mikroglijos kultiira, nustaté, kad 24 val.
inkubacija su 1 pM oaSyn agregatais neigiamai paveikia mitochondrijy dinamikg ir funkcijas,
sumazina bazalinj mikroglijos kvépavima, maksimaly oksidacinj fosforilinima, ATP sintez¢ bei
salygoja mazesnius kvépavimo greicius, Iasteléms esant laidumo biisenoje [216]. Idomu tai, kad Qiao
ir kt. parodé, jog po 24 val. inkubacijos su 10 pug/ml laukinio tipo aSyn (WT aSyn) ir AS3T aSyn
oligomerais yra slopinamas ne tik pirminés ziurkiy mikroglijos lasteliy vykdomas oksidacinis
fosforilinimas, bet ir IV-0jo kvépavimo grandinés komplekso aktyvumas [80]. Mes taip pat
nustatéme, jog uzlasteliniai aSyn oligomerai slopina oksidacinj fosforilinimg po 24 val. inkubacijos
su BV-2 Iastelémis, bet neigiamo poveikio kitiems kvépavimo grandinés kompleksams, i§skyrus I-
3jl, nenustatétme. Be to, prieSingai nei aptarti kity mokslininky tyrimai, mes nepasteb¢jome
reikSmingy pokyc¢iy mikroglijos Igsteliy bazaliniam, maksimaliam ADP stimuliuojamam bei laidumo
busenoje registruojamiems kvépavimo grei¢iams. Tokie skirtumai gali buti nulemti tyrimuose
taikomy skirtingy metodologiniy aspekty: naudojamos skirtingos mikroglijos lasteliy kulttiros,
skirtingo agregacijos laipsnio ir koncentracijy aSyn bei tarpusavyje besiskiriancios deguonies
suvartojimo pokycCius registruojancios sistemos, o tai riboja gauty rezultaty lyginimg bei
interpretavima.

3.2. S100A9 poveikis nepermeabilizuoty ir permeabilizuoty BV -2 lasteliy kvépavimo greiciui

Iverting aSyn agregaty poveiki BV-2 mikroglijos mitochondrijy kvépavimui, mes toliau teséme
tyrimus, siekdami jvertinti kito amiloidinio baltymo S100A9 poveiki Siy lasteliy energetiniam
metabolizmui. Visy pirma, mes nustatéme, kad kontrolinés grupés nepermeabilizuoty BV-2 lasteliy
bazalinis kvépavimo greitis sieké 26,72+6,34 pmol(O.)/(s*ml)/1 min. Igsteliy. Lyginant §j greitj su
100 nM ir 500 nM S100A9 24 val. paveikty nepermeabilizuoty mikroglijos lasteliy deguonies
suvartojimo greiciais, statistiSkai reik§mingo skirtumo nenustatyta (3.2.1 pav.).

Tuomet pridéjus piruvato ir malato bei permeabilizavus mikroglijos Igsteles su digitoninu, buvo
uzrasytas kvépavimo greitis laidumo biisenoje. Gauti rezultatai parodé, kad 24 val. inkubacija su 100
nM ir 500 nM S100A9 baltymu neturi jtakos mikroglijos Igsteliy I1-ajai metabolinei biisenali, lyginant
su kontrole (3.2.1 pav.). Toks pat rezultatas buvo gautas, tiriant aSyn poveik].

Tesiant eksperimentg, buvo dedamas ADP, kad ATP-sintazé, panaudodama elektrocheminio protony
gradiento pavidalu sukauptg energija, pradéty intensyviai sintetinti ATP ir pasiekty I11-3ja metaboling
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arba oksidacinio fosforilinimo biiseng. Nustatéme, kad tokioje biisenoje kontroliniy BV-2 lasteliy
kvépavimo greitis buvo 36,34+3,75 pmol(O)/(s*ml)/1 min. BV-2 lgsteliy, o 24 val. inkubacija su
S100A9 stipriai slopina $iy lgsteliy oksidacinj fosforilinimg. 100 nM S100A9 deguonies suvartojimag
sumazino 2,01 karto, t.y. iki 18,10£3,94 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. 1asteliy (p < 0,05), 0 500 nM S100A9
— 1,9 Kkarto, iki 19,12+6,31 pmol(O.)/(s*ml)/1 mln. lasteliy (p < 0,05), lyginant su kontrole (3.2.1
pav.). Toliau, pridéjus II-0jo kvépavimo komplekso substrato sukcinato, buvo registruojamas
maksimalus mikroglijos lgsteliy mitochondrijy ADP stimuliuotas kvépavimas. IS 3.2.1 pav. matyti,
kad S100A9 oligomerais nepaveikty mikroglijos lasteliy kvépavimo greitis Sioje metabolinéje
buisenoje sieké 100,83+£11,84 pmol(O2)/(s*ml)/1 mlin. lasteliy, o po 24 val. trukusios inkubacijos su
100 nM S100A9 ir 500 nM S100A9 BV-2 kvépavimo greitis sumazéjo iki 51,05+6,32
pmol(O2)/(s¥*ml)/1 mln. lasteliy ir 62,18+4,15 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. Igsteliy, atitinkamai. Tai rodo,
kad S100A9 beveik per pus¢ sumazina maksimaly ADP stimuliuojamg kvépavima su piruvatu,
malatu ir sukcinatu, lyginant su kontrole (p < 0,05).
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3.2.1 pav. S100A9 poveikis BV-2 lgsteliy kvépavimo grei¢iams po 24 val. inkubacijos su lgstelémis

ISmatuoti bazalinis kvépavimo greitis, kvépavimo greitis pridéjus piruvato ir malato (P+M), kvépavimo
greitis laidumo biisenoje pridéjus digitonino (I1-0ji metaboliné biisena), oksidacinio fosforilinimo greitis
pridéjus ADP ir sukcinato (III-0ji metaboliné biisena), kvépavimo greitis laidumo biisenoje pridéjus
karboksiatraktilozido (CAT) (IV-0ji metaboliné biisena) ir nustatytas kvépavimo grandinés kompleksy
efektyvumas pridéjus 2,4-dinitrofenolio (DNP); * — p < 0,05, ** — p < 0,01, lyginant su atitinkama kontrole
(n=3)

Indukavus 1V-gjag metaboling buseng su CAT, kontrolinéje grupéje buvo fiksuojamas 18,54+4,09
pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. lasteliy kvépavimo greitis, kuris statistiSkai reikSmingai tarp S100A9
paveikty grupiy nesiskyré (3.2.1 pav.). Tai rodo, kad S100A9 nekei¢ia vidinés mitochondrijy
membranos laidumo. Toliau, siekiant jvertinti, ar SI00A9 neigiamai paveikia kvépavimo grandinés
kompleksy veikla, buvo dedamas oksidacijos ir fosforilinimo procesus atskiriantis junginys — DNP.
Tokioje biisenoje buvo registruojamas 93,70+£6,78 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. kontrolinés grupés BV-2
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lasteliy deguonies suvartojimas, o S100A9 paveiktose grupése buvo fiksuojami daug mazesni
kvépavimo greiciai. Po 24 val. inkubacijos su 100 nM S100A9 BV-2 kvépavimo greitis, matavimo
terpg papildzius DNP, sumazéjo iki 49,93+6,62 pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 lasteliy (p < 0,01), 0
500 nM S100A9 eksperimentinéje grupéje sumazejo iki 60,06+£6,96 pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2
lasteliy (p < 0,05), lyginant su kontrole (3.2.1 pav.).

Apibendrinant, tokie rezultatai rodo, kad amiloidinis baltymas S100A9 slopina mikroglijos lasteliy
bendrg mitochondrijy kvépavimo grandinés kompleksy funkcinj pajéguma, o nustatyti maZesni
kvépavimo greiciai I11-0je metabolingje biisenoje, lyginant su kontrole, gali biti siejami su SI00A9
oligomery salygota I-0jo ir Il1-ojo kvépavimo grandinés kompleksy pazaida.

Miisy Ziniomis, SI00A9 poveikis BV-2 mikroglijos lasteliniam kvépavimui ir bioenergetikai iki Siol
nebuvo tirtas. Taip pat néra atlikty in vitro ar in vivo tyrimy, kurie atskleisty uzlgsteliniy SI00A9
amiloidiniy agregaty poveik]j kity riisiy Iasteliy energetiniam metabolizmui.

3.3. Lipopolisacharido poveikis nepermeabilizuoty ir permeabilizuoty BV-2 lasteliy
kvépavimo greiciui

Kitaip nei amiloidiniy baltymy aSyn ar tuo labiau S100A9 agregaty atveju, endotoksino LPS poveikis
mikroglijos lasteliy energetiniam metabolizmui yra geriau istirtas. LPS aktyvuotiems makrofagams
yra biidinga stipriau iSreiksta glikolizé. Toks reiskinys pirma karta buvo pastebétas pelés pilvapleves
makrofaguose dar 1970 m. [217]. Dabar yra sutariama, jog tipinis prouzdegiminis PAMP klasei
priskiriamas veiksnys LPS greitai nuslopina mikroglijy oksidacinj fosforilinimg ir suaktyvina
glikolize, taip regulivodamas mikroglijos funkcijas ir imuninj atsaka [218,219]. Visgi, mokslinéje
literatiiroje daugiausia publikuojami tyrimai, kuriuose yra tirta tik viena pasirinkta tam tikra LPS
koncentracija, ir dél to néra gerai zinoma, kaip keiéiasi poveikis lgsteliy bioenergetikai priklausomai
nuo LPS koncentracijos. Taciau Sis aspektas yra svarbus, nes LPS koncentracija organizme
neurodegeneraciniy ir neurouzdegiminiy ligy metu gali kisti [220]. UZztai, sickdami geriau suprasti
LPS reikSme, reguliuojant mikroglijos gliukozés metabolizma, mes analizavome trijy skirtingy
koncentracijy (100 ng/ml, 500 ng/ml 1 pg/ml) LPS poveikj BV-2 lasteléms ir pirmiausia iStyréme jy
poveikj mikroglijos kvépavimui.

Kaip matyti 3.3.1 pav., kontrolinés grupés nepermeabilizuoty BV-2 lasteliy bazalinis kvépavimo
greitis buvo 19,81+2,16 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. lasteliy ir statistiskai reikSmingai nesiskyré nuo 100
ng/ml, 500 ng/ml ir 1 pg/ml LPS paveikty mikroglijos lasteliy grupése uzregistruoty bazaliniy
kvépavimo greiciy. Taigi, LPS, taip pat kaip ir aSyn bei S100A9, neturi poveikio nepermeabilizuoty
BV-2 mikroglijos lasteliy bazaliniam kvépavimui po 24 val. inkubacijos su lgstelémis.

Deguonies suvartojimo greiciai, iSmatuoti kontrolingje ir skirtingy koncentracijy LPS paveiktose
grupése, taip pat nesiskyre, pridéjus piruvato ir malato bei permeabilizavus lasteles su digitoninu.
Todél galima teigti, kad ir LPS, identiSkai amiloidiniams baltymams, nekei¢ia BV -2 Igsteliy laidumo
arba 11-0sios metabolinés biisenos (3.3.1 pav.).

Idomu tai, kad 24 val. inkubacija su 100 ng/ml ir 1 pg/ml LPS, apskritai, neturéjo jokios statistiSkai
reikSmingos jtakos BV-2 lgsteliy kvépavimo grandinés funkcijai ir oksidacinio fosforilinimo
efektyvumui, lyginant su kontrole (3.3.1 pav.). Taciau 24 val. BV-2 lasteliy inkubacija su 500 ng/ml
LPS neigiamai paveikia mikroglijos mitochondrijy kvépavimg. Matavimo terpg papildzius ADP ir
jvedus mikroglijos mitochondrijas j IlI-3ja metaboling bisena, kontroliniy grupiy deguonies
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suvartojimo greitis sieké 26,07+3,34 pmol(O2)/(s*ml)/1 mIn. BV-2 lasteliy, o 500 ng/ml LPS grupéje
§is greitis sumazéjo net iki 11,57+£2,61 pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 Iasteliy. Tai rodo, kad 24 val.
mikroglijos Iasteliy inkubacija su 500 ng/ml LPS salygoja daugiau nei dvigubai silpnesnj ADP
stimuliuojamg kvépavima, oksiduojant piruvatg ir malata, lyginant su kontrole (p < 0,01).

Be to, i§ 3.3.1 pav. matyti, kad 24 val. inkubacija su 500 ng/ml LPS nuslopino ADP stimuliuojamag
kvépavima, oksiduojant ne tik piruvata ir malata, bet ir sukcinata. LPS nepaveiktoje grupéje
deguonies suvartojimo greitis sieké 64,56x12,66 pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 lasteliy, o 500 ng/ml
LPS grupéje Sis maksimalus oksidacinio fosforilinimo greitis statistiSkai reik§mingai sumazéjo iki
33,75£10,99 pmol(O2)/(s*ml)/1 min. BV-2 lasteliy, lyginant su kontrole (p < 0,01).

Toliau tesiant eksperimentg ir matavimo terpe papildzius CAT, kvépavimo greicio pokyciy IV-0je
metabolinéje biisenoje tarp visy tirlamy grupiy nenustatyta. Tafiau pridé¢jus DNP ir atskyrus
oksidacijos procesg nuo fosforilinimo, buvo stebimas 1,86 karty mazesnis deguonies suvartojimo
greitis 500 ng/ml LPS paveiktoje BV-2 lasteliy grupéje, lyginant su kontrole (p < 0,01) (3.3.1 pav.),
kur kontrolinéje grupéje kvépavimo greitis Sioje metabolinéje blisenoje buvo 57,26+10,37
pmol(O2)/(s*ml)/1 mIn. BV-2 Igsteliy, o 500 ng/ml LPS grupéje — 30,79+£9,96 pmol(O)/(s*ml)/1
min. BV-2 Iasteliy. Kitose LPS koncentracijy grupése toks poveikis nebuvo stebimas.
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3.3.1 pav. LPS poveikis BV-2 lasteliy kvépavimo grei¢iams po 24 val. inkubacijos su lastelémis

ISmatuoti bazalinis kvépavimo greitis, kvépavimo greitis pridéjus piruvato ir malato (P+M), kvépavimo
greitis laidumo biisenoje pridéjus digitonino (I1-0ji metaboliné biisena), oksidacinio fosforilinimo greitis
pridéjus ADP ir sukcinato (III-0ji metaboliné biisena), kvépavimo greitis laidumo biisenoje pridéjus
karboksiatraktilozido (CAT) (IV-0ji metaboliné biisena) ir nustatytas kvépavimo grandinés kompleksy
efektyvumas pridéjus 2,4-dinitrofenolio (DNP); ** — p < 0,01, lyginant su atitinkama kontrole (n = 5)

Tokie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad BV-2 mikroglijos lasteliy inkubacija su 500 ng/ml LPS
po 24 val. salygoja kvépavimo grandinés 1-0jo ir Il-ojo kompleksy disfunkcija, sumazina bendra
kvepavimo grandinés kompleksy efektyvuma, atskyrus oksidacija nuo fosforilinimo, ir nuslopina $iy
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lasteliy vykdomg oksidacinj fosforilinimg. Toks poveikis taip pat buvo stebimas BV-2 mikroglijos
lasteles paveikus 100 nM ir 500 nM S100A9 agregatais 24 val. (3.2.1 pav.).

Tokie miisy gauti LPS poveikio kvépavimo grandinés kompleksams rezultatai sutampa su mokslinéje
literatiiroje esanciais duomenimis, rodanciais, jog per TLR-4 receptorius vykstanti mikroglijos
lasteliy stimuliacija su LPS skatina susidaryti endogeninio metabolito itakono riigsties pertekly, kuris
inhibuoja 1l-ojo kvépavimo grandinés komplekso veiklg ir uztai yra stebimas oksidacinio
fosforilinimo procesy slopinimas [221,222]. Be to, Sio darbo metu buvo nustatytas LPS salygotas
mazesnis deguonies suvartojimo greitis III-oje metabolinéje biisenoje. Sis rezultatas yra taip pat
panasus j Hunter’io ir kt. mokslininky atlikto in vivo tyrimo rezultatus, kurie atskleidé, jog praéjus 3
dienoms po intrastriatalinés LPS injekcijos, pasireiS8kia 1-0jo ir ll-ojo neurony mitochondrijy
kvépavimo grandinés kompleksy pazaidos ir yra registruojami silpnesni kvépavimo greiciai I1I-0je
metabolinéje biisenoje [223]. Panasiis duomenys yra gauti, atliekant eksperimentus su kardiomiocity
mitochondrijomis. Nustatyta, kad LPS gali pazeisti ne tik 1-3jj, bet ir IV-3ji bei V-3j; (ATP sintaze)
kompleksus [224]. Tiesa, yra ir prieStaringy duomeny, rodanciy, jog LPS gali padidinti I-0jo ir I1-0jo
kvépavimo grandinés kompleksy aktyvumus [225].

Idomu dar ir tai, kad musy rezultatai parodé stipry 500 ng/ml LPS poveikj mikroglijos lasteléms,
taciau dvigubai didesné, 1 pg/ml, endotoksino koncentracija tokio poveikio BV-2 lgsteléms po 24
val. inkubacijos nesukélé. Tokj rezultata yra gana sunku paaiSkinti, o bioenergetiniy tyrimy su
mikroglijos lastelémis, naudojant tokia (500 ng/ml) LPS koncentracija, atlikta néra. Galimai didesnés
LPS koncentracijos suaktyvina kitus signalinius kelius ir mechanizmus. Literatiiroje yra duomeny,
rodan¢iy, kad 1 pg/ml LPS gali sukelti net ,hipermetaboling” mikroglijy biisena, kurios metu
suintensyveja tiek oksidacinis fosforilinimas, tiek glikolize, taciau yra stebimas padidéjes protony
pralaidumas [225]. Kita vertus, Liu ir kt. yra parode, kad 24 val. BV-2 Igsteliy inkubacija su 1 pg/ml
LPS neturi poveikio bazaliniam kvépavimui, ta¢iau slopina maksimaly lasteliy kvépavimg [218].

Vis délto, literatiroje daugiausia aprasomi tyrimy rezultatai gauti, naudojant Seahorse XF
analizatoriy ir tiriant 100 ng/ml LPS poveikj. Nors mes nenustatéme reikSmingo 100 ng/ml LPS
poveikio BV-2 lgsteliy bioenergetikai po 24 val. inkubacijos, Orihuela ir kt. parodé, kad Si
koncentracija pirminése mikroglijos lastelése gali sumazinti bazalinius kvépavimo greicius [191].
Taciau Hu ir kt. nustaté, kad 100 ng/ml LPS po 12 val. inkubacijos su pirminémis ziurkés mikroglijos
lastelémis sumazina ne tik bazalinj, bet ir maksimaly bei rezervinj (angl. spare respiration)
kvépavimus [198]. Tokie rezultatai sutampa ir su Kito tyrimo rezultatais, kurie atskleidé¢, jog 24 val.
inkubacija su 100 ng/ml LPS sumazina bazalinius ir maksimalius pirminiy peliy mikroglijos
mitochondrijy kvépavmus bei padidina protony laiduma. Taip pat Sie mokslininkai tyré maZesniy
LPS koncentracijy poveikj ir pri¢jo prie iSvados, kad energetinio metabolizmo poky¢iai mikroglijos
lastelése vyksta ne tik priklausomai nuo koncentracijos, bet ir nuo inkubacijos su lgstelémis trukmés
[201]. Be to, yra duomeny, jog BV-2 ir BOM7 mikroglijos lasteliy linijose ATP sintezés ir bazalinio
bei maksimalaus kvépavimo slopinimg gali sukelti 24 val. 100 ng/ml LPS inkubacija kartu su 100
ng/ml INF-y citokinu [183].

Taip pat yra viena studija, kurioje, kaip ir misy atveju, buvo naudojama Oroboros oksigrafiné
sistema, taciau matavimai atlikti, naudojant kitos sudéties kvépavimo matavimo terpe bei taikant
kitokj statistinj testa rezultatams vertinti. Sie mokslininkai nustaté, kad po 24 val. inkubacijos su BV -
2 lastelémis, 100 ng/ml LPS sumazina mitochondrijy membranos potencialg ir deguonies suvartojimo
greitj I1I-oje metabolinéje biisenoje, taciau IV-0sios metabolinés biisenos nepaveikia [226]. Kita

44



mokslininky komanda tyré metabolinj perprogramavimg, vykstant] pirminése peliy mikroglijos ir
zmogaus mikroglijos lgstelése, jas 24 val. inkubavus su 250 ng/ml LPS. Transkriptominé analizé
atskleidé, kad LPS slopina oksidacinj fosforilinimg abiejy riiSiy mikroglijos lastelése, taciau
deguonies suvartojimo greicio registravimo Seahorse XF analizatoriumi rezultatai to nepatvirtino.
Nepaisant to, ATP sintezé buvo nuslopinta abiejy riisSiy mikroglijos lastelése, taciau bazalinio
kvépavimo grei¢io sumazéjimas buvo stebimas pelés, o jo padidéjimas — zmogaus mikroglijos
lastelése po 24 val. inkubacijos su LPS. Vadinasi, egzistuoja nezZymiis tarpriisiniai lasteliy ypatumai,
1 kuriuos taip pat biitina atsizvelgti [227].

Nors tokius nesutapimus tarp kai kuriy tyrimy rezultaty gali salygoti naudoti skirtingi analizatoriai,
lasteliy linijos, taikyti skirtingi statistiniai testai bei Kiti metodologiniai aspektai, vis tik tai parodo,
kad siuo metu turimi rezultatai apie LPS poveikj turéty bati interpretuojami atsargiai. Greiciausiai
egzistuoja daug sudétingesni, dar nezinomi ir nepaaiskinti molekuliniai mechanizmai, valdantys
mikroglijos Igsteliy energetin] metabolizma.

3.4. a-sinukleino ir SI00A9 poveikis BV-2 Igsteliy glikolitiniam aktyvumui

Kaip jau buvo minéta, jprastai, jvairiy riis§iy makrofagams, reaguojant | susidariusias patologines
mikroaplinkos sglygas, yra buidinga jgyti uzdegiminj fenotipg ir pertvarkyti savo medziagy apykaitos
kelius. Daznu atveju tai pasireiSkia suintensyvéjusia glikolize ir laktato susidarymui, net ir esant
pakankamai deguonies koncentracijai audinyje [228]. Specializuoti smegeny makrofagai —
mikroglijos lIgstelés, reaguodamos j jvairiy tipy PAMP (LPS ir kt.) ir DAMP (ATP, AP, aSyn,
S100A9 ir kt.) klasés molekules, taip pat vykdo metabolinj perprogramavimg. Taciau $iy Igsteliy
atsakas | PAMP ir DAMP skiriasi bei yra duomeny, kad net tai pac¢iai DAMP klasei priskiriamos, bet
skirtingos molekulés sukelia savitus mikroglijos medziagy apykaitos keliy persitvarkymus [218].
Todél mokslinéje literatiiroje nesant nuosekliy duomeny apie aSyn ir SI00A9 oligomery poveikj
mikroglijos lasteliy metaboliniams ir bioenergetiniams procesams bei nustacius, kad Sie amiloidiniai
baltymai slopina oksidacinj fosforilinimg, mes kitame darbo etape siekéme jvertinti aSyn ir SI00A9
mazos molekulinés masés agregaty poveikj BV-2 lasteliy glikolitiniam aktyvumui po 24 val.

Miisy rezultatai parodé, kad 24 val. inkubacija su 100 nM aSyn ir 100 nM S100A9 neturi statistiSkai
reikSmingo poveikio BV-2 lgsteliy glikolitiniam ir maksimaliam glikolitiniam aktyvumams (3.4.1
pav.). Tac¢iau i$ 3.4.1 pav. matyti, kad didesnés $iy baltymy koncentracijos skatina mikroglijos lgsteles
intensyviau vykdyti glikolize. Gauti rezultatai rodo, jog 500 nM aSyn padidino BV-2 lgsteliy
glikolitinj aktyvuma 1,63 karto (p < 0,01), o 500 nM S100A9 — 1,56 karto (p < 0,05), lyginant su
kontrole. Vis délto, tik 500 nM aSyn po 24 val. inkubacijos su BV-2 lgstelémis statistiSkai patikimai
1,79 karty padidino maksimaly mikroglijos glikolitinj aktyvumg, lyginant su kontrole (p < 0,01)
(3.4.1 pav.).
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*—p<0,05,** - p<0,01, lyginant su kontrole (n = 6)

Apjungiant Siuos (3.4.1 pav.) ir pries tai aptartus, amiloidiniy baltymy poveikio mikroglijos lasteliy
kvépavimo grei¢iams skirtingose metabolinése biisenose (3.1.1 pav. ir 3.2.1 pav.), rezultatus, galima
daryti prielaida, kad 24 val. BV-2 lasteliy inkubacija tiek su 100 nM aSyn, tiek su 500 nM aSyn
slopina oksidacinj fosforilinima, oksiduojant piruvatg ir malatg, ta¢iau tik 500 nM aSyn suaktyvina
glikolize ir padidina maksimaly mikroglijos lasteliy glikolitinj pajéguma, lyginant su kontrole.
Uzlasteliniy S100A9 oligomery poveikis BV-2 mikroglijos lasteliy energetiniam metabolizmui Siek
tiek skiriasi nuo aSyn poveikio. Po 24 val. BV-2 Igsteliy inkubacijos su 100 nM ir 500 nM S100A9
yra inhibuojama oksidacinio fosforilinimo sistema, oksiduojant piruvata, malatg ir sukcinata, taiau
tik 500 nM S100A9 salygoja glikolizés proceso suaktyvéjimg mikroglijos lgstelése, bet, skirtingai nei
aSyn, maksimalaus BV-2 glikolitinio aktyvumo nekeicia. Tai rodo, kad prouzdegiminiy ir su
neurodegeneracinémis ligomis siejamy veiksniy poveikis mikroglijos bioenergetikai priklauso ne tik
nuo paties veiksnio tipo, bet ir nuo jo koncentracijos.

Sio tyrimo metu gauti rezultatai, atskleidZiantys, jog 24 val. inkubacija su 500 nM oSyn agregatais
sukelia mikroglijos lasteliy energetinio metabolizmo keliy persitvarkymus, sutampa su kity
mokslininky atliktais tyrimais. Lu ir kt. parod¢, kad 24 val. pirminés mikroglijos lasteliy kultdiros
inkubacija su oSyn fibrilémis per mTOR/AKT/HIF-1a signalinj kelig sukelia oksidacinio
fosforilinimo slopinimg ir glikolizés proceso suintensyvejimg. Taciau yra jdomu tai, kad, imituojant
létinj $iy aSyn fibriliy sukeliamg stresg pirminéms mikroglijos Igsteléms, buvo stebimi gerokai
mazesni glikolitinis ir maksimalus glikolitinis Siy lasteliy aktyvumai [81]. Tokie duomenys leidzia
daryti prielaida, kad aSyn poveikis mikroglijos lasteliy bioenergetikai priklauso ne tik nuo
amiloidiniy agregaty dydzio, bet ir nuo jy poveikio trukmés. Kiti mokslininkai parod¢, kad aSyn
oligomerai stimuliuoja pirmines mikroglijos lgsteles intensyviau vykdyti glikolize per PKM2 kelig,
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o tai lemia greitesnj gliukozés pasisavinimg (angl. uptake), didesnj laktato dehidrogenazés aktyvuma
ir, atitinkamai, intensyvesnj laktato susidaryma bei terpés rugstéjima [80]. Palyginimui, tyrimai su
BV-2 Igstelémis taip pat rodo, kad aSyn gali sukelti tokio tipo gliukozés metabolizmo poky¢ius.
Yang’as ir kt. atskleide¢, jog didelés Sio baltymo koncentracijos (10 pM) irgi slopina mitochondrijy
kvépavima ir lygiagre€iai stimuliuoja glikoliz¢ gaminti ATP [229]. Tac¢iau Wang’as ir kt. parodé, kad
toks BV-2 lgsteliy metaboliniy keliy persitvarkymas link glikolizés, mikroglijas paveikus 3,6 pg/ml
aSyn fibrilémis, yra vis tiek neefektyvus energijos gamybos atzvilgiu — aSyn paveiktose grupése
buvo nustatytos mazesnés vidulastelinés ATP koncentracijos, lyginant su kontrole [230].

Dar svarbu pazyméti, jog fiziologinémis salygomis lastelés paprastai vykdo ir reguliuoja savo
medziagy apykaita mazesniu nei didziausiu ar maksimaliu jmanomu pajégumu. Todél maksimalaus
glikolitinio aktyvumo registravimas mums leidzia jvertinti mikroglijos glikolitinio pajégumo atsargas
arba rezerva (angl. glycolytic reserve), jprastai reikalingg lasteléms lengviau ir greiciau prisitaikyti
prie pasikeitusiy aplinkos sglygy ir energijos poreikiy, bei jvertinti jo pokyc€ius, lgsteléms reaguojant
] tam tikrus stimulus [206]. Misy eksperimenty rezultatai parodé, kad tik didesnés koncentracijos
aSyn, bet ne S100A9, oligomerai stipriai padidina mikroglijos maksimaly glikolitinj aktyvuma po 24
val., lyginant su kontrole. Tai galima bandyti paaiskinti tuo, kad mikroglijos lasteléms reaguojant j
aSyn, galimai labiau padidéja energijos poreikiai, reikalingi tam tikroms mikroglijos funkcijoms
atlikti, nei reaguojant | uzlastelinius SI00A9 agregatus. Galima daryti prielaida, kad uzlgsteliniai
aSyn ir SI00A9 aktyvuoja skirtingus mikroglijos signalinius kelius, atitinkamai saglygojancius savitus
Siy lasteliy bioenergetikos pokycius ir metabolinj perprogramavima.

Be to, mes pirmg kartg parodéme, kad 24 val. inkubacija su 500 nM S100A9 oligomerais salygoja
BV-2 mikroglijos lasteliy metaboliniy keliy persitvarkymg 1§ oksidacinio fosforilinimo j glikolitinj
energijai gaminti, 0 mazesnés §io baltymo koncentracijos tokio poveikio nesukelia. Tai dar kartg
patvirtina amiloidiniy baltymy poveikio mikroglijos medziagy apykaitai priklausomyb¢ nuo
koncentracijos.

Viska apibendrinant, tokie S§io tyrimo metu nustatyti uzlasteliniy aSyn ir S100A9 oligomery
sukeliami energetinio metabolizmo persitvarkymai i§ mitochondrinio j glikolitinj yra gana tipiniai
prouzdegiminiam mikroglijos fenotipui [182]. Mes nustatéme, kad toks poveikis pasireiskia dél
sutrikdytos kvépavimo grandinés kompleksy veiklos. D¢l to Sie rezultatai yra svarbis toliau tiriant
Siy amiloidiniy baltymy agregaty poveiki mikroglijos lasteléms ir aiSkinantis jy toksiSkumo
molekulinius mechanizmus AL ir PL vystymosi bei progresavimo metu. Tai gali prisidéti prie
kryptingo naujy terapiniy priemoniy, nukreipty j mikroglijos energetinio metabolizmo reguliavima ir
leidZianciy suvaldyti ar gydyti neurouzdegiminius ir neurodegeneracinius procesus, kiirimo.

3.5. Lipopolisacharido poveikis BV-2 lasteliy glikolitiniam aktyvumui

Atsizvelgiant | tai, jog tiriant LPS poveikj BV-2 Iasteliy oksidacinio fosforilinimo sistemai nustatéme
mazesnius deguonies suvartojimus III-oje metabolinéje biisenoje, o tai daZzniausiai yra siejama su
atitinkamai padidéjusiu laktato susidarymu, tyrimus teséme tirdami LPS poveikj glikolitiniam BV-2
lasteliy aktyvumui.

IS gauty rezultaty matyti, kad tik 100 ng/ml LPS koncentracija netur¢jo jtakos BV-2 lasteliy
glikolitiniam aktyvumui po 24 val. (3.5.1 pav.). Tacdiau 24 val. inkubacija su 500 ng/ml LPS
reikSmingai padidino mikroglijos glikolitinj aktyvuma 28,94 % (p < 0,05), o 1 pg/ml LPS — net 40,14
% (p < 0,01), lyginant su kontrole. Taip pat galima jzvelgti désninguma, kad didéjant LPS
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koncentracijai, atitinkamai intensyvéja mikroglijos glikolitinis aktyvumas. Be to, 3.5.1 pav. pateikti
rezultatai rodo dar ir tai, jog nei viena 18 tirty LPS koncentracijy nepakeité¢ BV -2 lgsteliy maksimalaus
glikolitinio aktyvumo po 24 val. inkubacijos, lyginant su kontrole.
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3.5.1 pav. LPS poveikis BV-2 lasteliy glikolitiniam aktyvumui po 24 val. inkubacijos su lastelémis
* —p<0,05, ** - p <0,01, lyginant su kontrole (n = 6)

Susiejus Siuos (3.5.1 pav.) ir kvépavimo rezultatus (3.3.1 pav.), galima teigti, jog 100 ng/ml LPS
nekei¢ia BV-2 lasteliy energetinio metabolizmo, 500 ng/ml LPS neabejotinai sukelia rysky
mikroglijos lasteliy metaboliniy keliy persitvarkyma i§ oksidacinio fosforilinimo j glikolize, 0 1
pug/ml LPS, neslopindamas mitochondrijy kvépavimo, padidina glikolitini mikroglijos lasteliy
aktyvumg po 24 val. inkubacijos. Remiantis S$iais rezultatais, tampa akivaizdu, jog, veikiant
prouzdegiminiams veiksniams, ne visada yra stebimas klasikinis mikroglijos Iasteliy atsakas,
pasireiskiantis oksidacinio fosforilinimo slopinimu ir glikolitinio aktyvumo padidéjimu. Pavyzdziui,
Nair’as ir kt. yra parodg, jog mazos LPS koncentracijos (50 ng/ml) padidina mikroglijos lasteliy
oksidacinio fosforilinimo ir glikolizés aktyvumus [201]. Tai rodo, kad mikroglijos Iasteliy
bioenergtiniai poky¢iai, vykstantys reaguojant j patologinius veiksnius, yra daug sudétingesni nei iki
Siol buvo manytina ir galimai priklauso ne tik nuo paties prouzdegiminio veiksnio, jo koncentracijos,
poveikio trukmés, bet ir kity, dar neistirty, faktoriy.

Mes nustatéme, kad 24 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS neturi poveikio BV-2 Iasteliy glikolitiniam
aktyvumui ir, apskritai, lasteliy bioenergetikai. Tokius rezultatus patvirtina Rubio-Araiz’o ir kt.
atliktas tyrimas, kuriame buvo parodyta, jog 24 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS nepaveikia pirminés
mikroglijos kultiiros glikolitinio aktyvumo [231]. Taciau literatiiroje yra ir priestaringy tyrimy
rezultaty, rodanciy, kad §i LPS koncentracija gali padidinti mikroglijos glikolitinj aktyvumg ir
salygoti metabolinj perprogramavima i§ mitochondrijy vykdomo oksidacinio fosforilinimo i
glikolitinj. Nair’as ir kt. nustaté, kad 24 val. pirminés peliy mikroglijos inkubacija su 100 ng/ml LPS
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salygoja glikolitinio ir maksimalaus glikolitinio aktyvumo padidéjimus bei mitochondrijy
fragmentacija [201]. PanasSius rezultatus yra gavusi Hu ir kt. mokslininky grupé. Jie, dirbdami su
pirmine ziurkés mikroglijos lasteliy kultiira, parodeé, kad 12 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS
suaktyvina mTOR signalinj kelig bei padidina glikolitinj ir maksimaly glikolitinj aktyvumus [198].

Nors moksliniy tyrimy, vertinan¢iy mikroglijos bioenergetikos pokycius, 1asteles paveikus 500 ng/ml
LPS koncentracija, atlikta néra, Sabogal-Guaqueta ir kt. parodé, kad uztenka 24 val. 250 ng/ml LPS
poveikio pelés ir Zmogaus mikroglijos lasteléms, kad jvykty metabolinis perprogramavimas i§
oksidacinio i glikolitinj, stebint reikSmingai padidéjusius lgsteliy glikolitinj ir maksimaly glikolitinius
aktyvumus [227]. Tai i$ dalies sutampa su miisy rezultatais, gautais mikroglijas paveikus 500 ng/ml
LPS. Be to, mes parodéme, kad 1 pg/ml LPS koncentracija stipriai padidina BV -2 lasteliy glikolitinj
aktyvumag po 24 val. Tai taip pat sutampa su Liu ir kt. tyrimy rezultatais, kurie parodé, kad 1 pg/ml
LPS po 24 val. lem¢ BV-2 lasteliy glikolitinio aktyvumo padidéjimg ir smarkiai padidino uzlastelinio
laktato koncentracijg terpéje, lyginant su kontrole [218].

Nors mes tyréme LPS poveikj BV-2 lasteliy bioenergetikai po 24 val. inkubacijos, tyrimai rodo, kad
pirminis energetinio metabolizmo keliy poslinkis link suintensyvéjusios glikolizés jvyksta labai
anksti — jau po pirmy 2 val. paveikus LPS, o po to Igsteliy glikolitinis aktyvumas palaipsniui auga
[219,232]. Voloboueva ir kt. yra parode, kad toks metabolizmo perprogramavimas BV-2 mikroglijos
lastelése yra reguliuojamas mitochondrijy baltymo Grp75/mortalino [233]. Taciau jJdomu yra tai, kad
sis mikroglijos metaboliniy keliy persitvarkymas net néra susijes su staiga padidéjusiu ATP poreikiu,
reaguojant | prouzdegiminius stimulus, nes jis jvyksta daug anks¢iau nei yra inhibuojama ATP
gamyba mitochondrijose oksidacinio fosforilinimo metu [234]. Todél galimai LPS sukeliamas
mikroglijos energetiniy keliy persitvarkymas i§ oksidacinio fosforilinimo j glikolize¢ yra labiausiai
susijes su imuniniam atsakui reikalingy prouzdegiminiy veiksniy sinteze.

3.6. a-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikio jtaka azoto monoksido susidarymui
terpéje

NO — tai svarbus neuromediatorius ir imuninés sistemos moduliatorius, kurio metabolizmg CNS
daugiausia kontroliuoja mikroglijos Iagstelés [181]. Jos, reaguodamos | patologinius ir
prouzdegiminius veiksnius, patiria sudétingus fenotipy pokycius, kurie yra lydimi jvairiy geny
raiSkos poky¢iy, jskaitant ir su prouzdegiminiy veiksniy sinteze susijusiy geny raiskos padidéjimu.
UZztai mikroglijos Igstelése yra aktyvuojama indukuojamoji azoto oksido sintazé (iNOS) ir pradedama
intensyviau sintetinti NO. Taciau per didel¢ NO sekrecija gali dar labiau sustiprinti neurouzdegima,
oksidacinj stresa, sukelti neurony zitj ir audiniy pazeidimus. Todél pernelyg intensyvi NO sinteze
yra siejama su neurodegeneracinémis ligomis, tokiomis kaip AL ir PL [167,181,235]. Be to, daznai
pokyc¢iai mikroglijos mitochondrijy kvépavimo metu yra siejami su NO ir kity prouzdegiminiy
citokiny sintezés ir sekrecijos reguliacijos pakitimais [236]. Atsizvelgiant j tai ir j misy anksciau
aptartus rezultatus, rodancius, jog kad tam tikros aSyn, S100A9 ir LPS koncentracijos neigiamai
paveikia mikroglijos lgsteliy bioenergetikg, tyrimus teséme, vertindami jvairiy prouzdegiminiy
veiksniy susidarymg BV-2 Igsteliy auginimo terpéje. Pirmiausia atlikome kiekybine mikroglijos NO
sintezés analize.

Tiriamomis medZiagomis nepaveiktose kontrolinése grupése uZlastelinio NO koncentracija svyravo
nuo 1,18 iki 1,56 uM ribose (3.6.1 pav. ir 3.6.2 pav.). Gauti rezultatai parodé, kad 24 val. BV-2
mikroglijos lasteliy inkubacija su 100 nM ir 500 nM koncentracijy aSyn oligomerais statistiskai
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reikSmingos jtakos NO susidarymui ir sekrecijai j uzlgsteling terpe, lyginant su kontrole, neturéjo
(3.6.1 pav. A). Poveikio NO susidarymui ir jo koncentracijos lgsteliy auginimo terpéje padidéjimui
ar sumaz¢jimui taip pat netur¢jo 24 val. trukusi BV-2 mikroglijos lasteliy inkubacija su 100 nM ir
500 nM S100A9 (3.6.1 pav. B) bei 100 ng/ml, 500 ng/ml ir 1 pg/ml LPS (3.6.2 pav.). Taigi, mes
nustatéme, kad nei amiloidiniai baltymai aSyn ir SIO0A9, nei bakterinis endotoksinas LPS nesukelia
NO koncentracijos poky¢iy BV-2 mikroglijos Igsteliy auginimo terpéje po 24 val. inkubacijos.
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3.6.1 pav. aSyn (A) ir SI00A9 (B) poveikis NO susidarymui lgsteliy auginimo terpéje po 24 val. inkubacijos
su BV-2 lastelémis (n = 3)
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3.6.2 pav. LPS poveikis NO susidarymui lgsteliy auginimo terpéje po 24 val. inkubacijos su BV-2 lastelémis
(n=5)

Mokslingje literatiiroje yra jvairiy duomeny apie amiloidiniy baltymy poveikj NO sekrecijai.
Zhang’as ir kt., taip pat kaip mes, yra parode, kad aSyn nesukelia NO koncentracijos padidéjimo
pirminéje ziurkés mikroglijos kultiiroje po 24 val. Jie poveikio nepastebéjo net ir po 48 val. ar 72 val.
trukusios inkubacijos [237]. Béraud’a ir kt. atskleidé, kad 24 val. BV-2 lasteliy inkubacija su 50 nM
aSyn lemia NO koncentracijos padidéjimg terpéje iki 70 uM, ta¢iau inkubacija su 50 nM dopamino
paveiktu aSyn NO sekrecijos nesukélé [238]. Tai rodo, kad skirtingos aSyn konformacinés formos
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gali turéti skirtingg poveikj prouzdegiminiy veiksniy gamybai ir sekrecijai. Dar kita mokslininky
grupé, naudodama fluorimetrinj metoda NO kiekiui pirminés mikroglijos Iasteliy terpéje jvertinti,
nustaté, kad aSyn fibrilés padidina NO koncentracija iki 30 pmol/pl [76]. Nors tyrimy, vertinanciy
S100A9 poveikj mikroglijos NO sekrecijai, néra, parodyta, kad SI00A9/S100A8 heterodimerai ir Siy
baltymy homodimerai gali padidinti Sio makrofagy iSskiriamo prouzdegiminio veiksnio koncentracijg
po 24 val. [239].

Vis délto, mokslinéje literatiiroje yra duomenuy, jog kartais su neurodegeneracinémis ligomis siejami
amiloidiniy baltymy oligomerai ar peptidai nesukelia klasikiniy uzdegiminiy veiksniy atsako
[240,241]. Taip pat yra duomeny, rodanéiy, jog NO koncentracija reikSmingai padidéja tik po ilgesnés
inkubacijos trukmés su amiloidiniais baltymais. Pavyzdziui, Monsonego ir kt. nustaté, kad 48 val.
mikroglijos lasteliy inkubacija su AP nesukelia NO padid¢jimo, taciau praé¢jus 72 val. mikroglijos
lastelése ryskiai padidéja iNOS raiska ir atitinkamai NO sekrecija [242]. Idomu tai, kad Bussi’is ir kt.
parode, jog, vykstant BV-2 mikroglijos lasteliy autofagijai, sumazéja LPS ir aSyn sukeliamy
prouzdegiminiy citokiny, jskaitant ir NO, iSsiskyrimas j lgsteliy auginimo terpe [243]. Be to,
mikroglijy autofagijos procesas, kuris, beje, yra daznai inicijuojamas mikroglijoms fagocituojant
amiloidy agregatus [244], apsaugo nuo LPS ir aSyn sukeliamos neurony zities [243].

Kalbant apie LPS poveikj mikroglijos lasteliy NO sekrecijai, Pereira’as ir kt. parod¢, jog po 24 val.
BV-2 Iasteliy inkubacijos su 100 ng/ml LPS NO koncentracija lasteliy terpéje padidéja iki 20 uM
[226]. Taip pat yra duomeny, kad 24 val. BV-2 lgsteliy inkubacija su 1 pg/ml LPS padidina NO
koncentracijg dvigubai, lyginant su kontrole [245], o 48 val. inkubacija su 1 pg/ml LPS salygoja NO
koncentracijos padidéjimg terpéje net iki 120 uM [246]. Tokie skirtumai ir nesutapimai su miisy
rezultatais, tiriant LPS poveikj, galéjo biti salygoti skirtingy eksperimentiniy salygy.

3.7. a-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikio jtaka TNF-a koncentracijai terpéje

Toliau mes siekéme jvertinti, ar didziausios tiriamy medziagy koncentracijos gali sukelti
prouzdegiminio citokino TNF-a sekrecija. Mes nustatéme, jog kontroliniy BV-2 mikroglijos 1asteliy
grupiy terpéje TNF-a koncentracija sieké 510+£51,07 pg/ml, o 500 nM aSyn nesukélé statistiskai
reikSmingo TNF-a kiekio padidéjimo Igsteliy auginimo terpé¢je po 24 val. inkubacijos, lyginant su
kontrole (3.7.1 pav.). Tac¢iau daug stipresnis poveikis buvo pastebétas BV-2 mikroglijos lasteles
paveikus 500 nM S100A9, kur prouzdegiminio citokino TNF-a koncentracija terpéje padidéjo
daugiau nei trigubai — iki 1765+184,15 pg/ml, lyginant su kontrole (p <0,01) (3.7.1 pav.).

Tokius rezultatus patvirtina Bai ir kt. tyrimas, parodes, jog 24 val. BV-2 Igsteliy inkubacija su SI00A9
skatina prouzdegiminiy veiksniy TNF-a ir IL-6 susidaryma, aktyvuojant TLR-4 ir TLR-7 receptoriy
signalinius kelius. Buvo nustatyta, kad TNF-o koncentracija Iasteliy auginimo terpéje reikSmingai
padidéja iki 2000 pg/ml, BV-2 lasteles paveikus 0,0025 pg/ml SI00A9 baltymu. Siame tyrime tirtos
didesnés S100A9 koncentracijos taip pat salygojo reik§minga TNF-a koncentracijos padidéjima [93].
Be to, Ma ir kt. yra parode, kad 0,01 uM, 0,1 uM ir 1 uM koncentracijy S100A9/S100A8
heterodimerai, suaktyvindami ERK ir INK NF-«B signalinius kelius, po 12 val. inkubacijos su BV-
2 mikroglijos lastelémis taip pat skatina prouzdegiminio citokino TNF-a sinteze¢ ir lemia jo
Koncentracijos lasteliy auginimo terpéje padidéjima: 0,1 uM S100A9/S100A8 padidino TNF-a
koncentracija iki ~1000 pg/ml, o 1 uM S100A9/S100A8 — iki ~2000 pg/ml [106].
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3.7.1 pav. aSyn ir SI00A9 poveikis prouzdegiminio citokino TNF-a susidarymui Iasteliy auginimo terpéje
po 24 val. inkubacijos su BV-2 lgstelémis

** _p <0,01, lyginant su kontrole (n = 3)

Mes parodéme, kad 24 val. inkubacija su 500 nM aSyn oligomerais nekei¢ia BV-2 lasteliy TNF-a
sekrecijos. Moksliniai tyrimai rodo, kad aSyn poveikis prouzdegiminiy citokiny sekrecijai gali
stipriai priklausyti nuo $io baltymo agregacijos laipsnio ir konformaciniy savybiy. Yra duomeny, jog
mazos molekulinés masés, kitaip nei didelés molekulinés masés, aSyn agregatai nesukelia TNF-a
reikSmingos koncentracijos padidéjimo mikroglijos lgsteliy auginimo terpéje [238]. Be to, ta pati
mokslininky grupe yra parodzius, jog 50 nM aSyn 24 val. inkubacija su BV-2 lastelémis lemia TNF-
a koncentracijos padidéjimg iki ~900 pg/ml, taciau strukttriSkai besiskiriantis dopaminu paveiktas
50 nM aSyn tokio poveikio TNF-a sekrecijai nedaro [238]. Kitas tyrimas yra atskleides, kad 3 uM
zmogaus rekombinantinio aSyn de novo suformuotos fibrilés ir 3 uM aSyn fibrilés, i$skirtos i$ PL
serganCiyjy smegeny, sukelia skirtingg pirminés pelés mikroglijos Iasteliy atsaka po 24 wval.
inkubacijos. Vélgi, dél skirtingy struktiiriniy savybiy de novo suformuotos aSyn fibrilés poveikio
TNF-a koncentracijai nesukelé, taciau i§ PL serganciyjy smegeny iSskirtos aSyn fibrilés salygojo net
vir§ 10000 pg/ml TNF-a padidéjimg mikroglijos Igsteliy auginimo terpéje [247].

Tiriant LPS poveikj mikroglijos TNF-a sekrecijai j uzlasteling terpe, mes gavome, kad po 24 val.
BV-2 lasteliy inkubacijos su 1 pg/ml LPS TNF-a koncentracija padidéja net 4,51 kartus, lyginant su
kontrole (p < 0,001) (3.7.2 pav.). Kontrolingje BV-2 mikroglijos lgsteliy grupéje nustatéme
534,44+115,28 pg/ml, o 1 pg/ml LPS paveiktoje grupéje — 2412,22+79,36 pg/ml TNF-a
koncentracijas lgsteliy auginimo terpé¢je. Taigi, LPS, taip pat kaip ir S100A9, suaktyvina BV-2
mikroglijos lasteles, sukeldamas prouzdegiminio citokino TNF-a sekrecija.
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3.7.2 pav. LPS poveikis prouzdegiminio citokino TNF-o susidarymui lasteliy auginimo terpéje po 24 val.
inkubacijos su BV-2 lgstelémis

*** _p<0,001, lyginant su kontrole (n = 3)

Tokius rezultatus patvirtina ir kity mokslininky atlikti tyrimai. Kaewmool’as ir kt. yra parodg, kad 48
val. BV-2 lasteliy inkubacija su 1 pg/ml LPS salygoja ~1150 pg/ml TNF-a isskyrima | lasteliy
auginimo terp¢ [246]. Ma ir kt. yra nustate, kad po 12 val. BV-2 lasteliy inkubacijos su 1 pg/ml LPS
TNF-o koncentracija terpéje padidéja iki ~1250 pg/ml [106]. Tokj mikroglijos lgsteliy atsaka
patvirtina ne tik ELISA atlikti tyrimai TNF-a koncentracijai lasteliy auginimo terpéje nustatyti, bet ir
transkriptomikos analizés. Sangineto’as ir kt. yra parodg, kad po 24 val. inkubacijos su 1 pg/ml LPS
zmogaus mikroglijos Iastelése HMC3 statistiskai reikSmingai padidéja TNF-a iRNR raiska [225].
Taip pat yra duomeny, jog mazesnés LPS koncentracijos, 200 ng/ml, 100 ng/ml ar net 10 ng/ml, taip
pat yra pakankamos sukelti BV-2 ir pirminés pelés mikroglijos lasteliy prouzdegiminj atsaka, lydima
reik§mingu TNF-a sekrecijos padidéjimu [219,221,247].

3.8. a-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikio jtaka aktyviy deguonies junginiy
susidarymui terpéje

Pagrindiniy ADJ, superoksido (O2) ir H20, Saltinis mikroglijos lastelése yra mitochondrijos ir
mikroglijos organeliy membranose bei plazminéje membranoje esantis fermentas NADPH oksidazé.
H>0O> gali laisvai difunduoti per lgsteliy membranas, todél fiziologinémis sglygomis atlieka signaling
ir reguliacines funkcijas. Taciau neurodegeneraciniy ligy vystymosi ir progresavimo metu
mikroglijos lastelése jvykstantys metaboliniai pokyciai, mitochondrijy pazaidos, ypac¢ tam tikry
kvépavimo grandinés kompleksy slopinimas bei jvykstantis rySkus atgalinés elektrony pernasos
fenomeno pasireiskimas stipriai padidina H20; susidaryma [79,248-252]. Pertekliniai H20> kiekiai
sukelia oksidacin] stresg, lasteliy makromolekuliy pazaidas bei skatina amiloidiniy baltymy
agregacijg ir prouzdegiminiy citokiny geny raiSka, taip dar labiau sustiprindami ir paskatindami
vykstanc¢ius neurouzdegiminius ir neurodegeneracinius procesus [249,250].

Siekdami istirti, kaip aSyn ir ST00A9 oligomerai bei endotoksinas LPS paveikia mikroglijos Igsteliy
reguliuojamg ADJ sekrecijg | uZlgsteling terpg, mes fuorimetriniu metodu jvertinome uzlgstelinio
H20; susidarymga. Nustatéme, jog 10* nepaveikty, kontrolinés grupés BV-2 mikroglijos lasteliy j
uzlasteling terpe sekretuoja 14,61+1,28 nM H20; per minutg. Taip pat rezultatai parod¢, kad 24 val.
BV-2 lasteliy inkubacija su 100 nM ir 500 nM koncentracijy aSyn ir SI00A9 amiloidy agregatais bei
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100 ng/ml LPS netur¢jo statistiSkai reikSmingos jtakos uzlgstelinio H2O, susidarymui lgsteliy
auginimo terp¢je, lyginant su kontrole (3.8.1 pav.). Taciau i§ 3.8.1 pav. matyti, kad po 24 val.
inkubacijos su 500 ng/ml ir 1 pg/ml LPS stipriai ir statistikai patikimai padidéja H2O> sekrecija net
iki 36,66+3,66 nM H202 per minutg ir 42,01+£1,60 nM H20> per minute, atitinkamai, lyginant su
kontrole (p < 0,001).
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3.8.1 pav. aSyn, S100A9 ir LPS poveikis uzlastelinio H20. susidarymui lasteliy auginimo terpéje po 24 val.
inkubacijos su BV-2 lastelémis

*** _p <0,001, lyginant su kontrole (n = 6)

Hu ir kt., naudodami tokj patj metodg kaip mes, nustaté, kad 24 val. 200 nM aSyn inkubacija su
pirmine mikroglijos lasteliy kultira reik§mingai padidina H2O> sekrecijg j uzlasteline terpe, lyginant
su kontrole. Taciau reikia pabrézti tai, jog Sie mokslininkai nenurodé, kokios agregatinés biisenos
baltyma naudojo savo eksperimentuose [253]. Kita mokslininky grupé nustaté, kad inkubuojant peliy
mikroglijos lasteles su 50 nM, 100 nM ir 500 nM koncentracijy agreguoto aSyn tirpalais, po 90 min.
uzlastelinio H20; koncentracija padidéja 41 %, 53 % ir 43 %, atitinkamai, lyginant su kontrole. Taciau
svarbu tai, jog Sie mokslininkai, kitaip nei mes, mikroglijos lasteles paveiké aSyn tirpalu, kurj sudaré
aSyn oligomery, protofibriliy ir fibriliy misinys [254]. Taip pat yra atlikta nemazai tyrimy,
vertinan¢iy aSyn fibriliy poveikj vidulgsteliniy ADJ susidarymui. Bido’as ir kt., naudodami
fluorescuojantj dazg dichlorfluoresceino diacetata (DCF-DA) vidulastelinio H2O2 kiekiui jvertinti,
nustate, kad aSyn fibrilés padidina Sio ADJ vidulgsteling koncentracijg 30 %, lyginant su kontrole
[76]. Tai patvirtina ir Lu ir kt. tyrimas, parodgs, jog 24 val. pirminés mikroglijos inkubacija su 1
pg/ml aSyn fibrilémis reikSmingai padidina vidulastelinio H2O2 susidarymg [81]. Be to, Yildirim-
Balatan’as ir kt. atskleidé, jog paveikus pirmines peliy mikroglijos Iasteles 1,5 uM aSyn fibrilémis,
iSskirtomis i§ PL sergan¢iyjy smegeny, po 24 val. padidéja ne tik HoO, bet ir O™ koncentracija [247].
Remiantis tokiais rezultatais, galima daryti prielaida, kad miisy eksperimentuose naudoti aSyn
oligomerai nesukelia H20> reiksmingos sekrecijos dél savo mazos molekulinés masés ir struktiiriniy

ypatumuy.
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Misy ziniomis, SI00A9 agregaty poveikis mikroglijos lasteliy vidulagsteliniy ir uzlasteliniy ADJ
susidarymui iki Siol nebuvo tirtas. Tac¢iau yra duomeny, jog per didele S100A9 raiska vézinése
lastelése salygoja vidulasteliniy ADJ koncentracijos padidéjimg [255].

Mes nustatéme, kad didesnés LPS koncentracijos stipriai padidina H2O, susidarymg ir sekrecijg |
uzlasteling terpe po 24 val. inkubacijos su BV-2 lastelémis. Tokius rezultatus patvirtina ir kity
mokslininky tyrimai. Sahabuddin’as ir kt. parodé, kad uztenka vos 4 val. N9 mikroglijos Igsteliy
inkubacijos su 1 pg/ml LPS tokiam poveikiui sukelti [256], 0 Sangineto’as ir kt. nustaté, kad po 24
val. inkubacijos su 1 pg/ml LPS stebimas suintensyvejes H20: iSsiskyrimas yra salygojamas HMC3
zmogaus mikroglijos lasteliy mitochondrijy I-0jo, I1-0jo ir Il1-0jo kvépavimo grandinés kompleksy
veiklos [225]. Vis délto, daugiausia tyrimy atlikta, tiriant LPS poveikj vidulasteliniy ADJ
susidarymui. Park’as ir kt., naudodami tekmés citometrg, nustaté, kad 12 val. BV-2 Igsteliy inkubacija
su 1 pg/ml LPS padvigubina mitochondrijy iSskiriamy ADJ kiekj ir 3 kartus padidina bendra
mikroglijos vidulgsteliniy ADJ koncentracijg, lyginant su kontrole [257]. Nors mes 100 ng/ml LPS
reikSmingo poveikio uzlgstelinio H2O> koncentracijai nenustatéme, literattiroje yra duomeny, jog $i
LPS koncentracija gali padidinti vidulasteliniy ADJ kiekius. Naudodami DCF-DA, Hu ir kt. parodé,
kad 100 ng/ml LPS jau po 3 val. stipriai padidina vidulastelinio H.O> koncentracijg pirminés ziurkés
mikroglijos lastelése [198], o po 24 val. inkubacijos vidulastelinio H2O2 koncentracija BV-2 Iastelése
padidéja beveik dvigubai, lyginant su kontrole [245]. Jdomu tai, kad toks LPS salygotas pernelyg
didelis vidulasteliniy ADJ susidarymas sumazinamas inhibavus mTOR [198]. Kiti mokslininkai,
naudodami fluorescuojantj daza MitoSOX, nustaté, kad 24 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS salygoja
mitochondrijy i$skiriamo Oz koncentracijos padidéjima pirminése pelés mikroglijos lastelése [201].
Dar svarbu pasakyti, jog mikroglijos lasteles paveikus LPS+INF-y ir joms jgavus prouzdegiminj
fenotipa, perteklinis H2O; ir Oz susidarymas pasireiskia dél atsirandancios patologinés atgalinés
elektrony pernasos kvépavimo grandingje. Paprastai, elektronai juda nuo I-o0jo kvépavimo komplekso
link IV-o0jo. Tadiau, esant uzdegimui, kai dél kvépavimo grandinés kompleksy pazaidos ir veiklos
poky¢iy mitochondrijy tarpmembraningje erdvéje susikaupia protonai arba matrikse susikaupia
sukcinatas, elektronai pradeda judéti nuo I1-0jo komplekso atgal link I-ojo, o tai salygoja intensyvy
ADJ susidarymg. Naujausi in vitro tyrimai rodo, kad inhibavus atgaline elektrony pernasa mikroglijos
lastelése, sumaz¢ja oksidacinis stresas, neurotoksiSkumas ir amiloidiniy baltymy sankaupy kiekis
[248,258]. Be to, visai neseniai Rimal’is ir kt. pirmg kartg parodé, kad atgalinés elektrony pernasos
fenomenas yra stipriai iSreikStas transgeniniy AL peliy ir AL serganciy pacienty smegenyse, o $io
proceso intensyvumas stipriai koreliuoja su AL sunkumo stadija [258]. Taigi, patologiniy veiksniy
salygotas perteklinis ADJ susidarymas mikroglijos lgstelése bei Siy junginiy sekrecija j uzlasteling
terpe, be abejonés, yra svarbiis neurouzdegiminiy ir neurodegeneraciniy procesy vystymuisi ir
progresavimui.
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Rekomendacijos

Patologiniy veiksniy sukelty mikroglijos metabolizmo pokyc¢iy valdymas — perspektyvus
terapinis taikinys. Tai galéty padéti suvaldyti neurouzdegiminius ir neurodegeneracinius
procesus, taiau reikalingi iSsamesni tyrimai, kurie atskleisty tikslius toksiSky amiloidiniy
baltymy agregaty molekulinius mechanizmus nerviniame audinyje. Atlikto baigiamojo
magistrinio projekto metu buvo nustatyta, kad 500 nM koncentracijos aSyn ir ST00A9 oligomerai
po 24 val. salygoja BV-2 mikroglijos lasteliy metaboliniy keliy persitvarkyma i§ mitochondrinio
1 glikolitinj, o S100A9 atveju lygiagreciai skatinamas prouzdegiminio citokino TNF-a
susidarymas. Taciau néra aisku, ar toks persitvarkymas padeda uztikrinti pakankama ATP kiekj
mikroglijos lastelése normaliam mikroglijos funkciniam aktyvumui palaikyti. Biity tikslinga
nustatyti BV-2 lasteliy fagocitinj aktyvuma ir jvertinti mitochondrijy metabolitus, lemian¢ius
metaboliniy keliy persitvarkyma i§ mitochondrinio i glikolitinj.

Kadangi mes parodéme, jog aSyn ir SI00A9 neigiamai paveikia mikroglijos mitochondrijy
kvépavima jvairiose metabolinése biisenose, biity vertinga istirti BV-2 mikroglijos mitochondrijy
oksidacijos-redukcijos (redokso) pokycius ir jy vaidmenj mikroglijos lasteliy aktyvumui bei
fagocitozei.

Gauti rezultatai parodé mikroglijos metabolizmo pokycius, veikiant PL patogeneziniams
veiksniams, aSyn ir S100A9, atskirai, ta¢iau PL sergan¢iyjy smegenyse daznai randami $iy
amiloidiniy baltymy koagregatai. D¢l to bty tikslinga testi tyrimus, siekiant iSsiaiskinti Siy
veiksniy sinergistini poveiki BV-2 mikroglijos lasteliy energetiniam metabolizmui,
gyvybingumui ir aktyvacijai, taip pat itirti sinergistinj aSyn ir SI00A9 poveikj miSriai neurony-
glijos lagsteliy kulturai.
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ISvados

1. UzZlasteliniai 100 nM ir 500 nM koncentracijy a-sinukleino ir SLO0A9 oligomerai bei 100 ng/ml,
500 ng/ml ir 1 pg/ml koncentracijy bakterinis endotoksinas lipopolisacharidas neturi poveikio
nepermeabilizuoty BV-2 mikroglijos lasteliy kvépavimui po 24 val. inkubacijos su lastelémis.

2. o-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas skirtingai paveikia permeabilizuoty BV-2 Igsteliy

kvépavima jvairiose metabolinése biisenose po 24 val. inkubacijos su lastelémis:

2.1. 100 nM ir 500 nM a-sinukleino salygoja kvépavimo slopinimg I1I-0je metabolinéje biisenoje,
oksiduojant 1-0jo komplekso substratus piruvata ir malatg, ta¢iau neturi poveikio laidumo
biisenai ir bendram kvépavimo grandinés kompleksy efektyvumui, atskyrus oksidacijg nuo
fosforilinimo;

2.2.100 nM ir 500 nM S100A9 bei 500 ng/ml lipopolisacharido slopina kvépavimg III-0je
metabolinéje biisenoje, oksiduojant I-0jo ir 11-0jo kompleksy substratus piruvatg ir malatg bei
sukcinatg, ir bendrg kvépavimo grandinés kompleksy efektyvuma, atskyrus oksidacija nuo
fosforilinimo, ta¢iau neturi poveikio laidumo bisenai;

2.3. 100 ng/ml ir 1 ug/ml lipopolisacharidas neturi poveikio permeabilizuoty BV-2 lgsteliy
mitochondriniam kvépavimui.

3. a-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikis BV-2 lasteliy glikolitiniam aktyvumui po 24
val. inkubacijos su lastelémis priklauso nuo Siy medziagy koncentracijos:

3.1. 500 nM a-sinukleinas padidina glikolitinj ir maksimaly glikolitinj Igsteliy aktyvumus, 0 100
nM a-sinukleinas neveikia mikroglijos Iasteliy glikolitinio aktyvumo;

3.2. 500 nM S100A9 padidina lasteliy glikolitinj aktyvuma, 0 100 nM S100A9 neveikia
mikroglijos lasteliy glikolitinio aktyvumo;

3.3. 500 ng/ml ir 1 pg/ml lipopolisacharido padidina lgsteliy glikolitinj aktyvuma, 0 100 ng/ml
lipopolisacharido neveikia mikroglijos 1gsteliy glikolitinio aktyvumo.

4. a-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas skirtingai paveikia skirtingy prouzdegiminiy
veiksniy susidarymg BV-2 lIgsteliy auginimo terpéje po 24 val.:

4.1. S100A9 ir lipopolisacharidas gerokai padidina TNF-a kiekj, o a-sinukleinas TNF-o
susidarymui jtakos neturi;

4.2. 500 ng/ml ir 1 ug/ml lipopolisacharido gerokai padidina uzlgstelinio H2O2 koncentracija, o
a-sinukleinas, S100A9 ir 100 ng/ml lipopolisacharido uzlgstelinio H2O2 susidarymui jtakos
neturi;

4.3. a-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas uzlastelinio azoto monoksido susidarymui jtakos
neturi.
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