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Santrauka 

Per pastaruosius metus atlikti įvairūs tyrimai praplėtė mūsų žinias apie neurodegeneracinių ligų 

patogenezės molekulinius mechanizmus ir atskleidė mikroglijos ląstelių svarbą šių ligų vystymosi 

procese. Daugėja duomenų, rodančių, jog mikroglijos metabolizmo pokyčiai, įvykstantys reaguojant 

į patologinius veiksnius, yra svarbūs reguliuojant imuninį ir uždegiminį atsaką smegenyse. Vis dėlto, 

su Parkinsono liga siejamų amiloidinių baltymų agregatų ir endotoksino lipopolisacharido 

neurotoksiškumo mechanizmai lieka iki galo neatskleisti. Nėra žinoma, kokius tiksliai medžiagų 

apykaitos pokyčius mikroglijos ląstelėse sukelia šie veiksniai ir kaip tai prisideda prie šių ląstelių 

funkcijų reguliavimo bei prouždegiminio fenotipo atsiradimo neurodegeneracinių procesų metu. 

Šio baigiamojo projekto tikslas – ištirti amiloidinių baltymų α-sinukleino ir S100A9 vaidmenį 

mikroglijos ląstelių energetiniam metabolizmui bei palyginti jį su bakterinio endotoksino poveikiu. 

Tikslui pasiekti buvo iškelti šie uždaviniai: 1) įvertinti nepermeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimą, 

veikiant α-sinukleinui, S100A9 ir bakteriniam endotoksinui; 2) įvertinti permeabilizuotų BV-2 

ląstelių kvėpavimą, veikiant α-sinukleinui, S100A9 ir bakteriniam endotoksinui; 3) įvertinti 

glikolitinį aktyvumą, veikiant α-sinukleinui, S100A9 ir bakteriniam endotoksinui; 4) nustatyti įvairių 

prouždegiminių veiksnių susidarymą, veikiant α-sinukleinui, S100A9 bei bakteriniam endotoksinui. 

Tyrimo objektas – imortalizuotos pelių BV-2 mikroglijos ląstelės. 

BV-2 ląstelės buvo paveikiamos 100 nM ir 500 nM α-sinukleino ir S100A9 oligomerais bei 100 

ng/ml, 500 ng/ml ir 1 μg/ml lipopolisacharidu 24 val. Mikroglijos energetinio metabolizmo pokyčiai 

vertinti, matuojant kvėpavimo greičius ir glikolitinį aktyvumą didelės raiškos respirometrijos metodu, 

naudojant oksigrafinę sistemą Oroboros O2k ir O2k-pH ISE-Module. Užląstelinio azoto monoksido 

susidarymas vertintas spektrofotometriškai, naudojant Griess reagentų rinkinį. Kiekybinė 

prouždegiminio citokino TNF-α susidarymo ląstelių auginimo terpėje analizė atlikta ELISA metodu. 

Aktyvių deguonies junginių susidarymas vertintas pagal užląstelinio H2O2 susidarymą terpėje 

fluorimetriniu metodu. Statistinė duomenų analizė atlikta su SigmaPlot 14.0 programa. 

Nustatėme, kad α-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas neturi poveikio nepermeabilizuotų BV-

2 ląstelių bazaliniam kvėpavimo greičiui ir nekeičia permeabilizuotų ląstelių laidumo būsenos po 24 

val. inkubacijos su ląstelėmis. Tačiau 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su 100 nM ir 500 nM α-

sinukleinu nuslopina oksidacinį fosforilinimą, oksiduojant I-ojo kvėpavimo grandinės komplekso 

substratus piruvatą ir malatą. Mes pirmą kartą parodėme, kad 100 nM ir 500 nM S100A9 slopina 

mikroglijos ląstelių vykdomą oksidacinį fosforilinimą, oksiduojant I-ojo komplekso substratus 

piruvatą ir malatą bei II-ojo komplekso substratą sukcinatą po 24 val. inkubacijos su BV-2 ląstelėmis. 
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Be to, S100A9 sumažina bendrą mitochondrijų kvėpavimo grandinės kompleksų efektyvumą, 

atskyrus oksidaciją nuo fosforilinimo. Panašus poveikis buvo stebimas BV-2 ląsteles paveikus 500 

ng/ml lipopolisacharidu, tačiau 24 val. inkubacija su 100 ng/ml ir 1 μg/ml lipopolisacharidu 

reikšmingos įtakos mikroglijos ląstelių kvėpavimui įvairiose metabolinėse būsenose neturėjo. Mes 

taip pat nustatėme, jog mikroglijos glikolizės procesas gerokai suintensyvėja po 24 val. inkubacijos 

su 500 nM α-sinukleinu, 500 nM S100A9 bei 500 ng/ml ir 1 μg/ml koncentracijų lipopolisacharidu. 

Tačiau 100 nM α-sinukleino ir 100 nM S100A9 oligomerai bei 100 ng/ml lipopolisacharido 

nepaveikia BV-2 ląstelių glikolitinio aktyvumo po 24 val. inkubacijos. Be to, iš visų tiriamų medžiagų 

tik 500 nM α-sinukleinas padidino maksimalų BV-2 ląstelių glikolitinį aktyvumą. Nustatėme, kad 

BV-2 ląstelių inkubacija su 500 nM S100A9 ir 1 μg/ml lipopolisacharido gerokai padidino TNF-α 

sekreciją ir šio citokino koncentraciją ląstelių auginimo terpėje, tačiau 500 nM α-sinukleinas tokio 

poveikio po 24 val. inkubacijos su BV-2 ląstelėmis nesukėlė. Be to, gauti duomenys parodė, jog 24 

val. inkubacija su 500 ng/ml ir 1 μg/ml koncentracijų lipopolisacharidu smarkiai padidina užląstelinio 

H2O2 susidarymą, tačiau α-sinukleinas, S100A9 ir 100 ng/ml lipopolisacharido neturi įtakos šio 

aktyvaus deguonies junginio koncentracijai ląstelių auginimo terpėje. Taip pat 24 val. inkubacija su 

α-sinukleinu, S100A9 ir lipopolisacharidu poveikio užląstelinio NO susidarymui neturėjo. 

Apibendrinant, mūsų duomenys rodo, jog α-sinukleino ir S100A9 oligomerai bei lipopolisacharidas 

galimai prisideda prie neurodegeneracinių procesų, sukeldami mikroglijos ląstelių energetinio 

metabolizmo pokyčius ir savitą uždegiminį atsaką, 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 α-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 α-synuclein, S100A9 and bacterial endotoxin; 2) to assess the 

respiration of permeabilized BV-2 cells in response to α-synuclein, S100A9 and bacterial endotoxin; 

3) to assess glycolytic activity in response to α-synuclein, S100A9 and bacterial endotoxin; 4) to 

determine the production of various proinflammatory factors in cell growth media in response to α-

synuclein, S100A9 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 α-synuclein and S100A9 oligomers and 100 ng/ml, 

500 ng/ml and 1 μg/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-α in cell 

growth media. The generation of reactive oxygen species was evaluated by measuring efflux of H2O2 

into the extracellular media using a fluorometric assay. Statistical analysis was performed using 

SigmaPlot 14.0 software. 

We have found that α-synuclein, S100A9 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 α-synuclein inhibits oxidative phosphorylation, oxidizing respiratory 
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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 II-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 μg/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 α-synuclein, 500 nM S100A9, as 

well as to 500 ng/ml and 1 μg/ml lipopolysaccharide for 24 h. However, 100 nM α-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 α-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 μg/ml lipopolysaccharide 

considerably increased TNF-α secretion and its concentration in cell growth media; however, 500 nM 

α-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 μg/ml concentrations of 

lipopolysaccharide dramatically increased extracellular H2O2 production, whereas α-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 α-synuclein, S100A9 and 

lipopolysaccharide had no impact on extracellular NO production. 

Overall, our results suggest that α-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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Santrumpų sąrašas 

αSyn – α-sinukleinas; 

A53T αSyn – 53-ios aminorūgšties taškinės mutacijos α-sinukleinas; 

Aβ – β amiloidas; 

ADJ – aktyvūs deguonies junginiai (angl. reactive oxygen species, ROS); 

ADP – adenozino difosfatas; 

AKT – baltymų kinazė B; 

AL – Alzheimerio liga; 

ATP – adenozino trifosfatas; 

CAT – karboksiatraktilozidas; 

CNS – centrinė nervų sistema; 

DAM – su ligomis siejamas mikroglijos fenotipas (angl. disease-associated microglia); 

DAMP – su pažeidimu susijusios molekulinės struktūros (angl. damage-associated molecular 

patterns); 

Dig – digitoninas; 

DNP – 2,4-dinitrofenolis; 

DNR – deoksiribonukleorūgštis; 

DOG – 2-deoksi-d-gliukozė; 

ERK – užląstelinio signalo reguliuojama kinazė (angl. extracellular signal regulated kinase); 

Glu – gliukozė; 

GLUT – gliukozės nešiklis; 

GWAS – plataus masto genomo asociacijos tyrimai (angl. genome-wide association studies); 

HIF-1α – hipoksijos indukuojamas veiksnys 1-α (angl. hypoxia-inducible factor 1-α); 

IL – interleukinas; 

KT – kambario temperatūra; 

LPS – lipopolisacharidas; 

MGnD – su neurodegeneracinėmis ligomis siejamas mikroglijos fenotipas (angl. microglia 

associated with neurodegenerative disease); 

mTOR – žinduolių rapamicino taikinys (angl. mammalian target of rapamycin); 



11 

NF-κB – branduolio veiksnys κB (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells); 

NO – azoto monoksidas; 

Omy – oligomicinas; 

PAMP – su patogenais susijusios molekulinės struktūros (angl. pathogen-associated molecular 

patterns); 

PBS – fosfatinis buferinis tirpalas; 

PI3K – fosfatidilnozitol-3-kinazė; 

PL – Parkinsono liga; 

RNR – ribonukleorūgštis; 

scRNA-seq – pavienių ląstelių RNR sekoskaita (angl. single-cell RNA sequencing); 

Succ – sukcinatas; 

TLR – transmembraniniai atpažinimo receptoriai (angl. toll-like receptors); 

TNF-α – naviko nekrozės veiksnys α (angl. tumor necrosis factor α); 

WT αSyn – laukinio tipo α-sinukleinas. 
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Įvadas 

Su amžiumi susijusios neurodegeneracinės ligos, tokios kaip Alzheimerio liga (AL) ir Parkinsono 

liga (PL) – didelė ir opi visuomenės sveikatos problema dėl nuolatos prastėjančios epidemiologinės 

situacijos ir terapinių priemonių ribotumo [1]. PL pasaulyje serga virš 10 mln. žmonių [2], o ilgėjant 

vidutinei gyvenimo trukmei šia liga sergančių pacientų skaičius labai sparčiai auga. Manoma, jog  

2040 m. gali pasiekti net 17,5 mln. [3]. Neurodegeneracinių ligų grupei yra būdingas netaisyklingas 

amiloidinių baltymų susilankstymas, jų agregacija į įvairaus dydžio sankaupas bei kaupimasis 

ląstelėse ir už jos ribų specifiniuose smegenų regionuose. Tai sąlygoja oksidacinį stresą, lėtinį 

uždegimą, paveiktų neuronų disfunkciją ir sinapsių nykimą [1]. Pagrindiniai PL požymiai – 

amiloidinio baltymo α-sinukleino (αSyn) sankaupos dėl agregacijos į stambesnius junginius: 

oligomerus, protofibriles, fibriles ir Lewy kūnelius, bei laipsniška dopaminerginių neuronų 

degeneracija smegenų juodosios medžiagos tankiojoje dalyje. Dėl to pasireiškia įvairūs klinikiniai 

motoriniai ir nemotoriniai simptomai: tremoras, bradikinezija, rigidiškumas, miego sutrikimai, 

vidurių užkietėjimas, depresija, kognityvinių funkcijų sutrikimai ir kt. [4]. PL atveju tradiciškai yra 

labiausiai išskiriamas toksiškus agregatus sudarantis αSyn, o AL atveju – β amiloidas (Aβ) ir tau, 

tačiau naujausi tyrimai rodo, kad įvairių rūšių amiloidiniai baltymai ir jų tarpusavio sąveika 

persidengia skirtingų neurodegeneracinių ligų patogenezėje [5–7]. Pavyzdžiui, kalcio jonus (Ca2+) 

prijungiantis amiloidinis baltymas S100A9, kurio padidėjusi koncentracija anksčiau buvo nustatyta 

AL paveiktų smegenų lizatuose ir mikroglijose [8], geba skatinti αSyn agregaciją ir yra randamas 

koagregatuose kartu su αSyn PL sergančiųjų smegenyse [9]. Tačiau, koks yra šios sąveikos vaidmuo 

PL patogenezėje, kuris iš šių baltymų, αSyn ar S100A9, ir kokia jų agregatinė forma pasižymi 

didžiausiu citotoksiškumu, duomenų yra mažai arba mokslininkų nuomonės išsiskiria. Taip pat kyla 

daug diskusijų, ar amiloidinių baltymų agregacija yra neurodegeneracinių ligų patogenezės centre, 

nes nei vienas iš PL klinikinių tyrimų, pagrįstų monokloninių antikūnų imunoterapija nukreipta prieš 

αSyn agregatus, nedavė teigiamų rezultatų ir nepasiteisino [10,11]. Panaši situacija yra ir su AL [12]. 

Dėl to šios ligos vis dar lieka neišgydomos – pacientams yra prieinamas tik simptominis gydymas. 

Pastaruoju metu manoma, kad neurouždegimas ir šį procesą reguliuojančios bei jame tiesiogiai 

dalyvaujančios mikroglijos ląstelės užima svarbiausią vaidmenį, aiškinantis neurodegeneracinių ligų 

etiologiją. Ši prielaida grindžiama pastebėjimais, kad PL sergančiųjų smegenyse randama daug 

reaktyvių mikroglijos ląstelių ir yra nustatomos didelės prouždegiminių citokinų koncentracijos 

smegenų skystyje bei plazmoje [13,14]. Manoma, jog neurouždegimas yra vienas anksčiausiai 

pasireiškiančių procesų vystantis PL [15], o plataus masto genomo asociacijos (angl. genome-wide 

association studies, GWAS) bei mikroglijos genomo atlaso tyrimai yra parodę, kad daugelio su AL 

ir PL susijusių genų raiška vyksta išimtinai mikroglijos ląstelėse [13,16,17]. Be to, viena iš 

neurodegeneracinių ligų patogenezę aiškinančių hipotezių yra endotoksino lipopolisacharido (LPS) 

hipotezė, teigianti, jog LPS skatina amiloidų agregaciją ir sukelia neurouždegimą, tarpininkaujant 

mikroglijos ląstelėms ir taip prisidedant prie neuropatologinių procesų grandinės smegenyse [18]. 

Smegenys – labai metaboliškai aktyvus organas, sunaudojantis apie 25 % visos organizmui 

reikalingos gliukozės [19], tačiau PL atvejais yra stebimas susilpnėjęs gliukozės metabolizmas [20]. 

Todėl yra manoma, kad neurodegeneracinių ligų metu stebimi patologiniai pokyčiai smegenyse yra 

glaudžiai susiję su sutrikusia nervinių ląstelių, ypač mikroglijos, bioenergetika. Tai – svarbu, nes 

mikroglijos metabolinių kelių persitvarkymai, reaguojant į smegenų mikroaplinkos pokyčius, 

tiesiogiai turi įtakos šių ląstelių funkciniam aktyvumui, uždegiminio atsako reguliavimui, 

fenotipiniams bei morfologiniams pokyčiams, o tai turi didelę reikšmę neurodegeneracinių ligų 
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vystymuisi ir tolimesniam progresavimui [15,21]. Užtai tikėtina, kad mikroglijos ląstelių metabolinių 

kelių reguliavimas gali būti perspektyvus taikinys neuroprotekcinei terapijai. Visgi, mikroglijos 

medžiagų apykaitos pokyčiai, vykstantys AL ir PL metu, lieka iki galo nesuprasti. Egzistuoja didelis 

poreikis išsamiai tirti LPS ir amiloidinių baltymų reikšmę neurodegeneracinių ligų vystymosi metu, 

reguliuojant mikroglijos funkcijas, keičiant jų metabolizmą ir aiškintis, kaip tai prisideda prie šių 

ląstelių prouždegiminio fenotipo atsiradimo. Mokslinėje literatūroje trūksta tyrimų, kurie leistų 

suprasti mikroglijos bioenergetinių pokyčių visumą neurouždegiminiuose procesuose ir molekulinius 

mechanizmus AL bei PL modeliuose. Ypač trūksta tyrimų, išsamiai analizuojančių S100A9 poveikį 

mikroglijos ląstelių bioenergetikai. 

Tai – pirmasis Lietuvoje in vitro tyrimas, nagrinėjantis užląstelinių αSyn ir S100A9 agregatų bei LPS 

poveikį mikroglijos ląstelių bioenergetikai, taikant šių procesų plataus spektro analizę. Gauti 

rezultatai suteiks naujų įžvalgų ir padės geriau suprasti neurodegeneracinių ligų patogenezės 

molekulinius mechanizmus, apimančius amiloidinių baltymų poveikį glijos ląstelėms ir jų 

energetiniam metabolizmui, o tai – svarbu, ateityje ieškant potencialių taikinių naujoms ir 

efektyvioms terapinėms priemonėms kurti. 

Darbo tikslas – ištirti amiloidinių baltymų α-sinukleino ir S100A9 vaidmenį mikroglijos ląstelių 

energetiniam metabolizmui bei palyginti jį su bakterinio endotoksino poveikiu. 

Darbo uždaviniai: 

1. įvertinti nepermeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimą, veikiant α-sinukleinui, S100A9 bei 

bakteriniam endotoksinui; 

2. įvertinti permeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimą skirtingose metabolinėse būsenose, 

veikiant α-sinukleinui, S100A9 bei bakteriniam endotoksinui; 

3. įvertinti glikolitinį aktyvumą, veikiant α-sinukleinui, S100A9 bei bakteriniam endotoksinui; 

4. nustatyti įvairių prouždegiminių veiksnių susidarymą, veikiant α-sinukleinui, S100A9 bei 

bakteriniam endotoksinui. 
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1. Literatūros apžvalga 

1.1. α-sinukleinas: struktūra, funkcijos ir neurotoksinio poveikio mechanizmai 

α-sinukleinas (αSyn) – tai citozolinis, iš 140 aminorūgščių liekanų sudarytas, sąlyginai mažas (14 

kDa) baltymas, koduojamas SNCA geno, esančio ilgajame ketvirtos žmogaus chromosomos petyje 

(4q21) [22]. Tačiau dėl alternatyvaus splaisingo yra nustatytos mažiausiai 4 šio baltymo izoformos: 

SNCA140, SNCA126, SNCA112, SNCA98 [23]. Didžiausia αSyn raiška vyksta centrinėje nervų 

sistemoje (CNS), ypač neuronų presinapsinėse galūnėlėse, aksonuose ir neuronų kūnuose [24,25]. 

Glijos ląstelės (astrocitai, oligodendrocitai, mikroglija) taip pat vykdo šio baltymo raišką, o nedideli 

αSyn kiekiai randami širdies, plaučių, inkstų, griaučių skersaruožių raumenų bei kraujo ląstelėse 

[24,26]. Yra išskiriami trys αSyn struktūriniai domenai: N galo (1-60 aminorūgštys), vidurinis NAC 

(angl. non-amyloid β-component) (61-95 aminorūgštys) ir C galo domenas (96-140 aminorūgštys) 

(1.1.1 pav.). αSyn turi septynis 11-os aminorūgščių konservatyvius pasikartojimus 

(XKTKEGVXXXX), iš kurių keturi yra N galo domene, o likę – NAC domene. Jie formuoja α-

spiralių struktūrinius griaučius ir yra svarbūs sąveikai su membranomis [22]. Svarbu ir tai, kad beveik 

visos su PL susijusios mutacijos SNCA gene pasireiškia pokyčiais N galo domene [27]. Hidrofobinis 

NAC domenas yra svarbus αSyn agregacijai ir yra atsakingas už αSyn protofibrilių ir fibrilių 

susidarymą, nes geba formuoti β-klosčių struktūras, o neigiamą krūvį turintis lankstus C galo 

domenas reguliuoja baltymų tarpusavio sąveikas ir jungimąsi su mažomis molekulėmis bei metalo 

jonais, ypač Ca2+. Dažnai αSyn C galas tampa fosforilinimo taikiniu ir neretai yra sutrumpinamas 

[26,28]. Be to, C galo domenas, sąveikaudamas su N galo domenu, riboja ir apsaugo αSyn nuo 

patologinio netaisyklingo susilankstymo ir agregacijos į didesnius toksiškus agregatus [22,27]. 

 

Fiziologinėmis sąlygomis randamos kelios natyvios αSyn formos. αSyn gali egzistuoti kaip tirpus 

nestruktūrizuotas monomeras, kaip prie fosfolipidų membranų prisijungęs multimeras arba kaip 

agregatų nesudarantis tetrameras (~58 kDa) [25,26,29]. Dažnai natyvių αSyn monomerų N galai yra 

acetilinti, dėl to išvengiama spontaninės savaiminės agregacijos [29,30]. Kadangi αSyn neturi 

stabilios erdvinės struktūros, įvairūs veiksniai, tokie kaip potransliacinės baltymo modifikacijos, 

SNCA geno mutacijos, temperatūros ir pH pokyčiai, susidariusios patologinės sąlygos ir kt. gali 

1.1.1 pav. α-sinukleino monomero struktūros schema. Adaptuota pagal [28] 
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inicijuoti αSyn monomerų netaisyklingą susilankstymą ir agregaciją į toksiškus oligomerus (angl. on-

pathway oligomers), protofibriles, o vėliau suformuoti netirpias fibriles ir galiausiai sudaryti Lewy 

kūnelius bei neuritų sankaupas neuronuose [25,29,31]. Visgi, ne visi oligomerai yra toksiški ir gali 

toliau formuoti didesnius agregatus – tokie oligomerai yra vadinami „off-pathway“ [29]. Reikia 

paminėti, kad fibrilės gali fragmentuotis ir paskatinti tolimesnę αSyn agregaciją bei plitimą 

smegenyse (1.1.2 pav.) [25,29]. Apskritai, αSyn gali sudaryti įvairius oligomerus ir fibriles, 

tarpusavyje besiskiriančius morfologiškai, struktūriškai, molekuline mase, savybėmis, toksiškumo 

profiliu ir funkcijomis [31,32]. 

 

αSyn fiziologinės funkcijos vis dar yra tiriamos, tačiau daugėja duomenų, kad šis baltymas yra itin 

svarbus, reguliuojant sinapsių plastiškumą, sinapsinių pūslelių skaičių, mobilizaciją ir jų bei jose 

esančių neurotransmiterių atpalaidavimą, ypač dopaminerginiuose neuronuose [29,33–35]. Šie 

procesai vykdomi prie membranų prisijungusiam monomeriniam αSyn sąveikaujant su pagrindiniu 

SNARE komplekso baltymu VAMP2 (sinaptobrevinu-2) ir tokiu būdu skatinant SNARE komplekso 

susidarymą bei reguliuojant pūslelių egzocitozę ir endocitozę [26,31,36]. Kadangi natyvi αSyn forma 

gali lengvai sąveikauti su membranomis ir jas sudarančiais komponentais, nenuostabu, kad šis 

baltymas dalyvauja membranų biogenezėje, jas stabilizuojant ir skatinant membranų išsilenkimą 

formuojantis pūslelėms, o tai – ypač svarbu egzocitozės ir endocitozės procesams sinapsėse 

[24,37,38]. Be to, αSyn reguliuoja dopamino metabolizmą, biosintezę, pernašą ir kaupimąsi 

sinapsinėse pūslelėse, taip kontroliuodamas šio mediatoriaus koncentraciją sinapsėse [22,39]. Taip 

pat įvairūs in vitro ir in vivo tyrimai parodė, kad αSyn dalyvauja, reguliuojant aksoninį transportą 

neuronuose. αSyn gali tiesiogiai jungtis ir sąveikauti su ląstelės griaučių baltymais: tubulinu, kinezinu 

ir dineinu, todėl tampa svarbus mikrovamzdelių polimerizacijai, nervinių ląstelių struktūros 

palaikymui, pernašos ir aksonų regeneracijos procesuose [22,40–42]. Nors αSyn pavadinimas buvo 

1.1.2 pav. α-sinukleino įgaunamos struktūrinės formos fiziologinėmis ir patologinėmis sąlygomis. Adaptuota 

pagal [29] 
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suteiktas dėl pagrindinės šio baltymo lokalizacijos sinapsėse (syn-) ir ląstelių branduoliuose (-

nuclein), tačiau αSyn funkcija branduolyje vis dar nėra iki galo žinoma. Manoma, kad αSyn gali 

tiesiogiai sąveikauti su deoksiribonukleorūgštimi (DNR), histonais ir kitais branduolio baltymais ir 

taip dalyvauti genetiniame bei epigenetiniame genų raiškos reguliavime [29]. αSyn randamas ir kitose 

nervinių ląstelių organelėse: mitochondrijose, endoplazminiame tinkle, Goldžio komplekse. Tačiau 

tikslios αSyn fiziologinės funkcijos šiuose ląstelės organoiduose lieka taip pat iki galo neišaiškintos 

[26]. Visai neseniai Ramezani’is ir kt. atskleidė, kad αSyn galimai padeda reguliuoti ir palaikyti 

tinkamą Ca2+ srautą tarp mitochondrijų ir endoplazminio tinklo, taip reguliuojant šių jonų homeostazę 

[43]. Taip pat tyrimai rodo, kad αSyn fiziologinėmis sąlygomis dalyvauja palaikant mitochondrijų 

funkcijas ir dinamiką neuronuose [44] bei gali apsaugoti nuo oksidacinio streso [35]. Manoma, kad 

natyvus αSyn prisideda prie nervinio audinio apsaugos, sąveikaudamas su molekuliniais šaperonais 

(14-3-3 baltymu, CSPα), mažindamas proapoptotinių veiksnių (PKC-δ, BAD) raišką bei 

palaikydamas neurogenezę [29,35]. Be to, Li ir kt. tyrimas atskleidė naują αSyn fiziologinę funkciją 

ir parodė, kad αSyn monomerai gali sumažinti αSyn oligomerų sukeltą uždegimą ir neurotoksinį 

poveikį mikroglijos ląstelėse, reguliuodami šių ląstelių fenotipą per užląstelinio signalo 

reguliuojamos kinazės (ERK), branduolio veiksnio κB (NF-κB) ir peroksisomų proliferatoriaus 

aktyvinamo receptoriaus γ (PPARγ) signalinius kelius [45]. Taip pat mokslinėje literatūroje yra 

duomenų, kad αSyn reguliuoja informacinės ribonukleorūgšties (iRNR) stabilumą, N galo domenu 

sąveikaudamas su P-kūnelių baltymais Edc4 ir Dcp1 [46]. Bendrai visi šie tyrimų rezultatai dar kartą 

pabrėžia natyvaus αSyn svarbą normaliai nervų sistemos fiziologijai palaikyti. Tačiau, įvykus αSyn 

potransliacinei modifikacijai, αSyn netaisyklingai susilanksčius ir toliau suformuojant didesnius 

agregatus, yra sutrikdomos arba išvis prarandamos fiziologinės šio baltymo funkcijos, pasireiškia 

neurotoksinis poveikis [35]. 

Potransliacinės αSyn modifikacijos, tokios kaip fosforilinimas, C galo sutrumpinimas, nitrinimas, 

acetilinimas, sulfoninimas ir kt., turi svarbų vaidmenį šio baltymo agregacijai ir neurodegeneracinių 

ligų vystymuisi [31,47]. Pavyzdžiui, αSyn 129-to lizino liekanos fosforilinimas (pS129) yra siejamas 

su patologinių fibrilių suformavimu ir atsidėjimu į Lewy kūnelius [26]. Homocisteino tiolaktono 

vykdoma αSyn 80-to lizino liekanos kovalentinė modifikacija taip pat skatina αSyn agreguotis ir 

sudaryti neurotoksiškas fibriles. Šiame tyrime buvo parodyta, kad tokių homocisteinilintų αSyn 

fibrilių injekcija į smegenis pelėms sukelia sunkiau išreikštą αSyn patologiją ir motorinius sutrikimus, 

lyginant su nemodifikuoto αSyn sudarytomis fibrilėmis [48]. Be abejo, SNCA geno taškinės 

mutacijos taip pat lemia αSyn oligomerizaciją į didesius toksiškus agregatus, skatina jų kaupimąsi ir 

sąlygoja nervinių ląstelių pažeidimus [25,26]. Verta paminėti ir tai, kad senstant ląstelių pajėgumas 

šalinti αSyn baltymų sankaupas gerokai sumažėja, užtai susidaro palankios sąlygos kauptis 

amiloidiniams baltymams ir plisti neurouždegimui [22,49]. Be to, patologinės αSyn formos gali 

neigiamai paveikti baltymų šalinimo mechanizmus: ubikvitino-proteosomos sistemos, lizosomų 

veiklą ir autofagijos procesus [29,50,51]. Dėl sutrikusios baltymų degradacijos sistemų veiklos 

pasireiškia oksidacinis stresas, sinapsių disfunkcija ir suirimas [24,28]. Tyrimai rodo, jog αSyn 

agregatai sutrikdo aksoninį transportą neuronuose ir SNARE komplekso susidarymą, dėl to sutrinka 

sinapsinių pūslelių dinamika, mobilumas ir neuromediatorių išskyrimas [52,53]. Ypač neigiamai 

paveikiami dopaminerginiai keliai, nes ilgalaikė per didelė αSyn raiška sumažina dopamino 

koncentraciją ir atpalaidavimą slopinant tirozino hidroksilazės, sinapsinių pūslelių nešiklio VMAT2 

bei dopamino nešiklio DAT raišką ir aktyvumą [26,29]. Be to, nustatyta, kad neuronų sinapsių 

disfunkcija, lydima kognityvinių funkcijų sutrikimų, atsiranda αSyn oligomerams ir fibrilėms 

sąveikaujant su GluN2A NMDA receptoriaus subvienetais [54]. Kognityvinių funkcijų susilpnėjimas 
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gali būti stebimas ir dėl αSyn agregatų sąlygotos intensyvesnės mikroglijos ląstelių vykdomos 

glutamato sekrecijos, nes padidėjusi šio mediatoriaus koncentracija sinapsėse sutrikdo nervinio 

impulso perdavimą [55]. Neseniai Maor su kolegomis pateikė naujų įžvalgų apie αSyn neurotoksinio 

poveikio mechanizmą. Jie parodė, kad patologinėmis sąlygomis stebimas αSyn tiesioginis jungimasis 

su β-spektrinu, pagrindiniu ląstelės griaučių baltymu, reikalingu plazminės membranos baltymams 

lokalizuoti, sutrikdo spektrino-ankirino komplekso struktūrą. Dėl to, įvyksta ląstelės integralinių 

baltymų, pavyzdžiui, Na+/K+ ATPazės, persitvarkymas membranoje bei sutrinka jų funkcijos. Tokie 

pokyčiai sukelia neuronų membranos potencialo reguliavimo sutrikimus ir galiausiai sąlygoja 

neuronų žūtį [56]. 

Taip pat kyla daug diskusijų, kuri αSyn forma yra neurotoksiškiausia. Kol kas mokslininkai vieningai 

teigia, kad αSyn oligomerai ir fibrilės yra toksiški ląstelėms, tačiau, kuris iš jų labiausiai toksiškas – 

nesutariama, nes mokslinių tyrimų rezultatai yra kontroversiški. Visgi, šiuo metu daugėja duomenų, 

kad tam tikros αSyn oligomerų rūšys galimai yra labiausiai citotoksiškos ir yra svarbiausios 

neurodegeneracinių ligų vystymosi bei progresavimo procesuose [28]. αSyn oligomerų ir kitų šio 

baltymo formų aptikimas PL sergančių pacientų smegenų skystyje ir plazmoje rodo, kad užląstelinis 

αSyn taip pat dalyvauja neurodegeneracinių ligų patogenezėje [27,57]. Taigi, ne tik viduląstelinės, 

bet ir užląstelinės αSyn sankaupos gali būti citotoksiškos [22,58]. Tačiau įdomu tai, kad pastarųjų 

toksiškumas nepriklauso nuo viduląstelinio αSyn [59]. Įvairių in vivo ir in vitro tyrimų rezultatai rodo, 

kad užląstelinis αSyn gali tiesiogiai ir netiesiogiai sąlygoti ląstelių žūtį [24]. Yra duomenų, kad 

didelės masės užląsteliniai αSyn oligomerai gali tiesiogiai pažeisti plazminės membranos integralumą 

iš išorinės ląstelės pusės ir taip suaktyvinti išorinį apoptozės kelią, sukeliantį neuronų žūtį [58]. Dėl 

αSyn oligomerų sukelto membranos vientisumo pažeidimo, lydimo membranos lipidų peroksidacijos, 

padidėjusio Ca2+ patekimo į ląstelių vidų ir membranos potencialo svyravimų, neuronai gali žūti ir 

feroptozės būdu [60]. Fusco ir kt. nustatė dvi svarbiausias αSyn oligomerų struktūrines dalis, 

tiesiogiai dalyvaujančias tokiame membranos pažeidimo procese. Tai – oligomerų išorėje esanti 

lipofilinė sritis, sudaranti stiprią sąveiką su ląstelių membranos paviršiumi, ir oligomerų šerdis, 

sudaryta iš β-klosčių, kuriomis yra įsiterpiama į fosfolipidų dvisluoksnį, taip pažeidžiant membranos 

vientisumą, suformuojant poras ir padidinant viduląstelinę Ca2+ bei aktyvių deguonies junginių (ADJ) 

koncentraciją [61]. Svarbu tai, kad tiek monomerinės formos αSyn, tiek αSyn oligomerai gali 

sutrikdyti Ca2+ homeostazę ir nuo šių jonų priklausomus signalinius kelius, tačiau tik oligomerinė 

baltymo forma sąlygoja neurodegeneraciją [60,62]. Be to, αSyn gali neigiamai paveikti geležies 

apykaitą, sąlygoti Fe2+/Fe3+ santykio disbalansą ir dėl to inicijuoti nuo geležies priklausomą ląstelių 

žūtį, feroptozę, nerviniame audinyje bei neigiamai paveikti mitochondrijų funkcijas [22,63]. Iš tiesų, 

αSyn oligomerai yra linkę jungtis prie mitochondrijų išorinės ar vidinės membranų, o jų sukeliamas 

toksinis poveikis šioms organelėms – daugialypis [25,64]. Moksliniais tyrimais parodyta, jog 

patologinės αSyn formos slopina baltymų pernašą į mitochondrijas, prisijungdami prie išorinės 

mitochondrijų membranos translokazės TOM20 [65,66]. Taip pat sutrikdoma mitochondrijų 

membranos porino VDAC veikla [67], o αSyn oligomerams pažeidus mitochondrijų membranų 

vientisumą kartu yra prarandamas protonų gradientas, reikalingas oksidaciniam fosforilinimui 

vykdyti, ir suintensyvėja ADJ susidarymas [31]. Eksperimentiškai parodyta, kad mutantinis αSyn, 

per didelė šio baltymo raiška ir sudaromi agregatai slopina I-ojo kvėpavimo grandinės komplekso 

aktyvumą ir skatina ADJ, daugiausia vandenilio peroksido (H2O2), susidarymą, o tai sąlygoja 

greitesnę de novo mutantinio A53T αSyn oligomerizaciją, sukelia mitochondrijų membranų 

permeabilizaciją ir neuronų žūtį [29,68]. Be to, αSyn oligomerams sukėlus oksidacinį stresą ir Ca2+ 

disbalansą, atsiveria nespecifinio laidumo pora (angl. permeability transition pore), o ilgalaikis šios 
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poros atsivėrimas lemia mitochondrijų disfunkciją, brinkimą, membranos plyšimą, citochromo c 

atpalaidavimą ir galiausiai ląstelių žūtį [68,69]. Perteklinė αSyn raiška ir patologinės šio baltymo 

formos taip pat gali sukelti mitochondrijų fragmentaciją, membranų biogenezės sutrikimus ir 

mitochondrijų morfologijos pažaidas [22,29]. Tokiems mitochondrijų pažeidimams ypač jautrūs 

tampa dopaminerginiai neuronai, kurių gyvybingumui ir normalioms funkcijoms palaikyti nuolatos 

reikalingos didelės energijos sąnaudos. Visgi, αSyn agregatai pažeidžia ne tik mitochondrijas, bet ir 

kitas organeles: endoplazminį tinklą, branduolį, Goldžio kompleksą, lizosomas [70]. 

Užląstelinio αSyn toksiškumas taip pat yra siejamas su jo gebėjimu plisti nerviniame audinyje ir 

skatinti viduląstelinių αSyn monomerų agregaciją [24,29,71]. Patologiniai αSyn agregatai gali plisti 

iš CNS per klajoklinį nervą į periferinius organus, ypač virškinamąjį traktą, ir atvirkščiai [72,73]. 

Tačiau vis dar nėra iki galo aišku, ar pirminis toks αSyn patologinių formų išplitimas įvyksta 

retrogradiniu ar anterogradiniu keliu. αSyn monomerai ir mažos molekulinės masės oligomerai gali 

difuzijos būdu prasiskverbti pro ląstelės membraną į užląstelinę erdvę. Žūstantys neuronai taip pat 

gali atpalaiduoti įvairios agregatinės būsenos αSyn. Jis gali būti išskiriamas su egzosomomis, 

egzocitozės būdu arba tiesiogiai perduodamas greta esančioms ląstelėmis per tunelinius 

nanovamzdelius (angl. tunneling nanotubes) [24,29]. Užląstelinį αSyn paprastai fagocituoja šalia 

esantys astrocitai ir mikroglija, dalyvaujant transmembraniniams atpažinimo receptoriams TLR-2, 

TLR-4, LAG3 ir FcγRIIB receptoriams, tačiau αSyn agregatai slopina šių ląstelių fagocitinį 

aktyvumą. Dėl to yra stebimas tokių agregatų susikaupimas ir tolimesnis plitimas, sukeliantis 

neurouždegimines reakcijas nerviniame audinyje. Svarbu pasakyti, jog mikroglija taip pat aktyviai 

dalyvauja šio amiloidinio baltymo sekrecijoje ir perdavime neuronams [22,24,57], o selektyvus TLR-

2/MyD88/NF-κB signalinio kelio inhibavimas sumažina mikroglijos uždegiminį atsaką ir slopina 

toksinių αSyn formų plitimą in vitro ir in vivo [74]. Įdomu tai, kad La Vitola’os ir kt. in vivo tyrimas 

parodė, jog αSyn oligomerai sutrikdo kognityvines funkcijas, veikdami per TLR-2, bet ne per TLR-

4 mikroglijos ir astrocitų receptorius [75]. TLR ir kitų receptorių suaktyvinimas sąlygoja NF-κB 

signalinio kelio aktyvaciją, o tai lemia intensyvią prouždegiminių citokinų (TNF-α, IL-6, IL-1β), ADJ 

sekreciją bei inflamasomos susidarymą ir aktyvaciją [27,33]. Tai patvirtina ir transgeninių CX3CR1-

SNCA pelių juodosios medžiagos pavienių ląstelių RNR sekoskaitos (angl. single-cell RNA 

sequencing, scRNA-seq) analizė, kuri atskleidė, jog αSyn agregacija mikroglijos ląstelėse padidina 

su uždegimu susijusių genų raišką: NLRP3 inflamasomos komponentų ASC dalelių, IL-1β ir NF-κB 

[76]. Taip pat yra duomenų, kad netaisyklingai susilankstęs αSyn pasižymi genotoksiškumu [34]. 

Hinkle’is ir kt. in vitro ir in vivo tyrimais parodė, kad PL atveju αSyn fibrilės pažeidžia mikroglijos 

DNR ir suaktyvina cGAS/STING, užtai sukeliamas neurouždegimas ir neurodegeneracija [77]. Verta 

pabrėžti, jog amiloidinių baltymų sankaupų sąlygotas uždegimas ir nervinių ląstelių degeneracija gali 

dar labiau sustiprinti αSyn sukeltą citotoksinį poveikį, skatinant toksiškų agregatų plitimą ir 

agregaciją [78]. Be to, pastaruoju metu daugėja duomenų, rodančių, jog užląstelinių αSyn sankaupų 

citotokiškumas gali pasireikšti, sukeliant mikroglijos ląstelių metabolizmo pokyčius, dėl kurių 

sustiprėja neurouždegimas ir dopaminerginių neuronų degeneracija [79–81]. Tačiau tikslūs tokio 

poveikio mechanizmai dar nėra išaiškinti. 

Apibendrinant, αSyn neurotoksinio poveikio mechanizmas – sudėtingas, daugialypis ir iki šiol nėra 

pakankamai gerai atskleistas. Lieka neaišku, ar neurotoksiškumas pirmiausia pasireiškia dėl 

patologinių αSyn formų susikaupimo, ar dėl sumažėjusios natyvaus αSyn koncentracijos. Skirtingos 

αSyn agregatinės formos jungiasi prie skirtingų receptorių ir pasižymi skirtingu toksiškumo profiliu, 

tačiau mokslinėje literatūroje trūksta turimų duomenų apie įvairių šio baltymo formų neurotoksinį 
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poveikį susisteminimo. Taip pat mažai žinoma, kaip užląstelinis αSyn paveikia mikroglijos energetinį 

metabolizmą bei kaip užląstelinis αSyn sąveikauja su viduląsteliniu αSyn ir skatina jo netaisyklingą 

susilankstymą, agregaciją bei citotoksinį poveikį. Dėl šių priežasčių αSyn vaidmuo 

neurouždegiminiuose ir neurodegeneraciniuose procesuose vis dar yra intensyviai tiriamas. 

1.2. S100A9: struktūra, funkcijos ir neurotoksinio poveikio mechanizmai 

S100A9 (Kalgranulinas B, MRP14) – tai prouždegiminis, Ca2+ surišančių S100 baltymų šeimai 

priklausantis, 13,2 kDa dydžio baltymas, koduojamas ilgąjame pirmos žmogaus chromosomos petyje 

(1q21) [82–84]. Jį sudaro 114 aminorūgščių liekanų, tačiau dėl alternatyvaus splaisingo randama ir 

kita, mažesnė S100A9 izoforma (12,7 kDa), be pirmų keturių N galo aminorūgščių [85]. S100A9 

baltymo struktūroje yra du Ca2+ prijungiantys EF-rankos (angl. EF-hand) domenai, sudaryti iš spiralė-

kilpa-spiralė motyvų. Tarpusavyje šie domenai yra sujungti sąvaros sritimi (angl. hinge region), o 

Ca2+ jungiasi prie EF-rankos duomenų kilpinių struktūrinių dalių (1.2.1 pav.). Įdomu tai, kad šis 

baltymas turi ilgiausią nestruktūrizuotą C galą iš visų S100 šeimos baltymų [84,86,87]. Ca2+ 

prisijungimas ir disociacija sąlygoja baltymo konformacinius pokyčius, todėl turi įtakos S100A9 

susilankstymui ir oligomerizacijai į didesnius amiloidinius agregatus bei sudaro sąlygas sąveikauti su 

receptoriais ir kitais amiloidiniais baltymais [84,88,89]. S100A9 turi afiniškumą ir kitiems 

dvivalenčiams jonams, pavyzdžiui, Zn2+, Mn2+ ir Cu2+. Šie taip pat gali keisti S100A9 struktūrą ir 

funkcijas bei yra svarbūs baltymo antimikrobiniam aktyvumui ir metalo jonų homeostazės 

reguliavimui smegenyse [84,88]. Nors dauguma S100 šeimos baltymų egzistuoja kaip homodimerai, 

paprastai S100A9 su homologiniu baltymu S100A8 in vivo sudaro stabilų heterodimero kompleksą – 

kalprotektiną [84,90], kurio kiekiai padidėja PL metu [91]. 

 

Didžiausia S100A9 raiška vyksta neutrofiluose, monocituose, kraujagyslių endotelio ir dendritinėse 

ląstelėse, neuronuose bei mikroglijose [86,89,92]. Įprastai, tai – citozolinis baltymas, tačiau yra 

randamas ir ląstelių branduolyje, o reaguojant į ląstelės pažaidą, infekciją ar uždegimą, yra 

sekretuojamas į užląstelinę erdvę ir netgi yra randamas koagregavęs su kitais amiloidiniais baltymais 

[93,94]. Todėl natūralu, kad šis baltymas atlieka svarbias funkcijas, dalyvaudamas ir kontroliuodamas 

įvairius viduląstelinius ir užląstelinius procesus: apoptozę, proliferaciją, diferenciaciją, fagocitozę, 

ląstelės griaučių dinamiką, judrumą, aminorūgščių metabolizmą, Ca2+ homeostazę ir nuo Ca2+ 

priklausomų signalinių kelių aktyvaciją [84,90,92,93,95]. Be to, užląstelinis S100A9 yra svarbus 

reguliuojant imuninį ir uždegiminį atsaką, nes gali pasižymėti tiek priešuždegiminiu, tiek uždegimą 

skatinančiu poveikiu, reguliuodamas citokinų išsiskyrimą ir makrofagų aktyvaciją [84,90,92,95]. 

Taip pat yra duomenų, kad S100A9 gali tiesiogiai jungtis prie kai kurių citokinų ir taip moduliuoti 

viduląstelinius signalinius kelius [84,96]. Reikia paminėti, kad S100A9 gali pasižymėti ir 

antioksidaciniu aktyvumu, apsaugančiu ląsteles nuo ADJ ir NO [92], bei antimikrobiniu aktyvumu. 

1.2.1 pav. Antrinė S100A9 baltymo struktūros schema. Adaptuota pagal [87] 
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Parodyta, kad užląstelinis S100A9 gali padidinti neutrofilų chemotaksį ir baktericidinį aktyvumą 

prieš E. coli, skatindamas šių ląstelių fagocitozę, suaktyvinant Syk, PI3K/AKT, ERK1/2 signalų 

perdavimo kaskadą [84]. Įdomu dar ir tai, jog esant išeminiam pažeidimui ir padidėjus S100A9 raiškai 

mikroglijos ląstelėse, S100A9 baltymas gali reguliuoti mitochondrijų funkcijas, skatindamas 

mikrogliją internalizuoti egzogenines mitochondrijas, bei, dalyvaudamas IL-17 signaliniame kelyje, 

reguliuoja mikroglijos piroptozę ir neurogenezę išeminio pažeidimo srityje [97]. Užtai reiktų 

neatmesti tos prielaidos, kad panašūs procesai galimai vyksta ir neurodegeneracijos proceso 

pradžioje. Reikia paminėti dar ir tai, jog Tian’o ir kt. tyrimai atskleidė, kad S100A9 ankstyvose 

neurodegeneracijos stadijose skatina neuroninių kamieninių ląstelių (angl. neural stem cells) 

diferenciaciją, siekiant kompensuoti žuvusių neuronų skaičių, tačiau didelės šio baltymo 

koncentracijos sąlygoja neuronų ir vėliau pačių neuroninių kamieninių ląstelių žūtį. Manoma, kad 

šiame procese įtraukiamas Notch signalinis kelias [98]. Be to, Bai su kolegomis eksperimentiškai 

parodė, kad nedidelės S100A9 baltymo koncentracijos skatina BV-2 mikroglijos ląstelių migraciją ir 

proliferaciją, tačiau didelės koncentracijos pasižymi neurotoksišku poveikiu: susidaro ūmaus 

uždegimo sąlygos, sutrinka ląstelių judrumas, proliferacija ir sumažinamas ląstelių gyvybingumas. 

Toks poveikis pasireiškia S100A9 baltymui aktyvuojant TLR-4 ir TLR-7 signalinius kelius ir taip 

paskatinant prouždegiminių citokinų TNF-α ir IL-6 sekreciją [93]. Taigi, akivaizdu, jog S100A9 

funkcijos priklauso nuo šio baltymo koncentracijos, agregacijos laipsnio ir lokalizacijos. 

Esant neurodegeneracinėms, autoimuninėms, onkologinėms ir infekcinėms ligoms bei uždegimui, 

stebimas aukštas kalprotektino, S100A9 ir S100A8 baltymų raiškos lygis [83,84]. Šių baltymų raiška 

padidėja ir organizmui senstant [99]. Lėtinis neurouždegiminis procesas skatina ne tik S100A9 raišką, 

bet ir S100A9 plitimą smegenyse, o tai gali inicijuoti S100A9 koagregaciją su kitais amiloidiniais 

baltymais [9,33]. S100A9 randamas Aβ agregatuose šeiminės ir sporadinės kilmės AL pacientų 

smegenyse [8,83]. Nustatyta, kad S100A9 sąvaros sritimi jungiasi su Aβ ir tokiu būdu skatina 

fibrilinių Aβ struktūrų susidarymą [83]. Be to, S100A9 baltymas Aβ agregatų susidarymą gali 

reguliuoti ir transkripciniame lygmenyje. Kummer’is ir kt. parodė, jog S100A8/A9 aktyvuoja 

mikrogliją ir padidina TNF-α bei IFN-γ sekreciją, o šie prouždegiminiai citokinai sąlygoja BACE1 ir 

BACE2 promotorių transkripcinį aktyvumą ir dėl to yra skatinamas Aβ sankaupų susiformavimas 

[100]. Tačiau vyrauja nuomonė, kad tokių koagregatų susidarymas galimai yra natūralus ląstelių 

apsauginis mechanizmas, sumažinantis S100A9 citotoksinį poveikį bent jau pradinėse 

neurodegeneracinių ligų stadijose [93,95,101]. Ex vivo ir in vitro tyrimai atskleidė, kad S100A9 

dalyvauja ir PL patogenezėje, nes Lewy kūneliuose suformuoja agregatus kartu su αSyn. Nustatyta, 

kad S100A9 monomerai sąveikauja su αSyn monomero C ir N galais ir gali reguliuoti αSyn agregatų 

formavimosi kinetiką [9,86,102]. S100A9 stabilizuoja αSyn fibrilių struktūras ir turi įtakos jų 

toksiškumui [86,102]. Be to, esant S100A9 αSyn agreguojasi greičiau ir sudaro didesnius amiloidų 

agregatus. Tačiau, vėlgi, kaip ir Aβ atveju, αSyn ir S100A9 sudaryti oligomerai yra mažiau toksiški 

nei oligomerai suformuoti šių baltymų 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 sąlygomis, o šie agregatai neigiamai paveikia atmintį ir kitas kognityvines 

funkcijas. Transgeniniai pelių modeliai yra parodę, kad S100A9 geno veikimo blokavimas (angl. 

knockout) pagerina atmintį, sumažina amiloidinių plokštelių formavimąsi, mikroglija ima efektyviau 

šalinti amiloidinų sankaupas, užtai yra stebima silpniau išreikšta neurodegeneracinės ligos patologija 

[86,100,103–105].  Formuojantis amiloidų sankaupoms ir dėl to susidarius uždegiminėms sąlygoms 

bei suintensyvėjus S100A9 raiškai neuronuose bei mikroglijos ląstelėse, šis baltymas gali toliau 

skatinti ir stiprinti uždegiminį procesą [92,95]. Ypač šio baltymo raiška ir sekrecija padidėja greta 
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amiloidinių agregatų esančiose mikroglijose [95,100]. Dėl to yra aktyvuojamos signalinių kelių 

kaskados, S100A9 baltymui daugiausia tiesiogiai veikiant per dviejų tipų mikroglijos receptorius: 

TLR-4 ir RAGE [83,106]. S100A9 sąveika su šiais receptoriais suaktyvina MAPK p38, ERK/NF-κB, 

JNK/NF-κB, JAK/STAT, PI3K/AKT bei nuo Ca2+ priklausomus signalinius kelius, dėl to yra 

stimuliuojama intensyvi prouždegiminių veiksnių (IL-1β, IL-6, TNF-α, MMP-9, iNOS), chemokinų 

(CCL2, CCL3, CXCL10) gamyba ir sekrecija [84,105–107]. Be to, neurouždegimą skatina bei prie 

citotoksinio poveikio prisideda S100A9 sąlygotas viduląstelinės Ca2+ koncentracijos padidėjimas 

[105] ir intensyvesnis NLRP3 inflamasomos bei ADJ susidarymas nerviniame audinyje [92,108]. 

Taip pat yra duomenų, jog S100A9 gali sukelti neurouždegimą ir neuronų apoptozę, aktyvuodamas 

TLR-4/MYD88/NF-κB signalinį kelią ir taip pablogindamas esamą smegenų pažeidimą [109]. Kiti 

in vivo tyrimai atskleidė, jog intranazaliniu būdu pelėms įvedus S100A9 fibriles, stebimas šio baltymo 

plitimas į smegenų kaktinę skiltį, hipokampą ir smegenėles bei skatinama amiloidinių baltymų 

oligomerizacija. Tai sąlygoja stresą nervinėms ląstelėms ir yra sukeliamas neurotoksiškas poveikis, 

pasireiškiantis elgesio ir atminties sutrikimais bei padidėjusia proaopototinių veiksnių, Bax ir 

kaspazės-3, raiška bei aktyvumu smegenų audiniuose [110]. Iš tikrųjų, ne tik S100A9, bet ir 

S100A8/A9 kompleksas gali sukelti apoptozę, nes veikia Bax ir Bcl-2 baltymų raišką, jų santykį ir 

inhibuoja ERK signalinį kelią [87]. Reikėtų pasakyti, kad S100A9 gali neigiamai paveikti mikrogliją 

ir jos funkcijas. Visai neseniai, pirmą kartą buvo parodyta, jog S100A9 veikia BV-2 ląstelių 

fagocitozę per TLR-4/MYD88/NF-κB signalinį kelią, dalyvaujant Rho GTPazėms Rac1 ir Cdc42, 

kurios reguliuoja ląstelių griaučių persitvarkymą, būtiną fagocitozei vykdyti. Šiame tyrime nustatyta, 

jog didelės baltymo koncentracijos (10 μg/ml – 20 μg/ml) sąlygoja mikroglijos fagocitinio aktyvumo 

ir gyvybingumo sumažėjimą [83]. Be to, įdomu tai, kad vis daugiau tyrimų rodo amiloidinių baltymų 

sąveikos su ląstelių membranomis svarbą šių baltymų susikaupimui ir agregatų augimui. Tamulytė ir 

kt. atskleidė, kad S100A9 citotoksinis poveikis pasireiškia šiam baltymui įsiterpus į hidrofobinį lipidų 

dvisluoksnį ir taip suardžius membranos integralumą [89]. Taip pat tam tikromis sąlygomis S100A9 

gali pagreitinti natūralų dopaminerginių neuronų senėjimo procesą (angl. senescence), o tai tampa 

svarbu aiškinantis PL etiologiją [111]. Dar mokslinėje literatūroje yra duomenų, kad S100A9 

toksiškumas pasireiškia, sutrikdant dopaminerginę sistemą ir pertvarkant smegenyse vykstančius 

neurocheminius procesus. Gruden’o ir kt. atliktas in vivo tyrimas atskleidė, kad būtent S100A9 

oligomerai ir fibrilės, bet ne natyvios struktūros baltymas, sukelia amneziją ir sutrikdo prefrontalinės 

smegenų žievės ir hipokampo dopaminerginius kelius [112]. Taip pat parodyta, kad S100A9 fibrilės 

sąlygoja erdvinės atminties sutrikimus kartu su padidėjusia glutamato sekrecija hipokampe ir 

sutrikusiu dopamino metabolizmu [113]. 

Akivaizdu, kad S100A9 baltymas dalyvauja neurodegeneracinių ligų patogenezėje ir yra svarbus 

veiksnys, reguliuojantis imuninį atsaką ir uždegimą, tačiau tikslūs šio amiloidinio baltymo 

toksiškumo mechanizmai nerviniame audinyje lieka neišaiškinti. Mokslinėje literatūroje trūksta 

tyrimų, nagrinėjančių S100A9 poveikį neuronų ir glijos ląstelėms, jų organelėms ir bioenergetikai. 

Taip pat nėra atlikta skirtingų šio baltymo agregatinių formų citotoksinio poveikio palyginimo. 

1.3. Endotoksino lipopolisacharido hipotezė 

Netaisyklingą amiloidinių baltymų susilankstymą, agregaciją į didesnes sankaupas ir, atitinkamai, 

neurodegeneracinių ligų išsivystymą gali lemti genų mutacijos, tačiau dauguma PL atvejų vis dėlto 

yra sporadiniai ir pirminė šios ligos etiologija yra iki šiol nežinoma [13]. Tai leidžia daryti prielaidą, 

kad PL patogenezėje yra svarbūs ir aplinkos veiksniai bei kiti faktoriai. Vienas tokių – endotoksinas 

LPS. LPS yra randamas išorinėje gram-neigiamų bakterijų sienelėje. Daugiausia šių bakterijų yra 
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žarnyne, kiek mažiau – odoje, dantenose, plaučiuose ir kituose epitelinių audinių paviršiuose. 

Bakterijos nuolat nedideliais kiekiais išskiria LPS, tačiau jo koncentracija kraujo plazmoje gali 

smarkiai padidėti, esant bakterinei infekcijai, žarnyno uždegimui bei pasireiškus prodrominei PL 

stadijai būdingiems žarnyno mikrobiotos pokyčiams ir padidėjus virškinamojo trakto pralaidumui 

[18,114–116]. Padidėjusi LPS koncentracija gali sukelti sisteminį uždegimą, padidinti 

hematoencefalinio barjero pralaidumą ir paskatinti αSyn raišką bei agregaciją enteriniuose 

neuronuose, o vėliau sąlygoti susiformavusių αSyn agregatų plitimą į smegenis per klajoklinį nervą 

ir dopaminerginių neuronų nykimą juodojoje medžiagoje. Be to, dėl padidėjusio hematoencefalinio 

barjero pralaidumo plazmoje esantys toksiški baltymai Aβ ir αSyn, LPS bei kiti uždegimą 

sąlygojantys veiksniai gali lengviau patekti į smegenis ir ten inicijuoti neurouždegimą bei ląstelių 

pažaidą [18,117–119]. In vivo tyrimai rodo, kad intraperitoninė LPS injekcija pelėms sukelia lėtinį 

neurouždegimą, dopaminerginių neuronų žūtį juodojoje medžiagoje, pasireiškia motoriniai sutrikimai 

[120,121]. Tai patvirtina, kad periferijoje padidėję LPS kiekiai, kurie, beje, yra nustatomi ir PL 

sergantiems pacientams [18], yra pakankami sukelti neuropatologiją smegenyse. Be to, endotoksinas 

gali sukelti neurotoksinį poveikį ir taip prisidėti prie neurodegeneracinių ligų išsivystymo, 

sinergistiškai veikdamas su kitais amiloidiniais baltymais. Nustatyta, jog LPS skatina Aβ ir tau 

baltymų agregaciją bei sustiprina šių baltymų citotoksinį poveikį [122], o neseniai atliktas tyrimas 

parodė, kad intranazaliniu būdu A53T-αSyn transgeninėms pelėms įvedus LPS, pasireiškia 

hipokinezija, anosmija, padaugėja αSyn sankaupų, sumažėja dopamino kiekiai ir vyksta selektyvi 

dopaminerginių neuronų žūtis. Tokie PL būdingi patologiniai požymiai buvo stipriau išreikšti 

transgeninėms pelėms nei kontrolinėms, laukinio tipo pelėms (angl. wild-type) [123]. Sinergistinį 

αSyn ir LPS toksinį poveikį patvirtina ir kitas tyrimas. Gao ir kt. atskleidė, kad LPS injekcija 

kontrolinėms ir A53T-αSyn pelėms sukelia panašaus stiprumo ūmų neurouždegimą, tačiau tik 

transgeninėms pelėms vėliau išsivystė lėtinis neurouždegimas, suintensyvėjo αSyn agregacija, Lewy 

kūnelių formavimasis ir pasireiškė progresuojantis dopaminerginių neuronų nykimas [124]. Manoma, 

kad LPS skatina αSyn agregaciją, suaktyvindamas NF-κB signalinį kelią ir inhibuodamas su 

branduoliniais receptoriais susijusį baltymą 1 (angl. nuclear receptor-related 1 protein, Nurr1) 

mikroglijos ląstelėse [123]. Kadangi LPS yra priskiriamas su patogenais susijusioms molekulinėms 

struktūroms (angl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP), jį lengvai gali atpažinti ir 

prijungti mikroglijos ląstelės daugiausia per TLR-4 receptorius, dalyvaujant LPS prijungiančiam 

baltymui LBP (angl. LPS binding protein). Tolesnės signalinės kaskados apima suintesyvėjusią 

prouždegiminių citokinų (TNF-α, IL-6, IL-1β, NO), laisvųjų radikalų ir chemokinų gamybą, o tai 

prisideda prie neurouždegimo, sinapsių nykimo ir galiausiai neurodegeneracijos [115,125,126]. Be 

to, viduląstelinis LPS gali tiesiogiai aktyvuoti kaspazes ir sąlygoti ląstelių žūtį piroptozės būdu [127]. 

Įdomu tai, kad vienas LPS nesukelia neuronų žūties – toks poveikis pasireiškia tarpininkaujant 

mikroglijos ląstelėms. Tyrimai su mišriomis neuronų-glijos ląstelių kultūromis atskleidė, kad 

neurotoksiškas endotoksino poveikis yra stebimas tik esant mikroglijos ląstelėms ir joms aktyviai 

vykdant neuronų fagocitozę, o jas pašalinus iš kultūros, šis poveikis išnyksta [125,128]. Taip pat 

egzistuoja ryšys tarp su PL susijusių genetinių mutacijų ir padidėjusiu uždegiminiu atsaku į LPS, 

sąlygojančiu neuronų žūtį. Todėl yra tikėtina, kad ši hipotezė – aktuali abiems, ir sporadinės, ir 

šeiminės, PL atvejams [18]. Taip pat reikėtų neatmesti galimos genetinių ir aplinkos veiksnių 

tarpusavio sąveikos. Taigi, endotoksino LPS hipotezė teigia, kad padidėjusi LPS koncentracija 

sisteminėje kraujotakoje gali prisidėti prie PL išsivystymo. Nors atlikta nemažai mokslinių tyrimų, 

rodančių šios hipotezės pagrindžiamumą, ji vis dar nėra patvirtinta, turi trūkumų ir reikalauja 

išsamesnių tyrimų. 
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1.4. Mikroglijos reikšmė neurouždegiminiame procese 

1.4.1. Mikroglija ir jos funkcijos 

Mikroglijos ląstelės – tai pagrindinės specializuotos CNS imuninės ląstelės, makrofagai [129], 

sudarančios 5–12 % visų CNS ląstelių [130]. Jos atlieka daugybę funkcijų, būtinų normaliam CNS 

vystymuisi ir homeostazei palaikyti, tačiau taip pat atlieka lemiamą vaidmenį neurodegeneracinių ir 

kitų neurologinių ligų patogenezėje [129]. Tai – itin dinaminės ir plastiškos smegenų ląstelės, 

galinčios keisti ir įgyti įvairius morfologinius bei funkcinius fenotipus [131–133]. Mikroglija 

randama ameboidinės, lazdelės (angl. rod) ar medūzos (angl. jellyfish) formų, jos taip pat gali sudaryti 

akėto tinklo struktūras (angl. honeycomb), turėti nedidelį kūną su be galo tankiai išsišakojančiomis 

ataugėlėmis (angl. hyper-ramified) arba turėti suapvalėjusius ataugėlių galus (angl. bulbous tips) 

[132]. Nors mokslininkai bando susieti skirtingas mikroglijos morfologines formas su šių ląstelių 

atliekamomis tam tikromis funkcijomis, tačiau dar per mažai žinoma tiksliam struktūros ir funkcijos 

tarpusavio ryšiui nustatyti. Pavyzdžiui, ilgą laiką buvo manoma, jog už fagocitozę išimtinai yra 

atsakingos ameboidinės formos mikroglijos, tačiau dabar žinoma, jog šią funkciją vykdo ne tik tokį 

morfologinį fenotipą įgavusios ląstelės [133]. Visgi, duomenys rodo, kad dauguma sveikų suaugusių 

smegenų mikroglijų turi nedidelį ovalų kūną (somą) ir daug nuo jo išsišakojančių plonų ataugėlių, 

kurios nuolatos juda ir vertina smegenų parenchimos būklę, ieškodamos infekcijos ar nervinių ląstelių 

pažeidimo požymių [130,134,135]. Ši funkcija priklauso nuo mikroglijos membranos potencialo, kurį 

kontroliuoja K+ jonų kanalai THIK-1 [136]. Purinerginiai P2Y12 metabotropiniai mikroglijos 

receptoriai yra taip pat svarbūs šių ląstelių judrumui ir teisingam jų nukreipimui pažeidimo židinio 

link (chemotaksiui) [137]. Be abejo, šios ląstelės ekspresuoja daugybę kitų receptorių (TREM2, TLR, 

RAGE, NLR, Fcγ ir kt.) bei MHC I ir II klasės molekules, todėl gali jautriai reaguoti į bet kokius 

smegenų mikroaplinkos pokyčius, atpažįstant PAMP bei su pažeidimu susijusias molekulines 

struktūras (angl. damage-associated molecular patterns, DAMP), ir greitai inicijuoti imuninį atsaką, 

įtraukiant kitas imunines ląsteles ir išskiriant mediatorius. Mikroglija gali atpalaiduoti įvairius 

prouždegiminius (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-15, IL-17, Ccl2, Ccl4 ir kt.) ir uždegimą slopinančius 

(IL-4, IL-8, IL-10, TGF-α, TGFβ ir kt.) citokinus ir taip reguliuoti sukelto neurouždegiminio atsako 

stiprumą [138,139]. Be to, mikroglijos ląstelės, kaip pagrindiniai smegenų makrofagai, efektyviai 

vykdo žuvusių ląstelių ir jų nuolaužų, aksonų ir mielino liekanų, patogenų bei baltymų agregatų 

fagocitozę [135]. Nustatyta, kad TAM receptorių tirozino kinazės Mer ir Axl bei jų ligandai Gas6 ir 

baltymas S reguliuoja mikroglijos vykdomą apoptotinių neuronų fagocitozės procesą [140]. Žuvusių 

neuronų [141] bei amiloidinių baltymų sankaupų [142] šalinimui fagocitozės būdu svarbūs yra ir 

TREM2 receptoriai. Pastarieji receptoriai, apskritai, yra itin svarbūs, reguliuojant uždegiminius 

procesus CNS, mikroglijos metabolizmą ir fenotipus [143]. Yra duomenų, kad amiloidus, pavyzdžiui, 

αSyn, mikroglija gali šalinti ir autofagijos būdu, aktyvuodama TLR-4/NF-κB/p62 signalinį kelią  ir 

tokiu būdu padidindama autofagijos receptoriaus p62/SQSTM1 raišką [144]. Nors tikslūs 

molekuliniai fagocitozės mechanizmai nėra iki galo ištirti, viena aišku – tinkamai reguliuojamas 

mikroglijos fagocitinis aktyvumas yra būtinas, šalinant neurodegeneraciją ir neurouždegimą 

sukeliančius toksiškų baltymų agregatus ir užtikrinant nervinio audinio homeostazę. 

Svarbu pasakyti, kad šių ląstelių funkcinis profilis yra daug platesnis ir neapsiriboja vien tik 

fagocitoze ir klasikinėmis imuninėms ląstelėms būdingomis funkcijomis. Įvairiais in vitro ir in vivo 

tyrimais yra parodyta didžiulė mikroglijos reikšmė smegenų sinapsių pertvarkymo procesuose, kurie 

yra svarbūs CNS vystymuisi, homeostazei ir neurodegeneracijai. Mikroglijos gali tiesiogiai arba 

netiesiogiai, pavyzdžiui, per neuromediatorius (glutamatą, GABA), užląstelines pūsleles 
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(egzosomas), citokinus (IL-6, TNF-α, Il-10), tarpines ląsteles (astrocitus, T limfocitus, 

oligodendrocitus) sąveikauti su neuronais. Taip jos reguliuoja šių ląstelių pagrindines funkcijas ir 

dalyvauja procesuose, tokiuose kaip sinapsių karpymas arba genėjimas (angl. pruning), aksonų 

remodeliacija, neurogenezė [145]. Nustatyta, jog neuronų išskiriamas chemokinas fraktalkinas 

(CX3CL1), sąveikaudamas su mikroglijos CX3CR1 receptoriais, reguliuoja ne tik šių ląstelių 

migraciją, bet ir sinapsių brendimą bei plastiškumą [146]. Sinapsių plastiškumą per PI3K/BDNF 

signalinį kelią taip pat reguliuoja mikroglijų išskiriamas BDNF veiksnys [147,148]. Tinkamai 

kontroliuojama ir reguliuojama neuronų ekspresuojamo baltymo CD200 sąveika su mikroglijos 

CD200R receptoriumi yra taip pat svarbi palaikyti tarpneuroninius ryšius ir sinapsių plastiškumą bei 

suvaldyti neurouždegiminius procesus [149]. Įdomu tai, kad šios sąveikos reguliacijos sutrikimai yra 

siejami su dopaminerginių neuronų degeneracija PL atveju [150]. Naujausi tyrimai rodo, kad 

transkripcijos veiksnys Ikzf1, specifiškai ekspresuojamas mikroglijos ląstelių smegenų žievės ir 

hipokampo srityse, yra svarbus hipokampo neuronų plastiškumui, kognityvinėms funkcijoms bei 

reguliuojant pačių mikroglijų morfologiją ir funkcijas. Užtai yra laikomas nauju svarbiu šių ląstelių 

homeostazės reguliatoriumi uždegimo ir neurodegeneracijos sąlygomis [151]. Be to, mikroglijos geba 

pašalinti nereikalingas ir nefunkcionalias sinapses, pažymėtas komplemento baltymų C1q ir C3, per 

C3R receptoriaus signalinį kelią, todėl yra itin svarbios normaliam CNS vystymuisi [152]. Tyrimai 

rodo, kad mikroglijos gali reaguoti į greta esančių astrocitų išskiriamą IL-33 ir taip skatinti sinapsių 

karpymą smegenų hipokampo ir gumburo tinklinio branduolio srityse [153]. Parodyta, kad 

mikroglijos dalyvauja CNS mielinizacijos procese ir padeda išsaugoti mielino struktūros vientisumą 

[154], o mikroglijų atpalaiduojamas veiksnys IGF-1 yra būtinas neuronų augimui ir išgyvenamumui 

[155]. Be to, vystantis smegenims mikroglija kartu su astrocitais dalyvauja angiogenezėje – padeda 

susiformuoti naujoms kraujagyslėms smegenyse ir vėliau su jomis išlaiko glaudų ryšį bei palaiko 

hematoencefalinio barjero integralumą [156,157]. 

Dėl įvairių priežasčių įvykus genų, koduojančių baltymus, atsakingus už tam tikras mikroglijos 

funkcijas, mutacijoms, ar pasikeitus šių genų raiškai, gali sutrikti anksčiau išvardytų funkcijų 

vykdymas. Pavyzdžiui, senstant ir sergant neurodegeneracinėmis ligomis, gali sumažėti mikroglijos 

jautrumas ir gebėjimas reaguoti į pažeidimus ar susidariusias patologines sąlygas. Mikroglija gali imti 

nebeefektyviai šalinti susikaupusius citotoksiškų amiloidų agregatus ir infekuotus, pažeistus ar 

degeneruojančius neuronus. Visa tai lemia CNS patologinės būklės progresavimą [133,135,158]. Be 

to, esant uždegimui ir užląstelinėms amiloidų sankaupoms, mikroglijos ląstelės gali pradėti 

fagocituoti vis dar gyvus neuronus ir taip dar labiau skatinti neurodegeneraciją [159,160]. Šios 

ląstelės geba skatinti ir nuo feroptozės priklausomą neurodegeneraciją [161] bei sustiprinti 

neurouždegimą, intensyviau sekretuodamos ADJ, NO ir kitus prouždegiminius citokinus [138,162]. 

Yra publikacijų, skelbiančių, kad mikroglijos, suformuodamos tunelinius nanovamzdelius, gali 

perduoti αSyn greta esančioms mikroglijos ląstelėms [163] arba, išskirdamos Aβ užląstelinėmis 

pūslelėmis, gali sąlygoti sinapsių disfunkciją bei neigiamai paveikti jų plastiškumą [164]. Tokie 

duomenys leidžia daryti prielaidą, kad mikroglija tokiu būdu gali prisidėti prie neurotoksiškų 

amiloidinių baltymų plitimo ir tolimesnio kaupimosi nerviniame audinyje. 

Taigi, mikroglijos turi dvejopą vaidmenį CNS: jos svarbios smegenų vystymuisi ir palaikant nervinio 

audinio homeostazę, tačiau, sutrikus ir pablogėjus neuroapsauginėms šių ląstelių funkcijoms, jos 

prisideda prie sudėtingos neurouždegiminių ir neurodegeneracinių procesų vystymosi grandinės. 
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1.4.2. Mikroglijos fenotipai ir jų skirstymas 

Nuo XX a. septintojo dešimtmečio vidurio mokslininkai pradėjo skirstyti mikrogliją į 2 fenotipus: 

M1 ir M2. Tuo metu buvo sutariama, kad fiziologinėmis sąlygomis mikroglija išlieka statiška 

(ramybės būsenos), o patologinėmis – aktyvuojasi ir įgyja ameboidinę formą [131,133]. Toks patogus 

dichotominis šių ląstelių skirstymas greitai prigijo ir imtas plačiai taikyti mokslininkų 

bendruomenėje. M1 fenotipas buvo siejamas su prouždegiminių citokinų (TNF-α, IL-6 ir IL-1β), 

chemokinų bei ADJ sekrecija, o M2 – su priešuždegiminių citokinų (IL-4 ir IL-13) atpalaidavimu, 

dalyvavimu žaizdų gijimo ir smegenų homeostazės atkūrimo procesuose. Buvo daroma prielaida, kad 

į susidariusias patologines sąlygas reaguoja M1 mikroglija, o  vėliau ši įgauna M2 fenotipą [165,166]. 

Tačiau per pastaruosius metus atlikti GWAS, scRNA-seq, genų ir baltymų raiškos integruotos 

analizės suteikė naujų įžvalgų apie molekulinius mechanizmus, reguliuojančius šių ląstelių perėjimą 

į tam tikras būsenas, ir tapo aišku, jog ši supaprastinta M1/M2 klasifikacija nėra tiksli ir tinkama 

apibūdinti šių ląstelių fenotipų įvairovę [129,133]. Dabar yra aišku, kad nėra ramybės būsenoje 

egzistuojančių mikroglijų. Jos nuolat yra aktyvios, vykdo savo funkcijas, pasižymi itin dideliu 

heterogeniškumu ir, priklausomai nuo jas supančios aplinkos, palaipsniui gali įgyti labai skirtingus 

fenotipus. Perėjimas į bet kokį fenotipą pasižymi savitu genų raiškos profiliu ir, atitinkamai, ląstelių 

morfologijos, fagocitinio bei proliferacinio aktyvumo pokyčiais [133,166–168]. 

Mokslininkai, studijuodami neurodegeneracinių ligų modelius ir transkriptomikos tyrimams 

naudodami transgenines peles, yra nustatę DAM (angl. disease-associated microglia), MGnD (angl. 

microglia associated with neurodegenerative disease) ir ARM (angl. activated response microglia) 

mikroglijos tipus [169]. Nors DAM fenotipas pirmą kartą buvo identifikuotas AL modelyje, vėliau 

paaiškėjo, kad jis būdingas taupatijų, išsėtinės sklerozės, šoninės amiotrofinės sklerozės ir kitų 

neurodegeneracinių ligų atvejais. DAM mikroglija, lokalizuota greta Aβ sankaupų, taip pat randama 

ir žmonių smegenyse [170]. Nustatyta, kad, reaguojant į susikaupusius apoptotinius neuronus, 

mielino nuolaužas ar amiloidų sankaupas, mikroglijos perėjimas iš homeostazės į DAM fenotipą 

vyksta dviem etapais [170,171]. Pirmiausia padidėja TREM2 reguliacinių ir adaptorinių baltymų 

Tyrobp ir Apoe raiška ir sumažėja nervinio audinio homeostazei palaikyti svarbių genų CXCR1, 

Tmem119, P2RY12 ir P2RY13 raiška. Vėliau, įsijungus TREM2 signaliniam keliui, suintensyvėja 

lipidų metabolizmas, fagocitozė (padidėja Lpl, Cst7, CD9, Axl raiška), reguliuojamas uždegiminis 

atsakas [143,169,170]. Be to, DAM skatina mikroglijos ląstelių proliferaciją ir išgyvenamumą per 

PI3K, β-katenino ir žinduolių rapamicino taikinio (mTOR) signalinius kelius bei dalyvauja šalinant 

baltymų agregatus [170]. Tačiau net ir DAM fenotipas turi pereinamasias ar tarpines būsenas ir 

subtipus, pasižyminčius uždegimą slopinančiomis ir skatinančiomis savybėmis [169,172]. Todėl 

manoma, kad DAM yra svarbi tiek atliekant nervinio audinio apsauginę funkciją ligos pradžioje, tiek 

po to prisidedant prie neurotoksiško poveikio vėlesnėse ligos stadijose, o SYK tirozino kinazė (angl. 

spleen tyrosine kinase) turi lemiamą reikšmę, koordinuojant mikroglijos fagocitinį aktyvumą ir 

perėjimą į DAM/MGnD fenotipą neurodegeneracijos metu [173]. Visgi, tikslus funkcinis DAM 

fenotipo aktyvumas lieka iki galo neišaiškintas. 

Literatūroje aprašomi ir kiti mikroglijos tipai. Su neurodegeneracija siejamas MGnD fenotipas taip 

pat charakterizuojamas sumažėjusia su homeostaze susijusių genų (P2RY12, Tmem119, Olfml3, 

Csf1r, Rhob, Cx3cr1, Tgfb1, Mef2a, Mafb, Sall1) raiška ir padidėjusia uždegime dalyvaujančių 

molekulių (APOE, Spp1, Itgax, Axl, Lilrb4, Clec7a, Csf1) raiška [174]. Šiuo atžvilgiu MGnD yra 

panašus į DAM fenotipą, tačiau vis tik reikšmingai skiriasi savo transkripciniu profiliu, o perėjimą į 

šį fenotipą reguliuoja TREM2-APOE signalinis kelias [175]. Remiantis scRNA-seq tyrimų 
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duomenimis, išskiriamas ir lipidus kaupiančios mikroglijos fenotipas LDAM (angl. lipid-droplet-

accumulating microglia), kuriam būdinga sekretuoti itin didelius kiekius ADJ ir citokinų (IL-6, 

CCL3, CSCL10). LDAM randama senstančiose smegenyse ir yra siejama su sutrikusia šių ląstelių 

fagocitine funkcija [176,177]. Taip pat aprašoma tamsioji, distrofinė, nekroptotinė mikroglija, su 

baltąja smegenų medžiaga susijusi mikroglija (angl. white matter-associated microglia, WAM), su 

proliferaciniu regionu susijusi mikroglija (angl. proliferative-region-associated microglia, PAM) ir 

kt.[177,178]. 

Visi šie skirtingi mikroglijos fenotipai priklauso nuo smegenų mikroaplinkos, anatominio regiono, 

mikroglijos ląstelių ontogenezės, neurodegeneracinės ligos stadijos, organizmo amžiaus, lyties, 

mitybos įpročių bei kitų egzogeninių ir endogeninių veiksnių. Įgaunant kurį nors iš šių fenotipų, 

mikroglijos ląstelėse vyksta unikalūs transkripciniai, epigenetiniai, morfologiniai ir funkciniai 

pokyčiai [131,133]. Taigi, dabartinis mūsų supratimas apie mikroglijos būsenų plastiškumą įvairiais 

smegenų vystymosi laikotarpiais ir CNS patologijų metu leidžia pagrįstai atsisakyti supaprastintos 

M1/M2 klasifikacijos. Ji neatspindi mikroglijų kompleksiškumo, būdingo sergant 

neurodegeneracinėmis ligomis, ir yra nesuderinama su plačia šių ląstelių būsenų ir funkcijų visuma 

besivystančiose ir senstančiose smegenyse. Daugiamatė epigenetikos, transkriptomikos, 

metabolomikos ir proteomikos tyrimų duomenų integracija leistų tiksliau įvertinti ir suprasti 

mikroglijos fenotipų įvairovę, kaip jie keičiasi progresuojant ligai bei išvengti klaidinančių potipių ir 

funkcijų sąsajų sudarymo. 

1.4.3. Mikroglijos bioenergetika ir metabolinis perprogramavimas 

Mikroglijos funkcinis ir imuninis aktyvumas yra glaudžiai susijęs su šių ląstelių medžiagų energijos 

apykaita. Visada, nepriklausomai nuo ląstelės fenotipo, turi būti patenkinami ląstelių gyvybinėms 

funkcijoms, diferenciacijai, proliferacijai ir kitiems ląsteliniams procesams palaikyti reikalingi 

bioenergetiniai poreikiai [179–181]. Įprastai, oksidacinis fosforilinimas ir glikolizė yra du 

pagrindiniai metabolizmo keliai, kuriais ląstelės apsirūpina energija adenozino trifosfato (ATP) 

molekulės pavidalu [182]. Čia gliukozė tampa svarbiausiu ir pagrindiniu energijos šaltiniu smegenų 

ląstelėms [79]. Mikroglija pasisavina gliukozę daugiausia per gliukozės nešiklius GLUT1, ypač 

uždegiminėmis sąlygomis, nors molekuliniai tyrimai yra parodę, kad jos turi ir kitus GLUT nešiklius: 

GLUT3, GLUT4, GLUT5, GLUT6, GLUT8, GLUT9, GLUT10, GLUT12 ir GLUT13 [183]. 

Transkriptominė analizė atskleidė, kad šios ląstelės vykdo visų, glikolizės ir oksidacinio fosforilinimo 

procesams būtinų, genų raišką [184], todėl homeostazės ir fiziologinėmis sąlygomis mikroglija 

daugiausia energiją gauna oksiduodama gliukozę. Pirmiausia glikolizės proceso metu gliukozė 

citozolyje laipsniškai suskaidoma iki piruvato. Tuomet aerobinėmis sąlygomis mitochondrijose 

vyksta piruvato oksidacinis dekarbokslinimas, kurio metu susidaręs acetilkofermentas A (acetil-KoA) 

toliau yra oksiduojamas Krebso cikle, teikiant redukcinius ekvivalentus kvėpavimo kompleksų 

grandinei (elektronų pernašos grandinei) ir ATP sintezei, o anaerobinėmis sąlygomis, katalizuojant 

laktato dehidrogenazei, piruvatas yra redukuojamas ir verčiamas laktatu [182,185,186]. 

Tačiau reikia paminėti ir tai, kad mikroglija pasižymi metaboliniu lankstumu, t.y. prireikus šios 

ląstelės geba panaudoti ne tik gliukozę, bet ir kitas įvairias maisto medžiagas energijai gaminti 

[166,187]: lipidai, aminorūgštys irgi gali būti skaidomi iki acetil-KoA ir kitų tarpinių produktų, 

reikalingų ATP generuoti. Pavyzdžiui, esant nepakankamam gliukozės kiekiui, per SNAT1 (Slc38a1) 

nešiklį į mikroglijos citozolį patekęs glutaminas, veikiant glutaminazei, suskaidomas į glutamatą, o 

šis oksidacinio deamininimo metu, veikiant glutamato dehidrogenazei, verčiamas į α-ketoglutaratą ir 
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nukreipiamas į Krebso ciklą. Per mikroglijos monokarboksilato nešiklius MCT1 ir MCT2 patekę 

laktatas ir ketonai bei lipidų translokazės CD36, ABC ir FABP nešiklių pagalba patekusios sočiosios 

ir nesočiosios riebalų rūgštys taip pat gali būti panaudojami kaip alternatyvūs energijos šaltiniai 

[185,186,188]. Tai yra itin naudinga, nes energijos apykaitai reikalingų substratų prieinamumas 

smegenyse nuolat kinta bei skiriasi fiziologijos ir patologijos atvejais [184]. 

Kita svarbi ir unikali mikroglijos savybė – metabolinis perprogramavimas (angl. metabolic 

reprogramming), apibrėžiamas kaip mikroaplinkos pokyčių sąlygotas greitas metabolinių kelių 

persitvarkymas [181,182,189]. Toks reiškinys padeda šioms ląstelėms prisitaikyti prie tuo metu 

susidariusių ir vyraujančių aplinkos sąlygų bei yra svarbus jų imuniniam atsakui, fenotipų ir funkcijų 

pokyčiams, ląstelės griaučių persitvarkymui, proliferacijai ir vykdomai biosintezei reikalingos 

energijos poreikiams tenkinti [181,182]. Metabolinį perprogramavimą mikroglijos ląstelėse 

transkripcijos lygmenyje valdo TREM2, PI3K/AKT, AMPK, PPAR, mTOR ir hipoksijos 

indikuojamas veiksnys 1-α (HIF-1α), iš kurių, kaip vėliau bus matyti, mTOR atitenka svarbiausias 

vaidmuo signalinių kelių sukeliamų reakcijų kaskadoje [181,186]. Svarbu pabrėžti, jog mikroglijos 

metabolinių kelių persitvarkymas gali įvykti ląstelėms reaguojant tiek į prouždegiminius, tiek į 

priešuždegiminius veiksnius [182]. Pavyzdžiui, reaguodama į priešuždegiminius citokinus IL-4 ir IL-

13, mikroglija pradeda intensyviau vykdyti ATP sintezę oksidacinio fosforilinimo būdu. Tai 

patvirtina stebimi padidėję ląstelių deguonies suvartojimo ir bazaliniai kvėpavimo (angl. basal 

respiration) greičiai [190,191]. Be to, IL-4 sumažina anaerobinės glikolizės produkto laktato 

susidarymą [192] ir aktyvuoja CARKL baltymą, taip sumažindamas pentozių fosfatinio kelio 

aktyvumą ir glutationo kiekius [193]. Prie uždegimą slopinančio poveikio galimai prisideda ir PPAR-

γ receptoriaus signalinio kelio aktyvacija [21]. Iš tokių duomenų galima daryti išvadą, kad, esant 

nervinio audinio homeostazei ar mikroglijai susidūrus su priešuždegiminiais veiksniais, didžiausia 

energijos dalis gaminama oksidacinio fosforilinimo būdu. Toks oksidacinio metabolizmo kelių 

išnaudojimas leidžia palaikyti neuroprotekcines mikroglijos funkcijas [79,182]. 

Kalbant apie metabolinius pokyčius neurouždegimo metu, mikroglijose dažnai stebimas 

suintensyvėjęs gliukozės pasisavinimas, padidėjusi glikolizės fermentų raiška bei bioenergetinių 

kelių persitvarkymas iš mitochondrijų vykdomo oksidacinio fosforilinimo į glikolitinį, 

suintensyvėjant anaerobinei glikolizei, ir, atitinkamai, padidėjant laktato sintezei, net ir esant 

pakankamai ir optimaliai nervinio audinio oksigenacijai [79,80,182]. Toks fenomenas yra panašus į 

vėžinėse ląstelėse stebimą Varburgo efektą (angl. Warburg effect) [15,182,187]. Nepaisant mokslinių 

tyrimų pažangos šioje srityje, vis dar sunku paaiškinti tokią metabolinių kelių persitvarkymo 

priežastį, nes glikolizės būdu ATP sintetinama greičiau, bet ne taip veiksmingai, lyginant su 

oksidaciniu fosforilinimu [182,185,186]. Tai galimai vyksta dėl padidėjusio ATP energijos poreikio 

prouždegiminiams procesams vykdyti, tačiau kol kas nėra įrodymų, kad tokioms reakcijoms reikia 

daugiau energijos nei bet kokiam kitam mikroglijos atsakui [194]. Padidėjęs glikolitinis aktyvumas 

gali neigiamai paveikti mitochondrijų dinamiką, paskatinti NLRP3 inflamasomos susidarymą ir 

suaktyvinti kaspazę-1. Dėl to ląstelės patiria oksidacinį stresą, skatinama IL-1β ir IL-18 citokinų 

sintezė bei išsiskyrimas, sutrikdomas fagocitinis mikroglijos aktyvumas. Visi šie procesai gali dar 

labiau sustiprinti uždegimą ir paskatinti neurodegeneracijos progresavimą [79,184,186]. Nustatyta, 

kad, reaguojant į uždegimą ir pradėjus didžiąją energijos dalį gaminti glikolizės proceso metu, 

mikroglijos ląstelėse atitinkamai suintensyvėja GLUT1 ir glikolizės fermentų, tokių kaip 

heksokinazės ir fosfofruktokinazės, raiška [186]. Glikolizėje dalyvaujančių fermentų raiška kinta 

mikroglijai reaguojant ir į amiloidinius baltymus. Qiao ir kt. parodė, kad αSyn padidina piruvato 
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kinazės ir gliceraldehido fosfato dehidrogenazės (GAPDH) raišką [80], o Yang’as ir kt. nustatė, kad 

GAPDH, jungdamasi prie IFN-γ iRNR ir tokiu būdu reguliuodama IFN-γ raišką, gali keisti 

mikroglijos funkcijų, fagocitozės ir citokinų gamybos, aktyvumą [195]. Mikroglijos bioenergetiniams 

procesams ir šių ląstelių fagocitozei bei chemotaksiui koordinuoti yra būtinas mitochondrijų baltymas 

translokatorius TSPO ir heksokinazė-2 (HK2) [196]. Tačiau yra duomenų, kad, vyraujant anaerobinei 

glikolizei, HK2 gali disocijuoti nuo mitochondrijų ir aktyvuoti branduolio transkripcijos veiksnį NF-

κB, reguliuojantį uždegimą ir ląstelių išgyvenamumą [197]. 

Apskritai, mikroglija, reaguodama į susidariusias patologines sąlygas, per skirtingus, tačiau 

tarpusavyje susipinančius, signalinius kelius geba gerokai padidinti daugelio prouždegiminių genų 

raišką, ypač tų, kurių aktyvumą reguliuoja transkripcijos veiksniai NF-κB ir HIF-1α [182,194]. 

Tačiau pastarųjų veiksnių aktyvumą reguliuoja mTOR, kuris signalo perdavimo reakcijose užima 

pagrindinį vaidmenį ir tampa be galo svarbiu mikroglijos metaboliniam perprogramavimui 

[182,186,198]. Suintensyvėjusi glikolizė, ADJ ir CtBP baltymas, reaguodamas į padidėjusius 

viduląstelinius NADH kiekius, stebimus padidėjus glikolitiniam aktyvumui, aktyvina NF-κB 

[184,194], užtai suintensyvėja TNF-α ir IL-6 citokinų sekrecija [186]. Moksliniais tyrimais parodyta, 

kad PL modelyje mitochondrijų hidroksilazės Clk1 trūkumas skatina neurouždegimą ir 

dopaminerginių neuronų žūtį, reguliuojant mikroglijos metabolinį perprogramavimą per mTOR/HIF-

1α ir ADJ/HIF-1α signalinius kelius [199], o HIF-1α gali inhibuoti piruvato dehidrogenazę ir taip 

netiesioginiu būdu slopinti Krebso ciklą, priverčiant ląsteles ATP sintetinti vien tik glikolizės būdu 

[21]. Nustatyta, kad piruvato virtimas laktatu yra stimuliuojamas PI3K/AKT signalinio kelio [182], 

o αSyn fibrilės mikroglijos perprogramavimą sukelia per AKT/mTOR/HIF-1α signalinį kelią [81]. 

Taip pat yra duomenų, kad mikroglijos metabolinių kelių persitvarkymą iš oksidacinio fosforilinimo 

į glikolitinį esant uždegimui gali reguliuoti NADPH oksidazė 4 [200] ir mitochondrijų skaidymasis 

(angl. fission) [201], lygiagrečiai suaktyvindamas NLRP3 inflamasomą [202]. 

Žinoma, pokyčiai įvyksta ir kituose metaboliniuose keliuose. Sutrikus Krebso ciklui gali pradėti 

kauptis Krebso ciklo tarpiniai metabolitai: sukcinatas ir itakono rūgštis, kurie gali prisidėti prie 

uždegimo per HIF-1α skatindami ADJ, IL-1β, NO ir kitų prouždegiminių veiksnių koncentracijos 

didėjimą [181,182,194,203]. Įvairūs in vitro ir in vivo PL modelių tyrimai atskleidė, kad esant Krebso 

ciklo disfunkcijai mikroglijos ląstelėse suaktyvėja pentozių fosfato kelias. Ypač padidėja šio 

metabolinio kelio pagrindinio fermento gliukozės-6-fosfato dehidrogenazės aktyvumas, susidaro 

pertekliniai NADPH kiekiai ir atitinkamai suintensyvėja ADJ susidarymas, skatinama 

dopaminerginių neuronų degeneracija [79,182,204]. Mikroglijos ląstelėse pasikeičia ir lipidų bei 

geležies apykaitos keliai, kurie taip pat galimai turi reikšmingą įtaką neurouždegiminių ir 

neurodegeneracinių procesų vystymuisi [182]. 

Taigi, metabolinio perprogramavimo fenomenas yra stebimas, mikroglijai reaguojant į 

prouždegiminius ir priešuždegiminius veiksnius. Esant neurouždegimui dažnu atveju mikroglija 

energiją ima gaminti pirmiausia išnaudodama anaerobinį glikolizės mechanizmą, taip pat pradeda 

vyrauti pentozės fosfato metabolinis kelias ir riebalų rūgščių sintezė, o smegenų mikroaplinkoje 

vyraujant priešuždegiminiams veiksniams ATP sintetinama oksidacinio fosforilinimo proceso metu. 

Tokie dinamiški metabolizmo ir bioenergetikos pokyčiai betarpiškai siejasi su mikroglijos 

atliekamomis funkcijomis, įgyjamu fenotipu ir uždegiminiu atsaku. Vis dėlto, medžiagų apykaitos 

pokyčiai, vykstantys neurodegeneracinių ligų vystymosi ir progresavimo metu, lieka iki galo 

nesuprasti. Trūksta duomenų, kaip vyksta metabolinių kelių persitvarkymas, priklausomai nuo ūmaus 
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ar lėtinio neurotoksiškų veiksnių poveikio. Be to, dar nepakankamai tiksliai nustatyti bioenergetinių 

pokyčių molekuliniai mechanizmai, juolab – priežastys. 

1.5. Literatūros apžvalgos apibendrinimas ir projekto temos bei uždavinių pagrindimas 

Remiantis mokslinėje literatūroje prieinamais duomenimis, neurodegeneracija ir neurouždegimas – 

vienas nuo kito neatsiejami procesai. Egzistuojančios įvairios hipotezės, aiškinančios 

neurodegeneracinių ligų etiologiją, rodo žinių trūkumą apie šių ligų išsivystymo priežastis ir 

mechanizmus. Visgi, αSyn ir S100A9 sudaromi toksiški agregatai bei padidėjusi LPS koncentracija 

sisteminėje kraujotakoje reikšmingai prisideda prie neurotoksiško poveikio smegenyse, o mikroglijos 

svarba reguliuojant neurouždegimą ir neurodegeneraciją – neabejotina. Mikroglijos ląstelėms 

būdingas metabolinis lankstumas ir medžiagų apykaitos kelių persitvarkymas yra itin svarbūs, 

reaguojant į DAMP ir PAMP bei kontroliuojant CNS imuninį atsaką. Progresuojant 

neurodegeneracijai, mikroglija reaguoja į susidariusias patologines sąlygas ir patiria transkripcinius, 

epigenetinius, funkcinius, morfologinius ir bioenergetinių kelių pokyčius, o tai pertvarko įvairius 

viduląstelinius signalinius kelius. Dėl to mikroglijos metabolizme dalyvaujantys fermentai ir 

svarbiausios signalinių kelių molekulės, reguliuojančios šių ląstelių reaktyvumą ir neurouždegiminio 

atsako stiprumą, potencialiai galėtų būti puikūs nauji taikiniai PL gydyti. Tačiau daugelį metų 

mikroglijos ląstelių tyrimus ribojo supaprastinta M1/M2 klasifikacija ir šiandien dar nėra sukaupta 

pakankamai duomenų, kurie išsamiai paaiškintų mikroglijos bioenergetinių pokyčių visumą, 

vystantis neurodegeneracinėms ligoms. Atitinkamai, nėra selektyvių, AL ar PL gydyti skirtų vaistų, 

kurių taikinys būtų tam tikri mikroglijos ląstelių bioenergetiką reguliuojantys mechanizmai. 

Atsižvelgiant į tai, šis tyrimas yra orientuotas į mikroglijos ląstelių energetinio metabolizmo kelių 

pokyčių vertinimą, jas paveikus neurodegeneracijos procesuose dalyvaujančiais amiloidiniais 

baltymais αSyn ir S100A9 bei bakteriniu endotoksinu LPS. Šis tyrimas suteiks naujų žinių apie PL 

patogenezę ir jos galimą ryšį su bakterine infekcija bei mikroglijos aktyvacijos kelius. Be to, naujos 

įžvalgos apie anksčiau nežinomą užląstelinių αSyn ir S100A9 agregatų poveikį mikroglijos ląstelių 

bioenergetikai galimai prisidės prie kryptingo naujų, neurouždegimą ir neurodegeneraciją 

slopinančių, terapinių priemonių kūrimo. 
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2. Medžiagos ir tyrimų metodai 

Visi baigiamojo projekto eksperimentai buvo atlikti Lietuvos sveikatos mokslų universiteto 

Neuromokslų instituto (LSMU NI) Biochemijos laboratorijoje vadovaujantis ir laikantis visų 

bioetikos reikalavimų. Pritarimą vykdyti tyrimą išdavė LSMU Bioetikos centro komisija Nr. 2023-

BEC2-047 (1 priedas). 

2.1. Tyrimams naudotos medžiagos ir reagentai 

• BV-2 mikroglijos ląstelės (AcceGen, JAV); 

• LPS iš Escherichia coli (O26:B6 kamienas) (Sigma-Aldrich, JAV); 

• Rekombinantiniai žmogaus αSyn ir S100A9 baltymai buvo gauti iš Vilniaus universiteto Gamtos 

mokslų centro, dr. Vytauto Smirnovo vadovaujamos mokslininkų grupės; 

• DMEM + GlutaMAX (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Fetalinis jaučio serumas (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Penicilino-streptomicino tirpalas (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Tripano mėlio tirpalas, 0,4 % (Sigma-Aldrich, JAV); 

• TrypLE Express Enzyme (1X) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Fosfatinis druskų buferinis tirpalas, pH 7,4 (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Dejonizuotas vanduo (Ph.Eur.01/2008:0008, LSMU laboratorija); 

• MgCl2 (Sigma-Aldrich, JAV); 

• Sacharozė (Carl Roth, Vokietija); 

• Laktobioninė rūgštis (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); 

• CaCl2 · 2H2O (Carl Roth, Vokietija); 

• Imidazolas (Sigma-Aldrich, JAV); 

• KCl (Sigma-Aldrich, JAV); 

• NaCl (Carl Roth, Vokietija); 

• MgCl2 · 6H2O (Sigma-Aldrich, JAV); 

• Bevandenė gliukozė (Carl Roth, Vokietija); 

• Oligomicinas (Sigma-Aldrich, JAV); 

• 2-deoksi-d-gliukozė (Sigma-Aldrich, JAV);  

• Komercinis Griess reagentų rinkinys (InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Komercinis pelės TNF-α ELISA rinkinys (InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 
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• HBSS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Amplex Red (InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, JAV); 

• Krienų peroksidazė (Sigma-Aldrich, JAV). 

2.2. Tyrimams naudota laboratorinė įranga 

• Laminarinė oro srauto spinta (HeraSafe KS, Thermo Fisher Scientific); 

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

• Hemocitometras (Fuchs-Rosenthal, Vokietija); 

• Šviesinis mikroskopas (Olympus CKX41, Japonija); 

• Centrifuga (Eppendorf 581R, Kanada); 

• Mikrocentrifuga (Espresso Personal, Thermo Scientific); 

• Mikroplokštelių skaitytuvas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific); 

• 1,5 ml tūrio plastikiniai mėgintuvėliai (CAPP, Danija); 

• T25 ir T75 plastikiniai plokščiadugniai ląstelių auginimo flakonai su filtriniais kamšteliais 

(FalconTM, JAV); 

• Sterilūs ląstelių grandikliai (FalconTM, JAV); 

• 15 ml ir 50 ml tūrio sterilūs centrifuginiai mėgintuvėliai (FalconTM, JAV); 

• 5 ml, 10 ml ir 25 ml tūrio sterilios vienkartinės serologinės pipetės (Nerbe Plus, Vokietija); 

• Oksigrafas Oxygraph-2k ir O2k-pH ISE-Module sistema (Oroboros instruments, Innsbruck, 

Austrija); 

• Mikrošvirkštai su fiksuota adata (Hamilton, Šveicarija); 

• Kintamo tūrio automatinės pipetės (0,5-10 μl, 2-20 μl, 20-200 μl ir 100-1000 μl) bei jų antgaliai; 

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

• Tamsios 96 šulinėlių lėkštelės (BRANDplates®, cellGradeTM, Vokietija); 

• Vartyklė (WT17, Biometra); 

• Purtyklė (IKA MS 3 digital vortex mixer); 

• pH-metras (Knick 766 Calimatic, Vokietija); 

• Termostatinė vandens vonelė (Grant GD120, Anglija). 

2.3. Tyrimų metodai 

2.3.1. Imortalizuotos pelių mikroglijos BV-2 ląstelių kultūros kultivavimas 

Tyrimams naudota imortalizuota pelių mikroglijos BV-2 ląstelių linija buvo įsigyta iš AcceGen 

Biotech (2.3.1.1 pav.). Norint užtikrinti sterilias sąlygas, visos manipuliacijos su ląstelėmis buvo 

atliktos laminarinėje oro srauto spintoje. BV-2 ląstelės buvo kultivuojamos pagal AcceGen 

rekomendacijas ir protokolus. Buvo naudojama auginimo terpė DMEM + GlutaMAX, papildyta 10 

% FBS ir 1 % penicilino-streptomicino antibiotikų tirpalu. Mikroglijos ląstelės buvo užsėjamos 

monosluoksniu į 75 cm2 (T75) ir 25 cm2 (T25) sterilius plastikinius flakonus ir auginamos 

inkubatoriuje, kuriame palaikoma +37 °C temperatūra, 95–98 % drėgnumas ir 5 % CO2 prisotinta 

aplinka. Vėliau kas 2–3 dienas pusė auginimo terpės buvo keičiama į šviežią, o ląstelėms pasiekus 

90–100 % konfluentiškumą, atliekamas persėjimas. 

Persėjant ląsteles, pirmiausia buvo nupilama visa ląstelių auginimo terpė, o flakonas su ląstelėmis 

gerai praplaunamas fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS). Toliau ląstelės atkeliamos, užpilant 2 ml 
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tripsino analogo tirpalo TrypLE Express ir inkubuojant 5 min. +37 °C temperatūroje. Ląstelėms 

atkibus nuo flakono paviršiaus, tripsinas neutralizuojamas, įpilant 5 ml šviežios ląstelių auginimo 

terpės, ląstelės surenkamos ir suspenduojamos. Toliau vertinamas ląstelių gyvybingumas, 

apskaičiuojama atkeltų ląstelių koncentracija ir reikiama dalis ląstelių suspensijos užsėjama į 

paruoštus naujus flakonus su šviežia ir pašildyta auginimo terpe. Į T75 flakonus buvo užsėjama 

dešimtadalis visų atkeltų ląstelių, o į eksperimentams skirtus T25 flakonus ir tamsias 96 šulinėlių 

lėkšteles – po 1,5 mln. ląstelių ir 104 ląstelių/šulinėlį, atitinkamai. Persėtos ląstelės auginamos 

inkubatoriuje anksčiau aprašytomis sąlygomis. 

 

2.3.2. Ląstelių skaičiavimas ir jų gyvybingumo įvertinimas tripano mėliu 

Atliekant ląstelių persėjimą ir prieš kvėpavimo greičio registravimo bei glikolitinio aktyvumo 

vertinimo tyrimus, mikroglijos ląstelių skaičius suspensijoje ir gyvybingumas buvo vertinamas, 

naudojant 0,4 % tripano mėlio azo dažą. Šis metodas pagrįstas tuo, kad negyvos ir pažeistos ląstelės 

praranda plazminės membranos integralumą, todėl tripano mėlis tamsiai mėlyna spalva selektyviai 

nudažo tik žuvusias ląsteles. Pro gyvybingų ląstelių plazminę membraną šis dažas neprasiskverbia ir 

dėl to mikroskopu stebimos šviesios, skaidrios ar baltos ląstelės. 

Pirmiausia į 1,5 ml talpos mėgintuvėlį buvo įpilama 20 μl paruoštos ląstelių suspensijos ir 20 μl 

tripano mėlio bei suspenduojama. Tuomet 20 μl šio mišinio buvo suleidžiama į hemocitometro 

kamerą, uždegtą dengiamuoju stikliuku. Stebint šviesiniu mikroskopu, skaičiuojamos skaidrios, t.y. 

gyvos, ląstelės, esančios 16 kvadratų. Suskaičiuota ląstelių suma dauginama iš skiedimo (×2) ir 

hemocitometro (×5000) koeficientų. Gautas gyvų ląstelių skaičius išreiškiamas ląstelių skaičiumi 

viename mililitre suspensijos (ląstelių sk./ml). 

2.3.1.1 pav. Pavyzdinė BV-2 mikroglijos ląstelių šviesinė nuotrauka 

Mikroskopas OLYMPUS IX71S1F-3, objektyvas ×20, padidinimas – 500 kartų, skalė – 100 μm 
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2.3.3. Lipopolisacharido, α-sinukleino ir S100A9 paruošimas neurotoksiškumo tyrimams ir 

ląstelių kultūros inkubacija su tiriamomis medžiagomis 

100 ng/ml, 500 ng/ml ir 1 μg/ml koncentracijų LPS tirpalai buvo ruošiami iš motininio 1 mg/ml LPS 

tirpalo (angl. stock solution), jį praskiedžiant dejonizuotu vandeniu. Praskiedus, mėgintuvėlis su LPS 

tirpalu buvo paliekamas 15 min. 1500 aps./min. ant purtyklės, kad gerai išsimaišytų ir kad ant 

mėgintuvėlio sienelių neliktų prilipusio LPS, nes jis yra linkęs absorbuotis ant plastikinių paviršių. 

Motininiai rekombinantinių žmogaus αSyn ir S100A9 monomerų tirpalai buvo praskiedžiami PBS 

iki 1 mg/ml αSyn ir 0,138 mg/ml S100A9 koncentracijos tirpalų, išmaišomi, nucentrifuguojami 15 

sek. 5000 aps./min. ir paliekami inkubuotis 6 val. kambario temperatūroje (KT) ant vartyklės (25 

aps./min.). Taip suformuoti amiloidinių baltymų oligomerų tirpalai iki eksperimentų buvo laikomi 

šaldiklyje –81 °C, siekiant išvengti tolimesnės amiloidų agregacijos. 

Kai T25 flakonuose auginamos BV-2 ląstelės pasiekdavo 90 % konfluentiškumą, jos buvo 

paveikiamos tiriamomis medžiagomis: αSyn, S100A9 ir LPS. Sena ląstelių auginimio terpė buvo 

išpilama, tuomet gerai praplaunama PBS, įpilama 3 ml šviežios auginimo terpės ir dedamos reikiamų 

koncentracijų paruoštos tiriamos medžiagos bei švelniai pamaišoma. αSyn, S100A9 ir LPS paveiktos 

ląstelės buvo grąžinamos į inkubatorių ir paliekamos inkubuotis 24 val. +37 °C temperatūros, 95–98 

% drėgnumo ir 5 % CO2 aplinkos sąlygose. 

2.3.4. Ląstelių kvėpavimo greičio registravimas 

Po 24 val. BV-2 ląstelių inkubacijos su tiriamomis medžiagomis buvo surenkama ląstelių auginimo 

terpė, kad vėliau būtų galima atlikti prouždegiminių veiksnių, išsiskyrusių į mikroglijos ląstelių 

kultūrų terpę, kiekybinę analizę. Tuomet ląstelės buvo praplaunamos PBS, surenkamos iš T25 

flakonų, naudojant sterilų ląstelių grandiklį, ir suspenduojamos 1 ml kvėpavimo matavimo terpės 

MiR05 (10 mM KH2PO4, 3 mM MgCl2, 20 mM taurinas, 110 mM d-sacharozė, 0,5 mM EGTA, 20 

mM HEPES, 60 mM laktobioninė rūgštis; pH 7,1). Tada 1 mln. gyvų ląstelių perkeliamas į oksigrafo 

matavimo kamerą, užpildytą iki +37 °C temperatūros pašildytos kvėpavimo matavimo terpės MiR05, 

ir sandariai uždaroma specialiais kamščiais. 

BV-2 ląstelių kvėpavimo greitis buvo matuojamas didelės raiškos respirometrijos metodu, naudojant 

oksigrafinę sistemą Oxygraph-2k ir programinę įrangą DatLab. Visi matavimai buvo atliekami +37 

°C temperatūroje. Ląstelėms patekus į kiuvetę, jos pradeda vartoti deguonį (kvėpuoti), todėl oksigrafo 

elektrodai iškart ima fiksuoti deguonies koncentracijos pokyčius. Siekiant išmatuoti 

nepermeabilizuotų ląstelių bazalinį kvėpavimo greitį ir permeabilizuotų ląstelių kvėpavimo greičius, 

joms esant skirtingose metabolinėse būsenose, sistema buvo papildoma tam tikrais elektronų pernašos 

grandinės substratais, inhibitoriais ir skyrikliais. 

Išmatavus bazalinį mikroglijos ląstelių kvėpavimo greitį, į kamerą buvo pridedama I-ojo kvėpavimo 

grandinės komplekso (NADH dehidrogenazės) substratų, 5 mM piruvato ir 2 mM malato, o po to – 

12,15 μM digitonino (Dig), siekiant permeabilizuoti ląsteles ir išmatuoti kvėpavimo greitį ląstelėms 

esant laidumo būsenoje (II-oje metabolinėje būsenoje). Tokioje būsenoje kvėpavimo grandinės 

kompleksai palaiko pakankamą elektrocheminį protonų gradientą, tačiau fosforilinimas nevyksta, nes 

terpėje yra tik kvėpavimo substratai, bet nėra adenozino difosfato (ADP). Todėl II-oje metabolinėje 

būsenoje deguonies suvartojimas, vykstantis dėl nespecifinio membranos pralaidumo protonams, yra 

nedidelis [205]. Nuo oksidacinio fosforilinimo priklausomas kvėpavimas buvo matuojamas pridėjus 
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2 mM ADP (III-oji metabolinė būsena) ir vėliau, norint pasiekti maksimalų mitochondrijų kvėpavimo 

greitį, buvo dedamas II-ojo kvėpavimo grandinės komplekso (sukcinato dehidrogenazės) substratas 

10 mM sukcinatas (Succ). Šioje būsenoje stebimas staigus kvėpavimo pagreitėjimas ir intensyvus 

deguonies suvartojimas, nes dėl ADP ir I-ojo bei II-ojo kvėpavimo grandinės komplekso substratų 

pertekliaus oksidacinis fosforilinimas (elektronų pernaša kvėpavimo grandinėje ir ATP sintezė) 

vyksta visu pajėgumu [205]. Toliau adenino nukleotidų translokazės inhibitorius 

karboksiatraktilozidas (CAT, 1 μM) buvo dedamas, norint išmatuoti nuo protonų laidumo 

priklausomą deguonies suvartojimą ir įvertinti vidinės mitochondrijų membranos laidumą (IV-oji 

metabolinė būsena). Šioje metabolinėje būsenoje kvėpavimo greitis staigiai sumažėja, nes yra 

užblokuojamas ADP patekimas į mitochondrijas ir slopinama ATP sintezė [205]. Įdėjus 100 μM 

skyriklio 2,4-dinitrofenolio (DNP) ir atskyrus oksidaciją nuo fosforilinimo, buvo išmatuotas bendras 

kvėpavimo grandinės kompleksų efektyvumas. Galiausiai, įdėjus citochromo c oksidazės 

inhibitoriaus 10 mM natrio azido ir užslopinus nuo mitochondrijų priklausomą kvėpavimą, buvo 

fiksuojamas likutinis deguonies suvartojimas, sąlygotas kitų ląstelėje vykstančių procesų. 

Pridėjus minėtų priedų, buvo užrašomi kvėpavimo kreivių pokyčiai, leidžiantys stebėti deguonies 

suvartojimą per laiko tarpą. Taigi, BV-2 ląstelių kvėpavimo greitis skirtingose metabolinėse būsenose 

buvo vertinamas pagal deguonies suvartojimo greitį ir išreiškiamas pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių. 

Tipinė kontrolinių BV-2 ląstelių kvėpavimo greičio registravimo schema pateikta 2.3.4.1 pav. 

 

2.3.5. Ląstelių glikolitinio aktyvumo vertinimas 

Praėjus 24 val. trukusiai BV-2 ląstelių inkubacijai su tiriamomis medžiagomis ir surinkus auginimo 

terpę prouždegiminių veiksnių kiekybinei analizei atlikti, ląstelės buvo praplaunamos PBS ir steriliu 

ląstelių grandikliu surenkamos iš T25 flakonų bei suspenduojamos 1 ml HMM (angl. Hanks modified 

media) terpės (137 mM NaCl, 2,4 mM KCl, 0,42 mM CaCl2 · 2H2O, 0,49 mM MgCl2 · 6H2O, 2,0 

mM imidazolas; pH 7,1; buferinė talpa 0,001). Tuomet 1 mln. gyvų ląstelių perkeliamas į oksigrafo 

matavimo kamerą, užpildytą iki +37 °C temperatūros pašildytos HMM terpės, ir sandariai uždaroma 

2.3.4.1 pav. Tipinė BV-2 ląstelių kvėpavimo greičio matavimo grafinė schema, kvėpavimo terpę su 

ląstelėmis titruojant substratais, slopikliais ir skyrikliais 

Mėlyna kreivė rodo deguonies koncentraciją kiuvetėje (nmol/ml), o raudona – deguonies suvartojimo greitį 

(pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių). Vertikalios linijos rodo priedų įdėjimą į sistemą, kur P – piruvatas, M – 

malatas, Dig – digitoninas, ADP – adenozino difosfatas, Succ – sukcinatas, CAT – karboksiatraktilozidas, 

DNP – 2,4-dinitrofenolis 
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specialiais kamščiais. Matavimai atlikti naudojantis DatLab programine įranga ir O2k-pH ISE-

Module oksigrafine sistema, leidžiančia pX ir referentiniu elektodais jautriai registruoti 

potenciometrinius (įtampos) signalus ir tiksliai nustatyti pH pokyčius matavimo kameroje. Paeiliui į 

matavimo kamerą buvo pridedama šių priedų: 5 mM gliukozės (Glu), 5 nM oligomicino (Omy) ir 25 

mM 2-deoksi-d-gliukozės (DOG). Citozolyje anaerobinės glikolizės metu iš vienos gliukozės 

molekulės susidaro dvi laktato molekulės, kurias ląstelės sekretuoja į užląstelinę terpę. Kadangi 

laktatas turi karboksi- funkcinę grupę, šio proceso metu kartu į užląstelinę terpę yra atpalaiduojami ir 

vandenilio jonai (H+) [206]. Dėl to ląstelių glikolitinis ir maksimalus glikolitinis aktyvumas yra 

vertinami pagal terpės rūgštėjimą, išreiškiamą protonų srautu (angl. proton flux) pmol/(ml*s), ir 

apskaičiuojamas pagal formules: 

Glikolitinis aktyvumas = terpės rūgštėjimas įdėjus Glu – terpės rūgštėjimas įdėjus DOG 

Maksimalus glikolitinis aktyvumas = terpės rūgštėjimas įdėjus Omy – terpės rūgštėjimas įdėjus 

DOG 

Glu dedama kaip pagrindinis glikolizės substratas, siekiant aktyvuoti glikolizės procesą ląstelėse. Po 

to dedamas Omy inhibuoja ATP sintazę, sumažina ATP/ADP santykį ir užslopina oksidacinį 

fosforilinimą. Taip ląstelės yra priverčiamos ATP gaminti glikolizės būdu. Eksperimento pabaigoje 

dedama DOG nuslopina glikolizę, konkurenciniu būdu inhibuodama heksokinazę, ir leidžia išmatuoti 

nuo glikolizės nepriklausomą terpės rūgštėjimą [207]. 

BV-2 ląstelių glikolitinio ir maksimalaus glikolitinio aktyvumo pokyčių rezultatai procentiškai 

lyginami nuo kontrolinių grupių glikolitinio aktyvumo, o tipinė kontrolinių BV-2 ląstelių glikolitinio 

aktyvumo matavimo schema pateikta 2.3.5.1 pav. 

 

2.3.6. Azoto monoksido auginimo terpėje kiekybinis įvertinimas 

NO koncentracija ląstelių auginimo terpėje buvo nustatoma, naudojant komercinį Griess reagentų 

rinkinį pagal NO oksidacijos produkto, nitrito, kiekį. Griess reakcijos metu susidaro azo dažas, 

leidžiantis spektrofotometriškai įvertinti susidariusių nitritų koncentraciją mikroglijos ląstelių 

auginimo terpėje. Prieš kiekvieną eksperimentą buvo šviežiai paruošiamas Griess reagentas, 

sumaišant 0,1 % N-(1-naftil)etilendiamino dihidrochloridą ir 1 % sulfalininę rūgštį (5 % fosforo 

rūgštyje) vienodomis dalimis. Kadangi Griess reagentas yra jautrus šviesai ir deguonies poveikiui, jo 

2.3.5.1 pav. Tipinė BV-2 ląstelių glikolitinio aktyvumo matavimo grafinė schema 

Juoda kreivė rodo protonų srautą (pmol/(ml*s)), o mėlyna – pH pokyčius. Vertikalios linijos rodo priedų 

įdėjimą į sistemą, kur Glu – gliukozė, Omy – oligomicinas, DOG – 2-deoksi-d-gliukozė 



36 

paruošimas buvo atliekamas prieblandoje, greitai ir kruopščiai, o paruoštas buvo sandariai uždaromas 

ir laikomas tamsoje.  

Po ląstelių inkubacijos su tiriamosiomis medžiagomis, auginimo terpė buvo surenkama ir 

centrifuguojama 10000×g 10 min. Tuomet į 96 šulinėlių lėkštelės atitinkamus šulinėlius buvo 

sumaišoma 150 μl nucentrifuguotos auginimo terpės su 130 μl dejonizuotu vandeniu ir 20 μl Griess 

reagentu. Siekiant nustatyti atskaitos tašką, 20 μl Griess reagento buvo sumaišoma su 280 μl 

dejonizuotu vandeniu. Išmaišius, lėkštelė su mėginiais buvo paliekama inkubuotis 30 min. tamsoje, 

lėkštelę laikant ant vartyklės. Po inkubacijos buvo matuojamas absorbcijos intensyvumas 

spektrofotometru, esant bangos ilgiui λ = 548 nm. Pagal sudarytą kalibracinę kreivę, naudojant 

standartinį nitrito tirpalą, buvo apskaičiuotas mikroglijos išskirto NO kiekis μM terpėje. 

2.3.7. Prouždegiminio citokino TNF-α auginimo terpėje kiekybinis įvertinimas 

Prouždegiminis citkokinas TNF-α buvo kiekybiškai vertinamas „sumuštinio“ tipo ELISA metodu 

(angl. sandwich ELISA), naudojant komercinį pelės TNF-α ELISA rinkinį, remiantis gamintojo 

protokole pateikta informacija. 

Pirmiausia surinkta ląstelių auginimo terpė po inkubacijos su tiriamomis medžiagomis buvo 

nucentrifuguojama 10000×g 10 min. Tuomet mikroplokštelės šulinėliai, padengti specifiniais 

antikūnais, buvo praplaunami plovimo buferiu, o po to į juos įpilama 50 μl mėginio skiediklio (angl. 

sample diluent), 50 μl nucentrifuguotos mėginių terpės ir 50 μl biotino konjugato. Uždengus, lėkštelė 

buvo paliekama inkubuotis 2 val. KT ant vartyklės. Po inkubacijos buvo atliekamas praplovimas 

plovimo buferiu ir į kiekvieną šulinėlį įpilama po 100 μl streptavidino-HRP tirpalo bei paliekama 

inkubuotis 1 val. KT ant vartyklės. Praėjus inkubacijos laikui, šulinėliai buvo praplaunami plovimo 

buferiu, įpilama po 100 μl į kiekvieną šulinėlį chromogeno substrato TMB tirpalo ir inkubuojama 30 

min. KT tamsoje. Toliau buvo įpilama 100 μl reakcijos stabdymo tirpalo, išmaišoma ir nedelsiant 

matuojamas kiekvieno mikrolėkštelės šulinėlio optinis tankis, esant bangos ilgiui λ = 450 nm. Pagal 

sudarytą kalibracinę kreivę buvo apskaičiuotas mikroglijos išskirto TNF-α kiekis pg/ml terpės. 

2.3.8. Aktyvių deguonies junginių auginimo terpėje kiekybinis įvertinimas 

Mikroglijos ląstelių į užląstelinę terpę išskiriamų ADJ kiekybinė analizė atlikta pagal H2O2 

susidarymą, taikant fluorimetrinį metodą ir naudojant Amplex Red dažą. Katalizuojant krienų 

peroksidazei, šis dažas, reaguodamas su H2O2, yra oksiduojamas į raudonai fluorescuojantį junginį – 

resorufiną. 

Šiam tyrimui atlikti, ląstelės buvo užsėjamos į tamsias 96 šulinėlių lėkšteles 104 ląstelių/šulinėlį 

tankiu, o po 24 val. buvo paveikiamos 100 ng/ml, 500 ng/ml, 1 μg/ml LPS bei 100 nM ir 500 nM 

koncentracijų αSyn ir S100A9. Po 24 val. inkubacijos su tiriamomis medžiagomis iš šulinėlių buvo 

nusiurbiama terpė ir į kiekvieną šulinėlį įpilama po 100 μl paruošto HBSS tirpalo (angl. Hank’s 

balanced salt solution), papildyto 50 nM gliukoze, 15 μM Amplex Red dažu ir 30 μg/ml krienų 

peroksidaze. Tai buvo atliekama prieblandoje, greitai ir kruopščiai. Toliau, naudojantis fluorometru 

ir Ascent Software 2.6 programiniu paketu, buvo vertinamas H2O2 susidarymo greitis, matuojant 

fluorescencijos pokytį per 1 val., esant sužadinimo bangos ilgiui λ = 544 nm ir emisijos bangos ilgiui 

λ = 590 nm. Užfiksuoti fluorescencijos signalai buvo vertinami pagal kalibracinę kreivę, gautą su 

žinomais H2O2 kiekiais. 
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2.3.9. Statistinė duomenų analizė 

Statistinė duomenų analizė atlikta, įtraukiant mažiausiai trijų nepriklausomų eksperimentų rezultatus, 

naudojantis SigmaPlot 14.0 programos paketu. Rezultatų duomenys statistiškai lyginami, taikant 

vienkryptį ANOVA testą (angl. one-way ANOVA) ir post hoc Tukey kriterijų. Rezultatuose ir 

grafikuose pateikiami eksperimentų duomenų vidurkiai su standartinėmis vidurkio paklaidomis (x̄ ± 

SEM). Duomenys laikomi statistiškai reikšmingais, kai p < 0,05. 
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3. Tyrimų rezultatai ir jų aptarimas 

Šiame darbe buvo tiriami užląstelinių 100 nM ir 500 nM koncentracijų αSyn ir S100A9 oligomerų 

bei 100 ng/ml, 500 ng/ml ir 1 μg/ml koncentracijų LPS poveikiai mikroglijos ląstelėms. 

Anksčiau LSMU NI Biochemijos laboratorijoje atlikti tyrimai parodė, kad preinkubavus αSyn ir 

S100A9 monomerus 6 val. KT ant vartyklės susidaro pirminei mišriai neuronų-glijos ląstelių kultūrai 

toksiški oligomerai. Dėl to toliau siekiant ištirti tokių toksiškų oligomerų poveikį mikroglijos ląstelių 

bioenergetikai, šiame projekte tyrimams buvo naudojami būtent tokiomis sąlygomis susidarę 

amiloidiniai agregatai. 

Pirmajame tyrimų etape aukštos raiškos respirometrijos metodu buvo matuojami kvėpavimo greičiai, 

atspindintys tiriamų medžiagų poveikį BV-2 mikroglijos ląstelių oksidacinio fosforilinimo sistemai. 

Ištirti bazaliniai nepermeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimo greičiai ir, permeabilizavus ląsteles, 

mikroglijos mitochondrijų kvėpavimo greičiai antroje, trečioje ir ketvirtoje metabolinėse būsenose. 

Toliau eksperimentai buvo tęsiami, atliekant mikroglijos glikolitinio aktyvumo vertinimą bei 

prouždegiminių veiksnių kiekybinę analizę, siekiant įvertinti amiloidinių baltymų αSyn ir S100A9 

bei endotoksino LPS sukeliamą neurouždegiminį mastą. 

3.1. α-sinukleino poveikis nepermeabilizuotų ir permeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimo 

greičiui 

Įvairūs in vitro ir in vivo PL tyrimų modeliai rodo, kad mitochondrijos yra svarbus αSyn taikinys 

[208,209], o šių organelių svarba, dalyvaujant ir reguliuojant mikroglijos imuninio atsako stiprumą, 

metabolinį perprogramavimą, neurouždegiminius ir neurodegeneracinius procesus, yra ypač didelė 

[210]. Nors mokslinėje literatūroje yra nemažai duomenų, patvirtinančių αSyn toksišką poveikį 

neuronų mitochondrijų bioenergetikai ir funkcijoms [68,209,211–213], šio amiloidinio baltymo 

poveikis glijos ląstelių bioenergetikai ir gliukozės metabolizmui nėra gerai ištirtas. Dėl to, mūsų 

tyrime pirmiausia buvo siekiama nustatyti αSyn poveikį BV-2 mikroglijos ląstelių oksidacinio 

fosforilinimo sistemai. 

Iš pradžių, buvo siekiama įvertinti nepermeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimą, išmatuojant bazalinį 

mikroglijos ląstelių kvėpavimo greitį. Kontrolinėje grupėje šis greitis siekė 29,26±3,97 

pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių ir statistiškai reikšmingai nesiskyrė nuo skirtingomis αSyn 

koncentracijomis 24 val. paveiktų BV-2 ląstelių eksperimentinėse grupėse užfiksuotų bazalinių 

kvėpavimo greičių (3.1.1 pav.). Taigi, mes nustatėme, jog αSyn neturi poveikio nepermeabilizuotų 

mikroglijos ląstelių bazaliniam kvėpavimui. 

Toliau matavimo terpę papildžius I-ojo kvėpavimo grandinės komplekso substratais piruvatu ir 

malatu (P+M), buvo matuojamas vis dar nepermeabilizuotų mikroglijos ląstelių deguonies 

suvartojimas. Iš gautų rezultatų (3.1.1 pav.) matyti, jog statistiškai reikšmingo skirtumo tarp 

eksperimentinių grupių nebuvo gauta. Permeabilizavus ląsteles digitoninu ir išmatavus jų kvėpavimo 

greitį, esant laidumo būsenoje (II-oje metabolinėje būsenoje), reikšmingo skirtumo tarp kontrolinės 

ir tiriamų eksperimentinių grupių taip pat nenustatyta (3.1.1 pav.). 

Tuomet, siekiant įvertinti nuo oksidacinio fosforilinimo priklausomą BV-2 ląstelių mitochondrijų 

kvėpavimą (III-ąją metabolinę būseną), buvo dedamas ADP ir vėliau – sukcinatas. Matavimo terpę 

papildžius ADP, buvo registruojamas 32,67±1,65 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 αSyn nepaveiktų 
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mikroglijos ląstelių deguonies suvartojimo greitis, o 24 val. inkubacija su 100 nM ir 500 nM αSyn 

nuslopino ADP stimuliuojamą kvėpavimo greitį, oksiduojant piruvatą ir malatą, iki 16,85±3,16 

pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių (p ≤ 0,01) ir 19,61±3,06 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių 

(p < 0,05) atitinkamai, lyginant su kontrole (3.1.1 pav.). Tačiau įdomu tai, kad maksimalūs 

mitochondrijų deguonies suvartojimo greičiai, išmatuoti terpę papildžius sukcinatu, tarp tiriamų 

grupių nesiskyrė. Tai rodo, kad αSyn galimai neigiamai paveikia I-ojo, bet ne II-ojo kvėpavimo 

grandinės komplekso veiklą, ir taip slopina mikroglijų mitochondrijų vykdomą oksidacinį 

fosforilinimą. 

Tęsiant eksperimentą, kontrolinėje ir αSyn paveiktose grupėse nustatyti BV-2 ląstelių deguonies 

suvartojimo greičiai, užslopinus ADP patekimą į mikroglijos mitochondrijas su CAT ir ląstelėmis 

perėjus į IV-ąją metabolinę būseną bei atskyrus oksidacijos procesą nuo fosforilinimo su DNP, 

statistiškai reikšmingai nesiskyrė (3.1.1 pav.). 

 

Taigi, remiantis gautais rezultatais, galima teigti, kad 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su 100 nM ir 

500 nM αSyn oligomerais slopina oksidacinį fosforilinimą, vykstant I-ojo kvėpavimo kompleksų 

substratų, piruvato ir malato, oksidacijai, galimai dėl šio komplekso pažaidos. Tačiau tai neturi įtakos 

bendram kvėpavimo grandinės kompleksų veiklos efektyvumui, atskyrus oksidaciją nuo 

fosforilinimo skyrikliu DNP. 
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3.1.1 pav. αSyn poveikis BV-2 ląstelių kvėpavimo greičiams po 24 val. inkubacijos su ląstelėmis 

Išmatuoti bazalinis kvėpavimo greitis, kvėpavimo greitis pridėjus piruvato ir malato (P+M), kvėpavimo 

greitis laidumo būsenoje pridėjus digitonino (II-oji metabolinė būsena), oksidacinio fosforilinimo greitis 

pridėjus ADP ir sukcinato (III-oji metabolinė būsena), kvėpavimo greitis laidumo būsenoje pridėjus 

karboksiatraktilozido (CAT) (IV-oji metabolinė būsena) ir nustatytas kvėpavimo grandinės kompleksų 

efektyvumas pridėjus 2,4-dinitrofenolio (DNP); * – p < 0,05, ** – p ≤ 0,01, lyginant su atitinkama kontrole 

(n = 6) 
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Tokius šio tyrimo rezultatus patvirtina daugelis kitų mokslininkų atliktų tyrimų, rodančių, jog αSyn 

agregatai pažeidžia I-ąjį kvėpavimo grandinės kompleksą [68,211,212,214,215]. Tiesa, reikėtų 

pabrėžti, kad šie tyrimai buvo atlikti ne su mikroglijos, bet su neuronų ląstelėmis arba iš smegenų 

išskirtomis mitochondrijomis. Atsižvelgiant į tai, galima daryti prielaidą, kad αSyn toksiškas poveikis 

mikroglijos mitochondrijų bioenergetikai, pasireiškiantis I-ojo komplekso disfunkcija, yra panašus į 

poveikį stebimą neuronų mitochondrijoms. Manoma, kad tokį poveikį αSyn oligomerai sukelia 

tiesiogiai, jungdamiesi prie I-ojo kvėpavimo grandinės komplekso ir inhibuodami jo funkciją, arba 

netiesiogiai, pažeisdami mitochondrijų membranos lipidus [214]. 

Iš tiesų, nedaug yra tyrimų, vertinančių užląstelinių αSyn agregatų poveikį išimtinai mikroglijos 

ląstelių mitochondrijų funkcijoms. Ypač mažai tyrimų atlikta su BV-2 mikroglijos ląstelių linija. Vis 

dėlto, mokslinėje literatūroje yra duomenų, rodančių, jog 24 val. pirminės pelių mikroglijos kultūros 

inkubacija su 1 μg/ml αSyn fibrilėmis sumažina šių ląstelių bazalinį ir maksimalų mitochondrijų 

kvėpavimų greičius bei slopina ATP gamybą [81]. Panašius rezultatus yra gavusi Sarkar’o ir kt. 

mokslininkų grupė. Jie, dirbami taip pat su pirmine pelių mikroglijos kultūra, nustatė, kad 24 val. 

inkubacija su 1 μM αSyn agregatais neigiamai paveikia mitochondrijų dinamiką ir funkcijas, 

sumažina bazalinį mikroglijos kvėpavimą, maksimalų oksidacinį fosforilinimą, ATP sintezę bei 

sąlygoja mažesnius kvėpavimo greičius, ląstelėms esant laidumo būsenoje [216]. Įdomu tai, kad Qiao 

ir kt. parodė, jog po 24 val. inkubacijos su 10 μg/ml laukinio tipo αSyn (WT αSyn) ir A53T αSyn 

oligomerais yra slopinamas ne tik pirminės žiurkių mikroglijos ląstelių vykdomas oksidacinis 

fosforilinimas, bet ir IV-ojo kvėpavimo grandinės komplekso aktyvumas [80]. Mes taip pat 

nustatėme, jog užląsteliniai αSyn oligomerai slopina oksidacinį fosforilinimą po 24 val. inkubacijos 

su BV-2 ląstelėmis, bet neigiamo poveikio kitiems kvėpavimo grandinės kompleksams, išskyrus I-

ąjį, nenustatėme. Be to, priešingai nei aptarti kitų mokslininkų tyrimai, mes nepastebėjome 

reikšmingų pokyčių mikroglijos ląstelių bazaliniam, maksimaliam ADP stimuliuojamam bei laidumo 

būsenoje registruojamiems kvėpavimo greičiams. Tokie skirtumai gali būti nulemti tyrimuose 

taikomų skirtingų metodologinių aspektų: naudojamos skirtingos mikroglijos ląstelių kultūros, 

skirtingo agregacijos laipsnio ir koncentracijų αSyn bei tarpusavyje besiskiriančios deguonies 

suvartojimo pokyčius registruojančios sistemos, o tai riboja gautų rezultatų lyginimą bei 

interpretavimą. 

3.2. S100A9 poveikis nepermeabilizuotų ir permeabilizuotų BV-2 ląstelių kvėpavimo greičiui 

Įvertinę αSyn agregatų poveikį BV-2 mikroglijos mitochondrijų kvėpavimui, mes toliau tęsėme 

tyrimus, siekdami įvertinti kito amiloidinio baltymo S100A9 poveikį šių ląstelių energetiniam 

metabolizmui. Visų pirma, mes nustatėme, kad kontrolinės grupės nepermeabilizuotų BV-2 ląstelių 

bazalinis kvėpavimo greitis siekė 26,72±6,34 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių. Lyginant šį greitį su 

100 nM ir 500 nM S100A9 24 val. paveiktų nepermeabilizuotų mikroglijos ląstelių deguonies 

suvartojimo greičiais, statistiškai reikšmingo skirtumo nenustatyta (3.2.1 pav.). 

Tuomet pridėjus piruvato ir malato bei permeabilizavus mikroglijos ląsteles su digitoninu, buvo 

užrašytas kvėpavimo greitis laidumo būsenoje. Gauti rezultatai parodė, kad 24 val. inkubacija su 100 

nM ir 500 nM S100A9 baltymu neturi įtakos mikroglijos ląstelių II-ajai metabolinei būsenai, lyginant 

su kontrole (3.2.1 pav.). Toks pat rezultatas buvo gautas, tiriant αSyn poveikį. 

Tęsiant eksperimentą, buvo dedamas ADP, kad ATP-sintazė, panaudodama elektrocheminio protonų 

gradiento pavidalu sukauptą energiją, pradėtų intensyviai sintetinti ATP ir pasiektų III-ąją metabolinę 
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arba oksidacinio fosforilinimo būseną. Nustatėme, kad tokioje būsenoje kontrolinių BV-2 ląstelių 

kvėpavimo greitis buvo 36,34±3,75 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių, o 24 val. inkubacija su 

S100A9 stipriai slopina šių ląstelių oksidacinį fosforilinimą. 100 nM S100A9 deguonies suvartojimą 

sumažino 2,01 karto, t.y. iki 18,10±3,94 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių (p < 0,05), o 500 nM S100A9 

– 1,9 karto, iki 19,12±6,31 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių (p < 0,05), lyginant su kontrole (3.2.1 

pav.). Toliau, pridėjus II-ojo kvėpavimo komplekso substrato sukcinato, buvo registruojamas 

maksimalus mikroglijos ląstelių mitochondrijų ADP stimuliuotas kvėpavimas. Iš 3.2.1 pav. matyti, 

kad S100A9 oligomerais nepaveiktų mikroglijos ląstelių kvėpavimo greitis šioje metabolinėje 

būsenoje siekė 100,83±11,84 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių, o po 24 val. trukusios inkubacijos su 

100 nM S100A9 ir 500 nM S100A9 BV-2 kvėpavimo greitis sumažėjo iki 51,05±6,32 

pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių ir 62,18±4,15 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių, atitinkamai. Tai rodo, 

kad S100A9 beveik per pusę sumažina maksimalų ADP stimuliuojamą kvėpavimą su piruvatu, 

malatu ir sukcinatu, lyginant su kontrole (p < 0,05). 

 

Indukavus IV-ąją metabolinę būseną su CAT, kontrolinėje grupėje buvo fiksuojamas 18,54±4,09 

pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių kvėpavimo greitis, kuris statistiškai reikšmingai tarp S100A9 

paveiktų grupių nesiskyrė (3.2.1 pav.). Tai rodo, kad S100A9 nekeičia vidinės mitochondrijų 

membranos laidumo. Toliau, siekiant įvertinti, ar S100A9 neigiamai paveikia kvėpavimo grandinės 

kompleksų veiklą, buvo dedamas oksidacijos ir fosforilinimo procesus atskiriantis junginys – DNP. 

Tokioje būsenoje buvo registruojamas 93,70±6,78 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. kontrolinės grupės BV-2 
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3.2.1 pav. S100A9 poveikis BV-2 ląstelių kvėpavimo greičiams po 24 val. inkubacijos su ląstelėmis 

Išmatuoti bazalinis kvėpavimo greitis, kvėpavimo greitis pridėjus piruvato ir malato (P+M), kvėpavimo 

greitis laidumo būsenoje pridėjus digitonino (II-oji metabolinė būsena), oksidacinio fosforilinimo greitis 

pridėjus ADP ir sukcinato (III-oji metabolinė būsena), kvėpavimo greitis laidumo būsenoje pridėjus 

karboksiatraktilozido (CAT) (IV-oji metabolinė būsena) ir nustatytas kvėpavimo grandinės kompleksų 

efektyvumas pridėjus 2,4-dinitrofenolio (DNP); * – p < 0,05, ** – p ≤ 0,01, lyginant su atitinkama kontrole 

(n = 3) 
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ląstelių deguonies suvartojimas, o S100A9 paveiktose grupėse buvo fiksuojami daug mažesni 

kvėpavimo greičiai. Po 24 val. inkubacijos su 100 nM S100A9 BV-2 kvėpavimo greitis, matavimo 

terpę papildžius DNP, sumažėjo iki 49,93±6,62 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių (p ≤ 0,01), o 

500 nM S100A9 eksperimentinėje grupėje sumažėjo iki 60,06±6,96 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 

ląstelių (p < 0,05), lyginant su kontrole (3.2.1 pav.). 

Apibendrinant, tokie rezultatai rodo, kad amiloidinis baltymas S100A9 slopina mikroglijos ląstelių 

bendrą mitochondrijų kvėpavimo grandinės kompleksų funkcinį pajėgumą, o nustatyti mažesni 

kvėpavimo greičiai III-oje metabolinėje būsenoje, lyginant su kontrole, gali būti siejami su S100A9 

oligomerų sąlygota I-ojo ir II-ojo kvėpavimo grandinės kompleksų pažaida. 

Mūsų žiniomis, S100A9 poveikis BV-2 mikroglijos ląsteliniam kvėpavimui ir bioenergetikai iki šiol 

nebuvo tirtas. Taip pat nėra atliktų in vitro ar in vivo tyrimų, kurie atskleistų užląstelinių S100A9 

amiloidinių agregatų poveikį kitų rūšių ląstelių energetiniam metabolizmui. 

3.3. Lipopolisacharido poveikis nepermeabilizuotų ir permeabilizuotų BV-2 ląstelių 

kvėpavimo greičiui 

Kitaip nei amiloidinių baltymų αSyn ar tuo labiau S100A9 agregatų atveju, endotoksino LPS poveikis 

mikroglijos ląstelių energetiniam metabolizmui yra geriau ištirtas. LPS aktyvuotiems makrofagams 

yra būdinga stipriau išreikšta glikolizė. Toks reiškinys pirmą kartą buvo pastebėtas pelės pilvaplėvės 

makrofaguose dar 1970 m. [217]. Dabar yra sutariama, jog tipinis prouždegiminis PAMP klasei 

priskiriamas veiksnys LPS greitai nuslopina mikroglijų oksidacinį fosforilinimą ir suaktyvina 

glikolizę, taip reguliuodamas mikroglijos funkcijas ir imuninį atsaką [218,219]. Visgi, mokslinėje 

literatūroje daugiausia publikuojami tyrimai, kuriuose yra tirta tik viena pasirinkta tam tikra LPS 

koncentracija, ir dėl to nėra gerai žinoma, kaip keičiasi poveikis ląstelių bioenergetikai priklausomai 

nuo LPS koncentracijos. Tačiau šis aspektas yra svarbus, nes LPS koncentracija organizme 

neurodegeneracinių ir neurouždegiminių ligų metu gali kisti [220]. Užtai, siekdami geriau suprasti 

LPS reikšmę, reguliuojant mikroglijos gliukozės metabolizmą, mes analizavome trijų skirtingų 

koncentracijų (100 ng/ml, 500 ng/ml 1 μg/ml) LPS poveikį BV-2 ląstelėms ir pirmiausia ištyrėme jų 

poveikį mikroglijos kvėpavimui. 

Kaip matyti 3.3.1 pav., kontrolinės grupės nepermeabilizuotų BV-2 ląstelių bazalinis kvėpavimo 

greitis buvo 19,81±2,16 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. ląstelių ir statistiškai reikšmingai nesiskyrė nuo 100 

ng/ml, 500 ng/ml ir 1 μg/ml LPS paveiktų mikroglijos ląstelių grupėse užregistruotų bazalinių 

kvėpavimo greičių. Taigi, LPS, taip pat kaip ir αSyn bei S100A9, neturi poveikio nepermeabilizuotų 

BV-2 mikroglijos ląstelių bazaliniam kvėpavimui po 24 val. inkubacijos su ląstelėmis. 

Deguonies suvartojimo greičiai, išmatuoti kontrolinėje ir skirtingų koncentracijų LPS paveiktose 

grupėse, taip pat nesiskyrė, pridėjus piruvato ir malato bei permeabilizavus ląsteles su digitoninu. 

Todėl galima teigti, kad ir LPS, identiškai amiloidiniams baltymams, nekeičia BV-2 ląstelių laidumo 

arba II-osios metabolinės būsenos (3.3.1 pav.). 

Įdomu tai, kad 24 val. inkubacija su 100 ng/ml ir 1 μg/ml LPS, apskritai, neturėjo jokios statistiškai 

reikšmingos įtakos BV-2 ląstelių kvėpavimo grandinės funkcijai ir oksidacinio fosforilinimo 

efektyvumui, lyginant su kontrole (3.3.1 pav.). Tačiau 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su 500 ng/ml 

LPS neigiamai paveikia mikroglijos mitochondrijų kvėpavimą. Matavimo terpę papildžius ADP ir 

įvedus mikroglijos mitochondrijas į III-ąją metabolinę būseną, kontrolinių grupių deguonies 
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suvartojimo greitis siekė 26,07±3,34 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių, o 500 ng/ml LPS grupėje 

šis greitis sumažėjo net iki 11,57±2,61 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių. Tai rodo, kad 24 val. 

mikroglijos ląstelių inkubacija su 500 ng/ml LPS sąlygoja daugiau nei dvigubai silpnesnį ADP 

stimuliuojamą kvėpavimą, oksiduojant piruvatą ir malatą, lyginant su kontrole (p ≤ 0,01). 

Be to, iš 3.3.1 pav. matyti, kad 24 val. inkubacija su 500 ng/ml LPS nuslopino ADP stimuliuojamą 

kvėpavimą, oksiduojant ne tik piruvatą ir malatą, bet ir sukcinatą. LPS nepaveiktoje grupėje 

deguonies suvartojimo greitis siekė 64,56±12,66 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių, o 500 ng/ml 

LPS grupėje šis maksimalus oksidacinio fosforilinimo greitis statistiškai reikšmingai sumažėjo iki 

33,75±10,99 pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių, lyginant su kontrole (p ≤ 0,01). 

Toliau tęsiant eksperimentą ir matavimo terpę papildžius CAT, kvėpavimo greičio pokyčių IV-oje 

metabolinėje būsenoje tarp visų tiriamų grupių nenustatyta. Tačiau pridėjus DNP ir atskyrus 

oksidacijos procesą nuo fosforilinimo, buvo stebimas 1,86 kartų mažesnis deguonies suvartojimo 

greitis 500 ng/ml LPS paveiktoje BV-2 ląstelių grupėje, lyginant su kontrole (p ≤ 0,01) (3.3.1 pav.), 

kur kontrolinėje grupėje kvėpavimo greitis šioje metabolinėje būsenoje buvo 57,26±10,37 

pmol(O2)/(s*ml)/1 mln. BV-2 ląstelių, o 500 ng/ml LPS grupėje – 30,79±9,96 pmol(O2)/(s*ml)/1 

mln. BV-2 ląstelių. Kitose LPS koncentracijų grupėse toks poveikis nebuvo stebimas. 

 

Tokie rezultatai leidžia daryti prielaidą, kad BV-2 mikroglijos ląstelių inkubacija su 500 ng/ml LPS 

po 24 val. sąlygoja kvėpavimo grandinės I-ojo ir II-ojo kompleksų disfunkciją, sumažina bendrą 

kvėpavimo grandinės kompleksų efektyvumą, atskyrus oksidaciją nuo fosforilinimo, ir nuslopina šių 
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3.3.1 pav. LPS poveikis BV-2 ląstelių kvėpavimo greičiams po 24 val. inkubacijos su ląstelėmis  

Išmatuoti bazalinis kvėpavimo greitis, kvėpavimo greitis pridėjus piruvato ir malato (P+M), kvėpavimo 

greitis laidumo būsenoje pridėjus digitonino (II-oji metabolinė būsena), oksidacinio fosforilinimo greitis 

pridėjus ADP ir sukcinato (III-oji metabolinė būsena), kvėpavimo greitis laidumo būsenoje pridėjus 

karboksiatraktilozido (CAT) (IV-oji metabolinė būsena) ir nustatytas kvėpavimo grandinės kompleksų 

efektyvumas pridėjus 2,4-dinitrofenolio (DNP); ** – p ≤ 0,01, lyginant su atitinkama kontrole (n = 5) 
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ląstelių vykdomą oksidacinį fosforilinimą. Toks poveikis taip pat buvo stebimas BV-2 mikroglijos 

ląsteles paveikus 100 nM ir 500 nM S100A9 agregatais 24 val. (3.2.1 pav.). 

Tokie mūsų gauti LPS poveikio kvėpavimo grandinės kompleksams rezultatai sutampa su mokslinėje 

literatūroje esančiais duomenimis, rodančiais, jog per TLR-4 receptorius vykstanti mikroglijos 

ląstelių stimuliacija su LPS skatina susidaryti endogeninio metabolito itakono rūgšties perteklų, kuris 

inhibuoja II-ojo kvėpavimo grandinės komplekso veiklą ir užtai yra stebimas oksidacinio 

fosforilinimo procesų slopinimas [221,222]. Be to, šio darbo metu buvo nustatytas LPS sąlygotas 

mažesnis deguonies suvartojimo greitis III-oje metabolinėje būsenoje. Šis rezultatas yra taip pat 

panašus į Hunter’io ir kt. mokslininkų atlikto in vivo tyrimo rezultatus, kurie atskleidė, jog praėjus 3 

dienoms po intrastriatalinės LPS injekcijos, pasireiškia I-ojo ir II-ojo neuronų mitochondrijų 

kvėpavimo grandinės kompleksų pažaidos ir yra registruojami silpnesni kvėpavimo greičiai III-oje 

metabolinėje būsenoje [223]. Panašūs duomenys yra gauti, atliekant eksperimentus su kardiomiocitų 

mitochondrijomis. Nustatyta, kad LPS gali pažeisti ne tik I-ąjį, bet ir IV-ąjį bei V-ąjį (ATP sintazę) 

kompleksus [224]. Tiesa, yra ir prieštaringų duomenų, rodančių, jog LPS gali padidinti I-ojo ir II-ojo 

kvėpavimo grandinės kompleksų aktyvumus [225]. 

Įdomu dar ir tai, kad mūsų rezultatai parodė stiprų 500 ng/ml LPS poveikį mikroglijos ląstelėms, 

tačiau dvigubai didesnė, 1 μg/ml, endotoksino koncentracija tokio poveikio BV-2 ląstelėms po 24 

val. inkubacijos nesukėlė. Tokį rezultatą yra gana sunku paaiškinti, o bioenergetinių tyrimų su 

mikroglijos ląstelėmis, naudojant tokią (500 ng/ml) LPS koncentraciją, atlikta nėra. Galimai didesnės 

LPS koncentracijos suaktyvina kitus signalinius kelius ir mechanizmus. Literatūroje yra duomenų, 

rodančių, kad 1 μg/ml LPS gali sukelti net „hipermetabolinę“ mikroglijų būseną, kurios metu 

suintensyvėja tiek oksidacinis fosforilinimas, tiek glikolizė, tačiau yra stebimas padidėjęs protonų 

pralaidumas [225]. Kita vertus, Liu ir kt. yra parodę, kad 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su 1 μg/ml 

LPS neturi poveikio bazaliniam kvėpavimui, tačiau slopina maksimalų ląstelių kvėpavimą [218]. 

Vis dėlto, literatūroje daugiausia aprašomi tyrimų rezultatai gauti, naudojant Seahorse XF 

analizatorių ir tiriant 100 ng/ml LPS poveikį. Nors mes nenustatėme reikšmingo 100 ng/ml LPS 

poveikio BV-2 ląstelių bioenergetikai po 24 val. inkubacijos, Orihuela ir kt. parodė, kad ši 

koncentracija pirminėse mikroglijos ląstelėse gali sumažinti bazalinius kvėpavimo greičius [191]. 

Tačiau Hu ir kt. nustatė, kad 100 ng/ml LPS po 12 val. inkubacijos su pirminėmis žiurkės mikroglijos 

ląstelėmis sumažina ne tik bazalinį, bet ir maksimalų bei rezervinį (angl. spare respiration) 

kvėpavimus [198]. Tokie rezultatai sutampa ir su kito tyrimo rezultatais, kurie atskleidė, jog 24 val. 

inkubacija su 100 ng/ml LPS sumažina bazalinius ir maksimalius pirminių pelių mikroglijos 

mitochondrijų kvėpavmus bei padidina protonų laidumą. Taip pat šie mokslininkai tyrė mažesnių 

LPS koncentracijų poveikį ir priėjo prie išvados, kad energetinio metabolizmo pokyčiai mikroglijos 

ląstelėse vyksta ne tik priklausomai nuo koncentracijos, bet ir nuo inkubacijos su ląstelėmis trukmės 

[201]. Be to, yra duomenų, jog BV-2 ir B6M7 mikroglijos ląstelių linijose ATP sintezės ir bazalinio 

bei maksimalaus kvėpavimo slopinimą gali sukelti 24 val. 100 ng/ml LPS inkubacija kartu su 100 

ng/ml INF-γ citokinu [183]. 

Taip pat yra viena studija, kurioje, kaip ir mūsų atveju, buvo naudojama Oroboros oksigrafinė 

sistema, tačiau matavimai atlikti, naudojant kitos sudėties kvėpavimo matavimo terpę bei taikant 

kitokį statistinį testą rezultatams vertinti. Šie mokslininkai nustatė, kad po 24 val. inkubacijos su BV-

2 ląstelėmis, 100 ng/ml LPS sumažina mitochondrijų membranos potencialą ir deguonies suvartojimo 

greitį III-oje metabolinėje būsenoje, tačiau IV-osios metabolinės būsenos nepaveikia [226]. Kita 
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mokslininkų komanda tyrė metabolinį perprogramavimą, vykstantį pirminėse pelių mikroglijos ir 

žmogaus mikroglijos ląstelėse, jas 24 val. inkubavus su 250 ng/ml LPS. Transkriptominė analizė 

atskleidė, kad LPS slopina oksidacinį fosforilinimą abiejų rūšių mikroglijos ląstelėse, tačiau 

deguonies suvartojimo greičio registravimo Seahorse XF analizatoriumi rezultatai to nepatvirtino. 

Nepaisant to, ATP sintezė buvo nuslopinta abiejų rūšių mikroglijos ląstelėse, tačiau bazalinio 

kvėpavimo greičio sumažėjimas buvo stebimas pelės, o jo padidėjimas – žmogaus mikroglijos 

ląstelėse po 24 val. inkubacijos su LPS. Vadinasi, egzistuoja nežymūs tarprūšiniai ląstelių ypatumai, 

į kuriuos taip pat būtina atsižvelgti [227]. 

Nors tokius nesutapimus tarp kai kurių tyrimų rezultatų gali sąlygoti naudoti skirtingi analizatoriai, 

ląstelių linijos, taikyti skirtingi statistiniai testai bei kiti metodologiniai aspektai, vis tik tai parodo, 

kad šiuo metu turimi rezultatai apie LPS poveikį turėtų būti interpretuojami atsargiai. Greičiausiai 

egzistuoja daug sudėtingesni, dar nežinomi ir nepaaiškinti molekuliniai mechanizmai, valdantys 

mikroglijos ląstelių energetinį metabolizmą. 

3.4. α-sinukleino ir S100A9 poveikis BV-2 ląstelių glikolitiniam aktyvumui 

Kaip jau buvo minėta, įprastai, įvairių rūšių makrofagams, reaguojant į susidariusias patologines 

mikroaplinkos sąlygas, yra būdinga įgyti uždegiminį fenotipą ir pertvarkyti savo medžiagų apykaitos 

kelius. Dažnu atveju tai pasireiškia suintensyvėjusia glikolize ir laktato susidarymui, net ir esant 

pakankamai deguonies koncentracijai audinyje [228]. Specializuoti smegenų makrofagai – 

mikroglijos ląstelės, reaguodamos į įvairių tipų PAMP (LPS ir kt.) ir DAMP (ATP, Aβ, αSyn, 

S100A9 ir kt.) klasės molekules, taip pat vykdo metabolinį perprogramavimą. Tačiau šių ląstelių 

atsakas į PAMP ir DAMP skiriasi bei yra duomenų, kad net tai pačiai DAMP klasei priskiriamos, bet 

skirtingos molekulės sukelia savitus mikroglijos medžiagų apykaitos kelių persitvarkymus [218]. 

Todėl mokslinėje literatūroje nesant nuoseklių duomenų apie αSyn ir S100A9 oligomerų poveikį 

mikroglijos ląstelių metaboliniams ir bioenergetiniams procesams bei nustačius, kad šie amiloidiniai 

baltymai slopina oksidacinį fosforilinimą, mes kitame darbo etape siekėme įvertinti αSyn ir S100A9 

mažos molekulinės masės agregatų poveikį BV-2 ląstelių glikolitiniam aktyvumui po 24 val. 

Mūsų rezultatai parodė, kad 24 val. inkubacija su 100 nM αSyn ir 100 nM S100A9 neturi statistiškai 

reikšmingo poveikio BV-2 ląstelių glikolitiniam ir maksimaliam glikolitiniam aktyvumams (3.4.1 

pav.). Tačiau iš 3.4.1 pav. matyti, kad didesnės šių baltymų koncentracijos skatina mikroglijos ląsteles 

intensyviau vykdyti glikolizę. Gauti rezultatai rodo, jog 500 nM αSyn padidino BV-2 ląstelių 

glikolitinį aktyvumą 1,63 karto (p ≤ 0,01), o 500 nM S100A9 – 1,56 karto (p < 0,05), lyginant su 

kontrole. Vis dėlto, tik 500 nM αSyn po 24 val. inkubacijos su BV-2 ląstelėmis statistiškai patikimai 

1,79 kartų padidino maksimalų mikroglijos glikolitinį aktyvumą, lyginant su kontrole (p ≤ 0,01) 

(3.4.1 pav.). 
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Apjungiant šiuos (3.4.1 pav.) ir prieš tai aptartus, amiloidinių baltymų poveikio mikroglijos ląstelių 

kvėpavimo greičiams skirtingose metabolinėse būsenose (3.1.1 pav. ir 3.2.1 pav.), rezultatus, galima 

daryti prielaidą, kad 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija tiek su 100 nM αSyn, tiek su 500 nM αSyn 

slopina oksidacinį fosforilinimą, oksiduojant piruvatą ir malatą, tačiau tik 500 nM αSyn suaktyvina 

glikolizę ir padidina maksimalų mikroglijos ląstelių glikolitinį pajėgumą, lyginant su kontrole. 

Užląstelinių S100A9 oligomerų poveikis BV-2 mikroglijos ląstelių energetiniam metabolizmui šiek 

tiek skiriasi nuo αSyn poveikio. Po 24 val. BV-2 ląstelių inkubacijos su 100 nM ir 500 nM S100A9 

yra inhibuojama oksidacinio fosforilinimo sistema, oksiduojant piruvatą, malatą ir sukcinatą, tačiau 

tik 500 nM S100A9 sąlygoja glikolizės proceso suaktyvėjimą mikroglijos ląstelėse, bet, skirtingai nei 

αSyn, maksimalaus BV-2 glikolitinio aktyvumo nekeičia. Tai rodo, kad prouždegiminių ir su 

neurodegeneracinėmis ligomis siejamų veiksnių poveikis mikroglijos bioenergetikai priklauso ne tik 

nuo paties veiksnio tipo, bet ir nuo jo koncentracijos. 

Šio tyrimo metu gauti rezultatai, atskleidžiantys, jog 24 val. inkubacija su 500 nM αSyn agregatais 

sukelia mikroglijos ląstelių energetinio metabolizmo kelių persitvarkymus, sutampa su kitų 

mokslininkų atliktais tyrimais. Lu ir kt. parodė, kad 24 val. pirminės mikroglijos ląstelių kultūros 

inkubacija su αSyn fibrilėmis per mTOR/AKT/HIF-1α signalinį kelią sukelia oksidacinio 

fosforilinimo slopinimą ir glikolizės proceso suintensyvėjimą. Tačiau yra įdomu tai, kad, imituojant 

lėtinį šių αSyn fibrilių sukeliamą stresą pirminėms mikroglijos ląstelėms, buvo stebimi gerokai 

mažesni glikolitinis ir maksimalus glikolitinis šių ląstelių aktyvumai [81]. Tokie duomenys leidžia 

daryti prielaidą, kad αSyn poveikis mikroglijos ląstelių bioenergetikai priklauso ne tik nuo 

amiloidinių agregatų dydžio, bet ir nuo jų poveikio trukmės. Kiti mokslininkai parodė, kad αSyn 

oligomerai stimuliuoja pirmines mikroglijos ląsteles intensyviau vykdyti glikolizę per PKM2 kelią, 
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o tai lemia greitesnį gliukozės pasisavinimą (angl. uptake), didesnį laktato dehidrogenazės aktyvumą 

ir, atitinkamai, intensyvesnį laktato susidarymą bei terpės rūgštėjimą [80]. Palyginimui, tyrimai su 

BV-2 ląstelėmis taip pat rodo, kad αSyn gali sukelti tokio tipo gliukozės metabolizmo pokyčius. 

Yang’as ir kt. atskleidė, jog didelės šio baltymo koncentracijos (10 μM) irgi slopina mitochondrijų 

kvėpavimą ir lygiagrečiai stimuliuoja glikolizę gaminti ATP [229]. Tačiau Wang’as ir kt. parodė, kad 

toks BV-2 ląstelių metabolinių kelių persitvarkymas link glikolizės, mikroglijas paveikus 3,6 μg/ml 

αSyn fibrilėmis, yra vis tiek neefektyvus energijos gamybos atžvilgiu – αSyn paveiktose grupėse 

buvo nustatytos mažesnės viduląstelinės ATP koncentracijos, lyginant su kontrole [230]. 

Dar svarbu pažymėti, jog fiziologinėmis sąlygomis ląstelės paprastai vykdo ir reguliuoja savo 

medžiagų apykaitą mažesniu nei didžiausiu ar maksimaliu įmanomu pajėgumu. Todėl maksimalaus 

glikolitinio aktyvumo registravimas mums leidžia įvertinti mikroglijos glikolitinio pajėgumo atsargas 

arba rezervą (angl. glycolytic reserve), įprastai reikalingą ląstelėms lengviau ir greičiau prisitaikyti 

prie pasikeitusių aplinkos sąlygų ir energijos poreikių, bei įvertinti jo pokyčius, ląstelėms reaguojant 

į tam tikrus stimulus [206]. Mūsų eksperimentų rezultatai parodė, kad tik didesnės koncentracijos 

αSyn, bet ne S100A9, oligomerai stipriai padidina mikroglijos maksimalų glikolitinį aktyvumą po 24 

val., lyginant su kontrole. Tai galima bandyti paaiškinti tuo, kad mikroglijos ląstelėms reaguojant į 

αSyn, galimai labiau padidėja energijos poreikiai, reikalingi tam tikroms mikroglijos funkcijoms 

atlikti, nei reaguojant į užląstelinius S100A9 agregatus. Galima daryti prielaidą, kad užląsteliniai 

αSyn ir S100A9 aktyvuoja skirtingus mikroglijos signalinius kelius, atitinkamai sąlygojančius savitus 

šių ląstelių bioenergetikos pokyčius ir metabolinį perprogramavimą. 

Be to, mes pirmą kartą parodėme, kad 24 val. inkubacija su 500 nM S100A9 oligomerais sąlygoja 

BV-2 mikroglijos ląstelių metabolinių kelių persitvarkymą iš oksidacinio fosforilinimo į glikolitinį 

energijai gaminti, o mažesnės šio baltymo koncentracijos tokio poveikio nesukelia. Tai dar kartą 

patvirtina amiloidinių baltymų poveikio mikroglijos medžiagų apykaitai priklausomybę nuo 

koncentracijos. 

Viską apibendrinant, tokie šio tyrimo metu nustatyti užląstelinių αSyn ir S100A9 oligomerų 

sukeliami energetinio metabolizmo persitvarkymai iš mitochondrinio į glikolitinį yra gana tipiniai 

prouždegiminiam mikroglijos fenotipui [182]. Mes nustatėme, kad toks poveikis pasireiškia dėl 

sutrikdytos kvėpavimo grandinės kompleksų veiklos. Dėl to šie rezultatai yra svarbūs toliau tiriant 

šių amiloidinių baltymų agregatų poveikį mikroglijos ląstelėms ir aiškinantis jų toksiškumo 

molekulinius mechanizmus AL ir PL vystymosi bei progresavimo metu. Tai gali prisidėti prie 

kryptingo naujų terapinių priemonių, nukreiptų į mikroglijos energetinio metabolizmo reguliavimą ir 

leidžiančių suvaldyti ar gydyti neurouždegiminius ir neurodegeneracinius procesus, kūrimo. 

3.5. Lipopolisacharido poveikis BV-2 ląstelių glikolitiniam aktyvumui 

Atsižvelgiant į tai, jog tiriant LPS poveikį BV-2 ląstelių oksidacinio fosforilinimo sistemai nustatėme 

mažesnius deguonies suvartojimus III-oje metabolinėje būsenoje, o tai dažniausiai yra siejama su 

atitinkamai padidėjusiu laktato susidarymu, tyrimus tęsėme tirdami LPS poveikį glikolitiniam BV-2 

ląstelių aktyvumui. 

Iš gautų rezultatų matyti, kad tik 100 ng/ml LPS koncentracija neturėjo įtakos BV-2 ląstelių 

glikolitiniam aktyvumui po 24 val. (3.5.1 pav.). Tačiau 24 val. inkubacija su 500 ng/ml LPS 

reikšmingai padidino mikroglijos glikolitinį aktyvumą 28,94 % (p < 0,05), o 1 μg/ml LPS – net 40,14 

% (p ≤ 0,01), lyginant su kontrole. Taip pat galima įžvelgti dėsningumą, kad didėjant LPS 
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koncentracijai, atitinkamai intensyvėja mikroglijos glikolitinis aktyvumas. Be to, 3.5.1 pav. pateikti 

rezultatai rodo dar ir tai, jog nei viena iš tirtų LPS koncentracijų nepakeitė BV-2 ląstelių maksimalaus 

glikolitinio aktyvumo po 24 val. inkubacijos, lyginant su kontrole. 

 

Susiejus šiuos (3.5.1 pav.) ir kvėpavimo rezultatus (3.3.1 pav.), galima teigti, jog 100 ng/ml LPS 

nekeičia BV-2 ląstelių energetinio metabolizmo, 500 ng/ml LPS neabejotinai sukelia ryškų 

mikroglijos ląstelių metabolinių kelių persitvarkymą iš oksidacinio fosforilinimo į glikolizę, o 1 

μg/ml LPS, neslopindamas mitochondrijų kvėpavimo, padidina glikolitinį mikroglijos ląstelių 

aktyvumą po 24 val. inkubacijos. Remiantis šiais rezultatais, tampa akivaizdu, jog, veikiant 

prouždegiminiams veiksniams, ne visada yra stebimas klasikinis mikroglijos ląstelių atsakas, 

pasireiškiantis oksidacinio fosforilinimo slopinimu ir glikolitinio aktyvumo padidėjimu. Pavyzdžiui, 

Nair’as ir kt. yra parodę, jog mažos LPS koncentracijos (50 ng/ml) padidina mikroglijos ląstelių 

oksidacinio fosforilinimo ir glikolizės aktyvumus [201]. Tai rodo, kad mikroglijos ląstelių 

bioenergtiniai pokyčiai, vykstantys reaguojant į patologinius veiksnius, yra daug sudėtingesni nei iki 

šiol buvo manytina ir galimai priklauso ne tik nuo paties prouždegiminio veiksnio, jo koncentracijos, 

poveikio trukmės, bet ir kitų, dar neištirtų, faktorių. 

Mes nustatėme, kad 24 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS neturi poveikio BV-2 ląstelių glikolitiniam 

aktyvumui ir, apskritai, ląstelių bioenergetikai. Tokius rezultatus patvirtina Rubio-Araiz’o ir kt. 

atliktas tyrimas, kuriame buvo parodyta, jog 24 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS nepaveikia pirminės 

mikroglijos kultūros glikolitinio aktyvumo [231]. Tačiau literatūroje yra ir prieštaringų tyrimų 

rezultatų, rodančių, kad ši LPS koncentracija gali padidinti mikroglijos glikolitinį aktyvumą ir 

sąlygoti metabolinį perprogramavimą iš mitochondrijų vykdomo oksidacinio fosforilinimo į 

glikolitinį. Nair’as ir kt. nustatė, kad 24 val. pirminės pelių mikroglijos inkubacija su 100 ng/ml LPS 
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sąlygoja glikolitinio ir maksimalaus glikolitinio aktyvumo padidėjimus bei mitochondrijų 

fragmentaciją [201]. Panašius rezultatus yra gavusi Hu ir kt. mokslininkų grupė. Jie, dirbdami su 

pirmine žiurkės mikroglijos ląstelių kultūra, parodė, kad 12 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS 

suaktyvina mTOR signalinį kelią bei padidina glikolitinį ir maksimalų glikolitinį aktyvumus [198]. 

Nors mokslinių tyrimų, vertinančių mikroglijos bioenergetikos pokyčius, ląsteles paveikus 500 ng/ml 

LPS koncentracija, atlikta nėra, Sabogal-Guáqueta ir kt. parodė, kad užtenka 24 val. 250 ng/ml LPS 

poveikio pelės ir žmogaus mikroglijos ląstelėms, kad įvyktų metabolinis perprogramavimas iš 

oksidacinio į glikolitinį, stebint reikšmingai padidėjusius ląstelių glikolitinį ir maksimalų glikolitinius 

aktyvumus [227]. Tai iš dalies sutampa su mūsų rezultatais, gautais mikroglijas paveikus 500 ng/ml 

LPS. Be to, mes parodėme, kad 1 μg/ml LPS koncentracija stipriai padidina BV-2 ląstelių glikolitinį 

aktyvumą po 24 val. Tai taip pat sutampa su Liu ir kt. tyrimų rezultatais, kurie parodė, kad 1 μg/ml 

LPS po 24 val. lėmė BV-2 ląstelių glikolitinio aktyvumo padidėjimą ir smarkiai padidino užląstelinio 

laktato koncentraciją terpėje, lyginant su kontrole [218]. 

Nors mes tyrėme LPS poveikį BV-2 ląstelių bioenergetikai po 24 val. inkubacijos, tyrimai rodo, kad 

pirminis energetinio metabolizmo kelių poslinkis link suintensyvėjusios glikolizės įvyksta labai 

anksti – jau po pirmų 2 val. paveikus LPS, o po to ląstelių glikolitinis aktyvumas palaipsniui auga 

[219,232]. Voloboueva ir kt. yra parodę, kad toks metabolizmo perprogramavimas BV-2 mikroglijos 

ląstelėse yra reguliuojamas mitochondrijų baltymo Grp75/mortalino [233]. Tačiau įdomu yra tai, kad 

šis mikroglijos metabolinių kelių persitvarkymas net nėra susijęs su staiga padidėjusiu ATP poreikiu, 

reaguojant į prouždegiminius stimulus, nes jis įvyksta daug anksčiau nei yra inhibuojama ATP 

gamyba mitochondrijose oksidacinio fosforilinimo metu [234]. Todėl galimai LPS sukeliamas 

mikroglijos energetinių kelių persitvarkymas iš oksidacinio fosforilinimo į glikolizę yra labiausiai 

susijęs su imuniniam atsakui reikalingų prouždegiminių veiksnių sinteze. 

3.6. α-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikio įtaka azoto monoksido susidarymui 

terpėje 

NO – tai svarbus neuromediatorius ir imuninės sistemos moduliatorius, kurio metabolizmą CNS 

daugiausia kontroliuoja mikroglijos ląstelės [181]. Jos, reaguodamos į patologinius ir 

prouždegiminius veiksnius, patiria sudėtingus fenotipų pokyčius, kurie yra lydimi įvairių genų 

raiškos pokyčių, įskaitant ir su prouždegiminių veiksnių sinteze susijusių genų raiškos padidėjimu. 

Užtai mikroglijos ląstelėse yra aktyvuojama indukuojamoji azoto oksido sintazė (iNOS) ir pradedama 

intensyviau sintetinti NO. Tačiau per didelė NO sekrecija gali dar labiau sustiprinti neurouždegimą, 

oksidacinį stresą, sukelti neuronų žūtį ir audinių pažeidimus. Todėl pernelyg intensyvi NO sintezė 

yra siejama su neurodegeneracinėmis ligomis, tokiomis kaip AL ir PL [167,181,235]. Be to, dažnai 

pokyčiai mikroglijos mitochondrijų kvėpavimo metu yra siejami su NO ir kitų prouždegiminių 

citokinų sintezės ir sekrecijos reguliacijos pakitimais [236]. Atsižvelgiant į tai ir į mūsų anksčiau 

aptartus rezultatus, rodančius, jog kad tam tikros αSyn, S100A9 ir LPS koncentracijos neigiamai 

paveikia mikroglijos ląstelių bioenergetiką, tyrimus tęsėme, vertindami įvairių prouždegiminių 

veiksnių susidarymą BV-2 ląstelių auginimo terpėje. Pirmiausia atlikome kiekybinę mikroglijos NO 

sintezės analizę. 

Tiriamomis medžiagomis nepaveiktose kontrolinėse grupėse užląstelinio NO koncentracija svyravo 

nuo 1,18 iki 1,56 μM ribose (3.6.1 pav. ir 3.6.2 pav.). Gauti rezultatai parodė, kad 24 val. BV-2 

mikroglijos ląstelių inkubacija su 100 nM ir 500 nM koncentracijų αSyn oligomerais statistiškai 
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reikšmingos įtakos NO susidarymui ir sekrecijai į užląstelinę terpę, lyginant su kontrole, neturėjo 

(3.6.1 pav. A). Poveikio NO susidarymui ir jo koncentracijos ląstelių auginimo terpėje padidėjimui 

ar sumažėjimui taip pat neturėjo 24 val. trukusi BV-2 mikroglijos ląstelių inkubacija su 100 nM ir 

500 nM S100A9 (3.6.1 pav. B) bei 100 ng/ml, 500 ng/ml ir 1 μg/ml LPS (3.6.2 pav.). Taigi, mes 

nustatėme, kad nei amiloidiniai baltymai αSyn ir S100A9, nei bakterinis endotoksinas LPS nesukelia 

NO koncentracijos pokyčių BV-2 mikroglijos ląstelių auginimo terpėje po 24 val. inkubacijos.  

 

 

Mokslinėje literatūroje yra įvairių duomenų apie amiloidinių baltymų poveikį NO sekrecijai. 

Zhang’as ir kt., taip pat kaip mes, yra parodę, kad αSyn nesukelia NO koncentracijos padidėjimo 

pirminėje žiurkės mikroglijos kultūroje po 24 val. Jie poveikio nepastebėjo net ir po 48 val. ar 72 val. 

trukusios inkubacijos [237]. Béraud’a ir kt. atskleidė, kad 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su 50 nM 

αSyn lemia NO koncentracijos padidėjimą terpėje iki 70 μM, tačiau inkubacija su 50 nM dopamino 

paveiktu αSyn NO sekrecijos nesukėlė [238]. Tai rodo, kad skirtingos αSyn konformacinės formos 
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gali turėti skirtingą poveikį prouždegiminių veiksnių gamybai ir sekrecijai. Dar kita mokslininkų 

grupė, naudodama fluorimetrinį metodą NO kiekiui pirminės mikroglijos ląstelių terpėje įvertinti, 

nustatė, kad αSyn fibrilės padidina NO koncentraciją iki 30 pmol/μl [76]. Nors tyrimų, vertinančių 

S100A9 poveikį mikroglijos NO sekrecijai, nėra, parodyta, kad S100A9/S100A8 heterodimerai ir šių 

baltymų homodimerai gali padidinti šio makrofagų išskiriamo prouždegiminio veiksnio koncentraciją 

po 24 val. [239]. 

Vis dėlto, mokslinėje literatūroje yra duomenų, jog kartais su neurodegeneracinėmis ligomis siejami 

amiloidinių baltymų oligomerai ar peptidai nesukelia klasikinių uždegiminių veiksnių atsako 

[240,241]. Taip pat yra duomenų, rodančių, jog NO koncentracija reikšmingai padidėja tik po ilgesnės 

inkubacijos trukmės su amiloidiniais baltymais. Pavyzdžiui, Monsonego ir kt. nustatė, kad 48 val. 

mikroglijos ląstelių inkubacija su Aβ nesukelia NO padidėjimo, tačiau praėjus 72 val. mikroglijos 

ląstelėse ryškiai padidėja iNOS raiška ir atitinkamai NO sekrecija [242]. Įdomu tai, kad Bussi’is ir kt. 

parodė, jog, vykstant BV-2 mikroglijos ląstelių autofagijai, sumažėja LPS ir αSyn sukeliamų 

prouždegiminių citokinų, įskaitant ir NO, išsiskyrimas į ląstelių auginimo terpę [243]. Be to, 

mikroglijų autofagijos procesas, kuris, beje, yra dažnai inicijuojamas mikroglijoms fagocituojant 

amiloidų agregatus [244], apsaugo nuo LPS ir αSyn sukeliamos neuronų žūties [243]. 

Kalbant apie LPS poveikį mikroglijos ląstelių NO sekrecijai, Pereira’as ir kt. parodė, jog po 24 val. 

BV-2 ląstelių inkubacijos su 100 ng/ml LPS NO koncentracija ląstelių terpėje padidėja iki 20 μM 

[226]. Taip pat yra duomenų, kad 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su 1 μg/ml LPS padidina NO 

koncentraciją dvigubai, lyginant su kontrole [245], o 48 val. inkubacija su 1 μg/ml LPS sąlygoja NO 

koncentracijos padidėjimą terpėje net iki 120 μM [246]. Tokie skirtumai ir nesutapimai su mūsų 

rezultatais, tiriant LPS poveikį, galėjo būti sąlygoti skirtingų eksperimentinių sąlygų. 

3.7. α-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikio įtaka TNF-α koncentracijai terpėje 

Toliau mes siekėme įvertinti, ar didžiausios tiriamų medžiagų koncentracijos gali sukelti 

prouždegiminio citokino TNF-α sekreciją. Mes nustatėme, jog kontrolinių BV-2 mikroglijos ląstelių 

grupių terpėje TNF-α koncentracija siekė 510±51,07 pg/ml, o 500 nM αSyn nesukėlė statistiškai 

reikšmingo TNF-α kiekio padidėjimo ląstelių auginimo terpėje po 24 val. inkubacijos, lyginant su 

kontrole (3.7.1 pav.). Tačiau daug stipresnis poveikis buvo pastebėtas BV-2 mikroglijos ląsteles 

paveikus 500 nM S100A9, kur prouždegiminio citokino TNF-α koncentracija terpėje padidėjo 

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, parodęs, jog 24 val. BV-2 ląstelių inkubacija su S100A9 

skatina prouždegiminių veiksnių TNF-α ir IL-6 susidarymą, aktyvuojant TLR-4 ir TLR-7 receptorių 

signalinius kelius. Buvo nustatyta, kad TNF-α koncentracija ląstelių auginimo terpėje reikšmingai 

padidėja iki 2000 pg/ml, BV-2 ląsteles paveikus 0,0025 μg/ml S100A9 baltymu. Šiame tyrime tirtos 

didesnės S100A9 koncentracijos taip pat sąlygojo reikšmingą TNF-α koncentracijos padidėjimą [93]. 

Be to, Ma ir kt. yra parodę, kad 0,01 μM, 0,1 μM ir 1 μM koncentracijų S100A9/S100A8 

heterodimerai, suaktyvindami ERK ir JNK NF-κB signalinius kelius, po 12 val. inkubacijos su BV-

2 mikroglijos ląstelėmis taip pat skatina prouždegiminio citokino TNF-α sintezę ir lemia jo 

koncentracijos ląstelių auginimo terpėje padidėjimą: 0,1 μM S100A9/S100A8 padidino TNF-α 

koncentraciją iki ~1000 pg/ml, o 1 μM S100A9/S100A8 – iki ~2000 pg/ml [106]. 
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Mes parodėme, kad 24 val. inkubacija su 500 nM αSyn oligomerais nekeičia BV-2 ląstelių TNF-α 

sekrecijos. Moksliniai tyrimai rodo, kad αSyn poveikis prouždegiminių citokinų sekrecijai gali 

stipriai priklausyti nuo šio baltymo agregacijos laipsnio ir konformacinių savybių. Yra duomenų, jog 

mažos molekulinės masės, kitaip nei didelės molekulinės masės, αSyn agregatai nesukelia TNF-α 

reikšmingos koncentracijos padidėjimo mikroglijos ląstelių auginimo terpėje [238]. Be to, ta pati 

mokslininkų grupė yra parodžius, jog 50 nM αSyn 24 val. inkubacija su BV-2 ląstelėmis lemia TNF-

α koncentracijos padidėjimą iki ~900 pg/ml, tačiau struktūriškai besiskiriantis dopaminu paveiktas 

50 nM αSyn tokio poveikio TNF-α sekrecijai nedaro [238]. Kitas tyrimas yra atskleidęs, kad 3 μM 

žmogaus rekombinantinio αSyn de novo suformuotos fibrilės ir 3 μM αSyn fibrilės, išskirtos iš PL 

sergančiųjų smegenų, sukelia skirtingą pirminės pelės mikroglijos ląstelių atsaką po 24 val. 

inkubacijos. Vėlgi, dėl skirtingų struktūrinių savybių de novo suformuotos αSyn fibrilės poveikio 

TNF-α koncentracijai nesukėlė, tačiau iš PL sergančiųjų smegenų išskirtos αSyn fibrilės sąlygojo net 

virš 10000 pg/ml TNF-α padidėjimą mikroglijos ląstelių auginimo terpėje [247]. 

Tiriant LPS poveikį mikroglijos TNF-α sekrecijai į užląstelinę terpę, mes gavome, kad po 24 val. 

BV-2 ląstelių inkubacijos su 1 μg/ml LPS TNF-α koncentracija padidėja net 4,51 kartus, lyginant su 

kontrole (p ≤ 0,001) (3.7.2 pav.). Kontrolinėje BV-2 mikroglijos ląstelių grupėje nustatėme 

534,44±115,28 pg/ml, o 1 μg/ml LPS paveiktoje grupėje – 2412,22±79,36 pg/ml TNF-α 

koncentracijas ląstelių auginimo terpėje. Taigi, LPS, taip pat kaip ir S100A9, suaktyvina BV-2 

mikroglijos ląsteles, sukeldamas prouždegiminio citokino TNF-α sekreciją. 

0

500

1000

1500

2000

2500

Kontrolė 500 nM  Syn 500 nM S100A9

T
N

F
  

k
o
n
ce

n
tr
ac

ij
a,

 p
g
/m

l

Kontrolė

500 nM  Syn

500 nM S100A9

  

3.7.1 pav. αSyn ir S100A9 poveikis prouždegiminio citokino TNF-α susidarymui ląstelių auginimo terpėje 

po 24 val. inkubacijos su BV-2 ląstelėmis 

** – p ≤ 0,01, lyginant su kontrole (n = 3) 



53 

 

Tokius rezultatus patvirtina ir kitų mokslininkų atlikti tyrimai. Kaewmool’as ir kt. yra parodę, kad 48 

val. BV-2 ląstelių inkubacija su 1 μg/ml LPS sąlygoja ~1150 pg/ml TNF-α išskyrimą į ląstelių 

auginimo terpę [246]. Ma ir kt. yra nustatę, kad po 12 val. BV-2 ląstelių inkubacijos su 1 μg/ml LPS 

TNF-α koncentracija terpėje padidėja iki ~1250 pg/ml [106]. Tokį mikroglijos ląstelių atsaką 

patvirtina ne tik ELISA atlikti tyrimai TNF-α koncentracijai ląstelių auginimo terpėje nustatyti, bet ir 

transkriptomikos analizės. Sangineto’as ir kt. yra parodę, kad po 24 val. inkubacijos su 1 μg/ml LPS 

žmogaus mikroglijos ląstelėse HMC3 statistiškai reikšmingai padidėja TNF-α iRNR raiška [225]. 

Taip pat yra duomenų, jog mažesnės LPS koncentracijos, 200 ng/ml, 100 ng/ml ar net 10 ng/ml, taip 

pat yra pakankamos sukelti BV-2 ir pirminės pelės mikroglijos ląstelių prouždegiminį atsaką, lydimą 

reikšmingu TNF-α sekrecijos padidėjimu [219,221,247]. 

3.8. α-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikio įtaka aktyvių deguonies junginių 

susidarymui terpėje 

Pagrindinių ADJ, superoksido (O2
-) ir H2O2, šaltinis mikroglijos ląstelėse yra mitochondrijos ir 

mikroglijos organelių membranose bei plazminėje membranoje esantis fermentas NADPH oksidazė. 

H2O2 gali laisvai difunduoti per ląstelių membranas, todėl fiziologinėmis sąlygomis atlieka signalinę 

ir reguliacines funkcijas. Tačiau neurodegeneracinių ligų vystymosi ir progresavimo metu 

mikroglijos ląstelėse įvykstantys metaboliniai pokyčiai, mitochondrijų pažaidos, ypač tam tikrų 

kvėpavimo grandinės kompleksų slopinimas bei įvykstantis ryškus atgalinės elektronų pernašos 

fenomeno pasireiškimas stipriai padidina H2O2 susidarymą [79,248–252]. Pertekliniai H2O2 kiekiai 

sukelia oksidacinį stresą, ląstelių makromolekulių pažaidas bei skatina amiloidinių baltymų 

agregaciją ir prouždegiminių citokinų genų raišką, taip dar labiau sustiprindami ir paskatindami 

vykstančius neurouždegiminius ir neurodegeneracinius procesus [249,250]. 

Siekdami ištirti, kaip αSyn ir S100A9 oligomerai bei endotoksinas LPS paveikia mikroglijos ląstelių 

reguliuojamą ADJ sekreciją į užląstelinę terpę, mes fuorimetriniu metodu įvertinome užląstelinio 

H2O2 susidarymą. Nustatėme, jog 104 nepaveiktų, kontrolinės grupės BV-2 mikroglijos ląstelių į 

užląstelinę terpę sekretuoja 14,61±1,28 nM H2O2 per minutę. Taip pat rezultatai parodė, kad 24 val. 

BV-2 ląstelių inkubacija su 100 nM ir 500 nM koncentracijų αSyn ir S100A9 amiloidų agregatais bei 
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100 ng/ml LPS neturėjo statistiškai reikšmingos įtakos užląstelinio H2O2 susidarymui ląstelių 

auginimo terpėje, lyginant su kontrole (3.8.1 pav.). Tačiau iš 3.8.1 pav. matyti, kad po 24 val. 

inkubacijos su 500 ng/ml ir 1 μg/ml LPS stipriai ir statistiškai patikimai padidėja H2O2 sekrecija net 

iki 36,66±3,66 nM H2O2 per minutę ir 42,01±1,60 nM H2O2 per minutę, atitinkamai, lyginant su 

kontrole (p ≤ 0,001). 

 

Hu ir kt., naudodami tokį patį metodą kaip mes, nustatė, kad 24 val. 200 nM αSyn inkubacija su 

pirmine mikroglijos ląstelių kultūra reikšmingai padidina H2O2 sekreciją į užląstelinę terpę, lyginant 

su kontrole. Tačiau reikia pabrėžti tai, jog šie mokslininkai nenurodė, kokios agregatinės būsenos 

baltymą naudojo savo eksperimentuose [253]. Kita mokslininkų grupė nustatė, kad inkubuojant pelių 

mikroglijos ląsteles su 50 nM, 100 nM ir 500 nM koncentracijų agreguoto αSyn tirpalais, po 90 min. 

užląstelinio H2O2 koncentracija padidėja 41 %, 53 % ir 43 %, atitinkamai, lyginant su kontrole. Tačiau 

svarbu tai, jog šie mokslininkai, kitaip nei mes, mikroglijos ląsteles paveikė αSyn tirpalu, kurį sudarė 

αSyn oligomerų, protofibrilių ir fibrilių mišinys [254]. Taip pat yra atlikta nemažai tyrimų, 

vertinančių αSyn fibrilių poveikį viduląstelinių ADJ susidarymui. Bido’as ir kt., naudodami  

fluorescuojantį dažą dichlorfluoresceino diacetatą (DCF-DA) viduląstelinio H2O2 kiekiui įvertinti, 

nustatė, kad αSyn fibrilės padidina šio ADJ viduląstelinę koncentraciją 30 %, lyginant su kontrole 

[76]. Tai patvirtina ir Lu ir kt. tyrimas, parodęs, jog 24 val. pirminės mikroglijos inkubacija su 1 

μg/ml αSyn fibrilėmis reikšmingai padidina viduląstelinio H2O2 susidarymą [81]. Be to, Yildirim-

Balatan’as ir kt. atskleidė, jog paveikus pirmines pelių mikroglijos ląsteles 1,5 μM αSyn fibrilėmis, 

išskirtomis iš PL sergančiųjų smegenų, po 24 val. padidėja ne tik H2O2, bet ir O2
- koncentracija [247]. 

Remiantis tokiais rezultatais, galima daryti prielaidą, kad mūsų eksperimentuose naudoti αSyn 

oligomerai nesukelia H2O2 reikšmingos sekrecijos dėl savo mažos molekulinės masės ir struktūrinių 

ypatumų. 
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Mūsų žiniomis, S100A9 agregatų poveikis mikroglijos ląstelių viduląstelinių ir užląstelinių ADJ 

susidarymui iki šiol nebuvo tirtas. Tačiau yra duomenų, jog per didelė S100A9 raiška vėžinėse 

ląstelėse sąlygoja viduląstelinių ADJ koncentracijos padidėjimą [255]. 

Mes nustatėme, kad didesnės LPS koncentracijos stipriai padidina H2O2 susidarymą ir sekreciją į 

užląstelinę terpę po 24 val. inkubacijos su BV-2 ląstelėmis. Tokius rezultatus patvirtina ir kitų 

mokslininkų tyrimai. Sahabuddin’as ir kt. parodė, kad užtenka vos 4 val. N9 mikroglijos ląstelių 

inkubacijos su 1 μg/ml LPS tokiam poveikiui sukelti [256], o Sangineto’as ir kt. nustatė, kad po 24 

val. inkubacijos su 1 μg/ml LPS stebimas suintensyvėjęs H2O2 išsiskyrimas yra sąlygojamas HMC3 

žmogaus mikroglijos ląstelių mitochondrijų I-ojo, II-ojo ir III-ojo kvėpavimo grandinės kompleksų 

veiklos [225]. Vis dėlto, daugiausia tyrimų atlikta, tiriant LPS poveikį viduląstelinių ADJ 

susidarymui. Park’as ir kt., naudodami tekmės citometrą, nustatė, kad 12 val. BV-2 ląstelių inkubacija 

su 1 μg/ml LPS padvigubina mitochondrijų išskiriamų ADJ kiekį ir 3 kartus padidina bendrą 

mikroglijos viduląstelinių ADJ koncentraciją, lyginant su kontrole [257]. Nors mes 100 ng/ml LPS 

reikšmingo poveikio užląstelinio H2O2 koncentracijai nenustatėme, literatūroje yra duomenų, jog ši 

LPS koncentracija gali padidinti viduląstelinių ADJ kiekius. Naudodami DCF-DA, Hu ir kt. parodė, 

kad 100 ng/ml LPS jau po 3 val. stipriai padidina viduląstelinio H2O2 koncentraciją pirminės žiurkės 

mikroglijos ląstelėse [198], o po 24 val. inkubacijos viduląstelinio H2O2 koncentracija BV-2 ląstelėse 

padidėja beveik dvigubai, lyginant su kontrole [245]. Įdomu tai, kad toks LPS sąlygotas pernelyg 

didelis viduląstelinių ADJ susidarymas sumažinamas inhibavus mTOR [198]. Kiti mokslininkai, 

naudodami fluorescuojantį dažą MitoSOX, nustatė, kad 24 val. inkubacija su 100 ng/ml LPS sąlygoja 

mitochondrijų išskiriamo O2
- koncentracijos padidėjimą pirminėse pelės mikroglijos ląstelėse [201]. 

Dar svarbu pasakyti, jog mikroglijos ląsteles paveikus LPS+INF-γ ir joms įgavus prouždegiminį 

fenotipą, perteklinis H2O2 ir O2
- susidarymas pasireiškia dėl atsirandančios patologinės atgalinės 

elektronų pernašos kvėpavimo grandinėje. Paprastai, elektronai juda nuo I-ojo kvėpavimo komplekso 

link IV-ojo. Tačiau, esant uždegimui, kai dėl kvėpavimo grandinės kompleksų pažaidos ir veiklos 

pokyčių mitochondrijų tarpmembraninėje erdvėje susikaupia protonai arba matrikse susikaupia 

sukcinatas, elektronai pradeda judėti nuo II-ojo komplekso atgal link I-ojo, o tai sąlygoja intensyvų 

ADJ susidarymą. Naujausi in vitro tyrimai rodo, kad inhibavus atgalinę elektronų pernašą mikroglijos 

ląstelėse, sumažėja oksidacinis stresas, neurotoksiškumas ir amiloidinių baltymų sankaupų kiekis 

[248,258]. Be to, visai neseniai Rimal’is ir kt. pirmą kartą parodė, kad atgalinės elektronų pernašos 

fenomenas yra stipriai išreikštas transgeninių AL pelių ir AL sergančių pacientų smegenyse, o šio 

proceso intensyvumas stipriai koreliuoja su AL sunkumo stadija [258]. Taigi, patologinių veiksnių 

sąlygotas perteklinis ADJ susidarymas mikroglijos ląstelėse bei šių junginių sekrecija į užląstelinę 

terpę, be abejonės, yra svarbūs neurouždegiminių ir neurodegeneracinių procesų vystymuisi ir 

progresavimui. 
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Rekomendacijos 

• Patologinių veiksnių sukeltų mikroglijos metabolizmo pokyčių valdymas – perspektyvus 

terapinis taikinys. Tai galėtų padėti suvaldyti neurouždegiminius ir neurodegeneracinius 

procesus, tačiau reikalingi išsamesni tyrimai, kurie atskleistų tikslius toksiškų amiloidinių 

baltymų agregatų molekulinius mechanizmus nerviniame audinyje. Atlikto baigiamojo 

magistrinio projekto metu buvo nustatyta, kad 500 nM koncentracijos αSyn ir S100A9 oligomerai 

po 24 val. sąlygoja BV-2 mikroglijos ląstelių metabolinių kelių persitvarkymą iš mitochondrinio 

į glikolitinį, o S100A9 atveju lygiagrečiai skatinamas prouždegiminio citokino TNF-α 

susidarymas. Tačiau nėra aišku, ar toks persitvarkymas padeda užtikrinti pakankamą ATP kiekį 

mikroglijos ląstelėse normaliam mikroglijos funkciniam aktyvumui palaikyti. Būtų tikslinga 

nustatyti BV-2 ląstelių fagocitinį aktyvumą ir įvertinti mitochondrijų metabolitus, lemiančius 

metabolinių kelių persitvarkymą iš mitochondrinio į glikolitinį. 

• Kadangi mes parodėme, jog αSyn ir S100A9 neigiamai paveikia mikroglijos mitochondrijų 

kvėpavimą įvairiose metabolinėse būsenose, būtų vertinga ištirti BV-2 mikroglijos mitochondrijų 

oksidacijos-redukcijos (redokso) pokyčius ir jų vaidmenį mikroglijos ląstelių aktyvumui bei 

fagocitozei. 

• Gauti rezultatai parodė mikroglijos metabolizmo pokyčius, veikiant PL patogeneziniams 

veiksniams, αSyn ir S100A9, atskirai, tačiau PL sergančiųjų smegenyse dažnai randami šių 

amiloidinių baltymų koagregatai. Dėl to būtų tikslinga tęsti tyrimus, siekiant išsiaiškinti šių 

veiksnių sinergistinį poveikį BV-2 mikroglijos ląstelių energetiniam metabolizmui, 

gyvybingumui ir aktyvacijai, taip pat ištirti sinergistinį αSyn ir S100A9 poveikį mišriai neuronų-

glijos ląstelių kultūrai. 
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Išvados 

1. Užląsteliniai 100 nM ir 500 nM koncentracijų α-sinukleino ir S100A9 oligomerai bei 100 ng/ml, 

500 ng/ml ir 1 μg/ml koncentracijų bakterinis endotoksinas lipopolisacharidas neturi poveikio 

nepermeabilizuotų BV-2 mikroglijos ląstelių kvėpavimui po 24 val. inkubacijos su ląstelėmis. 

2. α-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas skirtingai paveikia permeabilizuotų BV-2 ląstelių 

kvėpavimą įvairiose metabolinėse būsenose po 24 val. inkubacijos su ląstelėmis: 

2.1. 100 nM ir 500 nM α-sinukleino sąlygoja kvėpavimo slopinimą III-oje metabolinėje būsenoje, 

oksiduojant I-ojo komplekso substratus piruvatą ir malatą, tačiau neturi poveikio laidumo 

būsenai ir bendram kvėpavimo grandinės kompleksų efektyvumui, atskyrus oksidaciją nuo 

fosforilinimo; 

2.2. 100 nM ir 500 nM S100A9 bei 500 ng/ml lipopolisacharido slopina kvėpavimą III-oje 

metabolinėje būsenoje, oksiduojant I-ojo ir II-ojo kompleksų substratus piruvatą ir malatą bei 

sukcinatą, ir bendrą kvėpavimo grandinės kompleksų efektyvumą, atskyrus oksidaciją nuo 

fosforilinimo, tačiau neturi poveikio laidumo būsenai;  

2.3. 100 ng/ml ir 1 μg/ml lipopolisacharidas neturi poveikio permeabilizuotų BV-2 ląstelių 

mitochondriniam kvėpavimui. 

3. α-sinukleino, S100A9 ir lipopolisacharido poveikis BV-2 ląstelių glikolitiniam aktyvumui po 24 

val. inkubacijos su ląstelėmis priklauso nuo šių medžiagų koncentracijos: 

3.1. 500 nM α-sinukleinas padidina glikolitinį ir maksimalų glikolitinį ląstelių aktyvumus, o 100 

nM α-sinukleinas neveikia mikroglijos ląstelių glikolitinio aktyvumo; 

3.2. 500 nM S100A9 padidina ląstelių glikolitinį aktyvumą, o 100 nM S100A9 neveikia 

mikroglijos ląstelių glikolitinio aktyvumo; 

3.3. 500 ng/ml ir 1 μg/ml lipopolisacharido padidina ląstelių glikolitinį aktyvumą, o 100 ng/ml 

lipopolisacharido neveikia mikroglijos ląstelių glikolitinio aktyvumo. 

4. α-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas skirtingai paveikia skirtingų prouždegiminių 

veiksnių susidarymą BV-2 ląstelių auginimo terpėje po 24 val.: 

4.1. S100A9 ir lipopolisacharidas gerokai padidina TNF-α kiekį, o α-sinukleinas TNF-α 

susidarymui įtakos neturi; 

4.2. 500 ng/ml ir 1 μg/ml lipopolisacharido gerokai padidina užląstelinio H2O2 koncentraciją, o 

α-sinukleinas, S100A9 ir 100 ng/ml lipopolisacharido užląstelinio H2O2 susidarymui įtakos 

neturi; 

4.3. α-sinukleinas, S100A9 ir lipopolisacharidas užląstelinio azoto monoksido susidarymui įtakos 

neturi. 
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