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Santrumpos

AA — akrilamidas;

AJM — atominés jégos mikroskopija;

AL — Alzheimerio liga;

APP — amiloido beta pirmtakas

APR — agreguoti link¢ regionai

APS — amonio persulfatas

AP —amiloido beta peptidas

BAA — bisakrilamidas

Chol — cholesterolis

Cy5 — cianinas 5

DLS — dinaminé Sviesos sklaida

DOPC - 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfatidilcholinas

EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija

HC18 — 20-(Z-oktadecil-9-eniloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetra-31-konteno-1-olis
IKD — istekéjusi kalceino dalis

LB — Luria broth mitybiné terpé

LRPE - 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfatidiletanolaminas-N-(lizamino rodamino B
sulfonilas)

NDS — natrio dodecilsulfatas

NDS-PAAG — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé
PA — fosfatidine riigstis

PC — fosfatidilcholinas

PE — fosfatidiletanolaminas

PG — fosfatidilglicerolis

Pl — fosfatidilinozitolis

PS — fosfatidilserinas

SLE — smegeny lipidy ekstraktas

SM — sfingomielinas

TBI — trauminis smegeny pazeidimas

tBLM — prie pavirSiaus prikabinta dvisluoksné lipidiné membrana
TEMED — N,N,N’,N’-tetrametiletano-1,2-diaminas

Tris — tris(hidroksimetil)aminometanas

WC14 — 20-tetradeciloksi-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontan-1-tiolis



IVADAS

Neurodegeneracinés ligos daznai siejamos su netaisyklingai susilanksciusiy baltymy
kaupimusi ir agregacija smegenyse. Pastarieji pasizymi toksisku efektu ir gali sutrikdyti
neurony funkcijas bei sukelti jy zatj (Gandhi et al., 2018), taciau tikslus to molekulinis
mechanizmas iki $iol néra aiSkus. Vienos dazniausios demencijos formos — Alzheimerio ligos
(AL) metu, smegenyse kaupiasi netirpios amiloidinés plokstelés, kurios pagrinde sudarytos i$
amiloido beta peptido (A). Pastebéta, kad svarbus patologijos veiksnys yra ir uzdegiminis
S100A9 baltymas. Sis baltymas pasizymi amiloidogeninémis savybémis ir smegenyse gali
agreguoti j netirpias struktiiras pats savaime arba kartu su Ap (Wang et al., 2018). Agregacijos
proceso metu monomerai grjztamai jungiasi ] oligomerus, o veliau seka netirpiy fibriliy
formavimasis (Stroo et al., 2017). Kuri agregacijos proceso forma yra toksiskiausia neuronams,
iki galo néra i$siaiskinta. Zinoma, kad dauguma amiloidiniy baltymy gali saveikauti su lastelés
plazmine membrana ir joje sukelti pazaidas. Priklausomai nuo agregacijos proceso riisies
(monomerai, prefibriliniai dariniai, subrendusios fibrilés) sgveikos mechanizmas ir pazeidimo
lygis skiriasi (Zhang et al., 2014). Siame darbe tiriama skirtingo dydzio S100A9 ir APi.42
agregaty saveika su lipidy dvisluoksniu. Paprastai plazminés membranos tyrimus apsunkina jos
struktiros kompleksiSkumas, todél yra sukurta jvairiy membranos modeliy, imituojanciy
pagrindines jos savybes. Siame sgveikos tyrime naudojamos prie pavirsiaus prikabintos
fosfolipidinés membranos (tBLM) ir vienasluoksnés liposomos. Darbe atlickamas S100A9
baltymo gryninimas. S100A9 charakterizuojamas dinaminés Sviesos sklaidos metodu (DLS), o
saveika su tBLM tiriama pasitelkiant elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS). AB1-42
peptido morfologija vertinama atominés jégos mikroskopija (AJM). Jo poveikis lipidinio
dvisluoksnio integralumui stebimas registruojant ] liposomy vidy jterpto kalceino
fluorescencijos intensyvuma.

Sio darbo tikslas yra istirti skirtingos morfologijos SI00A9 baltymo ir AB peptido
formy sgveika su modelinémis plazminés membranos sistemomis.

Darbo uzdaviniai:

1. ISgryninti rekombinantinj ST00A9 baltyma.

2. Nustatyti skirtingomis salygomis susiformavusiy S100A9 baltymo ir Afi-42
peptido formy morfologija.

3. Istirti kaip skirtingomis saglygomis inkubuotas S100A9 baltymas saveikauja su prie
pavir$iaus prikabintomis membranomis (tBLM).

4. Nustatyti skirtingy AP1-42 agregacijos rusiy jtaka liposomy integralumui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Netvarkiis baltymai

Visi gyvy organizmy baltymai savaime arba dalyvaujant papildomiems baltymams
susisuka ] natyvig konformacija. Tokioje blisenoje jie yra stabiliis ir tinkamai atlieka savo
funkcijas. D¢l geno mutacijos ar savaiminiy vyksmy baltymai gali susisukti netaisyklingai ir
nesudaryti tvarkingos struktiiros. Sie netvarkiis baltymai paprastai yra pasalinami, ta¢iau kartais
to padaryti nepavyksta ir lagstelés viduje arba wuzlastelingje erdvéje pradeda kauptis
netaisyklingai susisuke baltymai. Kai kurie baltymai sudaro netirpias fibrilines sankaupas.
Tokias struktiiras galintys formuoti baltymai vadinami amiloidiniais ir yra siejami su
neurodegeneracinémis ligomis (Sweeney et al., 2017). 1.1 lentelé¢je yra pateiktas
neurodegeneraciniy ligy ir su jomis siejamy baltymy sarasas. Kai kuriais atvejais pastebima,
kad patologijos vystymesi dalyvauja ne vienas, o du ar daugiau tarpusavyje susijusiy baltymy
(Morales et al., 2013).

1.1 lentelé. Neurodegeneracinés ligos, susijusios su baltymy agregacija (Pritaikyta pagal Stroo
etal., 2017).

Agreguojantys Agregaty Paveikti smegenuy
baltymai lokalizacija regionai

Amiloidas beta, Tau,  Vidulasteling,

Alzheimerio liga Zieve, Hipokampas

S100A9 uzlasteline

Hantingtono liga Hantingtinas Vidulasteliné Dryiuo.taSis kuinas
(lot. striatum)

Parkinsono liga Alfa-sinukleinas Vidulasteliné Juodoji medz.lagaf
(lot. substantia nigra)

T L y . Galvos ir nugaros
Prioninés ligos Prionali Uzlasteline smegenys
Amilotropine SOD, FUS, TDP-43  Vidulasteliné Motoriniai neuronai

lateraliné sklerozé

1.1.1. Netaisyklingai susilanksc¢iusiy baltymy Salinimas organizme

Normaliomis salygomis lastelés kontrolés sistema palaiko baltymy homeostaze. Si
kontrolé¢ yra svarbi baltymy biogenezei, stabilumui, teisingam susilankstymui, pernasai bei

skaidymui. Visi procesai kontroliuojami siekiant uzkirsti kelia netinkamai susilanksciusiy
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baltymy kaupimuisi. Vienas i$ Igstelés mechanizmy, kuris padeda baltymams susisukti j natyvig
konformacija yra molekuliniai Saperonai. Pastarieji apibréziami kaip baltymai, sgveikaujantys,
stabilizuojantys ar padedantys kitiems baltymams jgyti funkciskai aktyviag konformacija
(Horwich, 2014). Baltymy degradacija yra dar vienas mechanizmas, kuriuo siekiama iSvengti
netaisyklingai susisukusiy baltymy kaupimosi. Tai daroma 3 pagrindiniais skaidymo keliais:
ubikvitino-proteasomy sistema, autofagija tarpininkaujant Saperonams ir makroautofagija
(Ciechanover, 2006; Ciechanover ir Kwon, 2015). Tirpus, netvarkingai susilankste baltymai
paprastai yra paSalinami ubikvitino-proteasomy sistemos. Autofagijos tarpininkaujant
Saperonams metu selektyviai skaidomi baltymai, kurie savo struktiroje turi bent vieng
aminoriigs§¢iy motyva, atitinkantj pentapeptido KFERQ seka. Tokius regionus atpazjsta HSC70
baltymas (angl. heat-shock cognate 70), kuris sgveikauja su lizosomos pavirs§iaus receptoriumi
LAMP-2 (angl. lysosomal-associated membrane protein 2). Susidargs kompleksas padeda
degraduojamiems baltymams patekti j lizosomas, kur hidrolazés juo suskaido iki aminortigsciy
(Alfaro et al., 2019). Baltymai arba jy agregatai, kuriy nepavyko paSalinti dviem minétais
biidais, yra nukreipiami makroautofagijos keliu. Siuo atveju skaidomus substratus apgaubia
membraniné puslelé — autofagosoma, kuri susilieja su lizosoma. Autofagosomos turinys yra
degraduojamas rugstiniy lizosomos hidrolaziy (Ghosh ir Pattison, 2018).

Baltymai, susij¢ su neurodegeneracinémis ligomis, gali greitai agreguoti ] netirpias
formas ir taip iSvengti suskaidymo. Agregatai ir tarpinés agregacijos proceso formos yra
visiSkai arba i§ dalies atspartis Zinomiems degradacijos keliams (Ciechanover ir Kwon, 2015).
Normaliomis salygomis organizme veikia minéti baltymy kokybés kontrolés mechanizmai.
Senstant tampa vis sudétingiau palaikyti tinkamg baltymy homeostaze. Galiausiai tai gali lemti
netinkamai susilanksc¢iusiy baltymy kaupimasi ir agregacijg lastel¢je. Dél to netvarkis baltymai

daznai dalyvauja su amziumi susijusiy ligy vystymesi (Koga et al., 2011; Kakkar et al., 2016).
1.2. Baltymy agregacija

Baltymai ir peptidai, formuojantys agregatus neurodegeneraciniy ligy metu, neturi
akivaizdaus seky, natyviy struktiiry ar funkcijy panaSumo, taciau jiems visiems yra biidingi
struktliriniai persitvarkymai, kuriy metu susidaro amiloidinés fibrilés (1.1 pav.). Jos pasizymi
tvarkinga ir stabilia B-lakSto struktiira, orientuota vertikaliai fibriliy aSiai. Elektroninés
mikroskopijos vaizduose fibrilés atrodo kaip i$siSakojusios gijos, kuriy skersmuo paprastai yra
keli nanometrai, o ilgis gali siekti kelis mikrometrus (Stroo et al., 2017). Fibrilés jungiasi
tarpusavyje ir suformuoja agregatus. Fibrilése [-lakSto struktira yra stabilizuojama
vandeniliniy ry$iy susidarymo tarp jj sudaranciy B-juosty CO ir NH grupiy (Kadziauskas, 2012,
p. 48).
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L

1.1 pav. Baltymy agregacijos mechanizmas. Netaisyklingai susisuke¢ baltymai gali bati i$ naujo
sulankstyti Saperony pagalba (1), degraduoti (2) arba agreguoti (3). Pirmame agregacijos
zingsnyje formuojasi oligomerai, kurie véliau jungiasi j fibriles, tarpusavyje galincias sudaryti
didesnius agregatus (Pritaikyta pagal Stroo et al., 2017).

Norinti daugiau suzinoti apie tarpines agregacijos proceso rusis, agregacijos procesa
galima tirti in vitro. Atliekant matavimus, tokius, kaip Sviesos sklaida ar tioflavino T
fluorescencija, galima sekti baltymy agregacijos reakcijos kinetikg (1.2 pav.). Procesas
prasideda nuo netvarkingai susilanksCiusiy baltymy arba peptidy stabiliy agregacijos
branduoliy susiformavimo. Prie tokiy branduoliy jungiasi monomerai ir vyksta fibriliy
ilgéjimas. Agregacija galima suskirstyti  tris pagrindines fazes. Pirmoji yra lag faz¢, kaip
manoma, atspindinti laika, kurio reikia branduoliams susiformuoti (nukleacija) ir kur susidares
fibriliy kiekis yra zemiau aptikimo ribos (Serio et al., 2000; Pedersen et al., 2004). Sios fazés
metu tirpale vyrauja dvi rasys: monomerai ir oligomerai (1.2 pav. A), o fibriliniy agregaty yra
labai nedidelis kiekis (< 2 % visy riisiy). Augimo fazéje fibriliy koncentracija smarkiai padidéja,
tuo tarpu monomery kiekis sumazéja. Siame etape vyksta labai spartus struktiry ilgéjimas.
Aktyviai augancios fibrilés skyla, sukuria naujus ilgéjimo galus ir antrinius branduolius
(1.2 pav. B). Tokios fibriliy sritys katalizuoja naujy agregaty susidarymg (Arosio et al., 2014;
Knowles et al., 2014). Galiausiai elongacijos procesas pasiekia pusiausvyrg ir didzioji dalis
tirpiy baltymy yra paverc¢iami fibrilémis. Paskutinéje fazéje (plato) yra iSeikvojami visi baltymo
monomerai (Blanco et al., 2012).

Baltymo tendencijg agreguoti lemia trumpi APR regionai (angl. aggregation prone
regions), kurie paprastai yra paslépti hidrofobin¢je baltymo dalyje. D¢l neteisingo baltymy
susisukimo ar mutacijy Sie regionai gali buti atidengiami ir lemti savaiminj agregaty
susidarymg. APR paprastai yra trumpos sekos (5—15 aminortigs¢iy ilgio), pasizymincios dideliu
hidrofobiSkumu ir turin¢ios tendencija formuoti B-laksto struktiiras (Tartaglia et al., 2008).
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1.2 pav. Amiloidiniy fibriliy susidarymo schema. Fibriliy formavimasis gali bati suskirstytas j
skirtingus etapus (A). Augimg skatina pirmininé (monomery prisijungimas) arba antriné
(atskilusiy fragmenty prisijungimas) nukleacija (B) (Pritaikyta pagal Zeineddine ir Yerbury,
2015).

1.3. Alzheimerio liga

Alzheimerio liga (AL) yra labiausiai paplitusi demencijos rasis, kuri pasireiskia
laipsnisku kognityviniy funkcijy (atpazinimo, sprendimy priémimo, kalbos, atminties ir kt.)
blogéjimu, daznai lydimu elgesio sutrikimy, tokiy, kaip apatija, agresyvumas ir depresija. Si
liga sudaro 60-70 % visy demencijos atvejy (Ferreira et al., 2014). Mazdaug 70 % AL
18sivystymo rizikos galima priskirti genetikai, taCiau rizikg didina tokie veiksniai, kaip smegeny
kraujagysliy ligos, diabetas, hipertenzija, nutukimas ir dislipidemija (Vinicius et al., 2019).

AL budinga smegeny atrofija, kurig sukelia neurony Zitis, taciau to prieZastis ir
molekuliniai mechanizmai néra iki galo aiSkis. Ligos metu smegenyse kaupiasi amiloidinés
plokstelés, sudarytos i§ amiloido beta (AP) peptido bei tarplagsteliniai Tau baltymo
neurofibriliniai raizginiai (Hoozemans et al., 2006; Heneka et al., 2015). Manoma, kad Sie
veiksniai sukelia neurony ziit], atsirandancig dél per didelio neuromediatoriy receptoriy
stimuliavimo neurony membranose, kalcio homeostazés sutrikdymo bei sukelto uzdegimo.
Uminis uzdegimas smegenyse yra jprasta apsauga nuo infekcijos, toksiny ir suzalojimy, ta¢iau,
AL metu prasideda létinis uzdegimas (neurouzdegimas). Tai lemia sutrikusi pusiausvyra tarp
uzdegiminiy ir prieSuzdegiminiy signaly. Uzdegiminémis sglygomis mikroglijos lastelés tampa
aktyvios ir i$skiria jvairius citokinus (Ferreira et al., 2014). Nustatyta, kad su AL patogeneze
yra susije ir S100 baltymy Seimos, atstovai, pvz., S100B (Gruden et al., 2007; Mori et al., 2010),
S100A1 (Afanador et al., 2014), S100A8, S100A9 ir S100A8/A9 kompleksas (Chang et al.,

2012), kurie dar vadinami neurouzdegiminiais markeriais. Nerviniuose audiniuose S100A9
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baltymas dalyvauja signaly perdavime uzdegimo metu bei yra randams amiloidinése

plokstelése ir aktyvioje glijoje (Wang et al., 2014).
1.4. Amiloido beta peptidas

Amiloidas beta yra trumpas peptidas, kuris gali biiti sudarytas i§ 39—43 aminortigs¢iy
(Qiu et al., 2015). Is visy AP izoformy, reikSmingiausios yra APi-40 (40 aminortigséiy) ir
AP1-22 (42 aminoragstys) (Gupta et al., 2010). AB1-40 it AP1-s2 yra gana panasis savo sekomis
(1.3 pav.). Skirtumas tarp jy yra papildomas izoleucinas ir alaninas APi-42 C-gale. AB1-42 yra
labiau amiloidogeninis nei APi40 ir Zymiai greiciau fibrilizuojasi (Teplow, 1998). Be to,
AP1-40 gali slopinti AP1-42 agregacija (Bate ir Williams, 2010). Kadangi APi42 C-galiniame
regione yra dvi papildomos aminoriigStys, manoma, kad Sis regionas nulemia skirtingus
agregacijos mechanizmus (Socher et al., 2014). AB1-42 pasizymi didesniu toksiskumu lasteléms

ir yra tiesiogiai susijes su Alzheimerio liga (Iwatsubo et al., 1994).

APi-ao : DAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKG AIIGLMVGGV V
1 10 20 30 40
APfi42 1 DAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKG AIIGLMVGGV VIA

1.3 pav. Skirtingy AP izoformy aminorugsciy seka.

AB yra gaunamas [-sekretazei atskeliant amiloido pirmatako baltymg (APP)
(angl. amyloid precursor protein). Minéti trys baltymai yra randami visuose stuburiniuose.
Pauksc¢iy, ropliy ir varliagyviy AP seka pasizymi didesniu nei 90 % homologiSkumu su
zmogaus AP, o zinduoliy seky homologija virSija 95 % (Tharp ir Sarkar, 2013). AP sekos
konservatyvumas stuburiniy evoliucijos eigoje rodo, kad jis yra reikalingas rasiy islikimui. A
fiziologiné svarba patvirtinta eksperimentais, kuriy metu endogeninio AP trikumas sukelia
neigiamas pasekmes jvairioms raSims ir gyviiny modeliams (Brothers et al., 2018). Nors yra
Zinoma apie AP neurotoksinj potencialg AL metu, sukaupta pakankamai jrodymy, leidZianc¢iy
manyti, kad AP pasizymi organizmui reikalingomis funkcijomis. Esant dideléms
koncentracijoms (nM-uM) AP sukelia Igsteliy zitj, taCiau buvo pasitlyta, kad mazos Sio
peptido koncentracijos (pM) gali reguliuoti sinapsiy plastiSkumag (Aguayo et al., 2014) bei
pasizyméti antimikrobiniu aktyvumu (Moir et al., 2018).

1.4.1. Amiloido beta susidarymas organizme

Amiloidas beta organizme susidaro skaidant jo pirmtaka — APP baltyma. APP yra

integralusis membranos baltymas, randamas daugelyje audiniy ir organy, jskaitant smegenis.
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Sis baltymas sudarytas i§ transmembraninio domeno, ilgo uZlastelinio glikozilinto N-galo ir
trumpesnio citoplazminio C-galo. APP reguliuoja sinapsiy formavimasi (Priller et al., 2006) bei
dalyvauja gelezies pernesime (Duce et al., 2011). Smegenyse APP yra randamas skirtingy
izoformy, kuriy ilgis svyruoja nuo 695 iki 770 aminoriigsciy. Neuronai daugiausia sintetina
trumpiausig i§ $iy formy — APP695 (Guerreiro et al., 2012), o glijos lastelése dazniausiai
aptinkamos APP751 ir APP770 formos (De Silva et al., 1997). APP molekulé yra atskeliama
[-sekretazés ir taip susidaro 39—49 aminortig§ciy peptidas, amiloidas beta (Nunan ir Small,
2000).

Zmogaus organizme APP gali biti apdorojamas dviem badais: amiloidogeniniu ir
neamiloidogeniniu (1.4 pav.). APP pirmiausia yra atskeliamas a-sekretazés (neamiloidogeninis
kelias) arba B-sekretazés (amiloidogeninis kelias). Tai lemia prie membranos prisikabinusiy o-
arba B-C galiniy fragmenty susidarymg. APP skélimas o-sekretaze lastelés pavirSiuje
suformuoja tirpy APPa fragmenta, o viduje palicka 83 aminortig§éiy ilgio APP C-galo
fragmenta (C83). Kai APP baltyma nuskelia B-sekretaze, iSorin¢je membranos puséje susidaro
tirpus APP, o vidinéje 99 aminoriig§¢iy peptidas (C99). Tirpaus APPa kiekis didéja reaguojant
] muskarininiy acetilcholino receptoriy aktyvacija, o tai rodo, kad neurony aktyvumas skatina
APP skélimg a-sekretaze (Chen et al., 2017). Toliau vyksta transmembraniniy fragmenty
skélimas y-sekretaze, kurio metu susidaro P3 (3 kDa) arba AP (4,5 kDa) peptidai, priklausomai
nuo to, kuriuo keliu prasidéjo APP apdorojimas (lwatsubo, 2004). AP peptidas susiformuoja i$

C99 fragmento.
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R
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1.4 pav. Zmogaus APP proteolitinis skaidymas (Pritaikyta pagal Chen et al., 2017).

Paprastai AP 1§ smegeny yra paSalinamas per cerebrospinalinj skyst] arba mikroglijos
lasteliy ir astrocity fagocitozés metu (Yoon ir Jo, 2012). Tirpios AP molekulés gali jungtis

tarpusavyje ] oligomerus, kurie i§ smegeny yra pasalinami lé¢iau ir sudaro netirpias sankaupas.
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Sis kaupimasis prasideda sutrikus pusiausvyrai tarp AB gamybos ir $alinimo. Daugumos in vivo
ir in vitro eksperimenty metu pademonstruota, kad oligomerinés ir netirpios AB formos
pasizymi toksiniu efektu neuronams. Sie rezultatai leido suprasti, kad AB oligomery ir agregaty
formavimasis tiesiogiai prisideda prie AL patogenezés. Dél Sios priezasties AP tapo vienu

pagrindiniu taikiniu Alzheimerio ligos gydyme (Masters ir Selkoe, 2012).
1.5. S100A9 baltymas

Baltymas S100A9 (1.5 pav.) yra S100 baltymy $eimos atstovas. Siai §eimai priklauso
citozoliniai, kalcj suriSantys baltymai, kurie atlicka jvairias vidulastelines ir uzlastelines
funkcijas: reguliuoja lasteliy apoptoze, proliferacija, diferenciacijg, migracija, energijos
apykaita, kalcio pusiausvyra, baltymy fosforilinima, dalyvauja uzdegiminiuose procesuose ir

imuniniame atsake (Marenholz et al., 2004; Leclerc et al., 2009; Gross et al., 2014).
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1.5 pav. S100A9 homodimero strukttira. Monomerg sudaro I spiralé , II spiralé, lanksti sritis,
Il spiralé (EF rankos struktiiros spiralé E), kalcj surisanti kilpa, IV spiralé (EF rankos struktiiros
spiralé F) (Pritaikyta pagal Markowitz ir Carson, 2013).

S100 baltymai vis dazniau jvardijami kaip svarbiis neurodegeneracijos ir senéjimo
veiksniai. [rodyta, kad SI00AS8 ir SIO0A9 iRNR zinduoliy audiniuose, jskaitant ir CNS yra
sen¢jimo pozymis (Swindell et al., 2013). Be to, pastebéta, kad S100A9 yra specifiskai susijes
su neurodegeneracinémis ligomis. Alzheimerio ligos metu padid¢ja S100A9 ekspresija
mikroglijos lastelése (Shepherd et al., 2006). S100A9 taip pat buvo rastas hipokampo ir
smegeny zieves neuronuose AL metu. Tose paciose vietose buvo lokalizuotas ir AP peptidas.
Idomu tai, kad kitas S100 Seimos atstovas, SI00AS8 baltymas, galintis sudaryti heterokompleksa
su S100A9, nebuvo pastebétas dalyvaujantis neurouzdegiminiuose procesuose AL smegenyse
(Wang et al., 2014). S1I00A9 baltymas jungiasi su galutiniy glikacijos produkty receptoriais
(RAGE) ir Toll-Like receptoriais (TLR4). Pastarieji dalyvauja endogeniniy molekuliy,

iSsiskiriancias létinio uzdegimo metu, atpazinime (Katte ir Yu, 2018; Ehrchen et al., 2009).
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S100A9 monomeras turi didelio ir mazo giminingumo Kalciui sritis, atitinkamai C-gale ir
N-gale. Kalcio prisijungimas sukelia konformacinius poky¢ius, kuriy metu pasisuka alfa
spiralés ir yra atidengiamas hidrofobinis plySys, reikalingas makromolekulinéms sgveikoms
(Markowitz ir Carson, 2013). S100A9 paprastai sudaro homodimerus bei heterodimerus ir
heterotetramerus kartu su S100A8 (Riva et al., 2013).

1.5.1. S100A9 Alzheimerio ligoje

Horvath ir kt. (2016) pademonstravo, kad S100A9 pasizymi amiloidogeninémis
savybémis ir in vitro formuoja citotoksiskus amiloidinius oligomerus, protofibriles ir fibriles
taip pat lengvai kaip AP1-42 peptidas. Taip pat, SIO0A9 ir AP gali agreguoti tarpusavyje in vitro
ir in vivo. In vitro, priklausomai nuo jy molinio santykio, jie sudaro zymiai didesnius fibrilinius,
sferinius ir nestruktiirizuotus agregatus, palyginus su kiekvieno jy atskirais agregatais. SI00A9
protofilamentai yra neurotoksiski ir sukelia neurony pazeidimus ar net ziitj. SI00A9 agregacija
kartu su AP gali veikti kaip mechanizmas, panaikinantis tirpias neurotoksines jy abiejy rusis
bei sutrikdantis uzdegimines S100A9 signalines savybes. Sio proceso pasekmé yra amiloidiniy
ploksteliy kaupimasis AL smegenyse. Nustatyta, kad AL smegeny audiniuose AP ir SI00A9
yra lokalizuoti kartu daugumoje amiloidiniy ploksteliy, o tai rodo, kad S100A9 gali prisidéti
prie amiloidiniy plokSteliy formavimosi. Dél savo amiloidogeniSkumo ir uzdegiminiy savybiy,
S100A9 yra svarbus faktorius AL amiloidinéje-neurouzdegiminéje kaskadoje ir
neurodegeneracijoje. S100A9, APi-42 ir kity biozymeny kiekio poky¢iai cerebrospinaliniame
skystyje gali atspindéti jy dalyvavimg patologiniuose AL mechanizmuose ir ligos progresavime
(Sharma ir Singh, 2016; Horvath et al., 2016 ).

Trauminis smegeny pazedimas (TBI, angl. traumatic brain injury) yra laikomas vienu i$
veiksniy, kurie gali prisidéti prie AL vystymosi. Wang ir kt. (2018) pademonstravo, kad
amiloidy-neurouzdegiminé kaskada, kurioje dalyvauja S100A9 jungia TBI ir AL. Analizuojant
galvos traumas patyrusiy pacienty smegeny audinius, pastebétas amiloidiniy ploksteliy
formavimasis. Jose nustatytas didelis S100A9 baltymo Kkiekis, lyginant su AB. TBI metu
susidariusios uzdegiminés salygos, tokios kaip padidéjusi S100A9 koncentracija, pH
sumazéjimas ir pakilusi temperatiira, skatina SI00A9 agregacija. SI00A9 gali buti pasalintas
proteaziy, taCiau didesni oligomerai ir agregatai tampa joms atspariis ir pradeda kauptis
lasteléje. AP peptidas gali agreguoti kartu su SI00A9 ir sudaryti struktiiras, kurios tampa AL

budingy senatviniy ploksteliy pirmtakais.
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1.6 pav. RySys tarp trauminio smegeny pazeidimo (TBI) ir Alzheimerio ligos. TBI metu,
padidéjus S100A9 kiekiui, formuojasi amiloidinés plokstelés, kurios gali buti pasalintos
proteaziy arba, sutrikus Siam Salinimo mechanizmui, pasitarnauti kaip Alzheimerio ligos
senatviniy ploksteliy pirmtakai. Proteaziy nepasSalinti vidulgsteliniai S100A9 oligomerai
skatina apoptozing kaskada, prisidedancia prie neurodegeneracijos. Paveiksle zalios spalvos
plokstelés sudarytos i§ S100A9, raudonos — i§ AP (Pritaikyta pagal Wang et al., 2018).

1.6. Amiloidiniy baltymy ir peptidy sgveikos su membrana budai

Smegenyse besikaupiantys amiloidiniai peptidai ir baltymai pasizymi neurotoksiSkumu.
Mokslingje literatiiroje daznai diskutuojama apie amiloidy toksiSkumo mechanizmg. Anksciau
buvo manoma, kad fibrilés ir dideli baltymy agregatai yra toksiski neuronams. (Davies et al.,
1997; Kim et al., 1999). Véliau buvo iskelta hipotezé, kad baltymy fibriliy susidarymas veikia
kaip mechanizmas, apsaugantis nuo maZesniy tarpiniy rii$iy — oligomery, kurie yra Zalingiausi.
Tokiy mazy oligomery toksiSkuma galimg paaiskinti dél jy pavirSiuje atidengiamy hidrofobiniy
grupiy, kurios normaliomis fiziologinémis sglygomis yra pasléptos baltymo viduje (Campioni
et al., 2010). Lengvai pasiekiamos baltymy hidrofobinés sritys gali lemti sgveika su daugeliu
funkciniy Igsteliy komponenty, pavyzdziui, plazmine membrana (Bucciantini et al., 2012). Vis
delto iki galo néra aiSku, kokiu efektu pasizymi tam tikra baltymo agregacijos proceso forma.
Yra pasiiilyti keli toksiSkumo mechanizmai, pavyzdZiui, sinapsinio perdavimo ir mitochondrijy
funkcijy sutrikdymas, oksidacinis stresas, lasteliniy signaly perdavimo pokyciai. Taip pat
neuronai gali biiti pazeisti amiloidiniams baltymy agregatams sgveikaujant su plazmine

membrana ir sukeliant pazaidas joje (1.7 pav.) (Butterfield ir Lashuel, 2010; Kotler et al., 2014).
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1.7 pav. Galimi neurony funkcijy sutrikdymo biidai, sukelti amilodiniy baltymy ir peptidy.
Viena i§ vyraujanc¢iy toksiSkumo hipoteziy — membranos pazeidimas (Pritaikyta pagal Kotler
etal., 2014).

Tiesioging amiloidy saveika su fosfolipidy dvisluoksniu galima suskirstyti j dvi
pagrindines rusis. Pirmuoju atveju baltymas jsiterpia ;| membrang ir joje formuoja poras.
Isiterpimas padidina membranos laidumg ir gali sukelti lastelés Zitj. Antruoju atveju baltymai
jungiasi prie membranos pavirSiaus (1.8 pav.). Prisijungimo vietoje membrana yra
suspaudziama ir suploninama. Abu sgveikos tipai néra visiSkai atskirti. Kuris 1§ jy vyraus,
priklausys nuo jvairiy faktoriy (Niu et al., 2018). Pavyzdziui, A a-spiralé prisijungia prie
membranos pavirSiaus esant dideliam lipidy/baltymy santykiui, o jam mazéjant sudaro
oligomerus, kurie formuoja transmembranines poras. Svarbu paminéti, kad ne tik baltymas gali
paveikti membranos savybes ir biiseng, taciau ir pati membrana gali turéti jtakos jo agregacijai.
Isiterpimas daZnai slopina fibriliy formavimasj, taciau lemia jony kanaly tipo struktiry

susidaryma (Wong et al., 2009).
1.6.1. Isiterpimas | membrang

Isiterpimo | lipidy dvisluoksnj metu amiloidai formuoja dviejy raiSiy poras: statinés
formos ir toroidines poras (1.8 pav.). Sie toksiski jony kanalai lasteliy membranose sukelia
kalcio homeostazés sutrikdymg, membranos depoliarizacija, kai kuriais atvejais apoptoze
(Zhang et al., 2014). Dauguma tyrimy yra sutelkti j kanaly struktiiry ypatumus ir jy susidarymo
mechanizmg. Atominés jégos mikroskopijos vaizduose uzfiksuotos APi-40 poros, sudarytos is
keturiy ir $eSiy subvienety (Quist et al., 2005). Molekulinés dinamikos eksperimentais
pademonstruota, kad APi-42 peptido N- ir C-galai sgveikauja su skirtingomis lipidy sritimis.
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C-galas yra linkes jsiterpti j hidrofobing dalj, o N-galas pirmenybe teikia sgveikai su lipido
hidrofiline grupe (Zhao et al., 2011). Monomerinés ir mazos oligomerinés formos gali jsiterpti
1 fosfolipidy dvisluoksnj nesudarant transmembraniniy pory, taciau sukeliant lipidy

persitvarkymus, kurie lems padidéjusj membranos pralaidumg (Zhang et al., 2014).

Detergentinis efektas
Membranos ploninimas fibrilémis Statinés Padengimo efektas
formos pora Toroidiné pora é
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1.8 pav. Skirtingy agregaty sukeliami membranos pazeidimai (Pritaikyta pagal Zhang et al.,
2014).

I~

1.6.2. Jungimasis su membranos pavirSiumi

Membranos fluidiSkumo ir morfologijos pokyciai gali priklausyti nuo prie jos
prisijungusiy peptidy masés (1.8 pav.). Didelés fibrilés ir agregatai sukelia didelg jtampa
membranos pavirSiuje, iSkreipia formg bei ja suplonina (Sasahara et al., 2012). Taip pat
amiloidiniai peptidai ir baltymai gali pasizyméti detergentiniu efektu. Dvisluoksnio pavirSiuje
kaupiantis tarpinéms agregacijos formoms, jos gali atplésti lipidus i§ dvisluoksnio,
formuodamos peptidy-lipidy vezikules (Sciacca et al., 2012). Siame mechanizme lipidiné
membrana pasitarnauja kaip katalitinis pagrindas, skatinantis peptido agregacija. Tai padidina
vieting peptidy koncentracijag ant membranos, todél prie membranos prisijunge monomerai ir
oligomerai gali tarpusavyje formuoti fibriles ir didesnius agregatus. Toks intensyvus struktiiry
kaupimas pavirSiuje sumazina membranos pavirSiaus jtempj ir sukelia jos fragmentacija,
pasalinant lipidy molekules. Siuo membranos sutrikdymu gali pasizyméti oligomerai ir fibrilés

(Zhang et al., 2014).
1.7. Biologinés membranos

Biologinés membranos atliecka gyvybiSkai svarbias funkcijas. Jos gaubia lgsteles,
atskiria jy viding terpe nuo iSorés, kontroliuoja selektyvy medZziagy transporta. Abipus
membranos sukuriamas jony gradientas yra gyvy organizmy energijos Saltinis, reikalingas
aktyviai medziagy pernasai per membrang bei nervinio impulso perdavimui. Be to, jos yra
svarbios komunikacijai tarp Igsteliy (siunciant, priimant ir apdorojant informacija cheminiy ir
elektriniy signaly pavidalu) (Watson, 2015). Biologinés membranos yra sudarytos i$ dvigubo
lipidy molekuliy sluoksnio, kuriame taip pat jsiterp¢ baltymai bei angliavandeniai.
Membraniniai baltymai padeda iSlaikyti membranos struktiirinj integraluma bei leidzia per ja

judéti jvairioms medziagoms. Angliavandeniy yra tik iSorinéje dvisluoksnio puséje, paprastai
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kovalentiniu rySiu prisijungusiy prie kai kuriy lipidy ir baltymy. Jie yra svarbiis Igsteliy
atpazinimui. Angliavandeniai sudaro maziausig membranos komponenty dalj (<5 %) (Casares
etal., 2019).

Membranose yra randami trijy tipy lipidai: fosfolipidai, glikolipidai ir steroliai.
Fosfolipidy pagrinda sudaro glicerolis, prie kurio vieno anglies atomo yra prijungtas fosfatas
su cholino, serino arba etanolamino pakaitu. Like du anglies atomai yra esteriniu rySiu susijunge
su riebaly rugstimis. Fosfolipidai, savo sudétyje turintys glicerolio yra priskiriami
glicerofosfolipidams. IS visy glicerofosfolipidy gyviny Iasteliy membranose daugiausia
randama fosfatidilcholino (PC) (1.9 pav. A). Cholinas gali buti pakeistas serinu arba
etanolaminu ir atitinkamai susidaryti fosfatidilserinas (PS) ir fofatidiletanolaminas (PE).
Glikolipidai vietoj fosfato grupés turi angliavandenj, pavyzdziui, glikukoze (1.9 pav. B).
Steroliy néra daugelyje bakterijy membrany, taciau jie yra svarbiis gyviny (cholesterolis) ir
augaly (stigmasterolis) membrany komponentai. Cholesterolio strukttira labai skiriasi nuo
fosfolipidy ir glikolipidy. Jj sudaro hidroksi grupé (hidrofiliné sritis), keturiy ziedy steroidiné
strukttira (hidrofobing sritis) ir trumpa $oniné angliavandeniliy grandiné (1.9 pav. C) (Watson,
2015). Visi membrany lipidai yra amfipatiniai — savo sudétyje turi tiek hidrofilines, tiek
hidrofobines sritis. Hidrofilinei galvutei palankiausia yra vandenin¢ aplinka, o hidrofobiné
uodega yra stabilesné lipidin¢je aplinkoje. AmfipatiSkas membrany lipidy pobiidis bei
hidrofobinés traukos ir hidrofilinés stimos jégos, lemia tai, kad jie natiiraliai formuoja
dvisluoksnius, kuriuose hidrofilinés galvutés nukreiptos i iSor¢ link vandeninés aplinkos, o

hidrofobinés uodegos j vidy (Casares et al., 2019).
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1.9 pav. Trijy tipy membrany lipidai. A — fosfolipidai; B — glikolipidai; C — steroliai (Pritaikyta
pagal Watson, 2015).
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Skirtingiems lgsteliy tipams yra budinga skirtinga jy plazminés membranos lipidy ir
baltymy kompozicija. Eukariotinése lastelése daugiausia yra fosfatidilcholino. Smegeny
audinio membranose randama daug fosfatidilserino ir sfingolipidy. Sirdies ir plaudiy
membranoms biidingas didelis kiekis fosfatidilglicerolio. Nerviniy skaiduly mielino dangale
ypa¢ daug cerebrozidy ir jy sulfato esteriy. Membranos sudétis varijuoja ir tarp lgstelg
sudaranciy organeliy. Endoplazminio tinklo, mitochondrijy ir branduolio membranose beveik
néra sfingomielino (Kadziauskas, 2012, p. 245; Casares et al., 2019). Eukariotuose abi
plazminés membranos dvisluoksnio pusés pasizymi specifiSka lipidy kompozicija ir
asimetriSkumu. ISorinis sluoksnis daugiausia sudarytas i§ fosfatidilcholino ir sfingolipidy.
Vidinis savo sudétyje turi fosfatidiletanolamino, neigiamai jkrauto serino ir fosfatidilinozitolio.
Sia membranos asimetrija sukuria ir palaiko dviejy tipy ATPazés: flipazés ir flopazés
(Marquardt et al., 2015).

Plazminéje membranoje yra randami mikrodomenai, turintys specifiniy fizikiniy ir
cheminiy savybiy. Pavyzdziui, signalosomos yra sritys, kuriose susikaupe baltymy kompleksai
leidzia vykdyti signalo perdavimg. Tokiems mikrodomenams yra biidinga specifinio tipo lipidy
sfingomielino, glikosfingolipidy ir cholesterolio, kurie palaiko tvarkingg skystakristale biiseng
toje srityje. Heterogeninis lipidy pasiskirstymas leidzia susidaryti tiek trumpalaikiams, tiek
stabiliems membranos mikrodomenams. Prie laikiny membraniniy mikrodomeny yra
priskiriamos tokios sritys kaip lipidy plaustai ar kalveolés, o stabiliy mikrodomeny pavyzdziai
yra glaudZiosios jungtys bei sinaptosomos. Skirtumus tarp laikiny ir stabiliy membranos

domeny nulemia specifiniy baltymy ir lipidy iSsidéstymas (Casares et al., 2019).
1.8. Membranos modeliai

D¢l biologiniy membrany sudétingumo bei sgveikos su vidiniais ir uzlgsteliniais
komponentais kyla daug problemy jy tiesioginiuose tyrimuose. ISspresti Siai problemai buvo
sukurti dirbtiniai supaprastinti modeliai, savo struktiira ir sudétimi atitinkantys lasteliy
membranas. Dabar yra naudojamos jvairios modelinés sistemos, kuriy tikslas imituoti
pagrindines Igstelés membranos funkcijas (Rebaud et al., 2014). Toliau bus aptariami du
membranos modeliai: liposomos ir prie pavirSiaus prikabintos fosfolipidinés membranos

(tBLM, angl. tethered bilayer lipid membranes).
1.8.1. Liposomos

Liposoma — sferinis fosfolipidy dvisluoksnis, kurio viduje yra vandeniné aplinka. Dél

gebéjimo atskirti viding aplinka nuo iSorinés, liposomos gali biiti naudojamos atliekant vaisty
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perne$imo ir membranos integralumo tyrimus (Hern, 2011). Liposomy lipidy sudétis priklauso
nuo pageidaujamo modelio. Norint atkartoti eukariotiniy lasteliy membranas naudojami tokie
lipidai kaip PC, PE, PS, rec¢iau fosfatidilinozitolis (P1) bei fosfatidilglicerolis (PG). 3PE:1PG
molinis santykis atitinka vidinés bakterijy membranos modelj (Pasenkiewicz-Gierula, 2005).
Paprastai liposomy modeliuose abu lipidy sluoksniai yra vienodi, tac¢iau naudojant tam tikrus
paruosimo protokolus galima gauti asimetrinj fosfolipidy dvisluoksnj. Tokios sistemos
gaunamos tarp skirtingy kompozicijy liposomy vykstant lipidy molekuliy mainams. Tai gali
buti pasiektas 3 pagridiniais budais: 1) keiciant tirpalo, kuriame yra neigiamai jkrautos
vezikulés, pH; 2) pridedant iSoriniy fermenty, kurie selektyviai modifikuoja dvisluoksnio
iSoriniy lipidy grupes; 3) pridedant lipidus pernesanciy molekuliy, kurios katalizuoja lipidy
mainus tarp vezikuliy iSoriniy sluoksniy (Doktorova et al., 2018).

Liposomy gamybos procediira yra gana paprasta ir remiasi hidrofobine lipidy ir vandens
molekuliy sgveika (Zakharian, 2013). Lipidy molekulés vandeniniame tirpale formuoja jvairaus
dydzio daugiasluoksnes liposomas, kuriy skersmuo gali svyruoti nuo nanometry iki keliy
mikrometry. Vienasluoksnés liposomos pagal dyd;j yra skirstomos j dvi riisis. Turin¢ios didesnj
nei 100 nm skersmenj vadinamos didziosiomis vienasluoksnémis liposomomis (LUV, angl.
large unilamellar vesicles), o 20-100 nm vadinamos mazosiomis vienasluoksnémis
liposomomis (SUV, angl. small unilamellar vesicles). Vienasluoksnés liposomos yra
formuojamos naudojant ultragarsg arba mechaning jéga (ekstruzija). EKstruzijos proceso metu
liposomy suspensija yra praleidZziama per polikarbonato filtra su reikalingo dydZio poromis
(Routledge et al., 2019). Liposomos dydis turi jtakos fosfolipidy dvisluoksnio kreivumui.
Kreivumas gali biiti svarbu kai kuriy baltymy gebéjimui prisijungti prie membranos (Middleton
ir Rhoades, 2010) ir paveikti jos integraluma, todél butina atsizvelgti j liposomos dydj,
tinkamiausig tyrimui. Daugiasluoksniy pusleliy uzsaldymas-atSildymas daznai naudojamas
siekiant sumazinti pusleliy sluoksniy skai¢iy ir pagerinti jy inkapsuliavimo efektyvuma
(Costa et al., 2014).

Liposomy tyrimuose gali biiti naudojami jvairls metodai. Liposomy viduje
inkapsuliuoto dazo (pvz.: kalceino) fluorescencijos intensyvumo registravimas gali suteikti
informacijos apie liposomy integralumo sutrikdyma (Routledge et al., 2019). Plazmoniniy
nanodaleliy jutikliai leidZia nustatyti liposomy konformacija, kreivumga ir storj realiuojy laiku
(Soler et al., 2016). Dydzio pokycCius galima registruoti dinaminés $viesos sklaidos metodu
(DLS) (Hupfeld et al., 2006) . Kartu Sie metodai yra labai svarbis tiriant potencialiai toksisky
junginiy poveikj lgsteliy membranai ir leidZia geriau suprasti, kaip jvairiy sutrikimy metu kinta

membranos savybes.
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1.8.2. Prie pavirsiaus prikabintos lipidinés membranos

tBLM yra gaminamos panardinant metalinj elektroda (pvz.: auksg) j inkariniy molekuliy
ir B-merkaptoetanolio tirpalg. Po keliy valandy inkubacijos ant pavirSiaus susiformuoja
savitvarkis monosluoksnis (SAM) (angl. self-assembled monolayer). Sekanciame etape ant
savitvarkio monosluoksnio liejamos lipidy suspensijos vezikulés ir gaunamos funkcionalios
membranos (McGillivray et al., 2007). Inkariniy molekuliy hidrofobiniai segmentai jsiterpia j
lipidinj dvisluoksnj, o hidrofilinés sritys palaiko ji 1-2 nm atstumu kieto pavirSiaus.
B-merkaptoetanolis iSsidésto tarp inkariniy molekuliy ir neleidZia joms suartéti, kad membrana
netapty per daug kieta bei palaikyty tinkamg takumga. Struktiirinés ir funkcinés tBLM savybés
priklauso nuo daugelio veiksniy, jskaitant lipidus, naudojamus jy susidarymui, pavirsiy ir
pomembraning erdve. Inkariniy junginiy pobudis turi reikSmingos jtakos prikabinto
dvisluoksnio savybéms. Didéjant inkariniy molekuliy ilgiui, tBLM kokybé bloggja.
Membranos struktiira tampa maziau tvarkinga, joje atsiranda pazeidimai ir ji gali atsiskirti nuo
kieto pagrindo (Liu ir Faller, 2012). Taip pat svarbi ir inkariniy molekuliy cheminé struktiira.
Nustatyta, kad inkariniai lipidai, su dvigubais rySiais anglies atomy grandinése, lemia maZziau
tvarkingg savitvarkio monosluoksnio molekuliy i§sidéstyma, o tai padidina tBLM dvisluoksnio
takumg (Budvytyte et al., 2013).

Idealus modelis turéty pasiZzymeti pagrindinémis savybémis, imituojanciomis nattiralias
membranas. tBLM sugeba palaikyti optimaly dvisluoksnio takuma, be to, uztikrina hidratuota
pomembranin] rezervuarg, kuris suteikia ] membrang jsiterpusiems baltymams naturalias
biologines salygas. Sio tipo modeliuose kietu pagrindu dazniausiai pasirenkamas stiklas,
padengtas plonu aukso sluoksniu (apie 100 nm). Auksas naudojamas dél savo stabilumo ir
universalumo analitiniams metodams. Membranos parametrai gali buti registruojami
pasitelkiant neutrony sklaida, atominés jégos mikroskopija, infraraudonyjy spinduliy
atspindZio-sugerties spektroskopija (IRRAS), pavirSiaus plazmony rezonansg (SPR),
elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) (Andersson et al., 2018).

tBLM modeliai naudojami tiriant ligas bei procesus, sukelian¢ius pazaidas membranoje,
taip pat norint geriau suprasti membraniniy baltymy savybes, juos jterpiant j lipidy dvisluoksnj.
Si sistema gali biiti naudojama kaip stabili platforma biojutikliy kiirime (Jackman et al., 2012).
Prie kieto pavirSiaus prikabinti lipidy dvisluoksniai daznai taikomi sgveikos su peptidais ir
baltymais tyrimuose bei poras formuojanciy toksiny aktyvumo nustatyme. McGillivray et al.

(2009) pademonstravo a-hemolizino formuojamy pory aptikimo tBLM sistemoje galimybés.
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2. METODIKA

2.1 Prietaisai ir medziagos

2.1.1. Reagentai

Agaras (Carl Roth);
Akrilamidas:bisakrilamidas 37,5:1
(Fisher Scientific);

Amonio chloridas NH4CI

(Acros Organics);

Amonio persulfatas APS

(Acros Organics);

Ampicilinas (Carl Roth);

AP1-42 (gautas i dr. V. Smirnovo Amiloidy
tyrimy grupés, Biotechnologijos instituto,
GMC, VU);

Baltymy molekulinés masés Zymuo
,»Ez-Run Rec ladder” (Fisher Scientific);
Chloroformas (Sigma-Aldrich);

Dinatrio hidrofosfatas Na;HPO4

(Carl Roth);

Ditiotreitolis DTT (Fisher Scientific);
Elektroforezés geliy dazas

(Fisher Scientific);

Etanolis (Sigma-Aldrich);
Etilendiamintetraacto ragstis EDTA
(Fisher Scientific);

Glicerolis (Acros Organics);

Gliukozé (Fisher Scientific);

Kalio chloridas KCI (Sigma-Aldrich);
Kalio dihidrofosfatas KH2PO4 (Carl Roth);

Karbamidas (Fisher Scientific);

Laktozé (Fisher Scientific);

LB mitybiné terpé (Carl Roth);

Magnio sulfatas MgSO4

(Fisher Scientific);

Mieliy ekstraktas (Thermo Fisher);

Natrio chloridas NaCl (Carl Roth);

Natrio dodecilsulfatas NDS

(Fisher Scientific);

Natrio hidroksidas NaOH
(Sigma-Aldrich);

Natrio sulfatas Na,SO4 (Acros Organics);
Pentanas (Reachem);

TEMED (Fisher Scientific);
Tris(hidroksimetil)aminometanas  TRIS
(Carl Roth);

Tritonas X-100 (Sigma-Aldrich);
Plazmidé su atsparumo ampicilinui genu ir
iklonuotu S100A9 baltyma koduojanciu
genu (gauta 1§ dr. V. Smirnovo amiloidy
tyrimy grupés, Biotechnologijos instituto,
GMC, VU);

Lipidai (Avanti polar lipids):
1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfocholino
(DOPC), sfingomielinas (SM), smegeny
lipidy ekstraktas (SLE) (sudétis: 12,6 %
PC, 33,1 % PE, 4,1 % PI, 18,5 % PS,
08% PA, 30,9 % nezinoma),
cholesterolis, LRPE, Cy5-chol;
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SAM komponentai (junginius susintetino David J. Vanderah, NIST Chemical Sciences and
Technology Laboratory, Marilandas, JAV):
20-Z-oktadecil-9-eniloksi-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetra-31-konteno-1-olis (HC18),
20-tetradeksiloksio-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano-1-tiolis (WC14).

2.1.2. Tirpalai

Tirpalai, naudojami S100A9 baltymo gryninime:

A buferinis tirpalas (haudojamas chromatografijoje): 20 mM Tris bazinis komponentas,
0,50 mM DTT, pH 8;

B buferinis tirpalas (naudojamas chromatografijoje): 20 mM Tris bazinis komponentas,
1M NaCl, 0,50 mM DTT, pH 8;

C1 buferinis tirpalas (biomasés homogenizavimui, dializei): 20 mM Tris, 0,5 mM EDTA,
0,5mM DTT, pH 8;

C2 buferinis tirpalas (biomasés plovimui): 20 mM Tris, 1M karbamido 0,5 mM EDTA,
0,5mM DTT, pH 8;

C3 buferinis tirpalas (baltymo tirpinimui): 20 mM Tris, 8M karbamido 0,5 mM EDTA,
0,5mM DTT, pH 8;

Natrio fosfatinis buferinis tirpalas: 0,1 NaCl, 0,01 NaH2PO4, pH 4,5;

PBS buferinis tirpalas: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 1,8 MM KH2PO4,
pH 7,4;

SAM tripalai:

HCI18 ir BME tirpalas etanolyje: HC18:BME moliniu santykiu 45:55. Bendra tioliy
koncentracija 0,1 mM;

WC14 ir BME tirpalas etanolyje: WC14:BME moliniu santykiu 35:65. Bendra tioliy
koncentracija 0,1 mM;

10 mM cholesterolio tirpalas chloroforme

10 mM DOPC tirpalas chloroforme

12 mg/ml smegeny lipidy tirpalas chloroforme

60 mM kalceino tirpalas PBS buferyje, pH 7,4.

2.1.3. Sorbentai

DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare);
Superdex 75 prep grade (GE Healthcare);
Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich).
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2.1.4. Kompetentinés lastelés

Baltymy raiSkai naudojamas kamienas E. coli BL21 (DE3).

2.1.5. Mitybinés terpés

Agarizuota LB (Luria Broth) terpé: 0,625 g LB mitybinés terpés ir 0,375 g agaro

iStirpinama 25 ml dH20, autoklavuojama 121 °C 20 min. Atvésinama iki ~50 °C, jdedama

ampicilino, kad jo galutiné koncentracija btity 100 pg/ml ir supilama j Petri 1ékStelg sustingti.

Skysta LB (Luria Broth) terpé: 0,5 g LB mitybinés terpés istirpinama 20 ml dH20,

autoklavuojama 20 min., 121 °C.

Autoinduktyvi terpé ZYM-5052: 90 g triptono, 45 g mieliy ekstrakto, 31,95 g NaoHPOu,
30,6 g KH2PO4, 24,075 g NH4CI, 6,3 g Na:SOg4, 4,41 g MgSOs istirpinama 2,7 1 dH20.

Atskirai pasveriam 45 g glicerolio, 4,5 g gliukozés, 18 g laktozés ir iStirpinama 300 ml dH>O.

Abu tirpalai autoklavuojami atskirai 20 min. 121 °C. Po to Sie tirpalai sumaiSomi

laminariniame bokse ir pridedama ampicilino (100 pg/ml).

2.1.6. Laboratoriné jranga ir priedai

AJM adata FESP-V2 (Bruker);
Analitines svarstyklés (Kern);
Atomings jégos mikroskopas
(Dimension Icon Bruker);
Autoklavas (AHS-75N);

Centrifuga (Herolab HiCen SR);
Chromatografinés kolonélés (Sigma-
Aldrich): ,,XK26, ,, Tricorn 10/300%;
Chromatografiné sistema (Akta
explorer);

Dializés zarna (Fisher Scientific);
Elektrocheminiy celiy blokas
(Pagamintas Biochemijos institute,
GMC, VU);

Elektrocheminé darbo stotis (Zennium);
Elektroforezés aparatas (Biometra

Minigel-Twin);

Filtrai, 0,22 um pory dydzio (Fisher
Scientific)

Fluorescencinis mikroskopas ,,BX61WI*
(Olympus);

Homogenizatorius ,,Potter-Elvehjem*
(Sigma-Aldrich);

Koncentratoriai (Amicon);

Krosnelé (Gallencam);

Laminarinis boksas (Telstar Bio 11
Advance);

Magnetiné maisyklé (Cole-Parmer);
Mégintuveliy kratykle (VWR);
Membranos (Avanti Polar Lipids);
Mikroploksteliy sandarinimo plévelé
(Fisher Scientific);

Mikroploksteliy skaitytuvas (Clario star
plus);
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e pH-metras (Mettler Toledo); e Termostatas ,,IB-15G* (Fisher

e Prastiimimo sistema Mini-Extruder Scientific);
(Avanti Polar Lipids); e Ultragarsinis homogenizatorius
e Purtyklé (IKA KS); (Bandelin Sonopuls);
e Spektrofotometras ,,NanoDrop 2000 e Ultragarso vonelé (MRC);
(Fisher Scientific); ¢ Vandens valymo sistema (Milli-Q plius)
e Spektrofotometras ,,Zetasizer pV« e Zérutis (SPI Supplies);
(Malvern); e 96 Sulinéliy mikroplokstelés (Corning).

e Stiklo plokstelés (Fisher Scientific)

2.2. Metodai
2.2.1. S100A9 baltymo gryninimas
2.2.1.1. Transformuoty Igsteliy auginimas ir tikslinio baltymo raiska

1 200 ul E. coli BL21 (DE3) kompetentiniy lasteliy dedama 2 pl plazmidés tirpalo.
Transformantai uzséjami ant Petri 1€kstelés su agarizuota LB terpe, kurioje yra 100 pg/ml
ampicilino. Lastelés apie 16 val. inkubuojamos 37 °C. Atsitiktin¢ kolonija i§ Petri 1ékstelés
perkeliama 1 10 ml autoklavuotos LB terpés su ampicilinu (100 pg/ml). Lastelés apie 7 val.
auginamos purtykléje (220 aps/min, 37 °C). Optiniui tankiui pasiekus 0,7 vienetus, lastelés
perse¢jamos ] 4 kolbas, kuriose yra po 300 ml autoinduktyvios terpés su ampicilinu (100 pg/ml).
Tokioje terpe¢je baltymo raiSkos indukcija prasideda, kai baigiasi gliukozé ir kaip energijos
Saltinj Igstelés pradeda naudoti laktozg. Kolbos vél dedamos j purtykle ir 1astelés paliekamos
augti per naktj. Kitg dieng i§ kolby surenkama biomasé. Tam uzauginta kultiira centrifuguojama

5000 x g, 15 min, 4 °C temperatiiroje.
2.2.1.2. S100A9 baltymo renatiracija ir dializé

Bakterijoms ekspresuojant didelj baltymo kiekj gali susidaryti inkliuziniai kiineliai
(agregata). Jie tirpinami buferyje, turiniame didel¢ koncentracija denatiiranto. Visos
tolimesnés procediiros atliekamos baltymo tirpalg laikant ledo voneléje. Surinkta biomasé
homogenizuojama C1 buferyje ir lastelés ardomos ultragarso homogenizatoriuje (salygos:
50 % amplitudé, 10 min trukmé, 30 s veikimo rezimas, po kurio seka 30 s pertrauka). Po
veikimo ultragarsu biomas¢ centrifuguojama 20000 x ¢, 30 min, 4 °C temperatiroje.
Supernatantas nupilamas, palieckamos nuosédos. SI00A9 baltymas yra randamas tiek tirpioje,

tiek netirpioje frakcijose, taciau didzioji jo dalis yra netirpi, todél gryninimas atlickamas i$ Sios
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frakcijos. Nuosédos dar kartg homogenizuojamos C1 buferyje ir tirpalas centrifuguojamas
(20000 x g, 30 min, 4 °C). Supernatantas nupilamas, nuosédos praplaunamos C2 buferiu,
kuriame yra 1M karbamido. Vél centrifuguojama 20000 x g, 30 min, 4 °C temperatiiroje.
Nupylus supernatantg nuosédos iStirpinamos buferyje, kuriame karbamido koncentracija 8M
(C3 buferinis tirpalas). Karbamidas suardo antring baltymo struktiirg. Renattiracija atlickama
denatiirantg pasalinant dializés budu. Tirpalas supilamas j dializés Zarng. Dializé vyksta C1
buferiniame tirpale (4 1), po 4 val. pakei¢iant buferinj tirpala. Po dializés baltymo tirpalas
centrifuguojamas 25000 x g, 30 min, 4 °C temperataroje. Tuomet filtruojamas naudojant

0,22 um dydzio pory filtra.
2.2.1.3. Jony mainy chromatografija

Chromatografijai naudojamas DEAE sefarozés sorbentas. Supylus sorbenta j kolonéle,
ji prijungiama prie chromatografijos sistemos ir praplaunama A ir B buferiais. Ant kolonélés
baltymas uzneSamas naudojant peristalting pompa. Baltymo eliucija vykdoma didinant B
buferio gradientg nuo 5 % iki 20 %. Viso atplovimo metu tirpalai leidziami 3 ml/min greiciu.
B buferinio tirpalo 5 % gradientas pasiekiamas per 5 min, 15 % — per 10 min, 20 % — per
30 min. Didéjant pastarajam gradientui yra renkamos frakcijos, kuriose detektuojamas

baltymas pagal UV sugert].
2.2.1.4. Gelfiltracija

Pries gelfiltracija baltymo tirpalas koncentruojamas iki 10 mg/ml. Baltymo
koncentracija tirpale nustatoma naudojant ,,NanoDrop 2000* spektrofotometrg (A = 280 nm).
Koncentracija apskai¢iuojama pagal baltymo mase (13242 Da) ir ekstincijos koeficientg
(7090 M*cm™). Baltymo tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydzio filtrg ir uzne$amas ant
kolonélés, pakrautos ,,Superdex 75° sorbentu, naudojant uzneSimo kilpg. Nuo kilpos ant
kolonélés baltymas uzZneSamas 1 ml/min greiciu. Eliucija vykdoma leidziant PBS bufer; 1,5
ml/min grei¢iu. Gelfiltracija naudojama surinkti tas baltymo frakcijas, kuriose yra maziausias
priemaiSy kiekis bei pakeisti buferinj tirpalg i reikiamg (tolimesniems eksperimentams bus

reikalingas PBS fosfatinis buferis).
2.2.1.5. Baltymy elektroforezé

Paruosiami skiriamasis ir koncentruojamasis elektroforezés (NDS-PAAG) geliai.
Pirmiausia ruoSiamas skiriamasis gelis (12 %), kurio komponentai nurodyti 2.1 lenteléje.
Tirpalas pilamas tarp dviejy surinkty elektroforezés stiklo plokSteliy ir ant virSaus uZzpilama

distiliuoto vandens. Palaukiama apie 40 min., kol gelis polimerizuojasi. Ruosiamas 4 %
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koncentruojamasis gelis (2.1 lentelé). Nuo skiriamojo gelio nupilamas vanduo, uzpilamas
koncentruojamojo gelio tirpalas ir tarp stikliniy ploksteliy jstatomos Sukos. Sustingus ir
antrajam geliui (apie 30 min.), plokstelés yra jstatomos | elektroforezés aparatg ir jo ertmés
uzpildomos elektroforezés buferiu. Elektroforezés parametrai: 200 V jtampa, 30 mA stiprio
srove. Kai dazas pasiekia gelio apacia, procesas yra stabdomas ir gelis iSimamas i ploksteliy.
Keletg karty praplaunamas distiliuotu vandeniu ir apie 15 min. dazomas ,,Ez-run* dazu, skirtu
baltymams. Nupylus dazg gelis dar kartg praplaunamas distiliuotu vandeniu ir palickamas jame

iSrysketi.

2.1 lentelé. Elektroforezés geliy komponentai.

12 % skiriamasis gelis 4 % koncentruojamasis gelis
H-0 dist. 2,55 ml H20 dist. 1,27 ml
1,5M Tris-HCI pH 8,8 1,53 ml 1,5M Tris-HCI pH 6,8 500 pl
40% AA/BAA 1,83 ml 40 % AA/BAA 201 pl
10% NDS 61 pl 10% NDS 20 ul
10% APS 30,5 pl 10% APS 10 ul
TEMED 3,65 ul TEMED 2ul

2.2.2. S100A9 baltymo oligomerizacija skirtingomis salygomis

[Sgrynintas S100A9 baltymas yra PBS buferiniame tirpale. Norint gauti jvairaus dydZzio
agregacijos formas, baltymo oligomerizacija atliekama skirtingomis sglygomis. Baltymo
tirpalas (2 mg/ml) 2 val. inkubuojamas skirtingose temperatiirose (22 °C, 37 °C, 60 °C).

Tuomet paliekamas toliau oligomerizuotis para laiko 22 °C temperatiiroje.
2.2.3. Dinaminé Sviesos sklaida

Dinaminés S$viesos sklaidos (DLS) metode matuojami nuo laiko priklausantys
i§sklaidytos Sviesos intensyvumo svyravimai, atsirandantys dél daleliy Brauno judéjimo.
Matavimo metu lazerio Sviesa nukreipiama ] méginj kiuvetéje. Jei méginyje yra daleliy,
krintanti lazerio $viesa i$sklaidoma j visas puses. Sviesos sklaida detektuojama tam tikru
fiksuotu kampu, paprastai 90°. Intensyvumo svyravimai analizuojami naudojant
autokoreliatoriy, kuris nustato signalo autokoreliacijos funkcija. Signalo koreliacijos
koeficientas slopsta eksponentiSkai ir priklauso nuo tirpale esanciy daleliy difuzijos. Brauno
judéjimo greitj apibrézia difuzijos koeficientas (D). Stokso-Einsteino lygtis sieja difuzijos

koeficientg su daleliy hidrodinaminiu skersmeniu (Rn):
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2 67":%}1 , 2.1)
kur kg — Bolcmano konstanta, T — absoliuti temperatira, o n — terpés klampumas (Stetefeld et
al., 2016).

Skirtingo dydzio dalelés sukelia skirtingas iSsklaidytos S$viesos fliuktuacijas.
Priklausomai nuo daleliy dydzio, skiriasi difuzijos greitis ir koreliacijos koeficiento slopimo
trukmé (2.1 pav.). Koreliacijos koeficiento slopimo pradzios taskas suteikia informacijos apie

daleliy hidrodinaminj spindulj. Kai tirpale vyrauja mazos dalelés, koreliacijos koeficientas

slopsta greiciau nei vyraujant dideléms (Falke ir Betzel, 2019, p. 174-176 ).

|:... dideles daleles

/\ \ L/,\ mazos dalelés
W/ AN
AV

Laikas

>

Intensyvumas

v

vy)

koreliacijos intervalas T 2 AKF —difuzijos koeficientas
o B

Intensyvumas

Yird e
/ \ Laikas 0.000001 0(1),0[211 0.01

2.1 pav. DLS nustatomas daleliy dydis. A — daleliy iSsklaidytos S$viesos intenSyvumo
priklausomybé¢ nuo laiko; B — schematiné autokoreliacijos iliustracija. Priklausomai nuo daleliy
dydzio, difuzijos greitis ir koreliacijos koeficiento slopimo laikas skiriasi. DeSinéje puséje
pateiktos mazy (zalia kreive) ir dideliy (mélyna kreive) daleliy autokoreliacijos funkcijos
(AKF) (Pritaikyta pagal Falke ir Betzel, 2019).

2.2.3.1. Dinaminés Sviesos sklaidos matavimai

Dinaminés $viesos sklaidos (DLS) eksperimentai baltymo struktiiry dydzio nustatymui
buvo atliekami naudojant nanodaleliy dydZzio analizatoriy Zetasizer uV, 24 °C temperaturoje.
Lazerio bangos ilgis — 632,8 nm, i$sklaidyta Sviesa detektuojama 90° kampu j lazerio Sviesos

srautg. Baltymo tirpale (2 mg/ml) esanciy daleliy dydis matuojamas 100 pl torio kiuvetéje.
2.2.4. Prie pavirsiaus prikabintos dvisluoksnés lipidinés membranos formavimas

Membranos formavimo procediirg galima suskirstyti j du etapus. Pirmojo etapo metu

stiklo plokstelé, padengta plonu aukso sluoksniu (100-200 nm) (2.2 pav. A), pamerkiama |
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inkariniy molekuliy (HC18 arba WC14) ir skiediklio (B-merkaptoetanolio) molekuliy tirpala,
kur bendra tioliy koncentracija lygi 0,1 mM. Pamerkta plokstelé inkubuojama 2-3 val.
laikotarpiui, per kuri molekulés ant pavirSiaus susiorganizuoja j savitvarkj monosluoksnj
(2.2 pav. B). Tuomet pavirSius nuplaunamas etanoliu ir nusausinamas azoto dujy srove.
Antrajame etape formuojamas lipidy dvisluoksnis daugiasluoksniy vezikuliy liejimosi metodu.
Pirmiausia reikiamy lipidy (darbe naudoti DOPC, smegeny lipidy ekstraktas (SLE),
cholesterolis (chol)) tirpalas chloroforme 30 min puc¢iamas azoto srove, kol iSgarinamas
tirpiklis ir lieka lipidin¢ plévelé. Ji resuspenduojama fosfatiniame buferyje, kurio pH 4.5
(galutiné lipidy koncentracija 1 mM). Tirpale susidaro jvairaus dydzio daugiasluoksnés
liposomos. Stiklo plokstelé, modifikuota pirmojo etapo metu, patalpinama j elektrocheminiy
celiy bloka. | kiekvieng bloko $ulinélj (plotas 0,16 cm?) jpilama po 100 pl paruosto liposomy
tirpalo. Inkubuojama 40-60 min, per kurias liposomos suyra ir liejasi ant modifikuoto aukso
pavirSiaus lipidams savaime susiorganizuojant j dvisluoksnj. Hidrofobinés inkariniy molekuliy
sritys jsiterpia j lipidy dvisluoksnj ir neleidziant jam tiesiogiai kontaktuoti su pavirSiumi
(2.2 pav. C). Po inkubacijos pakei¢iamas buferinis tirpalas. Kiekviena celé iSplaunama PBS
fosfatiniu buferiu ir etanoliu tokia tvarka: 1) fosfatinis buferis (pH 7,4); 2) 10% etanolio
tirpalas; 3) fosfatinis buferis (pH 7,4). Membranos formavimo procedaros atliekamos kambario

temperatiiroje.

padengta aukso sluoksniu; B — ant plokstelés susiformaves savitvarkis monosluoksnis,
sudarytas i8 inkariniy molekuliy (pvz.: WC14) ir skiediklio molekuliy (B-merkaptoetanolio);
C — susiformavusi tBLM (Pritaikyta pagal Penkauskas ir Preta, 2019).

2.2.5. Elektrocheminio impedanso spektroskopija

Elektrocheminio impedanso spektroskopija naudojama tiriant elektrines medziagy
savybes (pvz.: kompleksiné varza/impedansas, laidumas, talpa). Metode atlickamas dazniy

srities matavimas sistemai taikant sinusoidinj trukdj, daznai jtampg. Paprastai kintamos srovés
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grandinése atsakas ] suteikta jtampg néra linijinis. Elektrocheminio impedanso matavimo

reikalavimas yra, kad sistema bty linijiné, t.y. galioty Omo désnis:

R = % 2.2)

kur R yra laidininko varza (QQ), U — jtampa (V), | — srovés stipris (A).
Norint islaikyti tiesing sistema EIS yra taikoma pakankamai maza jtampa (1-10 mV) ir
nagrinéjama siaura srovés priklausomybés nuo jtampos kreivés sritis (2.3 pav. A) (Kampouris

etal., 2015).

A B |ltampa (V)

Sroveé (I)

Srove

Fazés poslinkis (¢)
e

[ X
Y TN &

2.3 pav. A—srovés priklausomybés nuo jtampos tiesinis intervalas; B — srovés stiprio ir jtampos
sinusoidés, pasislinkusios viena nuo kitos per fazés kampa (¢) (Pritaikyta pagal Kampouris et
al., 2015; Dickinson, 2017).

Tiesinei sistemai galima pritaikyti lygtj, analogiSka Omo désniui:

7= % 2.3)

kur Z yra impedansas (Q arba Q*m?), U — jtampa (V), | — srovés stipris (A). Impedansui
atvirkStinis dydis yra elektrocheminis admitansas arba tiesiog laidumas, kuris matuojamas
simensais (S):

Yy=z%. (2.4)

EIS jtampa ir srovés stipris yra nuo laiko priklausan¢ios sinusoidinés funkcijos. Sios
dvi periodinés bangos turi tg pati daznj, nes viena banga sukelia kita, taciau tarp jy atsiranda
pastovus laiko poslinkis, kuris vadinamas fazés kampo poslinkiu (p) ir i§reiSkiamas laipsniais
(°) (2.3 pav. B) (Kampouris et al., 2015).

Elektrocheminé impedanso spektroskopija naudojama jvertinti tBLM laiduma ir
dielektrines savybes. Membranos dielektriniy ir izoliaciniy savybiy pokyciai atspindi baltymo,
peptido, toksino ar kity molekuliy aktyvuma, todé¢l Siuo metodu gauti spektrai gali suteiki
naudingos informacijos. Tiesiogiai i$ elektrocheminio impedanso spektry galima gauti tokius
fizikinius sistemos parametrus, kaip talpa ar varza. Norint interpretuoti elektrochemingje
sistemoje vykstanCius procesus, jai galima priskirti ekvivalentinés grandinés elementus.
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2.4 pav. pateikta schema, atitinkanti tBLM, kurioje néra defekty. Dvigubas lipidy sluoksnis
atitinka kondensatoriy, kurio talpa Cm. Rsol If Rsup yra vir§ membranos esancio tirpalo ir
pomembraninio rezervuaro varza. Cq— salyCio vietos tarp metalinio pavirSiaus ir vandens
rezervuaro talpa. Lipidy dvisluoksnyje atsiradus defektams prisideda dar vienas

elementas — defekty varza (Raer) (Valincius, Mickevicius, 2015, p. 29-32).

Rsol

TR -

°
sub
$85595554% AR RSN R AR AR R R AR R AR A R AR AR R AR AR AR AR R AR AR AR R AR ARV AR R AR AR IR 2] (:+4

ARRRARARRRRIRARERRRR] $55555555

2.4 pav. tBLM elektrinés grandinés modelis, kai membranoje néra defekty (Pritaikyta pagal
Valincius ir Mickevicius, 2015).

EIS rezultatams gali biiti pritaikomi jvairts atvaizdavimo biidai, pavyzdziui, Bode ir
Cole-Cole grafikai. Bode grafike vaizduojama impedanso ir/arba fazés kampo priklausomybé
nuo daznio. x ir y aSyse nurodomos logaritminés parametry vertés. Cole-Cole grafike x ir y
aSyse atidedamos menama ir reali membranos elektriné talpa. Sios koordinatés gali suteikti
informacijos apie tiriamojo lipidinio dvisluoksnio storj. Elektriné talpa yra atvirksciai
proporcinga nelaidaus sluoksnio storiui. Kondensatoriaus talpa gali biiti jvertinta formule:

E()€14

Creali = 2’ (2.5)

kur £, yra vakuumo dielektriné konstanta (8,85 - 10~1* F/cm), ¢ — elektrai nelaidaus sluoksnio

santykiné dielektriné skvarba, A — pavirsiaus plotas (cm?), d — sluoksnio storis (cm).
2.2.5.1. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos matavimai

EIS matavimai atliekami naudojant Zennium darbo stotj, valdomg Thales programiniu
paketu. EIS spektrai buvo registruojami dazniy srityje nuo 0,5 Hz iki 100 kHz, suteikiant 10 mV
potencialg. Naudota trijy elektrody sistema: darbinis elektrodas (auksu padengta stiklo
plokstelé), palyginamasis elektrodas (Ag/AgCI/NaClsows), pagalbinis elektrodas (aplink
palyginamajj elektrodg apvyniota 250 um skersmens platinos viela).

2.2.6. tBLM vizualizavimas fluorescencinés mikroskopijos metodu

Prie pavirSiaus prikabinty membrany vizualizavimui pasitelkta fluorescenciné
mikroskopija. Po tBLM savybiy matavimy EIS metodu, celiy blokas yra iSrenkamas ir stiklo
plokstelé su pavyzdziais perkeliama | Petri l¢kStelg. Procediuira atlickama vandeningje terpéje
(inde su dejonizuotu vandeniu), vengiant kontakto su oro deguonimi. RuoSiant tBLM
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vaizdinimui, j daugiasluoksnes vezikules jterpiami fluorescuojantys lipidai Cy5-chol ir LRPE
(3 % visy lipidy). Formuojamos vienasluoksnés (sudarytos i§ vieno lipidy dvisluoksnio)
vezikulés, kaip bus pateikta 2.2.7. skyriuje, 2.5 pav. schemoje.

tBLM vizualizavimas atlieckamas vandeninéje terp¢je, imersiniu objektyvu, naudojant
fluorescencinj Olympus mikroskopg BX61WI. Mikroskopo gyvsidabrio lempos Sviesos kelyje
esantis filtras praleidzia Zadinimo bangos ilgio $viesa. Si §viesa krenta j dichroinj veidrodj ir
nuo jo atsispindj, o fluorescencijos bangos ilgio Sviesa per ji pereina. Fluorescuojanciy lipidy
zadinimo bangos ilgiai — 560 nm (LRPE) ir 646 nm (Cy5-chol), emisijos — 583 nm (LRPE) ir
663 nm (Cy5-chol).

2.2.7. Liposomy su inkapsuliuotu kalceinu paruosimas

Liposomy ruosimui naudojami fosfolipidy ir cholesterolio tirpalai chloroforme. Siy
vienasluoksniy (sudaryty i$ vieno lipidy dvisluoksnio) vezikuliy gaminimo schema pavaizduota
2.5 pav. Komponentai sumaiSomi reikiamu santykiu ir azoto dujy srove i$garinamas tirpiklis.
Susidariusi lipidy plévelé tirpinama pentane, kuris vél iSgarinamas. Likusi plévelé
suspenduojama fosfatiniame buferyje (pH 7,4) su 60 mM fluorescuojancio dazo kalceino (esant
didesnei, nei 50 mM koncentracijai daZzo molekulés pacios save gesina). Buferinio tirpalo
pilamas toks tiris, kuriame lipidy koncentracija yra 2 mM. Vandeniniame tirpale lipidai
savaime suformuoja sferines pisleles, 1 kuriy vidy patenka kalceino molekulés. Gaunamas
heterogeninis tirpalas, kuriame yra jvairaus dydzio daugiasluoksnés liposomos. Siekiant
sumazinti pusleliy sluoksniy skaiciy ir pagerinti jy inkapsuliavimo efektyvuma tirpalas 5 kartus
uzSaldomas/atSildomas ir 60 min veikiamas ultragarsu. Vienodo dydzio vienasluoksnés
liposomos formuojamos naudojant mechanine jéga (ekstruzijg). Tam tirpalas 21 kartg
prastumiamas per prastimimo sistemg (ekstruderj) su 100 nm pory dydzio polikarbonato

membrana.
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Garinamas tirpiklis, kol Resuspenduojama

susiformuoja lipidiné plévelé buferiu/dazo tirpalu
Vienasluoksnés Daugiasluoksnés
liposomos liposomos

o s N Ekstruzija
.................. ol : Sonikavimas

2.5 pav. Vienodo dydzio vienasluoksniy liposomy paruosimas. Liposomos yra ruoSiamos
iSgarinant organinj tirpiklj ir ant lipidy uZpilant reikiama buferinj tirpalg. Susidariusiy liposomy
tirpalas tuomet veikiamas ultragarsu ir prastumiamas per prastimimo sistemg su norimo dydzio
pory membrana (Pritaikyta pagal Routledge et al., 2019).

I liposomy vidy nepatekes kalceinas i$ iSorinés terpés pasalinamas gelfiltracijos metodu
(2.6 pav.). Visg suspensija leidziama per chromatografing kolonéle, uzpildyta Sephadex G-50,
plaunant PBS buferiu. Mazesnés kalceino molekulés difunduoja j poras ir jo iStekéjimo i§

kolonélés kelias pailgéja. Liposomos yra didesnés uz kalceino molekules, todel jos

neprasiskverbia ] poras ir iSteka pirmos.

L o

T
m |

laisvas kalceinas

liposomos su kalceinu

2.6 pav. Laisvo ir liposomose inkapsuliuoto kalceino atskirimas gelfiltracijos metodu.

2.2.8. Kalceino iSlaisvinimo i$ liposomy stebéjimas

Fluorescencijos intensyvumo pokytis dél kalceino iSsiskyrimo i§ liposomy buvo
stebimas mikroploksteliy skaitytuvu, naudojant 96 Sulinéliy plokstele. I Sulinélius supilstomi
liposomy tirpalai, kad galutiné liposomy koncentracija kiekviename i$ jy biity 60 pM. Méginiai
apSvieciami kalceino zadinimo bangos ilgio Sviesa (A = 470 nm) ir matuojama emisija
(A =510 nm). Atsiradus pazaidoms liposomose, kalceinas i$laisvinamas i§ jy vidaus. ISorinéje
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terpéje kalceino koncentracija tampa mazesné uz 50 mM, todél jis saves nebegesina ir galima
registruoti fluorescencija. Eksperimento pabaigoje liposomos visiSkai suardomos detergento
tirpalu, kad buty zinoma maksimali fluorescencija. Tam j Sulinélius jpilama 1% Triton X-100

medziagos. Po laiko t i$siskyrusio kalceino kiekis apskai¢iuojamas pagal lygtj:
IKD(%) = 100(I; — I6)/(max — 1o), (2.6)

kur IKD yra iStekéjusi kalceino dalis, lo, It ir Imax yra fluorescencijos intensyvumas, iSmatuotas

eksperimento pradzioje, laiku t ir pridéjus 1% triton X-100, atitinkamai (Maherani et al., 2013).
2.2.9. Amiloido p peptido paruoSimas eksperimentams

Eksperimentuose buvo naudojamos skirtingos A1-42 peptido agregacijos formos: iSkart
iSgrynintas (monomeriné ir oligomeriné frakcija) bei fibrilizuotas. APi-42 fibrilés paruo$iamos
inkubuojant 5 uM tirpalg PBS buferyje (pH 7,4). Inkubacija vykdoma 24 valandas 37 °C

temperattiroje. Po inkubacijos, iki eksperimento pradzios, tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje.
2.2.10. Atominés jégos mikroskopija

Atominés jégos mikroskopija (AJM) yra skenuojan¢io zondo mikroskopijos rasis,
pasizyminti nanometry eilés skiriamaja geba (Mahmoudi ir Bahrami, 2020). Principiné metodo
schema pavaizduota 2.7 pav. Duomenys gaunami mechaniniui zondui judant méginio
pavirsiumi (Rourk, 2019). AJM matuoja jéga tarp zondo ir méginio atomy (Plaut et al., 2019).
Siame metode naudojamas lankstus laikiklis su pritvirtinta adata (zondu) skenuoti pavirsiui.
Jéga, kuria adatos galo atomai sgveikauja su pavirSiumi lemia laikiklio iSsilenkima,
registruojama lazerio spinduliui atsispindint nuo laikiklio ir patenkant j fotodetektoriy (Ordu et
al., 2016).

Lazeris Fotodiodo

detektorius

k.antileveris

2.7 pav. AJM principo schema (Pritaikyta pagal Grobelny et al., 2010).
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AJM gali buti naudojama keliais rezimais, atsizvelgiant ] tiriamg objekta. Paprastai
vaizdinimo rezimai skirstomi j statinius (kontaktinius) ir dinaminius (nekontaktinius ar
tapsnojimo) (Plaut et al., 2019). Atliekant matavimus svarbu atkreipti démesj | atstumg tarp
méginio ir adatos galiuko. Statiniame rezime meéginys gali biiti pazeistas dél sgveikos tarp
zondo ir méginio, nes adata pastovia jéga spaudzia pavir$iy ir nuolatos su juo kontaktuoja.
Taps$nojimo ir nekontaktinis rezimai gali skenuoti méginius Svelniau nei kontaktinis rezimas,
todé¢l jie tinka biologiniy objekty vaizdinimui. Dinaminiame rezime laikiklis svyruoja arba
vibruoja tam tikru dazniu, todél iSvengiama nuolatinio méginio veikimo spaudziancia jéga.
Bekontaktis rezimas pasizymi létesniu matavimu ir mazesne gaunamy vaizdy raiska, nes Siuo
atveju adata palaikoma toliau nuo pavirSiaus ir kontaktas su pavirSiumi gali biti lengvai

prarastas (Zhao et al., 2019).
2.2.10.1. Amiloido p méginiy paruosimas AJM vaizdinimui

Méginiai AJM vaizdinimui yra ruoSiami ant atomiSkai lygaus Zérucio pavirSiaus.
Kadangi amiloidas B ir zérutis pasizymi neigiamu kriiviu, zéru¢io pavir$iy pirmiausia reikia
modifikuoti. Sustiprinti traukos jégoms tarp AP ir Zéru€io pavirSiaus buvo naudojamas APS.
20 ul APS (0,16 mM) tirpalo uzlasinama ant zérucio pavirSiaus ir palieckama inkubuotis 30 min.
Tuomet Zérutis nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir dziovinamas azoto dujy srove. Ant
modifikuoto Zérucio pavirSiaus uzneSama 20 ul AP tirpalo (5 uM ir 10 pM) ir 5-10 min.
inkubuojama. Zérutis vél nuplaunamas vandeniu ir dZiovinamas azoto dujy srove. AP
vizualizavimui buvo naudojama Dimension Icon atominés jégos mikroskopijos sistema.
Naudotos FESP-V2 modelio adatos, kuriy virpéjimo daznis 75 kHz. Méginio skenavimas
atliekamas pavirSiaus tapsnojimo rézimu, 0,5-0,7 Hz grei¢iu. Skenavimo kokybé 1024 x 1024

tasky.
2.2.11. Duomeny pateikimas ir analizé

Atliekant EIS matavimus buvo panaudotas ,, Thales 2.0 programinis paketas, o gauti
rezultatai analizuojami ,,Zview* bei ,,Zahner Analysis* paketais. Naudojant ,,Qcapture®
programinj paketa gautos fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos, kurios apdorotos
»ImageJ 1.53“ programine jranga. Atominés jégos mikroskopijos vaizdai gauti ,,NanoScope
1.4* programiniu paketu, o apdorojami ,,NanoScope Analysis 1.9 ir ,,WSxM 4.0%.

Skai¢iavimams ir rezultaty pateikimui naudoti ,,MS Excel®, ,,GraphPad Prism 9 ir
,Origin 9.0“ programinés jrangos paketai. AJM matavimy metu gautos auksScio vertés
analizuotos duomeny masyvui pritaikant netiesing regresija (Gauso pasiskirstymo

aproksimacija). Kiti eksperimentiniai duomenys pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis.
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3. REZULTATAI

3.1. Baltymo S100A9 gryninimas

Po plazmidés, turinCios S100A9 baltyma koduojant] geng, transformacijos |
kompetentines lasteles, jsitikinama, kad procediira pavyko sékmingai. Norint patikrinti ar
vyksta S100A9 baltymo raiska, augintos E. coli Igsteliy kultiros méginys buvo analizuojamas
elektroforezés metodu. 3.1 pav. pateiktoje elektroforezés gelio nuotraukoje galima matyti daug
jvairios molekulinés masés baltymy. RysSkiausia juostelé, esanti ties 13,4 kDa, atitinka ST00A9
molekuling mase.

116,0 kDa

66,2 kDa

45,0 kDa

35,0 kDa

——

25,0 kDa

——

18,4 kDa

13,4 kDa
——

M 1

3.1 pav. Baltymy raiska transformuotose E. coli Iastelése. M — molekulinés masés zZymuo;
1 — ultragarsu ardytos biomasés méginys, kur juostelé ties 13,4 kDa atitinka S100A9 baltymo
molekuling mase.

S100A9 baltymo gryninimas atlickamas jony mainy chromatografijos metodu.
3.2 pav. A dalyje pavaizduota Sio proceso chromatograma. Tirpalo laidumo vertés kyla didinant
joning jéga, t.y. per kolonélg tekancio B buferio gradienta. Pasiekus 20 % gradienta (esant
0,2 M NaCl koncentracijai tirpale) vyksta tikslinio baltymo eliucija. Renkamos tos frakcijos,
kuriose yra didziausia baltymo koncentracija (3.2 pav. A, smailé su SI00A9 zyma). Didéjanti
baltymo koncentracija lemia sugerties (A = 280 nm) intensyvumo padidéjima. Po jony mainy
chromatografijos atlieckama gelfiltracija (dydZio iSskyrimo chromatografija). Gelfiltracijos
metu galima atskirti baltyma nuo priemaisy ir susidariusiy agregaty bei pakeisti tirpalo buferi.

Tolimesniuose eksperimentuose S100A9 bus naudojamas PBS fosfatiniame buferyje (pH 7,4).
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3.2 pav. B dalyje matyti, kad S1I00A9 baltymo sugerties smailés aiskiai atsiskiria nuo mazo

intensyvumo priemaisy sugerties smailiy. ISgryninto S100A9 baltymo kiekis — 173 mg.
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3.2 pav. S100A9 baltymo jony mainy (A) ir gelfiltracijos (B) chromatogramos. Gelfiltracijos
metu ant kolonos uznesamas baltymo tirpalo tiiris padalintas | 5 mazesnio turio méginius (B
grafike matomos 5 smailés).

Atlikus jony mainy chromatografija ir gelfiltracija, buvo imami baltymo tirpalo méginiai
ir tikrinami elektroforezés metodu. 3.3 pav. pateiktame elektroforezés gelyje matyti, kad
S100A9 baltymas randamas visuose meginiuose. RySkios juostelés, kiekviename i§ takeliy,

pagal molekuling mase atitinka baltymo monomerus, 0 blankesnés juostelés — dimerus.

116,0 kDa
66,2 kDa
45,0 kDa

35,0 kDa
25,0 kDa

18,4 kDa

13,4 kDa
Tese--ow
M 1 2 3 4 5 6 7

3.3 pav. Elektroforezés gelis. M — molekulinés masés zymuo. 1 — apjungtos baltymo frakcijos
po gelfiltracijos; 2-5 — gelfiltracijos metu surinktos atskiros baltymo frakcijos; 6 — jony mainy
chromatografijos metu gauta viena i$§ baltymo frakcijy; 7 — baltymo frakcijos, apjungtos po jony
mainy chromatografijos.
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3.2. Prie pavirsiaus prikabinty membranuy ir baltymo S100A9 saveikos tyrimas
3.2.1. tBLM charakterizavimas EIS metodu

tBLM formavimo metu savitvarkiu monosluoksniu (SAM) modifikuotas aukso
pavirSius yra inkubuojamas su daugiasluoksniy liposomy tirpalu. Inkubacijos metu vezikulés
liejasi ant pavirSiaus. Tokiu budu susidaro lipidy dvisluoksnis, kuris prie kieto pagrindo
prikabintas per SAM esancias inkarines molekules. Vezikuliy liejimosi proceso pokycius
galima registruoti elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodu. 3.4 pav. yra
pateikiamos Bode koordinatés, kuriose vaizduojami tBLM spektrai, jos formavimosi metu.
Impedanso modulio ir fazés kampo priklausomybé nuo daznio suteikia informacijos apie
suformuotos tBLM integralumo pokyc¢ius. Pirmasis uzregistruotas spektras (3.4 pav.) atitinka
pavirsiy su savitvarkiu monosluoksniu. Po 5 min. EIS spektro forma jau yra pakitusi ir tai
indikuoja apie lipidy dvisluoksnio formavimosi pradzig. Po 5 min. atsiranda fazés minimumo
taskas (3.4 pav. B), kuris laike slenkasi i zemy dazniy sritj. Pagal Sio minimumo padétj galima
spresti apie susiformavusios membranos laidumg —kuo kairiau jis yra, tuo mazesnis
dvisluoksnio laidumas. Taip pat liejantis vezikuléms laike, did¢ja impedanso modulis (3.4 pav.
A), kas rodo tBLM izoliuojanciy savybiy augimg. Kai EIS kreivés nusistovi ir jy forma
nebekinta, susiformuoja stabili ir izoliuojanti tBLM. Pagal gautus rezultatus matome, jog po

40 min. nuo vezikuliy liejimosi pradzios, elektriniai tBLM parametrai nebekinta.
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3.4 pav. EIS spektriniai pokyc¢iai tBLM formavimosi metu. A — impedanso grafikas, B — fazés
kampo grafikas. Skirtingy spalvy kreivés atitinka tBLM, sudarytos i§ DOPC ir cholesterolio
(santykiu 60:40), elektrines savybes praéjus skirtingam laikui nuo vezikuliy liejimosi pradzios.
Aukso pavirSius, ant kurio formuojama tBLM, padengtas WCI14/BME (santykiu 35:65)
savitvarkiu monosluoksniu.
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Elektrocheminio impedanso spektroskopija taip pat gali suteikti informacijos apie
susiformavusios tBLM talpg. Kompleksinés talpos koordinatés EIS metode yra vadinamos
Cole-Cole grafiku. 3.5 pav. pavaizduotas SAM ir tBLM talpos reikSmiy grafikas. EIS
spektruose stebimas pusapskritimiy diametras yra proporcingas elektrodo elektrinei talpai. Ant
elektrodo pavirSiaus susiformavus tBLM, susidaro papildomas 3-4 nm storio dielektriko
sluoksnis, todél sumazéja talpa. tBLM talpa yra mazdaug 12 karty mazesné uz savitvarkio

monosluoksnio talpa.

—— SAM
—tBLM

-c", ;.lFI‘Cm2
w
1
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3.5 pav. EIS Cole-Cole koordinatés. Pusapskritimiy diametras atitinka tBLM (raudona spalva)
ir SAM (Zalia spalva) elektring talpa. tBLM sudaryta i§ DOPC ir cholesterolio (santykiu 60:40),
SAM — WC14/BME (santykiu 35:65).

3.2.2. tBLM vizualizavimas fluorescencinés mikroskopijos metodu

Norédami jvertinti skirtingos kompozicijos susiformavusiy tBLM morfologija, atlikome
fluorescencinés mikroskopijos vaizdinimo eksperimentus. | vezikules jterpus fluorescuojancius
lipidus galima gauti informacijos apie lipidy i$sidéstymg dvisluoksnyje. Darbe buvo naudojami
fluorescuojancia  zyme  zyméti  fosfatidiletanolaminas  (LRPE) ir  cholesterolis
(Cy5-chol). 3.6 pav. pavaizduotos tBLM, sudarytos i§ DOPC/chol ir smegeny lipidy ekstrakto
(SLE). Skirtingy kompozicijy dvisluoksniuose matomi specifiniai skirtumai tarp Cy5-chol
(3.6 pav. A, C)ir LRPE (3.6 pav. B, D) issidéstymo. tBLM, sudarytoje i§ DOPC ir cholesterolio
stebimas homogeniskas lipidy i$sidéstymas (3.6 pav, A, B), o SLE membranoje lipidai
pasiskirsto netolygiai, formuodami Cy5-chol ir LRPE lipidines sankaupas (3.6 pav, C, D). Toks
lipidy heterogeniSkumas gali biti paaiSkinamas lipidiniy plausty formavimusi. Kadangi
smegeny lipidy ekstraktas sudarytas i$ jvairiy lipidy, tokiy kaip sfingomielinas, cerebrozidas,
gangliozidai ir kt., atsiranda galimybé formuotis plaustams — membranos domenams, kuriuose
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susidaro jvairiy lipidy sankaupos. Taigi pasitelkus fluorescencijos mikroskopija patvirtinome

lipidiniy plausty formavimasi tBLM, sudarytose i§ SLE.

A B

DOPC/chol DOPC/chol

3.6 pav. LRPE ir Cy5-chol pasiskirstymas lipidy dvisluoksnyje. A — DOPC/chol (60:40) tBLM
su jterptu Cy5-chol; B — DOPC/chol (60:40) tBLM su jterptu LRPE; C — tBLM, suformuota i§
smegeny lipidy ekstrakto (SLE) su jterptu Cy5-chol; D —tBLM, suformuota i§ SLE su jterptu
LRPE. Visais atvejais fluorescuojantys lipidai sudaré 3 % visy lipidy.

3.2.3. Baltymo S100A9 charakterizavimas DLS metodu

Dinaminés Sviesos sklaidos metodas buvo taikomas norint jvertinti SI00A9 agregaty
dydj, priklausomg nuo baltymo oligomerizacijos sglygy. Pirmiausia baltymo tirpalas 2 val.
inkubuojamas skirtingose temperatiirose (22 °C, 37 °C, 60 °C). Tirpale susiformavusiy daleliy
dydis pateikiamas 3.7 pav. Po inkubacijos 22 °C temperattroje vidutinis SI00A9 agregaty
spindulys yra 2,66 = 0,33 nm. S1I00A9 monomero dydis yra apie 0,8 nm. Siuos rezultatus
palyginus su pateikiamais literattiroje galima spresti, kad tirpale yra susiformave oligomerai ir
trumpi protofilamentai (Pansieri et al., 2019; Wang et al., 2014). 37 °C temperatiiroje
inkubuotame tirpale susiformavo panaSaus dydzio struktiiros (spindulys 3,41 + 0,69 nm).
Labiausiai iSsiskyre rezultatai, gauti iSmatavus daleliy dydj 60 °C temperatiiroje inkubuotame
tirpale. Siuo atveju vidutinis spindulys yra 46,68 + 12,29 nm. Dydzio iSaugimas rodo, kad

60 °C temperatiiroje pagreitéja agregacijos procesas ir jau po 2 val. tirpale formuojasi dideli
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agregatai. Visy 3 preparacijy S100A9 tirpalai toliau buvo palieckami inkubuotis 24 val.
kambario temperatiiroje. Pagal gautus daleliy spindulio rezultatus po 24 val., matyti, kad
baltymo tirpale, kurio pradiné oligomerizacija vyko 60 °C temperatiiroje, dydis beveik
nebekinta. RySkus S100A9 struktiiry dydzio iSaugimas stebimas 22 °C ir 37 °C temperatiirose

pradzioje inkubuotuose tirpaluose.
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3.7 pav. Skirtingomis saglygomis inkubuoto S100A9 (2 mg/ml) dydis. Baltymo tirpalas pirmas
dvi oligomerizacijos valandas laikomas 22 °C, 37 °C ir 60 °C, likusj laikg 22 °C temperatiiroje.

3.2.4. tBLM laidumo poky¢iai po saveikos su S100A9 monomerais

Pirmiausia buvo bandoma iSsiaiSkinti ar egzistuoja sgveika tarp tBLM ir S100A9
monomery panaudojant 2 kompozicijy membranas. tBLM buvo formuotos i§ DOPC ir
cholesterolio (santykiu 60:40) bei smegeny lipidy ekstrakto, o elektriniai tBLM poky¢iai buvo
fiksuojami EIS metodu. 3.8 pav. matyti, kad S100A9 baltymas pasizymi labai skirtingu
poveikiu $iy sudéciy membranoms. Sgveikos metu S100A9 pazeidzia tBLM integraluma, todél
stebime iSaugus] membranos laidumg. tBLM, sudarytoje i§ smegeny lipidy, po sgveikos su
SI00A9 monomerais, stebimas Zymiai didesnis laidumo padidéjimas nei sudarytoje i$
DOPC/chol (3.8 pav). Gauti rezultatai tarsi parodo S100A9 specifiSkumag tam tikriems

lipidiniams komponentams, esantiems smegeny ekstrakte.
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3.8 pav. EIS metodu gauti skirtingy sudéc¢iy tBLM laidumo poslinkiai po 24 val. inkubacijos
su baltymo S100A9 monomerais.

3.2.5. tBLM laidumo poslinkio priklausomybé nuo S100A9 oligomeru koncentracijos

Kadangi lasteléje S100A9 linkes agreguoti (Horvath et al., 2018), savo tyrimuose
noréjome jvertinti tBLM sgveikg su S100A9 agregatais panaudojant elektrocheminio
impedanso spektroskopija. Prie§s membranos saveika su skirtingo dydzio S100A9 struktiromis,
buvo norima issiaiskinti, kokia SI00A9 koncentracija yra pakankama pamatyti jo sukeliamus
poky€ius membranoje. Tam buvo panaudoti tBLM modeliai, kuriuose savitvarkis
monosluoksnis sudarytas 1§ HC18 ir BME (santykiu 45:55), o lipidy dvisluoksnis i§ DOPC ir
cholesterolio (santykiu 60:40). EIS metodu iSmatavus tBLM laidumo poslinkio vertes po
inkubacijos su skirtinga S100A9 oligomery (2 val. inkubuoty 37 °C temperatiiroje)
koncentracija, pastebéta, kad didinant baltymo koncentracija, membranos laidumo poslinkis
eksponentiskai didéja (3.9 pav.). Saveikos tyrimams buvo pasirinkta 2 uM S100A9
koncentracija, kuriai esant galime stebéti rySkius tBLM pokyc¢ius EIS spektruose.
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3.9 pav. EIS metodu gauta tBLM laidumo poslinkio priklausomybé nuo S100A9 (2 val.
inkubuoto 37 °C) koncentracijos.
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3.2.6. tBLM poky¢ciai po sgveikos su skirtingais S100A9 agregatais

Norint jvertinti kaip skirtingos morfologijos SI00A9 agregatai pakei¢ia membranos
savybes, buvo registruojami EIS spektrai prieS tBLM saveika su skirtingomis salygomis
inkubuotu baltymu ir po sgveikos. Pirmiausia, eksperimentuose buvo naudojami DOPC/chol
(60:40) membranos modeliai. 2 val. skirtingose temperatiirose (22 °C, 37 °C, 60 °C) inkubuotas
S100A9 jleidZziamas } matavimo Sulin¢lius, kuriuose yra suformuotos prie pavirSiaus
prikabintos membranos. Galutiné baltymo koncentracija tirpale — 2 pM. Spektriniai poky¢iai
registruojami po 24 val.

Didziausius EIS spektrinius pokycius sukelé tBLM sgveika su SI00A9, 2 val. inkubuotu
22 °C temperatiiroje (3.10 pav.). Tokiomis saglygomis susidariusiy SI00A9 agregaty spindulys,
nustatytas DLS metodu, yra 2-3 nm (3.7 pav.). I$ tBLM spektro matyti, kad po sgveikos su
S100A9, EIS kreivé pakeicia savo formg ir nebelicka minimumo tasko (3.10 pav. B). Taip pat
zenkliai sumaz¢ja tBLM impedanso modulis (3.10 pav. A). Tokie spektro pokyciai rodo, kad

tBLM visiskai prarado izoliacines savybes ir lipidy dvisluoksnis yra suardytas.
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3.10 pav. EIS spektriniai poky¢iai pries (Zalia spalva) ir po tBLM (DOPC/chol) saveikos su
S100A9 (2 uM) 2 val. inkubuotu 22 °C (raudona spalva). A — impedanso grafikas; B — fazés
kampo grafikas.

Toliau buvo tiriamas 2 val. 37 °C temperatiiroje inkubuoto S100A9 poveikis lipidy
dvisluoksniui (3.11 pav.). Po tBLM saveikos su Siais S100A9 agregatais, kuriy spindulys
3-4 nm (3.7 pav.), taip pat stebimi ryskas EIS spektriniai pokyc¢iai, taciau Siuo atveju tBLM
néra suardoma, kaip po sgveikos su mazesnio dydzio S100A9 (3.10 pav.). EIS fazés minimumo
poslinkis j dideliy daZniy sritj indikuoja apie stipry membranos laidumo padidéjima dél SI00A9
sukelty pazaidy.
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3.11 pav. EIS spektriniai pokyciai pries (zalia spalva) ir po tBLM (DOPC/chol) sgveikos su
S100A9 (2 uM) 2 val. inkubuotu 37 °C (raudona spalva). A — impedanso grafikas; B — fazés

kampo grafikas.

Po tBLM saveikos su S1I00A9 baltymu, 2 val. inkubuotu 60 °C temperatiiroje, Zymiy

EIS spektriniy poky¢iy néra matoma (3.12 pav.). Tokiomis saglygomis inkubuotame S100A9

tirpale susidaro didziausi agregatai, kuriy spindulys, iSmatuotas DLS metodu, gali siekti iki

50 nm (3.7 pav.). Taigi po tBLM ir S100A9 saveikos EIS fazés kampo bei impedanso grafike

neatsiranda ryskiy skirtumy. Remiantis rezultatais galime teigti, jog po tBLM saveikos su

didziausiais S100A9 agregatais, tBLM elektrinés savybés nesikei¢ia ir specifinés sgveikos

neuzfiksuota.
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3.12 pav. EIS spektriniai pokyciai pries (zalia spalva) ir po tBLM (DOPC/chol) saveikos su
S100A9 (2 uM) 2 val. inkubuotu 60 °C (raudona spalva). A — impedanso grafikas; B — fazés

kampo grafikas.
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Vidutinés tBLM (DOPC/chol) laidumo poslinkiy vertés (AYwwm), apskai¢iuotos i$ EIS
spektry, po saveikos su skirtingomis sglygomis inkubuotu S100A9, pateikiamos 3.1. lenteléje.
Pastebéta, kad mazi S100A9 oligomerai, inkubuoti 2 val. 22 °C temperatiiroje, po sgveikos su
tBLM, sukelia didesnj membranos laidumo poslinkj, lyginant su 24 val. inkubuotu baltymu.
Tuo tarpu didesniy S100A9 agregaty, inkubuoty 2 val. 37 °C ir 60 °C temperatiiroje, poveikis
tBLM po 24 val. beveik nesiskyré (3.1 lentelé).

3.1. lentelé. Skirtingomis pradinémis (2 val.) salygomis inkubuoto S100A9 baltymo sukeliamy
tBLM (DOPC/chol) laidumo poslinkiy vertés (AYLm).

2 val. 22 °C 2val37°C 2 val. 60 °C
AYisLm, pS/cm?
6546,75 £ 517,55 389,33 + 14,14 2,66 0,25

24 val. 22 °C (prad. 22 °C) | 24 val. 22 °C (prad. 37 °C) | 24 val. 22 °C (prad. 60 °C)

AYisLm, pS/cm?
653,93 + 81,94 326,65 +11,76 1,62 +0,12

Taip pat buvo stebima skirtingose temperatiirose 2 val. inkubuoto SI00A9 saveika su
tBLM, sudarytomis i§ smegeny lipidy ekstrakto. Siuo atveju nebuvo pastebéta tokiy ryskiy
skirtumy tarp tBLM laidumo padidéjimo po sgveikos su skirtingo dydzio S100A9 agregatais,
lyginant su DOPC/chol membrana. Kaip anksc¢iau nustatyta (3.8 pav.), monomeriné¢ SI00A9
forma sukelia 25,07 +4,51 uS/cm? tBLM, sudarytos i§ smegeny ekstrakto lipidy, laidumo
poslinkj. Labai panaSy tBLM laidumo poslinkj sukelia ir 60 °C temperatiroje inkubuotas
baltymas. Tai maziausia ir didziausia SI00A9 agregaty formos. Paveikus SLE membranas
tarpinio dydzio S100A9 oligomerais (2 val. inkubacija 22 °C ir 37 °C) gautos didesnés tBLM

laidumo poslinkio vertés (3.13 pav.).
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3.13 pav. EIS metodu gauti smegeny lipidy ekstrakto tBLM laidumo poslinkiai po 24 val.
inkubacijos su skirtingomis salygomis inkubuotu S100A9.

Gauti rezultatai leidzia daryti prielaida, kad SI00A9 gebéjimas pazeisti tBLM priklauso
nuo jo dydzio. Vidutinio dydzio S100A9 struktiiros (mazi oligomerai ir trumpi protofilamentai)
yra toksiSkesnés membranai S100A9 formos lyginant su monomerine S100A9 forma ir

dideliais agregatais.

3.3. Amiloido beta saveikos su liposomomis tyrimas
3.3.1. Amiloido beta morfologijos nustatymas AJM metodu

Amiloido beta (AP1-42) peptidas pasizymi gebé¢jimu sgveikauti su lastelés plazmine
membrana ir joje sukelti pazaidas (Picone et al., 2020). Amiloidy agregacijos metu susidaro
nevienalytés, jvairiy dydziy ir formy struktiiros. Jy skirtumai gali lemti toksiSkumo laipsnj ir
mechanizma, d¢l to svarbu charakterizuoti skirtingas agregacijos proceso formas. Liposomy
integralumo poky¢iy tyrime buvo naudojamas iSkart prie§ eksperimentg iSgrynintas ABi.a2 ir
fibrilizuotas AP1-42. Norint nustatyti specifinius strukttrinius skirtumus tarp $iy méginiy buvo
pasitelktas atominés jégos mikroskopijos metodas. ISkart prie§ eksperimentg iSgryninto APi1-42
méginyje vidutinis sferiniy struktiiry aukstis yra 0,71 nm = 0,59 nm (3.14 pav. A, C). Tokie
rezultatai sutampa su literatiroje pateikiamu Api1-42 mazy oligomery diametru (Walsh et al.,
1999). Pagal struktiiry morfologija ir aukstj matyti, kad méginys yra heterogeniskas, sudarytas
i§ monomery bei oligomery (dimery, trimery). Kitame, jau inkubuotame A1.42 peptido tirpale,

stebimos susiformavusios fibrilés, kuriy vidutinis aukstis 7,88 nm + 3,82 nm (3.14 pav. B, D).
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3.14 pav. AJM gauti topografiniai AB1-42 peptido vaizdai, kai skenavimo laukas 5 x 5 pm (A,
B). A—mazi oligomerai (10 uM), B — fibrilés (5 uM). APi42 Oligomery ir fibriliy aukscio
pasiskirstymas meéginiuose pateikiamas C ir D histogramose, atitinkamai. Juodos
linijos — Gauso pasiskirstymo aproksimacija.

3.3.2. AP1-42 sukelty liposomy integralumo poky¢iy tyrimas

100 nm dydZio liposomos buvo naudojamos kaip modeliné membranos sistema,
leidZianti tirti AP1-42 ir lipidy dvisluoksnio sgveika. | vezikuliy vidy jterpus kalceino molekules
galima lengvai stebéti dvisluoksnio integralumo poky¢ius. Kadangi liposomy viduje yra didelé
kalceino koncentracija, jis save gesina ir fluorescencija néra registruojama. Jam patekus ]
iSoring terpe, kalceino molekulés prasiskiedzia — stebimas fluorescencijos intensyvumo
padidéjimas. Matuojant fluorescencijos intensyvuma galima kiekybiskai jvertinti liposomy
pralaidumo lygj, kurj sukelia skirtingos APi-42 formos. Darbe buvo stebima APi1.42 saveika su
liposomomis, sudarytomis i§ 1) DOPC ir cholesterolio (santykiu 60:40); 2) DOPC,
cholesterolio ir sfingomielinio (SM) (santykiu 63:30:7); 3) smegeny lipidy ekstrakto (SLE).
Fluorescencijos intensyvumo kitimo steb¢jimas buvo atlieckamas 2 valandas, 37 °C
temperattroje. 3.15 pav. yra pateikiama is skirtingos sudéties liposomy istekéjusi kalceino dalis
(IKD), esant skirtingai APi142 mazy oligomery koncentracijai. Kadangi pacios liposomos

pasizymi skirtingu savaiminiu pralaidumu priklausomai nuo jy sudéties, rezultatuose yra
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pateikiamas skirtumas tarp sgveikos su peptidu nulemtos istekanéio kalceino dalies ir
spontaninio kalceino molekuliy iStekéjimo.  Didéjant APi142  koncentracijai stebimas
DOPC/chol bei DOPC/chol/SM liposomy laidumo kalceinui did¢jimas. Smegeny lipidy
ekstrakto liposomose S§i priklausomybé neatsikartoja. Taip pat nepastebéta rySkaus mazy

AP1-22 oligomery ardymo specifiskumo kazkuriai i§ kompozicijy.

32~

] DOPC:chol
28 DOPC:chol:SM T _I_

24—: SLE %‘F R

o

IKD, %

0 T T T T T T
1 2 3 4

Ap koncentracija, uM

3.15 pav. I§ skirtingos sudéties liposomy iStekancio kalceino dalis dél padidéjusio lipidy
dvisluoksnio laidumo. Eksperimente naudotos skirtingos mazy Api-a2 oligomery
koncentracijos (1-4 uM). Pateikiamos vertés — skirtumas tarp po sgveikos su peptidu
iStekancio kalceino dalies ir spontaninio kalceino molekuliy iStekéjimo. Rezultatai gauti po
2 val. liposomy inkubacijos su APi-42 37 °C temperatiroje.

Toliau buvo lyginami mazy APi42 oligomery ir Afi-42 fibriliy sukeliami liposomy
integralumo poky¢iai. Po skirtingo oligomerizacijos laipsnio APi42 formy inkubacijos su
liposomomis (2 val., 37 °C), suformuotomis i§ smegeny lipidy, buvo stebimas skirtingas
liposomy laidumo padidéjimas. APi-42 0ligomery sukeltos pazaidos lipidy dvisluoksnyje lémé
didesn; iStekancio kalceino srauta, lyginant su AP1-42 fibriliy sukeltomis pazaidomis (3.16 pav.
A). Tendencija atsikartoja ir po DOPC/chol/SM liposomy sgveikos su Ai-42 skirtingomis
formomis (3.16 pav. B). PrieSingai, zymaus skirtumo tarp mazy APi42 oligomery ir APi-42
fibriliy nulemto pralaidumo padidé¢jimo DOPC/chol liposomose nepastebéta (3.6 pav. C).
Lyginant DOPC/chol ir DOPC/chol/SM liposomy pralaidumo pokycius, matoma, kad esant
sfingomielinui, A1-42 fibriliy poveikis liposomoms sumazéja, tuo tarpu AP1-42 oligomery atveju
stebimas panaSus pralaidumo mastas. Remiantis rezultatais, tarsi stebime, mazy Afi-42
oligomery afiniskuma sfingomielinui (3.16 pav. A, B). Smegeny lipidinis ekstraktas yra

miSinys jvairiy lipidiniy komponenty, jskaitant ir sfingomieling. Abiem atvejais stebimas
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liposomy pralaidumo padidéjimas, kas gali bati siejama su APi-42 oligomery specifiskumu

sfingomielinui.
A B C
35 Smegeny lipidy ekstraktas 35, DOPC, chol, SM 35, DOPC, chol
30 =f?;?§(iésligomerai 304 =2Larﬁégligomerai j =%ﬁggligomerai

IKD, %
IKD, %

04
1 2 3 1 2 3 1 2 3

AP koncentracija, uM Ap koncentracija, pM Ap koncentracija, uM

3.16 pav. Mazy APi42 oligomery ir APi42 fibriliy sukeltas lipidy dvisluoksnio laidumo
kalceinui padid¢jimas. A, B, C — pokyc¢iai SLE, DOPC/chol/SM ir DOPC/chol liposomose,
atitinkamai. Pateikiamos vertés — skirtumas tarp po sgveikos su peptidu istekan¢io kalceino
dalies ir spontaninio kalceino molekuliy istekéjimo. Rezultatai gauti po 2 valandy liposomy
inkubacijos su Api-s2, 37 °C temperatiiroje.
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REZULTATU APTARIMAS

Atlikta darba galima suskirstyti j tris pagrindines dalis. Pirmoje reikéjo iSgryninti
S100A9 baltymg. Parinkti tinkamas salygas nebuvo sudétinga, nes §io baltymo grynino
metodika jau buvo aprasyta literatiiroje. SI00A9 buvo ekspresuojamas E. coli BL21 kamiene.
Escherichia coli organizmas pasirinktas dél keliy pagrindiniy privalumy: 1) Labai greita
augimo kinetika, optimalioms aplinkos salygoms lasteliy dvigubéjimo laikas yra apie 20 min.
(Sezonov et al., 2007); 2) Lengva pasiekti didelj 1asteliy kultiiros tankj (Shiloach ir Fass, 2005);
3) Greitas ir lengvas egzogeninés DNR jterpimas (Pope ir Kent, 1996). Biomase pasirinkta
auginti autoinduktyvioje mitybingje terpéje, nes joje nereikia nuolatos sekti Igsteliy optinio
tankio, kad tinkamu metu jdéti induktoriy. ISsekus gliukozei ir likus vieninteliam anglies
Saltiniui laktozei, indukuojama rekombinantinio baltymo geno raiska (Krause et al., 2016).
Kadangi S100A9 pasizymi amiloidogeninémis savybémis, ekspresuojant didelius jo kiekius,
gali susidaryti inkliuziniai kiineliai. Norint to iSvengti buvo jtraukta baltymo
denatiiracija-renatiiracija pagal Sambrook et al. (2012) aprasyta metodika. SIO0A9 gryninimas
buvo atliktas jony mainy chromatografijos metodu, remiantis Kozlyuk et al. (2019).

Antroje dalyje reik¢jo istirti, kaip skirtingo dydZzio SIO0A9 agregatai sgveikauja su
fosfolipidy dvisluoksniu. Norint gauti jvairaus S100A9 dydzio agregacijos proceso formas,
baltymas (2 mg/ml) buvo inkubuojamas 2 val. ir 24 val., esant skirtingai pradinei temperatiirai.
Po 2 val. 22 °C ir 37 °C temperatirose susidariusiy SI00A9 agregaty dydis sieké 4-8 nm
(3.7 pav.). Literatiroje teigiama, kad tokio dydzio yra mazi S100A9 oligomerai ir trumpi
protofilamentai (Pansieri et al., 2019; Wang et al., 2014). Darbe buvo atsizvelgta j tai, kad
S100A9 agregacija vyksta pakankamai létai. Esant 42 °C temperatiirai ir tokiai koncentracijai,
kuri naudojama $iame darbe, baltymas suagreguoja per 40 val. (lashchishyn, 2019). Norint
pagreitinti §j procesa baltymo tirpalas buvo inkubuojamas 60 °C temperatiroje. Siomis
salygomis po 2 val. susidaré¢ 90—100 nm dydZio S100A9 agregatai (3.7 pav.). Lyginant su kity
tyréjy gautais duomenimis, tokie rezultatai atitinka S100A9 fibriliy ir ziediniy agregaty dydj
(Pansieri et al., 2020; Wang et al., 2014). Po paros laiko S100A9 tirpale esanciy daleliy dydis
auga, kas rodo, kad vyksta agregacija. Skirtinga pradiné inkubacijos temperatiira Iéme skirtingo
dydzio S100A9 agregaty susidarymg po 24 val.

Apie tBLM ir S100A9 sgveikos tyrimus iki Siol dar néra niekur skelbta. Viena i§ darbe
naudoty tBLM imitavo supaprastintg eukariotinés lgstelés plazming membrang, sudarytg i8
DOPC ir cholesterolio, kita —neurony membrang. Pastarosios tBLM formavimui buvo
panaudotas smegeny lipidy ekstraktas, kuriame randama jvairiy komponenty (pvz.:

fosfatidilcholino, fosfatidiletanolamino, fosfatidilinozitolio, fosfatidilserino). Remiantis
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fluorescencijos mikroskopijos duomenimis, buvo patvirtinta, jog i§ smegeny lipidinio ekstrakto
suformuota tBLM, pasizymi heterogeniSka struktiira, kurioje dominuoja lipidinés
sankaupos-domenai (3.6 pav.). Darbe pademonstruota, kad monomeriné S100A9 forma bei
struktiiros, kurios pagal dydj atitinka fibriles ir didelius agregatus, yra maziausiai toksiskos
membranai (3.8 pav., 3.12 pav., 3.13 pav.). Daugiausia pazaidy lipidy dvisluoksnyje sukelia
S100A9 mazi oligomerai ir galimai trumpos protofibriles (3.10 pav., 3.11 pav., 3.13 pav.).
Lyginant abiejy kompozicijy tBLM laidumo poky¢ius, pastebéta, kad mazi SI00A9 oligomerai
sukelia didesnes pazaidas DOPC/chol dvisluoksnyje, kur yra daugiau cholesterolio nei smegeny
lipidy ekstrakte. Yra Zinoma, kad kiti amiloidiniai baltymai, pvz., a-sinukleinas pasizymi
afiniSkumu cholesteroliui (Fantini et al., 2011). S100A9 mazi oligomerai ir trumpi
protofilamentai taip pat galéty pasizymeéti Siuo specifisku efektu.

Vykdant SMART projektg “Alzheimerio ligos gydymui skirty vaistiniy kandidatiniy
junginiy, slopinané¢iy BACE1 fermentinj aktyvumg ir AP peptido agregacija, kiirimas”
Nr. 01.2.2-LMT-K-718-03-0003, kurio vadovas dr. D. Matulis, paskutinéje dalyje buvo tiriama
AP1-42 peptido ir liposomy sgveika. Atliekant Sios dalies eksperimentus buvo lyginamas A1-42
mazy oligomery, kuriy vidutinis aukstis, pagal AJM duomenis, buvo 0,71 + 0,59 nm (3.14 pav.
A, C) ir AP1-42 fibriliy, kuriy nustatytas aukstis 7,88 + 3,82 nm (3.14 pav. B, D), poveikis lipidy
dvisluoksniui. Liposomose, kurios savo sudétyje turi sfingomielino arba suformuotose i$
smegeny lipidy, APi-42 maZy oligomery sukeliamos paZzaidos liposomoms yra Zymiai didesnés
nei fibriliy (3.16 pav.). Tokie rezultatai rodo, kad APi42 mazi oligomerai gali pasiZyméti
specifiSkumu  sfingomielinui. Taip pat ir literatiroje pateikiama informacija, kad
amiloidogeniniai baltymai daZnai turi sfingolipidus suriSant] domeng, orientuoty j tirpiklj
(Fantini ir Yahi, 2010). Susiformavus Ap1-42 fibriléms Sie regionai gali biiti nukreipiami j vidy
ir nebesaveikauti su iSorine terpe. Dél to AP1-42 oligomerai, kuriuose yra daugiau tokiy atviry
sriciy, pasizymi didesniu afiniSkumu sfingomielinui. Liposomose, sudarytose i§ smegeny
lipidy, yra ne vienas komponentas, su kuriuo potencialiai galéty sgveikauti APi-42 oligomerai.
Vienas jy — fosfatidiletanolaminas. Jo maza galvos grupé suteikia molekulei kiigio forma, o
dvisluoksnyje anglies grandinés sukelia Soninj slégj, kas lemia membranos neigiama kreivuma
(Laan et al., 2004). Tokiomis salygomis jmanoma, kad mazi APi-4> oligomerai lengviau nei
fibrilés jsiterps tarp fosfatidiletanolamino galvuéiy ir padidins dvisluoksnio laidumg. Taip pat
smegeny lipidy ekstrakte yra neigiamai jkrauto fosfatidilserino. Literatiiroje pateikiami
duomenys, kad AP1-42 prisijungimo efektyvumas koreliuoja su fosfatidilserino kiekiu Igstelés
pavirSiuje (Simakova ir Arispe, 2007). Tikslus amiloidiniy baltymy sgveikos su plazmine
membrana mechanizmas néra Zinomas, daznai pateikiami skirtingi APi1-42 oligomery sukeliamy

pazaidy tipai. Bode et al. (2019) teigia, kad AP1-42 gali atplésti i$ membranos lipidy fragmentus.
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Tokj efekta galima prilyginti detergenty veikimui. Kandel et al., (2018) nustaté, kad
cholesteroliui sudarant 10 % visy liposomy lipidy, Ai42 skatina pory susidaryma
dvisluoksnyje.

Darbe buvo nustatyta, kad mazi AP1-s2 oligomerai bei SI00A9 oligomerai ir trumpos
protofibrilés pasizymi didZiausiu toksiskumu naudotiems membranos modeliams. Sie rezultatai
sutampa su tyrimais, kuriuose pateikiami jrodymai, kad amiloidiniy baltymy ir peptidy
oligomerinés riiSys lemia Igsteliy ziitj per padidéjusj membranos pralaiduma (Wong et al., 2009,
Cizas, Budvytyte et.al., 2010, Horvath et al., 2018 ).
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ISVADOS

. Darbo metu iSgryninta 173 mg S100A9 rekombinantinio baltymo.

. Pastebéta, kad skirtingomis sglygomis inkubuojamas S100A9 formuoja skirtingo dydzio
agregatus. Agregacija skatina auksta temperattra. Atitinkamai 22 °C ir 37 °C temperatiiroje
gauti 2-3 nm ir 3—4 nm spindulio oligomerai, 0 60 °C temperatiiroje 30—60 nm spindulio
dideli agregatai.

. Nustatyta, kad tBLM pazeidimo lygis priklauso nuo S100A9 agregaty dydzio. Didziausia
membrany, suformuoty i§ DOPC/cholesterolio ir smegeny lipidy, laidumo poslinkj sukelia
mazi S100A9 baltymo oligomerai.

Vizualizavus Afi142 oligomery ir paruoSty fibriliy méginius, nustatyti morfologijos
skirtumai tarp jy. Gautas oligomery aukstis yra 0,5-1,5 nm, fibriliy — 5-10 nm.
Liposomose, sudarytose i§ smegeny lipidy ekstrakto ir DOPC/cholesterolio/sfingomielino,
AP1-42 oligomerai sukelia didesnes pazaidas, lyginant su fibrilémis, tac¢iau ardymo

specifiskumo tarp oligomery ir fibriliy nepastebéta liposomose, sudarytose i$

DOPC/cholesterolio.

53



VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS
BIOMOKSLU INSTITUTAS

Evelina Jankaityté

Magistro baigiamasis darbas

S100A9 BALTYMO IR AMILOIDO BETA PEPTIDO SAVEIKOS SU DIRBTINIAIS
PLAZMINES MEMBRANOS MODELIAIS TYRIMAS

SANTRAUKA

Alzheimerio liga yra labiausiai paplitusi senatvinés demencijos forma. Jai budingi
molekuliniai zymenys — jvairaus oligomerizacijos laipsnio AP peptido bei S1I00A9 baltymo
dariniai, kurie kaupiasi ligos paZeistose smegenyse. Minéti ligos veiksniai link¢ spontaniskai
agreguoti | daugialypes fizikines formas: oligomerus, fibriles, amorfinius agregatus. A ir
ST100A9 gali sgveikauti su membrana ir jg paZeisti. Pagrindinis $io darbo tikslas buvo istirti
skirtingos morfologijos S100A9 baltymo ir AP peptido formy sgveika su modelinémis
plazminés membranos sistemomis.

Darbo metu buvo i§grynintas tyrimams tinkantis rekombinantinis SI00A9 baltymas.
Dinamings Sviesos sklaidos metodu (DLS) jvertintas skirtingomis sglygomis susiformavusiy
S100A9 agregaty dydis. Nustatyta, kad inkubavus baltyma skirtingose, 22 °C, 37 °C ir 60 °C
temperatlirose, susiformuoja oligomerai, trumpi protofilamentai bei fibrilés, atitinkamai. Tirti
Siy struktiiry pazaidas membranoje buvo naudojamos prie pavirSiaus prikabintos fosfolipidinés
membranos (tBLM), o jy elektrinés savybés registruojamos elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodu (EIS). Norint i$siaiSkinti kokias struktiiras formuoja AP1-42 peptidas,
buvo naudojama atominés jégos mikroskopija (AJM). Susiformavusiy oligomery ir fibriliy
gebéjimas ardyti lipidy dvisluoksnj buvo stebétas pagal i liposomy vidy jterpto kalceino
fluorescencijos intensyvumo poky¢ius.

Atlikus tyrimus paaiskéjo, kad S1I00A9 baltymo ir AP1-42 peptido membranos pazeidimo
lygis priklauso nuo jy agregaty dydzio. Toksiskiausi membranai yra 4-8 nm dydzio S100A9 ir
0,5-1,5 nm AP oligomerai.
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SUMMARY

Alzheimer's disease is the most common form of dementia. The hallmarks of Alzheimer
disease (AD) include aggregation and accumulation of Ap peptide and S100A9 protein in the
brain. Different types of aggregates (oligomers, amyloid fibrils and amorphous aggregates) can
interact with plasma membrane and cause it damage. The main objective of this work was to
investigate the effect of SI00A9 protein and AP peptide on model plasma membrane systems.

During this work recombinant S100A9 protein was purified. The size of S100A9
aggregates formed under different conditions was estimated by using dynamic light scattering
(DLS). It was found that after incubation of proteins at different temperatures of 22 °C, 37 °C
and 60 °C, oligomers, short protofilaments, and fibrils were formed, respectively. To investigate
the damage caused by these structures to the membrane, tethered bilayer lipid membranes
(tBLM) were used. By employing electrochemical impedance spectroscopy, changes in the
electrical properties of the membrane were observed. Atomic force microscopy (AFM) was
used to determine the morphology of structures formed by the APi-4> peptide. The ability of
AP1-22 oligomers and fibrils to disrupt the lipid bilayer integrity was observed by changes in the
fluorescence intensity of the calcein incorporated into the liposomes.

Results have shown that the level of membrane damage caused by S100A9 protein and
AP1-22 peptide depends on the size of their aggregates. Oligomeric species are more toxic to the

membrane compared to fibrils and monomers.
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