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SANTRUMPOS

AJM — atominés jégos mikroskopija;

AL — Alzheimerio liga;

APP — amiloido pirmtako baltymas;

argY — laidumo fazés kampas;

AP — amiloido B peptidas;

bSM — smegeny sfingomielinas;

BTLE — kiaulés smegeny lipidy ekstraktas;

CD - ziedinio dichroizmo spektroskopija;

CHOL - cholesterolis;

CNS — centriné nervy sistema;

DAMP - pazeidimo sukelti molekuliniai modeliai;

DLS — dinaminé Sviesos sklaida;

DOPC - 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcholinas;
DOPE - 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolaminas;
DOPG - 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerolis;
DOPS - 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serinas;

DPPC — 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcholinas;
EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija;

fmin — impedanso fazés minimumo taskas;

GM1 — gangliozidas 1;

GP — bendrosios poliarizacijos (angl. generalized polarization) parametras;
hIAPP — Zmogaus kasos saleliy amiloido polipeptidas;
HC-18 — Z 20-(Z-oktadecil-9-eniloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetra-31-
konteno-1-tiolis;

HS-AJM — greitaeigé atominés jégos mikroskopija;
Yiin— laidumo verté, apskaiciuota fazés minimumo taske;
IL — interleukinas;

L. — kietoji kristaliné fazé;

Lq — skystoji netvarkingoji faze;

L, — skystoji tvarkingoji faze;

Lp — geliné fazg;

LUV — didelio dydZio vienasluoksnés liposomos;

MLV - daugiasluoksnés liposomos;

Naer— lokalus defekty tankis;

PA — fosfatidiné riigstis;

PC — fosfatidilcholinas;



PE - fosfatidiletanolaminas;

PG — fosfatidilglicerolis;

PI — fosfatidilinozitolis;

PL — Parkinsono liga;

PS — fosfatidilserinas;

Pg— banguotoji faze;

Ra — vidutinis pavirSiaus $iurkStumas;

RAGE — pazangiy glikacijos galutiniy produkty receptorius;
SAM - savitvarkis monosluoksnis;

SLB — ant pavirsiaus suformuoti lipidy dvisluoksniai;
s.v. — fluorescencijos intensyvumo santykiniai vienetai;
SAS — $oniné amiotrofiné sklerozé;

tBLM — prikabintos dvisluoksnés lipidinés membranos;
TEM — krio-transmisijos elektrony mikroskopija;

ThT — Tioflavinas-T;

TLR — Toll tipo receptorius;

Tm — fazinio virsmo temperatiira;

TNF-o — naviko nekrozés faktorius-a;

Trp — Triptofanas;

WC-14 — 20-tetradeciloksi-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano-1-
tiolis;

a-Syn — a-sinukleinas.



Ivapas

Uzdegimas yra natiirali organizmo gynybiné reakcija, padedanti
apsisaugoti nuo jvairiy kenksmingy vidinés ar iSorinés kilmés veiksniy bei
palaikyti homeostazg. Centrinéje nervy sistemoje pagrindinj vaidmenj
neurouzdegimo iniciacijoje bei reguliacijoje atlicka glijos lastelés bei
uzdegiminiai mediatoriai, tokie kaip citokinai, chemokinai ir kiti signaliniai
baltymai [1]. Kai uzdegimo priezastys néra pasalinamos arba sutrinka
savireguliacijos mechanizmai, imus uzdegimas gali pereiti j léting forma, kuri
prisideda prie audiniy pazeidimo ir jvairiy ligy, jskaitant centrinés nervy
sistemos sutrikimus, atsiradimo [2]. Nors amiloidiniy baltymy sankaupos
tradiciskai buvo laikomos pagrindiniu neurodegeneraciniy ligy iniciatoriumi,
o neurouzdegimas — tik $io proceso pasekme, pastarieji tyrimai rodo, kad
neurony zitis jvyksta dar prie§ susidarant uZlgsteliniams baltymy
agregatams [3]. Vis dazniau pripazjstama, kad uzdegimas ne tik atlieka svarby
vaidmen]j neurodegeneraciniy ligy progresijoje, bet ir gali buti pirminis
veiksnys, skatinantis patologisky amiloidiniy baltymy sankaupy formavimasi
ir nerviniy lasteliy Zitj jau ankstyvose ligos stadijose [4].

Prie pagrindiniy uzdegiminio atsako iniciatoriy vis daZniau
priskiriami kalcj riSantys S100 Seimos baltymai, iSskiriami neutrofily,
monocity bei makrofagy. Sie baltymai veikia kaip pavojy signalizuojantys
veiksniai ir, sgaveikaudami su lagsteliy pavirSiaus receptoriais, skatina
prouzdegiminiy signaliniy kaskady aktyvacija bei imuniniy lgsteliy migracija
1 pazeidimo vietg [5]. Bene placiausiai istirti S100 Seimos atstovai yra SI00AS
ir SI00A9 baltymai, kurie, dél formuojamy homodimery nestabilumo,
dazniausiai aptinkami heterodimeringje formoje (S100A8/A9) [6]. Kadangi
$iy baltymy raiSkos padidéjimas yra biidingas daugeliui uzdegiminiy buiseny,
S100A8/A9 yra daznai pripazjstamas kaip galimas jvairiy neurodegeneraciniy
sutrikimy bioZymuo bei potencialius terapijos taikinys [7].

Be amiloidiniy baltymy sankaupy ir létinio neurouzdegimo,
neurodegeneraciniy ligy patofiziologijai budinga ir neurony plazminés
membranos pazaida [8]. Tyrimai rodo, jog S100 baltymai ne tik atlieka svarby
vaidmen] uzdegiminiy procesy reguliacijoje, taciau kai kurie Sios Seimos
atstovai gali tiesiogiai sgveikauti su pagrindiniais lgstelés plazminés
membranos komponentais — lipidais [9-11]. Vis délto, nepaisant plataus
susidoméjimo, rySys tarp neurouzdegimo metu iSskiriamy baltymy ir
membranos integralumo praradimo vis dar lieka nenustatytas. Taigi,
pagrindinis démesys Siame darbe buvo skiriamas prouzdegiminiams S100A8,



S100A9 baltymams ir jy heterokompleksui SI00A8/A9, siekiant jvertinti
potencialias iy dariniy sgveikas su lastelés plazmine membrana.

Sio darbo tikslas — istirti SI00A8, S100A9 baltymy ir jy formuojamo
komplekso, SIO0A8/A9, saveikas su dirbtiniu, neurony plazming membrang
imituojanciu, lipidy dvisluoksniu.

Siam tikslui pasiekti buvo isikelti sekantys darbo uZdaviniai:

1. Ivertinti S100A8, S100A9 baltymy ir jy formuojamo S100A8/A9
komplekso struktiirinius ypatumus bei struktiirinj stabiluma.

2. Istirti kalcio jony ir lipidinio dvisluoksnio poveiki S100 baltymy
agregacijai.

3. Nustatyti S100 baltymy poveikj lipidinés membranos integralumui ir
jvertinti galimus dvisluoksnio paZzaidos mechanizmus.

MOKSLINIS NAUJUMAS

Prouzdegiminiy S100 Seimos baltymy raiska padid¢ja traumy ar
Jvairiy, su uzdegiminiais procesais susijusiy, ligy atveju [12], todél jy analizé
yra svarbi ne tik fundamentaliy moksliniy tyrimy kontekste, bet ir ateityje
galéty pasitarnauti kuriant naujus neurodegeneraciniy ligy diagnostinius ir
terapinius jrankius. Siame darbe pirmga kartg parodyta, kad tiesioginé S100AS,
S100A9 bei SI00A8/A9 komplekso saveika su anijonine membrana pazeidzia
lipidy dvisluoksnio integralumg. Taikant didelio grei¢io atominés jégos
mikroskopijos metoda, realiuoju laiku buvo stebimi S100A8 ir SIO0A8/A9
baltymy sukelti lipidy dvisluoksnio morfologijos pokyciai, leide tiksliai
identifikuoti membranos pazaidos mechanizmg. Tuo tarpu, klasikinés
atominés jégos mikroskopijos metodikos taikymas S100A9 saveiky su lipidy
dvisluoksniu vizualizacijai leido pasitlyti galimus membranos pertvarkos
mechanizmus. Pazymétina, kad Siame darbe pasitlyta metodika leido stebéti
S100A8 membranos pazaidos aktyvuma esant patologiniam baltymo
koncentracijos lygiui, kas ateityje galéty reikSmingai prisidéti kuriant
neurodegeneraciniy ligy biojutiklius. Be to, iSanalizavus baltymy
oligomerizacijos procesus, nustatyta, jog lipidiniy membrany sudéties
poky¢iai turi reikSmingos jtakos S100 baltymy agregacijai bei potencialiai
neurotoksisky dariniy susidarymui. Sie rezultatai pabrézia plazminés
membranos svarbg neurodegeneracijos iniciacijoje ir progresijoje.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

S100A8 baltymas sgveikauja su anijoninémis, sudétyje 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serino turiniomis, membranomis ir pazeidzia jy
integralumg veikdamas detergento mechanizmu.

S100A8 saveika su sudétyje 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serino
turin¢iomis membranomis spartina §io baltymo agregacijos procesus.

S100A9 baltymas gali jsiterpti j lipidy dvisluoksnj, taip sukeldamas lipidy
molekuliy lateralinj iSsiplétima.

S100A8/A9 komplekso sukelta dirbtiniy lipidiniy membrany pertvarka
yra nulemta S100A8 baltymo aktyvumo.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Neurouzdegimas

Zmogaus centriné nervy sistema (CNS), vidutiniskai sudaryta net i3
86,1 milijardo neurony, yra laikoma sudétingiausiu zinomu biologiniu
audiniu [13]. Neurouzdegimas yra gyvybiskai svarbi centrinés nervy sistemos
reakcija ] jvairius vidinius ir iSorinius veiksnius, jskaitant senéjima,
autoimuninius sutrikimus, infekcijas, traumas ar toksinus [14]. Svarbu
pabrézti, kad neurouzdegimas taip pat yra bitinas audiniy regeneracijai,
normaliam smegeny vystymuisi, homeostazés palaikymui ir smegeny
plastiSkumui svarbiais vystymosi laikotarpiais. Taigi, imus neurouzdegimas
yra nattrali organizmo gynybiné reakcija, skirta palaikyti organizmo
homeostaze ir apsaugoti smegenis nuo tolimesnés zalos [15]. Vis délto, jei
uzdegimg sukeliantys veiksniai néra pasalinami, iSsivysto létinis uzdegimas.
Sio proceso metu pagrindiniai uzdegiminio atsako reguliatoriai — glijos
lastelés — islieka nuolat aktyvuotos, o tai lemia ilgalaike uzdegiminiy
mediatoriy sekrecija. Nustatyta, kad Sie mediatoriai gali buti citotoksiski ir
lemti neurony disfunkcija bei ziitj, taip skatindami jvairiy neurologiniy bei
elgsenos sutrikimy progresavimg. Pazymeétina, kad neurony ziities metu j
uzlasteline terpe iSsiskiria jvairios signalinés molekulés, kurios, atpazintos
glijos lasteliy, toliau skatina uzdegiminiy mediatoriy sekrecijg ir sukuria
neurouzdegimo cikling reakcijg [15] (1.1 pav.). Tokiais atvejais imuniné
sistema, kurios pagrindiné funkcija yra apsaugoti CNS, gali tapti zalinga, dar
labiau sutrikdydama nattiralias smegeny funkcijas.

Atsizvelgiant | kompleksiska neurouzdegimo prigimtj, toliau bus
aptariami tik $io tyrimo kontekste svarblis minéto proceso aspektai. Kadangi
pagrindinis Sio tyrimo objektas yra prouzdegiminiai S100 Seimos baltymai,
ypatingas démesys bus skiriamas jy struktiirinéms savybéms bei fiziologiniy
ir patologiniy funkcijy apzvalgai. Galiausiai, paskutinéje literatiiros apzvalgos
dalyje, bus aptartos biologiniy membrany struktiirinés ir funkcinés ypatybés,
taip pat pagrindiniai lipidy dvisluoksnio sgveiky su baltymais principai.
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1.1 pav. Neurouzdegiminiy procesy iliustracija. Parengta pagal [2].
1.1.1. Molekuliniai ir lasteliniai komponentai

Vieni pirmyjy aprasyty neurouzdegiminiy mediatoriy buvo citokinai,
tokie kaip interleukinas-1B (IL-1pB), naviko nekrozés faktorius-a (TNF-a) ir
interleukinas-6 (IL-6). Sie citokinai buvo susieti ne tik su uzdegimo poveikiu
smegeny funkcionalumui, bet ir su jvairiy patologiniy bikliy pasireiSkimu
[16]. Citokinai yra mazos molekulinés masés baltymai (< 40 kDa), i§skiriami
skirtingose smegeny srityse ir dalyvaujantys jvairiuose fiziologiniuose
procesuose, jskaitant miego reguliacija [17], neurony vystymasi [18], kraujo-
smegeny barjero pokycius [19], neuromediatoriy metabolizma ir sinapsiy
plastiskumag [20,21]. Be to, citokinai dalyvauja beveik visose imuninio atsako
reakcijose, jskaitant antigeny pateikimag (angl. antigen presentation), kauly
Ciulpy diferenciacija, adhezijos molekuliy raiska, imuniniy Iasteliy
pritraukima j uzdegimo vietg bei jy aktyvacijg [22]. Citokinai pagal aktyvuma
paprastai skirstomi j prouzdegiminius (IL-1, IL-6, TNF) ir prieSuzdegiminius
(IL-4, IL-10, TGF-B) [23]. Prouzdegiminiai citokinai atlicka svarby vaidmenj
inicijuojant ir palaikant uzdegimines reakcijas, taCiau pernelyg didelé¢ jy
sekrecija gali sukelti sinapsiy disfunkcija, neurony Ziit] ir neurogenezés
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slopinimg [24]. Tuo tarpu, prieSuzdegiminiai citokinai, kurie taip pat yra
sekretuojami neurouzdegiminio proceso metu, yra atsakingi uz imuninio
atsako slopinima. Taigi, Siy dviejy prieSingy jégy pusiausvyra lemia
neurouzdegimo baigtj, o 1étinés neurouzdegiminés ligos atspindi balanso tarp
prouzdegiminiy ir prieSuzdegiminiy mediatoriy sutrikdyma [25].

Kitas svarbus neurouzdegimo komponentas — tai nedidelio dydzio (8—
12 kD) baltyminés kilmés molekulés, dar vadinamos chemokinais. Anks¢iau
chemokinai buvo apibiidinami tik kaip uzdegiminiai mediatoriai, kurie
iSskiriami infekcijos vietoje reaguojant ] uzdegiminj stimulg. Tokie
uzdegiminiai chemokinai pritraukia ir aktyvuoja leukocitus, kad sukelty
imuninj atsaka ir aktyvinty zaizdy gijimg [26]. Taciau pastaruoju metu
nustatytas dar vienas chemokiny pogrupis, atlickantis homeostatines
funkcijas. Sios funkcijos susijusios su jgytu imuniniu atsaku ir apima
limfocity migracija, hematopoeze, dendritiniy lasteliy ir makrofagy
nukreipimg j antrinius limfoidinius audinius bei antigeny pateikimg T
limfocitams [27].

Smegenyse uzdegiminiai mediatoriai yra i$skiriami jgimto imuninio
atsako lasteliy reaguojant i kenksmingus dirgiklius. Tarp imuniniy lasteliy,
glija yra pagrindinis uzdegimo reguliatorius CNS. Glijos lastelés, prieSingai
nei neuronai, néra elektriskai suzadinamos ir skirstomos j du pagrindinius
tipus: mikroglija bei makroglija (apima astrocitus, oligodendrocitus ir
ependimines lasteles) [15]. Mikroglija sudaro 5-12 % visy smegeny lasteliy
ir atlieka svarby vaidmenj sinapsiy genéjime vystymosi metu, neurogenezéje,
angiogenezeje, homeostazés ir sinapsinio plastiSkumo palaikyme [28,29].
Mikroglija taip pat dalyvauja apsaugant CNS nuo jvairiy infekcijy, jskaitant
virusines, bakterines ir parazitines [30].

Mikroglija yra laikoma specializuotais smegeny makrofagais, kurie
ramybés busenoje sukuria tanky tinklg ir Sakotomis ataugomis seka CNS
mikroaplinkg dél infekcijy ir homeostazés pokyciy [31]. Mikroglija aplinkos
pokycius aptinka per pavirSinius membraninius receptorius, jskaitant Toll tipo
receptorius (TLR), pazangiy glikacijos galutiniy produkty receptorius
(RAGE), ciklinés GMP-AMP sintazés receptorius (cGAS). Sie receptoriai
gali buti aktyvuojami su egzogeniniais patogenais susijusiais molekuliniais
modeliais (angl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP), tokiais
kaip bakterijos, virusai ar grybai, arba endogeniniais pazeidimo sukeltais
molekuliniais modeliais (angl. damage-associated molecular patterns
DAMP), jskaitant oksidacijos produktus, amiloidiniy baltymy agregatus,
ATP, mitochondrijy DNR ir S100 Seimos baltymus [4]. Mikroglijos atsakas j
pazeidimus gali biiti jvairus, taciau yra i$skiriamos dvi pagrindinés biisenos:
prouzdegiminé (M1) ir prieSuzdegiminé (M2) (1.2 pav.). Sios biisenos
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apibréziamos pagal mikroglijos morfologija, i$skiriamy citokiny pobidj ir
atsakg ] aplinkos signalus. Esant sunkiam ar ilgalaikiam audiniy pazeidimui
yra siun¢iamas signalas ,,suvalgyk mane®, tuomet mikroglija poliarizuojasi i
M1 fenotipg, kuriam biidingas didelis lgstelés kiinas, ameboidiné forma bei
sumazéjes ataugy skaicius. Sis fenotipas pasizymi reaktyviy deguonies formy,
prouzdegiminiy citokiny iSskyrimu bei citotoksiniu poveikiu, padedanciu
greitai pasalinti infekuotas Igsteles ir mirStanciy lasteliy lickanas uzdegimo
vietoje [32]. Tuo tarpu, esant lengvam audiniy pazeidimui, yra siun¢iamas
signalas ,,surask mane: mikroglija poliarizuojasi | M2 fenotipa, kuriam
biidinga Sakota, panasi j ramybés biisenos, morfologija ir priesuzdegiminiy
citokiny sekrecija. M2 mikroglija skatina audiniy atsinaujinima, pasiZymi
fagocitiniu aktyvumu bei atlicka neuroapsauginj vaidmenj. Pazymétina, jog
mikroglijos fenotipas néra fiksuotas: ji, priklausomai nuo pazeidimo
pobudzio, gali pereiti is M1 | M2 biisena ir atvirksciai [33]. Toks plastiSkumas
leidzia mikroglijai efektyviai prisitaikyti prie CNS mikroaplinkos pokyciy.
Svarbu paminéti, jog ankstyvosiose uzdegimo stadijose vyrauja M2 fenotipas,
taciau Siam procesui uzsitgsus, ima dominuoti M1 forma [34]. Dél uzsitgsusio
M1 mikroglijos fenotipo aktyvumo yra nuolat iSskiriami prouzdegiminiai
citokinai, kurie gali sukelti neurony disfunkcija ir zutj, taip toliau skatinant
citokiny sekrecija ir sukuriant neurouzdegiming kaskada [31].

Ramybés biisenos mikroglija

\ Citokinai Citokinai {

(IL-4, IL-10, TGF-B) (IL-1p, IL-8, TNF)
PrieSuzdegiminis (M2) ProuZdegiminis (V1)
» Fagocitozé » EkscitotoksiSkumas
* Tinkly pertvarkymas ) « Sinapsiy genéjimas
* Trofiné parama Pusiausvyra * Demielinizacija

A

Neurony disfunkcija, Zutis
Neuroapsauginé funkcija
1.2 pav. Skirtingi mikroglijos fenotipai. M1 fenotipo mikroglija (deSinéje) | aplinka
i§skiria prouzdegiminius citokinus, pasizymi citotoksiskumu, skatina demielinizacija.
Tuo tarpu, M2 mikroglija (kairéje) pasizymi fagocitiniu aktyvumu ir atlieka
neuroaupsauginj vaidmenj. Parengta pagal [33].
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Astrocitai yra labiausiai paplites glijos lIasteliy potipis, atliekantis
esminj vaidmenj palaikant CN'S homeostaze ir funkcionaluma. Sios Zvaigzdés
formos lastelés sudaro net iki 61 % visy CNS lasteliy [35]. Astrocitai tiekia
neuronams metabolitus, augimo faktorius, palaiko sinapsiy formavimasi ir
plastiskuma, reguliuoja jony, skysCiy ir neurotransmiteriy pusiausvyra
uzlgsteliniame skystyje, dalyvauja kraujo-smegeny barjero formavime ir
imuniniy lgsteliy migracijos kontroléje [36]. Be to, astrocitai formuoja
glimfating sistema, kuri paSalina neurotoksiSkus produktus, jskaitant
amiloidinius baltymus, i§ CNS [33]. Nustatyta, jog aktyvils astrocitai, kaip ir
mikroglija, gali pasizyméti prouzdegiminiu (A1) arba prieSuzdegiminiu (A2)
fenotipais. Al — tai neurotoksiSkas astrocity fenotipas, pasizymintis tirpiy
neurotoksiny sekrecija bei sukeliantis sinapsiy praradimg, kraujo-smegeny
barjero integralumo pazeidimus, neurony ir kity glijos lasteliy (pvz.:
oligodendrocity) zutj. PrieSingai, A2 astrocitai pasiZymi neuroapsauginiu
pobiidziu ir, padidindami neurotrofinius ir prieSuzdegiminius baltymus
koduojan¢iy geny raiska, skatina neurony augima, atliecka reparacines
funkcijas [37].

Oligodendrocitai yra specializuotos centrinés nervy sistemos
lastelés, kuriy pagrindiné funkcija yra mielino, formuojancio kompaktiska,
daugiasluoksnj lipidinj apvalkalg, gamyba. Mielinas apgaubia aksonus,
uztikrina jy izoliacija bei pagreitina elektrinio potencialo perdavimag tarp
neurony [38]. Taip pat, Sios Iastelés atlieka svarby vaidmenj neuronams
tiekiant metabolitus (pvz: piruvata, pieno riigstj), naudojamus ATP sintezei
[39]. Oligodendrocitai, dél jy aukSto metabolinio aktyvumo ir energijos
poreikiy, yra ypac¢ jautris reaktyvios M1 mikroglijos iSskirtiems
prouzdegiminiams mediatoriams, kadangi yra sutrikdoma mielino gamyba,
stebima aksony degeneracija [40]. Mikroglijos, astrocity ir oligodendrocity
tarpusavio sgveika fiziologinémis sglygomis atlieka kritinj vaidmenj centrinés
nervy sistemos homeostazés palaikyme, o Sios saveikos disbalansas vis
dazniau pripazjstamas kaip vienas pagrindiniy neurodegeneracijos
veiksniy [41].

1.2. Neurodegeneracinés ligos

Dél sparcéiai senstancios populiacijos, neurodegeneraciniai sutrikimai
Siuo metu §ie sutrikimai paveikia 57 mln. Zmoniy pasaulyje ir manoma, jog
Sis skaiCius iSaugs iki 153 miIn. 2050 m. [42]. Klasikinés neurodegeneracinés
ligos, tokios kaip Alzheimerio liga (AL), Parkinsono liga (PL), Sonin¢
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amiotrofiné sklerozé (SAS), skiriasi savo molekuliniais mechanizmais, tadiau
jas vienija bendra ypatybé — amiloidiniy baltymy sankaupos smegenyse [43].
Amiloidiniais yra vadinami baltymai, galintys netaisyklingai susilankstyti ir
formuoti fibriles. Tai — sitilo formos polimerinés strukttros, turincios [-
kryzmineg struktiirg, kur B-klostés yra iSsidésCiusios statmenai fibrilés aSiai
[44]. llga laikag buvo manoma, kad S$iy baltymy agregatai yra idealiis
neurodegeneraciniy ligy terapijos taikiniai. Vis délto, daugybé klinikiniy
tyrimy, siekusiy paSalinti jvairias amiloidiniy baltymy formas i§ pacienty
smegeny, nedave teigiamy rezultaty: nors amiloidiniy baltymy kiekis
organizme sumaz¢jo, pacienty kognityvinés funkcijos nepageréjo [45,46].

Manoma, jog amiloidiniy baltymy agregacija gali biiti ne vienintelis
neurodegeneraciniy ligy iniciatorius, o kiti veiksniai, jskaitant
neurouzdegima, gali atlikti esminj vaidmenj Siy sutrikimy vystymesi ir
progresavime. Tai patvirtina padidéjes uzdegiminiy zymeny lygis
neurodegeneraciniais sutrikimais serganciy pacienty organizme [47] bei geny,
susijusiy su jgimty imuninés sistemos funkcijy reguliavimu, raiskos pokyciai
[48]. Taciau, nepaisant iSsamiy moksliniy tyrimy, tikslis mechanizmai,
lemiantys neurouzdegimines reakcijas centrinés nervy sistemos sutrikimuose,
vis dar néra iki galo suprasti. Tolimesniame skyrelyje bus aptariamos
molekulinés kaskados, jrodancios létinio uzdegimo svarbag konkreciy
neurodegeneraciniy ligy atsiradime ir progresijoje.

1.2.1. Neurouzdegimo vaidmuo neurodegeneracijoje

AL yra daZniausiai pasitaikanti demencijos prieZastis. Sios ligos
patologijai biidinga uzlgsteliniy amiloidiniy ploksteliy, sudaryty i§ amiloido
peptido (AP) ir vidulgsteliniy neurofibriliniy raizginiy, suformuoty is
hiperfosforilinto Tau baltymo formy, kaupimasis smegenyse [49]. Manoma,
jog AP agregatai gali funkcionuoti kaip DAMP, ir, aktyvindami mikroglijos
pavirsiaus receptorius, skatinti citokiny, chemokiny sekrecija bei pritraukti
kitas imunines lgsteles | amiloidiniy sankaupy vietg [50]. Tyrimai in vitro
rodo, jog mikroglijos atsakas priklauso nuo AP agregacijos formos. Esant
fibrilinei AP formai, aktyvuojamas fagocitinis mikroglijos fenotipas, taciau
AP degradacija po fagocitozés vyksta létai, o tai kelia abejoniy dél glijos
efektyvumo pasalinant amiloidines sankaupas [51]. Tuo tarpu oligomerinés
AP formos skatina prouzdegiminiy citokiny sekrecija bei pasizymi
mikroglijos fagocitinio aktyvumo slopinimu [52].

Nustatyta, jog AP aktyvuota prouzdegiminio M1 fenotipo mikroglija
dar labiau skatina AP sankaupy susidaryma smegenyse. Siy procesy metu
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aktyvuojama [-sekretazés ir amiloido pirmtako baltymo (APP) raiska bei
sekretuojami jvairlis AP agregacija skatinantys veiksniai, jskaitant Zn>*
[4,50]. Negebéjimas efektyviai paSalinti susidariusiy baltymy agregaty lemia
létin uzdegima, kuris sukelia neurony zitj ir DAMP molekuliy, jskaitant
S100 Seimos baltymus, iSskyrima [53]. M1 mikroglijos iSskiriami
prouzdegiminiai mediatoriai aktyvina kinazes, jskaitant p38 mitogeno
aktyvuotg baltymy kinaze (MAPK-p38), kurios fosforilina Tau baltyma, taip
skatindamos neurotoksiSky neurofibriliniy raizginiy formavimasi [54].
Svarbu pazyméti, jog minéty procesy metu aktyvinamos net dvi griztamojo
rySio reakcijos, skatinancios chroniskg mikroglijos aktyvacija ir
neurouzdegimo progresija (1.3 pav.).

Su mikrovamzdeliais Hiperfosforilinimas

APP ikauianti
saveikaujantis Tau
/—\ ' l 2 ! /_\‘ Tau monomerai
B-sekretazé >~ s RAEEEEE m
y-sekretaze,

\. Tau oligomerai

o

] aktyvuota mikroglua o Tau

-,
.. * - agregatai
AP:agregatal ~  Griztamojo rysio reakcija 1 1L-1B, TNF-q, IL-6, Sl
3 - .
. ROS, NO .
P o V¢ %L Zais
— '/ s ol
)
. 5 : <t o Ite

Kinazés 1

APP, Zn?*

APP mutacijos X ;
N /_ IFITM3 *’\

Chroniskai

. Griztamojo rySio reakcija2
i DNR
Ramybes bisenos AP skaidymas Aktyvuota EIrasi NI
mikroglija mikroglija R 7 & b P A

s e g

1.3 pav. Neurouzdegimas AL progresijoje. Skaidant APP B- ir y-sekretazémis,
susidaro A peptidas. AB monomerai yra link¢ formuoti amiloidines ploksteles, kuriy
kaupimasi skatina APP mutacijos. Ap sankaupos yra Salinamos fagocitozés biidu,
taciau Siam procesui sutrikus mikroglija jgyja M1 fenotipa. Tai skatina APP ir
interferono indukuoto transmembraninio baltymo 3 (/FITM3) geny raiska, bei metaly
jony isskyrimg. M1 mikroglija isskiria prouzdegiminius citokinus ir reaktyvias
deguonies formas, kurie skatina neurony Ztj. Zuvusiy neurony i§skiriamos DAMP
molekulés (ATP, mitochondrijy DNR, S100 baltymai) aktyvina mikroglija,
sukeldamos létinj uzdegima. Prouzdegiminiai citokinai aktyvina kinazes, kurios
sukelia Tau baltymo hiperfosforilinimg. Parengta pagal [4].

PL yra antras pagal paplitimg neurodegeneracinis sutrikimas,
pasizymintis dopaminerginiy neurony nykimu juodojoje medziagoje ir
pasireiSkiantis progresuojanciu motoriniy funkcijy sutrikimu [55]. Pagrindinis
ligos patologijos pozymis — citoplazminiai intarpai, dar vadinami Levi
kiineliais, daugiausiai sudaryti i§ fosforilinty a-sinukleino (a-Syn) agregaty
[56]. Manoma, jog a-Syn agregacija néra pagrindiné dopaminerginiy neurony
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zuties priezastis, o Levi kiineliai gali atlikti neuroapsauging funkcija, kadangi
nerviniy lasteliy nykimas yra stebimas dar pries §iy citoplazminiy intarpy
atsiradimg [57]. IS tiesy, tiesioginis «-Syn agregaty poveikis
dopaminerginiams neuronams vis dar liecka prieStaringas. Kai kuriuose
tyrimuose pastebéta, jog oligomerinis a-Syn pasizymi neurotoksiskumu tik
esant reaktyviai mikroglijai, kas pabrézia jgimto imuninio atsako ir
neurouzdegimo svarbg PL patogenezéje [58]. Nors a-Syn daugiausia
aptinkamas citozolyje, nedidel¢ dalis netaisyklingai susilanksciusio baltymo
gali buti iskirta j tarplastelinj skyst] ir, jungiantis prie specifiniy pavirSiaus
receptoriy, aktyvuoti glijos lasteles [59]. Reaktyvios glijos lastelés iSskiria
Ivairius prouzdegiminius citokinus ir chemokinus, kurie sukelia neurony Ziitj,
DAMP molekuliy iSsiskyrimg ir toliau sekancig pakartoting glijos aktyvacija
[60]. Reaktyvios glijos lastelés taip pat skatina a-Syn agregaty perdavima
egzosomomis, taip infekuojant greta esancius dopaminerginius neuronus bei
sukeliant l1étin] neurouzdegima [61].

SAS yra paralyziy sukelianti neurodegeneraciné liga, kuriai biidinga
progresuojanti galvos ir smegeny motoriniy neurony degeneracija.
Hiperfosforilinto ir ubikvitilinto transaktyvaus atsako DNR surisancio 43 kDa
baltymo (angl. TAR DNA-binding protein 43, TDP-43) sankaupos yra
dazniausiai pastebimas SAS pozymis. Sis baltymas gali prasiskverbti j
mitochondrijas, skatinti mitochondrijy DNR iSskyrima | citozolj ir,
aktyvuojant cGAS/STING signaling kaskada, skatinti neurouzdegima [62].
Taip pat, pagrindinio citoplazminio antioksidacinio fermento — superoksido
dismutazés-1 (SOD1) — agregacija sukelia oksidacinj stresa ir lemia
mitochondrijy disfunkcijg [63]. | tarplasteling erdve iSskirtos amiloidiniy
baltymy sankaupos aktyvina mikroglija ir skatina uzdegiminiy citokiny
i8siskyrimg. Létinis uzdegimas tiesiogiai pazeidzia motorinius neuronus, dar
labiau stiprindamas SAS progresija [4].

1.3. S100 Seimos baltymai

S100 Seimos baltymai yra pripazjstami kaip vieni pagrindiniy
uzdegimo iniciatoriy bei mediatoriy [12]. Pirmieji Sios Seimos nariai (S100A1
ir S100B) buvo isskirti i§ galvijy smegeny 1965 m. ir pavadinti S100 dél savo
tirpumo soc¢iame (100 %) amonio sulfato tirpale [64]. Fiziologinémis
salygomis, Sie mazos molekulinés mases (10—14 kDa), kalcj riSantys baltymai
regulivoja jvairius vidulgstelinius ir uzlastelinius procesus, jskaitant
metabolizmg, baltymy fosforilinima, lgsteliy proliferacija, neurity augima,
citoskeleto dinamika, lasteliy migracijg bei vidulastelinio kalcio homeostaze
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[65]. Siy baltymy raiska vyksta i$skirtinai stuburiniuose, o Zmonése iki §iol
yra nustatyti 25 Sios Seimos nariai [66]. Kiekvienas S100 baltymas yra
koduojamas atskiro geno: 19 i$ jy (A grupés S100 baltymai) yra lokalizuoti
1g21 chromosomos regione, tuo tarpu kiti (S100411P, S100B, S100G, S100P
ir S1007) yra iSsidéste skirtingose genominiy regiony vietose [67]. S100
baltymai pasizymi 25-65 % aminoriig§¢iy sekos homologija [68] bei panaSia
antrine ir tretine struktiromis [69]. Tac¢iau, nepaisant struktiirinio panasumo,
kiekvienas Sios Seimos narys pasizymi jvairiais saveikos partneriais,
funkcijomis ir unikaliu raiskos profiliu skirtinguose audiniuose bei 1asteliy
tipuose [66,70].

S100 baltymai dazniausiai egzistuoja kaip homodimerai [71], taciau
kai kurie Seimos nariai gali buiti randami ir heterodimerinéje biisenoje,
iskaitant S100A8/A9, dar zinomu kaip kalprotektinas (CP) [72], SI00B/A1
[73], S100A6/B [74]. S100 baltymai taip pat gali formuoti ir funkcinius
oligomerus, jskaitant tetramerus, heksamerus ir oktamerus, taciau §is procesas
yra grieztai reguliuojamas dvivalenciy katijony prisijungimo [75]. Irodyta, jog
oligomerizacija gali keisti $iy baltymy biochemines savybes, pavyzdziui,
ST100A8/A9 heterotetramerai, prieSingai nei heterodimerai, pasizymejo
dideliu stabilumu proteazéms in vitro [76].

Siame darbe tirty, S100 $eimai priskiriamy, baltymy struktirinés
ypatybés yra pateiktos 1.4 pav. S100A8 baltymas yra sudarytas i§ 93
aminoriig§ciy ir jo molekuliné masé yra 10,8 kDa, tuo tarpu S100A9 —i§ 113
aminoriig§ciy, o jo molekuliné masé siekia 13,2 kDa [77]. Nors S100AS ir
S100A9 aminorigsciy seky identiSkumas siekia tik 27 %, abu §ie baltymai
pasizymi panaSia antrine struktiira. SI00A8 ir SI00A9 monomery struktiiroje
yra randamos keturios a-spiralés ir dvi kilpos. Nustatyta, jog susiformavus
S100A8/A9 heterodimerui, SI00AS islaiko homodimerinei formai biidingg
antring struktiirg, ta¢iau S100A9 baltymo IV a-spiralé tampa gerokai ilgesné,
palyginus su jo homodimerine forma [78]. Pazymétina, jog kaip ir kity S100
Seimos baltymy, S100A8 ir SI00A9 struktiirinés ir funkcinés ypatybés yra
reguliuojamos dvivalenc¢iy katijony, jskaitant Ca*, Mg*", Zn** ar Cu*,
prisijungimo [79,80]. Uz kalcio jony suri§img yra atsakingi kiekvieno baltymo
monomere esantys du EF-rankos motyvai, atskirti lankscia jungtimi. C-galiné
EF-ranka, apimanti III ir IV a-spirales, yra laikoma kanonine. Ji budinga
visiems kalmodulino/troponino/S100 superSeimos baltymams bei pasizymi
aukstu afini§kumu Ca** jonams [81]. Tuo tarpu, N-galiné EF-ranka, apimanti
Lir IT a-spirales, yra biidinga tik S100 Seimos nariams bei pasizymi mazesniu
afiniSkumu Ca®* [68]. Nustatyta, kad Ca*" suri§imas padidina S100 baltymy
afiniskumg cinko jonams, tag¢iau Zn** prisijungimui Ca?* jonai néra butini.
PrieSingai, Mn?" prisijungimas galimas tik baltymui prie$ tai suri§us Ca** [77].
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1.4 pav. S100A8 ir S100A9 baltymy aminoriig§ciy seky palyginimas. S100A8 ir
S100A9 homodimeriniy formy antrinés struktliros yra pavaizduotos mélyna ir
raudona spalvomis, atitinkamai. Heterodimerinéje formoje S$iy baltymy antrinés
struktliros pazymétos Zalia (S100AS8) ir rozine (S100A9) spalvomis. Identiskos
aminortigStys iSskirtos pilkais rémeliais. C-gale esantys HXXXH motyvai, svarbis
Zn?" jony prisijungimui, yra pazyméti zydra spalva. N-galiniame regione esan¢ios
histidino ir asparto riigsties Soninés grupés, dalyvaujancios Zn?' koordinavime, yra
paryskintos geltonai. Parengta pagal [78].

Literatiiroje yra apraSomos trys pagrindinés S100 baltymy
konformacijos: nesurista (apo), surista su Ca*" (holo), arba prijungta prie
tikslinio baltymo [82,83]. Pavyzdziui, SI00A8/A9 atveju, pridéjus kalcio
jony, abiejy komplekso subvienety a-spiralés suartéja, formuojamas
hidrofobinis plySys, nulemiantis heterokomplekso afiniSkuma tiksliniams
baltymams, jskaitant receptorius ir kitus S100 Seimos narius (1.5 pav.).
Aminoragstys, jskaitant LEU9, ILE12, ILE13, PHE68, GLN69, LEU72
(S100A8) bei THR87, TRP88 ir HIS91 (S100A9), Siuo atveju atlieka svarby
vaidmenj ne tik jungiant du baltymy subvienetus tarpusavyje, bet ir
reguliuojant heterokomplekso funkcionaluma [84].

1.5 pav. Strukttriniai S100A8/A9 poky¢iai po sgveikos su Ca?". Paveikus apo-
S100A8/A9 (A) kalcio jonais, o-spiralés persiorientuoja, kompleksas igyja holo
forma (B). Aminorfigstys, iskaitant LEU9, ILE12, ILE13, PHE68, GLN69 ir LEU72
(S100A8) bei THR87, TRP88 ir HIS91 (S100A9) atlieka svarby vaidmenj ne tik
palaikant heterokomplekso strukttira, bet ir dalyvauja hidrofobinio plysio, atsakingo
uz tiksliniy baltymy atpazinima, formavime. Parengta pagal [84].
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S100A8 ir SI00A9 dalyvauja jgimto imuninio atsako procesuose, 0
jy raiska daugiausia vyksta mieloidinés kilmés lastelése, jskaitant makrofagus,
monocitus ir neutrofilus, kur Sie baltymai gali sudaryti net iki 50 %
citoplazminiy baltymy masés [12]. Svarbu paminéti, kad dél didesnio
stabilumo, minétieji S100 Seimos nariai organizme dazniausiai aptinkami kaip
S100A8/A9 heterodimerai arba tetramerai, kurie laikomi biologiSkai
aktyviausiomis §iy baltymy formomis [6]. Nors S100 Seimos baltymai
randami tiek vidulasteliniuose, tiek uzlasteliniuose kompartmentuose, jie
neturi transmembraniniy domeny ar signaliniy seky, butiny klasikiniam
sekrecijos keliui i§ lagstelés. Todél jy pernasa per membrang vyksta
alternatyviais, dar neistirtais, mechanizmais [85]. Kadangi Ca®" funkcionuoja
kaip antriné signaliné molekulé, reguliuojanti jvairius Iastelinius procesus
[66], galima manyti, jog nuo kalcio jony priklausoma sgveika su lastelés
plazmine membrana galéty biiti pradinis zingsnis, vedintis link baltymo
pernasos per lipidy dvisluoksnj. Tarplasteliniame skystyje SI00A8/A9 bei Sio
heterokomplekso subvienety formuojami homodimerai gali veikti kaip
DAMP molekulés ir aktyvuoti imuniniy lgsteliy, endotelio ir neurony
pavirSiaus receptorius, jskaitant TLR, RAGE, CD33 [5]. Sagveikaudami su
Siais receptoriais, S100 baltymai aktyvuoja NF-«xB ir p38 MAPK signalinius
kelius, skatinama prouzdegiminiy citokiny, chemokiny ir reaktyviy deguonies
formy produkcija bei imuniniy Igsteliy, jskaitant neutrofily, monocity ir
makrofagy, migracija [86,87] (1.6 pav.). Be to, Sios signalinés kaskados
skatina ir paties ligando (S100A8/A9) bei jo receptoriaus raiska, taip sukuriant
teigiama griztamojo rysio reakcijg [88,89]. Svarbu pazymeéti, jog SI00A8/A9
kompleksas pasizymi ir plataus spektro antimikrobiniu aktyvumu pries
daugelj mikroorganizmy. Sis aktyvumas yra susijes su SI00A8/A9 gebéjimu
suristi bakterijy augimui biitinus mikroelementus, jskaitant Zn** ir Mn?", bei
reguliuoti jy lygj [90,91].
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1.6 pav. SI00A8/A9 vaidmuo jgimto imuninio atsako procesuose. SI00A8/A9 veikia
kaip ligandas uzdegiminiams receptoriams, jskaitant RAGE, TLR4 ir CD33. Siy
receptoriy aktyvacija suzadina NF-kB ir MAPK signalines kaskadas, yra didinama
prouzdegiminiy citokiny, chemokiny, reaktyviy deguonies formy, S100 baltymy
gamyba, skatinamas uzdegiminis atsakas. Parengta pagal [5].

Esant létiniam uzdegimui, S100 baltymy lygis organizme smarkiai
padidéja, o tai leidzia manyti, kad Sie baltymai galéty buti panaudoti ankstyvai
uzdegiminiy ligy diagnostikai [12]. Pavyzdziui, S100A8/A9 ateityje
potencialiai galéty buti pritaikytas kaip biozymuo jvairiy ligy, jskaitant vézio
[92], diabeto [93], reumatoidinio artrito [94], cistinés fibrozés [95],
periodontito [96], Sirdies ir kraujagysliy ligy [97], infekcijy [98],
autoimuniniy [99] ir neurodegeneraciniy ligy [100] diagnostikai bei terapijy
efektyvumo jvertinimui. Taip pat, SI00A8/A9 receptoriai ateityje galéty
pasitarnauti kaip terapiniai taikiniai 1étinio uzdegimo ir imuninés sistemos
disfunkcijos sukelty ligy gydymui [101].
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1.3.1. S100A8 ir SI00A9 vaidmuo neurodegeneracijoje

Is visy iki §iol apraSyty 25-iy S100 Seimos baltymy, septyni yra
aptinkami smegenyse bei siejami su neurodegeneraciniy ligy progresija.
Siems baltymams priskiriami S100B, S100A1, S100A6, S100A7, S100AS,
S100A9 ir SIO0A12 [71]. Vienas plaCiausiai neurodegeneracijos kontekste
i8tirty Sios Seimos nariy — prouzdegiminis SI00A9 baltymas. Nustatyta, jog
S100A9 lygis padidéja ne tik AL peliy modeliy smegenyse, bet ir Sia liga
sergan¢iy pacienty audiniuose [102]. Taip pat reikSmingas S100A9 lygio
padidéjimas buvo pastebétas ir AL serganciy pacienty cerebrospinaliniame
skystyje, patvirtinant S100A9, kaip biozymens, potenciala [103]. Svarbi
S100A9 struktiriné ypatybé yra gebéjimas agreguoti ir formuoti
neurotoksiskas, B-klostémis praturtintas oligomerines, fibrilines ir ziedines
struktiiras, sgveikaujancias su amiloidiniams baltymams jautriais fluoroforais
[104]. Sitloma, jog S100A9, dél savo gebéjimo tiesiogiai sgveikauti ir
koagreguoti su AP, galéty funkcionuoti kaip tiesioginé jungtis tarp amiloidiniy
sankaupy formavimosi ir neurouzdegiminiy procesy [71,105]. Svarbu
paminéti, jog yra nustatytas tiesioginis rySys tarp S100A9 ir AP sankaupy
kiekio organizme. Pritaikant AL pelés modelj (Tg257) buvo parodyta, jog
S100a9 geno raiSka yra skatinama Af ir APP C-galinio fragmento. Tuo tarpu,
S100a9 geno iSveiklinimas skatina AP fagocitoze¢ mikroglijos lastelése ir taip
sumazina amiloidiniy sankaupy kieki smegenyse bei pagerina peliy
kognityvinius ~ gebéjimus  [103,106].  APP/PS1  pelés  modelyje
pademonstruota, jog SI00A9 ir jo heterodimerinis partneris, SI00AS, sukelia
M1 mikroglijos aktyvacija bei jvairiy uzdegiminiy veiksniy, jskaitant TNF-a
ir interferono y (IFN-y), sekrecija. Sie uzdegiminiai faktoriai skatina p-
sekretazes 1 (Bacel) ir Bace2 geny raiska bei slopina A skaidancio fermento,
neprilizino, raiska [103]. Taip pat buvo nustatyta ir atvirkstiné koreliacija tarp
S100a9 ir neamiloidogeninés a-sekretazés, Adam-10, geny raiSkos [107].
Kadangi S100A9 agregacija j fibriles jvyksta dar prie§ AP ploksteliy
susidarymg smegenyse, buvo pasiiilyta, jog prouzdegiminis S100A9 baltymas
galéty funkcionuoti ir kaip jungtis tarp traumatinio smegeny pazeidimo bei
AL [108].

S100A9 lygio padidéjimas buvo pastebétas ir Parkinsono liga
serganéiy pacienty smegenyse bei PL pelés modelyje. Siuo atveju, baltymo
raiSka daugiausia vyko astrocituose, o S700a9 geno iSveiklinimas skatino
astrocity poliarizacija | neuroapsaugini A2 fenotipg [109]. Parodyta, kad
S100A9 gali koagreguoti su o-Syn, taip reikSmingai sumazinant o-Syn
fibrilizacijos greitj ribojancios, agregacijos branduoliy susidarymo (lag), fazés

24



trukme [110]. Taip pat nustatyta, jog traumatinio smegeny pazeidimo metu
padidéjes S100A9 lygis ir dél to atsiradgs 1étinis uzdegimas skatina S100A9
ir a-Syn koagregaty susidaryma bei Parkinsono ligos vystymasi [111]. Jdomu
tai, jog Soninés amiotrofinés sklerozés pelés modelyje (hSOD1 G93A),
S100a9 geno iSveiklinimas neturéjo teigiamos jtakos motoriniy neurony
biklei bei peliy iSgyvenamumui ir net prieSingai — paspartino ligos simptomy
progresavima. Sie rezultatai jrodo, jog, priesingai nei AL ir PL atvejais,
S100A9 raiskos slopinimas nebiity veiksminga strategija SAS gydymui [112].

Prouzdegiminio S100A8 baltymo atveju, padidéjes jo lygis buvo
stebimas AL serganciy pacienty kraujo serume [113] ir AL peliy modeliy
(Tg2576, TgAPParc) hipokampe [114]. Taip pat, SI00A8 buvo nustatytas
kaip vienas pagrindiniy komponenty, skatinantis lengvo kognityvinio
sutrikimo progresija i AL [115]. Nustatyta, jog S100AS8, prieSingai nei
S100A9, nesudaro fibriliniy strukttry, taciau gali agreguoti i potencialiai
neurotoksi§kus oligomerinius ir sferinius darinius, sgveikaujancius su
amiloidiniams baltymams specifiniais fluoroforais [116]. [vairiis tyrimai rodo
tiesioging koreliacijg tarp AP ir S100A8 baltymy kiekio organizme. Pastebéta,
jog 1 mikroglijos lasteliy kultiirg pridéjus AP agregaty, padidéja S100A8
iRNR lygis, o tolimesnis kultiiros augimas parod¢, kad AB-indukuojama §io
baltymo raiska gali lemti létinj prouzdegiminio mikroglijos fenotipo
aktyvumg [117]. Tuo tarpu neuroblastomos lasteliy kultiiros inkubacija su
S100A8 skatino neurotoksiskesnés AP ir slopino A4, formy produkcija
[114].

1.4. Lastelés plazminé¢ membrana

Plazminés membranos susiformavimas yra laikomas vienu esminiy
evoliucijos procesy ir pagrindu toliau vystytis gyvybei. Plazminé membrana,
sudaryta i§ 50 % lipidy ir 50 % baltymy [118], uZztikrina erdvéskyrg tarp
vidulgsteliniy ir uzlasteliniy kompartmenty, suteikia atranky laiduma bei
atlieka apsauging funkcija. Biomolekuliy prisijungimas prie iSoréje esanciy
membranos receptoriy inicijuoja jvairias signalines kaskadas, leidziancias
lastelei jausti ir reaguoti j aplinkos pokycius. Kruopsciai kontroliuojamos
membranos poros ir jony kanalai leidzia jsisavinti maistines medziagas ir
pasSalinti metabolitus. Taip pat, greta esancios lastelés gali biiti sujungtos
tarpusavyje per specifines adhezijos molekules, iSsidésCiusias plazminés
membranos pavirSiuje. Svarbu paminéti, jog kai kurie gyvybiskai svarbiis
procesai, kaip fotosintezé¢ ar kvépavimas, vyksta biitent endomembranose
[119,120]. Dél tokios didelés plazminés membranos svarbos, nenuostabu, jog
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daugelis kenksmingy iSoriniy veiksniy, jskaitant poras formuojancius toksinus
[121], antimikrobinius peptidus [122] ir amiloidinius baltymus [123], veikia
bitent per plazminés membranos pazaida.

Pagrindiniai membranos struktiiriniai komponentai yra lipidai, kurie
gali buti skirstomi j tris pagrindines klases: glicerofosfolipidus, sfingolipidus
ir sterolius [120]. Glicerofosfolipidy molekulés susideda i§ glicerolio grupés,
sujungtos su dviem hidrofobinémis riebaly riigs¢iy uodegomis ir viena
hidrofiline fosfato esterio galvute. Riebaly riig§¢iy uodegos gali skirtis savo
ilgiu (paprastai 12-24 anglies atomy) ir neso¢iyjy jungéiy skai¢iumi. Sie
skirtumai yra svarbiis, kadangi jie lemia glicerofosfolipidiniy molekuliy
i§sidéstyma ir veikia membranos takuma [119]. Fosfato grupé dazniausiai
biina modifikuota jvairiomis funkcinémis grupémis, sudarant skirtingo kriivio
molekules: cviterjoninius fosfatidilcholing (PC) ir fosfatidiletanolaming (PE),
taip pat neigiamai jkrautus fosfatidilsering (PS), fosfatidilinozitolj (PI),
fosfatidilglicerolj (PG) ir fosfatiding ragsti (PA) [124] (1.7 pav.).
Amfipatiniai  glicerofosfolipidai ~ vandeniniuose tirpaluose  sudaro
dvisluoksnes struktiiras, kuriose polinés galvutés yra nukreiptos j aplinkines
vandens molekules, o hidrofobinés angliavandeniliy uodegos saveikauja
tarpusavyje, sudarydamos vidinj hidrofobinj sluoksnj. Lipidinio dvisluoksnio
centras yra panaSaus poliSkumo kaip heksanas ir yra beveik nepralaidus
hidrofilinéms molekuléms. Fosfolipidinio dvisluoksnio storis paprastai yra
apie 30-35 A, o kiekvieno fosfolipido molekulés uzimamas plotas yra apie
70 A% [119]. Zinduoliy membranose, be glicerofosfolipidy, taip pat randamas
sfingolipidas sfingomielinas (SM) ir cholesterolis — amfifilinis sterolis, kuris
jsiterpia tarp fosfolipidy molekuliy hidrofobiniy uodegy ir reguliuoja
membranos fluidiSkuma [125].
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1.7 pav. Glicerofosfolipidy struktira ir galvuc¢iy kravio charakteristikos.
Fosfatidilcholinas (PC) ir fosfatidiletanolaminas (PE) yra cviterjoniniai
glicerofosfolipidai, turintys neutraly kriivi. Fosfatidiné rogstis  (PA),
fosfatidilglicerolis (PG), fosfatidilserinas (PS) ir fosfatidilinozitolis (PI), yra
neigiamai jkrauti lipidai, kuriy bendras kriivis yra —1. Parengta pagal [126].

1972 m. mokslininkai S. Singeris ir G. Nicolsonas j membrang pasitile
zituréti kaip j skysta lipidy dvisluoksne mozaika, | kurig yra jterpti integraliniai
baltymai, o periferiniai baltymai yra adsorbuoti prie dvisluoksnio pavirSiaus.
Nors Siame modelyje buvo numatyta dvisluoksnio asimetrija baltymy
atzvilgiu, jie nejtrauké lipidy sudéties asimetrijos [127]. Dabar yra zinoma,
jog tiek lipidy lateralinis, t. y. membranos plokstumoje, tiek transversinis, t. y.
tarp dviejy membranos sluoksniy, iSsidéstymas Zenkliai skiriasi [128]. Lipidy
transversiné asimetrija yra palaikoma tam tikros grupés membraniniy
baltymy, dar vadinamy lipidy translokazémis (flipazés, flopazés,
skramblazés), kurie pernesa lipidy molekules tarp skirtingy monosluoksniy,
taip pakaitomis praturtindami arba sumazindami tam tikros lipidy rusies
koncentracijg ir keisdami lokalaus kriivio pasiskirstyma [129]. Sis judéjimas,
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dar vadinamas ,,flip-flop“, vyksta daug 1é¢iau nei lateraliné difuzija — jo
pus¢jimo trukmés gali siekti nuo keliy valandy iki keliy dieny, kadangi jkrauty
galvu¢iy perneSimas per hidrofobing membranos dalj reikalauja didelés
aktyvacijos energijos [130]. Svarbu paminéti, jog plazminés membranos
lipidy kompozicija labai skiriasi, priklausomai nuo organizmo riiSies, lastelés
vystymosi stadijos, aplinkos veiksniy bei audinio tipo. Lipidy sudéties
pokyéiai yra siejami ir su daugeliu ligy, jskaitant vézj, ZIV, diabeta,
aterosklerozg, Sirdies ir kraujagysliy ligas bei Alzheimerio liga [131].

Lyginant ,,vidutinés“ Zzinduoliy ir, konkreciai, smegeny audinio
lasteliy plazminés membranos lipidy sudétis, didziausi skirtumai yra stebimi
cholesterolio kiekyje: smegeny lasteliy membranoje cholesterolis vidutiniskai
sudaro 44,5 % visy lipidy masés, o zinduoliy plazminéje membranoje — 30 %
(1.1 lentelé). Zinduoliy lasteliy plazminéje membranoje stebima labiau
iSreikSta cholesterolio asimetrija, kadangi didesné jo dalis lokalizuojasi
iSoriniame monosluoksnyje. Be to, smegeny lgsteliy membranoje yra maziau
PC, SM, kurie pagrinde aptinkami iSoriniame membranos sluoksnyje bei
daugiau PE, kurio didzioji dalis lokalizuota vidiniame monosluoksnyje.
Smegeny lastelése stebimas ir Siek tiek mazesnis glikolipidy gangliozido 1
(GM1) ir gangliozido 3 (GM3) kiekis, lyginant su ,,vidutine* Zinduoliy lasteliy
plazmine membrana. Kadangi Sie glikolipidai funkcionuoja kaip ligandai
vairiose lastelés pavirSiaus saveikose, jie yra lokalizuoti iSoriniame
monosluoksnyje. Taip pat, smegeny lgsteliy plazminéje membranoje stebimas
didesnis polinesociyjy fosfolipidiniy uodegy kiekis (vidutiniskai 1,27
dvigubos jungties, zinduoliy — 1,05) [132]. Svarbu paminéti, jog ,,vidutiné*
zinduoliy Igsteliy plazminé membrana aptartame tyrime atitinka idealizuota
misinj, atspindintj vidutinj lipidy pasiskirstyma jvairiy Zinduoliy lasteliy tipy,
jskaitant eritrocitus, epitelio 1gsteles ir kt., membranose.

ir, konkreciai, smegeny audinio, lasteliy membranose. Lenteléje pateiktas kiekvieno
lipidinio komponento kiekis (%) iSoriniame ir vidiniame plazminés membranos
monosluoksnyje. Parengta pagal [132].

Zinduoliy lasteliy membrana Smegeny lasteliy membrana
Komponentas T . T .
Vidiné (%) ISoriné (%) Vidiné (%) ISoriné (%)

PC 17,3 35,7 13,6 24,2

PE 25,4 5,6 21,3 11,0

PS 10,7 - 9,8 -

SM 9,3 19,2 2,3 8,9
GM1 - 2,6 - 1,4
GM3 - 2,6 - 1,4

CHOL 28,5 31,3 44,6 44 4
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Nustatyta, jog kriivj turinCios fosfolipidy galvutés (PS, PG, PI, PA)
sukuria jony koncentracijos gradientus membranos pavirSiuje ir atlieka svarby
vaidmenj reguliuojant dvisluoksnio sgveikas su periferiniais baltymais. Tokio
tipo elektrostatinés saveikos yra gana nespecifinés, taciau sékmingai
pritraukia baltymus prie membranos pavirSiaus remiantis kriiviy
komplementarumu [133]. Daugelis periferiniy membraniniy baltymy savo N-
arba C-galiniuose fragmentuose turi kovalentiskai prijungtas miristoilo arba
palmitoilo grandines, jsiterpiancias j lipidy dvisluoksn;j ir veikiancias kaip
hidrofobiniai inkarai. Taciau be hidrofobiniy inkary, Sie baltymai galiniuose
fragmentuose taip pat turi ir baziniy aminoriig§¢iy (lizino ir arginino)
sankaupas. Kadangi Sios sankaupos yra teigiamai jkrautos fiziologiniame
citoplazmos pH, jos gali saveikauti su neigiamai jkrautomis fosfolipidy
galvutémis membranos pavirSiuje. Tokiy, su lipidy dvisluoksniais
elektrostatiSkai asocijuoty, baltymy pavyzdziai — Src kinazé, G baltymai,
jvairios GTPazés, SH2B1f geno produktas, retrovirusy Gag baltymai ir AP
[8,128]. Svarbu paminéti, jog periferiniai baltymai, veikiant elektrostatiniams
efektams, gali buti ne tik pritraukiami, bet ir pasalinami nuo dvisluoksnio
pavirSiaus. Nustatyta, jog baltymy galiniuose segmentuose, be baziniy
aminoriig§¢iy sankaupy, yra ir serino Soniniy grupiy, kurios yra baltymy
kinazés C taikiniai [134]. Siy aminorfigi¢iy Soniniy grupiy fosforilinimas
suteikia neigiama kriivi, taip susilpninant sgveika su anijoninémis
fosfolipidinémis galvutémis. Kadangi hidrofobiniai miristoilo arba palmitoilo
inkarai patys savaime neislaiko baltymy membranos pavirSiuje, jie atsiskiria |
citoplazma [135]. Elektrostatiné sgveika gali biiti susilpninta ir i§
vidulgsteliniy rezervuary iSlaisvinant Ca?* jonus, kurie prisijungia prie
fosfolipidy anijoniniy galvuciy, taip neutralizuodami jy neigiama krtivj [136].

1.4.1. Lipidy polimorfizmas ir faziniai virsmai

Lipidy molekulés, dél savo amfifiliniy savybiy, vandeniniuose
tirpaluose pasizymi polimorfizmu ir yra linkusios agreguoti i kompleksines
struktiiras, jskaitant miceles, arba sudaryti lameling, kubine ar atvirkstine
heksagoning fazes [137]. Tokiag savaiming lipidy organizacija lemia
hidrofobinis efektas, kylantis dél tirpiklio atostimos jégos. Kitaip tariant,
su vandeniu, tuo tarpu polinés galvutés islieka stipriai hidratuotos [138].
Fazinius virsmus j tam tikras strukttiras lemia jvairts veiksniai, jskaitant lipidy
molekuliy geometrijg, koncentracija, sistemos pH ir temperatiirg.
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Lipidy geometrijg lemia tiek polinés galvutés dydis, tick nepoliniy
riebaly riigs¢iy grandiniy nesotumo laipsnis, kadangi grandinés su cis
dvigubomis jungtimis erdvéje uzima daugiau vietos nei sociosios arba trans
dvigubas jungtis turincios grandinés. Atsizvelgiant i molekuling forma, lipidai
skirstomi j tris pagrindines grupes: cilindro, kiigio ir atvirkstinio kiigio formos
lipidus (1.8 pav.). Lipidai, kuriy polinés galvutés ir nepolinés uodegéles yra
panasaus dydzio, pasizymi cilindro forma (pvz.: PC, PG, PI, PS). Jie nesukelia
spontaninio membranos kreivumo ir yra linke organizuotis j plokStuminius
lipidy dvisluoksnius. Priesingai, kiigio formos lipidai, tokie kaip PA, PE ir
diacilglicerolis (DAG), dél mazos polinés galvutés ir dideliy riebaly rugséiy
grandiniy, sukelia neigiamg membranos kreivumg. Sie lipidai daZniausiai
organizuojasi j atvirksting miceling arba heksagonine (Hu) fazes. Galiausiai,
lipidai, turintys didele poling galvute ir tik vieng riebaly rtgsties granding,
tokie kaip lizofosfolipidai, pasizymi atvirkstinio kiigio forma. Jie yra linke
formuoti sferines miceles ir sukelti teigiama membranos kreivuma. Siai lipidy
grupei yra priskiriamas ir sfigomielinas [139]. Svarbu paminéti, jog lipidy
geometrija nulemia ir saveikg su cholesteroliu. Nustatyta, jog SM,
pasizymintis atvirkstinio kiigio forma, efektyviau dengia hidrofobine
cholesterolio dalj nei kiigio formos lipidai, pavyzdziui, PE. D¢l Sios
priezasties, lipidy dvisluoksniuose cholesterolis dazniausiai kaupiasi SM
praturtintuose regionuose, tuo tarpu PE praturtintose membranose
cholesterolio kiekis biina maZzesnis [ 140]. Be to, kiiginiy ir atvirkstiniy kiiginiy
lipidy sukeltas membranos kreivumas yra bitinas jvairiems Iasteliniams
procesams, jskaitant endocitozg, egzocitoze, baltymy erdving organizacija,
virusy patekima j lastele ir kt. [141,142].
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1.8 pav. Lipidy polimorfizmas ir faziniai virsmai. Cilindro formos lipidai (PC, PE,
PS, PI) nesukelia spontaninio membranos kreivumo ir organizuojasi j lamelinius
lipidy dvisluoksnius. Kiigio formos lipidai (PA, PE, DAG, CHOL) sukelia neigiama
membranos kreivuma ir formuoja nelamelines struktiiras, jskaitant atvirkStinius
micelinius ar heksagoninius agregatus. Atvirkstinio kiigio formos lipidai (SM,
lizofosfolipidai) yra linke formuoti sferines miceles ir indukuoti teigiama membranos
kreivuma. Parengta pagal [140].

Labiausiai gamtoje yra paplitusi lameliné faze, kurioje amfifilines
molekulés sudaro dvisluoksnes struktiiras. Tokie lameliniai lipidy
dvisluoksniai gali buti sutinkami jvairiose biisenose: kietojoje kristalinéje
(Lc), gelingje (Lp), banguotoje (Pg) arba skystojoje netvarkingoje (La) (1.9
pav.). Kietojoje kristalingje fazéje lipidai yra iSsidéste tvarkingai, o jy
angliavandeniliy grandinés yra trans konformacijoje. Sioje fazéje sudaroma
labai kompaktisSka lipidiné struktiira, kuriai btidinga maza lateraliné lipidy
difuzija ir zemas membranos hidratacijos lygis. Lipidai yra glaudziai
supakuoti lygiagreciai vienas kitam j dvimat¢ heksagoning gardele [120].
Taciau, tokia kristaliné biisena gamtoje yra stebima tik nevandeninése terpése
arba uZzSaldyto vandens salygomis [143,144]. Lipidy angliavandeniliy
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grandinés gali biiti pasvirusios kristalinés fazés atzvilgiu, taip sudarydamos
geline faze [145]. Toliau, keliant temperattira, membrana pereina j skystaja
faze. Priklausomai nuo dvisluoksnio sudéties ir nesotumo laipsnio, peréjimas
tarp gelinés ir skystosios fazés jvyksta tam tikroje temperatiiroje, vadinamoje
fazinio virsmo temperatira (Tm). Tarp Siy procesy gali buti stebimas ir
tarpinés, dar vadinamos banguotaja, fazés susidarymas, kuri pasizymi
periodinémis vienmatémis bangelémis. Skystojoje netvarkingoje fazéje lipidy
organizacija tampa labai chaotiska, o lipidy lateralinés ir sukamosios difuzijos
greiciai padidéja [120]. Dvisluoksnyje, esant dideliam cholesterolio kiekiui,
gali susidaryti ir penktoji bisena — skystoji tvarkingoji (Lo) fazé. Sioje fazéje
cholesterolio molekulés dvisluoksnyje i$sidésto taip, kad jy hidroksilo grupés
yra nukreiptos link fosfolipidiniy galvuciy, taip sumazinant angliavandeniliy
grandiniy judruma Siame regione. Si fazé yra maziau fluidiska nei skystoji
netvarkingoji fazé, taciau vis dar ne tokia kompaktiska, kaip geliné fazé [119].

Kristaliné fazé (L.) Geliné faze (LB)

wiiy T

Banguotoji fazé (Pg) Skystoji netvarkingoji fazeé (Lg)

1.9 pav. L1p1dq lamehnes fazés. Priklausomai nuo sudetles, aphnkos pH ir
temperatiiros, lipidy dvisluoksniai gali egzistuoti skirtingose biisenose:
kristalingje (L), gelinéje (Lp), banguotoje (Pg) ir skystojoje netvarkingoje (Lq).
Parengta pagal [120].

Dviejy ar daugiau lipidiniy faziy egzistavimas gali sukelti lateralinj
faziy atsiskyrima membranoje. FaziSkai atskirti mikroregionai lasteléje, dar
vadinami lipidy plaustais, apibréziami kaip mazos (10-200 nm),
heterogeniskos, labai dinamiskos, steroliais ir sfingolipidais praturtintos sritys
[146]. Taip pat, be padidéjusios cholesterolio ir sfingolipidy koncentracijos,
lipidy plaustai yra specifiSkai praturtinti soCiaisiais glicerofosfolipidais,
fosfatidilserinu, fosfatidilinozitolio 4,5-difosfatu (PI(4,5)P;) ir arachidono
rigstimi [147]. Manoma, kad lipidy plaustai yra iSsidéste labiau organizuotoje
bilisenoje, panasSioje ] skystajg tvarkingg fazg, placiai apraSyta modelinése
sistemose [148]. Tokia organizuota lipidy plausty struktiira nulemia jy
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atsparuma nejoniniams detergentams, pvz.: Triton X-100 [149]. Siy
mikrodomeny formavimasis, dél didesnio sfingomielino kiekio, dazniausiai
yra stebimas iSoriniame membranos sluoksnyje. Tuo tarpu lipidy plausty
buvimas vidinéje membranos puséje yra maziau istirtas, taCiau manoma, jog
tokie domenai citoplazmingje dvisluoksnio srityje taip pat galéty egzistuoti
dél tankaus soCiyjy glicerofosfolipidy acilo grandiniy susipakavimo
[146,150]. Nustatyta, jog tokiuose mikrodomenuose preferentiskai
organizuojasi baltymai, sudétyje turintys glikofosfatidilinozitolio (GPI)
inkarus, socigsias palmitoilines arba miristoilines grupes, taip pat cholesterolj
jungiantys baltymai [147]. Lipidy plausty praturtinimas jvairiais signaliniais
baltymais ir lipidinés kilmés kofaktoriais leidzia manyti, jog jie lastel¢je
funkcionuoja kaip signaly perdavimo platformos, taip padidindami signaliniy
virsmy efektyvuma ir specifiSkumg [151].

1.4.2. Baltymo-lipido saveiky tipai

Plazminéje membranoje lipidy ir baltymy saveikos atlicka esminj
vaidmenj uztikrinant membranos organizacija ir funkcionalumg. Irodyta, kad
Sios sgveikos yra biitinos daugeliui biologiniy procesy, tokiy kaip signaly
perdavimas, medziagy transportas per lipidinj dvisluoksnj, medZiagy
apykaitos palaikymas bei patogeny prisitvirtinimas prie Seimininko lasteliy
[152]. Lipidy ir baltymy sgveikos retai yra grindziamos kovalentiniais rysiais
(pvz.: esteriniais), dazniausiai baltymai su lipidais saveikauja per jvairias
nekovalentines sgveikas. Tokios sgveikos apima:

[. Hidrofobinés sqveikos. Siuo atveju baltymy nepoliniy aminoragséiy
Soninés grupés sgveikauja su membraniniy lipidy hidrofobinémis riebaly
riig8ciy uodegélémis. Sis vadinamasis hidrofobinis efektas pagristas tirpiklio
(dazniausiai vandens) molekuliy iSstimimu i§ salyCio zonos tarp dviejy
hidrofobiniy pavir$iy [153]. Tai yra pagrindiné jéga, skatinanti integraliyjy
baltymy jsiterpimg j lipidinj dvisluoksnj. Kaip ir juos supantys lipidai,
transmembraniniai baltymai yra amfifilinés molekulés — turincios tiek
hidrofiliniy, tiek hidrofobiniy sri¢iy. Hidrofobinés sritys i$sidésto membranos
vidinéje dalyje, kur sgveikauja su lipidy riebaly riig§¢iy uodegélémis ir taip
yra apsaugotos nuo sgly¢io su vandens molekulémis. Tuo tarpu hidrofilinés
sritys yra nukreiptos j 1gstelés vidine arba iSoring, vandening terpe. Integralieji
membraniniai baltymai i§ lipidinio dvisluoksnio gali buti pasalinti tik
naudojant detergentus arba chaotropinius agentus, kurie suardo membranos
strukttirg [154].
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1I. Elektrostatinés sqveikos. Elektrostatinés sgveikos yra vienas
pagrindiniy veiksniy, leidzian¢iy baltymams prisijungti prie biologiniy
membrany pavir§iaus. Sios saveikos yra ypaé svarbios periferiniams
membraniniams baltymams — pavyzdziui, citochromas ¢ ir mielino bazinis
baltymas su lipidy dvisluoksniais daugiausia sgveikauja biitent per
elektrostatines jégas [155]. Nustatyta, jog anijoniniai lipidai atlieka
reikSmingg vaidmenj amiloidogenezéje. Kai kurie katijoniniai, fibrilines
struktiras formuojantys, baltymai ar peptidai yra pritraukiami prie
membranos pavirSiaus biutent dél sgveiky su neigiamai jkrautomis lipidy
galvutémis, o tai lemia jy lokalios koncentracijos padidéjima, spartesne
agregacijg ir skatina neurotoksiSkumg [156]. Be to, transmembraniniy
baltymy citoplazminiai domenai daZnai biina praturtinti bazinémis
aminoriig§timis, kurios taip pat saveikauja su neigiamai jkrautais
komponentais membranos pavirsiuje. Skirtingai nei integralieji membraniniai
baltymai, kurie tvirtai jsiterpia j lipidy dvisluoksnj per hidrofobines sgveikas,
periferiniai baltymai prie membranos jungiasi laisviau ir gali biiti lengvai
pasalinami kei¢iant joning jéga ar pH [154]. Pladiau apie periferiniy baltymy
saveikas su lipidy dvisluoksniais zitiréti skyrelj 1.4.

1ll. Vandeniliniai rysiai. Vandeniliniai rySiai susidaro tarp baltymy
poliniy aminorigs¢iy Soniniy grupiy ir poliniy lipidy galvuciy membranos
pavirSiuje. Tyrimai rodo, kad §ie rysiai ne tik uztikrina saveikas tarp lipidy ir
baltymo molekuliy, bet ir reguliuoja baltymo konformacinius poky¢ius, taip
reikSmingai prisidedant prie jo struktiirinio stabilumo palaikymo [157].

1IV. Van der Valso jégos. Susidarancius baltymo-lipidy kompleksus
taip pat stabilizuoja trumpo nuotolio, nespecifinés Van der Valso jégos,
kylanCios dél greta esanCiy molekuliy ar atomy tarpusavio sgveiky bei
indukuoto dipoliy atsiradimo. Nors pavieniui $ios sgveikos yra labai silpnos,
juy ansamblis gali reikSmingai prisidéti prie kompleksy stabilumo. Van der
Valso jégy stiprumas maZzé&ja didéjant atstumui tarp molekuliy, laikantis 1/R®
priklausomybés, todél jos tampa reikSmingos tik tada, kai sgveikaujantys
komponentai yra labai arti vienas kito [158].

Svarbu pazyméti, kad kai kurie baltymai turi specializuotus domenus,
uztikrinan&ius jy tikslinj nukreipima j konkre¢ias membranos sritis. Siy
domeny sgveikos su membranos pavirSiumi paprastai skirstomos j dvi
pagrindines  kategorijas: viena pasizymi aukS$tu specifiSkumu ir
stereocheminiu tam tikry lipidiniy komponenty atpaZinimu, o kita apima
nespecifines sgveikas, priklausancias nuo bendry membranos fiziniy savybiy,
tokiy kaip krivis, amfifiliSkumas ar kreivumas. Pirmieji identifikuoti
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ir plekstrino homologijos (PH) domenas. C1 domenas specifiskai atpazjsta
diacilglicerolio molekules, PH — fosfoinozitidus, o C2 — fosfatidilsering [159].

1.4.3. Plazminés membranos pazaidos mechanizmai

Siuo metu yra nustatyta keli §imtai peptidy, dar vadinamy citolitiniais
peptidais, galinCiy pazeisti plazming membrana, taip sukeliant lgstelés zutj.
Yra iSskiriamos dvi pagrindinés citolitiniy peptidy kategorijos: amiloidiniai
baltymai ir antimikrobiniai peptidai. Pastarieji atlicka svarby vaidmen;j
Seimininko jgimtojo imuninio atsako sistemoje ir padeda kovoti su jvairiais
mikroorganizmais, jskaitant bakterijas, grybus, parazitus ir virusus [160].
Idomu tai, jog nepaisant funkciniy ir struktiiriniy skirtumy, Sios dvi citolitiniy
peptidy kategorijos pazymi vienodais plazminés membranos pazaidos
mechanizmais [161] (1.10 pav.). Taciau toliau Siame skyrelyje démesys bus
skiriamas tik membranos pazaidai amiloidiniais baltymais, skirtingus
pazaidos mechanizmus pagrindziant konkreciais $iy baltymy pavyzdziais.

UzZlgsteliné terpé
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Pory formacija
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1.10 pav. Membranos pazaidos amiloidiniais baltymais mechanizmai. Yra iSskiriami
skirtingi amiloidiniy baltymy sgveikos su plazmine membrana modeliai: padengimo
efektas, pory formacija ir detergento mechanizmas. Amiloidiniai baltymai gali
saveikauti ir su plazminéje membranoje imobilizuotais receptoriais, taip aktyvindami
jy isisavinimo | lgstelg ir citotoksiskumo mechanizmus. Parengta pagal [8].
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1. Jonams laidziy pory formacija. Nustatyta, jog amiloidiniy baltymy
monomerai gali jsiterpti j lipidy dvisluoksnj ir, agreguodami tarpusavyije,
formuoti jonams laidZias poras. Sios poros pasizymi skirtinga morfologija ir
gali biiti skirstomos | du pagrindinius tipus: 1. Statinés formos pora, kur
baltymo hidrofiliné dalis yra nukreipta poros centrg, o hidrofobinis regionas
orientuotas j dvisluoksnio hidrofobing Serdj; 2. Toroidiné pora, susidaranti del
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lipidy dvisluoksnio i§linkimo. Siuo atveju poros centras yra sudarytas ne tik
i§ baltymo, bet ir i§ lipidy molekuliy hidrofiliniy galvuciy. Nors kompiuterinio
modeliavimo rezultatai parodé¢, jog statinés formos poros yra energetiskai
palankesnés nei toroidinés, amiloidiniai baltymai, priklausomai nuo su lipidy
dvisluoksniu sagveikaujanciy aminortig§¢iy Soniniy grupiy, gali formuoti
abiejy tipy kanalus. Svarbu paminéti, jog amiloidiniy baltymy kilmés poros
pasizymi skirtingu selektyvumu jonams. Pavyzdziui, Ap poros pasizymi
specifiniu pralaidumu Ca*" jonams [162], tuo tarpu K3 (B-mikroglobulino
fragmentas) [163] ir Zzmogaus kasos saleliy amiloido polipeptidas (hIAPP)
[164] formuoja santykinai neselektyvius kanalus. Taip pat, amiloidinés poros,
nepriklausomai nuo kilmés, pasiZzymi panasiomis struktiirinémis ypatybémis:
vidinis poros skersmuo yra 1-2 nm, iSorinis — 8—12 nm. Neurony plazminéje
membranoje, susiformavus poroms, yra sutrikdoma jony homeostaze, istinka
lasteliy zatis, stebima smegeny atrofija [165].

1. Padengimo efektas. Kai kurie tyrimai teigia, jog didelio dydzio
amiloidiniai agregatai gali sgveikauti su membranos pavirSiumi, taip
sukeldami membranos suplonéjimg ir asimetrinj slégio pasiskirstymg tarp
dviejy sluoksniy [166]. D¢l tokios membranos pavirSiaus ir agregaty
tarpusavio sgveikos, padidé¢ja membranos pralaidumas mazos molekulés
masés dariniams. Sis efektas buvo stebimas AP, hIAPP ir insulino fibriliy
augimo ant membranos pavirSiaus metu [161]. Nors pastaruoju metu yra
siilomas tarpiniy, oligomeriniy dariniy toksiSkumas [167], Sie duomenys
pateikia papildomg mechanizma, kuriuo amiloidinés fibrilés taip pat galéty
funkcionuoti kaip neurotoksiski dariniai.

1II. Detergento mechanizmas. Nustatyta, jog tam tikri amiloidiniai
baltymai, kaip ir nejoniniai detergentai (pvz.: Triton X-100), saveikaudami su
lipidy dvisluoksniais gali formuoti miceles [8]. Siuo atveju lipidiné membrana
veikia kaip katalizatorius, skatinantis baltymy kaupimasi ir agregacija
dvisluoksnio pavirsiuje. Pradiné baltymy ir membranos sgveika yra skatinama
elektrostatiniy jégy, kai peptidai selektyviai prisijungia prie fosfolipidy
galvuciy membranos pavirSiuje. Tuomet baltymai orientuojasi taip, jog jy
hidrofilinés sritys biity nukreiptos ] polines fosfolipidy galvutes, o
hidrofobiniai regionai orientuoti j hidrofobing dvisluoksnio Serdj [168], taip
mazinant membranos pavirSiaus jtempimg ir sukeliant jos fragmentacija. Jei
pazeidziamas tik iSorinis monosluoksnis, membrana suplonéja, tuo tarpu jei
pazaida jvyko abiejuose sluoksniuose — susidaro skylés [166]. Pazaida
detergento mechanizmu buvo stebima paveikus lipidy dvisluoksnius hIAPP
[169] ir AP [170] oligomerais. Taciau nustatyta, jog ne tik oligomeriniai, bet
ir fibriliniai, dariniai gali ardyti dvisluoksnius detergento mechanizmu [161].
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1V. Mazos molekulinés masés amiloidiniy dariniy jsiterpimas j
membrang. Manomeriniai ir oligomeriniai dariniai gali jsiterpti ] membrang
ir, neformuodami pory, sukelti jos pralaidumo padidéjima. Sis mechanizmas
buvo stebimas hIAPP monomery ir oligomery, bet ne fibriliy, atveju [171].
Taip pat, tyrimai teigia, jog Tau baltymas gali jsiterpti j anijoninius lipidy
monosluoksnius, taip sukeldamas jy morfologijos pokyc¢ius bei sumazindamas
lipidy susipakavimo efektyvuma [172].

V. Sqveika su membranos receptoriais. Skirtingos AP izoformos gali
sgveikauti su neurony ir glijos Igsteliy pavirSiaus receptoriais, jskaitant o7
nikotininj acetilcholino (a7nAChR), apolipoproteino E (APOE), mazo tankio
lipoproteiny (LDLR), RAGE ir N-metil-D-aspartato (NMDA) receptorius.
Tam tikry receptoriy aktyvacija skatina amiloidiniy dariniy pasalinimg i$
smegeny, tuo tarpu kity — lemia sinapsiy praradimg, atminties sutrikimus ir
neurotoksiskuma [8].

1.4.4. S100 baltymy sgveikos su membranomis

Atsizvelgiant | tai, jog plazminés membranos integralumas yra
butinas jvairiy biologiniy procesy ir vidulastelinio kalcio homeostazés
reguliacijai, o net menkiausi pazeidimai gali sukelti apoptoze [165], S100
baltymy saveiky su lipidy dvisluoksniais tyrimai pastaruoju metu sulauké
reikSmingo tyréjy démesio. Nepaisant didelio strukttrinio panasumo [69],
S100 Seimos nariai pasizymi skirtingais saveiky su plazmine membrana
mechanizmais. Dazniausiai §ios sgveikos yra reguliuojamos dvivalenciy
katijony  prisijungimo. Tyrimai rodo, jog S100A8/A9 baltymy
heterokompleksas su Ca?* suristoje konformacijoje gali prisijungti arachidono
rugst] ir reguliuoti jos metabolizmg organizme. Svarbu paminéti, jog sgveika
vyksta tik susidarius funkcionaliam S100A8/A9 heterokompleksui, kadangi
pavieniai $io komplekso komponentai afiniSkumo riebaly riig§tims neparodé
[173]. Taip pat, tyrimai su modelinémis sistemomis atskleidé, jog apo-
S100A8/A9 gali dalinai jsiterpti j cviterjoninius lipidy dvisluoksnius [174].
Saveika su cviterjoniniais lipidy dvisluoksniais buvo stebima ir S100G
baltymo atveju. Nustatyta, jog Sis baltymas gali sgveikauti su dodecilo
fosfocholino (DPC) micelémis, o sgveikos specifiSkumas yra reguliuojamas
Ca*" jony prisijungimo [9]. Tuo tarpu, S100A12, nepriklausomai nuo
dvivalenciy katijony buvimo aplinkoje, sgveikauja tiek su cviterjoninémis,
tiek su neigiamai jkrautomis membranomis [10]. Kitas S100 Seimos narys —
S100A10 —parod¢ didesnj afiniSkumg neigiamai jkrautiems lipidy
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dvisluoksniams. Svarbu paminéti, jog $io baltymo konformacija, prieSingai
nei kity S100 Seimos nariy, néra reguliuojama Ca?" jony prisijungimo [11].

1.4.5. Plazminés membranos modelinés sistemos

Lastelés plazminé membrana — kompleksiné struktiira, todél jos
tyrimams yra pasitelkiamos jvairios modelinés sistemos. Sios sistemos leidzia
tirti jvairius biologinius procesus, vykstanCius Iasteliniame lygmenyje,
suteikdamos informacijos apie ligandy—receptoriy sgveikas [175], virusines
[176] ir bakterines [177] infekcijas, signalinius kelius [178] bei
neurodegeneracijos mechanizmus [179]. Plazminés membranos modeliai gali
buti skirstomi j dvi pagrindines grupes: tiriniai (liposomos, juodosios
lipidinés membranos) ir ant kietojo pavirSiaus suformuoti lipidy dvisluoksniai
(1.11 pav.).

liposomos

e,

SLB

1.11 pav. Pagrindinés lastelés plazminés membranos modelinés sistemos.
Atsizvelgiant | tyrimy objekta bei matavimo metodika, galima pasirinkti jvairaus
dydzio bei formos liposomas, juodasias lipidines membranas (BLM), ant kieto
pavirSiaus suformuotus lipidy dvisluoksnius (SLB) ir prikabintas dvisluoksnes
lipidines membranas (tBLM). Parengta pagal [180].

Liposomos — sferinés formos lipidinés puslelés — yra vienas pirmyjy
sintetiniy membranos modeliy [181]. Priklausomai nuo struktiiros, liposomos
gali buti skirstomos ] vienasluoksnes (sudarytos i§ 1 lipidy dvisluoksnio) ir
daugiasluoksnes (> 2 lipidy dvisluoksniai). Vienasluoksnés liposomos toliau
savo ruoztu gali biti skirstomos | mazas (< 100 nm), dideles (> 100 nm ir
<1 pm) ir labai dideles (> 1 pm). Priklausomai nuo liposomy tipo, jy
paruoSimui yra taikomi jvairs metodai, jskaitant elektroformacija,
hidratacija, sonikacija, ekstruzija ir kt. [182]. Sios modelinés sistemos, dél
galimybés nesunkiai reguliuoti liposomy skersmenj, kreivumag bei
kompozicija, yra laikomos vienu patogiausiy jrankiy biomolekuliy-
membranos sgveiky tyrimams [183]. Dél savo uzdaros dvisluoksnés
struktiiros, liposomos turi intraliuminaling vandening ertme¢, kurioje gali biiti
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jkapsuliuojamos vandenyje tirpios medziagos [184]. Si savybé buvo
panaudota kuriant vaisty pernasos sistemas [185]. Taip pat, jterpus
fluorescuojancius hidrofilinius zondus, gali bati atliekami membranos
pralaidumo [186] bei piisleliy susiliejimo [184] tyrimai.

1962 m. mokslininkas Mueller suktré pirmaja sistema, skirta
plokstuminio fosfolipidinio dvisluoksnio elektriniy savybiy tyrimams [187].
Si sistema buvo pavadinta juodgja lipidine membrana (BLM). Tokios
dvisluoksnés lipidinés membranos yra formuojamos mazoje (1 mm)
hidrofobinés medziagos (polistireno, teflono) kiauryméje, kai Si medziaga yra
patalpinta tarp dviejy vandeniniy tirpaly kamery [188]. Nuo S§iy modeliniy
sistemy atradimo, jos buvo panaudotos jvairiy biofizikiniy procesy, iskaitant
jony kanaly formavimosi [ 189], baltymy [190] ir antibiotiky [191] aktyvumo,
tyrimams. Kadangi juodosios lipidinés membranos yra suspenduotos tirpale,
yra i§vengiama nepageidaujamy sgveiky su kietyjy substraty pavirsiais. Dél
Sios ypatybés, dideli transmembraniniai baltymai gali lengvai jsiterpti }
dvisluoksnj, neapribojant jy mobilumo bei aktyvumo. Taciau, svarbu
paminéti, jog BLM pasiZymi trumpa gyvavimo trukme (< 1 val.) [192]. Taip
pat, metody kiekis, pasitelkiamas BLM tyrimams, yra ganétinai ribotas —
dazniausiai naudojami elektrinio laidumo, fluorescencinés ir Sviesinés
mikroskopijos, matavimai [188,193].

Kita plazminés membranos modeliné sistema — ant pavirSiaus
suformuoti lipidy dvisluoksniai (SLB), kurie, lyginant su BLM, pasizymi
didesniu stabilumu ir platesnémis detekcijos galimybémis [188]. SLB
formuojami ant Svaraus hidrofilinio pavirSiaus, o substrato medziaga
parenkama atsizvelgiant | tyrimo metodika. Silicio ar Zérucio pagrindai, dél
didelio pavirSiaus lygumo, taikomi atominés jégos mikroskopijos
matavimuose, auksas ir sidabras — pavirsiaus plazmony rezonanso technikoje,
silicio dioksidas ir boro silikatinis stiklas — optinése technologijose, o indZio-
alavo oksido (ITO) stiklas, dél savo auksto elektrinio laidumo, yra
tinkamiausias elektroforezés tyrimams [194]. Vienas lengviausiy ir
universaliausiy budy suformuoti SLB yra paremtas nedidelio dydzio
vienasluoksniy liposomy adsorbcija ir susiliejimu su substrato pavir§iumi
[195]. Adsorbcijos procesa gali paspartinti dvivalenéiai katijonai, jskaitant
Ca®" ir Mg*’, auksta temperatiira [ 196] ir susiliejimg skatinantys agentai (pvz.:
polietilenglikolis) [197]. Tokios susiformavusios fosfolipidinés membranos
vir§ substrato pavirSiaus yra palaikomos Van der Valso ir elektrostatiniy
saveiky [198]. Taip pat, $iai modelinei sistemai biidingas 1020 A storio
vandens sluoksnis, kuris yra lokalizuotas tarp substrato ir lipidy dvisluoksnio
bei atsakingas uz membranos takumo palaikyma. Taciau, svarbu paminéti, jog
§is vandens rezervuaras yra per mazas, jog didelés transmembraninés
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biomolekulés galéty laisvai jsiterpti, judéti ir funkcionuoti membranoje, todél
dazniausiai jos saveikauja su kietu pavirSiumi, o tai gali lemti jy denatiiracija
[188].

Siekiant dar geriau atkartoti plazminés membranos strukttirines
ypatybes ir iSvengti anksCiau aptarty modeliniy sistemy apribojimy, buvo
pristatytas prikabinty dvisluoksniy lipidiniy membrany (tBLM) modelis. Sios
dvisluoksnés lipidinés membranos yra formuojamos keliais etapais, pradinis
ju — metalinio elektrodo padengimas savitvarkiu monosluoksniu (angl. self-
assembled monolayer, SAM), sudarytu i§ inkarinio junginio bei skiediklio
molekuliy [199]. Sekanc¢iame zingsnyje, taikant tirpiklio pakeitimo [200] arba
liposomy liejimo [201] technologijas, ant SAM pavirsiaus yra suformuojamas
lipidy dvisluoksnis. Auksu dengtos stiklo plokstelés yra dazniausiai
naudojami substratai tBLM formacijai, kadangi Sis taurusis metalas pasizymi
dideliu atsparumu oksidacijai [202] ir gali biiti nesunkiai funkcionalizuojamas
tiolio junginiais [177]. Taciau egzistuoja ir kiti galimi substratai tBLM
formavimui, jskaitant silicio (naudojama silano chemija) [203], aliuminio
(fosforo riigsties chemija) [204] ir gyvsidabrio (tioliy chemija) [205]
pavirSius. Kadangi lipidy dvisluoksnis prie substrato pavirSiaus yra
pritvirtintas kovalentiniais rySiais, tokios membranos pasizymi ilgalaikiu
stabilumu, galinCiu siekti net iki keliy ménesiy [206]. Taip pat, dél pavirSiaus
funkcionalizavimo inkarinémis molekulémis, tarp lipidy dvisluoksnio ir
substrato yra formuojamas citozolj imituojantis joninis rezervuaras,
padedantis iSvengti tiesioginio transmembraniniy baltymy kontakto su
kietuoju pavirSiumi, taip iSlaikant jy natyvig struktiirg ir funkcionaluma [207].
Tokie, ant elektrodo pavirSiaus suformuoti, lipidy dvisluoksniai tapo patogia
eksperimentine platforma, tyrimams leidziancia taikyti ne tik jvairius
spektroskopinius, mikroskopinius, bet ir itin jautrius elektrocheminius,
metodus [208]. Nuo tBLM atradimo, §i modeliné sistema buvo sékmingai
pritaikyta jvairiy membranos integraluma pazeidzianciy agenty (poras
formuojanciy toksiny, amiloidiniy baltymy, antimikrobiniy peptidy)
mechanizmo tyrimams bei pasitlyta kaip potenciali platforma kuriant didelio
jautrumo elektrocheminio pagrindo biojutiklius [209].
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos ir tirpalai

Baltymai S100AS8, S100A9 bei SI00A8/A9 buvo i§gryninti Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Amiloidy tyrimy sektoriuje pagal
ankscCiau apraSytag metodikg [116]. Baltymai iSgryninti PBS arba HEPES
buferiniuose tirpaluose, o jy koncentracija nustatyta spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher), matuojant absorbcijg ties 280 nm bangos
ilgiu. Baltymy koncentracijos tirpale skai¢iavimams buvo naudoti moliniai
sugerties koeficientai, jvertinti ProtParam (ExPASy) programine jranga:
6990 M'cm™ (S100A9), 11460 M 'cm™' (S100A8), 18450 M'cm'!
(S100A8/A9) [210]. Iki sekancio panaudojimo baltymai laikomi -80 °C
temperatiroje.

Junginiai, naudoti savitvarkiy monosluoksniy paruos$imui: Z 20-
(Z-oktadecil-9-eniloksi)-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksatetra-3 1 -konteno-1-
tiolis (HC-18), 20-tetradeciloksi-3,6,9,12,15,18,22-
heptaoksaheksatrikontano-1-tiolis (WC-14), B-merkaptoetanolis (BME,
Sigma-Aldrich). Inkariniai junginiai susintetinti David J. Vanderah grupéje
pagal anksCiau aprasyta metodika [199,211].

Dirbtiniy membrany paruoSimui naudoti lipidai pateikti 2.1
lenteléje. Visi lipidai buvo iStirpinti arba praskiesti chloroforme, galutiné
koncentracija — 10 mM (BTLE atveju — 12 mg/mL). Gauti tirpalai i$pilstomi
14 mL stiklines taras ir, iki sekané¢io panaudojimo, laikomi Saldiklyje (-20 °C).

2.1 lentelé. Lipidy, naudoty dirbtiniy dvisluoksniy lipidy membrany paruo$imui,
sarasas. Visi lipidai jsigyti i8 Avanti Polar Lipids.

Santrumpa Pilnas pavadinimas
CHOL Cholesterolis
BTLE Kiaulés smegeny lipidy ekstraktas
DOPC 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcholinas
DPPC 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcholinas
DOPS 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serinas
DOPG 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerolis
DOPE 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolaminas
bSM Smegeny sfingomielinas
GM1 Gangliozidas 1
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Druskos ir kitos medZiagos: kalio chloridas (KCl), natrio chloridas
(NaCl), kalcio chloridas (CaCl,), magnio chloridas (MgCl,), dinatrio fosfatas
(Na,HPO,), kalio dihidrofosfatas (KH;PO4), natrio dihidrofosfato
monohidratas (NaH2POs4 x H,0), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetano
sulfoniné riigstis (HEPES), gelezies (III) chloridas (FeCls), acetonas, natrio
hidroksidas (NaOH), dimetilsulfoksidas (DMSO), chloroformas (CHCls),
etanolis (C;HsOH), 3-aminopropiltrietoksisilanas (APTES), glutaraldehidas,
glicinas (Gly), kalceinas, 2-dimetilamino-6-lauroilnaftalenas (Laurdanas),
Sephadex G-50, Tioflavinas T (ThT). Minétos medziagos isigytos i§ Sigma-
Aldrich. Azotas (N», Elme Messer Lit), Triton X-100 (Loba Chemie).

Naudoty tirpaly sudétys:
1. Drusky tirpalas (pH = 4,5): NaCl (0,1 M), NaH,POs (0,01 M);
1l Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (pH = 7,2): NaCl (0,137 M), KCI
(0,0027 M), Na,HPO4 (0,01 M), KH>PO4 (0,0018 M);
111. 10 mM HEPES buferinis tirpalas, papildytas 100 mM NaCl (pH = 7,4,
koreguotas naudojant NaOH);
1V. 60 mM kalceino tirpalas PBS arba HEPES buferiniame tirpale (pH =
7,4, koreguotas naudojant NaOH);
V. 10 mM CaCl; arba MgCl; tirpalai vandenyje;
VI 7,9 mM Tioflavino T tirpalas vandenyje;
Vil. 17 mM Laurdano tirpalas DMSO;
VIII. 10 % Triton X-100 tirpalas vandenyje;
IX. Tirpalai savitvarkiy monosluoksniy paruosimui: HC-18 ir BME (molinis
santykis 5,5/4,5) tirpalas etanolyje (tioliy koncentracija 0,1 mM); WC-14
ir BME (3/7) tirpalas etanolyje (tioliy koncentracija 0,1 mM).

Vandeniniy tirpaly paruoSimui buvo naudojamas dejonizuotas
vanduo (Milli-Q plus, savitoji varza 18,2 MQ x cm).

2.2. Metodai
2.2.1. Dirbtiniy lipidiniy membrany paruoSimas

Daugiasluoksniy liposomu (angl. multilamellar vesicles, MLV)
paruosimas susideda i§ keliy pagrindiniy etapy: /. Chloroforme istirpinti
lipidai, kaip aprasyta 2.1 skyrelyje, atSildomi iki kambario temperattros ir
sumai$omi reikiamomis proporcijomis; /. Tirpiklis garinamas veikiant silpnu
azoto srautu 40 min., kol susidaro vienalyté lipidy plévelé; //I. Gauta lipidy
plévelé hidratuojama drusky tirpalu (pH = 4,5) ir kruopsciai suspenduojama,
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kol gaunamas drumstas, homogeniskas tirpalas. Galutiné lipidy koncentracija
suspensijoje yra 1 mM (BTLE atveju — 1,2 mg/mL). Svarbu: ThT
eksperimentams lipidai buvo suspenduojami PBS (pH = 7,2) arba HEPES
buferiniame tirpale (pH = 7,4).

Didelio dydzio vienasluoksniy liposomu (angl. large unilamellar
vesicles, LUV) formavimui reikalingi Sie papildomi zingsniai: /V. Paruosta
MLYV suspensija sonikuojama 1 val. ultragarso voneléje; V. Surenkamas mini
ekstruderis (Avanti Polar Lipids), kurio sudétyje yra du 100 pm storio
poliesterio filtrai ir polikarbonatiné membrana su 100 nm dydZio poromis;
VI Liposomy suspensija 21 kartg prastumiama per ekstruderj, palaikant jo
temperatiira aukstesne uz lipidy fazinio peréjimo i skystaja biiseng. Visy,
darbe naudoty, lipidiniy sistemy kompozicijos yra pateiktos 2.2 lenteléje.

Kalceinu uzpildyty LUV paruosimui lipidy plévelé, gauta po tirpiklio
iSgarinimo N srove, buvo hidratuota koncentruotu kalceino dazo (60 mM)
tirpalu, paruostu 10 mM HEPES arba PBS buferiniame tirpale.
Eksperimentams buvo ruoSiamos 2 mM LUV suspensijos. Laisvasis kalceinas
buvo atskirtas nuo jkapsulivoty liposomy dydzio atskyrimo chromatografijos
bidu, praleidziant suspensija per chromatografine kolonéle (Lenz Laborglas
GmbH & Co. KG), uzpildyta Sephadex G-50 sorbentu. Eliucija vykdoma
HEPES arba PBS buferiniu tirpalu.

2.2 lentelé. Kompozicijy, tyrime naudoty dirbtiniy dvisluoksniy lipidy membrany
paruosimui, sarasas.

Kompozicija Molinis santyKkis
BTLE -
DOPC/CHOL 6/4
DOPC/DPPC 6/4
DOPC/DOPS 6/4
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 4,4/2/3/0,5/0,1
DOPC/DOPE/DOPG/CHOL (DOPG 30 %) 2/3/3/2
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (DOPS 30 %) 2/3/3/2
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL* 3/3/2/2
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL* 4/3/1/2
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL* 4,5/3/0,5/2
DOPC/DOPE/CHOL* 5/3/2

* Pazymeétos kompozicijos naudotos tik 3.3.5.1 skyrelyje apraSytiems tyrimams atlikti.

Ant pavirS§iaus suformuoti lipidy dvisluoksniai (SLB) buvo
formuojami ant hidrofilinio Zéru¢io (IV klasé, SPI Supplies) plokstelés
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naudojant LUV liejimo technologija. Klasikiniams atominés jégos
mikroskopijos matavimams skirty SLB paruoSimui buvo naudojama 2 mL
talpos celé, prie kurios dugno dvipuse lipnia juosta pritvirtinama Zzérucio
plokstelé. Celé uzpildoma 1 mM LUV suspensija drusky tirpale (pH = 4,5).
Plokstelé su liposomy tirpalu inkubuojama 1 val., po to lipidy perteklius
nuplaunamas PBS buferiniu tirpalu (pH = 7,2).

Greitaeigés atominés jégos mikroskopijos matavimams zérucio
plokstelé, naudojant nagy laka, priklijuojama prie 1,5 mm skersmens stiklinio
laikiklio. Ant §varaus Zérucio pavirSiaus uzlasinamas 1 mM LUV suspensijos
lasas (2 pL) ir inkubuojamas drégnoje kameroje 10—20 min. Po inkubacijos
lipidy perteklius kruopsciai nuplaunamas HEPES buferiniu tirpalu (pH = 7.4).

Prikabinty dvisluoksniy lipidiniu membrany (tBLM) paruos$imo
eiga. Substratai, skirti elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS)
matavimams, buvo paruosti ant 26 mm x 76 mm stiklo ploksteliy (Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG), naudojant PVD75 magnetroninio garinimo
sistema (Kurt J. Lesker Co.). Substratai turé¢jo 10 nm storio apatinj chromo
sluoksnj ir virSutinj 100 nm aukso sluoksnj. SvieZiai uzgarintos plokstelés
buvo panardintos i 0,1 mM tioliy tirpala, sudaryta i§ inkarinio WC-14 ir
skiediklio BME molekuliy, sumaiSyty moliniu santykiu 3/7 etanolyje
(grynumas — 96,3 %). Si procediira buvo atlikta siekiant suformuoti savaime
susirenkancius monosluoksnius (SAM). Po 12 val. inkubacijos, méginiai buvo
nuplauti etanoliu ir dZziovinami azoto srove. Aukso pavirsiai, su suformuotais
SAM, buvo patalpinti j elektrocheming celg, turinc¢ia 14 nepriklausomy
Sulinéliy. Kiekvieno Sulinélio pavirsiaus plotas sieké 0,16 cm?, 0 maksimalus
tiris — 280 puL. Prikabintos dvisluoksnés lipidinés membranos buvo
formuojamos MLV liejimo metodu [201]. Trumpai tariant, j kiekviena Sulinélj
buvo jleista 100 uL. 1 mM MLV suspensijos ir inkubuota 1 val. Po inkubacijos
méginiai buvo nuplauti 5 mL 10 mM HEPES buferiniu tirpalu. Membranoms
buvo leista stabilizuotis kambario temperatiiroje 30 min., kol bus pasiekta
pusiausvyra. Tolimesniems S100 baltymy saveiky tyrimams buvo atrinktos
tik  stabiliomis  dielektrinémis  savybémis pasiZzymincios tBLM.
Eksperimentams su dvivalenciais katijonais atlikti buvo naudojamas HEPES
buferinis tirpalas, papildytas 1 mM arba 100 nM CaCl,, arba 1 mM MgCl,.

Klasikinés atominés jégos mikroskopijos matavimams, SvieZiai
uzgarintos zérucio plokstelés buvo panardintos j 0,1 mM tioliy tirpalg
etanolyje, sudarytg i§ HC-18 ir BME (molinis santykis 5,5/4,5). SAM
funkcionalizuoti Zérucio pavirsiai buvo tvirtinami prie matavimui naudojamos
celés dugno, kaip aprasyta anks¢iau. Celé uzpildoma 1 mM MLV suspensija
drusky tirpale (pH = 4,5), inkubuojama 1 val. Po inkubacijos liposomy
perteklius nuplaunamas 50 mL PBS buferiniu tirpalu (pH = 7,2).

44



2.2.2. Baltymy struktiiriniai tyrimai

S100A8 baltymo antrinés strukttiros jvertinimui buvo taikyta Ziedinio
dichroizmo (angl. circular dichroism, CD) spektroskopija. Sis metodas
pagristas diferencialine kairés ir desinés rankos ziedinés poliarizacijos $viesos
sugertimi [212]. Matavimai buvo atlikti kambario temperatiiroje (22 °C),
naudojant J-815 spektrofotometra (Jasco), prie§ tai sistema iSvalius azoto
srautu. Siekiant jvertinti dvivalenciy katijony poveikj baltymo konformacijai,
buvo paruosti 20 uM S§vieziai iSgryninto S100A8 tirpalai 10 mM HEPES
buferiniame tirpale (pH = 7,4), pridedant 2 mM CaCl, arba MgCl,.
Kontroliniai méginiai ruosiami be $iy pridétiniy katijony. Matavimai atlikti i$
karto po meéginiy paruoSimo arba po 4 wval. inkubacijos kambario
temperattroje. Spektrai buvo registruojami naudojant kvarcing kiuvete
(optinis kelias — 0,1 cm) 190-260 nm bangos ilgiy diapazone, su 0,5 nm
duomeny rinkimo intervalu, 1 nm ploc¢io spektrinés juostos plySiu ir
50 nm/min skenavimo greiciu. Galutiniai spektrai buvo gauti suvidurkinus tris
atskirus matavimus ir eliminavus foning (buferinio tirpalo) sugerti. Spektry
analiz¢ ir vizualizacija atlikta naudojant Spectragryph v1.2.16.1 programing
jrangg [213]. Gautame CD spektre neigiami sugerties minimumai 211—
218 nm srityje rodo B-klosciy struktiira, o neigiami minimumai ties 207 nm ir
220-221 nm bei teigiamas maksimumas ties 193 nm yra buidingi a-spiralinei
struktiirai. Be to, neigiamas sugerties signalas ties 225 nm gali biiti susijes su
B-linkiy formavimusi [214].

Triptofano fluorescencijos spektroskopijos matavimai. Triptofano
(Trp) aminortigsCiy Soninés grupés yra natiiraliai aptinkamos daugumoje
baltymy bei pasizymi savaimine fluorescencija. Nustatyta, jog triptofano
fluorescencijos emisijos spektro ypatybés stipriai priklauso nuo S§ios
aminoriigsties aplinkos: kai Trp yra veikiamas polinés aplinkos, emisijos
maksimumas lokalizuotas ties 350 nm, o hidrofobinéje aplinkoje — ties
310 nm, kas atspindi spektrinj poslinkj | mélynajg spektro sritj. Be emisijos
maksimumo padéties, aplinka taip pat lemia ir fluorescencijos intensyvuma:
kvantiné iSeiga yra didesné nepolinéje aplinkoje palyginus su poline [215].

Triptofano fluorescencijos spektroskopijos eksperimentai buvo atlikti
kambario temperatiiroje (22 °C), naudojant CARY Eclipse fluorescencinj
spektrofotometra (Varian Inc.). Matavimams naudota kvarcinio stiklo kiuveté
(optinis kelias — 0,3 cm). Suzadinimo bangos ilgis buvo nustatytas ties
290 nm, siekiant sumazinti galimg tirozino fluorescencijos jtaka. Emisijos
spektrai buvo registruojami 300-400 nm diapazone, naudojant 5 nm plocio
suzadinimo ir emisijos spektrinés juostos plySius bei 0,5 s registravimo
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trukme. Matavimai atlikti HEPES buferiniame tirpale (pH = 7,4), naudojant
20 pM baltymo ir 2 mM MgCl, arba CaCl, koncentracijas.

2.2.3. Baltymo agregacijos kinetika: ThT fluorescencija

Tioflavinas T (ThT) — benzotiazolo pagrindu sukurtas fluoroforas,
laikomas ,,auksiniu standartu baltymy agregacijos tyrimuose. Sis fluoroforas
sgveikauja su B-klosCiy struktiiromis baltymo molekuléje, taip jgaudamas
plokstuming konformacija, leidziancia viding kriivio pernasa, dél kurios
stebimas reik§mingas fluorescencijos intensyvumo augimas [216]. Tyrimams
naudotas ThT buvo istirpintas dejonizuotame vandenyje, o gautas tirpalas
filtruotas per polivinilideno fluorido membrana, kurios pory dydis — 0,22 um.
Gauto tirpalo sugertis matuojama spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu) ties
412 nm bangos ilgiu, o koncentracija apskai¢iuojama pagal Bero-Lamberto
désnj (1):

A= ecl €]

kur A — sugertis; € — molinis sugerties koeficientas (ThT — 31600 M cm™);
¢ — moliné koncentracija; [ — optinio kelio ilgis.

ThT fluorescencijos intensyvumo augimo kinetika buvo
registruojama 37 °C temperatiiroje naudojant fluorescencinj spektrofotometra
ClarioStar Plus (BMG Labtech). Méginiai prie§ matavima buvo iSpilstomi j
96 sulinéliy mikroplokstele (Corning Inc.). Sulinéliuose baltymo
koncentracija buvo 25-100 uM, ThT koncentracija — 50-200 pM (baltymo ir
ThT santykis— 1/2), o galutinis méginio tiris — 100 pL. Liposomy
saglygojamos S100 baltymy agregacijos tyrimuose, lipidy koncentracija
méginyje buvo 500 puM. ThT fluorescencijos intensyvumas buvo
registruojamas kas 5 min., naudojant 440 nm suzZadinimo ir 490 nm emisijos
filtrus. Suzadinimo ir emisijos spektrinés juostos plysiy plotis — 10 nm. Tarp
matavimy meéginiai buvo nuolat maiSomi 400 aps./min. greiciu.

2.2.4. Lipidy susipakavimo jvertinimas

Biologiniy membrany lateralinis susipakavimas ir fluidiSkumas
daznai tiriami naudojant fluorescuojancius zondus, vienas jy — 2-
dimetilamino-6-lauroilnaftalenas (Laurdanas). Dél dipolinés relaksacijos
efekto, $is zondas jautriai reaguoja j vandens jsiskverbimg j membrang, kuris
tiesiogiai susijes su lipidy susipakavimu ir membranos takumu. Laurdano
emisijos spektro maksimumo verté yra lokalizuota ties 440 nm, kai membrana
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yra skystojoje tvarkingoje fazéje, o peréjus j skystajg netvarkingg faze, Si
reik§mé pasislenka j ilgesniy bangy sritj — apie 490 nm [217].

Tyrimams paruostos LUV suspensijos buvo sumaisytos su Laurdanu,
istirpintu - DMSO. Galutiné lipidy koncentracija méginyje — 500 uM,
Laurdano — 2,5 puM (lipidy ir zondo santykis —200/1). Paruosti méginiai buvo
inkubuojami 1 val. kambario temperatiiroje, tuomet supilstomi j 96 Sulinéliy
mikroplokstele. Galutinis méginio turis Sulinélyje — 100 pL. Matavimai buvo
atlikti naudojant mikroploksteliy skaitytuva ClarioStar Plus esant skirtingoms
temperatiroms: 22, 37 ir 60 °C. Emisijos spektrai buvo registruojami intervale
nuo 400 iki 600 nm, naudojant 340 nm suzadinimo bangos ilgj. Suzadinimo
ir emisijos spektrinés juostos plysiy plotis — 10 nm.

Svarbu pazymeéti, kad vien spektriniy savybiy analizé daznai néra
pakankamai tiksli siekiant jvertinti membranos fazine biisena, ypac esant keliy
faziy koegzistavimui. Todél papildomai yra taikomi jvairiis kiekybiniai
rodikliai, i§ kuriy vienas dazniausiai naudojamy yra bendrosios poliarizacijos
(angl. generalized polarization, GP) parametras, apskaiCiuojamas pagal
formule (2):

Iyao — 1
GP — 440~ 4% )

l440 + Inoo

¢ia Iy ir Iy — fluorescencijos emisijos intensyvumai, uzregistruoti prie
bangos ilgiy 440 ir 490 nm, atitinkamai. TeoriSkai GP vert¢ gali svyruoti nuo
1 iki —1; taciau realiose lipidinése sistemose ji retai pasiekia Sias kraStutines
reikSmes ir dazniausiai kinta nuo 0,6 (atitinka skystaja tvarkingg faze, L) iki
—0,1 (atitinka skystaja netvarkinga fazg, Lq). Tarpinés GP reikSmeés gali rodyti
dviejy faziy koegzistavimg [218]. Kadangi Siame darbe buvo atlikti
spektroskopiniai matavimai, nustatytos GP vertés atspindi suvidurkintg visos
sistemos biivj, be erdvinio faziy pasiskirstymo detaliy, kurios galéty biti
nustatomos mikroskopiniais metodais.

2.2.5. Liposomy integralumas: kalceino islaisvinimo kinetika

Vienas papras¢iausiy membranos integralumo jvertinimo metody yra
fluorescuojancio dazo islaisvinimo i§ liposomy detekcija. Vandenyje tirpus
fluoroforas kalceinas yra ypac tinkamas membranos pazaidy tyrimams,
kadangi auks$ta jo koncentracija liposomy intraluminalingje erdvéje lemia
savaimin] fluorescencijos gesinimg. TaCiau membranai suirus ir kalceinui
patekus j iSoring terpe, fluorescencijos intensyvumas Zenkliai padidéja [219].
Per chromatografing kolonéle nuo laisvojo kalceino atskirtos LUV po 50 uL
iSpilstomos 96 Sulinéliy mikroplokstele. Plokstelé dedama j mikroploksteliy
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skaitytuvag ClarioStar Plus, po to 20 min. matuojama baziné fluorescencijos
linija. Sustabdzius matavima, i Sulinélius iSpilstomi i§ anksto paruosti baltymo
tirpalai. Galutiné lipidy koncentracija Sulin¢lyje — 100 pM (BTLE -
120 pg/ml), baltymo koncentracija — 5 arba 10 pM (baltymo/lipido molinis
santykis 1/20 arba 1/10), matavimo taris — 100 pL. Fluorescencijos
intensyvumas buvo registruojamas kas 10 min., naudojant 490 nm suzadinimo
ir 540 nm emisijos filtrus. Suzadinimo ir emisijos spektrinés juostos plySiy
plotis — 8 nm. Tarp matavimy méginiai buvo nuolat maiSomi 400 aps./min.
greiCiu. Visi matavimai buvo atlikti kambario (22 °C) arba 37 °C
temperatiroje. Kiekvieno matavimo pabaigoje maksimali iSeiga buvo
nustatyta liposomas suardzius su Triton X-100 (galutiné detergento
koncentracija tirpale — 1%). Kalceino iSlaisvinimas i$ liposomy buvo
jvertintas pagal formule (3):
R (o )
0% Dazo iSlaisvinimas = ——— X 100 3)
(Imax —1 0)

kur Iy — pradiné fluorescencijos intensyvumo verté prie§ baltymo pridéjima;
I —fluorescencijos intensyvumo vert¢ nurodytu laiko momentu; Ilmax —
fluorescencijos intensyvumo verté po LUV suardymo Triton X-100.

Lygiagreciai kalceino iSlaisvinimo i§ S100 baltymais paveikty
liposomy matavimy, buvo registruojama ir savaiminio dazo islaisvinimo i$
kontroliniy LUV kinetika. Kadangi liposomos yra metastabilios struktiiros,
siekiant tiksliai jvertinti baltymy poveikj, apskaiciuotos kalceino islaisvinimo
vertés i§ baltymais paveikty LUV buvo koreguotos, atimant tuo paciu laiko
momentu jvertintas bei suvidurkintas (n = 4) dazo iSlaisvinimo i$ kontroliniy
LUV vertes.

2.2.6. Krio-transmisijos elektrony mikroskopija

Liposomy morfologija prie§ ir po poveikj S100A8/A9
heterokompleksu buvo analizuojama naudojant krio-transmisijos elektrony
mikroskopija (TEM). Vizualizacijai buvo paruosti dviejy tipy méginiai:
1 kontrolinés LUV (2 mM) HEPES buferiniame tirpale (pH = 7,4) ir /. LUV
(2 mM), kurios prie§ matavimg buvo 30 min. inkubuotos su S100A8/A9
(10 uM). Tuomet po 5 pL paruosty meéginiy buvo uZlasinta ant anglies plévele
dengto varinio tinklelio (Agar Scientific) ir inkubuota 1 min. Skys¢io
perteklius buvo pasalintas filtravimo popieriumi, po to ant tinklelio uzlasinta
5 pL 1 % uranilacetato tirpalo ir méginys dar karta inkubuotas 1 min.
Nusausinus tinklelj, buvo atlikti trys plovimai distiliuotu vandeniu (po 5 uL
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kiekvienam plovimui). Vaizdinimui naudotas krio-transmisijos elektrony
mikroskopas Talos L120C (Thermo Fisher), veikiantis 120 kV jtampa ir
apriipintas Ceta CMOS 4k x 4k kamera. Méginiy vizualizacija atliko dr.
Darius Sulskis (Biotechnologijos institutas, Gyvybés moksly centras).

2.2.7. Dinaminés Sviesos sklaidos metodas

Dinaminés §viesos sklaidos (DLS) matavimai buvo atlikti naudojant
Malvern Zetasizer uV (Malvern Panalytical) prietaisa su 830 nm bangos ilgio
lazerio $altiniu. Eksperimentuose naudotos 2,5 mL talpos polistireno kiuvetes,
baltymo arba LUV koncentracija matavimo tirpale sieké 100 uM, matavimo
tiris — 1 mL. Matavimai buvo atlickami 22 °C temperatiiroje, registruojant
i§sklaidyta Sviesa 90° kampu. Surinkti duomenys buvo analizuojami
naudojant Malvern Zetasizer programing jrangg (versija 6.30). Darbe
pateikiamos iSmatuoty dariniy vidutinio skersmens ir polidispersiSkumo (PD)
vertés. PolidispersiSkumas — tai bematis parametras, apibtidinantis daleliy
dydzio variacija sistemoje. Jis yra apskaiciuojamas pagal formulg (4):

SD)2 “@

PD=<—
D

kur SD — standartinis nuokrypis, D — vidutinis daleliy skersmuo. Méginiai yra
laikomi monodispersiniais, jei PD < 0,1 [220].

2.2.8. Elektrocheminio impedanso spektroskopija

2.2.8.1. Metodo principas

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) — tai metodas,
skirtas tirti sistemos atsakg j kintamosios elektros srovés arba jtampos poveikj.
Nuolatinés sroves atveju elektrolity tirpalams taikomas Omo désnis (5), kuris
apibrézia laidininko geb¢jima priesintis srovés tekéjimui grandine:

R=- (5)

kur R — laidininko varza, matuojama omais (), U — jtampa, matuojama
voltais (V), [ — srovés stipris, matuojamas amperais (A).

Nors §is désnis yra gerai zinomas, jis taikomas tik idealiems atvejams,
kai: I. srovés atsakas j suteiktg potencialg yra tiesinis; //. sistemos varzos verté
nepriklauso nuo daznio; ir /II. srové bei jtampa yra vienodoje fazéje. Taciau
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realiame pasaulyje elektrocheminés sistemos pasizymi daug sudétingesne
elgsena, todé¢l vietoj varzos naudojamas bendresnis elektrinés grandinés
parametras — impedansas arba kompleksiné varza. Skirtingai nei varza,
impedansas néra ribojamas minéty salygy ir aprasomas lygtimi (6):

U(w)
) ©

¢ia Z — sistemos impedansas, matuojamas €2, U(w) — nuo daznio priklausoma
itampa (V), /(w) — nuo daznio priklausomas srovés stipris (A).
EIS matavimai paprastai atliekami naudojant mazos jtampos (1-
10 mV) suzadinimo signalg. Taip uztikrinama, kad sistemos atsakas biity
pseudotiesinis. Tiesingje (arba pseudotiesingje) sistemoje iSmatuotas sroves
atsakas pasizymés tuo paciu dazniu kaip ir jvesties signalas tik bus pasislinkes
per fazés kampa (@) bei turés kitokia amplitude [221] (2.1 pav.).
Potenciostatinés EIS atveju, suzadinamo signalas, kaip funkcija nuo laiko, gali
buti iSreiskiamas lygtimi (7):
U; = U, sin(wt) @)

¢ia U; — jtampa laiko momentu ¢, Uy — jtampos signalo amplitudé, o —
kampinis daznis, matuojamas radianais per sekunde (rad/s).
ISmatuotas srovés atsakas gali biiti iSreiSkiamas lygtimi (8):

I; = I sin(wt + @) (8)

Cia I, — srovés atsakas laiko momentu ¢, Iy — srovés signalo amplitudé, w —
osciliuojancios sinusoidinés bangos kampinis daznis, ¢ — fazés poslinkio
kampas (°).

A Ui B Ut = U(] Sin(mt)

N N
VOV

It = Iy sin(wt + )

S N
N\

-«— Fazés poslinkis (¢)

Srové

N

2.1 pav. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos principai. (A) Kreivé, rodanti
srovés stiprio priklausomybe nuo jtampos. Paveiksle pazymetas tiesinis intervalas,
kuriame yra atliekami EIS matavimai. (B) Sinusoidinés kintamos srovés atsakas j
suteiktg potencialg tiesinése sistemose. Parengta pagal [222].
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Nustatyta, jog padengus elektrodg plonu lipidiniy molekuliy
sluoksniu ir sumaiSius jj su elektrolito tirpalu, sistema pradeda veikti kaip
ploksciasis kondensatorius. Kondensatorius yra elektrinis komponentas, kuris
kaupia elektros energija, sukuriant elektrinj laukg tarp dviejy laidininky,
atskirty nelaidzia terpe, vadinama dielektriku. Membranos atveju organinis
fosfolipidy sluoksnis veikia kaip dielektrikas. Tokios sistemos kompleksinis
impedanso atsakas gali buti iSreikstas lygtimi (9):

1

= 7wt €)]

gia j — menamasis vienetas, lygus V—1, @ — kampinis daznis (rad/s), C —
dielektrinio sluoksnio talpa (F).

Norint kiekybiskai jvertinti lipidy dvisluoksnio pazeidimo masta
baltymais, dazniausiai naudojamas parametras, vadinamas admitansu, arba
paprascCiausiai laidumu [223]. Admitansas (Y) yra elektrocheminiam
impedansui prieSingas dydis, matuojamas simensais (S) ir iSreiSkiamas
lygtimi (10):

1

Y= (10)

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos duomeny atvaizdavimui

gali buti pasitelkiami jvairlis metodai, pagrindinis jy — Bode grafikai. Bode

grafikuose vaizduojama impedanso absoliuti verté (|Z]) arba fazés kampas

(argY) kaip funkcija nuo daznio. Esant Siam grafiniam atvaizdavimui, zemy

dazniy diapazone stebimas impedanso fazés minimumo taskas (fmin), kurio

padétis gali buti naudojama membranos defekty tankiui jvertinti [224].

Nustatyta, jog vykstant lipidy dvisluoksnio pazaidai citolitiniais peptidais,

pasikeicia jony judéjimas per jj. Sis efektas yra lydimas spektriniy poky¢iy,

kuriy metu fmin tasko pozicija pasislenka i didesniy dazniy sritj [225] (2.2
pav.).
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2.2 pav. Membranos pazaidos jvertinimas elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodu. Defekty susidarymas membranoje yra siejamas su
dvisluoksnio laidumo pokyciais (A), kurie atsispindi Bode spektruose (B). Parengta
pagal [226].

2.2.8.2 Matavimo eiga

Elektrocheminio impedanso spektroskopijos matavimai buvo atlikti
naudojant PalmSens4 elektrochemine darbo stotj kartu su PSTrace 5.9
programine jranga (PalmSens BV). Spektrai buvo registruojami nuo 0,1 Hz iki
100 kHz dazniy diapazone, naudojant 10 logaritmiskai paskirstyty matavimo
tasky kiekvienoje dekadoje. Suzadinimo signalo amplitudé buvo 10 mV. Visi
matavimai atlikti kambario temperattroje (22 °C) HEPES buferiniame tirpale.
Siekiant uztikrinti rezultaty patikimuma, matavimai kartoti tris kartus.

Matavimy metu auksu dengta stiklo plokstel¢ funkcionavo kaip
darbinis elektrodas, o 1,5 mm skersmens sidabro viela (Sigma-Aldrich) buvo
naudojama kaip palyginamasis—pagalbinis elektrodas. Prie$ naudojima
sidabro viela buvo 30 sekundziy veikiama 50 mM gelezies (III) chlorido
tirpalu. Elektrodo validacija buvo atlieckama matuojant potencialy skirtuma
3 M KCl tirpale ir lyginant su Ag/AgCl etaloniniu elektrodu, uzpildytu 3 M
KCl tirpalu (Sigma-Aldrich). Elektrodas buvo laikomas tinkamu naudoti, jei
potencialo skirtumas nevirsijo 0 + 20 mV. tBLM laidumas buvo apskaiciuotas
i§ elektrocheminio impedanso spektry pagal lygti Yinin = 1/Zsnin, Kur Zgnin —
impedanso modulis, iSmatuotas fazés minimumo taske (fmin).

Defekty tankio pasiskirstymo membranoje jvertinimui buvo
pasitelktas Vilniaus universiteto Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos
skyriuje iSvystytas EIS spektry analizés jrankis tblm—dash [227]. Taikyta
metodika remiasi prielaida, kad membranos pavirSius sudarytas i§ sriciy,
kuriose defektai i$sidésto idealiais heksagony tinkleliais, ta¢iau defekty tankis
skirtingose membranos srityse gali skirtis. EIS spektry bioinformatiné analize
buvo atlikta remiantis ankséiau aprasytais tyrimais [224,228]. Baltymy
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sukelty defekty spindulys (#9) ir laidumas buvo nustatyti ties 25,9 nm ir 50 pS,
atitinkamai. Nors atominés jégos mikroskopijos biidu jvertinta ry verté gali
turéti paklaidy deél adatos-méginio konvoliucijos (sasikos) efekto, Sie
netikslumai minimaliai veikia modelio kokybe bei defekty tankio
pasiskirstyma [228]. Pomembraninio sluoksnio savitoji varza (pus) buvo
laikoma lygi 10*° Q, o $io sluoksnio storis (ds») nustatytas ties ~ 1,8 nm,
remiantis neutrony reflektometrijos eksperimentais [229].

Bioinformatinés analizés metu gautus duomenis galima atvaizduoti
defekty tankio pasiskirstymo kreivémis, kuriy X asSyje yra pateikiamos
lokalaus defekty tankio membranoje vertés, o Y aSyje — tikimybés tankis.
Kreivése stebimi maksimumai atitinka didziausio tikimybés tankio
regionus — tai reiskia, kad pagrindiné membranos pavirSiaus dalis bus
padengta atitinkamo tankio defektais. Tikimybe (P), kad membranos
pavirsiuje bus rastas regionas, kurio defekty tankis paklius j konkrety intervala
[NI, N2] galima iSreiksti lygtimi (11):

N2
P= le P(Nger)dNger (11)

kur Nger — lokalus defekty tankis vienoje membranos zonoje, P(Nguy — defekty
tankio pasiskirstymo funkcija. Jei NI =0, o N2 = oo, tuomet P = 1.

Vidutinis defekty tankis (<Ngz>) gali buti apskaic¢iuojamas i§ defekty
tankio pasiskirstymo funkcijos pagal formule (12):

< Nges > =f P(Ngef)NaerdNges (12)
0

2.2.9. Atominés jégos mikroskopija
2.2.9.1. Metodo principas

Siame darbe, baltymy ir lipidiniy membrany tarpusavio sgveiky
vizualizacijai, buvo taikytas atominés jégos mikroskopijos (AJM) metodas.
AJM, priesingai nei kiti mikroskopijos tipai, yra paremtas mechaniniy sgveiky
tarp zondo ir méginio pavirSiaus registravimu [230]. Zondas, naudojamas
AJM matavimy metu, susideda i$ trijy pagrindiniy komponenty: atraminés
pagrindo medziagos, lankstaus mikrokantileverio bei jo gale esancios
adatélés. Mikrokantileveris yra padengtas Sviesg atspindincia medziaga, o i jo
galiukg yra fokusuojamas lazerio spindulys, kuris atsispindi j fotodiodinj
detektoriy (2.3 pav.). Vykstant méginiy vizualizacijai, zondas juda iSilgai
méginio pavirsiaus, o §io proceso metu, pakitus sgveikos jégoms tarp adatélés
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ir analités, mikrokantileveris i$linksta. Mikrokantileverio iSlinkimus fiksuoja
fotodiodinis detektorius, kadangi pasikeicia lazerio atspindzio padétis jame.
Lazerio atspindzio padéties fotodetektoriuje pokycCiai yra proporcingi
mikrokantileverio deformacijai, o §i informacija yra naudojama trimaciam
meéginio  pavirSiaus  vaizdui  generuoti [231]. Pazymétina, jog
mikrokantileveris yra traktuojamas kaip spyruoklé, o jéga, veikianti tarp
adatos ir pavir$iaus, gali biiti apibréziama remiantis Hooko désniu (13):

F=kxA (13)

kur F — jéga, veikianti tarp adatos ir pavirSiaus, k& — mikrokantileverio
lankstumo konstanta, A — mikrokantileverio deformacija [232].

Lazerio $altinis

Fotodiodinis
detektorius

Mikrokantileveris
su adatéle

Membrana

2.3 pav. Atominés jégos mikroskopijos veikimo principas. Parengta pagal [233].

AJM, lyginant su kitais mikroskopijos tipais (fluorescencine,
elektrony mikroskopija) turi keleta reikimingy pranasumy: /. Sis metodas
leidzia generuoti aukstos raiSkos trimatj méginio vaizda. Vaizdy skiriamoji
geba vertikalia kryptimi gali siekti 0,1 nm, lateraliné skiriamoji geba yra nm
skalgje; II. Yra nedestruktyvus metodas, tinkamas méginiy vizualizacijai
vakuume, ore ar net skystyje. Dél Sios priezasties biologiniai méginiai gali
biiti analizuojami buferiniame tirpale, iSlaikant jy natyviag konformacija;
III. Nereikalauja specialaus méginio paruoS§imo (pvz.: dehidratacijos,
dazymo, Saldymo); /V. Naudojant greitacige AJM galima stebéti pavieniy
molekuliy dinamika realiuoju laiku; V. Be topografijos vaizdy, galimas ir
méginio nanomechaniniy savybiy jvertinimas [234].

Yra i8skiriami trys pagrindinis AJM veikimo rezimai: nekontaktinis,
kontaktinis ir tap$nojimo [235]:
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1. Nekontaktiniame rezime mikrokantileveris yra virpinamas netoli
savo rezonansinio daznio esant < 10 nm amplitudei, o adata tiesiogiai
nesiliefia su méginio pavirSiumi. Pagrindinis Sio rezimo trikumas —
sudétingas matavimas atmosferos salygomis, kadangi méginio pavirSiuje
susidaro plonas vandens sluoksnis, tarp kurio ir adatos veikia kapiliarinés
jégos, todel adata gali prilipti prie pavirSiaus.

1I. Kontaktinis rezimas — tai dazniausiai naudojamas AJM rezimas,
kuriame adata tiesiogiai lieCiasi su méginio pavir§iumi, o tarp jy vyrauja
atostiimio jégos. Nors kontaktinis AJM rezimas leidzia pasiekti itin aukstg —
net atoming — skiriamaja geba, jis néra tinkamas minkstiems biologiniams
meéginiams vizualizuoti, nes nuolatinis adatos kontaktas su pavirSiumi gali
sukelti mechaninius pazeidimus.

1ll. Tapsnojimo rezime mikrokantileveris virpinamas arti savo
rezonansinio daznio, o jo svyravimo amplitudé paprastai siekia 20 — 100 nm.
Periodiskai lieciant pavirsiy yra uztikrinama auksta skiriamoji geba, taciau po
kiekvieno prisilietimo adata pakeliama, taip iSvengiant briikSteléjimo per
méginj. Vienas i$ pagrindiniy tap$nojimo rezimo pranaSumy yra tai, kad jis
padeda iSvengti trinties, adhezijos ir kity kontaktiniame rezime
pasireisSkianciy problemy. Be to, Sis metodas vienu metu generuoja du
skirtingus vaizdus: auks¢io ir fazés. Fazés vaizdinimas leidZzia atskleisti
medziagy cheminiy ir fizikiniy savybiy skirtumus, tokius kaip adhezija, trintis
ir viskoelastingumas [236]. PeakForce QNM yra patobulinta klasikinio
tap$nojimo rezimo versija, pristatyta 2010 m. Sis metodas suteikia galimybe
tiksliai kontroliuoti maksimalig kontakto jéga tarp zondo ir méginio, todél yra
ypac tinkamas itin aukstos skiriamosios gebos vaizdinimui, ypa¢ biologiskai
minks$tiems méginiams [237].

Nors AJM dazniausiai siejama su pavirSiaus vizualizacija, svarbu
paminéti, jog ji taip pat yra placiai taikoma méginiy nanomechaniniy savybiy
tyrimui. Nanomechanikos matavimai paremti vienu esminiu zingsniu — adatos
nuleidimu prie pavirsiaus ir jos atkélimu. Sio proceso metu nustatomas adatos
poslinkis ir jéga, veikianti tarp adatos bei méginio, o Siuos duomenis
atvaizduojant X ir Y koordinatése, gaunama jégos kreivé (2.4 pav.) [238].
Pradiniame etape (I) adata yra nutolusi nuo pavirsiaus, todél tarp jy neveikia
jokios jégos. Adatai artéjant prie pavirSiaus, ima veikti traukos jégos, tokios
kaip Van der Valso, elektrostatinés ar kapiliarinés sgveikos. Kai $ios jégos ima
dominuoti, adata staigiai pritraukiama prie pavirsiaus (II). Tuomet adata toliau
spaudziama ] méginj iki nustatytos maksimalios jégos (III), o Siame etape tarp
zondo ir pavirSiaus dominuoja trumpojo nuotolio atostiimio jégos. Galiausiai,
adata palaipsniui atitraukiama, kol pasiekiamas atsiskyrimo taskas (IV),
nusakantis sgveikos tarp adatos ir pavirSiaus stiprumg. Funkcionalizavus AJM
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zondus, §is kreivés regionas gali buti naudojamas tarpmolekuliniy ir
tarplasteliniy sgveiky stiprumui, taip pat baltymy iSsivyniojimo procesams,
tirti. Matuojant jégos kreives kiekviename méginio taske, lygiagreciai
topografijos vaizdams galima generuoti ir pavirSiaus nanomechaniniy savybiy
zemélapius [239].

% F/nN
I \\Q

Artéjimas
|

11 :
Kontaktas *:
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g 111 - : ,
Ispaudimas Adhedzijay |: |

| >
% . . \ X/nm
IV Energijos
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Atkélimas [ iSsklaidymas

|

2.4 pav. Méginio nanomechaniniy savybiy jvertinimas AJM metodu. Adata yra
spaudziama | méginj, kol pasiekiama maksimali nustatyta jéga, po to atitraukiama
(juoda — priartéjimo kreive, raudona — atitraukimo kreivé). Parengta pagal [238].

Jégos kreiviy analizé leidZia jvertinti jvairius méginio parametrus,
tokius kaip adhezija, deformacija ir elastingumas. Pastarajj apibrézia Jungo
modulis, rodantis medziagos atsparuma deformacijai — kuo jo verté didesné,
tuo standesnis meéginys. Jungo modulis apskai¢iuojamas i§ kontakto su
pavirSiumi zonos (III), taikant vieng i§ kontakto mechanikos modeliy [234].
Praktikoje Jungo modulio apskaiCiavimui daZniausiai taikomas Hertzo
modelis, apraSomas lygtimi (14):

4F

F=3a=vy

3
VRé&2 (19
kur F —jéga, veikianti tarp adatos ir méginio, £ — Jungo modulis, v — Poissono
santykis (biologiskai minkStiems méginiams v = 0,5), R — adatos galiuko
spindulys, d — adatos jdubimas j pavirSiy [231].

2.2.9.2 Topografijos vaizdy gavimas klasikine AJM

1. Baltymo morfologijos charakterizavimas ore. Méginys uzlaginamas
ant $vieziai nupléSto atomiSkai lygaus hidrofilinio Zzéruéio pavirSiaus,
inkubuojamas 2-3 minutes, nuplaunamas dejonizuotu vandeniu ir
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nudziovinamas azoto srove. Prie§ matavimus plokstelés apatiné dalis
priklijuojama prie magneto dvipuse lipnia juosta. Matavimams ore buvo
naudojami TESP-V2 (adatos galiuko spindulys — 7 nm, lankstumo konstanta
ore — 37 N/m) ir FESP-V2 (adatos galiuko spindulys — 8 nm, lankstumo
konstanta ore — 2,8 N/m) stac¢iakampio formos zondai (Bruker). Matavimai
atlikti kambario temperatiiroje, naudojant Dimension Icon (Bruker) AIM
sistemg, veikian¢ig tap$nojimo rezimu. Matavimo plotas 5 x 5 pm? arba 2 x
2 um?, matavimo greitis — nuo 0,6 iki 0,8 Hz, raiSka — 512 x 512 pikseliy.

11, Baltymo sqveikos su lipidinémis membranomis tyrimai atlickami
2mL talpos celéje, uzpildytoje PBS buferiniu tirpalu (pH= 7,2).
Eksperimentams naudoti dviejy tipy membrany modeliai: SLB ir tBLM,
paruosti kaip aprasyta 2.2.1 skyrelyje. Matavimams skystoje terpéje
naudojami SNL-C trikampio formos zondai (adatos galiuko spindulys —
25 nm, lankstumo konstanta skystyje — 0,4 N/m) (Bruker). Topografiniy
vaizdy gavimui pasirinktas tapSnojimo arba PeakForce QNM reZimas.
Matavimo plotas 5 x 5 um? arba 2 x 2 um?, greitis — nuo 0,3 iki 0,5 Hz,
raiSka — 512 x 512 pikseliai. Gauti vaizdai apdoroti WSxM 4.0 Beta 9.3
programine jranga [240]. AuksCio pasiskirstymo analizé bei vidutinio
pavirSiaus SiurkStumo (R.) skaiCiavimai atlikti naudojantis NanoScope
Analysis (Bruker) programine jranga (versija 1.4).

2.2.9.3 Greitaeigés AJM matavimai

Greitaeigés atominés jégos mikroskopijos (HS-AJM) nuotraukos
buvo uzfiksuotos naudojant SS-NEX (RI/BM) mikroskopg, dirbantj
tapSnojimo rezimu. Matavimams buvo naudojami SizNy4 staciakampio formos
zondai (BL-AC10DS-A2, Olympus), kuriy adatos galiuko spindulys yra
24 nm, lankstumo konstanta — 0,1 N/m, o rezonansinis daznis skystyje — apie
0,5 MHz. S100A8 arba S100A8/A9 baltymai nepertraukiamo matavimo metu
buvo jleisti j celg, uzpildyta 10 mM HEPES buferiniu tirpalu (pH = 7,4). Visi
matavimai buvo atlikti kambario temperattiroje (22 °C), galutiné baltymo
koncentracija celéje sieké 10 uM. Matavimo greitis — viena nuotrauka per 5 s,
skiriamoji geba — 200 % 200 pikseliai. Duomeny analizé buvo atlikta
naudojant NanoLocz 1.20 programing jrangg [241].

2.2.9.4 Jégos spektroskopijos matavimai

Prie§ kiekvieng jégos spektroskopijos matavima buvo atlickama
zondy kalibracija. Pirmiausia, ore matuojant kalibracing titano plokstele
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(Bruker), buvo jvertintas adatos galiuko spindulys. Tuomet, matavimo terpéje,
stiklo pavirSiuje buvo iSmatuojama jégos kreivé ir apskaiCiuojamas
mikrokantileverio atsilenkimo jautrumas (angl. deflection sensitivity).
Galiausiai, matuojant mikrokantileverio laisvuosius virpesius, buvo nustatyta
lankstumo konstanta.

Lipidy dvisluoksniy nanomechaniniy savybiy tyrimui buvo
naudojamas PeakForce QNM tapsnojimo rezimas. Matavimai atlikti kambario
temperatiiroje, naudojant SNL-C adatas. Dvisluoksnio storio ir pralauzimo
jégos jvertinimui buvo taikoma funkcija ,,Ramp“, kai adata i méginj
jsmeigiama 7 —35 nN maksimalia jéga. Jungo modulio jvertinimui per
matavimo plota buvo i§saugomos 4 — 5 eilés jégos kreiviy. Jégos kreivés buvo
matuojamos kiekviename vaizdo taske, méginj veikiant 0,5 nN jéga. Jégos
kreiviy analizé atlikta naudojant NanoScope Analysis v1.4 (Bruker)
programing jrangg. Jungo modulis apskaiciuotas 10-70 % jégos kreivés
ribose, taikant Hertzo modelj.

Saveiky tarp S100 baltymy nustatymui buvo naudojami
funkcionalizuoti zondai. Zondo funkcionalizavimas vyko keliais etapais:
I Pirmiausia, FESP-V2 zondai 30 min. veikiami UV spinduliuote, o véliau
inkubuojami acetone 5 min.; [/I. Adata silanizuojama 2% 3-
aminopropiltrietoksisilano (APTES) tirpale 10 min., tuomet kruopsciai
praplaunama dejonizuotu vandeniu; /I, Zondas jmerkiamas j 0,5 %
glutaraldehido tirpalg ir inkubuojamas 30 min., po ko dar kartg praplaunamas
dejonizuotu vandeniu; /V. SekanCiame etape adata inkubuojama 1,5 uM
baltymo tirpale 1 wval.; V. Po baltymo imobilizacijos, perteklinés
glutaraldehido grupés blokuojamos inkubuojant zondg 10 mM glicino tirpale
1 val. Iki sekancio naudojimo funkcionalizuoti zondai buvo laikomi 4 °C
temperatiiroje PBS buferiniame tirpale (pH = 7,2). Zéru¢io plokstelés
funkcionalizuotos adsorbuojant S100 baltymus ant pavirSiaus, kaip aprasyta
2.2.9.2 skyrelyje. Jégos kreivés buvo matuojamos ore, naudojant funkcija
»~Ramp“, 500 nm/s greiciu, pavirSiy veikiant maksimalia 10 nN jéga.
Tarpmolekuliniy sgveiky stiprumas buvo jvertintas pagal adhezijos zong
adatos atitraukima nuo pavirSiaus atspindincioje kreivéje, kaip parodyta 2.4
pav.

2.3 Bioinformatiné analizé

S100A8 ir S100A9 baltymy aminoriig§ciy seky hidrofobiSkumas
(<H>), hidrofobinis momentas (<uH>) ir bendras krivis (z) buvo
apskaiciuoti naudojant Heliquest serverj [242]. Gauti rezultatai pavaizduoti
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Eisenbergo grafike [243], kuriame skirtingi segmentai klasifikuojami pagal jy
hidrofobiskumo savybes: I. Zemos <H> ir <uH> reik§més rodo hidrofilinius
segmentus, orientuotus j vandening terpg; /1. Didelés <uH> ir vidutinés arba
didelés <H> reikSmés budingos amfipatiniams regionams, galintiems
saveikauti su lipidiniu dvisluoksniu. Tokie segmentai dazniausiai orientuojasi
lygiagrec€iai membranos pavirsiui. Jie identifikuojami Eisenbergo grafike kaip
sritys, kuriose hidrofobiskumo reikSmés yra vir$ linijos, apibréztos lygtimi
<uH> = 0,645 — 0,324(<H>); IIl. Zemas <uH> ir didelis <H> nurodo
segmentus, jsiterpusius j lipidy dvisluoksnj. Potencialiis transmembraniniai
segmentai Eisenbergo grafike atitinka sritis, kuriose <H> reik§mé virsija
0,75.

Analizuojant baltymy sgveika su lipidy dvisluoksniu, kiekvienai sekai
buvo taikomas 18 aminoriig§¢iy ilgio slenkantis langas. Siekiant papildomai
identifikuoti su membrana sgveikaujancias a-spirales, buvo apskaiciuotas
diskriminacijos faktorius (D), aprasomas lygtimi (15):

D = 0,944 (< uH >) + 0,33 (2) (15)

¢ia z — kravis. Jei D reikSmé virsijo 0,68, atitinkamas segmentas buvo
laikomas potencialia lipidus suriSancia o-spirale.

Apo-S100A8, apo-S100A9 homodimery ir apo-S100A8/A9
heterodimero trimatés strukttiros buvo prognozuotos naudojant AlphaFold 3
serverj [244], o baltymy pavirSiaus vaizdai sugeneruoti naudojant PyMOL
molekulinés vizualizacijos kompiutering programg (versija 3.0). Schemos,
iliustruojanéios  baltymo-lipido sgveikos mechanizmus, sugeneruotos
vektorinés grafikos programa Inkscape (versija 1.2.2).

2.4 Statistiné analizé

Statistiné analizé buvo atlikta naudojant GraphPad Prism 8.4.3
programing jranga (GraphPad Software). Tyrime taikytas reik§mingumo
lygmuo (o) = 0,05. Duomeny normalusis pasiskirstymas buvo vertinamas
naudojant Shapiro-Wilk testa. Grupéms, kuriy duomenys pasiskirsté pagal
normalyjj skirstinj, palyginti buvo taikomas t-testas arba ANOVA su
Bonferroni post hoc testu. Kiekybiniai duomenys Siame darbe pateikti kaip
vidurkis + standartinis nuokrypis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe sickéme jvertinti, ar $iuo metu vis labiau su
neurodegeneracijos progresija siejamas baltymas, S100A9, ir jo funkcinis
partneris, S100A8, sgveikaudami su dirbtinémis lipidinémis membranomis
keicia jy biofizikines ir struktiirines savybes. Miisy tyrimy rezultatai atskleidé,
jog baltymy sukeliamy dvisluoksnio pazaidy iniciacijai reikalingos skirtingos
inkubacijos trukmeés, varijuojancios nuo keliy sekundziy iki paros. Dél §ios
priezasties, vienas pirmyjy tyrimo uzdaviniy buvo jsivertinti rekombinantiniy
S100 Seimos nariy struktiirines ypatybes bei stabiluma laike. Taip pat,
atsizvelgiant j prielaidg, jog artimas kontaktas su membrana didina lokalig
baltymy koncentracija bei spartina fibrilizacijg, buvo tiriama ir lipidy
dvisluoksnio jtaka potencialiai neurotoksiSky amiloidiniy agregaty
susidarymui. Kitoje tyrimy dalyje buvo vertinama S100 Seimos baltymy jtaka
lipidy dvisluoksnio integralumui, tiriant ne tik modeliniy lipidiniy sistemy
integralumo pokycius, bet ir vizualizuojant pavirSiaus morfologija, taip
siekiant nustatyti saveikos su membranomis mechanizmus. Kadangi S100
Seimos baltymy funkcionalumas yra reguliuojamas kalcio jony prisijungimo
(Zr. skyrelj 1.3), toliau nagrinéjome dvivalenciy katijony poveikj S100-lipido
saveiky efektyvumui. Galiausiai, pasitelkdami jégos spektroskopijos tyrimus,
vertinome ne tik tarpmolekuliniy sgveiky tarp S100 baltymy stipruma, bet ir
membrany nanomechaniniy savybiy pokycius po poveikio SI00A9 baltymu.

3.1. S100 baltymy strukttrinés ypatybés
3.1.1 Palyginamoji morfologijos analizé

Didzioji dalis §io tyrimo rezultaty buvo gauti atominés jégos
mikroskopijos (AJM) metodu, todél pirmine darbo uzduotimi tapo jsivertinti
S100A8, SI00A9 baltymy ir jy formuojamo komplekso ST00A8/A9 fizikinius
parametrus. Norédami jvertinti tiriamy S100 Seimos baltymy teorinius
dydzius, pasinaudojome internetiniu serveriu HullRad [245]. Atsizvelgiant j
literatiiroje apraSyta S100 baltymy polinkj dimerizuotis [71], kompiuterinei
dydziy analizei buvo pasirinktos trimatés apo buiseny dimerinés strukturos,
sugeneruotos naudojant AlphaFold 3 serverj [244]. Remiantis Sia analize,
nustatyta, kad teoriniai S100A8, S100A9 homodimery ir S100A8/A9
heterodimero hidrodinaminiai skersmenys yra 4,7, 5,3 ir 5,1 nm, atitinkamai
(3.1 pav. A). Siekdami jvertinti, ar miisy tyrimy metu naudojami baltymai taip
pat egzistuoja dimerinéje formoje, S100A8, S100A9 ir S100A8/A9
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komplekso dydzio analizei pasitelkéme dinaminés Sviesos sklaidos (DLS)
metoda. Matavimy metu nustatyta, kad vidutinis S100A8 hidrodinaminis
skersmuo siekia 4,6 + 0,3 nm (3.1 pav. B). Tuo tarpu, SI00A9 ir ST00A8/A9
pasizyméjo didesnémis dydzio vertémis — 4,9 = 1,1 nm ir 5,1 + 0,2 nm,
atitinkamai. Pastebéta, kad S100A9 pasizymi didesniu polidispersiSkumu
(0,22), palyginus su S100A8 (0,065) ir ST00A8/A9 (0,034), o tai rodo mazesnj
§io baltymo stabilumg laike bei didesnj polinkj agreguoti. Svarbu pazyméti,
kad DLS metodu gauti rezultatai buvo artimi bioinformatinés analizés metu
jvertintoms reik§méms. Sie duomenys patvirtina, jog pradiniuose baltymy
tirpaluose aptinkami tik mazos molekulinés masés dariniai, tarp kuriy vyrauja
dimeriné forma.
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3.1 pav. Rekombinantiniy S100 baltymy morfologijos ir dydZio analize. (A) S100AS,
S100A9 homodimery ir ST00A8/A9 heterodimero strukttiros, sugeneruotos naudojant
AlphaFold 3 serverj. Po kiekviena struktira nurodyta atitinkama teoriné
hidrodinaminio ~ skersmens verté. (B) S100A8, SI00A9 ir S100A8/A9
hidrodinaminiai skersmenys, jvertinti dinaminés Sviesos sklaidos metu. (C-
E) S1I00A8, S100A9 ir ST00A8/A9 baltymy topografijos vaizdai bei dariniy auks¢io
pasiskirstymai. Vaizdy laukas — 0,3 x 0,3 um?.
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Kadangi DLS metodas pateikia suvidurkintg visy tirpale esanciy
daleliy dydj, siekdami iSsamiau jvertinti pavieniy baltymy morfologija,
pasitelkéme atominés jégos mikroskopijos metoda. Sio metodo pagalba
vizualizavome S$vieziai iSgryninty baltymy frakcijas ir nustatéme, kad jose
vyrauja globulinés formos dariniai, pasiZymintys jvairiomis dydziy vertémis
(3.1 pav. C-E). SI00A8, S100A9 ir SI00A8/A9 baltymy aukscio Gauso
vidurkiai sieké 0,6 £ 0,2 nm, 0,9 = 0,2 nm, bei 1,5 =+ 0,3 nm, atitinkamai.
Pazymétina, jog nustatytos vertés buvo net iki 8 karty mazesnés, palyginus su
DLS metodu gautomis baltymy dydzio vertémis. Siuo atveju svarbu paminéti,
kad misy pasirinkta matavimo metodika turi keletg apribojimy, o nustatytos
aukscio reikSmés gali neatspindéti natiiralaus dariniy dydzio. DZiovinimo oro
srove metu baltymai paprastai praranda savo hidratacinj sluoksnj, kurio storis
siekia mazdaug 1-1,2 nm [246], o adsorbcija ant pavirSiaus gali sukelti
baltymy denattracijg [247], dél ko yra stebimi dydzio poky¢iai. Taip pat,
matuojamy dariniy dydzio neatitikimai gali biiti nulemti ir AJM adatos
matmeny. Taigi, nors AJM metodas yra tinkamas morfologijos analizei,
natyviam baltymy dydziui jvertinti reikéty naudoti kitas metodikas,
leidziancias tyrimus atlikti artimesnémis fiziologinéms salygomis.

3.1.2 Dvivalenciy katijony lemiami strukttiriniai pokyc¢iai

S100 seimos baltymy oligomerizacija ir biologinis aktyvumas yra
grieztai reguliuojami dvivalenciy katijony prisijungimo (Zr. skyreli 1.3).
Siekiant jvertinti Ca®" ir Mg?* jtakg S100A8 baltymo antrinei struktiirai, buvo
pasitelkti ziedinio dichroizmo (CD) ir triptofano (Trp) fluorescencijos
intensyvumo matavimai. Rezultatai atskleidé, kad Svieziai iSgrynintas
S100A8 baltymas jgyja o-spiraling struktiira — tai patvirtina CD spektre
stebimi sugerties intensyvumo minimumai ties 209 ir 220 nm (3.2 pav. A).
Taip pat, matavimai parodé, jog inkubuojant SI00A8 baltymg kambario
temperattiroje, jis iSlicka stabilus 4 val. laikotarpyje — Siuo laikotarpiu
reik§mingy poky¢iy CD spektre nustatyta nebuvo. Vykstant Ca®" jony
prisijungimui, buvo stebimas sugerties minimumy verciy poslinkis ties 208 ir
218 nm (3.2 pav. B). Be to, moliniy CD intensyvumy (Ag) skaitinés vertés
ties minétais bangos ilgiais padidéjo: tai patvirtina A& isnm pokytis nuo
—42M'em™? (0 val) iki —4,6 M cm™ (4 val.). Padidéjes CD signalo
intensyvumas gali reikSti a-spiraliy reorientacijg [248], kuri yra susijusi su
baltymo fiziologinémis funkcijomis, jskaitant molekuliniy taikiniy, tokiy kaip
receptoriai ar kiti S100 baltymai, atpazinimg [249,250]. Panasiis, nors kiek
maziau iSreiksti, efektai buvo stebimi ir inkubuojant S100A8 baltyma su

62



Mg?*; per 4 val. laikotarpj Agxonm verté padidéjo nuo —4,3 iki —4,5 M~ cm™
(3.2 pav. C).
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3.2 pav. Dvivalendiy katijony sukelti SI00A8 konformacijos poky¢iai. Ziedinio
dichroizmo spektrai, iSmatuoti SI00AS8 inkubuojant be papildomy katijony (A), su
2 mM Ca*" (B) ar 2 mM Mg*" (C). Bangos ilgiai, atitinkantys a-spiraliy signalus,
pazyméti mélynomis vertikaliomis juostomis. (D) S100A8 triptofano fluorescencijos
spektrai. Fluorescencijos intensyvumo maksimumy vertés po 4 val. inkubacijos be
papildomy katijony arba su Ca?* nurodytos Zalia ir raudona vertikaliomis linijomis,
atitinkamai. Maksimumo verté, gauta S100A8 inkubuojant su Mg?", pazyméta mélyna
taskine linija. Matavimai atlikti HEPES buferiniame tirpale, 22 °C, naudojant 20 uM
baltymo koncentracijg. s.v. — Fluorescencijos intensyvumo santykiniai vienetai.
Gauti rezultatai buvo patvirtinti savaiminés Trp fluorescencijos
intensyvumo duomenimis, kurie parodé reikSminga, iki 29 %, fluorescencijos
intensyvumo padidéjima, kai SI00AS8 baltymas buvo inkubuojamas su Ca**
jonais (3.2 pav. D). Sis fluorescencijos intensyvumo padidéjimas buvo
lydimas emisijos maksimumo poslinkiu j mélynaja spektro puse (nuo 339 iki
335 nm), kas iliustruoja konformacinius pokycius S100A8 struktiiroje, kai
Trpss Soniné grupé tampa paslépta baltymo hidrofobingje Serdyje. Tuo tarpu,
Mg*" jony pridéjimas | terpe nesukeélé reik§mingo Trp emisijos maksimumo
poslinkio. Sie rezultatai sutampa su literatiiros duomenimis, jrodan¢iais, kad
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Mg?* jony pridéjimas, prieSingai nei Ca>’, nesukelia reik§mingy S100 Seimos
baltymy konformacijos pokyciy [80]. Atsizvelgiant ; S100 Seimos nariy
struktiirinj panaSumg [68], galima daryti prielaida, jog analogiSki poky¢iai
galéty pasireiksti ir S100A9 baltymo antringje struktiiroje, paveikus ji
minétais dvivalenciais katijonais.

3.2 S100 baltymy tarpusavio sgveiky reiskiniai
3.2.1. Saveiky stiprumo tarp baltymy jvertinimas

Organizme pavienés baltymy molekulés sgveikauja tarpusavyje, taip
susitelkdamos | aukstesnés struktiirinés organizacijos darinius, bitinus jy
biologinéms funkcijoms palaikyti. AJM leidzia ne tik vizualizuoti baltymy
molekules in situ, bet ir itin dideliu tikslumu nustatyti jy tarpusavio sgveikas
[251]. S1I00A8 ir S100A9 tarpusavio saveiky jvertinimui buvo naudojami
AJM zondai bei ZéruCio pavirsiai, funkcionalizuoti S100 Seimos baltymais,
kaip aprasyta 2.2.9.4 skyriuje. Tarpmolekuliniy saveiky stiprumas buvo
jvertintas pagal atpléSimo jéga, reikalingg jungCiai, susidariusiai adatos
nuleidimo ciklo metu, nutraukti. Gauti duomenys atskleide, kad stipriausiomis
tarpusavio sgveikomis pasizymé&jo S100A8 ir S100A9 baltymai — jéga,
reikalinga susidariusiam heterokompleksui iSardyti sieké net 91,8 + 2,9 nN
(3.3 pav.). Silpniausios tarpusavio sgveikos buvo nustatytos tarp S100A8
baltymy (61,8 + 1,3 nN). Sie rezultatai sutampa su literatiros duomenimis,
irodanciais, kad S100A8 ir S100A9 baltymai, dél didesnio stabilumo,
organizme daZniausiai formuoja heterodimerines ir heterotetramerines
strukturas, laikomas biologiskai aktyviausiomis $iy baltymy formomis [6].
Reprezentatyvios jégos kreivés, naudotos tarpmolekuliniy sgveiky
jvertinimui, pateiktos 1 priede.
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3.3 pav. S100A8 ir S100A9 baltymy tarpusavio sgveiky jvertinimas. (A) Pavieniy
molekuliy tarpusavio sgveiky jvertinimo AJM metodu principas. Parengta pagal
[252]. (B) Adhezijos jégos, veikianCios tarp AJM zondo ir zéruio pavirsiy,
funkcionalizuoty nurodytais baltymais arba glicino (Gly) molekulémis.

S100A8 ir S100A9 molekuliy pritvirtinimui prie AJM zondy
pavirSiaus buvo taikytas klasikinis metodas, pagrjstas baltymo aminogrupiy
reakcija su pavir§iuje imobilizuotu glutaraldehidu. Si strategija yra placiai
naudojama tiriant jvairius baltymy ir nukleortig§¢iy kompleksus bei baltymy
tarpusavio  sgveikas [253]. Vis délto, miisy pasirinkta zondy
funkcionalizavimo strategija turi kelis apribojimus. Pirmiausia, APTES
molekulés, naudojamos AJM zondy funkcionalizavimui, yra linkusios
agreguoti, todél baltymai ant zondo pavirSiaus pasiskirstys netolygiai [251].
Be to, efektyvioms baltymy tarpusavio sgveikoms daznai reikalinga specifiné
ju orientacija pavirsiuje. Taciau, Siuo atveju, baltymo N-galinés aminogrupés
néra vienintelés galimos jungimosi prie glutaraldehido sritys: Sios procediiros
metu prie glutaraldehido taipogi prijungiamos ir tam tikry aminoriigsciy (pvz.:
lizino) Soninés grupés. Dél to baltymy molekulés ant pavirSiaus orientuojasi
atsitiktinai, o tai gali lemti tarpmolekuliniy sgveiky kintamumg matavimy
metu.

Pazymétina, jog sgveiky stiprumas tarp baltymy molekuliy paprastai
svyruoja nuo keliy iki keliy Simty pN [254]. Taciau, miisy atveju, nustatytos
tarpmolekulinés sgveikos jégos sieké net iki 90 nN. AJM zondy
funkcionalizavimo  metu,  siekiant  neutralizuoti  nesureagavusias
glutaraldehido grupes, buvo naudojamos glicino molekulés. Vis délto,
jvertinus sgveikos jégas tarp pavirSiuje imobilizuoto glicino ir S100 Seimos
baltymy, taip pat buvo nustatyta stipri adhezija, siekianti net iki 15 nN.
Stebimi jégos skirtumai gal¢jo buti susij¢ su matavimo salygy pasirinkimu —
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dauguma literatliroje pateikty tyrimy atlickami skystyje, tuo tarpu miisy
matavimai buvo atlikti ore. Matavimy ore metu daznai stebima stipri adhezija,
sukeliama nespecifiniy kapiliariniy jégy, atsirandanc¢iy vandens garams
kondensuojantis ant méginio ir AJM zondo pavirsiy. Sios jégos yra laikomos
dominuojanciomis ir gali apsunkinti specifiniy tarpmolekuliniy saveiky
jvertinimg. Literatiiroje pabréziama, kad adhezijos jégos, iSmatuotos skystyje,
paprastai buina net iki dviejy karty mazesnés, palyginti su sgveikomis,
nustatytomis atmosferos salygomis [255]. Be to, dél zondy ir Zérucio
ploksteliy funkcionalizavimui naudoty dideliy baltymo koncentracijy
(1,5 uM), tikétina, kad matavimy metu buvo nustatytos ne pavieniy baltymy,
o viso molekuliy ansamblio, saveikos jégos. Taigi, dél minéty veiksniy,
galima daryti prielaida, kad nustatytos vertés neatspindi realiy tarpusavio
saveiky, stebimy in vivo, taCiau jos suteikia vertingos informacijos apie
bendrus S100 baltymy tarpusavio sgveiky désningumus.

3.2.2 Agregacijos tyrimas

Netaisyklingas baltymy susilankstymas ir agregacija yra siejami su
jvairiy neurodenegeraciniy ligy patologija (Zr. skyrelj 1.2). Siekiant jvertinti
S100 $eimos baltymy polinkj agreguoti, buvo naudojamas Tioflavino T (ThT)
zondas, leidziantis kokybiSkai jvertinti amiloidiniy fibriliy susidaryma
méginyje [256]. Kaip galime pastebéti i§ agregacijos kreiviy, pateikty 3.4 pav.
A ir B sekcijose, SI00A9 ir SI00A8 pasizyméjo amiloidinémis savybémis, o
laike buvo stebimas staigus ThT fluorescencijos augimas. Paprastai,
agreguojant amiloidiniams baltymams, yra stebima sigmoidiné kinetika, kuri
gali biiti skirstoma j 3 pagrindinius etapus: agregacijos branduoliy susidarymo
(lag), eksponentinio augimo (elongacijos) ir jsotinimo (plateau) [257]. Taciau,
Siuo atveju, buvo stebima hiperboliné agregacijos kinetika, o lag fazés
nebuvimg bty galima paaiSkinti tuo, jog agregacijos branduoliai
susiformuoja labai greitai arba agregacijos procesas vyksta alternatyviu, ne
agregacijos branduoliy susidarymu paremtu, mechanizmu. Tokiy,
alternatyviy, agregacijos mechanizmy pavyzdziai: kritiniy oligomery
klasterizacija [258], tiesiné polimerizacija (angl. isodesmic (linear)
polymerization) [259] bei nuozulnioji polimerizacija (angl. downhill
polymerization) [260]. Hiperbolés formos agregacijos kinetikos kreivés yra
sutinkamos ir literatlroje, apraSant jvairiy baltymy, jskaitant serumo
albumino, transtiretino, p-2-mikroglobulino, Tau baltymo keturiy
pasikartojanciy domeny, apolipoproteino, AP, agregacijos procesus [261].
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3.4 pav. S100 baltymy agregacijos kinetika. S100A9 (A), S100A8 (B) ir
S100A8/A9 (C) agregacija buvo tiriama matuojant ThT fluorescencijos intensyvuma,
j méginj papildomai nepridéjus (Zalia kreivé) arba pridéjus (raudona kreive) Ca®".
(D) Fluorescencijos intensyvumo vertés po 24 val. inkubacijos. Inkubacija buvo
atlickama HEPES buferiniame tirpale, 37 °C temperatiiroje. Baltymy koncentracija:
100 pM (S100A9) arba 50 uM (S100A8, S100A8/A9). Méginiuose su Ca’*, CaCl,
koncentracija — 1 mM. Statistinis reikSmingumas Zymimas *** (p < 0,001).

Tiriant S100A8/A9 agregacijos ypatybes, rySkiis pokyciai ThT
fluorescencijos intensyvumo spektre stebimi nebuvo (3.4 pav. C). Sie
duomenys rodo didesnj heterokomplekso stabiluma laike, palyginus su
S100A8 ar S100A9. Atsizvelgiant j tai, kad SI00A8/A9 yra dominuojanti
S100A8 ir S100A9 forma in vivo, Sio heterokomplekso formavimasis galéty
veikti kaip neuroapsauginis mechanizmas, uzkertantis kelig pavieniy baltymy
agregacijai. Tuo tarpu, neurouzdegimo metu, esant netolygiai padidéjusiai
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S100A8 bei SI00A9 raiskai [71], heterokomplekso formavimasis gali sutrikti,
taip salygojant potencialiai neurotoksisky amiloidiniy agregaty kaupimasi
smegenyse bei ligos progresija.

Idomu tai, jog ankstesni tyrimai parodé S100A8/A9 fibriliniy
agregaty susidaryma prostatos véziu serganciy pacienty prieSinés liaukos
meéginiuose [262]. Nors SI00A8/A9 fibriliy susidarymas gali biiti stebimas ir
in vitro, taCiau tai jvyksta kitomis sglygomis, nei taikytomis misy
eksperimento metu — esant riigstiniam pH arba prailgintam inkubacijos laikui
(8 sav.). Svarbu paminéti, jog riig§tingje terpéje S100 baltymai yra linke
disocijuoti i§ dimery | monomerus [263], todél labai tikétina, jog tokiomis
salygomis baltymai agregavo kaip pavieniai monomerai, o AJM metodu buvo
stebimas ne heterokomplekso, o SI00A9 fibriliniy agregaty susidarymas.

Kadangi S100A8 ir SI00A9 yra Ca®" riSantys baltymai, sekan¢iame
zingsnyje buvo tiriama Sio katijono jtaka baltymy agregacijos procesams.
Nustatyta, jog kalcio jony pridéjimas nulémé didesnj S100A9 baltymo
struktiirinj stabiluma bei mazesnj polinkj agreguoti, ka patvirtina reikSmingai
sumazgjes ThT fluorescencijos intensyvumas (3.4 pav. D). Kiek maziau
iSreikstas kalcio jony efektas buvo nustatytas ir SI00A8 baltymo agregacijos
procesams. Nors pradiniais agregacijos etapais fluorescencijos intensyvumas
abiem sglygomis didéjo panasiu greiciu, po 24 val. méginiuose su Ca** ThT
signalas buvo statistiSkai reikSmingai maZzesnis, palyginti su méginiais,
inkubuotais be S§iy katijony. PaZzymétina, kad viena pagrindiniy jégy,
skatinanc¢iy baltymy agregacija, yra aromatiniy aminoriigs¢iy Soniniy grupiy
tarpusavio sgveikos [264]. Miisy ankstesni tyrimai parodé, jog vykstant Ca**
jony prisijungimui, aromatinés aminoriig§tys yra paslepiamos S100 baltymy
hidrofobinéje Serdyje (Zr. skyrelj 3.1.2), taip ribojant jy prieinamuma ir
uzkertant kelia agregaty susidarymui. Gauti duomenys sutampa su
ankstesniais S100 Seimos nariy tyrimais [265], o reikSmingas kalcio jony
vaidmuo baltymy agregacijos reguliacijoje gali biiti grindziamas tuo, jog visos
identifikuotos oligomerizacijos sritys yra EF-ranky domeny, jungian¢iy Ca*",
dalis [116]. Taigi, kalcio jony prisijungimas stabilizuoja S1I00AS8 ir SI00A9
baltymy homodimerines struktiras, taip uzkertant kelig tolimesnei jy
agregacijai. Pazymétina, jog neurodegeneraciniy ligy metu stebima kalcio
jony dishomeostaze [266] galéty paspartinti spontaniskag amiloidiniy
sankaupy formavimasi organizme.

Svarbu paminéti, jog miisy eksperimenty metu buvo pasirinktos itin
didelés, fiziologiniy sglygy neatitinkancios, S100 baltymy koncentracijos, taip
siekiant paspartinti 1étai vykstantj agregacijos procesg. Taciau, net ir esant 50—
100 pM baltymo koncentracijai, reakcija per 24 val. laikotarpj nepasieke
jsotinimo. Amiloidiniy baltymy agregacija yra stipriai nuo koncentracijos
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priklausomas procesas [267], todél tyrimams pasirinkta didesné S100A9
koncentracija (100 uM) galéjo lemti spartesng Sio baltymo agregacijg bei
didesnj ThT fluorescencijos intensyvuma eksperimento pabaigoje, palyginus
su S100A8 (50 uM) (Zr. 3.4 pav.). Nustatyta, kad sumazinus S100A9
koncentracijag nuo 100 iki 50 pM, po 24 val. fiksuotas ThT fluorescencijos
intensyvumas sumazéjo 3,5 karto (2 priedas). Siuo atveju, i§matuota ThT
signalo verté buvo mazesné nei fiksuota SI00A8 baltymo agregacijos metu.
Vertéty atkreipti démesj, jog 2 priede pateikti agregacijos duomenys buvo
gauti tyrimus atlikus PBS buferiniame tirpale (pH = 7,2). Taciau, dél PBS
buferiniame tirpale susidaran¢iy Casz(POs), nuosédy, matavimai Ca** jony
aplinkoje yra apsunkinami, o gauti spektrai pasizymi aukstu triukSmo lygiu.
Dél sios priezasties, Siame skyrelyje pateikiami HEPES buferiniame tirpale
(pH = 7.,4) gauti duomenys, taip uztikrinant didesnj rezultaty su Ca** jonais
patikimumg. Pazymétina, jog i§ gauty duomeny galéjome kokybiskai jvertinti
susidaran¢iy amiloidiniy agregaty kiekj, taciau, kadangi matavimo metu
nebuvo pasiekta jsotinimo fazé, negalé¢jome tiksliai jvertinti skirtingomis
eksperimentinémis salygomis vykusiy reakcijy puséjimo trukmiy ir kity
kinetiniy parametry.

Siekiant nustatyti agregacijos metu susidaranciy dariniy morfologija,
po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje, méginiai buvo adsorbuoti ant
zérucio pavirSiaus ir vizualizuoti AJM metodu. Nustatyta, kad S100A9
baltymas agregacijos metu formuoja fibrilinius raizginius (3.5 pav. A). Sios
fibrilés morfologiskai skyrési nuo kity amiloidiniy baltymy, tokiy kaip AP ar
a-Syn, formuojamy fibriliy, kadangi pastarosios dazniausiai sudaro ilgas, net
kelis mikrometrus siekiancias, struktiras [268]. Dél struktiriniy ypatybiy,
S100A9 baltymo fibrilés literatiiroje pries§ tai buvo jvardintos kaip ,.kirmelés
formos‘ [269]. Pastebéta, kad pridéjus Ca*" jony, susidaranciy fibriliy kiekis
buvo Zenkliai mazesnis. Taip pat, atlikus topografiniy vaizdy analizg,
nustatéme, jog §iy fibriliy aukstis buvo statistiSkai reikSmingai mazesnis,
palyginus su fibrilémis, gautomis aplinkoje nesant Ca*" (3.5 pav. B). Tuo
tarpu, S100AS8 baltymas fibriliniy struktiiry neformavo, taciau po 24 val. buvo
aptikti oligomeriniai bei aiSkiai neapibréztos formos dariniai. Kadangi
susidarg agregatai buvo jautris amiloidiniams baltymams specifiniam dazui,
ThT, potencialiai jie galéty priklausyti patogeninéms baltymy formoms [270].
Jdomu tai, kad net agregacijos metu pridéjus Ca®" jony, iy dariniy morfologija
ir vidutinis aukstis iSliko reikSmingai nepakite. Pazymeétina, kad AJM metodas
leidzia jvertinti dariniy morfologijg, taiau nesuteikia informacijos apie jy
antrinés struktiiros skirtumus. Todél, §iuo atveju, neatitikimg tarp AJM ir ThT
fluorescencijos intensyvumo rezultaty galima aiskinti tuo, kad skirtingomis
salygomis susiformave dariniai galéjo skirtis antrine struktiira arba Ca?" jony
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buvimas 1émé mazesnj bendrg agregaty skaiiy méginyje. Galiausiai,
S100A8/A9 atveju, nepriklausomai nuo Ca’* jony buvimo, buvo stebimi
nedidelio dydzio (iki 3,5 nm) sferiniai oligomeriniai dariniai, taip dar karta
patvirtinant Sio heterokomplekso stabiluma laike.

S§10049 S10048 S10048/49
. ?

Aukstis (nm)
N H
1 1
—{TH
—{TH
HIH

. n
- 0 T | I —
: x o

T T
o ¥ BV O
¥V 2 & 2 oF 2
» P P
: Q S
.. A o 2 9,‘ 2y z¥ QQY' &%
\g NN\
O ' 2"
. - SO
DY . T
)

4
100nm 40nm ? 40nm
iy it —_—

3.5 pav. S100 baltymy agregacijos metu susidaranc¢iy dariniy morfologijos analizé.
(A) AJM metodu vizualizuotos S100A9 baltymo formuojamos fibrilinés struktiiros
bei SI00AS8 ir SIO0A8/A9 agregacijos metu susidarantys oligomeriniai dariniai.
Vaizdy laukas 0,2 x 0,2 pm? (S100A9 atveju — 0,5 x 0,5 pm?). (B) Susidariusiy
dariniy auks$cio analizé (n > 100). Statistinis reik§mingumas Zymimas ** (p <0,01).

3.2.3. Lipidy salygojama agregacija

Amiloidiniams baltymams saveikaujant su lastelés plazminés
membranos lipidais, jy konformacija pakinta. Be to, daugelis tyrimy rodo, kad
sgveika su membrana skatina Siy baltymy fibrilizacijg ir didina
neurotoksiSkuma [271]. Ankstesniuose skyreliuose aptaréme pavieniy S100
baltymy polinkj agreguoti (Zr. skyrelj 3.2.2). Taciau, lipidy jtaka S100
baltymy agregacijai dar liko neaptarta. Taigi, Sioje tyrimy dalyje buvo
siekiama jvertinti skirtingomis biofizikinémis savybémis pasizyminciy
lipidiniy kompozicijy jtakg S100A9, S100A8 bei jy formuojamo
heterokomplekso, S100A8/A9, agregacijai. Tyrimams buvo pasirinktos
jvairios kilmés lipidinés membranos: /. suformuotos i§ nattiralaus kiaulés
smegeny lipidy ekstrakto; /I, neutraly krivj turinéios (cviterjoninés)
DOPC/CHOL; III. anijoninés DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (DOPS 30 %) ir
DOPC/DOPS bei IV. sudétyje turincios L, (DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1)
arba Lg (DOPC/DPPC) faziy domenus. Platesné¢ informacija apie darbe
naudoty lipidiniy kompozicijy fazinius biivius pateikta 3.3.2 skyrelyje.

Gauti rezultatai atskleidé, kad S100 baltymy oligomerizacija yra nuo
lipidinés aplinkos sudéties priklausomas procesas — tai atspindi agregacijos
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kinetikos poky¢iai, nustatyti pagal ThT fluorescencijos intensyvumo kreives
(3 priedas). Tolimesnéje dalyje bus aptariama pavieniy lipidiniy kompozicijy
itaka S100 baltymy agregacijos procesams.

1. S100 baltymy agregacija kiaulés smegeny lipidy ekstrakto (BTLE)
membrany aplinkoje. Tyrinéjant S100A9 agregacijos procesus BTLE
liposomy aplinkoje, pirminémis inkubacijos valandomis reikSmingas efektas
baltymo fibrilizacijai nustatytas nebuvo (3.6 pav. A). Taciau, po 72 val.
inkubacijos, iSmatuotas ThT fluorescencijos intensyvumas méginiuose su
liposomomis buvo statistiSkai reikSmingai didesnis, palyginus su kontroline
grupe. Gauti rezultatai rodo, jog $i lipidiné kompozicija skatina S100A9
baltymo agregaty formavimasi tirpale. PaZymétina, kad i§ visy misy darbe
taikyty lipidiniy kompozicijy, BTLE issiskyré didziausiu membranos tvarkos
laipsniu ir standumu (Zr. skyriy 3.3.2). Sios struktiirinés ypatybés galéjo
apsunkinti baltymo jsiterpimg j lipidinés membranos hidrofobing Serdj, tuo
paciu didinant lokalia S100A9 koncentracijg liposomy pavirSiuje. Minétieji
veiksniai galéty skatinti agregacijos branduoliy susidaryma ir galimai
neurotoksiska fibrilizacijos procesa [271]. Kaip ir ST00A9 atveju, SI00A8/A9
agregacija taip pat buvo skatinama BTLE liposomy buvimo aplinkoje, o §is
efektas pasireiSké jau pirmosiomis inkubacijos valandomis (3.6 pav. C).
Ivertinus BTLE kompozicijos jtaka SI00A8 oligomerizacijai, buvo stebimas
priesingas efektas, kadangi Sios sudéties liposomos statistiskai reikSmingai
slopino baltymo agregacijos procesus (3.6 pav. B). Gautas rezultatas galéty
buti aiSkinamas S100AS8 jsiterpimu | hidrofobine dvisluoksnio sritj, taciau,
svarbu pazyméti, kad esant stiprioms elektrostatinéms saveikoms, net ir
liposomy pavirsiuje lokalizuoto baltymo agregacija tam tikrais atvejais gali
buti slopinama. Tai jvyksta dél apriboty baltymo konformacijos pokyciy,
kuomet yra uzkertamas kelias agregacijos branduoliy susidarymui [272].
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3.6 pav. Lipidy jtaka S100 baltymy agregacijai. SI00A9 (A), S100A8 (B) ir
S100A8/A9 (C) agregacijos kinetika tirpale be liposomy (kontrol¢) ir esant jvairiy
kompozicijy liposomoms. Tyrimai atlikti HEPES buferiniame tirpale (S100A9
atveju — PBS), 37 °C temperattiroje. S100 baltymy koncentracija tirpale — 50 uM,
lipidy — 500 uM. Statistinis reikSmingumas Zymimas: * (p < 0,05), ** (p < 0,01),
**% (p < 0,001). Statistinis reikSmingumas jvertintas lyginant skirtingas grupes su
kontrolinémis vertémis atitinkamais laiko momentais.

1. S100 baltymy agregacija cviterjoniniy (DOPC/CHOL) membrany
aplinkoje. Tyrimy rezultatai parodé, kad DOPC/CHOL kompozicijos
membranos, kaip ir BTLE, pasizymi itin aukStu lipidy molekuliy
susipakavimo efektyvumu bei tvarkos laipsniu (Zr. skyriy 3.3.2). Taciau,
analizuojant $iy dvisluoksniy poveikj S100A9 ir SI100A8/A9 baltymy
agregacijos procesams, statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta. Vis
delto, S100A8 baltymo atveju, buvo stebimas reikSmingas agregacijos
procesy slopinimas.

1. S100 baltymy agregacija anijoniniy membrany aplinkoje.
Ivertinus anijoniniy, DOPS praturtinty, membrany jtakg S100A9 baltymo
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agregacijos procesams, pirmyjy 24 val. laikotarpyje statistiSkai reikSmingy
skirtumy nenustatyta. Taciau, po 48 val. inkubacijos iSmatuotas ThT
fluorescencijos intensyvumas méginiuose su liposomomis buvo statistiskai
reikSmingai mazesnis, palyginus su kontroline grupe. Analogiski skirtumai
i8liko ir po 72 val. inkubacijos, o gauti duomenys indikuoja apie mazesnj
agregaty kiekj, susidarantj anijoniniy membrany aplinkoje. PrieSingas efektas
buvo stebimas tiriant lipidiniy membrany jtakg S100AS8 oligomerizacijai: jau
po 24 val. inkubacijos nustatytas ThT fluorescencijos intensyvumas buvo
statistiSkai reikSmingai didesnis, palyginus su kontroline grupe. Analogiskai,
anijoninés, sudétyje 30 % DOPS turincios, liposomos skatino ir ST00A8/A9
agregaty formavimasi. Vis délto, $is efektas buvo stebimas tik pirmyjy 24 val.
laikotarpiu, o vélesnémis inkubacijos valandomis nustatytos ThT
fluorescencijos intensyvumy vertés sutapo su kontrolinés grupés vertémis.
Nepaisant to, jog S100A9 agregacijos tyrimo metu buvo stebimas priesingas
efektas, svarbu pabrézti, kad abiejy eksperimenty metu naudotos lipidinés
kompozicijos skyrési. SI00A9 baltymo agregacijos metu naudota lipidiné
kompozicija buvo sudaryta tik i§ DOPC ir DOPS, tuo tarpu, S100A8 ir
heterokomplekso agregacijos tyrimo metu buvo naudotos liposomos, turin¢ios
reikSminga cholesterolio kieki (20 %). Dél sudétyje esancio cholesterolio,
DOPS 30 % kompozicija pasizyméjo didesniu standumu, kas galéjo
S100A8/A9 potencialiai buvo lokalizuoti liposomy pavirsiuje, taip didinant jy
lokalig koncentracija bei skatinant agregaty formavimasi. Taip pat, terpéje
esantys katijonai galéjo dalinai neutralizuoti liposomy pavirSiaus kravij [273],
taip palengvindami i§ prigimties neigiamai jkrauty S100A8 ir S100A9
baltymy bei lipidy saveika.

V. S100 baltymy agregacija dviejy faziy membrany aplinkoje.
Atliekant S100 baltymy agregacijos tyrimus dviejy faziy membrany
aplinkoje, itin  rySkis  skirtumai  buvo  pastebéti  naudojant
penkiakomponencius DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GMI1 lipidy dvisluoksnius.
Sios kompozicijos liposomos neturéjo statistiskai reik§mingos jtakos SI00A9
baltymo fibrilizacijai, tatiau S100A8 baltymo atveju buvo uzfiksuotas rySkus
agregacijos slopinimas. PrieSingai, S100A8/A9 komplekso agregacija
pirmyjy 24 val. laikotarpyje buvo skatinama, taciau vélesnémis inkubacijos
valandomis ThT fluorescencijos intensyvumo skirtumy, palyginus su
kontroline grupe, nustatyta nebuvo. [vertinus Ly fazés domenais praturtintos
DOPC/DPPC membranos jtakag S100A9 baltymo agregacijai, statistiSkai
reikSmingy skirtumy nenustatyta. Verta paminéti, kad Sios lipidinés
kompozicijos jtaka kity S100 baltymy agregacijos procesams tirta nebuvo.
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Pazymétina, jog liposomy dydis, dél pavirSiaus kreivumo efekto, daro
reikSminga jtaka amiloidiniy baltymy agregacijai [272]. Siekiant iSvengti
minéto efekto, Siame tyrime buvo naudojamos panaSaus dydzio (~ 100 nm)
vienasluoksnés liposomos. Tyrimy metu naudoty liposomy pradinis dydis bei
stabilumas 72 val. laiko bégyje buvo patvirtinti DLS metodu (4 priedas).
Kadangi i§ ThT fluorescencijos intensyvumo grafiky matome, kad S100A9
agregacija yra nuo lipidy buvimo aplinkoje priklausomas procesas, tikétina,
jog liposomy dydis inkubacijos su baltymu metu, dél SI00A9 prisijungimo
prie pavirsiaus, galéty keistis. Vis délto, atlickant SI00A9 inkubacijg su BTLE
ir DOPC/CHOL liposomomis, statistiSkai reikSmingi liposomy dydzio
pokyciai 24 wval. bégyje nepastebéti (3.1 lentelé). Tuo tarpu, S100A9
hidrodinaminis skersmuo inkubacijos metu padidéjo beveik 9 kartus, o tai dar
kartg patvirtina Sio baltymo polinkj agreguoti laike.

3.1 lentelé. Liposomy ir S100A9 baltymo dydzio jvertinimas. Baltymas buvo
inkubuojamas 24 val. 37 °C temperatiiroje, | inkubacijos tirpalg pridedant arba

nepridedant liposomy. Susidariusiy dariniy hidrodinaminis skersmuo buvo jvertintas
dinaminés Sviesos sklaidos metodu.

Laikas (val.) Kompozicija Skersmuo (nm)
S100A9 49+1,1
0 BTLE + S100A9 127,4 £ 30,2
DOPC/CHOL + S100A9 133,8+21,0
S100A9 43,8+4,6
24 BTLE + S100A9 1374+ 11,8
DOPC/CHOL + S100A9 135,6 £ 12,6

Apibendrinant, atlikti tyrimai atskleidé, kad S100 baltymy agregacija
yra glaudziai susijusi su lipidiniy membrany savybémis. Skirtingos membrany
fizikinés ir struktiirinés charakteristikos — tokios kaip dvisluoksnio standumas
bei pavirsiaus kriivis — gali lemti baltymy adsorbcija membranos pavirSiuje ir
ju jsiskverbima j lipidy dvisluoksnj. Sie procesai daro reik§minga jtaka
agregacijos branduoliy formavimuisi bei fibrilizacijos eigai. Reikéty atkreipti
démesj, jog nepaisant anksCiau aptarto strukttrinio SI00A8/A9 stabilumo,
BTLE ir anijoninés liposomos skatino §io heterokomplekso agregacijg. Vis
délto, atsizvelgiant j itin zemas ThT fluorescencijos intensyvumo vertes,
siekiant jvertinti gauty rezultaty biologinj reikSmingumg, butini papildomi
tyrimai.
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3.3. S100 baltymy sgveika su membranomis
3.3.1. Sriciy, saveikaujanciy su lipidais, nustatymas

S100AS8 ir S100A9 baltymai, kuriy izoelektriniy tasky (pl) vertés yra
6,6 ir 5,7, atitinkamai, fiziologiniame pH galéty elektrostatiskai saveikauti su
lipidy dvisluoksniais. Sios saveikos galéty ne tik salygoti anks¢iau aptartus
baltymy agregacijos pokycius (Zr. skyrelj 3.2.3), taciau ir pazeisti lipidiniy
membrany integraluma. Siekiant identifikuoti potencialias, aminortigsciy
sekoje uzkoduotas, sgveikas su lipidiniais pavirSiais, SI00A8 ir S100A9
baltymy sekos buvo analizuojamos pasitelkiant Heliquest internetinj serverj
[242]. Norint klasifikuoti konkreCius baltymy segmentus pagal jy
hidrofobiskumo savybes — t. y. ar jie yra hidrofiliniai, saveikaujantys su
membranos pavir§iumi ar transmembraniniai — buvo pritaikytas Eisenbergo
metodas [243]. Sio metodo esmé — grafiskai atvaizduoti vidutinj
hidrofobiskuma ((H)) bei hidrofobinj momenta ((1H)), kuris atspindi poliniy
ir nepoliniy aminortg§¢iy pasiskirstymg baltymo struktiiroje [274]. Kaip
matyti i§ SI00A8 Eisenbergo diagramos (3.7 pav. A), dauguma baltymo
segmenty yra hidrofiliniai ir orientuoti | vandening terpe. Taciau AA64-83
sritis, kurios (H) reik§mé virija 0,75, gali funkcionuoti kaip potencialus
transmembraninis domenas. Tuo tarpu AA1-20 sritis, pasizyminti didele (H)
ir vidutinio dydzio (H)reikSmémis, tikétina, funkcionuoja kaip su membranos
pavirSiumi sgveikaujantis segmentas.
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3.7 pav. S100 baltymy regionai, potencialiai sgveikaujantys su lipidais. (A,
D) S100A8 ir S1I00A9 baltymy Eisenbergo diagramos. Segmentai, identifikuoti kaip
hidrofiliniai, yra pazyméti Zaliu kvadratu, sagveikaujantys su membranos pavir§iumi —
mélynu trikampiu ir transmembraniniai — raudonu apskritimu. S100A8 ir S100A9 apo
formy homodimerinés struktiiros, sugeneruotos naudojant AlphaFold 3 serverj
(desinéje). Baltymy struktiiry pavirSiuje esantys regionai pazyméti pagal juy
hidrofobiskumo laipsnj: balta spalva Zymi labiausiai hidrofilinius regionus, raudona —
labiausiai hidrofobinius (B, E), bei elektrostatinj potencialg: mélyna spalva zymi
teigiama kriivj, geltona — neigiama (C, F).

Siekiant nustatyti a-spiraliy potencialg sgveikauti su lipidinémis
membranomis, papildomai buvo atlikta diskriminacijos faktoriumi (D)
paremta analizé (3.2 lentelé). IS keturiy zinomy S100A8 o-spiraliy, tik IV
spiralé (AA68-86) pasizyméjo D reikSme > 0,68, kas rodo jos potenciala
sgveikauti su membranomis ar jas imituojanciais pavirsiais. Svarbu pazymeéti,
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kad §i spiralé taip pat buvo identifikuota kaip transmembraniné sritis ir
Eisenbergo diagramoje. 3.7 pav. B ir C dalyse pavaizduota apo-S100A8
homodimero 3D struktiira, sugeneruota naudojant AlphaFold 3 serverj [244].
Baltymo struktiiros pavirSiuje esantys regionai pazZyméti pagal jy
hidrofobiskumo laipsnj bei elektrostatinj potencialg.

3.2 lentelé. S100A8 ir S100A9 baltymy a-spiralinés sritys su apskaiciuotu

diskriminacijos faktoriumi (D), vidutiniu hidrofobiskumu ((H)), hidrofobiniu
momentu ((uH)) ir bendruoju kriiviu (z).

Seka <H> <uH> z D
4ELEKALNSIIDVYHKY S 0,345 0,597 -1 (21\2,2,;‘
X | 31RDDLKKLLETEs; -0,041 0,489 -1 0,132
I ’ ’ (NE)
S -0,082
ta | 5sIADVWFKELDsg 0,456 0,612 -2 (]’V]D
6sFQEFLILVIKMGVAAHKKSg6 0,586 0,296 2 0,939
’ ’ (TAIP)
0,099
¢SQLERNIETIINTFHQYSV) 0,406 0,455 -1
(NE)
> 0,423
QGEFKELVRKD -0,050 0,448 0
§ 34 44 (NE)
= -0,279
vy | 9LKKENKNEKVIEHIMEDLDg7 0,017 0,404 -2 (]’VE)
-0,010
76FEEF IMLMARLTWASHEKMo4 0,619 0,339 -1 (NE)

Idomu tai, jog esant fiziologiniam pH (7,4), S100A8 baltymas jgyja
neigiamg kravj (— 1,7), taCiau IV a-spiralé, identifikuota kaip potenciali
transmembraniné sritis, tomis pac¢iomis sglygomis pasizymi teigiamu kriiviu.
Si teigiamai jkrauta sritis galéty padéti sumazinti elektrostatine atostiima tarp
baltymo ir neigiamai jkrauty fosfolipidiniy galvuciy, taip uztikrinant sgveikg
su anijoninémis membranomis. Be to, N-galiniame regione nustatytas, su
membranos pavirSiumi sgveikaujantis, segmentas yra iSsidéstes I-oje EF-
rankoje bei praturtintas bazinémis aminoriigitimis. Si baziné¢ sritis yra
konservatyvi tarp S100 Seimos nariy [275], o tai pabréZia jos svarba Siy
baltymy funkcionalumo reguliacijoje.

Atliekant S100A9 aminortugs$ciy sekos analize, buvo identifikuotas
vienas segmentas (AA4-23), potencialiai sgveikaujantis su membranos
pavirsiumi (3.7 pav. D-F). Sis segmentas, kaip ir SI00AS8 baltymo atveju, yra
lokalizuotas N-galingje EF-rankoje — konservatyvioje srityje, praturtintoje
bazinémis aminortgstimis [275]. Be to, Eisenbergo diagramoje galime
identifikuoti ir vieng potencialy baltymo transmembraninj segmentg (AA74—
91). Sis nustatytas baltymo regionas yra orientuotas IV o-spiraléje ir apima C-

77



galinj kalcj riSan¢ios EF-rankos motyva. Skirtingai nuo N-galinés EF-rankos,
§i sritis pasiZymi anijoninémis savybémis ir yra praturtinta riigStinémis
aminoriig§¢iy Soninémis grupémis. Vis délto, atsizvelgiant j diskriminacijos
faktoriumi paremtos analizés duomenis, $i a-spiralé nebuvo identifikuota kaip
regionas, galintis sgveikauti su lipidy dvisluoksniais (3.2 lentelé). Nors
diskriminacijos faktoriaus metodas pasizymi dideliu tikslumu (apie 86 %), jis
ne visuomet leidzia tiksliai nustatyti transmembraninius baltymy segmentus
[274]. Todél, siekiant wuztikrinti aukSCiausig bioinformatinés analizés
tiksluma, rekomenduojama apjungti abu minétus metodus — tiek Eisenbergo
diagramas, tiek diskriminacijos faktoriaus jvertinima.

Apibendrinant, bioinformatinés analizés rezultatai atskleidé, kad
abiejy tirty S100 Seimos baltymy aminortigséiy sekose yra segmenty, kurie
galéty saveikauti su lipidiniy membrany pavirSiumi. Vis délto, tik ST00AS
baltymo struktiiroje buvo aptiktas a-spiralinis segmentas, kurio potencialas
perverti lipidy dvisluoksnio hidrofobing Serdj buvo patvirtintas abiem
bioinformatinés analizés metodais. Tuo tarpu, SI00A9 baltymo atveju gauti
rezultatai buvo kontraversiski — nors Eisenbergo diagramoje ir buvo
identifikuotas transmembraninis segmentas, lokalizuotas IV baltymo a-
spiraléje, diskriminacijos faktoriumi paremta analizé to nepatvirtino.

3.3.2 Naudoty lipidiniy membrany charakteristikos

Laurdano fluorescuojantis zondas buvo pasitelktas Sio darbo metu
naudoty dirbtiniy lipidiniy membrany faziniam biiviui jvertinti. Pazymétina,
kad trijy i$ Sesiy tirty lipidiniy sistemy fazinés biisenos yra placiai aprasytos
mokslingje literatiiroje. Dvikomponentés sistemos, sudarytos i§ cviterjoninio
DOPC ir cholesterolio (6/4 mol. santykiu), atveju, literatliroje pateikiami
duomenys yra kontraversiski: vienuose Saltiniuose yra iSskiriama vienalyté
fazé, savo biofizikinémis savybémis prilygstanti L, biisenai [276], o kituose —
aprasomas L, ir Lg faziy koegzistavimas [277]. Pastaruoju atveju faziy
atsiskyrimas galéty buti aiSkinamas cholesterolio sukeliamu lokaliu
dvisluoksnio sukietéjimu [278]. Tuo tarpu, sistema, sudaryta i$ cviterjoninio
DOPC ir anijoninio DOPS (6/4), kuriy fazinio virsmo temperatiiros (Tm) yra
—17 ir —11 °C, atitinkamai, kambario temperatiiroje formuoja vienalyt¢ Lqg
faze [279]. Galiausiai, DOPC/DPPC (6/4) membrany atveju, dél soCiyjy
DPPC angliavandeniliniy grandiniy, Sio fosfolipido T siekia 41,3 °C, o
kambario temperatiiroje yra stebimas atsiskyrimas tarp Lq ir Lg faziy [280].
Vis délto, sudétingesniy sistemy, tokiy kaip kiaulés smegeny lipidy ekstraktas,
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2; darbe jvardijama kaip DOPS 30 %) ar
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DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 (4,4/2/3/0,5/0,1), fazinés savybés iki Siol
nebuvo aprasytos mokslinéje literatiroje. Kambario temperatiiroje jvertinus
skirtingy lipidiniy kompozicijy bendrosios poliarizacijos (GP) parametrus
buvo nustatyta:

1. DOPC/CHOL ir DOPC/DPPC sistemy GP reikSmés sieké 0,26 = 0,02
ir 0,17 + 0,01, atitinkamai (3.8 pav.). Sios vertés dar karta patvirtina Lg ir
Lo/Lg faziy koegzistavimg abiejose sistemose. Nors DOPC kiekis minétose
kompozicijose yra vienodas, liposomos, turinfios 40 % cholesterolio,
pasizyméjo didesniu standumu palyginus su liposomomis, sudétyje
turinéiomis 40 % DPPC. Sie duomenys sutampa su literatiros duomenimis,
jrodanciais, kad cholesterolis yra pagrindinis alkiliniy grandiniy tvarkos
reguliatorius ir stipriau veikia dvisluoksnio fluidiSkuma bei Laurdano
spektrinj atsaka nei fosfolipidai, turintys sociasias hidrofobines uodegéles
(pvz.: DPPC) [218].

IlI.  Keturiy komponenty bei neigiamg krivj turindioje
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL sistemoje, GP reik§mé sieke 0,27 + 0,01. Nors
cholesterolio kiekis Sioje sistemoje yra perpus mazesnis nei DOPC/CHOL
liposomy atveju, vidutinis membranos fluidiskumas nepakito, o GP reik§mé
vis dar rodo L, ir L4 faziy koegzistavima.

111. DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 penkiakomponentéje membranoje
nustatyta GP reikSmé — 0,10 = 0,01 — rodo dviejy faziy (L, ir Lg) biisena.
Anksciau atlikti tyrimai rodo, kad bSM, CHOL ir GM1 sudétyje turin¢ios
membranos formuoja L, fazés domenus, kuriy lipidiné sandara artima
nattraliems lipidy plaustams in vivo [281].

1IV. BTLE liposomose nustatyta GP reiksmé — 0,37 + 0,01 — buvo
didziausia tarp visy tirty sistemy. Tai rodo auksta lipidy tvarkos laipsnj ir
galima L, fazés dominavimg $ioje biologinés kilmés membranoje.

V. Galiausiai, DOPC/DOPS dvisluoksniuose nustatyta GP reiksmé sieké
0,04 + 0,01. Nors, jvertinus pavieniy lipidy T vertes, galime nuspéti, jog
sistema turéty egzistuoti vienalytéje Lq fazéje, apskaiciuota GP reikSmé yra
didesné uz teoring, grynos Lg fazés, verte (~—0,1) [218]. Nustatyta, jog
DOPC/DOPS dvisluoksniuose, DOPS molekulés yra linkusios formuoti
kompaktiSkesnius nanodomenus, kuriuose alkiliniy grandiniy tvarka yra
didesne [282]. Be to, dé¢l didesnio poliSkumo ir neigiamo kriivio, DOPS
sudaro stipresnius rySius su vandens molekulémis nei DOPC, o tai lemia
sulétéjusiag vandens molekuliy dinamika Siuose dvisluoksniuose [283]. Taigi,
Sie aptarti veiksniai galéty paaiSkinti didesng¢ GP verte¢ DOPC/DOPS
membranose, palyginus su literatiiroje jvardijama verte, nustatyta
vienkomponenc¢iuose DOPC dvisluoksniuose.
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3.8 pav. Membrany faziniy biiseny jvertinimas. (A) Laurdano emisijos spektrai,
uzregistruoti 22, 37 ir 60 °C temperatiirose. Fluorescencijos emisijos maksimumai
ties 440 ir 490 nm, atitinkantys skystaja tvarkingaja (L) ir skystaja netvarkingg (L)
fazes, atitinkamai, pazyméti punktyrinémis linijjomis. (B) Nurodyty lipidiniy
kompozicijy bendrosios poliarizacijos (GP) parametrai. DOPS 30 % zymi
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipiding kompozicija.

Kylant temperatiirai, visais atvejais buvo stebimas Laurdano emisijos
maksimumo poslinkis j raudonajg spektro sritj, kartu su atitinkamu GP verciy
sumaz¢jimu, kas rodo sistemy peréjimg j fluidiskesne faze. Apibendrinant,
sistemy GP parametry analiz¢ atskleidzia ne tik bendrg fazing biisena, bet ir
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leidZia jvertinti skirtingy komponenty — ypac cholesterolio, nesociyjy ir krtivj
turin¢iy lipidy, tokiy kaip DPPC ar DOPS - jtaka membranos fazinéms
ypatybéms.

3.3.3. Saveika su kiaulés smegeny lipidy ekstrakto membrana

Ankstesnése §io darbo dalyse nustatétme S100 Seimos baltymy
fragmentus, pasizyminc¢ius potencialiomis sgveikomis su lipidy dvisluoksniu
(2r. skyrelj 3.3.1). Sioje darbo dalyje, taikant skirtingas modelines plazminés
membranos sistemas ir jvairius eksperimentinius metodus, siekta nustatyti, ar
baltymy saveika su lipidais lemia membrany integralumo bei struktiirinius
poky¢ius. Pazymeétina, jog lastelés plazminé membrana yra itin kompleksiska
ir heterogeniska struktiira, pasizyminti didele lipidine jvairove. D¢l Sios
priezasties, siekiant tiksliau atkartoti neurony membrany struktirines ir
biofizikines ypatybes, pirminiame Sio tyrimo etape buvo pasirinkta sistema,
sudaryta i§ natiiralaus kiaulés smegeny lipidy ekstrakto. Si kompozicija
atspindi fiziologinj neutraliy ir anijoniniy fosfolipidy santykj, budinga
neurony membranoms, ta¢iau jos tiksli sudétis néra pilnai zinoma. Tiekéjo
pateikti duomenys teigia, kad BTLE kompozicija sudaro apie 9,6 %
fosfatidilcholino, 16,7 % fosfatidiletanolamino, 10,6 % fosfatidilserino, o
58,7 % komponenty lieka nenustatyti.

Vienas i§ placiausiai taikomy metody lipidiniy membrany
pazeidimams vertinti — fluorescuojancio zymens (pvz.: kalceino) islaisvinimo
i§ liposomy analizé. Atsizvelgiant | trumpalaikj liposomy stabilumg [284],
membranos pazaidy jvertinimui buvo pasirinktas 4 val. inkubacijos
laikotarpis. Pazymétina, kad Siuo laikotarpiu savaiminis kalceino
i§laisvinimas i§ cholesterolio turinéiy liposomy nevirsijo 20 %. Tuo tarpu
liposomos, sudétyje neturinios cholesterolio, pasizyméjo itin mazu
struktiiriniu stabilumu, o i$laisvinto kalceino kiekis 4 val. laikotarpyje kai
kuriais atvejais sieké net 50 %. Dél Sios priezasties, siekiant jvertinti tik
baltymo sukelta poveikj, visi rezultatai buvo koreguoti, eliminuojant foninj
dazo iSlaisvinima i§ liposomy. Rezultaty korekcijai taikytos skaitinés vertés
yra pateiktos 5 priede. Paveikus kiaulés smegeny lipidy ekstrakto pagrindu
suformuotas liposomas S100A9 baltymu, dvisluoksnio pazaida nebuvo
nustatyta, o per 4 val. iSlaisvinto kalceino kiekis sieké vos 2,0 = 0,9 % (3.9
pav. A). Pazymeétina, jog rySki membranos pazaida buvo stebima, kai Sios
kompozicijos liposomos buvo veikiamos S100A8 baltymu. Nustatyta, kad
membranos pazaidos mastas priklausé nuo inkubacijos trukmés: per pirmasias
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0,5 val. iSlaisvinto kalceino kiekis sieké 24,6 & 3,8 %, o po 4 val. —net 42,1 +
2,0 %.
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3.9 pav. S100 baltymy poveikis kiaulés smegeny lipidy ekstrakto membranos
integralumui. Membranos pazaida jvertinta matuojant kalceino iSlaisvinimg i§
liposomy (A) ir dvisluoksnio dielektriniy savybiy pokycius EIS metodu (B). SI00A9
atveju, kalceino islaisvinimo eksperimentai atlikti PBS buferiniame tirpale, 22 °C,
naudojant 5 uM baltymo koncentracija. SI00AS kalceino i§laisvinimo tyrimai atlikti
HEPES buferiniame tirpale, 37 °C, naudojant 10 uM baltymo koncentracija. Visi EIS
matavimai atlikti 22 °C temperatiiroje HEPES buferiniame tirpale, naudojant 10 pM
S100 baltymy koncentracijas. Statistinis reikSmingumas zymimas: *** (p <0,001).

Svarbu paminéti, kad kalceino iSlaisvinimas detektuojamas tik tuo
atveju, jei membranos defekto (integralumo pazaidos) dydis virSija 1,3 nm
[285]. Fosfatidilcholino hidrofilinés galvutés uzimamas plotas yra 0,71 nm?
[286], taigi defektas membranoje turi biiti maziausiai dviejy lipido molekuliy
dydzio, jog biity detektuojamas kalceino islaisvinimo metodika. Taciau jony
judéjimui per lipidy dvisluoksnj pakanka ir gerokai mazesniy pazeidimy —
pavyzdziui, natrio jono hidrodinaminis spindulys siekia vos 0,19 nm [287].
Taigi, Siuo atveju, lokallis, maZzesni nei 1,3 nm dydzio, defektai yra
eliminuojami ir tikras, potencialiai toksiskas, baltymo poveikis vis dar lieka
nenustatytas. Siekiant iSvengti Sio metodologinio apribojimo, membrany,
suformuoty ant kietojo substrato, dielektrinés savybés buvo vertinamos
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodu, leidZian¢iu aptikti net ir
pavieniy jony judéjimg per lipidy dvisluoksnj. Sjkart buvo pasirinktas
ilgesnis — 24 val. — steb¢jimo laikotarpis. Lipidy dvisluoksniy izoliacinés
savybés gali biiti charakterizuojamos pagal minimumo taskg (fmin) Bode
spektruose, atspindinciuose fazés kampo priklausomybe nuo daznio (3.9 pav.
B). Nustatyta, kad baltymais nepazeisty, kiaulés smegeny lipidy ekstrakto
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pagrindu suformuoty, membrany spektrai pasizyméjo fmin vertémis,
svyruojanciomis tarp 0,5 ir 0,6 Hz, kas jrodo itin mazg defekty tankj Svieziai
suformuotuose dvisluoksniuose [228]. Taip pat jvertinta, jog visy, Siame darbe
taikyty, lipidiniy kompozicijy membranos isliko stabilios 4 val. bégyje, o po
24 val. inkubacijos buvo stebéti tik nezymis spektriniai pokyciai — fmin
poslinkis nevirsijo 2 Hz (6 priedas). Sis poslinkis gali biiti susijgs su natiraliy
defekty persitvarkymu membranos struktiiroje.

Pazymétina, kad SI00A9 baltymo atveju, kalceino i§laisvinimo ir EIS
tyrimuose buvo naudojami skirtingy sudéciy buferiniai tirpalai. PBS, naudotas
kalceino i$laisvinimo eksperimentuose, pasizyméjo didesne jonine jéga, kuri
galéjo spartinti baltymo agregacija [288], taip potencialiai salygojant
skirtingus sgveiky su lipidinémis membranomis mechanizmus. Vis délto,
nepaisant buferiniy tirpaly skirtumy, EIS rezultatai koreliavo su kalceino
i§laisvinimo duomenimis, kadangi membranos pazaida abiem atvejais
fiksuota nebuvo. Dvisluoksnio dielektriniy savybiy pokyciai nebuvo nustatyti
ir kiaulés smegeny lipidy ekstrakto pagrindu suformuotas membranas
paveikus baltymy heterokompleksu S100A8/A9. Idomu tai, jog nepaisant
ryskios dvisluoksnio integralumo pazaidos, nustatytos kalceino iSlaisvinimo
metodu, S100A8 baltymas sukelé tik minimalius membranos dielektriniy
savybiy poky¢ius, o per 24 val. inkubacijos laikotarpj, fmin vertés poslinkis
nevirSijo 2 Hz. Rezultaty neatitikima tarp dviejy taikyty matavimo metodiky
galéjo lemti tiek skirtingos eksperimentinés salygos, tiek naudojamy
modeliniy sistemy struktiiriniai skirtumai. EIS matavimai buvo atlikti
kambario temperattroje (22 °C), 0 kalceino iSlaisvinimo
eksperimentai — 37 °C  temperatiiroje, galéjusioje padidinti membranos
fluidiSkuma (Zr. 3.3.2 skyrelj). Be to, liposomos, prieSingai nei plokStuminés
membranos, pasizymi kreivumu, kuris nulemia didesn;j lipidy susipakavimo
defekty kiekj [289], galintj palengvinti baltymo jsiterpima j dvisluoksnj.
Galiausiai, ant kieto pavirSiaus suformuotos lipidinés membranos pasiZymi
didesniu mechaniniu stabilumu [290], todél gali biiti atsparesnés baltymo
sukeliamiems pokyc¢iams. Taigi, nepaisant auksto EIS metodo jautrumo,
didesné pazaida, nustatyta kalceino i$laisvinimo buidu liposomose, tikétina,
buvo nulemta biitent $iy aptarty veiksniy kombinacijos.

Anksciau aptarti metodai, tokie kaip EIS ir kalceino islaisvinimo
tyrimai, suteikia globalig ir apibendrintg informacija apie bendrg membranos
biikle, taciau neatskleidzia specifiniy baltymo ir lipido sgveikos mechanizmy.
Siekiant geriau suprasti $iuos procesus, buvo pasitelktas atominés jégos
mikroskopijos metodas, leidZiantis atlikti lokalizuota, didelés raiSkos
membranos pavirSiaus vizualizacija bei stebéti konkreciy dvisluoksnio
regiony morfologinius poky¢ius nanomasteliu.
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Nepaisant to, jog Laurdano spektroskopijos duomenys atskleidé, kad
BTLE kompozicijos liposomos pasizymi L, ir Ly faziy koegzistavimu, AJM
analizé parodé homogeniSka membranos pavirS§iaus morfologija be aiskiy
faziy atsiskyrimo Zenkly (3.10 pav. A). Suformuoty prikabinty dvisluoksniy
lipidiniy membrany storis sieké 5,3 nm (7 priedas), kas atitinka literatiiroje
nurodytas BTLE dvisluoksnio storio reikSmes [291]. Paveikus BTLE
dvisluoksnius S100A9 baltymu, buvo stebimas spontaniskas defekty
susidarymas bei jy progresavimas laike (3.10 pav. B-F). Po 30 min.
inkubacijos susiformavo pirmieji pavieniai, nedidelio plocio (< 100 nm)
defektai, kuriy gylis sieké 1,3 + 0,2 nm. Pragjus 2 val., buvo stebima dar viena,
didesnio plocio, defekty populiacija, pasizyméjusi didesnémis gylio
vertémis — 2,2 = 0,3 nm (3.10 pav. G-H). Kadangi abiejy tipy defekty gylio
vertés yra mazesnés uz lipidy dvisluoksnio ar net vieno monosluoksnio storj,
galima teigti, jog baltymas veikia membrang ne pory formacija ar detergento
efektu pagristu mechanizmu. Sig prielaidg patvirtina ir EIS bei kalceino
i§laisvinimo duomenys, kurie rodo, kad, paveikus BTLE dvisluoksnius
S100A9 baltymu, membranos laidumas reikSmingai nepasikeicia (3.9 pav.).
Svarbu pamineéti, kad stebimo efekto atsikartojamumas buvo patikrintas
naudojant kita modeling sistema — ant kieto pavirSiaus suformuotus lipidy
dvisluoksnius. Paveikus §iuos dvisluoksnius S100A9 baltymu, gauti rezultatai
buvo tapatiis: AJM metodu pat buvo stebimi lokalis membranos aukscio
sumazgjimai (8 priedas).
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3.10 pav. S100A9 baltymo saveiky su kiaulés smegeny lipidy ekstrakto membrana
vizualizacija. Membranos morfologijos analizé atlikta prie§ poveikj baltymu (A) ir
praéjus 0,5 (B, C), 1 (D) ir 2 val. (E, F) po S100A9 injekcijos. Vaizdy laukas 2 x
2 um? (C dalyje — 0,2 x 0,2 um?, F—0,7 x 0,7 um?). (G, H) Pavirsiaus topografijos
pjuviai, atitinkantys (B) ir (F) vaizduose pazymétas sritis, atitinkamai. Matavimai
atlikti PBS buferiniame tirpale, 22 °C, naudojant 5 uM S100A9 koncentracija.
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Remiantis stebétais morfologiniais pokyciais, galima manyti, jog
S100A9 isiterpia j hidrofiling dvisluoksnio sritj, sukeldamas lipidy molekuliy
lateralinj i§siplétima. Sis procesas gali progresuoti j membranos suplonéjima,
kuris vyksta dviem potencialiais mechanizmais: /. lipidy angliavandeniliy
grandiniy konformaciniu peréjimu i§ trans | gos forma; //. angliavandeniliniy
grandiniy persidengimu tarp abiejy monosluoksniy (interdigitacija) [291]
(3.11 pav.). ReikSminga tai, kad BTLE sudétyje yra santykinai daug PE —
kiiginés formos lipido, kuris gali destabilizuoti membranos struktiirg ir sukelti
lokalig mechaning jtampg. Tokiuose, PE praturtintuose, regionuose, kur lipidy
galvuciy susipakavimas yra maziau kompaktiskas, susidaro mazo dydzio
struktiiriniai defektai (pakavimosi netobulumai) [292], kurie, tikétina, leidzia
S100A9 lengviau jsiterpti j dvisluoksnj ir inicijuoti stebétus membranos
struktirinius pokycius.

Lipidq dvisluoksnio
interdigitacija

pokytis
3.11 pav. Sitilomas S100A9 baltymo sgveikos su kiaulés smegeny lipidy ekstrakto
membrana mechanizmas. Baltymas sukelia lokalius membranos storio sumazéjimus,
kurie galéty biiti paaiskinami lipidy molekuliy interdigitacija (persikryziavimu) arba
fosfolipidiniy uodegéliy konformacijos pokyciais (peréjimu i$ trans | gos buiseng).

Siekiant jvertinti S100A8 baltymo sukeltus membranos morfologijos
poky¢ius, buvo pasitelkta greitaeigé atomineés jégos mikroskopija (HS-AJM).
Skirtingai nuo S100A9 baltymo tyrimy, §iuo atveju buvo naudojama ne
prikabinty, o ant kieto pavirSiaus suformuoty lipidiniy membrany sistema.
ISliejus vienasluoksnes liposomas ant atomiSkai lygaus zéruéio pavirSiaus,
vizualizacijai buvo pasirinkta zona, kurioje aiSkiai matési tiek membranos,
tiek substrato pavirSiaus sritys. Paveikus ant kietojo pavirSiaus suformuotg
membrang S100AS8, buvo stebimas baltymo kaupimasis aplink lipidy
dvisluoksnj, srityse, atitinkanCiose neigiamai jkrautg zérucio pavirsiy (3.12
pav. A, B). SI00AS8 sankaupos ant substrato pavirSiaus buvo aiskiai matomos
jau po 10 min. inkubacijos, o per 12,8 min. laikotarpj, baltymas pilnai padengé
visg ZzéruCio pavirSiy. Pazymétina, kad per visg stebéjimo laikotarpj
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(~ 13 min.) nebuvo uzfiksuota jokiy aiskiy lipidy dvisluoksnio morfologijos
poky¢iy ar baltymo sgveikos membrana pozymiy. Tikétina, kad S100AS8
afiniSkumas Sios kompozicijos plokStuminiam lipidy dvisluoksniui buvo
nepakankamas, jog sukelty membranos integralumo pazeidimus.
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3.12 pav. S100A8 baltymo sgveikos su kiaulés smegeny lipidy ekstrakto membrana
vizualizacija. (A) HS-AJM topografijos vaizdai, atspindintys lipidy dvisluoksnio
morfologija pries SI00A8 baltymo poveikj (0 s) ir skirtingais laiko momentais po
baltymo injekcijos. Vaizdy laukas 1 x 1 pm?. (B) Topografijos pjiiviai, atitinkantys
vaizduose baltomis punktyrinémis linijjomis pazymétas sritis. Tyrimai atlikti HEPES
buferiniame tirpale, 22 °C temperatiiroje, naudojant 10 uM S100AS8 koncentracija.
Apzvelgus S100 Seimos baltymy sgveiky su kiaulés smegeny lipidy
ekstrakto membrana rezultatus, galime teigti, jog S100A9 baltymas jsiterpia i
lipidy dvisluoksnj, taip sutrikdydamas lipidy molekuliy organizacijg bei
sukeldamas lokalius membranos storio sumazéjimus. Jdomu tai, jog stebéti
pavirs$iaus morfologijos poky¢iai nebuvo lydimi membranos laidumo verc¢iy
padidéjimo. Tuo tarpu, atliekant tyrimus su S100AS8 baltymu, nors ir buvo
fiksuotas zenklus liposomy integralumo praradimas, EIS ir HS-AJM
duomenys to nepatvirtino. Siuo atveju, tikétina, jog rezultaty neatitikimas tarp
matavimo metodiky buvo nulemtas tiek nevienody temperatiiros salygy, tiek
struktiiriniy skirtumy tarp naudoty membrany modeliniy sistemy.

3.3.4. Saveika su cviterjonine membrana

Ankstesnéje Sio tyrimo dalyje parodéme, jog S100 Seimos baltymai
gali sgveikauti su kiaulés smegeny lipidy ekstrakto pagrindu suformuotomis
membranomis. Siekiant identifikuoti konkre¢ius lipidinius komponentus,
lemiancius 3.3.3 skyrelyje aptartas sgveikas, tolimesnése $io darbo dalyse
buvo pasitelktos maziau kompleksiskos bei tiksliai zinomy sudéciy modelinés
sistemos. Vienos jy — cviterjoninés membranos, sudarytos i§ DOPC ir
cholesterolio. Atsizvelgiant j tai, kad cholesterolis ir fosfatidilcholinas sudaro
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net iki 70 % zinduoliy plazminés membranos lipidy masés (Zr. skyrelj 1.4),
DOPC/CHOL dvisluoksniai yra vieni placiausiai taikomy modeliy, siekiant
atkartoti eukariotiniy lasteliy plazminés membranos biofizikines savybes.
Nustatyta, jog paveikus cviterjonines liposomas S100AS8 ir SI00A9, kalceino
iSlaisvinimas per 4 val. laikotarpj nevirSijo 4 %, kas leidzia daryti prielaida
apie minimalig baltymy sukelta membranos integralumo pazaida (3.13 pav.
A).

B S100A9 S100A8

~

Ly

s 107 A = S100A9 1 ¥ 3
"] S$100A8
© 8-
E
c
‘% 6 10-1 100 107 102 103 104 105 101 10° 101 102 10° 104 10°
‘T Daznis (Hz) Daznis (Hz)
2 47 S100A8/A9
£ 2 Laikas (val.):
© - . o
% "' _ T :5
x 0- T T T 4
0-5 2 4 24

Laikas (val.)

10+ 10° 10" 102 10° 104 10°
Daznis (Hz)

3.13 pav. S100 baltymy poveikis cviterjoninés membranos integralumui. Baltymy
sukeliama membranos pazaida buvo vertinama stebint kalceino iSlaisvinima i§
liposomy (A) bei dvisluoksnio dielektriniy savybiy pokycius EIS metodu (B).
Membrany dielektrinés savybés vertintos prie§ poveikj baltymu (zalia kreivé), taip pat
pragjus 0,5 (mélyna), 2 (oranzin¢), 4 (raudona) ir 24 (tamsiai raudona) val.
inkubacijos su S100A9, S100A8, S100A8/A9 baltymais.

Atsizvelgiant j kalceino i$laisvinimo metodikos ribotuma aptikti itin
smulkius membranos pazeidimus, S100 Seimos baltymy poveikis
cviterjoniniy dvisluoksniy integralumui papildomai buvo vertintas taikant
elektrocheminio  impedanso  spektroskopija. Paveikus cviterjonines
membranas S100A8 ir SIO0A9 baltymais, per 24 val. laikotarpj nebuvo
uzfiksuoti reik§mingi dvisluoksniy dielektriniy savybiy poky¢iai, O fmin vertés
poslinkis per visg inkubacijos laikg nevirSijo 1 Hz (3.13 pav. B). Kadangi
statistiSkai reikSmingy poky¢iy nebuvo detektuota ir kalceino islaisvinimo i§
liposomy vertése, tai dar kartg patvirtina cviterjoniniy sistemy atsparuma
S100A8 ir S100A9 sukeltai pazaidai. Vis délto, paveikus lipidy dvisluoksnj
S100A8/A9 heterokompleksu, per 24 val. laikotarpj buvo nustatyti rySkesni
laidumo poky¢iai, nors fmin poslinkis nevirsijo 2 Hz. Atsizvelgiant i tai, kad
nezymus spektriniai pokyciai (<2 Hz) gali buti stebimi ir baltymo
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nepaveiktuose dvisluoksniuose, nustatytus membranos dielektrinius poky¢ius
sunku vienareik§miskai priskirti baltymy heterokomplekso sukeltai pazaidai.

Cviterjoniniy lipidiniy membrany sgveiky su S100 Seimos baltymais
ypatybés toliau buvo tyrinéjamos pasitelkiant AJM metodus. Ankstesni §io
tyrimo rezultatai parodé, jog DOPC/CHOL kompozicijos lipidinés sistemos,
dél cholesterolio sukelto lokalaus dvisluoksnio sukietéjimo [278], formuoja
L, ir Lq fazes (zZr. 3.3.2 skyrelj). Taciau, atlikus membranos morfologijos
analizg, nustatyta, jog iy lipidiniy dvisluoksniy pavirsius yra homogeniskas,
i8skyrus iki 2 nm aukscio nelygumus, susidariusius dél ant zérucio pagrindo
uzgarinto aukso suformuoty ,nanosaleliy“ (3.14 pav. A). Paveikus
suformuotus dvisluoksnius S100A9 baltymu, membranos buvo pakartotinai
vizualizuotos po 2 ir 24 val. inkubacijos (3.14 pav. B, C). Per §j laikotarpj
reikSmingy pavirSiaus morfologijos poky¢iy nepastebéta, o tai atitinka
kalceino i$laisvinimo ir EIS rezultatus, jrodancius Sios lipidinés kompozicijos

atsparumg S100A9 sukeltai pazaidai. Siekiant lipidy dvisluoksnio pokyc¢ius
jvertinti ne tik vizualiai, bet ir kiekybiskai, buvo apskai¢iuojamas vidutinis
pavirsiaus Siurk§tumas (R,). Pradiné R, reik§mé sieké 0,35 nm ir per 2 val.
inkubacija su SI00A9 baltymu visiSkai nepakito (9 priedas), taip dar karta
patvirtinant Sios kompozicijos membrany struktiirinj stabiluma.

S R (T AICATNG 2 val, (SR S 24 val.
3.14 pav. S100A9 saveikos su cviterjonine lipidine membrana vizualizacija.
Membranos morfologija buvo analizuota AJM metodu prie$ poveikj baltymu (A), taip
pat pragjus 2 (B) ir 24 val. (C) po baltymo injekcijos. Vaizdy laukas 2 x 2 um?
Matavimai atlikti PBS buferiniame tirpale, esant 22 °C temperatiirai, naudojant 5 uM
S100A9 baltymo koncentracija.

Kaip ir minéta anksc¢iau, SI00A8 baltymo sgveiky su membranomis
vizualizacijai buvo pasitelkti ant kietojo pavirSiaus suformuoti lipidy
dvisluoksniai. Nustatyta, jog pradiné, baltymu dar nepaveikta, membrana
pasizyméjo homogenisku ir lygiu pavirSiumi, o dvisluoksnio storis sieké
6,8 nm (3.15 pav. A). Kaip ir kiaulés smegeny lipidy ekstrakto atveju,
paveikus suformuotg cviterjoninj lipidy dvisluoksnj S100AS, laike buvo
stebima baltymo adsorbcija ant Zérucio pavirSiaus. Nustatyta, jog zérucio
pavirsius buvo pilnai padengtas baltymu per 15,8 min. matavimo laikotarpj, o
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po 21,6 min. inkubacijos, pavirSiuje susiformavo ryskios baltymy sankaupos,
sukélusios iki 2,3 nm aukscio iSkySas aplink membrang (3.15 pav. B). Atlikus
ant zérucio adsorbuoty baltymy morfologijos analize, nustatyta, jog dauguma
daleliy buvo sferinés formos, o jy aukstis svyravo nuo 1,1 iki 6,5 nm (10
priedas). Atsizvelgiant j tai, kad Svieziai iSgryninto S100A8 skersmuo,
priklausomai nuo matavimo salygy ir metodikos, gali svyruoti nuo 0,6 + 0,2
iki 4,6 = 0,3 nm (Zr. skyrelj 3.1.1), galima daryti prielaidg, jog ant Zérucio
pavirSiaus adsorbuotos struktiros atspindi ne tik monomerines ar
homodimerines, bet ir aukstesnio oligomerizacijos laipsnio, baltymo formas.

Gauta rezultatg galima paaiskinti literatiiros duomenimis, jrodanciais, jog
mazos molekulinés masés formy jungimasis prie pavirSiaus didina lokalig
baltymo koncentracija, taip spartinant agregacijos procesg [293]. Taip pat
tirpale, prie neigiamai jkrauto pavirSiaus, yra lokalizuojami H" katijonai, taip
salygojant lokaly pH sumazéjima substrato—skyscio sglyc¢io riboje [294] bei
skatinant amiloidiniy baltymy denatiiracija [295].
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3.15 pav. S100A8 baltymo saveikos su cviterjonine lipidine membrana vizualizacija.
(A) HS-AJM topografijos vaizdai, atspindintys membranos morfologijg pries S100A8
baltymo poveikj (0 s) ir skirtingais laiko momentais po baltymo injekcijos. Vaizdy
laukas 1,5 x 1,5 um? (B) Topografijos pjiiviai, atitinkantys vaizduose baltomis
punktyrinémis linijomis pazymeétas sritis. Tyrimai atlikti HEPES buferiniame tirpale,
esant 22 °C temperatirai, naudojant 10 uM S100A8 baltymo koncentracija.

Svarbu pabrézti, kad be SI00AS8 baltymo adsorbcijos ant neigiamai
ikrauto substrato pavirSiaus, Siame tyrime taip pat buvo uzfiksuota baltymo
sgveika su cviterjonine membrana. Tai patvirtina visis§kas 215 nm skersmens
lipidy salelés suardymas per 15,8 min. laikotarpi (Zr. 3.15 pav. A, pazyméta
baltomis rodyklémis). Per atitinkamg inkubacijos laikotarpj buvo stebimas ir
centrinés lipidy salelés pavirSiaus ploto sumazéjimas 35 %. HS-AJM
topografijos vaizdai rodo, kad S100A8 sukeltas membranos ardymas
prasidéjo nuo lipidy dvisluoksnio krasty, o tai leidzia manyti, jog lokaliis
lipidy susipakavimo netolygumai membranoje gali veikti kaip iniciacijos
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taskai baltymo lemiamai pazaidai. Toks membranos ardymo pobudis, kai
lipidy molekulés yra iSpléSiamos i§ dvisluoksnio aplinkos, yra jvardijamas
kaip detergento mechanizmas. Si prielaida grindziama literatiiros
duomenimis, rodanciais analogisky procesy vyksma, kai lipidy dvisluoksniai
yra veikiami nejoniniu detergentu Triton X-100, kai jo koncentracija virsija
kriting miceliy susidarymo koncentracija [296]. Detergento mechanizmu
gristas dvisluoksnio ardymas buvo aprasytas AJM metodais tiriant ir
antimikrobiniy peptidy [297], AP [123], fosfolipaziy A, ir D [298,299] bei
priony baltymy [300] sgveikg su membranomis. Nors misy tyrimuose $is
reiSkinys buvo stebétas tik modelinése sistemose, tikétina, kad analogiski
procesai galéty vykti ir gyvuose organizmuose. Lasteliy plazmingje
membranoje, baltymams sgveikaujant su lipidy dvisluoksniu, gali atsirasti
lipidy molekuliy susipakavimo defekty, kurie struktiiriSkai priminty misy
stebéty lipidiniy saleliy krastus ir galéty veikti kaip iniciacijos taskai ST00AS8
sukeliamai membranos pazaidai.

Apzvelgus S100 Seimos baltymy saveiky su cviterjoninémis
membranomis rezultatus, galime teigti, jog S100A9 nepazeidzia Sios
kompozicijos dvisluoksniy integralumo. Sis rezultatas buvo patvirtintas ir
AJM tyrimy duomenimis — per 24 val. laikotarpi nebuvo stebéta nei
membranos morfologijos pokycCiy, nei baltymo saveikos su lipidy
dvisluoksniu pozymiy. PrieSingai, S100A8 baltymo atveju, HS-AJM
tyrimuose buvo uzfiksuotas cviterjoninés membranos ardymas, nepaisant to,
jog EIS duomenys neparod¢ statistiSkai reikSmingy Sios kompozicijos
dvisluoksniy dielektriniy savybiy pokyciy net ir pragjus 24 val. po baltymo
injekcijos. Sis skirtumas gali biiti siejamas su naudojamy modeliniy sistemy
struktiiriniais ypatumais: EIS eksperimentuose naudotos membranos yra
stipriai izoliuojancios ir pasizymi mazu defekty tankiu. PrieSingai, HS-AJM
metodu tirti lipidy dvisluoksniai turi daugiau atviry hidrofobiniy sriciy,
kurios, tikétina, skatina SI00A8 baltymo ir lipido saveikg, taip inicijuojant
membranos pazaidas, stebétas Siy eksperimenty metu.

3.3.5. Saveika su anijonine membrana

Fosfatidilserinas — tai pagrindinis anijoninis fosfolipidas Zinduoliy
lasteliy  plazminéje membranoje, kuris, fiziologinémis salygomis,
lokalizuojasi vidiniame membranos monosluoksnyje. Patologijy, tokiy kaip
vézys ar neurodegeneracingés ligos, metu PS yra pernesamas j iSorinj sluoksnj,
taip veikdamas kaip ,,suvalgyk mane* signalas fagocituojan¢ioms imuninéms
lasteléms [301,302]. Pazymeétina, kad tokie lipidinés kompozicijos poky¢iai,
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kuomet iSoriniame monosluoksnyje padidéja anijoniniy ir cviterjoniniy
fosfolipidy santykis, gali didinti amiloidiniy baltymy afiniSkumg, taip
skatinant plazminés membranos pazaidas bei neurodegeneraciniy ligy
progresija [303]. Siekiant istirti neigiama krtvi turinciy fosfolipidy jtakg S100
dvisluoksniai. Verta paminéti, jog S100A9 baltymo atveju, kalceino
i§laisvinimo tyrimams buvo pasitelkta DOPC/DOPS lipidiné¢ kompozicija, o
kituose  Sioje  darbo dalyje aptariamuose eksperimentuose —
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL dvisluoksniai. Nepaisant ryskiy fluidiSkumo
skirtumy tarp minéty sudéciy membrany, DOPS kiekio skirtumai Siose
kompozicijose nevirsijo 10 %.

Tiriant S100 Seimos baltymy saveika su anijoninémis membranomis,
didziausia pazaida buvo stebima S100A8 baltymo atveju. Nustatyta, jog per
pirmas 0,5 val., iSlaisvinto kalceino kiekis i§ S100A8 baltymu paveikty
anijoniniy liposomy sieké 68,5 + 3,5 %, o po 4 val. inkubacijos, §i verté iSaugo
iki 78,2 £ 1,9 % (3.16 pav. A). Gauti duomenys buvo patvirtinti EIS
rezultatais —jau po 4 val. inkubacijos, fmin verté Bode spektruose buvo
pasislinkusi beveik dviem eilémis aukstesniy dazniy kryptimi, kas rodo
pablogéjusias membranos izoliacines savybes ir pakitusj jony srauta per ja
(3.16 pav. B). Papildomai, membranos pazaidos mastas buvo kiekybiskai
jvertintas pagal laidumo vertg ties fmin tasSku (Ysmin), kuri tiesiogiai koreliuoja
su defekty tankiu membranoje [225]. Nustatyta, jog anksciau aptartg spektrinj
poslinkj lydéjo net 100 karty padidéjusi Ymin verté per atitinkama 4 wval.
inkubacijos laikotarpj (3.16 pav. C). PanaSi tendencija buvo stebima ir
anijoninius lipidy dvisluoksnius paveikus S100A8/A9 — nors Siuo atveju
pazaidos mastas buvo maZesnis nei detektuotas S100A8 baltymo atveju, per
pirmasias 4 inkubacijos valandas, fmin vertés poslinkis sieké 7 Hz, o §j pokyt]
lydéjo net 15 karty iSaugusi Yin verté. Svarbu pabrézti, kad, prieSingai nei
S100A8 ir S100A8/A9 atvejais, tiriant S100A9 baltymo saveika su
anijoninémis membranomis, po 4 val. inkubacijos buvo uzfiksuoti minimaliis
dvisluoksnio dielektriniy savybiy pokyciai, 0 Ysmin verté padidéjo tik 3,8 karto.

Pazymétina, jog po 24 val. inkubacijos, S100 baltymais paveikty
anijoniniy dvisluoksniy Bode spektruose nebebuvo detektuojamas fazés
minimumo taSkas, charakteringas geromis izoliacinémis savybémis
pasizymin¢ioms membranoms. Tai rodo, kad visais atvejais membranos
pazaidos mastas buvo toks didelis, jog EIS metodas nebegal¢jo patikimai
jvertinti jos dielektriniy savybiy. Apzvelgus gautus duomenis, galime teigti,
jog didziausiu afiniSkumu DOPS praturtintoms membranoms pasizyméjo
S100A8 baltymas, tuo tarpu S100A9 baltymo atveju, pazaidoms inicijuoti yra
reikalingos ilgesnés inkubacijos trukmés (> 4 val.).
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3.16 pav. S100 baltymy poveikis anijoninés membranos integralumui. Baltymy
sukeliama membranos pazaida buvo vertinama stebint kalceino iSlaisvinima i$
liposomy (A) ir dvisluoksnio dielektriniy savybiy poky¢ius EIS metodu (B, C). Taskai
Bode grafikuose zymi eksperimenty metu gautas vertes, linijos — bioinformatinés
analizés metu pritaikytus spektrus. SI00A9 atveju, kalceino iSlaisvinimo tyrimams
pasitelkta DOPC/DOPS (6/4) lipidiné kompozicija, kiti pateikti duomenys gauti
naudojant DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipidy dvisluoksnius. Statistinis
reik§mingumas zZymimas: * (p < 0,05), *** (p <0,001).

Ankstesni tyrimai parode, jog EIS spektruose slypi ne tik informacija
apie lipidiniy membrany dielektrines ir strukttirines savybes, bet ir apie
lateralinj defekty pasiskirstyma tokiose sistemose [228]. Membranos defektai
gali buti dviejy tipy: natiralis — susidarantys dél lipidy susipakavimo
netobulumy ar pavirSiaus, ant kurio formuojamas dvisluoksnis, nelygumy, ir
dirbtiniai — atsirandantys membrang paveikus citolitiniais peptidais arba
pritaikius metodikas, tokias kaip elektroporacija [304,305]. Siekiant detaliau
jvertinti S100 Seimos baltymy sukelty defekty pasiskirstymg anijoninése
lipidinése = membranose, buvo pasitelkta  Vilniaus  universiteto
Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyriuje sukurta EIS spektry
bioinformatinés analizés metodika. Pazymétina, jog eksperimenty metu
gautos vertés Bode grafikuose pavaizduotos taSkais, o bioinformatinés
analizés metu pritaikyti spektrai — linijjomis (3.16 pav. B). Platesné
informacija apie duomeny analizei taikytg jrankj pateikta skyrelyje 2.2.8.2.

92



Atlikus anksc¢iau aptarty EIS spektry bioinformating analizg nustatyta,
kad naturalts defektai neigiamai jkrautose lipidinése membranose buvo
pasiskirste heterogeniskai. Siuo atveju, defekty tankio pasiskirstymo kreivése,
be aiskiai iSreikSto pagrindinio maksimumo, buvo stebimi ir papildomi,
mazesnio tikimybés tankio, pikai, Zymintys kelias, skirtingo tankio, defekty
populiacijas (3.17 pav. A). Itin rySkiis lokalaus defekty tankio (Nay) verciy
poky¢iai buvo detektuoti paveikus lipidy dvisluoksnius S100A8 baltymu.
Siuo atveju, pradinése, baltymo nepaveiktose, membranose, didZiausia
pavirSiaus dalis buvo padengta defektais, kuriy tankis sieké mazdaug
0,06 um™, o po 4 val. inkubacijos i reik§mé iSaugo net iki 1,1 um=. Be to,
keli aiskiai iSreiksti maksimumai ties skirtingomis Ny reikSmémis defekty
tankio pasiskirstymo kreivése iliustruoja itin heterogeniska S100A8 baltymo
sukelty defekty pasiskirstyma membranos pavirSiuje. AnalogiSkas, nors kiek
maziau iSreikStas, efektas buvo stebimas paveikus lipidy dvisluoksnius
S100A8/A9 bei S100A9 baltymais. Siais atvejais, be Ny veréiy augimo, taip
pat buvo detektuotas ir keliy, skirtingo tankio, defekty populiacijy
atsiradimas. Praéjus 4 val. po pirminés membranos sgveikos su S100A8/A9
kompleksu, dvisluoksnio pavir§iuje buvo aptinkamos dvi aiskiai iSreikStos
defekty populiacijos, kuriy tankis sieké mazdaug 0,08 ir 0,12 pm™.
Pazymétina, jog S100A9 baltymo atveju, po 4 val. inkubacijos nustatytos
lokalaus defekty tankio vertés buvo zenkliai mazesnés ir sieké apytiksliai
0,003 ir 0,04 um™.

Siekiant kiekybiskai jvertinti defekty tankio kitimo désningumus, i$
gauty kreiviy buvo apskaiCiuotas vidutinis defekty tankis (<Nup>)
membranoje skirtingais laiko momentais. Kaip ir tikétasi, rySkiausi poky¢iai
buvo fiksuoti SI00AS8 atveju, kur buvo stebétas vidutinio defekty tankio
augimas laike — nuo 0,1 pm nepazeistoje membranoje iki 1,1 um? po 4 val.
inkubacijos su baltymu (3.17 pav. B). Pazymétina, kad po 4 val. inkubacijos,
S100A8 baltymo sukelty defekty vidutinis tankis buvo 5,6 karto didesnis nei
S100A8/A9 pazaidos atveju ir net 21,5 karty didesnis, palyginti su S100A9
baltymo salygotomis vertémis.
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3.17 pav. S100 baltymy sukelty defekty pasiskirstymo membranoje jvertinimas.
(A) Defekty tankio pasiskirstymo kreivés, gautos kompiuteriniu biidu sumodeliavus
3.16 pav. pateiktus spektrus. Defekty pasiskirstymai membranoje buvo jvertinti prie§
poveiki baltymais (Zalia kreivé), praéjus 0,5 (mélyna), 2 (oranziné) ir 4 (raudona) val.
po baltymy injekcijos. (B) Vidutinio defekty tankio pokyciai laike.

Siekiant nustatyti, ar S100A8 baltymas pasizymi specifiSkumu
DOPS, ar sgveikauja su jvairiais, neigiama krtivj turin€iais, fosfolipidais, buvo
pasitelktos membranos, sudétyje turin€ios DOPG. Taciau, §iuo atveju, po
4 val. inkubacijos, i$ sudétyje DOPG turin¢iy liposomy islaisvinto kalceino
kiekis buvo zenkliai mazesnis (16,1 £ 6,5 %), palyginti su DOPS turin¢iomis
sistemomis (78,2 = 1,9%) (3.18 pav.). Ivertinus Sios kompozicijos
dvisluoksniy dielektrines savybes nustatyta, jog pirmieji membranos laidumo
pokyciai pasireiské jau po 0,5 val. inkubacijos. Taciau, tikétina, kad Sie
pokyciai buvo susije su natiiraliais persitvarkymais membranos struktiiroje,
kadangi analogiSki svyravimai buvo stebéti ir kontrolinése sistemose (6
priedas). Vis dé¢lto, papildomas laidumo verciy padid¢jimas Siose
membranose buvo uzfiksuotas ir po 24 val. inkubacijos, o bendras Y
pokytis per visg inkubacijos trukme¢ sieké 20 karty, t.y. 5 kartus maziau,
palyginus su DOPS turin¢iomis sistemomis.
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3.18 pav. S100A8 baltymo poveikis anijoninés, DOPC/DOPE/DOPG/CHOL
kompozicijos, membranos integralumui. S100A8 baltymo sukelta lipidy dvisluoksnio
pazaida buvo vertinama stebint kalceino iSlaisvinima i§ liposomy (Zali taskai) bei
dvisluoksnio dielektriniy savybiy pokyéius EIS metodu (mélyni stulpeliai). Statistinis
reik§mingumas Zymimas: * (p < 0,05), ** (p <0,01).

Nepaisant to, jog tick DOPS, tiek DOPG fiziologiniame pH pasizymi
vienodu neigiamu kraviu (—1), jy kriavio pasiskirstymas skiriasi. PS turi
neigiamai jkrautg fosfato grupe, kuri sgveikauja su serino Sonine grupe,
turindia tiek teigiamg (NH3"), tiek neigiamg (COO") kravj. Tuo tarpu PG
galvutés grupé islieka neutrali — jos neigiamas krivis kyla vien i§ fosfato
grupés, prijungtos prie glicerolio karkaso. Dél Sios priezasties, PS turincios
liposomos fiziologinémis salygomis yra labiau anijoninés, palyginus su PG
turin¢iomis sistemomis [306]. Svarbu paminéti ir tai, jog PS poliné galvuté
uzima didesnj plotg (0,97 nm? vienam lipidui), palyginti PG (0,8 nm?)
[11,307], taip potencialiai nulemiant stipresne¢ Sio fosfolipido saveika su
S100AS8 baltymu bei didesnj membranos pazaidos mastg.

Atsizvelgiant j didelj anijoniniy lipidy dvisluoksniy pazeidimo masta
po poveikio S100 Seimos baltymais, kitame Zingsnyje buvo siekiama istirti
galimus §iy saveiky mechanizmus. Siam tikslui pasiekti, neigiama kriivj
turin¢iy lipidiniy membrany morfologija buvo vizualizuojama prie§ ir po
sgveikos su baltymais. Paveikus prikabintas dvisluoksnes lipidines
membranas S100A9 baltymu, pirmyjy 2 val. inkubacijos laikotarpiu
pavirSiaus morfologijos poky¢iai nedetektuoti (3.19 pav.), o R, reik§mé liko
praktiskai nepakitusi — 0,38 ir 0,40 nm, atitinkamai (9 priedas). Visgi, po
24 val. inkubacijos, ant membranos pavirSiaus buvo uzfiksuoti iki 10 nm
aukscio oligomeriniai dariniai.
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3.19 pav. SI00A9 baltymo saveiky su anijonine lipidine membrana vizualizacija.
DOPC/DOPS membranos topografijos analizé atlikta prie§ poveikj baltymu (A), taip
pragjus 2 (B) ir 24 val. (C) po baltymo injekcijos. (D) Isdidintas vaizdas zonos,
pazymétos (C) dalyje. (E) PavirSiaus topografijos pjuvis, atitinkantis (D) vaizde
pazymétg sritj. Vaizdy laukas 2 x 2 pm? (D dalyje — 0,7 x 0,7 pm?). Matavimai atlikti
PBS buferiniame tirpale, 22 °C temperatiiroje, naudojant 5 pM baltymo koncentracijg.

Gauti rezultatai, i§ pirmo zvilgsnio, gali atrodyti priestaringi ThT
fluorescencijos intensyvumo duomenims, kurie rodo, kad $§i lipidiné
kompozicija, dél potencialaus baltymo jsiterpimo j membrang, slopina
S100A9 agregacija (Zr. skyreli 3.2.3). Vis dé¢lto, svarbu pazyméti, kad
pavirSiaus topografijos analizé¢ neleidzia tiesiogiai jvertinti dalinio baltymo
jsiterpimo ] dvisluoksnj. Be to, nepaisant EIS duomenimis pagristo SI00A9
gebéjimo pazeisti neigiamai jkrautas, sudétyje DOPS turincias, membranas
(3.16 pav), siuo atveju, net ir po 24 val. inkubacijos, vizualiai pastebimy
pavirsiaus defekty nebuvo uzfiksuota. Reikéty atkreipti démesj | tai, kad
vienas i§ AJM metodologiniy apribojimy yra lokalus pavirSiaus vizualizacijos
pobidis. Misy tyrimo sglygomis vieno vaizdo laukas tesieké apie 4 um?, tad
net jei pavirSius buvo vizualizuotas keliose skirtingose lokacijose, gauti
vaizdai gali neatspindéti viso membranos pavirSiaus biiklés. Be to, matavimo
metu naudojamo zondo galiuko spindulys sieké 25 nm, todél Siuo atveju
efektyviai galéjo biiti aptinkami tik tie defektai, kuriy skersmuo vir$ijo 50 nm.
Atsizvelgiant j Siuos apribojimus, negalima atmesti galimybés, kad mazesni
arba lokaliai pasiskirste defektai membranos pavirsiuje liko nedetektuoti.

Itin rySkus membranos pazaidos efektas buvo stebimas paveikus
anijoninius, sudétyje 30 % DOPS turincius, lipidy dvisluoksnius S100A8
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baltymu. Siuo atveju, dvisluoksnio paZaida buvo uZfiksuota jau netrukus po
baltymo injekcijos, o0 mazdaug 460 nm skersmens lipidy salelé buvo visiskai
suardyta per maziau nei 3 min. laikotarp; (3.20 pav. A-F). Kaip ir
cviterjoninés membranos atveju, SI00A8 sukeltas anijoninio dvisluoksnio
ardymas prasidéjo nuo membranos krasty, taip dar kartg patvirtinant, kad
procesas vyksta vadinamuoju detergento mechanizmu. Siekiant tiksliau
palyginti EIS ir HS-AJM eksperimenty rezultatus, buvo suformuotas lipidy
dvisluoksnis, dengiantis daugiau nei 90 % zérugio pavirsiaus. Siuo atveju, per
12 min. inkubacijos laikotarpj, buvo stebétas ne tik naujy defekty atsiradimas,
bet ir esamy plétimasis laike (3.21 pav.). Darant prielaida, kad defektai yra
sferinés formos, apskaiciuota, jog naujai susiformavusiy defekty vidutinis
spindulys sieké 25,9 + 3,9 nm (11 priedas), o vidutinis gylis — 0,9 £ 0,3 nm
(12 priedas). Pabréztina, jog apskaiCiuotas defekty gylis yra maZesnis uz
membranos (~ 4,4 nm) ar net vieno lipidy monosluoksnio storj, vis délto,
gautos reikSmés gali neatitikti realiy verCiy dél adatos ir méginio
konvoliucijos (sastkos) efekto.
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3.20 pav. S100A8 baltymo sgveikos su anijonine membrana vizualizacija. HS-AJM
topografijos vaizdai, atspindintys DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipidy
dvisluoksnio morfologija prie§ baltymo poveikj (A) ir skirtingais laiko momentais po
S100A8 (10 puM) injekcijos (B-E). Vaizdy laukas 1 x 1 pum? (F) Membranos
pavirsiaus ploto poky¢iai laike.
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3.21 pav. S100A8 saveikos su anijonine membrana vizualizacija. HS-AJM
topografijos  vaizdai, atspindintys DOPC/DOPE/DOPS/CHOL  membranos
morfologija pries baltymo poveiki (A) ir skirtingais laiko momentais po S100A8
(10 uM) injekcijos (B-C). (D) Isdidintas vaizdas srities, pazymétos (C) sekcijoje.
Vaizdy laukas 2 x 2 um? (D dalyje — 0,9 x 0,9 um?). Natiiraliis defektai membranoje
pazyméti zaliomis rodyklémis, naujai susiformave defektai 3 min. laiko momentu —
oranzinémis, o defektai, pasirod¢ po 12 min. inkubacijos — raudonomis. (E,
F) Defekty, (D) dalyje pazyméty oranzinémis ir raudonomis linijomis, aukscio
profiliai. Tyrimai atlikti HEPES buferiniame tirpale, 22 °C temperatiroje.
Pazymétina, kad, kaip ir DOPC/CHOL bei BTLE membrany atvejais,
tiriant anijoninj lipidy dvisluoksnj, ilgesnés inkubacijos metu (> 12 min.)
buvo stebétas S1I00A8 kaupimasis ant neigiamai jkrauto zérucio pavirSiaus.
Vis délto, HS-AJM vaizduose tiesioginé S100A8 baltymo molekuliy sgveika
su lipidine membrana uzfiksuota nebuvo. Manome, kad stiprus S100AS8
afiniSkumas DOPS praturtintoms membranoms lemia greitg baltymo difuzija
dvisluoksnio pavir§iumi. Si sparti difuzija, kartu su greita SI00A8 integracija
] membrang, gali apsunkinti baltymo detekcija HS-AJM metodu. Pazeidus
membrang, tikétina, kad baltymas lieka stipriai asocijuotas su iSpléstomis
lipidy molekulémis, formuodamas misrias baltymo ir lipido miceles, kurios
iSlieka tirpale. Kita svarbi miisy tyrimy jzvalga — reikSmingas S100A8
sukeliamos membranos pazaidos grei¢io kintamumas. Nors visy tyrimy metu
buvo taikoma ta pati — 10 uM — baltymo koncentracija, 3.20 ir 3.21 pav.
pateikti rezultatai atskleidzia, kad laikas, reikalingas membranos pazaidos
iniciacijai, Zenkliai skyrési. [zoliuotos lipidy salelés atveju, dvisluoksnis buvo
visiSkai suardytas per maziau nei 3 min., tuo tarpu atlieckant didesnio ploto
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membranos vizualizacija, §i iSliko net po 12 min. matavimo. Tokj skirtuma,
tikétina, lemia ne tik globali baltymo koncentracija tirpale, bet ir lokali
koncentracija vir§ vizualizuojamos srities. Sios lokalios koncentracijos tiksliai
kontroliuoti nejmanoma d¢l jvairiy veiksniy, tokiy kaip HS-AJM adatos
judéjimas ar atstumas tarp pipetés antgalio ir méginio pavirSiaus baltymo
injekcijos metu. Taip pat galima manyti, kad ir paties lipidy dvisluoksnio
morfologija gali turéti jtakos S100A8 baltymo salygojamo membranos
ardymo efektyvumui.

Paveikus suformuotg anijoning membrang S100A8/A9 kompleksu,
pirmieji lipidy dvisluoksnio pavirSiuje atsirandantys defektai buvo detektuoti
po 12,3 min. inkubacijos (3.22 pav.). Nustatyta, kad susiformavusiy defekty
skersmuo virS§ijo 50 nm, o jy dydis nuolat plétési. Atsizvelgiant j Siuos
faktorius, galime teigti, kad baltymy heterokompleksas saveikauja su
membrana ne tradiciniu, pory formacija paremtu, mechanizmu, kadangi pory
dydis paprastai nevirSija 10 nm [168]. PrieSingai, Siuo atveju sitlome, kad
baltymy heterokompleksas, kaip ir jo komponentas SI100AS, lipidy

dvisluoksnj pazeidzia iStraukdamas lipidy molekules i§ membranos aplinkos,
t.y., detergento mechanizmu.

3.22 pav. S100A8/A9 baltymy heterokomplekso sgveikos su anijonine membrana
vizualizacija. HS-AIM topografijos vaizdai, atspindintys
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL  (2/3/3/2) membranos morfologija prie§ poveikj
S100A8/A9 (0 s) ir nurodytais laiko momentais po S100A8/A9 injekcijos. Vaizdo
laukas 1 x 1 pm? (i8didinty vaizdy — 0,4 x 0,4 pm?). Tyrimai atlikti HEPES
buferiniame tirpale, esant 22 °C temperatirai, naudojant 10 pM S100A8/A9
koncentracija.

Baltymy heterokomplekso sgveika su anijoninémis lipidinémis
membranomis papildomai buvo tiriama pasitelkiant krio-transmisijos
elektrony mikroskopijos (TEM) metodg. Nepaisant to, jog modeliniy sistemy
paruoSimui buvo pasirinkta placiai taikoma ir standartizuota metodika,
naudojama vienasluoksniy ir panasaus (~ 100 nm) dydzio liposomy
formavimui (Zr. skyrelj 2.2.1), TEM vaizduose pastebéta, kad dalis $vieziai
suformuoty liposomy buvo daugiasluoksnés, t. y. sudarytos i§ dviejy lipidy
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dvisluoksniy (3.23 pav. A). Be to, liposomos pasizyméjo ir reik§minga dydzio
variacija — nuo 20 iki 120 nm. Svarbu pazyméti, jog dydzio svyravimai buvo
uzfiksuoti ir kity kompozicijy liposomose, jvertinus jy skersmenj dinaminés
Sviesos sklaidos metodu (Zr. 4 prieda). Paveikus paruostas liposomas
S100A8/A9 baltymy heterokompleksu, buvo stebima mazy sferiniy daleliy,
kuriy vidutinis skersmuo sieké 26,3 + 5,4 nm, formacija (3.23 pav. B,
pazymeéta geltonomis rodyklémis). Atsizvelgiant j tai, kad S100A8/A9 Sios
kompozicijos membranas pazeidzia veikdamas detergento mechanizmu,
tikétina, jog Sie dariniai atitinka lipidy ir baltymy koagregatus (3.24 pav.). Vis
délto, svarbu paminéti, kad tiesioginé heterokomplekso saveika su lipidy
dvisluoksniu $ia vizualizacijos metodika taipogi detektuota nebuvo.

- S10048/49

+ S10048/49

3.23 pav. S100A8/A9 baltymy heterokomplekso saveikos su anijoninémis
liposomomis vizualizacija. (A, B) Krio-transmisijos elektrony mikroskopijos vaizdai,
vaizduojantys DOPC/DOPE/DOPS/CHOL sudéties liposomas pries ir po poveikio
S100A8/A9, atitinkamai. Geltonomis rodyklémis pazyméti dariniai potencialiai
atitinka baltymo ir lipido koagregatus. Méginiai paruosti HEPES buferiniame tirpale,
naudojant 2 mM lipidy ir 10 uM S100A8/A9 koncentracijas.

Pazymétina, kad tiriant S100A8/A9 oligomerizacija anijoniniy
liposomy aplinkoje, agregaty formacija buvo skatinama tik pirmyjy 24 val.
laikotarpyje. Véliau ThT fluorescencijos intensyvumas palaipsniui mazéjo, o
statistiSkai  reikSmingy skirtumy tarp verciy, gauty agreguojant
heterokompleksa su anijoninémis liposomomis ir be jy, uzfiksuota nebuvo
(Zr. skyrelj 3.2.3). Sie poky¢iai, tikétina, susije su baltymy ir lipidy tarpusavio
sgveika: formuojantis misrioms miceléms, baltymy aromatinés aminoriigstys,
kurios yra biitinos agregacijos procesams, gali buti uzdengiamos lipidy
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hidrofobinémis angliavandeniliy grandinémis [264]. Todél galima manyti,
kad pradiniu laikotarpiu, S100A8/A9 heterokompleksui saveikaujant su
liposomy pavirSiumi, dél padidéjusios lokalios baltymy koncentracijos,
agregacija yra skatinama. Taciau véliau, susiformavus miSrioms baltymo ir
lipido miceléms, agregacijos procesai yra slopinami.

3.24 pav. Siilomas S100A8 ir SI00A8/A9 saveikos su anijoninémis lipidinémis
membranomis mechanizmas. Nustatyta, kad Sie baltymai gali iStraukti fosfolipidy
molekules i§ dvisluoksnio aplinkos, o tai yra biidingas vadinamojo detergento efekto
poZymis.

Apzvelgus S100 Seimos baltymy saveikos su anijoninémis
membranomis rezultatus, galime teigti, jog S100A8 pazeidzia Sios
kompozicijos dvisluoksnius detergento mechanizmu, t.y. iStraukdamas lipidy
molekules i§ membranos aplinkos. PaZzymétina, jog membranos pazaida
pirmiausia prasidéjo dvisluoksnio krastuose, kur lipidy molekuliy
susipakavimas yra maZesnis, o hidrofobinés sritys labiau atidengtos. Pazaida
detergento mechanizmu buvo stebima ir paveikus neigiama kriivj turincias
membranas S100A8/A9 heterokompleksu. Tai leidzia manyti, kad net ir
susiformavus  funkcionaliam  baltymy heterokompleksui, pavieniai
monomerai iSlaiko savo savitumg ir lemia S100A8/A9 saveiky su
membranomis mechanizmus. Tuo tarpu, nors S100A9 baltymui sgveikaujant
su anijoniniais lipidy dvisluoksniais buvo uzfiksuoti ryskiis jy dielektriniy
savybiy pokyciai, AJM vizualizacijos metu membranos pavirSiuje defekty
atsiradimas stebimas nebuvo. Vietoje to, ant membranos pavirSiaus buvo
uzfiksuotas globuliniy oligomery susidarymas. Remiantis anks¢iau aptartu
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padengimo efektu (Zr. skyrelj 1.4.3), galime manyti, jog stebéti membranos
laidumo poky¢iai galéjo biiti bent dalinai nulemti baltymo agregaty
formavimosi lipidy dvisluoksnio pavirsiuje.

3.3.5.1 DOPS kiekio ir baltymo koncentracijos jtaka membranos
pazaidos mastui

Tyrinéjant prouzdegiminiy S100 Seimos nariy saveikas su
anijoninémis lipidinémis membranomis, didZiausias pazaidos mastas buvo
nustatytas ST00AS8 baltymo atveju. Atsizvelgiant i §j pastebéjima, tolimesnéje
tyrimo dalyje buvo siekiama jvertinti, ar S100A8 baltymo sukeliama
membranos pazaida tiesiogiai koreliuoja su DOPS kiekiu sistemoje. Siam
kuriy sudétyje esanc¢io DOPS kiekis svyravo nuo 0 iki 30 %. SI00AS8 baltymo
sukeltos membranos pazaidos mastas buvo vertintas dviem biidais:
analizuojant kalceino iSlaisvinimo kinetika i§ liposomy bei tiriant membrany,
suformuoty ant kietojo substrato, dielektriniy savybiy pokycius EIS metodu.
Modeliniy sistemy paruosimui naudoty lipidy moliniai santykiai pateikti 2.2
lenteléje.

Rezultatai parodé, kad sumazinus DOPS kiekj membranoje nuo 30 iki
20 %, liposomy pralaidumas kalceinui statistiSkai reikSmingai nepakito: po
4 val. inkubacijos i$laisvinto dazo kiekis buvo analogiskas ir sudaré 78,2+ 1,9
bei 77,0 £ 3,9 %, atitinkamai (13 priedas). Tuo tarpu liposomos, kuriy
sudétyje buvo mazesné DOPS koncentracija (10 ir 5 %), pasizyméjo Zenkliai
didesniu atsparumu S100A8 poveikiui — per pirmasias 0,5 val. i$laisvinto
kalceino kiekis sieké tik 33,1 + 5,7 ir 17,8 + 0,4 %, atitinkamai (3.25 pav. A).
Po 4 wval. inkubacijos buvo stebétas tolesnis membranos integralumo
praradimas, taciau pazaidos masto priklausomyb¢ nuo DOPS kiekio isliko:
liposomose, sudétyje turin¢iose 10 % DOPS, islaisvinto dazo kiekis sudare
51,6 = 3,0 %, o su 5 % DOPS — 33,2 + 3,7 %. Pazymétina, kad S100A8
nesukéle statistiSkai reikSmingy integralumo pokyciy liposomose, kuriy
sudétyje nebuvo DOPS. Sie rezultatai buvo patvirtinti ir EIS duomenimis,
kurie parodé, kad membranos laidumo vertés tiesiogiai koreliuoja su DOPS
kiekiu dvisluoksnyje, o didziausias integralumo praradimas §iuo atveju taip
pat stebétas dirbtinése sistemose, sudétyje turinCiose 30 % DOPS (3.25 pav.
B).
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3.25 pav. S100A8 sukeltos membranos pazaidos priklausomybé nuo DOPS kiekio ir
baltymo koncentracijos. (A, B) Kalceino iSlaisvinimo ir EIS laidumo duomenys,
atitinkamai, gauti membranas paveikus 10 uM S100A8. (C) S100A8 koncentracijos
itaka DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) membranos pazaidos laipsniui. Kalceino
iSlaisvinimo tyrimai atlikti HEPES buferiniame tirpale, 37 °C. EIS matavimai atlikti
HEPES buferiniame tirpale, 22 °C. Statistiskai reik§mingi skirtumai pazyméti: * (p <
0,05), ** (p < 0,01) ir *** (p < 0,001). Kalceino islaisvinimo duomeny statistinis
reikSmingumas nustatytas lyginant vertes su DOPS 0% grupés vertémis atitinkamais
laiko momentais, EIS — lyginant su pradinémis (0 val.) vertémis.

Svarbu pazymeéti, kad, nepaisant vienodo anijoninio PS kiekio
abiejose sistemose, membranose, sudétyje turin¢iose 10 % DOPS (3.25 pav.
B), buvo uzfiksuoti Zenkliai didesni S1I00A8 baltymo sukelti dielektriniy
savybiy poky¢iai, palyginti su BTLE pagrindu suformuotais dvisluoksniais
(3.9 pav.). Sie rezultatai dar karta jrodo, kad S100 $eimos baltymy saveika su
membranomis lemia ne vien pavirSiaus kriivis, bet ir kiti veiksniai, jskaitant
membranos fazing biiseng bei lipidy susipakavimo laipsnj. Nors tikslus
cholesterolio kiekis BTLE kompozicijoje néra zinomas, remiantis literatiros
duomenimis galime teigti, jog smegeny lasteliy plazminéje membranoje
cholesterolio koncentracija yra daugiau nei du kartus didesné (Zr. skyrelj 1.4),
palyginti su Sioje eksperimenty dalyje naudotomis modelinémis sistemomis,
kuriose cholesterolis sudareé tik 20 % visy lipidy kiekio. Tikétina, kad mazesné
cholesterolio koncentracija DOPS turinCiuose dvisluoksniuose salygojo juy
didesnj fluidiskumg, dél kurio Sios membranos tapo maziau mechaniskai
stabilios bei jautresnés S100AS8 sukeliamai pazaidai, palyginti su BTLE
pagrindu suformuotomis sistemomis.

Gauti rezultatai atskleidé, kad S100AS8 efektyviausiai pazeidzia
membranas, kuriy sudétyje yra 30 % DOPS, todé¢l tolimesniuose tyrimuose
buvo siekiama jvertinti ir baltymo koncentracijos jtaka Sios kompozicijos
dvisluoksniy pazaidos mastui. Tyrimams pasirinkty S100A8 koncentracijy
intervalas svyravo nuo 10 nM iki 10 uM. Nustatyta, kad S100A8 sukeltos
membranos pazaidos mastas tiesiogiai koreliuoja su baltymo koncentracija
(3.25 pav. C). Pazymétina, kad net esant Zemiausiai tirtai — 10 nM —
koncentracijai, per 4 val. inkubacijos laikotarpj buvo uZzfiksuotas statistiskai

103



reik§mingas membranos laidumo padidéjimas, siekiantis net 11 karty. Nors
tiksli fiziologiné S100A8 koncentracija dar néra galutinai zinoma, literattiros
duomenimis, sveiky asmeny kraujyje ji gali svyruoti nuo 47 pM [308] iki
1,9 nM [309]. Taciau sergant Alzheimerio liga, SI00AS raiska organizme gali
padidéti net iki 6 karty [310]. Taigi, Sie duomenys rodo, kad miisy taikyta
metodika pasizymi iSskirtiniu jautrumu ir leidzia detektuoti S100A8
aktyvuma net ir esant patologinéms baltymo koncentracijoms. Atsizvelgiant j
tai, kad S100A8 placiai pripazjstamas kaip potencialus biozymuo, galintis
padéti detektuoti jvairias, su uzdegimu susijusias, patologijas [12], misy
siiloma metodika ateityje galéty prisidéti prie EIS pagrindu kuriamy
biojutikliy, skirty neurouzdegiminiy ir neurodegeneraciniy sutrikimy
detekcijai, vystymo.

3.3.6. Saveika su dviejy faziy membranomis

Eukariotiniy Iasteliy plazminiy membrany fluidiSkumas néra
vienalytis — jose gali vykti lateralinis faziy atsiskyrimas. Gyvuose
organizmuose lateralinis faziy atsiskyrimas atliecka esminj vaidmenj
regulivojant jvairius lgstelinius procesus (Zr. skyreli 1.4.1), o Sio reiskinio
metu susiformuojantys nanodomenai yra zinomi kaip lipidy plaustai.
Nustatyta, jog neurodegeneraciniy ligy metu pakites lipidy metabolizmas bei
amiloidiniy baltymy sukelti plazminés membranos pertvarkymai lemia ne tik
lipidy plausty organizacijos, bet ir funkcionalumo, pokyc¢ius [311]. Siekiant
i§tirti S100 Seimos baltymy sgveikg su sistema, savo sudétimi imituojancia
iSorinj, lipidy plaustais praturtintg, membranos monosluoksnj, buvo pasirinkta
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 lipidy kompozicija. Si sistema leidzia
kambario temperatiiroje stebéti L, ir Lq faziy atsiskyrima, kurj lemia auksta
bSM fazinio virsmo temperatiira (35—40 °C) [312]. L, fazé yra praturtinta
lipidy plaustams biuidingais komponentais — bSM, cholesteroliu ir anijoniniu
glikolipidu GM1, o ja supanti Lq fazé — cviterjoniniais glicerofosfolipidais
DOPE ir DOPC [281].

Tyrimo rezultatai parodé, kad, kaip ir anijoniniy sistemy atveju,
didziausia pazaidos laipsnj dviejy faziy membranose sukélé S100A8
baltymas. Per pirmasias 4 inkubacijos valandas fmin vert¢ Bode spektruose
pasislinko viena eile j didesniy dazniy sritj, o §j poslinkj lydéjo 6,3 karto
padidéjusi laidumo verté (3.26 pav.). Po 24 val. inkubacijos, dél per didelio
membranos pazaidos masto, dvisluoksnio dielektriniy savybiy EIS metodu
nustatyti nebebuvo jmanoma. Panasi tendencija buvo pastebéta ir SI00A8/A9
paveiktuose Sios kompozicijos lipidy dvisluoksniuose — nors per pirmasias
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4 val. fmin poslinkis sieké vos 2 Hz, po 24 val. inkubacijos membranos
dielektrinés savybés taip pat nebegaléjo biti patikimai jvertintos EIS metodu.
PrieSingai, S100A9 sukélé tik minimalius membranos integralumo pokyc¢ius —
net po 24 val. inkubacijos Bode grafikuose vis dar buvo aptinkamas aiskiai
iSreikstas fazés minimumo taskas, kurio padétis per visa inkubacijos laikotarpj
pakito vos 7,5 Hz.
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3.26 pav. S100 baltymy poveikis dviejy faziy membranos integralumui. (A) Fazés
kampo  priklausomybés nuo  daznio (Bode)  grafikai, atspindintys

DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 membranos dielektriniy savybiy pokycius. Taskai
grafikuose zymi eksperimenty metu gautas vertes, linijos — bioinformatinés analizés
metu pritaikytus spektrus. (B) Membranos laidumo verciy pokyciai, apskaiciuoti
fazés minimumo taske. Statistinis reikSmingumas zymimas: * (p < 0,05), ** (p <
0,01). N.D. — verté nedetektuota.

EIS spektry bioinformatiné analizé atskleidé, kad dviejy faziy
membranose natiiraltis defektai pasiskirsté heterogeniskai. Be pagrindinio,
aiskiai iSreikSto, maksimumo defekty tankio pasiskirstymo kreivése buvo
identifikuota keletas papildomy (< 3), mazesnio tikimybés tankio, defekty
populiacijy (3.27 pav. A). Sis heterogeniskumas, tikétina, kyla dél faziy
atsiskyrimo membranoje, kur, Salia skystosios netvarkios fazés, egzistuoja ir
tvarkingesné, tankesnio lipidy susipakavimo, fazé [313]. Jdomu tai, kad
paveikus Sios kompozicijos membranas S100 Seimos baltymais, naujy defekty
populiacijy aptikta nebuvo, taciau buvo uZzfiksuotas laipsniskas Nz veréiy
augimas laike. Sis efektas buvo ypa¢ ryskus SI00A8 baltymo atveju. Pries
saveika su baltymu, membranos pavirSiuje dominavo trys pagrindinés defekty
populiacijos, kuriy tankis sieké mazdaug 0,003, 0,04 ir 0,3 um=. Po 4 val.
inkubacijos su S100AS, Sios vertés iSaugo iki 0,01, 0,2 ir 1,5 pm™, atitinkamai.
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Pazymétina, jog buvo detektuotas ir vidutinio defekty tankio ver¢iy augimas
laike — nuo 0,1 um (0 val.) iki 0,3 pm™ (4 val.) (3.27 pav. B). Vis délto,
S100A8 baltymo afiniSkumas dviejy faziy membranoms buvo mazesnis,
palyginti su anijoniniais dvisluoksniais, kuriuose vidutinis defekty tankis per
tg patj inkubacijos laikotarpj iSaugo iki 1,1 pm™. Galiausiai, SI00A9 baltymas
ir SI00A8/A9 kompleksas sukéelé gerokai mazesnius pokycius dviejy faziy
membranose — jy poveikis 1émé tik nedidelj vidutinio defekty tankio
padidéjima, kuris per 4 val. laikotarpj nevirSijo dviejy karty.

S100A9 S7100A8 S7100A8/A9
A 2.0 2.0 2.0 Laikas (val.):
) ) ) — 0
= 1.5 = 1.5 £ 1.5 — 05
s b} ] 2
8 8 8 — 4
D 1.0 2 1.0 D 1.0
> > >
E E E
= 0.5 = 0.5 = 0.5
= (= =
0.0 T T T T 1 0.0 0.0+
10 10 10 10° 10' 102 10 10 10° 10° 10' 102 10 10 10 10° 10' 102
Ngor (um?) Ngor (um™?) Ngor (um™?)
B 0.3 ~ S100A9
-e- S100A8
- -o- S100A8/A9

o
o
1

<Nge> (pm

Laikas (val.)
3.27 pav. S100 baltymy sukelty defekty pasiskirstymo dviejy faziy membranoje
jvertinimas. (A) Defekty tankio pasiskirstymo kreivés, gautos kompiuteriniu biidu
sumodeliavus 3.26 pav. nurodytus spektrus. Defekty tankio pasiskirstymai membrany
pavirsiuje buvo jvertinti prie§ poveikj nurodytais baltymais (zalia kreive), taip pat
pragjus 0,5 (meélyna), 2 (oranziné) ir 4 (raudona) val. po baltymy injekcijos.
(B) Vidutinio defekty tankio pokyc¢iai laike.

Suformavus ir atominés jégos mikroskopijos metodu vizualizavus
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1  kompozicijos lipidines membranas,
topografijos vaizduose galé¢jome aiSkiai iSskirti L, domenus, apsuptus Lq faze
(3.28 pav. A). Atlikus kiekybing¢ vaizdy analize nustatyta, jog susiformave L,
domenai yra 2,5 + 0,2 nm aukstesni nei juos supanti skystoji faze, o tai atitinka
literattiroje apraSyta auks¢io skirtumg tarp L, ir Lg faziy (2,4 = 0,3 nm)
analogiSkose sistemose [314]. Svarbu atkreipti démesj, jog AIM
vizualizacijos metu nustatytos vertés gali neatspindéti realaus aukscio
skirtumo tarp minéty faziy, kadangi jos gali biiti dalinai nulemtos ir matavimy
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artefakty. AJM matavimy metu skystoji fazé, dél didesnio elastingumo, gali
biti labiau suspaudziama nei L, domenai, kurie i$laiko savo storj, todél
fiksuojamas auksCio skirtumas gali buti didesnis, lyginant su realiomis
biologinémis sistemomis [315]. Be to, aukscio skirtumo padidé¢jimas gali bti
nulemtas ir elektrostatinés atostiimos tarp neigiamai jkrauty GM1 grupiy bei
silicio nitrido adatos pavirsiaus [316].

w

Aukstis (nm)
N

Aukstis (nm)

=]

(=]

l!) 1(‘]0 2l‘)0 31;0 4(‘)0 (I) 1(‘)0 2IIJO 3!'10 4(‘)0 (I) 1ll)0 2(‘)0 3(‘]0 4(‘)0 G(’l 1l‘)0 2(‘)0 3(’)0 4(‘)0
ligis (nm) ligis (nm) ligis (nm) ligis (nm)
3.28 pav. S100A9 saveika su dviejy faziy DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1
membrana. AJM vizualizacija atlikta prieS SI00A9 poveikj (A) ir praéjus 0,5 (B),
1 (C) bei 24 val. (D) po baltymo injekcijos. Vaizdy laukas 1 x 1 pm? Sritys,
praturtintos DOPC ir DOPE, formuoja L4 faze, o regionai, turtingi bSM, CHOL ir
GM1, sudaro L, fazg. Po vaizdais pateikti topografijos pjlviai, atitinkantys
horizontaliomis baltomis linijjomis pazymétas sritis. Matavimai atlikti PBS
buferiniame tirpale, 22 °C temperatiiroje, naudojant 5 uM baltymo koncentracija.
Paveikus lipidy plausty struktiiras imituojanc¢ias membranas S100A9
baltymu, buvo stebétas lateralinio faziy atsiskyrimo praradimas bei
laipsniskas L, domeny plon¢jimas (3.28 pav. B-D). Po 1 val. inkubacijos su
S100A9 baltymu, auksc¢io skirtumas tarp L, ir Lg faziy sumazéjo nuo 2,5 £
0,2 nm iki 1,5 + 0,2 nm, o pragjus 24 val., L, fazés regionuose buvo stebimos
1dubos, kuriy vidutinis gylis sieké 1,5 + 0,4 nm. Pirmaja inkubacijos valanda,
dél mazéjancio aukscio skirtumo tarp L, ir Lq faziy, buvo stebétas ir vidutinio
pavirsiaus SiurkStumo vertés sumazgjimas — nuo 0,91 nm (0 val.) iki 0,75 nm
(po 0,5 val.) (9 priedas). Vis délto, tolimesni membranos struktiiriniai
pokyciai, susij¢ su iduby formavimusi L, fazg¢je, [émé R, reikSmés padidéjima
iki 0,84 nm (po 2 val.). Be aiskiai nustatyty L, domeny storio pokyciy,
matavimy metu buvo stebéta ir Lq fazés morfologiné transformacija — prie$
poveikj baltymu buve homogeniski regionai tapo Siurkstesni, dél potencialaus
baltymo prisijungimo arba jo jsiterpimo metu sukeltos lipidy pertvarkos.
Lipidy plausty fragmentacijos reisSkinys yra taip pat apraSytas ir literattiroje,
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tiriant analogiSkos sudéties modeliniy membrany saveikg su a-Syn. Tokie
dvisluoksnio pertvarkymai buvo siejami su sutrikusiu signaly perdavimu
sinapseése, kadangi pazeidziama lipidy plaustuose lokalizuoty baltymy erdviné
organizacija, kuri yra bitina efektyviam nervinio signalo perdavimui [317].
Siame kontekste, stebétas lipidiniy membrany plonéjimas L, fazéje
gali biiti paaiskinamas analogisku mechanizmu, kaip ir BTLE sistemose (Zr.
3.3.3 skyrelj). Kaip ir BTLE atveju, miisy tirta, lipidy plaustus imituojanti,
membrana turéjo reikSmingg kieki DOPE (20 %), kuris, kaip Zinoma, maZina
lipidy susipakavimo efektyvumag ir gali palengvinti baltymo jsiterpimg i}
dvisluoksnj. Svarbu pabrézti, jog literatiiroje yra aprasyta SI00A9 baltymo
saveika su vienu i§ pagrindiniy lipidy plausty komponenty — GM1, iSryskinant
Sig sgveika kaip viena i§ galimy S100A9 neurotoksiSkumo mechanizmy [318].
Galima manyti, kad neigiama krtivj turintis glikolipidas GM1 lémé S100A9
preferencija skystajai tvarkingajai dvisluoksnio fazei, o baltymo jsiterpimas j
membrang sukélé lipidy molekuliy lateralinj iSsiplétima. Sia hipoteze
patvirtina ir tai, jog be L, domeny plongjimo, AJM topografijos vaizduose taip
pat buvo fiksuotas ir laipsniskas jy uzimamo pavirSiaus ploto augimas laikui
bégant (3.28 pav. A, B). Tikétina, kad L, domenams pleciantis, gretimy
fosfolipidiniy molekuliy, esanciy L4 fazéje, hidrofobinés angliavandeniliy
grandinés yra labiau suspaudziamos, dél to padidéja jy tvarkos laipsnis, o
aukscio skirtumai tarp L, ir Lg faziy tampa labiau iSreiksti (3.29 pav.).
Nepaisant to, kad dauguma tyrimy rodo PE dominavimg Ly fazéje [319],
manome, jog net ir nedidelé jo koncentracija L, regionuose galéjo turéti

lemiamos jtakos stebimiems membranos struktiiriniams poky¢iams.

“' glicerofosfolipidai CHOL i GM1

3.29 pav. Sitlomas S100A9 baltymo saveikos su lipidy plaustus imituojanc¢iomis
membranomis mechanizmas. S100A9 jsiterpia | dvisluoksnj ir sukelia lokalius
membranos storio sumazéjimus L, fazéje. Sie pokyéiai, galimai, susije su lipidy
molekuliy lateraliniu iSsiplétimu L, faz¢je. Dél L, fazés iSsiplétimo, aplinkinése Lqg
srityse esanciy lipidy angliavandenilinés grandinés tampa labiau suspaustos, taip
padidinant jy tvarkos laipsnj.
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Lateralinj faziy atsiskyrimg in vitro galime imituoti ir naudodami
maziau kompleksiskas sistemas. Vienas dazniausiai naudojamy tokiy sistemy
pavyzdziy — DOPC/DPPC membranos. Dél zenkliai besiskirianc¢iy DOPC
(=20 °C) ir DPPC (41 °C) fazinio virsmo temperatiiry, kambario
temperatiiroje Siai sistemai bidingas skystosios (Lg) ir gelinés (Lg) faziy
atsiskyrimas [320]. Dél Sios priezasties, suformuoty membrany AJM
topografijos vaizduose galime iSskirti gelinius DPPC domenus, apsuptus
skystosios DOPC fazés (3.30 pav. A). Vaizdy analizé atskleidé, kad Sie
domenai yra 1,0 £+ 0,3 nm aukstesni nei juos supanti skystoji faz¢é, o tai atitinka
literatiiroje pateikiamas Lg ir Lq faziy aukscio skirtumo vertes (1,4 +£0,3 nm)
[321]. Faziy atsiskyrimas matomas ir AJM fazés kanale, kur Lg domenai
vaizduojami kaip Sviesesnés sritys.

Paveikus §ia, dviejy faziy, membrang S100A9 baltymu, per 2 val.
inkubacijos laikotarpj akivaizdziy pavirSiaus defekty nenustatyta, taciau, kaip
ir DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 sistemy atveju, buvo pastebétas Zenklus
lateralinés lipidy organizacijos praradimas (3.30 pav. B-D). Vis délto, Sioje
sistemoje lipidy persitvarkymo mechanizmas skyrési.
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 modelyje buvo fiksuotas laipsniskas L,
domeny plon¢jimas, o DOPC/DPPC sistemoje dominavo gelinés fazés erozija
ir sotaus glicerofosfolipido DPPC difuzija j Lq sritj. Gelinés fazés erozija
prasidéjo nuo domeny krasty — viety, kuriose, dél storio neatitikimo tarp Lgir
Lq faziy, susidaro didZiausias ribinis jtempis. Sis ribinis jtempis yra laikomas
vienu pagrindiniy molekuliniy veiksniy, skatinanciy citolitiniy peptidy
lokalizacija faziy sandiiroje [322]. PanaSus efektas stebétas ir antibiotiko
azitromicino [323] ir ciklinio lipopeptido surfaktino [324] atvejais, kur $iy
molekuliy jsiterpimas faziy sandiiroje taip pat sukélé laipsniska Lg fazés
erozijg. Nors po 2 val. inkubacijos topografijos vaizde vis dar buvo matomi
nedideli fragmentai, savo auksc¢iu atitinkantys Lg faze (3.30 pav. D), dél
S100A9 sukeltos fragmentacijos ir padidéjusios auksCio variacijos buvo
uzfiksuotas vidutinio pavirSiaus SiurkStumo padidéjimas (R, = 0,46 nm —
0 val.; R, = 0,54 nm — 2 val.) (9 priedas). Visgi, nors morfologiniai pokyciai
yra akivaizdus, tiksliis molekuliniai mechanizmai, kuriais S100A9 baltymas
sukelia laipsniska gelinés fazés irimg, kol kas lieka iki galo nesuprasti.
Pazymétina, kad stebéti morfologijos pokyciai nesukélé reikSmingo
membranos integralumo praradimo, o kalceino islaisvinimo vertés i§ SI00A9
baltymo paveikty DOPC/DPPC liposomy per 4 val. laikotarpj nevirsijo 2 %
(14 priedas).
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3.30 pav. S100A9 baltymo sukeltas lateralinés lipidy organizacijos praradimas.
DOPC/DPPC lipidinés membranos AJM topografijos (virSutinés zonos) ir fazés
kanalo (apatinés zonos) vaizdai, gauti prie§ poveikj baltymu (A), taip pat praéjus
0,5 (B), 1 (C) ir 2 val. (D) po S100A9 injekcijos. DOPC praturtintos membranos sritys
pazymétos Lq, 0 DPPC turtingi regionai — Lg.

Apzvelgus S100 Seimos baltymy saveiky su dviejy faziy
membranomis rezultatus, galime teigti, jog S100A9 baltymas preferentiskai
saveikauja su L, arba Lg faziy domenais, sukeldamas lateralinés lipidy
organizacijos praradimg. Pazymétina, jog DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1
sistemy atveju, stebéti morfologijos pokyciai koreliavo su nezymiu
dvisluoksnio laidumo verciy padidéjimu. Tuo tarpu, vykstant Lg fazés erozijai,
membranos integralumo pokyc¢iai stebéti nebuvo. Vertéty atkreipti démes;,
kad nors EIS metodu ir buvo uzfiksuoti lipidy plaustus imituojanciy
membrany dielektriniy savybiy pokyciai po poveikio SI00AS ir ST00A8/A9,
Siy sistemy sgveika su minétais baltymais AJM metodu tirta nebuvo.

3.3.7. Membrany nanomechaniniy savybiy jvertinimas

Siekiant nustatyti ar S100A9 baltymu paveiktos ir nepaveiktos
lipidinés membranos pasiZymi vienodomis nanomechaninémis savybémis,
buvo apskaiciuojamas Jungo modulis. Kuo $i verté yra didesné, tuo tiriamasis
méginys yra standesnis. Nustatyta, jog baltymu nepaveiktos membranos,
priklausomai nuo lipidinés kompozicijos, pasizyméjo jvairiomis Jungo
modulio vertémis, svyruojan¢iomis nuo 5,0 + 1,5 MPa (DOPC/DOPS) iki
24,4 £ 2.4 MPa (DOPC/DPPC Lg fazéje) (3.3 lentelé). Pazymétina, jog Jungo
modulio vertés priklauso nuo jvairiy eksperimentiniy parametry, jskaitant
tirpalo jonine jéga, mikrokantileverio lankstumo konstanta, adatos storj,
zondo nuleidimo greitj bei jéga, veikiancig tarp méginio ir adatos matavimo
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metu [325,326]. Todél ne visuomet tikslu lyginti gautas vertes su literatiiroje
pateikiamomis vertémis bei reikéty vertinti tik bendrus duomeny kitimo
désningumus.

3.3 lentelé. Membranos nanomechaniniy savybiy jvertinimas AJM metodu. Lenteléje

pateiktos jvairiy lipidiniy kompozicijy membrany Jungo modulio (E) vertés prie§
poveikij baltymu ir pragjus 30 min. po S100A9 injekcijos.

Kompozicija E (MPa) Esi00a9 (MPa)
DOPC/CHOL 17,7+3,7 11,3+£39
DOPC/DOPS 50+1,5 3,0+0,6
BTLE 11,5+45 7,8+3,0
12,5+ 3,0 (Lq) 12,5+ 3,3 (Lq)
DOPC/DPP
OPC/DPPC 24,4 +24 (Lp) 22,8+2,7 (Lp)

Paveikus visy tirty lipidiniy kompozicijy membranas S100A9
baltymu, po mazdaug 30 min. inkubacijos, buvo stebimas Jungo modulio
veréiy sumaz¢jimas, siekiantis iki 40 %. Membranos standumo verciy
poky¢iai nebuvo detektuoti tik DOPC/DPPC dvisluoksniy Lq fazéje, taip dar
karta patvirtinant baltymo preferencija Lg biisenai. Literatiiroje, Jungo
modulio veréiy sumazéjimas yra stebimas paveikus lipidy dvisluoksnius AP
bei kitais, amiloidinémis savybémis pasizyminéiais, baltymais [327]. Sie
membranos standumo pokyciai yra aiSkinami sumaZzéjusiu lipidy
susipakavimo efektyvumu, kurj sukelia baltymy jsiterpimas | lipidy
dvisluoksnj [328]. Taigi, gauti duomenys galéty patvirtinti miisy anksciau
iSkelta hipoteze, teigiancia, jog S100A9 baltymo sukelti dvisluoksnio
morfologijos pokyc€iai yra bent i§ dalies salygoti baltymo jsiterpimo i
membrang.

3.3.8. Kalcio jony jtaka baltymo-lipido sgveikai

Ankstesni tyrimai parodé, kad kalcio jony prisijungimas sukelia
konformacinius S100 Seimos nariy pokyc¢ius — §io proceso metu atsiveria
hidrofobin¢ kiSené, galinti skatinti baltymy saveika su lipidy dvisluoksniais
[329]. Siy katijony prisijungimo sukeliami baltymy struktiiriniai poky¢iai
buvo stebimi ir miisy eksperimentinémis salygomis. Vis délto, svarbu
paminéti, jog misy tyrimy metu, vykstant Ca** jony prisijungimui, aromatiné
triptofano Soniné grupé buvo paslépta S100A8 hidrofobinéje Serdyje (Zr. 3.1.2
skyrelj), o stebéti konformacijos pokyc¢iai sulétino baltymo agregacijos
procesus (Zr. 3.2.2 skyrelj).
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Siekdami jvertinti kalcio jony poveikj miisy tiriamy S100 baltymy
sukeltos membranos pazaidos laipsniui, eksperimentuose pasirinkome
fiziologiSkai aktualias Ca®* koncentracijas, imituojancias tiek vidulgsteling
(100 nM), tiek uzlgsteling (1 mM) terpes. Rezultatai parodé, kad esant
aukStesnéms Ca’>" jony koncentracijoms (1 mM), S100A9, S100AS8 ir
S100A8/A9 sukeliama lipidiniy membrany pazaida 4 val. bégyje yra visiskai
slopinama (3.31 pav. A-C). Per §j inkubacijos laikotarpi miisy tirtose
sistemose statistiSkai reikSmingy dielektriniy savybiy pokyciy uzfiksuota
nebuvo. Taciau po 24 val., SI00A9 baltymas reikSmingai pazeidé sudétyje
DOPS turin¢ias membranas, o dél itin didelio pazaidos masto, Sios
kompozicijos lipidy dvisluoksnio dielektriniy savybiy patikimai jvertinti EIS
metodu jau nebuvo jmanoma. Po 24 val. inkubacijos statistiskai reik§mingi
dielektriniy savybiy pokycCiai buvo stebimi ir BTLE kompozicijos
membranose, paveiktose S100A8 baltymu. Siuo atveju Yimin verté padidéjo
beveik du kartus, taciau, kai inkubacija buvo atlickama be kalcio jony, §is
pokytis sieké 3,6 karto (Zr. 3.3.3 skyrelj). Be to, inkubuojant SI00A8 su
DOPS praturtintu dvisluoksniu, Ymin reikSmé per atitinkama matavimo
laikotarpj padidéjo beveik 6 kartus, nors §is skirtumas ir nebuvo statistiskai
reikSmingas. Galiausiai, tiriant SI00A8/A9 saveika su skirtingy kompozicijy
lipidinémis membranomis Ca*" jony aplinkoje, net po 24 val. inkubacijos
statistiSkai reikSmingy dvisluosknio laidumo poky¢iy nustatyta nebuvo.

Nustatyta, jog dvivalenciai katijonai pasizymi stipriu afiniSkumu
neigiama kriivj turindioms lipidinéms membranoms. Siy saveiky metu
padidéja membranos standumas ir lipidy susipakavimo efektyvumas
[330,331], keiciasi hidrofiliniy galvuciy konformacija, didéja hidrofobiniy
uodegeliy tvarkos laipsnis [332], taip pat, sumazéja lipidy dvisluoksnio
hidratacija bei yra neutralizuojamas pavirSiaus kriivis [333]. Dél minéty
efekty, tikétina, jog stebimas membranos pazaidos slopinimas Ca?" jony
aplinkoje yra susijgs ne su paties baltymo konformacijos, taciau su lipidy
dvisluoksnio ~struktiiriniais, pokyéiais. Si hipotezé buvo patvirtinta
jzvalgomis, gautomis tiriant SI00A8 sgveika su anijonine membrana Mg**
aplinkoje: nors Mg?* katijonai nulemia tik minimalius baltymo strukttirinius
poky¢ius (Zr. 3.1.2 skyreli), jy buvimas terpéje pilnai slopino dvisluoksnio
pazaidy atsiradima (3.31 pav. D). Pazymétina, kad miisy tyrimuose naudota
Mg** jony koncentracija (1 mM) atitinka fiziologines laisvojo magnio
koncentracijas, randamas tiek uzlgstelingje, tiek vidulastelingje terpése [334].
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3.31 pav. S100 baltymy sagveika su lipidinémis membranomis dvivalenéiy katijony
aplinkoje. Laidumo vertés, nustatytos membranas inkubuojant su S100A9 (A),
S100A8 (B) ir SI00A8/A9 (C) Ca2* jony (1 mM) aplinkoje. (D) S100A8 sukeliami
membranos dielektriniy savybiy poky¢iai aplinkoje esant 100 nM Ca>" arba 1 mM
Mg?*. Matavimai atlikti HEPES buferiniame tirpale, 22 °C, naudojant 10 uM baltymy
koncentracijas. DOPS 30 % zymi DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipiding
kompozicija, DOPG 30 % — DOPC/DOPE/DOPG/CHOL (2/3/3/2). Statistinis
reik§mingumas Zymimas: * (p < 0,05), *** (p <0,001). N.D. — verté nedetektuota.
Svarbu paZzyméti, kad sumazinus Ca*" jony koncentracijg iki 100 nM,
S100A8 sukeliama membranos pazaida buvo tik i§ dalies slopinama. Per 4 val.
inkubacija anijoninio, DOPS turincio, lipidinio dvisluoksnio laidumo verté
padidéjo 35 kartus (3.31 pav. D), t. y. mazdaug tris kartus maziau nei
sistemoje be kalcio jony (Zr. 3.16 pav.). Atsizvelgiant | tai, kad S100AS8
baltymo struktiiroje esanciy dviejy EF-rankos motyvy afiniskumas kalcio
jonams yra 10-50 puM ir 200-500 uM [335], terpéje su 100 nM Ca**
koncentracija, baltymas i$licka apo formoje. Tai dar kartg patvirtina hipotezg,
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jog S100 baltymy sukeliamos membranos pazaidos slopinimas pirmiausia yra
nulemtas kalcio jony sukelty lipidinio dvisluoksnio struktiiriniy, o ne
tiesioginiy baltymo konformacijos, pokyciy. Vis délto galimybés, kad
stebimas slopinimo efektas bent i§ dalies priklauso ir nuo kalcio poveikio
baltymo struktirai, visiSkai atmesti nereikéty. Nors didziausias S100 baltymy
sukeltos membranos pazaidos mastas yra stebimas esant zemai, vidulgstelinei
erdvei budingai, kalcio jony koncentracijai, galima manyti, jog sutrikusi
kalcio homeostazé neurodegeneraciniy ligy metu [336] galéty sudaryti salygas
$iy baltymy lemiamai dvisluoksnio pazaidai ir uzlgstelinéje aplinkoje. Svarbu
pazyméti, kad tiesioginis rySys tarp kalcio lygio ir neurodegeneracijos buvo
siilomas ir anksCiau, remiantis stebéjimais, jog padidéjusi kalcio jony
koncentracija serume gali sumazinti Alzheimerio ligos rizika [337].

3.4 Apibendrinimas

Neurouzdegimas yra laikomas vienu pagrindiniy veiksniy, lemianciy
neurodegeneraciniy sutrikimy vystymasi [4]. Nepaisant to, jog ankstesni
tyrimai  pabrézé¢ prouzdegiminiy S100 Seimos baltymy svarba
neurodegeneraciniy ligy progresijoje [71], plazminés membranos vaidmuo
$iame procese vis dar lieka iki galo nenustatytas. Siame darbe, jvertine
S100A8, S100A9 ir jy formuojamo heterokomplekso (S100A8/A9) saveika
su jvairios sudéties dirbtinémis membranomis, nustatéme, jog baltymy
sukeltos dvisluoksnio pazaidos laipsnis priklauso tiek nuo lipidinés
kompozicijos, tick nuo poveikio trukmés. Pazymétina, jog misy tirty baltymy
atvejais, didziausias membranos pazaidos mastas buvo fiksuotas anijoninése,
DOPS praturtintose, membranose. Nustatyta, jog efektyviausiai minétos
kompozicijos membranas pazeidé S100A8 baltymas, o silpniausias efektas
buvo stebimas vykstant dvisluoksnio sgveikai su SI00A9 baltymu. Tikétina,
kad rySkus S100A8 afiniSkumas anijoniniams lipidams yra susijes su jo
struktiirinémis savybémis: bioinformatinés analizés metu nustatyta potenciali
transmembraning Sio baltymo sritis pasiZzymi teigiamu kriiviu, prieSingai nei
S100A9 baltymo atveju, kur §i sritis buvo jkrauta neigiamai. Verta paminéti,
kad S100AS8 baltymo afiniSkumas pasireiské ne tik anijoniniams lipidy
dvisluoksniams, bet ir neigiamai jkrautiems pavirSiams. Tai didino lokalig
baltymo koncentracija substrato ir skys¢io sglyCio riboje bei spartino
agregacijos procesus.

Tyrimy metu nustatyta itin ry$ki DOPS praturtinty membrany pazaida
S100A8 ir SI00A9 baltymais leidzia manyti, kad Sis anijoninis fosfolipidas
galéty atlikti svarby vaidmenj reguliuojant minéty baltymy funkcionaluma
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tiek fiziologinémis, tiek patologinémis sglygomis. PS yra vienas pagrindiniy
anijoniniy fosfolipidy eukariotiniy lgsteliy plazmin¢je membranoje, o
smegenyse, priklausomai nuo regiono, jo kiekis gali siekti net iki 21 % visy
lipidy masés [338]. PS metabolizmo poky¢iai yra siejami su jvairiomis
centrinés nervy sistemos ligomis, ta¢iau duomenys iSlieka kontraversiski: kai
kurie tyrimai rodo, kad neurodegeneracinémis ligomis serganciy pacienty
smegenyse PS kiekis sumazéja, o kiti teigia, kad jis padidéja arba lieka
nepakitgs [302]. Pazymétina, kad fiziologinémis salygomis PS daugiausia
lokalizuojasi vidinéje, t. y. citoplazmingje, plazminés membranos puséje.
Taciau, esant neurouzdegimui ar oksidaciniam stresui, PS gali bati
perneSamas | iSorinj membranos sluoksnj, tokiu biidu signalizuodamas apie
lasteliy apoptoze — vieng i§ neurodegeneracijos pozymiy [339].

Atsizvelgiant | tai, kad S100A8 ir S100A9 baltymy sekrecijos
mechanizmai vis dar néra iki galo suprasti, galima manyti, jog lipidy pertvarka
ir PS pernasa ] iSorinj membranos sluoksnj galéty palengvinti $iy baltymy
i8skyrima j uzlgsteling terpe. Analogiski mechanizmai yra stebimi ir kity, PS
risan¢iy baltymy, pavyzdziui, aneksino V, atveju [340]. Manome, jog $i
pernaSa galéty vykti tiek tiesiogiai, kai S100 baltymai jungiasi prie PS, tiek
netiesiogiai, per tarping sgveika su prie PS prijungtu aneksinu V. PaZzymétina,
kad S100A9 baltymo saveika su aneksinu V jau yra aprasyta literaturoje [341].
Tokiu biidu, nuo PS priklausoma baltymy pernaSa galéty prisidéti prie
S100A8 ir SI00A9 kaupimosi ir agregacijos uzlgstelinéje erdvéje — reiskinio,
daznai stebimo neurodegeneraciniy procesy metu [114]. Verta paminéti, jog
tik nedidele S100AS8 ir S100A9 dalis yra i$skiriama neurony, daugiausia Sie
baltymai yra sekretuojami imuniniy lgsteliy, jskaitant makrofagus, monocitus
ir neutrofilus [12]. Taigi, neurouzdegimo salygomis, padidéjusi Siy baltymy
sekrecija 1§ imuniniy lasteliy [342] galéty sukelti neurony plazminés
membranos pazeidimus, ypac kai PS yra lokalizuotas iSoriniame membranos
monosluoksnyje (3.32 pav.).

Svarbu pazyméti, kad PS taip pat gausiai randamas ir uZzlgsteliniy
piisleliy membranos iSoriniame sluoksnyje. Sios piislelés atlieka reik§minga
vaidmen] perneSant amiloidinius baltymus tarp skirtingy smegeny regiony
[343]. Tyrimai rodo, kad S100AS8 baltymas gali skatinti Ap agregacija biitent
uzlgstelinése puslelése [344]. Tikétina, jog S100A8 afiniSkumas PS
molekuléms piisleliy pavirSiuje yra svarbus $io proceso veiksnys. Susidare A
agregatai savo ruoztu gali toliau inicijuoti plazminés membranos pazaidas
[162] ir taip prisidéti prie neurodegeneracijos progresijos.
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3.32 pav. Siilomas S100 baltymy vaidmuo neurodegeneracijoje. S100AS8 ir
S100A8/A9, isskiriami imuniniy lasteliy, gali tiesiogiai sgveikauti su fosfatidilserino
turiniomis membranomis ir pazeisti jas detergento mechanizmu. S100A8 gali
saveikauti su uzlgstelinémis puslelémis, skatindamas amiloidiniy baltymy agregacija
jy viduje. S100A8 sgveika su anijoninémis membranomis skatina §io baltymo
agregacijos procesus. S100 Seimos baltymai gali koagreguoti ir su kitais amiloidiniais
baltymais, taip prisidédami prie citotoksiSky amiloidiniy dariniy susidarymo. Aptarti
mechanizmai lemia lIgsteliy zitj, pakartoting imuniniy lasteliy aktyvacijg ir tolesng
S100 baltymy sekrecija.

Siame darbe, jverting S100A8 ir S100A8/A9 sgveikos su
anijoninémis lipidinémis membranomis mechanizmus, nustatéme, kad Sie
baltymai gali sukelti lipidy molekuliy istraukimg i§ dvisluoksnio — procesa,
biidingg vadinamajam detergento efektui [296]. Svarbu paminéti, jog
remiantis ThT fluorescencijos intensyvumo duomenimis, anijoninés
membranos spartino S100A8 bei SI00A8/A9 agregacija. Siuo atveju galime
spekuliuoti, jog prieS jvykstant dvisluoksnio fragmentacijai detergento
mechanizmu, membrana veikia kaip Kkatalizatorius — didindama lokalig
baltymo koncentracijg savo pavirsiuje, ji sudaro palankias sglygas potencialiai
neurotoksisky agregaty susidarymui. Nustatyta, jog susiformave S100 Seimos
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baltymy agregatai gali funkcionuoti kaip platforma, skatinanti ir Kkity
amiloidiniy baltymy, tokiy kaip AP ar a-Syn, agregacija [105,110,114]. Kaip
minéta anksciau, Sios susiformavusios amiloidiniy baltymy sankaupos galéty
toliau inicijuoti Igstelés plazminés membranos pazaidas bei sukelti neurony
zutj. Be to, nustatyta, jog neurony Zzitis gali aktyvuoti prouzdegiminiy
baltymy, jskaitant S100 Seimos narius, raiSkg bei sekrecijg i uzlasteline terpe
[53]. Visi sie jvykiai sudaro grjztamojo rySio reakcija, kuri, tikétina, palaiko
létinj neurouzdegima ir skatina neurodegeneraciniy ligy progresija.
Nepaisant to, jog S100A9 baltymui sgveikaujant su anijoninémis
membranomis buvo uzfiksuoti ryskis jy dielektriniy savybiy pokyc¢iai, AIM
vizualizacijos metu Sios kompozicijos lipidy dvisluoksniuose defekty
atsiradimas stebimas nebuvo. Vietoje to, ant membranos pavirS§iaus buvo
fiksuotas globuliniy oligomery susidarymas. Verta paminéti, jog rySkiausi
morfologijos pokyciai buvo stebimi kiaulés smegeny lipidy ekstrakto
membranose — paveikus jas S100A9 baltymu, buvo fiksuoti lokaliis lipidy
dvisluoksnio storio sumaz¢jimai. Pazymeétina, jog analogiskas lipidy
dvisluoksnio plonéjimo efektas buvo stebimas ir SI00A9 baltymu paveikus
dviejy faziy membrana, savo sudétimi imituojancia lipidy plausty struktiras.
PrieSingai, tyrinéjant geliniais domenais praturtinta lipiding sistema
(DOPC/DPPC), dvisluoksnio plonéjimo efektas stebétas nebuvo, taciau buvo
fiksuota laipsniska Ly fazés domeny erozija laikui bégant. Remiantis gautais
duomenimis, galima teigti, kad S100A9 baltymas nesgveikauja su lipidinémis
membranomis vienodu ar universaliu mechanizmu — prieSingai, jo veikimo
pobudis ir dvisluoksnio pazaidos mastas priklauso nuo daugelio veiksniy,
jskaitant membranos pavirSiaus kriivj, fazing biiseng bei molekulinés tvarkos
laipsnj. Sie rezultatai leido iSskirti tris potencialius S100A9 baltymo
neurotoksiSkumo mechanizmus: /. kaupimasis ant neigiamg kriivj turinéiy
membrany pavirSiaus, vykstant daliniam jsiterpimui ] dvisluoksnj;
1I. lateralinio faziy atsiskyrimo ir lipidy domeny architektiiros sutrikdymas bei
I11. lipidinio dvisluoksnio plonéjimas. Atsizvelgiant j lipidy plausty svarbag
sinapsiy formacijoje, S100A9 baltymo inicijuota lipidy nanodomeny
pertvarka galéty sutrikdyti efektyvy nervinio signalo perdavima, taip sukeliant
atminties sutrikimus ir neurodegeneraciniy ligy progresijg [345].
Apibendrinant, Siame darbe, pasitelkdami elektrocheminius,
mikroskopijos ir fluorescencinés spektroskopijos metodus, nustatéme galimus
S100A8, S100A9 ir jy formuojamo heterokomplekso saveiky su neurony
plazming membrang imituojanciais lipidy dvisluoksniais mechanizmus.
Idomu tai, kad, nepaisant struktiirinio $iy baltymy panasumo, jie pasizymi
skirtingais sgveiky su membranomis ypatumais. Vis délto, SI00AS ir ST00A9
néra vieninteliai smegenyse aptinkami baltymai, galintys sgveikauti su
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lipidinémis membranomis. Lieka nenustatyta, ar Sie S100 Seimos nariai
konkuruoja su kitais amiloidiniais baltymais dél prisijungimo prie membranos
sricly, ar veikia sinergiSkai, taip dar labiau skatinant membranos
destabilizacija ir neurodegeneracijos progresijg. Siekiant tai iSsiaiskinti,
bitina strukttriskai istirti SIO0A8 ir SIO0A9 su membranomis formuojamus
kompleksus bei identifikuoti specifines baltymy sritis ir lipidinius
komponentus, dalyvaujancius darbe aptartose sgveikose. Be to, svarbu
pvertinti, ar S100A8 bei S100A9 gali pazeisti ir vidulasteliniy organeliy
membrany integralumag ir kaip skirtingy endomembrany sudétis reguliuoja Siy
baltymy agregacija. Pazymétina, jog nors in vitro tyrimai suteikia vertinga
pagrinda S100 baltymy saveiky su membranomis analizei, Siame darbe
taikytos modelinés sistemos neatspindi kompleksiskos lgstelés plazminés
membranos prigimties. Todél vienu svarbiausiy ateities tyrimy uzdaviniy
iSlicka iSsiaiSkinti S$iy baltymy poveikj nerviniy lgsteliy membrany
integralumui. Tikimés, kad Siame darbe pristatyti rezultatai paskatins
tolimesnius tyrimus, padés geriau suprasti uzdegimo ir neurodegeneracijos
sgsajas bei atvers galimybes kurti naujas diagnostikos ir terapijos strategijas.
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ISVADOS

S100A9 baltymas pasizymi amiloidinémis savybémis ir formuoja -
klostémis praturtintas fibrilines struktiras, o SI100A8 sudaro
oligomerinius arba netaisyklingos struktiros darinius. Tuo tarpu
S100A8/A9 issiskiria dideliu struktiriniu stabilumu ir mazu polinkiu
agreguoti. Kalcio jony prisijungimas slopina S100A8 ir ST00A9 baltymy
agregacija.

Artimas kontaktas su lipidinémis membranomis daro jtakg S100AS8 ir
S100A9 baltymy agregacijos procesams. Kiaulés smegeny lipidy
ekstrakto sudéties membranos skatina S100A9, taciau slopina S100A8
baltymo agregacijag. Tuo tarpu anijoninés, sudétyje 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serino turin¢ios, membranos slopina SI00A9 ir skatina
S100AS8 agregaty formavimasi.

S100A8 baltymo ir S100A8/A9 komplekso saveika su dirbtinémis
lipidinémis membranomis yra lipidy kriiviui specifiné. Tikétina, jog
S100A8 ir ST00A8/A9 elektrostatiskai saveikauja 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfo-L-serinu ir, veikdami detergento mechanizmu, iStraukia lipidus i§
membranos aplinkos.

S100A9 baltymo jsiterpimas i membrang lemia lipidy molekuliy lateralinj
i8siplétimg ir lipidy dvisluoksnio mechaninio standumo sumazéjimg iki
40 %. Sie struktiiriniai poky¢iai pasireiskia lokaliais membranos storio
sumazgéjimais, siekianciais iki 2 nm.
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PRIEDAI

1 priedas. Paveiksle pateiktos reprezentatyvios jégos kreivés, naudotos
tarpmolekuliniy sgveiky tarp SI00A8 ir SI00A9 baltymy jvertinimui. AJM
zondy funkcionalizavimui naudota placiai taikoma glutaraldehido strategija.
Tarpmolekuliniy saveiky stiprumas buvo jvertintas pagal adhezijos jéga,
reikalingg jungciai, susidariusiai adatos nuleidimo ciklo metu, nutraukti.
Nustatyta, jog stipriausiomis tarpmolekulinémis sgveikomis pasizymeéjo
S100A8/A9 baltymy heterokompleksas.
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2 priedas. S100A9 agregacijos priklausomybé nuo baltymo koncentracijos.
S100A9 agregacijos kinetika buvo tiriama matuojant Tioflavino T
fluorescencijos intensyvuma. Inkubacija vyko PBS buferiniame tirpale (pH =
7,2) 24 val. 37 °C, naudojant 25, 50 arba 100 uM S100A9 koncentracijas.
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3 priedas. Lipidy jtakos S100 baltymy agregacijai tyrimas. Paveiksle
pateikiamos S100A9 (A), S100A8 (B) ir S100A8/A9 (C) agregacijos
kinetikos kreivés, gautos matuojant Tioflavino T fluorescencijos intensyvuma
laike. Baltymy agregacijos kinetika buvo tiriama tirpale be liposomy (zalia
kreivé) ir esant jvairiy lipidiniy = kompozicijy  liposomoms:
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1  (purpuriné), DOPC/CHOL (oranziné),
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (DOPS 30 %, raudona), BTLE (mélyna),
DOPC/DPPC (pilka), DOPC/DOPS (ruda). Agregacijos tyrimai buvo atlikti
HEPES buferiniame tirpale (pH = 7,4) (S100A9 atveju — PBS buferiniame
tirpale (pH = 7,2)), 37 °C temperaturoje, naudojant 50 uM baltymy ir 500 uM
lipidy koncentracijas.
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4 priedas. Liposomy stabilumo laike jvertinimas. Liposomy inkubacija buvo
atlikta 37 °C temperatiroje, 72 val. Kas 24 wval. laikotarpj, liposomy
hidrodinaminis skersmuo buvo jvertinamas dinaminés Sviesos sklaidos metu.

Kompozicija Skersmuo (nm)

0 val. 24 val. 48 val. 72 val.
BTLE 127,4+£30,2 | 133,2+£22,0 | 1342+17,0 | 131,6 £31,0
DOPC/CHOL 133,8+21,0 | 139,0£26,4 | 139,6+29,8 | 139,2+3,6
DOPC/DOPS 1234+174 | 127,6 18,6 | 128,6+9.2 127,8 £ 28,4
DOPC/DPPC 13924122 | 1752+36,4 | 171,8+40,2 | 179,6 + 40,2
DOPC/DOPE/
bSM/CHOL/GMI 127,0+£12,2 | 127,2+£17,0 | 129,6 £20,0 | 127,04 14,8

5 priedas. Savaiminis kalceino iSlaisvinimas (%) i§ kontroliniy liposomy.
Lygiagreciai kalceino iSlaisvinimo i§ S100 baltymais paveikty liposomy
matavimy, buvo registruojama ir savaiminio dazo islaisvinimo i$ kontroliniy
LUV kinetika. Paveiksle pateiktos suvidurkintos (n = 4) dazo islaisvinimo i§
kontroliniy LUV vertés, jvertintos 0,5, 2 ir 4 inkubacijos valandas. Liposomy
inkubacija buvo atlikta 22 °C (S100A9 tyrimai) arba 37 “C (S100A8 tyrimai)
temperatiiroje, tarp matavimy méginius maisant 400 aps./min. greiciu.

Kalceino iSlaisvinimas (%)
Kompozicija
0,5 val. 2 val. 4 val.
o | BTLE 3,5+0,5 8,9+0,7 11,7+0,5
% S DOPC/CHOL (6/4) 14,1 +£3,0 19,1+£3,6 19,8 £3,5
% 'g DOPC/DOPS (6/4) 122+1,2 32,004 | 48,8+1,8
2 | DOPC/DPPC (6/4) 14,7+1,3 30,0£0,9 | 37,5+1,5
BTLE 7,8+2,4 12,4+0,1 129+1,5
DOPC/CHOL (6/4) 5,1+£04 84+1,3 85+1,3
O | DOPC/DOPE/DOPS/CHOL
Z‘; (2/3/3/2)— DOPS 30 % 10,9+ 1,4 9,9+1,6 112+1,7
— | DOPC/DOPE/DOPS/CHOL
§ (3/3/2/2) — DOPS 20 % 7,9+3,8 11,1 +£3,2 134+1,4
s DOPC/DOPE/DOPS/CHOL
>
% (4/3/1/2)— DOPS 10 % 16,1 +6,5 17,1 £4,7 16,7+ 4,5
S DOPC/DOPE/DOPS/CHOL
= | (45/3/0.5/2) - DOPS 5 % 3024 | 4721 | 9213
DOPC/DOPE/CHOL (5/3/2) 1,0+£0,7 8,1+14 9,6 2,9
DOPC/DOPE/DOPG/CHOL
(2/3/3/2) — DOPG 30 % 6,0+0,7 13,9+4,8 12,3+4.4
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6 priedas. Prikabinty dvisluoksniy lipidiniy membrany stabilumas laike,
jvertintas naudojant elektrocheminio impedanso spektroskopijos metoda.
Paveiksle pavaizduoti fazés kampo priklausomybés nuo daznio (Bode)
grafikai, atspindintys skirtingy kompozicijy lipidiniy membrany dielektriniy
savybiy pokycius. Membrany dielektrinés savybés buvo jvertintos 0 (Zalia
kreive), 0,5 (mélyna), 2 (oranzing), 4 (raudona) ir 24 (tamsiai raudona)
inkubacijos valandas.
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7 priedas. Kiaulés smegeny lipidy ekstrakto pagrindu suformuotos
membranos storio ir pralauzimo jégos jvertinimas. Membranos storis buvo
vertinamas dviem alternatyviais metodais: /. suformavus nepilnai iSlieta
dvisluoksnj ir matuojant auk$cio skirtumag tarp membranos ir substrato
pavirsiy (A, B); II. esant homogeniskam lipidy dvisluoksniui, storis buvo
nustatomas pagal jégos kreives (C, D). Remiantis aukscio skirtumu, nustatytas
BTLE dvisluoksnio storis sieké 5,3 + 0,1 nm, o pagal jégos kreiviy
duomenis — 5,2 £+ 0,9 nm. Nustatyta BTLE membranos pralauzimo jéga sieké
1,7 nN.
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8 priedas. S100A9 saveika su ant kieto pavirSiaus suformuotu BTLE
kompozicijos lipidy dvisluoksniu. (A) Ant zérucio pavirSiaus suformuotos
BTLE dvisluoksnés membranos vaizdas (plotas 3 % 3 um?). Paveiksluose
matomi iSkylimai atitinka nepilnai ant ZéruCio pavirSiaus iSsiliejusias
liposomas; (B) — membrana po saly¢€io su 5 uM S100A9 baltymu; (C) —
iSdidintas (B) dalyje kvadratu pazyméto ploto vaizdas (plotas 1 x 1 pm?);
(D) — aukscio profilis, iSmatuotas iSilgai (C) dalyje pazymétos atkarpos.

S nm

600nm
)

Aukstis (nm)

0 200 400 600
ligis (nm)
9 priedas. Vidutinio pavirSiaus Siurkstumo (R.) vertés, apskai¢iuotos i§ AJM
topografijos vaizdy, gauty pries (0 val.) ir po poveikio S100A9 baltymu (0,5
ir 2 val. po baltymo injekcijos). Skaic¢iavimai atlikti NanoScope Analysis
(Bruker) programine jranga (versija 1.4), naudojant funkcija ,,Roughness®.

Kompozicija Laikas (val.) Ra (nm)
DOPC/CHOL 0 0,35
0,5 -
2 0,35
DOPC/DOPS 0 0,38
0,5 -
2 0,40
DOPC/DPPC 0 0,46
0,5 0,47
2 0,54
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 0 0,91
0,5 0,75
2 0,84
BTLE 0 0,33
0,5 0,34
2 0,62
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10 priedas. S100A8 baltymo sankaupos ant zZérucio pavirSiaus, vizualizuotos
greitaeigés atominés jégos mikroskopijos metodu. (A) dalyje pateikiama ant
substrato pavirSiaus adsorbuoty dariniy morfologija, (B) dalyje pateikiamos
Siy dariniy aukscio vertés. Eksperimentas atliktas HEPES buferiniame tirpale
(pH = 7,4), 22 °C temperatiiroje, naudojant 10 pM SI100A8 baltymo
koncentracija.

11 priedas. S100A8 baltymo sukelty defekty anijoninéje membranoje
charakterizacija. Lentel¢je pateikti DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2)
dvisluoksnyje esanciy defekty spinduliai pries baltymo poveikj (ro) ir ST00A8
sukelty defekty dydziy pokyciai laike. Nustatyta, kad pradinis S100A8 sukelty
defekty spindulys sieké 25,9 £ 3,9 nm (n = 9). Dydzio jvertinimui naudotos
tik vertés, nustatytos pradiniu defekty susidarymo momentu (paZymétos
paryskintu Sriftu).

Defekto | 1omin / nm AT3 min - 0 min / DM Ar12 min— 3 min/ DM
Nr.

1 27,5 11,2 25,7
2 243 52 10,4
3 24,2 9,1 15,2
4 24,1 9.1 9.9
5 - 25,7 14,2
6 - 24,2 15,0
7 - 24,4 353
8 - 21,0 19,3
9 - - 32,7
10 - - 23,5
11 - - 24,9
12 - - 32,1
13 - - 24,8
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12 priedas. SI00A8 baltymo sukelty defekty membranoje charakterizacija.
Lentelgje pateikti DOPC/DOPE/DOPS/CHOL dvisluoksnyje esanciy defekty
gyliai prie§ baltymo poveikj (ho) ir ST00A8 sukelty defekty gylio pokyciai
laikui bégant. Nustatyta, kad pradinis S100AS8 sukelty defekty gylis sieké
0,9 £ 0,3 nm (n=9). Gylio jvertinimui naudotos tik vertés, nustatytos pradiniu
defekty susidarymo momentu (pazymétos paryskintu Sriftu).

Defekto | homin / nm Ah3 min— 0 min / NM Ah12 min - 3min / M
Nr.

1 0,9 1,2 0
2 0,8 0,7 0,2
3 0,8 0,5 0,8
4 1,4 0,8 0

5 - 0,8 1,0
6 - 0,7 0,9
7 - 1,0 0,8
8 - 0,6 1,5
9 - - 1,6
10 - - 0,7
11 - - 0,9
12 - - 1,2
13 - - 0,8

Svarbu pazymeéti, kad matavimy metu naudoto AJM zondo spindulys
sieké 24 nm, todél defektai, mazesni uz $ig verte, charakterizuoti nebuvo.

13 priedas. SI00A8 poveikis anijoniniy liposomy integralumui. Liposomy,
kuriy sudétyje buvo 20 % arba 30 % DOPS, integralumo poky¢iai po sgveikos
su S100A8 buvo vertinti kalceino iSlaisvinimo metodu. Eksperimentas buvo
atliktas 10 mM HEPES buferiniame tirpale (pH = 7,4), 37 °C temperatiiroje,
naudojant 10 uM baltymo ir 100 uM lipidy koncentracijas. DOPS 30 % Zymi
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipidy kompozicija, o DOPS 20 % —
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (3/3/2/2).
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14 priedas. S100A9 baltymo poveikis DOPC/DPPC (6/4) membranos
integralumui. SI00A9 baltymo sukelta lipidy dvisluoksnio pazaida buvo
vertinama stebint kalceino iSlaisvinimag i$ liposomy.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Inflammation is a natural defense response of the body that helps
protect against various harmful internal or external factors and maintain
homeostasis. In the central nervous system, glial cells and inflammatory
mediators — such as cytokines, chemokines, and other signaling proteins — play
a key role in initiating and regulating neuroinflammation [1]. Failure to
eliminate the causes of inflammation or impairment of self-regulatory
mechanisms may lead to the transition of acute inflammation into a chronic
state, thereby promoting tissue damage and contributing to the development
of various diseases, including central nervous system disorders [2]. Although
amyloid protein aggregates have long been regarded as the primary cause of
neurodegenerative diseases, with neuroinflammation seen as a secondary
effect, emerging evidence suggests that neuronal death may actually precede
aggregate formation [3]. There is growing recognition that inflammation not
only plays a significant role in the progression of neurodegenerative diseases
but may also act as a primary factor that promotes the formation of
pathological amyloid deposits and neuronal death in the early stages of disease
development [4].

Calcium-binding proteins of the S100 family, secreted by neutrophils
and monocytes, are increasingly recognized as key initiators of the
inflammatory response. These proteins act as danger-associated molecular
patterns and, by interacting with cell surface receptors, trigger pro-
inflammatory signaling cascades and promote the migration of immune cells
to sites of tissue damage [5]. Among the best-characterized members of the
S100 family are ST00A8 and S100A9, which, due to the instability of their
homodimers, are most commonly found in the form of heterodimers
(S100A8/A9) [6]. Given that the expression of these proteins is elevated in
many inflammatory conditions, SI00A8/A9 is frequently recognized as a
potential biomarker for various neurodegenerative disorders and as a
promising therapeutic target [7].

In addition to amyloid protein accumulation and chronic
neuroinflammation, damage to the neuronal plasma membrane is a hallmark
of the pathophysiology of neurodegenerative diseases [8]. Studies show that
S100 proteins not only play a crucial role in regulating inflammatory
processes but also directly interact with key structural components of the
plasma membrane — lipids [9—11]. Despite considerable interest, the link
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between proteins released during neuroinflammation and the loss of
membrane integrity remains unresolved. Therefore, this study primarily
focused on the pro-inflammatory proteins S100A8, S100A9, and their
heterocomplex S100A8/A9, to assess their potential interactions with the cell
plasma membrane.

The aim of this study was to investigate the interactions between
S100AS8, S100A9, and their complex, SIO0A8/A9, with an artificial lipid
bilayer designed to mimic the neuronal plasma membrane.

To achieve this aim, the following objectives were defined:

1. To evaluate the structural properties and stability of SI00A8 and S100A9
proteins, as well as their SI00A8/A9 complex.

2. To investigate the effects of calcium ions and the lipid bilayer on the
aggregation of S100 proteins.

3. To determine the impact of S100 proteins on lipid membrane integrity and
to assess potential mechanisms of bilayer damage.

SCIENTIFIC NOVELTY

The expression of pro-inflammatory S100 family proteins increases
in response to trauma and various inflammatory diseases [12], underscoring
their significance not only in fundamental scientific research but also as
promising targets for developing new diagnostic and therapeutic tools for
neurodegenerative diseases. This study, for the first time, demonstrates that
S100A8, S100A9, and their SI00A8/A9 complex directly interact with an
anionic lipid bilayer, resulting in compromised membrane integrity. Using
high-speed atomic force microscopy, real-time changes in membrane
morphology induced by S100A8 and the ST00A8/A9 complex were observed,
enabling precise identification of the damage mechanism. Meanwhile, the use
of conventional AFM techniques to visualize SI00A9 interactions with the
lipid bilayer provided insights that led to the proposal of potential mechanisms
underlying membrane remodeling. Notably, the methodology applied in this
study enabled observation of S100A8 membrane-disruptive activity at
pathological protein concentrations, which may significantly contribute to the
development of biosensors for neurodegenerative diseases. Furthermore,
analysis of protein aggregation processes revealed that alterations in lipid
membrane composition markedly influence S100 protein aggregation and the
formation of potentially neurotoxic assemblies. Collectively, these findings
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highlight the pivotal role of the plasma membrane in the initiation and
progression of neurodegeneration.

DEFENDING STATEMENTS

1. The S100A8 protein interacts with anionic membranes containing 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine and compromises their integrity
via a detergent-like mechanism.

2. The interaction of S100A8 with membranes containing 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phospho-L-serine promotes the aggregation processes of this
protein.

3. The S100A9 protein is capable of integrating into the lipid bilayer, thereby
inducing lateral expansion of lipid molecules within the membrane.

4. The remodeling of artificial lipid membranes by the SI00A8/A9 complex
is primarily driven by the activity of the S100AS protein.

MATERIALS AND METHODS

Materials and Solutions

The S100A8, S100A9, and S100A8/A9 proteins were purified at the
Amyloid Research Sector of the Life Sciences Center, Vilnius University,
following a previously described protocol [116]. Purification was carried out
in PBS or HEPES buffer solutions, and protein concentrations were
determined using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher) by
measuring absorbance at 280 nm. Extinction coefficients calculated with
ProtParam (ExPASy) software were used for concentration determination:
6,990 M cm™ (S100A9), 11,460 M cm™ (S100A8), and 18,450 M cm’!
(S100A8/A9) [210]. Proteins were stored at —80 °C until further use.

Compounds used for the preparation of self-assembled
monolayers: Z 20-(Z-octadec-9-enyloxy)-3,6,9,12,15,18,22-
heptaoxatetracont-3 1-ene-1-thiol (HC-18), 20-tetradecyloxy-
3,6,9,12,15,18,22-heptaoxahexatricontane- 1-thiol (WC-14), and B-
mercaptoethanol (BME; Sigma-Aldrich). The anchor compounds were
synthesized by the research group of David J. Vanderah according to a
previously described methodology [199,211].
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Lipids used for artificial phospholipid membrane preparation:
Cholesterol (CHOL), porcine brain total lipid extract (BTLE), 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine (DOPQO), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine ~ (DPPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine
(DOPS), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DOPG), 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE), brain sphingomyelin (bSM),
and ganglioside (GM1). Lipids were purchased from Avanti Polar Lipids. All
lipids were dissolved or diluted in chloroform to a final concentration of
10 mM (12 mg/mL for BTLE). Solutions were aliquoted into 4 mL glass vials
and stored at —20 °C until further use.

Salts and other chemicals: Potassium chloride (KCI), sodium
chloride (NaCl), calcium chloride (CaCl,), magnesium chloride (MgCly),
disodium phosphate (Na;HPO4), potassium dihydrogen phosphate (KH>POj),
sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH,PO4 x H,O), 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), sodium hydroxide
(NaOH), chloroform (CHCIls), ethanol (C,HsOH), calcein, Sephadex G-50,
Thioflavin T (ThT). All listed chemicals were obtained from Sigma-Aldrich.
Nitrogen (N,) was supplied by Elme Messer Lit, and Triton X-100 by Loba
Chemie.

Composition of Prepared Solutions:

L Salt solution (pH = 4.5): NaCl (0.1 M), NaHPO4 (0.01 M);
1l.  Phosphate-buffered saline (PBS) (pH = 7.2): NaCl (0.137 M), KCI
(0.0027 M), Na,HPO4 (0.01 M), KH2PO4 (0.0018 M);
1l 10 mM HEPES buffer, supplemented with 100 mM NaCl (pH = 7.4;
adjusted with NaOH);
V. 60 mM calcein solution in PBS or HEPES buffer (pH = 7.4; adjusted
with NaOH);
V. 10 mM CaCl, or MgCl, solutions in water;
VI 7.9 mM Thioflavin T solution in water;
VII. 10 % Triton X-100 solution in water;
VIIL.  Solutions for SAM preparation: HC-18 and BME (molar ratio 5.5:4.5)
in ethanol (thiol concentration: 0.1 mM); WC-14 and BME (molar
ratio 3:7) in ethanol (thiol concentration: 0.1 mM).

All aqueous solutions were prepared using deionized water (Milli-Q
Plus system, resistivity 18.2 MQ % cm).
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Preparation of Artificial Lipid Membranes

Preparation of multilamellar liposomes (MLV) consists of several
main steps: /. Lipids are mixed in the required proportions; //. The solvent is
evaporated under a stream of N, for 40 min until a uniform lipid film forms;
1II. The resulting lipid film is hydrated with a salt solution and thoroughly
resuspended. Note: For ThT experiments, the lipids were resuspended in PBS
or HEPES buffer. Additional steps are required to form large unilamellar
liposomes (LUV): IV. The prepared MLV suspension is sonicated for 1 h in
an ultrasonic bath; V. A mini-extruder is assembled, containing two 100 pm
thick polyester filters and a polycarbonate membrane with 100 nm pores;
VI The liposome suspension is passed through the extruder 21 times.

For the preparation of calcein-loaded LUV, the lipid film obtained
after solvent evaporation under a N, stream was hydrated with a concentrated
calcein dye solution (60 mM) prepared in 10 mM HEPES buffer or PBS
buffer. Free calcein was separated from the encapsulated liposomes by size-
exclusion chromatography, passing the suspension through a chromatography
column (Lenz Laborglas GmbH & Co. KG) packed with Sephadex G-50 resin.
Elution was performed with HEPES or PBS buffer.

Supported lipid bilayers (SLB) were formed on a hydrophilic mica
substrate (Class IV, SPI Supplies) using the LUV fusion method. For the
preparation of SLB intended for conventional atomic force microscopy
measurements, a 2 mL cell was used, with the mica substrate attached to the
bottom using double-sided adhesive tape. The cell was filled with a 1 mM
LUYV suspension in a salt solution. The substrate with the liposome suspension
was incubated for 1 h, after which excess lipids were rinsed off with PBS
buffer.

For high-speed atomic force microscopy (HS-AFM) measurements,
the mica substrate was affixed to a 1.5 mm-diameter glass support using nail
polish. A 2 puL drop of I mM LUV suspension was applied onto the clean mica
surface and incubated in a humid chamber for 10 — 20 min. After incubation,
the excess lipids were carefully rinsed off with HEPES buffer.

Preparation procedure of tethered bilayer lipid membranes
(tBLM): Substrates for electrochemical impedance spectroscopy
measurements were prepared on glass slides using a PVD75 magnetron
sputtering system (Kurt J. Lesker Co.). The substrates consisted of a 10 nm
thick chromium underlayer and a 100 nm thick gold overlayer. To form self-
assembled monolayers (SAM), the sputtered slides were immersed in a
0.1 mM thiol solution composed of the tethering molecule WC-14 and the
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spacer BME mixed in a 3:7 molar ratio in ethanol. After 12 h of incubation,
the samples were rinsed with ethanol and dried under a nitrogen stream. The
gold surfaces with the formed SAM were then placed into an electrochemical
cell. Tethered bilayer lipid membranes were subsequently formed using the
MLV fusion method [201].

For conventional atomic force microscopy measurements, freshly
sputtered mica substrates were immersed in a 0.1 mM thiol solution in ethanol,
composed of HC-18 and BME at a molar ratio of 5.5:4.5. The SAM-
functionalized mica surfaces were attached to the bottom of the measurement
cell as described previously. The cell was filled with a 1 mM MLV suspension
in salt solution and incubated for 1 h. After incubation, excess liposomes were
rinsed off with 50 mL of PBS buffer.

Structural Studies of Proteins

All far-UV circular dichroism (CD) spectroscopy measurements
were performed using a J-815 spectrometer (Jasco) purged with N> and
operated at room temperature (22 °C). To investigate the effects of divalent
cations on protein conformation, 20 pM solutions of freshly purified ST00A8
were prepared in 10 mM HEPES buffer, supplemented with either 2 mM
CaCl; or MgCl,, or without either cation. Samples were analyzed immediately
after preparation or following a 4-h incubation at room temperature.
Measurements were taken in a quartz cuvette with a 0.1 cm path length. CD
spectra were collected from 190 to 260 nm at 0.5 nm intervals, using a 1 nm
bandwidth and a scanning speed of 50 nm/min. Each spectrum was averaged
from three scans with buffer background subtraction. Spectral processing and
visualization were performed using Spectragryph v1.2.16.1 software [213].

Tryptophan (Trp) fluorescence spectroscopy was carried out on a
CARY Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Varian Inc.) using a quartz
cuvette with a 0.3 cm path length at room temperature (22 °C). To reduce
interference from S100A8 tyrosine fluorescence, the excitation wavelength
was set to 290 nm. Emission spectra were recorded between 300 and 400 nm
with a 5 nm slit width and a dwell time of 0.5 s.

Protein Aggregation Kinetics

Thioflavin T (ThT) used in the experiments was dissolved in
deionized water, and the resulting solution was filtered through a
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane with a pore size of 0.22 um. The
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absorbance of the resulting solution was measured using a UV-1800
spectrophotometer (Shimadzu) at a wavelength of 412 nm, and the
concentration was calculated according to the Beer-Lambert law (1):

A= ecl D

where A is the absorbance, ¢ is the molar extinction coefficient (ThT —
31,600 M em™), ¢ is the molar concentration, and / is the optical path length.

The kinetics of ThT fluorescence intensity increase were recorded at
37°C using a ClarioStar Plus fluorescence spectrophotometer (BMG
Labtech). Before measurement, samples were dispensed into a 96-well
microplate (Corning Inc.). Protein concentration in the wells ranged from 50
to 100 uM, ThT concentration ranged from 100 to 200 uM (protein to ThT
ratio 1:2), and the final sample volume was 100 pL. During experiments on
liposome-induced aggregation of S100 proteins, the lipid concentration in the
samples was maintained at 500 uM. ThT fluorescence intensity was recorded
every 5 min using 440 nm excitation and 490 nm emission filters, with a
spectral bandwidth of 10 nm. Between measurements, samples were
continuously shaken at 400 rpm.

Calcein Leakage Assay

LUV separated from free calcein by chromatography were dispensed
in 50 pL aliquots into a 96-well microplate. The plate was placed into a
microplate reader (ClarioStar Plus), and baseline fluorescence was recorded
for 20 min. After stopping the measurement, pre-prepared protein solutions
were added to the wells. The final lipid concentration in each well was 100 pM
(BTLE — 120 pg/mL), and the protein concentration was 5 or 10 uM (protein-
to-lipid ratios of 1:20 or 1:10), with a total volume of 100 uL. Fluorescence
intensity was recorded every 10 min using 490 nm excitation and 540 nm
emission filters, with a spectral bandwidth of 8 nm. Samples were
continuously shaken at 400 rpm between measurements. All measurements
were performed at room temperature (22 °C) or 37 °C. At the end of each
measurement, maximal fluorescence intensity was determined following
liposome disruption with Triton X-100 (final detergent concentration: 1 %
v/v). Calcein release from liposomes was calculated according to formula (2):

(I = 1Io)

% Dye Release = m x 100 (2)
max 0
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where Iy is the initial fluorescence intensity before protein addition, / is the
fluorescence intensity at the given time point, and Inax is the fluorescence
intensity after LUV disruption with Triton X-100.

Since liposomes are metastable structures, to accurately assess the
protein effect, fluorescence intensity values averaged from control samples
were subtracted from the data over time.

Electrochemical Impedance Spectroscopy

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements were
conducted using the PalmSens4 electrochemical workstation, accompanied by
PSTrace 5.9 software (PalmSens BV). The frequency range spanned from
0.1 Hz to 100 kHz, with 10 logarithmically distributed measurement points
per decade and a perturbation amplitude of 10 mV. All measurements were
performed at room temperature (22 °C) in HEPES buffer, containing
100 mM NaCl. A Au-coated glass slide served as the working electrode, and
a silver wire with a diameter of 1.5 mm, purchased from Sigma-Aldrich, was
used as the reference electrode. The admittance of the tBLMs was calculated
from the electrochemical impedance spectra using the relation Ysnin = 1/Zsnin,
where Zsmin represents the impedance modulus measured at fmin.

Conventional Atomic Force Microscopy

1. Characterization  of protein  morphology in  air.
The sample was deposited onto a mica surface, incubated for 2 — 3 min, rinsed
with deionized water, and dried under a nitrogen stream. Rectangular TESP-
V2 and FESP-V2 probes (Bruker) were used for measurements in air.
Measurements were performed at room temperature in tapping mode. The
scan area was either 5 x 5 um? or 2 x 2 um?, with a scan rate of 0.6 — 0.8 Hz
and a resolution of 512 x 512 pixels.

1l. Studies of protein interactions with lipid membranes were
conducted in a 2 mL cell filled with PBS buffer. Triangular SNL-C probes
(Bruker) were used for measurements in liquid. Tapping mode or PeakForce
QNM mode was selected for acquiring topographical images. The scan area
was either 5 x 5 um? or 2 x 2 um?, with a scan rate of 0.3 — 0.5 Hz and a
resolution of 512 x 512 pixels. The images obtained were processed using
WSxM 4.0 Beta 9.3 [240] software. Height distribution analysis was
performed using NanoScope Analysis v1.4 (Bruker) software.
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High-Speed Atomic Force Microscopy

High-speed atomic force microscopy (HS-AFM) images were
captured using an SS-NEX microscope (RIBM) operating in tapping mode.
Measurements were performed with rectangular Si3N4 probes (BL-AC10DS-
A2, Olympus), featuring a tip radius of 24 nm, a spring constant of 0.1 N/m,
and a resonance frequency in liquid of approximately 0.5 MHz. S100A8 or
S100A8/A9 were introduced into the fluid cell filled with HEPES buffer
during imaging, to reach a final protein concentration of 10 uM. All
measurements were conducted at room temperature (22 °C). The scanning
speed was set at one frame per 5 s with a resolution of 200 x 200 pixels. Data
analysis was performed using NanoLocz 1.20 software [241].

Dynamic Light Scattering

Dynamic light scattering (DLS) measurements were conducted using
a Malvern Zetasizer uV (Malvern Panalytical) equipped with an 830 nm laser
source. Experiments were performed in 2.5 mL polystyrene cuvettes, with a
protein concentration of 100 uM in a total volume of 1 mL. Measurements
were carried out at 22 °C by detecting scattered light at a 90° angle. Data were
analyzed using Zetasizer software (version 6.30, Malvern Panalytical).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version
8.4.3 for Windows (GraphPad Software). A significance level (a) of 0.05 was
applied throughout the study. Data normality was assessed using the Shapiro—
Wilk test. For comparisons between groups with normally distributed data,
either a t-test or ANOVA followed by Bonferroni post hoc test was used.

RESULTS AND DISCUSSION

Morphological Analysis of S100 Proteins

Since the majority of results in this study were obtained using atomic
force microscopy, an initial objective was to characterize the physical
properties of the S100A8 and S100A9 proteins, as well as their complex
S100A8/A9. To estimate the theoretical sizes of these S100 family proteins,
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we used the HullRad online server [245]. Given the well-documented
propensity of S100 proteins to form dimers [71], three-dimensional apo-state
dimeric structures predicted by the AlphaFold 3 server [244] were selected for
computational analysis. Based on this analysis, the theoretical hydrodynamic
diameters of the SIO0A8 and S100A9 homodimers, and the S100A8/A9
heterodimer, were determined to be 4.7 nm, 5.3 nm, and 5.1 nm, respectively.
To assess whether the proteins employed in our experiments predominantly
exist in a dimeric state, we further analyzed the size of ST00A8, SI00A9, and
the S100A8/A9 complex using dynamic light scattering. DLS measurements
showed that the average hydrodynamic diameter of SIO0A8 was 4.6 + 0.3 nm,
while S100A9 and the S100A8/A9 complex exhibited larger values of 4.9 +
1.1 nm and 5.1 £ 0.2 nm, respectively. Collectively, these findings confirm
that the protein solutions employed in this study predominantly comprise low-
molecular-weight species, primarily adopting a dimeric state.

Since DLS provides an average size of all particles present in solution,
we employed AFM to gain more detailed insights into the morphology of
individual proteins. Using AFM, we visualized fractions of freshly purified
proteins and observed that they predominantly formed globular structures of
varying sizes. The Gaussian mean height values for SI00A8, SI00A9, and the
S100A8/A9 complex were 0.6 £ 0.2 nm, 0.9 = 0.2 nm, and 1.5 = 0.3 nm,
respectively. Notably, these values were up to eight times smaller than those
obtained via DLS. It is important to note that our measurement approach has
certain limitations, and the observed height values may not accurately reflect
the native dimensions of the protein complexes. During nitrogen stream
drying, proteins typically lose their hydration shell [246]. Additionally,
adsorption onto the mica surface may lead to partial protein denaturation
[247], both of which can contribute to the reduced apparent size observed in
AFM measurements.

Divalent Cations-Induced Structural Changes

To assess the impact of Ca?>" and Mg?* on the secondary structure of
the S100A8 protein, circular dichroism spectroscopy and tryptophan
fluorescence intensity measurements were performed. The results indicate
that freshly purified S100A8 adopts an o-helical conformation, as
demonstrated by characteristic absorption minima observed in the CD
spectrum at 209 and 220 nm (Fig. 1A). Additionally, the protein remained
structurally stable during a 4-hour incubation at room temperature, with no
significant changes observed in its CD profile throughout this period. Binding
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of Ca*" resulted in slight changes in the spectrum, with the absorption minima
shifting to 208 and 218 nm, respectively (Fig. 1B). Additionally, the molar
CD values (Ag) at 208 and 218 nm increased, as demonstrated by a change in
the A&sisnm value from —4.2 M cm™ at 0 h to —4.6 M ! cm™! after 4 h. The
observed increase suggests a reorientation of a-helices [248], a structural
transition potentially related to the protein’s physiological functions,
including recognition of molecular targets [249,250]. A similar, though
slightly less pronounced, effect was observed upon protein incubation with
Mg**". Over the 4-hour period, the Agxs0nm increased from —4.3 to —4.5 M cm’!
(Fig. 1C).
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Fig. 1. Conformational changes of S100AS8 induced by divalent cations. CD spectra
of SI00AS following 4 h of incubation without additional cations (A), with 2 mM
Ca?" (B), and with 2 mM Mg?" (C). Wavelengths corresponding to o-helical signals
are highlighted in shaded blue. (D) Intrinsic tryptophan fluorescence emission spectra
of S100A8. All experiments were conducted in HEPES buffer with a protein
concentration of 20 uM.

The results were confirmed by intrinsic Trp fluorescence data, which
showed a significant increase of up to 29 % in intensity when the protein was
incubated with Ca?* (Fig. 1D). This increase in fluorescence intensity was
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accompanied by a blue shift in the emission maximum from 339 to 335 nm,
suggesting conformational changes in the protein structure as the Trpssresidue
becomes more buried within a hydrophobic core. In contrast, the addition of
Mg*" ions to the medium did not cause a significant shift in the Trp emission
maximum. Considering the structural similarity within the S100 protein
family [68], it can be assumed that similar changes may occur in the secondary
structure of the SI00A9 protein upon exposure to the aforementioned divalent
cations.

Aggregation Propensity

To assess the aggregation propensity of the S100 family of proteins,
we employed a Thioflavin T (ThT) fluorescence assay. The aggregation
curves shown in Fig. 2A-B indicate that both SI00A9 and S100AS8 display
amyloid-like behavior, as demonstrated by a marked increase in ThT
fluorescence intensity over time. Amyloid protein aggregation typically
follows sigmoidal kinetics, characterized by three main phases: nucleation
(lag), exponential growth (elongation), and saturation (plateau) [257].
However, in this case, aggregation exhibited hyperbolic kinetics, with no
observable lag phase. The absence of a lag phase may be attributed either to
the rapid formation of aggregation nuclei or to aggregation proceeding via a
nucleation-independent pathway. In contrast, the SI00A8/A9 heterocomplex
showed no significant change in ThT fluorescence (Fig. 2C). These results
suggest that the heterocomplex is structurally more stable over time compared
to the individual S100A8 or S100A9 proteins.

Since S100A8 and S100A9 are calcium-binding proteins, the
subsequent step was to evaluate the effect of this cation on their aggregation
behavior. The results demonstrated that the addition of calcium ions
significantly inhibited the aggregation of both S100A8 and S100A9, as
evidenced by a marked decrease in ThT fluorescence intensity (Fig. 2D). Our
findings suggest that upon Ca?" binding, aromatic amino acid residues become
buried within the hydrophobic core of the S100 proteins, limiting their
accessibility and thereby preventing aggregate formation.
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Fig. 2. Aggregation kinetics of S100 proteins. The aggregation kinetics of S100A9
(A), S1I00A8 (B), and the SI00A8/A9 (C) were assessed by monitoring Thioflavin T
fluorescence intensity. Measurements were performed in the absence (green curve) or
presence (red curve) of Ca?" ions (1 mM). (D) Fluorescence intensity values after 24 h
incubation. Samples were incubated in HEPES buffer at 37 °C for 24 h, with periodic
mixing at 400 rpm between measurements. Protein concentrations were 100 uM for
S100A9 and 50 uM for both S100A8 and the SI00A8/A9 heterocomplex. Statistical
significance is denoted by *** (p <0.001).

To examine the morphology of structures formed during protein
aggregation, samples were incubated for 24 h at 37 °C, then adsorbed onto
mica surfaces and visualized using AFM. Analysis revealed that SI00A9
assembled into fibrillar networks during aggregation (Fig. 3). Upon the
addition of Ca*" ions, both the number and height of fibrils were noticeably
reduced compared to samples aggregated in the absence of calcium. In
contrast, SI00AS8 did not form fibrillar structures; after 24 h, only oligomeric

aggregates and irregularly shaped structures were observed. Interestingly, the
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addition of Ca*" had no significant effect on either the morphology or the
average height of these aggregates. For the S100A8/A9 heterocomplex, small
spherical oligomeric structures (up to 3.5nm in height) were observed
regardless of the presence of Ca®*. This finding further supports the structural
stability of the heterocomplex over time.
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Fig. 3. Morphological characterization of S100 protein aggregates. (A) Atomic force
microscopy images of fibrillar structures formed by S100A9, alongside oligomeric
assemblies formed by S100A8 and the SI00A8/A9 heterocomplex. The field of view
is 0.2 x 0.2 pm? for S100A8 and the heterocomplex, and 0.5 x 0.5 um? for SI00A9.
(B) Height distribution of assemblies (n > 100). Statistical significance is denoted by
** (p<0.01).

Effect of Lipids on Protein Aggregation

In the previous sections, we discussed the aggregation propensity of
individual S100 proteins. However, the influence of lipids on S100 protein
aggregation remains unaddressed. To investigate how lipid environments
affect the aggregation of S100A8, S100A9, and the S100A8/A9
heterocomplex, we examined several lipid bilayer compositions with distinct
biophysical properties. The membrane compositions tested included: /. natural
porcine brain total lipid extract (BTLE); /I. neutral (zwitterionic) membranes
composed of DOPC/CHOL; [II. anionic membranes consisting of
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (DOPS 30%) or DOPC/DOPS; and
IV. membranes containing phase-separated domains representative of either
the liquid-ordered (L,) phase (DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1) or the gel-
like (Lg) phase (DOPC/DPPC). The following section describes how each
lipid environment modulates S100 protein aggregation.

1. Aggregation of S100 proteins in a BTLE membrane environment.
Assessment of S100A9 aggregation in the presence of BTLE liposomes
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showed no significant differences relative to the control during the initial
hours of incubation (Fig. 4A). However, after 72 h, ThT fluorescence intensity
in liposome-containing samples was significantly elevated relative to the
control, indicating that this lipid composition facilitates SI00A9 aggregate
formation in solution. Among all lipid compositions tested, BTLE membranes
exhibited the highest degree of order and rigidity. These structural properties
may have hindered the insertion of SI00A9 into the hydrophobic core of the
lipid bilayer, resulting in an increased local concentration of ST00A9 on the
liposome surface. Such conditions could facilitate the formation of
aggregation nuclei and potentially promote a neurotoxic fibrillization process
[271]. A similar effect was observed for the SI00A8/A9 heterocomplex,
whose aggregation was also promoted by BTLE liposomes (Fig. 4C). In
contrast, BTLE membranes markedly inhibited the aggregation of SI00AS
(Fig. 4B).

1l. Aggregation of S100 proteins in a zwitterionic membrane
environment (DOPC/CHOL). This membrane composition did not exert a
statistically significant effect on the aggregation behavior of S1I00A9 and
S100A8/A9 proteins. However, S100A8 aggregation was significantly
inhibited.

1Il. Aggregation of SI100 proteins in an anionic membrane
environment. Anionic membranes enriched with DOPS inhibited the fibril
formation of S100A9. Conversely, negatively charged liposomes promoted
the aggregation of S100A8 and the S100A8/A9 complex. Notably, the
aggregation-promoting effect observed for the S100A8/A9 complex was
limited to the initial 24 h. Although the S100A9 aggregation experiments
demonstrated the opposite effect, it is important to note that the lipid
compositions used in the two studies differed. The S100A9 aggregation assay
utilized liposomes composed solely of DOPC and DOPS, whereas the SI00AS
and S100A8/A9 experiments employed liposomes containing a significant
cholesterol content (20 %). The presence of cholesterol increased the rigidity
of the anionic membrane, which may have hindered the insertion of SI00A8
and S100A8/A9 into the hydrophobic core of the lipid bilayer.

1V. Aggregation of S100 proteins in a two-phase membrane
environment. Notable differences in S100 protein aggregation were observed
using a five-component DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 membrane. This
bilayer composition had no significant effect on SI00A9 fibrillogenesis. In
contrast, S100A8 aggregation was substantially suppressed. For the
S100A8/A9 heterocomplex, liposomes of this composition promoted
aggregation during the first 24 h of incubation, whereas no significant effects
were detected at later time points. A DOPC/DPPC membrane, enriched with
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Lg phase domains, caused a statistically significant inhibition of SI00A9 fibril
formation. It is important to note that the impact of this lipid composition on
the aggregation behavior of other S100 family members was not evaluated.
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Fig. 4. Effect of lipids on S100 proteins aggregation. Aggregation kinetics of SI00A9
(A), S100AS8 (B), and S100A8/A9 (C) in the absence of liposomes (control) or in the
presence of liposomes with different compositions. Aggregation assays were
performed in HEPES buffer (PBS for S100A9) at 37 °C. Protein concentration was
50 puM, and lipid concentration was 500 uM. Statistical significance is indicated as:

* (p<0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001).

In summary, our study demonstrated that the aggregation of S100
proteins is significantly modulated by the properties of the lipid membrane.
Variations in membrane physical and structural characteristics, such as bilayer
rigidity and surface charge, can affect protein adsorption onto the membrane
surface as well as their insertion into the lipid bilayer. Notably, despite the
previously established structural stability of the SIO0A8/A9 heterocomplex,
both BTLE and anionic liposomes promoted its aggregation. However, due to
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the very low ThT fluorescence intensity observed, additional studies are
required to assess the biological significance of these findings.

Determination of Lipid Binding Potential

To identify potential interactions with lipid membranes encoded
within the amino acid sequences, the SIO0A8 and S100A9 protein sequences
were analyzed using the Heliquest server [242]. Using Eisenberg’s method,
protein segments were categorized according to their hydrophobicity,
identifying them as hydrophilic, membrane-surface interacting, or
transmembrane regions [243]. The Eisenberg plot of S100A8 indicated that
the majority of its segments are hydrophilic and face the aqueous
environment. However, the region spanning amino acids 64-83, with a
hydrophobicity value above 0.75, may serve as a potential transmembrane
domain. In contrast, the amino acid region 1-20, characterized by a high
hydrophobic moment and moderate hydrophobicity, likely functions as a
membrane-surface interacting segment. To further evaluate the potential of a-
helices to interact with lipid bilayers, an analysis based on the discrimination
factor (D) was conducted (Table 1). Of the four known a-helices in S100AS,
only helix IV exhibited a D value greater than 0.68, suggesting its ability to
interact with membranes or membrane-mimicking surfaces.

Table 1. Calculated discrimination factor (D), average hydrophobicity ((H)),

hydrophobic moment ((it/)), and net charge (z) of the a-helical regions in SI00AS8
and S100A9 proteins.

Sequence <H> <uH> b4 D
0.234
ELEKALNSIIDVYHKY -
4 S S20 0.345 0.597 1 (NO)
0.132
x RDDLKKLLETE -0.041 0.489 -1
é(: 31 41 (NO)
-0.082
I ADVWFKELD ) . -
iy | st 59 0.456 0.612 2 (NO)
FOQEFLILVIKMGVAAHKKS 0.586 0.296 2 0.939
68 86 . . (YES)
SQLERNIETIINTFHQYSV 0.406 0.455 -1 0.099
6 24 . . (NO)
> 0.423
QGEFKELVRKD -0.050 0.448 0
§ 34 44 (NO)
= 20.279
3 | 9LKKENKNEKVIEHIMEDLDs; 0.017 0.404 -2 (NO)
-0.010
76FEEF IMLMARLTWASHEKMog4 0.619 0.339 -1 (NO)
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Examination of the SI00A9 amino acid sequence revealed a segment
(AA4-23) with the potential to interact with membrane surfaces.
Additionally, the Eisenberg plot identified a possible transmembrane segment
spanning AA74-91. This region corresponds to helix IV and contains the C-
terminal calcium-binding EF-hand motif. However, based on discrimination
factor analysis, this helix appears to exhibit a low propensity for association
with lipid bilayers.

Overall, bioinformatic analysis indicated that both S100A8 and
S100A9 proteins possess amino acid segments with the potential to interact
with lipid membrane surfaces. However, only the S100A8 protein structure
featured an a-helical segment whose ability to penetrate the hydrophobic core
of the lipid membrane was supported by both applied bioinformatic methods.
In contrast, the results for SI00A9 were inconsistent: although the Eisenberg
plot identified a potential transmembrane segment located within helix IV,
this was not confirmed by the discrimination factor analysis.

Interactions with Porcine Brain Total Lipid Extract Membrane

In the following sections of this study, various plasma membrane
models and experimental approaches were employed to investigate whether
protein—lipid interactions affect membrane integrity and structural properties.
To more accurately replicate the structural and biophysical characteristics of
neuronal membranes, the initial experiments utilized a system based on a
natural porcine brain lipid extract. This lipid mixture closely mirrors the
physiological balance of neutral and anionic phospholipids found in neuronal
membranes, although its exact composition remains only partially defined.
According to the supplier’s specifications, BTLE contains approximately
9.6 % phosphatidylcholine, 16.7 % phosphatidylethanolamine, and 10.6 %
phosphatidylserine, with the remaining 58.7 % consisting of unidentified
components.

A widely used approach for evaluating a protein’s capacity to disrupt
lipid membranes involves monitoring the release of a fluorescent dye, such as
calcein, from liposomes. Treatment of BTLE-derived liposomes with STO0A9
did not induce significant membrane perturbation, as evidenced by minimal
calcein release (2.0 = 0.9 %) after 4 h (Fig. 5A). In contrast, exposure to
S100A8 caused substantial disruption of liposomes of the same composition.
This protein-induced membrane perturbation was time-dependent: 24.6 +
3.8 % of calcein was released within the first 30 min, increasing to 42.1 £+
2.0 % after 4 h.
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It is important to note that calcein release can only be detected when
membrane defects exceed approximately 1.3 nm in size [285]. However, ion
transport across lipid bilayers can occur through much smaller disruptions —
for example, the hydrodynamic radius of a sodium ion is only 0.19 nm [287].
Consequently, this method may fail to detect smaller, localized defects, and
the potentially toxic effects of the protein may remain unrecognized. To
address this limitation, the dielectric properties of tethered bilayer lipid
membranes were analyzed using electrochemical impedance spectroscopy, a
technique sensitive enough to detect the movement of individual ions across
the membrane. The insulating capacity of the membrane was evaluated by
identifying the minimum point of the negative impedance phase (fmin) in Bode
plots, which depict the phase angle as a function of frequency (Fig. 5B).

S100A9 S100A8
20 901
= ® gf\ 5 = 602 3 -.'a
> s % > 1
50- * Ak ok =] \‘.- ' = %
) A m — " S10089 30 i < 30 i
< 404 I T = S100A8 ‘g\
& *xx O '\: T T T T
] 304 ] 101 10° 101 102 10% 10 10% 101100 101 102 10° 10¢ 105
[] T Freq (Hz) Freq (Hz)
2
c 20- S100A8/A9
8 90 Time (h):
w® 104 if\ -0
(] .05
_—;1—&1—51— ik T Y 2
0 s e Vol
0.5 2 4 CIR Vo
. ® 30
Time (h) \\

10 10° 10" 102 10° 10¢ 10°
Freq (Hz)

Fig. 5. Effect of S100 proteins on the integrity of porcine brain total lipid extract
membranes. Membrane disruption was evaluated by calcein release from liposomes
(A) and by monitoring alterations in bilayer dielectric properties (B). Calcein release
assays for SI00A9 were conducted in PBS at 22 °C with a protein concentration of
5 uM, whereas assays for SI00A8 were performed in HEPES at 37 °C with a protein
concentration of 10 pM. All EIS measurements were carried out at 22 °C in HEPES
buffer with a protein concentration of 10 pM. Statistical significance is indicated by

w55 (1 < 0.001).

It was found that, in the case of the S100A9 protein, the EIS results
correlated with the calcein release data, as no membrane damage was detected
by either method. Similarly, no changes in the dielectric properties of BTLE
membranes were observed after treatment with the protein heterocomplex.
Interestingly, although the calcein leakage assay revealed significant liposome
disruption caused by S100A8, only minimal changes in membrane dielectric
properties were observed; over a 24-hour incubation, the shift in fmin did not
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exceed 2 Hz. The discrepancies between the results obtained using these two
measurement techniques likely arise from variations in experimental
conditions and structural differences between the model systems. Specifically,
EIS measurements were performed at room temperature (22 °C), while calcein
release experiments were conducted at 37 °C, a temperature that may increase
membrane fluidity. Additionally, unlike planar bilayers, liposomes have
curvature that results in more lipid packing defects [289], which can facilitate
protein incorporation into the membrane.

To elucidate the molecular mechanisms underlying S100A9-lipid
interactions, AFM was employed, enabling localized, high-resolution imaging
of membrane surface. AFM analysis revealed that the pristine membrane had
a homogeneous surface morphology, with a bilayer thickness of 5.3 nm,
consistent with prior reports on the thickness of BTLE membranes [291].
Upon exposure of BTLE membranes to the SI00A9, spontaneous defect
formation was observed (Fig. 6). After 30 min of incubation, initial defects
appeared, characterized by narrow widths (< 100 nm) and depths of 1.3 +
0.2 nm. After 2 h, a second population of wider defects emerged, exhibiting
increased depths of 2.2 &+ 0.3 nm. Because the depths of both defect types were
less than the thickness of a lipid bilayer or even a single monolayer, this
suggests that the protein does not disrupt the membrane via pore formation or
detergent-like mechanisms. Based on the morphological observations, we
propose that SI00A9 incorporates into the hydrophilic region of the bilayer,
inducing lateral expansion of lipid molecules. This expansion may lead to
membrane thinning through two possible mechanisms: /. conformational
changes in lipid hydrocarbon chains from the trans to the gauche form; and
1l interdigitation, where hydrocarbon chains from opposing monolayers
overlap [291]. Importantly, BTLE contains a relatively high proportion of
phosphatidylethanolamine (PE), a conical-shaped lipid that can destabilize
membrane structure and generate local mechanical stress. In PE-enriched
regions, where lipid headgroup packing is less compact, small structural
defects can arise [292]. These defects likely facilitate the insertion of SI00A9
into the bilayer, thereby initiating the observed structural changes in the
membrane.
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Fig. 6. Visualization of SI00A9 interactions with the porcine brain total lipid extract
membrane. Topographical analysis of the membrane was performed before protein
exposure (A) and at 0.5 h (B, C), 1 h (D), and 2 h (E, F) after treatment with ST00A9.
The scanned area measures 2 x 2 um? (0.2 x 0.2 um? for panel C and 0.7 x 0.7 um?
for panel F). (G, H) Surface topography cross-sections corresponding to the regions
highlighted in panels B and F, respectively. All measurements were performed in PBS
buffer at 22 °C using an S100A9 concentration of 5 uM.

Notably, the observed morphological changes were accompanied by
a decrease in membrane stiffness, from 11.5 £ 4.5 MPa prior to exposure to
7.8 £ 3.0 MPa after 30 minutes of treatment with S100A9. Consistently, the
literature reports a decrease in stiffness values upon exposure of lipid bilayers
to AP and other amyloidogenic proteins [327]. These changes in membrane
stiffness are attributed to reduced lipid packing efficiency caused by protein
insertion into the bilayer [328]. Thus, these findings support our previously
proposed hypothesis that the morphological changes induced by S100A9 in
the lipid bilayer are at least partially driven by protein insertion into the
membrane.

To evaluate the morphological changes in the membrane induced by
the S100A8 protein, high-speed atomic force microscopy was employed.
Upon exposure to SI00AS, protein accumulation was observed around the
lipid bilayer, specifically in areas corresponding to the negatively charged
mica surface. Notably, no interactions between the protein and the membrane
were detected throughout the ~13-minute measurement period. In this case,
the affinity between S100A8 and the planar BTLE bilayer was insufficient to
induce membrane disruption.
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Interactions with Zwitterionic Membrane

In the previous part of this study, we demonstrated that S100 family
proteins interact with membranes derived from porcine brain total lipid
extract. To identify the specific lipid components responsible for these
interactions, subsequent investigations utilized simplified model membrane
systems with well-defined lipid compositions. Among these, zwitterionic
bilayers composed of DOPC and cholesterol were employed. Given that
cholesterol and phosphatidylcholine together account for approximately 70 %
of the lipid mass in mammalian plasma membranes [132], DOPC/CHOL
bilayers are widely used models for replicating the biophysical properties of
eukaryotic plasma membranes.

Analysis of the interactions between S100 family proteins and
zwitterionic lipid bilayers revealed that SIO0A9 does not compromise the
integrity of membranes of this composition. This conclusion was supported
by AFM imaging, which revealed no morphological alterations of the
membrane surface over a 24-hour period. Similarly, treatment with the
S100A8/A9 heterodimer did not induce significant membrane disruption. In
contrast, SI00A8 caused damage to the zwitterionic membrane via a
detergent-like mechanism, as revealed by HS-AFM studies. Notably, EIS
measurements showed no statistically significant alterations in the bilayer’s
dielectric properties, even 24 h after exposure to S100A8. This discrepancy
may be attributed to structural differences between the model systems used in
the two methods. The membranes used in EIS experiments are highly
insulating and characterized by a low defect density, whereas the lipid bilayers
analyzed by HS-AFM exhibit more exposed hydrophobic regions. These
regions likely facilitate S100A8-lipid interactions, initiating the membrane
disruptions observed in HS-AFM measurements.

Interactions with Anionic Membrane

Phosphatidylserine (PS) is the primary anionic phospholipid in
mammalian plasma membrane and, under physiological conditions, is
predominantly localized in the inner leaflet. However, under pathological
conditions such as cancer or neurodegenerative diseases, PS translocates to
the outer leaflet, where it serves as an “eat-me” signal for immune cells
[301,302]. These changes in lipid composition can increase the affinity of
amyloidogenic proteins for membranes, thereby promoting membrane
damage and contributing to the progression of neurodegenerative disorders
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[303]. To investigate the role of negatively charged phospholipids in S100
protein-membrane interactions, model bilayers enriched with DOPS were
utilized. Specifically, calcein release assays for SI00A9 were conducted using
DOPC/DOPS (6/4) bilayers, whereas all other experiments described in this
section employed DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) membranes. Despite
pronounced differences in membrane fluidity, the DOPS content varied by
only 10 % among the compositions.

S100AS8 exhibited the most pronounced disruptive effect on anionic
membranes among the S100 family proteins studied. Over a 4-hour incubation
period, calcein release from liposomes treated with SI00AS8 reached 78.2 +
1.9 %, indicating substantial membrane disruption (Fig. 7A). These results
were supported by EIS data: over the 4-hour period, the fmin value shifted by
nearly two orders of magnitude toward higher frequencies, indicating
impaired insulation properties of the lipid membrane and alterations in ion
movement across it (Fig. 7B). The observed spectral changes were
accompanied by a 100-fold increase in the admittance value at the fnin point
(Yfinin) during the same incubation period (Fig. 7C). A similar outcome was
observed upon exposure of anionic lipid bilayers to ST00A8/A9. Although the
membrane damage was less extensive than in the case of SI00AS, within the
initial 4 h, the fmin value shifted by 7 Hz, followed by a 15-fold increase in
Yfnin. In contrast, the interaction of SI00A9 with anionic membranes caused
only minimal changes in the bilayer’s dielectric properties over the
corresponding 4-hour period. Notably, following 24 h of incubation with S100
proteins, the Bode spectra no longer displayed the characteristic phase
minimum, indicative of membranes possessing strong insulating properties.
This indicates that membrane damage had progressed to such an extent that
EIS could no longer reliably assess the dielectric properties of the bilayers.
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Fig. 7. Effect of S100 proteins on the integrity of anionic membranes. Membrane
disruption was evaluated by calcein release from liposomes (A) and by monitoring
alterations in bilayer dielectric properties (B, C). Calcein release assays for SI00A9
employed DOPC/DOPS liposomes, whereas all other measurements utilized lipid
bilayers composed of DOPC/DOPE/DOPS/CHOL Statistical significance is indicated
as: * (p <0.05), *** (p <0.001).

Given the extensive disruption of anionic lipid membranes induced
by S100 family proteins, the subsequent step was to investigate the
mechanisms underlying these interactions. Accordingly, the morphology of
negatively charged lipid membranes was examined before and after protein
exposure. When lipid bilayers were treated with S100A9, no detectable
changes in surface morphology were observed during the initial 2 h of
incubation. However, after 24 h, oligomeric structures up to 10 nm in height
were detected on the membrane surface. According to the carpet model [8], it
is plausible that the observed alterations in membrane permeability were at
least partially driven by the formation of protein aggregates on the lipid
bilayer surface.

A particularly pronounced membrane-disruptive effect was observed
upon exposure of anionic lipid bilayers containing 30 % DOPS to S100AS.
Membrane disruption occurred almost immediately following protein
injection, with a lipid patch approximately 460 nm in diameter undergoing
complete disintegration in under 3 min (Fig. 8). HS-AFM topography images
revealed that membrane disruption began at the edges of the lipid bilayer,
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suggesting that local irregularities in lipid packing may serve as nucleation
sites for protein-induced damage. This mode of disruption, in which lipid
molecules are extracted from the membrane, is characteristic of a detergent-
like mechanism. This assumption is supported by literature reports
demonstrating analogous processes when lipid bilayers are exposed to the
nonionic detergent Triton X-100 at concentrations exceeding its critical

micelle concentration [296].
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Fig. 8. Analysis of SI00AS interactions with an anionic membrane. Morphology of a
DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipid bilayer before protein treatment (A) and
at various time points following exposure to SI00A8 (B—E). The scanned area
measures 1 x 1 um?. (F) Changes in membrane surface area over time. The experiment
was conducted in HEPES buffer at 22 °C, using a 10 uM concentration of SI00AS.
Meanwhile, exposure of the anionic membrane to the ST00A8/A9
heterocomplex resulted in the appearance of the first defects on the lipid
bilayer surface after 12.3 min of incubation (Fig. 9). These defects exceeded
50 nm in diameter and continued to expand over time. These observations
indicate that the heterocomplex interacts with the lipid bilayer via a
mechanism distinct from conventional pore formation, as typical pore sizes
rarely exceed 10 nm [168]. Instead, we propose that the heterocomplex,
similar to its component S100AS, disrupts the bilayer by extracting lipid
molecules from the membrane environment. To further investigate
S100A8/A9 interaction with anionic lipid membranes, cryo-transmission
electron microscopy was employed. Treatment of liposomes with the
S100A8/A9 heterocomplex resulted in the formation of small spherical
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particles averaging 26.3 = 5.4 nm in diameter. Given that ST00A8/A9 disrupts
membranes of this composition via a detergent-like mechanism, these
particles likely represent lipid—protein coaggregates.

Fig. 9. Analysis of SIO0A8/A9 interactions with an anionic membrane. Morphology
of a DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) lipid bilayer before protein treatment and
at various time points following exposure to SIO0A8/A9. The image displays a 1 x
1 um? field of view, with selected zoomed-in areas measuring 0.4 x 0.4 pm? The
experiment was conducted in HEPES buffer at 22 °C, using a 10 uM concentration of
S100A8/A9.

Effects of DOPS Levels and Protein Concentration

Among the pro-inflammatory S100 proteins tested, S100A8 exhibited
the highest affinity for anionic lipid membranes. Based on this finding, the
next objective was to determine whether the extent of membrane disruption
induced by S100A8 correlates with the DOPS content in the bilayer. To
investigate this, lipid membranes with varying DOPS concentrations (ranging
from 0 to 30 %) were prepared. The results showed that decreasing the DOPS
content from 30 to 20 % had no statistically significant effect on calcein
leakage: after 4 h of incubation, the amount of dye released was 78.2 = 1.9
and 77.0 = 3.9 %, respectively. In contrast, liposomes with lower DOPS
concentrations (10 or 5 %) were significantly less affected by S100AS,
resulting in dye releases of 33 =5 and 18 + 1 %, respectively, during the initial
0.5 h (Fig. 10A). An increase in calcein leakage was observed over the
following 4 h, reaching 52 + 3 and 34 + 4 % for liposomes containing 10 %
and 5 % DOPS, respectively. Notably, liposomes lacking DOPS exhibited no
statistically significant changes in integrity upon S100A8 exposure. These
results were further supported by EIS data, which revealed that the increase in
admittance magnitude was directly correlated with anionic lipid content, with
the greatest loss of membrane integrity observed in bilayers containing 30 %
DOPS (Fig. 10B).
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Fig. 10. S100A8 disrupts membranes in a DOPS level- and concentration-dependent
manner. (A, B) Calcein leakage and EIS data, respectively, for anionic membranes
treated with 10 uM S100AS. (C) Effect of SI0O0AS8 concentration on the admittance
of DOPC/DOPE/DOPS/CHOL (2/3/3/2) membranes. Calcein leakage was measured
in 10 mM HEPES buffer at 37 °C, while EIS experiments were conducted at 22 °C.
Statistical significance is indicated as * (p < 0.05), ** (p <0.01), and *** (p <0.001).

Examining the correlation between S100AS8 concentration and its
disruptive potential on membranes containing 30 % DOPS, we tested protein
concentrations ranging from 10 nM to 10 pM. A clear concentration-
dependent effect was observed: the extent of membrane disruption increased
proportionally with SI00A8 concentration (Fig. 10C). Remarkably, even at
the lowest tested concentration of 10 nM, S100A8 induced a statistically
significant 11-fold increase in membrane admittance during the 4 h incubation
period. Although the exact concentration of SI00A8 is not yet fully
established, typical levels in the bloodstream range from 47 pM [308] to
1.9 nM [309] under physiological conditions. In contrast, SI00AS8 expression
can increase up to 6-fold in patients with Alzheimer’s disease [310]. These
findings highlight the exceptional sensitivity of the applied methodology,
enabling detection of S100A8 activity even at pathologically relevant
concentrations. Given that S100AS8 is widely recognized as a potential
biomarker for various inflammation-related disorders [12], this approach
holds promise for advancing the development of EIS-based biosensors for
diagnosing neuroinflammatory and neurodegenerative diseases.

Interactions with Lipid-Raft Mimicking Membrane

Eukaryotic plasma membranes exhibit heterogeneous fluidity, which
facilitates the formation of specialized nanodomains known as lipid rafts. In
neurodegenerative diseases, disruptions in lipid metabolism and amyloid
protein-induced membrane remodeling have been shown to affect both the
structural organization and functional properties of lipid rafts [311]. To
investigate the interaction of S100 family proteins with a model system
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mimicking the outer leaflet of a plasma membrane enriched in lipid rafts, a
lipid mixture composed of DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 was used. Due to
the elevated phase transition temperature of bSM (3540 °C), this lipid
composition enables the coexistence of liquid-ordered (L,) and liquid-
disordered (Lq) phases at room temperature [312]. The L, phase is enriched in
components characteristic of lipid rafts — bSM, cholesterol, and the anionic
glycolipid GM1 — while the surrounding L4 phase primarily contains the
zwitterionic glycerophospholipids DOPE and DOPC [281].

Consistent with observations in anionic systems, S100A8 produced
the greatest disruption among the S100 proteins in two-phase lipid
membranes. Within the initial 4 h of incubation, the position of the fmi in the
Bode spectra shifted by one order of magnitude toward higher frequencies,
accompanied by a 6.3-fold increase in admittance (Fig. 11). After 24 h of
incubation, due to extensive membrane damage, it was no longer possible to
reliably determine the bilayer’s dielectric properties using EIS. A similar
outcome was observed in SI00A8/A9-treated lipid bilayers — although the fiin
position changed by only 2 Hz during the first 4 h, the membrane’s dielectric
properties could not be accurately assessed by EIS after 24 h. Conversely,
S100A9 induced only minor alterations in bilayer integrity; even after 24 h of
incubation, the Bode plots still displayed a distinct phase minimum, with its
position changing by only 7.5 Hz over the entire incubation period.
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Fig. 11. Effect of S100 proteins on the integrity of two-phase membranes. (A) Bode
plots showing the admittance phase (argY) as a function of frequency (Freq).
(B) Protein-induced changes in membrane admittance calculated at the frequency
corresponding to the minimum phase angle (Y fmin). Measurements were performed at
22°C in HEPES buffer using a protein concentration of 10 uM. Statistical
significance is indicated as * (» <0.05) and ** (p <0.01). N.D. — not detected.
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AFM imaging of artificial lipid membranes composed of
DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 revealed well-defined liquid-ordered
domains surrounded by liquid-disordered regions (Fig. 12A). Quantitative
topographical analysis showed that the L, domains protruded by 2.5+ 0.2 nm
above the surrounding Lqphase, in agreement with previously reported height
differences in comparable membrane systems (2.4+ 0.3 nm) [314]. Upon
exposure to the ST00A9 protein, the bilayers exhibited a gradual loss of lateral
phase separation accompanied by progressive thinning of the L, domains (Fig.
12B-D). After 1 h of incubation, the height difference between the L, and Ly
phases was reduced to 1.5+ 0.2 nm. Following 24 h of treatment, pronounced
depressions with an average depth of 1.5+ 0.4 nm were observed within the
L, regions.
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Fig. 12. S100A9-induced disruption of lateral lipid organization. The surface
morphology of the DOPC/DOPE/bSM/CHOL/GM1 lipid membrane before exposure
to S100A9 (A) and at 0.5 (B), 1 (C), and 24 h (D) following protein injection. Each
image covers a 1 x 1 um? area. Regions enriched in DOPC and DOPE correspond to
the liquid-disordered (Lg) phase, whereas areas rich in bSM, cholesterol, and GM1
form the liquid-ordered (L,) phase. The topographic cross-sections below each panel
correspond to the marked horizontal lines.

In this context, the observed thinning of the lipid bilayer within the L,
phase can be explained by a mechanism analogous to that described for BTLE
membranes. Like the BTLE model, the lipid raft-mimicking membrane
contained a significant amount of phosphatidylethanolamine (20 %), a lipid
known to reduce packing efficiency and thereby facilitate protein insertion
into the bilayer. Importantly, previous studies have documented an interaction
between S100A9 and GM1 — a key lipid raft component — suggesting this
interaction may underlie the neurotoxic effects of SI00A9 [318]. It is likely
that the negatively charged glycolipid GM1 drives S100A9’s preferential
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association with the liquid-ordered phase, and that protein insertion leads to
lateral expansion of lipid molecules. As the L, domains expand, the
hydrocarbon chains of neighboring phospholipids in the surrounding liquid-
disordered phase become compressed, increasing their order and thereby
enhancing the height difference between L, and Lq phases. Although PE is
generally reported to be enriched in the Lq phase [319], we propose that even
a small concentration of DOPE in the L, regions may significantly contribute
to the structural changes observed in the bilayer.

Effect of Calcium lons on Protein-Lipid Interactions

We previously demonstrated that calcium ion binding induces
conformational changes in S100 family proteins. To assess how calcium ions
affect the membrane-disrupting activity of the S100 proteins studied, we
conducted experiments using physiologically relevant Ca** concentrations,
simulating both intracellular (100 nM) and extracellular (1 mM)
environments. Our results showed that at the higher Ca*" concentration
(1 mM), membrane damage caused by S100A9, S100AS8, and S100A8/A9
was completely inhibited over a 4 h incubation period. Throughout this time,
no statistically significant changes in the dielectric properties of the lipid
membranes were observed.

Divalent cations are known to exhibit a strong affinity for negatively
charged lipid bilayers. These interactions increase membrane rigidity and lipid
packing efficiency [330,331], alter the conformation of hydrophilic
headgroups, enhance the order of hydrophobic tails [332], reduce bilayer
hydration, and neutralize surface charge [333]. Given these effects, the
observed inhibition of membrane-disruptive activity in the presence of Ca*" is
likely attributable not to conformational changes in the protein, but rather to
structural modifications within the lipid bilayer itself. This hypothesis is
further supported by our findings from experiments investigating S100AS8
interactions with an anionic lipid membrane in the presence of Mg?*: although
Mg** induces only minimal structural alterations in the protein, its presence
completely prevented bilayer disruption. Notably, the Mg?" concentration
used in our experiments (1 mM) corresponds to physiological levels of free
magnesium found in both extracellular and intracellular environments [334].

Notably, when the Ca** concentration was reduced to 100 nM, the
membrane-disruptive activity of SI00A8 was only partially inhibited. After
4 h of incubation, the admittance of the anionic DOPS-containing lipid
membrane increased 35-fold — approximately three times less than in the
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system without calcium. Given that the two EF-hand motifs in the SI00AS8
protein have calcium-binding affinities of 10-50 uM and 200-500 uM [335],
the protein remains predominantly in its apo-form at 100 nM Ca?*. These
results further support the hypothesis that the suppression of S100 protein-
induced membrane damage is primarily driven by calcium-induced structural
changes in the lipid bilayer, rather than by direct conformational changes in
the protein itself. Nevertheless, the possibility that the observed inhibitory
effect is at least partially influenced by calcium-induced modifications to the
protein structure cannot be entirely excluded.

Highlights and Biological Implications

Neuroinflammation is widely recognized as a key contributor to the
development of neurodegenerative disorders [4]. While previous research has
emphasized the role of pro-inflammatory S100 family proteins in the
progression of neurodegenerative diseases [71], the specific involvement of
the plasma membrane in this context remains not fully elucidated. In this
study, we investigated the interactions of S100A8, S100A9, and their
heterocomplex with artificial membranes of varying lipid compositions. Our
results demonstrated that the extent of protein-induced bilayer disruption
depends both on the membrane’s lipid composition and the duration of protein
exposure. Importantly, the most significant membrane damage occurred in
anionic membranes enriched with DOPS. Among the proteins evaluated,
S100A8 induced the most pronounced disruption of membrane integrity,
while S100A9 caused the least extensive perturbation. The pronounced
affinity of S100A8 for anionic lipids is likely attributable to its structural
features: bioinformatic analysis revealed that a potential transmembrane
region of S100A8 carries a net positive charge, in contrast to the negatively
charged transmembrane region of S100A9.

The pronounced disruption of DOPS-enriched membranes by
S100A8 and S100A9 indicates that this anionic phospholipid may play a
critical role in modulating the functionality of these proteins under both
physiological and pathological conditions. PS is a predominant anionic
phospholipid found in the plasma membranes of eukaryotic cells, constituting
up to 21 % of the total lipid content in certain regions of the brain [338].
Changes in PS metabolism have been associated with various central nervous
system disorders, although the evidence remains inconsistent: some studies
report decreased PS levels in the brains of patients with neurodegenerative
diseases, whereas others report increased or unchanged levels [302]. Under
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normal conditions, PS is mainly localized in the inner (cytoplasmic) leaflet of
the plasma membrane. However, during neuroinflammation or oxidative
stress, PS can be translocated to the outer leaflet, acting as a signal for
apoptosis — one of the hallmarks of neurodegeneration [339].

Notably, the secretion mechanisms of SI00AS8 and S100A9 proteins
are not yet fully understood. However, it is plausible that lipid remodeling and
the translocation of PS to the outer leaflet of the plasma membrane could
facilitate the release of these proteins into the extracellular space. Comparable
processes have been reported for other PS-binding proteins, including annexin
V [340]. We suggest that this translocation may occur both directly, through
S100 proteins binding to PS, and indirectly, via interaction with annexin V,
which itself binds PS. Importantly, the interaction between S100A9 and
annexin V has already been documented [341]. Therefore, PS-dependent
protein translocation could promote the accumulation and aggregation of
S100A8 and S100A9 in the extracellular space — a phenomenon commonly
observed in neurodegenerative processes [114]. It should be noted that only
small amounts of SI00A8 and S100A9 are secreted by neurons; these proteins
are mainly secreted by immune cells such as macrophages, monocytes, and
neutrophils [12]. Consequently, during neuroinflammation, increased
secretion of these proteins by immune cells [342] could lead to damage to
neuronal plasma membranes, especially when PS is exposed on the outer
membrane leaflet. Additionally, PS is abundant in the outer leaflet of
extracellular vesicle (EVs) membranes, which facilitate the transfer of
amyloid-like proteins throughout the brain [343]. Studies indicate that
S100A8 promotes AP aggregation within EVs, [344] with its preferential
binding to PS on the EVs surface likely enhancing this effect. The AP
aggregates formed can subsequently cause damage to the plasma membrane
[162], thereby contributing to the progression of neurodegenerative processes.

In this study, we demonstrated for the first time that SI00AS and the
S100A8/A9 complex can extract lipid molecules from anionic lipid bilayers —
a process characteristic of a detergent-like effect [296]. Notably, ThT
fluorescence data showed that anionic lipid bilayers accelerate the aggregation
of both S100A8 and S100A8/A9. This implies that prior to membrane
fragmentation via the detergent mechanism, the membrane serves as a catalyst
by increasing the local concentration of proteins on its surface, thereby
facilitating the formation of potentially neurotoxic aggregates. Furthermore,
previous studies have shown that S100 protein aggregates can serve as
scaffolds, facilitating the aggregation of other amyloidogenic proteins such as
AP and a-synuclein [105,110,114]. As noted earlier, the accumulation of these
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amyloid deposits contributes to plasma membrane damage and neuronal
death. Neuronal death, in turn, can trigger the expression and secretion of
proinflammatory proteins, including S100 family members, into the
extracellular space [53]. Together, these processes establish a feedback loop
that likely sustains chronic neuroinflammation and accelerates the progression
of neurodegenerative diseases (Fig. 13).
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Fig. 13. Proposed role of S100 proteins in neurodegeneration. SI00A8 and the
S100A8/A9, secreted by immune cells, can directly interact with phosphatidylserine-
containing membranes and disrupt them via a detergent-like mechanism. SI00A8 may
also associate with extracellular vesicles (EVs), promoting the aggregation of
amyloidogenic proteins within their lumen. Moreover, S100A8 interaction with
anionic membranes promotes its own aggregation. S100 family proteins can co-
aggregate with other amyloidogenic proteins, thereby contributing to the formation of
cytotoxic amyloid assemblies. Collectively, these mechanisms drive cell death,
repeated immune cell activation, and sustained S100 protein secretion.

Based on the data obtained, it can be concluded that SIO0A9 does not
interact with lipid membranes through a single, uniform mechanism. Instead,
both its mode of action and the extent of membrane damage depend on several
factors, including the bilayer’s surface charge, phase state, and degree of
molecular ordering. From these findings, three potential neurotoxic
mechanisms of SI00A9 have been identified: /. accumulation on negatively
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charged membrane surfaces with partial bilayer insertion; /. disruption of
lateral phase separation and lipid domain architecture; and ///. thinning of the
lipid bilayer. Given the crucial role of lipid rafts in synapse formation, the
S100A9-induced remodeling of lipid nanodomains could impair efficient
neural signal transmission, thereby contributing to memory deficits and the
progression of neurodegenerative diseases [345].

In summary, this study employed electrochemical techniques,
microscopy, and fluorescence spectroscopy to explore the potential
mechanisms through which S100A8, S100A9, and their heterocomplex
interact with lipid bilayers that mimic the neuronal plasma membrane. Despite
their structural similarities, these proteins exhibit distinct modes of lipid
membrane remodeling. We anticipate that these findings will not only enhance
understanding of the interplay between inflammation and neurodegeneration
but may also contribute to the development of novel diagnostic and
therapeutic tools.

CONCLUSIONS

1. S100A9 exhibits amyloid-like properties and forms fibrillar structures
enriched with B-sheets, whereas SI00A8 forms oligomeric or irregularly
shaped aggregates. In contrast, SI00A8/A9 displays high structural
stability and a low tendency to aggregate. Binding of calcium ions inhibits
the aggregation of both SI00A8 and S100A9.

2. Interaction with lipid membranes significantly modulates S100 protein
aggregation. Membranes composed of porcine brain total lipid extract
promote S100A9 aggregation but inhibit S100A8 aggregation.
Conversely, anionic membranes containing 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine suppress S100A9 aggregation
while promoting S100A8 aggregate formation.

3. The interaction of SIO0AS8 and the SI00A8/A9 complex with artificial
lipid membranes is dependent on lipid charge. Both S100A8 and
S100A8/A9 likely interact electrostatically with 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine and extract lipids from the
membrane via a detergent-like mechanism.

4. The incorporation of S100A9 into the lipid bilayer causes lateral
expansion of the lipid molecules and reduces the membrane’s mechanical
stiffness by up to 40 %. These structural changes result in localized
thinning of the membrane, with its thickness decreasing by up to 2 nm.
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baltymy saveikos su lipidy dvisluoksniu tyrimas. Lietuvos jaunyjy
mokslininky konferencija ,,Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly
perspektyvos®, 2024/11/21 (Gamtos tyrimy centras, Vilnius, Lietuva).
Zodinis praneimas.

Tamulyté R., Sulskis D., Jankunec M. Biophysical Insights into the
Interactions of S100 Family Proteins with Artificial Lipid Bilayers.
Gyvybés moksly centro moksliné konferencija, 2025/05/22 — 2025/05/23
(Medicinos mokslo centras, Vilnius, Lietuva). Stendinis praneSimas.
Tamulyté R., Sulskis D., Jankunec M. Biophysical Insights into the
Interactions of S100 Family Proteins with Artificial Lipid Bilayers.
Tarptautiné  mokslo  konferencija ,,15th EBSA  Congress®,
2025/06/30 — 2025/07/04, (Palazzo dei congressi, Roma, Italija).
Stendinis praneSimas.
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APIE AUTORIU

Rimgail¢ Tamulyté (gimé 1996 m.) Vilniaus universitete baigé
biochemijos bakalauro (studijy metai 2015 — 2019) bei biochemijos
magistranttiros (2019 — 2021 m.) studijas. Bakalauro studijy metais Rimgailé
atliko praktikag Nacionaliniame véZzio institute, molekulinés onkologijos
laboratorijoje, kur tyrinéjo miRNR raiskos pokyc¢ius Zzmogaus skydliaukés
karcinomos audinio Igsteliy linijose. Pirmaisiais magistranttros studijy metais
ji prisijungé prie Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyriaus, kur
pradéjo taikyti atominés jégos mikroskopijos bei elektrocheminius metodus
plazminés membranos modeliniy sistemy ir baltymy-lipidy tarpusavio
sgveiky tyrimams. Siekdama gilinti Sios srities Zinias, Rimgailé dalyvavo
atominés jégos mikroskopijos metodo vasaros mokykloje, surengtoje
Marselio universitete (Pranciizija). Véliau disertanté stazavosi sinchrotroninés
spinduliuotés laboratorijoje MAX IV (Svedija), kur jgijo patirties dirbant su
kombinuota atominés jégos mikroskopijos ir infraraudonyjy spinduliy
spektroskopijos jranga. Doktorantiiros studijy metu Rimgailé aktyviai
jsitrauké j moksling veikla — savo tyrimy rezultatus pristaté 13-oje moksliniy
konferencijy ir tapo keturiy publikacijy, paskelbty tarptautiniuose mokslo
leidiniuose, bendraautore. Disertanté aktyviai prisidéjo ir prie edukaciniy
veikly, skirty moksleiviams ir studentams — 2023 m. Neakivaizdinés jaunyjy
biochemiky mokyklos mokiniams ji vedé uzsiémimus ,,Mokslininkas vienai
dienai®, o 2024 m. laiméjo Lietuvos mokslo tarybos finansavima studenty
vasaros praktikai atlikti ir vadovavo bakalauro pakopos studentei. Uz
akademinius pasiekimus 2025 m. Rimgailé buvo apdovanota Gyvybés moksly
centro vardine stipendija.
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