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SANTRUMPOS

ALD - adrenoleukodistrofija

ATP — adenozintrifosfatas

BSA — (angl. bovine serum albumin) jaucio serumo albuminas

CNS — centriné nervy sistema

DAMP - su pazeidimais susij¢ molekuliniai modeliai (angl. Damage-associated molecular patterns)
DC — (angl. dendritic cells) dendritinés lastelés

DIV —dienos in vitro saglygomis (angl. days in vitro)

FBS — (angl. fetal bovine serum) fetalinio versSelio serumas

HRP — (angl. horseradish peroxidase) krieny peroksidaze

IB4 — izolektino B4 ir AlexaFluor 488 dazy konjugatas

IFN — I tipo interferonas

IRF — interferony reguliavimo faktoriai

KT — kambario temperatiira

LOX — loksoribinas 95%

LPS — lipopolisacharidas

MC — (angl. mast cell) putliosios lastelés

MDAS - (angl. melanoma differentiation-associated protein 5) su melanoma susij¢s diferenciacijos
genas

MHC - (angl. major histocompatibility complex) didysis histosuderinamumo kompleksas

NF-kB — (angl. nuclear factor kf§) branduolinio veiksnys-kB

NO - azoto monoksidas

PAMP — (angl. pathogen associated molecular patterns) su patogenais susije molekuliniai modeliai
PBS — (angl. phosphate-buffered saline) fostatinis drusky tirpalas

PI — propidzio jodidas

PIC — poliinozilo-policitidilo rugstis

PNS — periferiné nervy sistema

PRR — (angl. pattern-recognition receptor) struktiiry atpazinimo receptorius

RiG-I — (angl. retinoic acid-inducible gene I) retinoinés riigsties indukuojamas genas

RLR - (angl. retinoic acid-inducible gene-I-like receptor) i retinoinés riigSties indukuojama geng
panasus receptorius

sSRNR — (angl. single-stranded RNA) viengrandé RNR

TIR — Toll-interleukino-1 receptorius

TLR — Toll-like receptoriai

TLR3 — Toll-like receptorius 3

TLR7 — Toll-like receptorius 7

TRIF — (angl. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f) Toll-interleukino-1 receptoriaus
domeno turintis adapteris, indukuojantis interferona-3

ZPV — zmogaus papilomos virusas



SANTRAUKA

Bakalauro baigiamojo darbo autorius: Sakavi¢ius H.

Tema: ,,Mikroglijos lasteliy ziities ir aktyvacijos tyrimas neuropatologijos atveju‘

Atlikimo vieta: Lietuvos sveikatos moksly universitetas, Medicinos akademija, Neuromoksly institutas,
Biochemijos laboratorija

Santraukos turinys:

Vis daugiau epidemiologiniy ir moksliniy tyrimy duomeny sieja neurotropinius virusus su
pagreitéjusiu smegeny sen¢jimu ir padidéjusia neurodegeneraciniy sutrikimy rizika. Yra jrodymy, kad
kai kurie pavieniai virusy baltymai gali praeiti kraujo smegeny barjerg ir taip sukelti neurouzdegima ar
kitais buidais sutrikdyti smegeny funkcijas [1].

Zinoma, jog virusy struktiiriniai komponentai prisideda prie tokiy neurodegeneraciniy ligy kaip
Parkinsono ar Alzheimerio liga. Taip pat manoma, jog virusy struktiiriniai komponentai gali sukelti
mikroglijos Igsteliy aktyvacija, skatinti jy proliferacija bei skatina mikroglijos lasteles fagocituoti [2].
Tyrimo metu buvo tiriamas skirtingy koncentracijy LOX (1pg/ml, 10ug/ml ir 100pg/ml) ir PIC
(100ng/ml ir 1pg/ml) poveikis grynoms mikroglijos lasteliy kultiroms, esant 24 val. inkubaciniam
laikotarpiui.

Tyrimams naudotos grynos pirminés mikroglijos Iasteliy kultiiros i$skirtos i§ 5-7 dieny amzZiaus,
abiejy ly¢iy Wistar veislés ziurkiy jaunikliy smegeny zievés. Lasteliy gyvybingumas, proliferacija,
fagocitinis aktyvumas buvo nustatoma fluorescencinés mikroskopijos metodu. Glutamato kiekis
mikroglijos lgsteliy augimo terpéje buvo nustatomas spektrofotometriniu metodu. Mikroglijos 1gsteliy
aktyvacijos vertinimas, jvertinant mikroglijos lgsteliy aktyvacijos Zymens — Ibal baltymo raiSkos
poky¢ius Igsteliy kultiirose, buvo atlieckamas imunofluorescencijos metodu.

Tyrimy metu buvo nustatyta, kad 7o/l/-like receptoriy (TLR7 ir TLR3) aktyvikliai — LOX ir PIC po
24 val. inkubacijos neturéjo poveikio mikroglijos Igsteliy gyvybingumui. Lasteliy inkubacija su
didziausia LOX koncentracija (100pg/ml) skatino lasteliy proliferacijg ir statistiSkai reikSmingai
padidino mikroglijos lIasteliy skai¢iy (apie 35 proc.), bei pasizyméjo mikroglijos lasteliy fagocitinj
aktyvuma didinanc¢iu poveikiu, lyginant su kontroline lgsteliy grupe po 24 val. inkubacinio laikotarpio.
Nei viena PIC koncentracija (100ng/ml ir 1pug/ml) bei mazesnés LOX koncentracijos (1pg/ml, 10png/ml)
neturéjo statistiSkai reikSmingo poveikio lasteliy skaiciaus kitimui ar fagocitozei. Nustatyta, kad po 24
val. inkubacinio laikotarpio LOX (1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml) ir PIC (100ng/ml ir 1pug/ml) neturéjo
poveikio glutamato i$siskyrimui j mikroglijos lasteliy augimo terpe bei nesukelé Ibal raiSkos padidéjimo
mikroglijos lgsteliy kultiiroje, kas galéty rodyti galimg mikroglijos lasteliy uzdegimin;j atsaka ir 1gsteliy
aktyvacijg.



SUMMARY
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Summary: Growing epidemiological and experimental evidence suggests that neurotropic viruses are
related to accelerated brain aging and an increased risk of neurodegenerative disorders. There is evidence
that some proteins shed from viruses can cross BBB and induce neuroinflammation or otherwise impaire
brain functions funkcijas [1].

It is known that structural components of viruses contribute to neurodegenerative diseases such
as Parkinson's and Alzheimer's. It is assumed that structural components of viruses are also considered
to induce microglial cell activation and proliferation, and to promote microglial cells phagocytosis [2].
In this study different LOX (1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml) and PIC (100ng/ml ir 1pg/ml) were tested.

Pure primary microglial cell cultures prepared from 5—7-day-old Wistar rats pups (both genres)
were used in this study. The viability, proliferation, phagocytic activity of the cells were assessed by
fluorescence microscopy method. Amount of glutamate microglial cell cultures was determined
spectrophotometrically. Assessment of microglial cell activation by evaluating changes in the expression
of the microglial cell activation marker — Ibal protein in cell cultures was performed by
immunofluorescence method.

It was found that Toll-like repectors activators (TLR7 and TLR3) — LOX and PIC had no effect
on microglial cells viability after 24 h incubation. Cell incubation with the highest concentration of LOX
(100pg/ml) stimulated microglial cell proliferation and significantly increased the number of microglia
cells (about 35%) and also stimulated phagocytic acitvity of microglial cell compared to the control
group after 24 hours incubation. Neither PIC (100ng/ml and 1ug/ml) nor lower LOX concentrations
(1pg/ml, 10pg/ml) had a statistically significant effect on cell number or microglial cells phafocytosis.
We also found that microglial cells incubation with LOX (1pg/ml, 10pg/ml and 100pg/ml) and PIC
(100ng/ml and 1ug/ml) did not affect the release of glutamate into the microglial cell growth medium
after a 24 h incubation period and did not cause an increase of Ibal expression in microglia cell cultures,

which could be indicative of a possible microglial cellular inflammatory response and cellular activation.
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Mikroglijos Igstelés — tai jgimtos centrinés nervy sistemos (CNS) parenchimos imuninés

lastelés, kuriy apykaita priklauso nuo Siy lasteliy proliferacijos. Mikroglijos ekspresuoja jvairius
baltymus, todél jos gali nuolat “suvokti” aplinkg ir greitai reaguoti j jos pokyc¢ius. Esant uzdegiminéms
salygoms, pavyzdziui, CNS virusinei infekcijai, mikroglijos skatina jgimtajj ir jgytaj] imuninj atsaka.
Taciau virusinés infekcijos metu, dél mikroglijos lgsteliy pokycio bei pakitusios jy sgveikos, gali keistis
ir mikroglijos lasteliy vykdoma neurony sinapsiy fagocitoze, kas gali lemti neurokognityvinius
sutrikimus [3]. Daugéja irodymy, kad uzdegimo metu mikroglijos lastelés gali pagreitinti smegeny
sen¢jima, trikdydamos fiziologinius smegeny atstatymo ir remodeliacijos procesus. Daugelis virusiniy
infekcijy, jskaitant Zmogaus imunodeficito virusa (ZIV), sunkaus @minio respiracinio sindromo
koronavirusg 2 (SARS-CoV-2), gripo ir zmogaus herpeso virusus, veikia smegenis ir trikdo mikroglijos
funkcijas. Ypac létinés virusinés infekcijos, sukelian¢ios mazo laipsnio neurouzdegima, gali prisidéti
prie smegeny senéjimo [4].
Svarbus létiniy neurodegeneraciniy ligy komponentas yra jgimtas uzdegiminis CNS atsakas.
Mikroglijos lasteles atlieka svarby vaidmenj vystantis ir palaikant §j uzdegiminj atsaka. Jos pasizymi
padidéjusia proliferacija ir aktyvacija [5]. Mikroglijos lastelés yra labai svarbios CNS biklei ir jos
atstatymui. Esant smegeny pazeidimui, mikroglijos lgstelés migruoja j pazeidimo, infekcijos ir
neurodegeneracijos vietas, kur gali aktyvuoti kitas lgsteles, daugintis, fagocituoti, Salinti pazeistus
audinius [5-7].

Toll-like receptoriai (TLR) atliecka svarby vaidmenj atpazjstant virusy struktirinius
komponentus ir aktyvinant jgimtg imuning sistema. Suaktyvéjus TLR, sukatyvéja prouzdegiminiy
citokiny gamyba, todé¢l Sie receptoriai gali buti svarbiis kaip potencialiis taikiniai, kontroliuojant
infekcijas, tokias kaip COVID-19, ankstyvosiose ligy stadijose [7]. Zinoma, kad virusinés infekcijos gali
sukelti mikroglioze ir uzdegima, visgi, mazai Zinoma apie TLR receptoriy aktyvacija esant virusiném
infekcijoms. Vis daugiau tyrimy rodo, kad virusy struktiiriniai komponentai prisideda prie jvariy
neuropatologijy, tokiy kaip neurodegeneracinés ligos — Alzheimerio liga, Parkinsono liga, vystymosi,
taCiau iki Siol truksta duomeny, kurie atskleisty su virusu susijusios uzdegiminés neurodegeneracijos
molekulinius mechanizmus. Siekiant istirti mikroglijos Iasteliy vaidmenj jvairiy neuropatologijy atvejais
ar virusiniy infekcijy metu, svarbu jvertinti virusy struktiiriniy komponenty vaidmenj Siuose procesuose.
Siam tikslui pasiekti tyrimuose bus naudojama pirminé gryna mikroglijos lasteliy kultdira, kaip modeliné
sistema, siekiant iStirti TLR3 ir TLR7 aktyvikliy, imituojanciy virusy RNR, poveiki mikroglijos
lasteléms, kas prisidés prie gilesnio mikroglijos lasteliy aktyvacijos mechanizmy suvokimo jvairiy

neuropatologijy atvejais.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: nustatyti 7oll-like receptoriy (TLR7 ir TLR3) aktyvikliy — loksoribino (LOX) ir
poliinozilo-policitidilo riigSties (PIC), imituojanciy virusy RNR, poveikj pirminéms mikroglijos lasteliy

kultaroms.

Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti TLR7 aktyviklio LOX ir TLR3 aktyviklio PIC poveikj mikroglijos lasteliy gyvybingumui ir
skaiciaus kitimui grynoje mikroglijos lasteliy kulttiroje po 24 val. inkubacijos.

2. Istirti TLR7 aktyviklio LOX ir TLR3 aktyviklio PIC poveiki mikroglijos lasteliy fagocitiniam
aktyvumui grynoje mikroglijos lasteliy kultiiroje po 24 val. inkubacijos.

3. Nustatyti TLR7 aktyviklio LOX ir TLR3 aktyviklio PIC poveikj glutamato i$siskyrimui j mikroglijos
lasteliy auginimo terpg po 24 val. inkubacijos.

4. Ivertinti TLR7 aktyviklio LOX ir TLR3 aktyviklio PIC poveikj mikroglijos lasteliy aktyvacijai
grynoje mikroglijos lasteliy kultiiroje po 24 val. inkubacijos.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Nervy sistema

Nervy sistema yra sudétingas tinklas, leidziantis organizmui sgveikauti su aplinka. Jutiminiai
komponentai, aptinkantys aplinkos dirgiklius, ir motoriniai komponentai, uZtikrinantys skeleto, Sirdies
ir lygiyjy raumeny kontrolg, taip pat liauky sekrecijos kontrolg, yra koordinuojami sistemoje, kad
priversty tinkamai motoriskai reaguoti j gautus, saugomus ir apdorotus dirgiklius ar jutiminius signalus.
Nervy sistemg sudaro neurony tinklai, o Siy tinkly signalai leidzia mastyti, kalbéti, jausti, mokytis,
atsiminti ir vykdyti visas funkcijas bei suvokti pojii¢ius. Nustatyta, kad dél esamy Igsteliy plastiSkumo
misy nervy sistemos gali prisitaikyti prie anks¢iau nepatirty situacijy. Nervy sistemg galima suskirstyti
1 perifering (PNS) ir centring nervy sistemas (CNS). Nervy sistema sudaro dvi pagrindinés Igsteliy grupés
— neuronai ir neuroglijos [8, 9]. Neuronai yra specializuotos lgstelés, skirtos priimti dirgiklius i$ iSoriniy
Saltiniy arba kity neurony, kurie gali sukelti lgstelés suzadinimg arba slopinimg. Jei neuronas yra
stimuliuojamas, jis perduoda impulsa (veikimo potencialg) iSilgai savo ilgy lasteliniy ataugy. Kiekvieng
neurong sudaro lastelés kiinas su branduoliu ir organelémis. I$ lastelés kiino iSeina daugybé ataugy.
Viena 18 jy, aksonas, perduoda impulsus tolyn nuo Igstelés kiino ir gali bti labai ilga. Impulsai lgstelés
kiing pasiekia viena ar keliomis trumpomis Sakotomis ataugélémis, vadinamomis dendritais. Neuronai
tarpusavyje jungiasi sinapsémis. Jos paprastai susidaro tarp presinapsiniy neurony aksony ir
postsinapsiniy neurony dendrity ir (arba) lasteliy kiiny. Sinapsés yra specializuotos sritys tarp gretimy
neurony, kuriose dviejy neurony lgsteliy membranas vieng nuo kitos skiria siauras sinapsinis plysys.
Sinapsinj plysj jveikia neuromediatoriai. Sie cheminiai "pasiuntiniai” i§siskiria i§ presinapsiniy aksony,
kai veikimo potencialai pasiekia jy galines struktiiras. Tada neuromediatorius pereina sinapsinj plysj,

kad prisijungty prie postsinapsinio neurono receptoriy ir ji aktyvuoty [9].

1.2. Neuroglijos l1astelés

Antra didele CNS Iasteliy grupe sudaro neaktyvios, pagalbinés neuroglijos, kitaip Zinomos kaip
glijos, lastelés. Jos skirstomos ] astrocitus, palydovines, spindulines, ependimines lgsteles,
oligodendrocitus ir mikroglijos 1asteles. Neuroglijos Iastelés yra randamos tiek smegeny pilkojoje, tiek
baltojoje medziagose ir jy pagrindiné funkcija yra apsaugoti smegeny lasteles [9, 10]. Egzistuoja keli
skirtingi glijos tipai, atliekantys skirtingas funkcijas. Astrocitai CNS sgveikauja ir su kapiliarais, ir su

neuronais. Astrocitai atliecka mitybing funkcijg ir apriipina neuronus maistinémis medziagomis,
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reguliuoja jony ir cheminiy medziagy koncentracijg tarplasteliniame skystyje ir suteikia struktiring
atramg sinapséms. Astrocitai taip pat sudaro kraujo-smegeny barjerg —struktira, kuri uzkerta kelia
toksiniy medziagy patekimui i smegenis. Palydovinés glijos (angl. satellite glia) apriipina neuronus
maistinémis medziagomis ir struktiirine parama. Radialinés glijos lastelés (angl. radial glia) tarnauja
kaip ramsciai besivystantiems neuronams, kai jie migruoja j galutines paskirties vietas. Ependiminés
lastelés (angl. ependymal cells) i8kloja skyscio pripildytus galvos smegeny skilvelius ir centrinj nugaros
smegeny kanalg. Jos dalyvauja gaminant smegeny skystj, kuris yra galvos smegeny apsauging terpé,
pernesa skyst] tarp nugaros smegeny ir galvos smegeny ir yra kraujagyslinio rezginio sudedamoji dalis.
Oligodendrocitai sudaro mielino apvalkalus aplink CNS aksonus. Vieng aksong gali mielinizuoti keli
oligodendrocitai, o vienas oligodendrocitas gali apripinti mielinu kelis neuronus. Mikroglijos lastelés

valo ir ardo negyvas lasteles ir saugo smegenis nuo patekusiy mikroorganizmy [10].

1.3. Mikroglija

Mikroglijos Igstelés yra svarbiausios CNS imuninés Igstelés, kurios pirmosios reaguoja
smegeny pazeidimus [11]. Jas galima apibudinti kaip specializuotus makrofagus, gebancius vykdyti
fagocitoze, taip apsaugant CNS neuronus [12]. Mikroglijos yra labai judris fagocituojantys makrofagai,
kuriy yra visose suaugusio zmogaus galvos ir nugaros smegeny srityse ir kurie sudaro 10-15 % visy
CNS lasteliy. Kaip ir makrofagai likusioje kiino dalyje, mikroglijos naikina ir Salina svetimas medziagas
kaip jgimtos imuninés sistemos dalyves, naudodamos fagocitinius ir citotoksinius mechanizmus [13].
Metams bégant, Siy lasteliy imuninés funkcijos patrauké démesj dél jy dalyvavimo beveik visuose
patologiniuose smegeny procesuose, iskaitant uzdegima, insulta, neurodegeneracines ligas ir virusing
bei baktering infekcija. Sie receptoriai teikia signalus, kurie reguliuoja mikroglijos profilio poky&ius i3
homeostatinés j aktyvig biiseng [14]. Be to, neurodegeneracijos srityse aptiktas mikroglijy pogrupis,
vadinamosios su liga susijusios mikroglijos, kurios aptinka pazeidimus, pasireiskianCius su
neurodegeneracija  susijusiais molekuliniais modeliais (signalais, iSsiskirian¢iais  vykstant
neurodegeneraciniams procesams). Sveiky suaugusiy Zzmoniy smegenyse glijos lasteléms priskiriami Sie
svarblis procesai: astrocitai veikia pazintinius mokymosi ir atminties procesus, o mikroglijos, kaip
jprasta manyti, yra imuninés sistemos elementai. Astrocitai intensyviai dalyvauja su pazinimu
susijusiuose procesuose, tokiuose kaip sinapsinio aktyvumo reguliavimas, suaugusiyjy neurogeneze,
apriipinimas energija palaikant neuronus ir homeostazés palaikymas. Oligodendrocitai taip pat atlieka
svarby vaidmenj pazinimo procesuose. Taigi, nors daugiausia démesio skiriama astrocitams ir
oligodendrocitams, kad biity palaikoma ir vykdoma pazintin¢ funkcija, yra jrodymy, kad mikroglijos

taip pat sgveikauja su sinapsiniais ir pazintiniais procesais [15]. Ontogenetiniu pozitiriu mikroglijy
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populiacija diferencijuojasi i$ embrioninio trynio maiselio. Kitas smegeny imunokompetentiniy lgsteliy
Saltinis yra i§ periferijos infiltruoti makrofagai. PrieSingai nei neuronai, mikroglijos lastelés turi
galimybe visiskai atkurti savo populiacijg suaugusiose smegenyse [14-15].

Mikroglijos taip pat gali veikti kaip antigeng pateikiancios Igstelés ir prisidéti prie uzdegimo ir
homeostazés mechanizmy, iSskirdamos citokinus ir kitas signalines molekules, tokias kaip IL-1, IL-6
arba TNF-a [16]. Mikroglijos lastelés paprastai skirstomos j tris pagrindines formas: ameboidines

mikroglijas, i§siSakojusias mikroglijas ir aktyvuotas mikroglijas (1 pav.).

Dalywauja palaikant
* imunclogiZkai stabiliag
aplinka

Jy pagrindiné
« funkeija yra
fagocituoti paZeistus
audinius

= Altywiis makrofagai

s Vyrauja smegeny vystymosi ir « Turi ilgas akotas ataugas ir * Turi antigeny pateikianéiy savybiy

persitvarkymo metu ma#g lastelés kiing o Pilnai aklyvuota fagociting

o Neturi antigeng pateikiangiy * Vyrauja suaugusiyjy mikroglijos forma

savyhiy Smegenyse « Aptinkama esant neurouidegimui

1 pav. Mikroglijos lasteliu formos ir ju palyginimas
(apritaikyta pagal Cai Z., Hussain MD. ir kt.) [17]

Ameboidinés mikroglijos gali laisvai judéti po nervinj audinj kaip fagocitinés Iastelés, taciau,
skirtingai nei aktyvuotos mikroglijos, ameboidinés mikroglijos uzdegimo metu neturi antigeng
pateikianéiy savybiy. Sios formos mikroglijos lastelés daugiausia egzistuoja smegeny remodeliacijos ir
brendimo proceso metu [18].

ISsiSakojusios mikroglijos lgstelés yra kilusios 1§ monocity. Jos dalyvauja palaikant
imunologiSkai stabilig aplinkg. Skirtingai nuo ameboidiniy mikroglijos formy, iSsiSakojusioms
mikroglijos lasteléms buidingos ilgos Sakotos ataugos, mazas lastelés kiinas. Panasiai kaip ir ameboidinés
mikroglijos, i$siSakojusios mikroglijos taip pat yra praradusios geb¢jima pateikti antigeng. Be to,
Sakotosios mikroglijos negeba fagocituoti. Jos egzistuoja esant ramybeés busenoje ir neurouzdegimo
atvejais arba po suzalojimo Sakotos mikroglijos gali pereiti j aktyvuota buiseng.

Aktyvuotai biisenai budingos iSsiplétusios Sakotos lastelés su didesniu lgstelés kiinu ir
trumpesniais, storais iSsiSakojimais [13, 18]. Aktyvuota mikroglija — tai biisena, kai kaskadinés reakcijos
nuo Sakotos (neaktyvios) formos iki visiskai aktyvios fagocitinés formos vyksta dél jvairiy veiksniy,

pavyzdziui, prouzdegiminiy citokiny, laisvyjy radikaly, agreguoty baltymy nusédimo, jony homeostazés
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praradimo, taip pat neurotoksiny ir jgimtos imuninés sistemos disfunkcijos. Aktyvuotos mikroglijos
lastelés gali fagocituoti bei pateikti antigena. Siy lasteliy pagrindiné funkcija yra fagocituoti paZeistus
audinius [13]. Mikroglijos lastelés reaguoja i audiniy pazeidima arba liga, naudodamos neurosiuntikliy
receptorius ir receptorius, atpazjstancius su pazeidimais susijusius molekulinius modelius (DAMP),
pavyzdziui, adenozintrifosfata (ATP), ir su patogenais susijusius molekulinius modelius (PAMP),

pavyzdziui, lipopolisacharidg (LPS) ir virusy DNR bei RNR [14].

1.3.1. Fagocitozé

Fagocitozé — tai Igstelinis procesas, kurio metu Igstelés fagocituoja ir pasalina jvairias daleles,
jskaitant svetimas medziagas, mikroorganizmus ir apoptozines Igsteles. Fagocitozeé yra esminis audiniy
pusiausvyros procesas, kurj gali atlikti daugelio tipy lastelés. Dendritinés lastelés, makrofagai,
mikroglija ir neutrofilai yra vienos i3 tokiy lasteliy. Sios Iastelés ekspresuoja keleta receptoriy, kurie
aktyvuoja signalus lgstelése, sukelianCius fagocitozg [19]. Esant normalioms fiziologinéms salygoms
mikroglija yra neaktyvi, turi mazg lasteliy kiinelj ir labai iSsiSakojusias Sakotas ataugas. Taciau,
reaguodama ] suzalojima ar patogenus, mikroglija virsta aktyvia fagocituojancia mikroglija, kuri
migruoja ir kaupiasi pazeidimo vietoje vykstant procesui, vadinamam chemotaksiu. Suaktyvéjusios
mikroglijos skiriasi nuo savo ramybés biisenos, nes jos pasizymi jlinkusiomis ataugomis ir ameboidine
morfologija, iSskiria tiek uzdegimag skatinancias, tiek prieSuzdegimines molekules ir pasizymi stipriu
fagocitiniu apoptoziniy lagsteliy ir nuolauzy Salinimu. Suaktyvéjusios mikroglijos pastebimos sergant
beveik visomis neurologinémis ligomis, jskaitant neurodegeneracines ligas, tokias kaip Alzheimerio
liga, Parkinsono liga ir Sonin¢ amiotrofiné sklerozé, infekcines ir uzdegimines ligas (pvz., iSsétiné
skleroz¢), insulta, trauminius ir radiacijos sukeltus smegeny suzalojimus [20].

Mikroglijos yra smegeny fagocitai, daugiausia skirti pasalinti apoptozines ar nekrotines lgsteles
ir nesuskaidytus baltymus, pvz., neuromelaning. Be to, mikroglijos dalyvauja pertvarkant neurony
jungtis, fagocituodamos sinapses, aksony ir mielino likucius ir tiesiogiai fagocituodamos bakterijas ir
virusus kovoja su centrinémis infekcijomis [20].

ISskirdama citokinus ir turédama fagocitiniy gebéjimy, mikroglija atlieka svarbig CNS apsaugos
funkcijg ir prisideda prie CNS homeostazés palaikymo. Fagocitozé yra mikroglijos jgimto imuninio

atsako dalis ir yra vienas i§ mikroglijos lasteliy aktyvacijos zymeny [1].
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1.3.2. Glutamatas

Glutamatas yra dazniausiai aptinkama laisvoji aminortigStis smegenyse. Atsizvelgiant j tai, buvo
nustatyta, kad glutamatas gali aktyvinti bei suzadinti nervines lasteles ir taip sukelti jy Zatj. Sj poveiki
lemia smegeny lasteliy pavirSiuje esantys glutamato receptoriai. DidZiausia glutamato koncentracija yra
nervy galiinése esanciose sinapsinése piislelése, i§ kuriy jis gali iSsiskirti egzocitozés budu [21].
Glutamatas yra pagrindinis aktyvinantis neurosiuntinklis zinduoliy CNS, labai svarbus normaliam
smegeny funkcionavimui, todél jo kiekis turi buti grieztai reguliuojamas. Glutamato funkcijos sutrikimai
gali sutrikdyti nervy sistema, o krastutiniais atvejais gali sukelti nerviniy lasteliy zutj. Nerviniy lasteliy
funkcijos sutrikimai ir mirtis sukelia pavojingas ligas, jskaitant ataksija, adrenoleukodistrofija (ALD),
generalizuota nerimo sutrikimg ir kitus neurologinius bei neuropsichiatrinius sutrikimus. Glutamato
klirensas yra bitinas tinkamam sinapsiniam aktyvumui ir siekiant iSvengti neurony pazeidimy dél
pernelyg didelio glutamato receptoriy suaktyvéjimo. Glutamato klirensg reguliuoja jaudinanciy
aminorigsciy pernes¢jai (EAAT), atsakingi uz didZigja dalj glutamato pasisavinimo smegenyse [22].

De¢l didelés glutamato koncentracijos smegenyse buvo nelengva pripazinti, kad glutamatas gali
veikti kaip dirginantis neuromediatorius. Nors ir buvo jrodyta, kad glutamatas veikia depoliarizuojanciai
nugaros smegeny neuronus, jo, kaip neurotransmiterio, statusas buvo pripazintas ne i§ karto, nes
depoliarizuojantj poveikj galéjo imituoti ir kitos aminoriigStys. Tac¢iau atradus specifinius glutamato
receptoriy agonistus ir antagonistus, galiausiai buvo padaryta tvirta i§vada, kad glutamatas yra tikras
neuromediatorius. Be to, atsizvelgiant ] neurosiuntiklio statusg, egzistuoja specifinis mechanizmas,
kuriuo inaktyvuojamas receptoriy suzadinamasis glutamato poveikis, nes buvo nustatyti itin veiksmingi
didelio giminingumo glutamato perneséjai, kurie, kaip nustatyta, pirmiausia yra iSreiks$ti astrocituose.
Ekstralastelinis glutamatas veiksmingai patenka j astrocitus per transporterius, o didéjant ekstralgstelinio
glutamato koncentracijai didéja glutamato kiekis astrocituose. Nustatyta, kad 1§ ekstralgstelinés aplinkos
paimtg glutamatg astrocitai metabolizuoja ] glutaming, taciau papildomai glutamatas gali biiti
metabolizuojamas oksidaciniu biidu. Sis ekstralastelinio glutamato virsmas glutaminu yra vadinamojo
glutamato-glutamino ciklo dalis. Taigi, glutamato-glutamino ciklas — tai procesas, kurio metu glutamatas
yra iSskiriamas i§ neurony ir véliau patenka j astrocitus. Astrocitai iSskiria glutaming, kuris vél patenka
1 neuronus ir yra naudojamas kaip pirmtakas glutamato sintezei. Tokiu biidu yra palaikomas reikiamas
glutamato ir glutamino kiekis nervy sistemoje [23, 24].

Zinoma, kad mikroglijos lastelés aktyvacijos metu taip pat gali idskirti glutamatg. Pirmiausia,
mikroglijos i$skiria ATP ir glutamato receptorius, kurie reguliuoja mikroglijy judéjima. Po lokalios
pazaidos ATP iSsiskyrimas skatina mikroglijos lgsteliy aktyvacijg ir aktyvuotos mikroglijos lastelés
migruoja j pazaidos vieta, dauginasi ir fagocituoja lasteles bei lgsteliy komponentus. Taciau pernelyg

didelis mikroglijos suaktyvéjimas gali prisidéti prie létiniy neurodegeneraciniy ligy progresavimo.



14

Mikroglijos gali iSskirti daugybe medziagy, kurios gali biiti zalingos aplinkiniams neuronams, jskaitant
glutamatg [25]. Mikroglijoje iSsiskiriantis glutamatas gali reguliuoti mikroglijy veikla, pavyzdZziui,
aktyvacijg, migracija, azoto monoksido (NO) gamyba, citokiny i$siskyrimg ir uzdegiminj atsaka, taip

pat reguliuoti neurony, astrocity ir mikroglijy sgveika sergant neurodegeneracinémis ligomis [26].

1.4. Mikroglijos Igstelés ir neurouzdegimas

Neurouzdegimas apibréziamas kaip uzdegiminis atsakas galvos arba nugaros smegenyse. Sj
uzdegima sukelia citokiny, chemokiny, aktyviy deguonies formy ir antriniy mediatoriy gamyba. Siuos
mediatorius gamina CNS reziduojancios glijos (mikroglijos ir astrocitai), endotelio lgstelés ir periferinés
kilmés imuninés lastelés. Sios neurouzdegiminés reakcijos turi imuniniy, fiziologiniy, biocheminiy ir
psichologiniy pasekmiy. Be to, neurouzdegimo laipsnis priklauso nuo pirminio dirgiklio ar pazeidimo
pasireiSkimo priezas¢iy, trukmeés ir eigos. Pavyzdziui, uzdegimas gali sukelti imuniniy lasteliy
suaktyvejimg, edema, audiniy pazeidima ir galima lasteliy zutj [27].

Spartesnis smegeny sen¢jimas daznai siejamas su sustipréjusia neurodegeneracija, kuri apima
neurony lasteliy struktiros ir funkcinius sutrikimas ar praradimg dél medziagy apykaitos pokyciy,
neurony lgsteliy zitj, neurony tinklo funkcinj nepakankamuma, neurony regeneracijos mazéjimg arba
minéty priezas¢iy visumg. Neurodegeneracija apima funkcinius ir struktiirinius glijos lgsteliy pokycius,
dél kuriy atsiranda demielinizacija ir gliozé. Neurodegeneracija sustipréja dél neurouzdegimo, kuris
labai prisideda prie spartesnio smegeny sen¢jimo. Neurouzdegimas paprastai siejamas su mikroglijos,
smegenyse reziduojanciy makrofagy ir jgimtosios imuninés sistemos lasteliy suaktyvéjimu.
Neurouzdegima daznai sukelia virusinés infekcijos, kurios baigiasi encefalitu, t. y. smegeny uzdegiminiu
procesu, kuris paprastai apima mikrocirkuliacijg, neuronus ir glijos Igsteles, jskaitant mikroglijas, taip
pat smegeny audinio infiltracijg kitomis jgimtos ir jgytos imuninés sistemos lgstelémis, pavyzdziui,
monocitais, dendritinémis lgstelémis, granulocitais ir jvairiomis T limfocity subpopuliacijomis.
Mikroglijos Igstelés yra laikomos vieni pagrindiniy neurouzdegima sukelianciy bei prie neurouzdegimo
prisidedanciy veiksniy. Taip yra todél, kad Sios jgimtosios imuninés Igstelés atlieka ne tik pirming CNS
imuning prieziiirg ir ]} makrofagus panasia veikla, jskaitant citokiny ir chemokiny gamyba, taciau taip

pat yra atsakingos uz didziajg dalj CNS jgimto imuniteto pajégumy [28].
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1.5. Virusai ir virusiniai baltymai

Virusas gali buti apibiidinamas kaip nelgsteliné dalel¢ arba virionas, kuris uzkreCia Igstele
Seimininke ir joje dauginasi. Virusas turi genomg, sudaryta i§ DNR arba RNR, kurj gaubia baltyminé
kapsidé. Sudétingesniuose virusuose apsauginis baltymas gali buti vadinamas galvutés apvalkalu arba
Serdine dalele. Skirtingy tipy virusai uzkrecia skirtingas specifines Seimininko Igsteles. Bakterijas
uzkreCiantis virusas vadinamas bakteriofagu. Bakteriofagas T2 uzkrecia bakterijg Seimininke E. coli. T2
ir T4 fagai yra "uodeguotieji" fagai, kuriy kapsidé turi uvodega, kuri jterpia viruso genomg ] lagstele
Seimininke. Seimininko lasteléje fago genai vadovauja palikuoniy viriony gamybai ir surinkimui.
Virusai pasisalina, kai Igstelé Seimininké suyra [29].

Virusy genomai labai skiriasi savo dydziu: kai kurie virusai koduoja iki mazdaug 1000 baltymy
(pvz., APMV) arba tik 6-8 baltymus, kaip Zmogaus papilomos viruso (ZPV) atveju. Struktirinais
baltymais dazniausiai yra laikomos virusy kapsidés. Viruso kapsidé yra apvalkalas, sudarytas i§ keliy
baltymy subvienety, vadinamy protomerais arba kapsomerais. Kapsidé¢ yra apsauginis apvalkalas aplink
viruso genomga. Daznai DNR arba RNR pagrindu sudarytas genomas yra glaudZziai susijes su viruso
kapsidés apvalkalo baltymais ir sudaro branduolinj baltymy kompleksg. Visi virusy nukleoproteinai gali
sgveikauti ir su nukleorfigStimis, ir su kitais baltymais, todél pasizymi dideliu daugiafunkciskumu. Kai
kuriy virusy kapsidés yra sudétingos — nei visiskai ikosaedrinés (briaunainés), nei visiskai spiralings,
jose yra papildomy strukttiry, pavyzdziui, sudétingy iSoriniy sieneliy arba baltymy uodegéliy. Vienas i§
geriausiai iStirty sudétingy virusy yra T4 bakteriofagas. Biidingas Sio viruso bruozas — ikosaedriné
galvuté, kurig vainikuoja spiraliné uodega. Si uodegos struktiira baigiasi esiakampio formos pagrindo
plokstele su iSpléstomis ir iSsikiSusiomis baltyminémis uodegos skaidulomis. D¢l Sios uodegos
struktiiros T4 gali prisitvirtinti prie bakterijos Seimininkés ir, naudodamasis uodega kaip molekuliniu
Svirkstu, jvesti viruso genoma j lastele. Yra Zinoma, jog virusai gali prisidéti prie jvariy neuropatologijy
vystymosi bei sukelti ar prisidéti prie tokiy neurodegeneracines ligy atsiradimo ir/ar vystymosi, kaip

Parkinsono ir Alzheimerio liga arba Covid-19 [30-31].

1.6. COVID-19 ir mikroglijos lasteliy rySys

Nors COVID-19 pirmiausia yra kvépavimo taky liga, neurologiniai poZymiai tapo rimta
sergamumo ir mirtingumo priezastimi. Atlikus retrospektyvinj tyrima Vuhane (Kinija), kuriame
dalyvavo 214 hospitalizuoty pacienty, 36,4 proc. pacienty pasireiské neurologinés ligos, jskaitant galvos
skausma, ataksija, svaigulj, traukulius ir sgmonés sutrikimus. Jungtinéje Karalyst¢je atlikto stebésenos

tyrimo metu, kuriame dalyvavo 153 pacientai, rezultatai parodeé, kad pakitusi psichikos biiklé¢ buvo antra



16

pagal daznumg biikle (31 proc. tirlamyjy, i§ kuriy 6 proc. sirgo encefalitu) [32]. IS viso 18 % pacienty
buvo nustatyta neuropsichiatriné¢ diagnozeé, o 62 % - cerebrovaskulinis pazeidimas (pvz., iSeminis
insultas), kas parod¢, kad su imiomis neurologinémis komplikacijomis daznai susiduria net ir jaunesni
nei 60 mety asmenys. Mikroglijos — svarbiausios imuninés smegeny lgstelés. Daznai nurodoma, kad Siy
jgimty CNS imuniniy lgsteliy aktyvumas labai skiriasi, ypac atsizvelgiant | zmogaus amziy, sveikatos
fiziniai pazeidimai, ankstyvosios infekcijos ar terSaly poveikis. Naujausi duomenys rodo, kad Sios ne
neuroninés lgstelés gali atlikti lemiamg vaidmenj COVID-19 infekcijy metu ir gali turéti jtakos ligos
sunkumui. Atsizvelgiant j gauséjancius jrodymus, manoma, kad mikroglijos aktyvumas yra dar vienas
tikétinas paaiSkinimas, kodel pastebimi individualts atsako ;| COVID-19 skirtumai, taip pat kodeél
COVID-19 sergantiems pacientams, ypa¢ vyresnio amziaus arba sergantiems gretutinémis ligomis
pacientams, pasireiSkia sunkesni simptomai. Tai atitikty ,,dviejy smiigiy“ (angl. “fwo hit”’) hipoteze,
pagal kurig pirminis stresas, patirtas anks¢iau gyvenime (pirmasis smiigis), jjautrina mikroglijos Iasteles,
o tai veliau lemia padidéjusj mikroglijos aktyvumo padidé¢jima vélesniy streso veiksniy (antrojo smiigio)
metu. Dél Sio pirminio mikroglijos lgsteliy aktyvinimo susidaro vadinamoji ,,uzkrésta” (angl. primed)

mikroglija, kuri po antrojo pazeidimo gali lengviau suaktyvéti iki zalingos hiperaktyvios biisenos [33].

1.7. Toll-like receptoriai

Toll-like receptoriai (TLR) yra labai svarbiis jgimtai imuninei sistemai, nes atpaZjsta su
patogenais susijusius jvairiy mikroby molekulinius modelius. TLR signalizuoja, jtraukdami specifines
adaptorines molekules, dél kuriy suaktyvéja transkripcijos veiksniai: branduolio veiksnys-kB (NF-kB)
ir interferony reguliavimo faktoriai (IRF), lemiantys jgimtg imunitet] atsakg. Per pastargj] deSimtmetj
Jvairiais metodais, apimanciais genetinius, biocheminius, struktirinius, lasteliy biologinius ir
bioinformacinius tyrimus, buvo iSaiskinti tikslis TLR signaly veikimo mechanizmai. Paaiskéjo, kad
TLR signalai yra skirtingi ir atlieka svarby vaidmenj daugelyje jgimto imuninio atsako j tam tikrus
patogenus procesy. Jgimta imuniné sistema, nustatydama mikrobus, 1§ pradziy naudojasi struktiiry
atpazinimo receptoriais (angl. pattern-recognition receptors, PRRs). PRR atpazjsta mikroorganizmams
biidingus molekulinius pozymius, vadinamus su patogenais susijusiais molekuliniais modeliais (PAMP),
ir 1§ pazeisty lasteliy gautas savaimines molekules, vadinamas su pazeidimais susijusiais molekuliniais
modeliais (DAMP). PRR suaktyvina tolesnius signalinius kelius, kurie sukelia jgimta imuninj atsaka,
gaminant uzdegiminius citokinus, I tipo interferona (IFN) ir kitus mediatorius. Sie procesai ne tik sukelia
tiesiogines Seimininko gynybines reakcijas, pavyzdziui, uzdegima, bet ir skatina bei organizuoja

antigenui biidingus adaptyvius imuninius atsakus [34].
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Dabar TLR Seimg sudaro deSimt zmogaus (TLRI1-TLR10) ir dvylika pelés (TLR1-TLR9Y,
TLR11-TLR13) receptoriy. Toll-like receptoriy citoplazminé dalis yra labai panasi j IL-1 receptoriy
Seimos receptoriy citoplazming dalj ir vadinama Toll/IL-1 receptoriaus (TIR) domenu. Nepaisant $io
panaSumo, abiejy receptoriy ekstralgstelinés dalys yra struktiiriSkai nesusijusios. IL-1 receptoriui
budingas ] Ig panaSus domenas, o Toll-like receptoriy ekstralgsteliniame domene yra leucino turtingy
pasikartojimy. Nustatyta, kad TLR dalyvauja atpazjstant mikroorganizmus. Kiekvienas TLR atpazjsta
specifinius mikroby komponenty modelius [35]. Mikroglijos lasteles iSskiria daug TLR grupés
receptoriy (nuo TLR1 iki TLRY), todél tai tik parodo, jog Sios lgstelés yra svarbios reguliuojant CNS
imuninj atsaka [36]. Daugéja jrodymy, kad Toll-like receptoriai yra susij¢ su neurodegeneracinémis
ligomis, tokiomis kaip Alzheimerio liga ar Parkinsono liga. Siuo poziiiriu jy raiska mikroglijoje gali
moduliuoti mikroglijos lasteliy aktyvuma, o tai sukelia apsauginj arba zalingg poveikj neuronams ir

kitoms lgsteléms. Todél TLR gali biiti uzdegimo ir neurodegeneraciniy ligy rysio tarpininkas [37].

1.7.1. Toll-like 3 ir Poliinozilo-Policitidilo riigstis (PI1C)

Toll-like receptorius 3 (TLR3) yra TLR Seimos narys, tarpininkaujantis transkripcijos budu
indukuojant I tipo interferonus (IFN), uzdegiminius citokinus ir chemokinus, taip bendrai sukeliant
antivirusinj Seimininko atsakg. Tyrimai parodé¢, kad skirtingai nei kiti TLR Seimos nariai, TLR3 yra
vienintelis RNR jutiklis, visiSkai priklausomas nuo Toll-interleukino-1 receptoriaus (TIR) domeno
turin¢io adapterio, indukuojancio interferong-f (TRIF). TLR3 atpaZzjsta dvigrande RNR, kuri yra tarpiné
viruso replikacijos grandis, ir inicijuoja tolesn¢ signaly transdukcija, taip padidindamas IFN-o/p
ekspresijg ir sukeldamas antivirusiniy baltymy sintez¢. TLR3 yra placiai iSreikStas neurocituose,
imuninése lgstelése, fibroblastuose ir jvairiose epitelio 1gstelése. IS imuniniy lgsteliy TLR3 ekspresuoja
tik dendritinés Igstelés (DC — dendritinés lastelés), makrofagai ir putliosios lastelées (MC — putliosios
lastelés). TLR3 lokalizuojasi MC, makrofagy lasteliy pavirSiuje ir endosomose. Dendritinés lastelés yra
vienos svarbiausiy imuniniy Igsteliy, gaminanciy IFN, iskaitant I tipo IFN (a ir ), kurie yra susije su
virusy Salinimu. TLR3 veikia antigeng pateikianciose dendritinése lgstelése, kad sukelty limfocity
tarpininkaujamg antigenui specifinj imuninj atsakg. Nustatyta, kad putliosios lgstelés veikia kaip
jgimtojo imuniteto apsauginés lastelés, aktyviai dalyvaujancios infekcijy kontrolés ir Salinimo procese.
Putliosios lastelés ekspresuoja TLR3 molekules ir kitus baltymus, susijusius su lgsteliniu antivirusiniu
atsaku, pavyzdziui, IRF3, I ir II tipo IFN receptorius ir audiniy suderinamumo komplekso I (MHC 1,
angl. major histocompatibility complex) pagrindinius baltymus [38-39].

Mikroglijos iSskiria TLR3 receptorius, kurie atpazjsta su patogenais susijusius molekulinius

modelius, pvz. virusy ar bakterijy dvigrand¢ RNR. Be to, kad TLR3 aktyvinamas infekcijy metu, jis gali
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biti susij¢s su neurodegeneracija ar psichikos sutrikimais. Atsizvelgiant ] tai, kad i$ nekrotiniy Igsteliy
i8siskyrusi RNR gali aktyvuoti TLR3, yra manoma, kad i§ ztstan¢iy neurony iSsiskyrusi endogenine
nukleoriigstis gali aktyvuoti TLR3 mikroglijoje ir skatinti uzdegiminj procesa smegenyse [40].
Polinozino-policitidilo riigstis (PIC) yra sintetinis dvigubos grandininés RNR analogas ir
agonistas, veikiantis j Toll-like receptoriy 3 (TLR3) ir | retinoinés riigSties indukuojamag geng i (Ri1G-1)
panasiy receptoriy (RLR), jskaitant RiG-i ir su melanoma susijusj diferenciacijos geng 5 (MDAS). PIC
poveikis naviky imunoterapijai yra gerai idtirtas jau kelis deSimtmecius. Zinoma, kad PIC gali biiti
naudojamas kaip vakcinos adjuvantas, siekiant sustiprinti jgimtg ir adaptyvy imuninj atsaka ir pakeisti
naviko mikroaplinkg. Naujausi tyrimai parodé, kad TLR3 ir RLR signaly aktyvinimas PIC gali tiesiogiai
sukelti kai kuriy véziniy lgsteliy apoptoz¢. PIC aktyvina Zmogaus jgimta imuning sistema, véliau
reguliuoja adaptyvyji imunitetg, dél to pakinta naviko mikroaplinka ir stipriai slopinamas naviko
augimas. Neseniai atliktas tyrimas parodé, kad PIC transfekcija gali sumazinti naviko metastazes
imunodeficitinéms peléms, o tai rodo, kad PIC tarpininkaujamam antivéziniam poveikiui nereikia
imuninés sistemos aktyvacijos. Be to, PIC gali tiesiogiai sukelti véZiniy lasteliy apoptoze. Sj tiesioginj
priesvézinj PIC poveikj lemia prieSvéziniy geny reguliavimas ir Igsteliy apoptozés indukcija aktyvuojant
pagrindinius su juo susijusius receptorius, pavyzdziui, TLR3. PIC prieSvézinéje imunoterapijoje tiriamas
jau kelis deSimtmecius. Naujausi tyrimai rodo, jog PIC padidina fermenty, dalyvaujanciy prostaglandino
E2 sintezéje (pvz., ciklooksigenazé-2 ir mikrosominé prostaglandino E sintazé-1), sinteze
suaktyvindamas skirtingus mikroglijos signalinius kelius. Sie du fermentai ir jy produktai gali prisidéti
prie neuropatologinio poveikio, atsirandancio reaguojant j dvigrande RNR, ir tai gali biiti susij¢ su TLR3

poveikiu [40-41].

1.7.2. Toll-like 7 ir Loksoribinas (LOX)

Toll-like receptorius 7 (TLR7) — yra endosominis jgimto imuniteto jutiklis, galintis aptikti
viengranding ribonukleoriigstj. TLR7 sukelta I tipo interferono ir kity uzdegiminiy citokiny gamyba yra
svarbi antivirusinio imuninio atsako metu. Be to, pakites TLR7 raiskos lygis yra susijes su jvairiais
autoimuniniais sutrikimais, o tai rodo, kad Sis receptorius atlieka svarby vaidmen; susiformuojant
uzdegiminiam atsakui [42]. Toll-like receptorius 7 (TLR7) yra viengrandés RNR (ssRNR, angl. single-
stranded RNA) receptorius jgimtame imunitete, taip pat reaguoja j guanozing ir cheminius ligandus,
pavyzdziui, imidazochinolino junginius [43]. Buvo jrodyta, kad TLR7 dalyvauja imuniniame atsake ]

sintetinius junginius, kurie yra naudojami su virusine infekcija susijusioms ligoms gydyti [44-45].
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Moksliniai tyrimai rodo, jog centrin€je nervy sistemoje daugiausiai TLR7 yra iSskiriama CNS
makrofaguose ir mikroglijoje, lyginant su kitomis CNS lastelémis (pvz., astrocitais). TLR7 yra
aktyvuojami viengrandés RNR ir centrinéje nervy sistemoje yra svarbiis del to, kad jie gali aptikti
daugybes virusy ir bakterijy viengrandzius RNR fragmentus [46]

Loksoribinas (7-alil-7,8-dihidro-8-okso-guanozinas) — Toll-like receptoriy 7 (TLR7) agonistas.
Sis junginys yra guanozino analogas [47]. Loksoribinas (LOX) yra guanino ribonukleotido darinys,
pasizymintis imunostimuliuojanciu ir imunomoduliuojanciu poveikiu. LOX palengvina pernesimg per
plazming membrang ] lgstelés citoplazming ir veikia vidulgsteliniu budu, apeidamas biocheminius
etapus, susijusius su membraninio signalo perdavimo keliu, kurj naudoja antigeninés arba anti-IgM
lastelés B imuninéms lasteléms aktyvuoti. Si medziaga aktyvuoja Toll tipo receptoriy 7 (TLR7),
priklausant] su patogenais susijusiy molekuliniy modeliy atpazinimo receptoriy TLR Seimai, taip
suaktyvindama jgimta imuning sistema. Siai aktyvacijai reikalingas endosominis brendimas, o atpaZjsta
tik TLR7. Dél to loksoribinas skatina ciklines B lgsteles daugintis ir nespecialiai diferencijuotis, o |
antigeng reaguojancias B lgsteles — diferencijuotis | antikiiny gamyba, taip Zymiai sustiprindamas
pagrindinj imuninj atsakg [48]. Guanozino analogas loksoribinas pasiZymi antivirusiniu ir antivéZiniu
poveikiu peliy gyviny modeliuose ir pradétas naudoti I klinikiniy tyrimy fazéje [49]. Yra Zinoma, kad
LOX stimuliuoja bluznies limfocity proliferacijg in vitro ir padidina antikiing gamybg prie§ aviy
raudonuosius kraujo kiinelius priklausomai nuo dozés. Sis antikiiny atsako padidéjimas yra rykesnis
esant antigenui, o tai rodo, kad LOX veikia ne tik kaip polikloninis B Igsteliy stimuliatorius.
Loksoribinas gali tiesiogiai suzadinti antigenu stimuliuojamas B lgsteles arba jis gali suteikti signalg B
lasteléms aktyvuoti analogiskai kaip antigenui specifinés T 1gstelés. Loksoribino gebéjimas sustiprinti
imuninj atsaka  antigenus leidzia manyti, kad jis gali biiti naudingas vézio imunoterapijai [50]. Naujausi
tyrimai rodo, jog LOX gali paskatinti citokiny iSsiskyrimg i§ mikroglijos ir paveikti jos proliferacija.
Kadangi loksoribinas sukelia TLR7 receptoriy aktyvacija, Si medziaga gali prisidéti prie neurony

pazeidimo smegenyse [51].
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2. TYRIMU METODAI

2.1. Pirminé gryna mikroglijos 1asteliy kultara

Pirminés grynos mikroglijos Igsteliy kulttiros buvo iSskiriamos i§ 5-7 dieny amziaus, abiejy ly¢iy
Wistar veislés ziurkiy jaunikliy smegeny zievés. Skyrimo procediirg atliko FELASA leidimg darbui su
laboratoriniais gyvinais turintis asmuo. Skyrimo procedira buvo atliekama sterilioje aplinkoje,
naudojant sterilius chirurginius jrankius. Pirmiausia, atskyrus smegeny pusrutulius nuo likusios smegeny
dalies, 4°C temperaturos fosfatiniame drusky tirpale (PBS) buvo paSalinamos kraujagyslés ir smegeny
dangalai. Pasalinus kraujagysles bei dangalus, smegeny zievé supjaustoma j mazus audinio gabalélius ir
inkubuojami 15 ml konusiniame mégintuvélyje su Verseno tirpalu (Versene, Gibco) lasteliy auginimo
inkubatoriuje 5 min., kas minut¢ pavartant. Po inkubacijos, audinio gabaléliai trituruojami bei
resuspenduojami skirtingo diametro pipetémis, supernatantg perkeliant j sterily 50 ml konusinj
meégintuvel; su lgsteliy auginimo terpe DMEM GlutaMax (Gibco), papildyta su 10% fetalinio verselio
serumu (FBS) bei 1% penicilino-streptomicino (Gibco) antibiotiko tirpalu. Resuspendavus audinj,
lasteliy supernatantas resuspenduojamas bei filtruojamas pro 100um pory diametro lasteliy kostuvus ir
centrifuguojamas 290 g x 5 min. Po centrifugavimo, paSalinamas supernatantas ir ant nusédusiy lasteliy
uzpilama S$iltos, kambario temperatiros (KT) Iasteliy auginimo terpés. Lasteliy suspensija
resuspenduojama ir Iastelés uzséjamos j lasteliy auginimo flakonus T75 cm?, pries§ sé¢jimo procediira
maziausiai 2 valandas padengtus vandeniniu poli-L-lizino (Cultrex), tirpalu, santykiu 1:20 bei po
inkubacijos atlikus du plovimus su fosfatiniu drusky tripalu (PBS, Gibco). Eksperimentiniams tyrimams
buvo naudojamos 7-14 dieny lasteliy kultiiros.

Tyrimuose buvo naudojamos Igsteliy auginimo I¢kstelés su 24 Sulinéliais (2 pav.). Kiekvienas
eksperimentinis Sulinélis buvo padengtas vandeniniu poli-L-lizino tirpalu, kurio skiedimo santykis buvo

1:20.
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2 pav. Schematinis eksperimentinés lékstelés Sulinéliy uzpildymas.

Padengtos 1¢kstelés buvo inkubuojamos 37°C temperatiiroje maziausiai 2 valandas (dazniausiai
inkubacija truko per naktj) ir po inkubacijos 2 kartus plaunamos fosfatiniu drusky tirpalu (PBS). Lastelés
mechaniskai buvo atkeliamos nuo lgsteliy auginimo flakony ir centrifuguojamos 5 minutes 290 x g
grei¢iu kambario temperatiroje. Nucentrifugavus supernatantas buvo pasSalintas, o nusédusios lgstelés
uzpiltos nauja mikroglijos lasteliy augimo terpe bei prafiltruojamos pro 100 um pory dydzio filtra.
Eksperimentuose naudotos 7-14 dieny (DIV) mikroglijos lasteliy kulttros .

Pries séjant Igsteles buvo nustatytas jy tankis bei gyvybingumas tripano mélio testu. | Eppendorf
tipo mégintuvelj buvo pilama 20ul Igsteliy suspensijos bei 20l tripano mélio dazo (santykis 1:1). Ant
hemocitometro kameros (Superior Marienfeld) buvo dedamas objektinis stiklelis ir hemocitometras
buvo uzpildomas lagsteliy—tripano mélio dazy suspensija. Tripano mélio testas paremtas lasteliy
integralumo principu, t.y. esant nepazeistai lasteliy membranai, tripano mélio dazas nepereina lgsteliy
membranos ir 1gstelés iSlieka bespalvés (gyvybingos), tuo tarpu, esant pazeistai Igsteliy membranai,
dazas patenka j lastele ir ja nudazo tamsiai mélyna spalva, taip lasteles vertinant kaip Zuvusias. Sio testo
tikslas: jvertinti lasteliy tankj bei gyvybinguma priesS lasteliy uzsé€jimag 1 eksperimentines léksteles.
Lasteliy tankis bei gyvybingumas tripano mélio testu buvo vertintas Sviesiniu mikroskopu (OLYMPUS
CKX41), naudojant 20x padidinimo objektyva. Gyvos Igstelés buvo skai¢iuojamos keturiuose 1x1 mm
kameros kvadratuose, kurie yra padalinti | mazesnius 4x4 kvadratus. Gautas lasteliy skaicius (viso 16-
oje kvadraty) sumuojamas ir dauginamas i§ skiedimy skaiciaus (2) bei vieno kvadrato turio dalies
mililitre (5000). Tokiu btidu apskaiciuotas lgsteliy skaicius viename mililitre terpés. Lastelés buvo
s¢jamos 150000 last./ml tankiu. Prie§ uzséjimg — paSalinamas vandeninis poli-L-lizino (angl. Poly-L-
lysine) tirpalas 1§ eksperimentiniy léksteliy, atliekami du plovimai PBS tirpalu ir uZsétos lastelés

inkubuojamos 24 valandas 37°C temperatiiroje Iasteliy auginimo inkubatoriuje.
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2.2. Mikroglijos lgsteliy gyvybingumo ir skaiCiaus vertinimas fluorescencinés

mikroskopijos metodu

Eksperimentams naudojamos grynos mikroglijos Iasteliy kultiiros, kurios parg buvo
inkubuojamos Igsteliy auginimo inkubatoriuje (5 proc. CO», 37°C) po lasteliy uzséjimo procediiros,
toliau buvo veikiamos skirtingy koncentracijy tiriamosiomis medziagomis — loksoribinu 95% (LOX:
Ipg/ml, 10ug/ml ir 100pg/ml) ir poliinozilo-policitidilo riigstimi (PIC: 100ng/ml ir 1pg/ml) ir
inkubuojamos 24 val. lgsteliy auginimo inkubatoriuje. Mikroglijos Iasteliy gyvybingumas ir skai¢iaus
kitimas po atitinkamy inkubacijy buvo vertinami fluorescencinés mikroskopijos metodu, naudojant
fluorescencinius dazus — propidzio jodida (PI) (Sigma-Aldrich), Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) ir
Izolektino IB4 ir AlexaFluor 488 dazy konjugata (IB4) (ThermoFisher). Pries atliekant Igsteliy
gyvybingumo ir skaiCiaus vertinima, i$ kiekvieno eksperimentinés 1¢kstelés Sulin¢lio buvo nusiurbiama
po 320ul augimo terpés ir idedami fluorescenciniai dazai: PI (7uM/ml), Hoechst 33342 (4pg/ml) ir IB4
(7ng/ml). Lasteliy vertinimas buvo atlickamas atsizvelgiant ;| morfologinius lgsteliy branduolio
poky¢ius. Hoechst 33342 dazai nudazo gyvas ir apoptozines lasteles atitinkamai mélyna spalva (gyvos
lastelés) ir Sviesiai melyna-neonine spalvomis (apoptozinés lgstelés). PI dazais buvo vertinama Igsteliy
zutis nekrozés budu, pro mikroskopa stebint raudonos spalvos lasteliy branduolius. IB4 dazai nudaze
mikroglijos Igsteles zalia fluorescentine spalva. Mikroglijos lastelés su atitinkamais fluorescenciniais
dazais buvo inkubuojamos 5-10 min. Igsteliy auginimo inkubatoriuje (5 proc. CO», 37°C) pries lasteliy
vaizdinimo procedira. Po inkubacijos, lgsteliy pokyciai buvo stebimi pro fluorescencinj mikroskopa
(OLYMPUS 1X71). Naudojant kompiutering vaizdo analizés programa , ImageProExpress 6.3” buvo
fotografuojamos Iasteles 1§ kiekvieno Sulin¢lio po 5 taskus, naudojant PhC, DAPI bei FITC filtrus,
naudojant 20x didinantj objektyva. Lasteliy vertinimas, skai¢iuojant gyvas, nekrozés bei apoptozes biidu
zuvusias lgsteles, buvo atlieckamas naudojant ,,Imagel* duomeny analizés programg. Lastelés buvo
vertinamos kaip gyvos, jeigu jy branduoliai buvo mélyni bei homogeniski. Lastelés, kuriy branduoliai
buvo raudoni ir nehomogeniski, buvo vertinamos kaip nekrozés budu zuvusios lgstelés. Apoptozés budu

zuvusiy lgsteliy branduoliai Svytéjo rySkia neonine-mélyna spalva su chromatino sankaupomis (3 pav.).
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3 pav. Pavyzdiné mikroglijos lasteliy kultiiros nuotrauka lasteliy gyvybingumo ir skaiciaus
vertinimui fluorescencinés mikroskopijos metodu
Lasteliy gyvybingumo ir skaifiaus vertinimas fluorescencinés mikroskopijos metodu grynoje
mikroglijos lasteliy kultiiroje po 24 val. inkubacijos su LOX 1 pg/ml. Geltonas apskritimas — gyvy
lasteliy branduoliai, baltas apskritimas — nekrozés budu Zuvusiy lasteliy branduoliai, zalias apskritimas
— apoptozés biidu Zuvusiy lgsteliy branduoliai. DAPI filtro nuotrauka, 20x objektyvas, OLYMPUS IX71

mikroskopas.

2.3. Mikroglijos lasteliy fagocitinio aktyvumo vertinimas fluorescencinés

mikroskopijos metodu

Po 24 val. inkubacijos su tiriamosiosmis medziagomis (LOX: 1pug/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml; ir
PIC: 100ng/ml ir 1pg/ml), buvo atlieckama mikroglijos Igsteliy fagocitinio aktyvumo (fagocitozés)
vertinimo procediira, t.y. lastelés inkubuojamos su komerciniais 2um dydzio fluorescenciniais
karboksilatu padengtais latekso rutuliukais (angl. Latex Beads) (Sigma). | lasteliy auginimo terpg yra
dedami fluorescenciniai latekso rutuliukai santykiu 4ul/ml ir inkubuojama 2 valandas Igsteliy auginimo
inkubatoriuje. Po 1 valandos 45 minuciy inkubacijos lgsteliy terpé buvo papildyta Hoechst 33342 dazais
(4pug/ml) ir lastelés inkubuojamos dar 15 minuciy (viso 2 val. inkubacinis laikotarpis). Po inkubacijos
atlieckami 5 plovimai PBS tirpalu (KT), Iasteles Svelniai pavartant. Po plovimy atlieckamas lgsteliy
vaizdinimas, naudojant fluorescencinj mikroskopg (OLYMPUS IX71), esant 40x padidinimu.
Naudojant vaizdy analizés programa ,,ImageProExpress 6.3, fotografuojami 5 lgsteliy taskai su faziy

kontrasto (PhC) ir DAPI filtrais ir naudojant programg “ImageJ” buvo vertinamas bendras mikroglijos
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lasteliy bei fagocitavusiy lasteliy (4 pav.), t.y. lasteliy, kurios fagocitavo latekso rutuliukus, skaicius.

Fagocitiniy lasteliy skaicius taip pat vertintas ir iSreiskiant fagocituoty rutuliuky skaiciy per lastele.

4 pav. Pavyzdiné mikroglijos 1asteliy kultiiros nuotrauka fagocitinio aktyvimo vertinimui
fluorescencinés mikroskopijos metodu

Fagocitozés vertinimas fluorescencinés mikroskopijos metodu, naudojant fluorescuojanciu latekso
rutuliukus (angl. latex beads) grynoje mikroglijos lgsteliy kultiiroje po 24 val. inkubacijos su LOX 100
ug/ml.  Zalios spalvos apskritimai — lastelés, fagocitavusios latekso rutuliukus; mélynos spalvos
apskritimai — lastelés, kurios nefagocitavo latekso rutuliuky; baltos spalvos apskritimai —
fluorescuojantys latekso rutuliukai. Perdengta faziy kontrasto (PhC) ir DAPI filtry nuotrauka, 40x
objektyvas, OLYMPUS IX71 mikroskopas.

2.4. Glutamato kiekio nustatymas mikroglijos lasteliy auginimo terpéje

Glutamato kiekio nustatymas mikroglijos Iasteliy auginimo terpéje buvo vertintas
spektrofotometriniu metodu, naudojant komercinj “Invitrogen Amplex Red Glutamic Acid/Glutamate
Oxidase Assay Kit” rinkinj pagal gamintojo pateiktus protokolus bei rekomendacijas. Siame rinkinyje
pateikiamas itin jautrus metodas nuolatiniam glutamo riigSties nustatymui arba glutamato oksidazes
aktyvumo stebéjimui fluorescenciniame mikroploksteliy skaitytuve arba fluorometre. Sio tyrimo metu
L-glutamo rugstis oksiduojama glutamato oksidazés, susidarant alfa-ketoglutaratui, NH3 ir H>O,. L-
alaninas ir L-glutamato-piruvato transaminaz¢ jtraukiami j reakcija, kad regeneruoty L-glutamo rtugstj

transaminuojant alfa-ketoglutaratg, tod¢l pradiné reakcija vyksta keliais ciklais, o susidares H>O> labai
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sustipré¢ja. Vandenilio peroksidas reaguoja su 10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazinu (Amplex Red
reagentas) santykiu 1:1 reakcijoje, kurig katalizuoja krieny peroksidazé (HRP), ir susidaro labai
fluorescuojantis produktas rezorufinas.

Siekiant jvertinti glutamato kiekj, remiantis gamintojo protokolu buvo ruoSiami atitinkamo
skiedimo tirpalai (0.5uM, 1uM, 2uM, 5uM, 10uM ir 20uM) standartinés kreivés sudarymui (5 pav.).
Pagal gamintojo protokola, buvo paruostas 100uM “Amplex Red” reagentas, kuri sudaré 0.25 U/ml
fermentas krieny peroksidazé (Horseradish Peroxidase, HRP), 0.08 U/ml L-glutamato oksidazé, 0.5
U/ml L-glutamato-piruvato transaminazé ir 200uM L-alaninas. | 96 Sulinéliy eksperimenting 1¢kStele
buvo jpilama mikroglijos lasteliy auginimo terpé po 24 val. inkubacijos su skirtingy koncentracijy
tiriamosiomis medziagomis (LOX ir PIC). Toliau 5 eksperimenting 1ékstele pilamas paruostas “Amplex
Red” reagentas ir 1ékstelé inkubuojama 30 minuciy 37°C temperatiiroje tamsoje. Po 30 minuciy
inkubacijos buvo matuojama fluorescencija lgsteliy auginimo terp¢je, esant 544 nm ir 590nm bangos
ilgiams. Po inkubacijos kompiuterine programa ‘“Ascent Software Version 2.6” buvo apskaiciuota
lasteliy fluorescencija. Skai¢iuojant glutamato koncentracijg, i§ gautos fluorescencijos reikéjo atimti
neigiama kontrolg ir tokiu biidu buvo gauta tikroji fluorescencija. Tikraja fluorescencija reikéjo lyginti
su gauta kalibracine kreive ir tokiu biidu buvo apskaiCiuotas glutamato kiekis (koncentracija)

mikroglijos Igsteliy auginimo terpéje.
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5 pav. Kalibraciné kreivé glutamato Kkiekio nustatymui mikroglijos 1asteliy auginimo

terpéje
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2.5. Mikroglijos lasteliy aktyvacijos vertinimas imunofluorescencijos metodu

Po 24 val. inkubacijos su skirtingy koncentracijy LOX (1pg/ml, 10pg/ml ir 100png/ml) ir PIC
(100ng/ml ir 1pg/ml) buvo taip pat nustatoma ir mikroglijos Igsteliy aktyvacija imunofluorescenciniu
metodu (6 pav.), jvertinant mikroglijos lasteliy aktyvacijos Zymens — Ibal baltymo raiSkos pokycius.
Aktyvacija buvo vertinama nustatant lgsteliy fluorescencijos intensyvumo poky¢ius kultiiroje, esant
skirtingoms inkubacinéms sglygoms (LOX ir PIC).

Pirmojo imunofluorescencijos metodo etapo metu buvo atlieckamas Igsteliy fiksavimas.
Fiksavimo tikslas yra iSsaugoti lasteles ir audiniy komponentus ,,gyvos biisenos*, kad atliekant sekancius
procediirinius zingsnius Igsteliy morfologija nepakisty [52]. Fiksavimas buvo atlieckamas naudojant 4%
paraformaldehido tirpalg (KT). Pirmiausia, nuo Igsteliy buvo paSalinta lgsteliy auginimo terp¢ ir Iastelés
inkubuojamos 20 minuciy 4% paraformaldehido tirpalu (KT). Po fiksavimo etapo paraformaldehido
tirpalas buvo nusiurbtas ir 1¢kstelés du kartus plaunamos PBS tirpalu.

Antrojo etapo metu buvo atlickamas Igsteliy permeabilizavimas. Permeabilizavimo metu
pasalinama daugiau Igstelés membranos lipidy, kad j lastelés vidy patekty didelés molekulés, pavyzdziui,
antiktinai [53]. Permeabilizavimas buvo atliktas naudojant 0.3% tritono X-100 tirpalg (Sigma-Aldrich)
ir inkubuojant Igsteles 5 minutes KT. Po inkubacijos, Sulinéliai vél buvo plaunami PBS tirpalu.

Treciasis zingsnis buvo mikroglijos Iasteliy blokavimas. Blokavimas paprastai atlickamas
tirpalu, kuriame yra baltymy perteklius, sumaZzinantis nespecifinio prisijungimo kiekj méginyje. Tai gali
biti svarbu, jei pirminis arba antrinis antikiinas yra linkes sgveikauti su molekulémis tirpale, kurios néra
tyrimo objektas [53]. Blokavimas atliktas naudojant 10% jaucio serumo albuming (BSA) (Sigma-

Aldrich) ir inkubuojant lasteles 1 valandg KT.
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4% paraformaldehido
tirpalas
Inkubacija 20 min. kambario
¥ temperatiroje v

Fiksavimas

Permeabilizavimas 0.3% fritono X-100 tirpalas

Inkubacija 5 min. kambario

v temperatiroje s

3
10% jaudio serumo
albuminas (BSA)
Inkubacija 1 valandg kambario
temperatiroje

Blokavimas

A L)

Pirminis antikdnas IBA1 polikloninis antikdnas

Inkubacija 1 valandg kambario
v temperatiroje

Y

Antrinis antikdnas Chicken anti-Goat IgG Alexa
Fluor 594

6 pav. Imunofluorescencinio dazymo schema mikroglijos lasteliy aktyvacijos

vertinimui

Po inkubacijos buvo dedamas pirminis antikiinas Ibal (Thermo Fisher). Uzdéjus pirminj
antikiing (santykiu 1:200), lékstelé buvo inkubuojama kambario temperatiiroje 1 valandg ir po
inkubacijos vél buvo plaunama PBS‘u. Po plovimo, buvo dedamas antrinis antikiinas Chicken anti-Goat
IgG Alexa Fluor 594 (santykiu 1:200) ir, kartu su antriniu antikiinu dedami IB4 (santykiu 1:500) ir
Hoechst 33342 (10pg/ml) dazai. Lastelés inkubuojamos 30 minuc¢iy kambario temperatiiroje. Po
inkubacijos lastelés buvo vaizdinamos fluorescenciniu mikroskopu OLYMPUS IX71, naudojant PhC,
DAPI, FITC bei TX-RED filtrus. Fotografuojama buvo kiekvieno Sulin¢lio 5 skirtingi taskai. Naudojant
kompiutering programa ,,ImagelJ“, buvo pasSalinamas nuotrauky fonas ir programiskai jvertinama

mikroglijos Igsteliy fluorescencijos intensyvumas (7 pav.).
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7 pav. Mikroglijos lasteliy aktyvumo vertinimas imunofluorescencijos metodu.
Pavyzdininés fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos mikroglijos lasteliy aktyvacijos (Ibal raiskos)
vertinimui  po imunofluorescencinio dazymo (mikroskopas OLYMPUS IX71), 20x objektyvas,
padidinimas — 500 karty. (A) — kontrolinés mikroglijos lasteliy grupés Ibal raiskos (fluorescencinio
intensyvumo) vertinimas po 24 val. inkubacijos; (B) — mikroglijos lasteliy, inkubuoty su tiriamaja
medziaga (LOX 100pg/ml) Ibal raiSkos (fluorescencinio intensyvumo) vertinimas po 24 val.

inkubacijos.

2.6. Statistiné analizé

Duomeny analizei, statistiniams, matematiniams skai¢iavimams ir grafiniam vaizdavimui naudotos
ImagelJ ir SigmaPlot 12.0 (Systat Software, Inc., JAV) programos. Statistiniam palyginimui naudotas
vienfaktorinés dispersinés analizés ANOV A Tukey kriterijus. Skirtumai tarp eksperimentiniy duomeny

vidurkiy laikomi statistiSkai reikSmingais, kai reikSmingumo lygmuo p < 0,05.

2.7. Bioetikos komiteto leidimas

Tyrimas atliktas Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos akademijos Neuromoksly instituto

Biochemijos laboratorijoje nuo 2021 rugséjo iki 2022 m. gruodzio ménesio. Tyrimui atlikti buvo gautas

LSMU Bioetikos komisijos leidimas (priedas Nr. 1) (Nr. BEC-MVB(B)-427).
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siekiant nustatyti Toll-like receptoriy 7 ir 3 (TLR7 ir TLR3) aktyvikliy, imituojanciy virusy
RNR - loksoribino (LOX; 1ug/ml, 10pg/ml ir 100png/ml) ir poliinozilo-policitidilo rugsties (PIC;
100ng/ml ir 1pg/ml) skirtingy koncentracijy poveikj grynai mikroglijos lasteliy kultiirai, buvo atliktas
keturiy daliy eksperimentinis tyrimas. Pirmoje tyrimo dalyje buvo nustatomas Siy aktyvikliy,
imituojanciy virusy RNR — LOX ir PIC skirtingy koncentracijy poveikis mikroglijos 1asteliy kultiiros
skaiciui ir gyvybingumui, vertinant gyvy ir zuvusiy (nekrozés ir apoptozés budu) lasteliy skaiciy po 24
val. inkubacijos 37°C temperatiiroje (zr. Metody dalis 2.2.). Antroje dalyje buvo tiriamas aktyvikliy LOX
ir PIC skirtingy koncentracijy poveikis mikroglijos lgsteliy fagocitiniam aktyvumui, kuris buvo
vertinamas, taikant fluorescencinés mikroskopijos metoda, naudojant 2um dydzio fluorescuojancius
latekso rutuliukus, fluorescencinio mikroskopo pagalba skaiciuojant fagocitavusiy ir nefagocitavusiy
mikroglijos lasteliy skai¢iy bei fagocituoty fluorescenciniy rutuliuky skaiciy lastel¢je (zr. Metody dalis
2.3.). TrecCioje tyrimo dalyje buvo nustatoma glutamato koncentracija mikroglijos lgsteliy augimo
terpéje, taikant spektrofotometrinj analizés metoda (zr. Metody dalis 2.4.). Ketvirtoje tyrimo dalyje,
siekinat jvertinti mikroglijos lasteliy aktivacija, buvo taikytas imunofluorescencijos metodas. Aktyvacija
buvo vertinama nustatant Igsteliy fluorescencijos intensyvumo pokycius kultiiroje, taikant
imunofluorescencijos pokycius (zr. Metody dalis 2.5.).

Siekiant nustatyti loksoribino 95% (LOX; Ipg/ml, 10pug/ml ir 100pg/ml) bei poliinozilo-
policitidilo rugsties (PIC; 100ng/ml ir 1pg/ml) skirtingy koncentracijy poveikj mikroglijos lasteliy
gyvybingumui, mikroglijos lastelés 24 val. buvo inkubuojamos su tiriamosiomis medziagomis Igsteliy
auginimo inkubatoriuje (5 proc. CO», 37°C). Gyvybingumas buvo nustatomas skai¢iuojant gyvas ir
zuvusias lgsteles ir atitinkamai apskaiciuojant Siy lgsteliy procenting dalj.

Iverting aktyvikliy LOX (1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml) ir PIC (100ng/ml ir 1pg/ml) skirtingy
koncentracijy poveikj mikroglijos lasteléms po 24 val. inkubacinio laikotarpio, nustatyta, kad nei viena
tirta koncentracija, lyginant su kontroline lasteliy gurpe, neturéjo statistiSkai reikSmingo poveikio

lasteliy gyvybingumui ir jis iSliko kontroliniy lasteliy lygyje, daugiau nei 94% (8 pav.).
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8 pav. Aktyvikliy LOX ir PIC poveikis mikroglijos lasteliy gyvybingumui po 24 val. inkubacinio
laikotarpio

K - kontroliné grynos mikroglijos lasteliy kultiiros grupé. LOX — loksoribinas 95% (1pg/ml, 10png/ml

ir 100pg/ml). PIC — poliinozilo-policidilo rugstis (100ng/ml ir 1pg/ml). One way ANOVA, Tukey

testas, n = 5-8.

Siekant nustatyti loksoribino 95% (LOX; lpg/ml, 10ug/ml ir 100pg/ml) bei poliinozilo-
policitidilo rugsties (PIC; 100ng/ml ir 1pg/ml) skirtingy koncentracijy poveiki mikroglijos lasteliy
proliferacijai po 24 val. inkubacijos, buvo vertinamas bendras mikroglijos 1asteliy skaicius, kontrolinéje
grup¢je bendrg lasteliy skaiciy prilyginant 100 % (9 pav.).

Kaip pateikta 9 pav., po 24 val. mikroglijos lasteliy inkubacijos su tiriamosiomis medziagomis
(LOX ir PIC), tik lasteliy inkubacija su loksoribino 95% (LOX) didziausia koncentracija (100pg/ml)
skatino lgsteliy proliferacijg ir statistiSkai reikSmingai padidino mikroglijos lasteliy skaiciy (apie 35
proc.), lyginant su kontroline Iasteliy grupe (9 pav.). Nei viena PIC koncentracija (100ng/ml ir 1pg/ml)
bei mazesnés LOX koncentracijos (1pug/ml, 10pug/ml) neturéjo statistiSkai reikSmingo poveikio lgsteliy

skaiciaus kitimui.
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9 pav. Aktyvikliy LOX ir PIC poveikis mikroglijos lasteliy skaiciui po 24 val. inkubacinio
laikotarpio
K — kontroliné grynos mikroglijos Iasteliy kultiros grupé (100 proc. prilygintas bendras mikroglijos
lasteliy skaicius). LOX — loksoribinas 95% (1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml). PIC — poliinozilo-policidilo
rugstis (100ng/ml ir 1pug/ml). One way ANOVA, Tukey testas, * —p < 0,05 lyginant su kontroline grupe,
n=>5-8.

Tai rodo, jog loksoribinas smegenis veikia toksiSkai, ko pasekoje suaktyvéja mikroglijos
lasteliy proliferacija — vienas i§ mikroglijos lasteliy aktyvacijos pozymiy, kadangi Zinoma jog
mikroglijos lastelés yra svarbiausios CNS imuninés lgstelés, kurios pirmosios reaguoja ] smegeny
pazeidimus. Jas galima apibudinti kaip specializuotus makrofagus, gebancius vykdyti fagocitoze, taip
apsaugant centrinés nervy sistemos neuronus [11-12].

Yra zinoma, jog fagocitoz¢ yra mikroglijos jgimto imuninio atsako dalis ir yra vienas i$
mikroglijos lasteliy aktyvacijos Zymeny [20]. Siekiant nustatyti loksoribino 95% (LOX; 1pg/ml,
10pug/ml ir 100ug/ml) bei poliinozilo-policitidilo rtigsties (PIC; 100ng/ml ir Ipg/ml) skirtingy
koncentracijy poveiki mikroglijos Iasteliy fagocitiniam aktyvumui, mikroglijos Iastelés su tiriamosiomis
medziagomis buvo inkubuojamos 24 val. lgsteliy auginimo inkubatoriuje (5 proc. CO2, 37°C). Po
inkubacijos su tiriamosiomis medziagomis, ] lgsteliy auginimo terp¢ buvo dedami fluorescuojantys
latekso rutuliukai ir 1gstelés papildomai preinkubuojamos 2 val. Igsteliy auginimo inkubatoriuje (5 proc.
COz, 37°C). Kontrolinés grupés rezultatai buvo prilyginti 100% ir pagal proporcija suskaiciuojama
tirlamyjy medziagy PIC ir LOX latekso rutuliuky per lastele skaicius bei fagocitiniy lasteliy skaicius

mikroskopiniame laukelyje procentais.
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Kaip pavaizduota 10 pav., didziausia LOX koncentracija (100pg/ml) statistiSkai reikSmingai
padidino mikroglijos lgsteliy fagocitinj aktyvuma, lyginant su kontroline lasteliy grupe. Mikroglijos
lastelés inkubuotos kartu su LOX 100pg/ml pasizymejo didesniu geb¢jimu fagocituoti didesnj skaiciy
latekso rutuliuky (10A pav.), o taip pat triskart padidino ir fagocitiniy mikroglijos lasteliy skaiciy,
lyginant su kontroline lasteliy grupe (10B pav.). Nors buvo stebimas fagocitiniy lgsteliy skaicCiaus
padidéjimas su visomis tirtosiomis grupémis (10B pav.), visgi, nei viena PIC (100ng/ml ir 1pg/ml) bei
mazesnés LOX koncentracijos (1pg/ml, 10pg/ml), lyginant su kontroline Igsteliy grupe nepadidino

fagocituojanciy lgsteliy skaiciaus ir statistiSkai reikSmingo poveikio netur¢jo.
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10 pav. Aktyvikliy LOX ir PIC poveikis mikroglijos lasteliy fagocitiniam aktyvumui po 24 val.
inkubacinio laikotarpio
A — LOX ir PIC poveikis karboksilatu padengty latekso rutuliuky (2um skersmens) fagocitozei (proc.);
B — LOX ir PIC poveikis fagocitavusiy Igsteliy skaiciui (proc.). K — kontroliné grynos mikroglijos Iasteliy
kultiiros grupe (100 proc.). LOX — loksoribinas 95% (1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml). PIC — poliinozilo-
policidilo rtigstis (100ng/ml ir 1pg/ml). One way ANOVA, Tukey testas, * — p < 0,05 lyginant su

kontroline grupe, * — p < 0,05 lyginant su kontroline grupe, n = 5-8

Yra zinoma, kad mikroglijos lgstelés aktyvacijos metu taip pat gali iSskirti glutamata, kuris taip
pat yra laikomas vienu i§ mikroglijos lgsteliy aktyvacijos zymeny [25]. Siekiant jvertinti glutamato kiekj
lasteliy auginimo terpéje, spektrofotometriniu metodu buvo matuojama mikroglijos lasteliy augimo
terpés fluorescencija ir, lyginant su kalibracine kreive, buvo apskai¢iuotas susidariusio glutamate kiekis
(koncentracija). Apskaiciuota kontrolinés Igsteliy grupés glutamato koncentracija buvo prilyginta 100%
ir pagal proporcijg buvo apskaiciuojamos tiriamyjy medziagy (LOX ir PIC) skirtingy koncentracijy
(atitinkamai 1pg/ml, 10pug/ml ir 100pg/ml; 100ng/ml ir 1pg/ml) procentinés israiskos.
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Remiantis 11 paveikslo duomenimis, buvo nustatyta, kad nei viena tiriamyjy medziagy LOX ir
PIC (atitinkamai 1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml; 100ng/ml ir 1pg/ml), lyginant su kontroline lasteliy
grupe, netur¢jo statistiSkai reikSmingo poveikio glutamato i$siskyrimui j mikroglijos lasteliy auginimo

terpg ir glutamato koncentracija iSliko kontroliniy 1gsteliy lygyje ( 11 pav.).
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11 pav. Aktyvikliy LOX ir PIC poveikis glutamato i§siskyrimui j mikroglijos lasteliy augimo
terpe po 24 val. Inkubacinio laikotarpio
K - kontroliné grynos mikroglijos lasteliy kultiiros grupé. LOX — loksoribinas 95% (1pg/ml, 10png/ml
ir 100pug/ml). PIC — poliinozilo-policidilo riigstis (100ng/ml ir 1pug/ml). One way ANOVA, Tukey

testas, n = 3.

Randall PA ir kity mokslininky atliktas tyrimas su pelémis parodé¢, jog paveikus peles
poliinozilo-policitidilo riigsties injekcija (PIC; 1ml/kg) buvo stebimas statistiSkai reikSmingas glutamato
kiekio padid¢jimas peliy mikroglijos lasteliy kultiirose [54-56]. Visgi, miisy atveju, tyrimai buvo
atliekami ne tiriamgsias medziagas tiesiogiai suleidziant gyviinams, o kaip modeling sistemg taikant
pirmines Igsteliy kutiiras bei atitinkamai — mazesnes tiriamyjy medziagy koncentracijas, kas galéjo lemti,
kad statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp grupiy nebuvo pastebéta ir nebuvo stebimas padidéjes
glutamate iSsiskyrimas kultiirose.

Paskutiniojo tiriamojo darbo etapo metu buvo siekiama jvertinti mikroglijos Iasteliy aktyvacija,
jvertinant mikroglijos lgsteliy aktyvacijos zymens — Ibal baltymo raiskos pokycius lasteliy kultiirose.
Aktyvacija buvo vertinama nustatant lgsteliy fluorescencijos intensyvumo pokycius kultiiroje, taikant

imunofluorescencijos metoda. Yra zinoma, jog Ibal yra vienas i§ Zymeny, kurio raiSkos padidé¢jimas yra
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siejamas su uzdegiminio atsako pasireiSkimu mikroglijos lgstelése [57]. Tyrimo metu buvo atliktas
lasteliy fiksavimas, permabilizavimas, blokavimas, po $iy etapy mikroglijos lastelés buvo veikiamos
pirminiu (anti-Ibal) bei antriniu (Chicken anti-Goat IgG Alexa Fluor 594) antikiinais ir pasitelkinat
fluorescencinés mikroskopijos metoda, bei naudojant kompiutering programg ImagelJ, vertinta bei
apskaiciuojama mikroglijos Iasteliy fluorescencija (fluorescencijos intensyvumas).

Kaip pateikta 12 paveiksle, po 24 val. inkubacijos, nei viena LOX ir PIC koncentracija
(atitinkamai 1pg/ml, 10pg/ml ir 100pg/ml; 100ng/ml ir 1pg/ml), lyginant su kontroline Iasteliy grupe,
neturéjo statistiSkai reikSmingo poveikio mikroglijos lasteliy aktyvacijai, nebuvo stebimi statistiskai
reikSmingi fluorescencijos intensyvumo poky¢iai, .t.y. nei viena tirtoji grupé bei tiriamoji koncentracija
nesukele Ibal raiskos padid¢jimo mikroglijos Igstelese, kas galéty rodyti galima mikroglijos lasteliy
uzdegiminj atsakg ir lasteliy aktyvacija (12 pav.).
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12 pav. Aktyvikliy LOX ir PIC poveikis mikroglijos 1asteliy fluorescenciniam intensyvumui po
24 val. inkubacinio laikotarpio
K — kontrolin¢ grynos mikroglijos lasteliy kultiiros grupé (proc.). LOX — loksoribinas 95% (1pg/ml,
10pg/ml ir 100pg/ml). PIC — poliinozilo-policidilo rugstis (100ng/ml ir 1pug/ml). One way ANOVA,
Tukey testas, n = 3.

Wegrzyn D ir kity mokslininky atliktas tyrimas parodé, jog paveikus pirmines Zzieves
mikroglijos lgsteles PIC rugstimi (50 pg/ml ir 100pug/ml) ir inkubavus 3 valandas buvo stebimas
statistiSkai reikSmingas Igsteliy fluorescencijos padidéjimas [58]. Misy tyrimai, atlikti su mazesnémis
PIC (100ng/ml ir 1ug/ml) bei LOX koncentracijomis neparodé¢ statistiSkai reikSmingo tiriamyjy

medziagy poveikio lasteliy fluorescenciniam aktyvumui, kas galéty rodyti, kad tik esant didesnéms PIC
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ir/ar LOX koncentracijoms, ar ilginant inkubacijos laika, esant mazoms tirtyjy medziagy
koncentracijoms biity stebimi fluorescencijos poky¢iai kultiirose. Tai rodo, kad siekiant detaliau istirti
TLR aktyvikliy — PIC ir LOX poveikj mikroglijos Igsteliy aktyvacijai reikia atlikti daugiau papildomy

tyrimy su skirtingomis tiriamyjy medziagy koncentracijomis ir/ar kei¢iant inkubacijos trukme.
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4. ISVADOS

1. Skirtingy koncentracijy toll-like receptoriy (TLR7 ir TLR3) aktyvikliai, imituojantys
virusy RNR — loksoribinas (LOX; 1pg/ml, 10png/ml ir 100pug/ml) ir poliinozilo-policitidilo riigstis (PIC;
100ng/ml ir lpg/ml) neturi poveikio mikroglijos lasteliy gyvybingumui po 24 val. inkubacinio
laikotarpio.

2. Didziausios koncentracijos toll-like receptoriaus 7 (TLR7) aktyviklis loksoribinas (LOX
100pg/ml) skatina mikroglijos lasteliy proliferacija. Mazos LOX koncentracijos (1pg/ml, 10ug/ml ) ir
skirtingos toll-like receptoriaus 3 (TLR3) aktyviklio poliinozilo-policitidilo riigsties (PIC; 100ng/ml ir
Iug/ml) koncentracijos neturi poveikio mikroglijos Iasteliy skaiCiui grynoje mikroglijos lasteliy
kulttiroje po 24 val. inkubacijos.

3. Didziausios koncentracijos toll-like receptoriaus 7 (TLR7) aktyviklis loksoribinas (LOX
100pg/ml) skatina mikroglijos lasteliy fagocitoze. Mazos LOX koncentracijos (1pg/ml, 10pg/ml ) ir
skirtingos toll-like receptoriaus 3 (TLR3) aktyviklio poliinozilo-policitidilo riigsties (PIC; 100ng/ml ir
1 ng/ml) koncentracijos neturi poveikio mikroglijos Igsteliy fagocitiniam aktyvumui grynoje mikroglijos
lasteliy kulttiroje po 24 val. inkubacijos.

4. Skirtingy koncentracijy toll-like receptoriy (TLR7 ir TLR3) aktyvikliai LOX (1pg/ml,
10pg/ml ir 100pug/ml) ir PIC (100ng/ml ir 1pg/ml) neturi poveikio glutamato i$siskyrimui } mikroglijos
lasteliy auginimo terpe po 24 val. inkubacinio laikotarpio.

5. Toll-like receptoriy (TLR7 ir TLR3) aktyvikliai LOX (1pg/ml, 10pg/ml, 100pg/ml) ir
PIC (100ng/ml ir 1pg/ml) nesukelé Ibal raiskos padidéjimo grynoje mikroglijos lasteliy kulttiroje, esant

24 val. inkubaciniam laikotarpiui.
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