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SANTRUMPOS

CKR — chemokiny receptoriai

CXCLS8 — interleukinas — 8

DAMP — organizme susidariusios, su pavojaus signalu susijusios molekulinés struktiiros
ELISA — imunofermentiné analizé

IL-1pB — interleukinas 1B

LDH — laktato dehidrogenazé

LPS — lipopolisacharidas

mMADb — monokloniniai antik@inai

PAMP — su patogenais asocijuotos molekulinés struktiiros

PMA — forbol-12-myristato-13-acetatas

PRR — molekulines struktiiras atpaZzjstantys receptoriai

RBD — receptoriy suriSantis domenas

S baltymas — SARS-CoV-2 viruso koduojamas spyglio baltymas
TNF — naviko nekrozés faktorius

VLP — | virusus panasios dalelés



IVADAS

Imuniné sistema - tai visuma lgsteliy ir aktyviyjy molekuliy apsauganciy organizmg nuo
svetimy antigeny (Marshall et al., 2018). Makrofagai yra vieni i$ imuninés sistemos fagocity
esanciy organizmo audiniuose. Pagrindinés Siy lgsteliy imuninés funkcijos yra citokiny gamyba,
fagocitoze, infekuoty Igsteliy lizé ir antigeno pateikimas T Igsteléms (Faas ir de Vos, 2020). 1980
metais buvo apraSyta THP-1 Zmogaus leukemijos monocitiniy lgsteliy linija, kuri placiai
naudojama monocity ir makrofagy funkcijoms, mechanizmams, signaliniams keliams, maistiniy
medziagy ir vaisty pernasos tyrimams (Chanput et al., 2014). THP-1 monocitus paveikus
lipopolisacharidu (LPS), yra aktyvuojamas NF-«kB transkripcijos faktorius, kuris yra atsakingas uz
geny raiska, lemiancig uzdegiminiy chemokiny ir citokiny i$skyrima (Liu et al., 2018). Vienas i§
tokiy chemotaktiniy citokiny yra CXCL8, dar Zinomas kaip interleukinas—8. Sis chemokinas
sukelia neutrofily sutelkima j uzdegimo, infekcijos ar suzalojimo vietas (Xiong et al., 2022), taip
pat skatina audiniy atstatymg, kraujotakos atkiirimg po organy transplantacijos ir zaizdy gijima
(Cambier et al., 2023). Jvairts chemokiny receptoriai (CKR), tarp jy ir CCRS5, yra labai svarbiis
koordinuojant lgsteliy migracijg ir iSsidéstymg ir dalyvauja daugelio infekciniy ir uzdegiminiy ligy
procesuose (Zhang et al., 2021). Citokinai interleukinas—1p (IL-1p ) ir naviko nekrozés faktorius
(TNF-a) taip pat yra svarbiis uzdegiminiy reakcijy mediatoriai. Sie citokinai sveikame organizme
atlieka svarbias homeostatines funkcijas, pavyzdziui, reguliuoja maitinimgsi, miegg ir
temperatiira, taip pat dalyvauja kai kuriy uzdegiminiy ir autoimuniniy ligy patogenezéje (Ren ir
Torres, 2008; Adegbola et al., 2018).

2019 metais COVID-19 pandemijg sukélé sunky tminj kvépavimo taky sindroma,
sukeliantis virusas, Zinomas kaip koronavirusas 2 (SARS-CoV-2). SARS-CoV-2 virusas plinta oru
ir infekuoja zmogaus kvépavimo taky lasteles. Daznesniais atvejais uzsikrétus §iuo virusu
pasireiSkia ] perSalimg panasiis simptomai, o retesniais atvejais SARS-CoV-2 sukelia imy
kvépavimo sutrikimo sindromg (ARDS) bei sunkig pneumonija, todél Sie simptomai yra atsakingi
uz auksta mirtinguma (Zhu et al., 2020). Sio viruso genome koduojamas spyglio (S) baltymas
lemia SARS-CoV-2 patekimg j organizmg jungiantis prie zmogaus angiotenzing konvertuojancio
fermento 2 (ACE2) (Hikmet et al., 2020). Kai virionas prisitvirtina prie plau¢iy kvépavimo taky
epitelio sluoksniy, sulenkta epitelio lasteliy membrana palengvina spyglio baltymo ir ACE2

jungimasi, viruso $eimininko atpazinimg, prisitvirtinima bei invazija (Hu et al., 2021). Atlikti



tyrimai rodo, jog SARS-CoV-2 S baltymas gali sukelti uzdegima (Frank et al., 2021), taciau

kituose moksliniuose straipsniuose minima, jog lgsteliy veikimas tik S baltymu nesukelia

uzdegiminiy citokiny sekrecijos (Hoepel et al., 2021). Dél skirtingy moksliniuose straipsniuose

pateikty rezultaty, siekéme istirti S baltymo uzdegimines savybes makrofaguose.

Darbo tikslas: Jvertinti, ar SARS-CoV-2 S baltymas sukelia uzdegiminj atsakg makrofagy tipo

lastelése.

Darbo uzdaviniai:

1.
2.

Ivertinti chemokino CXCLS sekrecija THP-1 makrofaguose.

Nustatyti SARS-CoV-2 S baltymo sukeliamg uzdegiminiy molekuliy sekrecija THP-1
makrofaguose.

Nustatyti ar SARS-CoV-2 S baltymas yra fagocituojamas makrofagy tipo lasteliy.

Istirti chemokiny receptoriaus CCR5 raiska makrofagy lasteliy pavirSiuje, naudojant
tekmés citometrijos metoda

Nustatyti ar SARS-CoV-2 S baltymo ir antikiiny kompleksai, vadinami imuniniais

kompleksais, patenka j THP-1 makrofagus.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Imuniné sistema ir jos lastelés

Imuniné sistema, tai visuma lasteliy ir aktyviyjy molekuliy apsauganciy oda, kvépavimo
takus, zarnyng ir kitas sritis nuo svetimy antigeny, pavyzdziui, mikroby (bakterijy ir grybeliy),
virusy, véziniy lgsteliy ir toksiny (Marshall et al., 2018). Jg sudaro 2 dalys: jgytas ir jgimtas
imuninis atsakas. Jgimtasis imuninis atsakas yra pirmoji gynybos nuo infekcijy linija, kuriai
priklauso monocitai, makrofagai, dendritinés Iasteles, granuliocitai (neutrofilai, eozinofilai ir
bazofilai), taip pat jgimtos limfoidinés lastelés (ILC) bei NK lastelés. Baltieji kraujo kiineliai kartu
su kraujyje randamomis Igstelémis, tokiomis kaip raudonieji kraujo kiineliai, perne$antys deguonj,
trombocitai, atlickantys kraujo kres¢jimo funkcijg paZeistuose audiniuose yra kile i$ kauly ¢iulpy
kamieniniy kraujodaros lasteliy, vadinamy pluripotentinémis Igstelémis (Janeway et al., 2001). 1§
Siy lasteliy taip pat formuojasi mieloidiniy lasteliy pirmtakai, kurie véliau virsta imuningés sistemos
lastelémis, tokiomis kaip granuliocitai, dendritinés lgstelés, putliosios lastelés ir makrofagai.
Makrofagai yra vieni i§ imuninés sistemos fagocity tipy ir yra placiai paplit¢ organizmo
audiniuose. Jie yra subrendusi monocity forma, kuri cirkuliuoja kraujyje ir migruodama j audinius
nuolat diferencijuojasi (Lendeckel et al., 2022). Kitos apsauginés lastelés, tokios kaip dendritinés
lastelés, yra specializuotos priimti antigeng ir pristatyti jj limfocitams. Nesubrendusios dendritinés
lastelés migruoja i§ kraujo, jos yra fagocitinés bei makropinocitinés, praryjancios daug aplinkinio
ekstralastelinio skyscio, bet susidlirusios su patogenu, jos greitai subresta ir migruoja |
limfmazgius (1 pav.) (Strizova et al., 2023). Pagrindinés jgimtojo imuniteto lasteliy funkcijos yra
citokiny gamyba, fagocitoze, infekuoty lasteliy lizé ir antigeny pateikimas T Igsteléms (Faas ir de
Vos, 2020). Fagocitai yra skirstomi j du pagrindinius Igsteliy tipus: neutrofilus ir makrofagus. Abi
fagocitiniy savybiy, neutrofiluose yra granuliy ir fermenty, padedanciy pasalinti patogeninius
mikrobus. Skirtingai nuo neutrofily, makrofagai yra ilgaamzés lgstelés, kurios ne tik atlicka
fagocitozes vaidmenj, bet ir dalyvauja pateikiant antigeng T lasteléms. Kitos imuninés sistemos
lastelés, tokios kaip eozinofilai irgi turi fagocitiniy savybiy ir atlicka svarby vaidmenj naikinant
parazitus, kurie daznai yra per dideli, kad buty fagocituojami. Kartu su putliosiomis Igstelémis ir
bazofilais jie taip pat kontroliuoja mechanizmus, susijusius su alergija ir astma (Marshall et al.,

2018). Sios lastelés atpazjsta mikrobams budingas struktiiras - Su patogenais asocijuotas



molekulines struktiiras (angl. Pathogen associated molecular patterns, PAMPS), pavyzdziui, LPS
arba flageling. Jos taip pat atpazjsta ir eukarioty Igsteléms priklausanc¢ias molekules, pavyzdziui,
organizme susidariusias, su pavojaus signalu susijusias molekulines struktiras (angl. damage
associated molecular patterns, DAMPs). PAMP ir DAMP atpazinimui jgimtosios imuninés
sistemos lastelés turi specifinius receptorius vadinamus molekulines struktiiras atpazjstanciais
receptoriais (PRR), i$ kuriy geriausiai zinomi yra TLR (Akira et al., 2006). Po ligando atpazinimo
TLR aktyvuoja vidulastelinius signalinius kelius, kurie lemia lIgsteliy proliferacijg ir citokiny

gamyba (Vasquez ir Zorro, 2013).

Pluripotentinés hematopoetinés kamieninés Igstelés
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1 pav. Imuninés lastelés ir jy kilmé. Visos kauly Ciulpuose esancios lastelés yra kilusios i$
pluripotentiniy hematopoetiniy kamieniniy lasteliy, kurios veéliau yra diferencijuojamos |
raudonuosius ir baltuosius kraujo kiinelius bei imuninés sistemos lasteles. Iliustracija sukurta su

BioRender programa (licenzijos nr. LJ27RGQLS6I).

Jgytojo imuniteto vystymasi skatina jgimtojo imuninio atsako procesai, kurie yra svarbiis,
kai jgimtasis imunitetas perduoda signala, dél esamy patogeny, jgytojo imuniteto lgsteléms ir Sios
sunaikina infekcijy sukéléjus. Pagrindinés jgytojo imuninio atsako funkcijos yra specifiniy nesavy
antigeny atpazinimas, atskiriant juos nuo savy antigeny taip pat imuninés atminties, galin¢ios
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greitai paSalinti konkrety patogena, jei véliau jvykty infekcija, susidarymas. Siam imunitetui
priklauso antigenui specifinés T lastelés, kurios aktyvuojamos per APC, ir B Igsteles, kurios

diferencijuojasi | plazmines lasteles, gaminancias antikiinus (Bonilla et al., 2010).

T lastelés atsiranda i$ kauly ciulpuose esanciy kraujodaros kamieniniy lasteliy ir po
migracijos subresta uzkrii¢io liaukoje (1 pav.). Sios lastelés ant savo membranos turi keleta
unikaliy antigeng suriSanciy receptoriy, vadinamy T lasteliy receptoriais (TCR). Kiekviena T
lastelé turi vieno tipo TCR ir, jei gauna tinkamus signalus, gali greitai daugintis ir diferencijuotis.
Yra zinoma, jog T lasteléms, kad atpazinty konkrety antigena, reikia APC, dazniausiai dendritiniy
lasteliy, bet taip pat makrofagy, B lasteliy, fibroblasty ir epitelio 1gsteliy, poveikio (Marshall et al.,
2018). APC pavirSiuje yra baltymy grupé, vadinama pagrindiniu audiniy suderinamumo
kompleksu (MHC). MHC skirstomi j I klasés, kuri randama ant visy lasteliy su branduoliu, arba
II klasés, kuri randama tik ant tam tikry imuninés sistemos lasteliy, jskaitant makrofagus,
dendritines lasteles ir B lgsteles. I klasés MHC molekulés pateikia endogeninius antigenus
paverstus peptidais, o ant APC esancios II klasés molekulés pateikia T lasteléms egzogeninius
antigenus. Endogeniniai antigenai yra tie, kurie aptinkami Iastelés viduje, egzogeniniai antigenai
jungiasi prie iSoriniy receptoriy ir patenka endocitozés arba fagocitozés badu. MHC baltymai rodo
antigeny fragmentus, kai lgstelé yra uzkrésta vidulasteliniu patogenu, pavyzdZiui, virusu, arba
fagocituoja svetimus baltymus ar organizmus (Bonilla et al., 2010). T lastelés turi daugybe
unikaliy TCR, kurie gali prisijungti prie specifiniy svetimy peptidy. Sios lastelés suaktyvéja, kai
susiduria su APC, kurios suvirskinusios antigeng pateikia tinkamus fragmentus, prisijungusius prie
MHC molekuliy. T lgsteliy cirkuliacija per limfing sistemg ir kraujotakg padidina galimybe Sioms
lasteléms susidurti su APC, turin¢iomis atitinkamg peptidy MHC kompleksg. MHC ir antigeno
kompleksas aktyvuoja TCR, o T lastelé isskiria citokinus, kurie toliau kontroliuoja imuninj atsaka.
Sis antigeno pateikimo procesas skatina T lasteles diferencijuotis pirmiausia j citotoksines T
lasteles (CD8+ lasteles) arba T pagalbines (Th) lgsteles (CD4+ lasteles). CD8+ Igstelés dalyvauja
naikinant svetimkiinius, pavyzdziui, virusus bei uzkréstas Igsteles. Jos aktyvuojamos TCR
saveikaujant su peptidu, prisijungusiu prie MHC I klasés molekuliy. Citotoksinés T lastelés
sukuria efektorines lasteles, kurios iSskiria medziagas, sukeliancias taikinio Igsteliy apoptoze.
Pasibaigus infekcijai, dauguma efektoriniy Igsteliy ziista ir yra pasalinamos fagocity, taciau keletas
Siy lasteliy iSlieka kaip atminties lgstelés, kurios gali greitai diferencijuotis j efektorines Igsteles,

kai veliau susiduria su tuo paciu antigenu. CD4+ Th lastelés atlieka svarby vaidmenj nustatant ir
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sustiprinant imuninj atsaka. Sios lastelés neturi citotoksinio ar fagocitinio aktyvumo ir negali
tiesiogiai naikinti infekuoty Igsteliy ar $alinti patogeny, taciau jos tarpininkauja imuniniame atsake,
nurodydamos kitoms Igsteléms atlikti Sias funkcijas. Th Igstelés aktyvuojamos TCR atpazinus
antigena, prisijungusj prie II klasés MHC molekuliy. Aktyvintos Th lastelés iSskiria citokinus,
kurie daro jtakg daugelio tipy lasteliy, jskaitant jas aktyvuojancias APC, veiklai (Marshall et al.,
2018).

B lastelés diferencijuojasi i§ kauly Ciulpuose esanciy kraujodaros kamieniniy lgsteliy
(1pav.) ir subrendusios palieka kauly Ciulpus, o jy membranoje yra unikalus antigeng suri$antis
receptorius. Skirtingai nei T lastelés, B lastelés gali atpazinti antigenus tiesiogiai, be APC,
naudodamos unikalius antiktinus, iSreikstus jy lasteliy pavirSiuje. Pagrindiné Siy lgsteliy funkcija
- gaminti antikiinus prie§ svetimus antigenus, todeél jos turi toliau diferencijuotis ir tam tikromis
aplinkybémis B lastelés taip pat gali veikti kaip APC. Aktyvuotos svetimy antigeny, kuriems jos
turi atitinkamg specifinj receptoriy, lastelés dauginasi ir diferencijuojasi j antikiinus iSskiriancias
plazmines lasteles arba atminties B lasteles (Murphy et al., 2007). Sios lastelés gamina didel;j kieki
antikiny (IgA, IgD, IgE, 1gG and IgM), kurie patenka j kraujotaka ir audinius bei veiksmingai
apsaugo nuo patogeny. B lastelés, atsizvelgiant | jy funkcijg gaminti antikiinus, vaidina svarby
vaidmen]j humoralinio imuninio atsako metu, prieSingai nei vykstant lasteliniui imuniniui atsakui,

uz kurj daugiausiai atsakingos T Igstelés (Schroeder et al., 2010).

1.1.1 Makrofagy funkcijos

Makrofagai yra jgimtojo imuniteto lgstelés, esancios kiekviename audinyje ir biitinos
homeostazei uztikrinti bei yra pirmoji gynybos linija prie$ patogenus ir vézines lasteles (Watanabe
et al.,, 2019). Kaip ir dauguma kity imuninés sistemos lasteliy, makrofagai yra kile i$
pluripotentiniy kraujodaros kamieniniy Igsteliy, susidaranciy kauly ¢iulpuose, i$skyrus audiniuose
reziduojanéius makrofagus, kurie yra kilg i§ eritromielodiniy pirmtaky hematopoetiniy Igsteliy
(Lendeckel et al., 2022, Hoeffel ir Ginhoux, 2018). Priklausomai nuo audinio, kuriame jie yra,
makrofagai yra skirtingos struktiiros, pavyzdziui Kupferio lastelés kepenyse arba Langerhanso
lastelés odoje. Suaugus, nesant stimuliuojancéiy veiksniy, cirkuliuojantys monocitai i§ esmés
nepapildo audiniuose reziduojan¢iy makrofagy populiacijos. Suaugusio zmogaus daugelyje
audiniy reziduojantys makrofagai yra lasteliy, atsiradusiy vystymosi metu ir Cirkuliuojanciy

monocity, miSinys, taciau del pailgéjusios gyvenimo trukmés dauguma audiniy makrofagy



atkeliauja i$ cirkuliacijos (Lendeckel et al., 2022, Ginhoux et al., 2016). Monocity diferenciacija i
makrofagus gavus specifinius signalus yra sudétingas procesas, kuriame dalyvauja jvairtis augimo
veiksniai ir citokinai arba nuo kontakto priklausoma lasteliy sgveika, kuri priklauso nuo konkretaus
audinio ar organo (Strizova et al., 2023). Makrofagai padeda apsisaugoti nuo patogeny ir pasalinti
senstancias ar zuvusias lasteles, taip pat atlieka svarbias funkcijas audiniy homeostazgje ir
atstatyme, pavyzdziui zaizdy gijime ir raumeny regeneracijoje (Gordon ir Pluddemann, 2017). Jie
taip pat dalyvauja gelezies, bilirubino, kalcio, lipidy ir aminortags¢iy apykaitoje ir padeda palaikyti
pastovig $iy medziagy apykaita organizme. Makrofagai atlicka svarby vaidmenj audiniuose,
kuriuose jie paprastai yra vienintelés esancios imuninés lastelés. Akyse, sanariuose, pieno liaukose
ir kiauSidése reziduojantys makrofagai palaiko audiniy vientisumg integruodami i§ audiniy
gaunamus signalus ir perduodami nurodymus kaimyninéms stromos lgsteléms (Mosser et al.,
2021). Makrofagai taip pat randami zmogaus motin0S piene, kur jie prisideda prie kudikio
vir§skinamojo trakto homeostazés ir atlieka reguliacines funkcijas, kurios svarbios kontroliuojant

uzdegima (Panahipour et al., 2019).

Makrofagai yra svarbi pirmosios gynybos linijos dalis. Infekcijos, uzdegimo ar audiniy
pazeidimo metu jie reaguoja j chemotaktinius signalus ir migruoja j pazeista audinj ar uzdegimo
vieta, kur, vykstant fagocitozés procesui, praryja patogenus ir lasteliy lickanas. Sis procesas
ivyksta fagolizosomose, kurios susidaro fagosomoms susiliejus su lizosomomis. Sis skaidymas ne
tik padeda paSalinti patogena ir i§valyti uzdegimo vieta, bet ir palengvina gauty peptidy pateikimag
specifinés imuninés sistemos lgsteléms, tokioms kaip T arba B limfocitai (Lendeckel et al., 2022).
Makrofagai taip pat turi daugybe receptoriy, atpazjstanéiy PAMP ir DAMP, susijusius su audiniy
pazaidomis. Ivykus Siy molekuliy prisijungimui prie receptoriy, perduodami signaliniai keliai,
sukeliantys geny raiSkos pokycius (Dalby et al., 2020). Dél iy geny raiskos pokyc¢iy susiformuoja
M1 makrofagai, kurie yra uzdegiminés prigimties. Net mazi jprastinés organizmo busenos
pasikeitimai sukelia uzdegiminiy M1 makrofagy populiacijos susidarymg. Taip pat Sios lgstelés
sekretuoja jvairius uzdegiminius citokinus ir chemokinus (Hamidzadeh et al., 2016, Mosser et al.,
2021). Veikiant jvairiems stimuliuojantiems veiksniams, pavyzdziui audiniy pazeidimo atveju, i$
kauly Ciulpy per chemokiny gradientus pritraukiama daug uzdegiminiy monocity, makrofagy
pirmtaky. Tokiais atvejais migruojanciy makrofagy skaicius virSija audiniuose reziduojanciy

makrofagy skaiciy ir dél tokiy priezasCiy iSsiskiriantys augimo veiksniai ir citokinai skatina
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migruojancius Ir reziduojanc¢ius makrofagus patirti esminius fenotipinius ir funkcinius pokycius
(Davies et al., 2013).

1.1.2 Makrofaguy tipai

Ivairiuose audiniuose esantys makrofagai poliarizuojasi priklausomai nuo aplinkos
poky¢iy ir formuoja skirtingus makrofagy tipus, pavyzdziui, M1 makrofagus ir M2 makrofagus.
Ant bakterijy membrany esantis lipopolisacharidas (LPS) gali paskatinti makrofagy poliarizacijg j
M1 fenotipa, o interleukinas 4 (IL-4) gali paskatinti makrofagy poliarizacija M2 fenotipa (Yunna
et al., 2020). M1 makrofagai reaguoja j uzdegiminius procesus ir gamina su uzdegimu susijusius
veiksnius, tokius kaip IL-6, IL-12 ir naviko nekrozés faktorius (TNF) (Murray et al., 2014).
Diferenciacija } M1 makrofagus taip pat priklauso nuo augimo veiksniy: granuliocity-makrofagy
kolonijas stimuliuojancio faktoriaus (GM-CSF) ir makrofagy kolonijas stimuliuojancio faktoriaus
(M-CSF). M1 makrofagai gali isskirti didelj kiekj uzdegiminiy citokiny IL-1f, IL-6, TNF-a ir
IFNy, o IL-12 sekrecija gali paskatinti Thl diferenciacijg. Didelis indukuojamos azoto oksido
sintazés (iNOS) kiekis sukelia didelio azoto oksido kiekio susidarymg. Pastarasis Kkartu su
reaktyviosiomis deguonies formomis (ROS) tarpininkauja vidulgsteliniame patogeny naikinimo
procese (Kovacevic et al., 2017, Yamane ir Leung, 2016). M2 tipo makrofagai dalyvauja
prieSuzdegiminiuose procesuose bei atkuria pazeistus audinius, gamina daug prieSuzdegiminiy
citokiny, tokiy kaip IL-10 ir TGF-B bei atlieka svarby vaidmenj slopinant uzdegiming reakcija
(Murray et al., 2014, Strizova et al., 2023). Yra zinomi keli M2 makrofagu tipai: M2a, M2b, M2c,
M2d (1 lentelé).

1 lentelé. Makrofagy tipai ir jy skirtumai.

Makrofagy tipas Kas juos diferencijuoja Kuo jie pasizymi

M1 LPS, GM-CSF, M-CSF Auksta IL-1p, IL-6, TNF-a ir
IFNy molekuliy sekrecija

M2a IL-4ir IL-13 Didele CD206 raiska

M2b Imuniniai kompleksai ir TLR | Didele CD86 raiska

M2c IL-10 ir gliukokortikoidai Didele CD163 raiska

M2d Adenozino receptoriai ir IL-6 | Dalyvauja audiniy atstatyme,

pasizymi didele IL-10, VEGF,
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CCL5, CXCL10 ir CXCL16

molekuliy sekrecija

M2a makrofagai, kuriuos indukuoja IL-4 ir IL-13, reguliuoja audiniy atstatymg ir Zaizdy
gijima bei pasizymi didele manozés receptoriaus (CD206) raiska, todél gali fagocituoti apoptotines
lasteles ir lasteliy nuolauzas (Zhang et al., 2016). M2b makrofagai indukuojami reaguojant j
imuninius kompleksus ir i TLR agonistus, tokius kaip LPS, ir gamina didelj kiekj
priesuzdegiminiy, IL-10, ir uzdegiminiy, CCL1, molekuliy. Sie makrofagai, isreiskiantys didelj
CD86 kiekj, taip pat gali bati svarbis antigeno pateikimui (Yue et al., 2017, Strizova et al., 2023).
I M2c makrofagus diferencijuoja IL-10 ir gliukokortikoidai, jie dalyvauja vélyvosiose imuniniy
reakcijy fazése ir kovoja su uzdegiminiais procesais. Sie makrofagai taip pat pasizymi didele
receptoriaus CD163 raiska, kuris vaidina svarby vaidmenj $alinant haptoglobino ir hemoglobino
kompleksus (Huang et al., 2018, Strizova et al., 2023). Paskutinis M2 makrofagy tipas - M2d
susidaro stimuliuojant adenozino receptoriy agonistais nepriklausomai nuo IL-4Ra signalo. Sie
makrofagai yra susij¢ ne tik su audiniy atstatymu, bet ir su véziniy lasteliy invazija in vitro
(Nikovics et al., 2020 ir Cao et al., 2015). MI1/M2 makrofagy tipai gali pasizyméti
persidengianc¢iomis savybémis priklausomai nuo jy vietos audinyje bei signalinio kelio (Strizova

etal., 2023).

1.1.3 THP-1 Igstelés

1980 metais Shigeru Tsuchiya su kolegomis aprasé Zzmogaus THP-1 lasteliy linijg
(Tsuchiya et al., 1980). Ankstyvieji tyrimai rodo, kad THP-1 Iastelés savo morfologija ir
diferenciacijos savybémis yra panasios j pirminius monocitus bei makrofagus. Sios lastelés yra
pavienés, apvalios, turin¢ios aiSkiy monocity Zzymeny (Qin, 2012). THP-1 yra zmogaus leukemijos
monocitiniy lasteliy linija, kuri placiai naudojama monocity ir makrofagy funkcijoms,
mechanizmams, signaliniams keliams, maistiniy medziagy ir vaisty pernasai tirti (Chanput et al.,
2014). Paveikus forbol-12-myristato-13-acetatu (PMA) THP-1 Iastelés prikimba prie auginimui
skirty ploksteliy ir diferencijuojasi | makrofagy fenotipo lgsteles. Jos pasizymi ryskiomis
morfologinémis savybémis - plokséios ir ameboidinés formos, kaip ir makrofagai. Diferenciacija
su PMA lemia ryskesnj fenotipa su geresniu prikibimo lygiu prie ploksteliy pavirSiaus, mazesniu

proliferacijos ir aukstesniu fagocitozés lygiu bei didesne CD11b ir CD14 lasteliy pavirSiaus
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zymeny raiska, lyginant su kitomis klasikinémis diferencijavimui skirtomis medziagomis - 1o, 25-
dihidroksi vitaminu D3 (1a,25(0OH)2D3) ir M-CSF. Todé¢l su PMA paveiktos THP-1 Iastelés
paprastai naudojamos makrofagy funkcijai tirti (Qin, 2012).

Makrofagai yra plastiSkos ir nevienalytés lastelés, nes dél diferenciacijos mechanizmy
skiriasi jy reakcija j dirgiklius ir lokalizacija audiniuose. Skirtingi CD4+ T lasteliy tipai, atlieka
svarby vaidmenj reguliuojant makrofagy diferenciacijg j skirtingus fenotipus. Su PMA
diferencijuoti THP-1 makrofagai gali bati poliarizuojami § M1 arba M2 tipo fenotipus, naudojant
tuos pacius dirgiklius, kurie taip pat aptinkami ir zmogaus organizme. Nustatyta, kad
poliarizuojant THP-1 makrofagus padidéjo keliy M1 geny zymeny (TNF-a, IL-1p, IL-12, IL-6 ir
IL-8) ir M2 fenotipo Zymeny (MRC-1, dektinas-1 ir DC-SIGN) reguliavimas (Chanput et al.,
2014). THP-1 lasteliy linija yra placiai naudojama kaip zmogaus monocity ir makrofagy in vitro
modelis atliekant uzdegiminiy ligy tyrimus. Yra Zinoma, jog uzdegiminiai monocitai zmogaus
organizme yra diferencijuojami j makrofagus infekcijos vietoje. In vitro eksperimentuose $iy
lasteliy aktyvacijg galima pasiekti stimuliuojant THP-1 uzdegimo aktyvatoriais, pavyzdziui, LPS
arba prouzdegiminiais citokinais (Liu et al., 2018, Chanput et al., 2014). THP-1 monocitus
paveikus LPS, yra aktyvuojamas NF-kB transkripcijos faktorius, kuris yra atsakingas uz geny
raiska, lemiancig lasteliy proliferacijos, diferenciacijos, migracijos ir iSgyvenimo aktyvinima bei
chemokiny ir citokiny iSsiskyrimg (Liu et al., 2018). Imuniniy procesy tyrimams pradiniuose
etapuose prasmingiausia naudoti in vitro Igsteliy linija, nes ji leidZia sumazinti genetinés variacijos
poveikj, etiniy klausimy keliamus apribojimus bei donory pasiekiamumg ir prieinamumag. Bendry
kultliry sistemos in vitro arba ex vivo salygomis gali biiti zingsnis j priekj siekiant imituoti in vivo
ir tam gali biti naudojamos THP-1 makrofagy kultiros su adipocitais, Zarnyno lastelémis,

dendritinémis lastelémis ir T lgstelémis (Chanput et al., 2014).

1.2 Citokinai ir chemokinai

M1 poliarizuoti makrofagai atlieka svarby vaidmenj kovojant su virusinémis infekcijomis,
taikydami jvairias strategijas: per susidariusias reaktyvias O ir N formas (ROS ir RNS),
aktyvindami imunines Igsteles bei skatindami uzdegiminiy citokiny ir chemokiny sekrecijg
(Strizova et al., 2023). Citokinai yra itin didelé uzdegiminiy ir prieSuzdegiminiy veiksniy grupé,
kuri yra suskirstyta j pogrupius pagal jy struktiiring homologija arba jy receptorius. Chemokinai

yra citokiny Seimos baltymai, kuriy bendra funkcija yra skatinti Iasteliy migracija. Chemokinai
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reguliuoja kryptingg leukocity migracijg ir aktyvacija uzdegiminiy ir homeostatiniy procesy metu,
priklausomai nuo laiko ir vietos. Taip pat, chemokinai vaidina svarby vaidmenj vykstant
angiogenezei, naviky augimui ir metastaziy formavimui, kraujo susidaryme, organogenezei,
Iasteliy iSgyvenimui, proliferacijai, diferenciacijai ir daugeliui kity procesy (Cambier et al., 2023).
Chemokinai pagal savo biologinj aktyvuma priskiriami dviems kategorijoms: homeostazés
palaikymui ir uzdegimo iniciacijai. Homeostatiniai chemokinai dalyvauja palaikant normalig
imuninés sistemos veiklg ir 1gsteliy paskirstyme hematopoezés metu, o uzdegiminiai yra gaminami
infekcijy metu arba kaip atsakas j kita uzdegiminj stimulg. Citokino ar chemokino ligandui
prisijungus prie jam giminingo receptoriaus, vyksta jo aktyvinimas. Sis procesas sukelia signaling
kaskada, reguliuojancig jvairias lasteliy funkcijas — fagocitoze, citokiny sekrecija, proliferacija,

apoptoze, angiogeneze bei proliferacija (Ramesh et al., 2013).

Vienas i§ chemotaktiniy citokiny yra CXCLS8, dar Zinomas kaip interleukinas-8, kurj
sekretuoja epitelio lastelés ir makrofagai. Sis chemokinas sukelia neutrofily sutelkima j uzdegimo,
infekcijos ar suzalojimo vietas. Biologinis CXCL8 poveikis pasireiskia per jo prisijungimg prie
dviejy su G baltymais susiety receptoriy - CXCR1 ir CXCR2, kurie paprastai biina isreiksti
monocituose, granuliocituose ir endotelio lastelése bei nuo netipinio receptoriaus ACKR1 bei
glikozaminoglikany (Xiong et al., 2022, Horn et al., 2020). Reaguodami j chemokinus chemokiny
receptoriai (CKR) yra labai svarbiis koordinuojant lasteliy migracija ir iSsidéstymg ir dalyvauja
daugelio infekciniy ir uzdegiminiy ligy, taip pat naviky formavimosi ir metastazavimo procesuose.
Chemokiny sistema yra sudétingas tinklas, kuriame 23 CKR atpazjsta 50 chemokiny zmogaus
lastelése. CKR ir chemokiny atpazinimas pasizymi gausia jvairove, nes vienas CKR jungiasi su
daugeliu chemokiny, o vienas chemokinas atpazjsta tik kelis receptorius. Taip pat yra nustatyta,
kad kai kurie CKR, jskaitant CCR5, gali aktyvuoti tolesnius signalinius kelius, nesant agonistui,
todél Sios Seimos receptoriy funkcijos moduliavimas tampa dar sudétingesnis (Zhang et al., 2021).
CXCL1-3 ir CXCL5-8 yra zmogaus neutrofilus pritraukiantys ir aktyvinantys chemokinai, 0
CXCLS8 yra gausiausiai gaminamas citokinas. Neutrofily patekimas i§ kraujo j uzdegimo vieta
vyksta koordinuotai. Sio proceso metu vyksta neutrofily patekimas per aktyvuota endotelj, toliau
chemoatraktanty receptoriai aktyvuojami ligandais, receptoriai suaktyvina integrinus ir jvyksta
glaudus endotelio sukibimas. Véliau neutrofilai i§ kraujotakos persikelia per endotelj ir toliau juda
link didelés chemoatraktanty koncentracijos uzdegimo apimtuose audiniuose. Veiksmingam

uzdegiminiam neutrofily jdarbinimui in vivo batina CXCL8 imobilizacija ant GAG arba
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proteoglikany ir sgveika su CXCR1 ir CXCR2, kad biity sukelta migracija (Cambier et al., 2023).
Chemokinas CXCL8 ne tik reguliuoja neutrofily aktyvacija, bet ir tam tikromis salygomis
reguliuoja chemotaksj ir aktyvina leukocitus. Taip pat yra atsakingas uz IL-13/IL-4 stimuliuojamy
monocity, CD8+ T limfocity ir putliyjy lasteliy aktyvacijg. Be to, CXCL8 gali reguliuoti
neimuniniy lasteliy migracijg ir skatinti ragenos neovaskuliarizacijg in vivo. CXCLS8 ir kity
neutrofilus pritraukian¢iy chemokiny gamyba paZeistose epitelio Igstelése ir trombocituose
palaiko neutrofily migracijg j zaizdos vietg, kad buty pasalinti patogenai bei Igsteliy liekanos.
Kadangi CXCLS8 gali reguliuoti neimuniniy lasteliy migracija ir angiogenezg, $is chemokinas
skatina audiniy atstatyma, kraujotakos atkiirimg po organy transplantacijos ir zaizdy gijima

(Barkaway et al., 2021, Cambier et al., 2023).

Interleukinas-1p (IL-1p) yra vienas i§ pagrindiniy uzdegiminio atsako mediatoriy. Sis
citokinas gali buti sekretuojamas keratinocity, fibroblasty, endotelio, neurony, imuniniy Iasteliy ir
sveikame organizme atlieka svarbias homeostatines funkcijas, pavyzdziui, reguliuoja maitinimasi,
miegg ir temperatiirg (Ren ir Torres, 2008). Jis susidaro kaip neaktyvus pirmtakas, vadinamas pro-
IL-1pB, reaguojant | PRR. Pro-IL-1p raiskos iniciacija paprastai yra pradinis etapas ir sis procesas
efektyviai neskatina molekuliy sekrecijos. Uzkrésta lgstelé turi susidurti su kitu PAMP arba
DAMP, kad paskatinty aktyvios IL-1B molekulés sekrecija (Lopez-Castejon ir Brough, 2011). Pro-
IL-1p molekulé yra suardoma uzdegiminés proteazés kaspazés-1. Kaspazé-1 aktyvuojama
prisijungus prie daugiabaltyminio komplekso, vadinamo inflamosoma, sudaryto i§ adaptoriniy
molekuliy, sensoriaus ir prokaspazés-1 (Schroder et al., 2010, Malik ir Kanneganti, 2017). IL-1
sekrecijos mechanizmui gali turéti jtakos stimulo tipas ir stiprumas, geriausiai zinomas Iir
plagiausiai naudojamas veiksnys yra iSorinis ATP. Si molekulé veikia per P2X7 receptoriy ir
sukelia nuo kaspazés-1 priklausomg IL-1f iSsiskyrimg (Lopez-Castejon ir Brough, 2011). Toks
toksinas kaip nigericinas, taip pat sukelia nuo NLRP3 priklausoma IL-1f i$siskyrima (Nakanishi
et al., 2018, Lopez-Castejon ir Brough, 2011). Yra zinoma, jog S$is citokinas yra transliuojamas
poliribosomose, kurios yra susijusios su citoskeletu, o ne su membrana. DidZioji dauguma IL-1p
molekuliy LPS aktyvuotuose monocituose lokalizuojasi citozolyje, o jy sekrecija vyksta keliais
mechanizmais (Zhang et al., 2015). Pirmasis jy yra autofagija - tai mechanizmas, kai citozolyje
esanCios pazeistos organelés ar baltymai uzdaromi | dvigubos membranos struktiirg, vadinama
autofagosoma. Véliau $ios puslelés susijungia su lizosomomis, suformuodamos autolizosomas, dél

to jy turinys suardomas proteolitiSkai. Makrofagus paveikus LPS yra sukeliamas IL-1p patekimas
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] autofagosomas. Kai autofagija slopinama issiskiria IL-1f, o kai aktyvinama — suardomas (Harris
et al., 2011). Kitas kelias, kuriuo dalis lasteliy gali sekretuoti IL-1p, yra mikrovezikuly
iSsiskyrimas i§ plazminés membranos. Mikrovezikulés, turin¢ios IL-1p pasisalina prie$ lipidui,
fosfatidilserinui, pasislinkus j iSorinj plazminés membranos sluoksnj. Mikrovezikulése esantis
citokinas yra biologiskai aktyvus ir gali baiti i§skiriamas po saly¢io su IL-1 receptoriy (IL-1RI)
turin¢iomis lgstelémis. Treciasis mechanizmas, kuriuo molekulés yra sekretuojamos, makrofagy
zuvimo metu, yra per egzosomas (Qu et al., 2009). Piroptozé yra prouzdegiminé lasteliy zuties
forma, del kurios uZsikrétes makrofagas Ziista pats ir kartu iSskiria uzdegiminius citokinus,
pavyzdziui, IL-1p ir kita kaspazés-1 substratg 1L-18. Makrofagy piroptozés metu susiformuoja
poros plazminéje membranoje ir sukelia osmosing lgsteliy lize, kurig galima slopinti glicinu, ta¢iau
pory formavimasis ir IL-1p i§siskyrimas nesustabdomas. Sios nuo kaspazés-1 priklausomos poros
gali buiti kanalas, kuriuo IL-1f patenka j uzlasteling erdve (Bergsbaken et al., 2009). Taigi, IL-1p
yra stiprus uzdegiminis citokinas, kurj gamina jgimtos imuninés sistemos lgstelés. Jis gaminamas
be signalinés sekos ir nesiremia jprastiniu baltymy sekrecijos keliu, o naudoja vieng ar daugiau

netradiciniy sekrecijos buidy (Lopez-Castejon ir Brough, 2011).

Nors IL-1p butinas kovojant su infekcijoms, jis taip pat prisideda prie pazeidimy létiniy
ligy metu, todel IL-1p i8siskyrimo mechanizmai yra gydymo mechanizmy taikinys. Yra Zinoma
jog molekuliy sintez¢ ir sekrecija yra glaudziai susij¢ procesai, todél veiksmingiausias buidas
slopinti IL-1p issiskyrimg yra per kaspazg-1. Peptidiniai inhibitoriai, atitinkantys I1L-1 skilimo
vieta, yra veiksmingi ir placiai naudojami blokuojant IL-1p iSsiskyrima (Dinarello, 2010).
Sulfonilo karbamido vaistas gliburidas slopina ATP sukelta IL-1p iSsiskyrima, silpnindamas
NLRP3 inflamosomos veikla. Gliburidas taip pat slopina IL-1p kaupimasi sekrecinése lizosomose.
Lizosominés membranos plySimas ir katepsino B aktyvumas yra svarbtis NLRP3 inflamosomy
aktyvumui palaikyti reaguojant j kai kuriuos dirgiklius, tad katepsino B slopinimas susilpnina IL-
1B sekrecijg. Taip pat Sio citokino sekrecijg slopina baltymy fosfatazés inhibitorius okadaino
rugstis, anijony pernaSos inhibitoriai, alkilinantys agentai, histony deacetilazés inhibitoriai bei
daugelis kity. Todel citokino IL-1B slopinimo mechanizmy tyrimai, galéty biiti potencialis

kovojant su létinémis ligomis (Lopez-Castejon ir Brough, 2011).

Citokinas, TNF-a, taip pat yra svarbus uzdegiminiy reakcijy mediatorius ir dalyvauja kai

kuriy uzdegiminiy ir autoimuniniy ligy patogenezéje. Sio citokino sekrecija daugiausia sukelia
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aktyvuoti makrofagai, T limfocitai ir NK lastelés. Yra zinoma, jog jis pats gali sukelti daugybés
jvairiy uzdegiminiy molekuliy iSsiskyrima (Jang et al., 2021). TNF-a egzistuoja tirpios ir
transmembraninés formos. Transmembraninis TNF-o (tmTNF-a) yra susintetintas pirmtakas, kurj
turi apdoroti TNF-a konvertuojantis fermentas (TACE) ir su membrana susieta dezintegriny
metaloproteinazé tam, kad Sis citokinas biity iSskirtas kaip tirpus TNF-a (STNF-a) (Jiang et al.,
2017). STNF-a yra svarbus jvairioms biologinéms funkcijoms per 1 tipo receptorius (TNFR1) ir 2
tipo receptorius (TNFR2) kaip ir transmembraninis TNF-a. TNFR1 yra iSreikstas visuose zmogaus
audiniuose ir yra pagrindinis TNF-o signalinis receptorius. TNFR2 paprastai isreiskiamas
imuninése Igstelése ir palengvina biologinj atsaka (Jang et al., 2021). TNF-a prisijungia prie savo
receptorty, daugiausia TNFR1 ir TNFR2 ir perduoda molekulinius signalus biologinéms
funkcijoms, tokioms kaip uzdegimas ir lgsteliy zatis, vykdyti (Pobezinskaya ir Liu et al., 2012).
TNFR1 receptoriaus aktyvinimas paskatina skirtingy signaliniy kompleksy formavimasi, kurie
sukelia skirtingas lastelines reakcijas. Formuojantis | kompleksui aktyvuotas TNFR1 prisijungia
prie TRADD bei sgveikauja Su jvairiais komponentais, tokiais kaip RIPK1, TRAF2/5, clAP1/2
(Holbrook et al., 2019). Yra Zinoma, kad I komplekso signalinis kelias skatina uzdegima, audiniy,
lasteliy iSlikimg ir dauginimasi bei imuning apsauga nuo patogeny. Skirtingai nuo | komplekso,
kuris yra surenkamas plazminéje membranoje, kiti kompleksai yra surenkami citoplazmoje.
Kompleksg I1a sudaro TRADD, RIPK1, TRAF2, cIAP1/2, pro-kaspazé-8 ir Fas baltymas, o prie
I1b komplekso sudéties dar prisideda RIPK3. Abiejy I1a ir IIb kompleksy, kurie dar yra vadinami
apoptosomomis, susidarymas aktyvuoja kaspaze-8 ir sukelia apoptoze. Susidarymo metu TNFR2
kartu su TRAF1, clAPL ir clAP2 pritraukia TRAF2 bei leidzia aktyvuoti NF-kB, MAPK ir
baltymy kinaz¢ B. Pats TNFR2 daugiausia susijes su homeostatinémis bioaktyviosiomis
funkcijomis, tokiomis kaip audiniy regeneracija, lasteliy proliferacija ir iSgyvenamumas. Taip pat
zinoma, kad S$is kelias sukelia uzdegimines reakcijas ir Seimininko gynybg nuo patogeny. Pats
TNFR1 yra bitinas citotoksiniam ir uzdegiminiam TNF-o atsakui sukelti, o TNFR2 gali
daugiausia dalyvauja lIgsteliy aktyvavacijoje, migracijoje ir proliferacijoje (Jang et al., 2021).
Fiziologiniu pozitiriu TNF-a yra svarbi normalaus imuninio atsako dalis. Sis citokinas gali
suaktyvinti imuninés sistemos reguliavima, ta¢iau netinkama arba per didelé TNF-o gamyba gali
buti zalinga ir sukelti liga. Per didelé citokino sekrecija skatina reumatoidinio artrito, uzdegiminiy
zarnyno ligy ir psoriazés vystimasi. Taigi TNF-a yra ne tik uzdegiminiy reakcijy mediatorius, bet

ir galima jj priskirti prie pagrindiniy jvairiy patologijy vystymosi veiksniy (Adegbola et al., 2018).
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1.3 Fagocitozé

Endocitozé - tai procesas, kurio metu Igstelés internalizuoja jvairias medziagas, baltymus ir
lasteliy dalis. Zinomi 4 pagrindiniai endocitozés biidai: (1) nuo klaritino priklausma endocitozé,
(2) nuo kaveolino priklausoma endocitozé (3) pinocitozé ir (4) fagocitozé. Pinocitozé yra
daugumos zinduoliy lasteliy ekstralgsteliniame skystyje esanciy mazy daleliy patekimas (Ding ir
Xiang, 2018). Klaritino valdoma endocitozé vyksta tuomet, kai Klaritino baltymai prisijungia prie
specifiniy receptoriy, o nuo kaveolino priklausoma endocitozé¢ vyksta dél ant plazminés
membranos susidariusiy pumpury — kaveoliy (Kawahata ir Fukunaga, 2023). Fagocitozé yra labai
svarbus lastelinis procesas, kurio metu jgimtosios imuninés sistemos lastelés paSalina lasteliy
lickanas, jskaitant negyvas lgsteles ir patogeninius mikroorganizmus (2 pav.) (Rennick et al.,
2021).

# Patogenas/molekulé

Fagosoma \
Ankstyvoji
endosoma K
- ;\ / \ / ) Nesuvirskintos
S~— R Fagolizosoma patogeno
liekanos
Velyvoji
endosoma Lizosoma

2 pav. Fagocitozés procesas. Patekes ] lastele patogenas yra apgaubiamas dvimembranés
struktiiros vadinamos fagosoma. Fagosoma kartu su patogenu susijungia su lizosoma ir suformuoja
struktiirg vadinama fagolizosoma. NesuvirSkintos patogeno liekanos yra pasalinamos i§ lastelés

egzocitozés budu. Iliustracija sukurta su BioRender programa (licenzijos nr. VX27MLHDEM).
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Fagocitozé yra pradedama, Kkai specifiniai receptoriai, tokie kaip Salinamieji
(angl.scavenger) receptoriai, susirisa su dalelémis, pavyzdziui, antikiinais, komplemento
komponentais, tam tikrais oligosacharidais. Daleles arba mikroorganizmus apgaubia sandari
membrana, kuri pleciasi aplink molekule, kol ja visiskai uzdaro ir atsiskiria nuo plazminés
membranos (Lim et al., 2017). Tam, kad Src Seimos kinaziy aktyvacija biity ilgalaiké, reikia, kad
pagrindinés fosfatazés, pavyzdziui, CD45 ir CD148, biity pasalintos i§ fagocitozés vietos. Sis
procesas priklauso nuo glaudaus makrofagg gaubiancios fagosominés membranos prigludimo bei
aktino polimerizacijos ir integriny. Signalinis tinklas sustiprina fagosominés taurés membranos
ry$i su fagocituojama dalele, o CD45 ir CD148 fosfataziy pasalinimas pagreitina fagocitinés taurés
plétimasi. Membranos issiplétimas ir fagosomos formavimasis priklauso nuo aktino citoskeleto,
kuomet aktino filamentai depolimerizuojasi. Tai priklauso nuo keliy mazyjy GTPaziy, jskaitant
Cdc42, Rac ir RhoA, veikian¢iy kartu su tokiais efektoriais kaip WASP ir Arp2/3, kad bity
sukurtas aktino tinklas. Aktino pertvarkymas taip pat priklauso nuo trumpalaikiy membranos
lipidy pokyc¢iy (Rennick et al., 2021). FcyR valdomos fagocitozés metu Rho GTPazés skatina F-
aktino polimerizacija, taip reguliuvodamos citoskeleto dinamikg ir darydamos jtaka lgsteliy
poliariSkumui bei judrumui. Kadangi fagolizosomy formavimuisi reikia, kad iSnykty fagosoma
supanti F-aktino struktiira, Rho GTPazés dalyvauja Siame procese. Taip pat, Syk kinazé, kuri
tarpininkauja FcgammaR signaliniam keliui, sustabdo F-aktino pertvarkymg aplink fagosomas,
taip pagreitindama fagosomy susiliejima su lizosomomis. Kai fagosoma bresta, Sis procesas apima
daugybe sudétingy membranos jud¢jimo etapy, Rab GTPaziy veikimg, nuo mikrotubuliy
priklausoma judéjima per dineing ir dinakting, autofagosominio mechanizmo elementy jdarbinima
ir selektyvy su membrana susijusiy komponenty paémimag i§ besiformuojanciy fagolizosomy
(Poloamina, 2023). Rab GTPazés yra baltymai atliekantys svarby vaidmen;j bregstant fagosomai.
Rab5 dalyvauja ankstyvajame fagosomy brendime, reguliuodama susiliejimg su endosomomis, 0
Rab7 leidzia susidaryti vélyvosioms fagosomoms, lemianc¢ioms fagolizosomy susidarymg. Kita
GTPazé - Rab20 reguliuoja fagosomy brendimg FcyR valdomos fagocitozés metu (Prashar et al.,
2017).

Makrofagai turi Fc (FCR) ir komplemento receptorius (3 pav.), kurie atpazjsta opsoninus,
tokius kaip imunoglobulinai, CRP, SAP ir komplemento baltymai. Imunoglobulinai yra gerai
zinomos molekulés, atpazjstancios svetimus mikroorganizmus. Imunoglobuliny struktiirg sudaro

dvi sunkiosios ir dvi lengvosios grandinés. Fab fragmentas, kuris jungia antigeng ir Fc fragmenta,
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prisijungusj prie fagocity patogeny atpazinimo receptoriy. Imunoglobulinas G (1gG) atlieka svarby
vaidmen] imuniniame atsake, nes suaktyvina klasikinj komplemento sistemos kelig makrofaguose.
Taip pat imunoglobulino A (IgA) sgveika su Fc alfa receptoriais (FcaRs) tarpininkauja makrofagy
fagocitozéje (Schroeder et al., 2010).

TLR-2

TLR-4 FeyRilb  FeyRlle

M Dektinas-1 .
o206 —i {Foymi SJ= "

CR1

—nnn‘

D
coes CD209

3 pav. Makrofagy receptoriai, kurie dalyvauja fagocitozés procese. Yra 2 makrofagy receptoriy
tipai: PRR ir opsoniny receptoriai. Iliustracija sukurta naudojant BioRender programa (licenzijos
nr. BS27SOVAAT).

FcyR atpazjsta ir jungiasi su IgG, o FcaR atpazjsta ir jungiasi su IgA. FCR valdoma
fagocitoze sukelia internalizacijg klatrinu dengtose duobutése ir puslelése bei patekima |
endosomas ir lizosomas. Ne visi FCR perduoda signalus, ta¢iau tiem, kurie tai atlieka reikia ITAM
arba ITIM domeny - ITAM kelias yra uzdegiminis, o ITIM kelias - priesuzdegiminis. Siam
receptoriui taip pat reikia ubikvitilinimo, kad galéty dalyvauti fagocitozéje (Poloamina, 2023).
Komplemento receptoriai pirmiausia atpazjsta ir jungiasi su komplemento baltymais. Nors yra
keletas komplemento receptoriy, ta¢iau nustatyta, jog tik CR3, CR4 ir CRIg yra ant makrofagy.
CR3 ir CR4 dalyvauja fagocitozéje, leukocity judéjime ir migravime, sinapsiy formavime ir
kostimuliacijoje. Kaip ir daugelio receptoriy atveju, kitos biomolekulés gali turéti jtakos
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komplemento receptoriy raiSkai ar funkcijai. Pavyzdziui, Pyk2 yra bitinas CR3 valdomam
fagocitozés procesui, nes prisideda prie fagocitoze skatinanciy signaly koordinavimo uz CR3, o
vitaminas D reguliuoja CRIg raiska ir jo fagocitinj aktyvumg (Ray et al., 2018, Poloamina, 2023).
CR3 (integrinas Mac-1) yra veiksmingiausias fagocitinis receptorius, kuris makrofaguose
inicijuoja kitokio tipo fagocitoze nei dalyvaujant antikiiny Fcy receptoriams. Jo medijuojama
fagocitozé pasizymi tuo, kad dalelé nugrimzta j lgstelés membrang, o aplink ja nesusidaro
pseudopodijos. Taip pat dalyvaujant FcyR naudojamas aktino citoskeletas, o CR fagocitozés metu
- aktino ir mikrovamzdeliy citoskeletas. Komplemento fagocitozés metu F aktino pertvarkymas
priklauso nuo GTPazés Rho, bet ne nuo Rac ar Cdc42 aktyvacijos. Aktyvi Rho skatina aktino
polimerizacijg dviem mechanizmais. Pirmiausia, Rho stimuliuoja Rho kinaze, kuri fosforilina ir
aktyvuoja miozing II. Tada miozinas aktyvuoja Arp2/3 kompleksa, kuris skatina aktino susitelkima
fagocitinéje tauréje. Antrasis mechanizmas - Rho gali paskatinti mDial ir polimerizuoto aktino
kaupimasi fagocitinéje tauréje. Taip pat, mDial tiesiogiai jungiasi su CLIP-170 baltymu ir
uztikrina ry$] su mikrotubuliy citoskeletu, biitinu CR valdomai fagocitozei (Querol ir Rosales,
2020). Taigi, fagocitozé yra esminis patogeny ir apoptotiniy lgsteliy pasalinimo procesas, kurj
efektyviausiai atlicka profesionaliis fagocitai. Sia funkcija palaiko PAMP ir opsoniny bei PRR
sinergija, kuri lemia fagosomy, lizosomy formavimasi, ubikvitilinima, fosforilinima ir fosfolipidy

pertvarkymg membranoje (Poloamina, 2023).

1.4 Virusai

1.4.1 1 virusus panasios Zmogaus poliomos viruso dalelés

| virusus panasios dalelés (VLP) - tai i§ viruso baltymy sudarytos dalelés, imituojancios
viruso struktirg. Jose néra viruso genetinés medZziagos, todél jos negali infekuoti viruso
Seimininko. VLP yra nanostrukttiros, kurios gali buti sintetinamos i§ rekombinantiniy virusiniy
baltymy, kurie yra randami jvairiose sistemose, jskaitant zinduolius, augalus, vabzdzius ir
bakterijas. Sios dalelés taip pat gali bati naudojamos kaip jvariy biologiniy, nanomedziagy
nesikliai (Nooraei et al., 2021). Polimerizuojant skirtingus viruso kapsidés baltymus susidaro VLP,
kuriy geometriné simetrija paprastai biina ikosaedrinés, sferinés arba lazdelinés struktiros,
priklausomai nuo to, i§ kurio viruso ji buvo gauta. VLP paprastai galima suskirstyti j skirtingas
grupes pagal jy struktirinj sudétinguma, o kapsidés baltymai gali buti i$sidéste vienu, dviem arba
trimis sluoksniais. Kitos negu vieno sluoksnio VLP gali turéti daugiau nei vieng struktirinj

baltymg. VLP struktiira, sudaryta i§ vieno baltymo, yra palyginti paprasta nei sudaryta i§ keliy
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baltymy. VLP, gauta i§ ZIV-1 ir gripo virusy, turi lipidy sluoksnj, kuriame yra viruso pavirsiaus
daleléje. Sios struktiiros yra labai gerai organizuotos ir dél savo geometrijos primena su patogenais
susijusius struktiirinius modelius (PASP), kuriuos gali veiksmingai atpazinti imuninés Sistemos
lastelés (Mohsen et al., 2018). Pagal lipidinio apvalkalo buvimg ar nebuvimg VLP dalelés yra
skirstomos j du pagrindinius tipus: VLP su apvalkalu ir be apvalkalo. Taip pat pagal tai, ar juose
esantys baltymai, suskirstyti j vieng sluoksnj ar kelis (Nooraei et al., 2021). Su apvalkalu esantys
VLP turi matricinj baltyma, prie pat Seimininko lipidinés membranos, | kurig jsiterpia viruso
glikoproteinai (Chroboczek et al., 2014). | lipiding membrang gali biiti jterptas vienas ar daugiau
glikoproteiny inkary, kurie paprastai yra pagrindiniai tiksliniai antigenai, atpazjstami imuninés
sistemos. Paprasé¢iausig VLP modelj sudaro vienos kapsidés VLP struktiira, pavyzdZziui, Zmogaus
papilomos viruso (ZPV) VLP vakcinos. Sios paprastos VLP sudarytos i§ vieno kapsidés baltymo,
kuris gali buti iSreikStas tiek eukariotinése, tiek prokariotinése sistemose. VLP daleliy jvairové
daro jas funkciSkai skirtingas. Jos gali biiti sukurtos taip, kad nesty polivalentines antigenines
struktiiras, kurios taip pat gali pristatyti antigeninius junginius j konkrecius tikslinius audinius.
Sios dalelés buvo sékmingai naudojamos kaip pagalbinés medZiagos stipriam imuniniam atsakui
sukelti. Pasirinkus tinkamus VLP tipus, galima stimuliuoti ir jgimtajj, ir igytajj imunitetg bei yra
jrodyta, kad VLP pagrindu sukurtos vakcinos be jokiy adjuvanty stimuliuoja humoralinj ir Igstelinj

imunitetg per I ir IT klasés MHC molekules (Nooraei et al., 2021).

2007 metais poliomos virusas (PyV) Kl buvo aprasytas kaip tikétinas zmogaus kvépavimo
taky infekcijy sukéléjas (Caldeira et al., 2019). Sie virusai - tai mazi virusai, pasizymintys didele
Seimininky jvairove ir skirtinga patologija. Jie gali transformuotis lgsteliy kulturoje, kai kurie
pasizymi navikiniu aktyvumu gyviiny organizme. PyV priklauso Polyomaviridae seimai, kuriai
bidinga nedidelis, Ziedinés, dvigrandés DNR genomas, kurio dydis yra apie 5 kbp. Siuo metu
Polyomaviridae Seimg sudaro 98 virusy rasys, dauguma jy priskiriami keturioms gentims pagal
LT baltymo filogenetinj rysj: Alfa-, Beta-, Gama- ir Delta- polioma virusai (Calvignac-Spencer et
al., 2016). Sios §eimos nariai uzkre¢ia kai kuriuos stuburinius gyviinus, taip pat virusy seky rasta
ropliuose ir nariuotakojojuose (Torres, 2020). Viruso genomg sudaro viena reguliavimo ir dvi
transkripcijos sritys. Nekoduojancioje kontrolingje srityje (NKKR) yra viruso replikacijos pradzia
ir ankstyvyjy bei vélyvyjy geny promotoriai. Kaip ir Kituose virusuose, ankstyvoji sritis koduoja

baltymus, dalyvaujancius genomo replikacijoje arba atliekancius reguliacines funkcijas (didysis ir
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mazasis naviko antigenai, LT ir ST), o vélyvoji sritis koduoja struktiirinius baltymus (pagrindiniai
viruso kapsidés baltymai 1 ir 2, VPI ir VP2). Be to, keliy poliomavirusy genomuose yra ir kity
atviry skaitymo rémeliy (ORF), taciau jy raiska ir funkcijos daugeliu atvejy lieka nezinomos
(Moens et al., 2017). Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, 50-80 % pasaulio gyventojy
vaikystéje uzsikre¢ia polioma virusais. Siy virusy ir jy antigeny poveikis jgimtam imunitetui visa

gyvenima néra iki galo iSaiSkintas (Maloney et al., 2013).

1.4.2 SARS-CoV-2 S baltymas

Sunkus Giminis kvépavimo taky sindromas, Zinomas kaip koronavirusas 2 (SARS-CoV-2)
yra COVID-19 pandemijos sukéléjas. SARS-CoV-2 virusas plinta oru ir infekuoja zmogaus
kvépavimo taky lgsteles. Daznesniais atvejais uzsikrétus Siuo virusu pasireiSkia ] persalimg
panasiis simptomai, taip pat galima prarasti skonio ir kvapo pojucius. Retesniais atvejais SARS-
CoV-2 sukelia imy kvépavimo sutrikimo sindromg (ARDS) bei sunkig pneumonija, todé¢l Sie
simptomai yra atsakingi uz aukstg mirtingumg (Zhu et al., 2020). Nors pasaulyje sukurta ir
patvirtinta ne viena SARS-CoV-2 vakcina, ta¢iau jos tik ribotai stabdo viruso plitimg. Atsirade

nauji SARS-CoV-2 variantai kelia nuolating grésme vakciny veiksmingumui (Yu et al., 2023).

SARS-CoV-2 yra viengrandinis RNR virusas, turintis apvalkalg. Jo genomas koduoja
Keturis struktirinius baltymus: spyglio (S baltymas), apvalkalo, nukleokapsidés ir membranos. Sie
struktiiriniai baltymai, susijunge i virionus, palaiko viruso RNR perdavimg j lastelés Seimininkeés
citoplazmg, tam, kad véliau galéty vykti viruso replikacija (Yu et al., 2023). SARS-CoV-2
patekimo | organizmg procesa pirmiausia lemia struktirinis S baltymas, kuris jungiasi prie
7mogaus angiotenzing konvertuojan¢io fermento 2 (ACE2). Sis fermentas yra isreikstas
virSutiniuose kvépavimo takuose ir taip pat jis randamas kituose zmogaus organuose, pavyzdziui,
vir§kinamajame trakte, Sirdyje, inkstuose ir reprodukciniuose audiniuose. S baltymui prisijungus
prie ACE2, vyksta jo proteolizé. Suskaidytas S baltymas persitvarko, kad sukelty viruso ir
Seimininko membrany susiliejimg lastelés pavirsiuje (Hikmet et al., 2020, Shang et al., 2020). Yra
zinoma, kad membranos lenkimo sukeliama tempimo jéga dalyvauja lasteliy kontakto ir
endocitozés procesuose. Sie du fiziologiniai procesai yra panasiis j virusy prisitvirtinima prie
Seimininko lasteliy ir patekima j jas. Kai virionas prisitvirtina prie plau¢iy kvépavimo taky epitelio
sluoksniy, sulenkta epitelio lasteliy membrana palengvina spyglio ir ACE2 jungimasi, viruso

Seimininko atpazinima, prisitvirtinima bei invazijg (Hu et al., 2021). Patekgs | taikinio Igsteles,
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viruso RNR genomas yra gretai transliuojamas j efektorines molekules, o strukttriniai baltymai
prie§ patekdami ant plazminés membranos patiria sudétingus procesus tam, kad subresty.
Citoplazmoje esantys nestrukturiniai baltymai (NSP), tokie kaip NSP7, NSP8, NSP12 ir NSP13,
sudaro nuo RNR priklausomos RNR polimerazés (RdRp) kompleksa, skirtag viruso genomo
sintezei. Kitos efektorinés molekulés, nukreiptos | membranos organeles, sutrikdo lasteliy
homeostatinius procesus, kad palengvinty virusy dauginimasi (Yu et al., 2023). [vairas atlikti
tyrimai rodo, jog SARS-CoV-2 baltymai gali veikti kaip PAMP ir sukelti uzdegiminj atsakg per
TLR, iskaitant TLR2 ir TLR4. TLR receptoriai, kuriais pasizymi jgimtosioS imuninés sistemos
lastelés ir gali veikti kaip PRR. S baltymas prisijungia prie TLR4 ir sukelia uzdegiminj atsaka
THP-1 tipo lgstelése (Frank et al., 2021).

I§ visy SARS-CoV-2 koduojamy baltymy S baltymai yra atsakingi uz viruso prisijungima
prie Seimininko lasteliy pavirSiuje esanCiy receptoriy, membrany susiliejimg ir viriono
susirinkima. Sio viruso spyglio glikoproteinas yra | klasés sintezés baltymas, kurio suaktyvinimui
reikalingas Seimininko receptoriaus prisijungimas. Prisijungus prie taikinio Igstelés receptoriaus,
S baltymas patiria didelius konformacinius pokycius tam, kad pasikeisty tarpiné struktira,
sujungianti viruso ir Igstelés membrang. Galiausiai spyglio sukelta membrany sintezé yra biitina
tolesniam viruso RNR genomo perdavimui (Walls et al., 2020). Sulankstyti ir subrendg S baltymai
sudaro homotrimerus, o po to sujungiami j virionus. Sie baltymai turi S1/S2 jungtj, kurig brendimo
metu Seimininko lgstelés gali suskaidyti j S1 (N-galinj) ir S2 (C-galinj) subvienetus (Yu et al.,
2023). SARS-CoV-2 S1 subvienete yra receptoriy jungiantis domenas (RBD), kuris atpazjsta
zmogaus ACE2. Taskinés mutacijos, jvykusios spyglio RBD, gali dar labiau padidinti S baltymo
prisijungimo prie Sio fermento afiniskuma. Yra kelios RBD konformacijos: aukstyn (angl. “up ™)
— Zymi receptoriui prieinamg biiseng, o Zemyn (angl. “down”’) — receptoriui neprieinamg biiseng.
Aukstyn konformacija yra palankesné saveikai su ACE2 arba ACE2 blokuojanciais
neutralizuojanciais antikiinais, o Zemyn konformacija maskuoja ACE2 sgveikos sgsajas ir slepia
galimus antigen epitopus (Henderson et al., 2020). RBD konformacijas gali papildomai reguliuoti
glikanai, riebaly rigsStys arba atskiros S1 subvienety mutacijos, pavyzdziui, aminorigsciy
pakeitimas arba pakites hidrofobisSkumas. Nepaisant struktiiriniy poky¢iy S1 subvienetas gauna
patekimo signala, kai prisijungia tikslinés lastelés receptorius, ir paveréia jj S2 subvieneto
aktyvinimo signalu (Yu et al., 2023). S2 subvienete yra konservatyvios sritys, kurios katalizuoja

membrany susiliejimg. Vidinis sintezés peptidas yra hidrofobinis su membrana sgveikaujantis
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baltymas, kuris suaktyvéja tik jsijungus receptoriam bei atsiradus proteolitiniam aktyvumui
(Benton et al., 2020). Islaisvintas sintezés peptidas sgveikauja su tikslinés lgstelés plazmine
membrana, kad viruso membrana biity pritvirtinta prie tikslinés lgstelés. Tam, kad baty uzbaigtas
sintezés procesas, S2 i§ esmés pakeicia savo struktiira, daugiausia dél heptady pasikartojimo 1
(HR1) domeno pertvarkymo (4 pav.) Kadangi, S2 struktirinis persitvarkymas katalizuoja viruso
ir 1astelés membrany susiliejima, yra labai svarbu, kada ir kur jvyksta S2 subvieneto struktiiriniai
pokyciai (Walls et al., 2017).
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4 pav. SARS-CoV-2 spyglio homotrimeras atpazjsta tikslinés lastelés ACE2, po to vyksta
proteolitiné aktyvacija S1/S2 ir S2 vietose, kad biity pradétas konformacinis persitvarkymas. S2
skilimo metu atsiskiria sintezés peptidas (FP), kuris jsitvirtina ant tikslinés Igstelés membranos.
Véliau S2 struktiriniai pokyc¢iai sudaro salygas susidaryti spiralinei sgveikai tarp HR1 ir HR2
domeny. Si saveika galiausiai lemia viruso ir §eimininko membrany susiliejima - tokiu biidu viruso

genomas patenka j uzkréstas lasteles. Iliustracija yra adaptuota i$ Yu et al., 2023.
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SARS-CoV-2 S1 subvienetas sukelia uzdegima, o pilno ilgio baltymas — uzdegiminiy
citokiny raiska bei gali veikti kaip PAMP (Frank et al., 2021), taciau kituose moksliniuose
straipsniuose minima, jog lasteliy veikimas tik S baltymu nesukelia uzdegimo ir citokiny
sekrecijos. Pries-SARS-CoV-2 1gG sukeliamas uzdegimas priklauso nuo pries-spyglio baltymo
IgG titry ir nuo mazo Sio antikiino fukozilinimo. Sumazéjes IgG fukozilinimas padidina
afiniSkumag FcyRIIl. Uzdegiminj atsaka, sukeltg anti- spyglio baltymo IgG, galima nuslopinti
naudojant Syk slopiklj R406. Nuo Syk priklausomo FcyR signalinio kelio stimuliavimas sukelia
zmogaus makrofagy metabolinj perprogramavima, kuris pastebimas ir COVID-19 serganciuose
pacientuose (Hoepel et al., 2021). Taigi, tokie tyrimai yra pagrindas ateityje tirti S baltymo
uzdegiminj poveikj lastelése bei pritaikyti SARS-CoV-2 virusu serganéiy pacienty gydyme.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Lasteliy kultivavimas

Zmogaus makrofagy lasteliy kultiiros buvo paruostos diferencijuojant THP-1 Iasteliy linija,
gauta i§ dr. Lino Mazucio grupés (Gyvybés moksly centras, Vilniaus universitetas; 5 pav). Lastelés
buvo uzsétos j plokstele naudojant Gibco RPMI 1640 terpe (katalogo nr. 11875093), papildytg 10
% FBS ir 1 % P/S (Lot 2441842) ir diferencijuotos j makrofagus naudojant 100 ng/ml PMA
(#P1585, Sigma). Po 48 valandy diferenciacijos terpé buvo pakeista §viezia terpe be PMA ir
lastelés paliktos ramybés periodui dar 24 valandas. Po §io periodo lastelés tampa diferencijuotomis
} makrofagy tipo Igsteles. Po diferenciacijos, jos buvo aktyvinamos su 100 ng/ml LPS (#5969-42-

01) ar kitais veiksniais beseruminéje RPMI terpéje 24 valandas.

5pav. Monocitai su RPMI terpe (A), monocitai diferencijuoti § THP-1 makrofagus su PMA po 48
valandy (B). Nuotraukos padarytos naudojant EVOS FL Auto fluorescencinj mikroskopa,

padidinimas 20x.

2.2 Citokiny sekrecijos analizé

Citokiny sekrecijai jvertinti naudojamas ,,sumustinio tipo imunofermentinés analizés
(ELISA) metodas. Tiriama CXCLS8 (IL-8, katalogo nr. 900-T18, Peprotech), TNF-a (katalogo nr.
88-7346-88, Invitrogen), IL-1B (katalogo nr. 88-7261-88, Invitrogen) sekrecija, naudojant
molekuliy nustatymo rinkinius ir atliekant matavimus pagal gamintojo nurodytas rekomendacijas.

Tyrimas buvo atliekamas su ELISA 96 sulinéliy MaxiSorp plokstelémis (katalogo nr. 442404,
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Nunc). Pirmiausia plokstelése sorbuojami pirminiai antiktinai su imobilizacijos buferiniu tirpalu.
Plokstelés inkubuojamos 30 minuc¢iy kambario temperattiroje ant purtyklés ir per naktj laikomos
4°C temperatiroje. Kol vyksta inkubacija yra paruosiamas plovimo buferinis tirpalas (PBS ir
0,05% Tween) ir ELISA skiedimo tirpalas. Kitg dieng plokstelés yra plaunamos 3 kartus su
plovimo buferiniu tirpalu, po kiekvieno plovimo leidziant ploksteléms pastovéti apie 1 minute.
Plokstelés blokuojamos su ELISA skiedimo tirpalu ir inkuobuojamos kambario temperatiroje 1
valandg. Kol vyksta inkubacija yra paruoSiami Zmogaus IL-8, IL-1f ir TNF-a standartai,
iStirpinant juos dejonizuotame vandenyje. Plokstelés yra plaunamos 3 Kartus su plovimo buferiniu
tirpalu. Toliau dedamas atitinkamas kiekis standarto ELISA skiedimo tirpale, kad buty gauta 8
tasky kalibraciné kreivé. | kitus Sulinélius dedami méginiai, o kaip kontrolé - ELISA skiedimo
tirpala, plokstelés inkubuojamos per naktj 4 °C temperatiiroje. Plokstelés yra plaunamos 3 kartus
su plovimo buferiniu tirpalu. Paruosiami aptikimo antiktinai ir pilami j Sulinélj. Inkubuojama 1
valandg. Plokstelés yra plaunamos 3 kartus su plovimo buferiniu tirpalu, po kiekvieno plovimo
leidZiant ploksteléms pastovéti apie 1 minute. Dedamas avidino-peroksidazés (HRP) konjugatas ir
inkubuojama 30 minuciy. Plokstelés yra plaunamos 6 kartus su plovimo buferiniu tirpalu.
Pasalinus plovimo tirpala, | plokSteles pilama TMB tirpalo i kiekvieng Sulinélj, ploksteles yra
laikomos pagal poreikj iki 20 minuciy. Tuomet reakcija yra stabdoma pilant j kiekvieng Sulinélj
puse TMB tario 3,6% sieros riigsties tirpalo. Tuomet skenuojamos plokstelés, ties 450 nm Sviesos
sugertimi ir 620 nm fono lygiu, toliau i§ signalo atimama foniné verté. Galutiné baltymo
koncentracija méginyje yra apskaiiuojama 1§ 2 meginiy pakartojimy vidurkio, padauginto i$

skiedimo karty. Koncentracijos verté paskaiiuojama is§ standartinés kreivés.

2.3 LDH testas

Lasteliy gyvybingumas buvo jvertintas atliekant laktato dehidrogenazés (LDH) nustatymo
testg. Lasteliy zuties metu iSskiriamas LDH, tad LDH kiekis lgsteliy supernatante jvertina lgsteliy
gyvybingumg. Po diferenciacijos lastelés yra plaunamos ir veikiamos 300 pl beserumine Gibco
RPMI 1640 (katalogo nr. 11875093) terpe, dalis méginiy veikiami S baltymu 10 pg/ml (Lot S204-
CHO-F, Baltymas). Kiti Sulinéliai paliekami be poveikio, jie naudojami kaip kontroliniai méginiai,
o0 j paskutinius 2 Sulinélius yra dedama 15 pl 0,1% Triton X-100/PBS — teigiama kontrolé. Po

poveikio yra surenkama lasteliy augimo terpé ir centrifuguojama 10 minuc¢iy 600G ir perkeliama
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] nauja mégintuvelj ant ledo. Dalis terpés naudojama LDH nustatymo testui, o likusi dalis yra
uz8aldoma —20 °C. 50 pl méginio dedama j plokstele ir pridedama 50 pl dazo su katalizatoriumi
(santykiu 1:45). Plokstelé uzdengiama ir 30 minuciy inkubuojama 37 °C. Reakcija stabdoma pilant
1 kiekvieng Sulin¢lj 50 pl stabdymo tirpalo. Tuomet skenuojamos plokstelés, ties 450 nm Sviesos
sugertimi. Lasteliy gyvybingumas yra apskai¢iuojamas pagal procentus nuo kontrolés. Méginio

signalo verté dalinama is$ teigiamos kontrolés signaly vidurkio ir dauginama i§ 100.

2.4 Western bloto analizé

Po poveikio LPS buvo surinkta lgsteliy augimo terpé. IS Sulinéliy nusiurbiama terpé j
atskirus mégintuvélius ir naudojama Western bloto tyrimuose arba uzSaldoma —20°C. PradZzioje
paleidziama Tris—Gly—SDS elektroforezé su paruostais lasteliy lizaty méginiais. Po elektroforezés
gelis, membrana (NC, #LC2000, Invitrogen), filtravimo popieréliai bei kempinés pamerkiami j
pernesimo buferinj tirpalg. Modulyje reikiama tvarkama sudéliojamos kempinés, gelis, membrana,
pasalinami oro burbuliukai ir uzpilama pernesimo buferio iki katodo ribos ir nustatoma 15 V
(180mA) 1 valanda. Po imunoblotingo membrana blokuojama su 5% BSA TBS (Tris-buferinis
fiziologinis tirpalas, katalogo nr. #28379) 1 valanda ir inkubuojama per naktj su pirminiais CXCL8
antikiinais (1:1000, 3% BSA/TBST (Tris-buferinis fiziologinis tirpalas su 0,05 % Tween®20) ir
0,05% NaNs, Rabbit anti- CXCL8, #27095-1-AP, Proteintech) 4°C. Kitg dieng membrana yra
plaunama TBST plovimo tirpale 3 kartus po 5 minutes. Tuomet membrana yra inkubuojama 1
valandg su antriniais antikinais (Goat anti-rabbit-HRP 1gG (H+L) Human IgG-Adsorbed
Antibody #170-6515, BioRad) ir véliau plaunama TBST plovimo tirpale 3 kartus po 5 minutes.
Galiausiai membrana inkubuojama su substratu (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate, #34577, Thermo Fisher Scientific) 5 minutes ir atliekama chemoluminesenciné analizé
signalui jvertinti. Po skenavimo membrana dedama plautis TBST plovimo tirpale 3 kartus po 5
minutes ir inkubuojama 1 valanda su pirminiais jneSimo kontrolés antikiinais (Beta Actin Loading
Control Monoclonal Antibody (BA3R), #MA5-15739, Thermo Fisher Scientific). Tuomet vél
plaunama bei ant jos uzdedami fluorescuojantys antriniai antiktinai (Goat anti-mouse IgG Dylight
680, Lot VH311825, Invitrogen), su kuriais inkubuojama 45 minutes ir membrana dar kartg

atplaunama bei atliekama chemoluminesenciné analizé.
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2.5 Baltymo Zyméjimas pHrodo dazu

Fagocitozés tyrimui virusiniai baltymai buvo pazyméti fluorescencine pHrodo zyme, kuri
fluorescuoja esant ragstiniui pH — lizosomose. Pirmiausia, istirpinamas 100 pg Green pHrodo iFL
(katalogo nr. P35373) dazo 15 ul DMSO. Istirpintas dazas yra centrifuguojamas 5 minutes 20 000
G. I mégintuvél] su jau esamu baltymu yra idedama pHrodo dazo, inkubuojama 1 valanda
kambario temperatiroje, apsaugant nuo $viesos. Véliau nesureagaves dazas paSalinamas i$
konjugato dializés budu. Méginiai yra perkeliami j dializés mégintuvélius (katalogo nr. 71505-3,
Merck) ir patalpinami j butelj su dializés buferiniu tirpalu bei laikomi per naktj ant magnetinés
maiSyklés Saltam kambaryje. Kita dieng méginiai praskiedziami 8 M guanidino-HCI tirpalu
mazdaug iki 0,1 mg/ml koncentracijos. Toliau matuojama fluoroforo sugertis ir méginiai Su
NanoDrop esant 280 nm bangos ilgiui ir apskai¢iuojama baltymy koncentracijg bei zyméjimo
laipsnj (DOL). DOL (angl. The degree of labeling) - tai vidutinis dazo molekuliy, sujungty su

baltymo molekule skaicius, kurj galima apskaiciuoti pagal gamintojo nurodyta formulg:

DOL = pHrodo™ Amax x skiedimas / €dazo X baltymo méginyje koncentracija

2.6 Netiesioginé ELISA

Ivertinti pHrodo dazu zyméty S, Omicron ir VLP baltymy buvimg pagamintame pHrodo-
baltymo konjugate buvo naudojama netiesioginé imunofermentiné ELISA. 96 Sulinéliy Nerbe
ELISA (katalogo nr. 10-111-0000) ploksteléje sorbuojama 5 pg/ml pHrodo-baltymo konjugato
buferiniame tirpale 0,05M NaHCOs (pH 9,5) per naktj 4°C temperatiroje. Kita dieng plokstelé
plaunama plovimo buferiniu tirpalu ir blokuojama 1 valandg kambario temperattiroje su 2% BSA
PBS tirpalu. Po blokavimo j Sulinélius dedami anksciau laboratorijoje sukurti antikiinai: pelés
monokloniniai antiktinai (MAD) anti-KIPyV 1.2 mg/ml (klonas #5G8/F8) ir pelés (MADb) anti-S 1
mg/ml (klonas #11E11) antik@inai (skiedimas 1:1000), o j kitg plokstele dedami Sb#15 1 mg/ml
(katalogo nr. Ab02013-10.159, Absolute antibody), CR3022 1 mg/ml (katalogo nr. Ab01680-10.0,
Absolute antibody), Sb#14 1 mg/ml (katalogo nr. Ab02012-10,159, Absolute antibody) ir Sb#68
1 mg/ml (katalogo nr. Ab02017-10.159, Absolute antibody) Zzmogaus anti-S antikiinai ir plokstelés
paliekamos inkubuotis 1 valandga. Véliau plokstelé plaunama ir dedama ozkos antikiiny,
aptinkanciy pelés antiktinus, ir HRP konjugatas (katalogo nr. 31430, Thermo Fisher Scientific)

skiedimu 1:5000 ir laikoma 30 minuciy. Plokstelé vél plaunama su plovimo buferiniu tirpalu.
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Nusausinus plokstele pilama TMB tirpalo i kiekvieng Sulinélj ir laikoma pagal poreikj iki 20
minuéiy. Tuomet reakcija yra stabdoma pilant j kiekvieng Sulinélj puse TMB tirio 3,6% sieros
rugsties tirpalo. Galiausiai plokstelé skenuojama, ties 450 nm Sviesos sugertimi ir 620 nm fono

lygiu, toliau i§ signalo atimama foniné verteé.

2.7 Lasteliy veikimas pHrodo Zymétais baltymais

Lastelés uzs¢jamos ir diferencijuojamos 96 Sulinéliy Nunc ploksteléje (katalogo nr.
167574) 0,03125 x 10%%ul. tankiu 200 pl per $ulinélj. Po diferenciacijos lastelés yra veikiamos
fagocitozeés slopikliu cytokalazinu D skiedimu 1:500 (pradiné koncentracija 5 mg/ml (katalogo nr.
#PHZ1063)). Lastelés su slopikliu palaikomos 30 minuciy lasteliy inkubatoriuje ir tuomet
dedamas pHrodo dazu zyméto baltymo poveikis. Su poveikiu lgstelés yra laikomos 2-4 valandas
ir mikroskopuojamos. Po mikroskopavimo atlickamas lasteliy fiksavimas 4% PFA 100 pl per
Sulinélj ir palieckama 15 minuc¢iy. Po to atliekamas permeabilizavimas su Triton X-100 tirpalu,
dedama 100 pl per Sulinélj ir paliekama 10 minuc¢iy. Galiausiai atliekamas blokavimas su 2% BSA
D-PBS tirpalu j kurj dedami pirminiai antikiinai (Mouse MAb anti-KIPyV 1.2 mg/ml (klono nr.
#5G8/F8), Mouse MADb anti-S 1 mg/ml (klono nr. #11E11) santykiu 1:200 ir plokstelé palickama
per naktj Saldytuve. Kitg dieng ploksteléje nusiurbiami pirminiai antik@inai, Sulinéliai praplaunami
200 pl D-PBS. Ant méginiy uzdedami antriniai antik@inai (1:1000). I plokstele dedamas Alexa
Fluor 594 donkey anti-mouse 1gG (katalogo nr. #R37115) antrinis antiktinas ir inkubuojama 30
minuciy apsaugant nuo Sviesos. Galiausiai nusiurbiami antikiinai, Sulinéliai praplaunami pora
karty su D-PBS ir méginiai mikroskopuojami EVOS FL Auto fluorescenciniu mikroskopu
naudojant GFP, TxRed ir TRANS kubus.

2.8 Lasteliy su VLP pHrodo poveikiu dazymas ir matavimas tékmés citometru

Lastelés yra uzséjamos ir diferencijuojamos 12 sulinéliy ploksteléje, 0,5 x 10%/3ul. tankiu,
1,5 ml per sulinélj. Po diferenciacijos atliekamas poveikis jau su beserumine terpe, galutinis
poveikio taris 500 pl Sulinéliui. | 2 Sulinélius dedama terpés su VLP, pazyméto Green pHrodo
dazu. Kiti Sulinéliai paliekami kaip kontrolé. Lastelés su poveikiu yra laikoma lgsteliy
inkubatoriuje per naktj (apie 24 valandas). Kita dieng méginai dedami j ledo vonelg. Nusiurbus

méginiy terpes, jos yra uzsaldomos —20 °C. | sulinélius jpilama D-PBS ir lgstelés su gremztuku
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Svelniai atkabinamos ir surenkamos j 96 sulinéliy ELISA plokstele su ,,U* formos Sulinéliais
(katalogo nr. 650061). Plokstelé centrifuguojama 10 minuc¢iy 600G. Po centrifugavimo uzZpilama
dazymo buferinio tirpalo (PBS su 2% BSA) ir dar kartg nucentrifuguojama. Toliau ant méginiy
dedamas Human True Stain FcX, kuris sukurtas taip, kad blokuoty nepageidaujama dazyma,
susijusj su FcR, ir netrukdyty specifiSkam zmogaus lgsteliy dazymui antikiinais (katalolgo nr.
422302) santykiu 1:50 ir 0,5 ul IgG2B antikiino 500 pg (katalogo nr. MAB0041) bei 15minuciy
inkubuojama. Kol méginiai blokuojasi yra paruosiami 2 tirpalai: izotipinei kontrolei ir dazytiems
méginiams. | izotipinés kontrolés mégintuvélj yra dedama 1 pl pelés antikiiny 1lgG2b kappa izotipo
blokavimui (katalogo nr.REF 12-4732-81, Invitrogen), Alexa Fluor 647 Mouse IgG1, Isotype Ctrl
(katalogo nr. 400130) ir 50 pl dazymo buferinio tirpalo. | mégintuvélj, dazytiems méginiams
dedama Alexa Fluor anti-human CD83, (katalogo nr. 305316), X Human CCR5 Mouse mAb —
Alexa Fluor 405 (katalogo nr. FAB184V), Anti-Hu CD86 (B7-2)(REF 12-0869-42, Invitrogen) ir
200 pl dazymo buferinio tirpalo. Plokstelé inkubuojama 30 minuciy, apsaugant nuo $viesos. Po
inkubacijos, yra naudojamas 5 pl 7-AAD gyvybingumo dazo (katalogo nr. Ref 00-6993-50,
eBioscience) ir palaikoma 10 minuéiy. Sis dazas nepatenka j gyvybingas lasteles ir jungiasi prie
dvigubos DNR grandinés, jsiterpdamas tarp baziy pory G-C turtingose srityse. Po inkubacijos su
7-AAD plokstelés yra praplaunamos su dazymo buferiniu tirpalu ir nucentrifuguojamos 300G 5
minutes. Nusiurbus supernatanta, lastelés suspenduojamos su D-PBS ir matuojamos tékmés

citometru BD FACS Symphony Al.

2.9 Lasteliy veikimas imuniniais kompleksais

Lastelés buvo uzséjamos 0,0625 x 10%/3ul tankiu 200 pl per $ulinélj ir diferencijuojamos 8
w p-slide sulinéliy ploksteléje (katalogo nr. 80806, Ibidi). Po diferenciacijos poveikis buvo
daromas su beserumine terpe, galutinis tiris Sulinéliui 125 pl. S baltymas, zymétas pHrodo dazu,
sumaiSomas su antik@inais. Tyrime buvo naudojami Sb#15 1 mg/ml (katalogo nr. Ab02013-10.159,
Absolute antibody), CR3022 1 mg/ml (katalogo nr. Ab01680-10.0, Absolute antibody), Sh#14 1
mg/ml (katalogo nr. Ab02012-10,159, Absolute antibody) ir Sh#68 1 mg/ml (katalogo nr.
Ab02017-10.159, Absolute antibody) antiktinai, kurie sumaisyti su S baltymu buvo palaikomi 30
minuciy termostate imuniniy kompleksy suformavimui. | 1 Sulin¢lj dedamas tik S baltymas su
terpe, o kitas Sulinélis paliekamas kaip kontrolé. Uzdétas poveikis ant Igsteliy buvo laikomas 2

valandas. Likus 30 minuciy iki poveikio pabaigos j kiekvieng Sulinélj jdéta 5 pl Cell Mask Deep
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Red plazminés membranos dazo (5 mg/ml, katalogo nr. C10046, Invitrogen). Po poveikio
Sulinéliai praplaunami 200 pl Live cell imaging solution (#A14291DJ, Invitrogen) ir

mikroskopuojami su Leica SP8 konfokaliniu mikroskopu.

2.10 Duomeny analizé

Gauty duomeny analiz¢ ir grafinis vaizdavimas buvo atliktas naudojant analizés programa
GraphPad Prism. Buvo atlikti parametrinés statistikos ANOVA ir t testai. Tékmés citometrijos
duomenys buvo analizuojami naudojant FlowJo — v10.8.1 programa. Literatiiros Saltiniai sudéti

naudojantis Mendeley programa.
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3. REZULTATAI

3.1 Chemokino CXCL8 sekrecijos tyrimo rezultatai

Pirmiausia buvo siekiama istirti chemokino CXCLS8 sekrecijg THP-1 makrofaguose. Tam
buvo naudojamas kontrolinis méginys (tik Igsteliy augimo terpé) bei stebimas poliomos viruso
antigeny ir klasikinés uzdegiminés molekulés LPS poveikis. Virusiniais antigenais buvo
pasirinktos KI ir MC poliomos virusy i virusus panasios dalelés (VLP1 ir VLP2), zinant, kad jos
sukelia uzdegiminj signalg (Lucitinaité et al., 2022). Buvo nustatyta, jog lastelés veikiamos VLP1
sekretuoja chemoking CXCLS8 (37203 pg/ml) vidutiniskai 3 kartus daugiau lyginant su kontroliniu
méginiu (14548 pg/ml) ir 5 kartus daugiau - veikiamos VLP2 (50793 pg/ml). Nustatyti statistiSkai
reikSmingi poky¢iai tarp kontroliniy bei VLP1 ir VLP2 méginiy (p = 0,01 ir p = 0,001). Didziausia
poveikj chemokino CXCL8 sekrecijai turéjo LPS (vidurkis 147741 pg/ml), juo veikiamos Igstelés
sekretavo CXCLS8 vidutiniskai 10 karty daugiau nei kontrolinés lastelés (6 pav).
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6 pav. Chemokino CXCLS8 sekrecija j makrofagus diferencijuotose THP-1 lastelése. Lasteliy
augimo terpé buvo naudojama kaip kontrolinis méginys, 0 virusiniais antigenais buvo pasirinktos

KI ir MC poliomos virusy j virusus panasios dalelés - VLP1 ir VLP2. Zvaigzdutés simboliai zymi
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reik§mingus skirtumus tarp poveikiy (**p = 0,01; ***p = 0,001), atliktas parametrinés statistikos
ANOVA testas.

Taip pat siekiant jvertinti ar THP-1 lastelés, paveiktos LPS, sekretuoja CXCL8 buvo
nustatyta chemokino sekrecija surinktose terpése. Méginiuose, kurie buvo paveikti LPS, buvo
gautas stiprus signalas, ta¢iau kontroliniame méginyje, jo detekcija buvo silpna (7 pav). Sie
rezultatai parodé, kad THP-1 makrofagy tipo lastelés gali sekretuoti didel; kiekj chemokino
CXCLS.

45 kD.
35 kD.

25 kD

15 kDa

10 kDa

Kontrolé LPS LPS

Kontrole LPS LPS

7 pav. Chemokino CXCLS sekrecija j makrofagus diferencijuotose THP-1 lasteliy augimo terpése
po poveikio LPS, naudojant Western bloto analizg. Méginiai buvo veikiami 24 valandas LPS.
Atlikus chemoluminesencing analiz¢ signalui jvertinti buvo nustatyta chemokino juostelé

mazdaug ties 10 kDa.

3.2 S baltymo sukeliamo uzZdegiminiy molekuliy sekrecijos tyrimo rezultatai

Siekiant jvertinti THP-1 makrofagy atsakg j S baltyma, pirmiausia buvo istirtas S baltymo
citotoksiskumas, atliekant fermento laktato dehidrogenazés (LDH) aktyvumo testg. Nustatyta, kad
S baltymas nesukeélé didesnio LDH i$skyrimo j 1asteliy augimo terpe lyginant su kontrole. Lastelés

i8skyré fermentg vidutiniSkai 5,5 karto maziau nei lyginant su teigiama kontrole (511,24%) bei
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gauti rezultatai buvo panasiis | kontrolinius méginius (100%) (8 pav). Taigi, S baltymas néra

citotoksiskas.

800+ * ok ok
| * ok %k
(72}
2
£ 600+ - |
f=
)
- ——
g o|®
= 1
'S 400
<
[V
o
o
o
= 2004
[
|
_!E_ ——k—A—
0 T ] 1
@ & @
&° < &
o N &
a < +
2
& =}
. o}""
<2
Poveikis

8 pav. S baltymo citotoksiSkumo jvertinimas pagal LDH iSsiskyrimg ] makrofagus
diferencijuotoms THP-1 Iasteléms. Lastelés, veiktos tik augimo terpe buvo naudojamos kaip
kontrolinis méginys, o lastelés paveiktos Triton X-100/PBS tirpalu kaip — teigiama kontrolé.
Zvaigzdutés simboliai Zymi statistiSkai nereik§mingus skirtumus tarp poveikiy (***p = 0,0001),

atliktas parametrinés statistikos t testas.

Toliau buvo tiriama S baltymo sukeliama uzdegima sukelen¢iy molekuliy sekrecija.
Tyrimo metu buvo pasirinktos 2 uzdegiminés mokelulés — IL—1p ir TNF—a. [vertinus citokino IL-
1B sekrecija buvo nustatyta, jog S baltymas nesukelia Sio citokino sekrecijos lyginant su
kontrolinémis lgstelémis. Nebuvo nustatyta statistiSkai reik§Smingy skirtumy (9 pav). Taip pat buvo
tiriama Kito citokino, TNF-a, sekrecija. Kaip teigiama kontrolé naudota uzdegima sukelianti
molekulé, LPS. LPS sukélé auksta Sio citokino sekrecijg (vidurkis 48065,3 pg/ml). Lastelése,

veiktose S baltymu, TNF-a sekrecija nebuvo sukelta kaip ir kontrolinése lastelése (9 pav). Sie
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rezultatai rodo, kad miisy naudotas pilno ilgio S baltymas nesukelia uzdegiminiy molekuliy

sekrecijos makrofaguose.
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9 pav. Uzdegiminiy citokiny sekrecija j makrofagus diferencijuotose THP-1 lastelése. Po 24
valandy poveikio buvo surinkta lgsteliy augimo terpé¢ ir naudota citokiny sekrecijos analizei: (A)
IL-1B, (B) TNF—a. Kontrolinés lastelés buvo veiktos tik lgsteliy augimo terpe. Lastelés buvo
veikiamos 20 pg/ml SARS-CoV-2 S baltymu. “ns” simboliai zZymi statistiSkai nereik§mingus

skirtumus tarp poveikiy.

3.3 S baltymo fagocitozés THP-1 lastelése tyrimo rezultatai

Nustacius, jog S baltymas nesukelia uzdegiminiy molekuliy sekrecijos, toliau tyréme, ar S
baltymas patenka j lgsteles. Tam buvo naudojami Green pHrodo dazu zyméti SARS-CoV-2 S ir
omicron viruso atmainos S baltymai. Fagocitozés metu S baltymai turéty patekti j lizosomas,
kuriose yra rtgstinis pH. Esant tokiai terpei Green pHrodo fluoroforas fluorescuoja. Tiriant Green
pHrodo signala, jis nustatytas tik teigiamos kontrolés lastelése su VLP poveikiu (10 pav). Toliau
tiriant ar S baltymas nepatenka | THP-1 Iasteles buvo atlikta imunocitocheminé analizé. Nustatyta,

jog antikiinais dazytos lgstelés po poveikio S baltymais, nepasizyméjo fluorescencija kaip ir
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kontrolinés Igstelés. Eksperimento metu kaip teigiama kontrolé buvo naudojamos VLP, kurios
patenka ] lasteles. Taip pat buvo pastebéta, jog naudojant fagocitozés slopiklj, signalo
intensyvumas buvo maZesnis. Sie rezultatai rodo, kad S baltymas, priesingai nei kitas virusinis

antigenas, VLP, nepatenka j THP-1 makrofagy vidy.

GFP TxRed TRANS Kompozicija

KontrOIé - anti_S' anti_mouse - -
SCoV2-rS
+ CytD anti-S, anti-mouse

anti-S, anti-mouse
sSCoV2-rSo
+ CytD anti-S, anti-mouse
sSCoV2-rSo - anti-S, anti-mouse
KI PyV VLP
+ CytD anti-Kl, anti-mouse

anti-Kl, anti-mouse

10 pav. Green pHrodo dazu zyméty SARS-CoV-2 S (SCoV2-rS) ir omicron viruso atmainy
(sSCoV2-rSo) S baltymy ir KI PyV VLP baltymy fluorescencinis signalas THP-1 makrofagy tipo
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lastelése be ir su fagocitozés slopikliu — cytokalazinu D (CytD). Lastelés veikiamos 10 pg/ml S
baltymu buvo laikomos 4 valandas, kaip teigiama kontrolé buvo pasirinktas Kitas virusinis
antigenas Kl PyV VLP. Atliekant imunocitochemine analize Igstelés buvo dazomos pirminiais
antik@inais prie§ virusinj baltymg ir paskui antriniais antikiinais, kurie aptinka pelés antikiinus,
konjuguotais su fluoroforu AlexaFluor 568. Méginiy nuotraukos buvo daromos su EVOS FL Auto
fluorescenciniu mikroskopu naudojant GFP, TxRed ir TRANS kubus. GFP — Green pHrodo

signalas, TxRed — Alexa AlexaFluor 568 signalas.

3.4 Makrofagy aktyvinimo Zymens CCRb5 raiskos tyrimo rezultatai

Siekdami jvertinti ar virusinis antigenas VLP padidina chemokino receptoriaus CCR5
raiSkg THP-1 makrofaguose buvo naudojamas tékmés citometrijos metodas vertinant Igsteliy
populiacijas. Palyginus kontrolines Igsteles su izotipine kontrole buvo pastebéta, jog nevyko CCR5
zymens raiska. Véliau palyginus lasteles, veiktas VLP, su kontrolinémis lastelémis nustatyta, jog
virusinis antigenas neturéjo reik§més makrofagy zymens CCR5 raiskai Igsteliy pavirsiuje (11 pav).

Taigi, musy tirtuose THP-1 makrofaguose nebuvo nustatyta CCRS5 raiskos pokyciy.
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11 pav. Makrofagy aktyvinimo Zymens CCRS5 raiskos tyrimas THP-1 makrofagy tipo Iastelése.
Lastelés buvo veikiamos 10 pg/ml virusiniu antigenu VLP 24 valandas. Méginiai buvo daZzomi
7TAAD gyvybingumo dazu ir Igsteliy populiacijos analizuojamos naudojant tékmés citometrijos
metoda. ,,ns“ simboliai Zymi statistiSkai nereikSmingus skirtumus tarp poveikiy ("™p = 0,6080),

atliktas parametrinés statistikos t testas.

3.5 Zmogaus antikiiny ir S baltymo imuniniu kompleksy poveikio THP-1 makrofagams

tyrimas

Toliau buvo tiriama ar S baltymui specifiniais antik@inais opsonizuotas S baltymas patenka
] THP-1 makrofagus. Pirmiausia buvo jvertinta jsigyty antikiiny, specifiniy S baltymui, sgveika su
S baltymu imunofermentinés analizés metodu. Jvertinus antikino-antigeno sgveikas méginyje,
buvo nustatyta, jog stipriausia sgveika pasizyméjo S baltymas su Sh#15 antikiinas, o0 silpniausia
su Sb#14 antikoinu (12 pav). Toliau nustacius, jog gauti antikiinai jungiasi prie S baltymo buvo
vertinamas imuniniy kompleksy patekimas j THP-1 makrofagus. Zinant, jog VLP yra
fagocituojamas, Igstelés po poveikio §iuo virusiniu antigenu buvo naudojamos kaip teigiama
kontrolé. Po 3 valandy lastelése, veiktose tik S baltymo-pHrodo konjugato, buvo pastebimas
silpnas fluorescencinis signalas, Siek tiek didesnis nei kontrolinése lastelése. Stebint S baltymo,
opsonizuoto skirtingais zmogaus antikiinais, poveikj, buvo stebétas stiprus fluorescencinis
signalas pavienése lgstelése visais atvejais (13 pav). Taigi, buvo nustatyta, jog S baltymas patenka

1 THP-1 lasteles imuniniy kompleksy su zmogaus antikiinais pavidalu.
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12 pav. Zmogaus antikiiny, specifiniy S baltymui, ir S baltymo saveikos jvertinimas. Jsigyty
zmogaus antiktiny Sb#14, Sb#15, Sb#68 ir CR3022 sgveikos su S baltymu nustatytos naudojant

ELISA metoda.
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S baltymas

+
Sb#14

S baltymas

+
Sb#15

S baltymas
+
Sb#68

S baltymas

+
CR3022

13 pav. Zmogaus antikiinais opsonizuoto S baltymo, zyméto Green pHrodo dazu, patekimas j
THP-1 tipo makrofagus. Lastelés po 3 valandy poveikio 20 pg/ml S-pHrodo konjugato buvo
fotografuojamos naudojantis konfokaliniu mikroskopu. Raudonas signalas zymi nudazytas lasteliy
plazmines membranas, o zalias — baltymo signalg. (A) dalyje vaizduojami kontrolinis, S baltymo
zyméto Green pHrodo dazu ir teigiamos kontrolés méginys — VLP, zymétas pHrodo dazu, (B) S
baltymo zyméto Green pHrodo dazu ir Zzmogaus antikiiny Sb#14, Sb#15, Sb#68 ir CR3022

kompleksai.

Nustacius, jog S baltymas patenka j THP-1 tipo lasteles imuniniy kompleksy Su zmogaus
antik@inais pavidalu, buvo vertinama aktyvinimo zymens CCRS raiSka lgstelése, taikant tékmés
citometrijos metoda. Lyginant dazytas kontrolines lgsteles (0,23%) su izotipine kontrole (0,23%),
nebuvo nustatyta CCR5 raiska Igsteliy pavirSiuje (2 lentelé). Tokie duomenys patvirtina anks¢iau

gautus rezultatus, jog THP-1 tipo makrofagai nepasizyméjo receptoriaus CCR5 raiska.
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2 lentelé. CCR5 raiska Igsteliy pavirSiuje. | analize buvo jtrauktos tik gyvos lasteleés. MFI —

fluorescencinio signalo intensyvumo vidurkis, teigiamos lgstelés — teigiamy lasteliy kiekis

procentais.

Poveikis/ | Izotipiné | Kontrolé | Zuvusiy | S S+ S+ S+ S+

Zymuo kontrolé lasteliy | baltymas | Sb#14 | Sb#15 | Sb#68 | CR3022
kontrolé

CCR5 1085 1113 1052 1097 1090 1071 1053 1106

MFI

CCR5 0,23 % 0,23 % 022% |0,12% 0,21% | 0,050% [{09% |0,17%

teigiamos

lastelés
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siekdami jvertinti CXCL8 sekrecija, nustatéme, jog lastelés veikiamos virusiniu antigenu
VLP, sekretuoja chemoking kelis kartus daugiau nei kontrolinés Igstelés. Kity laboratorijos kolegy
atliktame tyrime (Lucitinaité et al., 2022) buvo siekiama nustatyti, kaip jvairiis virusiniai antigenai
sukelia uzdegimo procesus makrofaguose. Siame eksperimente taip pat buvo naudojama THP-1
Iasteliy linija diferencijuota j makrofagy tipo lgsteles. Veikiant KIPyV VLP virusinémis dalelémis
buvo pastebéta, jog padidéjo citokiny (TNF-a ir IL-6) sekrecija bei lgsteliy aktyvacija, taciau
didziausias uzdegiminis atsakas buvo gautas lastelése, paveiktose MCPyV VLP. Panasis rezultatai
buvo gauti ir miisy tyrime, kai didziausig chemokino CXCLS sekrecijg 1émé poveikis MC virusiniu
antigenu. Kaip teigiamg kontrol¢ naudojome uzdegiming molekule LPS, nes yra Zinoma, jog ji
sukelia uzdegiminiy citokiny ir chemokiny raiska. Ubanako su kolegomis atliktame tyrime
(Ubanako et al.,, 2019) THP-1 tipo makrofagai buvo paveikti trijomis skirtingomis LPS
koncentracijomis. Gauti tyrimo rezultatai patvirtina miisy darytg iSvada, jog LPS sukelia kelis
kartus didesne IL-8 sekrecija lyginant su kontrolinémis lgstelémis. Pirminiuose monocituose
poveikis LPS sukelia metabolinj pokytj, panasy j Varburgo efekta. Patvirtindami CXCL8 sekrecija
toliau atlikome Westernbloto analize, kurios metu masy tikslinis baltymas buvo matomas lasteliy
augimo terpéje. Kity mokslininky atliktame tyrime (Shao et al., 2023) apie pries véziniy lasteliy
vaidmen] imuniniame atsake buvo naudojami THP-1 Igsteliy lizatai. Mokslininkai analizés metu
pastebéjo stipriag chemokino sekrecija. Kaip teigiamg kontrolg naudodami Igsteles paveiktas LPS,
po poveikio buvo méginiuose buvo matoma daug didesne CXCL8 sekrecija nei kontroliniuose
méginiuose. Tokie rezultatai mums rodo, jog kontroliniuose méginiuose galéjo biuti per maza
baltymo koncentracija ir méginius reikéty tirti tam tikrais laiko momentais, kai lgstelés néra

spéjusios iSsekretuoti chemokino.

Istyre klasikinés uzdegminés molekulés LPS ir virusiniy antigeny sukeliamg IL-8
sekrecija, toliau stengiames nustatyti SARS-CoV-2 S baltymo citotoksiSkuma. Pirmiausiai atliktas
LDH testas, neparodé¢ jokio Sio baltymo citotoksiSkumo - maziausias citotoksinis poveikis buvo
nustatytas Igstelése, paveiktose S baltymu. Berger (Berger et al., 2017) su kolegomis atliko LDH
testg su ta pacia Igsteliy linija, kurig naudojome ir mes, taciau Igstelés buvo paveiktos Nanopleks
nanodalelémis. Siy mokslininky darbe buvo naudojamos kelios skirtingos nanodaleliy

koncentracijos ir lastelés veikiamos 2,4,16 ir 24 valandas. Miisy tyrime poveikis S baltymu THP-
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1 Iasteléem buvo daromas 24 valandas. Po 48 valandy Berger pastebéjo, kai nanodaleliy
koncentracija buvo nuo 2,19 iki 17,5 ug/ml, tai neturéjo jokios jtakos lasteliy gyvybingumui, kaip
ir miisy naudota 10 ug/ml koncentracija. Mokslininkam padidinus poveikio koncentracijg iki 35
ug/ml buvo pastebétas 18% padidéjes LDH issiskyrimas i$ Iasteliy. Palaikius poveikj 4 valandas,
rezultatai statistiskai nesiskyré nuo 48 valandy, o didziausias LDH issiskyrimas (122%) buvo
pastebétas paveikus lgsteles 16 valandy 70 ug/ml koncentracija. Gauti rezultatai buvo 2 kartus
didesni, nei miisy atliktame eksperimente. Norédami pilnai istirti S baltymo citotoksiSkuma,
reikéty lasteles veikti keliais skirtingais laiko periodais bei koncentracijomis. Jiehao Cai 2023
metais su kolegomis (Jiehao et al., 2023) istyré S baltymo poveikj plauciy epitelio lastelém
(BEAS-2B) ir fibroblastams (MRC-5). Poveikis buvo daromas keliomis skirtingomis baltymo
koncentracijomis ir buvo atliekama MTT analizé — jvertinti Igsteliy gyvybinguma. Skirtumas tarp
LDH ir MTT yra toks, jog LDH yra pagrijstas fermento iSsiskyrimu po membranos pazeidimy, o
MTT analizé remiasi fermentiniu virsmu mitochondrijose. Gautuose rezultatuose buvo nustayta,
jog paveikus lasteles 10-500 ng/ml baltymo kocentracija, lasteliy gyvybingumas buvo panasus
kaip ir kontrolinése lastelése. Nezymus sumazéjimas buvo pastebétas paveikus MRC-5 Igsteles
1000-2000 ng/ml koncentracijomis ir parodé maza S baltymo citotoksisSkumg. Lyginant su miisy
eksperimentu duomenys buvo gauti panasis (~100%) , nors autoriai tyré baltymo citotoksiSkuma
skirtingais laiko periodais. Taigi, naudojant kito tipo Igsteles ir gyvybingumo nustatymo metoda
buvo pastebétas neZymus S baltymo citotoksiSkumas, tad norint jsitikinti Sio baltymo poveikj

THP-1 lastelém galima biity naudoti MTT analize.

Nustate, jog misy tyrime S baltymas neturi citotoksinio poveikio THP-1 tipo
makrofagams, noréjome istirti, ar jis sukelia uzdegiminiy molekuliy sekrecija. Tyrime naudojome
2 uzdegimines molekules: IL-1p ir TNF-a. Frank su kolegomis (Frank et al., 2021) tyré hipotezg,
jog S baltymas gali veikti kaip PAMP ir sukelti uzdegiminj atsaka. Tyrimas skirtingai nuo miisy
tyrimo autoriai naudojo ziurkes ir ziurkiy mikroglijos Igsteles. Lastelés po poveikio S baltymu
sekretavo 2 kartus daugiau IL-1f (130 pg/ml) ir TNF (160 pg/ml) lyginant su misy tyrimo metu
gautais duomenimis, kai abiejy citokiny raiSka buvo nepadidéjusi kaip ir kontroliniuose
méginiuose. Frank i§ dalies jrodo, jog poveikis S1 baltymu sukélé neurouzdegiminj poveiki
pagumburio, hipokampo ir priekinés zievés vietose. Taip pat praéjus 24 valandoms padidino
mikroglijos ir smegeny makrofagy aktyvumo zymeny, astrocity aktyvuma, PRR ir uzdegiminy

citokiny geny raiska. Taciau poveikis Siuo baltymu neturéjo jtakos ziurkiy elgesiui, mitybai ir
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miegui kaip jprastai biina organizmui kovojant su uzdegimu. Kity mokslininky atliktame tyrime
su BEAS-2B ir MRC-5 lgstelémis (Jiehao et al., 2023) buvo pastebéta 2 kartus (100 pg/ml) didesné
TNF-a sekrecija nei lyginant su kontroliniais méginiais BEAS-2B lastelése. Jvertinus uzdegiminio
citokino raiSka MRC-5 lastelése ji buvo 1,5 karto didesné (200 pg/ml) nei kontroliniuose
méginiuose. Lyginant citokiny TNF-a ir IL-1p sekrecija misy tyrime su kity mokslininky darbais
buvo nustatyta mazdaug 200 karty mazesné raiska. Tokie rezultatai galéjo buti gauti, dél per
trumpo poveikio laiko ir per mazos S baltymo koncentracijos. Taciau ne visuose tyrimuose yra
nustatoma S baltymo sukeliama uzdegiminiy molekuliy raiska. 2021 metais Hoepel su kolegomis
(Hoepel et al., 2021) atliktame tyrime naudojo M2 Zzmogaus makrofagus jvertinti antikiiny
vaidmenj kovojant pries S baltymg. Imuniniy lgsteliy aktyvinimui IgG antik@inais bitinas imuninio
komplekso susidarymas, todél buvo formuojami S - IgG kompleksai. Stimuliuojant 24 valandas
vien tik S baltymu, nesukélé citokiny sekrecijos, o veikiant IgG ir S baltymo imuniniais
kompleksais sukélé nedidelg IL-1B, IL-6 ir TNF raidka. Siy mokslininky gauti rezultatai istyrus
citokiny sekrecijg atitiko miisy gautus rezultatus ir nesiskyré nuo kontroliniy méginiy. Taciau jy
rezultatai parodé 400 karty didesn¢ (400 ng/ml) chemokine CXCL8 raiskg nei misy gauti
duomenys. Hoepel gauti duomenys buvo taip pat patvirtinti naudojant pirminius alveolinius
zmogaus makrofagus stimuliuojamus 24 valandas . IL-1p sekrecija veikiant S baltymu su serumu
buvo mazdaug kartu didesné (0,25 ng/ml) nei méginiuose tik su S baltymu ir 250 karty didesné
nei misy gauti tyrimo duomenys. Norint nustayti, ar S baltymas sukelia uzdegiminiy citokiny
raiska, tolimesniuose tyrimuose reikéty naudoti didesnes S baltymo koncentracijas, stimuliuoti

skirtingais laiko tarpais ir tirti jo poveikj kartu su serumu.

Nustate, jog miisy atliktame tyrime S baltymas nesukelia citokiny raiskos, toliau buvo
tiriama, ar jis patenka j lastele ir yra fagocituojamas. Yra zinoma, jog THP-1 makrofagai pasizymi
padidéjusiomis fagocitinémis savybémis po diferenciacijos su PMA (Kurynina et al., 2018).
Kurynina su kolegomis sieké istirti THP-1 lgsteliy fagocitin plastiSkuma diferenciacijos metu.
Tam buvo naudojami lateksiniai rutuliukai, padengti jvairiais ligandais. Gauti duomenys parodé
po 1 valandos zZyméty rutuliuky sankaupas plazminés membranos pavirSiuje ir citoplazmoje.
Monocity tipo lastelés pasizyméjo maziausiu fagocitiniu aktyvumu — j jas pateko 0 arba nuo 1 iki
5 rutuliuky. Patros ir Ray (Patra ir Ray, 2022) atliktame tyrime buvo naudojami THP-1
makrofagai, kurie buvo stimuliuojami S baltymu su ST2825 slopikliu ir tik S baltymu, bei stebimas

ju fagocitinis aktyvumas. Stipriausiai vykdoma fagocitozé buvo nustatyta lastelése, kurios buvo
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paveiktos S baltymu be slopiklio, tagiau signalas buvo matomas ir méginiuose su slopikliu. Sie
duomenys neatitiko miisy gauty rezultaty, nes po poveikio nebuvo matomas fluorescencinis
signalas méginiuose su S baltymu. Kity mokslininky (Garcia-Nicolas et al., 2023) atliktame tyrime
buvo naudojami i§ monocity kile makrofagai (MDM). Buvo issikelta hipotz¢, jog SARS-CoV-2
negali uzkrésti MDM lasteliy. Atsizvelgiant | tai, kad COVID-19 pacienty limfmazgiuose
makrofagai buvo paZymeéti virusiniu antigenu, mokslininkam kilo klausimas, ar tai galéjo atsirasti
dél SARS-CoV-2 uzkrésty lasteliy fagocitozés. Tacdiau po 72 valandy stimuliucijos nebuvo
pastebétas GFP fluorescencinis signalas, Sie duomenys sutapo su miisy gautais rezultatais, jog S
baltymas nepatenka ] lgstele. Miisy ir kity mokslininky rezultatai jrodo, jog jprastai vienas S
baltymas nepatenka j 1astelg. Taigi, norint iStirti baltymo fagocitoze tyrime reikéty stebéti imuniniy

kompleksy, sudaryty i§ S baltymo ir antikiny, patekimg j lasteles.

Tirdami CCRS5 raiska lasteliy pavirSiuje nustatéme, jog THP-1 lgstelés nepasizyméjo Sio
receptoriaus raiska. 2021 metais Chen su kolegomis (Chen et al., 2021) atliko tyrima su monocitais
vertinant, kokig jtaka turi bronchupulmoniné displazija, 1étiné plauciy liga, CCR5 receptoriams.
Mokslininkai taip pat naudodami tékmés citometrijos metoda nustate, jog Sio receptoriaus raiska
buvo zymiai padidéjusi sergan¢iy zmoniy méginiuose. padidéjes CCRS kiekis skatina makrofagy
agregacija plauciuose ir IL-1B gamybg taip pat slopinant CCRS5, sumazéjo uzdegiminis atsakas.
Taigi, norint jvertinti CCR5 raiskg THP-1 makrofagy pavirSiuje, ateityje Sias lasteles galima veikti

skirtingais virusiniais antigenais bei molekulémis stimuliuojan¢iomis uzdegiminj atsaka.

Siekdami nustatyti, ar S baltymas gali patekti j Igsteles opsonizavus Zzmogaus antikiinais,
tyrime toliau naudojome THP-1 tipo lgsteles ir zmogaus antikiinus pries S baltymg. Monokloniniai
antik@inai (mAb) turintys potencialg medijuoti infekcijg buvo tie, kurie taikési j receptoriy surisantj
domeng (RBD). Suzanne Pickering su kolegomis (Pickering et al., 2024) atliktame tyrime buvo
naudojami pirminiai zmogaus makrofagai (HEK293T/17, THP-1 ir Vero-E6) siekiant iSsiaiskinti,
ar antikiinai gali biiti veiksmingi infekcijos mediatoriai. Sie mokslininkai savo darbe taip pat kaip
ir mes naudojo mAb CR3022. S baltymas buvo inkubuojamas su antikiinais 48 valandas, pries
atliekant eksperimentus. Dauguma RBD specifiniy antikingy pasizyméjo gebéjimu skatinti
nediferencijuoty THP-1 lasteliy infekcija, tokie pat rezultatai buvo gauti ir miisy tyrime po 24
valandy poveikio naudojant 4 skirtingus zmogaus antikiinus. Pickering atliktas tyrimas patvirtina

miisy gautg iSvada, jog nesant antikinams THP-1 Iastelése S baltymo patekimas nebuvo
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nustatytas. Tam, kad patvirtinty savo gautus rezultatus mokslininkai atliko ta patj eksperimentg ir
su PMA diferencijuotomis THP-1 lgstelémis. Taigi, musy ir §iy mokslininky darbai patvirtina, jog
vienas S baltymas negali patekti j Igsteles, ta¢iau imuniniy kompleksy su antiktinais pavidalu yra

pastebimas §io baltymo patekimas j THP-1 tipo makrofagus.

Taigi, palyginus gautus rezultatus su moksliniuose straipsniuose apraSytais duomenimis,
matome, jog jprastai SARS-CoV-2 S baltymas nepasizymi citotoksiskumu, nesukelia uzdegiminiy

molekuliy sekrecijos ir negali patekti | THP-1 lasteles ne imuninio komplekso pavidalu.
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ISVADOS

Buvo nustatyta chemokino CXCLS8 raiska THP-1 makrofaguose; po poveikio LPS lastelés
sekretavo §] chemoking 1,6 karto daugiau nei kontrolinés Igstelés bei jo raiSka buvo
nustatyta atlikus imunobloto analizg.

. Tirtas SARS-CoV-2 S baltymas nesukélé uzdegiminiy molekuliy sekrecijos THP-1
makrofaguose.

Nustatyta, jog SARS-CoV-2 S baltymas néra fagocituojamas makrofagy tipo lasteliy.
Nebuvo nustatyta CCR5 raiska THP-1 lasteliy pavirsiuje.

Buvo nustatyta, jog SARS-CoV-2 S baltymo ir jo kompleksai su antikiinais patenka j

lasteles priesingai nei vienas S baltymas.
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SANTRAUKA

2019 metais COVID-19 pandemija sukélé sunky tminj kvépavimo taky sindroma,
sukeliantis virusas, zinomas kaip koronavirusas 2 (SARS-CoV-2). Sis virusas plinta oru ir
infekuoja zmogaus kvépavimo taky lgsteles. Jprastais atvejais SARS-CoV-2 pasireiskia kaip
persalimas, taciau kartais sukelia sunkia pneumonija, todél virusas yra atsakingas uz aukSta

mirtingumg.

Sio baigiamojo darbo tikslas yra istirti, ar SARS-CoV-2 S baltymas sukelia uzdegima
makrofagy tipo lastelése. Darbo uzdaviniai: jvertinti chemokino CXCLS8 sekrecija THP-1
makrofaguose; nustatyti, SARS-CoV-2 S baltymo sukeliamg uzdegiminiy molekuliy sekrecija
THP-1 makrofaguose; nustatyti, ar SARS-CoV-2 S baltymas yra fagocituojamas makrofagy tipo
lasteliy; istirti chemokiny receptoriaus CCRS5 raiska makrofagy lasteliy pavirSiuje, naudojant
tékmes citometrijos metoda ir nustatyti, ar SARS-CoV-2 S baltymo ir jy kompleksai su antikiinais,

vadinami imuniniais kompleksais, patenka | THP-1 makrofagus.

SARS-CoV-2 S baltymo uzdegiminés savybés buvo tiriamos naudojant THP-1 Zmogaus
leukemijos monocitiniy lasteliy linijg. Deél skirtingy pateikiamy rezultaty moksliniuose
straipsniuose tyrime buvo siekiama nustatyti uzdegiminiy molekuliy sekrecija, LDH iSsiskyrimg
ir naudojantis fluoresencine mikroskopijos bei tékmés citometrijos metodais nustatyti S baltymo
patekima j lasteles. Gauti rezultatai atskleidé, jog SARS-CoV-2 S baltymas THP-1 makrofagy tipo

lastelése nesukelia uzdegiminiy molekuliy sekrecijos, nepatenka i Iasteles bei néra fagocituojamas.
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SUMMARY

The global COVID-19 pandemic in 2019 was caused by a severe acute respiratory
syndrome virus known as coronavirus 2 (SARS-CoV-2). This virus is airborne and infects human
respiratory cells. SARS-CoV-2 normally manifests itself as a common cold, but sometimes causes

severe pneumonia, which is responsible for the high mortality rate.

The aim of this thesis is to investigate whether SARS-CoV-2 S protein induces
inflammation in macrophage-like cells. Objectives: To assess the secretion of the chemokine
CXCL8 in THP-1 macrophages; to determine whether SARS-CoV-2 S protein induces the
secretion of inflammatory molecules in THP-1 macrophages; and to determine whether SARS-
CoV-2 S protein is phagocytosed by macrophage-like cells; to investigate the expression of the
chemokine receptor CCR5 on the surface of macrophage cells using flow cytometry and to
determine whether SARS-CoV-2 S protein and its complexes with antibodies, known as immune

complexes, are incorporated into THP-1 macrophages.

The inflammatory properties of SARS-CoV-2 S protein were investigated using the THP-
1 human leukaemia monocytic cell line. Due to the different results reported in the scientific
papers, the study aimed to determine the secretion of inflammatory molecules, the release of LDH
and the cellular delivery of the S protein using fluorescence microscopy and flow cytometry. The
results showed that SARS-CoV-2 S protein THP-1 does not induce secretion of inflammatory

molecules, does not enter cells and is not phagocytosed in macrophage-like cells.
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