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SANTRUMPOS
ANA — antibranduoliniai antikiinai (angl. anti-nuclear antibodies);
anti-AMA — anti-mitochondriniai antikiinai (angl. anti-mitochondrial
antibodies);
anti-LKM-1— antikiinai prie§ inksty-kepeny 1 tipo mikrosomas (angl. anti-
liver kidney microsomal type 1 antibody);
anti-PCA— antikiinai prie§ parietalines lgsteles (lasteles kurios gamina druskos
rugsti)(angl. anti-parietal cell antibodies);
anti-RNP — antikiinai prie§ ribonukleoproteinus (angl. anti-ribonucleoprotein
antibodies);
anti-SM — anti-Smith antikiinai (angl. anti-Smith antibody);
anti-SMA — antikiinai prie§ zmogaus alfa lygiyjy raumeny akting (angl. anti-
smooth muscle antibodies);
APC — alofikocianinas (angl. allophycocyanin);
BAFF — B lasteliy aktyvavimo faktorius (angl. B cell activating factor);
BAFF-R — B lasteliy aktyvavimo faktoriaus receptorius (angl. B cell activating
factor receptor);
bcl-2 ir bel-x — apoptoze reguliuojantys baltymai (angl. Bcl-2 family of
regulator proteins that regulate cell death);
BCR - B lgsteliy receptorius (angl. B-cell receptor);
C3 — komplemento komponentas 3 (angl. Complement component 3);
C4 — komplemento komponentas 4 (angl. Complement component 4);
C4BP — C4b prisijungiantis baltymas (angl. C4b-binding protein);
C4d — komplemento komponento C4 fragmentas C4d (angl. complement 4
degradation fragment C4d);
CCR6 — chemokino receptorius 6 (angl. chemokine receptor 6);
CD - diferenciacijos antigenas (angl. Cluster of differentiation);
DMSO - dimetilsulfoksidas (angl. dimethylsulfoxide);
EDTA — etilendiamintetraacto riigstis (angl. ethylenediaminetetraacetic acid);
Fas — apoptoze reguliuojantis baltymas (angl. apoptosis antigen 1);
FBS — Zyme¢jimo buferis (angl. staining buffer);
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FITC - fluoresceino izotiocianatas (angl. fluorescein isothiocyanate);

FSC — tiesin¢ Sviesos sklaida (angl. forward scatter);

HRP — krieny peroksidaze (angl. horseradish peroxidase);

ICAM-1 — lasteliy sukibimo molekulé 1 (angl. intercellular adhesion molecule
1);

IFN — interferonai (angl. interferons);

IgG — imunoglobulinas G (angl. immunoglobulin G);

[L-27R — interleukino 27 receptorius (angl. interleukin-27 receptor);
[L-interleukinai (angl. interleukins);

1Tr35 — indukuoti T reguliaciniai limfocitai produkuojantys IL-35 (angl. /L-35-
dependent induced Tregs);

La/SSB — Sjogreno sindromo antigenas B (autoantigenas La) (angl. Sjogren's
syndrome antigen B (autoantigen La));

LLG - laisvos lengvosios imunoglobuliny grandinés x (kappa) ir A (lambda)
(angl. immunoglobulin free light chains (FLC));

LOD - rinkinio jautrumas, nustatymo riba (angl. lower limit of detection);

M3 — muskarino M3 receptorius (angl. muscarinic acetylcholine receptor M3);
NK - Igsteles Zudikés (angl. natural killers);

NKT — T lastelés zudikés (angl. natural killer T cells);

PE — fikoeritrinas (angl. phycoerythrin);

PerCP — peridinino-chlorofilo baltymy kompleksas (angl. Peridinin-
Chlorophyll-Protein Complex);

PerCP-CY5.5 — peridinino-chlorofilo baltymy ir cianino dazo kompleksas
(angl. Peridinin-Chlorophyll-Protein Complex with a cyanine dye (Cy5.5);
PGE2 — prostaglandinas E2 (angl. prostaglandin E2);

PMA - forbolio 12-miristato-13-acetatas (angl. phorbol myristate acetate);
pSS — pirminis Sjogreno sindromas (angl. primary Sjégren’s syndrome);

RNP — ribonukleoproteinai (angl. ribonucleoprotein particle);

RNR - ribonukleortigstis (angl. ribonucleic acid (RNA));

Ro/SSA — Sjogreno sindromo antigenas A (autoantigenas Ro) (angl. Sjogren's

syndrome antigen A (autoantigen Ro));
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RORyt — transkripcijos faktorius (angl. transcription factor RORyt);

sicca kompleksas — sausumo kompleksas (sausa burna — kserostomija, sausos
akys - kseroftalmija, galimas odos sausumas — kseroderma, vaginalinis
sausumas ir kt.) (angl. sicca complex);

SS — Sjogreno sindromas (angl. Sjogren’s sindrome);

SSC — Sonin¢ Sviesos sklaida (angl. side scatter);

STAT - signalo perdavejai ir transkripcijos aktyvatoriai (angl. signal
transducers and activators of transcription);

T-bet, T-box — transkripcijos faktoriai (angl. transcription factors);

TGF-p — transformuojantis augimo faktorius beta (angl. transforming growth
factor beta);

Th — T Igstelés pagalbininkés, T helperiniai limfocitai (angl. 7 helper cells);
Th17/Thl-like — Th17/Thl1-like limfocitai ekspresuojantys IL-17 ir IFN-y;

TLR — Toll receptorius (angl. Toll-like receptor);

TNF — naviky nekrozés faktorius (angl. tumor necrosis factor);

Treg — T reguliaciniai limfocitai (angl. regulatory T cells);

VCAM-1 — kraujagysliy lasteliy sukibimo molekulé 1 (angl. vascular cell
adhesion molecule 1);

ZLA — audiniy dermés antigenai, Zmogaus leukocity antigenai (angl. human

leukocyte antigen (HLA) system, major histocompatibility complex (MHC)).



IVADAS

Sjogreno sindromas (SS) arba autoimuninis epitelitas — tai kompleksiné
létiné autoimuning liga, kuriai biidinga egzokrininiy liauky epitelio infiltracija
autoreaktyviais  limfocitais ir  specifiniai Ro/SSA ir  La/SSB
ribonukleoproteinams autoantikinai kraujo serume (Reksten, Jonsson et al.
2009). Dazniausi ligos simptomai yra varginantis akiy ir burnos sausumas.
Ligos pasireiSkimo spektras platus - nuo specifiniy organy (seiliy, aSary ir kity
egzokrininiy liauky) lokalaus paZeidimo iki sisteminio pasireiSkimo, kai
pazeidZiami kiti organai ir audiniai (kvépavimo, virSkinimo, inksty ir nervy
sistemos), ir limfomos i8sivystymo. Pacientams sergantiems pirminiu Sjogreno
sindromu (pSS) lyginant su bendra populiacija, 44 kartus didesné ne-Hodzkino
limfomos iSsivystymo tikimybé (Voulgarelis, Giannouli et al. 2006). Sjégreno
sindromas skirstomas ] pirminj ir antrinj SS, kai kartu su kita autoimunine liga,
dazniausiai reumatoidiniu artritu ar sistemine vilklige, nustatomas ir SS.
Paprastai pirminiu Sjogreno sindromu sergantys pacientai skirstomi j dvi
grupes: pacientai kuriems pazeidZiamos tik asSary ir seiliy liaukos (liaukiné
raiSka), ir pacientai kuriems sistemiSkai pazeidZiami kiti organai ir audiniai
(ekstra-liaukiné raiSka).

Pirminis Sjogreno sindromas gali atsirasti jvairaus amziaus pacientams,
taCiau dazniausiai suserga moterys ketvirtame-penktame savo gyvenimo
deSimtmetyje. Serganciy motery ir vyry santykis yra 9:1 (Anaya, Liu et al.
1995).

Sjogreno sindromas prie$ keleta deSimtmeciy buvo retai nustatomas
susirgimas, taCiau pager¢jus diagnostikai ir priémus vieningus diagnostikos
kriterijus (Vitali, Bombardieri et al. 2002), diagnozuoty atvejy padaugéjo bene
10 karty ir Siuo metu yra vienas dazniausiy autoimuniniy susirgimy. Sjogreno
sindromo paplitimas bendroje populiacijoje manoma svyruoja nuo 0,05 iki
0,48 proc. (Helmick, Felson et al. 2008). Anksciau Sjogreno sindromas daznai
budavo nediagnozuojamas, pasireiSkusius simptomus priskiriant kitoms

ligoms, kurios savo poZymiais mégdzioja Sjogreno sindromg. Dél tokios
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simptomy mimikrijos ir daZnai silpnai iSreikS§ty poZymiy liga buvo
diagnozuojama po 6-10 mety nuo pirmyjy simptomy atsiradimo ir ligos
pradzios (Manthorpe, Asmussen et al. 1997).

Sjogreno sindromas yra létinis autoimuninis susirgimas, su kol kas
nelabai aiSkia etiologija. Pastaruoju metu ypatingai intensyviai tiriami
veiksniai, kurie gali paskatinti i$sivystyti sindromg. Tarp tokiy veiksniy yra
paveldimumas (genetinis faktorius), hormonai (manoma estrogenas, kadangi
90 proc. serganCiyjy yra moterys), egzogeniniai faktoriai (virusinés ar
bakterinés infekcijos) (Low and Witte 2011). Ligos eigoje atsiranda audiniy ir
organy pazeidimai, sukeliami imuninés sistemos komponenty palaikomo
uzdegimo, salygojanio egzokrininiy liauky funkcijos susilpnéjima, kuris
prasideda po seiliy liauky latakéliy ir liaukinio audinio infiltracijos limfocitais
ir plazminémis lgstelémis. Nepaisant intensyviy imuninés sistemos tyrimuy,
Sjogreno sindromo patogenezés modelis néra pilnai aiSkus. Daug tyrimy
atliekama tiriant mazyjy seiliy liauky biopsing medZiaga, kadangi seiliy liaukos
pirmiausia paZeidziamos ligos eigoje. Tiriama limfocity populiacijy sudétis
infiltrate, humoraliniai veiksniai ir jy rySiai su imuninés sistemos lastelémis.
Ivairiy autoriy literatiroje skelbiami rezultatai daznai yra prieStaringi. To
priezastimi  gali buti ir tyrimy nenuoseklumas, skirtingi tyrimo
modeliai/sistemos, taip pat negalima atmesti serganciyjy demografiniy
skirtumy (skirtingi geny rinkiniai budingi tam tikram regionui). MaZiau
démesio skiriama imuningés sistemos lgsteliy tyrimams periferiniame kraujyje,
o tyrimy rezultatai daznai taip pat yra prieStaringi. Pirminiu SS serganciyjy
kraujyje biidinga limfocitopenija. Siekiant nustatyti to prieZastis atlikta
nemazai tyrimy, ta¢iau tritksta detalesniy tyrimy, atskleidzian¢iy kokiy lagsteliy
populiacijy padaugéja/sumazéja, bei kokiy lasteliy populiacijy saskaita, galbut,
tai vyksta. Triiksta tyrimy, kurie susiety imuninés sistemos lgsteliy populiacijy
poky¢ius ir humoraliniy veiksniy rai$ka. Periferinis kraujas yra patogus tyrimo
objektas, todél naujy bioZzymeny paieSka kraujyje ir serume yra itin aktuali
tema, ypa¢ neseniai pradéjus taikyti biologinius preparatus autoimuniniy ligy

gydymui.
10



DARBO TIKSLAS
[vertinti pirminiu Sjégreno sindromu serganciy pacienty su skirtinga ligos
raiSka sisteminio imuninio atsako komponenty pokycius periferiniame

kraujyje.

DARBO UZDAVINIAI

1. Kiekybiskai jvertinti B, NK, NKT limfocitus pSS serganciy tiriamyjy
periferinio kraujo méginiuose.

2. Kiekybigkai jvertinti efektoriniy ir reguliaciniy CD4" (pagal IL-17A ir
CD25Foxp3 zymenis) ir CD8" (pagal CD57 ir CD27 Zymenis) T
limfocity populiacijy pokycius pSS sergancCiy tiriamyjy periferinio
kraujo méginiuose.

3. Ivertinti T helperiniy (Th) limfocity Thl, Th2, Th17 ir Th17/Thl-like
populiacijy santykinius pokycius pSS serganciy tiriamyjy periferinio
kraujo méginiuose.

4. Istirtt  humoralinio imuniteto sudedamyjy daliy — bendro
imunoglobuliny kiekio, imunoglobuliny laisvyjy « ir A grandiniy, BAFF
faktoriaus, komplemento komponento C4 fragmento C4d -
koncentracijg serganciyjy Sjogreno sindromu kraujo serume ir jvertinti
galima jy ry§j su lgstelinio imuniteto komponentais.

5. Ivertinti interleukiny IL-27 ir IL-35 koncentracijg serganciyjy Sjogreno

sindromu kraujo serume.

MOKSLINIS NAUJUMAS

Atlikta detali, iSsami B, NK, T limfocity populiacijy analizé¢ serganciy
pSS pacienty periferiniame kraujyje. Iki Siol tokia detali analizé nebuvo
atlikta, nes dauguma literatiiroje skelbiamy moksliniy tyrimy susije su
jvairty imuniniy ir kity lasteliy sekretuojamy citokiny ir kity faktoriy
nustatymu kraujo serume bei liaukinio audinio histologiniuose pjiiviuose.
Pirmg karta pSS pacienty periferiniame kraujyje tirtos CD8" limfocity
populiacijos pagal jy ekspresuojamus CD57 ir CD27 Zymenis. Pirma kartg
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identifikuoti Th17/Thl-like limfocitai pSS pacienty periferiniame kraujyje.
Misy darbe nustatyti nauji potencialis imunologiniai bioZymenys
(CD4'IL17A", CD8'CD57°CD27" ir Th17/Th1-like limfocitai) pSS pacienty
periferiniame kraujyje. Nustatyta, kad pacienty serganc¢iy pSS periferiniame
kraujyje Th limfocity populiacijy pusiausvyra yra sutrikusi, ir to prieZastimi
yra ne tik Th2 limfocity populiacijos sumaz¢jimas, bet ir reikSmingas
Th17/Thl-like limfocity populiacijos pagauséjimas. Pirmg karta pSS
pacientuose, o ne modelinése sistemose, iStirta [L-27 ir IL-35 raiSka kraujo
serume. Nustatytas zymus Siy interleukiny koncentracijos serume
padidéjimas leidzia teigti, kad jie dalyvauja pSS patogenezéje. IStirta
humoraliniy veiksniy kaip bendras imunoglobuliny kiekis, kapa ir lambda
laisvosios grandinés, BAFF faktorius, komplemento komponento C4
fragmento C4d raiSka serganciyjy pSS kraujo serume ir atlikta Siy veiksniy

ir tirty limfocity populiacijy rySiy analize.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Pirminiu Sjogreno sindromu sergantiesiems budingg periferinio kraujo
limfocitopenija salygoja NK lgsteliy ir specifiniy T limfocity
populiacijy (CD4" ir CDS8") ir jy subpopuliacijy (CD4'IL17A",
CD8'CD57CD27") lasteliy absoliutaus skai¢iaus sumazéjimas.

2. Serganliyjy pirminiu Sjogreno sindromu pacienty periferiniame
kraujyje T helperiniy limfocity pusiausvyra yra sutrikusi, ir to
priezastimi yra Th2 limfocity populiacijos procentinés dalies maz¢jimo
tendencija bei reikSmingai padidéjusi Th17/Thl-like limfocity
procentiné dalis.

3. Sergantiesiems pirminiu Sjogreno sindromu su ekstra-liaukiniais
pakitimais stebimas didesnis, nei sergantiesiems sindromu tik su
liaukine raiSka, B lasteliy homeostazés sutrikimas, salygojamas
humoraliniy veiksniy BAFF, IgG, « ir A LLG, C4d raiskos disbalanso.

4. Interleukinai IL-27 ir IL-35 dalyvauja pirminio Sjogreno sindromo

patogenezeje.
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LITERATUROS APZVALGA

2.1. Pirminio Sjogreno sindromo epidemiologija ir klasifikacija

Sjogreno sindromas yra gana dazna autoimuniné liga. Remiantis jvairiy
studijy rezultatais, pSS paplitimas bendroje gyventojy populiacijoje svyruoja
nuo 0,05 1ki 0,48 proc. (Helmick, Felson et al. 2008). DidzZiojoje Britanijoje SS
yra antras pagal daznj autoimuninis reumatinis susirgimas ir jo paplitimas apie
0,33 proc. (Thomas, Hay et al. 1998). Jungtiniy Amerikos Valstijy (JAV)
Nacionalingés artrito tyrimo grupés 2008 m. pateiktoje ataskaitoje Sjogreno
sindromas yra labiausiai paplitusiy autoimuniniy reumatiniy susirgimy
trejetuke. Nuo 1998 m. iki 2008 m. JAV serganciy pSS skaicius iSaugo nuo 0,4
milijjono iki 3,1 milijono (Helmick, Felson et al. 2008). Tokj staigy
diagnozuoty atvejy skaiCiy lémé pageréjusi diagnostika, priémus bendrus
Amerikos ir Europos Sjogreno sindromo klasifikacijos kriterijus. Pagal Siuos
kriterijus SS diagnozé remiasi subjektyviais jrodymais (paciento apklausa dél
akiy ir burnos sausumo) ir objektyviais sausos burnos (nestimuliuota
sialometrija, paausiniy liauky sialografija, seiliy liauky scintigrafija), sausy
akiy (Schirmer 1 testas, Bengal roZinio testas), histologinio mazyjy seiliy
liauky biopsijos medziagos tyrimo — Zidiniy skai€ius (Focus score) >1 (vienas
Zidinys — stebima >50 limfocity/4mm?®), autoantikiiny kraujo serume (antikiinai
prieS Ro/SSA ir/arba La/SSB ribonukleoproteinus) jrodymais. SS diagnozés
patvirtinimui reikia bent trijy subjektyviy ir/arba objektyviy pozymiy, kartu
nustatant autoantikiinus anti-Ro/SSA ir/arba anti-La/SSB arba liaukinio
audinio infiltracijg leukocitais (Reksten, Jonsson et al. 2009).

Mazdaug penktadaliui serganciyjy pSS liga prasideda netipiSkai. PasireiSkia
neaiskios kilmés karS¢iavimu, padidintu eritrocity nusédimo grei¢iu, anemija,
seropozityviu artritu, 1étiniu nuovargiu, skausmingos Slapimo piislés sindromu,
periferine polineuropatija ir kt. DaZnai netipin¢ ligos pradzia yra vélyvos SS
diagnozés priezastis. VidutiniSkai diagnozuojama po 6-8 mety nuo pirmyjy
ligos simptomy atsiradimo (Fox 2005; Mieliauskaité, Dumalakien¢ et al.

2009).
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Stebimi 2 serganciyjy amziaus pikai, pirmasis po menarchés 2-3 gyvenimo
deSimtmetyje ir antrasis po menopauzes, amziaus vidurkis apie 50 mety
(Kassan and Moutsopoulos 2004). Taciau, Norvegijos mokslininky tyrimai
parod¢ 7 kartus didesnj sergamuma 71-74 m.amziaus grupg¢je, nei 40-44 m.
pacienty grupéje (Haugen, Peen et al. 2008).

Vienas i§ budingiausiy ligos bruoZzy yra kserostomija. Ji pasireiSkia beveik
100 proc. pacienty, sergan¢iy SS. Taciau, kserostomija biidinga ir beveik 30
proc. senyvo amziaus zmoniy (65 m. ir daugiau). DaZniausia kserostomijos
priezastis yra jvairiy medikamenty vartojimas, tai ir antihipertenziniai
preparatai, antihistamininai preparatai, migdomieji ir daugelis kity, kuriems
budingas anticholinerginis veikimas (Mieliauskaité 2010).

Pacientai, sergantys pSS, pagal klinikiniy poZymiy pasireiSkima
moksliniuose tyrimuose daZznai skirstomi j dvi grupes: pacientai kuriems

poZzymiy), ir pacientai kuriems pasireiSkia plataus spektro sisteminiai
klinikiniai poZymiai ne tik liaukose, bet ir kituose organuose ir audiniuose
(pacientai su ekstra-liaukiniais pozymiais) (Szodoray, Papp et al. 2009;
Szturmowicz, Wilinska et al. 2010). Liaukiniai poZymiai yra tiesiogiai susij¢
su limfocity infiltracija ir liaukinio audinio destrukcija. D¢l seiliy ir aSary
liauky destrukcijos vystosi sausy akiy ir sausos burnos sindromas, vadinamas

Liaukinei pSS raiSkai biidingas sicca (sausumo) kompleksas — oralinis
(sausa burna — kserostomija), okuliarinis (sausos akys (kseroftalmija), reciau
odos sausumas — (kseroderma) ir kity liauky sutrikimai (vaginalinis sausumas).

Ekstra-liaukiné pSS raiSka pasireiSkia raumeny-skeleto sistemos
paZzeidimais (artralgija, mialgija, miozitas), odos paZeidimais (vaskulitas,
vaskulopatija), kraujagysliy pazeidimais (Reinolds’o fenomenas), kvépavimo
taky pazeidimais (intersticiné plauciy liga), hematologinés sistemos sutrikimais
(limfadenopatija, leukopenija, limfoma), inksty sistemos paZeidimais

(intersticinis nefritas), gastro-intestinés sistemos pazeidimais (autoimuninis
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hepatitas, biliariné ciroz¢), nervy sistemos paZeidimais — centrinés
(trumpalaikis atminties praradimas) ir periferinés (daugybinis mononeuritas).
Oda yra veikiama abiejy liaukiniy ir ekstra-liaukiniy pSS raiSkos
mechanizmy (Connolly 2001; Salazar, Gallego et al. 2010; Fox 2012). Vyry ir
motery sisteminiai klinikiniai poZymiai labai panaSus, tik vyrams liga

pasireiSkia didesniu sisteminiu poveikiu (Anaya, Liu et al. 1995).

2. 2. Autoantikuinai ir pSS diagnostikos problemos

Sjogreno sindromo diagnozavimas yra sudétingas uzdavinys kiekvienam
reumatologui, nes néra simptomy, biidingy iSskirtinai SS, o taip pat néra
unikaliy testy, kuriais galima buty tiksliai ir uztikrintai diagnozuoti SS.
Situacija pageréjo 2002 m., priémus bendrus Amerikos ir Europos Sjogreno
sindromo Kklasifikacijos kriterijus. Remiantis tiek Amerikos, tiek Europos
kriterijais SS diagnozei buvo bitini tiek akiy ir/arba burnos simptomai, tiek
laboratoriniai rodikliai. Amerikos ir Europos kriterijy specifiSkumas yra
atitinkamai 75 proc. ir 97,2 proc., o jautrumas yra mazesnis atitinkamai 65,7
proc. ir 48,6 proc. (Vitali, Bombardieri et al. 2002), todél yra svarbu surasti
skirtumus kurie galéty biti panaudojami kaip diagnostiniai ar atmetimo
kriterijai leidziantys atskirti Sjogreno sindromg nuo dél kity priezasciy
pasireiSkianc¢io specifiniy organy sausumo. Vienas tokiy yra IgG4, jo
koncentracijos padid¢jimas rodo su IgG4 susijusios ligos simptomus (dar
vadinama Mikuli¢iaus liga), kadangi §ios ligos simptomai yra panasiis ] SS,
palyginti neseniai tokie pacientai buvo priskiriami SS pacienty grupei. Su IgG4
susijusios ligos pozymiai yra pana$iis 1 SS poZymius (pazeidziami organai —
aSary ir seiliy liaukos bei kasa, nustatoma aSary ir seiliy liauky infiltracija
[gG4+ plazminémis lgstelémis ir audiniy fibroze), taciau Sie pacientai teigiamai
reaguoja ] gydyma kortikosteroidais ir neturi autoantikiiny anti-Ro/SSA ir anti-
La/SSB (Masaki, Dong et al. 2009; Takahashi, Yamamoto et al. 2010).
Autoantikiinai anti-Ro/SSA ir anti-La/SSB atitinkamai nustatomi tik 50-70
proc. ir 30-60 proc. pSS pacienty (Witte 2010; Hernandez-Molina, Leal-Alegre

et al. 2011; Ter Borg, Risselada et al. 2011). Daznai pSS pacientuose randama
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ir kity autoantikiiny, kaip reumatodinis faktorius, ANA, anti-RNP, anti-SM,
anti-SMA, anti-PCA, anti-LKM-1, anti-AMA ir autoantikiinai alfafodrinui.
Autoantikiinai randami 80-90 proc. pSS pacienty (Nardi, Brito-Zeron et al.
2006; Ter Borg, Risselada et al. 2011), taCiau néra nei vieny autoantikiiny,
budingy tik SS. Visi §ie autoantikiinai gali biiti randami ir sergant kitomis
autoimuninémis ligomis, tokiomis kaip reumatoidinis artritas ar sisteminé
raudonoji vilklige. Neseniai Borg ir kt. nustaté stiprig koreliacijg tarp anti-
Ro/SSA autoantikiiny ir sisteminio SS pasireiSkimo (Ter Borg, Risselada et al.
2011). Anti-La/SSB autoantikiinai yra labiau specifiSki SS nei anti-Ro/SSA
(Nakamura, Kawakami et al. 2006). Autoantikiiny nebuvimas 10-20 proc.
serologiSkai neigiamy pSS pacienty koreliuoja su Svelnesne ligos eiga (Ter
Borg, Risselada et al. 2011). Pastaryjy mety autoimuniniy procesy tyrimai
atskleidé autoantikiiny prognosting verte. Autoantikiinai anti-Ro/SSA ir anti-
La/SSB nustatomi vidutini$kai 5 m. anksCiau nei pasireiskia aiSkiis klinikiniai
SS pozymiai, tod¢l jie naudojami ir kaip prediktyviniai ligos Zymenys
(Agmon-Levin, Lian et al. 2011). Autoantikiiny anti-Ro/SSA ir anti-La/SSB
buvimas gali rodyti ir ankstyva ligos stadija ir sunkesnés ligos eigos bei

1Sgyvenamumo prognoze¢ (Hernandez-Molina, Leal-Alegre et al. 2011).

2.3. Imuninés sistemos veiksniai Sjogreno sindromo patogenezés
mechanizmuose
Sjogreno sindromo patogenezés mechanizmuose dalyvauja ir jgimto ir

1gyto imuniteto komponentai, kurie tarpusavyje glaudzZiai susije.

2.3.1. Igimto imuniteto komponentai Sjogreno sindromo patogenezéje

SS pacienty mazyjy seiliy liauky imunohistocheminé analiz¢ atskleidé¢, kad
Sy organy epitelinése struktiirose vyksta leukocity infiltracija, todél Sjogreno
sindromo apibiidinimui ir buvo pasitilytas terminas “autoimuninis epitelitas*
(Skopouli and Moutsopoulos 1994; Manoussakis and Moutsopoulos 2000).

Siuo metu manoma, kad Sjogreno sindromo patogenezés kelias prasideda
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butent epitelinése liauky struktiirose, tod¢l tyr¢jai daug démesio skiria
epiteliniy lgsteliy vaidmeniui.

Imunohistoscheminiai tyrimai parodé¢, kad seiliy liauky epitelinés Igsteles
ekspresuoja aktyvacijos Zymenis: zmogaus leukocity antigeny (ZLA) I ir ZLA
IT klasés molekules, CD80 ir CD86 kostimuliacines molekules, bei adhezijos
molekules ICAM-1 ir VCAM-I1, taip pat lokaliai produkuoja jvairius
chemokinus ir citokinus (IL-1, IL-6, B lasteliy aktyvavimo faktoriy (BAFF)).
Pastebéta, kad asSary liauky epitelinés Igstelés savo pavirSiuje ekspresuoja
autoantigeng  SS-B(La). Taip epitelinés lastelés, veikdamos kaip
neprofesionalios antigeng pateikianCios Igstelés bei pritraukdamos ir
aktyvuodamos B ir T limfocitus, skatina limfoidiniy folikuly formavimasi (DI.
Yannopoulos 1992; Saito, Terauchi et al. 1993; Tsunawaki, Nakamura et al.
2002). D¢l moteriS8kos lyties atstoviy dominavimo tarp serganciyjy pSS,
keliama ir hipoestrogenizmo (hormony disbalansas sumaZéjus estrogeno
kiekiui), kaip pSS iSsivystyma skatinancio veiksnio, teorija. Manoma, kad
sumazejes estrogeno kiekis gali i1SSaukti egzokrininiy liauky epitelinéms
lasteléms paprastai nebiidinga ZLA 11 klasés molekuliy raiska (Low and Witte
2011). Did¢janti limfocity infiltracija seiliy liaukose (epiteliniui audiniui
virstant limfoepiteliniu) koreliuoja su sumazéjusiu seiliy sekreto i$siskyrimu,
sukelianciu kserostomijg (DI. Yannopoulos 1992; Jonsson, Vogelsang et al.
2011). Pagal siilomg pSS patogenezés model; (Low and Witte 2011)
aktyvuotos epitelinés Igstelés aktyvuoja kitg jgimto imuniteto sudéting dalj —

plazmocitoidines dendritines lgsteles (Pav.2.3.1.).
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Pav. 2.3.1. Jgimto imuninio atsako schema pSS patogenez¢je ( Pagal (Low

and Witte 2011)).

Geny ir jy koduojamy produkty, susijusiy su pSS iSsivystymu tyrimai
atskleidé¢ svarby I tipo interferono (IFN-o/f) vaidmenj ligos patogenezeje.
Plazmocitoidinés dendritinés lgstelés imuninio atsako metu iSskiria iki 1000
karty daugiau I tipo interferono nei kitos lgstelés (Gottenberg, Cagnard et al.
2006). pSS serganiyjy periferiniame kraujyje buvo nustatytas
plazmocitoidiniy dendritiniy Igsteliy kiekio sumaz¢jimas, o atliekant
imunohistocheminj tyrimg Sios lastelés buvo rastos tik pSS pacienty seiliy
liauky biopsin¢je medZziagoje, o sveiky kontrolinés grupés tiriamyjy seiliy
liaukose $iy lasteliy neaptikta. Tai rodo plazmocitoidiniy dendritiniy 1gsteliy
migracijg 1§ periferinio kraujo j pSS uZdegimo Zidinius (Gottenberg, Cagnard
et al. 2006). Plazmocitoidiniy dendritiniy lasteliy aktyvavimas per TLR
receptorius didina I tipo interferono ir IL-12 sekrecijg, o tai paskatina jsijungti
gyto imunio atsako komponentus — limfocitus. Did¢ja T limfocity, NK lasteliy
ir dendritiniy lgsteliy gaminamo II tipo interferono sekrecija. Plazmocitoidiniy
dendritiniy Igsteliy sekretuojami INF-a ir IL-6 skatina Igsteliy diferenciacijg ir
autoantikiiny gamybag (Liu 2005). Taip sukuriamas “idingas ratas” kuris ]
Sjogreno sindromo patogeneze jtraukia tiek jgimto, tiek ir jgyto imuninio
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atsako komponentus. Viena 18 §io rato jungciy yra [ ir II tipo interferonai, kurie
laitkomi pagrindiniais BAFF sekrecijos suzadintojais. Savo ruoztu, BAFF
hiperprodukcija aktyvuoja T ir B limfocitus. Tiriant pSS pacientus stebima
padidinta BAFF sekrecija ne tik liauky epitelinése Iastelése, bet ir T

limfocituose bei monocituose (Low and Witte 2011).

2.3.2. Igytojo imuniteto komponentai Sjogreno sindromo patogenezéje

Igytojo, taip pat kaip ir jgimtojo, imuniteto sgvoka apima humoralinj ir
lastelin} imuninj atsaka.

Liaukinio audinio destrukcija siejama su limfocity (CD4", CD8" ir B
limfocity) infiltracija. Liaukinio audinio infiltracija limfocitais skirstoma j
etapus: nuo Svelnaus pazeidimo su pavieniais zidiniai, iki masiniy ir difuziniy
infiltraty, kurie salygoja liaukinio audinio struktiiros praradimg. Su gausia
seiliy liauky infiltracija limfocitais siejamas ir sisteminiy ekstra-liaukiniy
poZymiy pasireiSkimas sergantiems pSS. Pacientams su ekstra-liaukine raiSka
biidinga sunkesné ligos eiga ir stipresnis autoimuninis atsakas (Mieliauskaite,
Dumalakiené et al. 2009; Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2010; Salazar,
Gallego et al. 2010; Fox 2012). Viena 1§ pirmyjy SS patogenezés stadijy yra
smulkiyjy kapiliary ir aukStojo endotelio venuliy adhezijos molekuliy
ekspresija ir chemokiny sekrecija, o tai sukelia imuninés sistemos lasteliy
migracijg ] liaukas, ir taip liaukose jjungiamas limfocity ir dendritiniy Igsteliy
“homing’0” ciklas (Xanthou, Polihronis et al. 2001; Salomonsson, Larsson et
al. 2002; Fox 2005). Limfocitai, migrave ] liaukas, sgveikauja su dendritinémis
ir liaukinio epitelio Igstelémis. T ir B limfocitus aktyvuoja antigeng
pateikiancios lastelés, kuriose nuolat vyksta ZLA II klasés ir kostimuliaciniy
molekuliy raiSka. D¢l Sios priezasties, formuojasi jgytojo imuninio atsako
komponentai - atminties limfocitai ir autoantikiinai (Garcia-Carrasco, Fuentes-
Alexandro et al. 2006). Esant nedidelio laipsnio uzdegimui liauky infiltrate
vyrauja CD4" T limfocitai, taip pat randama kiek maziau B limfocity ir
plazminiy lasteliy. Vélesnése stadijose T limfocity mazeja, o B limfocity

skaiCius did¢ja (Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2010). Infiltrato T
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limfocitams biidingas CD41 Zymuo. ISskirti 1§ liauky CD41 Zymen] turintys
limfocitai po stimuliacijos anti-CD3 ir anti-Fas antikiinais yra atsparis
apoptozei. Manoma, kad atsparumas apoptozei atsiranda dél padidéjusios
apoptoze¢ reguliuojanc¢iy baltymy bcel-2 ir bel-x raiskos (Manganelli and Fietta
2003). Padid¢jes atsparumas apoptozei biidingas tik seiliy liauky infiltrato T
limfocitamsprieSingai, pSS serganciy pacienty periferiniame kraujyje stebima
padidéjusi T limfocity apoptoze lyginant su sveiky tiriamyjy periferinio kraujo
T limfocitais (Ogawa, Dang et al. 1996). Manoma, kad d¢l sutrikusio
autoreaktyviy T limfocity paSalinimo ir jy apoptozeés kaltas bendras limfocity
genetinis defektas (Hayashi, Haneji et al. 1994). SS serganciyjy B lasteliy
homeostaze taip pat yra sutrikusi. Tarp naujai kauly ¢iulpuose pasigaminusiy
jauny B limfocity net 50-75 proc. turi autoreaktyvy B lagsteliy receptorius
(BCR), taciau tik 1-3 proc. Zmoniy populiacijos iSsivysto autoimunings ligos,
nes limfocitams vystantis ir brestant vyksta atranka. Atrankos metu
autoreaktyviis klonai yra paSalinami arba sukeliama jy anergija. Esant
normalioms fiziologinéms salygoms, dé¢l nedideleées BAFF koncentracijos
serume ir B lasteliy ekspresuojamo nedidelio BAFF receptoriy kiekio
autoreaktyviis B limfocity klonai patiria apoptoze. Zenkliai padidéjusi BAFF
produkcija pSS patogenezés metu leidZia iSgyventi autoreaktyviems B lgsteliy
klonams. Sie, savo ruoztu, sukelia humoralinj autoimuninj atsaka (Varin, Le

Pottier et al. 2010).

2.4. Imuninés sistemos Igstelés pirminio Sjogreno sindromo

patogenezéje

2.4.1. Limfocitai maZosiose seiliy liaukose

pSS pasireiskia létai progresuojancia autoimunine egzokrinopatija, kuriai
budinga jvairaus laipsnio vienbranduoliy leukocity infiltracija | paZeistus
organus (dazniausiai asary ir seiliy liaukas). Didzigja dalj infiltrato (daugiau

kaip 90 proc.) sudaro T ir B limfocitai. Bendros T limfocity (CD3")
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populiacijos procentiné dalis tarp visy infiltrato vienbranduoliy lgsteliy kinta
priklausomai nuo uzdegimo liaukiniame audinyje laipsnio. DidZigja T
limfocity dalj sudaro CD4" T limfocitai, kurie, liaukose esant lengvesnio
laipsnio uzdegimui, sudaro didziausig infiltrato dalj. Gaus¢jant limfocity
kiekiui infiltrate, CD4" T limfocity procenting dalis tarp visy infiltrato
vienbranduoliy lasteliy mazéja. CD8" T limfocity, sudaranéiy mazesne T
limfocity populiacijos dalj, procentin¢ dalis keiiantis uzdegimo laipsniui
beveik nesikei€ia, todél didéjant uzdegimo laipsniui maz¢ja CD4/CD8 T
limfocity santykis. Seiliy liauky infiltrate CD4 CD25 Foxp3" (Treg) limfocity
populiacija taip pat kinta priklausomai nuo uzdegimo laipsnio. Daugiausia
Treg limfocity liaukiniame audinyje biina esant vidutinio laipsnio uzdegimui.
Tiek esant nedidelio laipsnio uzdegimui, tiek ir formuojantis didelio laipsnio
uzdegimui su labai gausia limfocity (pagrindiné dalis B limfocitai) infiltracija,
Treg procentiné dalis yra maZesné. NK lasteliy kiekis infiltrate yra nedidelis ir
jis pastebimai nesikei¢ia didéjant liaukinio audinio uZdegimo laipsniui.
Makrofagy kiekis infiltrate, nors procentiné jy dalis nedidel¢, taip pat labai
priklauso nuo uzdegimo laipsnio ir did¢ja vystantis didesnio laipsnio
uzdegimui. B limfocity dalis infiltrate, atvirkS$¢iai nei T limfocity kiekis
palaipsniui did¢ja didéjant uzdegimo laipsniui. Esant dideliam uzdegimo
laipsniui su itin gausia bendra limfocity infiltracija, B limfocitai sudaro
pagrinding dalj visy infiltrato limfocity. Dendritiniy lgsteliy populiacijy kiekiai
infiltrate taip pat varijuoja. Folikuliniy dendritiniy lgsteliy kiekis infiltrate
nesikei¢ia did¢jant uzdegimo laipsniui, tac¢iau kinta jy lokalizacija. Esant
nedidelio laipsnio uzdegimui jos randamos perivaskuliariniuose agregatuose
(infiltrato  periferijoje). Didéjant uzdegimo laipsniui ir formuojantis
gemaliniams centrams, jos pradeda formuoti tinklg svarby gemaliniy centry
susiformavimui liaukiniame audinyje. Interdigitinés dendritinés lgstelés, esant
nedidelio laipsnio uzdegimui, dazniausiai randamos aplink liauky latakéliy
epitelines lasteles, kurios yra laikomos pagrindinémis vietinio autoimuninio
atsako reguliuotojomis. Jos glaudziai kontaktuoja su epitelio 1gstelémis, todél

interdigitiniy lasteliy kiekio sumaZ¢jimas esant didesnio laipsnio liaukinio
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audinio pazeidimui, gali blti siejamas su epitelinio audinio destrukcija ir
galima interdigitiniy dendritiniy lasteliy migracija 1 limfmazgius, kur jos
pateikia antigenus, kuriuos pasikrové liaukiniame audinyje (Christodoulou,

Kapsogeorgou et al. 2010).

2.4.2 Limfocity populiacijy vaidmuo Sjogreno sindromo ir Kity

reumatiniy ligy patogenezéje

2.4.2.1. CD4" T limfocitai

Imuninio atsako mechanizme dalyvauja jvairiy tipy imuninés sistemos
Iastelés, tadiau CD4" T limfocitai, dar vadinami T Igstelémis pagalbininkémis
(Th) atlieka pagrindin; vaidmenj imuninio atsako reguliavime. Priklausomai
nuo lokalaus citokiny derinio sukurtos aplinkos, CD4" T limfocitai
diferencijuoja j skirtingas populiacijas. DaZniausiai i§skiriamos CD4" limfocity
populiacijos - Thl, Th2, Treg ir palyginti neseniai atrasti Th17 limfocitai. ki
Th17 pripazinimo atskira Th limfocity populiacija, autoimuninés ligos buvo
skirstomos ] Thl ir Th2 limfocity atsako sglygojamas ligas. Viskas pasikeité
atradus naujg Th lgsteliy populiacijg kuri gamina interleuking 17 (IL-17). Tai
pakeit¢ iki tol vyravusig nuostatg, kad patologinio proceso autoimuninis
atsakas priklauso nuo dominuojancios populiacijos limfocity: Thl arba Th2.
Detalesni tyrimai parode, kad Th17 Igsteliy vystymasis skiriasi nuo Thl ir Th2
lasteliy. Th17 efektorinéms lgsteléems vystantis nereikalingi transkripcijos
veiksniai STATI, T-bet, STAT4 ar STAT6 reikalingi Thl ir Th2 Iasteliy
vystymuisi (Harrington, Hatton et al. 2005; Park, Li et al. 2005). pSS pacienty
seiliy liaukose ir kraujo serume randami padidinti IL-17 kiekiai, todél manoma,
kad IL-17, tuo paciu ir Thl7 limfocity populiacija, dalyvauja pSS
patogenezeje. Tai patvirtina ir nustatomi didesni kiekiai tokiy citokiny kaip
TGF-B, IL-6 bei IL-23, kurie yra pagrindiniai Thl7 diferenciacijos
aktyvatoriai. TGF-B yra pagrindinis diferenciacijos veiksnys Foxp3™ T
reguliaciniy lasteliy diferenciacijoje. Padidinti kiekiai Foxp3" T reguliaciniy
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lasteliy randami biopsin€je mazyjy seiliy liauky medziagoje esant nedidelio ir
vidutinio laipsnio liaukinio audinio pazeidimui (Katsifis, Rekka et al. 2009).

Zinoma, kad IL-17 ir Thl7 limfocitai dalyvauja ir daugelio kity
autoimuniniy susirgimy patogenezeje, tokiy kaip reumatoidinis artritas (Colin,
Asmawidjaja et al. 2010), sistemin¢ raudonoji vilkligé (Wong, Lit et al. 2008),
psoriazé¢ (Wilson, Boniface et al. 2007), iSsétiné sklerozé (Tzartos, Friese et al.
2008), uzdegiminés Zarnyno ligos: Krono liga (Kobayashi, Okamoto et al.
2008) ir opinis kolitas (Annunziato, Cosmi et al. 2007). Nustatyta, kad IL-17
atlieka pagrindinj vaidmenj autoimuniniy ligy patogenezgje ir peliy modelinése
sistemose, tokiose kaip kolagenu indukuotas artritas (Shahrara, Huang et al.
2008), eksperimentinis autoimuninis encefalitas (Graber, Allie et al. 2008) ir
kt. Peliy modeliuose parodyta Thl7 sekretuojamo IL-17 svarba ir SS
patogenezeje. 1L-17 vaidina labai svarby vaidmenj seiliy liauky disfunkcijos
procesuose, o terapijos, nukreiptos pries IL-17, suSvelnina ligos simptomus
(Nguyen, Yin et al. 2011).

Seiliy liauky CD4" T limfocitai ir epitelio lastelés taip pat sekretuoja ir IL-
6, IL-10, IL-23 ir TGF-P citokinus (Fox, Kang et al. 1994; Kolkowski, Reth et
al. 1999; Saito, Haruta et al. 1999; Sakai, Sugawara et al. 2008; Roescher, Tak
et al. 2010), o Sie citokinai yra butini Thl7 limfocity diferenciacijos
inicijavimui. CD4" T limfocitai, randami pSS pacienty seiliy liauky
histologiniuose pjiiviuose, ekspresuoja Thl limfocitams priskiriamus citokinus
(IL-2, IFN-y, IL-12 ir IL-18), o tai leidzia daryti prielaidg, kad Sjogreno
sindromas taip pat yra su Thl populiacijos salygotais reguliaciniais
mechanizmais susijusi liga (Fox, Kang et al. 1994; Kolkowski, Reth et al.
1999; Fox 2005). Kai kuriy autoriy tyrimai parodeé, kad sinergistiSkai veikdami
IL-17 ir IFN-y sukelia uzdegimg peliy Zarnyno uzdegiminiame modelyje, o tai
leidzia manyti, kad ir Thl, ir Th17 limfocitai kartu dalyvauja patogenezés
mechanizmuose (Hue, Ahern et al. 2006; Kullberg, Jankovic et al. 2006). Sakai
su kolegomis taip pat patvirtino IFN-y ir IL-17 ekspresija serganéiy SS

pacienty seiliy liaukose bei nustaté, kad IFN-y" limfocity yra gerokai maziau
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nei IL-17" limfocity, o IFN-y" limfocitai nekoekspresuoja IL-17 (Sakai,
Sugawara et al. 2008).

2007 metais pasirodé pirmieji praneSimai apie Thl7 limfocitus, kurie
ekspresuoja tiek IL-17, tiek ir Thl limfocitams specifinj citoking IFN-y
(Acosta-Rodriguez, Rivino et al. 2007; Annunziato, Cosmi et al. 2007;
McGeachy, Bak-Jensen et al. 2007). Sie limfocitai pavadinti ,,Th17/Th1-like*
limfocitais. Si T limfocity populiacija (apie 40% IL-17 produkuojanéiy Th17
limfocity) buvo identifikuota pacienty, sergan¢iy Krono liga, zarnyne (Muller
and Lamprecht 2008; Rovedatti, Kudo et al. 2009). Tiek Th17, tiek Th17/Thl-
like Iagsteliy klonai pasizymi selektyvia IL-23R, chemokino receptoriaus 6
(CCR6) ir transkripcijos faktoriaus RORyt ekspresija. Sie limfocitai taip pat
panasis ir savo funkcinémis savybémis, gali stimuliuoti B limfocitus, pasizymi
Zzemu citotoksiSkumu ir sunkiai pasiduoda autologiniy Treg limfocity poveikiui
(Annunziato, Cosmi et al. 2007).

Siuo metu dar tebediskutuojama ar organams specifinj autoimuninj atsaka
SS patogenezéje sukelia kooperuodamosios abi, Thl ir Thl7, limfocity
populiacijos, ar jis sukeliamas CD4" T limfocity, kurie gamina tiek 1L-17, tick
IFN-y. Yra Zinoma, kad esant TGF-B trikumui ir veikiant IL-12, Thl7
limfocitai yra perprogramuojami ] IFN-y gaminan¢ius Thl limfocitus.
Tokiomis sglygomis Th17 limfocituose mazéja RORyt/a ir IL-17 gamyba,
did¢jant IFN-y sekrecijai. Ar vyksta toks limfocity fenotipo pasikeitimas seiliy
liaukose SS patogenezéje, esant sutrikusiai TGF-f ir IL-12/IL-23 pusiausvyrai,
kol kas neaiSku (Nguyen, Hu et al. 2008; Katsifis, Rekka et al. 2009).

Boniface ir kt. pastebéjo, kad kultivuojant Zmogaus T limfocitus Th1l7
limfocity diferenciacijos salygomis (IL-1B, IL-23, ir prostaglandinas E2
(PGE2)), limfocitai sekretuojantys IL-17 ir IFN-y arba tik IFN-y savo
charakteristikom panaSesni ] limfocitus, gaminancius tik 1L-17 (Th17), nei j
limfocitus gaminancius tik IFN-y (Thl). Todél, pagrindinj Thl limfocity
zymen] IFN-y, galima bty priskirti ir Th17 limfocitams, priklausomai nuo
kity T limfocity citokiny sukurtos aplinkos (Boniface, Blumenschein et al.

2010).
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2.4.2.2. CD8" T limfocitai

Sjogreno sindromo patogenezéje taip pat dalyvauja ir CD8" limfocitai. Tai
rodo mazyjy seiliy liauky histologiniuose pjiiviuose randami CD8" limfocitai.
Jie sudaro nedidel¢ dalj visy T limfocity liauky infiltrate, o jy kiekis seiliy
liaukose, skirtingai nei CD4 " T limfocity, maZai kinta ligos eigoje, todél
didéjant liaukos destrukcijos laipsniui ir mazéjant CD4" T limfocity kiekiui
infiltrate, maZz¢ja 1ir CD4/CD8 limfocity santykis (Christodoulou,
Kapsogeorgou et al. 2010).
Liaukinio audinio destrukcijos mechanizmuose taip pat dalyvauja perforinai ir
granzimai. Zinoma, kad $ias biologiskai aktyvias medZiagas gausiai i3skiria
NK Iastelés. Be NK lgsteliy perforinus ir granzimus iSskiria ir citotoksiniai
CDS8" limfocitai (Polihronis, Tapinos et al. 1998). T citotoksiniai efektoriniai
limfocitai gausiai ekpresuoja CD8 Zymenj (Wang, Lehner et al. 1994), todél
symimi CDS8' (i-intensyvus) limfocitais. Po susidirimo su antigenu ir
aktyvacijos bei proliferacijos, dalis T limfocity tampa atminties lastelémis
(Mackay 1999). Pastaraisiais metais daugéja moksliniy straipsniy, jrodanciy
svarby CD8" atminties limfocity vaidmenj autoimuniniy ligy patogenezéje.
Nemazai CD8" atminties limfocity populiacijy tyrimy atlikta tiriant psoriaze
(Chamian, Lin et al. 2007), reumatoidinj artritg (Cho, Sim et al. 2012) ir kitas
autoimunines ligas. CDS8' atminties limfocity vaidmuo ir populiacijy
pasiskirstymas pSS patogenezéje, mazai tirtas. CD8" limfocitai randami
liaukinio audinio infiltrate, o vienos i§ liauky destrukcijos mechanizmuose
dalyvaujanciy medziagy yra jy sintetinami perforinai/granzimai. Tikétina, kad
CDS8" atminties limfocitai, sintetinantys §ias biologiskai aktyvias medziagas,
aktyviai dalyvauja pSS patogenezés mechanizmuose. Pagal CD57 ir CD27
zymenis atminties limfocitus galima suskirstyti j skirtingos diferenciacijos
stadijos populiacijas. CD8" atminties limfocitams senéjant (pasiekiant vélesne
diferenciacijos stadijg), didéja CD57 Zymens raiSka, jie gamina didesnius

kiekius perforiny A ir B, granzimy, nei jaunesnés, CD27 Zymen] ir didesnj
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proliferacijos potencialg turin¢ios atminties lgstelés (Tsuda, Ambrosini et al.
2011).

Tyrimai rodo, kad CD8'CD57" T limfocity populiacijos atsiradimas yra
susijes su létine antigenine stimuliacija. Nustatyta, kad CD8'CD57" T limfocity
populiacija gaus¢ja: su amziumi (Abedin, Michel et al. 2005; Vallejo 2005;
Lazuardi, Herndler-Brandstetter et al. 2009; Weng, Akbar et al. 2009; Focosi,
Bestagno et al. 2010), po hemopoetiniy kamieniniy lgsteliy, audiniy ar organy
transplantacijos (Arosa 2002; Le Priol, Puthier et al. 2006), sergant 1étinémis
vidulgsteliniy mikroorganizmy (virusy, kai kuriy bakterijy) sukeliamomis
ligomis (Mollet, Sadat-Sowti et al. 1998; Vallejo 2005; Le Priol, Puthier et al.
2006; Focosi, Bestagno et al. 2010), sergant létiniu alkoholizmu (Song,
Coleman et al. 2001; Arosa 2002), sergant autoimuninémis ligomis (Arosa
2002; Schirmer, Goldberger et al. 2002; Le Priol, Puthier et al. 2006; Focosi,
Bestagno et al. 2010), onkologinémis ligomis (Tsukishiro, Donnenberg et al.
2003; Filaci, Fenoglio et al. 2007; Characiejus, Pasukoniene et al. 2008).

CD27 zymuo - kostimuliaciné molekulé, kuri vaidina svarby vaidmen; T
limfocity aktyvacijos, proliferacijos, diferenciacijos ir i§gyvenimo procesuose
(Yamada, Shinozaki et al. 2002; Tesselaar, Xiao et al. 2003; Arens, Schepers et
al. 2004; Ochsenbein, Riddell et al. 2004). Sis Zymuo siejamas su didesniu
limfocity proliferacijos potencialu, nes CD27 Zymenj ekspresuojantys
limfocitai dar néra pasieke galutinio diferenciacijos laipsnio (Friedman,
Devillier et al. 2011). CD27 kostimuliacijos molekuliy trukiimas gali sukelti T
limfocity anergija ir apoptoz¢ (Huang, Kerstann et al. 2006). Esant pastoviai
antigeninei stimuliacijai ir didéjant T limfocity diferenciacijos laipsniui,
laipsniSkai maz¢ja kostimuliaciniy CD27 molekuliy raiSka, tai sukelia
palaipsnin; kloninj iSsekimg vykstant Igsteliy senéjimui ir proliferacijos

potencialo maz¢jimui (Albareda, Laucella et al. 2006).

2.4.2.3. T reguliacinés Igstelés pirminio Sjogreno sindromo patogenezéje
CD4'CD25'Foxp3" T limfocitai, kitaip dar vadinami T reguliacinémis

lastelémis (T,g), yra labai svarbi imuninés sistemos grandis, atsakinga uz
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autoimuniniy procesy prevencijg ir tolerancija. Sumazeje T, lasteliy kiekiai
randami sistemine raudongja vilklige ir kitomis autoimuninémis ligomis
serganCiyjy periferiniame kraujyje. Tai rodo svarby S$iy Iasteliy vaidmenj
zmogaus autoimuniniy ligy patogenezéje (Liu, Lin et al. 2008).

Mokslinése publikacijose pateikiami pSS serganciyjy periferinio kraujo T,
tyrimy rezultatai gana prieStaringi. Vieni autoriai apraSo periferinio kraujo T,
lasteliy kiekio sumazéjima (Li, Qian et al. 2007; Li, Li et al. 2007), o
Gottenberg su kolegomis nustaté Treg lasteliy kiekio padidéjimag pSS pacienty
periferiniame kraujyje (Gottenberg, Lavie et al. 2005). Kiti autoriai teigia
nenustate patikimy Treg kiekio pakitimy pSS pacienty periferiniame kraujyje,
bet mazyjy seiliy liauky biopsijy histologiniuose pjuviuose buvo stebimas T,
lasteliy  pagaus¢jimas  esant intensyvesniam  liaukos  infiltravimui
vienbranduolémis Igstelémis (Sarigul, Yazisiz et al. 2010). Christodoulou ir
kolegy pateikiami duomenys rodo, kad daugiausia T reguliaciniy lasteliy
mazyjy seiliy liauky histologiniuose pjuviuose randama esant vidutinio
laipsnio pazeidimui ir vienbranduoliy lgsteliy infiltracijai. Did¢jant pazeidimy
mastui ir gaus¢jant B lasteliy infiltrate, T, lasteliy daznis (populiacijos dalis
procentais/bendras infiltrato vienbranduoliy leukocity skaiCius) mazéja
(Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2010). Manoma, kad skirtingais ligos
etapais Treg lasteliy kiekis periferiniame kraujyje gali mazéti dél migracijos 18
periferinio kraujo ir kaupimosi uZdegiminiame audinyje. Esant vidutinio
laipsnio uzdegimui mazosiose seiliy liaukose, T, lasteliy periferijoje randama
maziausiai, o infiltruotose seiliy liaukose daugiausiai. Didé¢jant liaukinio
audinio pazeidimui ir maz¢jant T, kiekiui infiltrate, pastaryjy padaugéja
periferiniam kraujyje. Dél T, lasteliy kiekio sumazéjimo liaukiniame audinyje
esant didelio laipsnio pazeidimui, ir migracijos ] periferinj; kraujg, manoma,
kad T reguliaciniy lgsteliy atsakas néra efektyvus pSS patogenezeje
(Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2008). To priezastimi gali biiti
nesubalansuotas T reguliaciniy lgsteliy kiekis sparciai augant Th17 efektoriniy

lasteliy skaiciui (Katsifis, Rekka et al. 2009).
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2.4.2.4. NK ir NKT Iastelés pirminio Sjogreno sindromo patogenezéje

Nemazai NK (lgstelés zudikes, angl. natural killers)ir NKT (T Iastelés
zudikés, angl. natural killer T cells) lasteliy tyrimy atlikta pacientams
sergantiems autoimuninémis reumatinémis ligomis, tafiau tyr€jy gaunami
rezultatai prieStaringi. NK lastelés dél savo citotoksiniy (Polihronis, Tapinos et
al. 1998)) ir reguliaciniy savybiy yra viena i§ autoimuninio proceso prevencijos
grandziy (Lurati, Bertani et al. 2012). Kai kuriy autoriy duomenimis pacienty,
serganCiy pSS, sistemine raudongja vilklige, reumatoidiniu atritu, NK Igsteliy
kiekis periferiniame kraujyje yra sumazejes lyginant su sveikais tiriamaisiais,
taip pat stebimas sumazejes jy funkcinis aktyvumas (Struyf, Snoeck et al.
1990; Green, Kennell et al. 2005). NKT, kaip ir NK Iastelés, yra viena i$
autoimuninio proceso prevencijos grandziy ir gali veikti kaip T reguliacinés
lasteles. Nustatytas NKT limfocity skaiCiaus sumazéjimas ir funkciniy savybiy
susilpn¢jimas sergant autoimuninémis reumatinémis ligomis (Kojo, Adachi et
al. 2001; Wither, Cai et al. 2008) siejamas su autoimuninio proceso vystymusi
ir autoantikiiny gamyba (Kojo, Adachi et al. 2001; Lurati, Bertani et al. 2012).
Ne visi NK ir NKT lgsteliy tyrimai parodé NK ir NKT Iasteliy kiekio
sumazeéjimg pSS pacienty kraujyje. Szodoray su kolegomis, atlike lgsteliy,
pasizymin¢iy reguliacinémis savybémis, tyrimg pacienty serganciy pSS
periferiniame kraujyje, nustat¢ NK ir NKT Igsteliy procentinés dalies
padidéjimag pSS grupeje lyginant su sveiky asmeny rezultatais (Szodoray, Papp
et al. 2009).

2.4.2.5. B limfocitai

Serganciyjy pSS mazyjy seiliy liauky histologiniuose pjtviuose randamo
limfocity infiltrato viena pagrindiniy sudedamyjy daliy yra B limfocitai. Esant
nedidelio laipsnio uzdegimui serganciyjy pSS mazyjy liauky infiltratuose
vyrauja T, o didéjant liaukinio audinio paZeidimui jsivyrauja masyvi limfocity
infiltracija, kurios pagrinding dalj sudaro B Igstelés (Christodoulou,
Kapsogeorgou et al. 2010). Nagrin¢jant Sjégreno sindromo patogenez¢ B

lastelées daugiau démesio sulaukeé, kai preparatu  rituximab (chimeriniai
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monokloniniai antikiinai specifiniai CD20 baltymui, kuris pagrinde nustatomas
ant B Iasteliy) buvo pasalinti autoreaktyviis B lgsteliy klonai ir gauti teigiami
gydymo rezultatai (Pijpe, van Imhoff et al. 2005; Meijer, Meiners et al. 2010;
Hamza, Bos et al. 2012). Kaip vienas 1§ pagrindiniy pSS poZymiy yra B
lasteliy hiperaktyvumas. Tai pasireiSkia autoantikiingy gamyba, cirkuliuojanciy
imuniniy kompleksy atsiradimu, hipergamaglobulinemija, ektopiniy limfiniy
strukttiry formavimusi, bei padid¢ja rizika susirgti B lgsteliy limfoma (Kassan
and Moutsopoulos 2004; Fox 2005; Hansen, Lipsky et al. 2005; Zintzaras,
Voulgarelis et al. 2005). B limfocity hiperaktyvumo humoraliniai Zymenys yra
uzdegimo zidiniuose vykstanciy procesy atspindys. pSS pacientams biidingas
ektopiniy limfoidiniy centry formavimasis liaukiniame audinyje (Bombardieri
and Pitzalis 2012). Ektopiniy limfoidiniy centry formavimasis apraSomas ir
kity autoimuniniy ligy atvejais, kai pasireiSkia B lasteliy veiklos sutrikimai ir
padid¢ja limfomos rizika. Tai autoimuniniai susirgimai, tokie kaip
reumatoidinis artritas (Schroder, Greiner et al. 1996; Zintzaras, Voulgarelis et
al. 2005), sistemin¢ raudonoji vilkligé (Hutloff, Buchner et al. 2004) ir
autoimuninis tiroiditas (Hsi, Singleton et al. 1998; Ansell, Grant et al. 1999).
pSS sergantiems pacientams, lyginant su bendra populiacija, 44 kartus didesné
ne-Hodzkino limfomos iSsivystymo tikimybé (Voulgarelis, Giannouli et al.
2006). pSS pacienty B limfocity homeostazé periferiniame kraujyje taip pat yra
sutrikusi. Randami padidéje kiekiai aktyvuoty naiviy B limfocity ir gemaliniy
centry B lasteliy, bei sumaZéje kiekiai B lgsteliy esanéiy ramybeés fazéje
(Bohnhorst, Bjorgan et al. 2001). Manoma, kad vienas pagrindiniy veiksniy,
iSbalansuojantis B Igsteliy homeostaze ir tolerancijos mechanizmg, yra BAFF,
leidziantis iSgyventi autoreaktyviems B lgsteliy klonams (Varin, Le Pottier et

al. 2010).

2.5. Humoraliniai veiksniai Sjogreno sindromo patogenezéje
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2.5.1. Komplemento komponento C4 fragmentas C4d

Neseniai mokslinéje literatiiroje paskelbtas apZvalginis straipsnis, kuriame
jvertinti Se$i sitilomi nauji biozymenys sisteminéms autoimuninéms ligoms
diagnozuoti, jvertinti jy aktyvuma, gydymo strategijos pasirinkimg ir nustatyti
ligos vystymosi prognozes. Minimi Zymenys: autoantikiinai prie§ trombocity
augimo faktoriaus receptoriy (sisteminés sklerozés atveju), serumo
prokalcitoninas, interferono geny raiska, C4d fragmentas, kolageno I ir II tipo
C-telopeptidai (Tektonidou and Ward 2011).

Vienas 1§ Siy bioZymeny, zmogaus komplemento komponento C4
fragmentas C4d, siilomas sisteminés raudonosios vilkligés aktyvumo
jvertinimui. Serumo komplemento baltymy C3 ir C4 kiekybinis jvertinimas jau
deSimtmecius naudojamas Sios ligos aktyvumo jvertinimui, taciau pastaruoju
metu atsirado naujy duomeny, rodanciy, kad komplemento skilimo produktai,
susidar¢ komplemento kaskados aktyvavimo metu, geriau atspindi ligos
aktyvumg  (ypatingai artéjanCius ligos paiim¢jimus). Nagrin¢jamos
komplemento komponento C4 fragmento C4d, kaip stabilaus ir greitai
nustatomo bioZymens, panaudojimo perspektyvos (Tektonidou and Ward
2011).

Vienas pagrindiniy pSS diagnozei ir klasifikavimui naudojamy veiksniy yra
autoantikiinai, o komplemento sistemos funkcijy sutrikimai ir Zemas C3 ir C4
kiekis daugiau identifikuojami kaip nepalankios ligos eigos, limfomos ir
prieSlaikinés mirties Zzymenys (Theander, Manthorpe et al. 2004; Ramos-
Casals, Brito-Zeron et al. 2005). NeaiSku, ar Zemg komplemento kiekj
apsprendzia iSeikvojimas ar genetiniai veiksniai, o, gal bit, blogas

komplemento sistemos aktyvinimo/inhibavimo reguliavimas.

2.5.2. Laisvos lengvosios grandinés k ir A

Imunoglobuliny lengvosios grandinés yra antikiing molekulés sudétiné
dalis, stebima cirkuliacijoje ir laisvoje formoje, nes B lgstelés jy gamina nuo 10
iki 40% daugiau nei sunkiyjy grandiniy. Ilgg laikg tai buvo laikoma

nereikSmingu antikiing surinkimo proceso komponenty pertekliumi, nes
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lengvosios grandinés, skirtingai nuo sunkiyjy, neaktyvuoja komplemento ir
nesiriSa prie specifiniy receptoriy, taciau tyrimai parode, kad laisvy lengvyjy
grandiniy (LLG) koncentracija serume ar stuburo smegeny skystyje iSauga
uzdegiminiy susirgimy, tokiy kaip autoimuninés ligos ar infekcijos, metu. Tai
vyksta dél B lasteliy aktyvinimo. LLG kiekis koreliuoja su ligos aktyvumo
augimu. Pastaryjy mety tyrimai rodo ir tai, kad LLG, kaip signaliniai efektoriai
ar prieSuzdegiminés molekulés dalyvauja eil¢je imunologiniy reakcijy
(Nakano, Matsui et al. 2011).

LLG kiekybinis tyrimas ir dviejy §iy grandiniy tipy santykio (k/A)
apskaiCiavimas parodo vienos ar kitos grandinés pertekline sintez¢ (didesnis
santykis nei 1,65 rodo x LLG pertekliy, o maZesnis nei 0,26 — klonines A LLG
pertekliy), o tai gali buti reikSmingas diagnostinis rodiklis klinikinéje
praktikoje (Katzmann, Abraham et al. 2005). Per pastaruosius kelis metus
laisvy x ir A LLG nustatymas kraujyje idiegtas ] kliniking praktika. Serume
LLG koncentracija priklauso ir nuo plazminiy lgsteliy darbo, ir nuo inksty
funkcionavimo. Padidéjus polikloninei imunoglobuliny gamybai ar besivystant
inksty nepakankamumui, abiejy x ir A lengvyjy grandiniy koncentracija gali
padidéti 10-20 karty, bet jy santykis nekinta. PrieSingai, véZinés lastelés
gamina tik vieno tipo grandines, todél k/A santykis tampa nenormalus. Tikslus
LLG kiekio jvertinimas imunotyrimu serume, kuris yra jautresnis nei
elektroforez¢ ar imunotyrimas Slapime, leidZia pradéti gydymg, kol dar
nepazeisti inkstai (LLG yra toksiSkos inksty kanaléliams), sekti gydymo
efektyvuma (LLG skilimo pusperiodis kraujyje yra 150 karty trumpesnis nei
IgG molekulés) ir pan. (Bradwell 2005).

LLG x ir LLG A koncentracijos pokyciai stebimi sergant jvairiomis ligomis
(Nakano, Matsui et al. 2011). Literatiroje nurodoma, kad esant
reumatoidiniam artritui ir pSS serume LLG kiekis did¢ja ir Sis padidéjimas
koreliuoja su ligos aktyvumu. Gottenberg su bendraautoriais nustaté, kad
pacienty, serganciy reumatoidiniu artritu ir pSS, LLG kiekis serume buvo 1,5-
2 kartus didesnis nei kontroliniuose sveiky tiriamyjy pacienty serumuose. 22,3

proc. pSS pacienty tur¢jo padidintg LLG kiekj, lyginant su kontrolinés grupés
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tiriamaisiais, ir nenormaly (padidéjus; « arba A LLG kiekj) «/A santykj. LLG
koncentracijos statistiSkai reikSmingai koreliavo su IgG, reumatoidinio
faktoriaus, B-mikroglobulino, BAFF koncentracijomis. LLG koncentracijos
buvo didesnés kraujo serume autoantikiinus turiniy pacienty, ypa¢ kai buvo
randami abiejy tipy, anti-SSA ir anti-SSB, antikiinai. Pacientai su ekstra-
liaukiniais pakitimais taip pat turéjo auksStesnes koncentracijas LLG, nei
pacientai tik su liauky pazeidimais. Tai rodo, kad ekstra-liaukiniai pazeidimai
susij¢ su B lasteliy aktyvinimu (Gottenberg, Aucouturier et al. 2007). LLG
koncentracijos padidé¢jimas, zZemas serumo C4 lygis, maiSyta monokloniné
krioglobulinemija (II tipo) yra limfomg prognozuojantys Zymenys Sjogreno
sindromo patogenezés eigoje (Sutcliffe, Inanc et al. 1998; Gottenberg,
Aucouturier et al. 2007). Nustacius Siuos biozymenis pSS pacientams, juos
reikia iStirti, jvertinant ar néra susiformavusi limfoma, o jos nenustacius,

stebeti del galimo limfomos i8sivystymo.

2.5.3. Imunoglobulinas G

Bendro imunoglobulino G (IgG) koncentracijos kraujo serume nustatymas
yra vienas 1§ siilomy nespecifiniy tyrimy pSS diagnostikoje (IgG > 1,445
mg/dl) (Shiboski, Shiboski et al. 2012). IgG koncentracija parodo B lasteliy
aktyvuma, kadangi autoantikiinus gamina IgG" plazmines lgstelés (Mietzner,
Tsuiji et al. 2008). pSS pacientams biidingas IgG koncentracijos kraujo serume
padid¢jimas (Eriksson, Almroth et al. 1994; Liu and Li 2011). Bohnhorst ir kt.
savo tyrimuose nustaté teigiamg rys$j tarp tirpaus CD27 baltymo ir bendro IgG
koncentracijy pSS pacienty kraujo serume. Padidéjusi tirpaus CD27 baltymo
koncentracija serume rodo T limfocity aktyvacija. Sios biomolekulés $altiniai
yra ne tik T limfocitai, bet ir B limfocitai bei plazminés lastelés, tod¢l jis yra ir
B lasteliy diferenciacijos ir aktyvacijos Zymuo. pSS pacienty kraujo serume
nustatyta stipri teigiama koreliacija tarp IgG ir tirpaus CD27 koncentracijy
rodo aktyviag B limfocity diferenciacija 1 plazmines lasteles, bei didelj
plazminiy lasteliy aktyvuma (Bohnhorst, Bjorgan et al. 2002). Daug démesio

skiriama IgG poklasiy IgG1, IgG2, 1gG3 ir [gG4 tyrimams pSS pacienty kraujo
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serume. Kaip vienas i§ pSS diagnozés atmetimo kriterijy yra padidéjusi 1gG4
koncentracija, kuri biidinga taip vadinamai su IgG4 susijusiai ligai (biidinga
jvairiy organy, audiniy, ir ypatingai kasos, asary ir seiliy liauky infiltracija
[gG4+ plazminémis Igstelémis) (Liu and Li 2011; Shiboski, Shiboski et al.
2012). Liu ir kt. iStyre IgG poklasiy koncentracijas pSS pacienty kraujo
serumuose, nustat¢ Zymiai didesnes IgGl, IgG2, IgG3 koncentracijas pSS
pacienty serumuose lyginant su sveiky pacienty rezultatais, o taip pat rado
teigiamg ry$j tarp 1gG3 koncentracijos ir ligos trukmes. Pacienty turinéiy anti-
SSA/Ro ir anti-SSB/La autoantikiinus, IgG1 koncentracijos buvo Zymiai
didesnés. 1gG4 koncentracija pSS pacienty serume buvo sumaze¢jusi lyginant

su sveiky pacienty rezultatais (Liu and Li 2011).

2.5.4. B lasteliy aktyvavimo faktorius

Potencialus SS limfomagenezés veiksnys yra TNF Seimai priklausantis B
lasteles aktyvuojantis faktorius (BAFF), sukeliantis B-limfocity proliferacija,
diferenciacijg ir tolerantiSkumo saviems antigenams netekimg (iSgyvenant
autoreaktyviems klonams) (Daridon, Youinou et al. 2008). Sio faktoriaus
kiekis organizme labai iSauga sergant kai kuriomis autoimuninémis ligomis,
sistemine raudongja vilklige ar reumatoidiniu artritu, taip pat ir SS (Groom,
Kalled et al. 2002). Padid¢jusi BAFF ekspresija nustatyta SS seiliy liaukose,
ypac liauky epitelinése lastelése ir liaukas infiltruojanciuose T limfocituose
(Lavie, Miceli-Richard et al. 2004). BAFF lygis serume koreliuoja su mazyjy
seiliy liauky infiltraty Zidiniy kiekiu (focus score — infitrato zidiniy (turinciy
bent 50 uzdegiminiy lasteliy 4 mm’® liaukos pjiivyje) skai¢ius) (Jonsson,
Szodoray et al. 2005) ir su gemaliniy centry formavimusi (Szodoray, Alex et
al. 2005). Tyrimai parode¢, kad BAFF atlieka labai svarby vaidmen; véZiniy B
lasteliy 18gyvenime (Novak, Grote et al. 2004). Seiliy liaukose limfocitai labiau
atsparlis apoptozei ir tai yra susij¢ su padidéjusia apoptoze reguliuojancio
baltymo bcl-2 ekspresija (Ohlsson, Szodoray et al. 2002), kurig ir indukuoja
BAFF (Do, Hatada et al. 2000; Zhou, Tiemann et al. 2013). Quartuccio ir kt.,

nagrinedami SS ir limfomos atvejus nustaté, kad serumo BAFF lygis
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koreliuoja su terapiniu atsaku j rituximabg ir prednizolong (Quartuccio, Fabris
et al. 2008). Visi Sie tyrimai patvirtina, kad BAFF gali biti panaudotas
terapiniais tikslais kaip taikinys arba kaip prognostinis veiksnys (Cornec,
Avouac et al. 2009; Moreno 2009). BAFF koncentracija tiesiogiai priklauso
nuo absoliutaus B lgsteliy kiekio (Sellam, Miceli-Richard et al. 2007) (Lavie,
Miceli-Richard et al. 2007), taip pat subrendusiy B lgsteliy kiekio kurios
gaming didZiulius kiekius BAFF (Pollard, Abdulahad et al. 2013).

2.5.5. Interleukinas 27

IL-27 yra palyginti “naujas” interleukinas, juo susidométa dé¢l jo
imunoreguliaciniy savybiy. IL-27 yra vienas 1§ IL-12 superSeimai
priklausanc¢iy interleukiny, kurie dél savo pleotropinio veikimo svarbiis Th
limfocity vystymuisi/diferenciacijai ir funkcijoms (Hunter 2005). IL-27 yra
heterodimeras sudarytas 1§ p28 ir Epstein-Barr viruso indukuojamo geno
koduojamo glikoproteino (EBI3) p40 subvieneto, kuris jeina ir j IL-12 sudétj.
Signalo perdavimas vyksta per receptoriy, sudaryta i§ WSX-1/TCCR ir
glikoproteino 130 (Pflanz, Timans et al. 2002; Pflanz, Hibbert et al. 2004). Po
pirmyjy IL-27 funkciniy tyrimy manyta, kad antigeng pateikianciy lasteliy
produkuojamas IL-27, kaip uzdegimg skatinanti molekulé, palaiko Thl
imuninio atsako formavimgsi. Naiviuose T limfocituose IL-27 aktyvuoja
STATI, dé¢l to did¢ja T-box ir IL-12RB2 ekspresija, padidinanti Siy limfocity
jautrumg IL-12 (Hibbert, Pflanz et al. 2003; Lucas, Ghilardi et al. 2003;
Takeda, Hamano et al. 2003). Vélesni IL-27 tyrimai atskleid¢ jo galimybes
kontroliuoti uzdegimg, apsaugant organizmg nuo pazeidimy, galin¢iy atsirasti
del per didelio T lasteliy aktyvumo (Hamano, Himeno et al. 2003; Villarino,
Hibbert et al. 2003). IL-27 gali reguliuoti T,¢, limfocity populiacijos gausuma,
supresuodamas IL-2 gamyba. Sio citokino triikumas slopina naujy Treq
diferenciacija ir T., limfocity populiacijos atstatymg. T,, populiacijos
sumazéjimas gali jtakoti netinkamg imuninio atsako kontrole (Wojno, Hosken

etal. 2011).
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Literatiiroje aprasomi IL-27 funkciniai tyrimai imuninio atsako reguliavime
atskleidzia jo pleotropines savybes. Vieny autoriy tyrimai rodo, kad IL-27
veikia naiviy T limfocity proliferacijg ir inicijuoja Thl tipo imuninio atsako
formavimasi, skatinant naiviy T limfocity virtimg Thl limfocitais ir slopinant
diferenciacijg ;1 Th2 ir Th17 limfocitus (Chen, Ghilardi et al. 2000; Pflanz,
Timans et al. 2002). Kity autoriy darbai rodo, kad IL-27 slopina efektoriniy ir
atminties T limfocity citokiny sekrecijg, kas leisty manyti, kad IL-27 turi ir
prieSuzdegiminj poveikj (Artis, Johnson et al. 2004; Batten, Li et al. 2006).
Reumatoidinio artrito peliy modelyje buvo nustatytas rySys tarp IL-17 ir IL-27.
Did¢jant IL-17 ekspresijai  didéja ir IL-27 ekspresija, o tai rodo
autoreguliacinio mechanizmo rys$j tarp $iy interleukiny (Baek, Lee et al. 2012).
Dvejopa 1L-27 veikimg autoimuniniy ligy modeliuose rodo ir kity autoriy
darbai. IL-27 neutralizavimas antikiinais suSvelnino uzdegima sukelto artrito
modelyje (Goldberg, Wildbaum et al. 2004). Autoimuninio encefalomielito
modelyje, t.y. IL-27R nokautinéms peléms pasireiSké sunkesnio laipsnio
uzdegimas (Batten, Li et al. 2006; Stumhofer, Laurence et al. 2006). Kaip
parod¢ Lee ir kt. tyrimas Sjogreno sindromo peliy modelyje, peléms,
intraveniSkai gavusioms viruso vektorius, ekspresuojancius IL-27, pasireisSke
ilgalaikis IL-27 lygio padid¢jimas serume, kuris salygojo susSvelngjusig ligos
eiga (sumazegjo IL-17 kiekis serume, sumazéjo anti-branduoliniy antikiiny
titrai, suSvelnéjo klinikiniai poZymiai susij¢ su seiliy sekreto i$siskyrimu) (Lee,
Carcamo et al. 2012). Padide¢je 1L-27 kiekiai randami ir serganciyjy sistemine
skleroze pacienty serume (Yoshizaki, Yanaba et al. 2011). Autoimuninio
diabeto peliy modelyje, IL-27 atskleid¢é savo patogeninj vaidmenj
aktyvindamas uZdegiminiy citokiny sintez¢ ir supresuodamas prieSuzdegiminiy
citokiny ekspresija (Wang, Han et al. 2008). IL-27 turi svarbig reikSme ne tik
T, bet ir B limfocity veiklos reguliacijos mechanizmuose. Jis skatina anti-Ig ir
anti-CD40 antikiinais aktyvuoty B limfocity ir gemaliniy centry B limfocity
proliferacija (Larousserie, Charlot et al. 2006). Sis citokinas sukelia plazminiy

lasteliy ir plazmoblasty chemotaks] | uZzdegimo vietas, o Siy lasteliy veikla
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pritraukia aktyvuotus T, T atminties limfocitus ir NK lasteles (Cocco, Morandi

etal. 2011).

2.5.6. Interleukinas 35

IL-35 taip pat palyginti “naujas” interleukinas. Juo, kaip ir IL-27,
susidométa dél jo imunoreguliaciniy savybiy. IL-35 savo sandara labai panasus
1 IL-27. Taip pat IL-12 superSeimai priklausantis heterodimeras sudarytas i8$
p35 ir EBI3 subvienety (Collison, Workman et al. 2007). IL-35 signalo
perdavimas vyksta per heterodimerinj receptoriy sudarytg i§ IL-12RB2 ir
glikoproteino 130 arba homodimerinius S§iy grandiniy darinius (Collison,
Delgoffe et al. 2012). Sj interleuking i3skirtinai gamina tik Ty limfocitai, T
efektoriniai limfocitai jo neekspresuoja (Collison, Workman et al. 2007). IL-35
skatina naiviy T limfocity virtimg j IL-35 produkuojancius indukuotus T,
limfocitus (iTr35) (Collison, Delgoffe et al. 2012). IL-35 gali indukuoti Thl
tipo i1munin] atsaka esant Umiai infekcijai, arba selektyviai supresuoti
efektorines lgsteles tokias kaip Thl7 limfocitus esant aktyviai uzdegimo
stadijai indukuojant T,., limfocitus. Tai vienas 1§ mechanizmy apsaugantis nuo
autoimuninio atsako i$sivystymo (Niedbala, Wei et al. 2007). Autoimuninio
diabeto peliy modelyje IL-35 raiSkos sukélimas kasos [-lastelése, dave
teigiamy rezultaty, sumazéjo kasos infiltracija CD4" ir CD8" lgstelémis
(Bettini, Castellaw et al. 2012). Thiolat su kolegomis, tirdami IL-35 poveik]j
reumatinio artrito peliy modelyje, parod¢, kad IL-35 indukavo T, limfocity
aktyvacijg, padidindamas CD39 ekspresija Treg limfocituose, taciau kartu
padidéjusi CD62L ekspresija sutrukde T,e, limfocitams migruoti | uzdegimo
zidinius 1§ antriniy limfiniy organy ir atlikti savo imunosupresines funkcijas
(Thiolat, Boissier et al. 2012).

Atsizvelgiant | tai, kad IL-35 pagrinde sekretuoja T, lastelés, ir tik
nedidel] jo kiekj sekretuoja kitos reguliacinémis savybémis pasiZymincios
lasteliy populiacijos, daroma prielaida, kad IL-35 poveikis yra labiau
imunosupresinis nei imunostimuliacinis ar uZdegiminis (Collison, Workman et

al. 2007).
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3. METODAI

3.1 Tiriamieji pacientai
Tyrimams atlikti buvo gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy
etikos komiteto leidimas (Nr. 158200-03-299-73) (Zr. prieda). Pacienty atrankag
ir klinikinj simptomy jvertinimg atliko Valstybinio moksliniy tyrimy instituto
Inovatyvios medicinos centro vyresnioji mokslo darbuotoja dr. Diana
Mieliauskaité. Seiliy liauky imunohistologinius tyrimus atliko prof. habil.
dr. Zygmunt Mackevi¢. Atrenkant tiriamuosius ir sudarant tiriamgsias grupes
buvo remtasi Amerikos-Europos bendro sutarimo Sjogreno sindromo
klasifikacijos kriterijais (Vitali, Bombardieri et al. 2002), kurie pateikti
disertacijos priede. Sudarant tiriamyjy grupes buvo naudoti Sie SS kriterijai:
1. Subjektyviy akiy ir burnos sausumo pozZymiy iSaiSkinimas.
2. Sirmerio I testas.
3. Nestimuliuota pilna sialometrija.
4. Mazyjy seiliy liauky biopsijy atlikimas bei histologinis biopsinés
medziagos iStyrimas.
5. Antiking prieS Ro/SSA ir La/SSB tyrimas kraujo serume
imunofermentiniu metodu.
I tyrima nejtraukti asmenys, kuriems buvo taikytas galvos ir/arba kaklo
radiologinis gydymas praeityje, sergantys hepatitu C, AIDS, limfoma;
sarkoidoze, po organy persodinimo, bei vartojantys anticholinerginius vaistus.
Tyrimai buvo atlieckami etapais. Kiekvieno etapo tyrimuose pacientai
buvo suskirstyti j grupes, kuriy dydis ir sudétis skiriasi. Didzioji dalis pacienty
I, III ir IV etapy tyrimuose buvo tie patys (Lentele 3.1.). Tiriamyjy

charakteristikos pateiktos lentel¢je 3.2.
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Lentelé 3.1. Darbo etapai, atlikti tyrimai ir tiriamujy grupés.

Darbo Tyrimai Tiriamyjy grupés
etapai
I IL-27 ir IL-35 pSS*, n=50 Kontrolef, n=50
II Th fenotipavimas | pSS*, n=37 Kontrolef T, n=26
I Limfocity 1pSS**, n=30 2pSS*** n=23 | KontroletT, n=32
populiacijy
kiekybiné analizé
IV | BAFF, LLG, C4d | 1pSS**, n=35 2pSS*** n=23 | Kontroléft, n=19
IgG IpSS**, n=29 2pSS*** n=21 | KontroletT, n=24

* pirminiu SS sergantys pacientai (bendra liaukinés raiSkos ir ekstraliaukinés

rai§kos pacienty grupé);

** su liaukine raiSka pirminiu SS serganciy pacienty grupe;

*#* su ekstra-liaukine raiSka pirminiu SS serganc¢iy pacienty grupé;

T pacientai, kuriems nustatytas sausy akiy ir burnos sindromas, nesusij¢s su

autoimuninémis ligomis;

11 asmenys su padidéjusiu kraujo spaudimu arba pacientai, kuriems nustatytas

sausy akiy ir burnos sindromas, nesusij¢s su autoimuninémis ligomis.
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Lentelé 3.2. I, 11, IIT ir IV etapy tiriamyjy charakteristikos.

Etapai | PoZymiai pSS grupé Kontroliné
Pacienty skaicius grupése (n =50) grupé

I (n =50)
AmZius, vidurkis (SN) 51,2(11,9) 56,0 (10,3)
Teigiami sausy akiy simptomai, n (proc.) 50 (100) 42(84)
Teigiami burnos simptomai, n (proc.) 50 (100) 48 (96)
Sirmerio I testas, <5 mm/ 5 min., n (proc.) | 50 (100) 50 (100)
Sirmerio I testas, mm/5 min., vidurkis (SN) | 1,9 (0,9) 3,7(1,4)
Nestimuliuota pilna sialometrija, < 1.5 ml/ 50 (100) 50 (100)
15 min., n (proc.) 0,51 (0,35) 1,0 (0,27)
Nestimuliuota pilna sialometrija, ml/15min.
vidurkis (SN)
Histopatologija, focus score > 1, n (proc.) 50 (100) 0(0)
Anti-Ro/SSA, n (proc.) 40 (80) 0(0)
Anti-La/SSB, n (proc.) 2(4) 0(0)
Anti-Ro/SSA ir anti-La/SSB, n (proc.) 2(4) 0(0)

1pSS 2pSS grupé | Kontroliné

I-1v grupe grupe
Pacienty skaicius grupése n=35 n=23 n=32
Amzius, vidurkis (SN) 55,2 57,8 (14,6) 50,7 (10,4)

(10,5)
Teigiami sausy akiy simptomai, n (proc.) 35 (100) 23 (100) 22 (68,8)
Teigiami burnos simptomai, n (proc.) 35 (100) 23 (100) 25 (78,1)
Sirmerio I testas, <5 mm/ 5 min., n (proc.) | 35 (100) 23 (100) 23 (71,9)
Sirmerio I testas, mm/5 min., vidurkis (SN) | 2,1 (0,9) 1,5(1,3) 3,8 (1,8)
Nestimuliuota pilna sialometrija, < 1.5 35 (100) 23 (100) 26 (81,3)
ml/15 min., n (proc.)
Nestimuliuota pilna sialometrija, ml/15min. | 0,82(0,13) | 0,79(0,17) 1,3 (0,24)
vidurkis (SN)
Histopatologija, focus score > 1, n (proc.) 35 (100) 23 (100) 0(0)
Anti-Ro/SSA, n (proc.) 8(22,8) 10 (43,5) 0(0)
Anti-La/SSB, n (proc.) 8(22,8) 9(39,1) 0(0)
Anti-Ro/SSA ir anti-La/SSB, n (proc.) 7 (20) 8 (34,8) 0
(0)

Viso i§tirta 106 pirminiu SS sergantys ir 82 kontroliniai pacientai.
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3.2. Periferinio kraujo limfocity populiacijy fenotipavimas tékmeés

citometrijos metodu

3.2.1. Periferinio kraujo méginiy paémimas ir paruoSimas

Tiriamy limfocity populiacijy pavirSiniy ir vidulasteliniy antigeny
(Zymeny) analizé¢ buvo atliekama periferinio kraujo meéginiuose. Periferinis
veninis kraujas tyrimams buvo imamas i§ alkiinés linkio venos ] sterilius
meégintuvelius (vakutainerius) su antikoaguliantu natrio heparinu (Becton
Dickinson, Jungtiné Karalysté). Mégintuvéliai su krauju j laboratorija buvo
pristatomi vertikalioje padétyje, vengiant didesniy temperatiiros pokyc¢iy.
Kraujo tyrimas buvo atlieckamas per 8 val. nuo jo surinkimo, méginius laikant
kambario temperatiiroje. Absoliutus leukocity skai¢ius kraujyje buvo
skaiCiuojamas Neubauerio hemocitometru, Sie duomenys buvo naudojami
limfocity populiacijy absoliuciy skaiciy iSskaiiavimui 1§ gauty teékmés
citometrijos duomeny.

CD4" T lgsteliy Th1/Th2/Th17 populiacijy fenotipavimui, buvo igskiriami
periferinio kraujo limfocitai, panaudojant tankio gradientg Ficoll-Paque PLUS
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svedija). Limfocitai i$skirti pagal su

reagentais pateiktas rekomendacijas http://www-esbs.u-

strasbe.fr/notesdecours/2eme-annee/purification prot/PDF/18115269AB.pdf.

Limfocitai resuspenduojami RPMI 1640 terp¢je (Biochrom, Jungtiné
Karalyste), kuri yra papildyta 10% fetalinio verSiuko serumo ir 1% glutamino.
Limfocity koncentracija nustatoma Neubauerio hemocitometru, ir Igstelés

suspenduojamos terpéje iki 1mln/ml lgsteliy.

3.2.2. Periferinio kraujo limfocity populiacijy fenotipavimas

Kraujo limfocity populiacijos ir subpopuliacijos jvertintos nestimuliuotuose
kraujo méginiuose identifikuojant pavirSinius lgsteliy Zymenis — CD19, CD3,
CD16+56, CD4, CDS8, CD25, CD57, CD27, ir vidulastelin; Igsteliy Zymenj —
Foxp3. Vidulgstelinio IL-17A Zymens jvertinimas atliktas stimuliuotuose

kraujo méginiuose.
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3.2.2.1. Nestimuliuoty limfocity pavirSiaus Zymenu nustatymas

Pavir§iniams lgsteliy Zymenims identifikuoti taikytas tiesioginio Zyméjimo
metodas, panaudojant su fluorochromais konjuguotus monokloninius
antikiinus. | mégintuvélius su 100 pl tiriamojo periferinio veninio kraujo buvo
pilamas atitinkamas kiekis (pagal gamintojo rekomendacijas) monokloniniy
antikiiny. Naudotos sekancios antikiiny kombinacijos:

1.antiCD19(PerCP) (Exbio, Cekija), antiCD3(FITC) (Exbio, Cekija),
antiCD16+56-PE (Exbio, Cekija);

2. antiCD57(FITC) (Becton  Dickinson, Jungtiné  Karalyste),
antiCD27(APC) (Exbio, Cekija), antiCD8(PerCP) (Becton Dickinson, Jungtiné
Karalysté);

3. antiCD25(FITC) (Exbio, Cekija), antiCD4(PerCP) (Exbio, Cekija);

Analogiskai paruoStas meéginys su izotipinés kontrolés reagentais
(atitinkamais fluorochromais Zymeéti atitinkamo izotipo imunoglobulinai :
IgG1l- PerCP, -FITC, -APC , IgG2 -PE, (Becton Dickinson, Jungtiné
Karalyst¢), naudotas kaip neigiama kontrolé.

Visi méginiai buvo inkubuojami 30 min. kambario temperatiiroje tamsoje.
Po inkubacijos eritrocitai 15 min. lizuojami Pharm Lyse (Becton Dickinson,
Jungtiné Karalyst¢) tirpalu (4 ml kiekvienam méginiui) kambario
temperatiiroje tamsoje, po to méginiai centrifuguojami (500 x g), supernatantas
nupilamas. Nusodintos lgstelés atsargiai sukratomos ir 2 kartus plaunamos (2
ml meéginiui) CellWash (Becton Dickinson, Jungtiné Karalysté) buferiniu
tirpalu, atplautos lgstelés suspenduojamos 300ul CellWash (Becton Dickinson,

Jungtiné Karalysté) tirpale ir méginiai analizuojami tékmés citometru.

3.2.2.2. Nestimuliuoty limfocity vidulasteliniy Zymenu nustatymas
Foxp3 Zymens nustatymui nestimuliuotuose periferinio kraujo limfocituose
naudota vidulgsteliniy antigeny Zyméjimo metodika. PavirSiniai lgsteliy

zymenys buvo dazomi pagal auksCiau aprasytas proceduras.
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Lasteles su paZzymétais pavirSiniais Zymenimis fiksuojamos,
permeabilizuojamos ir dazomos su anti-Foxp3-PE (Becton Dickinson, Jungtiné
Karalyst¢) monokloniniais antikiinais:

a) 1 kiekvieng mégintuvel; jpilama po 500 ul Cytofix/Cytoperm (Becton
Dickinson, Jungtiné Karalyst¢) buferinio tirpalo, ir 1gstelés inkubuojamos 20
min. kambario temperatiiroje tamsoje;

b) lastelés plaunamos 2 ml Perm/Wash (Becton Dickinson, Jungtiné
Karalysté) buferiniu tirpalu, 10 min centrifuguojamos (500 x g), supernatantas
nupilamas;

c) 1 kiekvieng megintuvel; pilama atitinkamas kiekis (pagal gamintojo
rekomendacijas) monokloniniy antikiiny anti-Foxp3-PE (Becton Dickinson,
Jungtiné Karalysté) arba izotipinés kontrolés IgG1-PE (Becton Dickinson,
Jungtin¢ Karalyste). Lastelés inkubuojamos 30 min. kambario temperatiiroje
tamsoje;

d) lastelés 2 kartus plaunamos (po 1 ml permeabilizavimo buferinio
tirpalo), centrifuguojamos (500 x g), supernatantas nupilamas, o Igstelés
resuspenduojamos 300 ul Zymejimo buferio (FBS) (Becton Dickinson,

Jungtiné Karalysté) buferinio tirpalo. Méginiai analizuojami tékmeés citometru.

3.2.2.3. Periferinio kraujo limfocity stimuliacija ir vidulgsteliniy Zymeny
nustatymas

Kiekybinés Th17 limfocity analizés metu IL-17A Zymens nustatymui
periferinio kraujo limfocituose, limfocitai stimuliuoti polivalentiniais
stimuliatoriais ir naudota vidulgsteliniy antigeny Zyméjimo metodika.

Polikloninei limfocity stimuliacijai buvo imama 1,5 ml kraujo méginio ir
atskiedZiama analogiSku kiekiu RPMI 1640 terpés (Biochrom, Jungtiné
Karalysté). | méginj 1§ dimetilsulfokside (DMSO) (Sigma, Jungtinés Amerikos
Valstijos) iStirpinty polivalentiniy stimuliatoriy koncentraty buvo jdedama:
forbolio  12-miristato-13-acetato (PMA)(koncentratas Smg/ml) (Sigma,
Jungtinés Amerikos Valstijos) galutiné koncentracija 50 ng/ml ir jonomicino

(koncentratas 3mM) (Sigma, Jungtinés Amerikos Valstijos) —galutiné
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koncentracija 1 pg/ml. Kartu jdedamas baltymy sekrecijos inhibitorius
monensinas (koncentratas 2mg/ml) (Becton Dickinson, Jungtin¢ Karalyste) iki
0,7 ul/ml galutinés koncentracijos meéginyje. Meégintuvéliai su meéginiais
inkubuojami 37°C, 5% CO, atmosferoje inkubatoriuje (Binder GmbH,
Vokietija) 4,5 val. Po inkubacijos kraujas atsargiai supurtomas ir iSpilstomas
po 200 pl.

Pagal auks¢iau apraSytas procediras dazomi lgsteliy pavirSiniai Zymenys.
Zyméjimo buferiu FBS (Becton Dickinson, Jungting Karalysté) atplautos
lastelés buvo fiksuojamos, permealizuojamos ir dazomos su anti-IL-17A-APC
(Becton Dickinson, Jungtiné Karalyst¢) monokloniniais antikiinais arba
izotipine kontrole IgG1-APC (Becton Dickinson, Jungtin¢ Karalysté) pagal
3.2.2.2. skyrelyje aprasytas vidulgsteliniy antigeny Zymejimo procediras.

CD4" T lasteliy Th1/Th2/Th17 populiacijy fenotipavimui, i$skirti periferinio
kraujo limfocitai buvo stimuliuojami pagal Siame skyrelyje auk$¢iau apraSyta
metodikg. Po stimuliacijos lastelés nucentrifuguojamos prie 250 x g 10 min. ir
2 kartus plaunamos 1ml Igsteliy Zyméjimo buferiu FBS (Becton Dickinson,
Jungtiné Karalyst¢). Limfocitai suspenduojami 1ml FBS (Becton Dickinson,
Jungtiné Karalyst¢) buferio, ir jy koncentracija jvertinama skai¢iuojant
Neubauer kameroje. | kiekvieng tékmés citometro meégintuveélj perneSama po 1
min. stimulivoty limfocity. Lastelés nucentrifuguojamos prie 250 x g 10 min.
Supernatantas nupilamas, o nuosé¢dos gerai sumaiSomos likusiame tirpale.
Toliau limfocitai suspenduojami 1 ml Salto Cytofix buferio (Becton Dickinson,
Jungtin¢ Karalysté) ir inkubuojami 10-20 min. kambario temperatiiroje.
Atsargiai nusiurbiamas supernatantas, paliekant 50-150 pl tirpalo. Lastelés vél
plaunamos 2 kartus po 1 ml kambario temperatiiros FBS (Becton Dickinson,
Jungtin¢ Karalysté¢) buferiu ir centrifuguojama prie 250 x g 10 min.
Pasalinamas FBS ir limfocitai suspenduojami 1 ml 1x Perm/Wash tirpalo
(Becton Dickinson, Jungtin¢ Karalyst¢). Mégintuvéliai inkubuojami 15 min.,
po to centrifuguojama prie 250 x g 10 min., supernatantas nusiurbiamas.
Uzfiksuoti ir permeabilizuoti limfocitai kruops$ciai suspenduojami 50 pl

Perm/Wash (Becton Dickinson, Jungtin¢ Karalysté) buferio.
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CD4" T lasteliy Th1/Th2/Th17 populiacijy jvertinimui buvo panaudotas
komercinis rinkinys (Becton Dickinson, Jungtin¢ Karalysté). Rinkin] sudaré
7mogaus limfocity diferenciacijos antigenui CD4 " (CD4" pavirsinis,
membraninis Zymuo bendrai T lasteliy populiacijai) specifiniai peliy
monokloniniai  antikiinai, Zyméti  PerCP-CYS5.5  fluorochromu, ir
vidulgsteliniams citokinams IFN-y, IL-17A ir IL-4 specifiniai monokloniniai
peliy antiktinai. IFN-y (identifikuoja Thl lasteles) specifiniai peliy
monokloniniai antikiinai, Zyméti FITC , IL-17A (identifikuoja Th17 lasteles)
specifiniai peliy monokloniniai antikiinai, Zymeéti PE ir [L-4 (identifikuoja Th2
lasteles) specifiniai peliy monokloniniai antikiinai, Zyméti APC. Nespecifinei
fluorescencijai atmesti buvo naudojamas izotipinés kontrolés rinkinys (Becton
Dickinson, Jungtin¢ Karalyst¢), kur; sudaré monokloniniai antikiinai, Zyméti
PerCP-Cy5.5, prie§ zmogaus limfocity diferenciacijos Zymenj CD4+ (klonas
SK3), ir izotopinés kontrolés FITC-Mouse IgGl, k (klonas MOPC-21) , PE-
Mouse IgGl, « (klonas MOPC-21) , APC-Rat IgGl, « (klonas R3-34). |
meégintuvéelius su po stimuliacijos uzfiksuotais ir permeabilizuotais limfocitais
jdédama 20pl specifiniy antikiing miSinio arba izotipinés kontrolés. Méginiai
gerai supurtomi ir inkubuojami 30 min. tamsoje kambario temperatiiroje.
Lastelés 2 kartus atplaunamos (Iml meéginiui) 1x Perm/Wash buferiu (Becton
Dickinson, Jungtin¢ Karalyste¢), centrifuguojant prie 250 x g 10 min. Po to,
limfocitai veél suspenduojami FBS buferyje (Becton Dickinson, Jungtiné

Karalyst¢) ir analizuojami tékmés citometru.

3.2.3. Citometrijos duomeny analizé

Kraujo limfocity populiacijy ir subpopuliacijy tyrimas atliktas keturiy
spalvy tekmés citometru FACSCalibur (Becton Dickinson, Jungtinés Amerikos
Valstijos). Analizei 1§ kiekvieno méginio buvo renkama po 100 000 lgsteliy ir
duomenys buvo apdorojami naudojantis CELLQuest programa (Becton
Dickinson, Jungtinés Amerikos Valstijos). Bendroji limfocity populiacija
taskinése diagramose buvo iSskiriama pagal morfologines Igsteliy savybes

atspindincius tiesinés (FSC) ir Soninés (SSC) Sviesos sklaidos parametrus.
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3.4. Imunofermentinis tyrimo metodas

3.4.1. Tyrime naudoti rinkiniai

ELISA rinkinys, skirtas aktyvuoto komplemento komponento C4
fragmento C4d kiekybiniam nustatymui Zmogaus Kkraujo serume
(MicroVue C4d fragment EIA kit, Quidel Corporation, JAV).

Rinkinj sudaro 96 duobuciy plokstelé, padengta peliy monokloniniais
antikiinais prie§ Zmogaus komplemento C4 fragmentg C4d. Konjugatas (ozky
antikiinai prie§ Zmogaus C4d) Zymeétas krieny peroksidaze (HRP). Rinkinys
tinkamas matuoti C4d fragmentus Zmogaus kraujo serume ir plazmoje (EDTA)
bei kituose kiino skysciuose. Rinkinyje yra 2 kontrolés (aukStos ir Zemos
koncentracijy) ir 5 standartai, kuriy koncentracijy ribos nuo 0,254 pg/ml iki
0,028 pg/ml. Rinkinio jautrumas, t.y. nustatymo riba (LOD) - 0,001 pg/ml.
Rezultaty jvertinimo kriterijai, nurodomi rinkinyje: sveiky Zmoniy serume

nustatoma 1,2 — 8,0 ug/ml C4d fragmento (vidurkis 4,6 pg/ml).

ELISA rinkinys, skirtas kiekybiSkai nustatyti laisvas lengvas kapa ir
lambda Zmogaus imunoglobuliny grandis (Human Immunoglobulin Free
Light Chains Kappa and Lambda ELISA kit, BioVendor-Laboratorni
medicina a.s., Cekijos Respublika).

Rinkinj sudaro dvi 96 duobuliy plokstelés. Viena plokstelé padengta
monokloniniais antikiinais prie§ Zmogaus laisvas lengvas k grandines, kita
pries laisvas lengvas A grandines. Antriniai antikiinai prie$ atitinkamas laisvas
lengvas grandines Zymeéti biotinu, o konjugatas — streptavidinas-HRP. Rinkinys
skirtas matuoti laisvas lengvas grandines Zmogaus kraujo serume ir plazmoje
(EDTA, citratas, heparinas). Rinkinyje yra po 2 kontroles (abiem grandiném
atskiros - aukstos ir zemos koncentracijy) ir standartai (abiem grandiném
atskiri): x — nuo 320 pg/l iki 10 pg/l, A - nuo 560 pg/1 iki 17,5 pg/l. Rinkinio
jautrumas (LOD) x grandinei - 6 pg/l, A grandinei - 5 pg/l . Rezultaty

jvertinimo kriterijai, nurodomi rinkinyje:
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Laisvy k grandiniy normos ribos - 11,5 + 6,72 mg/1 (vidurkis £2xSN);
Laisvy A grandiniy normos ribos - 17,39 + 13,68 mg/l (vidurkis £2xSN);
«/A santykis - 0,707 £ 0,466 (vidurkis £2xSN).

ELISA rinkinys, skirtas BAFF (B lasteles aktyvuojancio faktoriaus)
kiekybiniam nustatymui Zmogaus kraujo serume (BAFF, Soluble (human)
ELISA Kit (hypersensitive), AdipoGen, Sveicarija).

Rinkinj sudaro 96 duobuciy plokstele, padengta monokloniniais antikiinais
prie§ Zmogaus tirpy BAFF. Konjugatas - monokloniniai antikiinai pries§
zmogaus BAFF, Zyméti biotinu ir streptavidino-HRP tirpalas. Rinkinys
tinkamas matuoti tirpy BAFF Zmogaus kraujo serume. Rinkinyje yra
rekombinantinis BAFF standartas, kuris iStitruojamas nuo 1000 pg/ml iki 15,6
pg/ml. Rinkinio jautrumas (LOD) - 8 pg/ml. Rezultaty jvertinimo kriterijai,
nurodomi rinkinyje: sveiky Zmoniy serume nustatoma nuo 500 pg/ml iki >5000

pg/ml BAFF.

ELISA rinkinys, skirtas IgG (Imunoglobulino G) Kkiekybiniam
nustatymui Zmogaus kraujo serume (ELISA Kit for Human
Immunoglobulin G, Wuhan EIAab Science Co.,Ltd.,Kinija)

Rinkinj sudaro 96 duobuciy plokstele, padengta monokloniniais antikiinais
pries Zzmogaus IgG. Antriniai antikiinai prie§ Zmogaus IgG Zyméti biotinu, o
konjugatas — avidinas-HRP. Rinkinys tinkamas matuoti 1gG koncentracija
zmogaus kraujo serume, plazmoje, Slapime, audiniy homogenatuose, lasteliy
kultiry supernatantuose ir kituose biologiniuose skysCiuose. Rinkinyje yra
standartai, kuriy koncentracijy ribos nuo 10 ng/ml iki 0,15 ng/ml. Rinkinio
jautrumas (LOD) — 0,039 ng/ml. Rezultaty jvertinimo kriterijai: sveiky Zmoniy

serume nustatoma nuo 4 mg/ml iki 16 mg/ml IgG.
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ELISA rinkiniai interleukiny -27 ir -35 kiekybiniam nustatymui
Zmogaus kraujo serume (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For
Interleukin 35 (IL35) ir Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For
Interleukin 27 (IL27), Uscn Life Science Inc. Wuhan, Kinija)

Rinkinj sudaro 96 duobuciy plokstelé, padengta antikiinais prie§ Zmogaus
[L-27 arba IL-35. Antriniai antikiinai prie§ atitinkamg interleuking zZymeéti
biotinu, o konjugatas — avidinas-HRP. Sie ELISA rinkiniai skirti kiekybiniam
zmogaus IL-27 ir IL-35 matavimui in vitro serume, plazmoje ir kituose
biologiniuose skysc¢iuose. ELISA rinkinio Zmogaus IL-27 nustatymo ribos yra
15,6 — 1 000 pg/ml. Minimali S§iuo rinkiniu nustatoma Zmogaus I[L-27
koncentracija yra maziau nei 6,1 pg/ml. ELISA rinkinio Zmogaus IL-35
nustatymo ribos yra 25 — 1 600 pg/ml. Maziausia Siuo rinkiniu aptinkama
zmogaus IL-35 koncentracija yra maziau nei 8,9 pg/ml.

ELISA rinkiniai autoantikiiny SSA/Ro ir SSB/La nustatymui Zmogaus
kraujo serume (ANTI-SSA (Ro) ANTIBODIES Enzyme immunoassay ir
ANTI-SSB (La) ANTIBODIES Enzyme immunoassay, BioSystems S.A.,
Ispanija)

Rinkinj sudaro 96 duobuciy plokstelé, padengta arba SSA/Ro arba
SSB/La antigenu. Konjugatas — Zmogaus IgG specifiniai imunoglobulinai,
zyméti HRP. Sie ELISA rinkiniai skirti kickybiniam ir kokybiniam anti-SSA ir
anti-SSB antikiiny nustatymui Zmogaus kraujo serume ir plazmoje. Rinkinyje
yra po 2 kontroles (auksStos ir Zemos koncentracijy) ir 5 standartai, kuriy
koncentracijy ribos nuo 100 V/ml iki 6,25 V/ml. Nustatymo riba: 0,5 V/ml.
Rezultaty jvertinimo kriterijai, nurodomi rinkinyje: teigiami méginiai, kuriuose
koncentracija virSija 12,5 V/ml arba absorbcijos santykis didesnis nei 1,0;
neigiami meginiai, kuriuose koncentracija Zemesné nei 7,5; jtartini méginiai,
kuriuose koncentracija yra tarp 7,5 -12,5 V/ml. Autoantikiiny, specifiniy
SSA/Ro ir SSB/La antigenams nustatymas buvo atlieckamas patvirtinant pSS

diagnoze¢ pacienty atrankos metu.
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3.4.2. Serumo paruoSimas, imunofermentiné analizé ir rezultaty
jvertinimas

Kraujas serumo paruoSimui buvo renkamas ] meégintuvélius be
antikoagulianty. Mégintuvéliai nucentrifuguojami prie 3000 aps./min. 5 min.,
serumas nusiurbiamas ] Svary mikromeégintuvel] ir uzSaldoma prie -80°C.
Tyrimo dieng serumo meéginiai atSildomi kambario temperatiiroje ir
atskiedZiami pagal rinkiniy gamintojy rekomendacijas ] rinkiniy sudét]
jeinanciais meéginiy atskiedimo tirpalais arba fosfatiniu buferiniu tirpalu, pH
7,4. C4d tyrimui serumai buvo skiedZiami 70 karty, laisvy lengvy grandiniy
tyrimui - 200 karty, BAFF tyrimui - 30 karty, bendro IgG tyrimui — 10 000 000
karty, interleukiny-27 ir -35 tyrimui serumai nebuvo skiedZiami, anti-SSA/Ro
ir anti-SSB/La — 100 karty.

Toliau imunofermentinis tyrimas buvo atliekamas grieztai laikantis rinkiniy
gamintojy nurodymy ir pateikty rekomendacijy. Trumpai, visi darbai buvo
atlickami kambario temperatiiroje (18-25°C), plokstelés plaunamos, ; duobutes
Ipilant rinkiniuose pateiktus plovimo buferius (po 350ul). | kiekvieno rinkinio
ploksteles buvo iSpilstomi dubliuojant pateikti standartai kiekybiniam tiriamy
veiksniy jvertinimui, pateikti kontroliniai tirpalai ir tiriami serumai. Visuose
rinkiniuose dvi duobutés buvo naudojamos nespecifinio suri§imo jvertinimui,
t.y. 1 jas vietoj serumy pilama tik méginiy skiediklio. Gauty reikSmiy vidurkis
buvo atimamas 1§ meéginiy reikSmiy. Tyrimy rezultatai buvo jvertinami prie
405 nm (C4d)(ABTS substratas, stabdyta oksalo riig§timi) ir 450 nm (A, «,
BAFF, IgG, IL-27, IL-35, anti-SSA, anti-SSB)(TMB substratas, stabdyta sieros
rigstimi) bangos ilgio spektrofotometru (BioTek Instruments, JAV). Tiriamy
veiksniy koncentracijos buvo apskai¢iuojamos i$ kiekviename tyrime gauty
standartiniy kreiviy, naudojantis specialia ELISA rezultaty jvertinimo
programa Gen5 Microplate Data Collection & Analysis Software (BioTek
Instruments, JAV). C4d fragmento koncentracijos iSskai¢iuotos i§ standartinés
kreives, gautos naudojant tiesing regresija (y=mx+b), lengvy laisvy grandiniy,
IgG ir anti-SSA, anti-SSB antikiiny koncentracijos - i§ standartiniy kreiviy,

gauty naudojant 4-parametry algoritmg, o BAFF koncentracijos - 18§
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standartinés kreivés, gautos naudojant kvadrating lygtj, IL-27 ir IL-35 -
standartinés kreivés, gautos naudojant log-log algoritmg padauginus i$

kiekviename tyrime auk$¢iau nurodyty meéginiy atskiedimy skaiciaus.

3.6. STATISTINE DUOMENU ANALIZE

Statistiné duomeny analizé atlikta standartine statistine programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Rezultatams vertinti taikytos
Sios statistinés charakteristikos: vidurkis ir standartinis nuokrypis (SN),
mediana. Neparametriniy dydziy ar neatitinkantys normaliojo skirstinio
salygos vidurkiy skirtumai tarp dviejy grupiy, buvo palyginti naudojant —
Mann-Whitney U testa. Vertinant priklausomybés tarp kintamyjy laipsni
naudotas Spirmeno (angl. Spearman’s) ranginés koreliacijos koeficientas (r).
Koreliacijos rySys buvo vertinamas kaip silpnas, jei r = 0,01-0,29, vidutinis, jei
r = 0,3-0,69 ir stiprus, jei r = 0,7-0,99. Duomenys buvo laikomi statistiSkai

reikSmingais, kai p < 0,05.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe atlikty tyrimy tikslas — istirti pacienty, serganéiy pirminiu

Sjogreno sindromu, imuninés sistemos komponenty kiekybinius ir kokybinius

pokyCius bei jy tarpusavio sgsajas periferiniame kraujyje, siekiant jvertinti

imunings sistemos vaidmenj Sios ligos patogenezés mechanizmuose. Bendra

atlikty tyrimy schema pateikta 4.1. paveiksle.

Tyrime dalyvaujantys pacientai

v

Autoantikiiny, specifiniy SSA/Ro ir SSB/La antigenams

nustatymas imunofermentinés analizés metodu

/

+ \

1pSS grupe

(be ekstra-liaukinés raiskos)

(su ekstra-liaukine raiska)

2pSS grupe

Kontroliné grupé

\

CD3',CD4", CDS’,
CD19", CD16/56 "
limfocity populiacijy
kiekybinis
jvertinimas tékmés

citometrijos metodu

v

Veninio kraujo paémimas

2

Limfocity
stimuliacija
periferinio kraujo

méginiuose

/
v \

Limfocity i$skyrimas
ir stimuliacija

mitybinéje terpéje

Kraujo serumo

iSskyrimas

v

v

v

CD4" limfocity IL-
+ T

17 populiacijos

kiekybinis

jvertinimas tékmés

citometrijos metodu

cD4" limfocity :
Th1,Th2, Th17,
Th17/Thl-like
populiacijy
jvertinimas tékmés

citometrijos metodu

—

Duomeny apdorojimas

/

|

Statistiné duomeny analizé

Pav. 4.1. Pacienty periferinio veninio kraujo tyrimo schema.
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4.1. Limfocity populiacijy identifikavimas ir kiekybinis jvertinimas

Pirminio Sjégreno sindromo, kaip uzdegiminio proceso, patogenezei yra
budinga limfocity recirkuliacija tarp uzdegimo viety ir periferinio kraujo,
limfocity migracija j uzdegimo vietas (Mikulowska-Mennis, Xu et al. 2001),
taip pat stebima intensyvesné periferinio kraujo limfocity apoptoze, bei
sumazgejes bendras T limfocity kiekis (Ichikawa, Arimori et al. 1995; Ogawa,
Dang et al. 1996; Zeher, Szodoray et al. 1999). Atsizvelgiant | Siuos faktus,
savo tyrimuose analizavome jvairiy limfocity populiacijy kiekybinius rodiklius
pSS ir kontrolinés grupiy pacienty periferinio kraujo méginiuose.

Nustatant pavirSinius ir vidulgstelinius limfocity Zymenis buvo jvertinti T,
NKT, B, NK lasteliy ir jy atskiry populiacijy kiekybiniai rodikliai tiriamosiose

grupese.

4.1.1. T limfocity ir juy populiaciju kiekybiné analizé

Atlikta T limfocity, identifikuojamy pagal pavirSinio Zymens CD3 ekspresija,
kiekybiné analizé. Jvertintas ne tik bendras CD3" lasteliy kiekis, bet ir
pagrindiniy T limfocity populiacijy (CD4" T limfocity, CD8" T limfocity, o
taip pat NKT Iasteliy, turin¢iy tiek T limfocity zymenj CD3, tiek NK Iasteliy
zymenis CD16/CD56) kiekis. Periferinio kraujo méginiai iStirti 32 kontrolinés
grupés tiriamyjy (n=32) ir pacienty, serganciy pirminiu Sjogreno sindromu be
ekstra-liaukinés raiSkos (1pSS)(n=30) ir su ekstra—liaukine raiSka

(2pSS)(n=23), ( pav. 4.1.1.1.).
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Pav. 4.1.1.1. Absoliutus CD3", CD3'CD4", CD3"CD8", CD3'CD16/CD56"

limfocity skai¢ius 1 mm?® periferinio kraujo (A - mediana ir 5-95 procentilés; B

- rezultaty iSsibarstymas ir vidurkis). * - Mann-Whitney U testas.

[vertinus pacienty periferinio kraujo limfocitus, turin€ius bendrg visiems T
limfocitams CD3 Zymenj, nustatytas statistiSkai patikimas absoliutaus T
limfocity kiekio sumazéjimas pirminiu Sjogreno sindromu serganciyjy
pacienty be ckstra-liaukinés raiSkos (pipss-k=0,0042) ir su ekstra-liaukine
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raiSka (P2pssx=0,0004) grupése lyginant su kontrolinés grupés tiriamyjy
rezultatais. Patikimo skirtumo tarp serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromu
1pSS ir 2pSS grupiy nebuvo nustatyta (pipss-2pss=0,337). T lasteliy absoliutaus
kiekio sumazéjimas pSS pacienty grupése gali biiti susijes su lgsteliy migracija
1 uZzdegiminius Zidinius ir/arba su intensyvesne periferiniy T limfocity
apoptoze. Tokias prielaidas daro ir Ichikawa su kolegomis, nustate
limfocitopenija (ypatingai isreikita CD4" limfocitopenijg) bei j apoptoze
linkusiy Fas+ (Fas molekule ekspresuojanciy) limfocity procentinés dalies
padidéjimg tarp CD4" ir CD8" T limfocity populiacijy pSS pacienty
periferiniame kraujyje (Ichikawa, Arimori et al. 1995). Ogawa ir kolegos taip
pat nustaté padidéjusig pSS pacienty periferinio kraujo T limfocity apoptozeg in
vitro po 48 val. kultivavimo. Gautus rezultatus autoriai aiSkina padidéjusia
apoptozeés promotoriy bax ir c-myc, bei sumazéjusia apoptozés inhibitoriy,
tokiy kaip bcl-2, raiSka pSS pacienty T limfocituose (Ogawa, Dang et al.
1996). Zeher su kolegomis gauti duomenys rodo padidéjusia apoptozes
receptoriaus CD95 raiSka tarp apoptoze patyrusiy pSS pacienty periferinio
kraujo T limfocity. Nustatyta koreliacija tarp CD95 Zymens ant CD4" limfocity
ir $iy limfocity apoptozés intensyvumo (Zeher, Szodoray et al. 1999).

Siekiant i8siaiSkinti kuriy T limfocity populiacijy kiekybiniai poky¢€iai
nulemia pacienty, serganéiy pSS, bendro CD3" T lasteliy kiekio sumazéjima
periferiniame kraujyje, toliau tyréme CD4", CD8" ir NKT limfocity
populiacijas, kadangi manoma, kad Sios populiacijos aktyviai dalyvauja pSS
patogenezés mechanizmuose (Kojo, Adachi et al. 2001; Szodoray, Papp et al.
2009; Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2010).

Identifikavus T limfocitus turin¢ius CD4 arba CDS8 Zymenj, nustatytas
statistiSkai patikimas absoliutaus CD4" T limfocity kiekio sumazéjimas (pjpss-
k=0,0066, prpss-k=0,0001) (pav. 4.1.1.1. C,D) ir absoliutaus CD8" T limfocity
kiekio sumazéjimas (pipss-k=0,0029, pipss-k=0,0044) (pav. 4.1.1.1. EJF)
pacienty, serganciy pSS, periferiniame kraujyje lyginant su kontrolinés grupés
pacienty rezultatais. Patikimo skirtumo tarp 1pSS ir 2pSS grupiy tiriamyjy

rezultaty nebuvo nustatyta nei vienoje tirtoje T limfocity populiacijoje. Tai
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rodo, kad bendros CD3" T limfocity populiacijos sumazéjimo tendencijai pSS
sergan¢iy pacienty periferiniame kraujyje jtakos turi tiek CD4" T, tick CD8" T
limfocity absoliutaus skaiiaus sumazéjimas CD4 T limfocity kiekio
sumaz¢jimg pSS serganciy pacienty periferiniame kraujyje patvirtina ir kity
autoriy tyrimy rezultatai (Fox, Carstens et al. 1982; Ichikawa, Arimori et al.
1995; Ogawa, Dang et al. 1996; Zeher, Szodoray et al. 1999; Mandl, Bredberg
et al. 2004). AnalogiSka, kaip ir miisy tyrimuose, pSS pacienty suskirstymg ]
dvi grupes pagal liauking ir ekstra-liauking ligos raiSkg ir palyginimg su sveiky
kontroliniy pacienty rezultatais atliko tik Zeher su kolegomis. Jie nustaté
reik§mingg periferinio kraujo CD4" limfocity kiekio sumaZéjima pacienty su
ekstra-liaukiniais poZymiais grupéje, taciau skirtingai nuo miisy gauty
rezultaty, pSS pacienty be ekstra-liaukiniy pozymiy grupéje reik§mingo CD4"
limfocity kiekio sumaZéjimo nenustaté. Taip pat, Sie autoriai nenustaté ir CD8”
limfocity kiekio sumaZz¢jimo pSS pacienty periferiniame kraujyje (Zeher,
Szodoray et al. 1999). Miisy nustatytas CD8" limfocity kiekio sumaZé&jimas
pSS pacienty periferiniame kraujyje patvirtina, kad ir CDS8" limfocitai
dalyvauja Sjogreno sindromo patogeneziniame mechanizme.

NKT limfocitai, taip pat priskiriami CD3" T limfocitams, yra viena i§
autoimuninio proceso prevencijos grandziy. Sergant autoimuninémis
reumatinémis ligomis NKT limfocity skaifiaus sumazéjimas ir funkciniy
savybiy susilpnéjimas siejamas su autoimuninio proceso progresavimu ir
autoantikiiny gamyba (Kojo, Adachi et al. 2001; Lurati, Bertani et al. 2012).
Tiriant Sig populiacijg, turinig CD3 ir CD16/CD56 Zymenis, taip pat buvo
nustatytas statistiSkai reikSmingas (pipss-k=0,0175, Popss-k=0,0105) NKT
limfocity kiekio sumaZz¢jimas pSS serganciy pacienty periferiniame kraujyje
lyginant su kontrolinés grupés pacienty rezultatais. NKT limfocity absoliutus
skaiCius 1pSS ir 2pSS grupése buvo labai panaSus. Miisy gauti rezultatai, kaip
ir Kojo su kolegomis pateikti NKT limfocity populiacijos sumaz¢jimo pSS
pacienty periferiniame kraujyje duomenys, patvirtina NKT limfocity
dalyvavima pSS patogenezéje. Sie tyréjai NKT limfocity kiekio sumazéjima

nustaté ir kitomis autoimunininémis ligomis - reumatoidiniu artritu, sistemine
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raudongja vilklige, sistemine skleroze serganiy pacienty periferiniame
kraujyje (Kojo, Adachi et al. 2001). PrieSingus rezultatus gavo Szodoray su
kolegomis. Bendroje pSS pacienty grup¢je jie nustate¢ padidejusig NKT
populiacijos kraujyje procenting dalj skai¢iuojant nuo visy limfocity, taciau
suskirste pSS pacientus pagal ligos raiSka, reikSmingg NKT limfocity
procentinés dalies padid¢jimg periferiniame kraujyje nustaté tik pSS
pacientams su ekstra-liaukine raiSka, lyginant su pSS pacienty be ekstra-
liaukinés raiSkos ir kontrolinés sveiky pacienty grupés rezultatais. Patikimo
skirtumo tarp pSS pacienty be ekstra-liaukinés raiSkos ir kontrolinés sveiky

pacienty grupés nenustaté (Szodoray, Papp et al. 2009).

4.1.1.1. Th17 ir Treg populiacijy analizé

CD4" T limfocity, dar vadinamy T lasteliy pagalbininkiy (Th), populiacija
yra gana heterogeniska. Viena i§ CD4" T limfocity populiacijy yra Th17
limfocitai, gausiai sekretuojantys uzdegiminj citoking IL-17 (dar zinomg kaip
IL-17A). Sis citokinas dalyvauja daugelio autoimuniniy ligy patogenezéje
(Harrington, Hatton et al. 2005; Park, Li et al. 2005). Manoma, kad IL-17
dalyvauja ir pirminio Sjogreno sindromo patogenezéje, kadangi pSS atveju
randami padidinti IL-17 kiekiai (Katsifis, Rekka et al. 2009; Mieliauskaite,
Dumalakiene et al. 2012). Sakai su kolegomis nustaté, kad serganciy pSS
mazyjy seiliy liauky infiltratuose Th17 limfocity kiekis yra didZiausias
lyginant su kitomis Th limfocity populiacijomis (Sakai, Sugawara et al. 2008).
Misy darbe buvo jvertinti Thl7 limfocity populiacijos galimi pokyc€iai
pacienty serganciy pSS periferiniame kraujyje (pav. 4.1.1.1.1.).
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Pav. 4.1.1.1.1. Absoliutus Th17 limfocity skai¢ius Imm’ periferinio kraujo

(A — mediana ir 5-95 procentilés; B — rezultaty iSsibarstymas ir vidurkis. * -

Mann-Whitney U testas.

Nustatytas  statistiSkai ~ patikimas  (pipss-xk<0,0001,  Ppssk<0,0001)
absoliutaus Th17 limfocity kiekio sumazéjimas pSS serganciyjy pacienty
periferiniame kraujyje lyginant su kontrolinés grupés pacienty rezultatais.
Patikimo skirtumo tarp 1pSS ir 2pSS pacienty grupiy nebuvo nustatyta. Gauti
rezultatai nesutampa su kity autoriy nustatytu IL-17 koncentracijos padidéjimu
pSS pacienty kraujo serume (Katsifis, Rekka et al. 2009; Mieliauskaite,
Dumalakiene et al. 2012), dé¢l ko galima buvo tikeétis ir padidéjusio absoliutaus
Th17 limfocity kiekio periferiniame kraujyje. Literatiiroje nurodoma, kad IL-
17 gamina ne tik Th17 Igstelés, bet ir NKT ir NK lgstelés, CD8 T lastelés, yo T
lastelés ir dar visa eil¢ kity kraujo Igsteliy, ir tai galimai paaiSkina misy gauty
rezultaty ir kity tyréjy duomeny skirtumus (Pandya, Al-Jaderi et al. 2011;
Vanaudenaerde, Verleden et al. 2011). PrieStaringus rezultatus taip pat gavo
Kang su kolegomis, nustatg Th17 limfocity procentinés dalies padidéjima
sergan¢iy pSS periferiniame kraujyje (Kang, Kim et al. 2012). Procentinés
Th17 dalies tarp Th limfocity jvertinimas neparodé reikSmingy skirtumy tarp
pSS ir kontroliniy tiriamyjy (Zr. skyriy 4.2. T helperiniy limfocity populiacijy
periferiniame kraujyje nustatymas ir kokybinis jvertinimas), tod¢l galima biity
daryti prielaidg, kad Th17 limfocity populiacijos sumazé¢jimo tendencija

susijusi su bendru CD3" ir CD4" T limfocity absoliutaus skaiciaus
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sumazéjimau periferiniame kraujyje. Siems prie§taravimams paaiskinti
reikalingi detalesni ir didesnés apimties Sios T limfocity populiacijos tyrimai.

Daug diskusijy tarp tyréjy, vertinant skirtingy T limfocity populiacijy
vaidmen] Sjogreno sindromo patogenezeéje, sukélé T reguliaciniai (Treg)
limfocitai, identifikuojami pagal CD4 Zymenj, intensyvig CD25 Zymens raiSka
ir vidulastelinj Foxp3 Zymen;.

Sie limfocitai yra viena i§ autoimuninio proceso prevencijos grandziu,
dalyvaujanciy autoimuniniy T limfocity atsako slopinime (Sarigul, Yazisiz et
al. 2010). Savo tyrime jvertinome Treg kiekybinius rodiklius periferiniame

tiriamyjy kraujyje (pav. 4.1.1.1.2.).

50 50
" A0 ™ . 40+ i
230— Ean—
*@20— mﬂ'rzn—

0] 4 ! 107 es,  meEE L,

] — 0 m -m

‘IpISS 2pSS Kontrolé 1pSS 2pSS Kontrolé

A B
Pav. 4.1.1.1.2. Absoliutus CD4CD25'Foxp3” limfocity skai¢ius Imm’
periferinio kraujo. (A — mediana ir 5-95 procentilés; B — rezultaty

i§sibarstymas ir vidurkis).

Gauti rezultatai neparodé¢ statistiSkai patikimo absoliutaus Treg limfocity
skaiCiaus skirtumo nei tarp abiejy pSS grupiy (pipss2pss=0,7947), nei tarp
atskiry pSS grupiy lyginant jas su kontrolinés grupés pacienty rezultatais (pipss-
k=0,7273, Ppapssk=0,6335). Literatiroje apraSomi prieStaringi Treg limfocity
tyrimy rezultatai. Mokslininkai Liu ir Li su savo tyréjy grupémis nustaté¢ Treg
limfocity populiacijos sumaZz¢jimg pSS pacienty periferiniame kraujyje,
lyginant su sveiky asmeny kontroliniy grupiy rezultatais (Li, Li et al. 2007;
Liu, Lin et al. 2008), taciau jie Treg limfocitus identifikavo tik pagal CD4 ir
CD25' (i — intensyvi Zymens raiska) Zymenj. Misy tyrime naudotas
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vidulastelinis Foxp3 Zymuo padaro tyrimg labiau specifiSka Treg limfocitams,
kadangi Treg vystymuisi yra biitina FOXP3 geno raiSka (Zelenay, Lopes-
Carvalho et al. 2005). Kita vertus, Sarigul su kolegomis taip pat nerado
CD4'CD25'Foxp3" limfocity kiekio periferiniame kraujyje skirtumy lyginant
pSS ir kontrolinés sveiky pacienty grupés rezultatus (Sarigul, Yazisiz et al.
2010). Grupiy rezultaty panaSumg Treg atZvilgiu galimai nulemia jtraukimas ]
grupes pSS pacienty su skirtingu uzdegimo laipsniu seiliy liaukose, kas ir
salygoja rezultaty iSsibarstyma grupése. Tokias prielaidas 1§ dalies patvirtina
Christodoulou ir kolegy tyrimo rezultatai. Atlike iSsamy tyrimg pSS pacienty
mazyjy seiliy liauky histologiniuose preparatuose ir periferiniame kraujyje, jie
nustaté stipriai neigiamg koreliacijg tarp Treg esanciy mazyjy seiliy liauky
infiltrate ir periferiniame kraujyje (Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2008;
Christodoulou, Kapsogeorgou et al. 2010). Remiantis Christodoulou ir kolegy
tyrimo rezultatais, galima paaiskinti skirtingy tyréjy gautus prieStaringus
rezultatus, taip pat Sio tyrimo rezultatus, motyvuojant netinkamu/per stambiu
pSS grupiy suskirstymu, neatsizvelgiant ] uZdegimo laipsnj; organuose

taikiniuose.

4.1.1.2. CDS§' T limfocity, turin¢iy CD57 ir/arba CD27 Zymenis analizé

[vairiy autoriy duomenimis svarby vaidmenj Sjogreno sindromo
patogenezéje atlieka ir CD8" limfocitai. Dalis $iy limfocity su jiems biidingy
zymeny CDS57 ir/arba CD27 ekspresija, laikomi atminties efektoriniais
limfocitais, pasizyminciais didesne perforiny A ir B, granzimy sinteze. Biitent
Sie limfocity sintezés produktai ir dalyvauja seiliy liauky destrukcijos procese
(Polihronis, Tapinos et al. 1998). CDS8" atminties limfocitams senéjant
(pasiekiant velesne diferenciacijos stadijg), didé¢ja CDS57 zymens raiSka ir jie
gamina didesnius kiekius perforiny A ir B, granzimy, nei jaunesnés, CD27
zymen] turinios ir didesniu proliferacijos potencialu pasizymincios Igstelés
(Tsuda, Ambrosini et al. 2011). Savo tyrime atlikome CD8' atminties limfocity
populiacijy, turin¢iy CDS57 ir/arba CD27 Zymenis, kiekybinj jvertinimg
tiriamyjy periferiniame kraujyje (pav. 4.1.1.2.1.).
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Pav. 4.1.1.2.1. Absoliutus CD8'5727°, CD8'5727 ir CD857CD27"

limfocity skai¢ius 1mm’ periferinio kraujo (A — mediana ir 5-95 procentilés; B

— rezultaty i$sibarstymas ir vidurkis). * - Mann-Whitney U testas.

Absoliutus CD8'CD57'CD27" limfocity skaiGius periferiniame kraujyje tarp

gruplq nesiskyré (plpss-K:O,2137, prSS-K:O-,~27989 plpss_zpsszo,9071) (paV.

4.1.1.2.1.). Nors zinoma, kad serganc¢iy pSS limfocitai patiria pastovig

antigening stimuliacijg, todel galima buvo tikétis, kad Siy limfocity kiekis gali

buti iSauges. Su létine antigenine stimuliacija yra susijes CD8' T limfocity,

59



ekspresuojanéiy CD57" Zymenj, populiacijos atsiradimas (Mollet, Sadat-Sowti
et al. 1998; Arosa 2002; Tsukishiro, Donnenberg et al. 2003; Abedin, Michel et
al. 2005; Vallejo 2005; Le Priol, Puthier et al. 2006; Lazuardi, Herndler-
Brandstetter et al. 2009; Weng, Akbar et al. 2009; Focosi, Bestagno et al.
2010). Analizuojant CD8' limfocitus nepasickusius galutinés diferenciacijos
stadijos ir turinCius tiek CD57, tieck CD27 pavirSines molekules, pastebéta
CD8'CD57°CD27" limfocity kiekio sumaZéjimo tendencija 2pSS grupéje
(P2pss-k=0,0506) (pav. 4.1.1.2.1.). Skirtumy lyginant 1pSS grupés rezultatus su
kontrolinés ir 2pSS grupés rezultatais nenustatyta (pipss-x=0,426, Pipss-
2pss=0,404). CDS8' limfocity populiacijy analizé parodé, jog tik ankstyvos
diferenciacijos stadijos T limfocity CD8'CD57 CD27" statistiskai reik§mingas
(Pipss—k=0,0002,  p2pssxk<0,0001) sumazéjimas stebimas pSS serganciy
pacienty periferiniame kraujyje lyginant su kontrolinés grupés pacientais (pav.
4.1.1.2.1.). Skirtumo tarp 1pSS ir 2pSS grupiy rezultaty ir Sioje limfocity
populiacijoje nenustatyta (pipss2pss=0,3461) (pav. 4.1.1.2.1.). Tikétina, kad
biitent Sios populiacijos limfocity kiekio sumazéjimas jtakoja visy CD3" T
limfocity ir CD8" T limfocity absoliutaus skai¢iaus sumazéjima pSS sergandiy
pacienty periferiniame kraujyje. Negalime palyginti Sio tyrimy rezultaty su kity
tyréjy rezultatais, nes tokiy tyrimy literatiiroje neradome, tatiau toks CDS8'
limfocity populiacijy persiskirstymas rodo, kad CDS8' limfocitai aktyviai

dalyvauja pSS patogenezés mechanizmuose.

4.1.2. B ir NK limfocity kiekybiné analizé

B limfocitai - viena 1§ pagrindiniy limfocity populiacijy aktyviai
dalyvaujanti pSS patogenezéje. B limfocity homeostazé pSS patogenezeje yra
sutrikusi del B Iasteliy hiperaktyvumo, pasireiSkian¢io autoantikiingy gamyba,
hipergamaglobulinemija, ektopiniy limfoidiniy struktiiry formavimu uzdegimo
vietose ir padidéjusia B-lgsteliy limfomos i8sivystymo rizika (Hansen, Lipsky
et al. 2007). Siekiant nustatyti galimus B limfocity populiacijos pokyc¢ius pSS
serganciy pacienty periferiniame kraujyje analizavome CD19 Zymen; turin¢ius

limfocitus (Pav.4.1.2.1.), tatiau statistiSkai patikimy kiekybiniy skirtumy tarp
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serganCiy ir kontrolinés grupiy pacienty nenustatéme (pipss-k=0,2496, Ppopss-

k=0,2099, pipss-2pss=0,81 69).
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Pav. 4.1.2.1. Absoliutus CD19" B limfocity skai¢ius 1mm’ periferinio

kraujo (A — mediana ir 5-95 procentilés; B — rezultaty iSsibarstymas ir vidurkis.

1974 metais Talal ir kolegos atliko tyrimg, kurio metu nustatytas B
limfocity kiekio padid¢jimas serganciyjy Sjogreno sindromu kraujyje, taciau
tyrimas atliktas imunofluorescencija su polivalentiniais serumais arba su
komplementu padengtais eritrocitais (,,roze€iy”“ metodas), kuriy jautrumas
neprilygsta t¢kmes citometrijai (Talal, Sylvester et al. 1974). Kiti tyréjai tyrimo
objektu pasirinko ne bendra B limfocity populiacija, o kokybinius B limfocity
populiacijos pokycius pagal diferenciacijos lygj ir funkcijas (Bohnhorst,
Bjorgan et al. 2001; Binard, Le Pottier et al. 2009).

NK Iastelés del savo citotoksiniy ir reguliaciniy savybiy yra viena i
autoimuninio proceso prevencijos grandziy (Lurati, Bertani et al. 2012),
atliekanciy svarby vaidmen;j ir pSS patogenezéje. Struyf su kolegomis savo
publikacijoje pateiké¢ duomenis, kad pacienty, serganciy pSS, sistemine
raudongja vilklige NK lgsteliy kiekis periferiniame kraujyje yra sumaZzgéjes
lyginant su sveiky kontroliniy pacienty rezultatais, o taip pat buvo stebimas
sumazeéjes jy funkcinis aktyvumas (Struyf, Snoeck et al. 1990). NK Iasteliy
kiekio sumaZz¢jimg sisteminés raudonosios vilkligés pacienty kraujyje

patvirtino Green ir kolegy atliktas tyrimas (Green, Kennell et al. 2005). Savo
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darbe taip pat jvertinome NK lasteliy (CD3 CD16/CD56") kiekj pSS serganéiy
pacienty periferiniame kraujyje (Pav. 4.1.2.2.).
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Pav. 4.1.2.2. Absoliutus NK limfocity skai¢ius Imm’ periferinio kraujo (A —
mediana ir 5-95 procentilés; B — rezultaty iSsibarstymas ir vidurkis). * - Mann-

Whitney U testas.

Tyrimo rezultatai parodé statistiSkai patikima (p;pss.x=0,003) NK Iasteliy
absoliutaus skaiCiaus sumazéjimg 1pSS grupés pacienty kraujyje, lyginant su
kontrolinés grupés rezultatais, o lyginant kontrolinés ir 2pSS grupés rezultatus
patikimo skirtumo nenustatyta (p,,ss.x=0,266). Patikimo skirtumo nebuvo ir
tarp 1pSS ir 2pSS grupiy pacienty rodikliy (pipss-2pss=0,404). Skirtingus
rezultatus gavo Szodoray su kolegomis, atlik¢ lasteliy, pasizyminciy
reguliacinémis savybémis, tyrimg sergan¢iy pSS pacienty kraujyje. Jie nustaté
NK lgsteliy procentinés dalies padidéjimg pSS grupéje lyginant su sveikomis
kontrolémis. pSS pacienty be ekstra-liaukinés raiSkos rezultatai nesiskyré nuo
pacienty su ekstra-liaukine raiSka (Szodoray, Papp et al. 2009). Tokj gauty
rezultaty nesutapimg, galima biity paaiSkinti miisy nustatytu placiu pSS
serganiy pacienty rezultaty iSsibarstymu. Ypatingai didelis iSsibarstimas
stebimas 2pSS grupés pacienty rezultatuose. Tikriausiai 2pSS grupéje galima
buty i8skirti dvi pacienty grupes su padidéjusiu arba sumazéjusiu NK 1gsteliy

kiekiu. Manome, jog tyrimams reikéty naudoti didesnes tiriamyjy grupes.
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4.1.3. Serganciy pirminiu Sjogreno sindromu ir kontroliniy grupiy
tiriamyjy limfocity populiacijuy tarpusavio priklausomybés nustatymas

Atlikus kiekybine serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromu ir kontroliniy
asmeny limfocity analize periferiniame kraujyje, jvertinti/nustatyti rySiai tarp
limfocity populiacijy. Vertinant priklausomybés tarp kintamyjy laipsnj, buvo
naudojama Spirmeno ranginés koreliacijos analize:

Tik 1pSS grupéje lyginant su 2pSS grupe nustatytos koreliacijos (Lentelé
4.1.3.1. ir Lentelé¢ 4.1.3.2.): vidutinio stiprumo teigiama koreliacija nustatyta
tarp CD3" ir CD8'CD27", NK ir NKT, NK ir CD4CD25Foxp3, NK ir
CD8'57°'CD27 limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus 1mm’® periferinio
kraujo.  Vidutinio  stiprumo neigiama  koreliacija  nustatyta tarp
CD4CD25'Foxp3 ir CD8'CD57°CD27" limfocity populiacijy absoliutaus
skaiiaus 1lmm’ periferinio kraujo. Stipri teigiama koreliacija nustatyta tarp
CD4" ir B limfocity, CD4" ir CD8'57°CD27" limfocity populiacijy absoliutaus
skai¢iaus Imm’ periferinio kraujo.

Tik 2pSS grupéje lyginant su 1pSS grupe nustatytos koreliacijos (Lentelé
4.1.3.3. ir Lentel¢ 4.1.3.4.): vidutinio stiprumo teigiama koreliacija nustatyta
tarp CD4" ir Th17, CD8" ir NKT, CD8" ir CD8'CD57°CD27", Thl7 ir
CD8'CD57CD27" limfocity populiacijy absoliutaus —skaiiaus 1mm’
periferinio kraujo.

Tik 1pSS grupéje lyginant su kontroline grupe nustatytos koreliacijos
(Lentelé 4.1.3.1. ir Lentel¢ 4.1.3.2.): vidutinio stiprumo teigiama koreliacija
nustatyta tarp CD4" ir NK, NK ir NKT, NK ir CD4CD25iFoxp3, NK ir
CD8'CD57°CD27 limfocity populiacijy absoliutaus —skaiiaus 1mm’
periferinio kraujo. Vidutinio stiprumo neigiama koreliacija nustatyta tarp
CD4CD25'Foxp3 ir CD8'CD57°CD27" limfocity populiacijy absoliutaus
skai¢iaus Imm’ periferinio kraujo.

Tik kontrolin¢je grupéje lyginant su 1pSS grupe nustatytos koreliacijos
(Lentelé 4.1.3.5. ir Lentel¢ 4.1.3.6.): vidutinio stiprumo teigiama koreliacija

nustatyta tarp CD3" ir Th17, CD4" ir Thl17, CD8" ir NKT, CD§" ir
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CDS'CD57'CD27', NKT ir CD8'CD57'CD27', Th17 ir CD8'CD57'CD27"
limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus 1mm?’ periferinio kraujo.

Tik 2pSS grupéje lyginant su kontroline grupe nustatytos koreliacijos
(Lentelé 4.1.3.3. ir Lentel¢ 4.1.3.4.): vidutinio stiprumo teigiama koreliacija
nustatyta tarp CD4" ir NK limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus 1mm’.

Tik kontrolin¢je grupéje lyginant su 2pSS grupe nustatytos koreliacijos
(Lentelé 4.1.3.5. ir Lentel¢ 4.1.3.6.): vidutinio stiprumo teigiama koreliacija
nustatyta tarp CD3" ir Th17, CD4" ir CD8", CD4" ir B limfocity, CD4" ir
CDS8'CD57CD27", NKT ir CDS8CD57'CD27" limfocity populiacijy
absoliutaus skai¢iaus Imm’ periferinio kraujo.

Visus sergancius pSS pacientus lyginant kaip vieng grupe su sveiky
pacienty kontroline grupe, tik pSS grupéje nustatytas rySys tarp CD4" ir NK
limfocity populiacijy absoliutaus skaiiaus Imm’, tuo tarpu tik sveiky
kontroliy grupéje nustatytas rySys tarp CD3" ir Thl7, bei NKT ir
CD8'CD57°CD27" limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus 1mm’
periferinio kraujo.

Apibendrinus rezultatus, gautus nagrin¢jant koreliacijas tarp limfocity
populiacijy tyriamosiose grupése galima teigti, kad tarpusavio rySio skirtumai
tarp lasteliy populiacijy, rodo ir patogenezinio mechanizmo skirtumus tarp
serganCiyjy pSS grupiy. Taip pat pakitusias sgsajas tarp lgsteliy populiacijy

lyginant serganciuosius su sveikomis kontrolémis.

64



Lentelé 4.1.3.1. Spirmeno ranginé koreliacija tarp limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus Imm? periferinio kraujo 1pSS grupéje.
Paryskintos juodos reikSmeés rodo gautas teigiamas, raudonos neigiamas koreliacijas (kai p<0,05).

CD4CD25' CDS!CD57" CDS!CD57° CDS'CD57

CD3" CD4" CDS8"  BlimfocitaiNK NKT  Thl17 Foxp3® CD27" CD27T CD27"
CD3" p<0,001 p<0,001 p<0,001 0,0063 03750 0,5419 0,1802  0,5784 0,3945 p<0,001
CD4" p<0,001 p<0,001 p<0,001 0,0068 03788 0,3425 0,1272  0,6325 0,6748 p<0,001
CDS" p<0,001 p<0,001 0,0016  p<0,001 0,0717 03686 0,3054  0,3548 p<0,001 p<0,001
Blimfocitai p<0,001p<0,001 0,0016 0,0050 0,7910 0,8785 0,1592  0,4680 0,9637 p<0,001
NK 0,0063 0,0068 p<0,001 0,0050 0,0334 0,7059 0,0058  0,6595 0,0278 0,2627
NKT 0,3750 0,3788 0,0717 0,7910  0,0334 0,3523 0,6266  0,2359 p<0,001 0,4975
Th17 0,5419 0,3425 03686 08785  0,7059 0,3523 0,1879  0,0128 0,9080 0,4739
CD4CD25'
Foxp3" 0,1802 0,1272 03054 0,1592  0,0058 0,6266 0,1879 0,0105 0,8960 0,5888
CDS'CD57"
CD27" 0,5784 0,6325 03548 04680  0,6595 0,2359 0,0128 0,0105 0,5720 0,0181
CDS'CD57"
CD27 0,3945 0,6748 p<0,001 09637  0,0278 p<0,001 0,9080 0,8960  0,5720 0,9340
CDS'CD57
CD27" p<0,001p<0,001 p<0,001 p<0,001 0,2627 0,4975 04739 0,5888  0,0181 0,9340
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Lentelé 4.1.3.2. Spirmeno ranginé koreliacija tarp limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus Imm’ periferinio kraujo 1pSS grupéje.
Paryskintos juodos reikSmeés rodo gauty teigiamy, raudonos neigiamy koreliacijy (kai p<0,05) rySio stipruma (rs).

CD4CD25' CDS'CD57" CDS!CD57° CDS'CD57

CD3" CD4" CD8" Blimfocitai NK NKT Thl17  Foxp3® CD27" CD27T CD27"

CD3" 0,963 0,767 0,742 0,487 0,168 0,116 0,251 0,106 0,161 0,719
CD4" 0,963 0,682 0,767 0,483 0,167 0,180 0,285 0,091 0,080 0,715
CDS" 0,767 0,682 0,552 0,644 0333 0,170 0,194 0,175 0,576 0,573
Blimfocitai 0,742 0,767 0,552 0,499 -0,051 0,029 0,264 0,138 0,009 0,729
NK 0,487 0,483 0,644 0,499 0,390 0,072 0,491 -0,084 0,402 0,211
NKT 0,168 0,167 0,333 0,051 0,390 0,176 0,093 -0,223 0,599 -0,129
Th17 0,116 0,180 0,170 0,029 0,072 0,176 -0,247 0,449 -0,022 0,136
CD4CD25'

Foxp3" 0,251 0,285 0,194 0,264 0,491 0,093 -0,247 -0,460 -0,025 0,103
CDS'CD57"

cp27t 0,106 0,091 0,175 0,138 -0,084 -0223 0,449 -0,460 0,107 0,429
CDS'CD57"

CD27 0,161 0,080 0,576 0,009 0,402 0,599 -0,022 -0,025 0,107 0,016
CDS'CD57

cp27t 0,719 0,715 0,573 0,729 0,211 -0,129 0,136 0,103 0,429 0,016
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Lentelé 4.1.3.3. Spirmeno ranginé koreliacija tarp limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus Imm? periferinio kraujo 2pSS grupéje.

Paryskintos juodos reikSmeés rodo gautas teigiamas koreliacijas (kai p<0,05).

CD3"

CD4"

CDS"
Blimfocitai
NK

NKT

Th17
CD4CD25'
Foxp3"
CDS'CD57"
CD27"
CDS'CD57"
CD27
CDS'CD57
CD27"

CD3"

0,0006
0,0031
0,0045
0,0090
0,3101
0,2578
0,7812
0,1114

0,0539

0,0301

CD4"
0,0006

0,7402

0,0548

0,0204

0,7099

0,0210

0,5652

0,5900

0,6603

0,0881

CDS"

0,0031
0,7402
0,0111
0,0121
0,0138
0,2238
0,3515
0,0140

0,0043

0,0176

Blimfocitai

0,0045

0,0548

0,0111

0,0126

0,6115

0,4806

0,9662

0,2195

0,7817

0,0141

NK
0,0090
0,0204
0,0121
0,0126

0,2863
0,0800

0,1881

0,2185

0,2167

02115

NKT

0,3101

0,7099

0,0138

0,6115

0,2863

0,7709

0,1469

0,3013

0,0000

0,3123

Th17

0,2578
0,0210
0,2238
0,4806
0,0800
0,7709

0,2970

0,0406

0,3636

0,0028
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CD4CD25' CDS'CD57" CDS'CD57"

Foxp3"
0,7812
0,5652
0,3515
0,9662
0,1881
0,1469
0,2970

0,9038

0,1963

0,1429

CD27"
0,1114
0,5900
0,0140
0,2195
0,2185
0,3013
0,0406

0,9038

0,4684

0,0123

CD27
0,0539
0,6603
0,0043
0,7817
0,2167
0,0000
0,3636

0,1963

0,4684

0,2597

CDS'CD57
CD27"
0,0301
0,0881
0,0176
0,0141
0,2115
0,3123
0,0028

0,1429

0,0123

0,2597



Lentelé 4.1.3.4. Spirmeno ranginé koreliacija tarp limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus Imm? periferinio kraujo 2pSS grupéje.
Paryskintos juodos reikSmes rodo gauty teigiamy koreliacijy (kai p<0,05) rysio stipruma (rs).
CD4CD25' CDS8'CD57" CD8'CD57" CDS'CD57T

CD3" CD4" CDS8" Blimfocitai NK NKT Thl7  Foxp3® CD27" CD27T CD27"

CD3" 0,659 0,589 0,582 0,532 0221 0,246 0,061 0,341 0,407 0,453
CD4" 0,659 0,073 0,415 0,480 -0,082 0,478 -0,126 0,119 -0,097 0,364
CDS§" 0,589 0,073 0,530 0,514 0,506 0,264 0,204 0,505 0,573 0,490
Blimfocitai 0,582 0,415 0,530 0,522 -0,115 0,159 -0,010 0,273 0,063 0,516
NK 0,532 0,480 0,514 0,522 0,232 0,373 0,285 0,267 0,268 0,271
NKT 0,221 -0,082 0,506 -0,115 0,232 0,064 0,312 0,225 0,807 -0,220
Th17 0,246 0,478 0,264 0,159 0,373 0,064 -0,227 0,430 -0,199 0,594
CD4CD25'

Foxp3" 0,061 -0,126 0,204 0,010 0,285 0,312 -0,227 -0,027 0,280 -0,315
CDS'CD57"

cp27t 0,341 0,119 0,505 0,273 0,267 0225 0,430 -0,027 0,159 0,513
CDS'CD57"

CD27 0,407 -0,097 0,573 0,063 0,268 0,807 -0,199 0,280 0,159 -0,245
CDS'CD57

cp27t 0,453 0,364 0,490 0,516 0271 -0,220 0,594 -0,315 0,513 -0,245
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Lentelé 4.1.3.5. Spirmeno ranginé koreliacija tarp limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus 1mm?’ periferinio kraujo kontrolinéje
grupéje. Paryskintos juodos reik§meés rodo gautas teigiamas koreliacijas (kai p<0,05).

CD4CD25' CDS'CD57" CDS!ICD57" CDS!CD57

CD3" CD4" CD8" Blimfocitai NK NKT  Th17  Foxp3® CD27" CD27T CD27"

CD3" p<0,001 p<0,001 p<0,001 0,0087 0,1997 0,0271  0,6313 0,1124 0,3562  p<0,001
CD4" p<0,001 0,0324 p<0,001 0,1377 0,4806 p<0,001  0,1872 0,2189 0,1549  p<0,001
CD8" p<0,001  0,0324 0,0346  0,0091 0,0307 0,0525  0,1413 0,0023 0,0153  p<0,001
Blimfocitai p<0,001 p<0,001  0,0346 p<0,001 0,5460 0,0756  0,5407 0,3121 0,8094 0,0139
NK 0,0087 0,1377 0,0091  p<0,001 0,9211 04038  0,3427 0,9924 0,8630 0,0839
NKT 0,1997 10,4806 0,0307  0,5460 0,9211 0,9605  0,5852 0,0307  p<0,001 0,9465
Th17 0,0271 p<0,001 0,0525  0,0756 0,4038  0,9605 0,2226 0,0153 0,6941 0,0046
CD4CD25'

Foxp3* 0,6313 0,1872 0,1413  0,5407 03427 0,5852 0,2226 0,7083 0,2702 0,6154
CDS'CD57"

cp27t 0,1124 0,2189 0,0023  0,3121 0,9924 0,0307 0,0153  0,7083 0,0627 0,0128
CDS'CD57"

CD27 0,3562 0,1549 0,0153  0,8094 0,8630 p<0,001 0,6941 0,2702 0,0627 0,6988
CDS'CD57

CD27" p<0,001 p<0,001 p<0,001  0,0139 0,0839 09465 0,0046  0,6154 0,0128 0,6988
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Lentelé 4.1.3.6. Spirmeno ranginé koreliacija tarp limfocity populiacijy absoliutaus skai¢iaus Imm’ periferinio kraujo kontrolinéje
grupéje. Paryskintos juodos reikSmeés rodo gauty teigiamy koreliacijy (kai p<0,05) rySio stipruma (rs).
CD4CD25' CDS8'CD57° CDS'CD57° CDS'CD57T

CD3" CD4" CDS8' Blimfocitai NK NKT Thl7  Foxp3® CD27" CD27T CD27"

CD3" 0,704 0,573 0,676 0,437 0,222 0,373 0,084 0,273 0,161 0,636
CD4" 0,704 0,362 0,575 0256 -0,123 0,559 0,228 0,213 -0,246 0,652
CD8" 0,573 0,362 0,358 0,435 0,366 0,331 -0,254 0,499 0,407 0,792
Blimfocitai 0,676 0,575 0,358 0,543 -0,106 0,304 0,107 0,176 -0,042 0,412
NK 0,437 0,256 0,435 0,543 0,017 0,146 -0,165 -0,002 -0,030 0,296
NKT 0,222 -0,123 0,366 -0,106 0,017 0,009 -0,096 0,366 0,626 0,012
Th17 0,373 0,559 0,331 0,304 0,146 0,009 0,211 0,407 -0,069 0,468
CD4CD25'

Foxp3" 0,084 0,228 -0,254 0,107 -0,165 -0,096 0,211 -0,066 -0,192 -0,088
CDS'CD57"

cp27t 0,273 0,213 0,499 0,176 -0,002 0,366 0,407 -0,066 0,318 0,417
CDS'CD57"

CD27 0,161 -0,246 0,407 -0,042 -0,030 0,626 -0,069 -0,192 0,318 -0,068
CDS'CD57

cp27t 0,636 0,652 0,792 0,412 0296 0,012 0,468 -0,088 0,417 -0,068
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4.2. T helperiniy limfocity populiacijy periferiniame kraujyje nustatymas
ir kokybinis jvertinimas

Manoma, kad autoimuniniy susirgimy, tame tarpe ir pirminio Sjogreno
sindromo, patogenezéje yra sutrikusi Th limfocity homeostazé (Kohriyama and
Katayama 2000; Youinou and Pers 2011). Savo darbe tyréme keturias Th
populiacijas (Thl, Th2, Th17 ir Th17/Thl-like), siekiant iSsiaiSkinti ir galimai
patvirtinti arba paneigti sutrikusios Th limfocity homeostazés pSS
patogenezeje prielaidg. Iki Siol tokio tyrimo kuris analizuoty visy keturiy Th
limfocity populiacijy homeostaze periferiniame kraujyje analizuojant pacias
lasteliy populiacijas, o ne matuojantjy produkuojamy citokiny kiekj literattiroje
neaptikome. pSS serganCiy pacienty Siame etape | 1pSS ir 2pSS grupes
neskirstéme, darbo tikslas buvo i$siaiSkinti Th limfocity homeostazés biiseng

bendroje pSS grupgje.

Lentelé 4.2.1 Pacienty serganciy pirminiu Sjogreno sindromu ir kontrolinés

grupés pacienty CD4+ T Iasteliy pasiskirstymas pagal citokiny ekspresija.

Th limfocitai Kontroliné grupé pSS grupé p*

(n = 26) (n=37)

Vidurkis Mediana SN Vidurkis Mediana SN

Th1 (INF-y") 11,90 13,14 6,47 12,50 10,05 12,49 | 0,3389
Th2 (IL-4") 0,25 0,20 0,25 0,21 0,13 0,21 0,0683
Th17 (IL-17A") 1,06 0,97 0,51 1,06 0,85 0,58 1,0000
Th17/Thl-like (IL-| 0,17 0,15 0,10 0,28 0,26 0,15 0,0029

17A"/IFN-y")

Vidurkio, medianos ir standartinio nuokrypio (SN) reikSmés lentel¢je
pateiktos kaip procentas, skai¢iuota nuo visy CD4" limfocity. * - Mann-

Whitney U testas
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Istyre Th populiacijy pasiskirstymg periferiniame kraujyje, aptikome
statistiSkai patikimg palyginti neseniai atrastos Th17/Thl-like limfocity
subpopuliacijos procento padidéjimg (p=0,0029) pirminiu Sjégreno sindromu
serganiy pacienty periferintame kraujyje lyginant su kontrolinés grupés
rezultatais (Lentel¢ 4.2.1, Pav. 4.2.1). Miiller ir kt. pacienty serganc¢iy Krono
liga periferiniame kraujyje ir uZdegiminiame Zarnyno audinyje taip pat nustaté
CD4+IL-17"/IFN-y" limfocitus (Muller and Lamprecht 2008), o Rovedatti ir
kt. nustaté Siy limfocity procento padidé€jimg pacienty kencianc¢iy nuo létiniy
uzdegiminiy Zarnyno ligy Zarny biopsinéje medZiagoje, lyginant su kontrolinés
grupés pacienty rezultatais (Rovedatti, Kudo et al. 2009). Kebir ir kt. pateike
duomenis, kuriuose nurodé padidéjusj CD4'IL-17 /IFN-y" limfocity procentg
centrinéje nervy sistemoje alerginio eksperimentinio encefalomielito peliy
modelyje, bei nustaté, kad Sios lastelés lengviau pereina per smegeny barjerg ir
dalyvauja aktyvioje uzdegimo stadijoje (Kebir, Ifergan et al. 2009). Nustatytas
Sty limfocity aktyvus patogeninis vaidmuo kity létiniy ligy uzdegiminiuose
procesuose, leidzia ir mums iSkelti prielaida, kad pSS periferiniame kraujyje
padidéjes Thl17/Thl-like limfocity procentas parodo, kad Sios Igstelés
dalyvauja pSS patogeneziniuose mechanizmuose.

Lyginant serganciy pSS ir kontroliniy pacienty grupiy Thl limfocity kiekio
periferiniame kraujyje vidurkius, patikimo skirtumo negauta (p=0,3389), nors
reikS§miy medianos rodo Thl lgsteliy procento mazéjimg (Medianag=13,14;
Mediana,ss=10,05) pSS grupéje (Lentelé 4.2.1, Pav. 4.2.1). Kohriyama ir kt.
taip pat nustate¢ Thl limfocity procento sumaz¢jimg, bei sumaze¢jus; Th1/Th2
limfocity santykj pSS serganciy pacienty periferiniame kraujyje lyginant su
sveiky asmeny rezultatais. Straipsnyje, kaip ir miisy tyrimuose, pateikta pSS
pacienty grup¢ buvo misri, ] jg pateko tiek su ekstra-liaukine tiek ir be ekstra-
liaukinés raiSkos pacientai, skirtumy tarp pacienty be ir su ekstraliaukine raiSka
jie nenustaté (Kohriyama and Katayama 2000). AnalogiSkus rezultatus gavo ir
van Woerkom lygindamas Thl limfocity aktyvumg ir Th1/Th2 limfocity
santykj pSS ir ne Sjogreno sicca pacienty periferiniame kraujyje. pSS pacienty
periferiniame kraujyje Thl limfocity aktyvumas ir Th1/Th2 santykis buvo
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sumazéjes lyginant su ne Sjogreno sicca pacienty rezultatais. Siame tyrime Th
aktyvumas buvo nustatomas tiriant limfocity produkty IFN-y, 1L-4 kiekj (van
Woerkom, Kruize et al. 2005). PrieSingus rezultatus gavo Kang ir kt., nustate
Thl limfocity populiacijos padidéjima pSS pacienty periferiniame kraujyje
lyginant su sveiky pacienty rezultatais (Kang, Kim et al. 2012). Savo tyrime,
nenustatéeme reikSmingo Th1/Th2 santykio skirtumo tarp pSS pacienty ir
kontrolinés grupés rezultaty.

Th2 limfocity procentas sergan¢iy pSS pacienty periferiniame kraujyje
buvo sumazgjes lyginant su kontroline grupe, tafiau skirtumas nebuvo
statistiSkai patikimas p=0,0683 (Lentel¢ 4.2.1, Pav. 4.2.1). Lyginant grupiy
medianos reikSmes jos skiriasi kone dvigubai, atitinkamai 0,25% ir 0,13 %.
Literatiiroje nurodoma, jog pacientams, turintiems genetin] polinkj iSvystyti
imuninj atsaka su Th2 limfocitams biidingu citokiny profiliu, ligos prognozé
yra geresn¢ ir siejasi su Svelnesniais ligos pasireiSkimo simptomais
(Pertovaara, Antonen et al. 2006). Galimai, tokie pacientai padaro serganciy
pSS pacienty grupe heterogeniSka pagal Th2 limfocity aktyvuma periferiniame
kraujyje. Kohriyama ir kt. savo tyrimuose taip pat nenustaté reikSmingy Th2
populiacijos poky¢iy pSS pacienty periferiniame kraujyje lyginant su sveiky
pacienty rezultatais (Kohriyama and Katayama 2000), kaip ir van Woerkom ir
kt. nenustate Th2 aktyvumo skirtumo periferiniame kraujyje tarp pSS ir ne
Sjogreno sicca pacienty rezultaty (van Woerkom, Kruize et al. 2005).

Lyginat Thl17 limfocity populiacijos poky€ius, patikimo skirtumo
(p=1,000) tarp grupiy nenustatyta (Lentel¢ 4.2.1, Pav. 4.2.1). Kitokius
rezultatus gavo Kang ir kt., nustate¢ Th17 limfocity populiacijos padidéjimag
pSS pacienty periferiniame kraujyje lyginant su sveiky pacienty rezultatais
(Kang, Kim et al. 2012).

Analizuojant misy tyrimo duomeny iSsibarstyma, galima jzvelgti, kad
kiekvienoje grupéje pacientai pasidalina j dvi populiacijas. Galimos to
prielaidos, kad kontrolinés grupés pacientai néra jauno amziaus atstovai, tokia
amziaus grupé rinkta atitinkamai serganciyjy pSS grupei. Galimi nenustatyti
létiniai susirgimai kontrolinés grupés pacientuose gali biiti padidé¢jusio Thl17
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limfocity procento priezastimi. Zvelgiant j serganéiy pSS grupe taip pat galima
1zvelgti, kad grupé galimai sudaryta 1§ dviejy pacienty populiacijy. Galima
prielaida - vyksta pastovi Th17 limfocity recirkuliacija j uzdegimo Zidinius ir
atgal ] krauja. Esant aktyviam uZzdegiminiam procesui lastelés aktyviai
migruoja | uzdegimines vietas. Esant ligos remisijai jos taip pat gali grjzti atgal
1 periferin; kraujg. Tokias prielaidas daro Abdulahad ir kt., nustate, jog
Wegenerio granuliomatoze serganéiy pacienty su aktyvia ligos eiga CD4" T
efektoriniy limfocity periferiniame kraujyje lyginant su kontroline grupe
sumazéjo del jy migracijos 1 uzdegimo zidinius. (Abdulahad, van der Geld et

al. 2006).
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Pav. 4.2.1. Th limfocity populiacijy pasiskirstymas periferiniame kraujyje.
(A — rezultaty iSsibarstymas ir vidurkis; B — IFN-y, IL-4, I[L-17 ir IL-17/IFN-y

po stimuliacijos ekspresuojandiy CD4" T limfocity reprezentatyvios taskinés

diagramos; C — mediana ir 5-95 procentilés). * - Mann-Whitney U testas.

Lyginant visy keturiy Thl, Th2

ir Th17 Thl17/Thl-like limfocity

populiacijy homeostaz¢ periferiniame kraujyje ir jy tarpusavio rySius gauti

sekantys rezultatai. Nors lyginant Th populiacijy procenta periferiniame

kraujyje statistiSkai patikimas skirtumas rastas tik Th17/Thl-like aktyvumo

padidéjime pSS serganciy pacienty periferiniame kraujyje, taciau rySiy analize
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tarp Th limfocity populiacijy pasiskirstymo atskleid¢ daugiau skirtumy tarp
tirty grupiy (Pav. 4.2.2.). Kontroliniy pacienty grup¢je visos keturios Thl, Th2,
Th17 ir Th17/Thl-like limfocity populiacijos koreliavo tarpusavyje. Vidutinis
koreliacijos rySys buvo tarp Thl ir Th17 (r=+0,6811 p=0,0001), Thl ir Th2
(r=+0,4997 p=0,0093) bei Thl ir Th17/Thl-like (r=+0,6184 p=0,0008)
limfocity, taip pat tarp Th2 ir Thl17 (r=+0,3981 p=0,0440), bei Th2 ir
Th17/Thl-like (r=+0,4925 p=0,0106) limfocity. Stipri koreliacija (r=+0,7667
p<0,0001) gauta tarp Th17 ir Th17/Thl-like limfocity. Apibendrinant rySius
tarp Siy Th populiacijy, galima teigti, kad visy keturiy populiacijy
pasiskirstymas periferiniame kraujyje glaudziai susije¢s ir bendrai didé¢ja esant
aktyvesniems imuniniams procesams organizme. Serganciy pSS pacienty
grupés periferiniame kraujyje vaizdas kiek kitoks. Vidutinis koreliacijos rySis
nustatytas tik tarp tarp Thl ir Th17 (r=+0,3654 p=0,0261), bei Thl ir Th2
(r=+0,4657 p=0,0048) limfocity kiekio periferiniame kraujyje. Stiprus
koreliacijos rySys nustatytas tik tarp Thl7 ir Thl17/Thl-like (r=+0,7485
p<0,0001) limfocity. Tokie skirtumai tarp tiriamyjy grupiy, kada tarp tirty Th
limfocity populiacijy stebima Th2 limfocity procento sumazéjimo tendencija ir
Th17/Thl-like limfocity procentas yra patikimai padid¢jes, aiSkiai parodo, kad
pirminio Sjogreno sindromo patogenezéje yra sutrikusi T Igsteliy homeostaze.
Ir galimai §; disbalansg sukelia sumaZz¢jes Th2 ir reikSmingai padidé€jes

Th17/Thl-like limfocity procentas.
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Pav. 4.2.2. Spirmeno ranginé koreliacija tarp Th populiacijy aktyvumo

periferiniame kraujyje.

Kiekvienas taSkas

diagramoje vaizduoja vieng

individualy tiriamgj;. A Koreliacijos tarp Th subpopuliacijy aktyvumo

kontrolin¢je grupéje. B Koreliacijos tarp Th populiacijy aktyvumo pSS

grupéje.

4.3. Humoraliniy imuninés sistemos komponenty kiekybinis jvertinimas

Humoraliniai

bioZymenys

atlieka

svarby vaidmenj

diagnozuojant

sistemines autoimunines ligas, jvertinant §iy ligy aktyvumo stadijas, numatant
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gydymo strategijas ir tolimesnio ligos vystimosi prognozes. Siy Zymeny
biologiné-klinikiné svarba priklauso nuo to, kiek tiksliai jie atspindi organizme
vykstanc€ius procesus, todé¢l svarbu jvertinti kaip jie yra jtakojami individualiy
pacienty savybiy, terapinés intervencijos ar kity patologiniy procesy
(Tektonidou and Ward 2011). Analizavome keletg tokiy bioZymeny (BAFF,
laisvos « ir A lengvos grandinés, Cd4, bendras IgG, IL-27, IL-35) pSS

serganciyjy tiriamyjy periferiniame kraujyje.

4.3.1. B lIasteliy aktyvavimo faktoriaus kiekybinis jvertinimas

Vienas 1§ potencialiy Sjogreno sindromo patogenezés humoraliniy
biozymeny yra TNF Seimai priklausantis B limfocity aktyvatorius (BAFF),
kuris indukuoja S$iy lasteliy proliferacijg, diferenciacijg ir tolerantiSkumo
praradima ir gali biti susij¢s su limfomos i$sivystymu (Daridon, Youinou et al.
2008). Irodyta, kad BAFF vaidina labai svarby vaidmenj véZiniy B Iasteliy
iSgyvenime, be to BAFF gamyba koreliuoja su histologiniu jvertinimu ir
1Sgyvenamumu serganciy ne Hodzkino limfoma pacienty tyrimuose (Novak,
Grote et al. 2004). BAFF yra vienas 18 taikiniy kuriant pSS terapijas nukreiptas
prie§ B limfocitus (Kallenberg, Vissink et al. 2011). Savo tyrime jvertinome
BAFF koncentracijas 1pSS (n=30), 2pSS (n=22) ir kontrolinés grupés (n=18)
pacienty kraujo serume (Pav. 4.3.1.; Lentel¢ 4.3.4.1.).

'15_ e 15_
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Pav. 4.3.1. BAFF lygis serume, (A — mediana ir 5-95 procentilés; B —

rezultaty i§sibarstymas ir vidurkis). * - Mann-Whitney U testas.
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IStyrus pacienty periferinio kraujo serumo meéginius nustatytas BAFF
koncentracijos padid¢jimas pSS pacienty kraujo serume lyginant su kontroline
grupe. Patikimo BAFF koncentracijos serume skirtumo tarp 1pSS grupés
pacienty ir kontrolinés grupés rezultaty nenustatyta (p=0,09). StatistiSkai
patikimas BAFF koncentracijos padidéjimas nustatytas 2pSS grupés pacienty
kraujo serume, rezultatus lyginant su kontrolinés grupés rezultatais (p=0,004),
statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp pSS pacienty grupiy nenustatyta
(p=0,2833). Mariette ir kt. savo tyrimuose nustat¢ BAFF koncentracijos
padidéjimg pSS pacienty kraujo serumuose rezultatus lyginant su sveiky
asmeny rezultatais, taip pat jie nustaté teigiamg koreliacijg tarp BAFF ir
autoantikiiny anti-Ro/SSA ir anti-La/SSB koncentracijos pSS pacienty kraujo
serume (Mariette, Roux et al. 2003). Jonsson ir kt. taip pat nustat¢ BAFF
koncentracijos padidé¢jimg pSS pacienty kraujo serume lyginant su sveiky
asmeny rezultatais, bei nustaté, kad pacienty turin€iy autoantikiiny anti-
Ro/SSA ir anti-La/SSB serumuose BAFF koncentracijos buvo didesnés
(Jonsson, Szodoray et al. 2005). Taciau Sie tyréjai neskirsteé pSS pacienty pagal
liaukine ir ekstraliaukine raiska. Mes nustatéme vidutinio stiprumo koreliacija
tarp BAFF ir autoantikiiny anti-La/SSB koncentracijos kraujo serume tik 2pSS
grupéje (p=0,027; r=+0,494). PanaSius rezultatus, tirdami BAFF kiekj serume
ir jo receptoriy (BAFF-R) ant B limfocity, gavo ir Sellam ir kt. Savo tyrimuose
jie nustaté didesnj BAFF kiekj pSS su ekstra-liaukine raiSka pacienty serume,
nei pacientams be ekstra-liaukinés pSS raiSkos, taciau, kaip ir miisy tyrime,
negavo statistiSkai reik§mingo skirtumo tarp pSS grupiy. Sie tyréjai taip pat
nustaté reikSmingai sumazéjusia BAFF-R ekspresija ant pacienty, serganciy
pirminiu Sjogreno sindromu su ekstra-liaukine raiska, T ir B limfocity ir
susiejo BAFF-R ekspresijos sumazé¢jimg su padidéjusiu BAFF lygiu serume
(Sellam, Miceli-Richard et al. 2007). Padid¢jes BAFF kiekis ne visada gali
atspindéti ligos aktyvumg. Lavie ir kt. savo tyrimuose nustat¢ BAFF kiekio
padidéjima pSS pacienty kraujo serume po terapijos preparatu Rituximab, kuris
pasalina B limfocitus. Jie daro prielaidas, kad tai vyksta dél monocity aktyviai

gaminamo BAFF. Monocitai, sumaz¢jus B limfocity kiekiui, negauna
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neigiamo reguliacinio signalo 1§ B limfocity, ir produkuoja didesnius kiekius
BAFF, bei tampa pagrindiniais padidéjusio BAFF kiekio serume kaltininkais.
D¢l to BAFF kiekj serume reikia vertinti atsakingai, atsizvelgiant ir ] naudotas
pacienty gydymo metodikas (Lavie, Miceli-Richard et al. 2007; Pollard,
Abdulahad et al. 2013).

Savo tyrimuose taip pat nustatéme priklausomybe tarp BAFF ir kity
humoraliniy veiksniy raiSkos serume, bei limfocity populiacijy absoliuciy
skaiCiy periferiniame kraujyje. Tik 1pSS grupéje nustatyta koreliacija tarp
BAFF ir laisvy lengvyjy «, A grandiniy (atitinkamai p=0,002; r=+0,513 ir
p=0,004; r=+0,479) kiekio serume. Koreliacija tarp BAFF raiSkos serume ir
limfocity nustatyta taip pat tik 1pSS pacienty grupéje. Tai vidutinio stiprumo
koreliacija tarp BAFF ir CD3" (p=0,045; r=-0,369), CD3'CD4" (p=0,038; r=-
0,380), CD3"CD8" (p=0,014; r=-0,445), B (p=0,026; r=-0,406) ir CD8'CD57"
CD27" (p=0,011; r=-0,458) limfocity. 2pSS ir kontrolinéje grupéje patikimo
rySio tarp BAFF raiSkos serume ir absoliutaus limfocity populiacijy skaiiaus
periferiniame kraujyje nenustatéme. Nors Zhu ir kt. daro prielaida, kad BAFF
saugo ne tik B, bet ir T limfocitus nuo apoptozés (Zhu, Shi et al. 2009), taciau
misy gauti duomenys rodo neigiamg ry$j tarp BAFF raiSkos ir T limfocity
absoliutaus skaiCiaus periferiniame kraujyje. Reikalingi detalesni rySiy tarp

BAFF ir T limfocity pSS patogenezés mechanizmuose tyrimai.

4.3.2. Imunoglobuliny laisvy k ir A lengvyju grandiniy Kkiekybinis
jvertinimas

Pastaryjy mety tyrimai parod¢, kad laisvos lengvos imunoglobuliny
grandinés (LLG) x ir A dalyvauja imunologinés reguliacijos mechanizmuose
kaip signaliniai efektoriai ar prieSuzdegiminés molekulés (Nakano, Matsui et
al. 2011). Siy molekuliy kiekybinis tyrimas ir jy santykio (k/A) apskai¢iavimas
laikomi jautriu ir specifiniu metodu LLG ligy nustatymui (Katzmann, Abraham
et al. 2005). Dar 1998 m. buvo atkreiptas démesys ] tai, kad laisvos
imunoglobuliny lengvosios grandinés kraujo serume gali biti prognostinis
limfomos i8sivystymosi Zymuo pSS patogenezeje (Sutcliffe, Inanc et al. 1998),
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taCiau Siuose tyrimuose nebuvo iSskirtos pSS pacienty grupés be ir su ekstra-
liaukine raiSka. Miisy tyrime bandéme susieti LLG pokycCius serume su kitais
tirtais veiksniais ir Igsteliy populiacijy poky¢€iais, bei jvertinti skirtumus tarp
1pSS ir 2pSS grupés. Jvertinus imunoglobuliny laisvy lengvyjy « ir A grandiniy
koncentracijg tiriamyjy periferiniame kraujyje (Pav.4.3.2.), nustatéme, kad,
kaip teigiama ir kity tyréjy darbuose, Siy molekuliy koncentracija pSS pacienty

serumo méginiuose yra padidéjusi.
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Pav. 4.3.2. Laisvy kapa ir lamda lengvyjy grandiniy raiSka ir jy santykis

pacienty kraujo serume. (A — mediana ir 5-95 procentilés; B — rezultaty

i$sibarstymas ir vidurkis). * - Mann-Whitney U testas.
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Gauti tyrimy duomenys parodé laisvy lengvyjy « grandiniy koncentracijos
padidéjimg pSS pacienty kraujo serume. 1pSS grupés pacienty serume
nustatytas k grandiniy koncentracijos padid¢jimas, tafiau skirtumas néra
patikimas (p=0,059), taciau patikimas x grandiniy koncentracijos padidéjimas
nustatytas 2pSS grupés pacienty serume (p=0,001), lyginant su kontrolinés
grupés tiriamyjy rezultatais. Laisvy k grandiniy koncentracija 2pSS pacienty
grupés serume buvo reikSmingai didesné¢ (p=0,0115) ir lyginant su 1pSS
grupés tiriamyjy rezultatais. Lengvyjy A grandiniy koncentracijos statistiSkai
patikimas padid¢jimas (p=0,012) nustatytas 2pSS grupés pacienty serume,
lyginant su kontrolinés grupés pacienty rezultatais. Siuose tyrimuose tirti
pacientai su ekstra-liaukine raiSka turéjo aukStesnes koncentracijas laisvy
lengvyjy x ir A grandiniy, nei pacientai tik su liauky paZzeidimais (Pav. 4.3.2.;
Lentele 4.3.4.1.). AnalogiSkas tendencijas nustaté ir Gottenberg ir kt. Jy tyrimo
rezultatai parodé padidéjusius kiekius x ir A grandiniy pSS pacientuose
lyginant su sveiky asmeny rezultatais, bei patikimai didesnius k ir A kiekius
pacienty su ekstra-liaukine raiSka serume lyginant su pacienty be ekstra-
liaukinés raiSkos rezultatais. Autoriai nustaté teigiamas koreliacijas tarp « ir A
grandiniy bei BAFF ir bendro IgG kiekio serume (Gottenberg, Aucouturier et
al. 2007). Mes savo tyrime nustatéme koreliacijas 1pSS ir 2pSS grupg¢je tarp «,
A grandiniy (atitinkamai p<0,001; r=+0,815 ir p=0,001; r=+0,630). Tik 1pSS
grupéje nustatytos koreliacijos tarp x, A grandiniy ir BAFF kiekio serume
(atitinkamai p=0,002; r=+0,513 ir p=0,004; r=+0,479), taip pat tarp «
grandiniy ir bendro IgG kiekio serume (p=0,022; r=+0,423). 2pSS grupé¢je
nustatéme neigiamg koreliacijg tarp A grandiniy koncentracijos ir k/A santykio
(p=0,002; r=-0,612), taip pat nustatéme neigiamg koreliacijg tarp /A santykio
ir C4d koncentracijos serume (p=0,006; r=-0,553). 1pSS grupé¢je teigiama
vidutinio stiprumo koreliacija nustatyta tarp k/A santykio ir B limfocity
(p=0,024; r=+0,412) bei NK Iasteliy (p=0,037; r=+0,383) absoliuciais
skaiCiais periferiniame kraujyje, o 2pSS grupéje nustatyta neigiama vidutinio
stiprumo koreliacija tarp A grandiniy kiekio serume ir absoliutaus CD3'CD4" T
limfocity skaigiaus (p=0,049; r=-0,424), bei CD3"CD4"/CD3'CD8" limfocity
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santykio (p=0,047; r=-0,427) periferiniame kraujyje. Gauti duomenys leidzia
imunoglobuliny laisvy grandiniy koncentracijos poky¢iy nustatymg taikyti kaip

bioZymen; individualiai ligos eigai jvertinti pSS pacientuose.

4.3.3. Komplemento komponento C4 fragmento C4d Kkiekybinis
jvertinimas

Dar vienas 1§ biozymeny, rekomenduojamy sisteminiy autoimuniniy ligy
jvertinimui, yra Zmogaus komplemento C4 fragmentas C4d, pasizymintis
stabilumu ir lengvai nustatomas (Tektonidou and Ward 2011). Komplemento
sistemos funkcijy sutrikimai, Zemas C3 ir C4 kiekis, identifikuojami kaip
nepalankios ligos eigos, limfomos ir prieslaikinés mirties, Zymenys (Theander,
Manthorpe et al. 2004) (Ramos-Casals, Brito-Zeron et al. 2005).

Misy tyrimo duomenys pateikti Pav. 4.3.3. ir lenteléje 4.3.4.1, rodo C4d
koncentracijos skirtumus tarp atskiry tiriamyjy grupiy.
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Pav. 4.3.3. Komplemento C4 fragmento C4d koncentracija pacienty
serume. (A — mediana ir 5-95 procentilés; B — rezultaty iSsibarstymas ir

vidurkis).

Sio tyrimo rezultatai parodo, kad sergandiyjy pSS be ekstra-liaukinés
raiSkos, su ekstra-liaukine ligos raiSka ir kontrolinés grupés tiriamyjy kraujo
serume esanti C4d koncentracija reikSmingai nesiskyré (pipss-x=0,189; popss.
k=0,356; Pipss-2pss= 0,757). Padidéjes C4d kiekis nurodomas kaip omi ligos

stadija (Zadura, Theander et al. 2009; Chen, Daha et al. 2010), o sumaz¢jes
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kiekis — biidingas sunkesnése ligos stadijose, nes susijes su autoantikiiny
gamyba ir sisteminiais ekstra-liaukiniais ligos poZymiais (Theander,
Manthorpe et al. 2004; Ramos-Casals, Brito-Zeron et al. 2005). Savo tyrime
2pSS pacienty grupés serume mes nustatéme vidutinio stiprumo neigiamag
koreliacijg tarp C4d koncentracijos ir LLG «/A santykio (p=0,006; r=-0,553),
taip pat neigiamo rySio tendencijas tarp C4d ir autoantikiiny anti-Ro/SSA ir
anti-La/SSB koncentracijy, bet jos statistiSkai nereikSmingos (atitinkamai
p=0,0509; r=-0,431 ir p=0,054; r=-0,436). Sio fragmento tyrimas, manoma,
gali biiti daugiau informatyvus vertinant individualiai pacientus, ypa¢ lyginant
pacientés kraujo méginiy tyrimas mety bégyje, parodes C4d fragmento
koncentracijos maz¢jima (nuo 2,07 pg/ml (2011.04.13), iki 1,33 pg/ml
(2011.09.13) ir 0,73 pg/ml (2011.11.21)). Taip pat vienos 2pSS grupés
pacientés C4d tyrimo meginys rodé O verte, o tai, remiantis literatiira rodo
visi§kg komplemento sistemos i§sekimg ir padidéjusig mirties rizikg (loannidis,
Vassiliou et al. 2002). Zadura ir kt. savo tyrimuose pSS pacienty su ekstra-
liaukine raiSka grupéje nustaté C4b prijungiancio baltymo (C4b-binding
protein C4BP) koncentracijos serume sumaz¢jimo ry$j, paraleliai mazé¢jant C3
ir C4 komplemento daliy koncentracijai serume ir CD4" T limfocity skaiciui.
Analizuodami savo tyrimy rezultatus nenustatéme rySio tarp C4d pokyc¢iy ir
CD3'CD4'/CD3'CD8" (CD3'CD4'/CD3"'CDS8" santykio duomenys nepateikti)
santykio periferiniame kraujyje, bet nustatéme teigiamg vidutinio stiprumo
koreliacija tarp C4d ir CD3'CD8" (p=0,023; r=+0,414), CD8'CD57'CD27°
(p=0,026; r=+0,405) bei NKT (p=0,002; r=+0,550) limfocity absoliutaus

skaiCiaus periferiniame kraujyje 1pSS pacienty grupés rezultatuose.

4.3.4. Imunoglobulino G kiekybinis ivertinimas
B Igsteliy polikloninis aktyvavimas yra vienas 1§ bidingiausiy
imunoreguliacijos sutrikimy, pasireiskiantis pSS patogenezéje. Sis sutrikimas
yra lydimas hipergamaglobulinemijos ir jvairly autoantikiny gamybos
(Bohnhorst, Bjorgan et al. 2002). Sie imuninés reguliacijos sutrikimai yra
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siejami su padid¢jusia limfomos iSsivystymo tikimybe pSS pacientuose
(Solans-Laque, Lopez-Hernandez et al. 2011), tod¢l savo tyrime taip pat
jvertinome bendro IgG koncentracija pSS ir kontrolinés grupés tiriamyjy

kraujo serume (Pav. 4.3.4.), bei ry$j su kitais tirtais imunologiniais rodikliais.
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Pav. 4.3.4. 1gG koncentracija pacienty serume, (A — mediana ir 5-95
procentilés; B — rezultaty iSsibarstymas ir vidurkis). * - Mann-Whitney U

testas.

Tyrimo rezultatai parode, kad bendro IgG koncentracija 1pSS ir 2pSS
grupiy pacienty kraujo serume buvo statistiSkai reikSmingai padidéjusi lyginant
su kontrolinés grupés tiriamyjy rodikliais (pipss-k=0,001; p2pss.xk=0,0003). IgG
koncentracijos padidéjimg pSS pacienty kraujo serume nustaté ir kiti tyréjai
(Bohnhorst, Bjorgan et al. 2002; Pollard, Abdulahad et al. 2013). Patikimo
skirtumo tarp 1pSS ir 2pSS grupiy rezultaty nenustatéme (pipss-2pss= 0,724).
Bohnhorst ir kt. savo tyrimuose nustaté stiprig teigiamg koreliacijg tarp tirpios
CD27 molekulés koncentracijos ir IgG koncentracijos pSS pacienty kraujo
serume (Bohnhorst, Bjorgan et al. 2002), o Gottenberg ir kt. nustaté teigiama
ry$] tarp IgG ir «, A laisvy lengvyjy grandiniy koncentracijos padidéjimo pSS
pacienty serume (Gottenberg, Aucouturier et al. 2007). Savo tyrime taip pat
nustatéme teigiamg vidutinio stirpumo koreliacijg tarp IgG ir « LLG
koncentracijos (p=0,022; r=+0,423) 1pSS pacienty serume. 2pSS pacienty
serume nustatétme teigiamg vidutinio stirpumo koreliacijg tarp IgG ir

autoantikiiny anti-Ro/SSA koncentracijos (p=0,029; r=+0,477), taCiau savo
85



tyrime nenustatéme rySiy tarp IgG koncentracijos su BAFF, bei C4d.
Nustatytas rySys tarp padidéjusios IgG koncentracijos serume ir sumaZzejusio
absoliutaus Th17 limfocity (p=0,022; r=-0,448) skaiCiaus 1pSS pacienty
periferiniame kraujyje, 2pSS grupéje nustatytas rySys tarp padidéjusios 1gG
koncentracijos serume ir sumazéjusio absoliutaus CD3" (p=0,0032; r=-0,627),
CD3"CD4" limfocity (p=0,016; r=-0,531), ir NK (p=0,006; r=-0,591) lasteliy
skai¢iaus, bei CD3'CD4'/CD3"CDS8" limfocity santykio (p=0,044; r=-0,454)
periferiniame kraujyje. StatistiSkai reikSmingo skirtumo tarp pSS serganciyjy
su ekstra-liaukine raiSka ir be jos analizuojant IgG koncentracijg tiriamyjy
kraujo serume nenustatéme. Sie rezultatai, rodo skirtingus rySius tarp
hipergamaglobulinemijos ir limfocity populiacijy poky¢iy, galimai parodydami

patogenezés mechanizmy skirtumus 1pSS ir 2pSS grupése.

Lentelé 4.3.4.1. Serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromu 1pSS, 2pSS ir
kontroliniy tiriamyjy BAFF, LLG « ir A, /A santykio, C4d ir bendros 1gG

koncentracijos kraujo serume standartiniai nuokrypiai ir patikimumo rodikliai

tarp grupiy.
1 pSS ( grupé) 2 pSS (I grupé) Kontrolé (III grupé)
(n=35) (n=23) (n=22) P 1 P 1 P n-mn
vidurkis SN vidurkis SN vidurkis SN
BAFF
4,273 1,768 4,941 2,465 3,290 1,105 0,283 | 0,004 | 0,09
(ng/ml)
K
9,945 5,476 15,569 9,459 6,949 2,551 0,012 | 0,059 | 0,001
(mg/l)
A
10,297 9,298 16,259 14,224 6,937 3,206 0,108 | 0,119 | 0,012
(mg/l)
K/A 1,16 0,56 1,35 0,75 1,06 0,34 0,150 | 0,928 | 0,256
C4d
2,22 1,55 2,46 1,59 2,86 1,90 0,757 | 0,189 | 0,356
(ng/ml)
IgG
@) 122,40 74,64 129,96 59,63 60,69 63,51 0,724 | 0,001 | 0,0003
g

* - Mann-Whitney U testas
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Zymenimis sergantiesiems pirminiu Sjogreno sindromu

Pastaraisiais metais tiriant autoimuniniy ligy modelius labai susidométa IL-
27 ir IL-35 reguliaciniu poveikiu autoimuniniams procesams. Todél, Siy
interleukiny koncentracijos tyrimg pSS pacienty kraujo serume jtraukéme |
imunings sistemos daliy tyrimy plang. Sergantiesiems pSS nustatyta statistiSkai
reikSmingai padidéjusi IL-27 (p<0,001) ir IL-35 (p<0,001) koncentracija
kraujo serume lyginant su kontrolinés grupés pacienty rezultatais (Lentelé

43.5.1).

Lentelé 4.3.5.1. IL-27 ir IL-35 koncentracijy tiriamyjy kraujo serume

palyginimas
Sveikos kontrolés Pirminis Sjogreno sindromas
(n=150) (n =50) p*
vidurkis | mediana | SN | vidurkis | mediana SN
IL-27
(pg/ml) 2255 2112 | 1824 62558 20085 80418 | <0,001
IL-35
(pg/ml) 3497 3231 | 2067 | 126059 42556 | 184382 | <0,001

*- Mann-Whitney testas.

PanaSius rezultatus gavo Yoshizaki ir kt. tirdami IL-27 raiSka serganciyjy
sistemine skleroze pacienty serume. Nustatytas padidintas IL-27 kiekis
serganCiyjy sistemine skleroze pacienty serume lyginant su sveiky asmeny
rezultatais. Taip pat, nustatytas rySys tarp IL-27 kiekio padidéjimo ir
padidéjusio B lasteliy sintetinamo IgG kiekio, bei padidéjusio CD4 limfocity
sintetinamo IL-17 kiekio. IL-27 kiekis buvo didesnis ty pacienty kraujyje,
kuriems ligos trukmé buvo ilgesné (Yoshizaki, Yanaba et al. 2011).

Literatliroje apraSyti kity autoriy tyrimai, nagrin¢jant IL-27 funkcijas
imuninio atsako reguliavime, kiek kontraversiSki.

Skirtingy autoriy

duomenimis IL-27 gali veikti ir kaip apsauginis (Lee, Carcamo et al. 2012), ir
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kaip uzdegiminis humoralinis veiksnys (Wang, Han et al. 2008). Kaip parodé
Lee ir kolegy tyrimas Sjogreno sindromo peliy modelyje, peléms gavusioms
injekcijas 1 veng viruso vektorius ekspresuojancius IL-27, pasireiSke ilgalaikis
IL-27 lygio padidéjimas serume, kuris saglygojo susvelnéjusia ligos eiga, be to
poZymiai susij¢ su seiliy sekreto iSsiskyrimu (Lee, Carcamo et al. 2012).
Nepaisant nustatyto padidéjusio IL-27 lygio pSS serganciy pacienty kraujo
serume, $iy dieny mokslo supratimas apie IL-27 vaidmenj pSS patogenezeje
labai ribotas. Reikéty detalesniy tyrimy jvertinant kokj vaidmenj, apsauginj ar
patogeninj, $is interleukinas vaidina pSS patogenezéje.

IL-35 savo funkcijomis labai panasus j IL-27. Sio interleukino poveikis
dvejopas, esant Gimiai infekcijai jis gali aktyvinti efektorines Igsteles, o
pasireiSkiant aktyviai uzdegimo stadijai — selektyviai supresuoti efektorines
lasteles indukuojant Treg limfocitus ir taip apsaugant nuo autoimuninio atsako
i$sivystymo (Niedbala, Wei et al. 2007). Literatiiroje néra duomeny apie §io
interleukino vaidmenj pSS patogenezéje, taiau misy nustatytas jo kiekio
padidéjimas pSS pacienty kraujo serume rodo, kad jis taip pat atlieka tam tikra

vaidmen] Siame patologiniame procese.

88



5. ISVADOS

1. Pirminiu Sjogreno sindromu (pSS) serganciy pacienty periferiniame
kraujyje nustatyta limfocitopenija dél sumazéjusio T ir NK limfocity
absoliutaus skaiCiaus. T limfocity kiekio sumaZz¢jima nulemia statistiSkai
reik§mingai sumazéjes absoliutus NKT limfocity ir CD3'CD4" ir CD3'CD8"
populiacijy, kuriose atitinkamai sumazéja CD4'IL-17A" ir CD8'CD57'CD27"
limfocity kiekis, lasteliy skaiCius. StatistiSkai reikSmingy B limfocity
absoliutaus skaiiaus pokyCiy pSS serganciy pacienty periferiniame kraujyje
nenustatyta.

2. Pirminiu Sjogreno sindromu serganciy pacienty periferiniame kraujyje
Th limfocity populiacijy pusiausvyros disbalansg sglygoja Th2 limfocity
populiacijos procentinés dalies sumazéjimo tendencija ir statistiSkai
reikSmingas Th17/Thl-like limfocity populiacijos procentinés dalies
padidéjimas (p=0,0029).

3. Humoralinio imuninio atsako komponenty disbalansas periferiniame
kraujyje rySkiau iSreikStas serganCiy pirminiu Sjogreno sindromu su ekstra-
liaukine raiSka (2pSS) tiriamyjy grupé¢je:

3.1 StatistiSkai reikSmingas BAFF koncentracijos padid¢jimas nustatytas
sergan¢iy pirminiu Sjogreno su ekstra-liaukine raiSka tiriamyjy serume
(p=0,004), taciau BAFF koncentracijos pokyciai S§ioje grupéje
nekoreliavo su lgstelinio imuninio atsako komponenty pokyciais.
Serganciy pirminiu Sjogreno sindromu tiriamyjy tik su liaukine raiska
(1pSS) grupéje BAFF koncentracija serume neigiamai koreliavo su B ir
T limfocity populiacijy pokyéiais (CD4", CD8" ir jos CD8'CD57
CD27 subpopuliacija).

3.2Serganciy pirminiu Sjogreno sindromu tiriamyjy serume nustatytas
laisvy lengvyjy « ir A grandiniy koncentracijos padidéjimas, rodantis B
lasteliy hiperaktyvumg ir jy produkty balanso sutrikimg, taciau tik
pacienty grupéje su sindromo ekstra-liaukine raiSka $is padidéjimas

buvo statistiSkai reikSmingas (x p=0,001, A p=0,012).
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3.3 IgG koncentracija statistiSkai reikSmingai padidéja tiek serganciy
pirminiu Sjogreno sindromu su ekstraliaukine raiSka (p=0,0003), tiek ir
serganCiy pirminiu Sjogreno sindromu tik su liaukine raiSka (p=0,001)
tirlamyjy grupiy serume.

4. C4d koncentracija serume reikSmingai nesiskyre tarp tiriamyjy grupiy,
taCiau 2pSS pacienty grupés serume nustatyta neigiama koreliacija tarp C4d
koncentracijos ir LLG /A santykio, taip pat neigiamo rysio tendencija su anti-
Ro/SSA ir anti-La/SSB autoantikiiny koncentracija (atitinkamai p=0,0509; r=-
0,431 ir p=0,054; r=-0,436). Sie koreliaciniai rysiai su ligos eigos sunkuma
apibiidinanciais veiksniais, rodo C4d fragmento potencialg vertinant ligos eiga.

5. Serganciy pSS serume nustatytas statistiSkai reik§mingas interleukiny
IL-27 ir IL-35 koncentracijy padid¢jimas (atitinkamai (p<0,001) ir (p<0,001)),

rodantis $1y interleukiny svarbg pSS patogenez¢je.
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Noréciau padékoti visiems, kurie prisid¢jo prie Sio darbo atsiradimo.

Ypac noréciau padékoti:

e darbo vadovui dr. A.Siauriui uz idéjas, nuolating pagalba ir begaling
kantrybe;

e dr. IDumalakienei uz idéjas, nuolating pagalba, kantrybe ir
padrasinimus;

e prof. dr. D.Characiejui, dr. D. Mieliauskaitei uz id¢jas ir vertingas
pastabas;

e R.Vilienei uz nuolating pagalba;

e Visiems kolegoms uz kritinj mastymga ir vertingas pastabas;

e Savo Seimai uZ kantrybe, nuolatinj palaikymg ir supratima.

Finansiné parama

e Lietuvos mokslo tarybos finansuojamo I kvietimo mokslininkiy grupiy
projektas “Interleukiny -27, - 35 ir T helperiy 1, 2, 17 vaidmuo
autoimuninio epitelito patogenezéje” (No. MIP - 96/2010);

e Lietuvos mokslo tarybos finansuojamos Nacionalinés programos
,Letinés neinfekcinés ligos” projektas “Autoimuninémis ligomis
serganciy ligoniy T limfocity populiacijy reikSme ligos eigai” (No. LIG-
23/2010);

e Lietuvos mokslo tarybos finansuojama programa ,Konkursinis

trumpalaikiy mokslininky vizity finansavimas®.
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Biomedicininio tyrimo 2012-02-08 Nr. 158200-299-PP1-7

“Autoimuninémis ligomis serganciy ligoniy
T limfocity populiacijy reikimé ligos eigai ”
pagrindiniam tyréjui dr.D.Characiejui

Dél leidimo Nr. 158200-03-299-73
papildymo Nr. 1, 2012-01-06

PAZYMA

Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas susipazino su jlisy praSymu leisti
papildyti biomedicininio tyrimo ** Autoimuninémis ligomis sergan¢iy ligoniy T limfocity populiacijy
reiksme ligos eigai ”, kuriam atlikti 2011-03-08 i3duotas leidimas Nr. 158200-03-299-73. protokolg.
Komiteto posedzio, vykusio 2012-02-07 metu pritarta jiisy praSymui ir nepriestaraujama, kad:
1. [trauktuméte papildoma tyréja Gintarg Stdziy ( biologa, VMTI Inovatyvios medicinos
centro doktoranta).

Pirmininké 2/ ' ’ Vytaute Peciuliené
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Amerikos ir Europos bendro sutarimo Sjogreno sindromo Kklasifikacijos

kriterijai

I. Akiy simptomai (turi biiti nors vienas teigiamas atsakymas | Siuos
klausimus):

1. Ar jauciate kasdienj, nuolatinj, varginant; akiy sausumag ilgiau nei 3
meénesius?

2. Ar yra pasikartojantis ,,smelio* arba ,,Zvyro* pojiitis akyse?

3. Ar naudojate dirbtines asaras dazniau kaip tris kartus per dieng?

II. Burnos simptomai (turi biti nors vienas teigiamas atsakymas j Siuos
klausimus):

1. Ar jauciate kasdienj burnos sausumg ilgiau nei 3 ménesius?

2. Ar buvo pasikartojantis arba pastovus seiliy liauky padidéjimas, esant
suaugusiam?

3. Ar reikia gerti skysCius tam, kad lengviau biity nuryti maistg?

III. Objektyvis akiy sausumo jrodymai (turi buti nors vienas Siy
irodymu):
Sirmerio 1 testas, atlickamas be nuskausminimo — < 5 mm/5 min.

Bengal roZinio testas — >4 pagal van Bijsterved‘o skaiiavimo sistema

IV. Histologinis mazyjy seiliy liauky biopsijos medziagos tyrimas — zidiniy
skaiGius > 1 (vienas zidinys — stebima daugiau negu 50 limfocity 4 mm?).
Biopsija atlieckama nepakenktoje burnos gleivingje, histologinj tyrimg atlieka

patyres histologas.

V. Objektyvis seiliy liaukuy pakenkimo jrodymai (turi biiti nors vienas Siy
irodymu:)

Nestimuliuota pilna sialometrija (< 1,5 ml/15 min.).

Paausiniy seiliy liauky sialografija

Seiliy liauky scintigrafija.

VI. Autoantikiinai (kraujo serume):

Antikiinai prieS SSA (Ro) ir/arba antikiinai prie§ SSB (La).
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