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SANTRUMPOS

Ag — antigenas

Ak — antikinas

mAk — monokloninis antinas

APL — antigen pateikianti 4stek

CD (angl. cluster of differentiation) — leukaguliferencijacijos antigenai

CTL — citotoksinis T efektorinis limfocitas

DN — dvigubai neigiamas

Fc (angl. fragment crystallizable) — artilto molekués dalis

FcR — receptorius antiko Fc fragmentui

FITC — fluoresceino izotiocianatas

FKN — fraktalkinas

ICAM (angl. intercellular adhesion molecule) — Mighteline adhezijos molekgl

IFN — interferonas

Ig — imunoglobulinas

IL — interleukinas

KIR (angl. killer inhibitory receptor) — kileriusihibuojantis receptorius

LAK — limfocity aktyvuoti kileriai

LFA (angl. lymphocyte function — assotiated antigersu limfocit; funkcija susis antigenas
MCP (angl. monocyte chemoattractant protein) — noin@hemoatraktantinis baltymas
MHC (angl. major histocompatibility complex) — pagtinis audini suderinamumo kompleksas
PE — fikoeritrinas

PMN - polimorfonuklearai

TCR (angl. T cell receptor) — antigenui specififiiBmfocity receptorius

TGH3 (angl. transforming growth factd) — transformuojantis augimo faktorifs-

TNF (angl. tumor necrosis factor) — nayikekrozs faktorius

VCAM (angl. vascular cell adhesion molecule) — kagysliy endotelio adhezijos molekul

ZLA — 7mogaus leukoaitantigenai
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1.JVADAS

Po pirmosios Sirdies transplantacijos 1967 me&aigperacija iS eksperimentinio gydymo
tapo Siuolaikiniu, paZangiu sunkgirdies ligy gydymo tmdu. Sirdis Siuo metu yra thas pagal
daznum transplantuojamas organas JAV. UNOS (aklylaited Network for Organs Sharing
duomenimis JAV kasmet atliekama 2700 Sirdies trimsacijos operaay Tyrimai rodo, kad
pirmuosius metus po operacijos iSgyvena apie 85%epf, pirmus trejus metus — 75%
pacient.. ISHLT (angl.International Society for Heart and Lung Transpktidn) registravimo
duomenys rodo, kad Siuo metu pasaulyje gyvena &pie000 zmonj, turinéiy Sirdies
transplantat [20].

Nepakankamas donpskatius skatina mokslininkus ieSkoti alternaty\dirdies ligomis
sergadiy pacienty gydymo ldy. Siuo metu daug éinesio skiriama kamienini lasteliy
tyrimams ir galimamy pritaikymuijvairiom ligom gydyti. Su eksperimentiniais pelnhodeliais
parodyta, kad kamienés lasteks, implantuotosi Sirdies raumeh geba diferencijuotisi
kardiomiocitus ir kraujagysli endotelio 4steles ir atkurti pazestraumen Talwiau publikuota
ir nemazai neskmiy, susijusi su kamienini Iasteliy terapija, pvz.: neprigyjimas implantuotoje
vietoje, nepilna diferencijacija [59]. Zmogaus measiminiy kamienini; lasteliy auginimas
uztrunka, o gydymo daZnai prireikia tuoj pat [5&ios ir daug kif problemy reikalauja
daugyles tyrimy ir eksperiment, tockl transplantacija kol kas iSlieka pagrindiniu gydyiidu,
prailginartiu pacient;, sergatiy Sirdies ligomis, gyvenim

Lietuvoje pirmoji Sirdies transplantacijos operadgtlikta 1987 m. Vilniaus universiteto
Sirdies chirurgijos klinikoje. 1987 — 2007 metaisrgndinti 56 Sirdies transplantatai. Lietuvoje
gyvena 21 zmogus su Sirdies transplantatu (VUL $XClregistras).

Siuo metu endomiokardo biopsija iSlieka pagrindibidu vertinant Sirdies transplantato
atmetimy ir parenkant adek¢#& imunoterapi. Ta&iau biopsija yra invazyvi ir pavojinga
paciento sveikatai procedh [9], toctl Sio darbo tikslas yravertinti galimus alternatyvius
transplantato atmetimo nustatymaidins vertinant tam tikr limfocity pavirSiaus zyman
ekspresijos pokytigoniy po Sirdies transplantacijos kraujyje.

Gerai yra zinomas ir apibdintas T ir B limfocity vaidmuo sglygojantis transplantat

atmetim, taciau klinikiniai duomenys ir eksperimentai su guls nurodo, kad nors ir esant; Si



limfocitu deficitui imunosupresijos fone, atmetimo reakcijosvisada galima iSvengti. Tai
paskatino tyjus atlikti nuodugnesnius tyrimus, kurmetu buvo nustatytogzairios imunires
lasteks infiltruojatios transplantat Kai kuriy lasteliy, tokiy kaip T limfocity, membranose
ekspresuojatiy CD16/CD56, CD103 ir CD134 molekules, vaidmuo atmetreakcijose éra
galutinai iSaiSkintas. Klinikiniai duomenys rodoySlimfocity buvimg ligoniy po Sirdies
transplantacijos kraujyje, tédyra rekomenduojama sektiySiasteliy subpopuliaciy kitima
pooperaciniu laikotarpiu ivertinti ju pokyti esant transplantato atmetimui [41].

Pagrindinis 3io darbo tikslas yravertinti T limfocity (CD3"), membranose
ekspresuojatiy CD16/56, CD103 ir CD134 molekules, pokigoniy, po Sirdies persodinimo

operacijos, kraujyje.



2. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:
Ivertinti ligoniy, kuriems atlikta Sirdies persodinimo operacijaalfo T limfocity
membranos zymenCD103, CD134, CD16/56 (NKT limfoej) ekspresijos pokytir kiek Sis

pokytis gali pers{ti apie gresiantSirdies transplantato atmetim

Siam tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniat

1. Tékmeés citometrijos metodu nustatyti T limfogitmembranos pavirSiaus zZymen
CD16/CD56 ekspresijligoniy po Sirdies transplantacijos kraujyje 10 dieprieS
transplantato atmetigrir atmetimo diea.

2. Tékmeés citometro pagalba nustatyti T limfagitmembranos pavirSiaus Zymens
CD103 ekspresij ligoniu po Sirdies transplantacijos kraujyje 10 diempries
transplantato atmetigrir atmetimo diea.

3. Tékmes citometro pagalbgvertinti T limfocity CD134 membranos Zymens ekspeesi
ligoniu po Sirdies transplantacijos kraujyje 10 digorieS transplantato atmetinir
atmetimo dien.

4. Tékmés citometro pagalbavertinti iSvardytt T limfocity pavirSiaus zZyman
ekspresy sveiky zmoni periferiniame kraujyje. Gautus duomenis palygisti

transplantato atmetimo metu gautais tingmlimfocity duomenimis.



3. LITER UROS APZVALGA
3.1. SIRDIES TRANSPLANTACIJA

Pirmoji Sirdies transplantacija atlikta 1967 metaigtuvoje — 1987 metais. ISHLT (angl.
International Society for Heart and Lung Transpktiin) registravimo duomenys rodo, kad
Siuo metu pasaulyje gyvena apie 50 000 zmyomwirinciu Sirdies transplantaf20], Lietuvoje —
21 (VUL SK LDC registras).

Priklausomai nuo donoro ir recipiento audinantigening skirtumy, galimos kelios
transplantacijos formos:

e autologire: donoras ir recipientas yra tas pats asmuo;
e izogenire (singenir): donoras ir recipientas yra genetiskai identiski;
e alogenire: donoras ir recipientas yra toscfus iSies individai,

e ksenogenia: donoras ir recipientas yra skirtingiSiy [1].
3.1.1. Sirdies transplantaj atmetimas

Ar Seimininko imuni@ sistema atpazins donoro orgdwip sav, priklauso nu@mogaus
leukocity antigem - ZLA komplekso. ZLA molekuls yra pagrindiniai transplantato
aloantigenai,i kuriuos reaguoja T limfocitai,afygodami imunin atsalg. Imunirgs lasteks
atpajsta net visai nedidelius skirtumus tarp svatipeptid; junginio su nuosavomis ZLA
molekukmis ir saw peptid; junginio su jomis [1].

Nors iSgyvenamumas po persodinimo opeuacigerja, bet pagrindiniai iSgyvenamum
limituojantys veiksniai iSlieka. Pati aktualiausiea ankstyvo organo atmetimo problema. Sios
problemos aktualumas priklauso nuo parinkto dorsarderinamumo recipientui. CTRD (angl.
Cardiac Transplant Research Databaséanalizavo ir patetk duomenis apie pagrindinius
rizikos faktorius,jtakojartius ankstyy donoro Sirdies transplantato atmetirBuvo iSanalizuota
7283 atvey iS 42 gydymoistaigy per 10 met ir nustatytas 241 pacientas su ankstyvu Sirdies
transplantato atmetimu per piggias 30 diem po operacijos. Siekiant pagerinti pacient

iSgyvenamur po operacij, buvo nustatyti Sie pagrindiniai rizikos faktorjg@renkant donar



vyresnis donoro amzius, ilgesnis iSemijos laikais dkgano persodinimo, netinkami donoro
elektrokardiogramos duomenys, svorio skirtumas tdgmoro ir recipiento. Taip pat yra
atsizvelgiama iri daugel kity kriterijy, tokiy kaip: bendg donoro sveikatos dile pries
transplantacy ir kt. [22].
Recipientai taip pat turi atitikti kelekriteriju pries atliekant Sirdies transplantacij
e Amziaus ribos: 12 — 65 metai. Stengiamasi neopefjaonesni nei 18m ir
vyresniy nei 55m amziaus pacientdél komplikuotesis po transplantacés
buklés ir trumpesnio iSgyvenamumo [23],¢ik@u jei yra tinkamas donoras,
persodinimai atliekami ir naujagymiams.
e VO2 (angl.oxygen consumption index 14ml/kg kino svoriui. Sis indeksas
nurodo recipiento kraujotakos pgyma apiipinti organizmo audinius deguonimi.
e Normalus plagiy arterijos spaudimas. Plautihipertenzija — vienas iS didziaysi
rizikos faktori, galintis alygoti deSiniojo Sirdies skilvelio nepakankamarin
ankstyw transplantato atmetin
e Bendra paciento sveikatosikbé. Esant virusiniams susirgimams (CMV, EB) ar
augliams transplantacija nevykdomac¢l d po transplantacijos taikam
imunosupresant kurie gali Zzymiai pabloginti pacientaiki¢ [23].
Keli kiti rizikos faktoriai, ribojantys recipient tinkamuma Sirdies transplantacijos
operacijai: cukrinis diabetas, kepginksty ligos, tabako ir alkoholio vartojimas.
Yra aprasytos keturios pagrindsmirties priezastys po Sirdies transplantacijos:
Umus Sirdies transplantato atmetimabaiikelto imuninio atsako.
Citomegalo viruso (CMV) infekcija.

Sirdies kraujagysii ligos.

w0 DN PF

Limfomaos, kiti piktybiniai navikai [20].
3.1.2. Alotransplantato atmetimo reakcija
Imuniniy lasteliy taikiniai alotransplantate yra jo kraujagys&ndotelio ir parenchimos

lasteks. Transplantato atmetinskirtingais mechanizmais sukelia:

e Recipiento CD8T limfocitai, tiesiogiai lizuodami transplantatgsteles.



e Recipiento CDAT limfocitai telkiasi transplantate ir aktyvina nrakagus.
e Aloantikanai jungiasi prie endoteliasteliy ir aktyvina komplemeit sukeldami
kraujagysli pazeidimus [1].

Skiriami trys transplantato atmetimo tipai: Zait@sSkiminis ir létinis.

Zaibiskas (hipefmus) atmetimas.

ISsivysto labai greitai, per pirmias 24 valandas. Recipiento kraujyje cirkuliuoyant
antikinai reaguoja su transplantato kraujagystindotelio aloantigenais. Susigaimuniniai
kompleksai aktyvina komplemento sisterEndotelis netenka savo antikoaguliagisavybiy ir
pradeda gausiai sekretuoti Von Willebrando faktorkuris sukelia tromboait adheziy ir
agregaci. D¢l kre&jimo faktoriy aktyvinimo jvyksta transplantato kraujagyslitromboz,
salygojanti  ZaibiSly transplantuoto organo atmetin{l, 51]. Sis atmetimo tipas autgri
duomenimis yra gana retas. Hanoverio medicinosausiteto duomenimis i$ 524 atlikBirdies

transplantacijos operagijtik 2 pacientamgsyko ZaibiSka organo atmetimo reakcija [29].

Uminis atmetimas.

Tai imunire organizmo reakcijapersodinto audinio/organo antigenUsninis atmetimas
daZniausiai pasireidkia visuose transplantatuoge skirtingu laipsniu. Bl didelio ZLA
molekuliy polimorfiSkumo yra beveik nmanoma (iSskyrus monozigotinidvyniy atvejus)
parinkti donos, kurio audini pavirSiaus antigenai visiSkai atitiktecipiento audini pavirSiaus
antigenus. Siuos skirtumus atpagifi limfocitai diferencijuojasi ir migruoja transplantat T
limfocitai tiesiogiai sukelia endotelio lgzarba iSskiria citokinus, indukuojéins uzdegim, dél

kurio vystosi endotelio nekré438, 43].

Létinis atmetimas.

Létinis transplantuoto organo atmetimas yra pagrindilyvo transplantato netekimo
priezastis [30]. Jsukelia audinio fibrog ko pasekoje prarandama normali persodinto organo
strukfira. Létinis atmetimas gali pasireiksti po kelménesiy ar kelery mety. Fibrozs proces

salygoja aktyvuoti makrofagai, t. y.ujsintetinamas lygju raumem lasteliy augimo faktorius.
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Sis faktorius skatina kraujagyslintimos lygijju raumen proliferacip ir sukelia kraujagysli
okliuzija, ko pasekoja formuojasi iSemijos zidiniai [1, 28].

Po organ transplantacijos gali pasireiksti dar vienas tipagniniy reakcij, sukeliagiy
nepageidaujampoveilf recipientui, tai transplantato pries Seimiriniga (GVHD; angl.graft-
versus-host diseaseDaZniausiai pasitaiko po kautiulpy transplantacijos [33]. Si reakcija gali
pasireiksSti gydant recipiemtimunosupresantais. Tokiu atveju Seimininko iméngistema
nepaggia atmesti donoroasteliy. Proceso metu donoro T limfocitai reagugjanazuosius
audiniy suderinamumo antigenus. Skiriamos:

e Uminé GVHD. Jos metu sukeliama epitelio nekraxloje, tulZies latakiuose ir
virSkinamajame trakte.

e Létiné GVHD. Organai - taikiniai yra tie patys kaipimios GVHD atveju, tik
vystosi Sii organy fibrozé ir atrofija [46]. Létine GVHD yra viena dazniausi
vélyvo mirtingumo priezaSy po transplantacijos operaci33].

GVHD yra inicijuojama donoro J limfocity. Aktyvuoti jie pradeda sintetinti IL-2, kuris
aktyvina NK hsteles, CD8 T limfocitus ir makrofagus. Pirmosios dvi tiesiogipazeidzia
Seimininko kraujagysli endotej sukeldamosakteliy lyze [1]. Ne ka maziau svarbus yra nawvk
nekrozs faktorius - TNF. 8veikaudamas su TNF receptoriumi jis gali sukeltimseinko
lasteliy apoptoz, taip pat jis sustiprina IL-2 sinteZTy limfocituose. TNF gali sintetinti NK
lasteks, CD8T limfocitai ir makrofagai [17].

3.1.3. Sirdies vainikiniy kraujagysliy paZeidimai

Viena didziausi problemy, salygojanti net 2/3 vig Sirdies transplantato atmetim
pirmaisiais metais po transplantacijos, yra vaimikikraujagysh pazeidimai (VKP) (angl.
CAV-Cardiac Allograft Vasculopathy Apie 50% pacient iSgyvenusi penkerius ar daugiau
mety, taip pat aptinkama VKP [7]. Sirdies kraujagygiatogeniniai pakitimai yra daugiapakopis
procesas, kurslygoja daugybiniai imuniniai ir neimuniniai veiksni Pagal pazeidimo pabi
yra skiriami 3 pazeidimo tipai:
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e A tipas, kuriam hdingi pavieniai pazeidimai. Daugiau nei psispacieni
koronarai po transplantacijos yra pazeisti aterom
e B tipas. Bidingas kraujagysliintimos sustajimas.

e C tipas. Bidingi difuziniai koronam susiaugjimai [54].

Vainikiniy kraujagyslii endotelio vaidmuo transplantato atmetime

Donoro kraujagysii endotelio dsteks pirmos susiduria su recipiento imunine sistema.
Endotelio hsteks gali luti aktyvuojamosjvairiy faktoriy: operacijos metu sukelto kraujagysli
pazeidimo, iSemijos, citomegalo viruso infekcijaglosporino toksinio poveikio. Aktyvuotos
endotelio 4steks ekspresuoja adhezijos molekules (VCAM-1, ICAMEIselektinus), citokinus
(VEGF, MCP-1, IL-8), T ir B limfocitus aktyvuoj&mas molekules [37]. Tuo tarpu aktyvuoti
CD4' ir CD8 T limfocitai skatina atitinkamai ZLA Il ir ZLA | kasts molekuliy ekspresij
donoro kraujagysli endotelio 4steliy pavirSiuje. Visa tai didina transplantato atmetittkomybg
[54].

3.1.4. Lastelinis imuninis atsakad transplantato vainikini gy kraujagysliy pazeidimg

Atliekant eksperimentus su grauzikais, pazetsansplantato kraujagyslivietoje buvo
identifikuotos CD4, CD8, NK, dendritits lastebs ir makrofagai. Tame p@ame
eksperimentiniame modelyje buvo parodyta, kad Chdteliy deficitas sumazindavo koromar

pazeidimus, bet visiSkai nepaSalindavo transplargahetimo problemos [53, 54].

3.1.5. Humoralinis imuninis atsakas j transplantato vainikiniy kraujagysliy

pazeidima

Humoralin imunini atsalg salygoja antikiny sintez ir ju sukeltas antigeno sunaikinimas.
Ak sintetina subrengdir aktyvuoti B limfocitai. Signal B limfocity proliferacijai teikia ir Ag, ir
T efektoriniai helperiai. Zaibiskame transplantatmetime dalyvauja IgM klas Ak, oamiame
IgG klass Ak [1]. Eksperimentais su gehis buvoirodyta, kad eksperimentiniai gynéliai su

B limfocity deficitu iSveng greito transplantato atmetimo [54].
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3.1.6. Transplantato tolerancija

Nors operacié technika ir imunosupresinis gydymas nuo pirmosngpéantacijos
operacijos Zymiai patobtjb, tatiau pagrindig imunotolerancijos problema vis dar riboja ilgesn
potransplantacin iSgyvenamura Taikoma imunoterapija daznai padidina infekginar
piktybiniy susirgimy rizika, toctl daug @mesio skiriama ieSkant specifiSkasmnunosupresijos
bady i transplantato antigenus [14]. Siam tikslui buvsiami gyviiny modeliai ir Siai dienai jau
yra Zzinoma, kad natali organizmo imunotolerancija galima bent trirhiglais:

1. Klony delecija. Vyksta uzkicio liaukoje.

2. Klony anergija. Vyksta limfiniuose, audiniuose.

3. Imunosupresija reguliacimilimfocity pagalba (periferiniuose imuréis sistemos
orgauose) [26].

Daugiausiai dmesio mokslininkai skyr tre¢iajam imunotolerancijos tolui. Jau 1995
metais buvo parodyta, kad egzistuoja CDB limfocitai savo membranoje turintys IL-2
receptoriaus: grandire (CD25 molekuk) ir galintys reguliuoti autoreaktyvius T limfociun
vivo [47]. Siy lasteliy reguliacinis poveikis pasireikia per citokitL-10, TGF$, IL-4, IL-5 ir
IFN-y gamyha [58].

Practta tirti reguliacing T limfocity itaka potransplantaciniam iSgyvenamumui.
Pastebta, kad atlikus transplantagijjkraujyje jie aptinkami jau po ttjménesiy ir geba islikti
cirkuliacijoje ilga laika, net ir imunosupresinivaist; poveikyje [2]. Be CD4 CD25' limfocity,
dar iSaiskinti ir CDACD25, CD8'CD28, NK, NKT, dendritires lasteks, DN T limfocitai
pasizymintis reguliaciniu poveikiu ir imuninio aksa slopinimu po organ persodinimo
operaciy [26, 62].

Didziausias vaidmuo imunotolerancijoje tenka citoki IL-10. T,2 ir NKT limfocitai
sekretuodami iScitoking slopim kai kurip kostimuliuojagiy molekuly gamyla dendritirese
lastebse. Pastarosios taip pat pradeda sintetinti didesHi-10 kiekius ir aktyvuoja CD4
CD25' reguliacinius limfocitus [62]. Siosasteks, manoma, slopina aktyvuotus T limfocitus
sekretuodamos didelius IL-10 ir TGFkiekius arba tiesiogiai fstek-lastek” kontakto dtka
slopindamos IL-2 gamyir taip stabdydamos tolesii limfocity aktyvacip [52, 55].
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3.2. ASTELES IR MOLEKUL ES DALYVAUJAN CIOS
IMUNINIAME ATSAKE PRIES TRANSPLANTA TA

3.2.1. Naralus kileriai

Natiralieji kileriai (NK) — imuniny lasteliy
subpopuliacija kraujyje ir limfiniame audinyje (Ray
Subesta kaul ciulpuose. NK 4steks sudaro apie 10%
cirkuliuojarciu limfocity populiacijos. Jos neturi T ir B
limfocitams idingy Zzymeny (CD3, CD19, CD20).

NK lasteliy pavirSiuje yra adhezijos molekuli(CD2,

Pav.l Skanuojai elektroniniu CD56, LFA-1) ir receptoriai (NKR-P1, KIR, CD16 (fRlIl)),

mikroskopu daryta NK alsteks
nuotrauka [57].

kurie siveikauja su ligandaisisteliy - taikiniy pavirSiuje. NK
lastebs taip pat ekspresuoja IL-BRsubvienet, IL-15Ra
subviened, citokiny INFa, INFB, INFy ir IL-12 receptorius [1].
NK lasteks gauna signalus iS dwvigjrecepton. Pirmasis - NKR-P1 - lektinas
saveikaudamas su ligandwéiriais oligosacharidaigsteliy pavirSiaus membranose) sukelia NK
lasteliy granuli egzocitoz, antrasis — KIR, geikauja su MHC | klass molekuémis
susijungusiomis suasteks nuosavais peptidais. NKskeles gali aktyvinti ir IgG1 ar 1gG3
poklasiy antikinai savo Fc fragmentu jungdamiesi prieylRl receptoriaus. Jie sukelia NK
lasteliy degranuliac. Si reakcija vadinama nuo arititg priklausomu4steliy citotoksiskumu.
NK lasteliy citoplazmoje yra granés, kuriose randama dvigjraSiy citotoksinai:
perforinai ir granzimai. Perforinas polimerizuojdssteks taikinio pavirSiaus membranoje ir
sukelia osmosiglasteks Zitj. Veikiant granzimams indukuojamgsteks apoptoz [1].
Pagrindiniai NK #4steliy taikiniai yra virus infekuotos ir augli lasteks [15]. Taip pat jos
dalyvauja imuniniame atsake priesS transplanféd]. Remiantis eksperimantezultatais, buvo
parodyta, kad NKadsteks transplantato atmetime dalyvauja tiesiogiai, t#mnu chemokim
(fraktalkino, CC) pagalba pazeisdamos donorinioanoy endotelio asteles [21, 36], ir
netiesiogiai, stimuliuodamos T limfogitimuninj atsalh esant CD28-/- deficitui [48, 61].
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ISskirdamos citokinus, jos skatina T limfacproliferacip [19], taip pat stimuliuoja dendrititi
lasteliy (DL) subrendim saveikaudamos suuyj pavirSiuje ekspresuojamomis MHC | kéas
molekukmis. DL, kaip APL, sukelia T limfoait atsalg [39].

NK lasteliy aktyvumui dideds jtakos turi citokinai. Virusai, pateki lasteles, sukelia
INFa ir INFB sintez, ju veikiami makrofagai iSskiria I1L-12 ir IL-15, kuriektyvina nairaliy
kileriy lasteles. T helpeuiiSskiriamas IL-2 taip pat stimuliuoja NKdteliy augimy ir citolizing
aktyvum, ju virtima limfokiny aktyvintais kileriais - LAK [1].

3.2.2. Natiraliy kileriy T limfocitai

Natiraliy kileriy T limfocity (NKT) populiacija buvo aptikta kaip p@asti limfocitai
ekspresuojantys ar neekspresuojantys CD4 ir CD&%aws Zymenys [3, 5], produkuojantys
didelius IL-4, IL-10, IL-13 ir INFy kiekius, galintys palaikyti imunoglobulin gamyly ir
inhibuoti kai kuriuos citokinus dalyvaujéinis uzdegime. NKT limfocitai paprastai atjpstami
pagal NK hsteliy NKR-P1 (NK1.1 peise) zymenir pagal TCR, savo seétyje turini CD3
molekuk, arba TCR grandir (V,24-J,Q Zmogaus organizme ir,¥4-3,281 peli ir Ziurkiu
organizmuose) [11, 31].

Siuo metu pelse jau iSskirti du NKTasteliy tipai:

e | NKT limfocitai sintetina nekintam V,14-1,281 grandia. Siam tipui
priskiriamos dvi NKT populiacijos: CD4 zymegturincios ir dvigubai neigiamos
(CD4CD8) NKT lasteks. Pirmosios dsteks sekretuoja g2 limfocitams
budingus citokinus, o antrosios T badingus citokinus [35] Abi populiacijos
CD1d molekuts pagalba atpgdta sintetin glikolipida a-galaktozilceramial (o-
Gal-Cer) ir taip gali bti aktyvuojamos.

e |l NKT taip pat yra CD1d apribotos, bet jos neafiptan-Gal-Cer [32].

NKT lastekms priskiriami ir CD3, CD16/56 pavirSiaus Zymenigsgresuojantys
limfocitai. Sios hsteks yra CD1d apribotos, d&@u, skirtingai negu kitos NKT subpopuliacijos,
manoma, kad Siosidteks gali veikti organizr Zalingai. Tyrimai su vienos Afrikos genties
zmoremis, sergadiais Salmonellainfekcija, parod, kad mirusijy periferiniame kraujyje buvo
aptiktas didesnis NKT limfoait kiekis negu sirgusi bet pasveikusi pacient kraujyje. Todl
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buvo padaryta iSvada, kad Sis NKT limfacpoklasis gali tusti ir neigiama povei Zmogaus
organizmui [27].

NKT lasteks pradeda lgsti uzkficio liaukoje. Eksperimentini peliy modely pagalba
parodyta, kad Siame organe jos pereina teigiamneigiamy selekcip bei jgauna TCR
pavirSiaus Zymen Galutinai NKT limfocitai subgsta periferijoje ir pradeda ekspresuoti IL-7R,
CD24, DX5, Ly49 molekules [42].

Siuo metu apradytos keturios NKateliy funkcijos:

1. Geriausiai yra istirtas yj vaidmuo dalyvaujant imuniniame atsake prie$
mikobakterij lipidinius, glikolipidinius antigenus. Antigan sujungs su CD1d
molekule, atpasta V,24-1,Q receptorius [32]. PeliNKT lasteks sukelia atsaki
mikobakterijas didindamos INFsintez (uzdegiminis citokinas) [10].

2. NKT lasteks atlieka svanp vaidmen salygodamos imunipatsalg prieS navikines
lasteles. Siam atsakui svamlL-12 ir INFy [42].

3. NKT limfocitai svarhis iSvengiant autoimuniniligy, nes ekspresuoja IL-10.

4. Ne maziau svarbi reguliaginfunkcija. NKT ksteks per CD1d molekal gali
saveikauti su dendritiemis lastekmis ir taip reguliuoti y imunin; atsalg i tam
tikrus antigenus [42].

Visai neseniai susidotta NKT lasteliy vaidmeniu dalyvaujant imuniniame atsake pries
transplantat. Eksperimentais su pelimodeliais parodyta, kad NKT limfocitai Sirdies
transplantat yra pritraukiamos aveikaujant y ekspresuojamam chemokinui CXCR6 su
endotelio 4steliy sekretuojamu ligandu CXCL16. Po aktyvacijos pglld/ grandig ar IL-12 ir
IL-18 citokinus, NKT hstebs pradeda gausiai sekretuoti IL-10. Sis citokineikia dendritines
lasteles mazindamas kostimuliuofan molekuly ekspresy jose ir didindamos IL-10 sintez
Galiausiai tokiu idu yra aktyvuojami reguliatoriniai T limfocitai, kie slopina imunipatsalg i
transplantat [62].
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3.2.3. CD4 T limfocitai

CD4' T limfocitai (2 pav.) sulstaciobrialiaukeje. Cia
jie savo pavirSiujggauna TCR, CD3, CD28 ir CD4 molekules ir
yra vadinami naiviaisiais CD4T limfocitais. J; aktyvavimas
vyksta periferiniuose imuniniuose organuose - limfose
mazguose. Proliferacijai ir diferencijacijai yraikaingi du

aktyvinimo signalai: pirmasis signalas yra TCieska su Ag

sujungtu su ZLA Il klagés molekutmis esatiomis antigen
pateikiargiuy lasteliy pavirSiuje, o antrasis signalas yra CD28

Pav.2 Skanuojatiu elektroniniu . . ) . . .
mikroskopu daryta CD4 T Molekuks, esatios CD4 T limfocity membranoje, aveika su

limfocito nuotrauka 16]. B7 molekule esatia APL pavirSiuje. Pastarasis signalas yra
batinas IL-2 ir IL-2R sintezei. Sie citokinai yra aténgi uz T
limfocitu proliferacip ir diferencijacip [6].

CD4" T limfocity diferencijacija vyksta dviem kryptimis. INFir IL-12 pakreipia
diferencijacijp Tl linkme. Sip citokiny Saltinis yra aktyvuoti makrofagai ir Nkadteks. IL-4
salygoja diferencijaci Ty2 kryptimi. Manoma, kad IL-4 Saltinis galiib NKT lasteks. Tyl turi
itakos makrofag, CD8 T limfocity, NK Iasteliy funkcijai, gali aktyvinti neutrofilus, endotelio
lasteles. T,2 taikinys — B limfocitai, ;2 svarls ju proliferacijai ir diferencijacijai plazmines ir
B atminties dsteles [1].

Akcentuojamas svarbus CDZ limfocity vaidmuo ir transplantatamiame atmetime.
CD4" T limfocitai gali syveikauti su donoro aktyvugtdendritiniy lasteliy pavirsiuje esatiomis
arba donoro endoteliadteliy pavirSiuje ekspresuojamomis MHC 1l [12] ktasmolekuémis ir

sukelti imunin atsalg prieS transplantaf49].
3.2.4. CD8 T limfocitai
CD8" T limfocitai, kaip ir CD4 T limfocitai, subesta ¢iobrialiaukéje, o aktyvinami

limfiniuose mazguose. Aktyvinimo metu pirmas sigrsabaunamas naiyjiy CD8" T limfocity
TCR siveikaujant su Ag sujungtu ZLA | klas molekuémis APL pavirSiuje. Antras signalas
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gaunamas CD28 ir B7 molekulisaveikos metu. Po aktyvavimo signalo gavimo, CDB
limfocitai pradeda sekretuoti IL-2, kuris, taip p&gip ir CD4 T limfocituose, veikia
autokrinidkai ir inicijuoja CD8 T limfocity proliferacip ir diferencijacip i citotoksinius T
limfocitus [1].

CD8" T efektoriai atpajsta ir sunaikina virug infekuotas ir naviko asteles [1].
Eksperimentaigrodytas yi vaidmuo imuniniame atsake prie$ transplant@D8 T limfocitai
atpaista donorodsteliy pavirSiuje esatias MHC | klags molekules ir diferencijuojasiCTL.
Pastarieji gali sukelti transplantato endotelio¢lyfl0] arba sekretuodami INF— PMN
infiltracija 1 transplantat [49].

Pagrindiniai 4steliu pazeidimo mediatoriai yra CTL graksk. Tai baltymas perforinas,
kuris gebaisiterpti ir polimerizuotis dsteks taikinio membranoje ir sukelti osmositasteks
lyze, bei serinigs proteags — granzimai. Manoma, kad jie aktyvina endogeapoptozs kela,

kurio metu sukeliama DNR fragmentacija [1].

3.2.5. CD103 pavirSiaus zymuo

CD103 yra CD8 T efektoriniy limfocity ekspresuojamas integrinas, kurio specifinis
ligandas yra epitelioagkteliy sintetinama E-kaderino molekul Saveikaudami per iSliganca
CD103CDS8' T limfocitai dalyvauja transplantato epiteliniasteliy destrukcijoje [25]. CD103
ekspresijai CTL pavirSiuje tuitakos citokinas TGIB-[18]. Nemazai eksperimanttlikta su
inksty transplantatais. Siame organe gausu epitelinsteliy. Buvo jrodyta, kad CD103
ekspresija prasideda tik po to, kai recipiento (oEtenka; donorin inkst ir ¢ia vietiSkai yra
veikiami TGF$ molekuliy [13]. Duomem apie CD103CD8" T limfocitus, infiltruojargius

Sirdies audinius, kol kasera.
3.2.6. CD134 pavirSiaus Zymuo
CD134 (OX40) yra receptorius priklausantis tumarekrozs faktoriy recepton

superSeimai (3 pav.). CD134veikauja su ligandu CD134L, ekspresuojamu aktywudPL
paviriuje. CD134 yra ekspresuojamas aktyyuéD4" T limfocity, B limfocity, dendritiniy
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lasteliy ir aktyvuoto kraujagysli endotelio pavirSiuje. T
limfocity pavirSiuje Sis glikoproteinas pradedamas sintie®it
— 72 valand bégyje po CD4 T limfocity saveikos su antigenu
[24] ir yra svarbus §i lasteliy proliferacijai, aktyvumui ir
iSgyvenamumui [63]. CD134/CD134Laweikos dka yra
inicijuojama antiapoptozini geny transkripcija ir baltym
(Bcl-xL, Bcl-2) sintez T limfocituose. CD3CD134

limfocity vaidmuo autoimunigse ligose yra pakankamai gerai

3 pav. TNF Seimos receptorius [24].

iSstudijuotas, bet yj vaidmuo transplantato atmetimeéra galutinai iSaiskintas [4].
Eksperimentiniuose modeliuose suépals parodyta, kad uzblokavus monokloniniais amtéis
CD134L ir B7 molekules, galima prailginti peli kurioms atlikta Sirdies transplantacija,
iSgyvenamura [63].

3.2.7. Fraktalkinas

Pltiai yra iStirtas Zzmogaus chemokinas — fraktalki@KN). Jam ldinga hibridire
chemokinig/mucinirg transmembraninstrukiira (chemokino domenas + mucino stiebas). FKN
iSskiria aktyvuotos kraujagysliendotelio dsteks. Jis skatina leukoaitaktyvacip bei ju adhezig
prie endotelio. FKN gveikauja su jam homologiniu GER1 receptoriumi irgygoja monocity,
CDS8' T limfocity bei aktyvuol NK lasteliy adhezij prie endotelio [45].

Tiriant padidjusia FKN ekspresy aktyvuoto endotelio pavirSiuje, buvo pasitelktos
eksperimentiés peés su Sirdies transplantatu.

Tyrimais buvoirodyta, kad:

1. Tik nezymus FKN kiekis buvo aptiktas tame organizkug transplantato
atmetimas nevyko ir dideénekspresija uzfiksuota progresuojant atmetimo
procesui.

2. FKN ekspresija padiga kai kraujagysli endotelio 4steks yra aktyvuojamos
TNFo molekuly. Pastarojo daug sintetinama transplantato atmatieto.

3. Gydant peles antilnais prieS CXCR1 receptorius, zymiai padio recipient;

iSgyvenamumas po transplantacijos [36].
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Eksperimeni rezultatai parogl kad, nors ir esant visiSkam MHC nesuderinamurag t
donoro ir recipiento, taikant anti-GRR1 antikiny terapip galima buvo sumazinti Sirdies arkit

transplantat atmetimo rizilg [36].
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4. TIRIAM@D MEDZIAGA IR METODAI

4.1. Tiriamieji

Tiriamoji medziaga buvo surinkta 2006-2008 metass Vilniaus Universiteto ligoniés
"SantariSki klinikos" Sirdies chirurgijos Klinikoje. Tyrimai thkti  Vilniaus Universiteto
ligoninés "SantariSki klinikos" Laboratorigs diagnostikos centro (VUL SK LDC) Klinikés
imunologijos laboratorijoje. Tirta 21 ligowmi kuriems buvo atlikta Sirdies persodinimo opegacij
Tarp ju buvo 4 moterys ir 17 vyrnuo 8 iki 54 mat amziaus (40,6 + 13,9). Siekiajvertinti
kraujo T limfocity CD16/56, CD103, CD134 pavirSiaus zymeekspresijos pokyus, buvo
atrinkti 9 asmenys, kuriems buvo patvirtintamus atmetimas. Siems pacientang&rries
citometro pagalbdvertinta tiriamy limfocity pavirSiaus molekuli ekspresija 10 dien prie$
atmetimy ir atmetimo dien. Taip pat iStirta 29 sveikasmen grups. Kontrolines asmen grupes
(kraujo donou) tiriamoji medziaga surinkta VUL SK Kraujo centi®. sudaé 8 moterys ir 21
vyras, kuriy amzius buvo nuo 19 iki 43 me{26,7 + 6,3). Demografiniai tiriany duomenys
pateikti 1 lentedje.

1 lente¢. Demografiniai tiriamju duomenys.

Tiriamyju grupe Lytis n Amzius
Kontroliné, sveiky asmen, grup Moterys 8 28,6 £5,1
Vyrai 21 26,0 £6,7
Pacientai, kuriems atlikta Sirdies persodinimo apga | Moterys 4 32,0+17,5
Vyrai 17 42,1+13,2
Pacientai, kuriemgryko transplantato atmetimas Moterys 1 14
Vyrai 8 325+17,6
4.2. Metodai

Téekmeés citometrijos metodas
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Citometrija pagista keliais principais:

1. Hidrodinaminiu §steliy, tekartiy neSagtiojo skysio srowje, fokusavimu, @& kurio
lasteks iSsirikiuoja viena paskui kit pries kirsdamos lazerio spindulS principa
uztikrina €kmés citometro slgio ir sky<iy sistemos.

2. Monochromires lazerio Sviesos sklaida, kurios pagaNertinamasdsteks dydis (pagal
prieking spindulio sklaid) ir gradétumas (pagal Songmspindulio sklaid).

3. Fluorochromy suzadinimu ir skirting bangos ilgiy Sviesos emisija. Monochronén
lazerio Sviesa gali vienu metu suzadinti skirtinusrochromus ir suteikia informagij
apie kelis dsteliy pozymius.

Keliaudamos per citometrékmés kamet, lasteks kerta argono janlazerio Sviegir ja
iSsklaido. Fiksuojamas iSsklaidymas®90180° kampu, o kartu suzadinami ansteks prikibe
fluorochromai, kurie iSspinduliuoja skirtingo bamsgdgio Svieg. J fiksuoja detektorius ir
pavetia signah kompiuteriui suprantamu, kad ¢aj vykti anali2. Lazerio spindulio kryptimj
prieki matuojama priekie Sviesos sklaida, o 90kampu matuojama SorénSviesos sklaida.
Priekirés Sviesos sklaidos signalas pirmiausia priklausmdalelyy ar lasteliy dydzio, o Soniés
Sviesos sklaidos signalas rodo vigstrukiira, citoplazmos dgrdétuma, branduolio tank

ISspinduliuota fluoresceninSviesa optiSkai surenkama®9kampu ir priklausomai nuo
iSspinduliuotos Sviesos bangos ilgio, Sviesa dikrotveidrodziy suskaldoma 2 ar 3 spindulius.

Tékmeés citometrijoje naudojama monochromirsviesa patogi tirti fluorochromais
zymétas strukdiras. Tyrimo specifiSkumas nustatant domihas strukiiras pasiekiamas
monokloniniais antinais, kuriy Fc fragmentas sujungtas su fluorochromais. Daugighkraés
citometi vienu metu gali nustatyti tris, keturis ir daugfaworochromy. Dazniausiai naudojami:
FITC, PE, cianinas, peridinochlorofilo proteinag(@P).

Lauzta ar fluorescenténSviesa matuojama Sviesos nustatymo prietaisassodibdais ar
fotodaugintuvais, kurie pawda Sviea elektriniu signalu. Elektrinio signalo dydis yra
proporcingas nustatytos Sviesos kiekiui, kuris faszentigs Sviesos atveju susH su Svytidiu
molekuliy skatiumi. Kiekvienos 4steks ar dalels signalas, iSmatuotas skirtingais Sviesos

nustatymarenginiais, perdirbamas ir sitiamasj kompiutei. Tékmés citometrija leidzia greitai
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gauti informacig apie dide] lasteliy skatiy (250 — 40004st./s). Matavimo metu gaunama daug
informacijos, todl reikia specialios programis irangos [8] (4 pav.).

4 pav.Tékmes citometroranga 58]

Paprastajvertinama 5-10dkstartiy lasteliy ir gaunami 5-6 skirtingi kiekvienogdteks
parametrai. Parameatrezultatai gali bti pateikiami ir analizuojami naudojant histogranaaba
nubrziant dvieji skirtingn paramety diagramas vien prieSais ki, pavyzdziui, bézinyje
pazymint taSkus ar koimus. Lizuoto kraujo gsteliy taSkires diagramos leidzia atskirti
limfocitus, monocitus ir granuliocitus. Galima amabti visas dsteles arba tik dominaiy
populiacip. Pastaruoju atvejusteks atrenkamos api&fiant regiola (angl.gate apie tiriamas
lasteles histogramoje ar taSkj@ diagramoje. Priekis Sviesos sklaidos ir Sorm Sviesos
sklaidos taSkiese diagramoseysteliy populiacijos atskiriamos pagal Sviesos sklaidasuagpir
naudojamosalstekms fenotipuoti. Atrinktog regiory lasteks toliau gali Iati tiriamos siekiant
nustatyti kitus parametrus. Specealiomis programmontikmés citometru objektyviai

apskatiuojamas fluorescencijos intensyvumas.
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4.3. Medziagos

Reagentai ir priemads:

1. Vienkartiniai polipropileno Falcon 12 x 75 mm citetrijos negintuliai.

© ©® N o g A~ DN

Centrifiga.

Sukiiriné purtyklé Vortex.
Mikropipeté su vienkartiniais antgaliais.
Dejonizuotas vanduo.

Laboratorini sky<iy talpos.

Darbinis lizuojantis tirpalas (FASC lysing solutjon
Plaunantis buferis (PBS)

Paraformaldehido tirpalagdteliy membran fiksavimui.

10. Monokloniniai antikina, zyngti dviem skirtingais fluorochromais: FITC ir PE
(Becton Dickinson, JAV) (2 lent&).

2 lentek. Monokloniny antikiny charakteristika

mAk pagal Konjuguotas i
CD SpecifiSkumas
Klasifikacija fluorochromas
CD3 FITC T limfociy zymuo
T helperiy Zymuo, silpniau ekspresuojamas ir
CD4 PE monocitymakrofag
CD8 PE CTL zZymuo, silpniau ekspresuojamas ir dadegsraliy kileriy
CD25 PE II-2 receptoriaus! grand ekspresuojantys limfocitai
CD16/56 PE Nairaliy kileriy Zymuo, ekspresuoja ir NKT limfocitai
CD103 PE CTL efektoqi zymuo
T helperiy efektoriy Zymuo, taip pat ekspresuoja aktyvuoti B
CD134 PE limfocitai, dendritires lasteks
5 B limfocity, monocitymakrofag, NK, aktyvinty T limfocity
ZLA-DR PE Zymuo
CD14 PE Monocif/makrofag Zymuo
CD45 FITC Bendras leukoagizymuo
Th (19Gy) FITC Specifinis pelj lasteliy Zymuo, kurio neturi Zmogaussteks
U2a (19G23) PE Specifinis peli lasteliy Zymuo, kurio neturi Zmogaussteks

24




4.4. Darbo eiga

Tiriamosios medziagos surinkimas
Periferinis kraujas buvo imamasterilius vakuuminius ggintuvelius Zaliu kamsteliu su

licio heparinu.

Limfocit y Zyméjimas monokloniniais antikiinais

1. 25ul gerai sumaiSyto nesukrggsio kraujo néginiai pazyngtuose (Falcon 12 x 75 mm)
mégintuweliuose inkubuojami su (@ atitinkamu mAK kambario tempefabje 15min.
tamsoje.

2. Po inkubavimoj mégintuwvlius pridedama po 1ml paruosto FACS lizavimo tigal
Méginius sumaiSome purtykMortex 3s. Inkubuojame 5-7min. kambario temparaje,
tamsoje.

3. Po inkubacijos rgintuvlis centrifuguojamas (1500 apsisukimin. gretiu) 7min.
Supernatantas nupilamas.

4. 1 meégintuwel; pilama 1ml PBS, sumaSomavdrte® ir centrifuguojama (1500

apsisukiny/min. gretiu) 7min.

Supernatantas nupilamas paliekant apid 50osdy dugne.

Uzpilama 30Ql 1% paraformaldehido tirpalo.

Méginys paruoStas citometrinei analizei.

© N o g

Fiksuotos 4steks stabilios 24val. ki vertinimo uzdengitégintuweliai laikomi 2-8 °C
temperailroje tamsoje.

9. Pries tiriant bandini$ naujo maiSoma purtykMortex3s.

Duomemy analizé

Duomenis rinkti ir analizuoti naudojomEeACSCalibur (BD, JAV) t€kmés citomets,
turint] kalibravimo, duomeup rinkimo ir analizs programas. Detektarjautrumas nustatomas ir
fluorescencijos spekir persidengimo kompensacija vykdoma naudojant proigka irang
FACSCompbei CaliBrite spalvotus fluorescuojéius rutuliukus.
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Duomenis analizavom8imul SETprograminejranga dvispalvei analizei. Analizuota po
10 000 tkstartiy lasteliy kiekviename réginyje, po keturisdsteks parametrus 4steks dydis,
grudétumas, dvi zymtos monokloniniais antiknais pavirsiaus struktos).

Pries tiriant bandin visada buvo atliekama neigiama nespeé#firfluorescencijos
kontrok izotipiniais reagentais prieS Smogaus organizmesam@as strukiiras. Naudodami
izotopin neigiamos kontrék reagent patikrinome, ar éra nespecifinio antikny jungimosi prie
tiriamyju lasteliy populiacijos. Jei nespecifinis S¢yias didesnis kaip 5%, bandinys ruoSiamas
tyrimui iS naujo.

5 paveiksle pateikta duomermanaliz taskirese diagramose, kur Q1 — FITC (-) PE (+),
Q2 - FITC (+) PE (+), Q3 — FITC (-) PE (-), Q4 T8 (+) PE (-).

200

150 1 Ql QZ

100

50 - Q3 Q—I-

0 50 100 150 200

5 pav. Taskini diagrany duomem analizs schemi

Statistiné duomemny analizé

Tyrimy rezultatai statistiSkai apdoroti personaliniu kaugriu, naudojant program
paketusSPSS 13.0 for Windovirs Microsoft Office Exel 200Duomenys pateikti paskavus
aritmetin vidurki ir standartin nuokryg. Skirtumai tarp grupi ivertinti Mann-Whitney U testu
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ir Wilcoxon testu neparametriniams duomenims. Ratail buvo laikomi reikSmingi, jei p<0.05.

Duomenys pavaizduoti diagramomis.

5. REZULTATAI

Siekdami jverinti CD3'CD103, CD3'CD134, CD3'CD16'CD56" (NKT) limfocity
ekspresiy ligoniy po Sirdies transplantacijos kraujyje i dimfocity ekspresijos kitim esant
transplantato atmetimui, surinkome 9 paaiegtup;, kuriems ¢kmés citometro pagalba buvo
ivertinta tiriamy limfocity ekspresija 10 dienprieS atmetira ir patvirtinto amaus atmetimo

diems. Tie patys tyrimai atlikti ir sveilkasmen grupggje.

NKT limfocity taskini diagramy vaizdas pateiktas 6 paveiksle.

10°
el | "

CD16+CDS6
192

6 pav. NKT limfocity taskires diagramo:
A — atmetimo diar(Q2 kvadrate CDLD16 CD56" 22%);
B — kontroliéa grup: (Q2 kvadrate CDXD16 CD56 5%).
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3 lentetje pateikti NKT limfociy, tirty tékmés citometrijos metodu, pasiskirstymas

tiriamyju periferiniame kraujyje.

3 lentek. NKT procentinis pasiskirstymas tiriain kraujyje

Kontroline | PrieS | Atmetimo |
grupe atmetimy diers
NKT (%) | 7,1*2,7 | 8,1#4,8 | 8,96,8 | >0,1

Vertindami NKT limfocitus nustame, kad kontrolidje grugje S lasteliy vidurkis

mazesnis negu priesS atmediim atmetimo dien.

g 9

kontrolin & grupé prieS atmetim g atmetimo dien g

7 pav. NKT limfocity vidurkis kraujyje
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Taskire diagrama pateikiackmés citometrijos metodu tigt CD3'CD103" limfocity
matomy skirtuma 10 diem prieS atmetim ir atmetimo diea (8 pav.), o 4 lentél - statistin

limfocity pasiskirstym tiriamyju periferiniame kraujyje.

v T
=7 e
o ] o
23 o3
- -
]
e
=N
-0
av—
o
.o
=
—
o
o
—

8 pav.CD3'CD103 limfocity taskirés diagramos:
A — prie$ atmetir(Q2 kvadrate CDT D103 10%);
B — atmetimo digr{Q2 kvadrate CDTD103 2%).

4 lentek. CD3'CD10¢<" limfocity procentinis pasiskirstym:
tiriamuju kraujyje

Kontroline | PrieS | Atmetimo
grups | atmetimy | diemy

5,0+1,4 | 8,7£3,4% 4,31,7° | <0,05

p*

CD3+CD103+
limfocitai (%)

Gavome statistiSkai patikianskirtumy tarp tiriamju grupiy CD3'CD103 limfocity
pasiskirstymo. 10 dien prieS atmetim Siy limfocity procentas kraujyje 8 pacientams yra

didesnis negu atmetimo dieir bendras vidurkis didesnis negu kontréjengrugje (9 pav.).
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12.5—

10—

7.5

%

2.5

9)

kontrolin € grupé pries atmetim g atmetimo dien g

9 pav.CD3'CD10z" limfocity vidurkis kraujyje

Panasius rezultatus gavogiers citometrijos metodu vertindami kraujo CloD 134"
limfocity populiacip. CD3'CD134 limfocity taskiniy diagramy vaizdas pries atmetinir

atmetimo dien pateiktas 10 paveiksle.

A |
-
TF"—: 23
ﬂ ”
ey 2

D134
IIJ%

10!

10?

Ch3

1C pav.CD3'CD13¢' limfocity taskires diagramo
A — prie$ atmetig(Q2 kvadrate CDTD134 14%);
B — atmetimo digr{Q2 kvadrate CDETD134 4%).
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Statistit CD3'CD134 limfocity charakteristika sveikasmen, 10 diem prie$ atmetim
ir atmetimo dien tirty pacient; kraujyje pateikta 5 lentéke.

5 lentek. CDS'CD13<" limfocity procentinis pasiskirstymas tirian

kraujyje.
Kontroling |  PrieS | Atmetimo| o«
grups atmetimy diem
CD3'CD134
limfocitai 6,2+2,7 | 8,7+4,5* 5,7+2,6* | >0,05
(%)

6 pacientams iS 9 prieS atmedi$iy lasteliy procentas yra didesnis negu atmetimo glien

0 bendras vidurkis didesnis negu sveslsmen grupeje (11 pav.).

14—

12+

10—

%

kontrolin € grupé  prieS atmetim @  atmetimo dien q

11 pav.CD3'CD13¢" limfocity vidurkis kraujyje
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6. REZULTAT U APTARIMAS

Jau praeitame Simtmetyje atrasta ir susigtanméprasta CD3 limfocity populiacija,
kuriai Ag pateikiamas ne ZLA komplekso style, ir gebagia ekspresuoti NK gsteliy
pavirdiaus Zymenis (CD16D56), dar vadinama NKT limfocitais.yJ atliekama funkcija
zmogaus organizme sélk dideli mokslininky susidongjima ir iki Siy dieny jau yra iSaiskinti
keli NKT limfocity potipiai [32]. Gerai zinomas teigiamas NKisleliy poveikis Zmogaus
organizmui, toks kaip dalyvavimas slopinant autaimes ligas, imuninis atsakas
mikobakterij glikolipidinius antigenus, navikinegdteles [42]. Nemaziau svarhij feguliacire
funkcija. Autoriai, atlikk eksperimentus su pelimodeliais, iSaiSkino NKT limfoait gelejima
sintetinti IL-10 ir tokiu ldu slopinti imunin atsalg pries Sirdiens transplantd2, 62].

Vienas i§ Sio darbo uzdavini buvo stebti ir jvertinti kaip kinta NKT
(CD3'CD16'CD56") limfocity kiekis ligoni;, kuriems buvo atlikta Sirdies persodinimo
operacija, kraujyje. Tam tikslui buvo atrinkta 2dcpentai, kuriems atlikta Sirdies transplantacija.
IS Sios Zzmonj grupes atrinkti 9 asmenys, kuriems buvo patvirtintasius transplantato
atmetimas. Siems pacientangkrhés citometro pagalba buvivertinta NKT limfocity skatius
10 dienmy prieS atmetim ir transplantato atmetimo dign Kadangi literairos Saltiniuose
nenurodytas CDTD16 CD56' limfocity kiekis sveikame organizme, buvo atrinkta 29 asmen
grups, kuriai istirtas di lasteliy procentas periferiniame kraujyje. Atlikti sk&vimai parod,
kad transplantato atmetimo dieivertinty NKT limfocity procentas svyruoja didese ribose
negu sveily asmen grupije ir Sip lasteliy vidurkis yra didesnis atmetimo diennegu
kontrolingje grugeje. Vertinant NKT limfocity kitima prieS Sirdies transplantato atmefinm
atmetimo dien, Siy lasteliy vidurkis taip pat didesnis atmetimo dienegu prieS atmetig Dél
mazos tiriamju grupes, Sis skirtumas éma statistiSkai patikimas, d@u galima pasteit, kad
CD3'CD16'CD56 limfocity skakius dictja pries Sirdies transplantato atmetinr yra
didziausias atmetimo dignMums sunku pasakyti, ar Sis pokytis stebim&8sNKT limfocity
dalyvavimo slopinant transplantato atmetjrmes kita §j lasteliy funkcija yra dalyvavimas
slopinant ifekcinius susirgimus, pavyzdziui, heatB viruso replikag [34]. Virusiniai
susirgimai, tokie kaip CMV, taip pat gal iSSaukti transplantato atmetintod! tolimesniuose
darbuose ity jdomu jvertinti CD3'CD16'CD56" limfocity ir infekciniy Zymen Kkoreliacip
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esant Sirdies transplantato atmetimui. Be to istidtesre pacient su Sirdies transplantatu geup
ir sekti ju potransplantacin bikle vertinant NKT pokyt PasteBjus CD3CD16'CD56
limfocity tendencing didéjima vertini § kitima kaip galimy persgjima apie gresiant
transplantato atmetigrarba infekcig.

Dar viena svarbi asteliy populiacija, dalyvaujanti transplantato atmetimga T
limfocitai ekspresuojantys CD103 pavirSiaus zyiméfol kas auton yra apraSytayj daroma
Zala inkst; ar kepen transplantat epitelio hstekms [13], o duomen apie galimus pazeidimus
po Sirdies persodinimo operacijogra. Tai mus paskatingvertinti CD3'CD103  limfocity
skatiy auk&iau minrttoje tiriamyy grupje. Nustatme, kad transplantato atmetimo djen
vertinty limfocitu procentinis vidurkis nezymiai mazesnis negu syedsmen. Vertinant
CD3'CD103 limfocity kitima pries Sirdies transplantato atmedii atmetimo dien, nustatyta,
kad 8 pacientam iS 9slasteliy procentas yra didesnis 10 dieprieS atmetira negu atmetimo
diens, o lyginant vidurkius, CD3D103 limfocity prie$ atmetin statistidkai patikimai daugiau
negu sveilf asmen grupje ar atmetimo dien Gauti rezultatai ledzia manyti, kad CD103
pavirSiaus Zymens ekspresijos pokytis ligopio Sirdies persodinimo operacijos @al bati
ankstyvas zymugspsjantis apie galira transplantato atmetimn

Paskutinio, msy vertinto, T limfocity CD134 pavirSiaus zymens ekspresijos @tdkiyyra
aprasyti ¢tinés aramios GVHD atveju esant kamieniniasteliy transplantacijai [33, 46]. Taip
pat yra zinoma, kad Sio Zymens ekspresija prasigeagus 24-72 valandoms po T limfogit
aktyvacijos [24]. Mums buvddomu jvertinti kaip kinta CD3CD134 limfocity procentas
ligoniu, kuriems atlikta Sirdies persodininimo operackeaujyje esant atmetimui ir 10 dien
prieS atmetim. Taip pativertinome ir palyginome §ilasteliy skatiy sveiky asmen grupgje.
Nustaéme, kad pries atmetign CD3'CD134 limfocity skatiaus vidurkis didesnis negu
kontrolingje grugje ir didesnis negu atmetimo dierSie rezultatai, Zinant CD134 pavirsiaus
molekuks ankstyy ekspresy tuoj po aktyvacijos [24], ir tolimesni tyrimai, lgay priskirti §
zymen prie ankstyy Sirdies transplantato atmetimo zymein ispiti gydytojus apie galim

Sirdies transplantato atmetm
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7. ISVADOS

1. T limfocity CD16/56 pavirSiaus zZymens ekspresija ligonkuriems atlikta Sirdies
persodinimo operacija, kraujyje djd prieS atmetimp ir transplantato atmetimo metu
lyginant su sveilg asmen grupe.

2. T limfocity CD103 pavirSiaus zymens ekspresija ligokraujyje statistiSkai patikimai
didesre priesS transplantato atmetimegu atmetimo metu.

3. T limfocity CD134 pavirSiaus zymens ekspresija ligosu Sirdies transplantatu kraujyje
didesre priesS transplantato atmetimegu atmetimo metu.

4. Sveilkh asmen T limfocitu CD16/56 pavirSiaus Zymens ekspresija maZesi pries
atmetimy bei atmetimo diegy o CD103 ir CD134 zZymenkontrolinés grugs mazesé
nei pries atmetimligoniy su Sirdies transplantatu.

CD3'CD103 ir CD3'CD134 molekuliy ekspresijos sekimas liganipo Sirdies
transplantacijos kraujyje gal; packti gydytojams vertinti Sirdies transplantatikbe.

Darbo vadovas:

Darbg atliko:
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SUMMARY

The changes of the exspression of T lymphocyte CO%6, CD103, CD134 surface markers

in patientes with heart transplant

The ame of this work was to evaluate the changethefexpresion of T lymphocyte
CD16/56, CD103, CD134 surface markers in the blobdhe patients who underwent heart
transplantation. For this purpose we collected hegad blood samples of 21 patients with
cardiac transplant and 29 healthy volunteers.

9 patients out of 21 underwent acute cardiac plans rejection. Blood samples of these
patients were tested using flow cytometry 10 dagfode heart rejection and on the day when
rejection was uphold.

Our results showed that the expresion of T lympl®dyD16/56 surface molecule is
higher on the rejection day then in controle groapspresion of CD103 marker is higher 10
days before rjection than on the rejection dayiarfddwer then in healthy volunteers. Expresion
of CD134 marker is higher before transplant reggcind higher then in healthy controles.

Monitoring of CD3CD103 and CDCD134 cells in the blood after heart

transplantation could be helpful in prediction eft transplant rejection.
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