VALSTYBINIS MOKSLINIU TYRIMU INSTITUTAS
INOVATYVIOS MEDICINOS CENTRAS

Marius
STRIOGA

IMUNOSUPRESINES, CITOTOKSINES BEI
IMUNOMODULIUOJANCIAS SAVYBES ATSPINDINCIU ZYMENU
RAISKA IMUNOGENISKOMIS VEZIO FORMOMIS SERGANCIU
LIGONIU PERIFERINIO KRAUJO CD8" T LIMFOCITU
POPULIACIJOJE

DAKTARO DISERTACHA
BIOMEDICINOS MOKSLAI, BIOLOGIJA (01B),
IMUNOLOGUHA, SEROLOGIJA, TRANSPLANTACIJA (B500)

VILNIUS, 2010



Disertacija rengta 2005-2009 metais Vilniaus universiteto Imunologijos institu-
te (dabartiniame Valstybiniame moksliniy tyrimy institute Inovatyvios medici-

nos centre) ir Vilniaus universiteto Onkologijos institute.

Mokslinis vadovas:

Dr. Dainius Characiejus (VMTI Inovatyvios medicinos centras, biomedici-

nos mokslai, biologija - 01 B, imunologija, serologija, transplantacija - B500)

Konsultanté:

Dr. Vita Pasukoniené (Vilniaus universiteto Onkologijos institutas, biome-

dicinos mokslai, biologija - 01 B, imunologija, serologija, transplantacija -
B500)



TURINYS

SANTRUMPOS ...ttt nne e 6
L IVADAS ..ot 8
1.1. Problemos aktualumas ..........ccooeiiiiiiiiic e 8
1.2. DArbo tIKSIAS. ......coiviiiiiiiiieee e 11
1.3. DArbo UZOAVINIAL ..c.vecveieieiiiiieieic e 11
1.4, GINAMIEJT TRIGINIAL...cvieviiiiiiiiie e 12
1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reikSMe..........ccovvevveiievi e 13
2. LITERATUROS APZVALGA ........oooveeeeseeeeeereeereseseses s snesnanes 14
2.1. Naviko ir Imunings SiStemos SAVEIKA .........ccceeivveeivrieeireee e 14
2.1.1. Istoriné apzvalga ir Siuolaikiné samprata...........cccoeeeveereerieniiennnn, 14
2.1.2. Priesnavikinio imuniteto efektoriniai komponentai......................... 16
2.1.3. Naviky gebéjimas isvengti imuninés sistemos prieziaros............... 20

2.2. Imuninj atsaka slopinantys T limfocitai ir juy vaidmuo priesnavikiniame
IMUNITETE .o e esbaesraesreenneas 23

2.3.CD8"CD57* T limfocitai ir juy vaidmuo priesnavikiniame imunitete .... 27

2.3.1. Bendra CD8"CD57* T limfocity populiacijos charakteristika......... 27
2.3.2. Imunosupresiniai CD8"CD57*FOXP3"* T limfocitai ...................... 30
2.3.3. Imunosupresiniai CD8"CD57 iINKR" T limfocitai ..............c.c........ 32

2.3.4. Citotoksiniai ir imunomoduliuojantys CD8"CD57* T limfocitai.... 36
2.3.5.CD8"CD57" T limfocity vaidmuo priesnavikiniame imunitete....... 40

2.4. Inksty lasteliy karcinoma ir odos melanoma — imunogeniskiausi

zmogaus Piktybinial NAVIKAL ............cccviiiiiiie i 41

3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODIKA ... 44
T8 I I 14 = 1 T PP PR URRURPPS 44
3.2. Tiriamuyjy atrankos Krterijai ........c.ccecvvivieiiieiiieiie e 44
TG T I/ 111 U OSPRRPRRPSS 45
3.4. Tyrimo protokolo SChEMA .........ccoiiiiiiiiie e 45
3.5. Darbo metodika..........ccoviiiiiiiiiiie e 47
3.5.1. Medziagos If PrIEMONES .......cccuirueriesiersiee e sieesieesreesteesseeseeseesee e 47



3.5.2. Periferinio Kraujo Paémimas ..........cccocereerernieenessieesieesieesiesneeseens 48
3.5.3. Nestimuliuoty limfocity pavirsiaus Zzymeny dazymas .................... 48
3.5.4. Nestimuliuoty limfocity vidulasteliniy Zzymeny dazymas............... 49
3.5.5. Periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy (PKVL) atskyrimas,

stimuliavimas ir IFNy raiSK0os nuStatymas ...........c.ccccceverveiciennenn. 50

3.5.6. Limfocity populiacijy analizé tékmés citometru...........cccccoveeveennee. 51

3.6. Statistinial MELOUAL. .........coviieierieiiee e e 53
4, TYRIMO REZULTATAL ..ottt 55
4.1. Tiriamyju charakteristikos .........cccoviveiiieiiiie e 55
4.1.1. 18plitusiu inksty véziu serganciy pacienty grupeé.........ccevvereeneennns 55
4.1.2. Didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupé ............. 56
4.1.3. KONrOHNG QrUPE....coveiiieieeieeie sttt 57

4.2. Imuningés Sistemos FOIKHAT ........c.cooveiieriiiiiece e 58

4.2.1. T limfocity populiaciju ir subpopuliacijy nuosimcio ir koncentraci-
jos reiksmiy pasiskirstymo normalumo (parametriskumo)
NUSTALYIMAS ...ttt et ennnees 58

4.2.2. CD8" T limfocity ir ju populiaciju kiekybiniai skirtumai tiriamuju

periferiniame KraUujyje ......cocovveiieiieie e 61
4.2.3. FOXP3 raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57" ir
CD8"CD57 T limfocity popUliaCijoSe...........c..oveevveereeeeeereeerereneenne. 63
4.2.4. NKG2A (CD159a) raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57*
ir CD8"CD57" T limfocity populiaCijose ............cocoeveeerereereeenennne. 67
4.2.5. Perforino raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57" ir
CD8"CD57 T limfocity popUliaCijoSe...........cv.veeeveerereeeereeerereneenne. 69
4.2.6. Vidulastelinio IFNy raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57*
ir CD8"CD57" T limfocity populiaCijose ............cocoeveeerereereeenennne. 73

4.2.7. Sasajos tarp imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuojan-

¢ias savybes atspindinciy zymeny raiskos tirty onkologiniy ligoniy

periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje................ 77
5. REZULTATU APTARIMAS ...t 84
B. ISVADOS.......ooiriiiieiseis sttt 93



7. PUBLIKACIJU IR PRISTATYMU SARASAS .....cooovivereneeieierersnnes 95
8. LITERATUROS SARASAS ...ttt 96

9. PRIEDAI



SANTRUMPOS

APL - antigena pateikianti lastelé

CD (angl. cluster of differentiation) — leukocity diferenciacijos antigenai

CD8" (angl. high — aukstas, gausus) — gausi CD8 molekuliy raiska lasteles pa-
virsiuje

CD8"" (angl. low — Zemas, negausus) — negausi CD8 molekuliy raiska lastelés
pavirsiuje

CTL — citotoksiniai T limfocitai

DAP(-10 arba -12) (angl. DNAX-activating protein) — DNR aktyvinantis balty-
mas (desimtas arba dvyliktas)

DL - dendritiné lastelé

EDTA — etilendiaminotetraacetatas

FITC — fluoresceino izotiocianatas

FSC (angl. forward scatter) — priekiné sklaida

HLA (angl. human leukocyte antigens) — 1. zmogaus leukocity antigenai; 2.
zmogaus pagrindinis audiniy dermés kompleksas

IFNa — alfa interferonas

IFNy — gama interferonas

ILK — inksty lasteliy karcinoma

ILT (angl. immunoglobulin-like transcripts) — imunoglobuliny tipo transkriptai
IL(-2,-4,-5,-10,-12,-13,-15 ar -21) — interleukinas antras, ketvirtas, penktas, de-
simtas, dvyliktas, tryliktas, penkioliktas ar dvidesimt pirmas

ITAM (angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) — imunorecepto-
riaus tirozinu pagristo aktyvinimo motyvas molekuléje

ITIM (angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) — imunorecepto-
riaus tirozinu pagristo slopinimo motyvas molekuléje

mo Ak — monokloninis antiktinas

KIR (angl. killer cell immunoglobulin-like receptor) — i imunoglobuliny mole-
kule panasus lasteliy zudikiy receptorius

LAK (angl. lymphokine activated killer) — limfokiny aktyvintos NK lastelés



MHC (angl. major histocompatibility complex) — pagrindinis audiniy dermés
kompleksas

MIC(-A ar -B) (angl. MHC class | chain-related) — MHC-I klasés molekuliy
Seimos baltymai (A arba B)

NIL — navika infiltruojantys limfocitai

NK (angl. natural killer) lastelé — nataralus zudikas

NKG2 - NK lasteliy receptoriy seima

NKR (angl. natural killer receptor) — nattraliy zudiky receptorius

PE (angl. phycoerythrin) — fikoeritrinas

PerCP — peridinino, chlorofilo ir proteino (baltymo) kompleksas

PMA (angl. phorbol-12-myristate-13-acetate) — forbolio-12-miristato-13-ace-
tatas

rIFNa— rekombinantinis alfa interferonas

rIL-2 - rekombinantinis interleukinas antras

SSC (angl. side scatter) — soniné sklaida

TGFp (angl. transforming growth factor) — transformuojantis augimo veiksnys
beta

TNF(-a arba -f) (angl. tumor necrosis factor) — naviky nekrozés veiksnys (alfa
arba beta)

TLR - T limfocity receptorius

TNFa (angl. tumor necrosis factor) — naviky nekrozés veiksnys alfa
ULBP(1-4) (angl. UL-16 binding protein) — UL-16 molekule prijungiantis bal-

tymas (pirmas, antras, trecias ar ketvirtas)



1. IVADAS
1.1. Problemos aktualumas

Naviky atsiradimui ir vystymuisi didele jtaka daro imuniné sistema. Yra zi-
nomi jvairas nespecifinio ir specifinio imuniteto mechanizmai, skirti navikiniy
lasteliy atpazinimui bei sunaikinimui (1), taciau organizme navikai vis tiek su-
siformuoja bei progresuoja, ir tik itin retais atvejais jvyksta jy savaiminé regre-
sija (2). Tai lemia navikiniy lasteliy gebéjimas ,,pabégti nuo imuninés siste-
mos priezitros, naudojant jvairius mechanizmus (3,4).

Pastaraisiais metais gauséja duomeny, kad prie naviky gebéjimo isvengti
imuninés sistemos naikinancio poveikio prisideda ir pati imuniné sistema, nes
navikinés patologijos metu suintensyvéja ne tik jos citotoksiniy, bet ir imuno-
supresiniy komponenty veikla (4-7).

Zinant, kad viena i§ imunines sistemos funkciju yra atpazinti ir sunaikinti
navikines lasteles (1), kuriamos jvairios priemonés, kurios paskatinty ir sustip-
rinty priesnavikinio imuniteto komponentus — tai priesnavikiné imunoterapija,
kuria taikant navikas sunaikinamas nataraliausiu ir organizmui biologiskai pa-
lankiausiu badu (8,9). Siuo metu taikomy jvairiy priesnavikinés imunoterapijos
metody tikslas — bendrai aktyvinti priesnavikini imuninj atsaka (8,9), taciau
zinant, kad navikinés patologijos metu gali labai suintensyvéti imunosupresiniuy
komponenty veikla (4-7), tikétina, jog tokiu atveju imuninés sistemos aktyvini-
mas tik dar labiau sustiprins Siu komponenty veikla, todél skatins priesnaviki-
nio imuninio atsako slopinima ir sudarys dar palankesnes salygas navikui prog-
resuoti.

Priesnavikiné imunoterapija gali bati efektyvi tik tada, kai ji skiriama atsiz-
velgiant { organizmo imuninés sistemos rodiklius, atspindinc¢ius priesnavikinio
imuninio atsako pobudi.

Siuo metu nejmanoma jvertinti visy tarpusavyje glaudziai saveikaujanéiy
priesnavikinio imuniteto mechanizmy parametry, todél svarbu rasti tokius imu-
ninés sistemos komponentus, kurie kuo informatyviau atspindéty bendra pries-

navikinio imuninio atsako pobudj.



Vienas tokiy komponenty galéty bati CD8"CD57°CD28 T limfocity popu-
liacija, kurios gauséjimas susijes su létine antigenine stimuliacija, tame tarpe ir
su navikine patologija (10,11).

Ivairiis autoriai apibadina skirtingas CD8"CD57* T limfocity populiacijos
efektorines savybes (12-20). Pateikiami duomenys, kad CD8"CD57* T limfoci-
tai gali ekspresuoti citotoksines molekules perforing bei granzimus ir pasizy-
méti stipriu citotoksiniu poveikiu (13,14) ar itin gausiai isskirti citoking IFNy
(15,16), kuris gali tiesiogiai citotoksiskai veikti navikines lasteles (17) bei ak-
tyvinti priesnavikinio imuniteto nespecifinius ir specifinius komponentus (18).

Taip pat yra zinoma, kad dalis CD8"CD57" T limfocity ekspresuoja FOXP3
molekules ir gali pasizyméti imunosupresiniu poveikiu (19,20). FOXP3 mole-
kulé pripazistama daugelio imuninj atsaka slopinanciuy T limfocity pagrindiniu
zymeniu (21,22).

Ivertinus jvairiy autoriy pateikiamus rezultatus, aiskéja, kad CcD8"CD57' T
limfocity populiacija yra labai heterogeniska, t. y. sudaryta is jvairiy skirtingo-
mis funkcinémis savybémis pasizyminciu subpopuliacijy.

Atsizvegiant { CD8"CD57" T limfocity populiacijos heterogeniskuma, aki-
vaizdu, jog vien tik jos kiekio nustatymas onkologinémis ligomis serganciy pa-
cienty periferiniame kraujyje neatskleidzia priesnavikinio imuninio atsako po-
budzio. Bitina jvertinti skirtingomis efektorinémis savybémis pasizyminciy ir
funkciniu poziariu konkuruojan¢iy subpopuliaciju nuosimtj ir ju tarpusavio
santyki CD8"CD57" T limfocity populiacijoje.

Taigi, sio darbo tikslas buvo nustatyti ir jvertinti imunosupresiniy, citotok-
siniy bei citotoksiniy / imunomoduliuojanciuy T limfocity subpopuliaciju nuo-
simgio skirtumus onkologiniy ligoniy periferinio kraujo CD8" T limfocity po-
puliacijoje, lyginant su sveikais individais. Onkologiniy ligoniy grupes sudaré
isplitusia inksty lasteliy karcinoma ar didelés rizikos odos melanoma sergantys
pacientai. Sios visiskai skirtingos histogenezés nozologinés vézio formos pasi-
rinktos dél dvieju priezasc¢iy. Pirma, tai patys imunogeniskiausi zmogaus pikty-
biniai navikai (23-25). Antra, esant pazengusiai ligai, minéty vézio formy gy-

dymo galimybés yra labai ribotos, ir neretai prieinamiausias pasirinkimo budas



yra citokinu imunoterapija (24-26). Taciau skiriant neindividualizuota citokiny
imunoterapija, t. y. neatsizvelgiant i paciento imuninés sistemos rodiklius, ji
btina veiksminga tik 10-20 % isplitusiu inksty véziu ar odos melanoma sergan-
iy pacienty (27,28).
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1.2. Darbo tikslas

Ivertinti imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojancias savybes
atspindin¢iuy zymenuy raiskos skirtumus isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos
odos melanoma serganciy pacienty periferinio kraujo CD8" T limfocity popu-

liacijoje, lyginant su kontroline grupe.
1.3. Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti CD8" T limfocity koncentracijos skirtumus isplitusiu inksty véziu
ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty bei kontrolinés grupés

individy periferiniame kraujyje.

2. Istirti CD8" T limfocity subpopuliacijy (CD8"CD57*, CD8"CD57", CD8"")
kiekybinius skirtumus isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos mela-

noma serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline gru-

pe.

3. Istirti FOXP3, NKG2A, perforino bei IFNy raiska isplitusiu inksty véziu ar
didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty bei kontrolinés grupés
individy periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populia-

cijose.
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1.4. Ginamieji teiginiai

1.

ISplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty
periferiniame kraujyje statistiskai reiksmingy CD8" T limfocity koncentra-
cijos skirtumy nestebima, lyginant su kontroline grupe. Ta¢iau CD8" T lim-
focity populiacijoje vyksta vidiniai persitvarkymai, statistiskai reiksmingai

isaugant CD8"CD57" T limfocity populiacijos nuogiméiui.

Esminiai imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojancias T limfo-
city savybes atspindinc¢iy zymeny raiskos skirtumai stebimi isplitusiu inksty
véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferinio krau-
jo CD8"CD57* T limfocity populiacijoje.

Pagal imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojancias T limfocity
savybes atspindin¢iy zymeny raiska, isplitusiu inksty véziu ar didelés rizi-
kos odos melanoma sergancius pacientus galima suskirstyti i atskiras gru-
pes: vieny pacienty periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijo-
je minéty zymeny raiska labai padidéja, kity pacienty - nesiskiria ar nezy-

miai skiriasi nuo kontrolinés grupés individy.

Néra koreliacijos tarp imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuo-
jancias savybes atspindinciy zymeny raiskos isplitusiu inksty véziu ar dide-
lés rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57"
T limfocity populiacijoje, t. y. minéty zymeny raiska yra tarpusavyje nepri-

klausoma.
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1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reik§me

Pirma karta buvo kompleksiskai jvertinti imunosupresines, citotoksines bei
imunomoduliuojancias savybes atspindinciuy zymeny raiskos skirtumai imuno-
geniskiausiomis vézio formomis (inksty lasteliy karcinoma ar odos melanoma)
serganciy pacienty periferinio kraujo CD8" T limfocity populiacijoje, lyginant
su kontrolinés grupés individais.

Nustacius, kad statistiskai reiksmingi minéty zymeny raiskos skirtumai ran-
dami batent CD8"CD57* T limfocity populiacijoje, ateityje, atlikus papildomus
Klinikinius tyrimus, sios populiacijos ir jos subpopuliaciju kiekybinis jvertini-
mas galéty tapti vienu i§ imunologiniu rodikliy, igalinanc¢iy individualizuoti

priesnaviking imunoterapija.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Naviko ir imuninés sistemos saveika

2.1.1. Istoriné apzvalga ir Siuolaikiné samprata

Idéja, kad imuniné sistema gali atpazinti navikines lasteles bei jas sunaikin-
ti, dar 1909 m. pasialé P. Ehrlich, véliau, beveik po 50 mety, priesnavikinio
imuniteto hipoteze¢ pirmieji oficialiai iskélé F. M. Burnet (1957 m.) ir L. Tho-
mas (1959 m.) (17,29).

P. Ehrlich*o laikais mintys apie imuninés sistemos ir naviko saveika didelio
démesio nesulauké, nes tuo metu jo teiginiy nebuvo galima patvirtinti eksperi-
mentiskai, kadangi mazai buvo zinoma apie lastelinius bei molekulinius imuni-
teto mechanizmus (17).

Taciau Burnet ir Thomas hipotezé, praéjus 20 mety nuo jos paskelbimo,
taip pat buvo atmesta, nes tuo metu atlikus bandymus su imunodeficitinémis
(Ciobrialiaukés, thymus, neturiné¢iomis, ,,nuogomis®“) CBA/H pelémis nebuvo
pastebéta rysio tarp imunosupresijos ir daznesnio spontaniniy arba dirbtinai su-
kelty (naudojant metilcholantrena) naviky vystymosi ar spartesnio ju augimo.

Galima jvardyti priezastis, dél kuriy Burnet bei Thomas hipotezé tuo metu
buvo klaidingai paneigta ir atmesta, i$ ju paminétinos sios (17):

1. Siuo metu yra zinoma, kad ,,nuogos* pelés néra tinkamas modelis
imunosupresinéms bakléms tyrinéti, nes tokiy peliu organizme vis
tiek randama af-T limfocity, nors ir labai mazai. Batent Sie T lim-
focitai galéjo prisidéti prie naviky naikinimo ,,nuogu” peliy orga-
nizme;

2. tuomet buvo mazai zinoma apie NK lasteles (ju kilme, funkcijas),
todél nejvertintas Siy lasteliy poveikis, naikinant navikus CBA/H
pelése. Siuo metu yra zinoma, kad NK lasteliy skaic¢ius ir funkcijos
»huogu” peliy organizme yra nepakite, 0 ju vaidmuo naikinant na-
vikines lasteles yra labai svarbus.
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Pragjusio simtmecio desimtajame desimtmetyje priesnavikinio imuniteto
samprata vél jgavo pripazinima, kai atlikti tyrimai su pelémis jrodé akivaizdy
imuninés sistemos poveiki navikinéms lasteléms (17,29). Pirmieji tyrimai jrodé
endogeninio gama interferono (IFNy) ir citotoksiniy CD8" T limfocity svarba
priesnavikiniame imunitete (17,29,30).

Siuo metu nenuginéijamai irodyta, kad yra itin glaudus rysys tarp imuninés
sistemos veiklos ir navikinio proceso vystymosi tiek eksperimentiniy gyviny,
tiek ir zmoniy organizme (17,30). Tai patvirtina sie faktai:

¢ yra gerai zinomas reiskinys, kai piktybiniy naviky metastazés, pasalinus
pirmini navika, nyksta ,,savaime®, taip pat kartais stebimas pirminio navikinio
zidinio ,,savaiminis* nykimas, lydimas gausios navikiniams antigenams speci-
finiy T limfocity infiltracijos. Tai vadinama spontanine naviky regresija. Nors
Sis reiskinys pasitaiko itin retai, laikomasi nuomonés, kad tai yra svarus jrody-
mas, jog imuniné sistema sugeba kontroliuoti navikinio proceso eiga (23,31-
34). Spontaniné naviky regresija labiausiai biidinga odos melanomai, inksty
lasteliy karcinomai (23), neuroblastomoms (33), nors i$ esmés gali pasitaikyti
esant bet kokios lokalizacijos bei kilmés piktybiniam navikui (34);

¢ onkologinémis ligomis serganciu ligoniu periferiniame kraujyje randami
navikiniy lasteliy ekspresuojamiems antigenams specifiniai antikanai (17,35),
0 kraujyje bei navikuose randami navikiniams antigenams specifiniai T limfo-
citai (17,36). Eksperimenty su gyvinais metu jrodytas T limfocity dalyvavimas
priesnavikiniame imunitete (17,29,30). Taip pat irodytas svarbus NK lasteliuy
(nespecifinio imuninio atsako lastelinio komponento) priesnavikinis poveikis
(37,38);

¢ imunokompetentinémis lastelémis (T limfocitais, B limfocitais, plazminé-
mis lastelémis, NK Iastelémis, makrofagais, eozinofilais) infiltruoty naviky kli-
nikiné eiga ir prognozé yra kur kas palankesnés nei siomis lastelémis neinfilt-
ruoty piktybiniy naviky (17). Pavyzdziui, tiriant 174 kiausidés karcinomos (11
ir IV stadijos) méginius, gautus po ovarektomijos, 102 navikuose nustatyta T
limfocity infiltracija (buvo tirti NIL — navika infiltruojantys T limfocitai, pagal

CD3 zymens raiska), o 72 navikuose — NIL nerasta. Ligoniy, kuriy karcinomo-
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se buvo NIL, 5 mety isgyvenamumas sieké 38 %, tuo tarpu ty ligoniy, kuriy
navikuose NIL nerasta, 5 mety iSgyvenamumas buvo tik 4,5 % (17).

Vis tik reikia paminéti, kad bendras NIL jvertinimas gali bati apgaulingas,
nes tarp navika infiltruojanc¢iy T lasteliy gali bati ir jvairus kiekis imuninj atsa-
ka slopinanciy T limfocity. Bitent citotoksiniy bei imunosupresiniy T limfoci-
ty santykis nulemia priesnavikinio imuninio atsako pobudj (39-42);

¢ pirminiais (jgimtais) ar antriniais (jgytais) imunodeficitais sergantys zmo-
nés kur kas dazniau suserga ivairiomis navikinémis ligomis nei imuninés siste-
mos sutrikimy neturintys to paties amziaus individai (17). IS pradziy teigta, kad
imunosupresuoti zmonés dazniau serga tik virusinés kilmés navikais (pvz., Ka-
posi sarkoma, gimdos kaklelio véziu, kai kuriomis ne Hodzkino limfomomis),
ir buvo aiskinama, kad issivystes imuninis atsakas yra ne tiek priesnavikinis,
Kiek priesvirusinis. IS tiesy, imunosupresuoti zmonés yra kur kas imlesni jvai-
rioms infekcijoms, tame tarpe ir onkovirusinéms, be to, virusy sukelta kancero-
genezé yra spartesné uz spontaning, todél sie navikai greiciau isryskéja (17).

Vis tik Siuo metu tvirtai jrodyta, jog imunosupresuoti zmonés (daugiausiai
buvo tirti ligoniai po organy transplantacijy, nuolat vartojantys imuning siste-
ma slopinancius vaistus) kur kas dazniau suserga ir jvairiais nevirusinés kilmés
piktybiniais navikais, pvz., inksty, plauciy, storosios zarnos, kasos, endokrini-
niy liauky, slapimo paslés, slapimtakiy véziu, odos melanoma, jvairiomis sar-
komomis (17);

¢ pastaruoju metu sékmingai taikomos terapinés priesnavikinés vakcinos,

gydant jvairius zmogaus piktybinius navikus (43-47).

2.1.2. Priesnavikinio imuniteto efektoriniai komponentai

e Citotoksiniai CD8" T limfocitai (CTL). Tai svarbiausias priesnavikinio
imuninio atsako komponentas (48). CD8" T limfocity receptorius (TLR) yra
nuo MHC-1 molekuliy priklausomas, antigenui specifinis, todél atpazista kon-
krec¢ius navikinés lastelés antigenus (ju peptidinius epitopus), kurie yra pateik-

ti lastelés pavirsiuje, komplekse su MHC-1 klasés molekulémis (49,50). ]vai-
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riems navikiniams antigenams susidaro skirtingi CTL klonai, vykstant tiems
antigenams specifiniy naiviyjy bei atminties CD8" T limfocity aktyvinimui,
proliferacijai ir diferenciacijai (51,52,53).

Tam, kad naivusis ar atminties CD8" T limfocitas biity aktyvintas ir galéty
proliferuoti bei diferencijuotis i CTL, jam peptidini antigena, komplekse su
MHC-I molekule, turi pateikti profesionali antigena pateikianti lastelé (dendri-
tiné lastelé, makrofagas), taip pat yra batini Tyl limfocity isskiriami citokinai
IL-2 bei IFNy. CD4" Ty1 limfocitai yra aktyvinami, kai ju TLR atpazista pepti-
dinius antigenus, pateiktus su MHC-II klasés molekulémis profesionaliy APL
pavirsiuje.

Po aktyvinimo, proliferacijos ir jos metu vykstancios diferenciacijos susida-
re¢ specifiniai CTL atpazista konkrecius navikiniy lasteliy pavirsiuje pateikia-
mus peptidinius antigenus (taip pat komplekse su MHC-1 klasés molekulémis)
ir sukelia taikininiy lasteliy zatj, isskirdami citotoksines molekules — perforina
bei granzimus (51,52).

Pastaruoju metu gauséja duomeny, kad svarby vaidmen; priesnavikiniame
imunitete atlieka CD8"CD57" T limfocitai, kurie placiau aptariami véliau.

Yra duomeny, kad priesnavikiniame imuniniame atsake dalyvauja ir NKT
limfocitai (54-56) bei y6-T limfocitai (57-59), kurie neretai apibadinami kaip

tarpiné grandis tarp nespecifinio ir specifinio imuniteto.

e NK Igstelés (angl. natural killer — nataralus Zudikas). Tai dideliy, gra-
nuliuoty limfocity populiacija, sudaranti apie 10 % (5-15% ) visuy cirkuliuojan-
&iy limfocity (60,61,62). Sios lastelés neekspresuoja nei CD3 (visiems T limfo-
citams badingo zymens), nei CD19 bei CD20 (B limfocitams biadingy zyme-
ny), taciau iki 30-40 % NK lasteliy gali ekspresuoti T limfocitams biadinga
CD8 antigena. Pastarojo raiska NK lasteliy pavirsiuje yra kur kas silpnesné nei
T limfocituose ir zymima CD8"" (63).

NK lastelés yra nespecifinio (igimto) imuniteto citotoksinis komponentas,

kurio pagrindiné funkcija yra nespecifiskai atpazinti ir sunaikinti vidulasteli-
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niais mikroorganizmais (virusais, vidulastelinémis bakterijomis) infekuotas bei
navikines lasteles (61,62,64).
Pagal CD56 zymens raiska NK lasteles galima suskirstyti i dvi populiacijas
(65,66):

¢ CD**™ (angl. dim — blankus, blausus) - tai subrendusios NK las-
telés, kuriy pavirsiuje CD56 zymens raiska yra negausi. Jos sudaro
apie 90 % visu NK lasteliy ir pasizymi stipriu citotoksiniu poveikiu,
kuri lemia citoplazmos granulése esantys perforinas bei granzimai,
isskiriami, kai NK lastele aktyvinama. CD*®**™ NK lastelés atlieka
svarby vaidmen;j jau susiformavusio priesnavikinio imuninio atsako
mechanizmuose;

¢ CD*™9" (angl. bright - ryskus) - tai NK lastelés, kuriy pavirsiuje
CD56 molekulés gausiai ekspresuojamos. Sios maziau subrendusios
lastelés pasizymi kur kas silpnesniu citotoksiniu poveikiu, taciau itin
gausiai isskiria jvairius citokinus (IL-12, IFNy ir kt.) bei ekspresuo-
ja adhezijos molekules, kurios jgalina sias NK lasteles kauptis antri-
niuose limfiniuose organuose bei uzdegimo zidiniuose. CD**"" NK
lastelés atlieka svarby vaidmenij, reguliuojant imuninj atsaka, taip pat
Jos itin svarbios priesnavikinio imuninio atsako pradzioje, formuo-
jantis specifiniam citotoksiniam atsakui.

NK lastelés gali tiesiogiai atpazinti pakitusias molekules navikiniy lasteliy
pavirsiuje, arba gali saveikauti su antikinais padengtomis (opsonizuotomis)
navikinémis lastelémis (nuo antikiany priklausomas lasteliy toksiskumas) (51,
52,67). Tai pirmasis - aktyvinantysis — signalas.

NK lastelés aktyvinamos tik tada, kai negauna antrojo — slopinanciojo —
signalo, kuris perduodamas inhibuojantiems NK lasteliy receptoriams (INKR)
saveikaujant su taikininés lastelés pavirsiuje ekspresuojamomis MHC-1 klasés
molekulémis (kurios yra ,,pakrautos®, t. y. sudaro kompleksus su jvairiais ,,sa-
vais“ peptidais). Virusais infekuotose bei navikinése lastelése daznai biina su-
trikusi MHC-1 klasés molekuliy raiska, arba jos sudaro kompleksus su ,,sveti-

mais* (virusiniais ar pakitusiais navikiniais) peptidais, todél NK lastelei neper-
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duodamas slopinamasis signalas, ji yra aktyvinama ir naikina virusy ar vidulas-
teliniy bakterijy infekuota arba navikine taikining lastele (51,52,65-67).

Itin aktyviu priesnavikiniu poveikiu pasizymi LAK - tai limfokiny aktyvin-
tos NK lastelés, kurios susidaro veikiant dideléms IL-2 koncentracijoms, taip
pat IL-12 bei interferonams (68,69).

Vienas i$ jrodymy, jog NK lastelés atlieka svarby vaidmen; priesnavikinia-
me imunitete, yra faktas, kad imunodeficitinése (,,nuogose*) pelése (kurios be-
veik neturi T limfocity, taciau juy organizme NK lasteliy Kiekis ir funkcinis ak-
tyvumas yra normalas) spontaniniy naviku vystymosi daznis néra didesnis nei

normaliy peliy organizme (17).

e Antikuinai. Nors navikiniy lasteliy ekspresuojamiems antigenams speci-
finiai antikainai yra nustatomi onkologiniy ligoniy periferiniame kraujyje ir ne-
abejotinai prisideda prie imuninio atsako navikams, ta¢iau ju vaidmuo néra do-
minuojantis (70,71).

Manoma, kad antikainy vaidmuo svarbesnis atpazistant leukemijy, dauginés
mielomos navikines lasteles, tuo tarpu kietyju (vadinamyju solidiniy) naviky

atveju ju vaidmuo yra menkesnis.

e Makrofagai. Jie gali atpazinti antikiinais bei aktyvintais komplemento
sistemos baltymais padengtas (opsonizuotas) navikines lasteles ir sukelti ju Za-
t, isskirdami jvairius lizosominius fermentus, reaktyvias deguonies formas,
azoto monoksida (NO) - tai nuo antikany priklausomas lgsteliy toksiskumas
(51,52).

Priesnavikiniu poveikiu pasizymi aktyvinty makrofagy isskiriami citokinali
- TNFa (sukelia navika maitinan¢iy kraujagysliy trombozg ir navikiniy lasteliy
nekroze, slopina angiogeneze¢) bei TNFS (sukelia navikiniy lasteliu nekroze)
(51,52).

Kaip jau minéta, makrofagai yra profesionalios antigena pateikiancios las-

telés, batinos aktyvinant naiviuosius bei atminties T limfocitus (51,52). Taigi,
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jie atlieka svarby vaidmeni specifinio lastelinio priesnavikinio imuninio atsako
formavimesi.

Bitina paminéti, kad pastaruoju metu gauséja duomeny, jog sukeldami ir
palaikydami létinj uzdegima, makrofagai gali skatinti navikinio proceso forma-
vimasi bei jo progresavima, pvz., yra duomeny, kad kai kuriy gausiai makrofa-
gais infiltruoty piktybiniuy navikuy (limfomuy, kraties, plauc¢iy karcinomu) prog-
nozé yra prastesné. Vienas sio reiskinio aiskinimo budy yra tas, kad létinio uz-
degimo aplinkoje esantys citokinai aktyvina lasteliy proliferacija, skatina an-
giogeneze (72-76).

Taigi, makrofagy vaidmuo navikinio proceso patogenezéje yra neviena-
reiksmis, todél batini tyrimai, norint jvertinti ju vaidmenj jvairiy piktybiniy na-

viky biologijoje.
2.1.3. Naviky gebéjimas i§vengti imuninés sistemos prieziiiros

Nors zinomi jvairas priesnavikinio imuniteto komponentai, taciau navikai
organizme vis tiek susiformuoja, auga ir progresuoja. Tai lemia navikiniy laste-
liy gebéjimas isvengti imuninés sistemos priezitros.

Pagal siuolaiking priesnavikinio imuniteto koncepcija, skiriami sie saveikos
tarp navikiniy lasteliy ir imuninés sistemos — imunoredagavimo - etapai (17,29,
30,77-80):

¢ eliminavimas. Si imuninés sistemos ir naviko saveikos etapa apima
visi anks¢iau paminéti ir tarpusavyje glaudziai susije nespecifinio ir spe-
cifinio imuniteto mechanizmai. Jei jiems pavyksta visiskai sunaikinti
navikines lasteles, tuo procesas ir baigiasi — imuniné sistema pasalina
navika;

¢ pusiausvyra. Jei imuninei sistemai nepavyksta sunaikinti visy navi-
Kiniy lasteliy, tai tarp likusiy genetiskai nestabiliy piktybiniy lasteliy ir
imuninés sistemos efektoriniy mechanizmy nusistovi dinaminé pusiaus-
vyra, kai kliniskai pasireiskiantis navikas dar nesiformuoja, taciau navi-

kinés lastelés taip pat néra eliminuojamos. Si konkurencijos principu pa-
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grista dinaminé pusiausvyra zmogaus organizme gali trukti desimtme-
Cius;

¢ ,pabégimas® nuo imuninés sistemos prieziairos. Dinaminés pu-
siausvyros periodu navikinés lastelés, dél jose nuolat besikaupianciu
mutaciju, kinta, ir ilgainiui gali susiformuoti toks ju klonas (ar keli klo-
nai), kurio ekspansijos imuniné sistema jau nebesugeba kontroliuoti. Tai
ivyksta dél to, kad pusiausvyros stadijos metu piktybinés lastelés yra
nuolat atakuojamos imuninés sistemos komponenty, todél ilgainiui igyja
evoliuciskai pranasesniy biologiniy savybiy, kurios joms leidzia isvengti
imuninés sistemos poveikio, Kitaip tariant, imuninés sistemos apgultis
tarsi privercia navikines lasteles keistis, siekiant igyventi. Sioje stadijo-
je imuninés sistemos nebesuvaldomos navikinés lastelés ima formuoti

kliniskai pasireiskiantj navika.

Zinomi jvairiis mechanizmai, kuriy déka piktybines lastelés sugeba isvengti

imuninés sistemos naikinancio poveikio (3,4). IS ju paminétini keli.

e Pakinta jvairiy navikiniy antigeny, kuriuos atpazjsta imuniné siste-
ma, raiskos pobudis ar jy sandara. Pavyzdziui, antigenai nustojami ekspre-
suoti, kinta ju epitopu sandara, arba membraniniai baltymai paverciami tirpia

(sekretuojama) forma (4,81).

e Sutrinka navikiniy antigeny epitopy pateikimas komplekse su MHC-
I klasés molekulémis, todél ju negali atpazinti citotoksiniai T limfocitai.
Pvz, gali sumazéti MHC-1 klasés molekuliy sunkiosios (o) ar / ir lengvosios
(B-mikroglobulino) grandiniy raiska navikinése lastelése, arba gali buti eks-
presuojamos pakitusios struktaros ir funkcijos (mutavusios) MHC-I klasés mo-

lekuliy sunkioji ar / ir lengvoji grandinés (4,81,82).

e Navikineés lastelés gali gaminti ir isskirti imunosupresinius citokinus,
tokius kaip TGFp ar IL-10 (83,84,85). Pvz., yra zinoma, kad jvairiy navikuy,
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ypac karcinomy, melanomos lastelés isskiria imunosupresini citoking TGFf
(83,84,86), kuris slopina NK lasteliy, T ir B limfocity proliferacija bei veikla,
makrofagu funkcijas (fagocitini pajéguma, citokiny biosintez¢, MHC ir kosti-
muliaciniy molekuliy raiska) (83). I[domu tai, kad tos navikinés lastelés, kurios
sekretuoja TGFp, pacios neekspresuoja receptoriy jam, todél isvengia sio cito-
kino antiproliferacinio poveikio (87). Be to, yra duomeny, kad TGFp skatina

naviky angiogeneze (88).

e Navikineés Igstelés gali jgyti atsparuma IFNy tiesioginiam poveikiui.
Pavyzdziui, vieno tyrimo metu nustatyta, kad 25 % plauc¢iy adenokarcinomos
lasteliy liniju buvo atsparios IFNy poveikiui. Navikinése lastelése gali jvykti
mutacijos, sukeliancios IFNy receptoriaus ar / ir jo signalo perdavime dalyvau-
janc¢iy molekuliy sandaros bei funkcijos pakitimus, o tai ir salygoja atsparuma
IFNy poveikiui (17).

e Pastaruoju metu gauséja duomeny, kad priesnavikinio imuniteto cito-
toksinius mechanizmus gali slopinti pati imuniné sistema, veikiant imuninj
atsaka slopinantiems T limfocitams (86,89,90-93). Keli tyrimai jrodé, kad
imuninj atsaka slopinanc¢iy T limfocity pagauséjimas onkologiniy ligoniy peri-
feriniame kraujyje ar / ir navike yra susijes su ligos progresavimu bei prastesne
prognoze (89,94,95). Nustatyta, kad imunosupresiniu poveikiu pasizyminciy T
limfocity gauséjimas zenkliai sumazina terapiniy priesnavikiniy vakciny efek-
tyvuma, tuo tarpu Siy T limfocity eliminavimas susijes su geresniu vakciny te-
rapiniu poveikiu (96).

Yra duomeny, kad pacios piktybinés lastelés gali skatinti imuninj atsaka
slopinanciu T limfocity susidaryma (97,98).

Toliau aptariamos jvairios imunosupresiniu poveikiu pasizyminciuy T limfo-

city populiacijos ir galimas juy vaidmuo slopinant priesnavikini imuninj atsaka.
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2.2. Imuninj atsaka slopinantys T limfocitai ir jy vaidmuo

priesnavikiniame imunitete

Praéjusio amziaus 8-ajame desimtmetyje buvo nustatyta, kad T limfocitai
gali dalyvauti ne tik imuninio atsako sukélime, bet ir jo slopinime (99,100).
Tada kilo didelis susidoméjimas imuninj atsaka slopinanciais T limfocitais (99-
101). Buvo atlikti eksperimentai, kurie netiesiogiai jrodé Siy T lasteliy egzista-
vima, pvz., skiriant dideles antigeno dozes, eksperimentiniams gyviinams pa-
vykdavo sukelti imuning tolerancija tam antigenui, o tokiy gyviiny T limfocitus
suleidziant antigenu nepaveiktiems gyvinéliams, pastarieji taip pat igydavo
imuning tolerancija tam antigenui (101,102). Tuomet manyta, kad imunosupre-
siniai T limfocitai isskiria jvairias molekules, koduojamas MHC-I geny lokuso
(peliu organizme H2 geny komplekso) tariamojoje 1-J srityje (99,101). Teigta,
kad sios I-J molekulés dalyvaudavo pateikiant antigena T limfocitams ir suke-
liant ju funkcijos slopinima (101). Detaliau tyrinéjant peliy H2 geny lokusa,
1983 m. buvo jrodyta, jog I-J geno néra, t. y. neegzistuoja ir I-J molekulés (99-
101). Tuomet kilo abejoniy ir dél imunosupresiniy T limfocity egzistavimo, o
jas stiprino dar ir sie faktai (99-101,103):

¢ nickaip nepavyko rasti bent vieno molekulinio zymens, kuris leisty
charakterizuoti supresinius T limfocitus ir jgalinty juos atskirti nuo Kity
T lasteliy. Dél sios priezasties nebuvo galima isskirti imunosupresiniy T
limfocity klony, tinkanciy lasteliniams bei molekuliniams ju savybiy ty-
rimams;

¢ nepavyko konkreciai apibtdinti imuninj atsaka slopinanciu poveikiu
pasizyminciy molekuliy, kurias tariamai isskiria imunosupresiniai T
limfocitai;

¢ atlickant bandymus su TLR transgeninémis pelémis, taip pat naudo-
jant TLR specifinius antiktinus, buvo jrodyta, kad autoreaktyvis T lim-
focity klonai sunaikinami c¢iobrialiaukéje neigiamos selekcijos metu —
tai centriné tolerancija, kurios, kaip manyta, pakanka autoreaktyviy T

limfocity pasalinimui, todél imunosupresiniai T limfocitai nereikalingi;
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¢ nustacius, kad egzistuoja Tyl ir T2 limfocitai, pasitlyta dar viena
imuninés sistemos veiklos savireguliacijos (supresijos) samprata, atsisa-
kant imunosupresiniy T limfocity poreikio: nustatyta, kad Tyl limfocitai
skatina lastelinio imuninio atsako formavimasi (dél ju isskiriamo IFNy),
0 T2 limfocitai — humoralinio atsako formavimasi (veikiant ju isskiria-
miems IL-4, IL-5, IL-13). Kadangi Tyl ir T2 limfocitai, per ju isskiria-
mus citokinus, gali kontroliuoti (slopinti) vieni kity veikla (t. y. regu-
liuoti imuninio atsako nukreipima Tyl ar T2 kryptimis), manyta, kad

to pakanka subalansuoto imuninio atsako vystymuisi.

Remiantis Siais duomenimis, praéjusio Simtmecio astuntojo desimtmecio
antrojoje puséje buvo ,,nenugin¢ijamai“ atsisakyta imunosupresiniy T limfocity
koncepcijos (100,101,103).

Situacija veél pasikeité 1995 metais, kai Shimon Sakaguchi vadovaujama
japony mokslininky grupé irodé, kad IL-2 receptoriaus o granding (CD25)
ekspresuojantys CD4" T limfocitai, pavadinti reguliatoriniais T limfocitais
(CD4'CD25" Treg), dalyvauja slopinant jvairiy eksperimentiniy autoimuniniy
ligu vystymasi peliy organizme.

Nuo tada vél labai isaugo susidoméjimas imuninj atsaka slopinanciais T
limfocitais, ir siuo metu jie yra vieni labiausiai tyrinéjamy imuninés sistemos
komponenty (5,101,104).

llgainiui CD4"CD25" Treg limfocitai buvo nustatyti ir zmogaus organizme
(105), be to, buvo atrastos ir toliau atrandamos jvairios imuninj atsaka slopi-
nanciy T limfocity populiacijos tiek eksperimentiniy gyviny, tiek ir Zmogaus

organizme (106).
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Remiantis literataros Saltiniais, pagrindines imuninj atsaka slopinanc¢iy T
limfocity populiacijas galima suskirstyti i Sias grupes (106-118):
e CD4'CD25" Treg limfocitai:
¢ natiralis - nTreg;
¢ indukuoti (fgyti, adoptyviis) — iTreg:
m Ty3 limfocitai;
mTrl limfocitai;
e CD8" Treg limfocitai:

¢ nuo Qa-1 (moniy organizme nuo HLA-E) priklausomi CD8" Treg

limfocitai;

¢ CD8'CD25" Treg limfocitai;

¢ CD8'CD122" Treg limfocitai (pelig);

¢ CD8"CD28°CD57" T limfocitai. Tai labai heterogeniska populiacija
(12), todél ne visi CD8"CD57* T limfocitai pasizymi imunosupresiniu
poveikiu.

CD8"CD57" T limfocity populiacija ir jvairios funkciniu poziariu skir-
tingos jos subpopuliacijos yra sio darbo asis ir toliau aptariamos deta-
liau;

e Kkiti imuninj atsaka slopinantys T limfocitai (pvz., NK Treg limfocitai,
»dvigubai neigiami*“ CD4° CD8" Treg limfocitai, y5-Treg limfocitai ir kt.).

Ivairiy tyrimy rezultatai rodo, kad imuninj atsaka slopinantys T limfocitai
atlieka svarby vaidmen; autoimuniniy ligy (119), alergiju (120), imunodeficiti-
niy sutrikimy (121) patogenezéje, taip pat dalyvauja kontroliuojant alotrans-
plantato atmetimo reakcijas (122) bei yra svarbis priesnavikinio imuniteto me-
chanizmuose (123,124).

Tiriant imunosupresiniy T limfocity vaidmenj priesnavikinio imuniteto me-
chanizmuose, didZiausias démesys skiriamas batent CD4"CD25" Treg limfoci-
tams. Daugelio tyrimy metu nustatytas ju kiekio padidéjimas jvairiomis vézio
formomis serganciy pacienty periferiniame kraujyje ar / ir paciame navike (91,
125-132).

25



Nustatyta, kad CD4"CD25" Treg limfocity kiekio padidéjimas onkologiniy
ligoniy organizme yra glaudziai susijes su vézio progresavimu bei prastesne li-
gos prognoze (39,86,89,95,125,129,130,133). Taip pat yra duomeny, kad Treg
limfocitai yra linke kauptis navikiniame audinyje ir sukelti vietinj priesnaviki-
nio imuninio atsako slopinima (133,134), o Siy navika infiltruojanciy Treg las-
teliy veiklos slopinimas susijes su naviko nykimu, net ir esant pazengusiai ligai
(135-137). Treg limfocity veiklos ,,isjungimas* paskatina priesnavikinio imuni-
teto citotoksiniy mechanizmy veikla, kas ir sukelia imunini naviko naikinima
(86).

Tagiau, siekiant nuslopinti CD4°CD25" Treg limfocity funkcijg ir taip
skatinti priesnavikini imuninj atsake, susiduriama su svarbia problema — au-
imuninio atsako vystymusi (104,138), nes CD4"CD25" Treg limfocitai yra at-
sakingi uz autoreaktyviy T limfocity veiklos slopinima. Pavyzdziui, JAV atlik-
to klinikinio tyrimo metu (139) 14 metastazavusia melanoma serganciy pacien-
ty buvo gydyti peptidinés vakcinos (skatintas T limfocity atsakas navikinéms
lasteléms) bei MDX-010 monokloniniy antikiiny (blokuojanciy CTLA-4 mole-
kule, kuri yra svarbi Treg imunosupresinei veiklai) deriniu. Dviems pacientams
(14 %) buvo pasiektas visiskas, o vienam pacientui (7 %) — dalinis atsakas i
gydyma, taciau jiems issivysté stiprus, gydymo reikalaujantis, autoimuninis at-
sakas, pasireiskiant dermatitui, enterokolitui, hepatitui, hipofizitui. Be to, miné-
tos autoimuninés komplikacijos (tik svelnesnés — HI/1V laipsnio) issivysté ir 6
pacientams (43 %), kuriems nebuvo pasiektas kliniskai svarbus priesnavikinis
atsakas. Taigi i$ viso pasalinis autoimuninis atsakas pasireiské 9 (64 %) tyrime
dalyvavusiems ligoniams.

Taigi, norint Treg veiklos slopinima pritaikyti kaip naviky imunoterapijos
priemong, bitina sukurti metodikas, igalinangias nuslopinti CD4"'CD25" Treg

limfocity, kuriy TLR specifiniai su navikais susijusiems antigenams, veikla.
Pastaruoju metu gauséja duomeny, kad slopinant priesnavikini imuninj at-

saka, svarby vaidmenj atlieka imunosupresiniu poveikiu pasizymincios jvairios
CD8"CD28'CD57" T limfocity subpopuliacijos (12,140-142). Be to, kaip jau
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minéta, CD8"CD28°CD57* T limfocity populiacija sudaro ne tik imunosupresi-
nés, bet ir citotoksinés subpopuliacijos (12-16).

Zinant, kad heterogeniska CD8"CD28°CD57" T limfocity populiacija gau-
séja, sergant onkologinémis ligomis (12,143), neatmestinos jos sasajos su havi-
Kiniu procesu, todél tikslinga sia populiacija panagrinéti detaliau, siekiant jver-

tinti jos vaidmenj onkologinés patologijos metu.
2.3.CD8"CD57" T limfocitai ir jy vaidmuo priesnavikiniame imunitete

2.3.1. Bendra CD8"CD57* T limfocity populiacijos charakteristika

CD8"CD28°CD57" T limfocity populiacija susidaro del pakartotinio susida-
rimo su jvairiais antigenais gyvenimo eigoje, t. y. esant létinei ar epizodiskali
pasikartojanciai antigeninei stimuliacijai (10,144-146). Kaip tai vyksta? Nai-
viujy bei atminties CD8"CD28" T limfocity TLR atpazista peptidinius antige-
nus, pateiktus su MHC-I klasés molekulémis profesionaliy APL pavirsiuje
(pirmasis aktyvinimo signalas), taciau sios saveikos nepakanka, kad vykty mi-
néty CD8™ T limfocity aktyvinimas. Tam yra batinas antrasis kostimuliacinis
aktyvinimo signalas, kuris perduodamas saveikaujant CD28 molekulei (T lim-
focito pavirsiuje) su B7.1 (CD80) ar B7.2 (CD86) molekulémis profesionaliu
APL pavirsiuje (147,148).

Be to, tam, kad jvykty antrasis aktyvinimo signalas, reikalinga CD40 (APL
pavirsiuje) ir CD40L (per TLR jau aktyvinto T limfocito pavirsiuje) saveika -
tai tarpinis aktyvinimo signalas, po kurio APL pavirsiuje jau buina pakankama
CD80 ir CD86 kostimuliaciniy molekuliy raiska (149).

Kai CD8"CD28" atminties T limfocitas susiduria su konkregiu antigenu ir
gaves abu signalus yra aktyvinamas, jis proliferuoja ir diferencijuojasi i efekto-
rinius (citotoksinius) bei kitos kartos atminties CD8"CD28" T limfocitus. Sie
atminties T limfocitai, pakartotinai vis susidurdami su antigenu, gali ,,pereiti*

keleta tokiy aktyvinimo cikly.
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Nustatyta, kad kiekvieno aktyvinimo metu CD8"CD28" T limfocity pavirs-
Siuje palaipsniui mazéja CD28 molekuliy raiska, kol galiausiai ji visai isSnyksta,
susidarant CD8"CD28" atminties T limfocity populiacijai. Sie T limfocitai yra
pasieke galing diferenciacijos stadija ir po kontakto su antigenu jau nebegali
proliferuoti bei diferencijuotis, todél vadinami ,,pasenusiais® (angl. senescent)
(10,11,15).

Proliferaciniy savybiy praradimas susijes su kritiniu (ribiniu) telomery su-
trumpéjimu, vadinamaja Hayfflick‘o riba - tai reiskinys, kai kiekvieno lastelés
dalijimosi metu palaipsniui trumpéja telomeros (genetinés informacijos neko-
duojancios DNR sritys, esanc¢ios chromosomy galuose ir palaikancios ju stabi-
luma) (150,151). Hayfflick*o riba badinga visoms proliferuojancioms laste-
léms (isskyrus piktybines) — telomeroms sutrumpéjus iki Kritinio lygio, laste-
Iés praranda galimybe daugintis (151).

Pastebéta, kad CD28 raiskos maz¢jimas CD8" T limfocity pavirsiuje yra su-
sijes su CD57 raiskos didéjimu, ir siy molekuliy raiska yra beveik reciproking,
nes tik labai nedidelé dalis CD8" T limfocity, gausiai ekspresuojangiy CD57,
gali ekspresuoti ir CD28 molekule (15,152). Be to, batent CD57 raiskos didéji-
mas, 0 ne CD28 raiskos mazéjimas labiau atspindi CD8" T limfocity ,,senéji-
ma* (15), nes nustatyta, kad tiek CD8"CD28 CD57", tiek CD8"CD28'CD57* T
limfocitai yra ,,praéje” vienoda skaic¢iy dalijimosi cikly (tai jvertinama pagal te-
lomery ilgj), tuo tarpu kai CD8"CD28'CD57 T limfocitai visada bana ,,pragje”
maziau dalijimosi cikly nei CD8"CD57" T limfocitai (nepriklausomai nuo
CD28 molekulés raiskos pastaruosiuose).

Taigi, galima teigti, kad bitent CD8"CD57" fenotipas geriausiai apibadina
pasenusiy* CD8" T limfocity populiacija (15,153).

CD57 molekulé (dar zymima HNK-1, Leu7) — tai apie 110 kDa masés oli-
gosacharidas, kuris jungiasi prie lastelés pavirsiaus baltymy ekstralastelinés da-
lies. Kraujyje CD57 raiska nustatoma dalies NK lasteliy bei T limfocity pavir-
Siuje, taciau sios molekulés nerandama granulocity, eritrocity ar trombocity pa-

virsiuje. Dar organizme CD57 molekule ekspresuoja neuronai (154).
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Nors CD8"CD57" T limfocitai yra pasieke galing diferenciacijos stadija ir
vadinami pasenusiais, jie néra imuninés sistemos balastas, nes yra islaike efek-
torines funkcijas ir atlieka svarby vaidmenj imuniniame atsake (48,154-157).

Pateikiami priestaringi duomenys apie CD8"CD57* T limfocity polinki
apoptozei — vieni autoriai (10,158,159) teigia, kad CD8"CD57" T limfocitai yra
atsparus apoptozei, kiti (15,48,152,160,161), priesingai, teigia, kad si T limfo-
city populiacija yra linkusi pasukti apoptozés keliu, esant antigeninei stimulia-

cijai (aktyvinimo sukelta apoptozé).

Kaip jau mineta, CD8"CD57* T limfocity populiacijos atsiradimas yra susi-
jes su létine antigenine stimuliacija. Nustatyta, kad CD8"CD57" T limfocity
populiacija gauséja:

¢ su amziumi (10,14,146,154,159);

¢ po hemopoetiniy kamieniniy lasteliy ar solidiniy organy transplanta-
cijos (13,155,162);

¢ sergant létinémis vidulasteliniy mikroorganizmy (virusy, kai kuriy
bakteriju) sukeliamomis ligomis (10,13,154,162,163);

¢ sergant létiniu alkoholizmu (155,164);

¢ sergant autoimuninémis ligomis (13,154,155,165);

¢ sergant onkologinémis ligomis (12,48,143,154,166-168).

CD8"CD57" T lasteliy populiacija yra labai heterogeniska (12,14), t. y. ja
sudaro kelios subpopuliacijos. Yra zinomos citotoksinés subpopuliacijos, gau-
siai ekspresuojancios perforing ir granzimus (13,14,165), bei CD8"CD57" T
limfocity subpopuliacija, kuri isskiria labai daug citokino interferono y (IFNy)
(15,16,169), o sis gali tiesiogiai sukelti navikiniy lasteliy zatj (17) bei pasizymi
netiesioginiu priesnavikiniu poveikiu, aktyvindamas priesnavikinio imuniteto
citotoksinius komponentus (18). Taip pat yra duomeny, kad CD8"CD57* T
limfocitai, ekspresuojantys vidubranduolini transkripcijos veiksni FOXP3, pa-

sizymi imunosupresiniu poveikiu (19,20).
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CD8"CD57" T limfocitai gali ekspresuoti NKG2A (CD159a) molekulg, ir
tokius T limfocitus galima vertinti kaip netiesioginius imunosupresorius. Siy T
limfocity TLR atpazinus antigena, jie néra aktyvinami, nes NKG2A molekulé
(saveikaudama su HLA-E ir peptido kompleksu APL pavirsiuje) T limfocitui
perduoda slopinimo signala, kuris konkuruoja su TLR sukeliamu aktyvinimo
signalu (170,171).

Reikia paminéti, kad CD57 molekulés raiska didéja ne tik ,,senstanciy”
CD8", bet ir CD4" T limfocity pavirsiuje (154,155,161). Tiesa, CD4" T limfo-
city ,,senéjimas® vyksta kur kas léciau, nes CD57 molekulés raiskos didéjimo
dinamika yra létesné, t. y. atminties CD4" T limfocitai gali bati aktyvinami
daugiau karty, kol pasiekia galinés diferenciacijos stadija ir praranda gebéjima
proliferuoti, esant pasikartojanciai antigeninei stimuliacijai (10,11,159). Pvz.,
nustatyta, kad tik gimusio kadikio periferiniame kraujyje visi T limfocitai eks-
presuoja CD28 molekule, 0 80 mety ir vyresniy Zzmoniy periferiniame kraujyje
net 50-60 % CD8" T limfocity CD28 molekulés neekspresuoja, tuo tarpu CD4"
T limfocity populiacijoje tokiy lasteliy yra tik apie 10-15 % (14).

Toliau placiau aptariamos siame darbe tiriamos CD8"CD57" T limfocity

subpopuliacijos.

2.3.2. Imunosupresiniai CD8"CD57"FOXP3" T limfocitai

FOXP3 molekulé pripazistama pagrindiniu daugelio imunosupresiniy T
limfocity biozymeniu (21,22), todel CD8"CD57*FOXP3" T lasteliy subpopulia-
cija gali buti vertinama kaip vienas svarbiausiy imunosupresiniy komponenty
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje.

FOXP3 (angl. forkhead/winged-helix transcription factor P3) - tai vidu-
branduolinis transkripcijos veiksnys, dar vadinamas skurfinu (172). FOXP3
baltymas yra jvairiy geny transkripcijos represorius ir priklauso FOX transkrip-
cijos reguliuotojy (aktyvintoju ar slopintoju) $eimai. Sios $eimos baltymai re-
guliuoja genu, kuriy produktai dalyvauja lasteliy augimo, proliferacijos bei di-
ferenciacijos procesuose, raiska. Kai kurie FOX seimos baltymai yra svarbts

embrioninio vystymosi metu (172-174).
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Visy FOX seimos baltymy molekuléms budinga specifinés formos sritis
FKH (angl. forkhead box), sudaryta is 80-100 aminoragsc¢iy liekany. Batent Si
sritis dalyvauja FOX baltymams saveikaujant su DNR ir reguliuojant tam tikry
genu raiska (transkripcija) (172-174).

CD8"CD57"FOXP3" Ts limfocity veikimo mechanizmas (149,175-180):

¢ jie sgveikauja su profesionaliomis APL (dendritinémis lastelemis
bei monocitais / makrofagais, bet ne su B limfocitais) ir paver¢ia jas tole-
rogeniskomis Ty ir Tc limfocitams, t. y. pateikdamos antigena, §ios pro-
fesionalios APL sukelia naiviyjy bei atminties T ir Tc limfocity anergi-
ja. Kaip tai vyksta? Profesionalios APL pateikia peptidini antigena (kom-
plekse su MCH-1 klasés molekulemis) CD8"CD57 'FOXP3" Ts limfocity
TLR. Dél sios saveikos APL pavirsiuje padidéja ILT3 bei ILT4 molekuliy
raiska, ir dél to sumazéja APL gebéjimas gausiai ekspresuoti kostimuliacines
CD80 ir CD86 molekules po CD40L-CD40 saveikos. Kaip jau buvo minéta,
CD80 ir CD86 molekulés yra bitinos perduodant antraji (kostimuliacini) ak-
tyvinimo signala naiviesiems bei atminties T limfocitams.

Manoma, kad ILT3 ir ILT4 baltymy veikla susijusi su transkripcijos
veiksnio NF-kB aktyvinimo inhibavimu. Sis transkripcijos veiksnys dalyvau-
ja aktyvinant minétas kostimuliacines molekules koduojanciy geny raiska.

Taip profesionalios APL tampa tolerogeniskos ir po saveikos su naiviai-
siais bei atminties CD4" ar CD8" T limfocitais pavercia juos anergiskais, t. y.
negalinciais proliferuoti ir diferencijuotis i efektorines bei kitos kartos atmin-
ties T Iasteles.

Naivigjy bei atminties T lgsteliy ,,anergizavimo* procesq galima sus-

Kirstyti { tris stadijas:
1) tolerogeniskos APL (pagrinde DL) pateikia peptidinj antigena
(komplekse su MHC-II klasés molekulémis) naiviyjy ar atminties CD4"
T limfocity TLR bei naiviyjy ar atminties CD8" T limfocity TLR (kom-

plekse su MHC-I molekulémis), ir Sie gauna pirmgj; aktyvinimo signalg;
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2) kadangi tolerogeniskose DL yra nepakankama kostimuliaciniy mo-
lekuliy (CD80 ir CD86) raiska, tai jos negali perduoti naiviesiems bei
atminties T limfocitams biitino antrojo aktyvinimo signalo;

3) negave antrojo aktyvinimo signalo, minéti T limfocitai tampa aner-
giski. Be to, yra duomeny, kad procesas nesibaigia tiesiog siy T limfoci-
ty ,anergizavimu“, t. y. CD4" T lastelés gali virsti indukuotais
CD4'CD25'FOXP3" Treg limfocitais, kurie savo ruoztu toliau inicijuo-
ja tolerogenisky APL formavimasi. Kitaip tariant, jsijungia imuninj at-
saka slopinan¢iuy T limfocity susidarymo kaskada. Sis procesas vadina-
mas infekcine tolerancija. Taip pat yra duomeny, kad tolerogeniskos
APL gali sukelti ir naiviyjy bei atminties CD8" T limfocity anergija bei
inicijuoti imunosupresiniy CD8"CD57*FOXP3* T limfocity susidary-

ma.

Taigi CD8"CD57"FOXP3* Ts limfocitai netiesiogiai (per profesionalias
APL) sukelia naivigjy bei atminties T limfocity anergijq ir gjungia imuning

atsakq slopinanc¢iy T limfocity susidarymo kaskadg (175).

Reikia pamineti, kad CD8"CD57*FOXP3" Ts limfocitai gali paversti tolero-
geniskomis ne tik profesionalias APL, bet ir kraujagysliy endotelio lasteles, ku-
rios apibadinamos kaip neprofesionalios APL (181).

Nustatyta, kad po saveikos su CD8"CD57"FOXP3" Ts limfocitais, endote-
liocitu membranoje vyksta jvairiy svarbiy kostimuliaciniy bei adhezijos mole-
kuliy raiskos sumazéjimas (CD40, CD54, CD58, CD62E, CD83, CD106), ir jie
tampa tolerogeniskais (149,181) T limfocity atzvilgiu.

2.3.3. Imunosupresiniai CD8"CD57'iNKR* T limfocitai

NKR - tai NK Iasteliy receptoriai. Toks pavadinimas jiems suteiktas dél to,
kad pirmiausia ju raiska buvo nustatyta NK lasteliy pavirsiuje (182,183). Vé-
liau paaiskéjo, kad jvairius NKR gali ekspresuoti ir dalis T limfocity (184,185),
be to, sie NKR gali reguliuoti tokiy T limfocity funkcini aktyvuma (171).
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Dauguma NKR yra MHC-1 specifiniali, t. y. jie atpazista antigeninius pepti-
dus, pateiktus su konkreciomis sios klasés molekulémis (64,186). Taciau yra
zinomi ir keli nuo MHC-1 nepriklausomi NKR - tai CD56, CD16 (FcyRIII),
CD161 (NKRP1), CD244 (2B4, C1.7) (184). Beje, CD57 molekulés raiska pir-
miausia taip pat buvo nustatyta NK lastelése (154), todél ir ji gali bati priskiria-
ma NKR grupei.

Teigiama, kad NKR raiska badingiausia batent ,,pasenusiems* CD8"CD57*
T limfocitams (171,187,188), taciau yra duomeny, kad NKR gali ekspresuoti ir
iprastiniai“ CD8"CD57" T limfocitai (184). Siuos duomenis paremia ir maisy
gauti rezultatai (tai placiau nagrinéjama, aptariant rezultatus).

MHC-I specifiniai NKR gali bati aktyvinantys (aNKR - sukeliantys ar stip-
rinantys NK lasteliy ar T limfocity aktyvinimo signala) bei inhibuojantys
(INKR - slopinantys NK lasteliy ar T limfocity aktyvinima). Priklausomai nuo
to, toks receptorius yra ekspresuojamas bei aktyvinamas, atitinkamai gali bati
reguliuojamas NK lastelés ar T limfocito funkcinis aktyvumas (189-194). Jei
tas pats CD8" T limfocitas ekspresuoja ir inhibuojantj, ir aktyvinantj NKR, tai
dominuoja iNKR poveikis, todél CD8" T limfocito efektoriné funkcija nepasi-
reiskia (195).

Zmogaus organizme skiriamos trys klasés MHC-I specifinig NKR:

¢ KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors). Tai imunoglobu-
liny superseimai priklausanciy receptoriy seima, kurios nariai atpazista
peptidais ,,pakrautas* klasikines MHC-la klasés molekules (HLA-A, -B
ir -C). Tiesa, kai kuriy KIR (pvz., KIR2DL4) ligandas yra neklasikiné
HLA-G molekulé (184,196), kuria savo pavirsiuje ekspresuoja placen-
tos trofoblastai (184).

KIR yra I tipo transmembraniniai baltymai, ju molekuliy ekstralaste-
lin¢je dalyje yra du arba trys domenai, kuriems badinga imunoglobulini-
né kloste.

Zmogaus organizme zinoma 14 KIR — 8 i§ ju yra inhibuojantys ir 6

aktyvinantys (196).
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Inhibuojanc¢iy KIR vidulasteliné dalis yra ilga, joje randamos viena
ar dvi ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) sekos, ini-
cijuojancios NK lastelés ar T limfocito aktyvinima slopinancius vidulaste-
linius molekulinius signalus (195,196).

Aktyvinanc¢iy KIR vidulasteliné dalis yra trumpa, ir joje néra jokiy
signaliniy seky, tac¢iau KIR transmembraninéje dalyje yra vieta (kraivj tu-
rinti aminoragsties liekana), igalinanti saveika su adaptoriniais baltymais
DAP10 ir DAP12, kuriy struktaroje yra ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) sritys, inicijuojanc¢ios vidulastelinio aktyvinimo
signalo perdavima (195,196).

¢ ILT (immunoglobulin-like transcripts) receptoriai, dar vadinami
LIR (leukocyte immunoglobulin-like receptors). Tai imunoglobuliny su-
perseimai priklausanciu receptoriy Seima, kuria sudaro 13 nariy (195,
197). ILT receptorius koduojantys genai néra polimorfiski (priesingai nei
KIR atveju) (197). ILT gali bati ekspresuojami NK lasteliy, dalies T lim-
focity, taip pat profesionaliu APL pavirsiuje. Jie atpazista peptidais ,,pak-
rautas” klasikines MHC-la klasés molekules, taip pat neklasiking HLA-G
molekule (197). ILT bana membraniniai (I tipo transmembraniniai balty-
mai) bei tirpas (197).

ILT receptoriai gali bati aktyvinantys (pvz., tirpi ILT4 forma, ILT5) ir
inhibuojantys (ILT2, ILT3, membraniné ILT4 forma) (196,197).

Kaip jau minéta, ILT3 ir ILT4 receptoriai yra gausiai ekspresuojami
tolerogenisky dendritiniy lasteliy pavirsiuje. Ju hiperekspresija siose las-
telése indukuoja CD8"CD57"FOXP3* Ts limfocitai, taip pat IL-10, IFNa
(ar ju derinio) bei vitamino Dj ir jo dariniy poveikis DL aktyvinimo metu
(175-180).

¢ C tipo lektiny receptoriai, dar vadinami NKG2. Tai C tipo lekti-
nu superseimai priklausantys baltymai, kuriy ekstralastelinéje dalyje yra i
C tipo lektiny (savity angliavandenius prijungianciy baltymy) struktiira
panasus domenas (194,195,198).

34



Visi §ios grupés receptoriai sudaro heterodimerinius kompleksus su
invariantine CD94 molekule, isimtis — NKG2D, kuris sudaro homodime-
rini kompleksa (195,198).

Yra zinomi 2 inhibuojantys CD94/NKG2 receptoriai (ju vidulasteliné-
je dalyje yra ITIM sritys) — tai NKG2A ir NKG2B, kurie yra to paties ge-
no MRNR transkripto alternatyvaus splaisingo produktai (194,196).

CD94/NKG2C, -E, -H receptoriai yra aktyvinantys (ju transmembrani-
néje dalyje yra vietos, saveikaujancios su ITAM sritis turinciu DAP12
adaptoriniu baltymu), beje, NKG2E bei NKG2H baltymai taip pat yra tos
pacios mMRNR molekulés alternatyvaus splaisingo produktai (194).

Visy minéty heterodimeriniy CD94/NKG2 receptoriy ligandas yra
HLA-E molekulé (peliy organizme Qa-1b) — tai neklasikiné, mazai poli-
morfiska MHC-Ib klasés molekulé, kuria ekspresuoja jvairiy audiniy las-
telés (194). HLA-E molekulés sudaro kompleksus su peptidais, kilusiais
IS jvairiy baltymy signaliniu (lyderiniy) seky (196), taciau CD94/NKG2
receptoriai atpazista tik tokias HLA-E molekules, kurios sudaro komplek-
sus su nanopeptidais, Kilusiais is jvairiy MHC-I klasés molekuliy signali-
niy seky (196,198).

Homodimerinis NKG2D receptorius yra aktyvinantis, o jo ligandai yra
ivairios j MHC-I panasios molekulés, tokios kaip MICA, MICB, ULBP1-
4 ir kt. (196,198).

Nustatyta, kad NKR raiska T limfocituose padidéja infekciniy bei onkologi-

niy susirgimy metu (170,199), be to, jvairas ju raiskos pokyciai gali biti susije

su vézio progresavimu (171).

Tiriant NKR raiska onkologinémis ligomis serganciy ligoniy CD8" T lim-

focity pavirsiuje, bene didziausias démesys yra skiriamas inhibuojan¢iam

CD94/NKG2A receptoriui. Nustatyta, kad ji ekspresuojanciu T lasteliy kiekio

padidéjimas navika infiltruojanciu T limfocity populiacijoje gali bati stebimas

esant jvairiy lokalizaciju navikams ir yra siejamas su prastesne ligos prognoze
(194).
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Yra duomeny, kad CD94/NKG2A raiska CD8" T limfocity pavirsiuje gali
skatinti navikiniy lasteliy isskiriami citokinai, tokie kaip IL-15 bei TGF (200).
Pvz., tiriant gimdos kaklelio karcinoma infiltruojanciy T limfocity populiaci-
jas, nustatyta, kad jose NKG2A ekspresuojanciy CD8" T limfocity buvo gero-
kai daugiau nei tose CD8" T limfocity populiacijose, kurios infiltruoja normaly
gimdos kaklelio audinj ar cirkuliuoja periferiniame kraujyje. Taip pat nustaty-
ta, kad gimdos kaklelio karcinomos lastelés gausiai isskyré citokinus IL-15 bei
TGFB, o kultivuojant sias lasteles su CD8" T limfocitais, pastaruosiuose buvo
skatinama CD94/NKG2A raiska. Naudojant blokuojan¢ius monokloninius an-
tikiinus, specifinius IL-15 ir TGFB, CD94/NKG2A raiska CD8" T limfocituose
buvo inhibuojama (200).

2.3.4. Citotoksiniai ir imunomoduliuojantys CD8"CD57" T limfocitai

Irodyta, kad CD8"CD57" T limfocitai gali itin gausiai ekspresuoti perforing
ir granzimus (13,14,154,165,201) bei isskirti nejprastai didelius citokino IFNy
kiekius (15,16,154,157,169,202,203).

Yra duomeny, kad batent citotoksiniu poveikiu pasizymintys CD8"CD57"
T limfocitai atlieka svarby vaidmenj, sukeliant hepatito C virusais infekuoty
hepatocity zatj (204), taigi tikétina, kad navikiniams antigenams specifiniai ci-
totoksiniai CD8"CD57* T limfocitai yra svarbus priesnavikinio imuninio atsa-
ko komponentas.

e Perforinas — tai citolizinis baltymas, randamas CD8" T limfocity bei NK
lasteliy citoplazmoje esanciose ragstinése, i lizosomas panasiose, citolizinése
granulése, kuriose jis yra kartu su granzimais bei granulizinu (205,206).

Teigiama kravj turintys perforinas ir granzimai citolizinése granulése suda-
ro nekovalentinius kompleksus su proteoglikanu serglicinu (207).

Kai T limfocitas ar NK lastelé yra aktyvinami, citolizinés granulés egzoci-
tozés badu patenka i imunologing sinapse, susidarancia tarp T limfocito / NK
lastelés ir taikininés lastelés (205,208,209).
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Pagal klasikini modelj, i$ granuliy atsipalaidaves perforinas taikininés laste-
les membranoje polimerizuojasi (esant Ca®*) ir sudaro 5-20 nm skersmens ka-
nalus, pro kuriuos i lastele patenka granzimai. Esant didelei perforino koncen-
tracijai, gali bati suardomas lastelés membranos vientisumas, ir i lastele nekon-
troliuojamai plasta natrio jonai bei vanduo, sukeldami osmolize (209,210,211).

Pastaraisiais metais gauséja duomeny, kad sis modelis néra visiskai teisin-
gas (207,209,210), nes néra jrodymy, jog in vivo taikininés lastelés membra-
noje formuotusi stabilizs poliperforino kanalai (209). Be to, irodyta, kad granzi-
mai | lastele patenka ne pasyviai pro membraninius poliperforino kanalus, o re-
ceptorinés endocitozés badu (210), pvz., po saveikos su manozés 6-fosfato re-
ceptoriumi (granzimo B atveju) (209,210). Maza to, nustatyta, kad poliperfori-
no formuojamuy kanaly skersmuo yra per mazas, kad pro juos praeity didelés
globulinés granzimy molekulés (207).

Taigi, kol kas neaisku, koks yra tikslus perforino veikimo mechanizmas,
nors ir yra jrodyta, kad jis batinas tam, kad pasireiksty granulése sukaupty cito-
liziniy molekuliy poveikis, pvz., nesant perforino, nepasireiskia granzimy cito-
toksinis poveikis (209,210). Akivaizdus perforino poreikis, naikinant vidulaste-
liniais mikroorganizmais infekuotas bei navikines lasteles, isryskéja transgeni-
nése pelése, kuriy genome néra perforing koduojanciy geny (210,212).

Pasiulytas modelis, pagal kurj perforinas, granzimai bei serglicinas sudaro
bendra citolizini kompleksa, kurio visi trys komponentai yra batini citotoksi-
niam poveikiui pasireiksti (207,213). Teigiama, kad dalyvaujant perforinui, mi-
néta kompleksa endocituoja taikininés lastelés (jose susidarant gigantiskoms
endosomoms), o tada perforinas formuoja poras endosomy membranoje ir iga-
lina granzimy patekima i citoplazma. Serglicinas yra reikalingas, taciau tikslus
jo vaidmuo nezinomas (207). Vis délto ir sis modelis turi neaiskumuy — niekaip

nepavyksta nustatyti perforino taikininiy lasteliy viduje (213).

e Granzimai — tai fermentai serino proteazés, kurios randamos CD8" T

limfocity bei NK lasteliy citoplazmos citolizinése granulése. Zmogaus organiz-
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me randami 5 raisiy granzimai, kurie skiriasi savo specifiSkumu substratams —
tai granzimai A, B (labiausiai istirti), K, H ir M (214).

Kaip jau minéta, granzimg poveikis taikininei lgstelei yra visiskai priklau-
somas nuo perforino buvimo (209,210,212).

Granzimas B yra geriausiai istirtas. Jo citotoksinis poveikis taikininei laste-
lei labiausiai susijes su nuo mitochondrijy priklausomy apoptozés mechanizmy
paleidimu, kai yra pazeidziama mitochondrijy isorinés membranos sandara, i$
vidinés membranos atpalaiduojamas citochromas c, ir aktyvinama apoptoze su-
kelian¢iy fermenty kaspaziy kaskada (214,215).

Nors granzimo B apoptoze sukeliantis poveikis labiausiai siejamas butent
su kaspazémis, nustatyta, kad yra ir kiti, nuo kaspaziy nepriklausomi, jo cito-
toksinio poveikio mechanizmai, pvz., jis sukelia pasliy susidaryma taikininés
lastelés membranoje ir pazeidzia jos struktiirg bei funkcijas. Sis poveikis susi-
jes su kinazés Rock 11, kuri dalyvauja aktomiozino susitraukimo mechanizme,
inaktyvinimu (fermento suskaidymu) (214,215).

Granzimas A sukelia lasteliy apoptoze, jjungdamas mechanizmus, nesusi-
jusius su kaspaziy aktyvinimu, taciau susijusius su mitochondrijomis. Priesin-
gai nei granzimas B, jis neveikia mitochodrijy isorinés membranos, taciau pa-
zeidzia ju viding membrana (isSnyksta jos elektrinis biopotencialas), o tai suda-
ro salygas reaktyvioms deguonies formoms i$ mitochondrijuy gausiai patekti |
citoplazma, kur jos inicijuoja lastelés zatj sukelian¢ius procesus (214,215).

Nustatyta, kad granzimas A gali tiesiogiai skaidyti baltymus, stabilizuojan-
¢ius branduolio membranos vientisuma (lamininus), palaikancius chromatino
struktira (histonus, SET baltyma) bei dalyvaujanc¢ius DNR pazaidy reparacijo-
je (214).

Granzimo A sukeltos apoptozés metu lasteléje susidaro viengrandziai DNR
trikiali, tuo tarpu granzimas B zastancioje lasteléje sukelia oligonukleosominiy
DNR fragmenty susidaryma (214,215).

Granzimai H, K ir M yra maziau istirti, ju veikimo mechanizmas néra tiks-
liai zinomas. Yra zinoma, kad granzimas M sukelia greita lasteliy zatj, jjungda-

mas nuo kaspaziy bei mitochondriju nepriklausomus apoptozés mechanizmus.
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Yra duomeny, kad granzimas M gali netiesiogiai reguliuoti granzimo B akty-
vuma (214).

e Interferonas y (IFNy) — tai Il tipo interferonas, kurj isskiria CD4" Tyl
limfocitai, dalis CD8" T limfocity (ypa¢ CD8"CD57* T limfocitai (15,16)), NK
lastelés, taip pat tam tikromis salygomis ji gali gali isskirti B limfocitai, makro-

fagai, dendritinés lastelés (18).

IFNy priesnavikinio poveikio mechanizmai (17,18,51,52,87):

¢ irodyta, kad IFNy gali citotoksiskai veikti navikines lasteles, indu-
kuodamas jose proapoptotinius, antiproliferacinius molekulinius signalus,
tai pat slopindamas angiogeneze. Tai tiesioginis priesnavikinis IFNy po-
veikis.

Visi toliau aptariami IFNy veikimo mechanizmai navikines lasteles
veikia netiesiogiai, t. y. aktyvina priesnavikini imuninj atsaka. Tai imuno-
moduliuojantis IFNy poveikis:

¢ IFNy aktyvina navikinio antigeno pateikima (peptido pavidalu)
MHC-I bei MHC-II keliais, t. y. igalina baltyminj antigena bati ,,matomu*
CD4" bei CD8" T limfocitams. Be to, IFNy gali induktuoti MHC-11 klasés
molekuliy raiska jvairiy lasteliy, tame tarpe ir navikiniy, pavirsiuje (jpras-
tai sias molekules ekspresuoja tik profesionalios APL), taigi jos tiesiogiai
gali pateikti antigena naiviesiems bei atminties CD4" T limfocitams (kaip
minéta, sie T limfocitai yra bitini naiviyjy bei atminties CD8" T limfocity
aktyvinimo procese);

¢ IFNy (dalyvaujant IL-12) skatina CD4" Ty1 limfocity susidaryma is
THO lasteliy bei slopina pastaryju diferenciacija Ty2 limfocity susidarymo
Kryptimi, t. y. skatina lastelinio imuninio atsako formavimasi;

¢ IFNy svarbus naiviesiems bei atminties CD8" T limfocitams diferen-
cijuojantis i citotoksinius T limfocitus, kurie yra pripazistami pagrindiniu

priesnavikinio imuninio atsako komponentu (48,184);
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¢ IFNy (kartu su IL-2) skatina NK lasteliy virtima kur kas aktyvesniu
priesnavikiniu poveiku pasizymin¢iomis limfokiny aktyvintomis lgstele-
mis (LAK). Taip IFNy aktyvina ir nespecifinio priesnavikinio imuninio at-

sako komponentus.

Taigi, CD8"CD57'IFNy" T limfocitai, itin gausiai isskiriantys IFNy, pasizy-
mi tiek tiesioginiu citotoksiniu poveikiu navikinéms lasteléms, tiek imunomo-

duliuojanc¢iu poveikiu priesnavikiniam imunitetui.

2.3.5.CD8"CD57" T limfocity vaidmuo priesnavikiniame imunitete

Irodyta, kad CD8"CD57" T limfocity populiacijos gauséjimas susijes su on-
kologine patologija - véziu serganciu ligoniy organizme Siy T limfocity popu-
liacijos pagauséjimas yra nustatomas tiek periferiniame kraujyje, tiek NIL po-
puliacijoje (12,48,143,168,171,216).

CD8"CD57" T limfocity populiacijos svarba onkologiniy susirgimy atveju
atskleidzia faktas, kad navika pasalinus is organizmo, Siy T limfocity Kiekis su-
mazéja, nors pries tai bana padidéjes (48). Yra duomeny, kad CD8"CD57* T
limfocity populiacijos gauséjimas tiesiogiai koreliuoja su piktybinio naviko
stadijos didéjimu, t. y. ligos progresavimu (216).

Kadangi stebimos sasajos tarp navikinio proceso bei CD8"CD57* T limfo-
citu populiacijos kiekybiniu kitimy ligoniu periferiniame kraujyje bei navike,
Siy pokyciy jvertinimas gali bati naudingas, charakterizuojant priesnavikini
imuniteta, o tai itin svarbu Kklinikinéje onkologinéje praktikoje, prognozuojant
ligos eiga ir parenkant optimalia gydymo taktika, ypa¢ prognozuojant priesna-

vikinés imunoterapijos efektyvuma bei vertinant jos skyrimo tikslinguma.
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2.4. Inksty Igsteliy karcinoma ir odos melanoma — imunogeniskiausi

Zmogaus piktybiniai navikai

e Inksty lasteliy karcinoma (ILK) — tai dazniausiai pasitaikantis inksty
piktybinis navikas, sudarantis apie 90 % visu sios lokalizacijos piktybiniy navi-
ku ir apie 2-3 % visy suaugusiyju piktybiniy naviky (217,218). Apie 80 % at-
veju ILK pasireiskia 40-70 mety (dazniausiai virs 60 mety) zmonéms, vyrams
dazniau nei moterims (santykis 3:2) (218).

Skiriami 4 ILK histologiniai variantai: sviesiyjy lgsteliy (dazniausiai pasi-
taikanti, sudaranti apie du trecdalius visy ILK), papiliné (speniné, chromofili-
né), surenkamyjy lataky, chromofobiné (217,218).

ILK lastelés yra atsparios spindulinei terapijai bei chemoterapijai, todél
esant pazengusiai ligai (kai chirurginio gydymo jau negalima taikyti), bene vie-
ninteliai liekantys gydymo badai yra sisteminé imunoterapija (skiriant riIFNa,
rIL-2 ar rIL-21) ir neseniai pradéta taikyti biologiniy taikiniy terapija (sorafeni-
bas, sunitinibas, temsirolimus, everolimus), taip pat skiriamas angiogenezés in-
hibitorius bevacizumabas (217-219).

e Odos melanoma - tai odoje susiformuojantis melanocity kilmés agresy-
vus piktybinis navikas, sudarantis apie 5 % visy odos pirminiy naviky (26).
Dazniausiai pasireiskia vyresnio amziaus zmonéms, nors pastaruoju metu $i li-
ga vis dazniau diagnozuojama jauniems suaugusiems bei paaugliams ar netgi
vaikams (220,221).

Skiriami 4 pagrindiniai odos melanomos histologiniai variantai (26,219):
pavirsiumi plintanti melanoma (sudaro apie 55 % visy odos melanomy, pradi-
nése stadijose pasizymi horizontaliu augimu), mazginé melanoma (sudaro apie
20 % visy odos melanomy, jai iskart badingas vertikalus augimas; tai agresy-
viausia odos melanomos forma, pasizyminti prasta prognoze), lentigo maligna
melanoma (sudaro apie 8 % visy odos melanomy, formuojasi i$ piktybinio sla-
ko, dazniausiai pasireiskia veido odoje) ir akrolentigine melanoma (sudaro apie

4 % visy odos melanomy, formuojasi delny, padu odoje, reciau panagése, retai
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— burnos gleivinéje). Apie 12 % atvejy pasitaiko retos ar neklasifikuojamos
odos melanomos histologinés formos.

Piktybinés melanomos lastelés dazniausiai btina atsparios spindulinei tera-
pijai, ju jautrumas chemoterapijai irgi menkas (26), todél esant didelés rizikos
ar isplitusiai ligai, pirmo pasirinkimo gydymo baidas dazniausiai yra sisteminé
citokiny imunoterapija (26,28,219).

Inksty Igsteliy karcinoma ir odos melanoma yra visiskai skirtingos histo-
genezés navikai, kuriuos vienija viena bendra savybé — jie yra laikomi paciais

imunogeniskiausiais Zmogaus piktybiniais navikais (23-25,27,28).

Imunogeniskumas — tai antigeno (Siuo atveju, navikinio) gebéjimas sukelti
jam specifin humoralinj ar / ir lasteliny imuninj atsaka. Kadangi navikinés las-
telés yra kilusios is normaliy organizmo lasteliy, tai ir dauguma ju ekspresuoja-
muy baltymy yra ,,savi* (isskyrus onkogeniniy virusu sukeltus navikus). Tam,
kad imuniné sistema atpazinty navikiniy lasteliy ekspresuojamus antigenus, tu-
ri bati pakitusi ju struktira arba raiskos pobadis, t. y. turi pasireiksti to antige-
no ,,svetimumas“ (normalus baltymas turi tapti navikiniu) (51,52,222). Matyt,
optimalus Siy veiksniy derinys ir lemia stipriausias (lyginant su kitais navikais)
odos melanomos bei ILK lasteliy (tiksliau, ju ekspresuojamy antigeny) imuno-
genines savybes.

Yra zinomi jvairas melanomos bei ILK lasteliy ekspresuojami navikiniai

antigenai, kuriuos atpazista specifinio imuniteto komponentai (53,223-226).

Vienas svarbiausiy naviko imunogeniskumo pozymiy yra jo pirminio zidi-
nio ar metastaziy (antriniy zidiniy) savaimineé regresija (23,31-34), t. y. naviki-
nio audinio sunykimas, netaikant specifinio priesnavikinio gydymo (227,228).
Sis reiskinys pasitaiko itin retai (2,228) ir labiausiai yra badingas odos melano-
mai bei inksty lasteliy karcinomai (23,33), taip pat neuroblastomoms (33), nors
is esmés gali pasitaikyti, esant bet kokios lokalizacijos bei kilmés piktybiniam
navikui (34).
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Odos melanomos metastaziy savaiminé regresija pasitaiko maziau kaip 1 %
visy atveju (33,229). Dazniausiai savaime nyksta melanomos metastazés odoje
(navikiniai zidiniai kitose odos vietose, nei yra pirminis navikas), poodyje bei
sritiniuose limfmazgiuose, 0 metastazés vidaus organuose savaime nyksta itin
retai (33). Tiesa, apie 3-15 % atveju pasitaiko pirminés melanomos daliné ar
visiska regresija, tac¢iau neretai tai yra prastos prognozés zenklas, nes pirminis
odos melanomos zidinys pradeda regresuoti tada, kai kitose lokalizacijose susi-
daro jos metastaziy (33,230).

Pirminés ILK savaiminé regresija pasitaiko isimtinais atvejais (231), kiek
dazniau (< 1 % visy ILK atvejy) pasitaiko jos metastaziy savaiminis nykimas,
ir labiausiai linke regresuoti ILK antriniai zidiniai plauc¢iuose (50-60 % visuy
ILK savaiminés regresijos atveju), reciau kauluose, kepenyse, smegenyse, itin
retai pleuroje, kasoje, antinksc¢iuose (232-236). Dazniausiai ILK metastaziy sa-
vaiminis nykimas stebimas po pirminio naviko citoredukcinés terapijos — chi-
rurginio pasalinimo, inksto arterijos (a. renalis) embolizacijos ar radiodazninés
abliacijos (232,233).

Taigi, nepaisant melanomos bei ILK imunogeniskumo, ju metastaziy spon-
taniné regresija pasitaiko labai retai. Be to, skiriant neindividualizuotg citokiny
imunoterapija (sisteminj rIFNo ar rlL-2), atsakas i gydyma pasiekiamas tik
apie 10-20 % pacienty (27,28,219,235,237). Tikétina, kad Sis reiskinys gali bi-
ti susijes ir su tuo, kad citokiny imunoterapija skiriama, neatsizvelgiant i pa-
cienty specifinius imuninés sistemos rodiklius, nes jie kol kas nenustatyti. Ne-
atmestina galimybé, kad taikant Kitus priesnavikinés imunoterapijos metodus
(pvz., teraping vakcinacija navikiniais antigenais ,,pakrautomis® dendritinémis
lastelémis), bet nejvertinant imunologiniy rodikliy, taip pat bus sunku progno-

zuoti gydymo efektyvuma.
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3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODIKA
3.1. Tiriamieji

2007-2009 metais Vilniaus universiteto Onkologijos institute istirti 53 pa-
cientai ir 26 salyginai sveiki savanoriai kraujo donorai. Visi tyrimo dalyviai pa-
sirasé informuoto asmens sutikimo forma (zr. prieduose).

e Onkourologijos skyriuje istirtas 31 pacientas, sergantis vietiskai isplitusia
ar metastazavusia sviesiujy lasteliy tipo inksty lasteliy karcinoma.

e Torakalinés chirurgijos ir onkologijos skyriaus Galvos ir kaklo chirurgi-
Jos poskyryje istirti 22 pacientai, sergantys didelés rizikos odos melanoma.

Didelés rizikos odos melanomos grupei buvo priskirti pacientai, kuriems
nustatytos metastazés sritiniuose limfmazgiuose, ir atlikta pirminio naviko eks-
cizija bei sritiné limfadenektomija.

e Kontroling grupe sudaré 26 salyginai sveiki individai.

Tiriamuyjy charakteristikos pateikiamos rezultaty skyrelyje.
3.2. Tiriamyjy atrankos Kkriterijai

Itraukimo j tyrima Kriterijai:

e visiems tyrimo dalyviams > 18 mety;

e visiems onkologiniams pacientams - histologiskai verifikuotas navi-
kas;

e isplitusiu inksty véziu sergantiems pacientams - nustatytos limfogeni-
nés ar / ir hematogeninés metastazés ar nerezektabilus pirminis inksty navi-
kas;

e didelés rizikos odos melanoma sergantiems pacientams — pasalintas
pirminis navikas ir melanomos metastazés sritiniuose limfmazgiuose;

e kontrolinei grupei — panasaus amziaus individai, nesirge ir nesergan-
tys onkologinémis ligomis, taip pat nesergantys nejtraukimo Kriterijuose is-

vardintomis ligomis.
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Nejtraukimo Kriterijai:
e anksciau taikyta imunoterapija, chemoterapija ar spinduliné terapija;
e kitos lokalizacijos antras piktybinis navikas;
e autoimuninés ligos;
e |¢étinis alkoholizmas;
e umi ar létiné infekciné liga;
e anksciau atlikta kraujo kamieniniy lasteliy ar solidinio organo aloge-
niné transplantacija;

e sunki psichikos liga.
3.3. Tyrimai

e Periferinio veninio kraujo tyrimai atlikti Vilniaus universiteto Onkologi-
jos instituto Moksliniy tyrimy centro Imunologijos laboratorijoje bei Vilniaus
universiteto Onkologijos instituto Laboratoriniy tyrimy skyriuje.

e Naviky histopatologinis tyrimas atliktas Valstybiniame patologijos cen-

tre.
3.4. Tyrimo protokolo schema

1. Sutikima pasirasiusiam ir kriterijus atitinkanc¢iam tiriamajam viena karta
buvo imamas periferinis veninis kraujas:

e isplitusiu inksty véziu sergantiems pacientams kraujas buvo ima-
mas 5-7-a diena po pirminio naviko operacijos, inksty arterijos (a. re-
nalis) embolizacijos ar biopsijos (jei navikas buvo nerezektabilus ar
pacientas neoperabilus);

e didelés rizikos odos melanoma sergantiems pacientams kraujas
buvo imamas 5-7-a diena po operacijos, kurios metu atlikta pirminio
naviko ekscizija ir / ar sritiné limfadenektomija;

e kontrolinés grupés individams kraujas buvo imamas profilaktinio

sveikatos tikrinimo metu.
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2. Tékmés citometrijos badu buvo tiriama imunosupresines ir citotoksines
bei citotoksines / imunomoduliuojancias T limfocity savybes atspindinciu zy-
meny raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57 T limfoci-

ty populiacijose.

ISPLITUSIU INKSTU KONTROLINES DIDELES RIZIKOS

VEZIU SERGANCIU GRUPES INDIVIDY MELANOMA SERGANCIU
PACIENTU PERIFERINIS PERIFERINIS PACIENTU PERIFERINIS

VENINIS KRAUJAS VENINIS KRAUJAS VENINIS KRAUJAS

[ ] [
Tekmes
[ ] e
citometriya

CD8"CD57"/- T
limfocitai

W

IMUNOSUPRESINIAI CITOTOKSINIALI

FOXP3* \/ Perforin®
NKG2A"

CITOTOKSINIALI/
IMUNOMODULIUOJANTYS

IFNy"
1 pav. Supaprastinta eksperimentinio darbo schema
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3.5. Darbo metodika

3.5.1. Medziagos ir priemonés

1 lentelé. Tyrime naudotos medZiagos ir priemonés

MedZiagos ir priemonés

Apibuadinimas

Gamintojas

anti-CD8-PerCP

CD8 antigenams specifiniai monokloniniai
antikanai (mo Ak), konjuguoti su PerCP

BD Biosciences

anti-CD57-FITC

CD57 antigenams specifiniai mo Ak, konjuguoti
suFITC

BD Biosciences

19G-FITC, 1gG;-PE

Izotipinés kontrolés

BD Biosciences

anti-NKG2A-PE

NKG2a (CD159a) antigenams specifiniai mo

Beckman Coulter

Ak, konjuguoti su PE Immunotech
anti-perforin-PE Perforinui specifiniai mo Ak, konjuguoti su PE BD Biosciences
anti-FOXP3-PE FOXP3 molekuléms specifiniai mo Ak, eBioscience

konjuguoti su PE

anti-IFNy-PE

IFNy specifiniai mo Ak, konjuguoti su PE

BD Biosciences

FACS® Lysing Solution

Eritrocity suardymui (lizavimui) skirtas
buferinis tirpalas

BD Biosciences

Cellwash™ Lasteliy plovimui skirtas buferinis tirpalas BD Biosciences
Cell FIX™ Lasteliy fiksavimui skirtas buferinis tirpalas BD Biosciences
Fixation/Permeabilization™ | Lasteliy fiksavimui ir permeabilizavimui skirtas eBioscence
solution buferinis tirpalas
Permeabilization Buffer™ Lasteliy plovimui po permeabilizacijos skirtas eBioscence
buferinis tirpalas
RPMI 1640 terpé Naudota gaminant lasteliy kultary terpe Biological
Industries
Fetalinis verseliy serumas Naudotas gaminant lasteliy kultary terpe Gibco
Penicilinas G ir Antibiotikai, naudoti gaminant lasteliy kultary Sigma Aldrich
streptomicinas terpe
Brefeldinas A Baltymuy sekrecija i$ lastelés blokojanti Invitrogen
medziaga, kurios tirpalas naudotas tiriant
vidulastelinio IFNy raiska
Jonomicinas Medziaga, kurios tirpalas naudotas limfocity Sigma Aldrich
stimuliavimui, tiriant vidulastelinio IFNy raiska
PMA (forbolio 12-miristato- Medziaga, kurios tirpalas naudotas limfocity Fluka
13-acetatas stimuliavimui, tiriant vidulastelinio IFNy raiska
CO2CELL inkubatorius Naudotas lasteliy inkubavimui stimuliacijos MMM Group
metu
Centrifuga Rotixa 50RS Naudota lasteliy centrifugavimui Hettich

ZENTRIFUGEN

Tekmes citometrijos
meégintuvélis

5 ml talpos mégintuvéliai, kuriuose buvo
atliekamas T limfocity pavirsiniy ir vidulasteli-
niy Zymeny dazymas bei citometriné analizé

BD Biosciences

BD Vacutainer® CPT™
meégintuvélis

8 ml talpos meégintuvélis su antikoaguliantu

natrio citratu, tankio gradienta formuojancia

medziaga bei geliu, naudotas vienpakopiam
PKVL atskyrimui tankio gradiente

BD Biosciences

BD Vacuteiner®

2 ml talpos mégintuvélis su antikoaguliantu
EDTA, naudotas surenkant periferini veninj
krauja, skirta zymenu, kuriy detekcijai netaikyta
stimuliacija, nustatymui

BD Biosciences

Automatines pipetes

Naudotos tiksliai dozuojant méginius bei
reagentus

BIOHIT

FACSort tekmés citometras

Naudotas atliekant tékmés citometring analize

BD Biosciences
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3.5.2. Periferinio kraujo paémimas

Periferinis veninis kraujas visiems tiriamiesiems buvo imamas is alkiinés
linkio venos viena karta 1 2 vakuuminius mégintuvélius:

1. 8 ml talpos BD Vacutainer® CPT™ megintuvéli. Sis kraujas naudotas
vienbranduoliy lasteliy (limfocity ir monocity) atskyrimui, ju stimulia-
vimui ir vidulastelinio IFNy raiskos CD8" T limfocituose nustatymui.
Stimuliacija buvo pradéta 1 val. po kraujo paémimo (privaloma pradé-
ti ne véliau kaip per 6 val.);

2. 2 ml talpos su antikoaguliantu EDTA. Sis kraujas naudotas T limfoci-
ty pavirsiniy zymeny bei vidulasteliniy zymeny, kuriy detekcijai nerei-
kalinga stimuliacija, nustatymui. Kraujas buvo tiriamas 0,5-1 val. po
paémimo (privaloma tirti ne véliau kaip per 24 val.).

Mégintuvéliai su krauju i laboratorija buvo pristatomi stovelyje vertikalioje
padétyje ir vengiant didesniy temperatiaros pokyciy (leistinas transportavimo

temperataros intervalas yra +4 - +30° C).

3.5.3. Nestimuliuoty limfocity pavirsiaus Zymeny dazymas

11,2, 3ir 4-3 tékmés citometrijos mégintuvélius automatine pipete buvo
pilama po 100 pul periferinio veninio kraujo ir po 20 ul $iy monokloniniy anti-
kainy (mo Ak):

1 mégintuvélis: anti-CD57-FITC + anti-NKG2A-PE + anti-CD8-PerCP;
2 mégintuveélis: 1gG,,-FITC + anti-CD8-PerCP;

3 mégintuvélis: anti-CD57-FITC + anti-CD8-PerCP;

4 mégintuvelis: anti-CD57-FITC + anti-CD8-PerCP.

Lastelés buvo inkubuojamos 15 min. kambario temperatiiroje tamsoje.

Po inkubacijos eritrocitai 10 min. buvo lizuojami FACS® Lysing Solution

tirpalu (pilta po 1 ml i kiekviena mégintuvély), lastelés centrifuguotos, superna-
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tantas nupiltas (jame liko suirg eritrocitai), o nusédusios lastelés buvo 2 kartus

plautos Cellwash™

buferiniu tirpalu.
1-ame mégintuveélyje esancios lastelés buvo fiksuotos, pilant 500 pl Cell-
FIX™ buferinio tirpalo ir laikytos + 4° C temperatiiroje iki citometrinés anali-

zés (ne ilgiau kaip 24 val.).

3.5.4. Nestimuliuoty limfocity vidulgsteliniy Zymeny dazymas

2, 3 ir 4-ame mégintuvéliuose esancios lastelés buvo fiksuojamos, permea-
bilizuojamos ir dazomos su mo Ak vidulasteliniams zymenims:

a) i kiekviena mégintuvélj buvo pilta po 500 ul Fixation/Permeabiliza-
tion™™ buferinio tirpalo, ir lastelés inkubuotos 30 min. kambario tem-
peratiiroje tamsoje;

b) lastelés buvo plaunamos 1 ml permeabilizavimo buferiniu tirpalu,
centrifuguojamos 250 g greiciu 7 min., supernatantas nupiltas, laste-
Iés nenusausintos (likusiame lase vyko vidulasteliniy zymeny dazy-
mas);

c) i kiekviena mégintuvéli buvo pilama po 20 ul atitinkamy mo Ak vi-
dulasteliniams zymenims: 19G;-PE (i 2-a még.), anti-FOXP3-PE (i
3-a még.), anti-perforin-PE (i 4-a még.). Lastelés buvo inkubuoja-
mos 30 min. kambario temperatiiroje tamsoje;

d) lastelés buvo plaunamos 1 ml permeabilizavimo buferiniu tirpalu,
centrifuguotos 250 g greic¢iu 7 min., resuspenduotos 500 pl Cell-
Wash™ buferinio tirpalo ir laikytos + 4°C temperatiroje iki citomet-
rinés analizés (ne ilgiau kaip 24 val.).

Perforino raiskos nustatymui stimuliacija netaikyta, nes, atlikus kontroli-
nius bandymus, paaiskéjo, kad po stimuliavimo perforino raiska CD8"CD57* T
limfocituose nepadidédavo, taciau labai padidédavo perforinui specifiniy mo
Ak (IgM Klases) nespecifiné saveika su CD8"CD57" T limfocitais.
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Tiriant IFNy raiska, $is reiskinys nebuvo stebétas, todél jo raiskos nustaty-
mui CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo taikomas nespecifinis stimu-

liavimas (tai jprasta procediira, tiriant IFNy raiska T limfocituose).
3.5.5. Periferinio kraujo vienbranduoliy lIasteliy (PKVL) atskyrimas,

stimuliavimas ir IFNy raiskos nustatymas

Periferinis veninis kraujas buvo surinktas i 8 ml talpos BD Vacutainer®
CPT™ megintuveli, kuris skirtas PKVL atskyrimui i§ kraujo vienos pakopos
budu. Kraujas buvo centrifuguojamas 1800 g greic¢iu 15 min. kambario tempe-
rattroje.

Po centrifugavimo susidares PKVL sluoksnis (,,baltas ziedas“) nusiurbtas,
lastelés 2 kartus plautos, kiekviena Karta pilant po 5 ml CellWash™ buferinio
tirpalo.

Lastelés buvo suskaic¢iuotos (naudojant Goriajevo kamera) ir resuspenduotos
lasteliy kultiiry terpéje, gaunant suspensija, kurios koncentracija buvo 1x10°
last/ml. Lasteliy kultary terpe sudaré 90 % RPMI 1640 terpés, 10 % fetalinio
verseliy serumo, taip pat buvo pridéta antibiotiky — 100 1U/ml penicilino G ir
100 pg/ml streptomicino.

I du sterilius tékmés citometrijos mégintuvelius (pazymétus N ir S) buvo pi-
lama po 1 ml lasteliy suspensijos, tada i abu mégintuvélius pilta po 10 ul 0,1
mg/ml brefeldino A tirpalo. I S mégintuvélj pilta 1 pul 1 mg/ml jonomicino tirpa-
loir 5 pl 10 ug/ml PMA tirpalo.

Abu mégintuvéliai 6 val. buvo laikomi 37,5° C, 5 % CO, atmosferoje inku-
batoriuje CO2CELL. S mégintuvélyje vyko T limfocity stimuliacija, o N mé-
gintuvélyje buvo kontrolinés nestimuliuotos lastelés. Abiejuose mégintuvéliuo-
se buvo blokuota IFNy sekrecija i$ lasteliy (brefeldino A poveikis), todél buvo
galima palyginti vidulastelinio IFNy kiekius pries$ ir po stimuliacijos.

Toliau buvo atliekamas pavirsiniy zymeny (CD8 ir CD57) bei vidulastelinio
IFNy dazymas pagal 3.5.3. ir 3.5.4. skirsniuose aprasytas metodikas. Skirtumas

tas, kad T limfocitus dazant su mo Ak pavirsiniams zymenims, nereikéjo atlikti
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eritrocity lizavimo, nes siuo atveju buvo naudojamos i§ kraujo isskirtos vien-
branduolés lastelés.

Lasteles nudazius, jos i$ karto buvo analizuojamos tékmés citometru.

3.5.6. Limfocity populiacijy analizé tékmes citometru

Lasteliy analizé buvo atlikta FACSort tékmés citometru, turinéiu oru ausi-
nama 15 mW galingumo argono jony lazerj, kurio $viesos emisija - 488 nm
(mélyna spalva).

Aparatas matuoja penkis analizuojamuy lasteliy parametrus - prieking (FSC)
ir sonineg (SSC) sviesos sklaidas (pagal kurias lastelés suskirstomos, atsizvel-
giant i ju dydj ir granuliuotuma) bei tris skirtingos spalvos fluorescencijas, ku-
rias fiksuoja atskiri sviesos absorbcijos ieskikliai (detektoriai).

FACSort srautiniame citometre jmontuoti 530/30 nm bangos ilgio (zalios
spalvos), 585/42 nm bangos ilgio (oranzinés spalvos) ir > 670 nm bangos ilgio
(raudonos spalvos) sviesos absorbcijos ieskikliai.

Argono jony lazerio skleidziama mélynos spalvos sviesa suzadina fluoro-
chromus (ju aktyvius centrus), kurie spinduliuoja tam tikro ilgio (spalvos) svie-
sos bangas. Su siais fluorochromais yra konjuguoti atitinkami mo Ak.

Mes naudojome mo Ak, konjuguotus su siais fluorochromais:

a) fluoresceino izotiocianatu (FITC), kuriam po suzadinimo badinga
zalios spalvos fluorescencija;

b) fikoeritrinu (PE) — oranzinés spalvos fluorescencija;

c¢) peridinino-chlorofilo proteinu (PerCP) — raudonos spalvos fluores-
cencija.

Limfocitai nuo monocity ir granulocity buvo atskiriami pagal prieking ir $o-
ning lazerio Sviesos sklaidas. Pagal priekinj sviesos issklaidyma (iki 20° kam-
pu) lastelés suskirstomos atsizvelgiant i ju dydi, o pagal soninj issklaidyma (iki
90° kampu) — atsizvelgiant i lasteliy vidini granuliuotuma. IS visy leukocity

limfocitams badingas maziausias dydis ir granuliuotumas (2 pav.).
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2 pav. Leukocity populiacijy taskinis grafikas. Priekiné sklaida FSC (angl.
forward scatter) atspindi lgsteliy dydg, o soniné sklaida SSC (angl. side sca-
tter) — jy viding granuliuotumg. Pagal dyd; ir vidinj granuliuotumge, leukoci-

tai suskirstomi § limfocity, monocity ir granulocity sritis

CD8" T limfocity populiacijy ir subpopuliacijuy nuosimgiai leukocituose ar
CD8" T limfocituose buvo nustatomi pagal atitinkamy monokloniniy antikiiny
(konjuguoty su konkreciais fluorochromais ir sudaranciy imuninius komplek-
sus su jiems specifiniais antigenais) fluorescencijas.

Galimai monokloniniy antikiiny nespecifinei saveikai su jvairiomis lasteléje
esanc¢iomis molekulémis atskirti naudotos izotipinés kontrolés.

Lastelés buvo analizuojamos, taikant kompiutering programa CellQuest
(BD Biosciences).

Kiekvienam bandiniui buvo analizuota po 10* Iasteliy. Atliekant kontroli-
nius bandomuosius eksperimentus, buvo rinkta po 2 x 10° lasteliy. Pastebéjus,
kad jvairiy subpopuliaciju nuosimtis praktiskai nesiskiria tiek analizuojant po
10*, tiek ir po 2 x 10° lasteliy, nuspresta kiekvienam bandiniui tirti po 10* las-

teliy, taip taupant monokloninius antikanus.
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Automatiniu hemocitometru buvo nustatyta bendra leukocity koncentracija
(last/ul) tiriamujy periferiniame veniniame kraujyje. Pagal ja buvo apskaiciuo-
tas CD8"CD57*, CD8"CD57 ir CD8"" T limfocity nuosimtis CD8" T limfoci-
ty populiacijoje, bei jvairiy CD8" T limfocity subpopuliacijy nuosimtis buvo
perskaiciuotas i koncentracijas (kai noréta lyginti Siy T limfocity absoliucius

skaicius).
3.6. Statistiniai metodai

Visi gauty duomeny statistiniai skaic¢iavimai atlikti, naudojant kompiutering
programa STATISTICA (7 versija).

Duomeny pasiskirstymo normalumas buvo jvertintas, taikant Sapiro ir Vil-
ko (Shapiro-Wilk‘s) W testq.

Jei duomeny pasiskirstymas buvo parametrinis (simetrinis, normalusis, gau-
soidinis, Gauso), tai skirtumy statistinis reikSmingumas tarp grupiu buvo verti-
namas pagal parametrinj Stjudento (Student‘s) t testq.

Jei duomeny pasiskirstymas buvo neparametrinis, tai ju skirtumy statistinis
reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal neparametrini Mano ir Vit-
nio (Mann-Whitney‘s) U testq.

Imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuojancias savybes atspin-
dingiy zymeny raigkos skirtumy tarp CD8"CD57" ir CD8"CD57 T limfocity
populiacijy statistinis reikSmingumas jvertintas, taikant Vilkoksono (Wilco-
xon‘s) kriterijy.

Vertinant priklausomybés tarp kintamyju laipsni, buvo apskaiciuotas Spir-
meno (Spearman‘s) ranginés koreliacijos koeficientas (rs). Koreliacijos rysys
buvo vertinamas kaip silpnas, jei r; = 0,01-0,29, vidutinis, jei rs = 0,3-0,69 ir
stiprus, jei rs=0,7-0,99.

Statistiskai reiksmingais vertinti dydziai, kuriy p < 0,05.

Imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuojancias savybes atspin-
dingiy Zymeny raiskos skirtumai CD8" limfocity populiacijose buvo lyginami
tarp:

¢ isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés individy;
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¢ didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty ir kontrolinés grupés
individy;
¢ isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty ir didelés rizikos odos melano-

ma serganciy pacienty.
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4. TYRIMO REZULTATAI
4.1. Tiriamyjy charakteristikos

4.1.1. ISplitusiu inksty véziu serganc¢iy pacienty grupé

Istirtas 31 pacientas, sergantis vietiskai ar atokiai isplitusia sviesiujy lasteliy
tipo inksty lasteliy karcinoma. Visi tyrime dalyvave isplitusiu inksty véziu ser-
gantys pacientai 2007-2009 metais buvo gydyti Vilniaus universiteto Onkolo-
gijos instituto Onkourologijos skyriuje.

Pacientams kraujas buvo imamas 5-7-a diena po inksto pirminio naviko pa-
salinimo operacijos (dalinés ar visiskos nefrektomijos), inksty arterijos (a. re-
nalis) embolizacijos ar naviko biopsijos (jei navikas buvo nerezektabilus arba
pacientas neoperabilus).

Pacienty duomenys pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé. Isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty charakteristikos

Charakteristika Skaicius
Visy ligoniy skaicius 31
Lytis:
vyrai 27
moterys 4

Amzius (metais):

Mediana 57
Vidurkis 60
Intervalas 42-81
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4.1.2. Didelés rizikos odos melanoma sergancéiy pacienty grupé

IStirti 22 pacientai, sergantys didelés rizikos odos melanoma. Visi pacientai
2007-2009 metais buvo gydyti Vilniaus universiteto Onkologijos instituto To-
rakalinés chirurgijos ir onkologijos skyriaus Galvos ir kaklo chirurgijos posky-
ryje.

Didelés rizikos odos melanomos grupei buvo priskirti ligoniai, kuriems
nustatytos metastazés sritiniuose limfmazgiuose, ir atlikta pirminio naviko eks-
cizija bei sritiné limfadenektomija.

Pacientams kraujas buvo imamas 5-7-a diena po operacijos, kurios metu
buvo atlikta pirminio naviko ekscizija ir / ar sritiniy limfmazgiy pasalinimas.

Pacienty duomenys pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Didelés rizikos odos melanoma serganéiy pacienty charakteristikos

Charakteristika Skaicius
Visy ligoniy skaicius 22
Lytis:
vyrai 12
moterys 10

AmZzius (metais):

Mediana 67
Vidurkis 65
Intervalas 40-86
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4.1.3. Kontroliné grupeé

IStirti 26 savanoriai salyginai sveiki kraujo donorai, kuriems kraujas buvo
paimtas profilaktinio sveikatos patikrinimo metu 2007-2009 mety laikotarpiu.

Kontrolinés grupés asmeny duomenys pateikti 4 lenteléje.

4 lentelé. Kontrolinés grupés asmeny charakteristikos

Charakteristika Skaicius
Visy Zmoniy skaicius 26
Lytis:
vyrai 11
moterys 15

Amzius (metais):

Mediana 54,5
Vidurkis 56
Intervalas 41-81
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4.2. Imuninés sistemos rodikliai

4.2.1. T limfocity populiacijy ir subpopuliacijy nuosiméio ir
koncentracijos reik§miy pasiskirstymo normalumo (parametriskumo)

nustatymas

Visy miasy nagrinéty T limfocity populiaciju ir subpopuliacijy nuosimcio
bei koncentracijos reiksmiy pasiskirstymo normalumas buvo jvertintas, taikant
Sapiro ir Vilko (Shapiro-Wilk‘s) W testq, kurio rezultatai pateikti 5 lenteléje, o
duomeny pasiskirstymo grafikuy pavyzdziai 3 ir 4 pav.

Priklausomai nuo duomeny pasiskirstymo pobadzio, ju statistinei analizei
buvo taikomi atitinkami matematiskai pagristi statistiniai metodai, kurie apibi-

dinti skyrelyje ,,3.6. Statistiniai metodai*‘.

58



5 lentelé. T limfocity populiacijy ir subpopuliacijy Sapiro ir Vilko W testo rezultatai

T limfocitai Kontroliné grupeé Inksty vézys Melanoma
w p w p w p
CD8" % limfocity populiacijoje 0,96009 0,4* 0,90543 0,00 0,94406 | 0,2*
CD8" (last/ul) 0,96655 | 0,5* | 0,93578 | 0,07* | 0,95566 | 0,5*

CD8"CD57" % CD8" T limfocity | 0,93730 0,1* 0,95688 0,2* 0,95184 | 0,3*

populiacijoje

CD8"CD57 % CD8" T limfocity | 0,93060 | 0,08* | 0,96766 | 0,45* | 0,95334 | 0,4*

populiacijoje

CD8™ % CD8" T limfocity 096440 | 05* | 096443 | 04* | 093129 | 0,1*

populiacijoje

FOXP3" % CD8"CD57° T 0,62374 | 0,02 | 0,73396 0,00 0,87891 | 0,00
limfocity populiacijoje
FOXP3" % CD8"CD57 T 0,68965 | 0,00 | 0,47321 0,00 0,72285 | 0,00

limfocity populiacijoje

CD8"CD57 FOXP3" (last/ul) 0,69237 0,00 0,74221 0,00 0,42753 | 0,00

CD8"CD57 FOXP3" (last/ul) 0,58625 0,00 0,47854 0,00 0,57121 | 0,00

NKG2A" % CD8"CD57" T 0,58523 | 0,00 | 0,81624 0,00 0,84018 | 0,00
limfocity populiacijoje
NKG2A" % CD8"CD57" T 0,85718 | 0,00 | 0,74044 0,00 0,42753 | 0,00

limfocity populiacijoje

CD8'CD57°'NKG2A” (last/ul) | 0,48477 | 0,00 | 0,66267 | 0,00 | 0,72149 | 0,00

CD8"CD57 NKG2A™ (last/ul) | 0,48573 | 0,00 | 0,82735 | 0,00 | 0,85224 | 0,00

Perforin® % CD8"CD57" T 0,70226 | 0,00 | 0,88856 0,00 0,57121 | 0,00
limfocity populiacijoje
Perforin® % CD8"CD57 T 0,66723 | 0,00 | 0,85177 0,00 0,65935 | 0,00

limfocity populiacijoje

CD8"CD57"Perforin® (last/ul) | 0,80807 | 0,00 | 0,79279 | 0,00 | 0,65935 | 0,00

CD8"CD57 Perforin® (last/ul) 0,62605 0,00 0,60316 0,00 0,75730 | 0,00

IFNy" % CD8"CD57" T limfocity | 0,70501 0,00 0,59313 0,00 0,75730 | 0,00

populiacijoje

IFNy" % CD8"CD57 T limfocity | 0,93687 0,1* 0,73376 0,00 0,72329 | 0,00

populiacijoje

CD8"CD57 TFNy* (last/pl) 0,34163 0,00 0,69258 0,00 0,72329 | 0,00

CD8"CD57 IFNy" (last/ul) 0,60883 0,00 0,73902 0,00 0,47050 | 0,00

*parametrinis pasiskirstymas (kai p > 0,05)
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CD8* T limfocity koncentracijos reik§miy pasiskirstymas kontrolinés grupés individy
periferiniame kraujyje

No. of observations

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Category (upper limits)

3 pav. Normalaus (parametrinio, simetrinio) duomeng pasiskirstymo

pavyzdys

NKG 2A raiskos pasiskirstymas kontrolinés grupés individy periferinio kraujo CD8"
CD57*T limfocity populiacijoje

No. of observations

-10 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Category (upper limits)

4 pav. Nenormalaus duomeng pasiskirstymo pavyzdys
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4.2.2.CD8" T limfocity ir jy populiacijy kiekybiniai skirtumai tiriamyjy

periferiniame kraujyje

Lyginant periferinio kraujo CD8" T limfocity nuosimtj bendroje limfocity
populiacijoje, nustatyta, kad:

1. isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty periferiniame kraujyje sta-
tistiskai patikimy skirtumy nerasta, lyginant su kontroline grupe;

2. didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupéje CD8* T
limfocity nuosimtis limfocity populiacijoje buvo statistiskai patiki-
mai didesnis, lyginant su kontroline grupe;

3. tarp isplitusiu inksty véziu ir didelés rizikos odos melanoma sergan-
¢iy pacienty grupiy, statistiskai patikimy skirtumy nerasta. Stebima
tik tendencija, kad CD8" T limfocity nuosimtis yra didesnis didelés
rizikos odos melanoma serganciy periferinio kraujo bendroje limfo-

city populiacijoje (5 pav.).
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5 pav. CD8" T limfocity nuosimtis bendroje visy limfocity populiacijoje kon-
trolinés grupés individg (n = 26) bei isplitusiu inksty véziu (n = 31) ar didelés
rizikos odos melanoma (n = 22) serganciy pacienty periferiniame kraujyje
(U testas)
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Vis délto, lyginant absoliucius CD8" T limfocity skaicius, kurie realiai ats-
pindi specifinio lastelinio imuninio atsako intensyvuma, statistiskai reikSmingu
skirtumy tarp inksty véziu ar odos melanoma serganciy pacienty ir kontrolinés
grupés individy nerasta (6 pav.): inksty véziu serganciuy pacienty periferiniame
kraujyje CD8" T limfocity buvo nezymiai maziau, o odos melanoma serganciy
pacienty grupéje - nezymiai daugiau, lyginant su kontrolinés grupés individais.
Stebima tik tendencija (p = 0,06), kad CD8" T limfocity yra daugiau odos me-
lanoma serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su inksty véziu ser-

ganciais pacientais.
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CD8" T limfocitai, last/pl

6 pav. CD8" T limfocity koncentracija (Igst/ul) kontrolinés grupés individy
(n = 26) bei isplitusiu inksty véZiu (n = 31) ar didelés rizikos odos melanoma

(n = 22) serganciy pacienty periferiniame kraujyje (t testas)

Detaliau analizuojant CD8" T limfocity populiacija, buvo nustatytas jvairiy
subpopuliacijy kiekybinis persitvarkymas joje - lyginant su kontrolinés grupés
individais, isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciu
pacienty grupése buvo statistiskai patikimai isauges CD8"CD57* T limfocity
nuosimtis (7 pav.).
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7 pav. Kiekybiniai persitvarkymai isplitusiu inksty véZiu (n = 31) ar didelés
rizikos odos melanoma (n = 22) serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"

T limfocity populiacijoje, lyginant su kontroline grupe (n = 26) (t testas)

Lyginant isplitusiu inksty véziu ir didelés rizikos odos melanoma serganciu
pacienty grupes tarpusavyje, nerasta statistiskai reiksmingu kiekybiniy skirtu-

muy periferinio kraujo CD8" T limfocity populiacijoje (7 pav.).
4.2.3. FOXP3 raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57" ir

CD8"CD57 T limfocity populiacijose

Tiriant CD8"CD57" T limfocity populiacija, nustatyta, kad imunosupresines
savybes atspindint; FOXP3 zymenj ekspresuojanc¢iy T lasteliu nuosimtis buvo
statistiskai patikimai didesnis isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos me-
lanoma serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline grupe
(8 pav.). Be to, CD8"CD57"FOXP3" T limfocity subpopuliacijos nuogim&io pa-
didejimas CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo labai panasus abiejose

onkologiniy ligoniy grupése.
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8 pav. FOXP3 ekspresuojanciy T limfocity nuosim¢io skirtumai isplitusiu
inksty véziu (n = 31) ar didelés rizikos odos melanoma (n = 22) serganéiy pa-
cienty periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiacijo-

se, lyginant su kontroline grupe (n = 26) (U testas)

Statistiskai patikimi skirtumai tarp kontrolinés grupés individy ir isplitusiu
inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupiu buvo
rasti ir lyginant CD8"CD57 "FOXP3* T limfocity absoliugius skaicius (koncen-

tracija) periferiniame kraujyje (9 pav.).
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9 pav. FOXP3 ekspresuojanéiy CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity kon-
centracijos skirtumai isplitusiu inksty véziu (n = 31) ar didelés rizikos odos
melanoma (n = 22) serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su
kontroline grupe (n = 26) (U testas)

Kontrolinés grupés individy periferiniame kraujyje FOXP3 ekspresuojanciuy
T lasteliy buvo nezymiai daugiau CD8"CD57 T limfocity populiacijoje tiek
lyginant nuosimtj, tiek ir absoliuc¢ius T limfocity skaicius, tuo tarpu tirty onko-
loginiu ligoniy periferiniame kraujyje FOXP3 ekspresuojanciy T lasteliy nuo-
simtis ir absoliuts skaiciai akivaizdziai padidejo CD8"CD57* T limfocity po-
puliacijoje (8 ir 9 pav.).

Pagal imunosupresiniy CD8"CD57 "FOXP3" T lasteliy subpopuliacijos nuo-
simti CD8"CD57* T limfocity populiacijoje, masy tirtus onkologinius ligonius

ir kontrolinés grupés individus galima suskirstyti i atskiras grupes (6 lent.).
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6 lentelé. Tiriamyjy skirstymas j grupes pagal CD8"CD57"FOXP3" T lgsteliy sub-

populiacijos nuosimt; CD8"CD57* T limfocity populiacijoje

CD8"CD57'FOXP3* T
lasteliy nuosimtis
CD8"CD57* T limfocity

populiacijoje

Kontrolinés
grupés individai
(n =26)

Inksty véziu
sergantys
pacientai

(n=31)

Odos melanoma
sergantys
pacientai
(n=22)

0 (néra)

n=17 (65,4 %)

n=7 (22,6 %)

n=4 (18,2 %)

0,1-1 (mazai)

n=4 (15,4 %)

n=6 (19,3 %)

n=6 (27,3 %)

1,1-2 (vidutiniskai)

n=5 (19,2 %)

n=5 (16,1 %)

n=3 (13,6 %)

> 2 (2-20,54) - daug

n=0 (0 %)

n=13 (42 %)

n =9 (40,9 %)

Tiriamieji | Sias grupes buvo suskirstyti pagal FOXP3 zymenj ekspresuo-
janciy CD8"CD57" T limfocity nuosimti kontrolinés grupés individy periferi-
niame kraujyje, laikantis nuostatos, kad sveiky zmoniy periferiniame kraujyje
esanti dalis atitinka normos ribas.

Tiriant FOXP3 zymens raiska CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, statis-
tiskai reiksmingu skirtumuy tarp tiriamyju grupiu nerasta nei lyginant nuosimtj,
nei absoliuc¢ius T limfocity skaicius (8 ir 9 pav.).

Lyginant FOXP3 ekspresuojanciy T lasteliy nuosimtj ir absoliucius skaicius
kontrolinés grupés individy periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T
limfocity populiacijose, statistiskai patikimy skirtumy nerasta, tuo tarpu isplitu-
siu inksty véziu bei didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupése
FOXP3 raiska buvo statistiskai patikimai didesné CD8"CD57" T limfocity po-
puliacijoje, lyginant su CD8"CD57" T limfocitais (8 ir 9 pav.).

Sie rezultatai rodo, kad masy tirty onkologiniy ligoniy periferiniame krau-
jyje esminiai FOXP3 raiskos skirtumai stebimi batent CD8"CD57" T limfocity

populiacijoje.
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4.2.4. NKG2A (CD159a) raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57*
ir CD8"CD57 T limfocity populiacijose

Tiriant netiesiogines imunosupresines T limfocity savybes atspindincio pa-
virsinio NKG2A zymens raiska CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, statis-
tiskai patikimy skirtumy tarp tiriamyju grupiuy nerasta nei lyginant NKG2A
ekspresuojanciy T lasteliy nuosimti CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, nei
CD8"CD57*NKG2A" T limfocity koncentracija periferiniame kraujyje (10 ir

11 pav.).
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10 pav. NKG2A ekspresuojancig T limfocity nuosimtis isplitusiu inksty véziu
(n = 31) ar didelés rizikos odos melanoma (n = 22) serganc¢iy pacienty perife-
rinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57 T limfocity populiacijose, lyginant su
kontroline grupe (n = 26) (U testas)
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11 pav. NKG2A ekspresuojanciy CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity kon-
centracija isplitusiu inksty véZiu (n = 31) ar didelés rizikos odos melanoma
(n = 22) serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline
grupe (n = 26) (U testas)

Taip pat nerasta statistiskai patikimy NKG2A raiskos skirtumy CD8"CD57
T limfocity populiacijoje tarp tiriamyjy grupiy (10 ir 11 pav.).

Lyginant NKG2A raiska CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiaci-
jose, statistiskai patikimy skirtumuy tarp tiriamuju grupiy nerasta (10 ir 11 pav.).

Sie rezultatai rodo, kad, lyginant su kontrolinés grupés individais, isplitusiu
inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferinio
kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57 T limfocity populiacijose statistiskai reiks-
mingu NKG2A raiskos skirtumy néra.

Reikia paminéti, kad visose tiriamyjy individy grupése NKG2A zymens
raiska CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiacijose buvo labai disper-
siska (12 ir 13 pav.).
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12 pav. NKG2A raiskos issibarstymas 13 pav. NKG2A raiskos issibarstymas
tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57"  tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57"

T limfocity populiacijoje T limfocity populiacijoje

Pastebétina, kad NKG2A raiskos igsibarstymas CD8"CD57" ir CD8"CD57°
T limfocity populiacijose buvo labiausiai isreikstas kontrolinéje grupéje, o ma-
zlausias issibarstymas — didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty gru-
péje. Be to, tirty onkologiniy ligoniy periferinio kraujo CcD8"CD57" T limfoci-
tu populiacijoje NGK2A raiskos issibarstymas apie viduting reiksme buvo to-

lygesnis, lyginant su kontroline grupe.
4.2.5. Perforino raiska tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57" ir

CD8"CD57 T limfocity populiacijose

Tiriant CD8"CD57" T limfocity populiacija, nustatyta, kad perforina eks-
presuojanciy T lasteliy nuosimtis buvo statistiskai patikimai didesnis isplitusiu
inksty véziu serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontrole,
tuo tarpu didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty CD8"CD57" T
limfocity populiacijoje nerasta CD8"CD57*Perforin® T lasteliy subpopuliacijos
nuosimcio skirtumy (14 pav.).

Lyginant isplitusiu inksty véziu ir didelés rizikos odos melanoma serganciu

pacienty grupes tarpusavyje, nustatyta, kad perforing ekspresuojanciu T lasteliy
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nuosimtis buvo statistiskai patikimai didesnis isplitusiu inksty véziu serganciu
pacienty periferinio kraujo CD8"CD57* T limfocity populiacijoje (14 pav.).
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14 pav. Perforing ekspresuojanéiy T limfocity nuosim¢io skirtumai isplitusiu
inksty véziu (n = 31) ar didelés rizikos odos melanoma (n = 22) serganéiy pa-
cienty periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiacijose,
lyginant su kontroline grupe (n = 26) (U testas)

Lyginant perforing ekspresuojanciy CD8"CD57" T limfocity absoliugius
skaicius tiriamyjy periferiniame kraujyje, rezultatai kiek skyrési - nustatyta,
kad CD8"CD57 Perforin® T lasteliy buvo statistiskai patikimai daugiau tiek is-
plitusiu inksty véziu, tiek ir didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty
grupése, lyginant su kontrolinés grupés individais, tuo tarpu statistiskai reiks-
mingu skirtumy tarp inksty véziu ir odos melanoma serganciu pacienty grupiu

nerasta (15 pav.).
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15 pav. Perforing ekspresuojanéiy CD8"CD57" ir CD8"CD57 T limfocity
koncentracija isplitusiu inksty véziu (n = 31) ar didelés rizikos odos melano-
ma (n = 22) serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontroli-

ne grupe (n = 26) (U testas)
Pagal CD8"CD57Perforin® T lasteliy subpopuliacijos nuosimtj CD8"CD57*

T limfocity populiacijoje, musy tirtus onkologinius ligonius ir kontrolinés gru-

pés individus galima suskirstyti i atskiras grupes (7 lent.).
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7 lentelé. Tiriamyjy skirstymas j grupes pagal CD8"CD57 Perforin® T lgsteliy sub-

populiacijos nuosimtj CD8"CD57* T limfocity populiacijoje

cD8"cD57 Perforin® T
lasteliy nuosimtis
CD8"CD57* T limfocity

populiacijoje

Kontrolinés
grupés individai
(n =26)

Inksty véziu
sergantys
pacientai

(n=31)

Odos melanoma
sergantys
pacientai
(n=22)

Iki 13,74 (mazai)

n=12 (46,1 %)

n=6 (19,3 %)

n=5 (22,7 %)

13,75-55,55 (vidutiniskai)

n=6 (23,1 %)

n=7 (22,6 %)

n=13 (59,1 %)

55,56-84,74 (daug)

n=6(23,1%)

n =10 (32,3 %)

n=2(9.1%)

> 84,74 (labai daug)

n=2(7,7%)

n =8 (25,8 %)

n=2(9.1%)

Tiriamieji | Sias grupes buvo suskirstyti pagal perforina ekspresuojanciu
CD8"CD57" T limfocity nuosimtj kontrolinés grupés individy periferiniame
kraujyje, laikantis nuostatos, kad sveiky zmoniy kraujyje esanti dalis atitinka
normos ribas.

Tiriant perforino raiska periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populia-
cijoje, statistiskai patikimy skirtumy tarp tiriamujy grupiu nerasta nei lyginant
perforing ekspresuojanciy T lasteliy nuosimti CD8"CD57 populiacijoje, nei
CD8"CD57 Perforin® T limfocity koncentracija periferiniame kraujyje (14 ir 15
pav.).

Tiriant perforino raiskos skirtumus tarp CD8"CD57" ir CD8"CD57" T lim-
focity populiacijy, nustatyta, kad visose tiriamyju grupése perforinas buvo sta-
tistiskai patikimai gausiau ekspresuojamas CD8"CD57* T limfocity populiaci-
joje (14 ir 15 pav.).

Gaulti rezultatai rodo, kad tiek sveiky zmoniy, tiek ir tirty onkologiniy ligo-
niy CD8"CD57* T limfocitai yra kur kas labiau linkg ekspresuoti perforing nei
CD"CD57" T limfocitai.
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4.2.6. Vidulastelinio IFNy rai$ka tiriamyjy periferinio kraujo CD8"CD57*
ir CD8"CD57 T limfocity populiacijose

Tiriant vidulastelinio IFNy raiska CD8"CD57" T limfocity populiacijoje,
nustatyta, kad s$j citotoksines ir imunomoduliuojancias savybes atspindintj zy-
menj ekspresuojanciy CD8"CD57* T limfocity nuosimtis buvo statistiskai pati-
kimai didesnis didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferiniame
kraujyje, lyginant su kontroline grupe, o tarp isplitusiu inksty véziu serganciu
pacienty ir kontrolinés grupés individy nerasta vidulastelinio IFNy raiskos skir-
tumy CD8"CD57* T limfocity populiacijoje (16 pav.).

Statistiskai reiksmingi vidulastelinio IFNy raiskos skirtumai CD8"CD57* T
limfocity populiacijoje nustatyti tarp isplitusiu inksty véziu ir didelés rizikos
odos melanoma serganciy pacienty grupiy — pastarojoje CD8“CD57+IFNy+ T
limfocity nuosimtis buvo statistiskai patikimai didesnis (16 pav.).
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16 pav. Vidulgstelin IFNy ekspresuojanciy T limfocity nuosim¢io skirtumai
isplitusiu inksty véZiu (n = 21) ar didelés rizikos odos melanoma (n = 16) ser-
ganéiy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity

populiacijose, lyginant su kontroline grupe (n = 22) (U testas)

Lyginant vidulastelinj IFNy ekspresuojangiy CD8"CD57* T limfocity kon-
centracija tiriamyju periferiniame kraujyje, tendencijos isliko tokios pacios -
CD8"CD57'IFNy" T lasteliy buvo statistiskai patikimai daugiau didelés rizikos
odos melanoma serganciy pacientu grupéje, lyginant su kontroline grupe, o
tarp isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés individy
statistiskai patikimy CD8"CD57'IFNy" T lasteliy koncentracijos skirtumy peri-
feriniame kraujyje nerasta. Lyginant onkologiniy ligoniy grupes tarpusavyije,
nustatyta, kad CD8"CD57'IFNy* T limfocity koncentracija buvo statistiskai
patikimai didesné odos melanoma serganciy pacientu periferiniame kraujyje
(17 pav.).
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17 pav. Vidulgstelinj IFNy ekspresuojanciy CD8"CD57" ir CD8"CD57' T
limfocity koncentracija isplitusiu inksty véziu (n = 21) ar didelés rizikos odos
melanoma (n = 16) serganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su

kontroline grupe (n = 22) (U testas)

Pagal CD8"CD57*IFNy" T lasteliy subpopuliacijos nuosimtj CD8"CD57* T
limfocity populiacijoje, kontrolinés grupés individus ir isplitusiu inksty véziu
ar didelés rizikos odos melanoma sergancius pacientus galima suskirstyti i ats-

Kiras grupes (8 lent.).
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8 lentelé. Tiriamyjy skirstymas j grupes pagal CD8"CD57IFNy" T lgsteliy subpo-

puliacijos nuosimtj CD8"CD57" T limfocity populiacijoje

CD8"CD57*IFNy" T Kontrolinés Inksty véziu | Odos melanoma
lasteliy nuosimtis grupés sergantys sergantys
CD8"CD57* T limfocity individai pacientai pacientai
populiacijoje (n=22) (n=21) (n=16)

0 (néra) n=11 (50 %) n=8(38%) | n=3(18,75%)

0,1-10 (mazai) n=9(40,9%) | n=11(52,4%) | n=7 (43,75 %)

10,1-23 (vidutiniskai) n=2(9,1%) n=1(4,8%) | n=3(18,75%)

> 23 (daug) 0 (0 %) n=1(4,8%) | n=3(18,75%)

Tiriamieji 1 grupes buvo suskirstyti pagal vidulastelini IFNy ekspresuo-
janciy CD8"CD57" T limfocity nuosimti kontrolinés grupés individy periferi-
niame Kkraujyje, laikantis nuostatos, kad sveiky individy kraujyje esanti siu T
limfocity dalis atitinka normos ribas.

Tiriant vidulastelinio IFNy raiska CD8"CD57 T limfocity populiacijoje,
statistiskai patikimy skirtumy tarp tiriamyju grupiu nerasta nei lyginant IFNy
ekspresuojanciy T lasteliy nuogimtj CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, nei
CD8"CD57TFNy" T lasteliy koncentracija periferiniame kraujyje (16 ir 17
pav.).

Tiriant vidulastelinj IFNy ekspresuojanc¢iy T lasteliy nuosim¢io skirtumus
tarp periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiacijy, nus-
tatyta, kad kontrolinés grupés individy bei isplitusiu inksty véziu serganciy pa-
cienty grupése nebuvo statistiskai patikimuy IFNy raiskos skirtumy tarp minéty
populiacijy, tuo tarpu didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty gru-
péje IFNy raiska buvo statistiskai patikimai didesné CD8"CD57* T limfocity
populiacijoje, lyginant su CD8"CD57 T limfocitais (16 pav.).

Lyginant CD8"CD57*IFNy" ir CD8"CD57 IFNy* T limfocity koncentracijy
skirtumus periferiniame kraujyje, statistiskai patikimy skirtumy nerasta nei vie-

noje tiriamuju grupéje (17 pav.).
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4.2.7. Sasajos tarp imunosupresines ir citotoksines bei
imunomoduliuojancéias savybes atspindin€iy Zymeny raiskos tirty
onkologiniy ligoniy periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity

populiacijoje

Nustacius, kad isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma ser-
ganciy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje stebi-
mi statistiskai reikSmingi imunosupresines bei citotoksines ir imunomoduliuo-
jancias T limfocity savybes atspindinciy zymeny raiskos skirtumai, siekta issi-
aiskinti, ar yra koreliacija tarp Siy Zymeny raiskos.

Nustatyta, kad isplitusiu inkstu véziu serganciy pacienty grupéje néra stip-
rios ir biologiskai reiksmingos koreliacijos tarp FOXP3 ir perforino raiskos pe-
riferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, t. y. iy zymeny raiska
yra tarpusavyje nepriklausoma, lyginant tiek FOXP3 ar perforina ekspresuo-
jan&iy T lasteliy nuosimtj CD8"CD57" T limfocity populiacijoje (18A pav.),
tiek CD8"CD57"FOXP3" ir CD8"CD57 Perforin® T limfocity absoliugius skai-

¢ius periferiniame kraujyje (18B pav.).
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18 pav. Spirmeno ranginé koreliacija tarp FOXP3 ir perforino raiskos ispli-
tusiu inksty veziu serganciy pacienty grupéje: A —tiriant FOXP3 ar perfori-
ng ekspresuojanéiy T lgstelig nuosimtj CD8"CD57" T limfocity populiacijo-
je, B —tiriant CD8"CD57"FOXP3" ir CD8"CD57 Perforin® T limfocity abso-

liucius skaicius periferiniame kraujyje

78



Nustatyta, kad didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupéje
taip pat néra statistiskai reiksmingos koreliacijos tarp FOXP3 ir IFNy raiskos
periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, tiek lyginant FOXP3
ar vidulastelinj IFNy ekspresuojanciy T lasteliy nuosimtj CD8"CD57* T limfo-
city populiacijoje, tieck CD8"CD57"FOXP3" ir CD8"CD57*IFNy" T limfocity
absoliucius skaicius tiriamyju periferiniame kraujyje (19 pav.).

ISplitusiu inksty véziu serganciy pacienty grupéje rasta individu, kuriy peri-
ferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo labai didelis perfo-
rina ekspresuojanc¢iy T limfocity nuosimtis (> 84,74 %), taciau visai nerasta

FOXP3 ekspresuojanciy T limfocity (9 lent.).

79



97,2340 [ o

49,9314 o

37,6881 [
R=0,03,p=0,9

11,3036

CD8"CD57* IFNy* T limfocity nuosimtis
CD8"CD57* T limfocity populiacijoje

0,0000

0,0000 1,1293 5,2740 6,6099

0,5891 1,8570 6,0289
A CD8"CD57*FOXP3* T limfocity nuosimtis CD8"CD57* T limfocity

populiacijoje

81,2493 [ o

41,8539 | °

30,2964 | o

15,6402
8,3584 [

CcD8"CD57 IFNy* T limfocitai, last/pl

0,0000 ¢

0,0000 1,5055 4,2244 5,8235
0,7655 2,2569 4,8364

CD8"CD57*FOXP3* T limfocitai, last/pl

B

19 pav. Spirmeno ranginé koreliacija tarp FOXP3 ir IFNy raiskos didelés ri-
zikos odos melanoma serganciy pacienty grupéje: A — tiriant FOXP3 ar vi-
dulgstelini IFNy ekspresuojanciy T lgsteliy nuosimtj CD8"CD57" T limfocity
populiacijoje, B — tiriant CD8"CD57 'FOXP3" ir CD8"CD57* IFNy * T limfo-

city absoliucius skaicius periferiniame kraujyje
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9 lentelé. FOXP3 bei perforing ekspresuojanciy T lgsteliy nuosimtis isplitusiu inksty veZiu

serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje

Ligonio | CD8"CD57 FOXP3" T Iasteliy nuosimtis | CD8"CD57 Perforin® T Iasteliy nuosimtis
kodas CD8"CD57" T limfocity populiacijoje CD8"CD57* T limfocity populiacijoje
GAD 0,85 (mazai) 55,4 (vidutiniskai)
BAR 3,03 (daug) 25,97 (vidutiniskai)
BAC 0 (néra) 99,58 (labai daug)
ZAB 1,53 (vidutinigkai) 71,22 (daug)
KAR 6,06 (daug) 73,21 (daug)

ELJ 0,25 (mazai) 90,62 (labai daug)
DOM 0 (néra) 12,43 (mazai)
ABL 1,19 (vidutiniskai) 72,98 (daug)
MIL 0 (néra) 85,85 (labai daug)
VEG 4,04 (daug) 39,19 (vidutiniskai)
OKU 3,4 (daug) 84,70 (daug)
MOT 0 (néra) 91,82 (labai daug)
SAV 0 (néra) 47,27 (vidutiniskai)
TICH 0 (néra) 91,70 (labai daug)
JAK 0,16 (mazai) 72,96 (daug)
BAL 4,09 (daug) 84,10 (daug)

MALV 0 (néra) 88,28 (labai daug)
GEL 3,46 (daug) 77,17 (daug)
SAK 0,77 (mazai) 51,79 (vidutiniskai)
SUT 15,26 (daug) 6,32 (mazai)
SIM 0,54 (mazai) 94,97 (labai daug)
KAU 1,23 (vidutinigkai) 56,62 (daug)

MALM 10,93 (daug) 5,63 (mazai)
SUR 0,85 (mazai) 2,60 (mazai)
OZA 1,55 (vidutiniskai) 1,88 (mazai)

KIS 1,43 (vidutinigkai) 83,27 (daug)
MAR 17,09 (daug) 62,18 (daug)
VAL 5,5 (daug) 11,44 (mazai)
SAL 3,89 (daug) 18,45 (vidutiniskai)
PET 5,47 (daug) 93,38 (labai daug)
VEN 6,72 (daug) 42,06 (vidutiniskai)

Didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupéje sis reiskinys ne-

buvo toks badingas — rasta tik viena pacienté, kurios CD8"CD57* T limfocity
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populiacijoje vidulastelinio IFNy raiska buvo didelé (> 23 %), 0 FOXP3 — ma-
7a (0,1-1 %) (10 lent.). Beje, rasti du pacientai, kuriy CD8"CD57" T limfocity
populiacijoje vidulastelinio IFNy raiska buvo vidutiné (10,1-23 %), o FOXP3
visai nebuvo (10 lent.). Reikia atkreipti démesj ir | tai, kad perforino raiska
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo tiriama visiems tyrime dalyvavu-
siems isplitusiu inksty véziu sergantiems pacientams (n = 31), o didelés rizikos
odos melanoma serganciy pacienty grupéje IFNy raiska CD8"CD57* T limfoci-
ty populiacijoje buvo nustatyta tik 16 tiriamyju.
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10 lentelé. FOXP3 ar IFNy ekspresuojanciy T lgsteliy nuosimtis didelés rizikos

odos melanoma serganéiy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57* T limfocity po-

puliacijoje
Ligonio FOXP3" T lasteliy nuogimtis IFNy" T Iasteliy nuosimtis
kodas CD8"CD57" T limfocity CD8"CD57" T limfocity
populiacijoje populiacijoje
VAI 0,63 (mazai) 3,45 (mazai)
TUB 0,47 (mazai) 49,93 (daug)
PET 2,25 (daug) 3,24 (mazai)
BALM 0 (néra) 11,30 (vidutiniskati)
VRU 2,26 (daug) 0 (néra)
VDO 5,62 (daug) 0,79 (mazai)
MIK 6,03 (daug) 97,23 (daug)
DOV 1,86 (vidutiniskai) 15,19 (vidutiniskai)
AUG 0 (néra) 0 (néra)
PEI 1,88 (vidutiniskai) 0 (néra)
RAD 0 (néra) 3,81 (mazai)
BUB 1.02 (mazai) 5,81 (mazai)
ZAC 5,27 (daug) nenustatyta
RAM 0 (néra) 14,81 (vidutiniskai)
STR 20,54 (daug) nenustatyta
BALV 1,13 (vidutiniskai) nenustatyta
RUS 2,25 (daug) nenustatyta
SVE 6,61 (daug) 37,69 (daug)
STA 0,53 (mazai) 3,08 (mazai)
SAK 8,76 (daug) nenustatyta
KRI 0,59 (mazai) nenustatyta
PLE 0,82 (mazai) 8,49 (vidutiniskai)
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5. REZULTATU APTARIMAS

Sis tyrimas buvo atliktas, siekiant jvertinti skirtingas funkcines savybes ats-
pindinciy zymeny raiskos kiekybinius skirtumus onkologiniy ligoniu periferi-
nio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiacijose, lyginant su
kontroline grupe. Tyrimams pasirinkome dvi nozologines vézio formas — Svie-
siyju lasteliy tipo inksty lasteliy karcinoma bei odos melanoma. Nors tai visis-
kai skirtingos histogenezés navikai, taciau juos vienija viena bendra savybé —
jie pripazistami paciais imunogeniskiausiais zmogaus piktybiniais navikais (23
-25,27,28). Be to, tai yra navikai, kuriy gydymui pirmiausia buvo pradéta tai-
kyti ir iki Siol tebetaikoma sisteminé priesnavikiné citokiny imunoterapija, ku-
ri, esant isplitusiai ligai, dazniausiai tampa pirmojo pasirinkimo gydymo badu
(26-28,217,219). Taigi istoriskai susiklosté tokia situacija, kad sie navikai yra
vieni parankiausiy, tiriant sasajas tarp piktybinio proceso ir imuninés sistemos
pokyciy.

Pries tirdami CD8"CD57" bei CD8"CD57" T limfocity populiacijy ir ju sub-
populiacijy kiekybinius skirtumus, palyginome CD8" T limfocity koncentracija
(absoliugius CD8" T limfocity skai¢ius) tiriamujy periferiniame kraujyje. Misy
duomenimis, isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma sergan-
¢iy pacienty periferiniame kraujyje nestebéta statistiskai reiksmingy CD8" T
limfocity koncentracijos skirtumuy, lyginant su kontrolinés grupés individais (6
pav.). Tiesa, vertinant CD8" T limfocity nuosimtj bendroje limfocity populiaci-
joje, nustatyta, kad jis buvo statistiskai patikimai didesnis odos melanoma ser-
ganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline grupe (5 pav.).
Tagiau vertinti CD8" T limfocity nuosiméio bendroje limfocity populiacijoje
skirtumus néra racionalu - kur kas objektyviau ir informatyviau specifinio cito-
toksinio imuninio atsako pajeguma atspindi absoliutus CD8" T limfocity skai-
¢ius, t. y. ju koncentracija (last/ul) periferiniame kraujyje.

Nors CD8" T limfocity koncentracija tirtyjy periferiniame kraujyje statistis-
kai patikimai nesiskyre, taciau vyko jvairiy CD8" T limfocity populiaciju kie-

kybinis persitvarkymas, statistiskai reikimingai padidejant CD8"CD57* T lim-
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focity populiacijai isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma ser-
ganciy pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su kontrolinés grupés indivi-
dais (7 pav.). Kiti autoriai taip pat nustate CD8"CD57* T limfocity populiacijos
pagauséjima onkologiniy ligoniu periferiniame kraujyje ar / ir pac¢iame naviki-
niame audinyje (12,48,143,166-168). Taigi, jei sios populiacijos padidéjimas
yra stebimas jvairiomis vézio formomis serganciy pacienty organizme, tikétina,
kad tai susije su navikine patologija, todel CD8"CD57* T limfocitai gali biiti
svarbus priesnavikinio imuninio atsako komponentas.

Apibadinant CD8"CD57" T limfocity funkcines savybes, pateikiami pries-
taringi duomenys — vieni autoriai siuos T limfocitus traktuoja kaip imunosupre-
sinius ir CD8"CD57" T limfocity populiacijos gausejima sieja su imuninio at-
sako slopinimu, kas yra naudinga kontroliuojant alotransplantato atmetima ar
autoimunines reakcijas, taciau nepageidautina onkologinés patologijos atveju
(19,20,149,168,175,176,178-180). Kiti autoriai teigia, kad CD8"CD57* T lim-
focitai pasizymi stipriu citotoksiniu bei imunomoduliuojanciu poveikiu ir yra
aktyvus specifinio lastelinio imuninio atsako komponentas (13,14,16,48,165,
171,201-203).

Taigi, apibendinant jvairiy tyréju pateikiamus rezultatus, aiskéja, kad
CD8"CD57" T limfocity populiacija yra labai heterogeniska, t. y. sudaryta is
ivairiy subpopuliacijy, pasizyming¢iy citotoksiniu (165,201), citotoksiniu / imu-
nomoduliuojanciu (169,203) bei imunosupresiniu poveikiais (19,20,149,168).

Akivaizdu, jog vien tik CD8"CD57" T limfocity populiacijos nuosimgio
nustatymas onkologinémis ligomis serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"
T limfocity populiacijoje neatskleidzia CD8"CD57* T limfocity vaidmens imu-
niniame atsake, Kitaip tariant, neleidzia apibadinti priesnavikinio imuninio at-
sako pobudzio. Todél btina jvertinti jvairiy subpopuliaciju, pasizyminciy skir-
tingomis ir konkuruojanc¢iomis funkcinémis savybémis, dalj bei jy tarpusavio
santyki CD8"CD57* T limfocity populiacijoje — toks ir buvo $io darbo tikslas.

Toliau aptariami imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojancias
T limfocity savybes atspindinciy zymeny raiskos skirtumai masy tirty individy

grupiy periferinio kraujo CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity populiacijose.
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Pagal konkregiy biozymeny raiska, CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity
populiacijas galima suskirstyti i atskiras subpopuliacijas - imunosupresines
(FOXP3", NKG2A"), citotoksines (Perforin®) ar citotoksines / imunomoduliuo-
jancias (IFNy™).

Aptariant rezultatus, vertinami ne misy tirty subpopuliaciju koncentracijos
(absoliuciy skaiciy), o ju nuosim¢io skirtumai isplitusiu inksty véziu ar didelés
rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57" ir
CD"CD57" T limfocity populiacijose, lyginant su kontroline grupe, nes batent
skirtingy subpopuliaciju nuosimg¢io skirtumai atspindi vidinius persitvarkymus,

vykstancius minétose T limfocity populiacijose.

Misy duomenimis, net 65 % kontrolinés grupés individy periferinio kraujo
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje imunosupresines CD8"CD57"FOXP3*
subpopuliacijos visai néra, tuo tarpu tarp isplitusiu inksty véziu ar didelés rizi-
kos odos melanoma serganciy pacienty tokiy individy yra tik atitinkamai 23 %
ir 18 % (6 lent.). Idomu yra tai, kad Klinikinis atsakas i priesnavikinge citokiny
imunoterapija (skiriant sisteminj riIFNa ar riL-2) pasiekiamas tik apie 10-20 %
isplitusiu inksty véziu ar odos melanoma serganciu pacienty (27,28,219,235,
237), todél neatmestina prielaida, jog priesnavikiné imunoterapija veiksminga
butent tiems onkologiniams ligoniams, kurie visai neturi imunosupresiniu po-
veikiu pasizymingios CD8"CD57*FOXP3" T limfocity subpopuliacijos.

Svarbu tai, kad net 42 % isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty ir 41 %
didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferinio Kkraujo
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje imunosupresiniy CD8"CD57*FOXP3" T
lasteliy subpopuliacija buvo labai padidéjusi ir sudaré daugiau nei 2 % visy
CD8"CD57" T limfocity, tuo tarpu kai kontrolinéje grupéje nerasta nei vieno
individo su taip iSreiksta imunosupresiniy CD8"CD57*FOXP3* T limfocity
subpopuliacija (6 lent.). Klinikiniu poziariu, priesnavikinés imunoterapijos
skyrimas pacientams, turintiems labai pagauséjusia imunosupresing subpopu-
liacija, gali bati netikslingas, o galbiit netgi zalingas, nes bendrai aktyvinant

imuning sistema, Siems pacientams neisvengiamai aktyvinami ir imunosupresi-
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niu poveikiu pasizymintys jos komponentai, kurie savo ruoztu dar intensyviau
slopina priesnavikinio imuninio atsako citotoksinius mechanizmus ir sudaro
palankesnes salygas navikinéms lasteléms isvengti imuninés sistemos naiki-
nancio poveikio.

Reikia paminéti, kad kontrolinéje grupéje taip pat buvo rasta individuy, kuriy
periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje nustatyta imunosupre-
sine CD8"CD57*FOXP3" T limfocity subpopuliacija. Taciau jos nuosimtis sa-
lyginai sveiky individy kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo ma-
zas arba vidutinis (6 lent.). Be to, tarp isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos
odos melanoma serganc¢iuyju, tokiy individy buvo, nors ir nezymiai, bet dau-
giau. Tai velgi rodo, jog imunosupresines CD8"CD57*FOXP3* T limfocity
subpopuliacijos pagauséjimas (net ir mazas arba vidutinis) yra labiau budingas
onkologiniams ligoniams.

Tiriant FOXP3 Zzymens raiska CD8"CD57 T limfocity populiacijoje, neras-
ta statistiskai patikimy skirtumy tarp tiriamujy grupiu.

Taigi, apibendrinant FOXP3 raiskos skirtumy tiriamyju grupése rezultatus,
paaiskéja, kad esminiai sio imunosupresines T limfocity savybes atspindincio
7ymens raiskos skirtumai stebimi onkologiniy ligoniy CD8"CD57* T limfocity

populiacijoje.

Tiriant netiesiogines imunosupresines savybes atspindincio NKG2A
(CD159a) zymens raiska CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, nerasta statis-
tiskai patikimy skirtumy tarp tiriamuju grupiy. Reikia paminéti, kad visose tir-
tose grupése tarp individy labai skyrési NKG2A ekspresuojanciu T lasteliy
nuosimtis CD8"CD57* T ir CD8"CD57" limfocity populiacijose (12 ir 13 pav.).
Misy rezultatai sutampa su Casado ir bendraautoriy, kurie taip pat nustaté, kad
NKG2A (kaip ir kity inhibuojan¢iy NKR) raiska periferinio kraujo CD8"CD57*
T limfocity populiacijoje buvo labai issibarsciusi tiek sveiku individy, tiek
odos melanoma serganciy pacienty grupése, o statistiskai patikimy NKG2A
raiskos skirtumy tarp melanoma serganciy pacienty ir kontrolinés grupés indi-

vidy CD8"CD57" T limfocity populiacijy jie nenustaté (171).
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Tiriant NKG2A raiska periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiaci-
Jjoje, statistiskai reiksminguy skirtumy tarp tiriamyju grupiu nerasta. Taip pat ne-
nustatyta statistiskai patikimy NKG2A raiskos skirtumy tarp CD8"CD57" ir
CD8"CD57 T limfocity populiacijy, o tai jau nesutampa su Casado ir bendra-
autoriy duomenimis, kur teigiama, kad NGK2A raiska yra statistiskai patikimai
gausesné¢ CD8"CD57" T limfocity populiacijoje tiek kontrolines grupés indivi-
dy, tiek ir odos melanoma sergan¢iy pacienty grupése (171). Siuos masy ir Ca-
sado grupés rezultaty nesutapimus is dalies paaiskina Kitas Siy tyréjuy straipsnis,
kuriame jie teigia, jog inhibuojanciy NKR (tame tarpe ir NKG2A) raiska yra
budinga daliai CD8"CD57" (CD8"CD28") T limfocity, nes CD8"CD57iNKR*
fenotipas atitinka tarpine diferenciacijos stadija, kai naivieji CD8" T limfocitai
virsta efektoriniais T limfocitais (184). Taigi, tikétina, jog dalies masy tirty in-
dividy periferiniame kraujyje buvo aptinkami batent sios ,,pereinamosios* dife-
renciacijos stadijos CD8"CD57'NKG2A" T limfocitai, todel mes ir nenustate-
me NKG2A raiskos skirtumy tarp CD8"CD57" ir CD8"CD57" T limfocity po-
puliaciju.

Tiriant citotoksiniy CD8"CD57 Perforin® T lasteliy subpopuliacijos kieky-
binius skirtumus, nustatyta, kad jos nuosimtis statistiskai patikimai didesnis is-
plitusiu inksty veziu serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57* T lim-
focity populiacijoje, lyginant su kontroline grupe, taciau nerasta perforino rais-
kos skirtumy CD8"CD57" T limfocity populiacijoje tarp kontrolinés grupés in-
dividy ir didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupiu (14 pav.).
Lyginant masy tirty onkologiniy ligoniy grupes tarpusavyje buvo rasta, kad
CD8"CD57 Perforin® T limfocity subpopuliacijos nuogimtis CD8"CD57" T
limfocity populiacijoje statistiskai patikimai didesnis isplitusiu inksty veéziu
serganciy pacienty grupéje (14 pav.).

Beje, labai didelis CD8"CD57*Perforin® T lasteliy nuosimtis (> 84,74 %)
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje nustatytas net 25,8 % isplitusiu inksty

véziu serganciy pacienty, tuo tarpu kontrolinéje bei didelés rizikos odos mela-
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noma serganciy pacienty grupése tokiy individy buvo tik atitinkamai po 7,7 %
ir 9,1 % (7 lent.).

Imunologiniu pozitriu jdomus faktas, kad visose tiriamuju grupése perfori-
no raiska buvo statistiskai patikimai didesné CD8"CD57" T limfocity populia-
cijoje, lyginant su CD8"CD57 T limfocitais. Tai rodo, jog perforino raiska yra
kur kas labiau badinga CD8"CD57" T limfocitams. Sie rezultatai sutampa su
kity tyreju duomenimis, kur teigiama, kad biatent CD8"CD57* T limfocitai pa-

sizymi stipriomis citotoksinémis savybémis (13,14,165,201).

Vertinant vidulastelinio IFNy raiskos skirtumus tarp tiriamy individy gru-
piuy, stebétos priesingos nei perforino raiskos tendencijos — vidulastelini IFNy
ekspresuojanciy T lasteliy nuosimtis CD8"CD57" T limfocity populiacijoje bu-
vo statistiskai patikimai didesnis didelés rizikos odos melanoma serganciy pa-
cienty grupéje, lyginant su kontroline grupe, taciau nerasta vidulastelinio IFNy
raiskos skirtumy CD8"CD57" T limfocity populiacijoje tarp isplitusiu inksty
véziu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés individy. Lyginant tirty onkolo-
giniy pacienty grupes tarpusavyje, nustatyta, kad CD8"CD57 IFNy" T lasteliy
subpopuliacijos nuosimtis CD8"CD57* T limfocity populiacijoje buvo statistis-
kai patikimai didesnis didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty gru-
péje (16 pav.).

Lyginant vidulastelinio IFNy raiskos skirtumus tarp CD8"CD57* ir
CD8"CD57 T limfocity populiacijy, rasta, kad jis statistiskai patikimai gausiau
ekspresuojamas tik didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty periferi-
nio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, o isplitusiu inksty véziu ser-
ganciy pacienty CD8"CD57" ir CD8"CD57" T populiacijose vidulastelinj IFNy
ekspresuojanciy limfocity nuosimtis nesiskyré ir sudaré 3,3 % (16 pav.).

Tiriant perforino bei IFNy raiska periferinio kraujo CD8"CD57 T limfocity
populiacijoje, statistiskai reiksmingu skirtumy tarp tirty individy grupiu nerasta
(14 ir 16 pav.).

Citotoksines bei citotoksines / imunomoduliuojancias T limfocity savybes

atspindinciy zymeny raiskos tyrimy rezultatai rodo, kad misy tirty onkologiniy
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ligoniy periferinio kraujo CD8"CD57* T limfocity populiacijoje gauséja navi-
kines lasteles atakuojanciy ir ju naikinima sukelian¢iy T limfocity subpopulia-
ciju nuosimtis, taciau esant skirtingoms nozologinéms vézio formoms (Siuo at-
veju, inksty véziui ar odos melanomai), vyksta skirtingu navikines lasteles ata-
kuojanciy subpopuliacijuy kiekybiniai persitvarkymai. Ar Sie skirtumai turi
reiksmés bendram priesnavikinio imuninio atsako efektyvumui, sunku pasaky-
ti. Galima tik kelti prielaida, kad CD8"CD57*IFNy" T limfocity subpopuliaci-
Jos pagauséjimas galéty bati susijes su stipresniu priesnavikiniu poveikiu, nes
CD8"CD57'IFNy* T limfocity itin gausiai ekspresuojamas ir igskiriamas IFNy
pasizymi ne tik tiesioginiu citotoksiniu poveikiu navikinéms lasteléms (17), bet
dar ir aktyvina nespecifinio ir specifinio lastelinio imuninio atsako vystymasi
(18), t. y. tarsi pasizymi ,,dvigubu® priesnavikiniu poveikiu.

Butina paminéti, kad isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty grupéje ras-
tas vienas pacientas (tai sudaro 4,8 % sios grupés individy), kurio periferinio
kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo didelis vidulastelini IFNy
ekspresuojanciy T lasteliy nuosimtis (> 23 %) (8 lent.), o didelés rizikos odos
melanoma serganciy pacienty grupéje buvo rasti du pacientai (9,1 % Sios gru-
pés individy), kuriy periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje
buvo labai didelis CD8"CD57 Perforin® T lasteliy nuosimtis (> 84,74 %) (6
lent.). Tai rodo, kad perforing ekspresuojanc¢iy T lasteliy nuosim¢io padidéji-
mas CD8"CD57" T limfocity populiacijoje néra isskirtinai badingas tik inksty
véziu sergantiems pacientams, o CD8"CD57 IFNy"* T lasteliy subpopuliacijos
padidéjimas — tik odos melanoma sergantiems pacientams. Tiesiog perforino
raiskos pagauséjimas CD8"CD57* T limfocity populiacijoje yra labiau badin-
gas, sergant inkstu véziu, o IFNy raiskos pagauséjimas — sergant odos melano-
ma, nors §io reiskinio priezastj sunku paaiskinti.

Pabréztina yra tai, kad tiek pagal imunosupresiniy, tiek ir pagal citotoksiniy
bei citotoksiniy / imunomoduliuojanciy subpopuliacijy nuosimtj CD8"CD57* T
limfocity populiacijoje kontrolinés grupés individus bei masy tirtus onkologi-
nius pacientus galima suskirstyti i atskiras grupes (6, 7 ir 8 lent.). Taigi, naviki-

nes lasteles atakuojanciy ir imunosupresiniy CD8"CD57* T limfocity subpopu-
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liaciju pagauséjimas stebimas ne visy onkologiniy ligoniy periferiniame krau-
jyje. Ivertinant dar ir tai, kad onkologiniy ligoniu grupése nerasta koreliacijos
tarp imunosupresiniy bei citotoksiniy ir imunomoduliuojanciy zymeny raiskos
CD8"CD57" populiacijoje (18 ir 19 pav.), aiskéja, jog kiekvieno ligonio orga-
nizme priesnavikinio imuninio atsako pobudis yra individualus ir ,,chaotiskas®,
t. y. funkciskai konkuruojanc¢iy subpopuliaciju kiekybiniai persitvarkymai
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje yra tarpusavyje nesusije, todél vieno li-
gonio organizme gali padidéti tiek citotoksing, tiek ir imunosupresiné subpopu-
liacijos, o kito ligonio — citotoksiné subpopuliacija gali padidéti, o imunosupre-
siné likti maza, ir panasiai. Butent imunosupresiniy ir navikines lgsteles ata-
kuojanciy subpopuliacijy tarpusavio kiekybinis santykis ir turéety nulemti ben-
drg (visuming, suminy) CD8"CD57* T limfocity sukeliamo priesnavikinio imu-
ninio atsako pobud; individualaus paciento organizme.

Idomu tai, kad isplitusiu inksty véziu serganciy pacienty grupéje rasta indi-
vidy, kuriy periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo labai
didelis citotoksiniy CD8"CD57*Perforin® T lasteliy subpopuliacijos nuogimtis,
tadiau visai nerasta imunosupresiniy CD8"CD57*FOXP3" T limfocity subpo-
puliacijos (9 lent.). Tikétina, kad batent siems isplitusiu inksty véziu sergan-
tiems pacientams priesnavikiné imunoterapija ir turéty bati efektyviausia. Ido-
miausia yra tai, kad tokiy pacienty buvo rasta 23 %, o faktas, kad klinikinis at-
sakas | priesnaviking citokiny imunoterapija pasiekiamas apie 10-20 % isplitu-
siu inksty véziu serganciy pacienty (27,217,235,237), tik palaiko masy hipote-
ze.

Didelés rizikos odos melanoma serganciy pacienty grupéje is pirmo zvilgs-
nio is reiskinys nera toks badingas - rasta viena pacienté, kurios CD8"CD57*
T limfocituy populiacijoje vidulastelinio IFNy raiska buvo didelé (> 23 %), o
FOXP3 — maza (0,1-1 %) (10 lent.). Si pacienté tesudaré 6,25 % masy tirty di-
delés rizikos odos melanoma serganciu pacienty, kuriems buvo nustatyta IFNy
raiska (n = 16). Taciau reikia atkreipti démesj i tai, kad odos melanoma sergan-
¢iy pacienty grupéje buvo rasti du pacientai (tai sudaro 12,5 % pacienty, ku-

riems buvo nustatyta vidulastelinio IFNy raiska), kuriy CD8"CD57* T limfoci-
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ty populiacijoje CD8"CD57*IFNy"* T subpopuliacijos nuosimtis buvo vidutinis
(10,1-23 %), 0 imunosupresinés CD8"CD57*FOXP3" subpopuliacijos visai ne-
rasta (10 lent.). [vertinant tai, kad IFNy pasizymi ,,dvigubu® priesnavikiniu po-
veikiu (tiesioginiu citotoksiniu ir imunomoduliuojanciu), galima teigti, kad net
ir vidutiné IFNy raiska atspindi stiprias priesnavikines CD8"CD57" T limfoci-
ty savybes. Todél tikétina, kad priesnavikiné imunoterapija turéty buati efekty-
viausia batent tiems pazengusia odos melanoma sergantiems pacientams, kuriy
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje imunosupresinés CD8"CD57*FOXP3* T
limfocity subpopuliacijos visai néra, o citotoksiniu / imunomoduliuojanciu po-
veikiu pasizymingios CD8"CD57 IFNy"* T limfocity subpopuliacijos nuosimtis
yra vidutinis arba didelis. Mes radome 12,5 % tokiy didelés rizikos odos mela-
noma serganciy pacienty. Siuo atveju faktas, kad klinikinis atsakas i priesnavi-
king citokiny imunoterapija pasiekiamas apie 10-20 % odos melanoma sergan-

¢iy ligoniy (26,28,219), vélgi tampa argumentu, remian¢iu masy hipoteze.

Galima numatyti, kad jvairiy subpopuliaciju (ypa¢ imunosupresinés (20))
nuosimcio nustatymas CD8"CD57" T limfocity populiacijoje ateityje gali biti
naudingas klinikinéje onkologinéje praktikoje, individualizuojant priesnaviking
imunoterapija ir selektyviai parenkant tik tuos véziu sergancius pacientus, Ku-
riems imuninés sistemos aktyvinimas sukelty navikiniy lasteliy naikinima (ska-
tinty citotoksinius priesnavikinio imuninio atsako komponentus), o ne dar la-
biau gilinty imunosupresija (aktyvinty supresiniu poveikiu pasizyminc¢ius imu-

ninés sistemos komponentus).
Siekiant jvertinti CD8"CD57" T limfocity populiacijos ir jos subpopuliacijy

prognostine reiksme potencialiam atsakui i priesnaviking imunoterapija, batina

atlikti papildomus Kklinikinius tyrimus.
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1.

6. ISVADOS

ISplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pa-
cienty periferiniame kraujyje nerasta statistiskai patikimy CD8" T lim-
focity koncentracijos (last/ul) skirtumy, lyginant su kontroline grupe.
Stebima tik tendencija (p = 0,06), kad CD8" T limfocity yra daugiau
odos melanoma serganciu pacienty periferiniame kraujyje, lyginant su

inksty véziu serganciais pacientais.

CD8"CD57" T limfocity nuosimtis CD8" T limfocity populiacijoje sta-
tistiskai reiksmingai didesnis isplitusiu inksty véziu (p = 0,002) ar dide-
Iés rizikos odos melanoma (p = 0,01) serganciu pacienty periferiniame

kraujyje, lyginant su kontroline grupe.

ISplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pa-
cienty periferinio kraujo CD8"CD57* T limfocity populiacijoje stebimi
statistiskai reiksmingi zymenuy, atspindinciy skirtingas T limfocity savy-
bes, raiskos skirtumai, lyginant su kontroline grupe:

a) imunosupresines savybes atspindiné¢io FOXP3 raiska statistis-
kai patikimai didesné 42 % isplitusiu véziu serganciy pacien-
tu (p = 0,0004) ir 41 % didelés rizikos odos melanoma ser-
ganciy pacienty (p = 0,0004) periferinio kraujo CD8"CD57* T
limfocity populiacijoje;

b) citotoksines T limfocity savybes atspindin¢io perforino raiska
statistiskai patikimai (p = 0,01) didesné isplitusiu inksty véziu
serganciy pacienty periferinio kraujo CD8"CD57* T limfocity
populiacijoje, tuo tarpu didelés rizikos odos melanoma ser-
ganciy pacienty grupéje statistiskai patikimy perforino raiskos
skirtumy nerasta;

c) citotoksines bei imunomoduliuojancias T limfocity savybes
atspindinc¢io IFNy raiska statistiskai patikimai (p = 0,02) di-
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desné didelés rizikos odos melanoma serganciu pacienty peri-
ferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje, o ispli-
tusiu inksty véziu serganciy pacienty grupéje nerasta statistis-
kai patikimy IFNy raiskos skirtumy;

d) perforino raiskos padidéejimas periferinio kraujo CD8"CD57*
T limfocity populiacijoje néra isskirtinai baidingas tik isplitu-
siu inksty véziu sergantiems pacientams, o IFNy raiskos padi-
déjimas — tik didelés rizikos odos melanoma sergantiems pa-
cientams, nes tarp serganciyju isplitusiu inksty véziu rasta 10
% individy, kuriy CD8"CD57* T limfocity populiacijoje buvo
vidutiniskai ar gausiai ekspresuojamas IFNy, o odos melano-
ma serganciy pacienty grupéje buvo rasta 9 % individy, kuriy
CD8"CD57" T limfocity populiacijoje buvo labai gausiai eks-

presuojamas perforinas.

ISplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pa-
cienty periferinio kraujo CD8"CD57" T limfocity populiacijoje neste-
bima statistiskai reikSmingu netiesiogines imunosupresines savybes ats-

pindin¢io NKG2A zymens raiskos skirtumy, lyginant su kontroline gru-
pe.

Néra koreliacijos tarp imunosupresines ir citotoksines ar citotoksines /
imunomoduliuojancias T limfocity savybes atspindin¢iy Zymeny raiskos
isplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pa-

cienty periferinio kraujo CD8"CD57"* T limfocity populiacijoje.

ISplitusiu inksty véziu ar didelés rizikos odos melanoma serganciy pa-
cienty periferinio kraujo CD8"CD57 T limfocity populiacijoje nestebi-
ma FOXP3, NKG2A, perforino ar IFNy raiskos skirtumy, lyginant su

kontroline grupe.
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9. PRIEDAI

Priedas nr. 1: Asmens informavimo forma

Mes kvieciame Jus dalyvauti moksliniame klinikiniame tyrime ,CD8"CD57" T limfocity re-
guliaciniyg savybiyg tyrimas imunogeniskomis veézio formomis serganciy pacienty periferi-
niame kraujyje*, kuris bus vykdomas Vilniaus universiteto Onkologijos institute.

Sio dokumento tikslas - informuoti Jus apie tyrima ir pakviesti jame dalyvauti. Labai
svarbu, kad Jas, pries nuspresdamas dalyvauti, gautuméte visa su tyrimu susijusia informaci-

ja, susipazintuméte su visomis procedaromis, galima rizika ir nepatogumais tyrimo metu.

TYRIMO TIKSLAS IR NUMATOMA NAUDA

Sio tyrimo tikslas — istirti igplitusiu inksty véziu ir didelés rizikos odos melanoma sergangiy

zmoniy periferinio kraujo imunosupresinius / reguliacinius T limfocitus bei ju prognostine
reiksme, parenkant gydyma ir palyginti gautus rezultatus su sveiky individu analogiskais
imunologiniais rodikliais. Sie tyrimai leis jvertinti onkologiniy ligoniy organizmo apsauginiy
reakciju bukle ir ateityje padés ieskoti gydymo metody, labiau pritaikyty konkre¢iam ligo-
niui.

PROCEDUROS

Imunologinis tyrimas atliekamas, naudojant periferini veninj krauja.

e Jei Jus priklausote tiriamy ligoniy grupei arba esate sveikas savanoris ir sutinkate daly-
vauti Siame tyrime, tai Jums bus paimta 10 ml kraujo is venos | 2 vakuuminius mégintuvelius
— 1 mégintuvéli su juodu/mélynu dangteliu bus paimta 8 ml, o i mégintuvéli su violetiniu
dangteliu — 2 ml. Sis kraujas bus naudojamas tik moksliniams tyrimams — imunologiniy rodik-
liy nustatymui.

e Jei Jus esate sveikas individas, dirbate VU Onkologijos institute ir sutinkate dalyvauti
tyrime kaip kontrolinés grupés narys, tai profilaktinio sveikatos patikrinimo metu Jums is vi-
so bus paimta 10 ml kraujo | du vakuuminius mégintuvelius:

1. 2 ml talpos su violetiniu dangteliu (antikoaguliantas - EDTA). Sis kraujas bus
naudojamas bendram hematologiniam istyrimui (profilaktinio sveikatos patikrinimo
dalis). Po tyrimo likes kraujas bus panaudotas moksliniams tyrimams - imunologiniy
rodikliy nustatymui;

2. 8 ml talpos su juodu/mélynu dangteliu (antikoaguliantas — natrio citratas). Sis
kraujas bus naudojamas tik moksliniams tyrimams — imunologiniy rodikliy nustaty-

mui.
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RIZIKA IR DISKOMFORTAS

Zala ir rizika minimali, nes iprastiniy procediry metu i du vakuuminius mégintuveélius Jums

bus paimtas kraujas i$ rankos linkio venos (i$ viso 10 ml). Be to, mums reikés uzrasyti ir per-
zitréti $io tyrimo metu gauta informacija ir duomenis is Jasy ligos istorijos, esan¢ios VU On-
kologijos institute. Sveiki individai tyréjams pateiks savo duomenis apie amziy bei kai kurias
galimas létines ligas.

ISLAIDOS/KOMPENSACIJOS

Dalyvaujantis tyrime zmogus jokiy papildomy islaidy neturés. Jums nereikés mokéti nei uz

atliktas procedaras, nei uz vizitus pas gydytoja.
KONFIDENCIALUMAS
Visa informacija, susijusi su Jusy dalyvavimu tyrime, bus konfidenciali. Dalyvaujanéiuju pa-

vardés bus koduojamos, kodus pagrindinis tyréjas saugos seife. Nei Jusy pavarde, nei Kiti as-
meniniai duomenys (asmens kodas, gimimo data, adresas, sveikatos biklé) jokiuose tyrimo
dokumentuose ar publikacijose nebus minimi. Su jrasais Jasy medicininiuose dokumentuose
teise susipazinti turés tik tyréjai. Pasirasydami sutikima, Jas tokia teise jiems suteiksite. Infor-
macija, gauta atliekant tyrima, gali bati paskelbta, tac¢iau pagal ja nebus galima identifikuoti
tiriamojo.

LAISVANORISKAS DALYVAVIMAS

Jasy dalyvavimas Siame tyrime yra laisvanoriskas. Jas bet kada galite anuliuoti savo sutiki-

ma, nenurodant priezasties. Nedalyvavimas tyrime ar vélesnis atsisakymas testi dalyvavima
neturés jokios jtakos Jasy tolimesniam gydymui. Pasirasydamas $ia sutikimo forma, Jas ne-
apribojate jokiy savo, kaip paciento, teisiu.
KONTAKTAI
Iskilus neaiskumams ar ieskant kitos informacijos, Jus galite kreiptis i pagrindini tyréja:

Dr. Vita Pasukoniené, P. Baublio g. 3b-321, LT-08406, Vilnius, tel.: (8-5) 2 19 09 31;

elektroninis adresas: vita.pasukoniene@vuoi.lt

Iskilus klausimy dél dalyvaujanciy tyrime pacienty teisiy, Jas galite kreiptis:
Lietuvos bioetikos komitetas, tel.:(8-5) 2 124 565, fax.:(8-5) 2 124 565, adresas: Didzioji
g. 22, LT-01128, Vilnius.
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Priedas Nr. 2: INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMAS

Klinikinio tyrimo pavadinimas: ,,CD8"CD57" T limfocity reguliaciniy savybiy tyrimas

imunogeniskomis veéZio formomis sergan¢iy pacienty periferiniame kraujyje*

AS perskaiciau pridedama Asmens informavimo forma ir suprantu sio tyrimo tiksla, o taip
pat galima dalyvavimo siame tyrime nauda ir rizika. Man buvo duota galimybé ir laikas uz-
duoti klausimus, ir i visus juos buvo atsakyta.

AS suprantu, kad mano dalyvavimas yra laisvanoriskas, ir kad a$ galiu laisvai pasitraukti
bet kuriuo metu, nenurodant priezasties, be jokio neigiamo poveikio savo sveikatos priezidrai
ar jstatyminéems teisems.

AS leidziu perzitaréti mano medicininius duomenis, bet suprantu, kad konfidencialumas
bus issaugotas tokia apimtimi, kokia aprasyta Asmens informavimo formoje. Suprantu, kad
taip siekiama patikrinti, ar su tyrimu susijusi informacija yra tiksli ir ar tyrimas vykdomas tei-
singai. AS taip pat sutinku, kad sio tyrimo rezultatai gali bati publikuojami, bet kad mano
tapatybé nebus atskleista jokioje publikacijoje. As sutinku, kad duomenys ir jrasai, neatsklei-
dziantys mano tapatybés, baty jtraukiami i duomeny bazg, kuri gali bati naudojama $io tyri-
mo tikslams ir gali bati perduodama trec¢iosioms salims mano valstybéje ir kitur.

AS laisvanoriskai duodu savo, kaip informuoto asmens, sutikima dalyvauti siame tyrime.

Tiriamojo vardas, pavardée Tiriamojo parasas Data

(spausdintomis raidémis)

Tyréjo vardas, pavarde Tyréjo parasas
(spausdintomis raidémis)

Igaliotas pagrindinio tyréjo

Pagrindinio tyréjo vardas, pavardé Pagrindinio tyréjo parasas

(spausdintomis raidémis)
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Priedas nr. 3.

Klinikinio tyrimo ,,CD8"CD57" T limfocity reguliaciniy savybiyg tyrimas

imunogeniskomis vézio formomis serganciy pacienty periferiniame kraujy-

je
DUOMENU REGISTRAVIMO ANKETA

Ligonio vardas ir pavardé:

Ligonio kodas (pirmosios 3 pavardés raidés ir imunologinio tyrimo data):

Asmens kodas: [ 11O OO OO

Gimimo data:

Imunologinio tyrimo data:

Ligonio amzius (imunologinio tyrimo diena):

Adresas:

Diagnozé:

Naviko histologinio verifikavimo data:

Ligos progresavimo nustatymo data:

Paskutinio vizito data:

Mirties data ir priezastis:

Pastabos:
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