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SANTRUMPOS

APL – antigeną pateikianti ląstelė

CD (angl. cluster of differentiation) – leukocitų diferenciacijos antigenai

CD8h (angl. high – aukštas, gausus) – gausi CD8 molekulių raiška ląstelės pa-

viršiuje

CD8low (angl. low – žemas, negausus) – negausi CD8 molekulių raiška ląstelės

paviršiuje

CTL – citotoksiniai T limfocitai

DAP(-10 arba -12) (angl. DNAX-activating protein) – DNR aktyvinantis balty-

mas (dešimtas arba dvyliktas)

DL – dendritinė ląstelė

EDTA – etilendiaminotetraacetatas

FITC – fluoresceino izotiocianatas

FSC (angl. forward scatter) – priekinė sklaida

HLA (angl. human leukocyte antigens) – 1. žmogaus leukocitų antigenai; 2.

žmogaus pagrindinis audinių dermės kompleksas

IFNα – alfa interferonas

IFNγ – gama interferonas

ILK – inkstų ląstelių karcinoma

ILT (angl. immunoglobulin-like transcripts) – imunoglobulinų tipo transkriptai

IL(-2,-4,-5,-10,-12,-13,-15 ar -21) – interleukinas antras, ketvirtas, penktas, de-

šimtas, dvyliktas, tryliktas, penkioliktas ar dvidešimt pirmas

ITAM (angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) – imunorecepto-

riaus tirozinu pagrįsto aktyvinimo motyvas molekulėje

ITIM (angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) – imunorecepto-

riaus tirozinu pagrįsto slopinimo motyvas molekulėje

mo Ak – monokloninis antikūnas

KIR (angl. killer cell immunoglobulin-like receptor) – į imunoglobulinų mole-

kulę panašus ląstelių žudikių receptorius

LAK (angl. lymphokine activated killer) – limfokinų aktyvintos NK ląstelės
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MHC (angl. major histocompatibility complex) – pagrindinis audinių dermės

kompleksas

MIC(-A ar -B) (angl. MHC class I chain-related) – MHC-I klasės molekulių

šeimos baltymai (A arba B)

NIL – naviką infiltruojantys limfocitai

NK (angl. natural killer) ląstelė – natūralus žudikas

NKG2 – NK ląstelių receptorių šeima

NKR (angl. natural killer receptor) – natūralių žudikų 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

rIFNα– rekombinantinis alfa interferonas

rIL-2 - rekombinantinis interleukinas antras

SSC (angl. side scatter) – šoninė sklaida

TGFβ (angl. transforming growth factor) – transformuojantis augimo veiksnys

beta

TNF(-α arba -β) (angl. tumor necrosis factor) – navikų nekrozės veiksnys (alfa

arba beta)

TLR – T limfocitų receptorius

TNFα (angl. tumor necrosis factor) – navikų nekrozės veiksnys alfa

ULBP(1-4) (angl. UL-16 binding protein) – UL-16 molekulę prijungiantis bal-

tymas (pirmas, antras, trečias ar ketvirtas)
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1. ĮVADAS

1.1. Problemos aktualumas

Navikų atsiradimui ir vystymuisi didelę įtaką daro imuninė sistema. Yra ži-

nomi įvairūs nespecifinio ir specifinio imuniteto mechanizmai, skirti navikinių

ląstelių atpažinimui bei sunaikinimui (1), tačiau organizme navikai vis tiek su-

siformuoja bei progresuoja, ir tik itin retais atvejais įvyksta jų savaiminė regre-

sija (2). Tai lemia navikinių ląstelių gebėjimas „pabėgti“ nuo imuninės siste-

mos priežiūros, naudojant įvairius mechanizmus (3,4).

Pastaraisiais metais gausėja duomenų, kad prie navikų gebėjimo išvengti

imuninės sistemos naikinančio poveikio prisideda ir pati imuninė sistema, nes

navikinės patologijos metu suintensyvėja ne tik jos citotoksinių, bet ir imuno-

supresinių komponentų veikla (4-7).

Žinant, kad viena iš imuninės sistemos funkcijų yra atpažinti ir sunaikinti

navikines ląsteles (1), kuriamos įvairios priemonės, kurios paskatintų ir sustip-

rintų priešnavikinio imuniteto komponentus – tai priešnavikinė imunoterapija,

kurią taikant navikas sunaikinamas natūraliausiu ir organizmui biologiškai pa-

lankiausiu būdu (8,9). Šiuo metu taikomų įvairių priešnavikinės imunoterapijos

metodų tikslas – bendrai aktyvinti priešnavikinį imuninį atsaką (8,9), tačiau

žinant, kad navikinės patologijos metu gali labai suintensyvėti imunosupresinių

komponentų veikla (4-7), tikėtina, jog tokiu atveju imuninės sistemos aktyvini-

mas tik dar labiau sustiprins šių komponentų veiklą, todėl skatins priešnaviki-

nio imuninio atsako slopinimą ir sudarys dar palankesnes sąlygas navikui prog-

resuoti.

Priešnavikinė imunoterapija gali būti efektyvi tik tada, kai ji skiriama atsiž-

velgiant į organizmo imuninės sistemos rodiklius, atspindinčius priešnavikinio

imuninio atsako pobūdį.

Šiuo metu neįmanoma įvertinti visų tarpusavyje glaudžiai sąveikaujančių

priešnavikinio imuniteto mechanizmų parametrų, todėl svarbu rasti tokius imu-

ninės sistemos komponentus, kurie kuo informatyviau atspindėtų bendrą prieš-

navikinio imuninio atsako pobūdį.
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Vienas tokių komponentų galėtų būti CD8hCD57+CD28- T limfocitų popu-

liacija, kurios gausėjimas susijęs su lėtine antigenine stimuliacija, tame tarpe ir

su navikine patologija (10,11).

Įvairūs autoriai apibūdina skirtingas CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos

efektorines savybes (12-20). Pateikiami duomenys, kad CD8hCD57+ T limfoci-

tai gali ekspresuoti citotoksines molekules perforiną bei granzimus ir pasižy-

mėti stipriu citotoksiniu poveikiu (13,14) ar itin gausiai išskirti citokiną IFNγ

(15,16), kuris gali tiesiogiai citotoksiškai veikti navikines ląsteles (17) bei ak-

tyvinti priešnavikinio imuniteto nespecifinius ir specifinius komponentus (18).

Taip pat yra žinoma, kad dalis CD8hCD57+ T limfocitų ekspresuoja FOXP3

molekules ir gali pasižymėti imunosupresiniu poveikiu (19,20). FOXP3 mole-

kulė pripažįstama daugelio imuninį atsaką slopinančių T limfocitų pagrindiniu

žymeniu (21,22).

Įvertinus įvairių autorių pateikiamus rezultatus, aiškėja, kad CD8hCD57+ T

limfocitų populiacija yra labai heterogeniška, t. y. sudaryta iš įvairių skirtingo-

mis funkcinėmis savybėmis pasižyminčių subpopuliacijų.

Atsižvegiant į CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos heterogeniškumą, aki-

vaizdu, jog vien tik jos kiekio nustatymas onkologinėmis ligomis sergančių pa-

cientų periferiniame kraujyje neatskleidžia priešnavikinio imuninio atsako po-

būdžio. Būtina įvertinti skirtingomis efektorinėmis savybėmis pasižyminčių ir

funkciniu požiūriu konkuruojančių subpopuliacijų nuošimtį ir jų tarpusavio

santykį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje.

Taigi, šio darbo tikslas buvo nustatyti ir įvertinti imunosupresinių, citotok-

sinių bei citotoksinių / imunomoduliuojančių T limfocitų subpopuliacijų nuo-

šimčio skirtumus onkologinių ligonių periferinio kraujo CD8h T limfocitų po-

puliacijoje, lyginant su sveikais individais. Onkologinių ligonių grupes sudarė

išplitusia inkstų ląstelių karcinoma ar didelės rizikos odos melanoma sergantys

pacientai. Šios visiškai skirtingos histogenezės nozologinės vėžio formos pasi-

rinktos dėl dviejų priežasčių. Pirma, tai patys imunogeniškiausi žmogaus pikty-

biniai navikai (23-25). Antra, esant pažengusiai ligai, minėtų vėžio formų gy-

dymo galimybės yra labai ribotos, ir neretai prieinamiausias pasirinkimo būdas
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yra citokinų imunoterapija (24-26). Tačiau skiriant neindividualizuotą citokinų

imunoterapiją, t. y. neatsižvelgiant į paciento imuninės sistemos rodiklius, ji

būna veiksminga tik 10-20 % išplitusiu inkstų vėžiu ar odos melanoma sergan-

čių pacientų (27,28).
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1.2. Darbo tikslas

Įvertinti imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojančias savybes

atspindinčių žymenų raiškos skirtumus išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos

odos melanoma sergančių pacientų periferinio kraujo CD8h T limfocitų popu-

liacijoje, lyginant su kontroline grupe.

1.3. Darbo uždaviniai

1. Nustatyti CD8+ T limfocitų koncentracijos skirtumus išplitusiu inkstų vėžiu

ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų bei kontrolinės grupės

individų periferiniame kraujyje.

2. Ištirti CD8+ T limfocitų subpopuliacijų (CD8hCD57+, CD8hCD57-, CD8low)

kiekybinius skirtumus išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos mela-

noma sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline gru-

pe.

3. Ištirti FOXP3, NKG2A, perforino bei IFNγ raišką išplitusiu inkstų vėžiu ar

didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų bei kontrolinės grupės

individų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populia-

cijose.
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1.4. Ginamieji teiginiai

1. Išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų

periferiniame kraujyje statistiškai reikšmingų CD8+ T limfocitų koncentra-

cijos skirtumų nestebima, lyginant su kontroline grupe. Tačiau CD8+ T lim-

focitų populiacijoje vyksta vidiniai persitvarkymai, statistiškai reikšmingai

išaugant CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos nuošimčiui.

2. Esminiai imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojančias T limfo-

citų savybes atspindinčių žymenų raiškos skirtumai stebimi išplitusiu inkstų

vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferinio krau-

jo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje.

3. Pagal imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojančias T limfocitų

savybes atspindinčių žymenų raišką, išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizi-

kos odos melanoma sergančius pacientus galima suskirstyti į atskiras gru-

pes: vienų pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijo-

je minėtų žymenų raiška labai padidėja, kitų pacientų - nesiskiria ar nežy-

miai skiriasi nuo kontrolinės grupės individų.

4. Nėra koreliacijos tarp imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuo-

jančias savybes atspindinčių žymenų raiškos išplitusiu inkstų vėžiu ar dide-

lės rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57
+

T limfocitų populiacijoje, t. y. minėtų žymenų raiška yra tarpusavyje nepri-

klausoma.
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1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reikšmė

Pirmą kartą buvo kompleksiškai įvertinti imunosupresines, citotoksines bei

imunomoduliuojančias savybes atspindinčių žymenų raiškos skirtumai imuno-

geniškiausiomis vėžio formomis (inkstų ląstelių karcinoma ar odos melanoma)

sergančių pacientų periferinio kraujo CD8h T limfocitų populiacijoje, lyginant

su kontrolinės grupės individais.

Nustačius, kad statistiškai reikšmingi minėtų žymenų raiškos skirtumai ran-

dami būtent CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, ateityje, atlikus papildomus

klinikinius tyrimus, šios populiacijos ir jos subpopuliacijų kiekybinis įvertini-

mas galėtų tapti vienu iš imunologinių rodiklių, įgalinančių individualizuoti

priešnavikinę imunoterapiją.
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2. LITERATŪROS APŽVALGA

2.1. Naviko ir imuninės sistemos sąveika

2.1.1. Istorinė apžvalga ir šiuolaikinė samprata

Idėją, kad imuninė sistema gali atpažinti navikines ląsteles bei jas sunaikin-

ti, dar 1909 m. pasiūlė P. Ehrlich, vėliau, beveik po 50 metų, priešnavikinio

imuniteto hipotezę pirmieji oficialiai iškėlė F. M. Burnet (1957 m.) ir L. Tho-

mas (1959 m.) (17,29).

P. Ehrlich‘o laikais mintys apie imuninės sistemos ir naviko sąveiką didelio

dėmesio nesulaukė, nes tuo metu jo teiginių nebuvo galima patvirtinti eksperi-

mentiškai, kadangi mažai buvo žinoma apie ląstelinius bei molekulinius imuni-

teto mechanizmus (17).

Tačiau Burnet ir Thomas hipotezė, praėjus 20 metų nuo jos paskelbimo,

taip pat buvo atmesta, nes tuo metu atlikus bandymus su imunodeficitinėmis

(čiobrialiaukės, thymus, neturinčiomis, „nuogomis“) CBA/H pelėmis nebuvo

pastebėta ryšio tarp imunosupresijos ir dažnesnio spontaninių arba dirbtinai su-

keltų (naudojant metilcholantreną) navikų vystymosi ar spartesnio jų augimo.

Galima įvardyti priežastis, dėl kurių Burnet bei Thomas hipotezė tuo metu

buvo klaidingai paneigta ir atmesta, iš jų paminėtinos šios (17):

1. šiuo metu yra žinoma, kad „nuogos“ pelės nėra tinkamas modelis

imunosupresinėms būklėms tyrinėti, nes tokių pelių organizme vis

tiek randama αβ-T limfocitų, nors ir labai mažai. Būtent šie T lim-

focitai galėjo prisidėti prie navikų naikinimo „nuogų“ pelių orga-

nizme;

2. tuomet buvo mažai žinoma apie NK ląsteles (jų kilmę, funkcijas),

todėl neįvertintas šių ląstelių poveikis, naikinant navikus CBA/H

pelėse. Šiuo metu yra žinoma, kad NK ląstelių skaičius ir funkcijos

„nuogų“ pelių organizme yra nepakitę, o jų vaidmuo naikinant na-

vikines ląsteles yra labai svarbus.
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Praėjusio šimtmečio dešimtajame dešimtmetyje priešnavikinio imuniteto

samprata vėl įgavo pripažinimą, kai atlikti tyrimai su pelėmis įrodė akivaizdų

imuninės sistemos poveikį navikinėms ląstelėms (17,29). Pirmieji tyrimai įrodė

endogeninio gama interferono (IFNγ) ir citotoksinių CD8+ T limfocitų svarbą

priešnavikiniame imunitete (17,29,30).

Šiuo metu nenuginčijamai įrodyta, kad yra itin glaudus ryšys tarp imuninės

sistemos veiklos ir navikinio proceso vystymosi tiek eksperimentinių gyvūnų,

tiek ir žmonių organizme (17,30). Tai patvirtina šie faktai:

♦ yra gerai žinomas reiškinys, kai piktybinių navikų metastazės, pašalinus

pirminį naviką, nyksta „savaime“, taip pat kartais stebimas pirminio navikinio

židinio „savaiminis“ nykimas, lydimas gausios navikiniams antigenams speci-

finių T limfocitų infiltracijos. Tai vadinama spontanine navikų regresija. Nors

šis reiškinys pasitaiko itin retai, laikomasi nuomonės, kad tai yra svarus įrody-

mas, jog imuninė sistema sugeba kontroliuoti navikinio proceso eigą (23,31-

34). Spontaninė navikų regresija labiausiai būdinga odos melanomai, inkstų

ląstelių karcinomai (23), neuroblastomoms (33), nors iš esmės gali pasitaikyti

esant bet kokios lokalizacijos bei kilmės piktybiniam navikui (34);

♦ onkologinėmis ligomis sergančių ligonių periferiniame kraujyje randami

navikinių ląstelių ekspresuojamiems antigenams specifiniai antikūnai (17,35),

o kraujyje bei navikuose randami navikiniams antigenams specifiniai T limfo-

citai (17,36). Eksperimentų su gyvūnais metu įrodytas T limfocitų dalyvavimas

priešnavikiniame imunitete (17,29,30). Taip pat įrodytas svarbus NK ląstelių

(nespecifinio imuninio atsako ląstelinio komponento) priešnavikinis poveikis

(37,38);

♦ imunokompetentinėmis ląstelėmis (T limfocitais, B limfocitais, plazminė-

mis ląstelėmis, NK ląstelėmis, makrofagais, eozinofilais) infiltruotų navikų kli-

nikinė eiga ir prognozė yra kur kas palankesnės nei šiomis ląstelėmis neinfilt-

ruotų piktybinių navikų (17). Pavyzdžiui, tiriant 174 kiaušidės karcinomos (III

ir IV stadijos) mėginius, gautus po ovarektomijos, 102 navikuose nustatyta T

limfocitų infiltracija (buvo tirti NIL – naviką infiltruojantys T limfocitai, pagal

CD3 žymens raišką), o 72 navikuose – NIL nerasta. Ligonių, kurių karcinomo-
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se buvo NIL, 5 metų išgyvenamumas siekė 38 %, tuo tarpu tų ligonių, kurių

navikuose NIL nerasta, 5 metų išgyvenamumas buvo tik 4,5 % (17).

Vis tik reikia paminėti, kad bendras NIL įvertinimas gali būti apgaulingas,

nes tarp naviką infiltruojančių T ląstelių gali būti ir įvairus kiekis imuninį atsa-

ką slopinančių T limfocitų. Būtent citotoksinių bei imunosupresinių T limfoci-

tų santykis nulemia priešnavikinio imuninio atsako pobūdį (39-42);

♦ pirminiais (įgimtais) ar antriniais (įgytais) imunodeficitais sergantys žmo-

nės kur kas dažniau suserga įvairiomis navikinėmis ligomis nei imuninės siste-

mos sutrikimų neturintys to paties amžiaus individai (17). Iš pradžių teigta, kad

imunosupresuoti žmonės dažniau serga tik virusinės kilmės navikais (pvz., Ka-

poši sarkoma, gimdos kaklelio vėžiu, kai kuriomis ne Hodžkino limfomomis),

ir buvo aiškinama, kad išsivystęs imuninis atsakas yra ne tiek priešnavikinis,

kiek priešvirusinis. Iš tiesų, imunosupresuoti žmonės yra kur kas imlesni įvai-

rioms infekcijoms, tame tarpe ir onkovirusinėms, be to, virusų sukelta kancero-

genezė yra spartesnė už spontaninę, todėl šie navikai greičiau išryškėja (17).

Vis tik šiuo metu tvirtai įrodyta, jog imunosupresuoti žmonės (daugiausiai

buvo tirti ligoniai po organų transplantacijų, nuolat vartojantys imuninę siste-

mą slopinančius vaistus) kur kas dažniau suserga ir įvairiais nevirusinės kilmės

piktybiniais navikais, pvz., inkstų, plaučių, storosios žarnos, kasos, endokrini-

nių liaukų, šlapimo pūslės, šlapimtakių vėžiu, odos melanoma, įvairiomis sar-

komomis (17);

♦ pastaruoju metu sėkmingai taikomos terapinės priešnavikinės vakcinos,

gydant įvairius žmogaus piktybinius navikus (43-47).

2.1.2. Priešnavikinio imuniteto efektoriniai komponentai

● Citotoksiniai CD8+ T limfocitai (CTL). Tai svarbiausias priešnavikinio

imuninio atsako komponentas (48). CD8+ T limfocitų receptorius (TLR) yra

nuo MHC-I molekulių priklausomas, antigenui specifinis, todėl atpažįsta kon-

krečius navikinės ląstelės antigenus (jų peptidinius epitopus), kurie yra pateik-

ti ląstelės paviršiuje, komplekse su MHC-I klasės molekulėmis (49,50). Įvai-
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riems navikiniams antigenams susidaro skirtingi CTL klonai, vykstant tiems

antigenams specifinių naiviųjų bei atminties CD8+ T limfocitų aktyvinimui,

proliferacijai ir diferenciacijai (51,52,53).

Tam, kad naivusis ar atminties CD8+ T limfocitas būtų aktyvintas ir galėtų

proliferuoti bei diferencijuotis į CTL, jam peptidinį antigeną, komplekse su

MHC-I molekule, turi pateikti profesionali antigeną pateikianti ląstelė (dendri-

tinė ląstelė, makrofagas), taip pat yra būtini TH1 limfocitų išskiriami citokinai

IL-2 bei IFNγ. CD4+ TH1 limfocitai yra aktyvinami, kai jų TLR atpažįsta pepti-

dinius antigenus, pateiktus su MHC-II klasės molekulėmis profesionalių APL

paviršiuje.

Po aktyvinimo, proliferacijos ir jos metu vykstančios diferenciacijos susida-

rę specifiniai CTL atpažįsta konkrečius navikinių ląstelių paviršiuje pateikia-

mus peptidinius antigenus (taip pat komplekse su MHC-I klasės molekulėmis)

ir sukelia taikininių ląstelių žūtį, išskirdami citotoksines molekules – perforiną

bei granzimus (51,52).

Pastaruoju metu gausėja duomenų, kad svarbų vaidmenį priešnavikiniame

imunitete atlieka CD8hCD57+ T limfocitai, kurie plačiau aptariami vėliau.

Yra duomenų, kad priešnavikiniame imuniniame atsake dalyvauja ir NKT

limfocitai (54-56) bei γδ-T limfocitai (57-59), kurie neretai apibūdinami kaip

tarpinė grandis tarp nespecifinio ir specifinio imuniteto.

● NK ląstelės (angl. natural killer – natūralus žudikas). Tai didelių, gra-

nuliuotų limfocitų populiacija, sudaranti apie 10 % (5-15% ) visų cirkuliuojan-

čių limfocitų (60,61,62). Šios ląstelės neekspresuoja nei CD3 (visiems T limfo-

citams būdingo žymens), nei CD19 bei CD20 (B limfocitams būdingų žyme-

nų), tačiau iki 30-40 % NK ląstelių gali ekspresuoti T limfocitams būdingą

CD8 antigeną. Pastarojo raiška NK ląstelių paviršiuje yra kur kas silpnesnė nei

T limfocituose ir žymima CD8low (63).

NK ląstelės yra nespecifinio (įgimto) imuniteto citotoksinis komponentas,

kurio pagrindinė funkcija yra nespecifiškai atpažinti ir sunaikinti viduląsteli-
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niais mikroorganizmais (virusais, viduląstelinėmis bakterijomis) infekuotas bei

navikines ląsteles (61,62,64).

Pagal CD56 žymens raišką NK ląsteles galima suskirstyti į dvi populiacijas

(65,66):

♦ CD56dim (angl. dim – blankus, blausus) - tai subrendusios NK ląs-

telės, kurių paviršiuje CD56 žymens raiška yra negausi. Jos sudaro

apie 90 % visų NK ląstelių ir pasižymi stipriu citotoksiniu poveikiu,

kurį lemia citoplazmos granulėse esantys perforinas bei granzimai,

išskiriami, kai NK ląstelė aktyvinama. CD56dim NK ląstelės atlieka

svarbų vaidmenį jau susiformavusio priešnavikinio imuninio atsako

mechanizmuose;

♦ CD56bright (angl. bright - ryškus) - tai NK ląstelės, kurių paviršiuje

CD56 molekulės gausiai ekspresuojamos. Šios mažiau subrendusios

ląstelės pasižymi kur kas silpnesniu citotoksiniu poveikiu, tačiau itin

gausiai išskiria įvairius citokinus (IL-12, IFNγ ir kt.) bei ekspresuo-

ja adhezijos molekules, kurios įgalina šias NK ląsteles kauptis antri-

niuose limfiniuose organuose bei uždegimo židiniuose. CD56bright NK

ląstelės atlieka svarbų vaidmenį, reguliuojant imuninį atsaką, taip pat

jos itin svarbios priešnavikinio imuninio atsako pradžioje, formuo-

jantis specifiniam citotoksiniam atsakui.

NK ląstelės gali tiesiogiai atpažinti pakitusias molekules navikinių ląstelių

paviršiuje, arba gali sąveikauti su antikūnais padengtomis (opsonizuotomis)

navikinėmis ląstelėmis (nuo antikūnų priklausomas ląstelių toksiškumas) (51,

52,67). Tai pirmasis - aktyvinantysis – signalas.

NK ląstelės aktyvinamos tik tada, kai negauna antrojo – slopinančiojo –

signalo, kuris perduodamas inhibuojantiems NK ląstelių receptoriams (iNKR)

sąveikaujant su taikininės ląstelės paviršiuje ekspresuojamomis MHC-I klasės

molekulėmis (kurios yra „pakrautos“, t. y. sudaro kompleksus su įvairiais „sa-

vais“ peptidais). Virusais infekuotose bei navikinėse ląstelėse dažnai būna su-

trikusi MHC-I klasės molekulių raiška, arba jos sudaro kompleksus su „sveti-

mais“ (virusiniais ar pakitusiais navikiniais) peptidais, todėl NK ląstelei neper-
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duodamas slopinamasis signalas, ji yra aktyvinama ir naikina virusų ar viduląs-

telinių bakterijų infekuotą arba navikinę taikininę ląstelę (51,52,65-67).

Itin aktyviu priešnavikiniu poveikiu pasižymi LAK – tai limfokinų aktyvin-

tos NK ląstelės, kurios susidaro veikiant didelėms IL-2 koncentracijoms, taip

pat IL-12 bei interferonams (68,69).

Vienas iš įrodymų, jog NK ląstelės atlieka svarbų vaidmenį priešnavikinia-

me imunitete, yra faktas, kad imunodeficitinėse („nuogose“) pelėse (kurios be-

veik neturi T limfocitų, tačiau jų organizme NK ląstelių kiekis ir funkcinis ak-

tyvumas yra normalūs) spontaninių navikų vystymosi dažnis nėra didesnis nei

normalių pelių organizme (17).

● Antikūnai. Nors navikinių ląstelių ekspresuojamiems antigenams speci-

finiai antikūnai yra nustatomi onkologinių ligonių periferiniame kraujyje ir ne-

abejotinai prisideda prie imuninio atsako navikams, tačiau jų vaidmuo nėra do-

minuojantis (70,71).

Manoma, kad antikūnų vaidmuo svarbesnis atpažįstant leukemijų, dauginės

mielomos navikines ląsteles, tuo tarpu kietųjų (vadinamųjų solidinių) navikų

atveju jų vaidmuo yra menkesnis.

● Makrofagai. Jie gali atpažinti antikūnais bei aktyvintais komplemento

sistemos baltymais padengtas (opsonizuotas) navikines ląsteles ir sukelti jų žū-

tį, išskirdami įvairius lizosominius fermentus, reaktyvias deguonies formas,

azoto monoksidą (NO) - tai nuo antikūnų priklausomas ląstelių toksiškumas

(51,52).

Priešnavikiniu poveikiu pasižymi aktyvintų makrofagų išskiriami citokinai

- TNFα (sukelia naviką maitinančių kraujagyslių trombozę ir navikinių ląstelių

nekrozę, slopina angiogenezę) bei TNFβ (sukelia navikinių ląstelių nekrozę)

(51,52).

Kaip jau minėta, makrofagai yra profesionalios antigeną pateikiančios ląs-

telės, būtinos aktyvinant naiviuosius bei atminties T limfocitus (51,52). Taigi,
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jie atlieka svarbų vaidmenį specifinio ląstelinio priešnavikinio imuninio atsako

formavimesi.

Būtina paminėti, kad pastaruoju metu gausėja duomenų, jog sukeldami ir

palaikydami lėtinį uždegimą, makrofagai gali skatinti navikinio proceso forma-

vimąsi bei jo progresavimą, pvz., yra duomenų, kad kai kurių gausiai makrofa-

gais infiltruotų piktybinių navikų (limfomų, krūties, plaučių karcinomų) prog-

nozė yra prastesnė. Vienas šio reiškinio aiškinimo būdų yra tas, kad lėtinio už-

degimo aplinkoje esantys citokinai aktyvina ląstelių proliferaciją, skatina an-

giogenezę (72-76).

Taigi, makrofagų vaidmuo navikinio proceso patogenezėje yra neviena-

reikšmis, todėl būtini tyrimai, norint įvertinti jų vaidmenį įvairių piktybinių na-

vikų biologijoje.

2.1.3. Navikų gebėjimas išvengti imuninės sistemos priežiūros

Nors žinomi įvairūs priešnavikinio imuniteto komponentai, tačiau navikai

organizme vis tiek susiformuoja, auga ir progresuoja. Tai lemia navikinių ląste-

lių gebėjimas išvengti imuninės sistemos priežiūros.

Pagal šiuolaikinę priešnavikinio imuniteto koncepciją, skiriami šie sąveikos

tarp navikinių ląstelių ir imuninės sistemos – imunoredagavimo - etapai (17,29,

30,77-80):

♦ eliminavimas. Šį imuninės sistemos ir naviko sąveikos etapą apima

visi anksčiau paminėti ir tarpusavyje glaudžiai susiję nespecifinio ir spe-

cifinio imuniteto mechanizmai. Jei jiems pavyksta visiškai sunaikinti

navikines ląsteles, tuo procesas ir baigiasi – imuninė sistema pašalina

naviką;

♦ pusiausvyra. Jei imuninei sistemai nepavyksta sunaikinti visų navi-

kinių ląstelių, tai tarp likusių genetiškai nestabilių piktybinių ląstelių ir

imuninės sistemos efektorinių mechanizmų nusistovi dinaminė pusiaus-

vyra, kai kliniškai pasireiškiantis navikas dar nesiformuoja, tačiau navi-

kinės ląstelės taip pat nėra eliminuojamos. Ši konkurencijos principu pa-
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grįsta dinaminė pusiausvyra žmogaus organizme gali trukti dešimtme-

čius;

♦ „pabėgimas“ nuo imuninės sistemos priežiūros. Dinaminės pu-

siausvyros periodu navikinės ląstelės, dėl jose nuolat besikaupiančių

mutacijų, kinta, ir ilgainiui gali susiformuoti toks jų klonas (ar keli klo-

nai), kurio ekspansijos imuninė sistema jau nebesugeba kontroliuoti. Tai

įvyksta dėl to, kad pusiausvyros stadijos metu piktybinės ląstelės yra

nuolat atakuojamos imuninės sistemos komponentų, todėl ilgainiui įgyja

evoliuciškai pranašesnių biologinių savybių, kurios joms leidžia išvengti

imuninės sistemos poveikio, kitaip tariant, imuninės sistemos apgultis

tarsi priverčia navikines ląsteles keistis, siekiant išgyventi. Šioje stadijo-

je imuninės sistemos nebesuvaldomos navikinės ląstelės ima formuoti

kliniškai pasireiškiantį naviką.

Žinomi įvairūs mechanizmai, kurių dėka piktybinės ląstelės sugeba išvengti

imuninės sistemos naikinančio poveikio (3,4). Iš jų paminėtini keli.

● Pakinta įvairių navikinių antigenų, kuriuos atpažįsta imuninė siste-

ma, raiškos pobūdis ar jų sandara. Pavyzdžiui, antigenai nustojami ekspre-

suoti, kinta jų epitopų sandara, arba membraniniai baltymai paverčiami tirpia

(sekretuojama) forma (4,81).

● Sutrinka navikinių antigenų epitopų pateikimas komplekse su MHC-

I klasės molekulėmis, todėl jų negali atpažinti citotoksiniai T limfocitai.

Pvz, gali sumažėti MHC-I klasės molekulių sunkiosios () ar / ir lengvosios

(β2-mikroglobulino) grandinių raiška navikinėse ląstelėse, arba gali būti eks-

presuojamos pakitusios struktūros ir funkcijos (mutavusios) MHC-I klasės mo-

lekulių sunkioji ar / ir lengvoji grandinės (4,81,82).

● Navikinės ląstelės gali gaminti ir išskirti imunosupresinius citokinus,

tokius kaip TGFβ ar IL-10 (83,84,85). Pvz., yra žinoma, kad įvairių navikų,
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ypač karcinomų, melanomos ląstelės išskiria imunosupresinį citokiną TGFβ

(83,84,86), kuris slopina NK ląstelių, T ir B limfocitų proliferaciją bei veiklą,

makrofagų funkcijas (fagocitinį pajėgumą, citokinų biosintezę, MHC ir kosti-

muliacinių molekulių raišką) (83). Įdomu tai, kad tos navikinės ląstelės, kurios

sekretuoja TGFβ, pačios neekspresuoja receptorių jam, todėl išvengia šio cito-

kino antiproliferacinio poveikio (87). Be to, yra duomenų, kad TGFβ skatina

navikų angiogenezę (88).

● Navikinės ląstelės gali įgyti atsparumą IFNγ tiesioginiam poveikiui.

Pavyzdžiui, vieno tyrimo metu nustatyta, kad 25 % plaučių adenokarcinomos

ląstelių linijų buvo atsparios IFNγ poveikiui. Navikinėse ląstelėse gali įvykti

mutacijos, sukeliančios IFNγ receptoriaus ar / ir jo signalo perdavime dalyvau-

jančių molekulių sandaros bei funkcijos pakitimus, o tai ir sąlygoja atsparumą

IFNγ poveikiui (17).

● Pastaruoju metu gausėja duomenų, kad priešnavikinio imuniteto cito-

toksinius mechanizmus gali slopinti pati imuninė sistema, veikiant imuninį

atsaką slopinantiems T limfocitams (86,89,90-93). Keli tyrimai įrodė, kad

imuninį atsaką slopinančių T limfocitų pagausėjimas onkologinių ligonių peri-

feriniame kraujyje ar / ir navike yra susijęs su ligos progresavimu bei prastesne

prognoze (89,94,95). Nustatyta, kad imunosupresiniu poveikiu pasižyminčių T

limfocitų gausėjimas ženkliai sumažina terapinių priešnavikinių vakcinų efek-

tyvumą, tuo tarpu šių T limfocitų eliminavimas susijęs su geresniu vakcinų te-

rapiniu poveikiu (96).

Yra duomenų, kad pačios piktybinės ląstelės gali skatinti imuninį atsaką

slopinančių T limfocitų susidarymą (97,98).

Toliau aptariamos įvairios imunosupresiniu poveikiu pasižyminčių T limfo-

citų populiacijos ir galimas jų vaidmuo slopinant priešnavikinį imuninį atsaką.
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2.2. Imuninį atsaką slopinantys T limfocitai ir jų vaidmuo

priešnavikiniame imunitete

Praėjusio amžiaus 8-ajame dešimtmetyje buvo nustatyta, kad T limfocitai

gali dalyvauti ne tik imuninio atsako sukėlime, bet ir jo slopinime (99,100).

Tada kilo didelis susidomėjimas imuninį atsaką slopinančiais T limfocitais (99-

101). Buvo atlikti eksperimentai, kurie netiesiogiai įrodė šių T ląstelių egzista-

vimą, pvz., skiriant dideles antigeno dozes, eksperimentiniams gyvūnams pa-

vykdavo sukelti imuninę toleranciją tam antigenui, o tokių gyvūnų T limfocitus

suleidžiant antigenu nepaveiktiems gyvūnėliams, pastarieji taip pat įgydavo

imuninę toleranciją tam antigenui (101,102). Tuomet manyta, kad imunosupre-

siniai T limfocitai išskiria įvairias molekules, koduojamas MHC-I genų lokuso

(pelių organizme H2 genų komplekso) tariamojoje I-J srityje (99,101). Teigta,

kad šios I-J molekulės dalyvaudavo pateikiant antigeną T limfocitams ir suke-

liant jų funkcijos slopinimą (101). Detaliau tyrinėjant pelių H2 genų lokusą,

1983 m. buvo įrodyta, jog I-J geno nėra, t. y. neegzistuoja ir I-J molekulės (99-

101). Tuomet kilo abejonių ir dėl imunosupresinių T limfocitų egzistavimo, o

jas stiprino dar ir šie faktai (99-101,103):

♦ niekaip nepavyko rasti bent vieno molekulinio žymens, kuris leistų

charakterizuoti supresinius T limfocitus ir įgalintų juos atskirti nuo kitų

T ląstelių. Dėl šios priežasties nebuvo galima išskirti imunosupresinių T

limfocitų klonų, tinkančių ląsteliniams bei molekuliniams jų savybių ty-

rimams;

♦ nepavyko konkrečiai apibūdinti imuninį atsaką slopinančiu poveikiu

pasižyminčių molekulių, kurias tariamai išskiria imunosupresiniai T

limfocitai;

♦ atliekant bandymus su TLR transgeninėmis pelėmis, taip pat naudo-

jant TLR specifinius antikūnus, buvo įrodyta, kad autoreaktyvūs T lim-

focitų klonai sunaikinami čiobrialiaukėje neigiamos selekcijos metu –

tai centrinė tolerancija, kurios, kaip manyta, pakanka autoreaktyvių T

limfocitų pašalinimui, todėl imunosupresiniai T limfocitai nereikalingi;
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♦ nustačius, kad egzistuoja TH1 ir TH2 limfocitai, pasiūlyta dar viena

imuninės sistemos veiklos savireguliacijos (supresijos) samprata, atsisa-

kant imunosupresinių T limfocitų poreikio: nustatyta, kad TH1 limfocitai

skatina ląstelinio imuninio atsako formavimąsi (dėl jų išskiriamo IFNγ),

o TH2 limfocitai – humoralinio atsako formavimąsi (veikiant jų išskiria-

miems IL-4, IL-5, IL-13). Kadangi TH1 ir TH2 limfocitai, per jų išskiria-

mus citokinus, gali kontroliuoti (slopinti) vieni kitų veiklą (t. y. regu-

liuoti imuninio atsako nukreipimą TH1 ar TH2 kryptimis), manyta, kad

to pakanka subalansuoto imuninio atsako vystymuisi.

Remiantis šiais duomenimis, praėjusio šimtmečio aštuntojo dešimtmečio

antrojoje pusėje buvo „nenuginčijamai“ atsisakyta imunosupresinių T limfocitų

koncepcijos (100,101,103).

Situacija vėl pasikeitė 1995 metais, kai Shimon Sakaguchi vadovaujama

japonų mokslininkų grupė įrodė, kad IL-2 receptoriaus α grandinę (CD25)

ekspresuojantys CD4+ T limfocitai, pavadinti reguliatoriniais T limfocitais

(CD4+CD25+ Treg), dalyvauja slopinant įvairių eksperimentinių autoimuninių

ligų vystymąsi pelių organizme.

Nuo tada vėl labai išaugo susidomėjimas imuninį atsaką slopinančiais T

limfocitais, ir šiuo metu jie yra vieni labiausiai tyrinėjamų imuninės sistemos

komponentų (5,101,104).

Ilgainiui CD4+CD25+ Treg limfocitai buvo nustatyti ir žmogaus organizme

(105), be to, buvo atrastos ir toliau atrandamos įvairios imuninį atsaką slopi-

nančių T limfocitų populiacijos tiek eksperimentinių gyvūnų, tiek ir žmogaus

organizme (106).
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Remiantis literatūros šaltiniais, pagrindines imuninį atsaką slopinančių T

limfocitų populiacijas galima suskirstyti į šias grupes (106-118):

● CD4+CD25+ Treg limfocitai:

♦ natūralūs - nTreg;

♦ indukuoti (įgyti, adoptyvūs) – iTreg:

■ TH3 limfocitai;

■Tr1 limfocitai;

● CD8+ Treg limfocitai:

♦ nuo Qa-1 (žmonių organizme nuo HLA-E) priklausomi CD8+ Treg

limfocitai;

♦ CD8+CD25+ Treg limfocitai;

♦ CD8+CD122+ Treg limfocitai (pelių);

♦ CD8hCD28-CD57+ T limfocitai. Tai labai heterogeniška populiacija

(12), todėl ne visi CD8hCD57+ T limfocitai pasižymi imunosupresiniu

poveikiu.

CD8hCD57+ T limfocitų populiacija ir įvairios funkciniu požiūriu skir-

tingos jos subpopuliacijos yra šio darbo ašis ir toliau aptariamos deta-

liau;

● kiti imuninį atsaką slopinantys T limfocitai (pvz., NK Treg limfocitai,

„dvigubai neigiami“ CD4-CD8- Treg limfocitai, γδ-Treg limfocitai ir kt.).

Įvairių tyrimų rezultatai rodo, kad imuninį atsaką slopinantys T limfocitai

atlieka svarbų vaidmenį autoimuninių ligų (119), alergijų (120), imunodeficiti-

nių sutrikimų (121) patogenezėje, taip pat dalyvauja kontroliuojant alotrans-

plantato atmetimo reakcijas (122) bei yra svarbūs priešnavikinio imuniteto me-

chanizmuose (123,124).

Tiriant imunosupresinių T limfocitų vaidmenį priešnavikinio imuniteto me-

chanizmuose, didžiausias dėmesys skiriamas būtent CD4+CD25+ Treg limfoci-

tams. Daugelio tyrimų metu nustatytas jų kiekio padidėjimas įvairiomis vėžio

formomis sergančių pacientų periferiniame kraujyje ar / ir pačiame navike (91,

125-132).
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Nustatyta, kad CD4+CD25+ Treg limfocitų kiekio padidėjimas onkologinių

ligonių organizme yra glaudžiai susijęs su vėžio progresavimu bei prastesne li-

gos prognoze (39,86,89,95,125,129,130,133). Taip pat yra duomenų, kad Treg

limfocitai yra linkę kauptis navikiniame audinyje ir sukelti vietinį priešnaviki-

nio imuninio atsako slopinimą (133,134), o šių naviką infiltruojančių Treg ląs-

telių veiklos slopinimas susijęs su naviko nykimu, net ir esant pažengusiai ligai

(135-137). Treg limfocitų veiklos „išjungimas“ paskatina priešnavikinio imuni-

teto citotoksinių mechanizmų veiklą, kas ir sukelia imuninį naviko naikinimą

(86).

Tačiau, siekiant nuslopinti CD4+CD25+ Treg limfocitų funkciją ir taip

skatinti priešnavikinį imuninį atsaką, susiduriama su svarbia problema – au-

imuninio atsako vystymusi (104,138), nes CD4+CD25+ Treg limfocitai yra at-

sakingi už autoreaktyvių T limfocitų veiklos slopinimą. Pavyzdžiui, JAV atlik-

to klinikinio tyrimo metu (139) 14 metastazavusia melanoma sergančių pacien-

tų buvo gydyti peptidinės vakcinos (skatintas T limfocitų atsakas navikinėms

ląstelėms) bei MDX-010 monokloninių antikūnų (blokuojančių CTLA-4 mole-

kulę, kuri yra svarbi Treg imunosupresinei veiklai) deriniu. Dviems pacientams

(14 %) buvo pasiektas visiškas, o vienam pacientui (7 %) – dalinis atsakas į

gydymą, tačiau jiems išsivystė stiprus, gydymo reikalaujantis, autoimuninis at-

sakas, pasireiškiant dermatitui, enterokolitui, hepatitui, hipofizitui. Be to, minė-

tos autoimuninės komplikacijos (tik švelnesnės – III/IV laipsnio) išsivystė ir 6

pacientams (43 %), kuriems nebuvo pasiektas kliniškai svarbus priešnavikinis

atsakas. Taigi iš viso pašalinis autoimuninis atsakas pasireiškė 9 (64 %) tyrime

dalyvavusiems ligoniams.

Taigi, norint Treg veiklos slopinimą pritaikyti kaip navikų imunoterapijos

priemonę, būtina sukurti metodikas, įgalinančias nuslopinti CD4+CD25+ Treg

limfocitų, kurių TLR specifiniai su navikais susijusiems antigenams, veiklą.

Pastaruoju metu gausėja duomenų, kad slopinant priešnavikinį imuninį at-

saką, svarbų vaidmenį atlieka imunosupresiniu poveikiu pasižyminčios įvairios

CD8hCD28-CD57+ T limfocitų subpopuliacijos (12,140-142). Be to, kaip jau
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minėta, CD8hCD28-CD57+ T limfocitų populiaciją sudaro ne tik imunosupresi-

nės, bet ir citotoksinės subpopuliacijos (12-16).

Žinant, kad heterogeniška CD8hCD28-CD57+ T limfocitų populiacija gau-

sėja, sergant onkologinėmis ligomis (12,143), neatmestinos jos sąsajos su navi-

kiniu procesu, todėl tikslinga šią populiaciją panagrinėti detaliau, siekiant įver-

tinti jos vaidmenį onkologinės patologijos metu.

2.3. CD8hCD57+ T limfocitai ir jų vaidmuo priešnavikiniame imunitete

2.3.1. Bendra CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos charakteristika

CD8hCD28-CD57+ T limfocitų populiacija susidaro dėl pakartotinio susidū-

rimo su įvairiais antigenais gyvenimo eigoje, t. y. esant lėtinei ar epizodiškai

pasikartojančiai antigeninei stimuliacijai (10,144-146). Kaip tai vyksta? Nai-

viųjų bei atminties CD8hCD28+ T limfocitų TLR atpažįsta peptidinius antige-

nus, pateiktus su MHC-I klasės molekulėmis profesionalių APL paviršiuje

(pirmasis aktyvinimo signalas), tačiau šios sąveikos nepakanka, kad vyktų mi-

nėtų CD8+ T limfocitų aktyvinimas. Tam yra būtinas antrasis kostimuliacinis

aktyvinimo signalas, kuris perduodamas sąveikaujant CD28 molekulei (T lim-

focito paviršiuje) su B7.1 (CD80) ar B7.2 (CD86) molekulėmis profesionalių

APL paviršiuje (147,148).

Be to, tam, kad įvyktų antrasis aktyvinimo signalas, reikalinga CD40 (APL

paviršiuje) ir CD40L (per TLR jau aktyvinto T limfocito paviršiuje) sąveika -

tai tarpinis aktyvinimo signalas, po kurio APL paviršiuje jau būna pakankama

CD80 ir CD86 kostimuliacinių molekulių raiška (149).

Kai CD8hCD28+ atminties T limfocitas susiduria su konkrečiu antigenu ir

gavęs abu signalus yra aktyvinamas, jis proliferuoja ir diferencijuojasi į efekto-

rinius (citotoksinius) bei kitos kartos atminties CD8hCD28+ T limfocitus. Šie

atminties T limfocitai, pakartotinai vis susidurdami su antigenu, gali „pereiti“

keletą tokių aktyvinimo ciklų.
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Nustatyta, kad kiekvieno aktyvinimo metu CD8hCD28+ T limfocitų pavirš-

šiuje palaipsniui mažėja CD28 molekulių raiška, kol galiausiai ji visai išnyksta,

susidarant CD8hCD28- atminties T limfocitų populiacijai. Šie T limfocitai yra

pasiekę galinę diferenciacijos stadiją ir po kontakto su antigenu jau nebegali

proliferuoti bei diferencijuotis, todėl vadinami „pasenusiais“ (angl. senescent)

(10,11,15).

Proliferacinių savybių praradimas susijęs su kritiniu (ribiniu) telomerų su-

trumpėjimu, vadinamąją Hayfflick‘o riba - tai reiškinys, kai kiekvieno ląstelės

dalijimosi metu palaipsniui trumpėja telomeros (genetinės informacijos neko-

duojančios DNR sritys, esančios chromosomų galuose ir palaikančios jų stabi-

lumą) (150,151). Hayfflick‘o riba būdinga visoms proliferuojančioms ląste-

lėms (išskyrus piktybines) – telomeroms sutrumpėjus iki kritinio lygio, ląste-

lės praranda galimybę daugintis (151).

Pastebėta, kad CD28 raiškos mažėjimas CD8h T limfocitų paviršiuje yra su-

sijęs su CD57 raiškos didėjimu, ir šių molekulių raiška yra beveik reciprokinė,

nes tik labai nedidelė dalis CD8h T limfocitų, gausiai ekspresuojančių CD57,

gali ekspresuoti ir CD28 molekulę (15,152). Be to, būtent CD57 raiškos didėji-

mas, o ne CD28 raiškos mažėjimas labiau atspindi CD8h T limfocitų „senėji-

mą“ (15), nes nustatyta, kad tiek CD8hCD28-CD57+, tiek CD8hCD28+CD57+ T

limfocitai yra „praėję“ vienodą skaičių dalijimosi ciklų (tai įvertinama pagal te-

lomerų ilgį), tuo tarpu kai CD8hCD28-CD57- T limfocitai visada būna „praėję“

mažiau dalijimosi ciklų nei CD8hCD57+ T limfocitai (nepriklausomai nuo

CD28 molekulės raiškos pastaruosiuose).

Taigi, galima teigti, kad būtent CD8hCD57+ fenotipas geriausiai apibūdina

„pasenusių“ CD8h T limfocitų populiaciją (15,153).

CD57 molekulė (dar žymima HNK-1, Leu7) – tai apie 110 kDa masės oli-

gosacharidas, kuris jungiasi prie ląstelės paviršiaus baltymų ekstraląstelinės da-

lies. Kraujyje CD57 raiška nustatoma dalies NK ląstelių bei T limfocitų pavir-

šiuje, tačiau šios molekulės nerandama granulocitų, eritrocitų ar trombocitų pa-

viršiuje. Dar organizme CD57 molekulę ekspresuoja neuronai (154).
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Nors CD8hCD57+ T limfocitai yra pasiekę galinę diferenciacijos stadiją ir

vadinami pasenusiais, jie nėra imuninės sistemos balastas, nes yra išlaikę efek-

torines funkcijas ir atlieka svarbų vaidmenį imuniniame atsake (48,154-157).

Pateikiami prieštaringi duomenys apie CD8hCD57+ T limfocitų polinkį

apoptozei – vieni autoriai (10,158,159) teigia, kad CD8hCD57+ T limfocitai yra

atsparūs apoptozei, kiti (15,48,152,160,161), priešingai, teigia, kad ši T limfo-

citų populiacija yra linkusi pasukti apoptozės keliu, esant antigeninei stimulia-

cijai (aktyvinimo sukelta apoptozė).

Kaip jau minėta, CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos atsiradimas yra susi-

jęs su lėtine antigenine stimuliacija. Nustatyta, kad CD8hCD57+ T limfocitų

populiacija gausėja:

♦ su amžiumi (10,14,146,154,159);

♦ po hemopoetinių kamieninių ląstelių ar solidinių organų transplanta-

cijos (13,155,162);

♦ sergant lėtinėmis viduląstelinių mikroorganizmų (virusų, kai kurių

bakterijų) sukeliamomis ligomis (10,13,154,162,163);

♦ sergant lėtiniu alkoholizmu (155,164);

♦ sergant autoimuninėmis ligomis (13,154,155,165);

♦ sergant onkologinėmis ligomis (12,48,143,154,166-168).

CD8hCD57+ T ląstelių populiacija yra labai heterogeniška (12,14), t. y. ją

sudaro kelios subpopuliacijos. Yra žinomos citotoksinės subpopuliacijos, gau-

siai ekspresuojančios perforiną ir granzimus (13,14,165), bei CD8hCD57+ T

limfocitų subpopuliacija, kuri išskiria labai daug citokino interferono γ (IFNγ) 

(15,16,169), o šis gali tiesiogiai sukelti navikinių ląstelių žūtį (17) bei pasižymi

netiesioginiu priešnavikiniu poveikiu, aktyvindamas priešnavikinio imuniteto

citotoksinius komponentus (18). Taip pat yra duomenų, kad CD8hCD57+ T

limfocitai, ekspresuojantys vidubranduolinį transkripcijos veiksnį FOXP3, pa-

sižymi imunosupresiniu poveikiu (19,20).
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CD8hCD57+ T limfocitai gali ekspresuoti NKG2A (CD159a) molekulę, ir

tokius T limfocitus galima vertinti kaip netiesioginius imunosupresorius. Šių T

limfocitų TLR atpažinus antigeną, jie nėra aktyvinami, nes NKG2A molekulė

(sąveikaudama su HLA-E ir peptido kompleksu APL paviršiuje) T limfocitui

perduoda slopinimo signalą, kuris konkuruoja su TLR sukeliamu aktyvinimo

signalu (170,171).

Reikia paminėti, kad CD57 molekulės raiška didėja ne tik „senstančių“

CD8+, bet ir CD4+ T limfocitų paviršiuje (154,155,161). Tiesa, CD4+ T limfo-

citų „senėjimas“ vyksta kur kas lėčiau, nes CD57 molekulės raiškos didėjimo

dinamika yra lėtesnė, t. y. atminties CD4+ T limfocitai gali būti aktyvinami

daugiau kartų, kol pasiekia galinės diferenciacijos stadiją ir praranda gebėjimą

proliferuoti, esant pasikartojančiai antigeninei stimuliacijai (10,11,159). Pvz.,

nustatyta, kad tik gimusio kūdikio periferiniame kraujyje visi T limfocitai eks-

presuoja CD28 molekulę, o 80 metų ir vyresnių žmonių periferiniame kraujyje

net 50-60 % CD8+ T limfocitų CD28 molekulės neekspresuoja, tuo tarpu CD4+

T limfocitų populiacijoje tokių ląstelių yra tik apie 10-15 % (14).

Toliau plačiau aptariamos šiame darbe tiriamos CD8hCD57+ T limfocitų

subpopuliacijos.

2.3.2. Imunosupresiniai CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitai

FOXP3 molekulė pripažįstama pagrindiniu daugelio imunosupresinių T

limfocitų biožymeniu (21,22), todėl CD8hCD57+FOXP3+ T ląstelių subpopulia-

cija gali būti vertinama kaip vienas svarbiausių imunosupresinių komponentų

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje.

FOXP3 (angl. forkhead/winged-helix transcription factor P3) - tai vidu-

branduolinis transkripcijos veiksnys, dar vadinamas skurfinu (172). FOXP3

baltymas yra įvairių genų transkripcijos represorius ir priklauso FOX transkrip-

cijos reguliuotojų (aktyvintojų ar slopintojų) šeimai. Šios šeimos baltymai re-

guliuoja genų, kurių produktai dalyvauja ląstelių augimo, proliferacijos bei di-

ferenciacijos procesuose, raišką. Kai kurie FOX šeimos baltymai yra svarbūs

embrioninio vystymosi metu (172-174).
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Visų FOX šeimos baltymų molekulėms būdinga specifinės formos sritis

FKH (angl. forkhead box), sudaryta iš 80-100 aminorūgščių liekanų. Būtent ši

sritis dalyvauja FOX baltymams sąveikaujant su DNR ir reguliuojant tam tikrų

genų raišką (transkripciją) (172-174).

CD8hCD57+FOXP3+ Ts limfocitų veikimo mechanizmas (149,175-180):

♦ jie sąveikauja su profesionaliomis APL (dendritinėmis ląstelėmis

bei monocitais / makrofagais, bet ne su B limfocitais) ir paverčia jas tole-

rogeniškomis TH ir Tc limfocitams, t. y. pateikdamos antigeną, šios pro-

fesionalios APL sukelia naiviųjų bei atminties TH ir Tc limfocitų anergi-

ją. Kaip tai vyksta? Profesionalios APL pateikia peptidinį antigeną (kom-

plekse su MCH-I klasės molėkulėmis) CD8hCD57+FOXP3+ TS limfocitų

TLR. Dėl šios sąveikos APL paviršiuje padidėja ILT3 bei ILT4 molekulių

raiška, ir dėl to sumažėja APL gebėjimas gausiai ekspresuoti kostimuliacines

CD80 ir CD86 molekules po CD40L-CD40 sąveikos. Kaip jau buvo minėta,

CD80 ir CD86 molekulės yra būtinos perduodant antrąjį (kostimuliacinį) ak-

tyvinimo signalą naiviesiems bei atminties T limfocitams.

Manoma, kad ILT3 ir ILT4 baltymų veikla susijusi su transkripcijos

veiksnio NF-κB aktyvinimo inhibavimu. Šis transkripcijos veiksnys dalyvau-

ja aktyvinant minėtas kostimuliacines molekules koduojančių genų raišką.

Taip profesionalios APL tampa tolerogeniškos ir po sąveikos su naiviai-

siais bei atminties CD4+ ar CD8+ T limfocitais paverčia juos anergiškais, t. y.

negalinčiais proliferuoti ir diferencijuotis į efektorines bei kitos kartos atmin-

ties T ląsteles.

Naiviųjų bei atminties T ląstelių „anergizavimo“ procesą galima sus-

kirstyti į tris stadijas:

1) tolerogeniškos APL (pagrinde DL) pateikia peptidinį antigeną

(komplekse su MHC-II klasės molekulėmis) naiviųjų ar atminties CD4+

T limfocitų TLR bei naiviųjų ar atminties CD8+ T limfocitų TLR (kom-

plekse su MHC-I molekulėmis), ir šie gauna pirmąjį aktyvinimo signalą;



32

2) kadangi tolerogeniškose DL yra nepakankama kostimuliacinių mo-

lekulių (CD80 ir CD86) raiška, tai jos negali perduoti naiviesiems bei

atminties T limfocitams būtino antrojo aktyvinimo signalo;

3) negavę antrojo aktyvinimo signalo, minėti T limfocitai tampa aner-

giški. Be to, yra duomenų, kad procesas nesibaigia tiesiog šių T limfoci-

tų „anergizavimu“, t. y. CD4+ T ląstelės gali virsti indukuotais

CD4+CD25+FOXP3+ Treg limfocitais, kurie savo ruožtu toliau inicijuo-

ja tolerogeniškų APL formavimąsi. Kitaip tariant, įsijungia imuninį at-

saką slopinančių T limfocitų susidarymo kaskada. Šis procesas vadina-

mas infekcine tolerancija. Taip pat yra duomenų, kad tolerogeniškos

APL gali sukelti ir naiviųjų bei atminties CD8h T limfocitų anergiją bei

inicijuoti imunosupresinių CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų susidary-

mą.

Taigi CD8hCD57+FOXP3+ Ts limfocitai netiesiogiai (per profesionalias

APL) sukelia naiviųjų bei atminties T limfocitų anergiją ir įjungia imuninį

atsaką slopinančių T limfocitų susidarymo kaskadą (175).

Reikia paminėti, kad CD8hCD57+FOXP3+ Ts limfocitai gali paversti tolero-

geniškomis ne tik profesionalias APL, bet ir kraujagyslių endotelio ląsteles, ku-

rios apibūdinamos kaip neprofesionalios APL (181).

Nustatyta, kad po sąveikos su CD8hCD57+FOXP3+ Ts limfocitais, endote-

liocitų membranoje vyksta įvairių svarbių kostimuliacinių bei adhezijos mole-

kulių raiškos sumažėjimas (CD40, CD54, CD58, CD62E, CD83, CD106), ir jie

tampa tolerogeniškais (149,181) T limfocitų atžvilgiu.

2.3.3. Imunosupresiniai CD8hCD57+iNKR+ T limfocitai

NKR – tai NK ląstelių receptoriai. Toks pavadinimas jiems suteiktas dėl to,

kad pirmiausia jų raiška buvo nustatyta NK ląstelių paviršiuje (182,183). Vė-

liau paaiškėjo, kad įvairius NKR gali ekspresuoti ir dalis T limfocitų (184,185),

be to, šie NKR gali reguliuoti tokių T limfocitų funkcinį aktyvumą (171).



33

Dauguma NKR yra MHC-I specifiniai, t. y. jie atpažįsta antigeninius pepti-

dus, pateiktus su konkrečiomis šios klasės molekulėmis (64,186). Tačiau yra

žinomi ir keli nuo MHC-I nepriklausomi NKR – tai CD56, CD16 (FcγRIII), 

CD161 (NKRP1), CD244 (2B4, C1.7) (184). Beje, CD57 molekulės raiška pir-

miausia taip pat buvo nustatyta NK ląstelėse (154), todėl ir ji gali būti priskiria-

ma NKR grupei.

Teigiama, kad NKR raiška būdingiausia būtent „pasenusiems“ CD8hCD57+

T limfocitams (171,187,188), tačiau yra duomenų, kad NKR gali ekspresuoti ir

„įprastiniai“ CD8hCD57- T limfocitai (184). Šiuos duomenis paremia ir mūsų

gauti rezultatai (tai plačiau nagrinėjama, aptariant rezultatus).

MHC-I specifiniai NKR gali būti aktyvinantys (aNKR - sukeliantys ar stip-

rinantys NK ląstelių ar T limfocitų aktyvinimo signalą) bei inhibuojantys

(iNKR – slopinantys NK ląstelių ar T limfocitų aktyvinimą). Priklausomai nuo

to, toks receptorius yra ekspresuojamas bei aktyvinamas, atitinkamai gali būti

reguliuojamas NK ląstelės ar T limfocito funkcinis aktyvumas (189-194). Jei

tas pats CD8+ T limfocitas ekspresuoja ir inhibuojantį, ir aktyvinantį NKR, tai

dominuoja iNKR poveikis, todėl CD8+ T limfocito efektorinė funkcija nepasi-

reiškia (195).

Žmogaus organizme skiriamos trys klasės MHC-I specifinių NKR:

♦ KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors). Tai imunoglobu-

linų superšeimai priklausančių receptorių šeima, kurios nariai atpažįsta

peptidais „pakrautas“ klasikines MHC-Ia klasės molekules (HLA-A, -B

ir -C). Tiesa, kai kurių KIR (pvz., KIR2DL4) ligandas yra neklasikinė

HLA-G molekulė (184,196), kurią savo paviršiuje ekspresuoja placen-

tos trofoblastai (184).

KIR yra I tipo transmembraniniai baltymai, jų molekulių ekstraląste-

linėje dalyje yra du arba trys domenai, kuriems būdinga imunoglobulini-

nė klostė.

Žmogaus organizme žinoma 14 KIR – 8 iš jų yra inhibuojantys ir 6

aktyvinantys (196).
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Inhibuojančių KIR viduląstelinė dalis yra ilga, joje randamos viena

ar dvi ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) sekos, ini-

cijuojančios NK ląstelės ar T limfocito aktyvinimą slopinančius viduląste-

linius molekulinius signalus (195,196).

Aktyvinančių KIR viduląstelinė dalis yra trumpa, ir joje nėra jokių

signalinių sekų, tačiau KIR transmembraninėje dalyje yra vieta (krūvį tu-

rinti aminorūgšties liekana), įgalinanti sąveiką su adaptoriniais baltymais

DAP10 ir DAP12, kurių struktūroje yra ITAM (immunoreceptor tyrosine-

based activation motif) sritys, inicijuojančios viduląstelinio aktyvinimo

signalo perdavimą (195,196).

♦ ILT (immunoglobulin-like transcripts) receptoriai, dar vadinami

LIR (leukocyte immunoglobulin-like receptors). Tai imunoglobulinų su-

peršeimai priklausančių receptorių šeima, kurią sudaro 13 narių (195,

197). ILT receptorius koduojantys genai nėra polimorfiški (priešingai nei

KIR atveju) (197). ILT gali būti ekspresuojami NK ląstelių, dalies T lim-

focitų, taip pat profesionalių APL paviršiuje. Jie atpažįsta peptidais „pak-

rautas“ klasikines MHC-Ia klasės molekules, taip pat neklasikinę HLA-G

molekulę (197). ILT būna membraniniai (I tipo transmembraniniai balty-

mai) bei tirpūs (197).

ILT receptoriai gali būti aktyvinantys (pvz., tirpi ILT4 forma, ILT5) ir

inhibuojantys (ILT2, ILT3, membraninė ILT4 forma) (196,197).

Kaip jau minėta, ILT3 ir ILT4 receptoriai yra gausiai ekspresuojami

tolerogeniškų dendritinių ląstelių paviršiuje. Jų hiperekspresiją šiose ląs-

telėse indukuoja CD8hCD57+FOXP3+ Ts limfocitai, taip pat IL-10, IFNα

(ar jų derinio) bei vitamino D3 ir jo darinių poveikis DL aktyvinimo metu

(175-180).

♦ C tipo lektinų receptoriai, dar vadinami NKG2. Tai C tipo lekti-

nų superšeimai priklausantys baltymai, kurių ekstraląstelinėje dalyje yra į

C tipo lektinų (savitų angliavandenius prijungiančių baltymų) struktūrą

panašus domenas (194,195,198).
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Visi šios grupės receptoriai sudaro heterodimerinius kompleksus su

invariantine CD94 molekule, išimtis – NKG2D, kuris sudaro homodime-

rinį kompleksą (195,198).

Yra žinomi 2 inhibuojantys CD94/NKG2 receptoriai (jų viduląstelinė-

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 (jų transmembrani-

nėje dalyje yra vietos, sąveikaujančios su ITAM sritis turinčiu DAP12

adaptoriniu baltymu), beje, NKG2E bei NKG2H baltymai taip pat yra tos

pačios mRNR molekulės alternatyvaus splaisingo produktai (194).

Visų minėtų heterodimerinių CD94/NKG2 receptorių ligandas yra

HLA-E molekulė (pelių organizme Qa-1b) – tai neklasikinė, mažai poli-

morfiška MHC-Ib klasės molekulė, kurią ekspresuoja įvairių audinių ląs-

telės (194). HLA-E molekulės sudaro kompleksus su peptidais, kilusiais

iš įvairių baltymų signalinių (lyderinių) sekų (196), tačiau CD94/NKG2

receptoriai atpažįsta tik tokias HLA-E molekules, kurios sudaro komplek-

sus su nanopeptidais, kilusiais iš įvairių MHC-I klasės molekulių signali-

nių sekų (196,198).

Homodimerinis NKG2D receptorius yra aktyvinantis, o jo ligandai yra

įvairios į MHC-I panašios molekulės, tokios kaip MICA, MICB, ULBP1-

4 ir kt. (196,198).

Nustatyta, kad NKR raiška T limfocituose padidėja infekcinių bei onkologi-

nių susirgimų metu (170,199), be to, įvairūs jų raiškos pokyčiai gali būti susiję

su vėžio progresavimu (171).

Tiriant NKR raišką onkologinėmis ligomis sergančių ligonių CD8+ T lim-

focitų paviršiuje, bene didžiausias dėmesys yra skiriamas inhibuojančiam

CD94/NKG2A receptoriui. Nustatyta, kad jį ekspresuojančių T ląstelių kiekio

padidėjimas naviką infiltruojančių T limfocitų populiacijoje gali būti stebimas

esant įvairių lokalizacijų navikams ir yra siejamas su prastesne ligos prognoze

(194).
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Yra duomenų, kad CD94/NKG2A raišką CD8+ T limfocitų paviršiuje gali

skatinti navikinių ląstelių išskiriami citokinai, tokie kaip IL-15 bei TGFβ (200).

Pvz., tiriant gimdos kaklelio karcinomą infiltruojančių T limfocitų populiaci-

jas, nustatyta, kad jose NKG2A ekspresuojančių CD8+ T limfocitų buvo gero-

kai daugiau nei tose CD8+ T limfocitų populiacijose, kurios infiltruoja normalų

gimdos kaklelio audinį ar cirkuliuoja periferiniame kraujyje. Taip pat nustaty-

ta, kad gimdos kaklelio karcinomos ląstelės gausiai išskyrė citokinus IL-15 bei

TGFβ, o kultivuojant šias ląsteles su CD8+ T limfocitais, pastaruosiuose buvo

skatinama CD94/NKG2A raiška. Naudojant blokuojančius monokloninius an-

tikūnus, specifinius IL-15 ir TGFβ, CD94/NKG2A raiška CD8+ T limfocituose

buvo inhibuojama (200).

2.3.4. Citotoksiniai ir imunomoduliuojantys CD8hCD57+ T limfocitai

Įrodyta, kad CD8hCD57+ T limfocitai gali itin gausiai ekspresuoti perforiną

ir granzimus (13,14,154,165,201) bei išskirti neįprastai didelius citokino IFNγ 

kiekius (15,16,154,157,169,202,203).

Yra duomenų, kad būtent citotoksiniu poveikiu pasižymintys CD8hCD57+

T limfocitai atlieka svarbų vaidmenį, sukeliant hepatito C virusais infekuotų

hepatocitų žūtį (204), taigi tikėtina, kad navikiniams antigenams specifiniai ci-

totoksiniai CD8hCD57+ T limfocitai yra svarbus priešnavikinio imuninio atsa-

ko komponentas.

● Perforinas – tai citolizinis baltymas, randamas CD8+ T limfocitų bei NK

ląstelių citoplazmoje esančiose rūgštinėse, į lizosomas panašiose, citolizinėse

granulėse, kuriose jis yra kartu su granzimais bei granulizinu (205,206).

Teigiamą krūvį turintys perforinas ir granzimai citolizinėse granulėse suda-

ro nekovalentinius kompleksus su proteoglikanu serglicinu (207).

Kai T limfocitas ar NK ląstelė yra aktyvinami, citolizinės granulės egzoci-

tozės būdu patenka į imunologinę sinapsę, susidarančią tarp T limfocito / NK

ląstelės ir taikininės ląstelės (205,208,209).
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Pagal klasikinį modelį, iš granulių atsipalaidavęs perforinas taikininės ląste-

lės membranoje polimerizuojasi (esant Ca2+) ir sudaro 5-20 nm skersmens ka-

nalus, pro kuriuos į ląstelę patenka granzimai. Esant didelei perforino koncen-

tracijai, gali būti suardomas ląstelės membranos vientisumas, ir į ląstelę nekon-

troliuojamai plūsta natrio jonai bei vanduo, sukeldami osmolizę (209,210,211).

Pastaraisiais metais gausėja duomenų, kad šis modelis nėra visiškai teisin-

gas (207,209,210), nes nėra įrodymų, jog in vivo taikininės ląstelės membra-

noje formuotųsi stabilūs poliperforino kanalai (209). Be to, įrodyta, kad granzi-

mai į ląstelę patenka ne pasyviai pro membraninius poliperforino kanalus, o re-

ceptorinės endocitozės būdu (210), pvz., po sąveikos su manozės 6-fosfato re-

ceptoriumi (granzimo B atveju) (209,210). Maža to, nustatyta, kad poliperfori-

no formuojamų kanalų skersmuo yra per mažas, kad pro juos praeitų didelės

globulinės granzimų molekulės (207).

Taigi, kol kas neaišku, koks yra tikslus perforino veikimo mechanizmas,

nors ir yra įrodyta, kad jis būtinas tam, kad pasireikštų granulėse sukauptų cito-

lizinių molekulių poveikis, pvz., nesant perforino, nepasireiškia granzimų cito-

toksinis poveikis (209,210). Akivaizdus perforino poreikis, naikinant viduląste-

liniais mikroorganizmais infekuotas bei navikines ląsteles, išryškėja transgeni-

nėse pelėse, kurių genome nėra perforiną koduojančių genų (210,212).

Pasiūlytas modelis, pagal kurį perforinas, granzimai bei serglicinas sudaro

bendrą citolizinį kompleksą, kurio visi trys komponentai yra būtini citotoksi-

niam poveikiui pasireikšti (207,213). Teigiama, kad dalyvaujant perforinui, mi-

nėtą kompleksą endocituoja taikininės ląstelės (jose susidarant gigantiškoms

endosomoms), o tada perforinas formuoja poras endosomų membranoje ir įga-

lina granzimų patekimą į citoplazmą. Serglicinas yra reikalingas, tačiau tikslus

jo vaidmuo nežinomas (207). Vis dėlto ir šis modelis turi neaiškumų – niekaip

nepavyksta nustatyti perforino taikininių ląstelių viduje (213).

● Granzimai – tai fermentai serino proteazės, kurios randamos CD8+ T

limfocitų bei NK ląstelių citoplazmos citolizinėse granulėse. Žmogaus organiz-
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me randami 5 rūšių granzimai, kurie skiriasi savo specifiškumu substratams –

tai granzimai A, B (labiausiai ištirti), K, H ir M (214).

Kaip jau minėta, granzimų poveikis taikininei ląstelei yra visiškai priklau-

somas nuo perforino buvimo (209,210,212).

Granzimas B yra geriausiai ištirtas. Jo citotoksinis poveikis taikininei ląste-

lei labiausiai susijęs su nuo mitochondrijų priklausomų apoptozės mechanizmų

paleidimu, kai yra pažeidžiama mitochondrijų išorinės membranos sandara, iš

vidinės membranos atpalaiduojamas citochromas c, ir aktyvinama apoptozę su-

keliančių fermentų kaspazių kaskada (214,215).

Nors granzimo B apoptozę sukeliantis poveikis labiausiai siejamas būtent

su kaspazėmis, nustatyta, kad yra ir kiti, nuo kaspazių nepriklausomi, jo cito-

toksinio poveikio mechanizmai, pvz., jis sukelia pūslių susidarymą taikininės

ląstelės membranoje ir pažeidžia jos struktūrą bei funkcijas. Šis poveikis susi-

jęs su kinazės Rock II, kuri dalyvauja aktomiozino susitraukimo mechanizme,

inaktyvinimu (fermento suskaidymu) (214,215).

Granzimas A sukelia ląstelių apoptozę, įjungdamas mechanizmus, nesusi-

jusius su kaspazių aktyvinimu, tačiau susijusius su mitochondrijomis. Priešin-

gai nei granzimas B, jis neveikia mitochodrijų išorinės membranos, tačiau pa-

žeidžia jų vidinę membraną (išnyksta jos elektrinis biopotencialas), o tai suda-

ro sąlygas reaktyvioms deguonies formoms iš mitochondrijų gausiai patekti į

citoplazmą, kur jos inicijuoja ląstelės žūtį sukeliančius procesus (214,215).

Nustatyta, kad granzimas A gali tiesiogiai skaidyti baltymus, stabilizuojan-

čius branduolio membranos vientisumą (lamininus), palaikančius chromatino

struktūrą (histonus, SET baltymą) bei dalyvaujančius DNR pažaidų reparacijo-

je (214).

Granzimo A sukeltos apoptozės metu ląstelėje susidaro viengrandžiai DNR

trūkiai, tuo tarpu granzimas B žūstančioje ląstelėje sukelia oligonukleosominių

DNR fragmentų susidarymą (214,215).

Granzimai H, K ir M yra mažiau ištirti, jų veikimo mechanizmas nėra tiks-

liai žinomas. Yra žinoma, kad granzimas M sukelia greitą ląstelių žūtį, įjungda-

mas nuo kaspazių bei mitochondrijų nepriklausomus apoptozės mechanizmus.
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Yra duomenų, kad granzimas M gali netiesiogiai reguliuoti granzimo B akty-

vumą (214).

● Interferonas γ (IFNγ) – tai II tipo interferonas, kurį išskiria CD4+ TH1

limfocitai, dalis CD8+ T limfocitų (ypač CD8hCD57+ T limfocitai (15,16)), NK

ląstelės, taip pat tam tikromis sąlygomis jį gali gali išskirti B limfocitai, makro-

fagai, dendritinės ląstelės (18).

IFNγ priešnavikinio poveikio mechanizmai (17,18,51,52,87):

♦ įrodyta, kad IFNγ gali citotoksiškai veikti navikines ląsteles, indu-

kuodamas jose proapoptotinius, antiproliferacinius molekulinius signalus,

tai pat slopindamas angiogenezę. Tai tiesioginis priešnavikinis IFNγ po-

veikis.

Visi toliau aptariami IFNγ veikimo mechanizmai navikines ląsteles

veikia netiesiogiai, t. y. aktyvina priešnavikinį imuninį atsaką. Tai imuno-

moduliuojantis IFNγ poveikis:

♦ IFNγ aktyvina navikinio antigeno pateikimą (peptido pavidalu)

MHC-I bei MHC-II keliais, t. y. įgalina baltyminį antigeną būti „matomu“

CD4+ bei CD8+ T limfocitams. Be to, IFNγ gali induktuoti MHC-II klasės

molekulių raišką įvairių ląstelių, tame tarpe ir navikinių, paviršiuje (įpras-

tai šias molekules ekspresuoja tik profesionalios APL), taigi jos tiesiogiai

gali pateikti antigeną naiviesiems bei atminties CD4+ T limfocitams (kaip

minėta, šie T limfocitai yra būtini naiviųjų bei atminties CD8+ T limfocitų

aktyvinimo procese);

♦ IFNγ (dalyvaujant IL-12) skatina CD4+ TH1 limfocitų susidarymą iš

TH0 ląstelių bei slopina pastarųjų diferenciaciją TH2 limfocitų susidarymo

kryptimi, t. y. skatina ląstelinio imuninio atsako formavimąsi;

♦ IFNγ svarbus naiviesiems bei atminties CD8+ T limfocitams diferen-

cijuojantis į citotoksinius T limfocitus, kurie yra pripažįstami pagrindiniu

priešnavikinio imuninio atsako komponentu (48,184);
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♦ IFNγ (kartu su IL-2) skatina NK ląstelių virtimą kur kas aktyvesniu

priešnavikiniu poveiku pasižyminčiomis limfokinų aktyvintomis ląstelė-

mis (LAK). Taip IFNγ aktyvina ir nespecifinio priešnavikinio imuninio at-

sako komponentus.

Taigi, CD8hCD57+IFNγ+ T limfocitai, itin gausiai išskiriantys IFNγ, pasižy-

mi tiek tiesioginiu citotoksiniu poveikiu navikinėms ląstelėms, tiek imunomo-

duliuojančiu poveikiu priešnavikiniam imunitetui.

2.3.5. CD8hCD57+ T limfocitų vaidmuo priešnavikiniame imunitete

Įrodyta, kad CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos gausėjimas susijęs su on-

kologine patologija - vėžiu sergančių ligonių organizme šių T limfocitų popu-

liacijos pagausėjimas yra nustatomas tiek periferiniame kraujyje, tiek NIL po-

puliacijoje (12,48,143,168,171,216).

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos svarbą onkologinių susirgimų atveju

atskleidžia faktas, kad naviką pašalinus iš organizmo, šių T limfocitų kiekis su-

mažėja, nors prieš tai būna padidėjęs (48). Yra duomenų, kad CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijos gausėjimas tiesiogiai koreliuoja su piktybinio naviko

stadijos didėjimu, t. y. ligos progresavimu (216).

Kadangi stebimos sąsajos tarp navikinio proceso bei CD8hCD57+ T limfo-

citų populiacijos kiekybinių kitimų ligonių periferiniame kraujyje bei navike,

šių pokyčių įvertinimas gali būti naudingas, charakterizuojant priešnavikinį

imunitetą, o tai itin svarbu klinikinėje onkologinėje praktikoje, prognozuojant

ligos eigą ir parenkant optimalią gydymo taktiką, ypač prognozuojant priešna-

vikinės imunoterapijos efektyvumą bei vertinant jos skyrimo tikslingumą.
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2.4. Inkstų ląstelių karcinoma ir odos melanoma – imunogeniškiausi

žmogaus piktybiniai navikai

● Inkstų ląstelių karcinoma (ILK) – tai dažniausiai pasitaikantis inkstų

piktybinis navikas, sudarantis apie 90 % visų šios lokalizacijos piktybinių navi-

kų ir apie 2-3 % visų suaugusiųjų piktybinių navikų (217,218). Apie 80 % at-

vejų ILK pasireiškia 40-70 metų (dažniausiai virš 60 metų) žmonėms, vyrams

dažniau nei moterims (santykis 3:2) (218).

Skiriami 4 ILK histologiniai variantai: šviesiųjų ląstelių (dažniausiai pasi-

taikanti, sudaranti apie du trečdalius visų ILK), papilinė (speninė, chromofili-

nė), surenkamųjų latakų, chromofobinė (217,218).

ILK ląstelės yra atsparios spindulinei terapijai bei chemoterapijai, todėl

esant pažengusiai ligai (kai chirurginio gydymo jau negalima taikyti), bene vie-

ninteliai liekantys gydymo būdai yra sisteminė imunoterapija (skiriant rIFNα,

rIL-2 ar rIL-21) ir neseniai pradėta taikyti biologinių taikinių terapija (sorafeni-

bas, sunitinibas, temsirolimus, everolimus), taip pat skiriamas angiogenezės in-

hibitorius bevacizumabas (217-219).

● Odos melanoma – tai odoje susiformuojantis melanocitų kilmės agresy-

vus piktybinis navikas, sudarantis apie 5 % visų odos pirminių navikų (26).

Dažniausiai pasireiškia vyresnio amžiaus žmonėms, nors pastaruoju metu ši li-

ga vis dažniau diagnozuojama jauniems suaugusiems bei paaugliams ar netgi

vaikams (220,221).

Skiriami 4 pagrindiniai odos melanomos histologiniai variantai (26,219):

paviršiumi plintanti melanoma (sudaro apie 55 % visų odos melanomų, pradi-

nėse stadijose pasižymi horizontaliu augimu), mazginė melanoma (sudaro apie

20 % visų odos melanomų, jai iškart būdingas vertikalus augimas; tai agresy-

viausia odos melanomos forma, pasižyminti prasta prognoze), lentigo maligna

melanoma (sudaro apie 8 % visų odos melanomų, formuojasi iš piktybinio šla-

ko, dažniausiai pasireiškia veido odoje) ir akrolentiginė melanoma (sudaro apie

4 % visų odos melanomų, formuojasi delnų, padų odoje, rečiau panagėse, retai
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– burnos gleivinėje). Apie 12 % atvejų pasitaiko retos ar neklasifikuojamos

odos melanomos histologinės formos.

Piktybinės melanomos ląstelės dažniausiai būna atsparios spindulinei tera-

pijai, jų jautrumas chemoterapijai irgi menkas (26), todėl esant didelės rizikos

ar išplitusiai ligai, pirmo pasirinkimo gydymo būdas dažniausiai yra sisteminė

citokinų imunoterapija (26,28,219).

Inkstų ląstelių karcinoma ir odos melanoma yra visiškai skirtingos histo-

genezės navikai, kuriuos vienija viena bendra savybė – jie yra laikomi pačiais

imunogeniškiausiais žmogaus piktybiniais navikais (23-25,27,28).

Imunogeniškumas – tai antigeno (šiuo atveju, navikinio) gebėjimas sukelti

jam specifinį humoralinį ar / ir ląstelinį imuninį atsaką. Kadangi navikinės ląs-

telės yra kilusios iš normalių organizmo ląstelių, tai ir dauguma jų ekspresuoja-

mų baltymų yra „savi“ (išskyrus onkogeninių virusų sukeltus navikus). Tam,

kad imuninė sistema atpažintų navikinių ląstelių ekspresuojamus antigenus, tu-

ri būti pakitusi jų struktūra arba raiškos pobūdis, t. y. turi pasireikšti to antige-

no „svetimumas“ (normalus baltymas turi tapti navikiniu) (51,52,222). Matyt,

optimalus šių veiksnių derinys ir lemia stipriausias (lyginant su kitais navikais)

odos melanomos bei ILK ląstelių (tiksliau, jų ekspresuojamų antigenų) imuno-

genines savybes.

Yra žinomi įvairūs melanomos bei ILK ląstelių ekspresuojami navikiniai

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

Vienas svarbiausių naviko imunogeniškumo požymių yra jo pirminio židi-

nio ar metastazių (antrinių židinių) savaiminė regresija (23,31-34), t. y. naviki-

nio audinio sunykimas, netaikant specifinio priešnavikinio gydymo (227,228).

Šis reiškinys pasitaiko itin retai (2,228) ir labiausiai yra būdingas odos melano-

mai bei inkstų ląstelių karcinomai (23,33), taip pat neuroblastomoms (33), nors

iš esmės gali pasitaikyti, esant bet kokios lokalizacijos bei kilmės piktybiniam

navikui (34).
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Odos melanomos metastazių savaiminė regresija pasitaiko mažiau kaip 1 %

visų atvejų (33,229). Dažniausiai savaime nyksta melanomos metastazės odoje

(navikiniai židiniai kitose odos vietose, nei yra pirminis navikas), poodyje bei

sritiniuose limfmazgiuose, o metastazės vidaus organuose savaime nyksta itin

retai (33). Tiesa, apie 3-15 % atvejų pasitaiko pirminės melanomos dalinė ar

visiška regresija, tačiau neretai tai yra prastos prognozės ženklas, nes pirminis

odos melanomos židinys pradeda regresuoti tada, kai kitose lokalizacijose susi-

daro jos metastazių (33,230).

Pirminės ILK savaiminė regresija pasitaiko išimtinais atvejais (231), kiek

dažniau (< 1 % visų ILK atvejų) pasitaiko jos metastazių savaiminis nykimas,

ir labiausiai linkę regresuoti ILK antriniai židiniai plaučiuose (50-60 % visų

ILK savaiminės regresijos atvejų), rečiau kauluose, kepenyse, smegenyse, itin

retai pleuroje, kasoje, antinksčiuose (232-236). Dažniausiai ILK metastazių sa-

vaiminis nykimas stebimas po pirminio naviko citoredukcinės terapijos – chi-

rurginio pašalinimo, inksto arterijos (a. renalis) embolizacijos ar radiodažninės

abliacijos (232,233).

Taigi, nepaisant melanomos bei ILK imunogeniškumo, jų metastazių spon-

taninė regresija pasitaiko labai retai. Be to, skiriant neindividualizuotą citokinų

imunoterapiją (sisteminį rIFNα ar rIL-2), atsakas į gydymą pasiekiamas tik

apie 10-20 % pacientų (27,28,219,235,237). Tikėtina, kad šis reiškinys gali bū-

ti susijęs ir su tuo, kad citokinų imunoterapija skiriama, neatsižvelgiant į pa-

cientų specifinius imuninės sistemos rodiklius, nes jie kol kas nenustatyti. Ne-

atmestina galimybė, kad taikant kitus priešnavikinės imunoterapijos metodus

(pvz., terapinę vakcinaciją navikiniais antigenais „pakrautomis“ dendritinėmis

ląstelėmis), bet neįvertinant imunologinių rodiklių, taip pat bus sunku progno-

zuoti gydymo efektyvumą.
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3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODIKA

3.1. Tiriamieji

2007-2009 metais Vilniaus universiteto Onkologijos institute ištirti 53 pa-

cientai ir 26 sąlyginai sveiki savanoriai kraujo donorai. Visi tyrimo dalyviai pa-

sirašė informuoto asmens sutikimo formą (žr. prieduose).

● Onkourologijos skyriuje ištirtas 31 pacientas, sergantis vietiškai išplitusia

ar metastazavusia šviesiųjų ląstelių tipo inkstų ląstelių karcinoma.

● Torakalinės chirurgijos ir onkologijos skyriaus Galvos ir kaklo chirurgi-

jos poskyryje ištirti 22 pacientai, sergantys didelės rizikos odos melanoma.

Didelės rizikos odos melanomos grupei buvo priskirti pacientai, kuriems

nustatytos metastazės sritiniuose limfmazgiuose, ir atlikta pirminio naviko eks-

cizija bei sritinė limfadenektomija.

● Kontrolinę grupę sudarė 26 sąlyginai sveiki individai.

Tiriamųjų charakteristikos pateikiamos rezultatų skyrelyje.

3.2. Tiriamųjų atrankos kriterijai

Įtraukimo į tyrimą kriterijai:

● visiems tyrimo dalyviams ≥ 18 metų;

● visiems onkologiniams pacientams - histologiškai verifikuotas navi-

kas;

● išplitusiu inkstų vėžiu sergantiems pacientams - nustatytos limfogeni-

nės ar / ir hematogeninės metastazės ar nerezektabilus pirminis inkstų navi-

kas;

● didelės rizikos odos melanoma sergantiems pacientams – pašalintas

pirminis navikas ir melanomos metastazės sritiniuose limfmazgiuose;

● kontrolinei grupei – panašaus amžiaus individai, nesirgę ir nesergan-

tys onkologinėmis ligomis, taip pat nesergantys neįtraukimo kriterijuose iš-

vardintomis ligomis.
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Neįtraukimo kriterijai:

● anksčiau taikyta imunoterapija, chemoterapija ar spindulinė terapija;

● kitos lokalizacijos antras piktybinis navikas;

● autoimuninės ligos;

● lėtinis alkoholizmas;

● ūmi ar lėtinė infekcinė liga;

● anksčiau atlikta kraujo kamieninių ląstelių ar solidinio organo aloge-

ninė transplantacija;

● sunki psichikos liga.

3.3. Tyrimai

● Periferinio veninio kraujo tyrimai atlikti Vilniaus universiteto Onkologi-

jos instituto Mokslinių tyrimų centro Imunologijos laboratorijoje bei Vilniaus

universiteto Onkologijos instituto Laboratorinių tyrimų skyriuje.

● Navikų histopatologinis tyrimas atliktas Valstybiniame patologijos cen-

tre.

3.4. Tyrimo protokolo schema

1. Sutikimą pasirašiusiam ir kriterijus atitinkančiam tiriamajam vieną kartą

buvo imamas periferinis veninis kraujas:

● išplitusiu inkstų vėžiu sergantiems pacientams kraujas buvo ima-

mas 5-7-ą dieną po pirminio naviko operacijos, inkstų arterijos (a. re-

nalis) embolizacijos ar biopsijos (jei navikas buvo nerezektabilus ar

pacientas neoperabilus);

● didelės rizikos odos melanoma sergantiems pacientams kraujas

buvo imamas 5-7-ą dieną po operacijos, kurios metu atlikta pirminio

naviko ekscizija ir / ar sritinė limfadenektomija;

● kontrolinės grupės individams kraujas buvo imamas profilaktinio

sveikatos tikrinimo metu.
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2. Tėkmės citometrijos būdu buvo tiriama imunosupresines ir citotoksines

bei citotoksines / imunomoduliuojančias T limfocitų savybes atspindinčių žy-

menų raiška tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfoci-

tų populiacijose.

1 pav. Supaprastinta eksperimentinio darbo schema

IŠPLITUSIU INKSTŲ

VĖŽIU SERGANČIŲ

PACIENTŲ PERIFERINIS

VENINIS KRAUJAS

DIDELĖS RIZIKOS

MELANOMA SERGANČIŲ

PACIENTŲ PERIFERINIS

VENINIS KRAUJAS

KONTROLINĖS

GRUPĖS INDIVIDŲ

PERIFERINIS

VENINIS KRAUJAS

Tėkmės
citometrija

IMUNOSUPRESINIAI

FOXP3+

NKG2A+

CITOTOKSINIAI

Perforin+

CD8hCD57+/- T
limfocitai

CITOTOKSINIAI/
IMUNOMODULIUOJANTYS

IFNγ+
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3.5. Darbo metodika

3.5.1. Medžiagos ir priemonės

1 lentelė. Tyrime naudotos medžiagos ir priemonės
Medžiagos ir priemonės Apibūdinimas Gamintojas

anti-CD8-PerCP CD8 antigenams specifiniai monokloniniai
antikūnai (mo Ak), konjuguoti su PerCP

BD Biosciences

anti-CD57-FITC CD57 antigenams specifiniai mo Ak, konjuguoti
su FITC

BD Biosciences

IgG2a-FITC, IgG1-PE Izotipinės kontrolės BD Biosciences
anti-NKG2A-PE NKG2a (CD159a) antigenams specifiniai mo

Ak, konjuguoti su PE
Beckman Coulter

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

anti-FOXP3-PE FOXP3 molekulėms specifiniai mo Ak,
konjuguoti su PE

eBioscience

anti-IFNγ-PE IFNγ specifiniai mo Ak, konjuguoti su PE BD Biosciences

FACS Lysing Solution Eritrocitų suardymui (lizavimui) skirtas
buferinis tirpalas

BD Biosciences

CellWashTM Ląstelių plovimui skirtas buferinis tirpalas BD Biosciences
Cell FIXTM Ląstelių fiksavimui skirtas buferinis tirpalas BD Biosciences

Fixation/PermeabilizationTM

solution
Ląstelių fiksavimui ir permeabilizavimui skirtas

buferinis tirpalas
eBioscence

Permeabilization BufferTM Ląstelių plovimui po permeabilizacijos skirtas
buferinis tirpalas

eBioscence

RPMI 1640 terpė Naudota gaminant ląstelių kultūrų terpę Biological
Industries

Fetalinis veršelių serumas Naudotas gaminant ląstelių kultūrų terpę Gibco
Penicilinas G ir
streptomicinas

Antibiotikai, naudoti gaminant ląstelių kultūrų
terpę

Sigma Aldrich

Brefeldinas A Baltymų sekreciją iš ląstelės blokojanti
medžiaga, kurios tirpalas naudotas tiriant

viduląstelinio IFNγ raišką

Invitrogen

Jonomicinas Medžiaga, kurios tirpalas naudotas limfocitų
stimuliavimui, tiriant viduląstelinio IFNγ raišką

Sigma Aldrich

PMA (forbolio 12-miristato-
13-acetatas

Medžiaga, kurios tirpalas naudotas limfocitų
stimuliavimui, tiriant viduląstelinio IFNγ raišką

Fluka

CO2CELL inkubatorius Naudotas ląstelių inkubavimui stimuliacijos
metu

MMM Group

Centrifuga Rotixa 50RS Naudota ląstelių centrifugavimui Hettich
ZENTRIFUGEN

Tėkmės citometrijos
mėgintuvėlis

5 ml talpos mėgintuvėliai, kuriuose buvo
atliekamas T limfocitų paviršinių ir viduląsteli-

nių žymenų dažymas bei citometrinė analizė

BD Biosciences

BD Vacutainer® CPTTM

mėgintuvėlis
8 ml talpos mėgintuvėlis su antikoaguliantu
natrio citratu, tankio gradientą formuojančia
medžiaga bei geliu, naudotas vienpakopiam

PKVL atskyrimui tankio gradiente

BD Biosciences

BD Vacuteiner® 2 ml talpos mėgintuvėlis su antikoaguliantu
EDTA, naudotas surenkant periferinį veninį

kraują, skirtą žymenų, kurių detekcijai netaikyta
stimuliacija, nustatymui

BD Biosciences

Automatinės pipetės Naudotos tiksliai dozuojant mėginius bei
reagentus

BIOHIT

FACSort tėkmės citometras Naudotas atliekant tėkmės citometrinę analizę BD Biosciences
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3.5.2. Periferinio kraujo paėmimas

Periferinis veninis kraujas visiems tiriamiesiems buvo imamas iš alkūnės

linkio venos vieną kartą į 2 vakuuminius mėgintuvėlius:

1. 8 ml talpos BD Vacutainer® CPTTM mėgintuvėlį. Šis kraujas naudotas

vienbranduolių ląstelių (limfocitų ir monocitų) atskyrimui, jų stimulia-

vimui ir viduląstelinio IFNγ raiškos CD8+ T limfocituose nustatymui.

Stimuliacija buvo pradėta 1 val. po kraujo paėmimo (privaloma pradė-

ti ne vėliau kaip per 6 val.);

2. 2 ml talpos su antikoaguliantu EDTA. Šis kraujas naudotas T limfoci-

tų paviršinių žymenų bei viduląstelinių žymenų, kurių detekcijai nerei-

kalinga stimuliacija, nustatymui. Kraujas buvo tiriamas 0,5-1 val. po

paėmimo (privaloma tirti ne vėliau kaip per 24 val.).

Mėgintuvėliai su krauju į laboratoriją buvo pristatomi stovelyje vertikalioje

padėtyje ir vengiant didesnių temperatūros pokyčių (leistinas transportavimo

temperatūros intervalas yra +4 - +30º C).

3.5.3. Nestimuliuotų limfocitų paviršiaus žymenų dažymas

Į 1, 2, 3 ir 4-ą tėkmės citometrijos mėgintuvėlius automatine pipete buvo

pilama po 100 μl periferinio veninio kraujo ir po 20 μl šių monokloninių anti-

kūnų (mo Ak):

1 mėgintuvėlis: anti-CD57-FITC + anti-NKG2A-PE + anti-CD8-PerCP;

2 mėgintuvėlis: IgG2a-FITC + anti-CD8-PerCP;

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

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

Ląstelės buvo inkubuojamos 15 min. kambario temperatūroje tamsoje.

Po inkubacijos eritrocitai 10 min. buvo lizuojami FACS Lysing Solution

tirpalu (pilta po 1 ml į kiekvieną mėgintuvėlį), ląstelės centrifuguotos, superna-
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tantas nupiltas (jame liko suirę eritrocitai), o nusėdusios ląstelės buvo 2 kartus

plautos CellWashTM buferiniu tirpalu.

1-ame mėgintuvėlyje esančios ląstelės buvo fiksuotos, pilant 500 μl Cell-

FIXTM buferinio tirpalo ir laikytos + 4° C temperatūroje iki citometrinės anali-

zės (ne ilgiau kaip 24 val.).

3.5.4. Nestimuliuotų limfocitų viduląstelinių žymenų dažymas

2, 3 ir 4-ame mėgintuvėliuose esančios ląstelės buvo fiksuojamos, permea-

bilizuojamos ir dažomos su mo Ak viduląsteliniams žymenims:

a) į kiekvieną mėgintuvėlį buvo pilta po 500 μl Fixation/Permeabiliza-

tionTM buferinio tirpalo, ir ląstelės inkubuotos 30 min. kambario tem-

peratūroje tamsoje;

b) ląstelės buvo plaunamos 1 ml permeabilizavimo buferiniu tirpalu,

centrifuguojamos 250 g greičiu 7 min., supernatantas nupiltas, ląste-

lės nenusausintos (likusiame laše vyko viduląstelinių žymenų dažy-

mas);

c) į kiekvieną mėgintuvėlį buvo pilama po 20 μl atitinkamų mo Ak vi-

duląsteliniams žymenims: IgG1-PE (į 2-ą mėg.), anti-FOXP3-PE (į

3-ą mėg.), anti-perforin-PE (į 4-ą mėg.). Ląstelės buvo inkubuoja-

mos 30 min. kambario temperatūroje tamsoje;

d) ląstelės buvo plaunamos 1 ml permeabilizavimo buferiniu tirpalu,

centrifuguotos 250 g greičiu 7 min., resuspenduotos 500 μl Cell-

WashTM buferinio tirpalo ir laikytos + 4C temperatūroje iki citomet-

rinės analizės (ne ilgiau kaip 24 val.).

Perforino raiškos nustatymui stimuliacija netaikyta, nes, atlikus kontroli-

nius bandymus, paaiškėjo, kad po stimuliavimo perforino raiška CD8hCD57+ T

limfocituose nepadidėdavo, tačiau labai padidėdavo perforinui specifinių mo

Ak (IgM klasės) nespecifinė sąveika su CD8hCD57+ T limfocitais.
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Tiriant IFNγ raišką, šis reiškinys nebuvo stebėtas, todėl jo raiškos nustaty-

mui CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo taikomas nespecifinis stimu-

liavimas (tai įprasta procedūra, tiriant IFNγ raišką T limfocituose).

3.5.5. Periferinio kraujo vienbranduolių ląstelių (PKVL) atskyrimas,

stimuliavimas ir IFNγ raiškos nustatymas

Periferinis veninis kraujas buvo surinktas į 8 ml talpos BD Vacutainer®

CPTTM mėgintuvėlį, kuris skirtas PKVL atskyrimui iš kraujo vienos pakopos

būdu. Kraujas buvo centrifuguojamas 1800 g greičiu 15 min. kambario tempe-

ratūroje.

Po centrifugavimo susidaręs PKVL sluoksnis („baltas žiedas“) nusiurbtas,

ląstelės 2 kartus plautos, kiekvieną kartą pilant po 5 ml CellWashTM buferinio

tirpalo.

Ląstelės buvo suskaičiuotos (naudojant Goriajevo kamerą) ir resuspenduotos

ląstelių kultūrų terpėje, gaunant suspensiją, kurios koncentracija buvo 1106

ląst/ml. Ląstelių kultūrų terpę sudarė 90 % RPMI 1640 terpės, 10 % fetalinio

veršelių serumo, taip pat buvo pridėta antibiotikų – 100 IU/ml penicilino G ir

100 μg/ml streptomicino.

Į du sterilius tėkmės citometrijos mėgintuvėlius (pažymėtus N ir S) buvo pi-

lama po 1 ml ląstelių suspensijos, tada į abu mėgintuvėlius pilta po 10 μl 0,1

mg/ml brefeldino A tirpalo. Į S mėgintuvėlį pilta 1 μl 1 mg/ml jonomicino tirpa-

lo ir 5 μl 10 μg/ml PMA tirpalo.

Abu mėgintuvėliai 6 val. buvo laikomi 37,5 C, 5  CO2 atmosferoje inku-

batoriuje CO2CELL. S mėgintuvėlyje vyko T limfocitų stimuliacija, o N mė-

gintuvėlyje buvo kontrolinės nestimuliuotos ląstelės. Abiejuose mėgintuvėliuo-

se buvo blokuota IFNγ sekrecija iš ląstelių (brefeldino A poveikis), todėl buvo

galima palyginti viduląstelinio IFNγ kiekius prieš ir po stimuliacijos.

Toliau buvo atliekamas paviršinių žymenų (CD8 ir CD57) bei viduląstelinio

IFNγ dažymas pagal 3.5.3. ir 3.5.4. skirsniuose aprašytas metodikas. Skirtumas

tas, kad T limfocitus dažant su mo Ak paviršiniams žymenims, nereikėjo atlikti
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eritrocitų lizavimo, nes šiuo atveju buvo naudojamos iš kraujo išskirtos vien-

branduolės ląstelės.

Ląsteles nudažius, jos iš karto buvo analizuojamos tėkmės citometru.

3.5.6. Limfocitų populiacijų analizė tėkmės citometru

Ląstelių analizė buvo atlikta FACSort tėkmės citometru, turinčiu oru auši-

namą 15 mW galingumo argono jonų lazerį, kurio šviesos emisija - 488 nm

(mėlyna spalva).

Aparatas matuoja penkis analizuojamų ląstelių parametrus - priekinę (FSC)

ir šoninę (SSC) šviesos sklaidas (pagal kurias ląstelės suskirstomos, atsižvel-

giant į jų dydį ir granuliuotumą) bei tris skirtingos spalvos fluorescencijas, ku-

rias fiksuoja atskiri šviesos absorbcijos ieškikliai (detektoriai).

FACSort srautiniame citometre įmontuoti 530/30 nm bangos ilgio (žalios

spalvos), 585/42 nm bangos ilgio (oranžinės spalvos) ir > 670 nm bangos ilgio

(raudonos spalvos) šviesos absorbcijos ieškikliai.

Argono jonų lazerio skleidžiama mėlynos spalvos šviesa sužadina fluoro-

chromus (jų aktyvius centrus), kurie spinduliuoja tam tikro ilgio (spalvos) švie-

sos bangas. Su šiais fluorochromais yra konjuguoti atitinkami mo Ak.

Mes naudojome mo Ak, konjuguotus su šiais fluorochromais:

a) fluoresceino izotiocianatu (FITC), kuriam po sužadinimo būdinga

žalios spalvos fluorescencija;

b) fikoeritrinu (PE) – oranžinės spalvos fluorescencija;

c) peridinino-chlorofilo proteinu (PerCP) – raudonos spalvos fluores-

cencija.

Limfocitai nuo monocitų ir granulocitų buvo atskiriami pagal priekinę ir šo-

ninę lazerio šviesos sklaidas. Pagal priekinį šviesos išsklaidymą (iki 20º kam-

pu) ląstelės suskirstomos atsižvelgiant į jų dydį, o pagal šoninį išsklaidymą (iki

90º kampu) – atsižvelgiant į ląstelių vidinį granuliuotumą. Iš visų leukocitų

limfocitams būdingas mažiausias dydis ir granuliuotumas (2 pav.).
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2 pav. Leukocitų populiacijų taškinis grafikas. Priekinė sklaida FSC (angl.

forward scatter) atspindi ląstelių dydį, o šoninė sklaida SSC (angl. side sca-

tter) – jų vidinį granuliuotumą. Pagal dydį ir vidinį granuliuotumą, leukoci-

tai suskirstomi į limfocitų, monocitų ir granulocitų sritis

CD8h T limfocitų populiacijų ir subpopuliacijų nuošimčiai leukocituose ar

CD8+ T limfocituose buvo nustatomi pagal atitinkamų monokloninių antikūnų

(konjuguotų su konkrečiais fluorochromais ir sudarančių imuninius komplek-

sus su jiems specifiniais antigenais) fluorescencijas.

Galimai monokloninių antikūnų nespecifinei sąveikai su įvairiomis ląstelėje

esančiomis molekulėmis atskirti naudotos izotipinės kontrolės.

Ląstelės buvo analizuojamos, taikant kompiuterinę programą CellQuest

(BD Biosciences).

Kiekvienam bandiniui buvo analizuota po 104 ląstelių. Atliekant kontroli-

nius bandomuosius eksperimentus, buvo rinkta po 2 × 105 ląstelių. Pastebėjus,

kad įvairių subpopuliacijų nuošimtis praktiškai nesiskiria tiek analizuojant po

104, tiek ir po 2 × 105 ląstelių, nuspręsta kiekvienam bandiniui tirti po 104 ląs-

telių, taip taupant monokloninius antikūnus.
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Automatiniu hemocitometru buvo nustatyta bendra leukocitų koncentracija

(ląst/μl) tiriamųjų periferiniame veniniame kraujyje. Pagal ją buvo apskaičiuo-

tas CD8hCD57+, CD8hCD57- ir CD8low T limfocitų nuošimtis CD8+ T limfoci-

tų populiacijoje, bei įvairių CD8h T limfocitų subpopuliacijų nuošimtis buvo

perskaičiuotas į koncentracijas (kai norėta lyginti šių T limfocitų absoliučius

skaičius).

3.6. Statistiniai metodai

Visi gautų duomenų statistiniai skaičiavimai atlikti, naudojant kompiuterinę

programą STATISTICA (7 versiją).

Duomenų pasiskirstymo normalumas buvo įvertintas, taikant Šapiro ir Vil-

ko (Shapiro-Wilk‘s) W testą.

Jei duomenų pasiskirstymas buvo parametrinis (simetrinis, normalusis, gau-

soidinis, Gauso), tai skirtumų statistinis reikšmingumas tarp grupių buvo verti-

namas pagal parametrinį Stjudento (Student‘s) t testą.

Jei duomenų pasiskirstymas buvo neparametrinis, tai jų skirtumų statistinis

reikšmingumas tarp grupių buvo vertinamas pagal neparametrinį Mano ir Vit-

nio (Mann-Whitney‘s) U testą.

Imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuojančias savybes atspin-

dinčių žymenų raiškos skirtumų tarp CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų

populiacijų statistinis reikšmingumas įvertintas, taikant Vilkoksono (Wilco-

xon‘s) kriterijų.

Vertinant priklausomybės tarp kintamųjų laipsnį, buvo apskaičiuotas Spir-

meno (Spearman‘s) ranginės koreliacijos koeficientas (rs). Koreliacijos ryšys

buvo vertinamas kaip silpnas, jei rs = 0,01-0,29, vidutinis, jei rs = 0,3-0,69 ir

stiprus, jei rs = 0,7-0,99.

Statistiškai reikšmingais vertinti dydžiai, kurių p < 0,05.

Imunosupresines ir citotoksines bei imunomoduliuojančias savybes atspin-

dinčių žymenų raiškos skirtumai CD8h limfocitų populiacijose buvo lyginami

tarp:

♦ išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų ir kontrolinės grupės individų;
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♦ didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų ir kontrolinės grupės

individų;

♦ išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų ir didelės rizikos odos melano-

ma sergančių pacientų.
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4. TYRIMO REZULTATAI

4.1. Tiriamųjų charakteristikos

4.1.1. Išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupė

Ištirtas 31 pacientas, sergantis vietiškai ar atokiai išplitusia šviesiųjų ląstelių

tipo inkstų ląstelių karcinoma. Visi tyrime dalyvavę išplitusiu inkstų vėžiu ser-

gantys pacientai 2007-2009 metais buvo gydyti Vilniaus universiteto Onkolo-

gijos instituto Onkourologijos skyriuje.

Pacientams kraujas buvo imamas 5-7-ą dieną po inksto pirminio naviko pa-

šalinimo operacijos (dalinės ar visiškos nefrektomijos), inkstų arterijos (a. re-

nalis) embolizacijos ar naviko biopsijos (jei navikas buvo nerezektabilus arba

pacientas neoperabilus).

Pacientų duomenys pateikti 2 lentelėje.

2 lentelė. Išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų charakteristikos

Charakteristika Skaičius

Visų ligonių skaičius 31

Lytis:

vyrai 27

moterys 4

Amžius (metais):

Mediana 57

Vidurkis 60

Intervalas 42-81
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4.1.2. Didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupė

Ištirti 22 pacientai, sergantys didelės rizikos odos melanoma. Visi pacientai

2007-2009 metais buvo gydyti Vilniaus universiteto Onkologijos instituto To-

rakalinės chirurgijos ir onkologijos skyriaus Galvos ir kaklo chirurgijos posky-

ryje.

Didelės rizikos odos melanomos grupei buvo priskirti ligoniai, kuriems

nustatytos metastazės sritiniuose limfmazgiuose, ir atlikta pirminio naviko eks-

cizija bei sritinė limfadenektomija.

Pacientams kraujas buvo imamas 5-7-ą dieną po operacijos, kurios metu

buvo atlikta pirminio naviko ekscizija ir / ar sritinių limfmazgių pašalinimas.

Pacientų duomenys pateikti 3 lentelėje.

3 lentelė. Didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų charakteristikos

Charakteristika Skaičius

Visų ligonių skaičius 22

Lytis:

vyrai 12

moterys 10

Amžius (metais):

Mediana 67

Vidurkis 65

Intervalas 40-86
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4.1.3. Kontrolinė grupė

Ištirti 26 savanoriai sąlyginai sveiki kraujo donorai, kuriems kraujas buvo

paimtas profilaktinio sveikatos patikrinimo metu 2007-2009 metų laikotarpiu.

Kontrolinės grupės asmenų duomenys pateikti 4 lentelėje.

4 lentelė. Kontrolinės grupės asmenų charakteristikos

Charakteristika Skaičius

Visų žmonių skaičius 26

Lytis:

vyrai 11

moterys 15

Amžius (metais):

Mediana 54,5

Vidurkis 56

Intervalas 41-81
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4.2. Imuninės sistemos rodikliai

4.2.1. T limfocitų populiacijų ir subpopuliacijų nuošimčio ir

koncentracijos reikšmių pasiskirstymo normalumo (parametriškumo)

nustatymas

Visų mūsų nagrinėtų T limfocitų populiacijų ir subpopuliacijų nuošimčio

bei koncentracijos reikšmių pasiskirstymo normalumas buvo įvertintas, taikant

Šapiro ir Vilko (Shapiro-Wilk‘s) W testą, kurio rezultatai pateikti 5 lentelėje, o

duomenų pasiskirstymo grafikų pavyzdžiai 3 ir 4 pav.

Priklausomai nuo duomenų pasiskirstymo pobūdžio, jų statistinei analizei

buvo taikomi atitinkami matematiškai pagrįsti statistiniai metodai, kurie apibū-

dinti skyrelyje „3.6. Statistiniai metodai“.
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5 lentelė. T limfocitų populiacijų ir subpopuliacijų Šapiro ir Vilko W testo rezultatai

Kontrolinė grupė Inkstų vėžys MelanomaT limfocitai

W p W p W p

CD8+ % limfocitų populiacijoje 0,96009 0,4* 0,90543 0,00 0,94406 0,2*

CD8+ (ląst/μl) 0,96655 0,5* 0,93578 0,07* 0,95566 0,5*

CD8hCD57+ % CD8+ T limfocitų

populiacijoje

0,93730 0,1* 0,95688 0,2* 0,95184 0,3*

CD8hCD57- % CD8+ T limfocitų

populiacijoje

0,93060 0,08* 0,96766 0,45* 0,95334 0,4*

CD8low % CD8+ T limfocitų

populiacijoje

0,96440 0,5* 0,96443 0,4* 0,93129 0,1*

FOXP3+ % CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje

0,62374 0,02 0,73396 0,00 0,87891 0,00

FOXP3+ % CD8hCD57- T

limfocitų populiacijoje

0,68965 0,00 0,47321 0,00 0,72285 0,00

CD8hCD57+FOXP3+ (ląst/μl) 0,69237 0,00 0,74221 0,00 0,42753 0,00

CD8hCD57-FOXP3+ (ląst/μl) 0,58625 0,00 0,47854 0,00 0,57121 0,00

NKG2A+ % CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje

0,58523 0,00 0,81624 0,00 0,84018 0,00

NKG2A+ % CD8hCD57- T

limfocitų populiacijoje

0,85718 0,00 0,74044 0,00 0,42753 0,00

CD8hCD57+NKG2A+ (ląst/μl) 0,48477 0,00 0,66267 0,00 0,72149 0,00

CD8hCD57- NKG2A+ (ląst/μl) 0,48573 0,00 0,82735 0,00 0,85224 0,00

Perforin+ % CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje

0,70226 0,00 0,88856 0,00 0,57121 0,00

Perforin+ % CD8hCD57- T

limfocitų populiacijoje

0,66723 0,00 0,85177 0,00 0,65935 0,00

CD8hCD57+Perforin+ (ląst/μl) 0,80807 0,00 0,79279 0,00 0,65935 0,00

CD8hCD57-Perforin+ (ląst/μl) 0,62605 0,00 0,60316 0,00 0,75730 0,00

IFNγ+ % CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

0,70501 0,00 0,59313 0,00 0,75730 0,00

IFNγ+ % CD8hCD57- T limfocitų

populiacijoje

0,93687 0,1* 0,73376 0,00 0,72329 0,00

CD8hCD57+IFNγ+ (ląst/μl) 0,34163 0,00 0,69258 0,00 0,72329 0,00

CD8hCD57-IFNγ+ (ląst/μl) 0,60883 0,00 0,73902 0,00 0,47050 0,00

*parametrinis pasiskirstymas (kai p > 0,05)
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3 pav. Normalaus (parametrinio, simetrinio) duomenų pasiskirstymo

pavyzdys

4 pav. Nenormalaus duomenų pasiskirstymo pavyzdys

CD8+ T limfocitų koncentracijos reikšmių pasiskirstymas kontrolinės grupės individų

periferiniame kraujyje
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4.2.2. CD8+ T limfocitų ir jų populiacijų kiekybiniai skirtumai tiriamųjų

periferiniame kraujyje

Lyginant periferinio kraujo CD8+ T limfocitų nuošimtį bendroje limfocitų

populiacijoje, nustatyta, kad:

1. išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų periferiniame kraujyje sta-

tistiškai patikimų skirtumų nerasta, lyginant su kontroline grupe;

2. didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupėje CD8+ T

limfocitų nuošimtis limfocitų populiacijoje buvo statistiškai patiki-

mai didesnis, lyginant su kontroline grupe;

3. tarp išplitusiu inkstų vėžiu ir didelės rizikos odos melanoma sergan-

čių pacientų grupių, statistiškai patikimų skirtumų nerasta. Stebima

tik tendencija, kad CD8+ T limfocitų nuošimtis yra didesnis didelės

rizikos odos melanoma sergančių periferinio kraujo bendroje limfo-

citų populiacijoje (5 pav.).
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43.1±11.2

Kontrolė Inkstų vėžys

36.8±12.2

30.4±8.9

Melanoma

p =0.00002

p =0.06

5 pav. CD8+ T limfocitų nuošimtis bendroje visų limfocitų populiacijoje kon-

trolinės grupės individų (n = 26) bei išplitusiu inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės

rizikos odos melanoma (n = 22) sergančių pacientų periferiniame kraujyje

(U testas)
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Vis dėlto, lyginant absoliučius CD8+ T limfocitų skaičius, kurie realiai ats-

pindi specifinio ląstelinio imuninio atsako intensyvumą, statistiškai reikšmingų

skirtumų tarp inkstų vėžiu ar odos melanoma sergančių pacientų ir kontrolinės

grupės individų nerasta (6 pav.): inkstų vėžiu sergančių pacientų periferiniame

kraujyje CD8+ T limfocitų buvo nežymiai mažiau, o odos melanoma sergančių

pacientų grupėje - nežymiai daugiau, lyginant su kontrolinės grupės individais.

Stebima tik tendencija (p = 0,06), kad CD8+ T limfocitų yra daugiau odos me-

lanoma sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su inkstų vėžiu ser-

gančiais pacientais.
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6 pav. CD8+ T limfocitų koncentracija (ląst/μl) kontrolinės grupės individų

(n = 26) bei išplitusiu inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės rizikos odos melanoma

(n = 22) sergančių pacientų periferiniame kraujyje (t testas)

Detaliau analizuojant CD8+ T limfocitų populiaciją, buvo nustatytas įvairių

subpopuliacijų kiekybinis persitvarkymas joje - lyginant su kontrolinės grupės

individais, išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių

pacientų grupėse buvo statistiškai patikimai išaugęs CD8hCD57+ T limfocitų

nuošimtis (7 pav.).
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7 pav. Kiekybiniai persitvarkymai išplitusiu inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės

rizikos odos melanoma (n = 22) sergančių pacientų periferinio kraujo CD8+

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

Lyginant išplitusiu inkstų vėžiu ir didelės rizikos odos melanoma sergančių

pacientų grupes tarpusavyje, nerasta statistiškai reikšmingų kiekybinių skirtu-

mų periferinio kraujo CD8+ T limfocitų populiacijoje (7 pav.).

4.2.3. FOXP3 raiška tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir

CD8hCD57- T limfocitų populiacijose

Tiriant CD8hCD57+ T limfocitų populiaciją, nustatyta, kad imunosupresines

savybes atspindintį FOXP3 žymenį ekspresuojančių T ląstelių nuošimtis buvo

statistiškai patikimai didesnis išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos me-

lanoma sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline grupe

(8 pav.). Be to, CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų subpopuliacijos nuošimčio pa-

didėjimas CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo labai panašus abiejose

onkologinių ligonių grupėse.
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3.1±4.6**
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p =0.0004

p =0.0004

*p =0.0007

**p =0.0007
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0.5±0.9

8 pav. FOXP3 ekspresuojančių T limfocitų nuošimčio skirtumai išplitusiu

inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės rizikos odos melanoma (n = 22) sergančių pa-

cientų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijo-

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

Statistiškai patikimi skirtumai tarp kontrolinės grupės individų ir išplitusiu

inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupių buvo

rasti ir lyginant CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų absoliučius skaičius (koncen-

traciją) periferiniame kraujyje (9 pav.).
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*p =0.00006

**p =0.006

9 pav. FOXP3 ekspresuojančių CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų kon-

centracijos skirtumai išplitusiu inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės rizikos odos

melanoma (n = 22) sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su

kontroline grupe (n = 26) (U testas)

Kontrolinės grupės individų periferiniame kraujyje FOXP3 ekspresuojančių

T ląstelių buvo nežymiai daugiau CD8hCD57- T limfocitų populiacijoje tiek

lyginant nuošimtį, tiek ir absoliučius T limfocitų skaičius, tuo tarpu tirtų onko-

loginių ligonių periferiniame kraujyje FOXP3 ekspresuojančių T ląstelių nuo-

šimtis ir absoliutūs skaičiai akivaizdžiai padidėjo CD8hCD57+ T limfocitų po-

puliacijoje (8 ir 9 pav.).

Pagal imunosupresinių CD8hCD57+FOXP3+ T ląstelių subpopuliacijos nuo-

šimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, mūsų tirtus onkologinius ligonius

ir kontrolinės grupės individus galima suskirstyti į atskiras grupes (6 lent.).
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6 lentelė. Tiriamųjų skirstymas į grupes pagal CD8hCD57+FOXP3+ T ląstelių sub-

populiacijos nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

CD8hCD57+FOXP3+ T

ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

Kontrolinės

grupės individai

(n = 26)

Inkstų vėžiu

sergantys

pacientai

(n = 31)

Odos melanoma

sergantys

pacientai

(n = 22)

0 (nėra) n = 17 (65,4 %) n = 7 (22,6 %) n = 4 (18,2 %)

0,1-1 (mažai) n = 4 (15,4 %) n = 6 (19,3 %) n = 6 (27,3 %)

1,1-2 (vidutiniškai) 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 į šias grupes buvo suskirstyti pagal FOXP3 žymenį ekspresuo-

jančių CD8hCD57+ T limfocitų nuošimtį kontrolinės grupės individų periferi-

niame kraujyje, laikantis nuostatos, kad sveikų žmonių periferiniame kraujyje

esanti dalis atitinka normos ribas.

Tiriant FOXP3 žymens raišką CD8hCD57- T limfocitų populiacijoje, statis-

tiškai reikšmingų skirtumų tarp tiriamųjų grupių nerasta nei lyginant nuošimtį,

nei absoliučius T limfocitų skaičius (8 ir 9 pav.).

Lyginant FOXP3 ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį ir absoliučius skaičius

kontrolinės grupės individų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T

limfocitų populiacijose, statistiškai patikimų skirtumų nerasta, tuo tarpu išplitu-

siu inkstų vėžiu bei didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupėse

FOXP3 raiška buvo statistiškai patikimai didesnė CD8hCD57+ T limfocitų po-

puliacijoje, lyginant su CD8hCD57- T limfocitais (8 ir 9 pav.).

Šie rezultatai rodo, kad mūsų tirtų onkologinių ligonių periferiniame krau-

jyje esminiai FOXP3 raiškos skirtumai stebimi būtent CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje.
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4.2.4. NKG2A (CD159a) raiška tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57+

ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose

Tiriant netiesiogines imunosupresines T limfocitų savybes atspindinčio pa-

viršinio NKG2A žymens raišką CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, statis-

tiškai patikimų skirtumų tarp tiriamųjų grupių nerasta nei lyginant NKG2A

ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, nei

CD8hCD57+NKG2A+ T limfocitų koncentraciją periferiniame kraujyje (10 ir

11 pav.).
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CD8hCD57+ T limfocitai
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13.3±19 14.2±15
12.4±16.7

11.1±13
9.4±9.3
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10.5±12

10 pav. NKG2A ekspresuojančių T limfocitų nuošimtis išplitusiu inkstų vėžiu

(n = 31) ar didelės rizikos odos melanoma (n = 22) sergančių pacientų perife-

rinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose, lyginant su

kontroline grupe (n = 26) (U testas)
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19.5±42.6

15.9±22

19.2±26.3
21.6±29

16.7±15

14±14.6

Kontrolė Inkstų vėžys Melanoma

11 pav. NKG2A ekspresuojančių CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų kon-

centracija išplitusiu inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės rizikos odos melanoma

(n = 22) sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline

grupe (n = 26) (U testas)

Taip pat nerasta statistiškai patikimų NKG2A raiškos skirtumų CD8hCD57-

T limfocitų populiacijoje tarp tiriamųjų grupių (10 ir 11 pav.).

Lyginant NKG2A raišką CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiaci-

jose, statistiškai patikimų skirtumų tarp tiriamųjų grupių nerasta (10 ir 11 pav.).

Šie rezultatai rodo, kad, lyginant su kontrolinės grupės individais, išplitusiu

inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferinio

kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose statistiškai reikš-

mingų NKG2A raiškos skirtumų nėra.

Reikia paminėti, kad visose tiriamųjų individų grupėse NKG2A žymens

raiška CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose buvo labai disper-

siška (12 ir 13 pav.).
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12 pav. NKG2A raiškos išsibarstymas 13 pav. NKG2A raiškos išsibarstymas

tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57+ tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57-

T limfocitų populiacijoje T limfocitų populiacijoje

Pastebėtina, kad NKG2A raiškos išsibarstymas CD8hCD57+ ir CD8hCD57-

T limfocitų populiacijose buvo labiausiai išreikštas kontrolinėje grupėje, o ma-

žiausias išsibarstymas – didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų gru-

pėje. Be to, tirtų onkologinių ligonių periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfoci-

tų populiacijoje NGK2A raiškos išsibarstymas apie vidutinę reikšmę buvo to-

lygesnis, lyginant su kontroline grupe.

4.2.5. Perforino raiška tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir

CD8hCD57- T limfocitų populiacijose

Tiriant CD8hCD57+ T limfocitų populiaciją, nustatyta, kad perforiną eks-

presuojančių T ląstelių nuošimtis buvo statistiškai patikimai didesnis išplitusiu

inkstų vėžiu sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontrole,

tuo tarpu didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje nerasta CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių subpopuliacijos

nuošimčio skirtumų (14 pav.).

Lyginant išplitusiu inkstų vėžiu ir didelės rizikos odos melanoma sergančių

pacientų grupes tarpusavyje, nustatyta, kad perforiną ekspresuojančių T ląstelių
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nuošimtis buvo statistiškai patikimai didesnis išplitusiu inkstų vėžiu sergančių

pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje (14 pav.).
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CD8hCD57+ T limfocitai

CD8hCD57- T limfocitai

35.3±31,3*

57.9±32.6**

35.4±26.1***

3.9±4.8*
5.9±3.9***

Kontrolė Inkstų vėžys Melanoma

p=0.01 p=0.02

*p=0.00001

**p=0.00000

***p=0.00004

5.3±4.3**

14 pav. Perforiną ekspresuojančių T limfocitų nuošimčio skirtumai išplitusiu

inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės rizikos odos melanoma (n = 22) sergančių pa-

cientų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose,

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

Lyginant perforiną ekspresuojančių CD8hCD57+ T limfocitų absoliučius

skaičius tiriamųjų periferiniame kraujyje, rezultatai kiek skyrėsi - nustatyta,

kad CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių buvo statistiškai patikimai daugiau tiek iš-

plitusiu inkstų vėžiu, tiek ir didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų

grupėse, lyginant su kontrolinės grupės individais, tuo tarpu statistiškai reikš-

mingų skirtumų tarp inkstų vėžiu ir odos melanoma sergančių pacientų grupių

nerasta (15 pav.).
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28.7±29.3*

82±92**

62.5±81***

8.6±12.5* 9.4±12.3** 10.7±10***

p=0.007

p=0.03
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*p=0.0007

**p=0.00000

***p=0.0001

15 pav. Perforiną ekspresuojančių CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų

koncentracija išplitusiu inkstų vėžiu (n = 31) ar didelės rizikos odos melano-

ma (n = 22) sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontroli-

ne grupe (n = 26) (U testas)

Pagal CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių subpopuliacijos nuošimtį CD8hCD57+

T limfocitų populiacijoje, mūsų tirtus onkologinius ligonius ir kontrolinės gru-

pės individus galima suskirstyti į atskiras grupes (7 lent.).
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7 lentelė. Tiriamųjų skirstymas į grupes pagal CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių sub-

populiacijos nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

CD8hCD57+Perforin+ T

ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

Kontrolinės

grupės individai

(n = 26)

Inkstų vėžiu

sergantys

pacientai

(n = 31)

Odos melanoma

sergantys

pacientai

(n = 22)

Iki 13,74 (mažai) n = 12 (46,1 %) n = 6 (19,3 %) n = 5 (22,7 %)

13,75-55,55 (vidutiniškai) 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 į šias grupes buvo suskirstyti pagal perforiną ekspresuojančių

CD8hCD57+ T limfocitų nuošimtį kontrolinės grupės individų periferiniame

kraujyje, laikantis nuostatos, kad sveikų žmonių kraujyje esanti dalis atitinka

normos ribas.

Tiriant perforino raišką periferinio kraujo CD8hCD57- T limfocitų populia-

cijoje, statistiškai patikimų skirtumų tarp tiriamųjų grupių nerasta nei lyginant

perforiną ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57- populiacijoje, nei

CD8hCD57-Perforin+ T limfocitų koncentraciją periferiniame kraujyje (14 ir 15

pav.).

Tiriant perforino raiškos skirtumus tarp CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T lim-

focitų populiacijų, nustatyta, kad visose tiriamųjų grupėse perforinas buvo sta-

tistiškai patikimai gausiau ekspresuojamas CD8hCD57+ T limfocitų populiaci-

joje (14 ir 15 pav.).

Gauti rezultatai rodo, kad tiek sveikų žmonių, tiek ir tirtų onkologinių ligo-

nių CD8hCD57+ T limfocitai yra kur kas labiau linkę ekspresuoti perforiną nei

CDhCD57- T limfocitai.
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4.2.6. Viduląstelinio IFNγ raiška tiriamųjų periferinio kraujo CD8hCD57+

ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose

Tiriant viduląstelinio IFNγ raišką CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje,

nustatyta, kad šį citotoksines ir imunomoduliuojančias savybes atspindintį žy-

menį ekspresuojančių CD8hCD57+ T limfocitų nuošimtis buvo statistiškai pati-

kimai didesnis didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferiniame

kraujyje, lyginant su kontroline grupe, o tarp išplitusiu inkstų vėžiu sergančių

pacientų ir kontrolinės grupės individų nerasta viduląstelinio IFNγ raiškos skir-

tumų CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje (16 pav.).

Statistiškai reikšmingi viduląstelinio IFNγ raiškos skirtumai CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje nustatyti tarp išplitusiu inkstų vėžiu ir didelės rizikos

odos melanoma sergančių pacientų grupių – pastarojoje CD8hCD57+IFNγ+ T

limfocitų nuošimtis buvo statistiškai patikimai didesnis (16 pav.).
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3.3±5.5 3.3±5.9

15.9±5.5*

1.4±2.1
3.3±4.7 2.5±4.1*

p=0.02

p=0.03

*p=0.03

Kontrolė Inkstų vėžys Melanoma

16 pav. Viduląstelinį IFNγ ekspresuojančių T limfocitų nuošimčio skirtumai

išplitusiu inkstų vėžiu (n = 21) ar didelės rizikos odos melanoma (n = 16) ser-

gančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų

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

Lyginant viduląstelinį IFNγ ekspresuojančių CD8hCD57+ T limfocitų kon-

centraciją tiriamųjų periferiniame kraujyje, tendencijos išliko tokios pačios -

CD8hCD57+IFNγ+ T ląstelių buvo statistiškai patikimai daugiau didelės rizikos

odos melanoma sergančių pacientų grupėje, lyginant su kontroline grupe, o

tarp išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų ir kontrolinės grupės individų

statistiškai patikimų CD8hCD57+IFNγ+ T ląstelių koncentracijos skirtumų peri-

feriniame kraujyje nerasta. Lyginant onkologinių ligonių grupes tarpusavyje,

nustatyta, kad CD8hCD57+IFNγ+ T limfocitų koncentracija buvo statistiškai

patikimai didesnė odos melanoma sergančių pacientų periferiniame kraujyje

(17 pav.).
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CD8hCD57+ T limfocitai
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4±12
2.4±3.8

15.4±21

3±5.3
4.7±6.7

5.8±13.3

p=0.006

p=0.007

Kontrolė Inkstų vėžys Melanoma

17 pav. Viduląstelinį IFNγ ekspresuojančių CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T

limfocitų koncentracija išplitusiu inkstų vėžiu (n = 21) ar didelės rizikos odos

melanoma (n = 16) sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su

kontroline grupe (n = 22) (U testas)

Pagal CD8hCD57+IFNγ+ T ląstelių subpopuliacijos nuošimtį CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje, kontrolinės grupės individus ir išplitusiu inkstų vėžiu

ar didelės rizikos odos melanoma sergančius pacientus galima suskirstyti į ats-

kiras grupes (8 lent.).
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8 lentelė. Tiriamųjų skirstymas į grupes pagal CD8hCD57+IFNγ+ T ląstelių subpo-

puliacijos nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

CD8hCD57+IFNγ+ T

ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

Kontrolinės

grupės

individai

(n = 22)

Inkstų vėžiu

sergantys

pacientai

(n = 21)

Odos melanoma

sergantys

pacientai

(n = 16)

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

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

10,1-23 (vidutiniškai) 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 į grupes buvo suskirstyti pagal viduląstelinį IFNγ ekspresuo-

jančių CD8hCD57+ T limfocitų nuošimtį kontrolinės grupės individų periferi-

niame kraujyje, laikantis nuostatos, kad sveikų individų kraujyje esanti šių T

limfocitų dalis atitinka normos ribas.

Tiriant viduląstelinio IFNγ raišką CD8hCD57- T limfocitų populiacijoje,

statistiškai patikimų skirtumų tarp tiriamųjų grupių nerasta nei lyginant IFNγ 

ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57- T limfocitų populiacijoje, nei

CD8hCD57-IFNγ+ T ląstelių koncentraciją periferiniame kraujyje (16 ir 17

pav.).

Tiriant viduląstelinį IFNγ ekspresuojančių T ląstelių nuošimčio skirtumus

tarp periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijų, nus-

tatyta, kad kontrolinės grupės individų bei išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pa-

cientų grupėse nebuvo statistiškai patikimų IFNγ raiškos skirtumų tarp minėtų

populiacijų, tuo tarpu didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų gru-

pėje IFNγ raiška buvo statistiškai patikimai didesnė CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje, lyginant su CD8hCD57- T limfocitais (16 pav.).

Lyginant CD8hCD57+IFNγ+ ir CD8hCD57-IFNγ+ T limfocitų koncentracijų

skirtumus periferiniame kraujyje, statistiškai patikimų skirtumų nerasta nei vie-

noje tiriamųjų grupėje (17 pav.).
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4.2.7. Sąsajos tarp imunosupresines ir citotoksines bei

imunomoduliuojančias savybes atspindinčių žymenų raiškos tirtų

onkologinių ligonių periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

Nustačius, kad išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma ser-

gančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje stebi-

mi statistiškai reikšmingi imunosupresines bei citotoksines ir imunomoduliuo-

jančias T limfocitų savybes atspindinčių žymenų raiškos skirtumai, siekta išsi-

aiškinti, ar yra koreliacija tarp šių žymenų raiškos.

Nustatyta, kad išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupėje nėra stip-

rios ir biologiškai reikšmingos koreliacijos tarp FOXP3 ir perforino raiškos pe-

riferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, t. y. šių žymenų raiška

yra tarpusavyje nepriklausoma, lyginant tiek FOXP3 ar perforiną ekspresuo-

jančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje (18A pav.),

tiek CD8hCD57+FOXP3+ ir CD8hCD57+Perforin+ T limfocitų absoliučius skai-

čius periferiniame kraujyje (18B pav.).
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18 pav. Spirmeno ranginė koreliacija tarp FOXP3 ir perforino raiškos išpli-

tusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupėje: A – tiriant FOXP3 ar perfori-

ną ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijo-

je, B – tiriant CD8hCD57+FOXP3+ ir CD8hCD57+Perforin+ T limfocitų abso-

liučius skaičius periferiniame kraujyje
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R = -0,41, p = 0,02
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Nustatyta, kad didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupėje

taip pat nėra statistiškai reikšmingos koreliacijos tarp FOXP3 ir IFNγ raiškos

periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, tiek lyginant FOXP3

ar viduląstelinį IFNγ ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57+ T limfo-

citų populiacijoje, tiek CD8hCD57+FOXP3+ ir CD8hCD57+IFNγ+ T limfocitų

absoliučius skaičius tiriamųjų periferiniame kraujyje (19 pav.).

Išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupėje rasta individų, kurių peri-

ferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo labai didelis perfo-

riną ekspresuojančių T limfocitų nuošimtis (> 84,74 %), tačiau visai nerasta

FOXP3 ekspresuojančių T limfocitų (9 lent.).
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19 pav. Spirmeno ranginė koreliacija tarp FOXP3 ir IFNγ raiškos didelės ri-

zikos odos melanoma sergančių pacientų grupėje: A – tiriant FOXP3 ar vi-

duląstelinį IFNγ ekspresuojančių T ląstelių nuošimtį CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje, B – tiriant CD8hCD57+FOXP3+ ir CD8hCD57+IFNγ + T limfo-

citų absoliučius skaičius periferiniame kraujyje
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9 lentelė. FOXP3 bei perforiną ekspresuojančių T ląstelių nuošimtis išplitusiu inkstų vėžiu

sergančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

Ligonio

kodas

CD8hCD57+FOXP3+ T ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

GAD 0,85 (mažai) 55,4 (vidutiniškai)

BAR 3,03 (daug) 25,97 (vidutiniškai)

BAC 0 (nėra) 99,58 (labai daug)

ZAB 1,53 (vidutiniškai) 71,22 (daug)

KAR 6,06 (daug) 73,21 (daug)

ELJ 0,25 (mažai) 90,62 (labai daug)

DOM 0 (nėra) 12,43 (mažai)

ABL 1,19 (vidutiniškai) 72,98 (daug)

MIL 0 (nėra) 85,85 (labai daug)

VEG 4,04 (daug) 39,19 (vidutiniškai)

OKU 3,4 (daug) 84,70 (daug)

MOT 0 (nėra) 91,82 (labai daug)

SAV 0 (nėra) 47,27 (vidutiniškai)

TICH 0 (nėra) 91,70 (labai daug)

JAK 0,16 (mažai) 72,96 (daug)

BAL 4,09 (daug) 84,10 (daug)

MALV 0 (nėra) 88,28 (labai daug)

GEL 3,46 (daug) 77,17 (daug)

SAK 0,77 (mažai) 51,79 (vidutiniškai)

SUT 15,26 (daug) 6,32 (mažai)

SIM 0,54 (mažai) 94,97 (labai daug)

KAU 1,23 (vidutiniškai) 56,62 (daug)

MALM 10,93 (daug) 5,63 (mažai)

SUR 0,85 (mažai) 2,60 (mažai)

OZA 1,55 (vidutiniškai) 1,88 (mažai)

KIS 1,43 (vidutiniškai) 83,27 (daug)

MAR 17,09 (daug) 62,18 (daug)

VAL 5,5 (daug) 11,44 (mažai)

SAL 3,89 (daug) 18,45 (vidutiniškai)

PET 5,47 (daug) 93,38 (labai daug)

VEN 6,72 (daug) 42,06 (vidutiniškai)

Didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupėje šis reiškinys ne-

buvo toks būdingas – rasta tik viena pacientė, kurios CD8hCD57+ T limfocitų
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populiacijoje viduląstelinio IFNγ raiška buvo didelė (> 23 %), o FOXP3 – ma-

ža (0,1-1 %) (10 lent.). Beje, rasti du pacientai, kurių CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje viduląstelinio IFNγ raiška buvo vidutinė (10,1-23 %), o FOXP3

visai nebuvo (10 lent.). Reikia atkreipti dėmesį ir į tai, kad perforino raiška

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo tiriama visiems tyrime dalyvavu-

siems išplitusiu inkstų vėžiu sergantiems pacientams (n = 31), o didelės rizikos

odos melanoma sergančių pacientų grupėje IFNγ raiška CD8hCD57+ T limfoci-

tų populiacijoje buvo nustatyta tik 16 tiriamųjų.
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10 lentelė. FOXP3 ar IFNγ ekspresuojančių T ląstelių nuošimtis didelės rizikos

odos melanoma sergančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų po-

puliacijoje

Ligonio

kodas

FOXP3+ T ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

IFNγ+ T ląstelių nuošimtis

CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje

VAI 0,63 (mažai) 3,45 (mažai)

TUB 0,47 (mažai) 49,93 (daug)

PET 2,25 (daug) 3,24 (mažai)

BALM 0 (nėra) 11,30 (vidutiniškai)

VRU 2,26 (daug) 0 (nėra)

VDO 5,62 (daug) 0,79 (mažai)

MIK 6,03 (daug) 97,23 (daug)

DOV 1,86 (vidutiniškai) 15,19 (vidutiniškai)

AUG 0 (nėra) 0 (nėra)

PEI 1,88 (vidutiniškai) 0 (nėra)

RAD 0 (nėra) 3,81 (mažai)

BUB 1.02 (mažai) 5,81 (mažai)

ZAC 5,27 (daug) nenustatyta

RAM 0 (nėra) 14,81 (vidutiniškai)

STR 20,54 (daug) nenustatyta

BALV 1,13 (vidutiniškai) nenustatyta

RUS 2,25 (daug) nenustatyta

SVE 6,61 (daug) 37,69 (daug)

STA 0,53 (mažai) 3,08 (mažai)

SAK 8,76 (daug) nenustatyta

KRI 0,59 (mažai) nenustatyta

PLE 0,82 (mažai) 8,49 (vidutiniškai)
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5. REZULTATŲ APTARIMAS

Šis tyrimas buvo atliktas, siekiant įvertinti skirtingas funkcines savybes ats-

pindinčių žymenų raiškos kiekybinius skirtumus onkologinių ligonių periferi-

nio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose, lyginant su

kontroline grupe. Tyrimams pasirinkome dvi nozologines vėžio formas – švie-

siųjų ląstelių tipo inkstų ląstelių karcinomą bei odos melanomą. Nors tai visiš-

kai skirtingos histogenezės navikai, tačiau juos vienija viena bendra savybė –

jie pripažįstami pačiais imunogeniškiausiais žmogaus piktybiniais navikais (23

-25,27,28). Be to, tai yra navikai, kurių gydymui pirmiausia buvo pradėta tai-

kyti ir iki šiol tebetaikoma sisteminė priešnavikinė citokinų imunoterapija, ku-

ri, esant išplitusiai ligai, dažniausiai tampa pirmojo pasirinkimo gydymo būdu

(26-28,217,219). Taigi istoriškai susiklostė tokia situacija, kad šie navikai yra

vieni parankiausių, tiriant sąsajas tarp piktybinio proceso ir imuninės sistemos

pokyčių.

Prieš tirdami CD8hCD57+ bei CD8hCD57- T limfocitų populiacijų ir jų sub-

populiacijų kiekybinius skirtumus, palyginome CD8+ T limfocitų koncentraciją

(absoliučius CD8+ T limfocitų skaičius) tiriamųjų periferiniame kraujyje. Mūsų

duomenimis, išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergan-

čių pacientų periferiniame kraujyje nestebėta statistiškai reikšmingų CD8+ T

limfocitų koncentracijos skirtumų, lyginant su kontrolinės grupės individais (6

pav.). Tiesa, vertinant CD8+ T limfocitų nuošimtį bendroje limfocitų populiaci-

joje, nustatyta, kad jis buvo statistiškai patikimai didesnis odos melanoma ser-

gančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontroline grupe (5 pav.).

Tačiau vertinti CD8+ T limfocitų nuošimčio bendroje limfocitų populiacijoje

skirtumus nėra racionalu - kur kas objektyviau ir informatyviau specifinio cito-

toksinio imuninio atsako pajėgumą atspindi absoliutus CD8+ T limfocitų skai-

čius, t. y. jų koncentracija (ląst/μl) periferiniame kraujyje.

Nors CD8+ T limfocitų koncentracija tirtųjų periferiniame kraujyje statistiš-

kai patikimai nesiskyrė, tačiau vyko įvairių CD8+ T limfocitų populiacijų kie-

kybinis persitvarkymas, statistiškai reikšmingai padidėjant CD8hCD57+ T lim-
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focitų populiacijai išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma ser-

gančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su kontrolinės grupės indivi-

dais (7 pav.). Kiti autoriai taip pat nustatė CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos

pagausėjimą onkologinių ligonių periferiniame kraujyje ar / ir pačiame naviki-

niame audinyje (12,48,143,166-168). Taigi, jei šios populiacijos padidėjimas

yra stebimas įvairiomis vėžio formomis sergančių pacientų organizme, tikėtina,

kad tai susiję su navikine patologija, todėl CD8hCD57+ T limfocitai gali būti

svarbus priešnavikinio imuninio atsako komponentas.

Apibūdinant CD8hCD57+ T limfocitų funkcines savybes, pateikiami prieš-

taringi duomenys – vieni autoriai šiuos T limfocitus traktuoja kaip imunosupre-

sinius ir CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos gausėjimą sieja su imuninio at-

sako slopinimu, kas yra naudinga kontroliuojant alotransplantato atmetimą ar

autoimunines reakcijas, tačiau nepageidautina onkologinės patologijos atveju

(19,20,149,168,175,176,178-180). Kiti autoriai teigia, kad CD8hCD57+ T lim-

focitai pasižymi stipriu citotoksiniu bei imunomoduliuojančiu poveikiu ir yra

aktyvus specifinio ląstelinio imuninio atsako komponentas (13,14,16,48,165,

171,201-203).

Taigi, apibendinant įvairių tyrėjų pateikiamus rezultatus, aiškėja, kad

CD8hCD57+ T limfocitų populiacija yra labai heterogeniška, t. y. sudaryta iš

įvairių subpopuliacijų, pasižyminčių citotoksiniu (165,201), citotoksiniu / imu-

nomoduliuojančiu (169,203) bei imunosupresiniu poveikiais (19,20,149,168).

Akivaizdu, jog vien tik CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos nuošimčio

nustatymas onkologinėmis ligomis sergančių pacientų periferinio kraujo CD8+

T limfocitų populiacijoje neatskleidžia CD8hCD57+ T limfocitų vaidmens imu-

niniame atsake, kitaip tariant, neleidžia apibūdinti priešnavikinio imuninio at-

sako pobūdžio. Todėl būtina įvertinti įvairių subpopuliacijų, pasižyminčių skir-

tingomis ir konkuruojančiomis funkcinėmis savybėmis, dalį bei jų tarpusavio

santykį CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje – toks ir buvo šio darbo tikslas.

Toliau aptariami imunosupresines, citotoksines bei imunomoduliuojančias

T limfocitų savybes atspindinčių žymenų raiškos skirtumai mūsų tirtų individų

grupių periferinio kraujo CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų populiacijose.
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Pagal konkrečių biožymenų raišką, CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų

populiacijas galima suskirstyti į atskiras subpopuliacijas - imunosupresines

(FOXP3+, NKG2A+), citotoksines (Perforin+) ar citotoksines / imunomoduliuo-

jančias (IFNγ+).

Aptariant rezultatus, vertinami ne mūsų tirtų subpopuliacijų koncentracijos

(absoliučių skaičių), o jų nuošimčio skirtumai išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės

rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ ir

CDhCD57- T limfocitų populiacijose, lyginant su kontroline grupe, nes būtent

skirtingų subpopuliacijų nuošimčio skirtumai atspindi vidinius persitvarkymus,

vykstančius minėtose T limfocitų populiacijose.

Mūsų duomenimis, net 65 % kontrolinės grupės individų periferinio kraujo

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje imunosupresinės CD8hCD57+FOXP3+

subpopuliacijos visai nėra, tuo tarpu tarp išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizi-

kos odos melanoma sergančių pacientų tokių individų yra tik atitinkamai 23 %

ir 18 % (6 lent.). Įdomu yra tai, kad klinikinis atsakas į priešnavikinę citokinų

imunoterapiją (skiriant sisteminį rIFNα ar rIL-2) pasiekiamas tik apie 10-20 %

išplitusiu inkstų vėžiu ar odos melanoma sergančių pacientų (27,28,219,235,

237), todėl neatmestina prielaida, jog priešnavikinė imunoterapija veiksminga

būtent tiems onkologiniams ligoniams, kurie visai neturi imunosupresiniu po-

veikiu pasižyminčios CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų subpopuliacijos.

Svarbu tai, kad net 42 % išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų ir 41 %

didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferinio kraujo

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje imunosupresinių CD8hCD57+FOXP3+ T

ląstelių subpopuliacija buvo labai padidėjusi ir sudarė daugiau nei 2 % visų

CD8hCD57+ T limfocitų, tuo tarpu kai kontrolinėje grupėje nerasta nei vieno

individo su taip išreikšta imunosupresinių CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų

subpopuliacija (6 lent.). Klinikiniu požiūriu, priešnavikinės imunoterapijos

skyrimas pacientams, turintiems labai pagausėjusią imunosupresinę subpopu-

liaciją, gali būti netikslingas, o galbūt netgi žalingas, nes bendrai aktyvinant

imuninę sistemą, šiems pacientams neišvengiamai aktyvinami ir imunosupresi-
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niu poveikiu pasižymintys jos komponentai, kurie savo ruožtu dar intensyviau

slopina priešnavikinio imuninio atsako citotoksinius mechanizmus ir sudaro

palankesnes sąlygas navikinėms ląstelėms išvengti imuninės sistemos naiki-

nančio poveikio.

Reikia paminėti, kad kontrolinėje grupėje taip pat buvo rasta individų, kurių

periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje nustatyta imunosupre-

sinė CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų subpopuliacija. Tačiau jos nuošimtis są-

lyginai sveikų individų kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo ma-

žas arba vidutinis (6 lent.). Be to, tarp išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos

odos melanoma sergančiųjų, tokių individų buvo, nors ir nežymiai, bet dau-

giau. Tai vėlgi rodo, jog imunosupresinės CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų

subpopuliacijos pagausėjimas (net ir mažas arba vidutinis) yra labiau būdingas

onkologiniams ligoniams.

Tiriant FOXP3 žymens raišką CD8hCD57- T limfocitų populiacijoje, neras-

ta statistiškai patikimų skirtumų tarp tiriamųjų grupių.

Taigi, apibendrinant FOXP3 raiškos skirtumų tiriamųjų grupėse rezultatus,

paaiškėja, kad esminiai šio imunosupresines T limfocitų savybes atspindinčio

žymens raiškos skirtumai stebimi onkologinių ligonių CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje.

Tiriant netiesiogines imunosupresines savybes atspindinčio NKG2A

(CD159a) žymens raišką CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, nerasta statis-

tiškai patikimų skirtumų tarp tiriamųjų grupių. Reikia paminėti, kad visose tir-

tose grupėse tarp individų labai skyrėsi NKG2A ekspresuojančių T ląstelių

nuošimtis CD8hCD57+ T ir CD8hCD57- limfocitų populiacijose (12 ir 13 pav.).

Mūsų rezultatai sutampa su Casado ir bendraautorių, kurie taip pat nustatė, kad

NKG2A (kaip ir kitų inhibuojančių NKR) raiška periferinio kraujo CD8hCD57+

T limfocitų populiacijoje buvo labai išsibarsčiusi tiek sveikų individų, tiek

odos melanoma sergančių pacientų grupėse, o statistiškai patikimų NKG2A

raiškos skirtumų tarp melanoma sergančių pacientų ir kontrolinės grupės indi-

vidų CD8hCD57+ T limfocitų populiacijų jie nenustatė (171).
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Tiriant NKG2A raišką periferinio kraujo CD8hCD57- T limfocitų populiaci-

joje, statistiškai reikšmingų skirtumų tarp tiriamųjų grupių nerasta. Taip pat ne-

nustatyta statistiškai patikimų NKG2A raiškos skirtumų tarp CD8hCD57+ ir

CD8hCD57- T limfocitų populiacijų, o tai jau nesutampa su Casado ir bendra-

autorių duomenimis, kur teigiama, kad NGK2A raiška yra statistiškai patikimai

gausesnė CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje tiek kontrolinės grupės indivi-

dų, tiek ir odos melanoma sergančių pacientų grupėse (171). Šiuos mūsų ir Ca-

sado grupės rezultatų nesutapimus iš dalies paaiškina kitas šių tyrėjų straipsnis,

kuriame jie teigia, jog inhibuojančių NKR (tame tarpe ir NKG2A) raiška yra

būdinga daliai CD8hCD57- (CD8hCD28+) T limfocitų, nes CD8hCD57-iNKR+

fenotipas atitinka tarpinę diferenciacijos stadiją, kai naivieji CD8h T limfocitai

virsta efektoriniais T limfocitais (184). Taigi, tikėtina, jog dalies mūsų tirtų in-

dividų periferiniame kraujyje buvo aptinkami būtent šios „pereinamosios“ dife-

renciacijos stadijos CD8hCD57-NKG2A+ T limfocitai, todėl mes ir nenustatė-

me NKG2A raiškos skirtumų tarp CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T limfocitų po-

puliacijų.

Tiriant citotoksinių CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių subpopuliacijos kieky-

binius skirtumus, nustatyta, kad jos nuošimtis statistiškai patikimai didesnis iš-

plitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T lim-

focitų populiacijoje, lyginant su kontroline grupe, tačiau nerasta perforino raiš-

kos skirtumų CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje tarp kontrolinės grupės in-

dividų ir didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupių (14 pav.).

Lyginant mūsų tirtų onkologinių ligonių grupes tarpusavyje buvo rasta, kad

CD8hCD57+Perforin+ T limfocitų subpopuliacijos nuošimtis CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje statistiškai patikimai didesnis išplitusiu inkstų vėžiu

sergančių pacientų grupėje (14 pav.).

Beje, labai didelis CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių nuošimtis (> 84,74 %)

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje nustatytas net 25,8 % išplitusiu inkstų

vėžiu sergančių pacientų, tuo tarpu kontrolinėje bei didelės rizikos odos mela-
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noma sergančių pacientų grupėse tokių individų buvo tik atitinkamai po 7,7 %

ir 9,1 % (7 lent.).

Imunologiniu požiūriu įdomus faktas, kad visose tiriamųjų grupėse perfori-

no raiška buvo statistiškai patikimai didesnė CD8hCD57+ T limfocitų populia-

cijoje, lyginant su CD8hCD57- T limfocitais. Tai rodo, jog perforino raiška yra

kur kas labiau būdinga CD8hCD57+ T limfocitams. Šie rezultatai sutampa su

kitų tyrėjų duomenimis, kur teigiama, kad būtent CD8hCD57+ T limfocitai pa-

sižymi stipriomis citotoksinėmis savybėmis (13,14,165,201).

Vertinant viduląstelinio IFNγ raiškos skirtumus tarp tiriamų individų gru-

pių, stebėtos priešingos nei perforino raiškos tendencijos – viduląstelinį IFNγ

ekspresuojančių T ląstelių nuošimtis CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje bu-

vo statistiškai patikimai didesnis didelės rizikos odos melanoma sergančių pa-

cientų grupėje, lyginant su kontroline grupe, tačiau nerasta viduląstelinio IFNγ 

raiškos skirtumų CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje tarp išplitusiu inkstų

vėžiu sergančių pacientų ir kontrolinės grupės individų. Lyginant tirtų onkolo-

ginių pacientų grupes tarpusavyje, nustatyta, kad CD8hCD57+IFNγ+ T ląstelių

subpopuliacijos nuošimtis CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo statistiš-

kai patikimai didesnis didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų gru-

pėje (16 pav.).

Lyginant viduląstelinio IFNγ raiškos skirtumus tarp CD8hCD57+ ir

CD8hCD57- T limfocitų populiacijų, rasta, kad jis statistiškai patikimai gausiau

ekspresuojamas tik didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų periferi-

nio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, o išplitusiu inkstų vėžiu ser-

gančių pacientų CD8hCD57+ ir CD8hCD57- T populiacijose viduląstelinį IFNγ 

ekspresuojančių limfocitų nuošimtis nesiskyrė ir sudarė 3,3 % (16 pav.).

Tiriant perforino bei IFNγ raišką periferinio kraujo CD8hCD57- T limfocitų

populiacijoje, statistiškai reikšmingų skirtumų tarp tirtų individų grupių nerasta

(14 ir 16 pav.).

Citotoksines bei citotoksines / imunomoduliuojančias T limfocitų savybes

atspindinčių žymenų raiškos tyrimų rezultatai rodo, kad mūsų tirtų onkologinių
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ligonių periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje gausėja navi-

kines ląsteles atakuojančių ir jų naikinimą sukeliančių T limfocitų subpopulia-

cijų nuošimtis, tačiau esant skirtingoms nozologinėms vėžio formoms (šiuo at-

veju, inkstų vėžiui ar odos melanomai), vyksta skirtingų navikines ląsteles ata-

kuojančių subpopuliacijų kiekybiniai persitvarkymai. Ar šie skirtumai turi

reikšmės bendram priešnavikinio imuninio atsako efektyvumui, sunku pasaky-

ti. Galima tik kelti prielaidą, kad CD8hCD57+IFNγ+ T limfocitų subpopuliaci-

jos pagausėjimas galėtų būti susijęs su stipresniu priešnavikiniu poveikiu, nes

CD8hCD57+IFNγ+ T limfocitų itin gausiai ekspresuojamas ir išskiriamas IFNγ

pasižymi ne tik tiesioginiu citotoksiniu poveikiu navikinėms ląstelėms (17), bet

dar ir aktyvina nespecifinio ir specifinio ląstelinio imuninio atsako vystymąsi

(18), t. y. tarsi pasižymi „dvigubu“ priešnavikiniu poveikiu.

Būtina paminėti, kad išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupėje ras-

tas vienas pacientas (tai sudaro 4,8 % šios grupės individų), kurio periferinio

kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo didelis viduląstelinį IFNγ 

ekspresuojančių T ląstelių nuošimtis (> 23 %) (8 lent.), o didelės rizikos odos

melanoma sergančių pacientų grupėje buvo rasti du pacientai (9,1 % šios gru-

pės individų), kurių periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje

buvo labai didelis CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių nuošimtis (> 84,74 %) (6

lent.). Tai rodo, kad perforiną ekspresuojančių T ląstelių nuošimčio padidėji-

mas CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje nėra išskirtinai būdingas tik inkstų

vėžiu sergantiems pacientams, o CD8hCD57+IFNγ+ T ląstelių subpopuliacijos

padidėjimas – tik odos melanoma sergantiems pacientams. Tiesiog perforino

raiškos pagausėjimas CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje yra labiau būdin-

gas, sergant inkstų vėžiu, o IFNγ raiškos pagausėjimas – sergant odos melano-

ma, nors šio reiškinio priežastį sunku paaiškinti.

Pabrėžtina yra tai, kad tiek pagal imunosupresinių, tiek ir pagal citotoksinių

bei citotoksinių / imunomoduliuojančių subpopuliacijų nuošimtį CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje kontrolinės grupės individus bei mūsų tirtus onkologi-

nius pacientus galima suskirstyti į atskiras grupes (6, 7 ir 8 lent.). Taigi, naviki-

nes ląsteles atakuojančių ir imunosupresinių CD8hCD57+ T limfocitų subpopu-
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liacijų pagausėjimas stebimas ne visų onkologinių ligonių periferiniame krau-

jyje. Įvertinant dar ir tai, kad onkologinių ligonių grupėse nerasta koreliacijos

tarp imunosupresinių bei citotoksinių ir imunomoduliuojančių žymenų raiškos

CD8hCD57+ populiacijoje (18 ir 19 pav.), aiškėja, jog kiekvieno ligonio orga-

nizme priešnavikinio imuninio atsako pobūdis yra individualus ir „chaotiškas“,

t. y. funkciškai konkuruojančių subpopuliacijų kiekybiniai persitvarkymai

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje yra tarpusavyje nesusiję, todėl vieno li-

gonio organizme gali padidėti tiek citotoksinė, tiek ir imunosupresinė subpopu-

liacijos, o kito ligonio – citotoksinė subpopuliacija gali padidėti, o imunosupre-

sinė likti maža, ir panašiai. Būtent imunosupresinių ir navikines ląsteles ata-

kuojančių subpopuliacijų tarpusavio kiekybinis santykis ir turėtų nulemti ben-

drą (visuminį, suminį) CD8hCD57+ T limfocitų sukeliamo priešnavikinio imu-

ninio atsako pobūdį individualaus paciento organizme.

Įdomu tai, kad išplitusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupėje rasta indi-

vidų, kurių periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo labai

didelis citotoksinių CD8hCD57+Perforin+ T ląstelių subpopuliacijos nuošimtis,

tačiau visai nerasta imunosupresinių CD8hCD57+FOXP3+ T limfocitų subpo-

puliacijos (9 lent.). Tikėtina, kad būtent šiems išplitusiu inkstų vėžiu sergan-

tiems pacientams priešnavikinė imunoterapija ir turėtų būti efektyviausia. Įdo-

miausia yra tai, kad tokių pacientų buvo rasta 23 %, o faktas, kad klinikinis at-

sakas į priešnavikinę citokinų imunoterapiją pasiekiamas apie 10-20 % išplitu-

siu inkstų vėžiu sergančių pacientų (27,217,235,237), tik palaiko mūsų hipote-

zę.

Didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų grupėje iš pirmo žvilgs-

nio šis reiškinys nėra toks būdingas - rasta viena pacientė, kurios CD8hCD57+

T limfocitų populiacijoje viduląstelinio IFNγ raiška buvo didelė (> 23 %), o

FOXP3 – maža (0,1-1 %) (10 lent.). Ši pacientė tesudarė 6,25 % mūsų tirtų di-

delės rizikos odos melanoma sergančių pacientų, kuriems buvo nustatyta IFNγ

raiška (n = 16). Tačiau reikia atkreipti dėmesį į tai, kad odos melanoma sergan-

čių pacientų grupėje buvo rasti du pacientai (tai sudaro 12,5 % pacientų, ku-

riems buvo nustatyta viduląstelinio IFNγ raiška), kurių CD8hCD57+ T limfoci-
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tų populiacijoje CD8hCD57+IFNγ+ T subpopuliacijos nuošimtis buvo vidutinis

(10,1-23 %), o imunosupresinės CD8hCD57+FOXP3+ subpopuliacijos visai ne-

rasta (10 lent.). Įvertinant tai, kad IFNγ pasižymi „dvigubu“ priešnavikiniu po-

veikiu (tiesioginiu citotoksiniu ir imunomoduliuojančiu), galima teigti, kad net

ir vidutinė IFNγ raiška atspindi stiprias priešnavikines CD8hCD57+ T limfoci-

tų savybes. Todėl tikėtina, kad priešnavikinė imunoterapija turėtų būti efekty-

viausia būtent tiems pažengusia odos melanoma sergantiems pacientams, kurių

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje imunosupresinės CD8hCD57+FOXP3+ T

limfocitų subpopuliacijos visai nėra, o citotoksiniu / imunomoduliuojančiu po-

veikiu pasižyminčios CD8hCD57+IFNγ+ T limfocitų subpopuliacijos nuošimtis

yra vidutinis arba didelis. Mes radome 12,5 % tokių didelės rizikos odos mela-

noma sergančių pacientų. Šiuo atveju faktas, kad klinikinis atsakas į priešnavi-

kinę citokinų imunoterapiją pasiekiamas apie 10-20 % odos melanoma sergan-

čių ligonių (26,28,219), vėlgi tampa argumentu, remiančiu mūsų hipotezę.

Galima numatyti, kad įvairių subpopuliacijų (ypač imunosupresinės (20))

nuošimčio nustatymas CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje ateityje gali būti

naudingas klinikinėje onkologinėje praktikoje, individualizuojant priešnavikinę

imunoterapiją ir selektyviai parenkant tik tuos vėžiu sergančius pacientus, ku-

riems imuninės sistemos aktyvinimas sukeltų navikinių ląstelių naikinimą (ska-

tintų citotoksinius priešnavikinio imuninio atsako komponentus), o ne dar la-

biau gilintų imunosupresiją (aktyvintų supresiniu poveikiu pasižyminčius imu-

ninės sistemos komponentus).

Siekiant įvertinti CD8hCD57+ T limfocitų populiacijos ir jos subpopuliacijų

prognostinę reikšmę potencialiam atsakui į priešnavikinę imunoterapiją, būtina

atlikti papildomus klinikinius tyrimus.



93

6. IŠVADOS

1. Išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pa-

cientų periferiniame kraujyje nerasta statistiškai patikimų CD8+ T lim-

focitų koncentracijos (ląst/μl) skirtumų, lyginant su kontroline grupe.

Stebima tik tendencija (p = 0,06), kad CD8+ T limfocitų yra daugiau

odos melanoma sergančių pacientų periferiniame kraujyje, lyginant su

inkstų vėžiu sergančiais pacientais.

2. CD8hCD57+ T limfocitų nuošimtis CD8+ T limfocitų populiacijoje sta-

tistiškai reikšmingai didesnis išplitusiu inkstų vėžiu (p = 0,002) ar dide-

lės rizikos odos melanoma (p = 0,01) sergančių pacientų periferiniame

kraujyje, lyginant su kontroline grupe.

3. Išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pa-

cientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje stebimi

statistiškai reikšmingi žymenų, atspindinčių skirtingas T limfocitų savy-

bes, raiškos skirtumai, lyginant su kontroline grupe:

a) imunosupresines savybes atspindinčio FOXP3 raiška statistiš-

kai patikimai didesnė 42 % išplitusiu vėžiu sergančių pacien-

tų (p = 0,0004) ir 41 % didelės rizikos odos melanoma ser-

gančių pacientų (p = 0,0004) periferinio kraujo CD8hCD57+ T

limfocitų populiacijoje;

b) citotoksines T limfocitų savybes atspindinčio perforino raiška

statistiškai patikimai (p = 0,01) didesnė išplitusiu inkstų vėžiu

sergančių pacientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų

populiacijoje, tuo tarpu didelės rizikos odos melanoma ser-

gančių pacientų grupėje statistiškai patikimų perforino raiškos

skirtumų nerasta;

c) citotoksines bei imunomoduliuojančias T limfocitų savybes

atspindinčio IFNγ raiška statistiškai patikimai (p = 0,02) di-



94

desnė didelės rizikos odos melanoma sergančių pacientų peri-

ferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje, o išpli-

tusiu inkstų vėžiu sergančių pacientų grupėje nerasta statistiš-

kai patikimų IFNγ raiškos skirtumų;

d) perforino raiškos padidėjimas periferinio kraujo CD8hCD57+

T limfocitų populiacijoje nėra išskirtinai būdingas tik išplitu-

siu inkstų vėžiu sergantiems pacientams, o IFNγ raiškos padi-

dėjimas – tik didelės rizikos odos melanoma sergantiems pa-

cientams, nes tarp sergančiųjų išplitusiu inkstų vėžiu rasta 10

% individų, kurių CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo

vidutiniškai ar gausiai ekspresuojamas IFNγ, o odos melano-

ma sergančių pacientų grupėje buvo rasta 9 % individų, kurių

CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje buvo labai gausiai eks-

presuojamas perforinas.

4. Išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pa-

cientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje neste-

bima statistiškai reikšmingų netiesiogines imunosupresines savybes ats-

pindinčio NKG2A žymens raiškos skirtumų, lyginant su kontroline gru-

pe.

5. Nėra koreliacijos tarp imunosupresines ir citotoksines ar citotoksines /

imunomoduliuojančias T limfocitų savybes atspindinčių žymenų raiškos

išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pa-

cientų periferinio kraujo CD8hCD57+ T limfocitų populiacijoje.

6. Išplitusiu inkstų vėžiu ar didelės rizikos odos melanoma sergančių pa-

cientų periferinio kraujo CD8hCD57- T limfocitų populiacijoje nestebi-

ma FOXP3, NKG2A, perforino ar IFNγ raiškos skirtumų, lyginant su

kontroline grupe.
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9. PRIEDAI

Priedas nr. 1: Asmens informavimo forma

Mes kviečiame Jus dalyvauti moksliniame klinikiniame tyrime „CD8hCD57+ T limfocitų re-

guliacinių savybių tyrimas imunogeniškomis vėžio formomis sergančių pacientų periferi-

niame kraujyje“, kuris bus vykdomas Vilniaus universiteto Onkologijos institute.

Šio dokumento tikslas - informuoti Jus apie tyrimą ir pakviesti jame dalyvauti. Labai

svarbu, kad Jūs, prieš nuspręsdamas dalyvauti, gautumėte visą su tyrimu susijusią informaci-

ją, susipažintumėte su visomis procedūromis, galima rizika ir nepatogumais tyrimo metu.

TYRIMO TIKSLAS IR NUMATOMA NAUDA

Šio tyrimo tikslas – ištirti išplitusiu inkstų vėžiu ir didelės rizikos odos melanoma sergančių

žmonių periferinio kraujo imunosupresinius / reguliacinius T limfocitus bei jų prognostinę

reikšmę, parenkant gydymą ir palyginti gautus rezultatus su sveikų individų analogiškais

imunologiniais rodikliais. Šie tyrimai leis įvertinti onkologinių ligonių organizmo apsauginių

reakcijų būklę ir ateityje padės ieškoti gydymo metodų, labiau pritaikytų konkrečiam ligo-

niui.

PROCEDŪROS

Imunologinis tyrimas atliekamas, naudojant periferinį veninį kraują.

● Jei Jūs priklausote tiriamų ligonių grupei arba esate sveikas savanoris ir sutinkate daly-

vauti šiame tyrime, tai Jums bus paimta 10 ml kraujo iš venos į 2 vakuuminius mėgintuvėlius

– į mėgintuvėlį su juodu/mėlynu dangteliu bus paimta 8 ml, o į mėgintuvėlį su violetiniu

dangteliu – 2 ml. Šis kraujas bus naudojamas tik moksliniams tyrimams – imunologinių rodik-

lių nustatymui.

● Jei Jūs esate sveikas individas, dirbate VU Onkologijos institute ir sutinkate dalyvauti

tyrime kaip kontrolinės grupės narys, tai profilaktinio sveikatos patikrinimo metu Jums iš vi-

so bus paimta 10 ml kraujo į du vakuuminius mėgintuvėlius:

1. 2 ml talpos su violetiniu dangteliu (antikoaguliantas - EDTA). Šis kraujas bus

naudojamas bendram hematologiniam ištyrimui (profilaktinio sveikatos patikrinimo

dalis). Po tyrimo likęs kraujas bus panaudotas moksliniams tyrimams - imunologinių

rodiklių nustatymui;

2. 8 ml talpos su juodu/mėlynu dangteliu (antikoaguliantas – natrio citratas). Šis

kraujas bus naudojamas tik moksliniams tyrimams – imunologinių rodiklių nustaty-

mui.
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RIZIKA IR DISKOMFORTAS

Žala ir rizika minimali, nes įprastinių procedūrų metu į du vakuuminius mėgintuvėlius Jums

bus paimtas kraujas iš rankos linkio venos (iš viso 10 ml). Be to, mums reikės užrašyti ir per-

žiūrėti šio tyrimo metu gautą informaciją ir duomenis iš Jūsų ligos istorijos, esančios VU On-

kologijos institute. Sveiki individai tyrėjams pateiks savo duomenis apie amžių bei kai kurias

galimas lėtines ligas.

IŠLAIDOS/KOMPENSACIJOS

Dalyvaujantis tyrime žmogus jokių papildomų išlaidų neturės. Jums nereikės mokėti nei už

atliktas procedūras, nei už vizitus pas gydytoją.

KONFIDENCIALUMAS

Visa informacija, susijusi su Jūsų dalyvavimu tyrime, bus konfidenciali. Dalyvaujančiųjų pa-

vardės bus koduojamos, kodus pagrindinis tyrėjas saugos seife. Nei Jūsų pavardė, nei kiti as-

meniniai duomenys (asmens kodas, gimimo data, adresas, sveikatos būklė) jokiuose tyrimo

dokumentuose ar publikacijose nebus minimi. Su įrašais Jūsų medicininiuose dokumentuose

teisę susipažinti turės tik tyrėjai. Pasirašydami sutikimą, Jūs tokią teisę jiems suteiksite. Infor-

macija, gauta atliekant tyrimą, gali būti paskelbta, tačiau pagal ją nebus galima identifikuoti

tiriamojo.

LAISVANORIŠKAS DALYVAVIMAS

Jūsų dalyvavimas šiame tyrime yra laisvanoriškas. Jūs bet kada galite anuliuoti savo sutiki-

mą, nenurodant priežasties. Nedalyvavimas tyrime ar vėlesnis atsisakymas tęsti dalyvavimą

neturės jokios įtakos Jūsų tolimesniam gydymui. Pasirašydamas šią sutikimo formą, Jūs ne-

apribojate jokių savo, kaip paciento, teisių.

KONTAKTAI

Iškilus neaiškumams ar ieškant kitos informacijos, Jūs galite kreiptis į pagrindinį tyrėją:

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

elektroninis adresas: vita.pasukoniene@vuoi.lt

Iškilus klausimų dėl dalyvaujančių tyrime pacientų teisių, Jūs galite kreiptis:

Lietuvos bioetikos komitetas, tel.:(8-5) 2 124 565, fax.:(8-5) 2 124 565, adresas: Didžioji

g. 22, LT-01128, Vilnius.
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Priedas Nr. 2: INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMAS

Klinikinio tyrimo pavadinimas: „CD8hCD57+ T limfocitų reguliacinių savybių tyrimas

imunogeniškomis vėžio formomis sergančių pacientų periferiniame kraujyje“

Aš perskaičiau pridedamą Asmens informavimo formą ir suprantu šio tyrimo tikslą, o taip

pat galimą dalyvavimo šiame tyrime naudą ir riziką. Man buvo duota galimybė ir laikas už-

duoti klausimus, ir į visus juos buvo atsakyta.

Aš suprantu, kad mano dalyvavimas yra laisvanoriškas, ir kad aš galiu laisvai pasitraukti

bet kuriuo metu, nenurodant priežasties, be jokio neigiamo poveikio savo sveikatos priežiūrai

ar įstatyminėms teisėms.

Aš leidžiu peržiūrėti mano medicininius duomenis, bet suprantu, kad konfidencialumas

bus išsaugotas tokia apimtimi, kokia aprašyta Asmens informavimo formoje. Suprantu, kad

taip siekiama patikrinti, ar su tyrimu susijusi informacija yra tiksli ir ar tyrimas vykdomas tei-

singai. Aš taip pat sutinku, kad šio tyrimo rezultatai gali būti publikuojami, bet kad mano

tapatybė nebus atskleista jokioje publikacijoje. Aš sutinku, kad duomenys ir įrašai, neatsklei-

džiantys mano tapatybės, būtų įtraukiami į duomenų bazę, kuri gali būti naudojama šio tyri-

mo tikslams ir gali būti perduodama trečiosioms šalims mano valstybėje ir kitur.

Aš laisvanoriškai duodu savo, kaip informuoto asmens, sutikimą dalyvauti šiame tyrime.

________________________ _______________ ________________

Tiriamojo vardas, pavardė Tiriamojo parašas Data

(spausdintomis raidėmis)

________________________ ___________________

Tyrėjo vardas, pavardė Tyrėjo parašas

(spausdintomis raidėmis)

Įgaliotas pagrindinio tyrėjo

______________________________ ______________________

Pagrindinio tyrėjo vardas, pavardė Pagrindinio tyrėjo parašas

(spausdintomis raidėmis)
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Priedas nr. 3.

Klinikinio tyrimo „CD8hCD57+ T limfocitų reguliacinių savybių tyrimas

imunogeniškomis vėžio formomis sergančių pacientų periferiniame kraujy-

je“

DUOMENŲ REGISTRAVIMO ANKETA

Ligonio vardas ir pavardė:

_______________________________________________________________

Ligonio kodas (pirmosios 3 pavardės raidės ir imunologinio tyrimo data):

__________________________________

Asmens kodas: □□□□□□□□□□□
Gimimo data: _______________________________

Imunologinio tyrimo data: __________________________

Ligonio amžius (imunologinio tyrimo dieną): _____________

Adresas: _______________________________________________________

Diagnozė: ______________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

Naviko histologinio verifikavimo data: _____________________

Ligos progresavimo nustatymo data: __________________

Paskutinio vizito data: _____________________

Mirties data ir priežastis: __________________________________________

Pastabos: _______________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________


