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SANTRUMPOS

ANA (angl. anti nuclear antibodies) — Antinukleariniai antiktinai

Anti-SS-A (Ro) — antikiinai prie§ SS-A

Anti-SS-B (La) — antikiinai pries SS-B

APC (angl. allophycocyanin) — alofikocianinas

APL — antigena pateikianti lastelé

B-1, B-2 — B limfocity subpopuliacijos

B7 — kostimuliuojanti molekulé, kurios ligandas yra CD28 molekulé T helperiy membranoje
BCR (angl. B cell receptor) — B limfocity receptorius

BD — Becton Dickinson

CD (angl. cluster of differentiation) — leukocity diferianciacijos antigenas

CDS' (angl. CD8"¢") — intensyvi CD8 Zymens raiska

CDS® (angl. CD8"") — silpna CD8 Zymens raiska

CMYV - citomegalo virusas

CTLA-4 (angl. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) — citotoksiniy T limfocity antigenas 4
DNR — deoksiribonukleino riigstis

EBV (angl. Epstein — Barr virus) — EpSteino — Bar virusas

Fas (angl. fragment antigen binding) — antikiino molekulés fragmentas, prijungiantis antigena
FasL — Fas ligandas

FcR — receptorius antikino Fc fragmentui.

FITC (angl. fluorescein isothiocyanate) — fluoresceino izotiocianatas

FL1, 2, 3, 4 — fluorescencijy detektoriai

Foxp3 — transkripcijos veiksnys

Id3 — 13kDa branduolio baltymas, dalyvaujantis T limfocity brendime

Ig — imunoglobulinas

IL — interleukinas

INF-y — y-interferonas

kDa - kilodaltonas

M3R — muskarininis trecio tipo acetilcholino receptorius

M6P-R — manozes-6 fosfato receptorius

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

NK (angl. natural killer) — naturaliy kileriy lastelé

NK T — T naturalus kileris



NOD pelés (angl. non-obese diabetic mouse) — nenutukusios diabetinés pelés

PE (angl. phycoerythrin) — fikoeritrinas

PerCP (angl. peridinchlorophyll protein) — peridinchlorofilo proteinas

RNP — ribonukleoproteinai

SSS (angl. SSC — side scattered) — $onine §viesos sklaida

T¢c — citotoksiniai T limfocitai

TCR (angl. T cell receptor) — T limfocity receptorius

TGF-B (angl. transforming growth factor- ) — B transformuojantis augimo veiksnys
Ty (angl. T helper ) — T helperis

Tu FH (angl. follicular helper T cell) — folikulinis T helperis

TNF-R (angl. tumor necrosis factor receptor) — naviky nekrozés faktoriaus receptorius
Trl — T reguliaciniy limfocity subpopuliacija

TSS (angl. FSC — forward scattered ) — tiesine $viesos sklaida

ZLA (angl. HLA — human leukocyte antigens) — zmogaus leukocity antigenai



[VADAS

Imuninés sistemos reakcija i1 savo organizmo antigenus, vadinama autoimunitetu.
Autoreaktyviis limfocitai cirkuliuoja sveikuy individy kraujyje, o organizma nuo ju saugo
tolerancijos mechanizmai. Pastaryju nepakankamumas sudaro salygas autoreaktyviems T ir B
limfocity klonams aktyvintis ir lasteliniam bei humoraliniam imuniniam atsakui | nuosavus
antigenus susidaryti. Sios reakcijos sukelia sunkius lasteliy ir organy paZeidimus, kurie
vadinami autoimuninémis ligomis [1]. Taigi, autoimunitetas susidaro dél nuosavy antigeny
sukeliamo specifinio atsako, tai susij¢ su imuniteto reguliaciniy lasteliy trikumu, netinkama
imuniteto aktyvacija ir reaktyviu atsaku virusiniams antigenams [2].

Sjogreno sindromas yra viena i§ dazniausiai paplitusiy autoimuniniy ligy [3], kuriai
budinga seiliy ir asary liauky destrukcija ir disfunkcija. Sisteminis pasireiSkimas pasitaiko
beveik tre¢daliui Sjogreno sindromo pacienty. Gydymas jau seniai yra nuviliantis, daugiausiai
remiamasi lokaliu gydymu dirbtinémis aSaromis ir burnos tepalais arba naudojama sisteminés
ligos imunosupresiné terapija. Geresnis Sjogreno sindromo patogenezés pazinimas suteikia
naujy perspektyvy lokaliam ir sisteminiam Sios ligos gydymui [4, 5].

Autoimuninéms ligoms budinga tai, kad specifiniy citotoksiniy limfocity populiaciju
susiformavimas gali nulemti ligos progresavima, o reguliaciniy limfocity populiacijos gali
nulemti autoimuniniy reakciju slopinima ir ligos remisija. Taigi, svarbi pusiausvyra tarp
citotoksiniy ir reguliaciniy limfocity.

Ligoniy gydymo rezultatai gali biiti nevienodi ta pacia ligos forma sergantiems
ligoniams, todé¢l svarbus gydymo skyrimas atsizvelgiant { ligonio imuningés sistemos rodiklius.
Deja, kol kas nezinoma kokios limfocity populiacijos dalyvauja Sjogreno sindromo
patogenezéje, nuo kokiy imunologiniy rodikliy priklauso Sjogreno sindromu serganciy
ligoniy pasveikimas ar ligos progresavimas.

Atsako | gydyma numatymas (predikcija) leisty parinkti optimaly gydymo buda
konkreciam ligoniui ir i§vengti neefektyvaus gydymo Salutinio poveikio.

Sis darbas — tai pati pradZia projekto ,,Autoimuninémis ligomis serganéiy ligoniy T
limfocity populiaciju reikSmée ligos eigai®. Magistranté prakting darbo dalj pradéjo vykdyti
nuo pirmyjy tyrimy pradzios. Darbo eigoje isigilinta { tyrimo metodika. Vertinimas atliktas

stebint profesionalui, o duomeny statistiné analizé vykdyta savarankiskai.



Darbo tikslas — istirti serganciyju Sjogreno sindromu T limfocity subpopuliacijy kiekybinius

pokycius.

ISkelti Sie pagrindiniai darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti T, B limfocity ir natiraliy kileriu (NK) kiekius serganciyjy pirminiu
Sjogreno sindromu periferiniame kraujyje.
2. Atlikti detalia kiekybine CDS8" T limfocity subpopuliaciju analiz¢ nustatant
citotoksinius T limfocitus ir ju subpopuliacijas pagal CD57 ir CD27 Zymeny raiska.
3. Atlikti detalia kiekybing CD4" T limfocity subpopuliaciju analiz¢ nustatant T
reguliacinius limfocitus (CD4 CD25") ir T helperius 17 (CD4 ' TL-17A").



PADEKOS

Nuosirdziai dékoju Sio darbo vadovui dr., prof. D. Characiejui uz pasitlyta tyrimy idéja,
suteiktas zinias ir patarimus.

Taip pat dékoju: dr. A. Siauriui ir dkt. G. SadZiui uZ praktinius pamokymus, pagalba
raSant §] darba bei begaling kantrybg; dr. D. Mieliauskaitei uz vertingus patarimus ir

pastebéjimus.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Imuniné tolerancija, autoimuniteto i$sivystymo mechanizmai

Imuniné tolerancija — tai antigeny sukeltas specifiniy limfocity funkcinis neaktyvumas

arba zutis, dél kuriy organizmo imuniné sistema { ji nereaguoja. Normaliomis salygomis visi

antigenai yra toleruojami.

Autoimunines ligas gali sukelti tolerancijos mechanizmy nepakankamumas, dél kuriy

susidaro salygos autoreaktyviems T ir B limfocity klonams aktyvintis ir lasteliniam bei

humoraliniam imuniniam atsakui { nuosavus antigenus susidaryti [1]. Autoimuninéms ligoms,

iskaitant Sjogreno sindroma, biidinga silpnesné imuniné tolerancija saviems antigenams [6].

Galimi autoimuniniy reakcijy sukélimo mechanizmai:

Sekvestruoty antigeny iSskyrimas — antigenai, nepateke i ¢iobrialiauke ir i cirkuliacija

(sekvestruotieji), nesukels klony delecijos. Sekvestruoty antigeny (pvz.,mielininio
pagrindinio baltymo, spermos, l¢Siuko, miokardo baltymy) gali patekti i cirkuliacija
dél traumos, virusinés ar bakterinés infekcijos, miokardo infarkto [7].

Molekuliné mimikrija — kai kuriy virusy ir bakterijy antigeninés determinantés

normaliems Seimininko lasteliy komponentams identiskos arba i juos panaSios.
Infekcija sukelia humoralinij ir lastelini atsaka i ju antigenus, bet specifiski T efektoriai
ir antik@inai reaguos ir su Seimininko baltymy komponentais [1].

Polikloninis T limfocity aktyvinimas — superantigenai aktyvuoja visas T limfocity

Seimas ir §i efektyvi aktyvacija gali jveikti T reguliaciniy limfocity gebéjima slopinti
tik kartais pasitaikan€ius autoreaktyvius T limfocitus. Superantigenai jungiasi prie
MHC II klasés receptoriaus Sono. Repectoriai i§ iSorés néra tokie specifiniai, todel
aktyvinama daugiau nespecifiniy T limfocity. Bakteriju superantigenai sukelia
masyvia T limfocity aktyvacija [7].

Polikloninis B limfocity aktyvinimas — gram’ bakterijos, CMV, EBV per receptorius

gali aktyvinti daugelj B limfocity klony, tarp juy gali buti ir autoreaktyviy B limfocity,
galin¢iy diferencijuotis i autoantikiinus sekretuojancias lasteles [1].

Audiniai gali igvti gebéjima pateikti antigenus (netinkama MHC molekuliy ekspresija)

— audiniy infekcija sukelia makrofagy susitelkima audinyje. Jie turi citokinus ir
kostimuliuojancias molekules, kurios paprastai nerandamos audinyje. Gali biti sukelta
MHC 1I klasés molekuliy ekspresija lastelése, kurios neekspresuoja Siy molekuliy
(normos atveju MHC II ekspresuoja makrofagai, dendritinés lastelés, B limfocitai, bei

aktyvinti T limfocitai). Taigi, nuosavi antigenai, MHC II klasés molekulés periferiniy



audiniy lastelése kartu su makrofagy sukelta kostimuliacija gali inicijuoti autoimunini
atsaka [1, 7].

e SavarankiSkas pokytis (angl. altered self) — jungiantis haptenams prie organizmo

molekuliy jie gali jas pakankamai pakeisti, kad bty i§vengta tolerancijos mechanizmy
ir sukeltas imuninis atsakas (pvz., penicilino sukelta hemoliziné anemija) [7].

e Slapty epitopy buvimas — kai yra sutrikgs makrofagy geb¢jimas fagocituoti, antigenas

lieka prieinamas [7].

e Imuniteta reguliuojanéiy molekuliy genetinis defektas [7].

Autoimuniniy ligy etiologijai yra svarbiis genetiniai, imunologiniai, hormoniniai, aplinkos
veiksniai, infekcijos ar net vakcinos [8].

Apytiksliai 5 % Vakary $aliy populiacijos serga autoimuninémis ligomis [9].

1.2. Imuninés sistemos lastelés

Imuninés sistemos lastelés cirkuliuoja kraujyje ir limfoje, telkiasi limfiniuose organuose,
migruoja visuose audiniuose ir organuose. Tai limfocitai, monocitai, makrofagai, dendritinés
lastelés [1].

Limfocitai — pagrindinés specifinio imuninio atsako lastelés, nes organizme jos vienintelés
gali specifiSkai atpazinti ir atskirti ivarias antigenines determinantes (epitopus). Jie lemia
imuninio atsako {vairove, specifiSkuma, imuning atminti. Tai apvalios, 7 — 12 um skersmens,
nefagocituojancios lastelés. Citoplazma sudaro nedideli ruoZeli apie branduoli. Joje yra
glikogeno, pavieniy mitochondrijy, ribosomy, lizosomy. Branduolio chromatinas labai tankus.
Pagal funkcija ir lastelés membranoje ekspresuojamas molekules, limfocitai skirstomi 1 tris

pagrindines populiacijas: T limfocitai, B limfocitai ir natiiraliis kileriai (NK lastelés) [1].

1.2.1. T limfocitai

T lasteliy receptorius (TCR) — tai antigenus atpaZistanti struktira. TCR -
transmembraninis baltymas, kurio déka T limfocitai apaZista antigenus, asocijuotus su MHC I
arba MHC II klasés molekulémis. Antigenui specifiniai T limfocitai nesugeba aptaZinti laisvo
ar tirpaus antigeno, taCiau atpaZzista baltyminiy antigeny dalis, kai jie yra kovalentiSkai
sujungti su MHC molekulémis [1]. MHC I klasés molekules ekspresuoja visos branduoli
turinCios lastelés ir trombocitai, 0 MHC II klasés molekules — dendritinés Iastelés, monocitai,

makrofagai, B limfocitai, aktyvuoti T limfocitai, ¢iobrialiaukés epitelio lasteles. MHC 1 klasés



molekulés leidzia Iastelei pateikti vidulasteliniy patogeny antigenus citotoksiniams T
limfocitams. Tokiu bidu CD8" T limfocitai sunaikina lasteles, infekuotas virusais ar
bakterijomis. MHC 1I klasés molekulés pateikia antigenus i§ tarplastelinés aplinkos CD4" T
limfocitams. Tokiu biidu CD4 T limfocitai aptinka patogenus ir ju produktus, ir aktyvuoja
kitas lasteles, kurios sunaikina patogena [7].

Taigi, T limfocitai yra skirstomi | subpopuliacijas. Vieni ju membranose ekspresuoja CD4
molekules ir vadinami T helperiais (Ty arba CD4" T limfocitais). Kity T limfocity
membranose yra CD8 molekuliy. Tai T citotoksiniai (Tc arba CD8" T) limfocitai [1].

Sjogreno sindroma, kaip ir reumatoidinj artrita, galima priskirti T limfocity sukeltiems
sutrikimams [10, 11]. Manoma, kad T limfocitai Sjogreno sindromo patogenezei svarbis iki
ligos progresavimo, tai yra pirminiame ligos etape, o liauky sekrecinio atsako praradimas

priklauso nuo B limfocity ir autoantikiiny [12].

CD4" T limfocitai

T helperiy pavadinimas kilgs nuo to, kad jie savo iSskiriamais citokinais padeda kitoms
efektorinéms lasteléms aktyvintis, pavyzdziui, B limfocitams, makrofagams, uzdegime
dalyvaujantiems leukocitams ir kt. Taigi, T helperiy pagrindiné veikla — jvairiy citokiny (IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y ir t.t.) gamyba ir i§skyrimas [13].

Siuo metu yra isskirti §ie CD4" T limfocity tipai: Tyl, Ty2, Tu3, Tu9, Tul7, Ty FH, T
reguliaciniai limfocitai, y8 T limfocitai. Siame darbe bus tiriamas bendras CD4" T limfocity
kiekis ir §ios CD4" T limfocity subpopuliacijos: CD4" CD25" bei CD4" IL-17A". Tadiau
svarbu paminéti ir kitas subpopuliacijas, kuriy svarba autoimuniniy ligy vystymuisi taip pat
intensyviai tiriama ir nagrinéjama moksliniuose darbuose.

Tyl ir Ty2 lastelés skiriasi sekretuojamais citokinais, kurie aktyvina jvairias imuniniame
atsake dalyvaujancias lasteles. Tyl turi jtakos makrofagu, CD8" T limfocity, NK lasteliy
funkcijai, gali aktyvinti neutrofilus, endotelio lasteles. Pagrindinis Ty2 taikinys — B limfocitai.
Ty2 svarbiis ju proliferacijai ir diferencijacijai 1 plazmines lasteles ir B atminties lasteles. Taip
pat Sios T limfocity subpopuliacijos sekretuojamais citokinais veikia ir viena kita: Tyl
sekretuoja IL-10, TGF-, kurie slopina Ty2 aktyvinimasi, o Ty2 — IFN-y, kuris slopina Tyl
[13]. 1980 m. Robert Coffman ir Tim Mosmann paskelbé, kad Tyl sukelia Iastelini imuninj
atsaka, lemiant; audiniy pazeidima, o Ty2 lemia antikiiny sukelta atsaka. Todél buvo
manoma, kad autoimunines ligas sukelia Tyl perteklius [14]. Tu2 sekretuoja 1L-4, IL-5 ir
IL-10, kurie slopina Ty1 funkcijas. Si i§vada paskatino spekuliacijas, kad autoimunines ligas
galima i$gydyti pakreipiant funkcini balansa tarp Tyl ir Ty2 link Ty2. Si idéja buvo

patvirtinta atlikus daug tyrimy, jrodanciy, kad Ty2 vyravimas yra veiksmingas. Tyl daugiau
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nei dvideSimt mety buvo laikomi svarbiausiais autoimunitetui pasireiksti. Vis délto, buvo
pastebéta, kad net triikkstant Tyl peléms vystosi autoimuninés ligos. Taigi, iSkilo klausimas ar
tikrai Tyl yra lemiamas veiksnys autoimuniniy ligu vystymuisi [15]. Si Tyl/ Ty2 hipotezé,
nepaisant jos trukumuy, ilgai vyravo. Tiesa, ji suformulavo imunologini supratima, kad T
limfocity subpopuliacijos iSskiriamais citokinais veikia viena kita [14].

Tu3 kaip ir Trl vyrauja zarnyne ir taip pat slopina imuninj atsaka prie$ su maistu gautus
antigenus, reguliuoja kity limfocity veikla [13, 16]. Ty3 sekretuoja IL-4, IL-10 ir TGF-B po
stimuliacijos antigenu [7, 17].

IL-9 sekretuojantys limfocitai anks¢iau buvo priskiriami Ty2. Taciau Siuo metu IL-9
sekretuojancios lastelés, priklausancios nuo TGF-B, buvo pripazintos kaip atskiras Ty
pogrupis ir vadinamos Ty9. Manoma, kad TGF-f3 paveikia T helperius 2 taip, kad jie praranda
gebéjima gaminti Ty2 bidingus citokinus, o pradeda gaminti IL-9 ir IL-10 [18]. Ty9 veikia
eozinofilus, stiprina antihelmintinj imuniteta [16].

Ty FH (angl. Follicular Helper T cells) — aprasytos 2000 — 2001 metais. Jos aktyvina B
limfocitus, indukuoja uZuomazginius (germinacinius) centrus limfoidiniuose organuose. Siy
limfocity pagrindinis sekretuojamas citokinas — IL-21 [13, 16, 19, 20].

vd T limfocitai — tai intraepileliniai limfocitai, specializuojasi atpaZinti lipidinius
antigenus, pasizymi fagocitavimo gebéjimu [16]. Dauguma $iu limfocity neturi nei CD4, nei
CD8 zymenu. Vystosi ¢iobrialiaukéje, migruoja i kiino audinius, ypac epiteli (zarnyno, odos,

gleivinés, maksties). Yo T limfocitai sudaro ne daugiau kaip 5 % visy T limfocity [13].

Tul7

Ty17 yra neseniai atrastos Ty lastelés, gaminancios IL-17. IL-17 Seimos citokinus sudaro
$esi nariai: IL-17A (IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25), ir IL-17F. Sios
molekulés yra stipris uZdegiminiai citokinai, kurie aktyviai lemdami uzdegiminiy citokiny ir
chemokiny ekspresija dalyvauja audiniy uzdegime [21]. Svarbiausiais IL-17 Seimos citokinais
laikomi IL-17A ir IL-17F, nes jie daugiausiai koekspresuojami [22-24]. Manoma, kad Ty17
vystosi kaip atskira lasteliy linija nuo Tyl ir Ty2. Jiems nereikalingi tokie transkripcijos
veiksniai ir signalinés molekulés kaip pastariesiems limfocitams [25]. Tyl7 diferenciacija 18
naivigju T limfocity lemia IL-6 bei TGF-f, o IL-23 palaiko Ty17 augima ir iSlikima [14, 26].
PrieSingai veikia IL-4, IFN-y, kurie slopina Tyl7 diferenciacija. Pastarieji citokinai yra

pagrindiniai stimuliatoriai Tyl ir Ty2 vystymuisi [15].
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Tyt

—_——— 3 IFN, TNF

1 pav. CD4" T limfocity diferenciacijos schema [14].

IL-6 yra uzdegiminis citokinas, skatinantis autoimunines reakcijas, o TGF-f yra
prieSuzdegiminis citokinas, kuris ne tik lemia Tyl7 diferenciacija, bet taip pat aktyvina
Foxp3" raiska T reg lastelése [24, 27, 28]. Taigi, manoma, kad TGF-P slopina autoimunines
ligas, reguliuvodamas T reguliaciniy limfocity skaiciy in vivo [29].

TGF-B1 yra sekretuojamas baltymas, reguliuojantis ivairiy Iasteliu proliferacija,
diferenciacija ir apoptoze. Sio baltymo veikimo sutrikimai yra siejami su autoimuniniais
procesais, uzdegimu bei onkologinémis ligomis [30]. Mieliauskaités D. ir kt. atlikto tyrimo
metu nustatyta, kad TGF-B1 koncentracija kraujo serume gali atspindéti autoimunini
uzdegima ,,organuose — taikiniuose* [6].

Ty17 gali sukelti sunkias autoimunines ligas, taciau Sie limfocitai atlieka ir labai svarbia
antibaktering funkcija epitelio/gleivinés barjeruose. Tyl7 sekretuojami citokinai (IL-17A,
IL-17F, IL-21, IL-22) lemia jvairiose lastelése uzdegiminiy citokiny ir chemokiny gamyba,
kurie sutelkia neutrofilus patogeny patekimo vietoje. Tokie patogenai, kaip Citrobacter
rodentium, Klebsiella pneumoniae, Bacteroides spp., Borrelia spp., Mycobacterium
tuberculosis, Pneumocystis carinii it Candida albicans gali sukelti stipry Tyl7 atsaka [24].

Taigi, jei yra Tyl7 stoka gali pasireiksti {vairios oportunistinés infekcijos.

T reguliaciniai limfocitai
1980 m. Dr. Shimon Sakaguchi (Kyoto universitetas, Japonija) {rodé, kad T limfocity
subpopuliacijos stoka gyviinams sukelia autoimunines reakcijas [31]. Sis tyrimas padéjo jam

1990 metais atrasti T reguliacinius limfocitus, arba T reg lasteles [32]. Sios lastelés priklauso
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CD4" T limfocity populiacijai, kuri koekspresuoja CD25' ir Foxp3" Zymenis. Organizme
T reg lastelés palaiko imuninés sistemos tolerancija nuosaviems antigenams, o ju funkcijos
sutrikimas gali sukelti ivairiy autoimuniniy ligy [27, 33, 34]. Irodyta su pelémis, kad fiziniai,
cheminiai, biologiniai veiksniai bei genetiniai pakitimai, mazinantys T reg limfocity skaiciy,
gali sukelti autoimunines ligas [27]. Taciau taip pat Sios lastelés gali susilpninti organizmo
reakcija 1 vézinius susirgimus bei infekcijas [34]. Taigi, sumazejes T reg limfocity skaicius
susijes su autoimuniniy ligy vystymusi [29, 35], o priesingai — padidéjes T reg lasteliy
skaicius periferiniame kraujyje sukelia imunosupresijos biikle [36].

CD4"CD25" Foxp3' T reguliaciniy limfocity veikla, slopinanti autoimuniteta ir apsauganti
nuo audiniy pazeidimo, indukuojama TGF-f kai aplinkoje néra IL-6 [14]. Remiantis Siais
duomenimis, IL-6 yra lemiantis veiksnys ar imuniniame atsake dominuoja T reguliaciniai
limfocitai, ar Ty17 [24].

T reguliaciniai limfocitai sudaro 5 — 10 % CD4" T limfocity skai¢iaus. Ju transkripcijos
veiksni Foxp3™, kuris naudojamas kaip Zymuo atskiriant T reg lasteles, koduoja foxp3 genas
[37]. CD25 (IL-2Ra) zymuo ekspresuojamas po aktyvacijos antigenu [38]. Aktyvuoti Sie
limfocitai iSskiria daug IL-10. IL-10 yra stiprus imunosupresantas ir gali biiti vienas i$
T reguliaciniy limfocity veikimo biudy slopinant Tyl, Ty2, Tyl7 aktyvacija ir galbiit T
citotoksiniy limfocity veikla. Taip pat T reg lastelés jungdamosis per CTLA-4 su B7, esanciu
dendritiniy lasteliy, B limfocity, citotoksiniy T limfocity bei NK lasteliy membranoje, gali jas
sunaikinti [13].

T reguliaciniy limfocity pogrupyje dar iSskiriami Trl limfocitai (apraSyti 1997 m.) [39].
Trl lastelés panaSios 1 T reg lasteles, nors jos neekspresuoja taip gausiai CD25 ir Foxp3
zymeny. Ju formavimuisi reikalingas IL-10, o subrendg taip pat sekretuoja TGF-B. Trl
lasteliy gausu zarnyne ir juy pagrindiné funkcija — toleruoti daugelj antigeny, patenkanciy su
maistu. Tai grindZiama tuo, kad peléms su IL-10 trikumu vystosi storosios zarnos uzdegimas
[13]. Taip pat Trl periferinés tolerancijos metu slopina autoreaktyvius T limfocitus [40], Tyl
ir Ty2 sukeliama imuninj atsaka per IL-10, TGF-B gamyba [7, 41]. Taigi, Trl vaidmuo yra
sukelti tolerancija svetimiems ir kai kuriems nuosaviems antigenams [39].

Pastaraisiais metais atsirado duomeny, jog Foxp3" Zymuo néra specifiskas T reg
limfocitams. Kelios studijos jrodé¢, jog aktyvinti CD4" ir CD8" limfocitai po saveikos su
antigenu gali laikinai ekspresuoti Foxp3. Sis tyrimas paskatino ieskoti kity Zymenuy, budingy
tik T reg limfocitams. Nustatyta, jog sumazéjusi CD127 gamyba lasteliy pavirSiuje — galimas
Siy limfocity Zymuo, ypac vertinant ji kartu su teigiama CD25 ir Foxp3 ekspresija. Vis délto

iki Siol néra vienos nuomonés dél §iy Zymeny naudojimo T reg limfocitams aptikti [42].
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Siuo metu visame pasaulyje aktyviai tyriami T reguliaciniai limfocitai, siekiant sukurti

naujus imuninés sistemos slopinimo ir intervencijos budus [31].

CD8" T limfocitai

CDS8" T efektoriai atpaZista ir sunaikina pakitusias nuosavas lasteles, infekuotas virusy,
pirmuoniy, bakterijy ir navikines lasteles. Jos gali lemti transplantato atmetimo reakcijas [13].
CD8" T limfocity granulése yra perforino ir proteaziy, vadinamy granzimais. Perforinas
polimerizuojasi ir isiterpia i lastelés taikinio membrana, taip suformuodamas joje poras, tada
granzimai gali patekti | lastele ir aktvyvinti kaspazes, kurios sukelia lastelés — taikinio
apoptoze [7].

Citotoksiniai T limfocitai taip pat gali sukelti lastelés — taikinio apoptozg nuo perforino
nepriklausomu biidu. Infekuoty lasteliy yra padidéjusi Fas ekspresija, CD8" T efektoriai
jungiasi per FasL, aktyvuojamos kaspazés ir sukeliama lastelés — taikinio apoptozé [7].

Be perforino ir granzimy citotoksiniai T limfocitai gamina IFN-y (skatina MHC I klasés
molekuliy ekspresija, slopina viruso replikacija, aktyvina makrofagus), TNF-o, TNF-$
(aktyvina makrofagus) [7].

Citotoksiniai T limfocitai nustatomi pagal CD8 antigeno ekspresija lastelés pavirSiuje.
Siems limfocitams budinga intensyvi CD8 Zymens ekspresija (CD8', ,.i — intensyvi Zymens
raiSka). Nors 30 — 40 % periferinio kraujo nattraliy kileriy turi CD8 antigenus, taciau jie
pasiZzymi maZzesne ekspresija nei esantys T limfocity pavirSiuje. D¢l Sios priezasties daznai
visa CD8" limfocity subpopuliacija pagal CD8 ekspresija ir galimas funkcijas skirstoma i
CD8'CD57" — citotoksinius T limfocitus ir CD8CD57" (,,s* — silpna Zymens raiska) —
natiiraliy kileriy (NK) savybémis pasizymingius limfocitus [43, 44]. CD8' T limfocitai gali
biti skirstomi { subpopuliacijas pagal CD28 pavirsiaus antigena. Sis antigenas reikalingas
antrajam, kostimuliaciniam, signalui perduoti T limfocity aktyvacijos metu [44]. CD57" T
limfocitai — tai efektoriniy CD8" T limfocity subpopuliacija. Paprastai CD57 zymenj (tai
glikoproteinas) ekspresuoja apie 16 % CD8" T limfocity [45].

Citotoksiniai T limfocitai lemia stipria apsauga nuo virusy infekuoty ar veziniy lasteliy.
Taciau esant tam tikroms salygoms gali lizuoti sveiky audiniy lasteles, sukeldamos
autoimuninj organy — taikiniy pazeidima [11], pavyzdziui, sunaikina Langerhanso saleliy beta
lasteles sergant I tipo cukrinio diabetu [13].

Yra duomeny, kad CD8" CD57" limfocity subpopuliacija iSauga vyresniame amziuje [46-

48], esant létinei virusinei infekcijai [49, 50] ir autoimuniniy ligu [51, 52] atveju.
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1.2.2. B limfocitai

B limfocitai — tai Iastelés, sujungiancios tirpius antigenus savo receptoriais (BCR) bei juos
pateikianc¢ios per MHC II T helperiams (antigenas i B limfocita patenka per receptoriaus
sukelta endocitozg, lizosomoje antigenas perdirbamas ir per MHC II pateikiamas T
helperiams) [13].

B limfocitai atsakingi uz humoralinini imuniteta. Pagrindinés B lasteliu funkcijos yra
diferencijuotis | plazmines lasteles ir gaminti antiklinus prie§ svetimus antigenus, pateikti
antigenus (APL), bei po susidiirimo su antigenu vystytis i atminties lasteles. Visi vieno klono
efektoriai sekretuoja antiktinus, specifiskus tam paciam antigenui [53].

Skiriami Sie B limfocity tipai — tai plazminés bei atminties lastelés, B-1 ir B-2 limfocitai.
B-1 limfocitai — tai B limfocity subpopuliacija, kuri atlicka tokias pat funkcijas kaip ir
pagrindiniai B limfocitai (B-2), taciau nesidiferencijuoja i atminties lasteles bei bresta
periferijoje, o ne kauly ciulpuose, kaip B-2 limfocitai. B-1 limfocity daugiausiai randama
pilvaplévés ir pleuros ertmése. Manoma, kad jie lemia igimta imuniteta. Paprastai B-1
limfocitai sudaro apie 1 — 5 % visy B limfocity. B-1 limfocitai dar skiriami | B-1a ir B-1b
limfocity subpopuliacijas [54-55].

Sutrikusi B limfocity antikiny sekrecija budinga daugeliui autoimuniniy ligy (pvz.,
reumatoidiniui artritui, sisteminei raudonajai vilkligei). B lastelés taip pat jautrios piktybinei
transformacijai [56].

Autoreaktyviy B limfocity aktyvacija yra vienas 1§ patologiniy pirminio Sjogreno
sindromo bei sisteminés raudonosios vilkligés poZymiy. Stebimas imunoglobuliny ar ju
fragmenty pagauséjimas, kuris galéty buti informatyvus autoimuniniy ligy diagnozavimui ar

ligos eigos vertinimui [57].

1.2.3. NK Iastelés

1974 m. Cantor H., Wigzell H., Playfair J.H., ir kiti autoriai apraS¢ lasteles, kurios
pavadintos NK Iastelémis [58]. NK lastelés sudaro apie 5 — 15 % cirkuliuojanciy limfocity
populiacijos sveiky zmoniy kraujyje [59]. Membranose jos neturi molekuliy, budingy T
(CD3) ir B limfocitams (CD19, CD20) [60], tafiau turi CD16 (FcyRIII). Pastarojo
receptoriaus déka NK lastelé gali lizuoti antikiinais padengtas, virusais infekuotas ir navikines
lasteles (nuo antikiiny priklausomas lasteliy citotoksiSkumas). NK Iasteléms btidingas CD56 —
tai adhezijos molekul¢e. CD16 ir CD56 yra NK lasteliy Zymenys [61]. NK Iastelés
neekspresuoja T, B limfocitams budiny receptoriy (TCR, BCR) [59], todé¢l gali sunaikinti
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MHC 1 klasés molekuliy neekspresuojancias lasteles [9]. NK lastelés naikina lasteles —
taikinius, i$skirdamos i§ granuliy perforing ir granzimus (kaip ir citotoksiniai T limfocitai)
[62]. NK lastelés gausiai gamina IFN-y, IL-12, kurie aktyvina kitas imuniniame atsake
dalyvaujancias lasteles (T limfocitus, makrofagus) [61].

Nekontroliuojamas ar netinkamas NK lasteliy atsakas sukelia patologines biikles, tokias
kaip transplantato atmetimas, diabetas, transplantatas prie§ Seimininka, {vairias autoimunines
ir neurologines ligas [62].

Manoma, kad NK Iastelés gali dalyvauti imunoreguliacijoje ir/arba autoimuniniy ligy
patogenezéje. Daugelio tyrimuy duomenimis NK lasteliy funkcijos ar skaiCiaus sumazéjimas
randamas ligoniams, sergantiems ivairiomis autoimuninémis ligomis, tokiomis kaip Sjogreno
sindromas, i$sétiné skleroze, sisteminé raudonoji vilkligé, reumatoidinis artritas [9, 59].

Eksperimentiniai peliy tyrimai rodo, kad NK lastelés gali sukelti autoimunines reakcijas
keliais mechanizmais: 1) slopinant virusing infekcija dél molekulinés mimikrijos ar
polikloninés imuninés aktyvacijos; 2) moduliuojant kity imuninés sistemos lasteliy
autoreaktyvy atsaka; 3) tiesiogiai sukeliant audiniy pazeidima [59].

NK lasteliy populiacijoje iSskiriami NK T limfocitai. Tai limfocitai, priklausantys dviems
subpopuliacijoms, turintys CD4 " arba neturintys CD4 " ir CD8 pavirsiaus Zymenis (dvigubai
neigiami, DN) [63]. Jie pasizymi tarpiniu vaidmeniu tarp igimto ir igyto imuniteto, antigenus
atpazista per CDId receptorius [16]. Manoma, kad NK T limfocitai yra heterogeniska
populiacija, turinti daug lasteliy potipiy, kurie aktyvuojami skirtingais signalais {vairaus

imuninio atsako metu [64].

1.3. Sjogreno sindromas

Sjogreno sindromas, arba autoimuninis epitelitas, — tai neaiSkios kilmés Ilétiné
autoimuniné liga, paZeidZianti egzokrinines liaukas ir daZniausiai pasireiSkianti ,,sausuoju
keratokonjunktyvitu” ir kserostomija. Sis sindromas pasizymi placia klinikine raiska,
apimancia tiek ir autoimuning egzokrinopatija, tiek ir sisteminj organizmo pazeidima (pvz.,
kraujagysliy, plauciy, inksty) [65-69].

Sjogreno sindromas skiriamas i pirmini, kai kitos autoimuninés ligos néra, ir antrini, kuris
atsiranda sergant kitomis autoimuninémis ligomis, pavyzdZiui, reumatoidiniu artritu,
sistemine raudongja vilklige, autoimuniniu tiroiditu, pirmine biliarine ciroze, miozitu, misria
krioglobulinemija [70]. Pirminio Sjogreno sindromo metu atsiranda autoimunis atsakas {

pakitusius arba nenormalius savus, egzokrininiy liauky epitelio ekspresuojamus, antigenus.
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Nors sausumo simptomai biidingi pirminiam ir antriniam Sjogreno sindromui, taciau
klinikiniai ir autoantikiiny profiliai, bei imunogenetinés charakteristikos skiriasi, dél to tai
paprastai vertinama atskiriant pirmini ir antrini Sjogreno sindromus [71].

70 — 90 % serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromu nustatomi antinukleariniai antiktinai
(ANA) — SS-A (Ro), SS-B (La) [72]. Ju buvimas sutampa su didelio daznio ekstraglanduline
raiska [68]. Siems ligoniams klinikiné ligos eiga yra sunkesné: patinsta pazandinés, paausinés
seiliy liaukos, smarkiai sutrinka seiliy liauky veikla, atsiranda hipergamaglobulinemija,

limfopenija ir trombocitopenija [5, 11, 73].

& | Paausine liauka

Paliezuviné liauka

“ ™ pazandiné liauka

a) b)
2 pav. a) seiliy liauky iSsidéstymas [74], b) paausinés seiliy liaukos patinimo vaizdas [75].

Mieliauskaités D., ir kt. tyrimo rezultatai rodo, kad vyresniame amziuje sergantiesiems
pirminiu Sjogreno sindromu reciau randami autoantikiinai kraujo serume. Galima teigti, jog
serganiyjy pirminiu Sjogreno sindromu amZius turi ry$i su autoantikiiny raiSka kraujo
serume [76]. Taip pat sergant Sjogreno sindromu, bei kartu esant reumatoidiniam artritui ar
misriai jungiamojo audinio ligai, autoantikiiny SS-A (Ro) bei SS-B (La) paplitimo daznis yra
mazesnis. Antikiiny SS-A dazniau randama sergantiems pirminiu Sjogreno sindromu, o
antikiny SS-B nors ir nedideliais kiekiais, randama sergantiesiems kartu ir Sjogreno
sindromu, ir sistemine skleroze [77].

Antinukleariniai antikiinai (ANA) — tai autoantikiinai, nukreipti prie§ branduolio
antigenines strukttras, tokias kaip deoksiribonukleino riig§tis (DNR), ribonukleoproteinai
(RNP), histonai ir kiti. Antinukleariniy antikiiny atsiradimo priezastys: apoptozés defektas
sutrikdo visiska autoreaktyviy T limfocity paSalinima, kurie indukuoja autoantikiiny gamyba;
pailgéjusi apoptoze (dél jgimty ar igyty veiksniy), didina apoptoziniy lasteliy ir autoantigeny
koncentracija kraujyje; per kurj laika padidéjusi autoantigeny koncentracija kraujyje sutrikdo
apoptozinés medziagos paSalinima; autoantigenai atsipalaidavg i§ apoptoziniy lasteliy yra
labai jautriis oksidaciniams pokyc¢iams, sukeliantiems ju modifikacijas, kurios dar labiau

didina antigeny imunogeniSkuma. Antikiinai prie§ nukleoplazminius antigenus -
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anti-SSA (Ro) ir anti-SSB (La) svarbis diagnozuojant sisteminé raudonaja vilklige, sisteming
sklerodermija, Sjogreno sindroma [73].

Autoimuningés ligos apibiidinamos limfocity sudéties nukrypimu dél netinkamos lasteliy
taikiniy apoptozés. D¢l autoantigeny sukeliamo atsako infiltruojami organai taikiniai [78].
Taciau manoma, kad pagrindinis pirminio Sjogreno sindromo patologinis veiksnys yra
padidéjusi epiteliniy lasteliy apoptoze, kuri skatina egzokrininiy liauky infiltracija limfocitais
ir autoantikiiny gamyba [5].

Apoptoze¢ yra neabejotinai susijusi su seiliy liauky pazeidimu. [rodyta pacienty seiliy
liaukose apoptoze¢ reguliuojanciy baltymuy raiska, tai rodo apoptotiniy lasteliy zuties reikSme
liauky pazeidimo patogenezéje sergant Sia autoimunine liga [78]. Anti-SSA (Ro) ir anti-SSB
(La) autoantikinai patenka i seiliy liaukas ir sukelia ju lasteliy zuti per apoptozés
mechanizmus [68]. Sjogreno sindromui biidingi du patologiniai etapai: pirmame etape seiliy ir
aSary liaukose netinkamai pakinta apoptozeé, veélesniame limfocity infiltracijos (svarbus
Sjogreno sindromo bruozas [79]) ir autoimuninés agresijos etape laipsniskai progresuoja
liauky destrukcija ir funkcijos nepakankamumas [80]. Taip pat Sjogreno sindromui biidingas
B lasteliy hiperreaktyvumas, dél to stebima hipergamaglobulinemija, autoreaktyviy antikiiny
gamyba ir kartais monokloniniy B limfocity ekspancija [81]. 4 — 5% Sjogreno sindromo
pacienty gali iSsivystyti ne Hodzkino B lasteliy limfoma, kai kuriems 1§ ju didelio
piktybiskumo [82, §83].

Be akivaizdziy pradinio pazeidimo viety, kiti organai taip pat gali biti pazeidziami — tai
visas virSkinamasis traktas, oda, plauciai, kraujagyslés, inkstai, §lapimo pisle, makstis [79,
84, 85]. Apie penktadaliui serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromu liga prasideda netipiskai,
pavyzdziui, neaiSkios kilmés kar$¢iavimu, padidintu eritrocity nusédimo grei¢iu, anemija,
seropozityviu artritu, létiniu nuovargiu, skausmingos Slapimo pislés sindromu, periferine
polineuropatija ir kt. DaZnai netipiné ligos pradZia yra vélyvos Sjogreno sindromo diagnozés
patvirtinimo priezastis [77].

Kaip ir daugeliui autoimuniniy jungiamojo audinio ligy, taip ir Sjogreno sindromui
biidingas lytinis (seksualinis) dimorfizmas, kuomet moterys 10 — 20 karty dazniau serga nei
nei vyrai ir liga dazniausiai prasideda 40 — 50 gyvenimo metais [5, 88, 89]. Taciau Sjogreno
sindromu serga ir vaikai. Cimaz R. ir kt. tyrimo metu nustatyti 40 pirminio Sjogreno
sindromo atvejai vaikams iki 16 m. (i$ ju 35 mergaités) [90]. Sjogreno sindromo atsiradimas
jauname amziuje gali biti sunkios sisteminés ligos eigos, neliaukinés raiSkos ir
limfoproliferacinio proceso atsiradimo rizikos veiksnys [76]. Kity autoriy duomenimis

pirminiu Sjogreno sindromu dazniausiai suserga moterys po menarchés, t. y. antrajame ir
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treCiajame gyvenimo deSimtmetyje, ir prasidéjus menopauzei, t. y. penktojo deSimtmecio
viduryje [91].

Pirmasis aprasytas Sjogreno sindromo atvejis priskiriamas J.Mikulicz, kuris 1892 m.
aprasé 42 m. vyro seiliy ir asary liauky mazy apvaliy lasteliy infiltrata [91]. 1933 m. Danijos
oftalmologas dr. Henrik Sjogren (1899 — 1986) ivedé termina keratoconjunctivitis sicca ir
sudare klinikiniy ir histologiniy pozymiy aprasa apie ji. Tai sudaro Sjogreno sindromo
pagrinda. Nuo to laiko iSsamiais tyrimais buvo siekama nustatyti Sjogreno sindromo
etiologija [85]. Ivairiais tyrimais nagrin¢jamas androgenu trilkumas [92], voko kremzlés
(Meibomo) liaukos disfunkcija [93], virusiné infekcija [91, 94, 95] ir daug kituy veiksniy.
Galvoti apie genetinj polinkj sirgti pirminiu Sjogreno sindromu skatina Seiminiai Sios ligos
atvejai, gyviny modeliy bei geno kandidato tyrimy rezultatai [96]. Vien Lietuvoje
konsultavus 418 pacienty dél akiy ir burnos sausumo simptomy, nustatyti 11 Seiminio
pirminio Sjogreno sindromo atvejy [97].

2002 m. Europos — Amerikos bendro sutarimo grupé patikslino klasifikacijos kriterijus
pagal kuriuos diagnozuojamas Sjogreno sindromas. Remiamasi keletu vertinimu, iskaitant ir
paciento subjektyvy akiy ir burnos sausumo apibiidinima, objektyviais poZymiais, kuomet
nustatoma seiliy liauky infiltracija limfocitais (kiekybinis histopatologinis vertinimas) bei
randami autoantikiinai kraujo serume (anti-SSA (Ro) ir anti-SSB (La)) [98]. Histologiniai
tyrimai rodo, kad infiltruojandios lastelés daugiausiai yra CD4" T limfocitai i§ aplinkiniy
kraujagysliy kraujo [69]. Limfocity telkimasi i§ kraujagysliy i audinius lemia integrinai,
chemokinai ir citokinai [128]. Eksperimentiniais tyrimais parodyta, kad Sjogreno sindromui
svarbiis T limfocitai, nes Id3-deficitinems peléms su T limfocity stoka nepavyko jrodyti
Sjogreno sindromo vystymosi. Id3 yra 13kDa branduolio baltymas, dalyvaujantis besivystant
T limfocitams [84].

Kito tyrimo metu nustatyta, kad Ty17 limfocitai yra budingi egzokriniy liauky infiltratui
sergant Sjogreno sindromu ir C57BL/6.NOD-AeclAec2 peléms. Tyl7 efektorinés lastelés
pasizymi unikaliu sugeb¢jimu 1iSskirti 1L-17 po stimuliacijos TGF-B1 ir IL-6 ir yra
pagrindiniai veiksniai autoimuninéms ligoms pasireiksti. Taip pat buvo pripaZinta, kad peliy
autoimuniniy ligy atveju liga sunkesné jei yra Tyl triilkumas, o ne perteklius [99]. Naudojant
NOD.Igu““” peles nustatyta, kad T limfocitai Sjogreno sindromo patogenezei svarbiis iki ligos
progresavimo, o liauky sekrecinio atsako praradimas priklauso nuo B limfocity ir
autoantikiiny [12]. Kito tyrimo metu parodyta, kad NOD peléms Sjogreno sindromas

nesivysto tol, kol T limfocitai neinfiltruoja liaukos [91].
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Siuo metu daug démesio skiriama serologiniams vertinimams, kurie rodo reumatoidinio
faktoriaus buvima, hipergamaglobulinemija, ir antikiinus prieS muskarininius acetilcholino
receptorius, ypac trecio tipo (M3R) [88, 100-102].
parenchiming fibrozg [5]. CD4" T limfocitai, nedidelis kickis B limfocity, plazminés lastelés,
vietiSkai sekretuojancios antikiinus, sudaro infiltrata ir trikdo liauky funkcija keliais buidais:
lastelinai mechanizmai sukelia liaukinio audinio destrukcija; sekretuojami citokinai, kurie

aktyvuoja 1 ir 2 tipo interferonus; autoantikiiny gamyba, jie susijungia su muskarininiais

TNF-o

Granzimas B

Fas-ligangas

I kaspazés aktyvinimas

Alfa-fodrino skilimas

3 pav. Kaspazés-3 aktyvavimas [103].

receptoriais; metaloproteinaziy sekrecija, jos zeidzia liaukos lasteliy ekstraceliuling medziaga,
kuri butina veiksmingai liaukos funkcijai [91, 104], toliau vyksta létinis uzdegimas.
70 — 80 % infiltruojanciy lasteliy yra T limfocitai, B limfocitai sudaro apie 20 — 30 %, gali
biiti pavieniy makrofagy [129, 130]. Mazdaug 70 % T limfocity yra CD4", o apie 25 % sudaro
CD8" [105, 131].

Iskelta hipoteze, kad apoptozg¢ inicijuoja o-fodrinas suskaldymas: atidengiami slapti
epitopai, imuniné sistema gali reaguoti, tod¢l prasideda antikiiny prie§ SSA (Ro) ir SSB (La)
gamyba [85].

Acinusiniy lasteliy apoptozé yra histologinis Sjogreno sindromo pozymis. Tai gali biti dél
liauky uzdegimo arba acinusy ir latakéliy epiteliniy Iasteliy sutrikusios funkcijos. a-fodrino
proteolizé ar Fas/Fas-ligando saveika sukelia acinusy audinio apoptozg [85]. a-fodrinas yra

240 kDa su membrana susijgs citoskeleto baltymas. Suaktyvinus kaspazg-3 o-fodrinas
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suskaldomas i tris fragmentus — 150, 120 ir 23 kDa. 120 kDa fragmentas yra autoantigenas.
Kaspazg-3 aktyvina bei sukelia a-fodrino proteoliz¢ Fas/Fas-ligando saveika, TNF-a,
granzymas B. o-fodrinas yra susij¢s su lastelés membrana bei jony kanalais ir siurbliais;
autoantiktinai prie$ a-fodring sutrikdo ju veikla, tikriausiai todél slopinama liauky sekreciné
funkcija ir jauciamas Sjogreno sindromui budingas akiy ir burnos sausumas. Taip pat o-
fodrino proteolizé lemia Iastelés membranos susitraukima [103] (3 pav.). Buvo nustatyta, kad
in vitro 120 kDa fragmentas gali stimuliuoti T limfocity proliferacija ir citokiny sekrecija
(IL-2, INF-y) [106].

Tyrimai parodé, kad IgA antikiinai reaguojantys su a-fodrinu aptinkami 64 % pacienty
sergan¢iy pirminiu Sjogreno sindromu, 47% pacienty, serganciy antriniu Sjogreno sindromu
ir sistemine raudonaja vilklige, ir 86% pacienty, serganciy antriniu Sjogreno sindromu ir
reumatoidiniu artritu [107].

Pirminis Sjogreno sindromas rodo asociacija su tam tikrais ZLA aleliy lokusais: ZLA-BS,
ZLA-DR3 ir ZLA-DRW52, taip pat ZLA-DQA1 ir ZLA-DQBI1. SSB (La) serumo antikiinai
randami 44 % dazniau esant ZLA-DRP1*3. Pacientams, kuriems kraujo serume randami
antikiinai prie§ prie§ SSA arba pries SSB, daznai budingi specifiniai ZLA-DQAI ir
ZLA-DQBI aleliai. Tai jrodo, kad galima turéti polinkj sirgti Sjogreno sindromu [83]. Taip
pat imunohistologiniai serganciyju pirminiu Sjogreno sindromu seiliy liauky limfoidiniy
infiltraty tyrimai demonstruoja didele¢ Zmogaus leukocity antigeno ZLA-DR ekspresija
acinusy ir latakéliy epitelio lastelése. Tai irodo, kad jos gali veikti kaip ,,neprofesionalios*
pateikiandios antigena lastelés ir saveikauti su CD4" T limfocitais. Si epiteliniy lasteliy ir T
limfocity saveika turi jtakos tolimesnei citokiny ir chemokiny produkcijai ir B limfocity
proliferacijos bei diferenciacijos stimuliacijai [108].

Pagrindiniai veiksniai reguliuojantys vandens, elektrolity ir baltymy kieki seilése ir
aSarose yra simpatiniai ir parasimpatiniai nervai [12]. Sjogreno sindromas gali turéti Zalingos
itakos egzokrininiy liauky inervacijai. Démesys buvo sutelktas | anti-M3R autoantikiinus,
kurie blokuoja receptorius ar antagonistinius antiktinus, slopinancius skyscio sekrecija. Kitos
galimos priezastys iSsivystyti egzokrininiy liauky paZeidimui: 1) parasimpatiniy neurony
pazeidimas; 2) infiltruojanciy limfocity iSskiriami citokinai, kurie slopina neurotransmiteriy
18skyrima; 3) muskarininiy receptoriy internalizacija po saveikos su autoantikiinais, todeél
sumazéja acinusy lasteliy raiska. Sis receptorius tarpininkauja cholinerginiam stimului agary
ir seiliy liaukose, ir Sjogreno sindromo gyviny modeliy tyrimai parode, kad pirminio
Sjogreno sindromo pacienty serume antikiinai, reaguojantys su M3R, yra labai svarbis
sukeliant liauky disfunkcija [88]. Taciau Sie autoantikiinai (anti-SSA, anti-SSB) siejami ne tik

su Sjogreno sindromu, bet taip pat su kitomis ligomis, kaip antai, sistemine raudongja
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vilklige, igimta Sirdies blokada, raudonuoju dermatitu [5, 88]; 4) nuolatinis muskarininiy
receptoriy stimuliavimas antikiinais, dél kurio sumazéja jautrumas ir sekrecijos pajégumas
[109, 110]. L. Kovacs ir kt. tyrimy duomenys rodo, kad 66 i§ 73 (90 %) pirminio Sjogreno
sindromo pacienty randami antimuskarininiai antikiinai [65]. Taip pat tirtiems pirminio
Sjogreno pacientams nustatytas sutrikes kraujagysliy atsakas i cholinergini stimuliavima
[111].

Taigi, Sjogreno sindromas yra daugiaveiksné autoimuniné liga, apimanti daugeli
priezasCiy [96] ir pagrindiné patologija yra sudétiné, atsizvelgiant i tai, kad autoreaktyviy
limfocity ekspansija galima dél limfocity apoptozés defekto antriniuose limfiniuose
oragnuose [112].

Pagal 2002 m. bendru sutarimu patvirtintus Amerikos — Europos Sjogreno sindromo
klasifikacijos kriterijus nustatyta, kad apie 0,2 % suaugusiyjy serga pirminiu Sjogreno
sindromu, kasmet sustatomi 4 nauji atvejai i§ 100 000 bendros populiacijos [113]. Duomeny

apie Sjogreno sindromo paplitimo rodiklius Lietuvoje néra.

1.4. Tékmeés citometrija

Tékmés citometrija — tai analitinis metodas, leidziantis greitai nustatyti ir registruoti tam
tikro bangos ilgio apSviesty daleliy ar Iasteliy savybes. Terminas ,,t¢kmés citometrija“ kilo
nuo to, kad pavienes lastelés iSrikiuojamos eilute viena po kitos ir taip praeina pro detektorius
[114].

Kiekybinés citometrijos era prasidéjo nuo T. Casperssono darby apie lasteliy
nukleoriig§¢iy matavimus 1930 m. [115]. 1934 m. A. Moldavanas Zenge pirma Zingsni nuo
statinés mikroskopijos link tékmeés sistemos. Jis pasiiilé sukurti aparata, skirta skaiCiuoti
eritrocitus, kurie kapiliaru patekty 1 mikroskopa [116]. 1953 metais P. Crossland — Tayloras
atrado ir pritaiké laminarinés tékmés hidrodinaminio fokusavimo principa, kuriuo suspensijos
daleles galima ,,iSrikiuoti“ viena paskui kita. Remdamasis S$iuo ir kitais laiméjimais,
1965 metais L. Kamentzky sukuré pirmaji tékmés citometro prototipa, gebanti vienu metu
vertinti daugiau negu viena lastelés parametra. Siuo tyrimu galima jvertinti nuo 500 iki 4000
lasteliy per sekunde ir nustatyti kelis ju parametrus vienu metu (dydi, skai¢iy, gridétuma,
tvairius pavirSinius ir vidulastelinius Zymenis) [117].

Elektrinés varzos matavimas leido lasteles klasifikuoti tik pagal dydi. Sviesos sklaidos
matavimas pagal jvairiais kampais atspindéta Sviesa leido patikimiau jvertinti ne tik lastelés

dydi, bet ir jos vidiniy struktiry tankuma. Pasitelkus monochrominés Sviesos Saltinius
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(lazerius) ir skirtingus fluorochromus galima jvertinti nuo trijy iki keturiy papildomy lastelés
parametry vienu metu [16].

Principas remiasi lasteliy Sviesos sklaidos ir fluorescenciniy savybiy matavimu po to, kai
lastelés nesSanciojo skyscio sraute susiduria su fokusuotu lazerio spinduliu. Tékmés citometrus
sudaro keletas technologiniy sistemuy:

1) Hidrodinaminé sistema — sukuria tiriamy daleliy srauta;

2) Apsvietimo sistema — suzadinimo bangy Sviesos Saltinis (lazeris);

3) Optiné sistema — linziy, veidrodziy, filtry sistema, kuri fluorescencijos bei Sviesos

sklaidos signalus nukreipia i detektorius;

4) Elektroniné sistema — Sviesos signaly registracija ir virtimas elektroniniu signalu;

5) Kompiuterizuota duomeny rinkimo ir analizés sistema [116, 118-120].

Skys€io sraute tekédamos lastelés susiduria su lazerio spinduliu ir ji i$sklaido.
Issklaidymo laipsnis priklauso nuo lasteles dydzio ir kity morfologiniy savybiy. Sis
parametras vadinamas tiesine §viesos sklaida (TSS). Lazerio spindulys susitikes su lastele
prasiskverbia pro ja ir susidurdamas su vidinémis lastelés struktiromis bei nuo juy
atsispindédamas ivertina jos gridétuma ir kompleksiSkuma. Tai vadinama Sonine Sviesos
sklaida (SSS). Lazerio spindulio i$sklaidymas fiksuojamas 90° ir 180° kampu, taip gaunami
TSS ir SSS parametrai [117, 121].

Soninés 3viesos sklaidos detektorius
(atspindi lasteles griidétuma)

Tiesinés §viesos sklaidos
detektorius

Sviesos altinis (atspindi lasteleés dydj)

4 pav. Sviesos sklaida lastelei kertant lazerio spindulj [122].

Tékmeés citometras registruoja ne tik lasteliy sukelta lazerio Sviesos iSsklaidyma, bet ir
prie lastelés komponenty prijungtus monokloninius antikiinus su fluorochromais.
Monokloniniai antikiinai gaunami naudojant hibridomy technologija, o po to prie Fc

fragmento yra prijungiamas fluorochromas. Lastelés savo pavirSiuje ekspresuoja skirtingus
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antigenus, tod¢l panaudojus monokloninius antikiinus pries§ atitinkamu lasteliy pavirSinius
Zymenis, tékmeés citometru nustatomos dominancios lastelés [123]. Kadangi suzadinti
fluorochromai skleidzia skirtingy bangos ilgiy Svytéjima, todél tékmés citometre panaudojus
Ivairius optinés sistemos elementus ir fotodetektorius galima vienu metu registruoti skirtingy
fluorochromy, esanciy toje pacioje lasteléje, Svytéjima. Dauguma tékmés citometry vienu
metu gali nustatyti keturiy ir daugiau fluorochromy S$vytéjimus. Dazniausiai naudojami
fluorochromai:  FITC  (fluoresceino  izotiocianatas), PE  (fikoeritrinas), = PerCP
(peridinochlorofilo proteinas), APC (alofikocianinas) [124]. Tékmeés citometrijoje labai
svarbu fluorochromus parinkti taip, kad jy iSspinduliuotos Sviesos (emisijos) spektrai biity kuo
toliau vienas nuo kito. Kuo emisijos spektrai toliau vieni nuo kity, tuo ,,Svaresnis“ signalas
fiksuojamas detektoriuje ir reikalinga minimali emisijos spektro korekcija atimant i§ kito
fluorochromo spektro uzklydusi signala [16].

Optine citometro sistema tam tikro bangos ilgio Sviesos spindulius nukreipia i atitinkamus
fotodetektorius, kur Sviesos signalai sustiprinami ir paver¢iami elektroniniais signalais, t. y.
atsispindéjusi ar fluorescenciné Sviesa matuojama $viesos nustatymo prietaisais — fotodiodais
ir fotodaugintuvais, kurie pavercia Sviesa elektriniu signalu [116]. Elektrinio signalo dydis yra
proporcingas nustatytos Sviesos kiekiui, kuris fluorescencinés Sviesos atveju susijgs su prie
lastelés prisijungusiu $vytin¢iy molekuliy skai¢iumi (5 pav.) [122].

Tékmés citometru matuojami keli individualios lastelés parametrai, o tai leidzia atlikti
palyginamaja analiz¢ ir méginyje i8skirti ivairius lasteliy tipus, galima nustatyti ir kiekybiskai

tvertinti visos lasteliy populiacijos heterogeniskuma [121].

Lazeris |

g 8 &
E
s m S S
laikas laikas laikas

5 pav. Elektrinés itampos poky¢io matavimas, priklausomai nuo prisijungusiy fluorochromy

kiekio [125].
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Taigi, t€kmés citometrija pagrista keliais principais:

e Hidrodinaminiu lasteliy, tekan¢iy neSanc¢io skys¢io srovéje, fokusavimu, dél kurio
lastelés issirikiuoja viena paskui kita prie§ kirsdamos lazerio spinduli. Si principa
uztikrina tékmés citometro slégio ir skysciy sistemos;

e Monochrominés lazerio Sviesos sklaida, kuria jvertinamas lastelés dydis (pagal tiesing
Sviesos skaida) ir griidétumas (pagal Soning Sviesos skaida); fluorochormy suzadinimu
ir skirtingy ilgiy Sviesos emisija;

e Monochrominé lazerio Sviesa galima vienu metu suzadinti skirtingus fluorochormus ir

gauti informacija apie kelis lastelés pozymius [122].

Kompiuteris
-

Lasteliy suspensija

Optiné sistema

/ Fluorescencijy
detektoriai

Lazeris

§8s detektqﬂﬁs

TSS detektorius

6 pav. Tékmés citometro schema [125].

Tekmes citometru galima nagrinéti ne tik lasteliy fenotipines savybes, bet ir lastelés ciklo
désningumus, DNR, RNR, gyvybinguma, apoptozés, nekrozés procesus, lasteliy kulturas,

bakterijas, chromosomas, fagocitozés procesa ir panasiai [114].

Apzvelgus literatiiros Saltinius, matyti, jog moksliniuose darbuose daug démesio skiriama
tvairiy limfocity populiacijy analizei sveikame organizme bei patologiju atveju. Taciau
Sjogreno sindromo atveju lieka neaiSkus limfocity populiaciju vaidmuo Sjogreno sindromo

patogenezei, néra pakankamai iStirta Siy populiacijy reikSme ligos eigai. Kol kas neZinoma
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nuo kokiuy imunologiniy rodikliy priklauso serganciyju Sjogreno sindromu ligos raiska,
pasveikimas ar ligos progresavimas.
Pateikta literatiiros apzvalga rodo, kad serganciyju Sjogreno sindromu T limfocity

subpopuliacijy tyrimai yra aktualis ir reikalingi.

2. TYRIMO METODALI IR APIMTIS
2.1. Tyrimo apimtis

Tiriamaja grupg sudaré devyni asmenys, 2011 m. dél sausumo sindromo besikreipusiy {
Vilniaus Universiteto ligoninés SantariSkiy klinikas (VULSK). Tiriamojoje grupéje buvo
devynios moterys, kuriy amziaus vidurkis 48 m. £ 16,4 (min 20 m., max 67 m.). Sergancios
pirminiu Sjogreno sindromu (n=5, amziaus vidurkis 45,2 m. + 15,96, min 20 m., max 61 m.)
ir neautoimunings kilmés sausumo sindromu (n=4, amziaus vidurkis 51,75 m. + 18,5, min 25
m., max 67 m.) ligonés nustatytos VULSK gydytoju, pagal Amerikos ir Europos bendro
sutarimo Sjogreno sindromo klasifikacijos kriterijus ir taisykles (pateikiamos 1 priede). Gauti
grupiy duomenys buvo palyginti tarpusavyje.

Sio darbo metu nustatyti pacienty periferinio kraujo T, B limfocity ir natdiraliy kileriy
(NK) kiekiai. Detaliau tirtos CD4" T limfocity (CD4'CD25", CD4 'CD25 , CD4'IL-17A") ir
CDS8" T limfocity (CD8'CD57", CD8'CD57,, CD8'CD27", CD8'CD27 bei CD8'CD57 CD27,
CD8'CD57'CD27", CD8'CD57'CD27", CD8'CD57 CD27") subpopuliacijos.

Tyrimai atlikti Valstybiniame moksliniy tyrimy institute, Inovatyvios medicinos centre.

2.2. Tékmes citometrijos metodas

Limfocity analizé atlickama Becton Dickinson FacsCalibur tékmés citometru. Sis
prietaisas matuoja Sesis analizuojamy lasteliy parametrus — tiesing §viesos sklaida (TSS) ir
Soning Sviesos sklaida (SSS) bei keturias fluorescenciju detektoriais (FL) fiksuojamas
fluorescencijas. Tékmés citometre naudojami zalios spalvos 530/30 nm, oraZinés 585/42 nm,
raudonos 650/20 nm bangos ilgio Sviesos absorbcijos filtrai ir detektoriai. PavyzdZziui, FL1
registruoja zalia fluorescencijq ir Sviesa filtruojama 530/30 nm bangos ilgio filtru. Toks filtras
praleidzia tik 515 — 545 nm bangos ilgio Sviesa.

Lastelés buvo analizuojamos CellQuest ir WinMDI 2.8 programomis. Analizei surenkama
ne maziau 50 000 lasteliy, tiriant pavirSinius Zymenis, bei ne maziau 100000 lasteliy, tiriant

vidulastelinius Zymenis.
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CO19 PerCP

Lizuoto kraujo lasteliy taskinés diagramos leidzia atskirti limfocitus, monocitus ir
granulocitus. Tiesiné Sviesos sklaida atspindi lasteliy dydi, o Soniné¢ — vidini lasteliy
granulivotuma. Limfocitai i§ visy leukocity yra maziausi ir pasiZymi maziausiu
granuliuotumu.

Gaunama tirty Iasteliy diagrama, 1§ kurios galima analizuoti visas lasteles arba tik
dominancia lasteliy populiacija. ISskirti dominancia populiacija galima apibréZziant jos regiona
(angl. gate) histogramoje ar tagkinéje diagramoje. Sios lastelés toliau gali biti tiriamos
siekiant nustatyti kitus parametrus.

Dar vienas paplitgs biidas apibrézti lasteliu populiacijas norint nustatyti jvairiy zymeny
ekspresija — tai taskinés diagramos suskirstymas kvadrantais. Siy kvadranty analizé leidzia
atskirti teigiamos zymenuy ekspresijos lasteliy populiacija nuo neigiamos (8 pav.),

analizuojamos kvadranty statistikos.

10+

jD3

Kvadrantai:

jﬂz

1 (virSutinis kairysis)

2 (virSutinis deSinysis)

3 (apatinis kairysis)

4 (apatinis deSinysis)

s
10° 10%

CO3FITC

8 pav. Taskinés diagramos suskirstymas kvadrantais.

Taigi, limfocity populiacijy procentiniai kiekiai periferinio kraujo leukocituose nustatomi,
analizuojant fluorescuojancias lasteles 1§ limfocity regiono. Limfocity neigiamai
fluorescencijai atskirti naudojami Simultest Control y;APC/y,aPE/y,FITC reagentai (Becton —

Dickinson).

2.3. Kraujo méginiy paémimas

Tyrimui imtas veninis kraujas. Siekiant standartizuoti preanalizinj tyrimo etapa, veninis
kraujas imamas standartinémis salygomis { 5 ml vakuuminius Vacutainer mégintuvélius su
natrio heparinu. Bandinio émimo metu buvo grieztai laikomasi gamintojo rekomendaciju:

timpa laikoma ne ilgiau kaip minute, draudZiama gniauZyti kumsti, dezinfekcinei medziagai
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leidZziama visiSkai nudZiiiti, mégintuvelis uZpildomas +10% nurodyto turio, kad kraujo ir
antikoagulianto santykis biity tinkamas, mégintuveliai Svelniai pavartomi (8 — 10 karty).
Meégintuvéliai su krauju pristatomi stovelyje vertikalioje padétyje, vengiant didesniy
temperatiiros pokyciu. Transportavimo temperatiira negali biiti zemesné nei +4°C ir aukStesné
nei +30°C. Pristatyti kraujo bandiniai ruoSiami limfocity tékmés citometrijai i§ karto po
pristatymo, taciau esant reikalui méginio ruosimas gali buiti pradétas ne véliau kaip po 6 val.,
laikant krauja kambario temperatiiroje. Kiekvieno bandinio vientisumas patikrinamas

vizualiai: ar néra kresSuliy, ar tinkamas kraujo ir antikoagulianto santykis.

2.4. Méginiy paruoSimas

Naudojama Becton Dickinson Immunocytometry Systems (JAV) rekomenduojama
metodika, skirta nustatyti pavirSiniy bei vidulasteliniy Zymeny ekspresija.

Lizavimas (angl. lysed whole blood, LWB) atlickamas siekiant paSalinti eritrocitus, juos
lizuojant specialiu lizavimo reagentu. Lizavimo tirpalas susprogdina eritrocitus, taciau
neveikia leukocity.

Metodika pavirSiniams antigenams nustatyti: 1 12x75 mm citometrinius mégintuvelius

automatine pipete ipilama po 50ul kraujo ir po 5 pl konjuguoty su fluorochromais
monokloniniy antikiiny prie§ limfocity pavir§inius Zymenis. Svelniai sumaiSoma ir
inkubuojama 25 min. kambario temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos 1 meégintuvéelius
ipilama po 2 ml lizuojancio tirpalo (FACS — Lysing Solution, Becton — Dickinson, JAV) ir
eritrocitai lizuojami 15 min kambario temperatiiroje tamsoje. Po to centrifuguojama 5 min
500xg, supernatantas nupilamas, nuosédos sumaiSomos. | mégintuvelius pilama po 2 ml
plovimo buferio (Cell Wash, Becton — Dickinson, JAV) ir centrifuguojama 5 min 500xg,
supernatantas nupilamas, nuosédos sumaiSomos. Dar karta jpilama plovimo buferio (po
500 ul Cell Wash, Becton — Dickinson, JAV) ir analizuojama tékmés citometru.

Tiriant limfocity vidulastelines struktiiras, lastelés papildomai apdorojamos membranos
pralaiduma didinanciais (permeabilizavimo) tirpalais, kad reagentai galéty patekti i lastelés

vidy (9 pav.).
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permeabilizacija

l'.-"'L..':H

sinteze pavirsiniy antigeny
- Zymejimas
aktyvacija

plovimas,
fiksavimas, -—ra
analizé

"y =
vidulgsteliniy antigeny

Zymejimas

9 pav. Méginiy, skirty vidulasteliniams Zymenims nustatyti, paruoSimo schema.

Metodika vidulasteliniams antigenams nustatyti: { mégintuveli automatine pipete ipilama

1,5 ml kraujo, 1,5 ml terpés (RPMI), 3 ml (50 ng/ml galutinés koncentracijos) PMA, 3 ml
(1pmol/ml galutinés koncentracijos) jonomicino, 2,1 ul (0,7 pl/ml) GolgiStop™. 4,5 val.
laikoma 5% CO, 37° C inkubatoriuje. Po to sumaiSoma ir iSpilstoma po 200 ul i
meégintuvélius. [pilama po 5 pl konjuguoty su fluorochromais monokloniniy antikiiny prie§
limfocity pavir§inius Zymenis. Svelniai sumai$oma ir inkubuojama 30 min. 5% CO, 37° C
inkubatoriuje. Po inkubacijos i mégintuvélius ijpilama po 4 ml lizuojancio tirpalo (FACS —
Lysing Solution, Becton — Dickinson, JAV), ir eritrocitai lizuojami 15 min kambario
temperatiiroje tamsoje. Po to centrifuguojama 5 min 500xg, supernatantas atsargiai
nusiurbiamas, nuosédos sumaiSomos. [ mégintuvélius ipilama po 1 ml zyméjimo buferio
(FBS) ir centrifuguojama 5 min 500xg. Supernatantas atsargiai nusiurbiamas, nuosédos
sumaiSomos. [pilama po 500 pl Fixation/Permeabilisation buferio, sumaiSoma ir inkubuojama
20 min kambario temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos méginiai centrifuguojami 5 min
500xg, supernatantas atsargiai nusiurbiamas, nuosédos sumaiSomos. [pilama po 2 ml BD
Perm/Wash buferio ir centrifuguojama 5 min 500xg, supernatantas atsargiai nusiurbiamas,
nuosédos sumaiSomos. | meégintuvelius pilama po 100 pl BD Perm/Wash buferio,
supipetuojama. Ipilama po 5 pl konjuguoty su fluorochromais monokloniniy antikiiny pries
limfocity vidulastelinius Zymenis, Svelniai sumaiSoma ir inkubuojama 30 min. kambario
temperatiiroje tamsoje. Po inkubacijos ipilama po 2 ml BD Perm/Wash buferio ir
centrifuguojama 5 min 500xg. Supernatantas atsargiai nusiurbiamas, nuosédos sumaiSomos.

Dar karta ipilama po 2 ml BD Perm/Wash buferio, centrifuguojama 5 min 500xg,
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supernatantas atsargiai nusiurbiamas, nuosédos sumaiSomos. Ipilama po 400 pl Zyméjimo

buferio (FBS) ir analizuojama tékmés citometru.

Zalios spalvos (FL1) fluorescencijai naudotas fluoresceino izotiocianatas (FITC),

oranzinés (FL2) — fikoeritrinas (PE), raudonos (FL3) — peridinochlorofilo proteinas (PerCP)

bei taip pat raudonos spalvos (FL4) — alofikocianinas (APC). Monokloniniai antikiinai

derinami priklausomai nuo konjuguoty fluorochromy, pavyzdziui, anti-CD19PerCP/anti-

CD3FITC/anti-CD16+anti-CD56PE, anti-CD4PerCP/anti-CD25FITC ir pana$iai. Naudoty

monokloniniy antikiiny charakteristikos pateikiamos 1 lenteléje.

1 lentelé. Monokloniniy antikiiny charakteristikos.

Monokloniniai antikiinai | Konjuguotas | Specifiskumas

pagal CD klasifikacija fluorochromas

CD3 FITC T limfocity zymuo

CD19 PerCP B limfocity Zymuo

CD16/56 PE NK zymenys

CD4 PerCP T helperiy Zymuo, silpniau ekspresuojamas
ir monocity/makrofagy

CD8 PerCP Citotoksiniy T limfocity Zymuo, silpniau
ekspresuojamas ir kai kuriy NK Iasteliy

CD57 FITC Ekspresuojamas daugumos NK lasteliy ir
dalies T limfocity

CD25 FITC T reguliaciniy limfocity Zymuo (IL-2
receptorius)

CD27 APC Citotoksiniy T limfocity Zymuo

IL-17A APC T helperiy 17 Zymuo

v1 (IgGy) APC Specifinis peliy lasteliy Zymuo, kurio neturi
Zmogaus lastelés

122 (IgGaa) PE Specifinis peliy lasteliy zymuo, kurio neturi
Zmogaus lastelés

v1 (IgG1) FITC Specifinis peliy lasteliy Zymuo, kurio neturi

Zmogaus lastelés

Pries tiriant meéginj atlieckama:

1) Tiriamy populiacijy pavaizdavimas TSS/SSS taskinéje diagramoje.

2) Neigiamos ir teigiamos populiaciju ribos nustatytos pagal nedaZyto méginio

fluorescencijos lygi, nes dalis lasteliy pasiZymi autofluorescencinémis savybémis.

3) Neigiama izotipiné kontrolé, kurios metu naudojami izotipiniai reagentai pries$

Zmogaus organizme nesancius antigenus. Taip patikrinama ar néra nespecifinio

antikliny jungimosi prie tiriamy lasteliy populiaciju.
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2.5. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomenu analizé atlikta taikant kompiuterinés Statistica for Windows ir
Microsoft EXEL 2003 programas. Darbe naudotos padéties (vidurkiai, min — max reikSmes) ir
sklaidos (standartiniai nuokrypiai) statistikos. Duomenys lyginti pagal Mann’o ir Whitney U
testa. Tai zinomiausias ir placiausiai taikomas dviejy nepriklausomy iméiy neparametrinio
palyginimo testas. Mann’o ir Whitney U testas yra Stjudento t-testo dviem nepriklausomoms
imtims neparametrinis analogas [126, 127]. Skirtumai yra statistiSkai reikSmingi, kai p < 0,05.
Siekiant nustatyti tiesiné priklausomybés tarp kintamuyjuy laipsni, buvo apskaiciuotas
Pearson’o koreliacijos koeficientas r. Koreliacinis rySys buvo vertinamas kaip labai silpnas,
jei r=(0,00 — 0,19), silpnas, jei r=(0,20 — 0,39), vidutinis, jei r=(0,40 — 0,69), stiprus, jei
=(0,70 — 0,89), labai stiprus, jei r=(0,90 — 1,00). Nors limfocity koncentracijuy vidurkiai,
lyginant serganCius pirminiu Sjogreno sindromu su neautoimuninés kilmés sausumo
sindromu, ligoniy grupése statistiSkai reikSmingai nesiskyré, taciau reikSmiy pasiskirstymo

pobiidis abiejose grupése buvo nevienodas.
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1. Limfocity analizé t€kmés citometru
Istirti devyni pacientai, besiskundziantys sausumo sindromu. Atlikta Siy pacienty

periferinio kraujo fenotipiné analizé tékmés citometru.

Pagal tiesing (TSS) ir Soning (SSS) $viesos sklaidas leukocitai taskinéje diagramoje

i§sidésto priklausomai nuo dydzio ir granuliuotumo (10 pav.).

1023

SSC-Height

imfocitai

1023
FSC-Height
10 pav. Dvimaté taskiné kraujo leukocity diagrama pagal tiesing ir Soning Sviesos sklaida.

Taskingje diagramoje apibréziamas limfocity regionas (R1), kuris yra tiriamas toliau (11

pav.).

1023

SSC-Height

R

¥

=]
a 1023

FSC-Height

11 Pav. Apibréztas limfocity regionas (R1).

Pagal nedazyto méginio fluorescencijos lygi nustatomos neigiamos ir teigiamos

populiacijy ribos, t.y. suskirstoma kvadrantais (12 pav.).
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12 pav. Limfocity fluorescencijos neigiamy kontroliy taskinés diagramos.

Bendram limfocity populiacijuy (NK, B, T limfocity) identifikavimui naudoti
monokloniniai antiktinai: anti-CD3FITC, anti-CD19PerCP, anti-CD16/CD56PE. T limfocitai,
kuriy Zymuo yra CD3, matomi antrame ir ketvirtame kvadrantuose, o NK lastelés,
ekspresuojancios CD16 ir CD56 Zymenis, iSsidésCiusios pirmame kvadrante. TreCiame

kvadrante esancios lastelés nepasizymi nei CD3, nei CD16/CD56 raiska (13 pav.).

o
1 2
s
w
o
B
+ =4
w
[]
i
= 4
[=]
[} b i W - _:, :
107 10! 10° 10° 10

CD3FITC

13 pav. Limfocity populiacijy identifikavimas naudojant anti-CD3FITC, anti-CD16/CD56PE
monokloninius antikiinus. T limfocitai (2 ir 4 kvadrantai), NK lastelés (1 kvadrantas).

B limfocity populiacija, ekspresuojanti zymeni CD19, matoma 14 pav., pirmame

kvadrante. Sioje taskingje diagramoje taip pat stebimi T limfocitai, kuriy Zymuo yra CD3

(ketvirtas kvadrantas).
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14 pav. Limfocity populiacijuy identifikavimas naudojant anti-CD3FITC, anti-CD19PerCP
monokloninius antikiinus. B limfocitai (1 kvadrantas), T limfocitai (4 kvadrantas).

Toliau iSsamiau tirtos T limfocity subpopuliacijos, ekspresuojan¢ios CD4 bei CDS

zymenis (15 pav.). Lastelés inkubuotos su anti-CD4PerCP, anti-CD8PerCP monokloniniais

antiktnais.
o =
~ =t 'E-_".":n
s s
S S
Nt o
g g
o ., O,
o=} < O
N —.] o —.]
p p
g g
% %
5 5
== Eo
[=] [=]
10° 10! 10 10° 104 10° 10" 10 10° 10
A CD4 PerCP B CDB PerCP

15 pav. Limfocity populiacijy identifikavimas naudojant anti-CD4PerCP, anti-CD8PerCP
monokloninius antikiinus. A — CD4" T limfocitai; B — CD8" T limfocitai.

Detalesnei CDS8" T limfocity analizei reikalingi anti-CD57FITC, anti-CD27APC
monokloniniai antiktinai.

Visa CD8" T limfocity subpopuliacija pagal CD8 ekspresija ir galimas funkcijas skirstoma
{ CD8'CD57/CD8'CDS7 — citotoksinius T limfocitus, ir CD8'YCD57" — natiiraliy kileriy
(NK) savybémis pasizyminéius limfocitus. Todél tolimesnei CDS8' limfocity analizei

pasirenkami CD8' limfocitai — pazymimas jy regionas (R2) (16 pav.).
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16 pav. Pazymeétas CD8' T limfocity regionas (R2).

17 pav. matyti CD8' T limfocity dalis (vidutinigkai 19% visy CD8' T limfocity), kuriai
biidinga CD57 Zymens raiska.

+
=
—

10%

107

CDEFFITC

101

102

107 10! 107 107 104
DS PercP

17 pav. CD8' T limfocity subpopuliacijy identifikavimas naudojant anti-CD8PerCP ir anti-
CD57FITC monokloninius antikiinus. Pirmame kvadrante matomi CD8' T limfocitai,
ekspresuojantys CD57 Zymeni.
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Kaip matome i§ 18 pav. didzioji dalis CD8' T limfocity (vidutiniskai 70% visy CD8' T
limfocity) pasizyméjo CD27 zZymens raiska.
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=
=
=
L)
- 2
[
(=]
[ )
107 10" 107 107 104

CDS PercP
18 pav. CD8' T limfocity subpopuliacijy identifikavimas naudojant anti-CD8PerCP ir anti-
CD27APC monokloninius antikiinus. Pirmame kvadrante matomi CD8' T limfocitai,
ekspresuojantys CD27 zymeni.

Detalesnei CD4" T limfocity analizei reikalingi anti-CD25FITC, anti-IL-17A APC
monokloniniai antikiinai. Tolimesnei analizei pazymimas CD4" T limfocity regionas (R3) (19

pav. A), nustatoma CD4" T limfocity dalis, pasizyminti CD25 Zymens raika (19 pav. B).
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= 3 1 2

| R3
B s o . E
10° 10! 107 NS 10® 104 10° 10! 10° 104
A CD4 PerCP B CD4 PerCP

19 pav. CD4" T limfocity subpopuliacijy identifikavimas naudojant anti-CD4PerCP ir anti-
CD25FITC monokloninius antikiinus. A — pazymétas CD4" T limfocity regionas (R3), B —
pirmame kvadrante matomi CD4" T limfocitai, ekspresuojantys CD27 Zzymeni.
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Vidulastelinis CD4" T limfocity 2ymuo IL-17A nustatytas tik nedaugeliui CD4" T
limfocity, vidutiniskai 1,66% visy CD4" T limfocity (20 pav., 1 kvadrantas).

10+

I1D3

IL-1TAPC
102

I1D'

10¢

107 10! 10° 10+

CDd PerCP

20 pav. CD4" T limfocity subpopuliacijy identifikavimas naudojant anti-CD4PerCP ir anti-IL-
17APC monokloninius antikiinus. Pirmame kvadrante matomi CD4" T limfocitai,
ekspresuojantys IL-17A Zymeni.
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3.2. Pirminiu Sjogreno sindromu ir neautoimuninés kilmés sausumo sindromu

serganCiy ligoniy limfocity ir ju subpopuliaciju periferiniame kraujyje

palyginimas

Tyrimo metu i§ devyniy sausumo sindromu besiskundziusiy pacienciy nustatytos penkios

ligonés, sergancios

pirminiu  Sjogreno

sindromu, ir

keturios

ligonés,

sergancios

neautoimunings kilmés sausumo sindromu. Atliktas Siy ligoniy limfocity populiaciju bei

subpopuliaciju santykiniy kiekiy palyginimas (2 lentel¢). Neautoimuninés kilmés sausumo

sindromu sergancios ligonés sudaré kontroling grupe.

2 lentelé. Pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy
limfocity populiaciju ir subpopuliaciju palyginimas.

Vidurkis + vid.st.nuokrypis

Abs.ribos (min - max)

Pirminiu Pirminiu
Zymuo Kontroliné S.J ogreno Kontroliné Sjogreno
) sindromu ) sindromu
grupe, sergantys grupe, sergantys
zymens raiska i santy zymens raiska >reanty
o/ [ igoniai, o/ (o ligoniai,
% (n=4) . 2 % (n=4) y O
Zymens raiska zymens raiska
% (n=5) %(n=5)
_| CD3" 71,98 49,53 | 73,19+£687 | 60,59 +80,08 | 64,86 + 80,81
= +
g _ g Py 15364592 | 1551 1,71 | 11,48+24,01 |1322+17,56
= Z E[CDI16'CD56"
S 14,14£589 | 11,58 % 6,63 8,95+2124 |4,81+1957
+
_| D4 38214509 |36,65+10,94 |31,9+4432 |19,27+48,18
= +
2 2| CD8 30,40+ 7,85 |29,57+4,09 |22,61+3927 | 25,04 +34,61
- 1
* 0 :E| CD8 1836+735 |20,09+£3,67 |9,61+2691 |14,00+2328
1 +
CD8'CD57 19,02+ 14,16 | 24,59+ 10,32 | 4,41 £37,54 | 12,8 +40,5
CD8'CD57 80,99 + 14,16 | 75,41 £10,32 | 62,46 95,59 | 59,5 + 87,20
1 +
z | CD8CD27 69,06 23,79 | 71,08 9,85 40,11 £ 97,76 | 56,35 + 78,7
S CD8'CD27
£ 31,94+2221 | 28,92 +9,85 6,24+ 59,89 | 21,3 +43,65
= CD8'CD57CD27" | 1666+940 |12,13+448 |429+27.15 |5.13+16,89
1 + +
9 CD8'CDS7 ' CD27" | 3884114 | 8,00+ 1,53 246+495 | 6,56+10,13
i T -
g | CD8CDS7CD2T 11499+ 13,14 | 16,15+ 10,30 | 1,96 +32,60 | 5,80 % 31,77
o 1 - +
= CD8CDS7CD27" | 639142337 | 62,18+9,10 | 35,09+ 91,54 | 47,65 + 68,75
T T
_| CD4 CD25 10,30 £ 5,25 | 11,39 + 4,09 4,66+ 15,60 |5,82+16,61
=t + -
2 - 2| CD4 CD25 89,65+520 | 88,61 +4,09 84,37 +95,17 | 83,39 94,19
- g T T
® 0 & CD4IL-17A 1,66 0,93 | 1,09+0,28 0,68+2,77 |0,84+1,54
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Pagal gautus duomenis sudarytos diagramos. 21 pav. matomi T (CD3"), B (CD19")
limfocity ir NK (CD16'CD56") lasteliy procentai visuose limfocituose pirminiu Sjogreno
sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy periferiniame kraujyje. T, B
limfocity bendras kiekis grupése praktiskai nesiskyré, taciau NK lasteliy kiekiai mazesni
ligoniy, sergandiy pirminiu Sjogreno sindromu. Si lasteliu populiacija maZesné 2,56%

lyginant su kontroline grupe (21 pav.).
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o

o

% nuo visy limfocity

—xmoogcnov

T

N e

CD3+ CD19+ CD16+56+

o

o O

O Kontroliné grupé
B Pirminiu Sjogreno sindromu sergantys ligoniai

21 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy T
(CD3"), B (CD19") limfocity ir NK (CD16 CD56") lasteliy procento limfocity populiacijoje
palyginimas. Skirtumai statistiSkai nereikSmingi (p > 0,05).

T helperiy (CD4") ir citotoksiniy T limfocity (CD8") procentai CD3" limfocity
populiacijoje serganciy pirminiu Sjogreno sindromu periferiniame kraujyje Siek tiek mazesni
nei kontrolinés grupés Zmoniy, taciau reikia paminéti, kad nustatyti skirtumai statistiSkai

nereikSmingi (22 pav.).
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22 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy T
helperiy (CD4") ir citotoksiniy T limfocity (CD8") procento CD3" populiacijoje palyginimas.
Skirtumai statistiskai nereikSmingi (p > 0,05).

Analizuojant CD8' T limfocitus pagal CD57 Zymens raiska, stebimas CDS8'CD57" T
limfocity procento CD8' limfocity populiacijoje padid¢jimas (5,58%) lyginant su kontroline
grupe ir analogiskas CD8'CD57 T limfocity procento sumazéjimas serganciyjy pirminiu
Sjogreno sindromu ligoniy grupéje. Taip pat Sjogreno sindromo atveju, CD8' T limfocity
pokytis pagal CD27 Zymens raiska yra toks: CD8'CD27" procentai linke padidéti, o
CDS'CD27" — mazéti (23 pav).

100
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40 —

20 4

O T T T
CD8iCD57+ CD8iCD57- CD8iCD27+ CD8iCD27-

% nuo CD8i limfocity

@ Kontroliné grupé B Pirminiu Sjogreno sindromu sergantys ligoniai

23 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganCiy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy
CDS'CD57", CDS'CD57', CD8'CD27", CDS'CD27" limfocity procento CDS8' populiacijoje
palyginimas. Skirtumai statistiSkai nereikSmingi (p > 0,05).
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Lyginant CD8'CD57° CD27°, CD8'CD57'CD27" bei CD8'CD57°'CD27 CD8' limfocity
subpopuliacijas matyti, jog skirtumai isryskéja CD8'CD57°CD27 ir CD8'CD57'CD27"
limfocity populiacijose atskirose tiriamuyju grupése (24 pav.) Serganciyjy pirminiu Sjogreno
sindromu ligoniy grupéje stebimas CD8'CD57'CD27 limfocity procento CDS8' limfocity
populiacijoje sumazéjimas (4,53%) bei CD8'CD57'CD27" limfocity procento padidéjimas
(4,12%) lyginant su kontroline grupe (24 pav.). CD8'CD57°CD27" limfocity vidurkiai tarp
grupiy yra statistidkai reik§mingi (p=0,016). Skirtumai grupése pagal CD8'CD57'CD27" (24
pav.)ir CD8'CD57CD27" (25 pav.) limfocity procentus yra nezymds.
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@ Kontroliné grupé B Pirminiu Sjogreno sindromu sergantys ligoniai

24 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganiy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy
CDS8'CD57CD27,, *CDS8'CD57 CD27" bei CDS8'CD57'CD27 limfocity procento CDS'
populiacijoje palyginimas. Skirtumai statistiSkai nereikSmingi (p>0,05). *StatistiSkai
reik§mingai skiriasi CD8'CD57 CD27 limfocity populiacija, p=0,016.
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25 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy
CDS'CD57°CD27 limfocity procento CD8' populiacijoje palyginimas. Skirtumai statistikai
nereikSmingi (p > 0,05).
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Analizuojant T reguliacinius limfocitus (CD4'CD25") bei T limfocitus (CD4'CD25),
kurie dar nepasizymi reguliaciniy T limfocity savybémis, matoma, kad sergantiems pirminiu
Sjogreno sindromu pacientams CD4'CD25" procentas CD4" populiacijoje yra nezymiai
padidéjes (1,09%) (26 pav.), o CD4'CD25 analogiskai (1,03%) sumazéjes (27 pav) lyginant

su kontroline grupe.
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26 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu sergan¢iy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy
CD4°CD25" limfocity procento CD4" populiacijoje palyginimas. Skirtumai statistiskai
nereikSmingi (p > 0,05).
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27 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganiy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy
CD4'CD25 limfocity procento CD4" populiacijoje palyginimas. Skirtumai statistiskai
nereikSmingi (p > 0,05).
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Lyginant T helperius 17 pagal Zymens IL-17A" raiska, stebimas CD4 TL-17A" limfocity
procento CD4" limfocity populiacijoje sumazéjimas 0,57% pirminiu Sjogreno sindromu

serganCiy ligoniy grupéje lyginant su kontroline grupe (28 pav.).
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@ Kontroliné grupé B Pirminiu Sjogreno sindromu sergantys ligoniai

28 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu serganéiy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy CD4 IL-
17A" limfocity procento CD4" populiacijoje palyginimas. Skirtumai statistiskai nereikmingi
(p>0,05).

Palyginus duomenis pagal Mann’o ir Whitney U testa tarp pirminiu Sjogreno sindromu
serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés gauta, kad limfocity santykiniai kiekiai skaiciuojant
nuo visy limfocity ar nuo CD3", CDS, CDSi, CD4" limfocity populiacijy, iSskyrus
CDS'CD57"CD27" limfocity populiacija (p=0,016), statistiskai reik§mingai nesiskyré (p >
0,05).

Toliau buvo apskaiciuoti ir absoliutiis limfocity populiaciju lasteliu skaiciai grupése.
Kiekvieno paciento bendras limfocity skaicius priklauso nuo esamo leukocity skaiciaus, todél
po vienoda atskiry pacienty limfocity populiaciju procentine iSraiska gali buti skirtinga
lasteliy koncentracija. | tolesng analizg jtrauktos septynios pacientés su zZinomais absoliuciais
limfocity kiekiais. Atliktas iy ligoniy limfocity populiaciju bei subpopuliaciju koncentracijuy
vidurkiy palyginimas (3 lentel¢).

Palyginus abiejy grupiy duomenis absoliuciais skaiciais pagal Mann’o ir Whitney U testa

gauta, kad limfocity koncentracijy vidurkiai statistiSkai reikSmingai nesiskyré (p>0,05).
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Numanoma to priezastis — maza tiriamyjy imtis, mat statistiniy skai¢iavimy galimybés yra

ribotos mazy im¢iy atvejais.

3 lentelé. Pirminiu Sjogreno sindromu ir neautoimuningés kilmés sausumo sindromu serganciy
ligoniy limfocity populiacijy koncentraciju vidurkiy palyginimas.

Vidurkis + vid.st.nuokrypis Abs.ribos (min — max)
Pirminiu Pirminiu
Kontroliné Sjogreno Kontroliné Sjogreno
Zymuo grupe, sindromu grupe, sindromu
last./ul sergantys last./ul sergantys
(n=3) ligoniai, last./ul (n=3) ligoniai, last./ul
(n=4) (n=4)
CD3" 2555 + 358 2536 + 1922 2251 + 2950 1160 + 5290
+
CDI9 627 + 304 484 + 300 427 £977 276 + 921
+ +
CD16 CD56 572 £210 335+334 330 £ 707 80 + 819
.
CD4 1344 + 262 1207 + 906 1061 + 1578 319 + 2373
+
CD8 1201 = 156 1021 = 800 1021 + 1306 53242210
CDg' 693 + 300 736 + 600 391 + 991 363 + 1622
1 +
CD8CD57 135+ 122 167 + 169 17 £ 262 46 + 418
CD8'CD57 558 + 268 569 + 432 374 + 865 279 + 1205
1 +
CD8CD27 463 + 235 524 + 369 280 + 727 278 + 1063
CD8'CD27 235+ 198 213 +232 24+ 417 79 + 560
CD8'CD57CD27 125 + 94 99 + 96 17 + 189 19 + 239
1 + +
CD8'CD57 CD27 26+ 14 56+ 37 10 + 35 24+ 107
1 + -
CD8CD57 CD27 108 + 111 110 + 136 8 £227 21+ 313
1 - +
CD8'CD57CD27 429 + 229 463 + 334 245 + 686 250 + 954
T +
CD4'CD25 162 + 97 115 + 56 50+ 218 53+ 182
F -
CD4 CD25 1181 + 175 1091 + 866 1010 + 1359 266 + 2235
+ +
CD4'IL-17A 26+ 17 13+10 7+39 4422

Lyginant pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy

koncentracijos minimalias ir maksimalias reikSmes, buvo stebima, kad pirminio Sjogreno

sindromo grupéje daugumos rodikliy, i§skyrus CD19", CD4'CD25°, CD4'IL-17A",

koncentracijy maksimalios reikSmés yra didesnés nei kontroling€je grupéje (3 lentele).

Analizuojant absoliucius lasteliy kiekius grupése stebimos panasios limfocity populiacijy

koncentracijy pasiskirstymo tendencijos kaip ir pocentine iSraiSka, iSskyrus keletos

populiaciju.
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I§siskiria CD3", CD19", CD4'CD25" limfocitai, kuriy koncentracijos mazesnés, bei
CDS'CD57 ir CD8'CD57° CD27 limfocitai, kuriy koncentracijos didesnés pirminiu Sjogreno
sindromu serganciy ligoniy grupéje lyginant su kontroline grupe.

Tiesa, CD3" pokytis yra nezymus, serganéiyjy pirminiu Sjogreno sindromu ligoniy
grupéje, Siy limfocity skaiCius mazesnis tik 19 Iast./ul, lyginat su kontroline grupe, todél
diagrama néra informatyvi (29 pav.). CD19" limfocity koncentracija 143 last./ul yra mazesné

Sjogreno sindromo ligoniy grupéje (29 pav.).
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B Pirminiu Sjogreno sindromu sergantys ligoniai

29 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu sergan¢iy ligoniy ir kontrolinés grupés zmoniy CD3",
CD19" limfocity koncentraciju vidurkiy palyginimas. Skirtumai statistiskai nereik§mingi (p >
0,05).

Lyginant CD4'CD25" limfocity koncentracijos vidurkius tarp pirminiu Sjogreno
sindromu serganciy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy stebima 46 last./ul mazesne

koncentracija Sjogreno sindromo ligoniu grup¢je (30 pav.).
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30 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu sergan¢iy ligoniy ir kontrolinés grupés Zzmoniy
CD4'CD25" limfocity koncentraciju vidurkiy palyginimas. Skirtumai statistiskai
nereikSmingi (p > 0,05).

CDS8'CD57 ir CD8iCD57'CD27+1imfocitq koncentracijy vidurkiai Siek tiek didesni
sergandiujuy pirminiu Sjogreno sindromo ligoniy grupéje. Pavyzdziui, CD8'CD57 limfocity
koncentracijos vidurkis serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromu buvo 569 last./ul, o

kontrolinés grupés Zzmoniy 374 last./ul (31 pav.).

1200
o .
= 900
S _
]
£ 600
(%]
<
I
& 300
0 .
CD8iCD57- CD8iCD57-CD27+
@ Kontroliné grupé
B Pirminiu Sjogreno sindromu sergantys ligoniai

31 pav. Pirminiu Sjogreno sindromu sergan¢iy ligoniy ir kontrolinés grupés Zmoniy
CDS8'CD57 ir CDS8'CD57' CD27 limfocity koncentracijuy vidurkiu palyginimas. Skirtumai
statistiSkai nereikSmingi (p > 0,05).
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3.3. Priklausomybé tarp CD8'CD57" ir CD8'CD27" limfocity populiaciju

Analizuojant tékmeés citometru taskines diagramas buvo pastebéta, kad galima
priklausomybé tarp CD8'CD57" ir CD8'CD27" limfocity populiaciju (32 pav.). Todél buvo
paskai¢iuota CDS'CD57" koreliacija su CDS8'CD27" pirminio Sjogreno sindromo ir
kontrolin¢je grupése. Sia koreliacija tyréme, nes literatiiros duomenimis CD57 ir CD27
zymenys atspindi priesingas CD8" limfocity savybes: CD57 — senéjima, proliferacijos
galimybiy sumaz¢jima, o CD27 — didelj reakcijos | antigenus ir proliferacijos potenciala [ 134,
138, 139]. Tarp kity limfocity populiacijy zymeny tokio tarpusavio rySio ieskoti nebuvo
pagrindo.

Diagramoje matomi CDS8' limfocitai, turintys CD57 ir CD27 zymenis (32 pav., 2
kvadrantas). Tai lastelés, kuriy statistiSkai reikSmingas padidéjimas nustatytas pirminiu

Sjogreno sindromu sergantiems ligoniams.

+
=
—
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32 pav. CD8' T limfocity subpopuliacijy identifikavimas naudojant anti-CD57FITC ir anti-
CD27APC monokloninius antikainus. 1 kvadrante matomi CD8' T limfocitai, ekspresuojantys
CD27 zymenj, 2 kvadrante - CD8' T limfocitai, ekspresuojantys CD27 ir CD57 Zymenis, 4
kvadrante — CD8' T limfocitai, ekspresuojantys CD57 zymeni.

Atlikus Pearson’o koreliacing analiz¢ gauta, kad koreliacijos koeficiento r reikSmé
kontrolin¢je grupé¢je yra -0,982 (33 pav.). Tai labai stiprus tarpusavio rySys (yra intervale nuo
0,90 iki 1,00). Neigiamas koreliacijos koeficientas rodo, kad priklausomybé tarp CD8'CD57"
ir CD8'CD27" limfocity populiacijy yra atvirkitine.

Serganciyjy pirminiu Sjogreno sindromo grupéje koreliacijos koeficiento r reikSme tarp
CD8'CD57" ir CD8'CD27" limfocity populiacijy yra -0,8447 (34 pav). Tai stiprus tarpusavio

rySys (yra intervale nuo 0,70 iki 0,89). Koreliacija taip pat atvirkstine.
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[Sanalizavus priklausomybe tarp CDS8'CD57" ir CDS8'CD27" limfocity populiaciju,

nustatytos reikSmingos koreliacijos, t.y. CD8'CD57" limfocity koncentracijos atvirksciai

priklauso nuo CDS8'CD27" limfocity koncentracijos. Taip pat matoma tendencija, kad

serganCiyjy pirminiu Sjogreno sindromu ligoniy grupéje Si priklausomybé linkusi mazéti.

Eontroling grupé
korehacnos koeficientas: r = -0,9820
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CDECD2IT linfocital

35
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95% confid.

33 pav. CD8'CD57" ir CD8'CD27" limfocity populiacijy koreliacija kontrolingje grupéje

(r = -0,9820, p = 0,004).

Pirminiu Sjogrenn sindromn sergantys ligotia
koreliacyjos koeficientas: r = -0,8447

gz
78 | 4

2| % T T R
70}

BE e ’

B2 t

CDECDIH mfocital

==

54 =
10 16 22 28 34 40 46

CDECDAT lnfocta

"o Regression
95% confid.

34 pav. CDS'CD57" ir CD8'CD27" limfocity populiaciju koreliacija pirminiu Sjogreno

sindromu serganciy ligoniy grupéje (r = -0,8447, p = 0,001).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Moksliniuose darbuose daug démesio skiriama jvairiy limfocity populiaciju reikSmei tiek
sveikame organizme, tiek patologiju atveju. Vienas i§ imuninés sistemos buklés jvertinimo
buduy yra kiekybiné periferinio kraujo limfocity populiaciju analizé. Paskelbta moksliniy
darby apie periferinio kraujo limfocity populiaciju ir ju subpopuliacijy fenotipinius ypatumus
sergant Sjogreno sindromu. Nustatyta, kad Sjogreno sindromui budingas B limfocity
hiperreaktyvumas [81]. Tokiu atveju B limfocitai infiltruoja seiliy ir asary liauky epitelines
lasteles ir sukelia vieting antikiiny gamyba [132]. B limfocitai sudaro apie 20 — 30% infiltrato
lasteliy [105], o monokloniné B limfocity ekspancija budinga lifoproliferacinei eigai [81].
Sjogreno sindromui taip pat, kaip ir kitoms autoimuninéms ligoms (pvz., iSsétinei sklerozei,
sunkiajai miastenijai, reumatoidiniam artritui, sisteminei raudonajai vilkligei), biidingas NK
lasteliy skaiCiaus sumaZzéjimas [9, 59]. Be to, Sjogreno sindromo atveju, periferiniame
kraujyje pasikei¢ia CD8" ir CD4" T limfocity populiaciju sudétis, manoma, kad sumazéja
CD4"CD25 Foxp3" T reguliaciniy limfocity [27, 29, 35, 51, 52, 133], tadiau CD8" ir CD4" T
limfocity subpopuliacijos detaliau neiStirtos sergantiems Sjogreno sindromu. Iki Siol
nenustatyta, kokios limfocity populiacijos dalyvauja Sjogreno sindromo patogenezéje. Todel
Siame darbe tyréme T, B limfocity, NK lasteliy, CD8" ir CD4" T limfocity subpopuliacijy
poky¢ius pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy periferiniame kraujyje.

Misy darbe buvo nustatyti pirminiu Sjogreno sindromu serganciy ligoniy periferinio
kraujo T, B limfocity ir natiiraliy kileriy kiekiai, i$analizuoti CD8" ir CD4" T limfocity
populiaciju ir ju subpopuliacijy poky¢iai, kurie buvo palyginti su kontrolinés grupés zmoniy
gautais duomenimis.

Lyginant pirminiu Sjogreno sindromu seganc¢iy pacienty ir kontrolinés grupés Zmoniy
periferinio kraujo NK lasteliy populiacijas nustatyta, kad NK lasteliy koncentracija bei
procentas visuose limfocituose sumaz¢ja sergant Sjogreno sindromu. Bendras T limfocity
procentas visuose limfocituose, kaip ir B limfocity, yra neZymiai didesnis sergantiems
pirminiu Sjogreno sindromo ligoniams nei kontrolinés grupés Zmonéms, taciau, prieSingai,
analizuojant §iy lasteliy absoliucius skai¢ius matoma, kad T, B ir NK lasteliy skaiciai i$
tikryju sumaZéja sergantiems pirminiu Sjogreno sindromu. T, B limfocity procento
padidéjimas yra tik santykinis, priklausantis nuo didesnio NK lasteliy skai¢iaus sumazéjimo.
Taigi, nustatyta tendencija, kad Sjogreno sindromo metu mazéja NK lasteliy populiacija.

CD8" T limfocitai yra vieni i pagrindiniy lastelinio imuniteto specifiniu citotoksiskumu
pasizyminciu limfocity, kurie sukelia imuninés sistemos atsaka i konkretuy antigena [1].
Serganéiyjy pirminiu Sjogreno sindromu CD8" T limfocity procentas CD3" limfocity

populiacijoje buvo nezymiai mazenis (0,83%) nei kontrolinés grupés zmoniy. Taciau yra
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stebimas CD8' limfocity procento CD3" limfocity populiacijoje ir absoliutaus skai¢iaus
padidéjimas lyginant su kontroline grupe. Kaip jau buvo minéta, CD8" limfocity
subpopuliacija pagal CD8 ekspresija ir galimas funkcijas skirstoma | CD8'CD57" —
citotoksinius T limfocitus ir CD8'CD57  — natiiraliy kileriy savybémis pasizymindius
limfocitus [43, 44]. CD8" — tai nespecifiniu kontaktiniu citotoksiSkumu pasizymintys
limfocitai [1]. CD8' limfocity procento ir absoliutaus skaiGiaus padidéjimas rodo iSaugusia
citotoksiniy T limfocity populiacija.

CD8'CD57" limfocity procentas CDS8' limfocity populiacijoje pirminiu Sjogreno sindromu
sergantiems ligoniams buvo didesnis uz kontrolinés grupés zmoniy. Sveiko zmogaus
periferiniame kraujyje CD8 CD57" limfocity populiacija sudaro vidutiniskai 16,4% visu
CDS8" limfocity [134], 0 CD8'CD57" limfocity populiacija — dar maZesné, nes nejskaiciuojami
CDS8°CD57". Pastovi didelé §iy CD8'CD57" limfocity kocentracija periferiniame kraujyje rodo
léting antigening stimuliacija organizme [135]. Nezinoma, ar ju kiekio periferiniame kraujyje
padidéjimas yra normalaus imuninio atsako dalis, ar neadekvatus patologinis organizmo
atsakas i 1éting stimuliacija.

Yra paskelbta darbu, kad CD8'CD57" limfocity subpopuliacija iauga vyresniame amziuje
[46-48, 136], esant létinei virusinei infekcijai [49, 50, 137] ir sergant autoimuninémis ligomis
[51, 52].

Palyginus CD8' T limfocity subpopuliacijas pagal CD57 ir CD27 Zymeny raiska, nustatyti
statistiSkai reikSmingi skirtumai CD8'CD57'CD27" limfocity populiacijoje, t.y. serganciyju
pirminiu  Sjogreno sindromu CD8'CD57°CD27" limfocity procentas, CD8' limfocity
populiacijoje, statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés grupés (p=0,016). Apskritai
analizuojant gautus duomenis, matoma tendencija, kad sergant pirminiu Sjogreno sindromu
isauga CD8'CD27" limfocity populiacija, pasizyminti ir nepasizyminti CD57 Zymens raiska.
Taip pat analizuojant CD8' T limfocity subpopuliacijas nustatyta atvirkitiné priklausomybé
tarp CD57 ir CD27 zymeny raiskos.

CDS8' limfocitai, turintys CD57 molekule (CD8'CD57"), yra kaip atsakas i nuolating
antigening stimuliacija organizme, t.y. rodo, kad citotoksiniai T limfocitai jau buvo susidure
su antigenu ir toliau proliferuoti nebegali. Priesingai, CD8' limfocitai, nepasizymintys CD57
molekulés raiska (CDSiCDST), lemia specifiniy citotoksiniy reakciju aktyvuma [134]. CD27
zymuo rodo limfocity diferenciacijos lygi [138]. CD27 molekulés raiska CDS8" limfocituose
susijusi su juy atsparumu apoptozei, IL-2 gamyba ir sugeb¢jimu proliferuoti, o autoimuninéms
ligoms kaip tik yra buidinga padidéjusi limfocity proliferacija [139].

T reguliaciniai limfocitai Siame darbe nustatyti pagal CD4 ir CD25 Zymenis. Tiesa, yra

moksliniy darby, teigian¢iy, kad biitina nustatyti ir Foxp3", tiksliam T reguliaciniy limfocity
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identifikavimui. Miisy darbe, dél techniniy nesklandumy nepavyko isryskinti Foxp3" Zymens,
tod¢l buvo pasiremta moksliniais darbais, kurie teigia, kad T reguliacinius limfocitus galima
identifikuoti ir be Foxp3 Zymens nustatymo [140]. CD4" limfocitai, pasizymintys CD25
zymens raiska, sudaro 5 — 10% periferinio kraujo CD4" limfocity (0,5 — 1% bendro limfocity
skai¢iaus) [37, 141]. Sios lastelés, Foxp3 baltymo atlickamomis funkcijomis, i§skiriamais
TGF-B, IL-10 citokinais, svarbios slopinant autoimunines reakcijas [142]. T reguliaciniy
limfocity sumazéjimas periferiniame kraujyje Sjogreno sindromo metu siejamas su
egzokrininiy liauky infiltracija [129]. Tai suprantama kaip neigiama atsakomoji reakcija, dél
kurios yra slopinami autoreaktyviis T limfocitai pazeistame audinyje [141]. Ar limfocitai liecka
audinyje priklauso nuo audinio ir limfocity adhezijos [128]. ISkelta hipoteze, kuri sako, kad
kai T reguliaciniy limfocity skaicius periferiniame kraujyje nesiskiria nuo kontolinés grupés
tai, dél auksto laipsnio uzdegimo liaukoje ir progresuojancios liaukos fibrozés, sumazéja T
reguliaciniy limfocity ir audinio adhezija ir Sie iSeina i$ liaukos i periferini krauja [141].

Siame darbe pastebéta, kad serganéiyju Sjogreno sindromu pacienty periferiniame
kraujyje yra rasta maziau CD4 CD25" limfocity lyginant su kontroline grupe. Tikétina, kad
dél egzokrininiy liauky infiltracijos [129]. Tiesa, yra iSkelta hipotezé, kad T reguliaciniai
limfocitai uzdegiminiy citokiny fone gali virsti Tyl7 [143]. Tai paaiSkinty T reguliaciniy
limfocity periferiniame kraujyje sumaz¢jima bei dar didesni liaukos pazeidima.

Autoimuniniy reakciju metu Ty17 gali patekti | audinius ir sukelti autoimunini pazeidima
[14, 23]. Pirminiu Sjogreno sindromu sergantiems ligoniams nustatyta Ty;17 (CD4'IL-17A")
mazesné koncentracija periferiniame kraujyje nei kontrolinés grupés Zmoniy. Tai gali biiti
siejama su tuo, kad dalis Ty17 jau yra infiltravg egzokrinines liaukas.

Apibendrinant Sio darbo rezultatus, galima paminéti, kad Sjogreno sindromu serganciy
ligoniy T, B, CD8iCD57', CDSiCDZT, CD8'CD57°27 limfocity santykiniai kiekiai ryskiau
nesiskyré nuo kontrolinés grupés atitinkamy rodikliy. Reikia pripaZzinti, kad galimy skirtumy
neleido aptikti palyginti maZza tiriamyjy imtis. Kita vertus, atlikti tyimai parodé statistiSkai
reikiminga CD8'CD57°CD27" limfocity populiacijos padidéjima Sjogreno sindromu
sergatiems ligoniams. Galbut tolesni tyrimai padéty atsakyti { klausima, ar Siame darbe
nustatyti imunologiniai skirtumai gali buti svarblis Sjogreno sindromo patogenezei,

imunoterapijos tyrimams.
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ISVADOS

1.

Nustatyta tendencija, kad serganciyju pirminiu Sjogreno sindromu periferiniame
kraujyje mazéja NK lasteliy populiacija. T ir B limfocity poky¢iai nezZymis.

Atlikus detalia kiekybing CD8" T limfocity subpopuliacijy analize nustatyta, kad
CD8'CD57'CD27" limfocity populiacija statistiSkai reikSmingai padidéja serganciyju

pirminiu Sjogreno sindromu periferiniame kraujyje.

. Atlikus detalia kiekybine CD4" T limfocity subpopuliaciju analize pastebéta T

reguliaciniy limfocity ir T helperiu 17 tendencija mazéti sergant pirminiu Sjogreno

sindromu.
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SANTRAUKA (SUMMARY)

Study of T Lymphocyte Subsets in Patients with Sjogren’s Syndrome

Sjogren’s syndrome is a chronic autoimmune disease associated with variable degree of
lymphocytic infiltration of salivary and lacrimal glands, broad clinical manifestations and
approximately 5% of patients developming lymphoma. The most prevalent symptom in
patients with Sjogren’s syndrome is diminished lacrimal and salivary gland function,
xerostomia, kerotoconjunctivitis sicca and parotid gland enlargement.

Changes in blood lymphocyte subsets not only mirror alterations in other tissues and
organs, but might also provide information about involvement of the immune system in the
pathogenesis of Sjogren’s syndrome. Evaluation of phenotypic changes of peripheral blood
lymphocytes can be useful in monitoring and treatment of the disease.

The aim of this study was to evaluate the quantitative changes in peripheral blood T
lymphocyte subsets in patients with Sjogren’s syndrome.

Patients and Methods: T lymphocyte subsets in peripheral blood of 5 patients with
Sjogren’s syndrome were determined using flow cytometry and compared with the group of 4
control subjects. All patients and control subjects were female.

The mean age of patients with Sjogren’s syndrome was 45,2 years, range 20 — 61 years.
The mean age of subjects of the control was 51,8 years, range 25 — 67 years.

A trend for the decrease in percentage of NK cells in peripheral blood was determined in
patients with primary Sjogren’s syndrome. Little change was found in percentages of T and B
lymphocytes. The detailed quantitative analysis of CD8" T lymphocyte subpopulation showed
that the percentage of CD8'CD57 'CD27" cells increased significantly in patients with primary
Sjogren’s syndrome. The detailed quantitative analysis of CD4" T lymphocyte subset showed
a trend for decrease of regulatory T lymphocytes and T helper 17 cells in patients with

primary Sjogren’s syndrome.
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PRIEDAI

Nr. 1: Amerikos ir Europos bendro sutarimo Sjogreno sindromo klasifikacijos kriterijai ir

taisyklés.

Sjogreno sindromo Kklasifikacijos kriterijai

1. Akiy simptomai (turi buti nors vienas teigiamas atsakymas j Sivos klausimus):

1. Ar jauciate kasdieni, nuolatinj, varginantj akiy sausuma ilgiau nei 3 ménesius?
2. Ar yra pasikartojantis ,,smélio* arba ,,zvyro* pojiitis akyse?
3. Ar naudojate dirbtines aSaras dazniau nei tris kartus per dieng?

II. Burnos simptomai (turi buti nors vienas teigiamas atsakymas i Siuos klausimus):

1. Ar jauciate kasdieni burnos sausumga ilgiau nei 3 ménesius?
2. Ar buvo pasikartojantis arba pastovus seiliy liauky padidéjimas?
3. Ar reikia gerti skyscius, kad lengviau buty nuryti maista?

I11. Objektyvus akiu sausumo irodymai (turi bati nors vienas $iuy jrodymuy):

Sirmerio 1 testas, atlickamas be nuskausminimo (< 5 mm/5 min.).
Bengal rozinio testas (>4, pagal van Bijsterved’o vertinimo sistema).

IV. Histologinis mazujy seiliy liauky biopsijos medziagos tyrimas:

Zidiniy skai¢ius > 1 (>50 limfocity / 4 mm’ liaukinio audinio). Biopsija atlickama
nepakenktoje burnos gleivingje, histologini tyrima atlieka patyres histologas.

V. Objektyvus seiliy liauky pakenkimo jrodymai (turi biti nors vienas Siy irodymu:)

Nestimuliuota pilna sialometrija (< 1,5 ml/15 min.).
Paausiniy seiliy liauky sialografija

Seiliy liauky scintigrafija.

VI. Autoantikiinai (kraujo serume):

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

Sjogreno sindromo klasifikacijos taisykles

Pirminiam Sjogreno sindromui diagnozuoti (kai néra kitos autoimuninés ligos):

a) IS 6 klasifikacijos kriterijy poZymiy patvirtinami 4 teigiami poZymiai, tarp kuriy yra
teigiamas IV (histopatologija) arba VI (autoantikiinai);
b) IS 4 objektyviuy klasifikacijos kriterijy pozymiy (III, IV, V, VI) 3 poZymiai yra

teigiami.
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Antriniam Sjogreno sindromui diagnozuoti:

Diagnozavus kita autoimuning liga ir esant I arba II klasifikacijos pozymiams ir bent dviems

teigiamiems pozymiams i$ III, IV ir V pozymiy.

Sjogreno sindromo atmetimo kriterijai: galvos ir/arba kaklo radiologinis gydymas, hepatitas

C, AIDS, anksc¢iau diagnozuota limfoma, sarkoidoz¢, transplantato pries Seimininka reakcija,

anticholonerginiy vaisty vartojimas.
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