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SANTRUMPOS

APC — alofikocianinas

CCL2/MCP-1 — monocity chemotaksinis baltymas 1
CCL3/MIP-1a — makrofagy uzdegiminis baltymas 1 alfa
CCL4/MIP-1p — makrofagy uzdegiminis baltymas 1 beta
CCL5/RANTES - chemokino ligandas 5
CCL11/Eotaksinas 1 — eozinofily chemotaksinis baltymas
CCL17/TARC — chemokino ligandas 17

CCL20/MIP-30, — makrofagy uzdegiminis baltymas 3
CD40 L — CD40 ligandas

CT — ciklo slenkstis

CXCL1/GROa — augima reguliuojantis onkogenas alfa
CXCL5/ENA-78 — epitelio lasteliy kilmés neutrofilus aktyvinantis peptidas
CXCL9/MIG - interferono gama indukuotas monokinas
CXCL10/1P-10 — interferono gama indukuotas baltymas 10
CXCL11/1-TAC — interferono indukuotas T Igsteliy a chemotaksinis baltymas
DNR — deoksiribonukleoriigstis

dNTP — deoksinukleotidtrifosfatai

EKV — epitelinis kiausidziy vézys

FIGO — tarptautiné ginekology ir akuSeriy federacija
FITC — fluoresceino izotiocianatas

GAPDH - gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazé

G-CSF — granulocity kolonijas stimuliuojantis faktorius
GOG - ginekologinés onkologijos grupé

HE4 — Zzmogaus epididymio 4 baltymas

IL — interleukinas

IFN-y — interferonas gama

IRNR — informaciné ribonukleortigstis

kDNR - kopijiné deoksiribonukleortigstis

NIL — navikg infiltruojantys limfocitai

NITL —navika infiltruojantys T limfocitai

NK — natiiralioji zudike

NV — Nacionalinis vézio institutas

PAI-1 — plazminogeno aktyvatoriaus slopiklis 1



PE — fikoeritrinas

PerCP — peridinino chlorofilo baltymas

PSS — priekiné §viesos sklaida

RNR — ribonukleoriigstis

rS — Spirmeno Koreliacijos koeficientas

SA-PE — streptavidinas konjuguotas su fluoroforu fikoeritrinu
SSS — $oniné $viesos sklaida

TGF-p — transformuojantis augimo faktorius beta
TL-PGR - tikrojo laiko polimerazés grandininé reakcija
TMB — tetrametilbenzidinas

Treg — T reguliaciniai limfocitai

VKL — vézinés kamieninés Igstelés



IVADAS

Kiaus$idziy vézys yra viena pagrindiniy motery mirties nuo ginekologiniy onkologiniy
susirgimy priezastis iSsivysCiusiose Salyse. Labiausiai paplites kiausSidziy vézio tipas yra
epitelinis kiausidziy vézys (EKV), kuris sudaro mazdaug 85-90 % visy susirgimo atvejy.
Ankstyvos kiausidziy vézio formos neturi specifiniy klinikiniy simptomy bei efektyviy patikros
metody, todél §i liga dazniausiai yra diagnozuojama jau vélyvose — III, IV stadijose. Vélyvas Sios
ligos diagnozavimas lemia didelj pacien¢iy mir§tamuma [1, 2, 3].

Moterims, sergancioms iSplitusiu EKV, gydyti yra taikoma citoredukciné operacija ir
chemoterapija platinos bei taksany deriniu. Nors karboplatinos ir paklitakselio derinys yra
laikomas universaliu EKV gydymo standartu, taciau gydymo metu chemoterapiniai vaistai
daznai tampa neefektyvis dél iSsivysCiusio veéziniy lasteliy atsparumo jiems. Chemoterapijai
atsparaus fenotipo atsiradimas lemia didelius pacien¢iy mirStamumo rodiklius. Pasaulyje kol kas
néra patvirtinty EKV predikciniy bioZymeny, kuriais remiantis pacientes biity galima suskirstyti
] chemoterapijai jautrias bei atsparias ir jau ligos pradzioje skirti efektyvy gydyma [4, 5].

Kiausidziy veézys yra heterogeniné liga, tarp pacienciy besiskirianti histologiniu,
molekuliniu profiliu, naviko mikroaplinka sudaran¢iy Igsteliy tipu. Todél kuriant vis naujas vézio
gydymo strategijas, daug démesio skiriama ne tik vézinéms lasteléms, bet ir naviko
mikroaplinkai. Manoma, ji turi jtakos ne tik naviko augimui ir progresavimui, bet ir lemia atsaka
i gydyma [6, 7].

Vienos svarbiausiy naviko mikroaplinkg sudaranciy lgsteliy yra jvairios imuninés
lastelés, nuo kuriy profilio, kiekio, infiltravimo pobudzio priklauso naviko jautrumas (ar
atsparumas) imuninés sistemos poveikiui [6, 7]. Citotoksiniy limfocity infiltracija yra siejama su
geresniu pacieniy iSgyvenamumu, o su blogesne ligos prognoze siejami T reguliaciniai
limfocitai, kurie pasizymi imunosupresinémis savybémis [8, 9]. Naujausi duomenys rodo, kad
EKV progresavimas yra susij¢s su padidéjusia uzdegiminiy citokiny sinteze ir sekrecija.
Citokinai gali ne tik slopinti, bet ir skatinti naviko augimg ir plitimg bei prisidéti prie atsparumo
chemoterapiniams vaistams jgijimo [10, 11]. Sio tiriamojo darbo tikslas buvo nustatyti galimus
imuniniy parametry skirtumus tarp chemoterapijai jautriy ir atspariy pacien¢iy bei jvertinti
potencialig S§iy parametry predikcing reikSme. Numatytam tikslui pasiekti buvo tiriama:
pacienciy periferinio kraujo supresiniy/citotoksiniy limfocity populiacijos tékmés citometriniu
metodu; citokiny koncentracija kraujo serume ir naviko lizate pasitelkiant gardeliy technologija
bei tekmés citometrinj metoda; su imuninine sistema susijusiy geny raiSka navike tikrojo laiko
PGR metodu. Tyrimo metu taip pat buvo vertinamos sgsajos tarp imuniniy parametry bei

tikrinamas jy rySys su atsparumu gydymui. Magistrinis darbas, atliktas Nacionalinio véZzio
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instituto Imunologijos laboratorijoje, yra vienas i§ mokslinio tyrimo projekto ,,VéZio kamieniniy

lasteliy rezistentiSkumo mechanizmai: nauji Zymenys gydymui ir prognozei fragmenty.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tiriamojo darbo tikslas — nustatyti predikcinius imuninius atsparumo chemoterapijai
zymenis Zzmogaus epitelinio kiauSidziy naviko mikroaplinkoje ir periferiniame kraujyje bei

nustatyti jy tarpusavio sgsajas.

Darbo uzdaviniai:

1. [vertinti pacienciy periferinio kraujo supresiniy/citotoksiniy limfocity populiacijas.

2. Nustatyti citokiny koncentracijg naviko mikroaplinkoje ir kraujo serume.

3. Ivertinti su imunine sistema susijusiy geny raiska naviko audinyje.

4. Nustatyti sgsajas tarp imuniniy Zymeny raiskos, kraujo limfocity populiacijy, citokiny
koncentracijos naviko mikroaplinkoje ir kraujo serume bei patikrinti $iy Zymeny rysj su

atsparumu gydymui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. KiauSidziy struktiira ir funkcijos

Kiausidé yra poriné moters lytiné liauka, iSsidésCiusi mazajame dubenyje. Suaugusios
moters kiausidé yra ovalo formos, mazdaug 2,5-5,0 cm ilgio, 1,5-3,0 cm plocio, 0,6-1,5 cm
storio ir 10-15 g svorio organas. Po menopauzés prasideda kiausidés involiucija, todél senyvame
amziuje ji sveria tik apie 6-8 g. Kiausidé turi du pavirSius — Soninj, kuris yra prigludes prie
mazojo dubens Soninés sienos, ir vidinj, atsuktg j kitus dubens organus. Vienas jos galas yra
nukreiptas | gimda, o kitas ] kiauSintakj. IS iSorés kiausSide dengianti pilvaplévé yra kubinio
epitelio sluoksnis, o toliau einantis ploksciasis epitelis sudaro pasaitus ir rai$éius, kurie fiksuoja
ja tarp dubens sieny ir gimdos [12, 13, 14].

Kiauside sudaro zieviné ir Serdiné dalys (1 pav.) Serdinéje dalyje gausu puraus
jungiamojo audinio, lygiyjy raumeny, elastiniy skaiduly, pericity, chromafininiy lasteliy, Cia
issides¢iusios kraujagyslés, limfagyslés, nervai. Zievés pavirsiy dengia balta jungiamojo audinio
kapsulé — balzganasis kiauidés dangalas. Zievinéje dalyje auga ir bresta folikulai, kuriy viduje
yra kiausinélis. Naujagimés kiausidése yra 1-2 min. pirminiy folikuly. Iki lytinés brandos vyksta
kiausidziy pertvarka, folikuly atranka, todé¢l jy lieka apie 300-500 tukst., i§ kuriy tik 420-500
subrgsta lytinio aktyvumo laikotapiu. Kiekvieng meénesj menstruacinio ciklo metu auga daug
folikuly, taciau subresta ir 1§ kiausidés iSsilaisvina tik vienas kiauSinélis. Jis keliauja kiauSintakiu
] gimda, kur gali biiti apvaisinamas spermatozoido. Neapvaisintas kiausinélis yra pasalinamas

atsiskiriant gimdos gleivinei menstruacinio ciklo metu [12, 13, 14].
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Kiau$idése ne tik formuojasi ir subresta kiauSinélis, bet taip pat gaminami moterisSki
Iytiniai hormonai estrogenai ir progesteronai bei nedidelis kiekis androgeny — vyrisky lytiniy
hormony. Estrogenai skatina antriniy moteriSkyjy lytiniy pozymiy vystymasi bei yra susij¢ su
ovuliacijos reguliavimu, apvaisinimu, blastocistos implantacija, néStumo eigos kontrole,
gimdymu ir pieno liauky formavimusi. Progesteronas veikia gimdos gleiving, palaiko néStuma,

skatina pieno liauky vystymasi ir laktacija [13, 16].

1.2. Epitelinis kiausSidziy vézys ir jo gydymas

1.2.1. Epitelinis kiauSidZiy vézys

Kiausidziy vézys yra placiai paplites onkologinis susirgimas, kuris uzima septintg vieta
pasaulyje pagal motery sergamumg ir mirStamuma nuo vézio. Tyrimy duomenimis, 2012 metais
buvo diagnozuota 238719 naujy kiausidziy vézio atvejy (3,6% visy motery susirgimy), o 151917
(4,3% motery miréiy nuo vézio) motery miré nuo $ios ligos [17]. Remiantis vézio registro
duomenimis, 2012 metais Lietuvoje buvo diagnozuoti 377 nauji Sios ligos atvejai. Pagal motery
sergamuma onkologinémis ligomis Lietuvoje, kiaus§idziy vézys uzima Ses$tg vieta, o pagal mir¢iy
skaiciy — ketvirta vieta. Tikimybé susirgti kiausidziy véziu didéja su amziumi. Daugiausiai serga
vyresnés nei 50 m. amziaus moterys [18].

Epitelinis kiausidziy vézys (EKV) yra labiausiai paplitgs kiausidziy vézio tipas,
sudarantis mazdaug 85-90 % visy susirgimo atvejy. Jis vystosi i§ pakitusiy epitelio lasteliy,
dengianciy iSorinj kiausidziy pavirSiy [1]. EKV yra heterogeniné liga, skirstoma j I ir II tipo
karcinomas. I tipo navikai paprastai yra neagresyvis, neisplit¢ ] aplinkinius audinius, genetiskai
stabiliis — nesusije su TP53 geno mutacija. Siai grupei priklauso mazo piktybiskumo serozinés,
endometrioidinés, mucininés, Sviesiy lasteliy ir pereinamojo epitelio (Brenner) karcinomos [2,
4]. 5 mety iSgyvenamumas siekia 55 % [19]. II tipo navikai yra labai agresyvis, greitai
progresuojantys, genetiskai nestabilis — 80 % atvejy susije su TP53 mutacija. Siai grupei
priklauso didelio piktybiSkumo serozinés, endometrioidinés, nediferencijuotos karcinomos bei
misris mezoderminiai navikai, dar vadinami karcinosarkomomis [2, 4]. 5 mety i§gyvenamumas
siekia tik 30 % [19].

Priezastys, lemiancios kiauSidziy vézio atsiradimg ir vystymasi, iki Siol néra aiskios.
Manoma, kad tikimybe susirgti Sia liga didina ankstyva ménesiniy pradzia ir vélyva menopauze,
taip pat persirgtos kiausidziy uzdegiminés ligos, buvusios kiausidZiy cistos, pakaitiné hormony
terapija. Negimdziusiy ar nevaisingy ir gydyty vaistais nuo nevaisingumo motery rizika susirgti

kiau$idziy véziu yra didesné [3, 4]. Dauguma EKV atvejy yra sporadiniai, tafiau naujesni
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tyrimai rodo, kad iki 5-10 % Sio vézio atvejy gali buti sglygoti paveldimy BRCAL/2 geny
mutacijy. BRCA genai, dar vadinami naviko slopinimo genais, koduoja baltymus, atsakingus uz
pazeistos deoksiribonukleoriigsties (DNR) reparacijg. Moterys, turin¢ios BRCA1 geno mutacijas,
turi iki 40-65 %, o BRCA2 geno mutacijas iki 20% didesne tikimybe susirgti kiausidziy véziu.
Siy geny mutacijos didina rizika susirgti ne tik kiaugidziy, bet ir kriities, prostatos, kasos véziu
[20, 21].

Ankstyvos kiausidziy vézio formos neturi specifiniy klinikiniy simptomy, tod¢l §i liga
dazniausiai yra diagnozuojama jau velyvose — III, IV stadijose. Tai yra klastinga liga, todél
visuomen¢je dar vadinama ,.tyliuoju zudiku [3, 20]. Paprastai pacientés kreipiasi j gydymo
jstaigg tik tuomet, kai atsiranda ascitas, pilvo skausmai, $lapinimo ir tustinimosi sutrikimai,
pykinimas, kiino svorio mazéjimas, kraujavimas i§ lytiniy organy. Patikros metu atliekama
ginekologiné dubens apzitira, transivaginaliné echoskopija, o jtarus kiausidziy vézj matuojama
kiausidziy vézio zymens CA 125 (angl. carbohydrate antigen 125) koncentracija kraujo serume
[3, 20]. CA 125 yra didelés molekulinés masés glikoproteinas, kurio koncentracija kraujyje
padidéja apie 90 % esant pazengusiam EKV. Sio Zymens koncentracija kraujyje padidéja
seroziniy, bet ne mucininiy naviky atvejais. Tyrimai parodé, kad CA 125 yra nepakankamai
specifiskas ir jautrus zymuo ankstyvai kiauSidziy vézio diagnostikai. Jo koncentracija gali
padidéti nepiktybiniy kiauSidziy ligy atvejais, taip pat sergant plauciy, kriities, kepeny,
kiauSintakiy, gaubtinés zarnos véziu. Todél CA 125 klinikingje praktikoje dazniausiai
naudojamas stebéti jau diagnozuotos kiausidziy vézio ligos eigg ir recidyva [3, 22, 23]. 2009
metais buvo patvirtintas naujas kiauSidziy vézio Zymuo — zmogaus epididymio 4 baltymas
(HE4), kuris pasiZzymi didesniu jautrumu ir specifiSkumu nei CA 125. Taciau tyrimai rodo, kad
HE4 koncentracija pacienciy kraujo serume padidéja ne tik kiauSidziy, bet ir gimdos gleivinés
(endometriumo) vézio atveju. HE4 yra proteazés slopiklis, sintetinamas tiek normaliuose
organizmo audiniuose (reprodukciniuose, kraties, seiliy liauky, kvépavimo, inksty, storojo
zarnyno), tiek kiausidziy véZio epitelyje. Paprastai klinikoje tiriamas HE4 kartu su CA 125. Siy
Zymeny kombinacija padeda atskirti gerybinius mazojo dubens darinius nuo vézinio proceso
moterims prie§ ir po menopauzés bei jvertinti EKV rizikg. Todél, manoma, HE4 ir CA 125
Zymeny nustatymas kartu gali padéti geriau aptikti anktyvasias kiausidziy vézio stadijas [24].
Lietuvoje, kaip ir visame pasaulyje, triiksta patikimy, jautriy ir organui specifiniy ankstyvos
stadijos kiau$idziy vézio diagnostikos ir patikros metody, todél naujy biozymeny atradimas

galéty sumazinti sergamuma ir mirStamuma nuo $ios ligos.
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1.2.2. Epitelinio kiauSidZiy véZio gydymas

EKV gydymo strategija paremta kokybiska citoredukcine operacija ir adjuvantine
chemoterapija [4, 5, 25]. Citoredukcine operacija yra vadinama piktybinio naviko pasalinimo
procediira, kuri apima histerektomijg, salpingooforektomija, omentektomijg bei didesniy nei
1 cm naviko metastaziy paSalinimg pilvo ir dubens ertmése bei retroperitoniniame tarpe.
Operacijos metu histologiniam ir citologiniam iStyrimui paimama pilvaplévés nuoplovy,
biopsijos 1§ diafragmos ir taukinés, paSalinami ir tiriami padid¢j¢ dubens ir paraaortiniai
limfmazgiai. Tokiu btidu nustatoma tiksli kiausidziy vézio stadija, kuri yra labai svarbi parenkant
tinkamg gydyma bei prognozuojant ligos eiga [3, 4, 25].

Remiantis 2014 m. sudaryta tarptautine ginekology ir akuseriy federacijos (angl. The
International Federation of Gynecology and Obstetrics — sutrump. FIGO) Klasifikacija,
skiriamos 4 EKYV stadijos: | — navikas yra vienoje arba abiejose kiauSidése; I — navikas i$plites
abiejose kiauSidése ir apima mazojo dubens organus; III — navikas yra vienoje arba abiejose
kiauSidése, metastazés pilvaplévéje uz mazojo dubens riby ir/ar metastazés retroperitoniniuose
limfmazgiuose; IV — kiauSidziy vézys iSplitgs j tolimus organus: metastazés kepenyse,
plauciuose, tolimuosiuose limfmazgiuose [4, 5, 26].

Po operacijos pirmo pasirinkimo gydymo standartas iSplitusiam EKV gydyti yra
chemoterapija platinos (cisplatina ar karboplatina) ir taksany (paklitakselis, docetakselis) deriniu
[4, 5, 25]. Dauguma gydytojy chemoterapijai renkasi karboplating, nes ji sukelia maziau
nepageidaujamy reiSkiniy nei cisplatina. Karboplatina (1,1-ciklobutildikarboksilatas) patekusi j
lastele yra hidrolizuojama ir jgauna teigiama kriivi, tod¢l gali sgveikauti su nukleofilinémis
molekulémis, tokiomis kaip DNR, ribonukleortigstimi (RNR) ar baltymais. Pagrindinis
karboplatinos taikinys yra DNR, o suformuoti aduktai slopina replikacija ir transkripcijg bei
lemia latelés zatj [27]. Paklitakselis yra augalinés kilmés vaistas nuo vézio veikiantis
mikrovamzdelius. Jis skatina tubulino dimerus jungtis j mikrovamzdelius ir juos stabilizuoja,
todél yra pazeidziama normali mikrovamzdeliy tinklo reorganizacijos dinamika. Sie procesai
sutrikdo dalijimo verpstés formavimasi ir 1gsteliy mitozg bei lemia apoptoze [28].

Siuo metu viena didziausiy epitelinio kiaugidziy véZio gydymo inovacijy yra biologiné
terapija bevacizumabu. Tai monokloninis antiklinas, kuris jugiasi prie kraujagysliy endotelio
augimo faktoriaus ir slopina angiogeneze. Tyrimai rodo, kad chemoterapijos derinimas su
bevacizumabu prailgina pacienciy iSgyvenamumg be ligos progresavimo [29]. 2015 metais
Lietuvoje buvo svarstomas §io vaisto kompensavimo klausimas, taciau Ligy, vaistiniy preparaty
ir medicinos pagalbos priemoniy kompensavimo komisija nutar¢, kad bevacizumabo klinikine

nauda abejotina, todél kompensavimo pra§ymui nebuvo pritarta [30].
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Nors karboplatinos ir paklitakselio derinys yra laikomas universaliu epitelinio
kiau$idziy vézio gydymo standartu, taciau gydymo metu chemoterapiniai vaistai daznai tampa
neefektyviis dél iSsivysCiusio véziniy lasteliy atsparumo jiems. Platinai rezistentiskiems
navikams taikoma paliatyvioji monoterapija skiriant paklitakselj/
gemcitabing/topotekang/ifosfamidg, kai kuriais atvejais gydyma papildant bevacizumabu.
Chemoterapijai atspariems navikams skiriamas gydymas prailgina pacien¢iy gyvenimo trukme
bei pagerina gyvenimo kokybe, taCiau paprastai ligos neiSgydo, o tai lemia dideli serganciyjy

mirS§tamumg [4, 5, 27].

1.3. Atsparumo chemoterapijai problema ir priezastys

Viena svarbiausiy iSplitusio EKV gydymo problemy yra navikiniy lgsteliy atsparumas
chemoterapijai, kuris lemia dideli pacien¢iy mirStamumg. Serganciyjy jautrumas pirmos eilés
chemoterapijai yra didelis ir siekia ~80 %, tik apie 10-15 % pacienéiy nustatomas pirminis
atsparumas chemoterapijai [31, 32]. Dazniausiai nustatomas atsparumas platinos preparatams.
Ginekologinés onkologijos grupé (GOG) EKV jautruma pirmos eilés platinos chemoterapijai
suskirste | kelias grupes, atsizvelgiant j laiko intervalag nuo gydymo pabaigos iki atkrycio (2
pav.): 1) Jei pacientas nereaguoja j platinos terapijg ir liga progresuoja gydymo metu ar per 4
sav. nuo jos pabaigos — platinai refrakteriskas kiausidziy vézys. Tai pirminis atsparumas platinos
preparatams, siejamas su prasta progoze bei trumpu iSgyvenamumu; 2) Jei liga atsinaujino per 6
mén nuo adjuvantinio gydymo pabaigos — platinai atsparus kiauSidZiy veézys. ISlieka labai
nedidelé tikimybé, kad pacientas bus jautrus antros eilés platinos terapijai, todél siejama su bloga
prognoze; 3) Jei ligos recidyvas jvyko pragjus 6-12 mén nuo gydymo platinos preparatais
pabaigos — dalinai platinai jautrus kiausidziy vézys; 4) Jei liga atsinaujino po 12 mén nuo
adjuvantinio gydymo pabaigos — platinai jautrus kiau§idziy vézys. Siuo atveju tikimybe, kad
pacientas bus jautrus antros eilés chemoterapijai yra >50 %. Nors pacienciy, serganciy iSplitusiu
EKYV, jautrumas pirmos eilés chemoterapijai yra didelis, taiau daugeliui serganciyjy atkrytis
jvyksta per 2 metus. Tolesnis gydymas platinos preparatais daznai tampa neefektyvus dél
antrinio véziniy Iasteliy atsparumo chemoterapijai. RezistentiSkoms epitelinio kiausidziy vézio
formoms kol kas efektyvaus gydymo néra, todél tai lemia didelj pacienty mirStamumg [4, 31,
32].

Siuo metu yra pripazjstama, kad EKV atsparumg chemoterapijai lemia ne vienas, o
daug skirtingy molekuliniy mechanizmy. Naujausi tyrimai atskleidzia, kad Zmogaus navikai turi
nedidelj kiekj kamieniniy lgsteliy savybémis pasizyminciy vézZiniy lasteliy, kurios vadinamos

veézinémis kamieninémis lgstelémis (VKL) ar vézj skatinan€iomis lgstelémis. Jos gali neribotai
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proliferuoti, atsinaujinti bei diferencijuotis j labiau specializuotas vézines lgsteles. VKL geba
i8likti ir regeneruoti navikinj audinj net po gydymo chemoterapija bei radioterapija, jei iSlieka
nedidelis $iy lasteliy skaicius. Iprastinés terapijos citotoksiskai veikia pagrindines naviko
lasteles, o VKL islieka atsparios ir véliau suformuoja taikytai terapijai rezistentiSkus navikiniy
lasteliy klonus [33-35]. Dabar zinoma keletas VKL atsparumo chemoterapijai mechanizmy: 1)
vaistai paSalinimami i§ lgstelés taikinio per specialius membraninius baltymus — daugiavaiscio
atsparumo transporterius, kurie pagal savo veikimo mechanizmg dar vadinami ABC
transporteriais (angl. ATP-Binding Cassette t.y. nuo ATP priklausomos iSmetimo pompos); 2)
chemoterapiniai vaistai detoksikuojami sudarant konjugatus su glutationu, dé¢l to jie netenka savo
aktyvumo ir yra pasalinami i$ lgstelés; 3) VKL iSvengia apoptozés dél padidéjusios Bmi-1 geno
raiSkos ir/arba nuslopintos geno p53 veiklos; 4) vézio progresavimo metu vézinés epitelio
lastelés gali dediferencijuotis | gerokai atsparesnes, labiau invaziskas mezenchiminiy Igsteliy tipo

lasteles [35].

94

Citoredukciné
operacija 6 mén

JCLRHTICEICEIC]E bbbl §

12 mén
.y F F § | B _ B _ N 0 % 8 R O} _J} |
Chemoterapija *
Jautr_urn_as Refrakteriskas Atsparus Dalinai jautrus Jautrus
platinai

Jautrumas
antros eilés 0% < 10% 30% > 50%
chemoterapijai

2 pav. Pacienciy gydymo atsakas j platinos terapijq remiantis GOG
(adaptuota pagal [31])

Kiau$idziy vézio lastelés atsparumg chemoterapijai be dviejy anksCiau aprasSyty
mechanizmy — vaisty pasalinimo per ABC transporterius ir detoksikacijos, gali jgyti ir kitais
buidais. Manoma, kad atsparuma paklitakseliui gali lemti pakitusi vaisto taikinio — p tubulino
struktiira. Sumazéjes véziniy lasteliy jautrumas gydymui platinos preparatais yra siejamas su
aktyvesne DNR reparacija. Be to, atsparumas chemoterapijai gali biiti susijes su padidéjusia

tolerancija vaisty sukeltai pazaidai, o tai lemia mazesnj jautruma apoptozei [36].
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Klinikoje geriausiai onkologiniy pacienty gydymo taktikai parinkti, gydymo
efektyvumui jvertinti ir stebéti yra naudojami predikciniai biozymenys. Zymuo yra predikcinis,
jeigu gydymo atsakas tarp ta Zymen] turinCiy ir neturin¢iy pacienty yra skirtingas. ,,Vézio
zymeniu gali biiti bet kokia medziaga, kurig gamina piktybin¢ lastelé ar kaip atsaka j neoplazijg
— gerybiné lastelé, ir kurig galima iSmatuoti organizmo skysé¢iuose ir audiniuose [37]. Klinikoje
néra patvirtinty kiausidziy vézio predikciniy Zymeny, taciau jy atradimas ir taikymas galéty
padéti atskirti chemoterapijai jautrias ir atsparias pacientes bei jau ligos pradzioje skirti efektyvy

ir individualy gydyma.

1.4. Imuniné sistema ir vézys

1.4.1. Naviko mikroaplinka

Pastaraisiais metais, kuriant vis naujas vézio gydymo strategijas, daug démesio skiriama
net tik vézinéms lasteléms, bet ir naviko stromai, kuri sudaro mikroaplinka. Stroma sudarancios
lastelés: imuninés sistemos ir uzdegimings lgstelés, fibroblastai, adipocitai, endotelio ir mezotelio
lastelés, mezenchiminés lgstelés, mezenchiminés kamieninés lastelés darniai sgveikauja su
vézinémis lastelémis, taip pat ir viena su kita. Manoma, kad mikroaplinka yra vienas pagrindiniy
veiksniy, daranciy jtaka naviko augimui ir progresavimui bei lemianciy atsaka | gydyma.
Stromos lastelés gali biiti atsakingos uz chemoterapijai atsparaus fenotipo atsiradimg, nes
pastaryjy iSskiriami citokinai gali slopinti véziniy lasteliy apoptoze. Nors naviko mikroaplinkg
sudarancios lastelés néra piktybinés, jos yra labai svarbios naviko iSlikimui, todél yra potencialus
priesvéziniy vaisty taikinys [6, 7]. Vienos svarbiausiy naviko stromos lasteliy yra imuninés
lastelés. Daugeja jrodymy, kad imuniné naviko mikroaplinka yra galimas prognostinis arba
predikcinis veiksnys, taip pat taikinys vienam i§ pazangiausiy gydymy — imunoterapijai [6, 7,
38].

1.4.2. T limfocity svarba kiauSidZiy véZio vystymuisi

Imuniné sistema yra svarbi kiauSidZziy vézio patogenezei, ligos progresavimui ir
bendram iSgyvenamumui. Vézinés lastelés skiriasi nuo normaliy organizmo Iasteliy, todél gali
biiti atpaZintos imuninés sistemos ir sunaikintos. Ta¢iau daZnai pakitusios lgstelés randa budy
»pasislépti nuo imuninés sistemos ir i§vengti imuninio atsako. Organizmo apsaugai nuo naviky
didele reikSme turi lastelinis imunitetas. Imuninj atsaka | vézio vystymasi atspindi navika

infiltruojanciy limfocity (NIL) skai¢ius [38]. Tiriant pacientes, sergancias Il ir IV stadijos EKV,
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nustatyta, kad didesnis navikg infiltruojanciy T limfocity (NITL) (CD3+) skaicius koreliuoja su
geresne klinikine iSeitimi ir didesniu iSgyvenamumu. Pacientéms, kurioms buvo taikyta
chirurgija ir chemoterapija platinos junginiais, penkiy mety iSgyvenamumas siekia 73.9 % esant
NITL ir 11.9 % nesant NITL [8, 39].

Vélesni duomenys rodo, kad EKV serganciy pacienciy ligos prognozé priklauso nuo
NIL dominuojancios subpopuliacijos. Sato ir kolegos nustaté, kad iSgyvenamumas geresnis ty
pacienciy, kurioms yra nustatomas didesnis infiltruojanc¢iy CD8+ limfocity skaicius [40, 41].
Naujausi tyrimai atskleidé, kad aktyvinti CD8+ slopina fibroblasty nulemtg atsparumag platinos
chemoterapijai iSskirdami interferomg gama (IFN-y). Tai rodo, kad §i limfocity subpopuliacija
gali turéti ne tik prognosting, bet ir predikcing vertg [42]. Duomenys apie navikg infiltruojancius
CD4+ limfocitus yra kontroversiski. Vieni autoriai teigia, kad jie neturi jtakos EKV serganciy
pacienty iSgyvenamumui, taciau didesnis CD8+/CD4+ santykis turi teigiamg prognosting verte.
Kiti autoriai teigia, kad didesnis infiltruojan¢iy CD4+ T limfocity skaiCius lemia geresnj
paciendiy i$gyvenamuma [40, 41]. Zinoma, kad CD4+ yra heterogeniné populiacija, sudaryta i§
T pagalbininky (Th1, Th2, Th17) bei T reguliaciniy limfocity (Treg), kurie veikia priesingai [8].
Tod¢l duomeny kontroversiSkumas gali biti susijes su tikslesniu CD4+ populiacijos
identifikavimu.

Didesnis navika infiltruojanciy ir periferiniame kraujyje esanciy Treg skaiCius yra
siejamas su blogesne klinikine prognoze kiausidziy, kruties, skrandzio vézio atvejais. Treg yra
nedidelé T lasteliy subpopuliacija, kuriy pagrindiné funkcija yra imuninio atsako slopinimas. Jie
palaiko imuning tolerancija nuosaviems antigenams blokuodami aktyvinty T lasteliy funkcija.
Sergant véziu Treg slopina prieSnavikinj imuninj atsakg ir taip skatina naviko progresavimg [9,
43, 44]. Treg slopina imuninj atsaka keliais biidais: a) tiesiogiai zudydami citotoksinius T
limfocitus naudojant perforinus/granzinus ar per Fas/Fas ligandg; b) Slopindami citotoksiniy
limfocity iSskiriamy citokiny, ypatingai IL-2, gamyba; «c¢) tiesiogiai iSskirdami
imunomoduliuojancius citokinus, ypa¢ TGF-p ir IL-10; d) sutrikdydami T efektoriy funkcijas
slopinant jy metabolinj aktyvuma; e) slopindami dendritiniy Igsteliy gebéjimg aktyvinti
efektorinius T limfocitus [9, 45].

Siuo metu jau yra Zinomos kelios Treg subpopuliacijos: CD4+ Treg ir CD8+ Treg.
Geriausiai istirti yra CD4+ Treg. Pastarieji yra skirstomi j indukuotus Treg su variabilia CD25
raiSka ir nattraliai atsiradusius CD4+CD25+FOXP3+ limfocitus [8, 43, 44, 46]. Tyrimai rodo,
kad didesnis navikg infiltruojan¢iy CD4+CD25+FOXP3+ limfocity skaifius bei padidéjusi
FOXP3 geno raiska susij¢ su blogesne 1igos prognoze ir iSgyvenamumu. Be to, didesnis
CD8+/CD4+CD25+FOXP3+, CD8+/CD4+CD25+FOXP3- santykis turi teigiamg prognosting
verte [40, 43, 44, 47]. Didesnis CD4+ Treg nustatomas iSplitusiu EKV sergan¢iy pacienciy
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periferiniame kraujyje ir teigiamai koreliuoja su ligos stadija [48]. CD8+ Treg yra neseniai
atrasta Treg subpopuliacija. Naujausi tyrimai rodo, kad pacientéms, sergan¢ioms pirminiu
kiausidziy véziu, nustatomas didesnis navikg infiltruojanciy ir periferiniame kraujyje esanciy
CD8+FOXP3+ limfocity skaic¢ius. Didesnis navika infiltruojan¢iy CD8+FOXP3+ limfocity
skaiCius nustatytas pacientéms, sergan¢ioms pazengusiu (III — IV stadijos) kiausidziy véziu nei
ankstyvose ligos stadijose (I — Il). In vitro tyrimai rodo, kad CD8+ Treg taip pat pasizymi
Imunosupresinémis savybés, nes slopina CD4+ naiviyjy limfocity proliferacija (per TGF-B1 ir
IFN-y), taip stabdydami prie§vézinj imuninj atsakg ir skatindami naviko progresavima [46].
Remiantis gautais tyrimy rezultatais galima tikétis, kad Treg funkcijos slopinimas gali bati

vienas i$ biidy padidinti prie§vézinj imuninj atsaka.

1.4.3. Citokiny reik§mé kiauSidZiy vézZio vystymuisi

Citokinai — tirpios tarplgstelinés sgveikos molekulés, kurios reguliuoja hemopoezés, uzdegimo,
imuniniy, taip pat ir véziniy lasteliy, proliferacijg, diferenciacija, brendimg, migracija, funkcinj
aktyvumg bei apoptoze. Juos gamina ir i$skiria aktyvintos imuninés sistemos Igstelés (makrofagai, B ir
T limfocitai, putliosios Igstelés), naviko stromos lastelés (fibroblastai, endotelio lastelés). Be to, kai
kuriuos citokinus gali sintetinti pacios navikinés Igstelés. Citokinai yra heterogeninés molekulés, kurios
gali biiti skirstomos ] interleukinus, interferonus, chemokinus, naviky nekrozés faktorius, augimo ir
kolonijas stimuliuojancius faktorius [10, 49]. Naviko mikroaplinkoje esantys citokinai gali ne tik
slopinti, bet ir skatinti véZiniy lgsteliy dalijimasi bei ligos vystymasi [10, 49]. Tyrimai rodo, kad EKV
progresavimas yra susijes su padidéjusia uzdegiminiy citokiny sinteze ir sekrecija. Pastarieji skatina
véziniy lasteliy proliferacija, naviko angiogenezg, metastazavimg j kitus organus [10]. Dauggéja jrodymuy,
kad naviko mikroaplinkos Igsteliy isskiriami citokinai gali parakriniS8kai veikti véZines lgsteles bei
aktyvinti signalinius kelius, kuriais $ios lgstelés gali prisidéti prie atsparumo chemoterapiniams vaistams
igijimo. Tode¢l citokinai gali biiti ne tik puikus prognostinis, bet ir predikcinis véZio Zymuo. KiauSidZiy
navikai yra gerai apriipinti krauju, todél citokiny kiekio pokyciai gali buti nustatomi pacienciy

periferiniame kraujyje [11]. Citokiny reikSmé kiausidziy véZzio vystymuisi pateikiama lenteléje Nr. 1.
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1 lentelé. Citokiny reikSmé kiauSidZiy véZio vystymuisi. 1 - skatina/didina, | - slopina/mazina.

Citokinas Citokino funkcija Kilmé Reiksmé
CCL2/MCP-1 Monocity/makrofagy migracijos ir infiltracijos | Monocitai/makrofagai, 7T jautrumas chemoterapijai, iSgyvenamumas be ligos
reguliacija. epitelio, endotelio, lygiyjy | progresavimo,  invazija [50];
raumeny lgsteles, T naviko augimas, progresavimas, vézio lasteliy
fibroblastai . invazija, adhezija, angiogeneze [51];
T atsparumas chemoterapijai [52].
CCL5/RANTES T T limfocity, makrofagy, eozinofily, bazofily | T limfocitai, NITL, T VKL migracija, invazija, metastazavimas; teigiamai

migracija j uzdegimo zidinj; NK lasteliy
aktyvinimas.

kiausidziy VKL,
monocitai/makrofagai,
trombocitai, fibroblastai,
epitelio lgstelés.

koreliuoja su ligos stadija [53].

CXCL10/1P-10

T monocity/makrofagy, aktyvinty T limfocity,
NK lgsteliy migracija j uzdegimo vieta;
T limfocity adhezija prie endotelio pavirSiaus.

Pirminés EKV lastelés,
monocitai/makrofagai,

neutrofilai, dendritinés,
endotelio lastelés,

{ progresavimas, angiogenezé, T NITL; teigiama
koreliuoja su iSgyvenamumu [54].

fibroblastai.
CCL1V/ T eozinofily, bazofily, Th2 limfocity Epitelio, EKV lastelés, T EKV lasteliy proliferacija ir migracija; neigiamai
Eotaksinas 1 chemotaksis, dalyvavimas alerginése lygiyjy raumeny, koreliuoja su i§gyvenamumu be ligos progresavimo
reakcijose. dendritinés lastelés, [55].
fibroblastai.

CCL3/MIP-1a
ir
CCL4/MIP-1p

) monocity/makrofagy, dendritiniy lasteliy, T
limfocity migracija j uzdegimo zidinj (CCL3,
CCL4);

T uzdegiminiy citokiny sekrecija, putliyjy
lasteliy degranuliacija; NK lgsteliy
aktyvinimas (CCL3);

Monocitai/makrofagai, T ir
B limfocitai.

Koncentracija serganciyjy kraujo serume nustatoma |
nei sveiky asmeny [56].

CXCLIYMIG 1 aktyvinty T limfocity, NK lgsteliy migracijaj | EKV lastelés,monocitai/ | angiogenez¢ ir kiausidZiy véZio progesavimas; 1
infekcijos ir uzdegimo vietg. makrofagai, T limfocitai, NITL; teigiamai koreliuoja su iSgyvenamumu [54].
NK ir dendritinés lgstelés,
eozinofilai, endotelio
1gstelés, fibroblastai .
CCL17/TARC — Reiksmé kiausidziy véziui nenustatyta.

CCL20/MIP-3a

Reiksmé kiausidziy véziui nenustatyta.
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Citokinas

Citokino funkcija

Kilmeé

ReikSmé

CXCL5/ENA-78

1 neutrofily migracija ] uzdegimo vieta bei jy
aktyvinimas.

Monocitai/makrofagai,
eozinofilai, endotelio,
epitelio, lygiyjy raumeny
lastelés.

1 angiogenezg¢, naviko augimas, metastazavimas [54].

CXCL1/GROw

1 neutrofily migracija j uzdegimo vieta.

Monocitai/makrofagai,
neutrofilai, epitelio lgstelés,
fibroblastai.

1 naviko augimas ir progresavimas [57].

CXCL11/1-TAC

1 aktyvinty T limfocity, NK Iasteliy

chemotaksis.

EKV lastelés, NK lgstelés,
limfocitai.

| angiogenezé [54].

IL-8/CXCLS8 1 neutrofily, bazofily, T limfocity migracija j | EKV lastelés, T limfocitai, | 1 naviko augimas ir progresavimas; teigiamai
uzdegimo vieta; neutrofily aktyvinimas. monocitai/makrofagai, koreliuoja su trumpesniu iSgyvenamumu [58].
neutrofilai, endotelio, | 1 atsparumas chemoterapijai [59].
epitelio lgstelés,
fibroblastai.
IFN-y 1 imuninis atsakas | virusus, navikus; | T limfocitai, NIL, NK | | EKV lasteliy proliferacija ir 1 jy apoptozé; Gydant
makrofagy aktyvinimas; 1 MHC I ir IT klasés | lgstelés. IFN-y +cisplatina 1 pacienciy i8gyvenamumas be ligos
molekuliy raiska; progresavimo [60].
1 imunoglobuliny sekrecija. | atsparumas platinos chemoterapijai [42].
IL-1a 1 CD4+ T limfocity, B limocity proliferacija; Monocitai/ makrofagai, 1 prieSvézinis imuninis atsakas [49, 61].
T IL-2 gamyba; 1 NK lasteliy sgveika su | epitelio lastelés, dendritinés
vézinémis lastelémis. 1astelés, fibroblastai.
G-CSF 1 granulocity gamyba kauly ¢iulpuose. Monocitai/makrofagai, Gydant G-CSF + platinos ir paklitaselio chemoterapija

fibroblastai, endotelio, | 1 pacienciy isgyvenamumas [62].
kauly  Ciulpy  stromos
lastelés.

PAI-1/Serpinas E1

| fibrinolizés procesas; dalyvavimas Zzaizdy
gijime; lasteliy proliferacijos, migracijos,
adhezijos reguliacija.

Endotelio 1gstelés.

1 naviko augimas ir progresavimas; 1 raiska teigiamai
koreliuoja su trumpesniu isgyvenamumu [63].

CD40 L

1 Makrofagy, endotelio, dendritiniy lasteliy
aktyvinimas.

1 T, B limfocity aktyvinimas ir diferenciacija,
imunoglubuliny sintezg.

T, B limfocitai,
makrofagai, NK Iastelés,
trombocitai, bazofilai,

putliosios Igstelés.

1 prieSvézinis imuninis atsakas [64].
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1.5. Personalizuota vézio medicina

Personalizuota medicina yra sparciai besivystanti sveikatos priezitros sritis, kuri leidzia
kiekvienam pacientui atskirai parinkti optimaly gydymo metodg atsizvelgiant j jo individualius
bruozus. Si medicinos kryptis pagrista individualaus paciento klinikine, genetine ir aplinkos
informacija. Tokia j kiekvieng pacientg orientuota medicina yra labai svarbi onkologijoje, kuri
siekia ne tik laiku nustatyti ligg, bet ir parinkti efektyvy ir kuo maziau toksiSkg gydyma,
numatyti ligos eiga bei gydymo prognoze. Todél personalizuotos vézio medicinos vystymuisi
labai svarbi naujy diagnostiniy, prognostiniy bei predikciniy biozymeny paieska [65].

Vézys yra heterogeniné liga, tarp pacienty besiskirianti histologiniu, molekuliniu
profiliu, naviko mikroaplinkg sudaranciu lasteliu tipu, tod¢l daznai tos pacios ligos eiga, atsakas |
gydyma yra skirtingas. Tyrimai parode, kad 20-25 % krities véZiu serganciy pacienciy turi
padidéjusia HER2 geno, reguliuojancio lasteliy proliferacija, raiSka. Tokioms pacientéms
standartiné chemoterapija yra derinama su trastuzumabu — IgGl monokloniniu antikiinu
nukreiptu prie§ HER2. Taikant §; gydymo metoda sumaZzéjo pacienciy mirStamumas bei atkryc¢io
daznis. Kiti tyrimai atskleide, kad 66 % piktybine melanoma serganciy pacienty turi BRAF
V600E onkogeno mutacija, kuri siejama ne tik su bloga iSgyvenimo prognoze, bet ir lemia
sumazgjusj atsaka ] chemoterapija. Todél Siems pacientams yra skiriamas gydymas
vemurafenibu — B-Raf fermento inhibitoriumi. Tokios personalizuotos terapijos taikymas
lyginant su standartiniu gydymu sumazino pacienty mir§tamuma 63 % bei 74 % sumazino ligos
progresavimg lyginat su negydomais IIC/IV stadijos pacientais [65]. [vairiy tyrimy rezultatai
rodo, kad navikai skiriasi molekuliniu lygiu, todél predikciniy bioZymeny nustatymas yra labai
svarbus jau ligos pradzZioje siekiant parinkti tinkamg gydymo taktikg bei sumaZinti pacienty
mirStamuma.

Klinikoje néra patvirtinty kiauSidZio véZio predikciniy Zymeny, kurie galéty padéti
suskirstyti pacientes ] chemoterapijai jautrias ir atsparias. Jy atradimas leisty jau ligos pradZioje
atskleidé, kad skiriant bevacizumabg kartu su chemoterapija (paklitakseliu, topotekanu ar
pegiliuotu liposominiu doksorubicinu) pacientéms, sergancioms platinai atspariu EKV,
statistiSkai reikSmingai pageréja jy iSgyvenamumas be ligos progresavimo lyginant su
pacientémis, kurioms buvo skiriama vien tik chemoterapija [30]. Be to, platinai atspariy ir jautriy
pacienciy atskyrimas galéty padéti apsaugoti moteris nuo nereikalingo toksisko vaisty poveikio ir

neveiksmingo gydymo.
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Epitelinio  kiauSidziy vézio predikciniy biozymeny paieska atveria erdve
fundamentiniams tyrimams, kuriais galima atrasti naujas atsparumo chemoterapiniams vaistams
rusis bei geriau suprasti jgimta imuniteta.

Pacienc¢iy iSskirstymas j chemoterapijai jautrias ir atsparias yra svarbus geresnio
kiauSidziy vézio gydymo paieskai ir naujiems klinikiniams tyrimams. Visoms pacientéms,
serganCioms EKV, jau daugiau nei 20 m. taikoma ta pati gydymo strategija: citoredukciné
operacija ir chemoterapija platinos bei taksany deriniu. Zinant, kad kiaugidziy vézys yra
heterogeniné liga, besiskirianti tarp pacienéiy histologiniu, molekuliniu, imuniniu profiliu,
galima tikétis, kad tos pacios rusies gydymas nebus veiksmingas visoms pacientéms. Be to,
atsparumo chemoterapijai mechanizmai taip pat yra skirtingi. Todél Siuo metu daug démesio
skiriama imuninei naviko mikroaplinkai, kuri yra svarbi vézio vystymuisi. Imuniniy predikciniy
bozymeny atradimas, leidZiantis atskirti chemoterapijai jautrias ir atsparias pacientes, atveria

kelig naujam pazangiam gydymui — imunoterapijai.
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Pacienciy atrankos kriterijai

Tyrimui buvo atrinktos 33-76 m. I, 111, IV stadijos EKV sergancios pacientés, kurioms
po operacijos buvo taikyta chemoterapija platinos ir taksany deriniu. Visos tirtos pacientés davé
informuotg sutikimg naudoti prie§ operacijg paimtg periferinj kraujg ir operacijos metu gautg
naviking medziagg ex vivo tyrimams. Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas
pritaré¢ biomedicininiy tyrimy vykdymui, bioetikos leidimo Nr. 158200-06-500-147 (iSduotas
2012 06 12).

Tyrime negal¢jo dalyvauti pirminiu kiauSidziy véziu sergancios pacientés, kurios sirgo
nestabiliomis, gyvybei pavojingomis Sirdies ir kraujagysliy, kvépavimo, virSkinimo,
urogenitalinés, endokrininés sistemy, metabolinémis ir hematologinémis ligomis, kurios galéjo
turéti jtakos ligonio prognostinio isgyvenamumo stebéjimui. Taip pat j tyrimg nebuvo jtrauktos
pacientes, sergancios imiomis sunkiomis infekcinémis ligomis, autoimuninémis ligomis ir/ar per
paskutinius penkerius metus sirgusios kitos lokalizacijos piktybiniu naviku (NVI klinikinés
studijos protokolas 111 — 2012 -2).

2.2. Ex vivo tyrimo schema

IS Nacionalinio vézio instituto (NVI) Onkochirurgijos centro buvo gaunama patology
verifikuota pirminiu kiauSidziy véziu serganciy pacienciy naviky medziaga bei jy periferinis
kraujas (po 2 ml j mégintuvélius su K2EDTA). Taip pat surenkama informacija apie pacientéms
taikyta gydyma bei jo efektyvuma. Tyrime dalyvavo 36 I, III, IV stadijos EKV sergancios
pacientés, kurios atsizvelgiant  jautrumg pirmos eilés platinos chemoterapijai buvo suskirstytos }
dvi grupes: 15 jautriy ir 21 atspari.

Ex vivo tyrimams buvo naudojami pacienciy periferinis kraujas ir kraujo serumas,
naviko audinys bei jo lizatas. Naviko lizatas gaunamas mechaniSkai smulkinant ~30 mg
navikinés medziagos uzpylus 400 pl lizés buferio. Po to méginiai dedami j centrifugg (ALC
Refrigerated centrifuge PK 120 R, ltalija) ir centrifuguojami 15 min 15000 g, nusiurbiamas
supernatantas, kuris ir yra naviko lizatas. Serumas buvo atskirtas centrifuguojant pacienciy
periferinj krauja 10 min 1000g.

Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti galimus imuniniy parametry skirtumus tarp
chemoterapijai jautriy ir atspariy pacienciy bei jvertinti potencialig Siy parametry predikcing
reik§Sme. Pacienciy periferinis kraujas buvo tiriamas siekiant jvertinti supresiniy/citotoksiniy
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limfocity populiacijas tékmés citotometriniu metodu. Naviko fragmento lizatas bei kraujo
serumas buvo naudojami pamatuoti uzdegiminiy citokiny koncentracijg bei galimus jy skirtumus
tarp chemoterapijai jautriy ir atspariy pacienciy. UzSaldyti kiauSidziy naviko meéginiai buvo
naudojami informacinés ribonukleortagsties (iRNR) isskyrimui, siekiant tikrojo laiko polimerazés
grandininés reakcijos metodu (TL-PGR) jvertinti pasirinkty, su imunine sistema susijusiy, geny

raiSkos skirtumus tarp grupiy.

2.3. Tékmés citometrija

Principas. Tékmés citometrija — tai daleliy analizés metodas, leidziantis jvertinti jy
fizikines savybes. Tékmés citometras yra sudétingas nedideliy daleliy tékméje analizatorius,
sudarytas 1§ hidrodinaminés, optinés ir elektroninés sistemy. | didelio skersmens neSanciojo
skyscio srovés vidurj jSvirkS§¢iama daleliy suspensija yra nukreipiama j piltuva, kuris siauréjant
iSrikiuoja daleles skystoje suspensijoje viena paskui kitg ir be turbulencijos nukreipia j tyrimo
taska. Sis procesas yra vadinamas hidrodinaminio suspensijos srauto fokusavimo efektu. Tyrimo
taske daleliy dydZiui nustatyti buvo pritaikyti priekinés $viesos sklaidos (PSS), o informacijai
apie vidinés struktiiros sudétinguma apibidinti — Soninés $viesos sklaidos (SSS) principai.
Sviesos 3altiniu naudojami monochromatinés §viesos (dazniausiai mélynos (488 nm), raudonos
(633 nm), violetinés (405 nm) spalvy) lazeriai, kuriy spindulj kerta vorele iSrikiuotos dalelés. Jos
pasizymi skirtingu dydziu, iSoriniy ir vidiniy struktiry sudétingumu, todeél iSsklaido Sviesos
spindulius ] skirtingas puses. Daugiau informacijos apie lasteliy vidaus ir iSorés struktiiras
suteikia dazymas flourochromais. Tai medziagos, kurios susijunge su specifinémis lasteliy
struktiiromis, sugeria mazesnio bangos ilgio monochromating Sviesg, o patys iSspinduliuoja
didesnio bangos ilgio §viesa. Sviesos sklaida ir fluorochromy emisija uzfiksuoja detektoriai.
Pastarieji Sviesos signalus vercia elektriniais signalais ir juos i§saugo kompiuteryje [66].

Méginiy paruoSimas analizei. Tyrimui pasiruoSiami 6 mégintuvéliai, kuriy vienas

skirtas nedaZytai kontrolei, o likusieji kraujo Igsteliy zyméjimui skirtingais monokloniniy
antikiiny, konjuguoty su fluoroforais, deriniais: CD25-FITC/FoxP3-PE/CD4-PerCP, CD57-
FITC/FoxP3-PE/CD8-PerCP, perforinas-PE/CD8-PerCP, 1gG1-FITC/IgG1-PE/CD4-PerCP,
IgG1-FITC/IgG1-PE/CD8-PerCP (2 lentelé). CD4, CD8, CD25 ir CD57 yra lasteliy pavirSiaus, o
FoxP3 ir perforinas — vidudulgsteliniai zymenys. IgG1-FITC ir 1gG1-PE Zymenys buvo
naudojami kaip izotipiné kontrolé, siekiant nustatyti nespecifinij monokloniniy antikiiny
jungimasi su jvairiomis lgstel¢je esanciomis molekulémis.

Pirmiausia kraujo lgstelés yra zymimos antikiinais prie§ lgsteliy pavirSiaus Zymenis. |

kiekvieng mégintuvélj jpilama po 50 pl kraujo ir inkubuojama su 5 pl pavirSiaus antikiiny 15-20
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min kambario temperatiroje, tamsoje. Tada jpilama 1 ml eritrocitus lizuojanc¢io tirpalo ir
inkubuojama 10 min kambario temperatiiroje, tamsoje. Po inkubacijos mégintuvéliai
centrifuguojami 7 min 250 g grei¢iu. Supernatantas atsargiai nupilamas, Igstelés nusausinamos ir
Svelniai supurtomos purtykle (Biosan Vortex V-1 plus, Latvija). Ant lgsteliy uzpilama 1 ml
fosfatinio buferio ir vél centrifuguojama 7 min tokiomis paciomis sglygomis. Supernatantas
atsargiai nupilamas, lastelés nusausinamos ir supurtomos. Tuomet kraujo Iastelés yra zymimos
antikinais  prie§  vidulgstelinius Zzymenis. | mégintuvélius jpilama po 500 pul
fiksavimo/permeabilizavimo buferinio tirpalo ir inkubuojama 30 min kambario temperatiroje,
tamsoje. Po inkubacijos 1gstelés praplaunamos 1 ml permeabilizacijos buferiu ir centrifuguojama
7 min jprastomis salygomis. Supernatantas nupilamas, Igstelés inkubuojamos su 5 pul
vidulasteliniy antikiny 30 min kambario temperatiiroje, tamsoje. Po inkubacijos, lastelés
praplaunamos 1 ml permeabilizacijos buferiu ir centrifuojama 7 min 250 g grei¢iu. Supernatantas

nusiurbiamas, ant Igsteliy uzpilama 300 pl buferinio plovimo tirpalo ir tiriama tékmes citometru.

2 lentelé. Tyrime naudoty monokloniniy antikiiny, kojuguoty su fluoroforais, deriniai.
FITC - fluoresceino izotiocianatas, PE - fikoeritrinas, PerCP - peridinino chlorofilo baltymas.

Antikiinas Fluoroforas lzotipas Gamintojas

Anti-CD4 PerCP 1gG2b EXBIO, Cekija

Anti-CD8 PerCP 1gG2a Santa Cruz Biotechnology, JAV
Anti-CD25 FITC 1gG1 BD Biosciences, JAV
Anti-CD57 FITC 1gG1 BD Biosciences, JAV
Anti-FoxP3 PE 1gG1 Bioscience, JAV
Anti-Perforinas PE 1gG2b Santa Cruz Biotechnology, JAV
1gG1 FITC lgG1 BD Bioscience, JAV

1gG1 PE 1gG1 BD Bioscience, JAV

Duomeny analizé. Pacienciy periferinio kraujo lastelés buvo analizuotos BD™ LSRII

tekmés citometru (BD Biosciences, JAV) ir BD FACSDiva kompiuterine programa. Pirmiausia
kontrolinio méginio taskinéje diagramoje skyrikliu (angl. gate) yra apibréziama limfocity
populiacija. Limfocitai nuo kity periferinio kraujo leukocity atskiriami pagal PSS ir SSS — jie yra
mazi pagal dydj ir Zemo granuliuotumo. Atskirta limfocity populiacija pazymima P1 (3 pav. A).
Atidaromas naujas langas, kuriame lastelés yra pasiskirs¢iusios pagal SSS ir CD4, taip pat Kitas
langas — SSS ir CD8. Apibréziamos CD4+ ir CD8+ limfocity populiacijos (3 pav. B), kurios yra
svarbios vertinant kity Zymeny raiSka. Tiriant skirtingy antikiiny deriniais pazymétas limfocity
populiacijas (CD25-FITC/FoxP3-PE/CD4-PerCP, CD57-FITC/FoxP3-PE/CD8-PerCP,
perforinas-PE/CD8-PerCP), atidaromas langas, kuriame vertinama dviejy fluorochromy
fluorescencija (3 pav. D). Taskingje diagramoje uzdedamas dvimatis skyriklis (angl. quadrant
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gate), kuris ja dalina j 4 regionus: QI, Q2, Q3, Q4. Dvimatis skyriklis nekoreguojamas, jis
uzdedamas pagal izotiping kontrole (3 pav. C). Jei lastelés déstosi Q1 arba Q4 regione, jos turi
tik vieng 18 dviejy Zymeny. Jei lastelés déstosi Q3 regione, jos neturi abiejy Zymeny, o jei Q2

regione — lgstelés yra teigiamos pagal abu Zymenis.

Periferinis kraujas-CD4

Periferinis kraujas-Kontrole
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3 pav. Tékmes citometro duomeny analizé FACSDiva kompiuterine programa. A - paveikslas
vaizduoja periferinio kraujo lasteliy pasiskirstyma pagal PSS ir SSS, apibrézta limfocity populiacija
(P1); B — vaizduoja Igsteliy pasiskirstyma pagal SSS ir CD4, apibrézta CD4+ limfocity populiacija;

C - izotipiné kontrolé; D - 1gsteliy pasiskirstymas pagal du Zymenis (CD25, FoxP3).

2.4. Citokiny gardelé

Principas. Tyrimas skirtas nustatyti 36 citokiny santykinj kiekj zmogaus biologiniuose
méginiuose taikant antigeno ir antikiino sgveika (priedas Nr.1). Eksperimente naudojama
nitroceliulioziné membrana, kuri tam tikruose taskuose yra padengta citokinui specifiniais
antikinais. Reakcijai iSrySkinti naudojami biotinu Zymeéti antiklinai, prie kuriy jungiasi
streptavidinas, konjuguotas su fermentu krieny peroksidaze. Pastaroji katalizuoja
chemoliuminescencing reakcija. Sugeneruota Sviesa uZzregistruojama specialiu skaitytuvu.
Sviesos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas santykiniam citokino kiekiui méginyje.
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Méginiy paruoSimas analizei. Eksperimentui alikti buvo naudojamas R&D SYSTEMS
Proteome Profiler rinkinys ,,Human Cytokine Array Kit, Panel A*“ (katalogo Nr. ARY005B).

Rinkinio apimtis — 4 méginiai. Siekiant atrinkti svarbiausius citokinus tolesniems kiekybiniams
tyrimams, i§ abiejy (jautrios ir atsparios) pacienciy grupiy buvo parinkta po 4 atsitiktines
pacientes, kuriy méginiai lygiomis dalimis sudéti j vieng bandinj — Kraujo serumas pagal tirj,
naviko lizatas pagal bendra baltymy koncentracija. Bendra baltymy koncentracija naviko lizate
pamatuota spektrofotometru Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, JAV). Procedira buvo
atlickama pagal gamintojo nurodyta protokolg. Tyrimui buvo naudojamos 4 nitroceliuliozinés
membranos, kuriy kieckviena panardinama j 2 ml inkubacijos buferio ir inkubuojama 1 val. ant
horizontalios purtyklés (Stuart mini gyro—rocker SSM3, UK). Kol plokstelés inkubuojamos,
pasiruos$iami 4 mégintuvéliai, | kiekvieng jy jpilama 1 ml serumo/lizato, 500 pl buferio ir 15 pl
aptikimo antikiiny. SumaiSoma ir inkubuojama 1 val. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos
nuo membranos nusiurbiamas buferis, uzpilama méginio ir aptikimo antikiing miSinio,
inkubuojama 2-8 °C temperatiiroje per naktj, purtant. Po inkubacijos membranos tris kartus
plaunamos 20 ml buferiniu plovimo tirpalu. Membranos nusausinamos, jdedamos j skaitytuva
(LI-COR C-DiGit Blot Scanner 3600, JAV) ir ant kiekvienos jy uzpilama 2 ml krieny
peroksidazés substrato miSinio. Chemoliuminescencinés reakcijos metu iSsiskyrusi Sviesa
uzregistruojama skaitytuvu.

Duomeny analizé. Naudojant ImagelJ programg jvertinamas pikseliy tankis nuskaitytoje

membranoje ir gauti duomenys apdorojami Microsoft Excel programa.
2.5. Zmogaus uzdegiminiy chemokiny tyrimas

Principas. Tyrimas skirtas jvertinti 13 uzdegiminiy chemokiny koncentracija Zzmogaus
biologiniuose méginiuose taikant t€kmés citometrinj metoda. Tyrime naudojami rutuliukai, kuriy
pavirSiuje yra prijungti analitei specifiniai antiktinai. Rutuliukai skiriasi savo dydziu ir vidiniu
fluorescensijos intensyvumu. Pagal dyd;j rutuliukai skirstomi j dvi grupes: mazesn¢ A ir didesne
B, kuriy kiekviena gali biiti atskirta pagal PSS ir SSS. Pagal vidinj fluorescencijos intensyvuma
(alofikocianino (APC) kiekj) A grupe skirstoma j 6 populiacijas (IL-8, IP-10, CCL11, TARC,
MCP-1, RANTES), o B grupé j 7 populiacijas (MIP-1a, MIG, ENA-78, MIP-3a, GROa, I-TAC,
MIP-1p). Chemokino ir jam specifinio antikino, esancio rutuliuko pavirsSiuje, reakcijai i8ryskinti
naudojami antriniai antikiinai Zymeéti biotinu. Prie pastorojo jungiasi streptavidinas konjuguotas
su fluoroforu fikoeritrinu (SA-PE). Lazeriu apsvietus fluorofora, jis yra suzadinamas, o

i§siskyrusi Sviesa iSmatuojama tékmés citometro detektoriuose (4 pav.) [67].
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4 pav. Zmogaus uidegiminiy chemokiny tyrimo principas (adaptuota pagal [67])

Méginiy paruoSimas analizei. Tyrimui atlikti buvo naudojamas BioLegend’s

LEGENDplex™ rinkinys ,,Human Proinflammatory Chemokine Panel (13-plex)“ (katalogo Nr.
740003). Uzdegiminiy chemokiny koncentracija buvo matuojama pacienciy kraujo serume bei
naviko lizate. Eksperimentui buvo naudojamos 96 Sulinéliy plokstelés. | kiekvieng Sulinélj
ipilama 25 pl buferio, 25 pl méginio, 25 ul rutuliuky misinio, 25 pl aptikimo antiktiny. Plokstele
uzdengiama aliuminio folija siekiant ja apsaugoti nuo tiesioginiy saulés spinduliy ir inkubuojama
2 val kambario temperatiroje ant horizontalios purtyklés (~600 aps/min). Po inkubacijos j
kiekvieng Sulinélj jpilama 25 ul SA-PE, vél uZdedama aliuminio folija ir inkubuojama 30 min
tomis paciomis sglygomis purtant. Po to plokstelé centrifuguojama 5 min 1000 g, supernatantas
atsargiai paSalinamas pipete. | kiekvieng Sulinélj jpilama 200 pl buferinio plovimo tirpalo ir
suspenduojama. Plokstelé centrifuguojama 5 min 1000 g, supernatantas atsargiai nusiurbiamas.
Tada vél j Sulinélj jpilama 200 pul buferinio plovimo tirpalo, suspenduojama ir tiriama BD LSRII
tekmeés citometru.

Duomeny analizé. Duomenys buvo analizuojami BioLegend’s LEGENDplex

kompiuterine programa. Gauti rezultatai yra vertinami naudojant kalibracine kreive, kuri
gaunama matuojant skirtingos koncentracijos standartiniy tirpaly §viesos emisija. Siuo atveju
procediira yra tokia pati, tik vietoj méginio yra dedami standartiniai tirpalai. Duomenys buvo

apdorojami naudojant Microsoft Excel programa.

2.6. IFN-y koncentracijos nustatymas tékmeés citometriniu metodu

Principas. IFN-y koncentracijos zmogaus biologiniuose méginiuose nustatymo principas

yra analogiSkas Zzmogaus uzdegiminiy chemokiny tyrimo principui, apraSytam 2.5. skyriuje.
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Méginiy paruo§imas analizei. IFN-y koncentracija EKV serganéiy pacienciy kraujo

serumo ir naviko lizato méginiuose buvo tiriamas naudojant ,,Human IFN-y Flex Set* (katalogo
Nr. 558269) rinkinj. Eksperimento eiga buvo analogiSka Zzmogaus uzdegiminiy chemokiny
tyrimo eiga, aprasytai 2.5. skyriuje.

Duomeny analizé. Tékmés citometro duomenys buvo analizuoti BD Cytometric Bead

Array (CBA) FCAP Array Software v3.0 kompiuterine programa. Gauti rezultatai yra vertinami
naudojant kalibracing kreive, kuri gaunama matuojant skirtingos koncentracijos standartiniy

IFN-y tirpaly Sviesos emisijg. Duomenys apdorojami naudojant Microsoft Excel programa.

2.7. Geny raiskos tyrimas tikrojo laiko PGR metodu

2.7.1. RNR iSskyrimas

Principas. RNR buvo isskirta i§ pirminio kiau§idziy naviko uzsaldyty méginiy naudojant
kolonélinj i$skyrimo metoda. RNR gryninimo metu naudojama speciali kolonélé su jtaisyta
silicio dioksido membrana. Sio metodo principas remiasi RNR gebéjimu prisitvirtinti prie silicio
dioksido daleliy aukStos joninés jégos tirpaluose, turin¢iuose chaotropiniy drusky. Chaotropiné
druska, guanidino tiocianatas, suformuoja drusky tiltelius tarp neigiamai jkrauty nukleoriig§ciy
fosfato grupiy ir silicio dioksido silpnai disocijuoty hidroksigrupiy. Proceso metu naudojamas
monohidroksilis alkoholis (etanolis, izopropanolis) dehidtratuoja nukleortigstis ir padidina jy
adsorbcijg ant silicio dioksido daleliy. RNR nuo silicio dioksido membranos yra atplaunama

Zemos joninés jégos tirpalais, pvz. vandeniu (5 pav.) [68].

1/ e —

e/-ch \‘ |
Audinio Lasteliy RNR Plovimas Eliucija
suardymas lizé prisijungimas

5 pav. RNR isskyrimo schema (adaptuota pagal [68])

Darbo eiga. RNR gryninimui buvo naudotas Thermo Fisher Scientific rinkinys K0731,

K0732 ,,GeneJET RNA Purification Kit*“. RNR i8skyrimo procediira buvo atlickama pagal
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gamintojo rekomendacijas. Pirmiausia skalpeliu atpjaunamas ~30 mg navikinio audinio
gabalélis, kuris patalpinamas i ependorfinj mégintuvélj. Audinys yra paveikiamas 500 pl
lizavimo buferiu ir mechaniskai suardomas. I mégintuvélj pridedama 600 pl proteinkinazés K
tirpalo, sumaiSoma ir inkubuojama 10 min kambario temperatiiroje. Tada méginys dedamas |
centrifugg (Eppendorf centrifuge 5424, Vokietija) ir centrifuguojamas 10 min >12000 g,
supernatantas nusiurbiamas ir perkeliamas j naujg Svary meégintuvélj. | ji pridedama 450 pl 96 %
etanolio ir sumaiSoma. 700 pl méginio yra uzne$ama ant kolonélés ir centrifuguojama 1 min
>12000 g, gautas centrifugatas nupilamas. Procediira kartojama, kol pro kolonélg praleidziamas
visas méginys. Po to méginys plaunamas 700 pl plovimo buferiu I vieng kartg ir
centrifuguojamas 1 min >12000 g. Centrifugatas nupilamas. Méginys plaunamas du kartus
plovimo buferiu Il — pradzioj jpilama 600 pl, po to 250 ul. Centrifuguojama pirma kartg 1 min,
po to 2 min >12000 g. Kolonél¢ yra perkeliama ant §varaus meégintuvélio ir ant jos uzpilama 50
ul vandens. Centrifuguojama 1 min >12000 g. RNR S$variu vandeniu yra atplaunama nuo

kolonélés ir sukoncentruojama mégintuvélyje.

2.7.2. RNR kokybés ir kiekybés tyrimas

RNR kokybé ir koncentracija buvo nustatyti spektrofotometru NanoDrop. Visy méginiy
absorbcija iSmatuota esant 260 nm ir 280 nm bangy ilgiams. 260 nm ir 280 nm absorbcijos piky
santykis turéty buti ~2,0, kuris rodo iSgrynintos RNR S$varumg bei priemaiSy nebuvima.
Mazesnis santykis rodo, kad RNR preparate gali biiti baltymy priemaiSy, fenolio ar kity tersaly,
kurie sugeria Sviesg netoli arba prie 280 nm. AtvirkStinés transkripcijos reakcijai naudoti tik

geros kokybés ir Svariis RNR méginiai.

2.7.3. Kopijinés DNR (kDNR) sintezé panaudojant RNR matrica

KDNR buvo gauta atliekant atvirksSting transkripcija i$ i$skirtos RNR naudojant
komercin; Thermo Fisher rinkinj K1641 ,,Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR®. Tyrimo metu j Svary mégintuvelj jpilama 14 pl RNR tirpalo, kuriame yra 500 ng grynos
RNR, taip pat pridedame 4 pl reakcijos (5X Reaction Mix) bei 2 pl fermenty (Maxima Enzyme
Mix) miSinio. Galutinis reakcijos ttris buvo 20 pl. | komercinj reakcijos misinio sudétj jeina
buferis, deoksinukleotidtrifosfatai (dNTP), atsitiktiniai pradmenys, o ] fermenty miSin] —
antvirk$iné transkriptazé bei RNazés slopiklis. Viska supils€ius mégintuvélis Svelniai

supurtomas. Termocikleris (SensoQuest labcycler, Vokietija) nustatomas 3 temperatiiros
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parametrams: 10 min 25°C (pradmeny prijungimas), 15 min 50°C (DNR sintez¢), 5 min 85 °C
(fermenty inaktyvinimas). ISskirta KDNR buvo saugoma -20°C ne ilgiau kaip savaite.

2.7.4. Kiekybiné tikrojo laiko polimerazés grandininé reakcija

Principas. TL-PGR — metodas, kurio metu PGR reakcija ir pagausinto produkto
kiekybinis jvertinimas vyksta vienu metu. Sis metodas yra labai jautrus, nes galima aptikti labai
mazus nukleortigs¢iy (RNR, DNR) kiekius ir jvertinti nedidelius geny raiskos pokycius. PGR
ciklas susideda i§ trijy etapy: DNR iSvyniojimo, pradmeny prijungimo, DNR sintezes.
Pagausinto produkto kiekybinis jvertinimas vyksta fiksuojant fluorescencijos signaly
intensyvumg. Fluorescencija didéja kiekvieno PGR ciklo metu ir ji yra proporcinga susintetinty
DNR kopijy skaiiui. Stipréjant fluorescencijai pasiekama eksponentiné fazé, dar kitaip
vadinama slenkstiniu TL-PGR ciklu (CT), kuris yra svarbus kiekybiniam tiriamos medziagos
jvertinimui. Sis dydis priklauso nuo pradinés DNR ar RNR kopijy skaiiaus, kurio mes
nezinome. Todél tyrimui galime naudoti vidinj standarta — referentinj geng, kurio raiskia

daugelyje audiniy yra vienoda.

Meéginiy paruoSimas analizei. Geny raiSkos tyrimams atlikti buvo naudojamas Thermo
Fisher rinkinys ,,Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X), no ROX* (katalogo Nr. K0251).
Eksperimentui buvo naudojamos vienkartinés sterilios 48 Sulinéliy plokstelés, kiekvienam
meéginiui atliekamos dvi reakcijos. Be tiriamojo geno, amplifikuojamas ir vidinis standartas —
GAPDH genas. TarSos kontrolei bent vienas Sulinélis eilutéje praleidZziamas be cDNR, bet su

Svariu vandeniu. [prastiné reakcijos miSinio sudétis pateikiama lenteléje Nr. 3.

3 lentelé. TL-PGR reakcijos miSinio sudétis

Reagentas Kiekis
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X), no ROX 5 ul
Tiesioginis pradmuo, 0,8 uM 1,25 pl
Atvirkstinis pradmuo, 0,8 uM 1,25 pl
Kopijiné DNR 1
Vanduo be nukleaziy 1,5 ul

»Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X), no ROX* yra komercinis gamintojo
misinys, ] kurio sudét] jeina karSto starto DNR polimeraz¢, dNTP, SYBR Green I dazas ir
buferis. KarSto starto DNR polimerazé yra chemiskai modifikuota DNR polimeraze, kuri yra

aktyvi tik aukstoje temperatiiroje ir neveikli kambario temperatiiroje, tokiu biidu yra i§vengiama
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nespecifinio pradmeny ar jy dimery prisijungimo. SYBR Green I yra fluorescensinis dazas, kuris
nespecifiskai susijungia su dvigrande DNR. Tyrime naudoti pradmenys pateikiami lenteléje Nr.
4. Termocikleris (Eco Illumina, JAV) buvo uzprogramuotas tokiems temperatiiros parametrams:
pirmas ciklas — 5 min 95 °C (aktyvinama kar$to starto DNR polimerazé), 40 cikly - 10 s 95°C
(DNR denatiiracija) ir 40 cikly - 30 s 60 °C (pradmeny prijungimas, DNR sintez¢). Programiné

jranga automatiskai nustato cikly sulaikymo slenkstj.

4 lentelé. Tyrime naudoti pradmenys

Genas Priekinis pradmuo (5' —3") Atvirkstinis pradmuo (5' — 3")
GAPDH AATCCCATCACCATCTTCCA TGGACTCCACGACGTACTCA
CCL2/MCP-1 CAGCCAGATGCAATCAATGCC TGGAATCCTGAACCCACTTCT
CXCL11/I-TAC ATGAGTGTGAAGGGCATGGC TCACTGCTTTTACCCCAGGG
CCL3/MIP-1la.  CAGAATTTCATAGCTGACTACTTTGAG GCTTCGCTTGGTTAGGAAGA
CCL4/MIP-1p CTTCCTCGCAACTTTGTGGT CAGCACAGACTTGCTTGCTT
PAI-I TGCTGGTGAATGCCCTCTACT CGGTCATTCCCAGGTTCTCTA
CD40L CTGCAAGGTGACACTGTTC CACAGCATGATCGAAACATAC
IL-1a AGTAGCAACCAACGGGAAGG TGGTTGGTCTTCATCTTGGG
G-CSF CCTGGAGCTGAGAACTACCG TCCCGGCTGAGTTATAGG

Duomeny analizé. Duomenys apdoroti EcoStudy ir Microsoft Excel programomis. Geny

raiSka tirlamuosiuose méginiuose buvo jvertinta skaiciuojant analizuojamo geno ciklo pokytj
(ACT), kaip vidinj standartg pasirinkus GAPDH geng. Galiausiai apskai¢iuojama ir jvertinama
santykiné geno raiSka (R).

ACT = CT(ag) — CT(ref)

R = 2-ACT

ACT — analizuojamo geno ciklo pokytis

CT(ag) — analizuojamo geno ciklo slenkstis

CT(ref) — referentinio geno ciklo slenkstis

R — santykiné geno raiska

2.8. Statistiné duomenuy analizé

Duomeny normalumui nustatyti buvo naudojamas Sapiro — Vilko testas (angl. Shapiro
Wilk test). Tiriami duomenys pasiskirste pagal normalyjj skirstinj, kai p>0,05. Rezultaty, kurie

tenkina normalumo salyga, vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas t-testas dviems
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nepriklausomos imtims (angl. Independent samples t-test). Rezultaty, kurie netenkino
normalumo salygos, mediany palyginimui buvo naudojamas neparametrinis Mano-Vitnio-
Vilkoksono rangy sumy kriterijus dviems nepriklausomos imtims (angl. Wilcoxon rank-sum
test). Duomenys patikimai skyrési, kai p<0,05. Statistiné analizé atlikta naudojant Microsoft
Excel ir RStudio programas.

Pacien¢iy iSgyvenamumui jvertinti buvo braizomi Kaplano — Mejerio grafikai.
Tiriamoms grupéms palyginti buvo naudojamas Log rank testas.

Siekiant nustatyti rySio stipruma tarp skirtingy imuniniy parametry buvo skaiciuojamas
Spirmeno koreliacijos koeficientas (rs) (angl. Spearman's rank correlation coefficient). Jis jgyja
reikSmes nuo -1 iki 1, kur teigiama koreliacija rodo tiesioging priklausomybe, o neigiama —
atvirksting priklausomybe. Kuo rs reikSmé arc¢iau 1 ar -1, tuo koreliacija yra stipresné (lentelé Nr.
5). Koreliacijos reikSmingumui jvertinti skai¢iuojama p reik§mé. Populiacijos kintamieji
koreliuoja, kai p<0,05. Spirmeno koreliacijos koeficienty matrica buvo nubraizyta naudojant
internete programa ,Morpheus* (interneto prieiga:

https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

5 lentelé. Koreliacijos koeficiento vertinimas
rs reiksmé  Vertinimas
0,00-0,19 Labai silpnas tarpusavio rysys
0,20-0,39 Silpnas rySys
0,40-0,69 Vidutinis rysys
0,70-0,89 Stiprus rysys
0,90-1,00 Labai stiprus tarpusavio rysys
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Pacienciy charakteristikos

Tyrime dalyvavo 36 EKV sergancios pacientés, kurios 2013 — 2017 m. gydési NVI
Onkoginekologijos skyriuje. Pacien¢iy amzius varijuoja nuo 33 m. iki 76 m. Tirtos populiacijos
amziaus vidurkis — 61,2+11,9 m., mediana — 62,5+16,3 m. (lentelé Nr. 6).

6 lentelé. Pacienciy charakteristikos. Pateikiamas amziaus vidurkis + standartinis
nuokrypis, mediana + kvartiliy skirtumas.

Visos pacientés Jautrios pacientés Atsparios pacientés
Imtis 36 15 21
AmZius, metais
vidurkis 61,2+11,9 55,0+14,4 65,7+7,3
mediana 62,5+16,3 53,0+21,0 64,0+9,0
intervalas 33-76 33-69 53-76
Stadija
I 3 2 1
1 0 0 0
Il 29 13 16
v 4 0 4

Remiantis FIGO kiau$idZiy vézio klasifikacija, j tyrimg buvo jtrauktos 3 | stadijos, 29
IIT stadijos ir 4 IV stadijos pacientés. Kaip minéta anksciau, kiausidZiy vézys neturi specifiniy
Klinikiniy simptomy bei efektyviy patikros metody, todél dazniausiai yra diagnozuojamas jau
vélyvose stadijose. Didziausig dalj miisy tiriamosios populiacijos sudaré pacientés, kurios serga
i$plitusiu EKV.

Visoms pacientéms gydyti buvo taikyta citoredukciné operacija bei chemoterapija
karboplatina arba karboplatinos ir paklitakselio deriniu. Atsizvelgiant j laiko intervalg nuo
chemoterapinio gydymo pabaigos iki atkry¢io, pacien¢iy jautrumas pirmos eilés platinos terapijai
buvo suskirstytas j dvi grupes:

e jei liga atsinaujino per 6-12 mén nuo adjuvantinio gydymo pabaigos — platinai
atsparus kiausidziy vézys;

e jei liga atsinaujino po >12 mén arba visai neatsinaujino nuo adjuvantinio gydymo
pabaigos — platinai jautrus kiausidziy vézys.

Tyrime dalyvavo 21 atspari ir 15 jautriy platinos terapijai pacienciy. Chemoterapijai jautriy
pacien¢iy amziaus vidurkis 55,0+14,4 m., mediana 53,0+21,0 m., atspariy pacienciy amziaus
vidurkis 65,7+7,3 m., mediana 64,0+9,0 m.
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6 pav. Kaplano - Mejerio bendro pacienciy isgyvenamumo grafikas. Atzymos ant iSgyvenamumo
kreivés nurodo, kada baigtas paciento stebéjimas (cenztruotas jvykis). Kreivés kritimas Zemyn rodo
paciento mirtj. StatistiSkai patikimas skirtumas tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy
(p<0,01). Tiriamoms grupéms palyginti buvo naudojamas Log rank testas.

100 —— Jautrios pacientés

—— Atsparios pacientés

Pacienty dalis (%)
3

0 500 1000 1500
Laikas (dienos)
7 pav. Kaplano - Mejerio pacienciy isgyvenamumo be ligos progresavimo grafikas. Atzymos ant
iSgyvenamumo kreivés nurodo, kada baigtas paciento stebéjimas (cenziiruotas jvykis). Kreivés

Kritimas zemyn rodo paciento atkrytj. StatistiSkai patikimas skirtumas tarp gydymui jautriy ir
atspariy pacienciy grupiy (p<0,01). Tiriamoms grupéms palyginti buvo naudojamas Log rank testas.

EKV serganciy pacien¢iy gydymo efektyvumui jvertinti buvo skai¢iuojami bendro
iSgyvenamumo ir iSgyvenamumo be ligos progresavimo rodikliai. Bendras iSgyvenamumas — tai

laikotarpis nuo ligos diagnozavimo iki mirties arba pacienéiy stebéjimo pabaigos.
[Sgyvenamumu be ligos progresavimo yra vadinamas laikotarpis nuo chemoterapinio gydymo

pabaigos iki ligos atkryCio arba pacienciy steb¢jimo pabaigos. Pacienciy iSgyvenamumui
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jvertinti ir palyginti tarp grupiy buvo braizomi Kaplano — Mejerio grafikai. Paskutiné pacienciy
stebéjimo data 2017 02 08. Jeigu tuo metu jvykis (paciento mirtis/ligos atkrytis) nebuvo ivykes,
atvejis buvo cenziruotas. Bendras 1 m. chemoterapijai jautriy pacienciy iSgyvenamumas buvo
100 %, o atspariy pacienciy — 90,5 % (6 pav.). Bendras 2 m. chemoterapijai jautriy pacienciy
1Sgyvenamumas sieké 100 %, o atspariy pacien¢iy — 52,4 %. Stebéjimo metu miré 10 pacienciy
i§ chemoterapijai atsparios grupés dél ligos atsinaujinimo ir progresavimo. Platinos terapijai
jautriy pacienc¢iy 1 m. iSgyvenamumas be ligos progresavimo buvo 100 %, visoms atsparioms

pacientéms liga progresavo per 1 m (7 pav.).

3.2. Periferinio kraujo supresiniy/citotoksiniy limfocity populiaciju

tyrimas tékmés citometriniu metodu

Siuo metu Zinoma, kad organizmo apsaugai nuo naviky didele reik§me turi lastelinis
imunitetas [38]. Pirmiausia mes noréjome iSsiaiskinti, koks yra sisteminis imuninis atsakas |
kiau$idziy vézj ir nustatyti galimus imuniniy parametry skirtumus tarp chemoterapijai jautriy ir
atspariy motery. Pacienciy perferiniame kraujyje buvo tiriamos citotoksiniy T limfocity (CD8+ ir
CD8+perforinas+) ir imunosupresiniy reguliaciniy T limfocity (Treg) (CD4+CD25+FoxP3+ ir
CD8+CD57+FoxP3+) populiacijos bei vertinamas jy santykis.

Citotoksiniai T limfocitai yra pagrindinés jgyto imuniteto lgstelés, kurios atpazjsta ir
sunaikina navikines lasteles. Naujausi tyrimai atskleidé, kad CD8+ T limfocitai slopina
atsparuma platinos chemoterapijai iSskirdami IFN-y ir gali turéti predikcing verte [42]. Misy
tyrimo rezultatai rodo, kad chemoterapijai jautriy pacienc¢iy CD8+ T limfocity dalis nuo visy
limfocity svyruoja nuo 9,0 % iki 34,8 % (mediana 18,5 %) (8 pav. A). Chemoterapijai atspariy
pacien¢iy CD8+ T limfocity dalis nuo visy limfocity varijuoja nuo 7,0 % iki 30,7 % (mediana
20,1%). Statistiskai reikSmingo skirtumo tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy
nerasta (p>0,05).

Priesvéziniam imuniniam atsakui yra svarbis aktyvinti citotoksiniai T limfocitai t.y.
CD8+ T limfocity subpopuliacija, pasizyminti citotoksino perforino raiska (CD8+perforinas+).
Pastarasis suformuoja lastelés taikinio membranoje poras ir sukelia osmosing Igstelés lizg [44].
Tyrimo rezultatai rodo, kad platinos terapijai jautriy pacienéiy CD8+perforinast T limfocity
dalis nuo visy limfocity svyruoja nuo 0,1 % iki 15,3 % (mediana 51 %) (8 pav. B).
Chemoterapijai atspariy pacienciy CD8+perforinas+ T limfocity dalis nuo visy limfocity
varijuoja nuo 0,2 % iki 12,1 % (mediana 5,5 %). ReikSmingy skirtumy tarp chemoterapijai

jautriy ir atspariy pacienéiy grupiy nebuvo pastebéta (p>0,05).
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8 pav. KiausidZiy véZiu serganciy pacienciy periferinio kraujo citotoksiniy limfocity populiacijy
vertinimas. A - pavaizduota CD8+ T limfocity dalis (%) nuo visy limfocity; B — pavaizduota
CDS8+perforinas+ T limfocity dalis (%) nuo visy limfocity. Sta¢iakampéje diagramoje horizontali
viduriné linija zymi mediang, 0 nuo stac¢iakampio Sono nubrézti ,,iisai” rodo didziausig ir maziausig
stebéta reikSme. Mediany palyginimui tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy buvo
naudojamas neparametrinis Mano-Vitnio-Vilkoksono rangy sumy kriterijus.

Daugéja jrodymy, kad Treg dalyvauja vézio patogenezéje. Nustatyta, kad sergant véziu
Treg slopina prieSnavikinj imuninj atsaka ir skatina naviko progresavima [9, 43, 44]. Neseniai
dvi skirtingos mokslininky komandos parod¢, kad didesnis CD4+ Treg ir CD8+ Treg skaiCius
pacien¢iy periferiniame kraujyje nustatomas sergant isplitusiu EKV (1Il — IV stadija) nei
ankstyvose ligos stadijose (I — 1) [46, 48]. Mes sickéme nustatyti, ar CD4+ Treg ir CD8+ Treg
skaicius periferiniame kraujyje skiriasi tarp chemoterapijai jautriy ir atspariy pacienciy bei
jvertinti $iy parametry predikcing vertg. Tyrimo rezultatai parodé, kad platinos terapijai jautriy
pacienciy CD4+CD25+FoxP3+ limfocity dalis nuo visy limfocity varijuoja nuo 0,4 % iki 4,6 %
(mediana 1,3 %), o atspariy pacienc¢iy — nuo 0,3 % iki 3,3 % (mediana 0,8 % ) (9 pav. A).
Nustatyta, kad chemoterapijai jautriy pacienc¢iy CD8+CDS57+FoxP3+ limfocity dalis nuo visy
limfocity varijuoja nuo 0,02 % iki 1,4 % (mediana 0,1 %) (9 pav. B). Chemoterapijai atspariy
pacien¢iy CD8+CD57+FoxP3+ limfocity dalis nuo visy limfocity svyruoja nuo 0,1 % iki 1,7 %
(mediana 0,3 %). StatistiSkai reikSmingy skirtumy tarp gydymui jautriy ir atspariy paciencéiy
grupiy nebuvo pastebéta (visais atvejais p>0,05).

Manoma, kad EKV serganciy pacienciy ligos eiga ir prognozé gali priklausyti nuo to,
kuri T limfocity populiacija — citotoksiniy ar supresiniy — vyrauja. Remiantis literatiira,
vyraujanciai populiacijai jvertinti yra skai¢iuojamas CD8+ ir CD4+ Treg limfocity santykis [43].
Misy tyrimo rezultatai rodo, kad chemoterapijai jautriy pacienciy Sis santykis varijuoja nuo 3,6
iki 75,7 (mediana 19,2), o atspariy pacienciy nuo 6,2 iki 110,5 (mediana 21,2) (9 pav. C). Taciau

Siuo metu Zinoma, kad svarbiausi prieSvéziniam imuniniam atsakui yra aktyvinti citotoksiniai T
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limfocitai (CD8+perforinas+), o imunosupresinémis savybémis pasizymi ne tik CD4+ Treg, bet
ir neseniai atrasta CD8+ Treg populiacija [44, 46]. Tod¢l mes jvertinome CDS8+perforinas+ ir
abiejy Treg populiacijy santykj. Gauti tyrimo duomenys rodo, kad $is santykis platinos terapijai
jautriy pacienciy periferiniame kraujyje varijuoja nuo 0,05 iki 14,2 (mediana 4,1), o atspariy
pacienciy nuo 0,1 iki 31,9 (mediana 2,7) (9 pav. D). D¢l didelio duomeny iSsibarstymo
statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy nebuvo rasta

(visais atvejais p>0,05).

[>]
(]

= 97 = 2.0
&2 —_ + 2
oo ,| 7]
xo 4 %2 1.5 -
w E —_ O E
55 3 ¥ =
N7 52 10
8 S 2 8 S
%S ,] T S 0.5
52 — 8
o — o
< o0 . . -~ 0.0 y T
& & & &
() ) X &
o o o o
2 2 3 &
A A A A
oo 20 0 )
& & S <
) Q > &
b’b X2 Sb xZ
v A
. D]
@ 1507 o 40
X 2
0 =
3 e ¥ 301
8 100 g
t_l._) -1 é 20+
S 501 £ J—
o —— 2 10
+ o
8 . —— 8 . |=| |_|
0 T T T T
N -] . P
& & & &
'\?: -\e. .Q¢ .QQ
© o o o
2 3 2 2
A A o &%
) «0 X} XoJ
) ’b‘ 6\ O
2 R > &
¥ o N v..e.\

9 pav. KiausidZiy véZiu serganciy pacienciy periferinio kraujo T reguliaciniy limfocity
populiacijy bei citotoksiniy ir T reguliaciniy limfocity populiacijy santykio vertinimas. A -
pavaizduota CD4+ Treg limfocity dalis (%) nuo visy limfocity; B - pavaizduota CD8+ Treg
limfocity dalis (%) nuo visy limfocity; C - vaizduoja CD8+ ir CD4+ Treg limfocity santykj; D -
pavaizduotas CD8+perforinas+ ir Treg santykis. Mediany palyginimui tarp gydymui jautriy ir
atspariy pacienciy grupiy buvo naudojamas neparametrinis Mano-Vitnio-Vilkoksono rangy sumy
kriterijus.
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3.3. Citokiny tyrimas

Zinoma, kad EKV progresavimas yra susijes su padidéjusia uzdegiminiy citokiny

Jautrios
pacientées

CXCL1

10 pav. Citokiny santykinio kiekio vertinimas pacienciy naviko lizato méginiuose.

Atsparios
pacientés

Il Jautrios pacientés
I Atsparios pacientés

0 500

1500 2000 2500

Signalo intensyvumas (pikseliy tankis)

A — paveikslas vaizduoja citokiny gardelg, juodi taskai rodo signalo intensyvuma;
B —grafiskai vaizduoja jautriy ir atspariy pacienciy citokiny santykinj kiekj;
* pazyméti citokinai pasirinkti tolesniems tyrimams.

sinteze ir sekrecija. Autokrinininiu ir parakrininiu budu i$skiriami citokinai gali ne tik slopinti
bet ir skatinti naviko augima ir plitimg [10]. Daugéja jrodymy, kad citokinai, veikdami jvairiais
signaliniais keliais, gali lemti gydymo efektyvumg ir tai rodo jy galimg predikcing reikSme [11].
Pirmiausia mes atlikome bandomajj eksperimentg siekiant tolesniems kiekybiniams tyrimams
atrinkti svarbiausius citokinus, besiskirian¢ius tarp chemoterapijai jautriy ir atspariy pacienciy
grupiy. Siam tikslui naudojome citokiny gardeliy technologija. I§ gauty tyrimo rezultaty buvo
pasirinkti citokinai, kuriy santykinis kiekis tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy skyrési
daugiau nei du kartus arba santykinio kiekio padidéjimas buvo nustatytas tik vienoje tiriamoje
grupéje. Tolesniems tyrimams i§ naviko lizato méginiy buvo atrinkti 6 citokinai (PAI-1, MIP-
lo/MIP-1B, CXCL11, CD40 L, IL-1a, G-CSF) (10 pav.), o i§ kraujo serumo méginiy buvo
atrinkti 7 citokinai (IFN-y, 1L-8, CCL5, CXCL10, CCL2, MIP-1oMIP-1B, CXCL11) (11 pav.).
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11 pav. Citokiny santykinio kiekio vertinimas pacienciy kraujo serumo méginiuose.
A — vaizduoja citokiny gardele, juodi taskai rodo signalo intensyvuma;
B — grafiskai vaizduoja jautriy ir atspariy pacienciy citokiny santykinj kiekj;
* pazyméti citokinai pasirinkti tolesniems tyrimams.

DidZiausig dalj miisy atrinkty citokiny sudaré chemokinai, todél kitoje eksperimenty
serijoje mes tyréme 13 uzdegiminiy chemokiny koncentracijg naviko lizato ir kraujo serumo
méginiuose taikant tékmés citometrinj metodg. Tyrimo rezultatai parodeé, kad statistiSkai
reikSmingy skirtumy tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy naviko lizato méginiuose
nebuvo rasta (p>0,05) (12 pav. A ir B). Taciau tiriant chemokiny koncentracija pacien¢iy kraujo
serumo méginiuose, buvo nustatytos statistiskai reik§mingai didesnés CCL2/MCP-1, CXCL11/I-
TAC, CXCL9/MIG, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B chemokiny koncentracijos gydymui atspariy
pacien¢iy grupéje nei gydymui jautriy pacienciy (p<0,05) (13 pav. A ir B). Misy tyrimo
rezultatai parodé, kad chemoterapijai jautriy pacienciy vidutinés $iy chemokiny koncentracijos
kraujo serumo méginiuose buvo: CCL4/MIP-1p 14,8+1,5 pg/mL, CCL3/MIP-1a 3,9+0,3 pg/mL,
CXCL9/MIG 45,8+14,4 pg/mL, CXCL11/I-TAC 313,7+45,7 pg/mL, CCL2/MCP-1 888,1+171,2
pg/mL. Chemoterapijai atspariy pacienciy vidutinés siy chemokiny koncentracijos kraujo serumo
méginiuose buvo: CCL4/MIP-1f 24,4+3,2 pg/mL, CCL3/MIP-1a 8,8+1,3 pg/mL, CXCL9/MIG
187,5+56,3 pg/mL, CXCL11/I-TAC 646,2+92,7 pg/mL, CCL2/MCP-1 1772,0+241,6 pg/mL.
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12 pav. Chemokiny koncentracija pacienéiy naviko lizato méginiuose. Pateikiami vidurkiai =
standartine paklaida. Vidurkiy palyginimui tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy buvo
naudojamas t-testas. Statistiskai reikSmingy skirtumy tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy
grupiy nebuvo pastebéta (p>0,05).

Remiantis literatira, duomenys apie CCL2 reikSme kiauSidZiy véZio vystymuisi ir
gydymo efektyvumui yra kontroversiski. Fader AN ir kt. parodé, kad didesné CCL2 raiska ir
kiekis teigiamai koreliuoja su geresniu jautrumu platinos/paklitakselio chemoterapijai [50].
Taciau neseniai kita mokslininky komanda atskleide, kad CCL2 lemia atsparumg chemoterapijai
ir jj uzblokavus galima pasiekti geresniy EKV gydymo rezultaty [52]. Misy tyrimo rezultatai
rodo, kad gydymui atspariy pacienciy kraujo serume vidutiné CCL2 koncentracija yra didesné
nei gydymui jautriy pacienciy. CCL2 koncentracijos skirtumai tarp tiriamyjy grupiy atskleidzia

reikSmingg §io chemokino predikcing verte (p<0,05, lyginant gydymui jautrias ir atsparias
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pacientes). Literatturoje duomeny apie CCL3, CCL4, CXCL9, CXCL11 reikSm¢ EKV gydymo
efektyvumui néra. Miisy tyrimo rezultatai parodé, kad reikSmingai didesnés (p<0,05) Siy
chemokiny koncentracijos yra nustatomos chemoterapijai atspariy pacienéy grupéje. Zinoma,
kad CCL3, CCL4, CXCL9, CXCLI11 skatina imuniniy Igsteliy (aktyvinty T limfocity, NK
lasteliy, makrofagy) migracija j uzdegimo vietg ir infiltracijg [54, 56]. Padidéjusi Siy chemokiny
koncentracija gydymui atspariy pacienciy kraujo serume gali biiti siejama su stipresniu

prieSvéziniu imuniniu atsaku
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13 pav. Chemokiny koncentracija pacienciy Kraujo serumo méginiuose. Pateikiami vidurkiai +
standartiné paklaida. Vidurkiy palyginimui tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy buvo
naudojamas t-testas. * - statistiSkai patikimas skirtumas tarp tiriamyjy grupiy, p<0,05.
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Véliau mes jvertinome IFN-y koncentracijg pacienciy naviko lizato ir kraujo serumo
meéginivose tékmes citometriniu metodu. Misy tyrimo rezultatai parod¢, kad vidutine IFN-y
koncentracija chemoterapijai jautriy pacienciy naviko lizate buvo 116+47,9 pg/mL, o atspariy
pacien¢iy 112,8+31,5 pg/mL (14 pav. A). ReikSmingy skirtumy tarp tiriamyjy grupiy nebuvo
pastebéta (p>0,05). Vidutiné IFN-y koncentracija chemoterapijai jautriy pacienciy kraujo serume
buvo 3,0£1,4 pg/mL, o atspariy pacienc¢iy 9,1+2,5 pg/mL (14 pav. B). Nustatytas statistiskai
reikSmingas IFN-y koncentracijos skirtumas kraujo serume tarp tiriamyjy grupiy (p<0,05).
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14 pav. IFN-y koncentracija pacienciy naviko lizato ir kraujo serumo méginiuose. A — vaizduoja
IFN-y koncentracija naviko lizato méginiuose. B — vaizduoja IFN-y koncentracijg kraujo serumo
méginiuose. Pateikiami vidurkiai + standartiné paklaida. Vidurkiy palyginimui tarp gydymui jautriy
ir atspariy pacienc¢iy grupiy buvo naudojamas t-testas. * - statistiskai patikimas skirtumas tarp
tiriamyjy grupiy, p<0,05.

Siuo metu zinoma, kad IFN-y pasizymi prie§véziniu poveikiu. Jis skatina MHC T klasés
molekuliy raiSkg naviko lastelése, tokiu budu didinant véziniy lasteliy imunogeniSkuma.
Nustatyta, kad 8is citokinas slopina kiausidziy vézio lgsteliy proliferacija bei skating jy apoptoze.
IFN-y Kkartu su platinos chemoterapija veikia sinergistiskai ir slopina naviko augima ir ligos
progresavimg [60]. Naujausi tyrimai atskleidé, kad aktyvinty CD8+ T limfocity iSskiriamas
IFN-y didina jautruma platinos terapijai [42]. Misy tyrimo duomenys parodé, kad vidutiné
IFN-y koncentracija gydymui atspariy pacien¢iy kraujo serume buvo statistiSkai reikSmingai
didesné nei jautriy pacienciy (p<0,05). Didesnés IFN-y koncentracijos chemoterapijai atspariy

pacienciy kraujyje taip pat gali bati siejamos su stipresniu prie§véziniu imuniniu atsaku.
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3.4. Geny raiskos vertinimas

Kitoje eksperimenty serijoje mes jvertinome su imunine sistema susijusiy geny raiskos
skirtumus tarp chemoterapijai jautriy ir atspariy pacieniy grupiy taikant TL-PGR metods.
Siekiant issiaiskinti, ar chemokiny koncentracijos kraujo serume skirtumai tarp tiriamyjy grupiy
yra susije su pakitusia jy raiska navike, pirmiausia mes istyréme CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a,
CCL4/MIP-1p, CXCL11/I-TAC raiska kiausidziy naviko méginiuose. Tyrimo metu vidiniu
standartu buvo pasirinktas GAPDH genas. Duomenys buvo normalizuoti gydymui jautriy
pacien¢iy santyking geny raiskg (R) prilyginus 1. Miasy tyrimo rezultatai parodé, kad
chemoterapijai jautriy pacienciy normalizuota santykiné geny raiska buvo: CCL2 1,0+0,2, CCL3
1,0+0,2, CCL4 1,0+0,3, CXCL11 1,0+0,3. Gydymui atspariy pacienciy normalizuota santykiné
Siy geny raiska buvo: CCL2 1,4+0,2, CCL3 1,7+0,5, CCL4 1,1+0,3, CXCL11 1,2+0,3. Nustatyta,
kad navike CCL2, CCL3, CCL4, CXCL11 raiska tarp tiriamyjy grupiy statistiskai reik§mingai
nesiskiria (p>0,05) (15 pav.). Tai rodo, kad chemokiny koncentracijy skirtumus Kraujo serume
lemia ne naviko ir jo mikroaplinkos lastelés. Kadangi $iuos chemokinus gali sintetinti jvairios
imuninés sistemos lastelés, jy koncentracijos skirtumai tarp tiriamyjy grupiy gali bati susije su

sisteminiu imininiu atsaku j vézio vystymasi.
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15 pav. Su imunine sistema susijusiy geny raiskos vertinimas kiausidZiy naviko méginiuose.
Pateikiami vidurkiai + standartiné paklaida. Vidurkiy palyginimui tarp gydymui jautriy ir atspariy
pacienciy grupiy buvo naudojamas t-testas. Duomenys normalizuoti gydymui jautriy pacienciy
santykine geny raiskg (R) prilyginus 1. * - statistiskai patikimas skirtumas tarp chemoterapijai jautriy
ir atspariy pacienciy grupiy, p<0,05.
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Véeliau mes jvertinome G-CSF, IL-/a, PAI-1, CD40 L, atrinkty citokiny gardeliy
metodu, geny raiskos skirtumus navike tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy grupiy. Tyrimo
rezultatai parodé, kad chemoterapijai jautriy pacien¢iy normalizuota santykiné geny raisSka buvo:
G-CSF 1,0+0/4, IL-/a 1,0+0,2, CD40 L 1,0+0,3, PAI-1 1,0+0,4. Chemoterapijai atspariy
pacienciy normalizuota santykiné Siy geny raiska buvo: G-CSF 2,9+0,9, IL-/a 4,9£1,7, CD40 L
4,5+2.2, PAI-1 2,1+£0,6. Nustatytas statistiSkai reik§Smingas G-CSF ir IL-/a raiSkos skirtumas
tarp tiriamyjy grupiy (p<0,05). Zinoma, kad daugiausiai $iuos citokinus i$skiria aktyvinti
makrofagai. Todél didesné G-CSF ir IL-/a raiSka chemoterapijai atspariy pacien¢iy navike rodo

svarbig jgimto imuniteto reikSme kiausidziy vézio vystymuisi [61, 62].

3.5. Imuniniy parametry Koreliacijos vertinimas

Ivertinus EKV serganciy pacienciy kraujo limfocity populiacijas, citokiny koncentracija
kraujo serume ir naviko lizate, imuniniy zymeny raiska navike, mes sickéme patikrinti Siy
zymeny tarpusavio koreliacija bei ry$j su atsparumu gydymui. Siam tikslui pasiekti buvo
skai¢iuojamas Spirmeno koreliacijos koeficientas (rs). Grafiskai rySys bei jo stiprumas tarp
skirtingy parametry vaizduojamas naudojant koreliacijos koeficienty matricg, kurioje artimai
susij¢ duomenys iSdéliojami vienas $alia kito ir suskirstomi j grupes (klasterius) (16 ir 17 pav.).
Chemoterapijai jautriy ir atspariy pacienciy grupés buvo lyginamos atskirai.

Tendencija Nr. 1. Chemoterapijai jautriy pacien¢iy navike véZio progresavima
skatinatys citokinai teigiamai koreliuoja su citokinais, lemianciais prie§véZinj imuninij
atsakg. Tokia tendencija stebima abiejuose gydymui jautriy pacienciy klasteriuose (16 pav.).
Pirmame klasteryje tarpusavyje stipriai teigiamai (rs >0,7) koreliuoja CCL4, CCL5, CCL11,
CCL17. Nors CCL17 ir CCL4 reikSmé kiauSidZiy véZio vystymuisi néra aiski, taciau miisy
tyrimo rezultatai rodo, kad jie koreliuoja su parametrais, atsakingais uz naviko progresavima [53,
55]. Tame paciame klasteryje pastebéta stipri teigiama CCL3, CCL4, CXCL11 tarpusavio
koreliacija. Siuo atveju CCL3 ir CCL4 koreliuoja su CXCL11, kuris atsakingas uz prie§vézinj
imuninj atsakg [54]. Antrame chemoterapijai jautriy pacienciy klasteryje tarpusavyje stipriai
teigiama koreliuoja IFN-y, IL-8, CXCL5. Zinoma, kad IFN-y pasizymi prie§véziniu poveikiu, o
IL-8, CXCLS5 skatina naviko vystymasi ir plitimg [54, 58 — 60]. Taigi, naviko progresavimg
skatinantys citokinai (IL-8, CXCLJ5) stipriai teigiamai koreliuoja su naviko progresavima
slopinanciu citokinu (IFN-y). Remiantis gautais tyrimy rezulatais galima daryti prielaida, kad
gydymui jautriy pacienciy organizme didéjant naviko progresavimui gali stipréti priesvézinis

imuninis atsakas.
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16 pav. Chemoterapijai jautriy pacienciy Spirmeno koreliacijos koeficienty matrica.
Paveiksle skirtingomis spalvomis vaizduojamas vidutinis (rs >|0,4|) ir stiprus (rs>|0,7]) tarpusavio
rySys. Teigiama koreliacija rodo tiesioging priklausomybe (Zalia spalva), o neigiama — atvirksting
priklausomybe (violetiné spalva). Artimai susij¢ parametrai iSdélioti grupémis (angl. cluster). S —

kraujo serumas, L — navikos lizatas, G — geny raiska, % — procentai nuo visy limfocity, BI — bendras
iSgyvenamumas, IBLP — iSgyvenamumas be ligos progresavimo.

Tendencija Nr. 2. Chemoterapijai atspariy pacienciy navike véZio progresavima
skatinatys citokinai nekoreliuoja su citokinais, lemianciais prieSvéZinj imuninj atsaka.
Pirmame gydymui atspariy pacienciy klasteryje stipriai teigiamai (rs >0,7) tarpusavyje koreliuoja
IL-8, CXCL1, CCL20 ir CXCLS5 (17 pav.). Nors CCL20 reikSmé kiausidziy vézio vystymuisi
néra zinoma, taciau tyrimo rezultatai rodo, kad jis koreliuoja su imuniniais parametrais, kurie
lemia ne tik naviko progresavimg, bet ir atsparumg chemoterapijai [54, 57 — 59]. Antrame

gydymui atspariy pacienciy klasteryje stipriai teigiamai tarpsusavyje koreliuoja CCL3, CCLA4,
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CXCL9, CXCL10, CXCLI11, CCL17. Literaturos duomeninis, CXCL9, CXCL10 ir CXCLI11

slopina angiogenezg ir vézio progresavima [54]. Gydymui atspariy pacienciy grupéje, prieSingai

nei jautriy, navike nepastebéta jokio rySio tarp vézio progresavimg skatinanciy ir slopinanciy

citokiny. Tai rodo, kad naviko progresavimas gydymui atspariy pacien¢iy organizme ne visada

susijes su stipresniu prieSvéziniu imuniu atsaku paciame navike.
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CCLas
CXcL11 3
CD4 Treg (%)
CCL20 s
G-CSF G
CCL4s
CCLaG
CCLa G
IFMN-y S
IL-1a G
Pal-1 G
CD-40L G

17 pav. Chemoterapijai atspariy pacienciy Spirmeno koreliacijos koeficienty matrica.

Paveiksle skirtingomis spalvomis vaizduojamas vidutinis (rs >|0,4|) ir stiprus (rs>|0,7]) tarpusavio

rySys. Teigiama koreliacija rodo tiesioging priklausomybe (Zalia spalva), o neigiama — atvirksting

priklausomybe (violeting spalva). Artimai susij¢ parametrai i§délioti grupémis (angl. cluster). S —
kraujo serumas, L — navikos lizatas, G — geny raiska, % — procentai nuo visy limfocity, BI — bendras

iSgyvenamumas, IBLP — iSgyvenamumas be ligos progresavimo.
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Tendencija Nr. 3. Chemoterapijai jautriy pacien¢iy navike véZio progresavima
skatinantys citokinai teigiamai Kkorelinoja su véZio progresavima slopinanciais citokinais
kraujo serume. Nustatyta stipri teigiama koreliacija (rs >0,7) tarp IL-8 gydymui jautriy
pacien¢iy navike ir CXCL11 kraujo serume. Siuo metu Zinoma, kad IL-8 skatina ne tik naviko
vystymasi, bet lemia atsparumg platinos ir paklitakselio terapijai [58, 59]. CXCLI1 slopina
angiogeneze ir neleidzia navikui plisti [54]. Todé¢l galima daryti prielaida, kad did¢jant naviko
progresavimui, gali stipréti sisteminis prie§vézinis imuninis atsakas. Chemoterapijai atspariy
pacienciy grupéje, prieSingai nei jautriy, imuniniai parametrai nekoreliuoja tarp kraujo serumo ir
naviko.

Tendencija Nr. 4. Chemoterapijai atspariy pacien¢iy Kkraujo serume véZio
progresavima skatinatys citokinai teigiamai koreliuoja su citokinais, lemianciais priesvézinj
imuninj atsakg. Nustatyta, kad gydymui atspariy pacienciy kraujo serume stipriai teigiamai
(rs >0,7) tarpusavyje koreliuoja CCL3, CCL5, CXCLS5, CXCL9, CXCLI11. Kaip minéta
anksc¢iau, CXCL9, CXCLI11 slopina vézio progresavimg [54]. Literatiiros duomenimis, CCL5 ir
CXCL5 pasizymi prieSingu poveikiu — jie skatina naviko augima, angiogenez¢ ir metastazavima
[53, 54]. Taigi, chemoterapijai atspariy pacien¢iy kraujo serume didéjant naviko progresavima
skatinanciy citokiny koncentracijoms, did¢ja ir citokiny, atsakingy uz prieS§vézinj imuninj atsaka,
koncentracijos. Tokia tendencija gydymui jautriy pacienciy grupéje nestebima.

Misy tyrimo rezultatai rodo, kad koreliacijos tarp jvairiy imuniniy parametry skiriasi
chemoterapijai jautriy ir atspariy pacienciy grupése. Pavyzdziui, gydymui jautriose pacientése
véZio progresavimg skatinantys citokinai koreliuoja su citokinais, lemianciais prieSvéZinj
imuninj atsaka, tik navike, bet ne kraujo serume, o gydymui atspariose pacientése prieSingai — tik
kraujo serume, bet ne navike. Taciau chemoterapijai atspariy pacienciy grupé€je, prieSingai nei
jautriy, imuniniai parametrai nekoreliuoja tarp naviko ir kraujo serumo. Tokie skirtumai lemia
nevienodas tendencijas tiriamose grupése bei rodo, kad imuniniai mechanizmai, dalyvaujantys
kiausidZziy véZio patogenezéje, gali buti skirtingi. Tam iSsiaiSkinti, reikia atlikti papildomus

tyrimus.
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4. ISVADOS

1. Periferinio kraujo suspresiniy/citotoksiniy limfocity populiacijas nepakankamai
informatyvu naudoti kaip epitelinio kiausidziy vézio predikcinius bioZymenis.

2. CCL2/MCP-1, CXCL11/I-TAC, CXCL9/MIG, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1p,
IFN-y citokiny koncentracijos padidéjimas Kraujo serume turi potencialig predikcing verte
nustatant chemoterapijai atsparias pacientes. Naviko mikroaplinkoje tiriamy citokiny galima
predikciné reikSmé nepastebéta.

3. G-CSF ir IL-/a raiskos padidéjimas navike leidzia atskirti chemoterapijai atsparias
pacientes.

4. Imuniniy parametry tarpusavio rySiy ir jy stiprumo skirtumus chemoterapijai jautriose
ir atspariose pacientése gali lemti skirtingi imuninio atsako mechanizmai, kuriems pagrjsti ir

i$siaiskinti reikia tolimesniy tyrimy.
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SANTRAUKA

Darbo autorius: Greta Sal¢itiniené

Darbo pavadinimas: Epitelinio kiausidziy vézio predikciniy imuniniy Zymeny paieska

Darbo tikslas: nustatyti predikcinius imuninius atsparumo chemoterapijai Zymenis zmogaus
epitelinio kiauSidziy naviko mikroaplinkoje ir periferiniame kraujyje bei nustatyti jy tarpusavio
sasajas.

UZdaviniai: jvertinti pacienciy periferinio kraujo supresiniy/citotoksiniy limfocity populiacijas;
nustatyti citokiny koncentracijg naviko mikroaplinkoje ir kraujo serume; jvertinti su imunine
sistema susijusiy geny raiska naviko audinyje; nustatyti sgsajas tarp imuniniy zymeny raiskos,
kraujo limfocity populiacijy, citokiny koncentracijos naviko mikroaplinkoje ir kraujo serume bei
patikrinti §iy Zymeny rysj su atsparumu gydymui.

Tyrimo objektas. Tyrime dalyvavo 36 epiteliniu kiauSidziy véziu sergancios pacientés, kurios
2013 — 2017 m. gydési NVI Onkoginekologijos skyriuje. Atsizvelgiant j jautrumg pirmos eilés
platinos chemoterapijai pacientés buvo suskirstytos j dvi grupes: jautrias ir atsparias. EX vivo
tyrimams buvo naudojami pacienciy periferinis kraujas ir kraujo serumas, naviko audinys bei jo
lizatas.

Metodai. Pacienc¢iy periferinio kraujo supresiniy/citotoksiniy limfocity populiacijos buvo
tiriamos tékmés citometriniu metodu. Citokiny koncentracija kraujo serume ir naviko lizate buvo
nustatyta pasitelkiant gardeliy technologija bei tékmés citometrinj metodg. Su imuninine sistema
susijusiy geny raiSka navike buvo tiriama tikrojo laiko PGR metodu.

Rezultatai. D¢l didelio duomeny i$sibarstymo periferinio kraujo suspresiniy/citotoksiniy
limfocity populiacijos tarp gydymui jautriy ir atspariy pacienciy statistiS8kai reikSmingai
nesiskyré (p>0,05). Tyrimo metu nustatytos reikSmingai didesnés CCL2/MCP-1, CXCL11/I-
TAC, CXCL9/MIG, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B, IFN-y citokiny koncentracijos gydymui
atspariy pacien¢iy kraujo serume nei gydymui jautriy pacienciy (p<0,05). Taciau nebuvo
pastebéta citokiny koncentracijos skirtumy tarp tiriamyjy grupiy naviko lizato méginiuose
(p>0,05). Chemoterapijai atspariy pacienc¢iy navike nustatyta reikSmingai didesné G-CSF ir IL-
lo raiSka nei chemoterapijai jautriy pacienciy (p<0,05). Miisy tyrimo rezultatai parodé, kad
koreliacijos tarp jvairiy imuniniy parametry abiejose tiriamose grupése skiriasi (p<0,05).
ISvados. Periferinio kraujo suspresiniy/citotoksiniy limfocity populiacijas nepakankamai
informatyvu naudoti kaip epitelinio kiauSidziy vézio predikcinius bioZzymenis. CCL2/MCP-1,
CXCL11/I-TAC, CXCL9/MIG, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B, IFN-y citokiny koncentracijos
padidé¢jimas kraujo serume turi potencialig predikcing vert¢ nustatant chemoterapijai atsparias

pacientes. Naviko mikroaplinkoje tiriamy citokiny galima predikciné reik§mé nepastebéta. G-
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CSF ir IL-/a raiSkos padidéjimas navike leidzia atskirti chemoterapijai atsparias pacientes.
Imuniniy parametry tarpusavio rySiy ir jy stiprumo skirtumus chemoterapijai jautriose ir
atspariose pacientése gali lemti skirtingi imuninio atsako mechanizmai, kuriems pagristi ir

i8siaiskinti reikia tolimesniy tyrimy.
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SUMMARY

Thesis author: Greta Salgitiniené
Full title of the thesis: The Search for Predictive Immune Biomarkers of Epithelial Ovarian

Cancer

The aim of the study: To identify predictive immune biomarkers of chemotherapy resistance in
the epithelial ovarian tumor microenvironment and peripheral blood, and to investigate the
relationships among them.

Objectives: to evaluate the suppressive/cytotoxic lymphocyte populations in patients peripheral
blood; to measure the concentration of cytokines in tumor microenvironment and peripheral
blood; to detect the expression of relevant immune-related genes in tumor tissue; to identify the
relationships between immune-related genes expression, blood lymphocytes and concentration of
cytokines in serum and tumor microenvironment, and to determine their potential predictive
value of foreseeing the chemotherapy outcome.

The object of the study. 36 epithelial ovarian cancer patients were involved in this study. All
patients were treated in the Oncogynecology Department of National Cancer Institute during the
period of 2013 — 2017. Patients were divided into chemotherapy-sensitive and resistant groups,
depending on their treatment outcome. Patients’ peripheral blood, serum, tumor tissue and its
lysate were collected, processed and used for ex vivo experiments.

Methods. Suppressive/cytotoxic lymphocytes in the peripheral blood were subtyped by flow
cytometry. Cytokine array and flow cytometry were used to measure the cytokine concentration
in serum and tumor lysate. The expression of selected immune-related genes expression in the
tumor tissue was analyzed by quantitative real-time PCR.

Results. There were no significant differences (p>0,05) between chemotherapy-resistant and
sensitive patients peripheral blood in terms of suppressive/cytotoxic lymphocyte populations.
Concentrations of CCL2/MCP-1, CXCL11/I-TAC, CXCL9/MIG, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1,
IFN-y in the blood were significantly higher (p<0,05) in treatment-resistant versus sensitive
patients. However, there was no difference in cytokine concentration (p>0,05) in tumor lysates
between two different groups. G-CSF and IL-1a genes were found to be upregulated (p<0,05) in
chemotherapy-resistant group in comparison to sensitive patients. Our results show that
correlations between various immune parameters in both groups are different (p<0,05).
Conclusions. Suppressive/cytotoxic lymphocyte populations in peripheral blood are not
informative enough to be used as predictive biomarkers of epithelial ovarian cancer. Elevated
concentrations of CCL2/MCP-1, CXCL11/I-TAC, CXCL9/MIG, CCL3/MIP-10, CCL4/MIP-1p,
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IFN-y have the potential predictive value for selecting chemotherapy-resistant patients.
However, cytokines from tumor microenvironment have no predictive power. Increased
expression of G-CSF and IL-la genes allows identifying chemotherapy-resistant patients.
Correlation patterns between sensitive and resistant patients are different, suggesting that tumor
development and response to treatment may depend on the specific underlying immune

mechanisms, which still need to be confirmed in future studies.
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PADEKA

Noriu padékoti visiems, kurie padéjo rasyti §j darba.

ReiSkiu nuosirdzig padéka NVI Imunologijos laboratorijos vedéjai, savo baigiamojo darbo
vadovei dr. Vitai PaSukonienei uz galimybe atlikti magistro darbg jos vadovaujamoje
laboratorijoje, uz vertingus patarimus, pastabas bei suteiktas zinias.

Dékoju konsultantei jaunesniajai mokslo darbuotojai doktorantei Agatai Mlynskai uz pagalba
vykdant tyrimus, suteiktas praktines Zinias bei patarimus, kantrybe ir nuoSirdy palaikyma raSant
magistro darba.

Taip pat dékoju visam NVI Imunologijos laboratorijos kolektyvui uz gerg zodj ir palaikyma.

Su pagarba,
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PRIEDAI

Priedas Nr.1. Tyrime naudota citokiny gardelé

1 lentelé. Citokiny gardeléje tiriami citokinai ir jy koordinatés
Koordinaté Citokinas/Kontrolé Alternatyvus pavadinimas
Al, A2 Teigiama kontrolé
A3, A4 CCL1/1-309 P500, SCYAL, SCYA2, TCA-3
A5, A6 CCL2/MCP-1 MCAF
A7, A8 MIP-1o/MIP-1f3 CCL3/CCL4
A9, A10 CCL5/RANTES
All, A12 CDA40 ligandas/TNFSF5 | CD154, CD40LG, gp39, TRAP
Al3, Al4 Komplemento C5/C5a

komponentas C5/C5a
Al5, Al6 CXCL1/GROa CINC-1, KC
Al7, Al18 CXCL10/1P-10 CRG-2
Al19, A20 Teigiama kontrolé -
B3, B4 CXCL11/1-TAC B-R1, H174
B5, B6 CXCL12/SDF-1 PBSF
B7, B8 G-CSF CSFp, CSF-3
B9, B10 GM-CSF CSFa, CSF-2
B11, B12 ICAM-1/CD54
B13, B14 IFN-y Il tipo interferonas
B15, B16 IL-1o/IL-1F1
B17, B18 L-1B/IL-1F2
C3,C4 IL-1ra/IL-1F3
C5, C6 IL-2 TCGF
C7,C8 IL-4 BCDF, BSF1
C9, C10 IL-5
C11, C12 IL-6 BSF-2
C13,C14 IL-8 CXCLS, GCP1, NAP1
C15, C16 IL-10 CSIF
C17,C18 IL-12 p70 CLMF p35
D3, D4 IL-13
D5, D6 IL-16 LCF
D7, D8 IL-17A CTLA-8
D9, D10 IL-17E IL-25
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mMoMmooe >

Koordinaté Citokinas/Kontrolé Alternatyvus pavadinimas
D11, D12 IL-18/IL-1F4 IGIF

D13, D14 IL-21

D15, D16 IL-27 IL-27 A

D17, D18 IL-32a

El, E2 Teigiama kontrolé

E3, E4 MIF GIF, DERG6

E5, E6 Serpinas E1/PAI-1 Neksinas, PLANH1
E7,E8 TNF-a TNFSF1A

E9, E10 TREM-1 CD354

E19, E20 Neigiama kontrolé

1 pav. Citokiny gardelé
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