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SANTRUMPOS

APL — antigeng pateikianti lgstelé

mAK — monokloninis antikinas

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

CTL — citotoksinis T efektorinis limfocitas

DN — dvigubai neigiamas

Fc (angl. Fragment crystallizable) — antiktino molekulés dalis, besijungiancioji su lgstele
FcR — receptorius antikiino Fc fragmentui

FITC — fluoresceino izotiocianatas

INF — interferonas

Ig — imunoglobulinas

IgG — imunoglobulinas G

IgM — imunoglobulinas M

IL — interleukinas

MHC (angl. Major histocompatibility complex) — pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas
LSN- létinis Sirdies nepakankamumas

PE — fikoeritrinas

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

TNF (angl. Tumor necrosis factor) — naviky nekrozés faktorius

USN- fiminis $irdies nepakankamumas

ZLA — 7zmogaus leukocity antigenas

Th (angl. T helper) — T pagalbinés lastelé

NKT — natiiraliy kileriy T Igstelés

NK — natiralis kileriai

NKR-P1 (angl. Natural killer receptor protein 1) — natiiraliy kileriy receptoriaus baltymas 1
KIR (angl. Killer inhibitory receptor) — kilerius slopinantis receptorius

TRAIL (angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) — apoptoze inicijuojantis ligandas,

aktyvuojamas naviko nekrozés faktoriumi
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IVADAS

Vienas i§ pagrindiniy kraujotakos sistemos funkcijos sutrikimy yra $irdies nepakankamumas.
Esant Sirdies nepakankamumui, pacientai yra gydomi, siekiant stabilizuoti Sirdies darbg ir funkcija.
Taciau, kai ligos progresavimas pazenggs ir gydymas medikamentais nebéra efektyvus, reikalingos
drastiskos priemonés - tokios kaip Sirdies transplantacija.

Pasaulyje pirmoji Sirdies transplantacija atlikta 1964 metais. Lietuvoje pirmoji Sirdies
transplantacijos operacija atlikta 1987 m. Vilniaus universiteto Sirdies chirurgijos Klinikoje. 1ki 2017
mety Lietuvoje yra atliktos daugiau nei 100 Sirdies transplantacijy. Sirdies transplantacijos
operacija atliekama, kai alotransplantatas yra tapatus pagal paciento kraujo grupe bei Kkitus
transplantacijai keliamus reikalavimus. Tokiu btidu atrenkant transplantacijai tinkamiausig organa,
sickiama iSvengti ar sumaZinti nepageidaujamy alotransplantato atmetimo reakcijy tikimybe.
Nepaisant sudétingy tyrimy ir alotransplantato atrinkimo metody, nustaius netgi gera donoro ir
recipiento suderinamumag, galimos Gimingés ar létinés atmetimo reakcijos.

Siekiant nustatyti ir sekti atmetimo reakcija, atlickamas Sirdies raumens histologinis tyrimas
- biopsija. Sirdies biopsija atliekama kai jdirus specialia adata, tyrimui paimamas mazas Sirdies
raumens gabalélis. Biopsija - informatyvus tyrimas, padedantis jvertinti imuniniy lgsteliy reakcijas,
kurios gali sukelti transplantato atmetima. Sis invazinis tyrimas gali turéti ir $alutinj poveikj
pacientams, kuriy imuniné sistema yra slopinama imunosupresiniais vaistais. D¢l §iy priezasciy,
pasitelkiant naujausias technologijas, bandoma atrasti patikimg ir nedarantj zalos tyrimo buda, kurj
taikant biity galima identifikuoti atmetimo reakcijas ir skirti adekvaty imunosupresinj gydyma.

Sio mokslinio tiriamojo darbo metu, tékmés citometrijos metodu siekiama nustatyti natiraliy
kileriy T (NKT) ir natoraliy kileriy (NK) Igsteliy, kaip atmetimo reakcijos zymens, patikimuma

lyginant jj su biopsijos tyrimo rezultatais.



1. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas — jvertinti NKT ir NK lgsteliy skai¢iaus poky¢ius pacienty periferiniame kraujyje ir
juos palyginti su biopsijos tyrimo rezultatais, siekiant identifikuoti atmetimo reakcija po Sirdies

transplantacijos.
Siam tikslui pasiekti buvo i$kelti tokie uZdaviniai:

1. Teékmés citometrijos metodu nustatyti NKT (CD3'CD16%/ CD56") lasteliy skai¢iy pacienty,
kuriems atlikta Sirdies transplantacija, periferiniame kraujyje.

2. Tékmeés citometrijos metodu nustatyti NK (CD3'CD16+/CD56+) lasteliy skai¢iy pacienty,
kuriems atlikta Sirdies transplantacija, periferiniame kraujyje.

3. [Ivertinti NKT ir NK lasteliy skai¢iaus poky¢ius pagal atmetimo sunkumo laipsn;.

4. Jvertinti ligoniy po Sirdies transplantacijos NKT ir NK lgsteliy skai¢iaus poky¢iy koreliacijas

su atmetimo sunkumo laipsniu, §iy Zymeny informatyvuma ir patikimuma.



2. LITERATUROS APZVALGA

Uminis Sirdies nepakankamumas (USN) — tai biiklé, pasireiskianti staigiu pozymiy ir
simptomy, sglygoty sutrikusios Sirdies funkcijos, i$sivystymu. DaZniausiai $i gyvybei grésminga ir,
nesuteikus tinkamos pagalbos, letali buklé iSrySkéja paiméjus létiniam Sirdies nepakankamumui.
Gydant pacientus, kuriems reikia neatidéliotinos medicininés pagalbos, iSkyla aiskiy ir paprasty
diagnostikos bei gydymo algoritmy poreikis [7]. Daugeliu atvejy USN atsiranda kaip létinio Sirdies
nepakankamumo (LSN) paiméjimas.

LSN — tai létiné liga, dél kurios $irdis negali pakankamai apripinti organizmo krauju,
reikalingu gyvybinéms funkcijoms palaikyti. 2015 m. Higienos instituto duomenimis, Lietuvoje
sirdies nepakankamumo diagnozé buvo nustatyta 103 519 gyventojy [34].

Sirdies nepakankamumas yra multifaktoriné ir grésminga gyvybei liga, kuri siejama su
dideliu mir§tamumu. Pastaruoju metu dedama daug pastangy ir 1Sy tyrimams, siejamiems su Sirdies
nepakankamumu, todél Sios patologijos diagnostika bei gydymo priemonés sparciai tobuléja.
Medicinai sparciai zengiant j priekj, diagnostikos ir gydymo algoritmai vis labiau supaprastinami,
tampa aiSkesni ir lengviau panaudojami kasdienéje klinikinéje praktikoje. | algoritmus jtraukiami
Siandien moderniausi ir tiksliausi diagnostiniai tyrimai, leidziantys jvertinti Sirdies struktiirinius bei
funkcinius poky¢ius bei jgalinantys planuoti tolesnj diagnostikos ir gydymo kelig, iSvengiant klaidy
[35].

Progresuojantis létinis Sirdies nepakankamumas (LSN) tampa svarbia mirties priezastimi
ekonomiskai iSsivys¢iusiose Salyse. Nors Siuolaikinio medikamentinio, elektrofiziologinio ir
chirurginio gydymo galimybés gerokai padidino pacienty, serganciy létiniu Sirdies nepakankamumu,
1Sgyvenimg, Sirdies transplantacija iSlieka veiksmingiausiu gydymo metodu terminalinémis $ioS
ligos stadijomis, kai visi kiti gydymo rezervai iSnaudoti.

Sirdies transplantacija — drastiska Sirdies nepakankamumo gydymo priemoné — taikoma, kai

nebepadeda medikamentinis gydymas .



2.1. Transplantacija ir jos rasys

Transplantacija — tai lasteliy, audiniy, organy perkélimas i§ donoro j recipiento organizma.

Dazniausiai taikoma transplantacijos forma — transfuzija, t.y. kraujo su forminiais elementais

(eritrocitais, trombocitais) perpylimas ir / ar kraujo plazmos perpylimas [1].

Transplantacijos skirstomos j keletg grupiy pagal donorinio organo kilme:

Autologiné transplantacija — kai donoras ir recipientas yra tas pats asmuo, S$is
transplantacijos biidas taikomas odos transplantacijoje, pavyzdziui: po nudegimy.
Izogeniné transplantacija vienas i§ priimtiniausiy btidy persodinant organus. Donoro ir
recipiento genetiné informacija Siuo atveju yra identiSka, dél to atmetimo reakcijos
pasireikimo tikimybé maZesné. Sio tipo transplantacijos taikymas ribotas —
izotransplantatas gali bati tik i§ monozigotinio dvynio (brolio ar sesers).

Ksenogeniné transplantacija — kai donoras ir recipientas priklauso skirtingoms rtsims.
Kadangi Sio grupés transplantacijai yra naudojami Kitos riiSies, dazniausiai kiek jmanoma
genetiSkai artimesniy organizmy, organai, susiduriama su etinémis problemomis, taip pat
su atmetimo reakcijos grésme.

Pagrindiné transplantacijos grupé — alogeniné transplantacija. Ji atliekama tos pacios
risies individams. Siai grupei priklauso Sirdies, plauciy, inksty, ragenos, kepeny

transplantacijos.



2.2. Imuninés sistemos atsakas j transplantata

Tyrimais buvo nustatyta, kad persodinto organo Igsteliy pavir§iuje yra ekpresuojamos tam
tikro tipo molekulés, kurias Seimininko imuninés lastelés gali atpazinti kaip svetimkiinius, arba kaip
sava audinj [23]. Zmogaus organizme §ie baltymai vadinami zmogaus leukocity antigenais (ZLA).
ZLA molekulés ekspresuojamos kiekvienos lastelés, turin¢ios branduolj, membranoje ir yra
pagrindinis veiksnys, sukeliantis recipiento imuniniy Igsteliy atsakg j svetimkiinj. Pagrindin¢ ZLA
funkcija organizme — sujungti peptidus, kurie biity atpazjstami T limfocity receptoriy (TCR).

ZLA molekulés gali bati 2 tipy. I tipo ZLA molekulés biina ant visy lasteliy, turinéiy
branduolj. II tipo ZLA molekulés yra ekspresuojamos ant antigena pateikiandios lastelés. Sio tipo
molekulés ekspresijai jtaka daro leukocitai. Pastarieji i§skiria citokinus, dél kuriy padidéja ZLA
molekuliy raiSka ant transplantato Igsteliy bei audiniy lastelése padaugéja sukibimo molekuliy
(LFA3, ICAM-1).

Abiejy tipy ZLA molekulés sudarytos i§ trijy pagrindiniy subvienety: citoplazminés dalies,
transmembraninés dalies ir ekstralgstelinés dalies, pastarosios sudedamosios dalys yra Sios: |
imunoglobuling panasi dalis ir peptida jungianti dalis. Svarbiausias komponentas, siekiant pateikti
svetimg peptidg imuninéms lgsteléms, yra peptidg jungianti dalis, kuri sudaryta i$ dviejy domeny ir
griovelio. Tik vienas peptidas gali jungtis prie peptida jungiancios dalies, taciau dél peptida
jungiancios dalies domeny polimorfiskumo atpazjstamy ir prisijungiamy peptidy jvairové tampa
labai didele.

Esminis abiejy tipy ZLA molekuliy skirtumas — | ir 1l tipo molekulés skiriasi T limfocity
aktyvinimu. | tipo ZLA molekule atpazjsta CD8" T limfocitai su savo TCR dél specifigko jungimosi
su j imunoglobuling panasia dalimi [27]. Il tipo ZLA molekulé su j imunoglobuling panasia dalimi
yra atpazjstama tik CD4" T limfocity. Visi §ie baltymai sudaro salygas, leidzian¢ias T limfocitams
atpazinti svetimg antigeng ir taip inicijuoti imuning reakcija. ] kiekvieng ZLA molekule,
susijungusig su svetimu peptidu, gali sureaguoti apie 2% T limfocity, tai lemia platy svetimy
aloantigeniniy antiktiny spektra, jy atpazinima ir stiprig atmetimo reakcija.

Svetimi antigenai arba peptidai imuninei sistemai yra pateikiami dviem buidais: tiesioginiu ir
netiesioginiu.

Tiesioginis antigeno pateikimas T limfocitams gali buti atpazjstamas, jei jis yra nebaltyminés
kilmés, arba kitaip sakant — superantigenas. Pagrindinis T limfocity antigeno pateikimo kelias,

susij¢s su transplantato atmetimo reakcija, yra netiesioginis. Antigenas paruoSiamas ir pateikiamas



ant ZLA molekulés T limfocitui.

Su ZLA molekule pateikiami peptidai paruosiami skirtingais biidais. I tipo ZLA molekulés
peptidus paruosia i§ lgsteléje esamy intralgsteliniy baltymy. Pirmiausia apdorojimo proceso metu
baltymai proteosomy suskaldomi j nedidelius peptidus, toliau, juos apdorojant Goldzio aparatu,
pakrautos peptidais ZLA molekulés patalpinamos lastelés pavirsiuje. Tokia lastelé tampa taikiniu
CD8" T limfocitams, kurie pasizymi citoliziniu atktyvumu ir taip sunaikina lastele taikinj [27]. II
tipo ZLA molekulés antigeninj baltyma gauna endocitozés badu, per keleta etapy ekstralastelinis
baltymas suskaldomas iki peptidy ir jtraukiamas j ZLA II tipo molekulés peptido jungiamaja dalj.
Pepetidai pateikiami CD4" T limfocitams, kurie toliau yra aktyvinami ir tampa specifiniais tam
baltymui T limfocitais.

T limfocity klonai, aloreaktyviis specifinei alogeninei ZLA molekulei, prisijungusiai tam
tikrus peptidus, atpazjstami kaip svetimi, todél vystosi atmetimo reakcija. Peptidai, prisijungiantys
prie ZLA molekulés, gali biti ir autologinio aktyvumo. Uzkracio liaukoje brestant T limfocitams,
vystosi tolerancija nuosaviems peptidams. Esant autoimuninéms ligoms, T limfocitai nuosavus
peptidus atpazjsta kaip svetimus ir aktyvina imuninius procesus, nukreiptus prie§ sveikas,
nepazeistas savas lgsteles [10].

Donoro aloantigeno pateikimas T limfocitams vyksta dendritiniy lasteliy pagalba. Jos
ekspresuoja MHC II klasés molekules. Dél Siy savybiy dendritinés lgstelés laikomos pagrindinémis
APL (antigeng pateikianciomis lastelémis). Jos lengvai gali keliauti per audinius ir, patekusios i$
transplantato j antrinius limfinius mazgus, aktyvinti T limfocitus bei jy diferenciacija j efektorines
lasteles — T limfocitus CD4", kurie biina dviejy tipy:. pirmo ir antro tipo T helperiai ir CD8"
citotoksiniai arba citoziliniai T limfocitai [24].



2.3. Imuninés sistemos atmetimo reakcija

Ar Seimininko imuniné sistema atpazins donoro organg kaip sava, priklauso nuo zmogaus
leukocity antigeny - ZLA komplekso. ZLA molekulés yra pagrindiniai transplantato aloantigenai, j
kuriuos reaguoja T limfocitai, salygodami imuninj atsaka. Imuninés lastelés atpazjsta net itin
nezenklius skirtumus tarp svetimy peptidy junginio Su nuosavomis ZLA molekulémis ir savy
peptidy junginio su jomis [1].

Atmetimo reakcija — tai imuniteto atsakas j svetimg geneting informacija ir organo, kaip
svetimkiinio, sunaikinimas. Visas imuninis atsakas reguliuojamas imuniniy lasteliy gaminamy
imuniniy mediatoriy — Citokiny.

Atmetimo reakcijos yra i§skiriamos trijy tipy: zaibiska, Gmi ir I&tiné.

Zaibiskas (hiperiiminis) atmetimas. \iystosi labai greitai, sujungus alotransplantato ir
recipiento kraujagysles, trunka nuo keleto minuéiy iki valandos. Sis atmetimas vystosi sparéiai dél
recipiento kraujyje esanc¢iy antikiiny, kurie atpazjsta donorinio organo endotelio lastelése esancias |
klasés ZLA molekules. Atmetimo reakcija taip pat gali sukelti ir ne ZLA tipo antigenai. Geriausiai
zinomas atmetimo mechanizmas susij¢s su IgM klasés aloantikiinais, kurie yra susij¢ su kraujo
grupés sistema ir nukreipti prieS ABO antigenus, esanCius ant kraujagysliy endotelio lasteliy.
Padidéjes jautrumas transplantatui gali biiti biidingas pacientams, turéjusiems kraujo transfuzijy,
arba po anks¢iau atliktos transplantacijos, taip pat moterims, turéjusioms keleta néstumy. Siy
procesy metu organizme susidaro IgG klasés antikiinai, veikiantys prie§ svetimas ZLA molekules,
kurios jungiasi ir aktyvina zaibiskg atmetimo reakcija.

Hiperiminé atmetimo reakcija inicijuojama jungiantis recipiento antikiinams su
alotransplantato endotelio Iasteliy pavir§iuje esanéiais antigenais. Sio jungimosi metu prasideda
endotelio lgsteliy mirtis dél komplemento fiksacijos, uzdegiminiy lgsteliy, mononukleary
skverbimosi j audinius. Dél didelés molekulinés masés von Wilebrando faktoriaus i$siskyrimo i$
alotransplantato endotelio lasteliy, aktyvinami trombocitai — susidaro trombozé. Hipertimaus
atmetimo metu vystosi transplantato iSemija, nekrozé, iSeitis biina letali.

Uminis atmetimas daZniausiai vystosi per pirmus $esis ménesius po Sirdies transplantacijos.

Esant iminiam atemtimui, pazeidziamos transplantato kraujagysliy endotelio ir parenchiminés
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lastelés. Pagrindiné @iminio atmetimo priezastis IgG klasés antikiiny sgveika su kraujagysliy
endotelio lasteliy antigenais, taip pat alogeninémis ZLA molekulémis. Esant antikiino ir antigeno
sgveikai, aktyvinamas komplementas ir uzdegiminiai procesai. Atliekant histologinj tyrima po
transplantacijos, vietomis matomas vaskulito vaizdas, taip pat galima pamatyti T limfocity ir
makrofagy infiltracijg. T limfocitai, lizuodami arba i$skirdami citokinus, gali pazeisti endotelj. Taip
indukuojamas uzdegimas, dél kurio vystosi endotelio nekrozé. Parenchiminiy lasteliy lize sukelia
CD8" citotoksiniai limfocitai, tuo tarpu audiniy nekroze inicijuoja aktyvinty makrofagy i$skirtos
aktyvios medziagos.

Létinis atmetimas. Galimos dvi létinés atmetimo reakcijos pasekmés — fibrozé ir normalios
persodinto organo strukttiros praradimas. Fibrozé — tai atsakas j 1éting iSemija, kuri atsiranda dél
persodinto organo kraujagysliy pazeidimo. Fibrozé gali atsirasti dél dviejy priezasciy: kaip 1étos
hiperjautrumo reakcijos padarinys dél aktyvinty makrofagy iSskiriamo mezenchiminiy Igsteliy
augimo faktoriaus (pvz., trombocity kilmés augimo faktoriaus PDGF), arba kaip transplantato
kraujagysliy okliuzija, kuri gali vystytis dél intimos lygiyjy raumeny proliferacijos — kitaip dar
vadinamos transplantato arterioskleroze [15]. Sis procesas ir jo rezultatai gali iryskéti po operacijos
pragjus nuo 6 meénesiy iki keleriy mety. Suaktyvéjusig kraujagysliy proliferacijg galima vertinti kaip
léto padidéjusio hiperjautrumo forma, kurig sukelia makrofagy sintetinami ir iSskiriami lygiyjy
raumeny lgsteliy augimo faktoriai. Prie $io proceso progresavimo gali prisidéti citomegalo virusiné

infekcija.
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2.4. Efektorinial imuniniai mechanizmai

Lasteléms tarpusavyje saveikaujant, aktyvuojami T helperiai (Th), kurie iSskiria citokinus
(IL)-2, IL-5, IL-10, IL-15, TNF-a ir INF-y).

Interleukinas 2 yra citokinas, i$skiriamas Th1, kuris aktyvina antigenui reaktyvius limfocitus.
Be to, jis skatina aktyvinty limfocity proliferacija, tuo paciu skatindamas ir klony ekspansijg. 1L-2
i§skiriamas, kai T limfocitai aktyvuojami, ir taip skatina T limfocitus tapti efektorinémis lastelémis.
IL-2 autokrini$kai veikia ne tik T limfocitus, bet ir kitas imunines lasteles. IL-2 aktyvina NK
lasteles, B lasteliy proliferacija, daro jtaka granulocity — makrofagy veikimui, skatina imunines
lasteles skverbtis j imuninio atsako vieta ir ten formuoti reaktyvias kolonijas.

IL-10, prieSingai nei IL-2, turi slopinamyjy savybiy ir slopina imuniniy lgsteliy funkcijas,
tokiu biudu kontroliuodamas imuninio atsako stiprumg. IL-10 taip pat naudojamas kaip
imunosupresorius, neleidziantis imuninéms Igsteléms kovoti prie$ alotransplantats.

INF-y citokinas iSskiriamas Thl lasteliy, citotoksiniy CD8 limfocity, NK ir NKT Iasteliy.
INF-y i8skyrimas turi jtakos imunoreguliaciniams procesams, aktyvina NK lgsteliy funkcijas [3].
Taip pat aktyvina B plazmines lgsteles, skatindamas IgG klasés antikiiny gamybg. Jis siejamas su
MHC molekuliy ekspresijos skatinimu tiek ant antigeng pateikianciy lasteliy (MHC II klasés), tiek
ant kity Igsteliy, turinéiy branduolj (MHC I klasés), tuo pat metu aktyvinamas ir antigeno , kuris bus
pateikiamas ant MHC molekulés peptido forma, paruosimas. INF-vy i$siskyrimas skatina Th1 klasés
limfocity susidarymg i$ naiviyjy ThO limfocity ir tuo paciu metu slopina Th2 limfocity, turinCiy
jtakos humoraliniam atsakui, brendima ir aktyvuma.

Siekiant adekvac¢ios CD4" T lasteliy aktyvacijos ir citokiny sekrecijos, veikimas vien tik per
antigeno receptoriy néra pakankamai efektyvus. Norint uztikrinti efektyvesnj T helperiy aktyvinima,
vyksta papildoma stimuliacija, ligandui jungiantis per kitus T lIgsteléje esancius receptorius. Kai
kurios poros susidaro tarp T lasteliy pavirSiaus molekulés CD2 ir ligando CD58, kuris yra ant
antigena pristatancios lastelés. Kiti aktyvacijos (ligandy-receptoriaus) kompleksy variantai:
CD11a/CD18:CD54; CD5:CD72; CD40L:CD40; CD28:CD80 arba CD86. T lasteliy inertiSkumas ar

tolerancija atsiranda tada, kai T Igstelés jungiasi su AP lgstelémis, nebent signalas yra perduodamas
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per vieng ar daugiau ligando-receptoriaus sgveiky, pavyzdziui: specifiskai per CD40L:CD40 ir
CD28:CD80 arba CD86) arba citokinais ( IL-1 ir IL-6 i§ APC). Sie T lasteliy baltymai ir ligandai,

2.5. Humoralinis atsakas j transplantata

Humoralinis atsakas susijes su B limfocitais. Sios lIastelés, aktyvintos antigeno ar kity
imuniniy Iasteliy sekretuojamy citokiny, ver¢iamos i plazmines lasteles. Plazminés lastelés sintetina
antiktinus, nukreiptus prie§ specifinj antigeng. Didziausig jtaka ZaibiSkoje atmetimo reakcijoje daro
IgM klasés antiktinai, nukreipti prieS§ ABO Kkraujo grupiy antigenus. Nepageidaujamas atmetimo
reakcijas gali sukelti ir IgG klasés antikiinai, kurie donoro organizme gali biiti susidar¢ po Kraujo
transfuzijy, o moterims po néstumy. Tokiu atveju galimos atmetimo komplikacijos bus timios fazés.
Siekiant jrodyti antikiny svarbg atmetimo reakcijoje, buvo atlikti eksperimentai su pelémis, kurios

turéjo B limfocity deficita. Tokios pelés iSvengé zaibiskos transplantato atmetimo reakcijos.
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2.6. Naturaliy kileriy T (NKT) Igstelés

NKT lastelés unikalios bei heterogeniskos T limfocity populiacijoje. NKT Igstelés randamos
uzkracio liaukoje, bluznyje, kepenyse ir kauly ¢iulpuose. Uzkrii¢io liauka organizme — NKT lasteliy
brendimo vieta, o kepenyse NKT lastelés yra kaupiamos. Sveiky zmoniy periferinio kraujo tyrimy
metu minimalus rastas NKT Iasteliy procentinis skai¢ius buvo 0,00%, o maksimaliai sieké 11,3%.
Remiantis moksliniais duomeninis nustatyta, jog vidutinis motery NKT lasteliy procentinis skai¢ius
3,00%, su standartiniu nuokrypiu 2,5, vyry — 3,5%, esant 2,9 standartiniam nuokrypiui. Tokie
duomenys parodo, jog reiksmingos sasajos tarp lyties ir NKT lasteliy procentinio skai¢iaus vidurkio
néra [25].

Ekspresuojamas NK lasteliy receptorius NK1.1 (antrosios klasés membranos glikoproteinas,
koduojamas NKRP1 geny Seimos) ir TCR receptoriai dazniausiai naudojami apibréziant NKT
lasteles [40]. Taciau ne visos NKT Igstelés turi ekspresuotg NK1.1 receptoriy. Tai priklauso nuo
lastelés brandos, aktyvacijos stadijos, taip pat audiniy ir kity receptoriy ekspresijos [43]. Kadangi,
nustatant NKT Iasteles, néra taikomas universalus Zymuo, tai ir nustatyti Sias lgsteles gali biiti
problemiska, Siuo tikslu lgstelés biina skirstomos j dvi grupes: klasikines ir neklasikines.

e Klasikinés NKT lastelés priklausomos nuo CD1d. Klasikinées NKT yra dviejy tipy.
Pirmasis tipas ekspresuoja CD4" molekules, o antrasis tipas, kitaip dar vadinamas
dvigubu neigiamu, neturi CD8 ir CD4  molekuliy. Abi populiacijos CD1d molekulés
pagalba atpaZjsta sintetinj a-galaktozilceramida (a-GalCer) ir taip gali bati aktyvinamos
[11]. Klasikinés NKT lastelés kiekybiniu aspektu lengviau vertinamos dél a-GalCer/
CD1d tetramero susijungimo.

e Neklasikinés NKT lgstelés, taip pat aktyvinamos per CD1d molekules, iSkiriamos dviejy
tipy: pirmasis tipas ekspresuoja CD8a’, bet ne CD8b’, antrasis tipas — dvigubai
neigiamos lastelés — neturin¢ios CD8a’, CD8b™ molekuliy. Neklasikinio NKT tipo lastelés
nereaguoja i a-GalCer, bei nesudaro tetramero o-GalCer/CD1d, dél to jas sunkiau
identifikuoti ir jvertinti kiekybiskai [21].

Tiek klasikinés, tiek neklasikinés NKT lgstelés ekspresuoja TCRaf receptoriy, bet yra

zinoma, jog neklasikinés NKT lastelés papildomai geba ekspresuoti ir TCRyd receptoriy [38].

Zinant, kad ne visos NKT lastelés ekspresuoja NK1.1 receptoriy, specifinis a-GalCer
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aktyvinimas NKT lgstelése yra viena patikimiausiy priemoniy tikrinant klasikines NKT lagsteliy
funkcijas. o-galaktozilceramidas yra ligandas, specifiskai sgveikaujantis su CD1d molekule, jis
stimuliuoja limfocity proliferacija, taip pat skatina antikiiny produkcija [28].

Tiek NK Igstelés, tick NKT lgstelés turi Igstelés taikinio lizavimo mechanizmus be
papildomo lastelés aktyvavimo. Pagrindiné NKT lgsteliy sistema naudojama taikiniy Igsteliy
apaptozei aktyvinti, sgveikaujant Fas/FasL molekuléms [36]. Esant Siai sgveikai, NKT Igstelés
iSskiria citoking IL-4, kuris aktyvina T ir B limfocity proliferacija ir MHC molekuliy ekspresija, B
lasteliy virtimg j plazmines lasteles, taip aktyvinant imunoglobuliny gamybag, ypa¢ IgE klasés [19].
Be to, IL-4 aktyvina naiviuosius ThO limfocitus ir veréia juos j Th2 tipo limfocitus. INF-y sekrecija
atsiranda tuo paciu metu kaip ir IL-4 [5]. Keletas efektoriniy funkcijy, i$ pradziy buvusiy priskirty
NK lagsteléms, Siuo metu yra priskiriamos ir NKT Igsteléms arba nuo NKT priklausomoms
funkcijoms. Taigi, NK ir NKT lastelés funkciSkai yra susietos in vivo. Stimuliuojant ao-
galaktozilceramidu, buvo matoma NK ir NKT lasteliy tarpusavio saveika, kuri vyksta per NKT
aktyvuoty Igsteliy gaminamo INF-y sekrecija. Ekspermentiskai nustatyta, kad NKT lgstelés daro
didele jtaka NK lasteliy aktyvumui [9]. Peléms, kurioms buvo blokuoti NKT lasteles koduojantys
genai, suleidus a-GalCer, turin¢io aktyvinti NKT lasteles, buvo nustatytas mazas INF-y kiekis
organizme. Peléms, kuriy NKT lgstelés buvo visiskai aktyvios, atlikus tokj patj eksperments,
fiksuotas reik§mingas INF-y kiekio padidéjimas, lyginant su pelémis be NKT Igsteliy [28].

Uzkrucio liauka yra vieta, kur vystosi NKT lastelés, jgyja TCRa lgstelés pavirSiaus
receptoriy, yra supazindinamos Su savais ir svetimais antigenais — taip vyksta teigiama ir neigiama
klony selekcija. Klonai, kurie gali biti aktyviis prie§ savus antigenus, sunaikinami. Sios selekcijos
veikimo sritis neapsiriboja vien uzkrii¢io liauka. Autoreaktyvios NKT lgstelés taip pat naikinamos
periferiniame kraujyje [16]. Sios lastelés gali tiesiogiai migruoti i§ kauly Giulpy j kepenis, kuriose
saugomos ir vystosi toliau. Kepenys turi c-kit" pliuripotentines kamienines Iasteles, i§ kuriy vystosi
daug jvairiy lasteliy linijy, taip pat ir NKT lastelés. NKT lastelés kaupiasi kepenyse, nes jy paskirtis
— imuniné organizmo priezitra [12]. Atliktose studijose su pelémis, kurioms buvo pasalintos
uzkracio liaukos, buvo matomas didelis NKT Igsteliy kiekis kepenyse. Taip pat pastebéta, kad
kepenyse esanciy NKT Iasteliy uztenka pakankamai palaikyti ir aktyvinti imuninj atsaka. Kepenyse
esanciy Igsteliy, turinciy TCRyd domeny receptorius, skai¢ius yra ribotas (2—4 % visy NKT Iasteliy),
jos daro labai svarbig jtakg imunitetui ankstyvuoju gyvenimo laikotarpiu. Senstant uzkriacio liauka
atrofuojasi: kepeny funkcija tampa labai svarbi stengiantis palaikyti imuniniy lasteliy kiekj ir
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imuninj atsakg organizme, esant uzkricio liaukos funkcijos deficitui.

NKT Iasteliy klasifikavimas j klasikines ir neklasikines, yra susijes su NKT lasteliy
aktyvinimo principu. Klasikinéms ir neklasikinéms lasteléms aktyvinti reikalinga CD1d molekulé,
esanti ant antigeng pateikiancios lastelés [30]. Klasikiniy NKT Igsteliy aktyvinime dalyvauja ir a-
GalCer, sudarydamas a-GalCer/CDI1d tetramera, kai tuo tarpu neklasikiniy lasteliy aktyvinime jis
nedalyvauja ir minéto tetramero nesudaro [21].

Klasikinés NKT lgstelés, turi TCRof domeny receptorius. Tokios lastelés po stimuliacijos
IL-12 tampa citotoksiskomis ir turi didel¢ imunoreguliacing reikSm¢ gaminant INF-y ir IL-4
citokinus, kurie reguliuoja Th diferenciacija [41]. Dél IL-4 gamybos sutrikimo atsiradusio dél
reguliacijos sutrikimo klasikinése NKT lastelése, galimi tokie patologiniai sutrikimai: létinis
uzdegimas, autoimuninés ligos dél Th lasteliy aktyvumo sumazéjimo. Pagrindiné klasikiniy NKT
lasteliy funkcija yra gaminti INF-y, kuris veikia kaip antinavikinis citotoksinas. Senesniy peliy
klasikinés NKT Iastelés, turin¢ios TCRof receptorius, demonstruoja maza INF-y gamyba tiek
stimuliuojant lasteles IL-2, tiek be stimuliacijos. Sis fenomenas taip pat matomas ir tiriant vyresnio
amziaus zmones [24]. Sumazéjes citotoksiSkumas galimai atsiranda ir dél sumazéjusio perforiny ir
granzimo B granuliy kiekio Igstelése. NKT lgsteliy gaminamas INF-y daro jtaka NK lasteliy
neefektyviam citotoksiSkumui: esant silpnam NKT lgsteliy atsakui, gali nepakankamai aktyvinti NK
lasteles arba jas slopinti. Sis biidas, jungiantis NKT ir NK lasteliy funkcijas, yra svarbus, zvelgiant j
silpng citokiny atktyvavimg, esant virusinei ar bakterinei infekcijai [3]. Dél Sios priezasties NKT
lastelés laikomos pirmaisiais imuniniais sargybiniais, veikianéiais nuo pat gimimo. Jei vyresniame
amziuje §i funkcija sutrinka, atsiranda didesné rizika jsivyrauti infekcijos sukéléjams.

Siuo pozidriu kepeny NKT lastelés, turinéios TCRYS receptorius, taip pat atlieka svarby
vaidmenj. Siy NKT lasteliy pogrupis Klasifikuojamas kaip neklasikiniy lasteliy. Sios lastelés
ekspresuoja NK1.1 zymenj, kuris taip pat turi citotoksiniy savybiy ir gamina tik INF-y po

stimuliacijos I1L-12.
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2.6.1. NKT Ilastelés prognozuojant atmetimo reakcija

Siekiant jvertinti NKT Iasteliy jtaka alotransplantato atmetimo reakcijai, buvo atlikti
eksperimentiniai tyrimai su pelémis. Pirminiai tyrimai, atlikti su NKT Igstelémis, buvo skirti
alogeninés transplantacijos atmetimo reakcijai analizuoti. Eksperimento metu nustatyta NKT
lasteliy, ne tik kaip citoliziniy Igsteliy apsauginé funkcija, bet ir imuninius procesus reguliuojanti
funkcija. Tokiu btidu jrodyta, kad peléms, kurioms buvo suleista a-GalCer glikolipido, aktyvinan¢io
NKT Igsteliy funkcijg, fiksuotas INF-y gama citokino kiekio padidéjimas [4]. Visai kitaip peliy,
kurios turéjo NKT Iasteliy deficita, po stimuliacijos glikolipidu INF-y kiekis buvo palyginus mazas.
INF-y aktyvina ir kitas imunines lgsteles, tokias kaip B limfocitus, kurie, savo ruoztu, aktyvina
humoralinj atsaka ir skatina ZLA molekuliy ekspresija ant lasteliy, tokiu biidu didindami galimybe
imuninéms lgsteléms aptikti pakitusias lgsteles [31,37]. Tai jrodo, kad NKT lgstelés atlicka ne vieng
funkcija, turinéia jtakos peliy transplantato atmetimo reakcijoms [39]. NKT Iastelés taip pat atlicka
reguliacing funkcija ne tik per NK Igsteles, bet ir savarankiskai i§skirdamos citokinus, pvz., IL-4, IL-
10, IL-13 [13,32]. Dauguma tyrimy, skirty NKT lIgsteliy funkcijoms tirti, atlikti naudojant grauziky
Seimos atstovus, kuriy imuniniy lasteliy funkcijos skiriasi nuo zmogaus. Siekiant i§samiau iStirti ir
i§siaiSkinti imuninius procesus, vykstanc¢ius Zmogaus organizme alotransplantato atmetimo metu,

reikia atlikti papildomus tyrimus.
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2.7. NK Igstelés

Natiiraliy kileriy (NK) Iastelés gavo tokj pavadinimg dél savo galimybés zudyti pakitusias
lasteles be papildomo aktyvinimo tiek in vivo, tiek in vitro. NK lastelés laikomos pagrindiniu
komponentu imuniniam atsakui dél jy geb¢jimo naikinti lasteles tiesiogiai arba per nuo antikiiny
priklausantj lastelinj citotoksiskumg. Be to, pakitusios lastelés naikinamos neatsizvelgiant |
ekspresuojamas ZLA molekules. NK lastelés fenotipas tradiciskai apibidinamas kaip limfocitai,
neturintys T Igsteliy receptoriy komplekso (TCR) bei CD3 molekuliy, bet ekspresuojan¢ios CD16 ir
CD56 molekules. Atsizvelgiant | CD56 pavirSiaus molekulés ekspresijos tankuma, galima i$skirti
CD56"%™ jr CD56™* [6,14]. Grupé, kuri apibidinama kaip CD56°*™ periferiniame kraujyje
sudaro apie 90 % visy NK lasteliy ir dideliu kiekiu ekspresuoja CD16 molekules. Visai kitaip apie
10 % sudaranti likusi NK lasteliy grupé, kuri apibiidinama kaip CD56™™ | turi maza arba visai
neturi CD16 molekuliy ekspresijos [28]. IStyrus sveiky zmoniy periferinj krauja, nustatytas NK
lasteliy procentinio skai¢iaus vidurkis 12% su 1,00 standartiniu nuokrypiu. Minimalus rastas
procentinis NK lgsteliy skaicius sudaré 2%, maksimalus — 30% visy limfocity [26].

NK lastelés turi tiesioginj arba nattiraly citotoksiny aktyvumg prie§ virusy infekuotas
lasteles, leukemines ir kitas navikines lasteles. Citotoksinj aktyvuma lemia dviejy tipy receptoriai
esantys ant NK lgsteliy membranos pavirSiaus: NKR-P1 (lektinas) ir KIR receptoriai. NKR-P1
sujungtas su ligandu, kuris yra oligosacharidas, randamas ant daugelio lasteliy membrany [2,29]. Per
NKR-P1 receptoriy aktyvinama NK lgsteliy granuliy egzocitozé ir taip iSskiriamas citokinas —
perforinas [4]. Jis pazeistoje lastelés membranoje sudaro poras, per kurias gali patekti kitas
citokinas, iSskiriamas i§ NK lasteliy, t. y. granzimas B, kuris aktyvina lastelés taikinio endogeninés
apoptozés procesus [43].

PrieSingai veikia KIR receptorius: jis jungiasi su lastelés MHC I klasés molekule ir atpaZjsta
nuosavus peptidus. Dél Sio receptoriaus slopinamas ir reguliuojamas NK Igsteliy aktyvumas.

NK lastelés turi ir FcRIII receptorius, dél to jas gali aktyvinti ir IgG klasés antikiinai.
Eksperimentiniais metodais buvo nustatytas nuo antikiiny priklausomas citotoksinis NK aktyvumas.
Tokio tipo aktyvinimas susijes su didesne citotoksiSkumo zona. NK lastelés pazeidzia aplink ja

esancius audinius, ne tik konkrecig lgstele, kuri aktyvina NK 1asteliy degranuliacijg [8].
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2.7.1. NK lastelés prognozuojant atmetimo reakcija

Nors NK lasteliy svarba odos ir kauly ¢iulpy persodinimo operacijose jau nuo seno pagrjsta
moksliniais tyrimais, visgi ilgg laikg buvo manoma, jog transplantaty atmetimo reakcijose NK
lasteliy funkcija nereik§minga. Sios nuomonés buvo laikomasi dél tyrimy rezultaty, rodanéiy jog
NK lasteliy nebuvimas nepadaré jtakos organy transplantaty atmetimo reakcijos pasireiskimui.
Remiantis naujausiomis studijomis, nusistovéjusi nuomoné persvartyta ir imta gilintis j NK Igsteliy
reikS§mg atmetimo reakcijoje [38].

Ankstyva NK lasteliy aktyvacija po Sirdies transplantacijos organizmo imuniniam atsakui
gali turéti du prieStaringus vienas kitam aspektus: ji gali inicijuoti transplantato atmetimo reakcija,
arba kaip tik turéti reikSme pastarojo toleracijai recipiento organizme [17].

Remiantis naujausiais tyrimais, pastebéta, jog NK Igstelés dalyvauja ir Gmioje atmetimo
reakcijoje. Po atliktos transplantacijos praéjus trims dienoms, transplantate buvo atrasti infiltruoti
limfocitai, kuriy didZigja dalj sudaré NK lastelés. Sis reiskinys pastebétas tik alogeniniuose organy
transplantatuose, tai susij¢ su NK Igsteliy aktyvacija dél atpazjstamo streso ligando ir dél
neatpazjstamy MHC 1 molekuliy trikumo donoro lastelése. Galima manyti, jog NK lasteliy
aktyvacijai poveikj gali daryti dendritiniy lasteliy gaminas IL-12 ir Thl Igsteliy gaminamas IL-2 bei
INF-y. Toks aktyvavimas NK lIasteles jgalina naikinti transplantato lgsteles per perforino, granzimo,
FasL ir TRAIL kelius [18].

Umaus atmetimo reakcijoje NK lastelés taip pat sekretuoja ir INF-y, ir TNF-a. INF-y, kurj
gamina NK lastelés, stimuoliuoja MHC molekuliy ir kostimuliaciniy receptoriy atsiradimg ant
antigeng pateikiancios lastelés. Toks antigeng pateikianciy lasteliy aktyvinimas skatina tiek
tiesioginj, tiek netiesioginj T lasteliy atsaka j alotransplantatg [38].

NK lastelés pacios sukelti létinés atmetimo reakcijos negali, bet jos atieka reik§minga
vaidmenj aktyvindamos Thl Iasteles. Kaip tiksliai NK Igstelés aktyvina CD4'T lasteles, §iuo metu
dar néra iStirta. Manoma, jog tai gali buti siejama su giminingu rysiu tarp NK ir T lasteliy arba su T
lasteliy aktyvacija per citokinus ar Kitus mediatorius [20].

NK lasteliy sukelti audinio pazeidimai aktyvina autoimunines T Igsteles. Remiantis
moksliniais tyrimais, nustatyta, jog autoimuninés T lgstelés, nukreiptos j Sirdies audinj, gali sukelti
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Sirdies alotransplantato vaskulopatijg. Dar viena nuomoné apie NK lgsteliy vaidmenj létinio
atmetimo reakcijose — NK lasteliy aktyvacija sukelia pokycius lokaliy antigeng pateikianciy lasteliy
veikloje.

Nors moksliniais duomenimis jrodyta, jog NK ir NKT Igstelés daro jtakg létinei atmetimo
reakcijai, iSsamiy tyrimy, susijusiy su NK ir NKT veikimo mechanizmais, néra atlikta. Todél Sis
mokslo tiriamasis darbas skirtas jvertinti ligoniy, kuriems atlikta Sirdies persodinimo operacija, NK
ir NKT lasteliy skaiCiaus, kaip diagnostinio zZymens nustatant atmetimo reakcija i§ periferinio

kraujo, poky¢ius.
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3. TIRIAMOJI MEDZIAGA IR METODAI

3.1. Tiriamieji

Tiriamoji medziaga buvo surinkta 2011-2015 metais VS| Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros klinikos Sirdies chirurgijos skyriuje. Tyrimai atlikti Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
Klinikos Laboratorinés medicinos centro (VUL SK LMC) Klinikinés imunologijos ir kraujo
perpylimo laboratorijoje. Buvo istirti 59 pacientai, kuriems atlikta Sirdies persodinimo operacija. I$
visy pacienty buvo 9 moterys ir 50 vyry. Tiriamyjy amzius nuo 3 ménesiy iki 74 mety (41,0 = 19,4).

Tikrinant, ar NK ir NKT Iasteliy rodikliai yra patikimi atmetimo reakcijai jvertinti, pastarieji
rodikliai buvo lyginami su biopsijos rezultatais. 1 lenteléje pateikti biopsijos tyrimo rezultaty
vertinimo kriterijai. Nors biopsija yra patikimas tyrimo metodas, ji kelia rizikg paciento sveikatali,
todél $is tyrimas néra atlickamas taip daznai, kaip periferinio kraujo imunologiniai tyrimai[33].

1 lentelé. Histologinio tyrimo atmetimo reakcijos vertinimas [22].

Biopsijos Atmetimo reakcijos laipsnis
vertinimo skalé
0 Atmetimo reakcijos néra
1 Lengva atmetimo reakcija
2 Vidutinio sunkumo atmetimo reakcija
3 Sunki atmetimo reakcija

16 pacienty nebuvo atlikta irdies raumens biopsija. Siy pacienty duomenys toliau nebuvo
naudoti statistinéje duomeny analizéje. NK ir NKT Igsteliy skaiciaus poky¢iy po transplantacijos
vertinimas: tiriamieji pacientai, kuriems atlikta Sirdies raumens biopsija, suskirstyti j 4 grupes pagal
Sirdies raumens biopsijos rezultatus vertinant atmetimo reakcija (2 lentel¢). 16 pacienty atmetimo
reakcija nepasireiské, 12 pacienty pasireiSké lengva atmetimo reakcija, 7 pacientams pasireiské

vidutinio sunkumo atmetimo reakcija, 8 pacientams nustatyta sunki atmetimo reakcija.
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2 lentelé. Tiriamyjy grupés pagal Sirdies raumens biopsijos rezultatus

Tiriamyjy Biopsijos jvertinimas Pacienty Tyrimy AmzZius
grupé skaifius skaifius metais

0 atmetimo reakcija 0 16 38 41,9+ 16,5

1 atmetimo reakcija 1 12 48 47,0+ 13,4

2 atmetimo reakcija 2 7 20 46,1 £16,0

3 atmetimo reakcija 3 8 44 42,2+ 14,6
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4.2. Metodal

3.2.1. Tékmés citometrijos metodas

Tyrimo metu duomenims surinkti buvo naudojamas FACS Calibur (Becton Dickinson, JAV)

tekmés citometras, kurio veikimas pagristas keliais principais (1 schema).

999 ¢7°
oCo Méginys
Nesantysis tirpalas

]
Lazeris | @) Detektorius
Fluoresuojantis - .\ -
Zymuo
: &
Detektorius

lo!

4 1‘"'. |
,,,,,,,,,,,,,, °

\ 9/

1 schema. Tékmés citometrijos principas. Hidrodinaminé ir lazeriy sistema

Hidrodinaminis principas. Taikant § principg, tiriamajame méginyje esancios lgstelés,
pries joms kertant lazerio spindulj, yra isrikiuojamos viena paskui Kita. Tokioms salygoms sudaryti
pasitelkiamas neSantysis tirpalas ir pastovaus slégio sistema.

Optiné sistema, kurig sudaro du monochrominiai lazeriai. Jais analizuojama lasteliy dydis,
lasteliy vidiné sandara, lastelés pavirSuje esanciy molekuliy, padengty fluorochromu, savybés —
skirtingy bangos ilgiy emisija.

Pagrindinis lazeris argono dujy lazeris, pasiekiantis 15 mW galig ir galintis fiksuoti 488 nm
bangos ilgj. Sistemoje esantis diodinis lazeris skleidzia 635 nm bangos ilgio Sviesg, kuri atitinka
raudong spalva. Diodinis lazeris skirtas suzadinti Zymenis, kurie fluoresuoja daugiau nei 650 nm
bangos ilgiu. Sia lazeriy sistema kiekvienoje lasteléje, pracinancioje lazerio spindulius, galima

iSmatuoti iki 6 parametry: priekinés sklaidos (FSC), Soninés sklaidos (SSC) ir tris fluoresuojancias
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emisijas (zalig, geltong-oranzing ir raudong), naudojant argono dujy lazer;j.

ISsamiai Igsteliy analizei komerciskai gaminami antikiinai, kurie yra kovalentiSkai sujungti
su fluorochromu. Antikiinai padengia iSorines lastelés struktiiras, pavyzdziui, leukocity
diferenciacijos antigeng (CD). Prisijungus antikiinui ir jj suzadinus lazerio $viesa, fluorochromu
zymétas antikinas pradeda Svytéti tik jam budinga $viesoS emisija.

Su antik@inu nesujungti fluorochromai skirti zyméti jvairias lasteliy vidines struktiras, tokiu
budu siekiant iSanalizuoti citokiny ir Citotoksiny ekspresija, lastelés funkcijas, subrendimo ar
aktyvumo lygj.

Placiausiai naudojamas fluorochromas yra FITC (fluoresceino izotiocianatas), Kkuris
fiksuojamas zaliajame kanale FL1. PE (fikoeritrinas), suzadinamas ties geltonos-oranzinés spalvos
bangos ilgiu ir suzadintas fiksuojamas FL2 detektoriuje. PerCP (peridinino chlorofilo baltymas) yra

suzadinamas ties 488 nm bangos ilgiu ir spinduliuoja raudonos bangos ilgio spalva.

3.3. Reagentai ir prietaisai

Atliekant tyrima naudoti Sie reagentai ir prietaisai:
Vienkartiniai Falcon 12 x 75 mm mégintuvéliai,
Vienkartinés pir$tinés;

Stikuriné purtyklé;

Centrifuga;

Automatiné pipeté su keiCiamais vienkartiniais antgaliais;
Dejonizuotas vanduo;

Lizuojantis tirpalas (FACS lysing solution 1:10);
Plaunamasis buferis (PBS);

© ©o N o g b~ w D

Monokloniniai antik@inai, zyméti fluorochromu: FITC, PE (3 lentel¢);

[
©

1 % paraformaldehido tirpalas;
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3 lentelé. Monoklininiai antikiinai, naudoti tyrimo metu.

mAKk pagal
CD Fluorochromas Specifiskumas
klasifikacijg
CD3 FITC T limfocity Zzymuo
CD14 FITC Monocity/Makrofagy zymuo
CD45 PE Bendras leukocity zymuo
CD16/56 PE Natiiraliy kileriy zymuo
lgG1 FITC Specifinis peliy lgsteliy Zymuo, kurio neturi zmogaus lastelés
1gG2a PE Specifinis peliy Igsteliy Zymuo, Kurio neturi zmogaus lastelés
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3.4. Darbo eiga

Punktuojant vena, periferinis kraujas imamas j sterily vakuuminj mégintuvélj su li¢io
heparinu, kuris neleidzia kraujui sukreséti ir taip nepazeidzia kraujo forminiy elementy. Tada

paruos$iamas Kraujo méginys.

Méginio paruosimas:

1. | pazymétus Falcon 12 x 75 mm mégintuvélius pilama 20 pl monokloniniy antikiiny.
Monokloniniai antikiinai, naudojant stikuring purtykle, sumaisomi su 100 ul nesukreséjusio
kraujo méginiu ir inkubuojami 20 minu&iy tamsoje, kambario temperatiiroje (18 — 25 °C).

2. Po inkubavimo j mégintuvélius jpilama 2 ml FACS lizavimo tirpalo. Sumaisius purtykle,
inkubuojama 10 min. tamsoje, kambario temperatiiroje (18 — 25 °C).

3. Po 10 min. inkubacijos méginiai yra 5 min. centrifuguojami 500 g iScentrine jéga. Po to
Svelniai nupilamas supernatantas, paliekant jo apie 50 pl ir stengiantis nesudrumsti.

5. | mégintuvélius pilama 1 ml PBS, sumaiSoma purtykle ir 5 min. centrifuguojama 500 g
1Scentrine jéga.

6. Supernatantas nupilamas, paliekant mégintuvélyje 50 ul ir stengiantis nesudrumsti.

7. Uzpilama 500 pl 1 % paraformaldehido tirpalo.

Po paruosimo Citometrinei analizei, méginiai gali biiti analizuojami i$ karto arba ne véliau kaip
po 24 valandy nuo paruosimo, jei yra laikomi tamsoje, 2 — 8 °C temperatiiroje. Prie§ tiriant, méginiai

gerai sumaiSomi purtykle.

3.4.1. Duomeny analizé

Duomeny rinkimas ir analizavimas atliktas naudojant FACS Calibur (BD, JAV) tékmés
citometrg. Prie§ darbg tékmés citometras nustatomas ir koreguojama fluorescencijos spektry
persidengimo kompensacija, naudojant FACSComp programine jrangg bei CaliBrite spalvotus

rutuliukus.
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Naudojant CellQuestPro programine jranga, tékmés citometru surinkti duomenys buvo
analizuojami. Atliekant analizg, kiekvienas méginys iSmatuotas, surenkant duomenis apie 10 000
lasteliy, ir toliau analizuojamas, jvertinant keturis parametrus: Igstelés dydj, Iastelés gridétuma, du
skirtingus monokloninius antikainus (FITC ir PE), kurie jungiasi prie specifiniy Igstelés strukttry.

Prie§ méginio analizavimg buvo atlickama neigiama nespecifinés fluosrescencijos kontrolé,
naudojant izomorfinius specifiskus peliy zymenis (1gG1, 19G2a). Kontrolinio méginio tikslas —
jvertinti, ar tirlamajame méginyje néra nespecifiniy antikiny jungimosi prie lasteliy pavirSiaus. Jei
analizuojant yra $vytéjimas ir jis didesnis kaip 5%, méginys turi biiti ruoSiamas i§ naujo.

Specifinis Zymeny jungimasis prie lasteliy pavirSiaus analizuojamas CellQuestPro
programine jranga ir pateikiamas taskine diagrama, kuri yra suskirstoma j atitinkamus kvartilius
pagal Zymeny jungimasi. 1 paveiksle pavaizduota, kaip taskinéje diagramoje pasiskirsto lastelés,
susijungusios su tyrimo metu naudojamais Zymenimis. Pateiktame pavyzdyje QI pazymétas
kvartilis rodo lgsteles, kurios yra prisijungusios monokloninj antikiing su PE fluorochromu. Lastelés,
priskirtos Q2 zonai, prisijungusios PE ir FITC fluorochromais zymétus monokloninius antikiinus.
Q3 priskiriamos lastelés, kurios neturi jokiy specifiniy struktiiry naudojamiems antikinams. Q4
lastelés turi specifiSkas struktiras, budingas tik su FITC fluorochomu sujungtam antikiinui.
Vertinant kaip lgstelés susijungia su tam tikrais zymeninims, galima atskirti lasteliy subpopuliacijas,

tokias kaip NK ir NKT, ir nustatyti iy lasteliy skai¢iy periferiniame kraujyje.

CD3-CD16'/CD56* CD3*" CD16*/ CD56*

(92)
O
~—

1 paveikslas. NKT ir NK Igsteliy vaizdas taskinéje diagramoje
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3.4.2. Statistiné duomeny analizé

Tyrimy rezultatai analizuojami ir pateikiami naudojant programy paketus SPSS 24.0,
Microsoft Office Excel 2007. Duomenys pateikti analizuojant aritmetinj vidurkj bei standartinj
nuokrypj. Siekiant jvertinti atmetimo reakcijos bei NK ir NKT Igsteliy rySj, buvo naudojama

vienfaktoriné dispersiné analizé (One-way ANOVA). Duomenys pateikiami diagramose ir lentelése.
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4. REZULTATAI

Tiriamieji buvo suskirstyti j 4 grupes, kurios buvo sudarytos atsizvelgiant j biopsijos tyrimy
rezultatus (1 lentelé). Visiems pacientams bendrai atlikta 150 tyrimy, siekiant nustatyti NK Igsteliy
skai¢iy periferiniame kraujyje (4 lentel¢) ir 149 tyrimai, siekiant nustatyti NKT lasteliy skaiciy
periferiniame kraujyje (5 lentelé).

Tiriant NK lasteliy procentinj skai¢iy pacienty periferiniame kraujyje, 0 grupéje esantiems
pacientams buvo priskirti tyrimai, kuriy histologinis Sirdies raumens tyrimas atmetimo reakcijos
neparodé, viso jiems atlikta 38 tyrimai. 1 grupéje — vertinant histologiskai Sioje grupéje buvo
matoma lengva atmetimo reakcija — atlikti 48 tyrimai. 2 grupéje, kurioje biopsijos tyrimas parodé
vidutinio sunkumo atmetimo reakcija — 20 tyrimy. Sunkiai atmetimo reakcijai pagal biopsijos tyrimo

rezultatg pasireiskusioje 3 grupei priskirtiems pacientams atlikti 44 tyrimai.

4 lentelé. Vidutinis procentinis NK lasteliy skaiciaus pasiskirstymas tiriamyjy grupése

Tirty pacienty grupés NK (%) p
Ogr 12,82 7,97
lor 11,44 +£7,82
: . 0.718
24r. 10,15+ 6,46
3gr. 12,70 + 13,73

Visos grupés buvo isanalizuotos vertinant NK lasteliy procentinj skaiciy kraujyje. 0 grupéje,
kurioje atmetimo reakcija nepasireiske, visy atlikty 38 tyrimy rezultaty vidurkis buvo 12,82% —
didziausias, lyginant visy keturiy grupiy rezultatus, standartinis nuokrypis 7,97. Daugiausiai, 48
tyrimai, atlikti pacientams, kurie priskiriami 1 grupei ir pasiZymi lengva atmetimo reakcija, $ioS
grupés pacienty tyrimy rezultaty vidurkis, rodantis NK lasteliy skaiciy kraujyje, yra 11,44%,
standartinis nuokrypis Sioje grupéje buvo 7,82. 2 grupéje, kuriai priskirtiems pacientams atmetimo
reakcija buvo vidutinio sunkumo, atlikta 20 tyrimy, NK Igsteliy vidutiniskai rasta 10,15%,
standartinis nuokrypis Sioje grupéje 6,46. 3 grupéje, kuriai priskirti pacientai su sunkia atmetimo
reakcija, atlikti 44 tyrimai, riamiantis gautais rezultatais nustatyta, jog vidutinis NK Igsteliy skai¢ius

Sioje grupéje 12,70%, standartinis nuokrypis 13,73.
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0, 1 ir 2 grupiy rezultaty pasiskirstymas zenkliai nesiskyré tarpusavyje, 3 grupés rezultaty
dispersija buvo didziausia. Tokiam dideliam standartiniam nuokrypiui (13.73) jtaka galéjo daryti
jvairts kintamieji: pacienty amzius, lytis, taitkoma imunosupresijos strategija ir organizmo atsakas j
imunosupresinius vaistus. Remiantis gautais duomenimis apie vidutinj tam tikros pacienty grupés
NK lgsteliy skaiciy kraujyje ir atsizvelgiant ] tai, kad vidutiniai skaiciai vertinant procentine israiSka
tarpusavyje skyrési nezenkliai, galima teigti, jog NK lasteliy skaiCius tiesioginés sgsajoS Su
atmetimo reakcijos sunkumu neturi.

Stulpelingje diagramoje matomi visy keturiy grupiy pacienty tyrimy rezultaty, tiriant NK

lasteliy kiekj periferiniame kraujyje, vidurkiai su standartiniu nuokrypiu (2 paveikslas).

NK (%)
45
40
35
an
25
W NE (%)

20

15

10

0 grupé 1 grupé 2 grupé 3 grupé

2 paveikslas. NK procentinis (%) duomeny pasiskirstymas tiriamose grupése.

Siekiant nustatyti NK lasteliy skai¢iaus vidurkiy skirtumus pagal atmetimo sunkumo rodiklj,
buvo atlikta vienfaktoriné dispersiné analizé (One-way ANOVA), kurios tikslas jvertinti, ar
tirlamyjy grupiy rezultaty vidurkiai reikSmingai skiriasi. Rezultatai parode, kad NK lasteliy
skaiCiaus procentinés iSraiSkos vidurkiai statistiSkai reikSmingai nesiskiria — statistinio
reikSmingumo (p) jvertis didesnis negu 0,05 (p = 0,718) (4 lentelé), dél Sios priezasties nuspresta
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palyginti tiriamyjy grupiy vidurkius vienos su Kita tarpusavyje (konkreciau — O grupé, kurioje
pacientams atmetimo reakcija nepasireiSké, buvo lyginama su likusiomis trimis grupémis,
turin¢iomis skirtingo sunkumo atmetimo reakcijg).

Kadangi sveikiems Zmonéms nebuvo atlikti tyrimai (tirti tik pacientai po Sirdies
transplantacijos), kaip kontrolinis rodiklis pasirinkta 0 grupé, kurioje po Sirdies transplantacijos
nejvyko atmetimo reakcija. Nors pagal p reikSme statistiSkai reikSmingo rezultato patvirtinti
negalima, visgi pastebéta, jog lyginant 0 grupés rezultatus su 1 grupés, p reik§mé buvo 0,499,
lyginant 0 grupés su 2 — 0,984, o lyginant 0 grupés NK Igsteliy procentinio skai¢iaus rezultatg su 3
grupés p reik§me buvo 0,219.

Tiriant NKT lasteliy procentinj skaiCiy pacienty periferiniame kraujyje, rezultatai buvo
analizuojami tuo paciu principu kaip ir nustatant NK lasteliy procentinj skai¢iy — buvo atliekami
tyrimai ir vertinami vidutiniai procentiniai skaiciai kiekvienoje pacienty grupéje pagal atmetimo

reakcijos sudétinguma.

5 lentelé. Vidutinis procentinis NKT lasteliy skaiciaus pasiskirstymas tiriamyjy grupése

Tirty pacienty grupés NKT (%) p
0 6,50 £ 3,78
1 8,70 +7,12
2 9,05+6,81 0.241
3 7,07+ 6,06

Visos grupés iSanalizuotos vertinant NKT lasteliy procentinj skai¢iy kraujyje. 0 grupés
pacientams, kuriy histologinis Sirdies raumens tyrimas atmetimo reakcijos neparodé, atlikti 38
tyrimai; jy rezultaty vidurkis buvo 6,50 % su maziausiu visoSe keturiose grupése standartiniu
nuokrypiu — 3,78. 47 tyrimai buvo atlikti 1 grupei priskiriamiems pacientams su pasirei§kusia lengva
atmetimo reakcija — tai gausiausia tyrimy skai¢iumi grupé; vidutinis NKT lasteliy procentinis
skaiius joje — 8,70 %, standartinis nuokrypis — 7,12. 2 grupés pacienty, kuriy histologinis Sirdies
raumens tyrimas parodé vidutinio sunkumo atmetimo reakcijg, atlikta 20 tyrimy; S$ios grupés
rezultatai i$siskyre tarp kity auksSciausiu NKT lgsteliy procentiniu skai¢iumi — vidutiniSkai rasta 9,05
% NKT Iasteliy; standartinis nuokrypis 6,81. 44 tyrimai atlikti pacientams, kuriems pasireiské sunki

atmetimo reakcija (jie priklauso 3 grupei), vadovaujantis gautais periferinio kraujo tyrimy
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rezultatais, nustatytas vidutinis NKT lasteliy procentinis skaic¢ius 7,07 % su standartiniu nuokrypiu
6,06.

Visy keturiy grupiy pacienty tyrimy rezultatai pateikiami stulpelingje diagramoje (3
paveikslas), kurioje matomi rasty procentiniy NKT Igsteliy skaic¢iy vidurkiai su standartiniais

nuokrypiais.

NKT(%)

30
25
20

15 - B NKT(%)

10 -+

0 grupé 1 grupé 2 grupé 3 grupé

3 paveikslas. NKT procentinis (%) duomeny pasiskirstymas tiriamose grupése

Siekiant nustatyti NKT Iasteliy skai¢iaus vidurkiy skirtumus pagal atmetimo rodiklj, taip pat
kaip ir NK lgsteliy vidurkiy palyginime, atlikta vienfaktoriné dispersiné analizé (One-way ANOVA).
Rezultatai parodé, kad NKT lasteliy skai¢iaus procentinés israiSkos vidurkiai statistiskai reikSmingai
nesiskiria; statistinio reikSmingumo (p) rodiklis yra didesnis negu 0,05 (p = 0,241) lygiai taip pat
kaip ir ankSCiau aptartu atveju, lyginant NK lgsteliy skaicius tarp grupiy (5 lentel¢). Nepasteb&jus
statistiSkai reik§Smingo skirtumo tarp visy keturiy grupiy vidurkiy, buvo lyginami tiriamyjy grupiy,
Kuriose atmetimo reakcija pasireiské, vidurkiai.

Kaip kontrolé buvo naudojami O grupés pacienty periferinio Kraujo tyrimy rezultaty
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vidurkiai. Pastarieji (1, 2 ir 3 grupiy NKT lasteliy procentinio skai¢iaus rezultatai) buvo kiekvienas
atskirai lyginami su 0 grupés, kurioje nebuvo pasireiSkusi atmetimo reakcija po Sirdies
transplantacijos. Minimalaus statistinio reikSmingumo jvercio (p=0,05) nebuvo pasiekta nei vienu i$
trijy lyginamyjy atvejy: nei lyginant O grupés tyrimy rezultaty vidurkius su 1 (statistinio
reikSmingumo jvertis Siuo atveju 0,100), nei 0 grupés su 2 (statistinio reikSmingumo jvertis 0,080),
nei 0 grupés su 3 (statistinio reik§Smingumo jvertis 0,648). Visgi, atlicknat NKT lgsteliy procentinio
skaiciaus vidurkiy palyginimg tarp O ir kity grupiy, pastebéta — palyginimo rezultatas su 1 grupés
vidurkiu labiausiai priartéjo prie minimalios p reikSmés. Tai leidzia daryti prielaida, jog Sioje
grupéje atlikty tyrimy metu rastas NKT lagsteliy procentinis skai¢ius galimai turéjo jtakos atmetimo
reakcijos pasireiSkimui ar jos sunkumui.

Tiriamojo mokslinio darbo metu vertintas NKT ir NK 1asteliy skai¢iaus pokytis, pacienty, su
skirtingo sunkumo atmetimo reakcija periferiniame kraujyje ir ieskoma tendencingo kitimo, galin¢io
patvirtinti ar paneigti $iy lgsteliy jtaka atmetimo reakcijos sunkumo lygiui. NK lasteliy skaiéius
rastas didziausias nesant atmetimo (12,82%), esant lengvam ir vidutiniam atmetimams jis nezymiai
mazéjo (11,44% ir 10,15%), pasireiSkus sunkiam atmetimui vél nereik$mingai padidéjo (12,70%).
Remiantis literatiiriniais duomenimis, Zinoma, jog atlikus sveiky Zzmoniy periferinio Kraujo tyrimus,
NK lasteliy procentinis skaicius gali svyruoti nuo minimalaus 2% iki maksimalaus 30%, o S$iy
lasteliy procentinio skaiCiaus vidurkis siekia 12% su 1,00 standariniu nuokrypiu. Laikant §iuoS
duomenis normos ribomis, galima teigi, kad §io mokslinio tiriamojo darbo metu nustatyti NK
lasteliy procentiniai skaiciai visose pacienty grupése su skirtingu atmetimo sunkumo laipsniu Siy
riby neperzengia.

PrieSingai nei NK, NKT Iasteliy procentinis skaiius maZiausias aptiktas nesant atmetimo
(6,50%), esant lengvam ir vidutinio sunkumo atmetimui nereik§mingai didéjo (8,70% ir 9,05%.),
sunkaus atmetimo atveju vél nezenkliai sumazéjo (7,07%) (4 paveikslas). IS literatiroje pateikiamy
sveiky Zzmoniy periferinio Kraujo tyrimy rezultaty zinoma, jog minimaliai NKT Iasteliy randama
0,00%, o maksimaliai 11,3%. Pacienty su skirtingo sunkumo atmetimo reakcijomis, ar ty, kuriems
atmetimas nepasireiSke, periferiniame kraujye rastas NKT lasteliy procentinis skaiius neperzengia

sveiky zmoniy NKT procentinio skai¢iaus riby.
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11,44
0,1
70 9,0
7,07
6,5
Ogqr. 1or. 24r. 3ar.

——NK (%)
8= NKT (%)

4 paveikslas. NKT ir NK lasteliy procentinio skai¢iaus kitimo tendencija, priklausomai nuo

atmetimo sunkumo.

Laikyti NK ir NKT lasteliy skaiciaus reikSmingais atmetimo reakcijos sunkumui

identifikuoti néra objektyvu dél to, jog grupéms priskirti pacientai skyrési tarpusavyje lytimi bei

amziumi. NK Igsteliy procentinio skaiCaus patikima sgsaja su atmetimo sunkumo lygiu laikyti

negalima ir dél itin didelio standartinio nuokrypio, siekusio 13,73.
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5. REZULTATU APTARIMAS

Pastaruoju metu atlickama vis daugiau tyrimy, siekiant jvertinti imuniniy lgsteliy (NK, NKT,
B limfocity, CD4" T Iasteliy, CD8" T lasteliy) subpopuliacijas zmoniy, kurie yra po Sirdies
transplantacijos, kraujyje. Taip pat analizuojami minéty Igsteliy tarpusavio rySiai, imuning sistema
sudaranciy komponenty funkcijos.

Manoma, jog NK ir NKT Igstelés atlicka svarbig funkcijg transplantaty toleravimo bei
atmetimo reakcijose.

NK Iastelés laikomos reikSmingomis imuniniam atsakui, dél jy geb¢jimo naikinti Igsteles
tiesiogiai arba per nuo antikiny priklausantj lgstelinj citotoksiSkumg. Ankstyva NK lasteliy
aktyvacija po Sirdies transplantacijos gali inicijuoti transplantato atmetimo reakcija, arba kaip tik
turéti reik§mg¢ pastarojo tolerancijai recipiento organizme. NKT lastelés zinomos kaip vienos
pirmyjy lasteliy, dalyvaujanciy imuniniame atsake. Jos aktyvina NK lasteles, taip pat atlicka
reguliacing funkcija. NKT lastelés reikSmingos prie§ navika nukreiptuose procesuose bei geba
slopinti autoimuniniy ligy atsiradimg. Eksperimento, kurio metu peléms, esan¢ioms po organy
transplantacijos, tirtas kraujas, nustatyta, kaip NKT lgstelés dalyvauja imuniniuoSe procesuose:
citokiny ir INF-y iSskyrime.

Vienas §io mokslinio darbo tiksly — nustatyti ry$j tarp NK ir NKT Iasteliy procentinio
skaiCiaus ir biopsijos tyrimy rezultaty, kurie indikavo skirtingo sunkumo atmetimo reakcijas, ar, kai
kuriais atvejais, parodé, jog $i reakcija nepasireiSké. NK ir NKT Igsteliy veikimo mechanizmai
atmetimo ar toleravimo reakcijose po transplantacijos apzvelgti remiantis literatiros Saltiniais.
Mokslinio darbo tyrimo metu buvo vertinamas $iy lgsteliy procentinis skaicius ir siekiama nustatyti
ju sasajas su transplantato atmetimo reakcijomis. Literatiiros apzvalgoje rasta duomeny apie tai, jog
NKT Iastelés gali daryti jtaka alotransplantato tolerancijos procesams, naikindamos antigena
pateikiancias lasteles. Taip pat eksperimentuojant su pelémis buvo pastebétas reikSmingas rysys tarp
NK ir NKT lgsteliy, susiety per Citokiny sekrecijg. Organizme esant NKT lasteliy stygiui ar jy
funkcijos sutrikimams, stebimas sumazéjes INF—y kiekis kraujyje. Jis svarbus aktyvinant T-helperiy

funkcijas. Tokiais atvejais imuninis atmetimo atsakas j alotransplantatg sumazéja ir peliy gyvenimo
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trukmé tampa reikSmingai ilgesné, lyginant su pelémis, turin¢iomis normaly NK ir NKT lasteliy
skaiciy.

Sio mokslinio tiriamojo darbo eigoje pacientams bendrai atlikta 150 tyrimy, siekiant
nustatyti NK lasteliy skaiCiy periferiniame kraujyje ir 149 tyrimai, siekiant nustatyti NKT Iasteliy
skai¢iy periferiniame kraujyje. Tyrimai buvo atliekami skirtingoms grupéms priskirtiems
pacientams, bei nustatomas vidutinis procentinis lasteliy skaicius. | keturias grupes pacientai,
kuriems atlikta Sirdies transplantacija, buvo suskirstyti pagal biopsijos tyrimo rezultatus: pagal tai,
kokio sunkumo atmetimo reakcija pasireiské (0 grupé — atmetimo reakcija nepasireiské, 1 grupé —
pasireiSkusi atmetimo reakcija buvo lengva, 2 grupé — atmetimo reakcija vidutinio sunkumo ir 3
grupé, kurioje atmetimo reakcija buvo sunki). Keturiose tiriamyjy grupése NK lasteliy procentinis
skai¢ius svyravo nuo 10,15% iki 12,82%, NKT lasteliy — nuo 6,50% iki 9,05%.

Siekiant nustatyti NK ir NKT lasteliy procentinio skai¢iaus vidurkiy skirtumus pagal
atmetimo reakcijos sunkumo rodiklj, atlikta vienfaktoriné dispersiné analizé. Tyrimy rezultaty
analizés metu nustatyta, jog NK ir NKT Igsteliy procentinio skai¢iaus vidurkiai minimalaus
statistinio reikSmingumo (p) rodiklio nepasieké. StatistiSkai reiSkmingais duomenis biity galima
laikyti, jei p jvertis biity ne didesnis kaip 0,05. Tai leidzia daryti iSvada, kad tarp Siy lasteliy
skaiCiaus ir atmetimo reakcijos pasireiskimo ar jos sunkumo statistiskai patikimos priklausomybés
néra. Gauti NK ir NKT Igsteliy vienfaktorinés dispersinés analizés rezultatai parodé, jog negalima
izvelgti reikSmingos sasajos tarp efektoriniy lasteliy procentinio skaiciaus ir atmetimo reakcijos
sunkumo lygio.

Sio tiriamojo mokslinio darbo metu gauti duomenys i§ periferinio kraujo tyrimy negali
jvertinti NK ir NKT Igsteliy jtakos, darytos transplantatui atmetimo ar toleravimo reakcijose. Dél
Siy lasteliy savybés infiltruotis j transplantato audinj, biity tikslinga atlikti efektoriniy lasteliy
procentinio skaiciaus vertinimg jame — tai galimai padéty konkreciau apibrézti jy svarbg imuninio
atsako procesuose.

Dauguma apzvelgty studijy, susijusiy su NK ir NKT lIasteliy funkcijomis, paremtos
eksperimenty atlikty su grauzikais, kuriems transplantuoti organai, rezultatais. Neaptikta studijy,
sietiny su zmogaus imuninés sistemos veikimu, vertinant NK ir NKT lasteliy procentinio skai¢iaus
pokycio po transplantacijos aspektu. NK ir NKT lgsteliy veikimo mechanizmai zmogaus ir grauziky
organizmuose skiriasi — tikslesniam vertinimui reikéty atlikti daugiau tyrimy. Bity tikslinga jvertinti
ne tik NK ir NKT Igsteliy procentinj skai¢iy, bet ir iStirti jy funkcijas, veikimo mechanizmus,
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brandos lygj bei Sio lygio jtakg imuniniam atsakui, kuris daugumoje moksliniy straipsniy néra

detaliai aprasytas ir iki galo iStirtas
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ISVADOS

Tékmeés citometrijos metodu NKT lasteliy skaicius periferiniame kraujyje ligoniy,
kuriems atlikta Sirdies persodinimo operacija, nesant atmetimo rastas maziausias
(6,50%), lengvo ir vidutinio sunkumo atveju $iy lasteliy skaicius nereikSmingai didéjo
(8,70% ir 9,05%), o esant sunkiam atmetimui jis vél sumazéjo (7,07%).

. NK lasteliy skaiCius periferiniame kraujyje ligoniy, kuriems atlikta Sirdies persodinimo
operacija, rastas didziausias (12,82%) nesant atmetimo, lengvo ir vidutinio sunkumo
atmetimo metu jis nereik§mingai mazéjo (11,44% ir 10,15% atitinkamai), o sunkaus
atmetimo atveju jis vél padidéjo (12,70%).

Atlikus duomeny analize, nustatyta — pasireiSkus lengvam, vidutinio sunkumo, sunkiam
atmetimui, ar jam nepasireiSkus, tieck NKT, tiek NK Igsteliy procentinio skai¢iaus
vidurkiai statistiSkai reik§Smingai nesiskiria — minimalus statistinio reikSmingumo jvertis
(p) 0,05 nebuvo pasiektas.

Analizuojant tyrimy rezultatus, nustatyta: NKT ir NK lasteliy procentinio skaitiaus
vidurkiai minimalaus statistinio reikSmingumo (p) rodiklio nepasieké. Tai leidzia daryti
iSvada, kad tarp $iy lgsteliy skai¢iaus ir atmetimo reakcijos pasireiskimo ar jos sunkumo,
statistiSkai patikimos priklausomybés néra, galimai dél skirtingy tirtyjy asmeny amziaus,

Iyties bei imunosupresijos lygio.
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Santrauka

Sio tyrimo tikslas — jvertinti NK ir NKT lasteliy procentinio skaiiaus poky&ius ligoniams
po Sirdies transplantacijos. Siam tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai: tékmeés citometrijos
metodu nustatyti NK (CD3'CD16+/CD56+) ir NKT (CD3'CD16/56") Iasteliy skaic¢iy ligoniy po
Sirdies transplantacijos periferiniame kraujyje ir palyginti jy skaiciaus pokycius su biopsijos tyrimo
metu nustatytu atmetimo laipsniu, bei jvertinti $iy rodikliy informatyvuma perspéjant transplantuoto
organo atmetima.

I8kelto tikslo ir uzdaviniy jgyvendinimui iStirti 59 pacientai po Sirdies persodinimo
operacijos, kuriems atlikta 150 tyrimy ir, kurie buvo suskirstyti j 4 grupes pagal biopsijos tyrimo
rezultata.

Keturiose pacienty grupése, su skirtingo sudétingumo atmetimo reakcijomis (su lengva
(1gr.), vidutine (2gr.), sunkia (3gr.), bei pacienty grupéje, kurioje atmetimo reakcija nepasireiské (0
gr.)), rastas NK lasteliy skaicius, kurio vidurkiai svyravo nuo 10,15% iki 12,82%, NKT lasteliy -
nuo 6,50% iki 9,05%.

Nustatytas statistiSkai nereikSmigas NK lasteliy procentinio skaiciaus vidurkiy kitimas:
nesant atmetimo — NK lasteliy skai¢ius buvo didziausias (12,82%), esant lengvam ir vidutiniam
atmetimui, jis nezymiai mazéjo (11,44% ir 10,15%), sunkaus atmetimo atveju NK lasteliy skaiius
vél nereikSmingai padidéjo (12,70%). Laikyti NK lgsteliy skaiciaus kitimo reikSmingu rodikliu
atmetimo reakcijos sunkumui identifikuoti néra objektyvu dél itin didelio duomeny pasiskirstymo
(standartinis nuokrypis sieké net 13,73).

NKT Iasteliy procentinis skaicius, priesingai nei NK lasteliy, maZiausias buvo nesant
atmetimo (6,50%), esant lengvam ir vidutiniam sunkumui nereik§mingai didéjo (8,70% ir 9,05%), o
sunkaus atmetimo metu vél sumazéjo (7,07%). Sio tiriamojo mokslinio darbo metu tirtas periferinis
kraujas, bet, remiantis literatiiriniais duomenimis, zinoma, jog NK ir NKT lgsteliy skaicius gali kisti
ne tik priklausomai nuo lyties, amziaus ar kity kriterijy, bet ir dél individualiy organizmo savybiy.
Be to, NKT Iastelés geba infiltruotis j alotransplantato audinius, todél galima daryti prielaida, kad
infiltravesi jos dalyvauja atmetimo reakcijos vystyme. Dél Sios prieZasties buty tikslinga tirti ne tik
periferinj krauja, bet ir biopsijos medziaga imuniniy lasteliy kokybiniu ir kiekybiniu aspektais — tai

galimai padéty konkreciau apibrézti NK ir NKT lasteliy svarbg imuninio atsako procesuose.
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Vienfaktorinés dispersinés analizés metodu, jvertinus tyrimy rezultatus, i$siaiSkinta, jog NK
ir NKT lasteliy procentinio skaiCiaus vidurkiai statistinio reikSmingumo rodiklio (p = 0,05)
nepasieké. Tai leidzia daryti iSvada, kad tarp NK ir NKT lasteliy procentinio skai¢iaus ir atmetimo

reakcijos pasireiSkimo ar jos sunkumo statistiskai patikimos priklausomybés nepastebéta.
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Summary

The main aim of this research is to evaluate the percentage change of Natural Killer (NK) and
Natural Killer T (NKT) cells after heart transplantation. To reach this goal four objectives were
raised:
e To apply flow cytometry method in order to determine the number of NK (CD3
CD16+/CD56+) cells in peripheral blood after the heart transplantation;
e To apply flow cytometry method in order to determine the number of NKT
(CD3'CD16"/56") cells in peripheral blood after the heart transplantation;
e To compare its change with biopsy results applying the method of elimination;
e To evaluate how informative these indicators are when warning patients of the rejection of

transplant organ.

In order to fulfill the aim and objectives 59 patients who had had heart transplantation have been
examined. 150 tests have been done to selected patients, after that they have been classified into

4 groups according to biopsy results.

It was identified that in those 4 groups of patients with different levels of transplant rejection: 1
group — slight rejection; 2 group — medium rejection; 3 group — high rejection; 0 group — no
effect, the number of NK cells ranged from 10,15% to 12,82%, NKT cells from 6,50% to 9,05%.

Insignificant static variation of NK cells was estimated: O group with no rejection had the
highest number of NK cells (12,82%), groups 1 and 2 with slight and medium rejection had
fractionally decreasing number of NK (11.44% and 10,15%), finally group 3 with the highest
level of rejection had increase in the number of NK (12,70%). Because of a high breakdown
(standard deflection reached 13,73) it would be incorrect to assume that the change of the

number of NK cells is a valuable indicator in order to identify the success of transplantation.

The number of NKT cells, on the contrary, was the lowest in group 0 with no rejection (6,50%),
in groups 1 and 2 with slight and medium rejection it increased insignificantly (8,70% and
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9,05%), and finally in group 3 with the highest rejection it decreased (7,07%). It is a must to
note that peripheral blood have been used during this scientific research, however according to
literature it is known that the number of NK and NKT cells depends not only on the gender, age
or other significant factors, but also it may vary due to individual features of the organism.
Moreover, NKT cell are able to infiltrate into allograft tissue, that is why we can assume that
when infiltrated these cells directly participate in rejection reaction. For this reason, it would be
appropriate to examine the qualitative and quantitative aspects of biopsy’s substance immune
cells as well. It might help to more accurately determine the importance of NK and NKT cells in

the process of immune response.

After evaluation of the results (applying one-way ANOVA method) it was found out that: the
average level of NK and NKT cells had not reached the statistical indicator (p = 0.05). Therefore the
conclusion must be drawn that there is no statically reliable dependency between NK and NKT cells

and the success of transplantation.
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