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SANTRUMPOS

AIBL - angioimunoblastin¢é T Igsteliy limfoma

Anti-CCP - antik@inai pries ciklinj citrulininj peptida.

APC - alofikocianinas

APL - antigenus pateikianti Igstelé

BA - fenotipas be abreacijy

Bcl-6 - B lasteliy limfomos 6 transkripcijos faktorius (angl. B-cell lymphoma 6 protein)
BLLL - B Iasteliy létiné limfoleukemija

CALLA - tminés limfoblastinés leukemijos antigenas; CD10 (angl. common acute lymphoblastic

leukemia antigen)

CD - diferenciacijos zymuo (angl. cluster of differentiation)

CD40L - CD40 zymens ligandas

DNR - deoksiribonukleortigstis

EBV - Epstein-Baro virusas

FITC - fluoresceinoizotiocianatas

GC - gemalinis centras

HRS - Hodzkino ir Reed- Sternberg lastelés (angl. Hodgkin and Reed-Sternberg cells)

ITAM - imunoreceptoriaus tirozinu pagrjsto aktyvinimo motyvas molekuléje (angl. immunoreceptor

tyrosine-based activation motif)

ITIM- imunoreceptoriaus tirozinu pagristo slopinimo motyvo molekulé (angl. immunoreceptor

tyrosine-based inhibitory motif)

ITSM- imunoreceptoriaus tirozinu pagristo perjungimo motyvo molekulé (angl. immunoreceptor

tyrosine-based switch motif)

KBLLL - kitos B limfocitinés kilmeés létinés limfoproliferacinés ligos



KTLLL - kitos T limfocitinés kilmés létinés limfoproliferacinés ligos

MHC - pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major histocompatibility complex)
PD-L1 - CD279 zymens 1 ligandas (angl. programmed death-ligand 1)

PE - fikoeritrinas

PerCP- peridino chlorofilo baltymy kompleksas

PSS - priekiné §viesos sklaida

RLH - reaktyvi limfoidiné hipeplazija (angl. reactive lymphoid hyperplasia)

RP - reakciniai pokyciai

RPTP - receptoriné proteino tirozino fosfotazé (angl. receptor-like protein tyrosine phosphatase)
SCID - sunkus kombinuotas imunodeficitas (angl. severe combined immunodeficiency)

SFSS - $oniné fluorescencinés §viesos sklaida

SSS - $oniné §viesos sklaida

T-ALL — tminé T limfoblastiné leukemija (angl. T- acute lymphoblastic leukemia)

TCM - centrinés atminties CD4'T Igstelés (angl. central memory CD4™T cells)

TCR - T lasteliy receptorius (angl. T cell receptor)

Trn - folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai (angl. follicular helper T cells)

XLP - su X chromosoma susijusios limfoproliferacinés ligos (angl. X-linked lymphoproliferative

disease)
ZIV - zmogaus imunodeficito virusas

ZLA - zmogaus leukocity antigenas



TVADAS

Folikuliniai T limfocitai - pagalbininkai (Trn, angl. follicular T helper cells) pirma karta
paminéti literatdiros Saltiniuose prie§ maZiau nei 20 mety. Siuo metu yra Zinoma, kad $ios lastelés
pasizymi pagalbine funkcija B limfocitams, indukuoja B limfocity aktyvacijg bei virtima j plazmines
lasteles, yra svarbiis gemaliniy centry formavimuisi ir dalyvauja jvairiose imuninés sistemos
funkcijose.

Daugiausiai tyrin¢jami folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai, kil¢ i§ gemalinio centro, taciau
pastaruoju metu yra didelis susidoméjimas periferinio kraujo folikuliniais T limfocitais-
pagalbininkais. Siek tick maZesnis susidoméjimas stebimas kauly &iulpy kilmes folikuliniais T
limfocitais-pagalbininkais. Pastebéta, kad Sios lastelés yra svarbios pirminiy imunodeficity,
autoimuniniy ligy ir ypa¢ kraujo T ir B Iasteliy kilmés neoplazmy patogenezeje. TrH Igsteliy, kilusiy
i§ limfmazgiy, imunofenotipas yra Zinomas (CD3"CD4*CD7-CD279"CXCR5"), ta¢iau néra tiksliai
zinoma periferinio kraujo ir kauly ciulpy Trn lasteliy imunofenotipas ir kaip jis pakinta sergant
neoplazijomis.

Folikuliniai T limfocity-pagalbininkai manoma yra angioimunoblastinés T lasteliy limfomos
(AIBL, angl. angioimmunoblastic T cell lymphoma) substratas. AIBL yra reta ir agresyvi liga,
pradinése stadijose aptinkama tik 10% sergandiyjy [1]. Si neoplazma kartais yra vadinama
,daugiaveide®, nes mokslininky nustatytas AIBL imunofenotipas yra variabilus, todél AIBL
diagnostika yra sudétinga. Pastebéta, kad angioimunoblastinés T Igsteliy limfomos lasteliy populiacija
sudaro ne tik piktybiniai Trn, bet ir sveiki, nepakite TrH, todél yra svarbu nustatyti imunofenotipy
skirtumus tarp minéty dviejy TrH populiacijy, esanciy ne tik gemaliniame centre, limfazgiuose, bet ir

periferiniame kraujyje bei kauly ¢iuluose.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: Nustatyti folikuliniy T limfocity-pagalbininky paplitimg piktybinémis kraujo

ligomis serganciyjy periferiniame kraujyje ir kauly ¢iulpuose.

Darbo uzdaviniai:

1. Identifikuoti zmogaus folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos Zzymeny ekspresijg tékmés
citometru.

2. Jvertinti folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos dydj sergant T ar B limfocity
neoplazijomis.

3. Ivertinti folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos dydj esant reakciniams kraujo rodikliy
pokyc¢iams.

4. Nustatyti folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos zymeny ekspresijos ypatumus lyginant
ja su kity T limfocity-pagalbininky populiacijy zymeny ekspresija tiriamyjy asmeny grupése.

5. Nustatyti folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos zymeny ekspresijos ypatumus lyginant

ja su angioimunoblastinés T Igsteliy limfomos blasty imunofenotipu.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. B limfocity kilmés neoplazmos

Subrendusiy B limfocity neoplazmos yra heterogeniné ligy grupé (daugiau nei 80% visy
limfoidiniy piktybiniy susirgimy [2]), kuriai priklauso B lagsteliy limfomos bei plazminiy lasteliy
neoplazmos. Subrendusioms B lasteliy neoplazmoms biudinga kloniné jvairaus subrendimo (nuo
naiviyjy B limfocity iki subrendusiy plazminiy lasteliy) B limfocity proliferacija [3]. Siy neoplazmy
eiga gali buti tiek itin agresyvi, tiek ir neagresyvi. Vakary Salyse B limfocity kilmés neoplazmos
diagnozuojamos mazdaug 20 Zmoniy i§ 100,000 [4]. B limfocity kilmés neoplazmoms priklauso:
monoklonin¢ B lasteliy limfocitoz¢, B lasteliy prolimfocitiné leukemija, B lasteliy létiné
limfoleukemija, bluznies marginalinés zonos limfoma, plaukuotyjy Iasteliy leukemija, Valdenstremo
makroglobulinemija, plazminiy lIgsteliy limfoma, folikulin¢ limfoma, mantijos lasteliy limfoma,

difuziné dideliy B lasteliy limfoma, Burkitt limfoma ir kitos neoplazmos [5].

1.1.1. B lasteliy létiné limfoleukemija

B lasteliy létiné limfoleukemija (BLLL), dar zinoma kaip smulkiy B limfocity limfoma, yra viena
dazniausiai diagnozuojamy leukemijy (20-25% visy leukemijy) suaugusiems asmenims Vakary
Salyse. Si neoplazma daugiausiai diagnozuojama pagyvenusiems pacientams (<10% pacienty yra
jaunesni nei 40 mety [6]). BLLL diagnozuojama dazniau vyrams nei moterims [7]. BLLL klinikiné
eiga yra jvairi, o serganciyjy iSgyvenamumas trunka nuo ménesiy iki deSimtmeciy. Kai kuriems
pacientams simptomai nepasireiSkia arba yra minimallls, o kitiems pacientams yra stebima rySki
simptomatika, yra sparCiai blogé¢jantys kraujo rodikliai [8]. BLLL pasizymi CD19, silpna CD20,
stipria CD5 ir CD23 Zymeny ekspresija. Véziniai B limfocitai ekspresuoja mazus kiekius pavirSiniy

imunoglobuliny (ypac IgG ir IgM), taip pat randama lengvyjy grandiniy restrikcija.
1.2. T limfocity kilmés neoplazmos
Subrendusiy arba periferiniy T Igsteliy neoplazmos yra biologiskai ir kliniSkai heterogeniné rety

susirgimy grupé (10-12% visy limfoidiniy piktybiniy susirgimy), kuriy metu limfocitai kloniskai
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proliferuoja palike uzkrticio liaukg [9]. T limfocity kilmés neoplazmy klinikiné iSraiSka yra jvairi bei
gali nekoreliuoti sumorfologija [10]. T limfocity kilmés neoplazmos diagnozuojamos dazniau vyrams
nei moterims, o vidutinis serganc¢iyjy amzius — 61 metai. T limfocity kilmés neoplazmos yra gana
agresyvios, 5 mety iSgyvenamumg pasiekia apie 36-56% pacienty, piklausomai nuo lyties ir rasés
[11]. T limfocity kilmés neoplazmoms priklauso T lasteliy prolimfocitiné leukemija, T Igsteliy dideliy
grudéty limfocity leukemija, suaugusiyjy T lasteliy limfoma, Mycosis fungoides ir Sezary sindromai,

angioimunoblastiné T Iasteliy limfoma, folikuliné T lasteliy limfoma ir kitos neoplazmos [5].

1.2.1. Angioimunoblastiné T lasteliy limfoma

Angioimunoblastiné¢ T lasteliy limfoma yra gana reta neoplazma (0,05 atvejy i§ 100,000),
priklausanti periferiniy T lgsteliy limfomoms [12]. AIBL diagnozuojama dazniausiai pagyvenusiems
asmenims ir yra siejama su blogu iSgyvenamumu, i§gyvenamumo mediana yra mazesné negu 3 metai,
nepriklausomai nuo taikomo gydymo. Sios neoplazmos periferiniame kraujyje cirkuliuojan¢ios
veézines lastelés pasizymi gemalinio centro (GC) folikuliniy T limfocity-pagalbininky imunofenotipu.
Limfmazgiuose, kartu su AIBL Igsteliy infiltracija randama difuzinio tipo jvairiy lasteliy infiltracija,
pavyzdziui: reaktyviy lasteliy, mazy limfocity, histiocity, epiteliniy lasteliy, imunoblasty, eozinofily
bei plazminiy Igsteliy. Sergant AIBL vézinés T lastelés sudaro tik mazg dalj (apie 10%) Igsteliy. Taip
pat AIBL yra siejama su Epstein-Bar (EBV) infekcija (80-90% AIBL biopsijy atvejy randama EBV
[13]) nors pacios AIBL vézinés lastelés ir néra infekuotos EBV virusu [14].

Angioimunoblastinés T Igsteliy limfomos imunofenotipas yra CD2*CD3"CD4*CD5'CD7'CD8
CD10"CXCL13", nors yra pastebéta ir CD3 ir CD5 ekspresijos praradimas bei CD7 ekspresijos
buvimas. Kartais membraninio CD3 Zymens ekspresija neaptinkama, arba ji biina silpnesné nei sveiky
T limfocity, bet ekspresuojamas citoplazminis CD3. Daugelyje AIBL neoplazijy randama gemalinio
centro zymeny CD10 ir CD279 ekspresija. Sergant AIBL aptinkami ir CD57, CD52 ir CD45 Zymenys,
kurie kartu su CD27" ekspresija rodo, kad neoplazminés Igstelés yra kilusios i§ efektoriniy atminties
T limfocity [15]. Kauly ¢iulpuose sergant AIBL CD3 ir CD5 ekspresija yra stipri, tatiau CD2 - silpna.
Aberantiné CD10 ekspresija kauly Ciulpuose stebima 50% AIBL susirgimy [16]. AIBL T vézinés
lastelés pasizymi folikuliniy T limfocity-pagalbininky ekspresuojamais Zymenimis, pavyzdZziui,
CXCR5, CXCL13, ICOS, CD279, Bcl-6 [14]. Dél to yra manoma, kad biitent angioimunoblasting T

lasteliy limfoma ir sukelia pakitusios Trn lastelés.



1.3. Zmogaus folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai

2000 m. pirma kartg terminas folikulinis T limfocitas-pagalbininkas buvo panaudotas apibiidinant
zmogaus CD4"T limfocitus, kurie ekspresuoja chemokiny receptoriy CXCRS5, lokalizuojasi tonziliy
antriniuose folikuluose bei yra svarbiis B limfocity funkcijai [17]. Tuo metu Trn nebuvo laikomi
atskira CD4'T limfocity grupe, kitaip negu Thl, Th2, Trg ar Thl7 lgstelés. Nebuvo Zinomas
transkripcijos faktorius, atsakingas uz Trn diferenciacija (Thl, Th2, Trg ir Th1l7 transkripcijos
faktoriai atitinkamai yra T-bet, GATA3, RORyt, Foxp3) [18], taip pat buvo nezinoma ar TrH turéjo
kity i8skirtiniy pozymiy be CXCRS ekspresijos.

Siuo metu Zinoma, kad Ten lastelés ekspresuoja efektorines molekules, kurios yra biitinos
folikuliniy T limfocity-pagalbininky vystymuisi ir funkcionavimui. Sios molekulés yra CXCRS,
pavirsinis receptorius ICOS, 0X40, CD3, CD4, CD40 ligandas (CD40L), CD45, CD57, CD69, CD&4,
CD95, CD279, BTLA, taip pat citokinai IL-4, IL-10 [19] bei IL-21, su SLAM susietas baltymas SAP,
B lgsteliy limfomos 6 (Bcl-6) ir c-Maf transkripcijos faktoriai [20]. Trw silpnai ekspresuoja CCR7
(kaip ir kiti T limfocitai-pagalbininkai) ir CD62L [21; 22]. Vienos i§ svarbiausiy molekuliy,
apibtidinanciy folikulinius T limfocitus-pagalbininkus yra Bcl-6, ICOS, CXCR5, CD279 bei 1L-21
[23].

Folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai pasizymi efektorine, pagalbine funkcija B limfocitams.
TrH indukuoja B limfocity aktyvacija bei diferenciacijg | imunoglobulinus sekretuojancias lasteles
[24], taip pat Sios lgstelés dalyvauja gemaliniy centry formavimase [20] (reguliuoja GC dydj, slopina
maZo giminingumo ir skatina didelio giminingumo B lasteliy patekima j GC [25]. Sios lastelés
daugiausia lokalizuoja antriniuose limfiniuose organuose. Priklausomai nuo dominuojancio
sekretuojamo citokino, folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai klasifikuojami j 3 grupes: Trn1, TrH2 if
TrH10. TrH1 Sekretuoja IFN-y ir skatina [gG2a gamyba, Trr2 Sekretuoja IL-4, kuris skatina 1gG1 ir IgE
gamyba bei TrH1o Sekretuodamas IL-10 skatina IgA sekrecija [26]. Yra pastebéta lasteliy populiacija
periferiniame kraujyje, panasi i Trn, nes yra priklausoma nuo Bcl-6 transkripcijos faktoriaus,
ekspresuoja CXCRS5 bei suteikia pagalbg B limfocitams. Cirkuliuojan¢ios CXCRS5'T lgstelés
ekspresuoja maziau ICOS ir Bcl-6 lyginant su Trn, esanciais tonzilése [22], kas yra netikéta, nes Bcl-

6 yra reikalingas Trh lasteliy diferenciacijai [24].
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1.3.1. Folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai ligy patogenezéje

Trn lasteliy diferenciacijos ar funkcijos sutrikimai gali pasireiksti imunodeficitais,
autoimuninémis ligomis ar net véZiniais susirgimais [20].

Trn lastelés yra svarbios pirminiy imunodeficity, pavyzdziui, su X chromosoma susijusios
limfoproliferaciné ligos (XLP, angl. X-linked lymphoproliferative disease), Hiper-IlgM sindromo,
jprasto variabilaus imunodeficito dél ICOS trikumo, patogenezéje. Su X chromosoma susijusig
limfoproliferacine ligg sukelia SH2DIA geno, koduojan¢io SAP baltymg, mutacija. SAP baltymas yra
reikalingas normaliai funkcionuojan¢iy TrH gamybai. Su X chromosoma susijusi limfoproliferaciné
liga pasizymi mazu B atminties lasteliy skai¢iumi, sutrikusiu gemalinio centro formavimusi,
hipogamaglobulinemija. Pastebéta, kad XLP pacientai pasizymi nepakitusiu CD4*CD279"CXCR5"
lasteliy populiacijos skai¢iumi, TrH lastelés ekspresuoja ICOS, CD40L, IL-4, IL-10 bei IL-21, ta¢iau
siy molekuliy ekspresijos kinetika yra kitokia nei nesergant XLP. Sergant XLP Trn lastelés negali
palaikyti normalios imunoglobuliny gamybos B Iastelése. Hiper-IgM sindroma sukelia mutacijos
CD40 ar CD40L genuose. D¢l negalimo signalo perdavimo per CD40-CD40L, sutrikdoma B Igsteliy
diferenciacija ir aktyvacija, Ig izotipy perjungimas, sutrikdomas GC formavimasis. Pastebétas
sumazgéjes kiekis CD4"CXCR5'T lasteliy, kuriy diferenciacijai reikalinga CD40-CD40L sgveika.
Sergantiems jprastu variabiliu imunodeficitu dél ICOS trikumo pasireiskia sutrikusi antigenams
specifiniy antiking gamyba, hipogamaglobulinemija ir padidéjes jautrumas bakterinéms infekcijoms.
Sis imunodeficitas siejamas su ICOS trikumu, kuris gali lemti B lasteliy kiekio sumazéjima,
defektyvig B atminties Igsteliy gamyba ir sumazéjusius imunoglobuliny kiekius serume. Sergant
jprastu variabiliu imunodeficitu dél ICOS trikumo stebimas CD4"CXCR5'T lasteliy sumazéjimas,
sutrikusi 8iy lasteliy CXCRS Zymens ekspresija, todél manoma, kad ICOS yra reikalingas TrH lasteliy
funkcijy palaikymui ir i§gyvenamumui [24]. Zmogaus imunodeficito viruso infekcijoja pasizymi
bendru CD4"T limfocity populiacijos sumazéjimu, iskyrus Trx populiacijos, kuri pagauséja. Sergant
ZIV infekcija Ten sekretuoja didesnius kiekius 1L-21, ta¢iau néra Zzinoma ar IL-21 ekspresijos
padidéjimas atsiranda biitent dél zmogaus imunodeficito viruso buvimo. Pacienty, uzsikrétusiy ZIV,
Trn padidéjimas limfmazgiuose koreliuoja su gemalinio centro B lasteliy ir plazminiy Iasteliy
padidéjimu bei B atminties lgsteliy sumazéjimu. Nepaisant to, TrH lgstelés prastai skatina B 1asteliy
i§gyvenamuma ir defektyviai indukuoja IgG gamyba. Sie Trn poZymiai siejami su Trn ekspresuojamo
CD279 ir jo ligando PD-L1 sagveika, lemianti sumazéjusia IgG gamyba [27].
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Svarstoma, kad folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai gali biiti naudojami kaip Zymuo nustatant
jvairias autoimunines ligas, pavyzdziui Greivso liga, sistemine raudonaja vilklige, reumatoidinj
artrita.

Sergant Greivso liga gaminami antikiinai prie§ skydliaukéje esanc¢ius hormony receptorius, ko
pasekoje yra sukeliamas hipertiroiditas. Pacientams, sergantiems Greivso liga, pastebétas didesnis
CD4"CD279"CXCR5'T lasteliy, stipriai sekretuojan¢iy IL-21, Kiekis, kuris sumazéja pritaikius
gydymga. Sisteminé raudonojo vilkligé yra sisteminé autoimuniné jungiamojo audinio liga. Sig liga
apibudina antiktiny pries§ dvigrande DNR buvimas, ji yra siejama su autoreaktyviais T ir B limfocitais.
Sergant sistemine raudongja Vvilklige taip pat stebimas Trn populiacijos ir IL-21 koncentracijos kraujo
serume padidéjimas. Sergant SRV CD4"CXCR5*IL-21"T Iastelés teigiamai koreliuoja su atminties B
lastelémis ir neigiamai koreliuoja su naiviaisiais B limfocitais, tac¢iau nekoreliuoja su antikiiny,
nukreipty prie§ dvigrandés DNR, kiekiu. Tuo tarpu CD4"CD279*CXCR5™T limfocity kiekis tiesiogiai
koreliuoja su antikiiny, nukreipty prie§ dvigrandés DNR, ir plazminiy Igsteliy kiekiais.

Reumatoidinis artritas yra 1étiné sisteminé autoimuniné liga pazeidzianti sgnariy (pagrinde kojy
ir ranky) sinovija. Kaip ir kitos autoimuninés ligos, reumatoidinis artritas pasizymi padidéjusia
CD4"CD279"CXCR5'T lgsteliy populiacija bei IL-21 kiekiais kraujo serume, tac¢iau po gydymo Trn
bei IL-21 kiekiai serume sumazéja. Taip pat padidéje Trn bei IL-21 Kiekiai siejami su anti-CCP
antikiiny buvimu. Kiti mokslininkai nepritaria Siems duomenims, ir teigia, kad Try ir 1L-21
padidéjimas stebimas tik reumatoidinio artrito ligos pradzioje, o ligos eigoje cirkuliuojancios
periferiniame kraujyje Trn lastelés migruoja j gemalinius centrus, tad jy kiekis kraujyje sumazéja ir
nesiskiria nuo kontrolinés grupés.

Su neoplazijomis siejami folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai gali buiti suskirstyti j dvi grupes:
vézines lasteles su Trn fenotipu ir nepiktybines lasteles su Trn fenotipu. Pagrindiné neoplazija, siejama
su folikuliniais T limfocitais yra angioimunoblastiné T lIgsteliy limfoma. AIBL vézZinés lastelés
tipiskai yra CD4" fenotipo ir ankstyvoje ligos eigoje randamos limfimazgiy folikuliniuose regionuose
bei ekspresuoja daug Trn zymeny (CXCL13, CXCRS5, CD40L, 0X40, SAP, ICOS, c-maf ir Bcl-6),
tad manoma, kad AIBL vézinés lastelés yra kilusios i§ folikuliniy T limfocity-pagalbininky. Biitina
pabrézti, kad AIBL lastelés yra heterogeniskos, ir ne visose neoplazijose vézinés lastelés ekspresuoja
anksc¢iau minétus zymenis. AIBL siejama ir su sutrikusia B limfocity reguliacija- B limfocity kiekio
padidéjimu, hipergamaglobulinemija ir autoantikiiny atsiradimu, kas rodo, kad vézinés AIBL lgstelés
geba atlikti Trn funkcijas. Kity T Igsteliy neoplazijy lastelés taip pat ekspresuoja TrH Zymenis, kaip
Bcl-6, CD279, CXCL13, SAP bei ICOS, ir yra siejamos su B limfocity disreguliacija [24].
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Nepiktybingés lastelés, ekspresuojancios TrH Zymenis, aptinkamos ir B limfomy, kilusiy i§ gemalinio
centro (pavyzdziui, folikulinés limfomos), neoplazijose. Létinéje limfocitinéje leukemijoje pastebima
didesné¢ CD4"CXCR5™T lasteliy populiacija periferiniame kraujyje. Atlikti tyrimai parodé, kad Trn
lasteliy buvimas sergant neoplazijomis (krtties, gaubtinés ir tiesiosios zarnos [25]) didina véZiniy
lasteliy iSgyvenamumg ir proliferacija dél CD40L, IL-4 ir IL-21 ir CXCL13 ekspresijos. Gauti ir
priesingi rezultatai, teigiantys, kad Trn dalyvauja prieSvéziniame atsake, o Trn lasteliy infiltracija

siejama su didesniu i§gyvenamumu [24].

1.4. Lasteliy diferenciacijos zymenys

1.4.1.CD3

Leukocity diferenciacijos antigenas 3 (CD3), kitaip dar zinomas kaip T3 kompleksas, yra
multimerinis baltymy kompleksas, priklausantis imunoglobuliny superSeimai bei kurj sudaro
skirtingos polipeptidinés grandinés: epsilon(g), gamma(y), delta(d), zeta({) [28], formuojancios
dimerus: y/e, d/¢ ir (L [29], bei eta (1) polipeptidiné grandiné. CD3¢ polipeptidiné grandiné yra 20kDa
dydzio ir yra neglikozilinta. Tiek CD3y, tiek CD33 polipeptidinés grandinés yra glikozilintos bei yra
atitinkamai 25-28kDa ir 20kDa dydzio. CD3( polipetidiné grandiné yra neglikozilinta ir yra 17kDa
dydzio bei neturi jokiy sekos panaSumy su kitomis CD3 polipetidinémis grandinémis. CD3(
dazniausiai randamas kaip homodimeras, taciau apie 10% atvejy yra randamas kaip heterodimeras su
CD3n. CD3n yra CD3( koduojanio geno alternatyvaus splaisingo 23kDa dydzio produktas.
Kiekvienas i§ CD3 subvienety turi ekstralgstelinj Ig domeng ir po vieng ITAM molekulg, iSkyrus ¢
grandiné turi trumpg ekstralgstelinj domeng bei tris ITAM molekules [30]. Be to kiekvienas is$
signaliniy dimery turi aspartatinés rigsties lickanas transmembraninéje dalyje [31].

Leukocity diferenciacijos antigenas 3 yra specifinis T limfocity zymuo, nes aptinkamas tik of-
T lastelése [32]. CD3 antigenas gali biiti citoplazminis arba membraninis. Citoplazminis CD3
antigenas (cyCD3) yra aptinkamas perinuklearingje Iastelés zonoje ansktyvose T limfocity vystymosi
stadijoje, o tuo tarpu lgsteliy pavirSiaus CD3 aptinkamas tik subrendusiuose T limfocituose [33].
Vykstant timocito brendimui, CD3 antigenas citoplazmoje prarandamas ir véliau aptinkamas
subrendusiy T limfocity Igsteliy pavirSiuje [34].

CD3 antigeninis kompeksas kaip koreceptorius nekovalentiSkai yra susijes su specifiniu T

lasteliy receptorumi (TCR, angl. T cell receptor) [28]. TCR:CD3 kompleksas stechiometriskai

13



apibudinamas 1:1:1:1 (afTCR: CD3gy:CD3ed:CD3(({ dimerai) [30]. CD3, susijungus kartu su
heterodimerinio antigenui specifinio T lgsteliy receptoriaus of arba yd grandinémis, yra
ekspresuojama T lasteliy. Paprastai receptoriy, dalyvaujanciy imuniniame atsake, citoplazminéje
dalyje yra keleta imunoreceptoriaus tirozinu pagrjsto aktyvinimo motyvais molekuliy (ITAM, angl.
Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (YXXL /1-X6-8-YXXL A). Tuo tarpu TCR:CD3
komplekse ITAM molekuliy skaic¢ius gali siekti iki 10, todél manoma, kad toks skai¢ius yra svarbus
T limfocity diferenciacijai [35].

Per TCR:CD3 transmembraninj [34] kompleksa yra inicijuojami jgyto imuninio atsako signalai
[35]. TCR:CD3 kompleksas dalyvauja nuo T limfocity priklausomame imuniniame atsake atpazjstant
antigena, tolimesniame signalo perdavime i$ Igstelés aplinkos j 1astelés vidy dalyvaujant citoplazminiy
CD3 domeny ITAMs molekuléms, imunokompetentiniy Igsteliy aktyvavime [32]. CD3 intralgstelinés
ITAMs molekulés fosforilinimas bei Nck adaptoriniy baltymy (angl. adaptor protein Nck)
suzadinimas lemia T limfocity aktyvacijg, proliferacija bei iSgyvenamumg [30]. Tad signalo
perdavimas per TCR kontroliuoja pagrindinius jvykius T lastelése: i§sivystyma ¢iobrialiaukéje i pro-
T lasteliy, naiviyjy T lasteliy isgyvenime pereinant i$ Ciobrialiaukés zievinés i Serding dalj bei Siy
lasteliy diferenciacijoje iki efektoriniy lgsteliy [31], 0 TCR pirmtakas, pre-TCR, yra biitinas timocity
vystymuisi ir selekcijai [29]. Bent minimalus TCR:CD3 komplekso suzadinimas yra reikalingas
efektyviai T lgsteliy aktyvacijai [36].

Esant CD3y, CD39, CD3e subvienety trikumui yra stebimas T lasteliy proliferacijos
sutrikdymas, taciau esant  trikumui nepastebimi jokie sutrikimai [29]. CD3 transmembraninés dalies
dimery aspartatinés riigSties liekany mutacijos salygoja receptoriaus ekspresijos praradima lastelés
pavirSiuje [31] Kadangi CD3 antigeng ekspresuoja tik T limfocitai ir yra skirtinga CD3 ekspresijos
vieta jvairaus lgsteliy brendimo stadijose, tai leidzia atskirti subrendusius, sveikus nuo nesubrendusiy,
supiktybejusiy T limfocity [34]. PavirSinio CD3 antigeno ekspresija yra stipriai sumazéjusi arba net
neaptinkama T limfocity 1étiniuose limfoproliferaciniuose susirgimuose[37] dél CD3 geny aberacijy
arba delecijy, ar pacio antigeno praradimo piktybinése lgstelése [34]. CD3 antigenas yra silpnai
ekspresuojamas kai kuriy makrofagy, Purkinjé lgsteliy smegenyse bei Hodzkino ir Reed-Sternberg
lastelése (HRS, angl. Hodgkin and Reed-Sternberg cells), kilusiose i§ B Iasteliy linijos, ir sergant
HodZzkino limfomai [29].

14



1.4.2. CD4

Leukocity diferenciacijos antigenas 4 yra dar zinomas kaip CD4, T4, L3T4, Lyl,Leu3 [38] bei
OKT4 [39]. CD4 yra 55kDa dydzio [40] I tipo transmembraninis glikoproteinas, priklausantis Ig
superSeimai, ir ekspresuojamas kaip viena polipeptidiné grandiné MHC 1II klasés apribotuose T
limfocituose [39]. CD4 antigena sudaro keturi, 370 aminoriig§ciy ilgio ekstralgsteliniai
imunoglobuliny tipo domenai (D1, D2, D3, D4 [41]), 25 aminortugCiy ilgio hidrofobinis
transmembraninis domenas bei 38 aminoriigs¢iy [42], turinciy tris fosforilinamas serino liekanas, ilgio
citoplazminis domenas, susijunges su p56lck kinaze [43; 44]. CD4 turi salyginai maza gimininguma
visiems imunoglobuliny tipams [45].

CD4 antigeng pagrinde ekspresuoja timocitai (80-90% visy timocity), T limfocitai, ypa¢ T
limfocitai-pagalbininkai (daugiau kaip 50% visy T limfocity periferiniame kraujyje [3] bei 60% visy
T lasteliy pirmtaky kauly Ciulpuose bei Ciobrialiaukéje [42]), 0 nedideliais ekspresijos kiekiais
pasizymi monocitai, makrofagai, dendritinés, Langerhanso bei smegeny mikroglijos Iastelés [39].

CD4 veikdamas kaip koreceptorius, prisijungia prie MHC II klasés nepolimorfiniy regioniy,
ekspresuojamy antigeng pateikianéiy Igsteliy [32], ir tokiu buidu didina gimininguma [39], sustiprina
bei stabilizuoja sgveika tarp TCR:CD3 komplekso ir ligando, be to dalyvauja signalo sustiprinime ir
perdavime [38], T limfocity-pagalbininky atpazinime bei aktyvacijoje [46; 40]. CD4 reikalingas
timocity brendime ir efektoriniy T lgsteliy diferenciacijoje[39].

CD4 antigeno N galo imunoglobuliny tipo domenui (40-55 aminortigs¢iy pozicijoje)
sgveikaujant su MHC 1II klasés nepolimorfiskais a2 ir B2 domenais pakinta ekstralgsteliniy
imunoglobuliny tipo domeny D1-D4 konformacija [47], kinazés disocijuoja nuo citoplazminio CD4
antigeno domeno ir yra perduodamas signalas [39].

Normaliai CD4 antigeno ekspresija zmogaus T limfocituose-pagalbininkuose yra pastovi [41],
tad monokloniniai antikiinai prie§ zmogaus CD4 antigena naudojami kaip zymenys atskirti T

limfocity-pagalbininky populiacija nuo kity T limfocity [46].

1.4.3. CD7

CD7 (dar zinomas kaip Leu 9, 3A1, gp40, Tp4l, p4l ir T lasteliy leukemijos antigenu) yra
40kDa dydzio [48] homodimerinis transmembraninis glikoproteinas [39] koduojamas CD7 geno 17

chromasomoje (17925.2925.3) bei priklausantis imunoglobuliny G superSeimos grupei. CD7
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antigenas yra svarbus T lgsteliy ir T-B limfocity sgveikai ankstyvoje limfopoezéje [49]. CD7 yra viena
pirmyjy membranoje ekspresuojanciy, su T Igstelémis susijusiy, molekuliy kamieninése lastelése [50],
timocituose (CD7- ekspresija pastebima tik 1% - 2% priimtakuose [51]), ir kuri aptinkama iki pat
subrendusio T limfocito. CD7 daugiausiai ekspresuoja timocitai, T limfocitai periferiniame kraujyje
[52] bei natiiralieji kileriai, o maza ekspresija pasizymi pluripotentinés kamieninés lgstelés, galincios
diferencijuotis | T limfocitus, taip pat eritroidiniy, mieloidiniy ir megakariocity lasteliy pirmtakai [3].

CD7 tiksli funkcija néra pilnai zZinoma. CD7 antigenas yra svarbus T limfocity proliferacijai,
aktyvacijai bei funkcijai. Priklausomai nuo eksperimentiniy salygy, CD7 sukeliamas signalas T
lasteliy proliferacijoje gali bati kostimuliacinis arba slopinantis [53]. CD7 dalyvauja signalo
perdavime bei gali veikti kaip adheziné molekulé T lgsteliy aktyvacijoje [52], nors prieStaringi tyrimai
su pelémis parodé, kad CD7" ekspresija pasizymianciose pelése yra 60% daugiau timocity negu
laukinio tipo pelése [54]. CD7 antigenas T limfocity aktyvacijos pradzioje perduoda signala per
CD3:TCR kompleksa, didina intralgstelinio Ca?" kiekj, bei skatina IL-2 autokrininj kelig [55].

Nenormali CD7 antigeno ekspresija pastebima daugelyje ligy, tad sumazéjusi CD7 ekspresija
in vivo yra svarbi patologinéje fiziologijoje [55]. Manoma, kad CD7 sukelia Tz geno persitvarkymus
ir TCR ekspresijos pokycCius bei yra svarbus veiksnys T lasteliy neoplazijose, nes pastebéta CD7
antigeno ekspresija, T geno pakitimai (retais atvejais ir sergant B Iasteliy neoplazija) bei pavirsinio
CD3 ekspresija T limfocituose sergant T Iasteliy neoplazijomis [56].

Daznai leukeminiai T limfocitai pasizymi tokiu pat fenotipu kaip ir normalis T limfocitai.
Teékmes citometrijos pagalba jmanoma atskirti Sias dvi lasteliy populiacijas pagal ekspresuojamy
antigeny kiekj, pavyzdziui, padidéjes CD7 kiekis randamas piktybiniuose T limfocituose sergant
amine T limfoblastine leukemija bei T prolimfocitine leukemija lyginant su nepiktybiniais kraujyje
esanciais T limfocitais [57], nes normaliai CD7 antigeno ekspresija yra pastovi Zmogaus T Igsteliy
brendimo laikotarpiu [58] bei mazesné negu daugumoje neoplazijy. Pastebéta, kad nesubrende T
limfocitai (CD3") limfocitai ekspresuoja stirpiau CD7 lyginant su labiau subrendusiais T limfocitais
(CD3") sergant timine T limfoblastine leukemija (A-TLL, angl. T- acute lymphoblastic leukemia)
([57]. Padidéjusi CD7 ekspresija ant CD4" T limfocity aptinkama ne tik sergant T limfoblastinémis ir
T prolimfocitinémis leukemijomis, bet stebima ir sergant klasikine Hodzkino limfoma [59], 1étine
mieloidine [53] bei kitoms leukemijomis ir yra siejama su blogu i§gyvenamumu [49].

CD7 antigeno ekspresijos triikumas siejamas ne tik su sunkiais, kombinuotais imunodeficitais
[52], bet ir su jvairiomis kraujo neoplazijomis, o CD7 yra puikus zymuo tiriant T lasteliy kilmés

limfoproliferacinius sutrikimus, nes §is antigenas néra aptinkamas B lasteliy neoplazmy primtakuose
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[56]. Yra pastebéta, kad CD7  ekspresijos subpopuliacija btdinga ir normaliems, sveikiems T
limfocitams [48]. CD7 antigeno ekspresija yra labai silpna arba net jos néra sergant Mycosis
fungoides, Sezary sindromu ir suaugusiyjy T Igsteliy leukemija [3]. CD7" ekspresija pasizymianciy
piktybiniy lgsteliy populiacija dominuoja progresuojant Sezary sindromui.

CD7 antigeno ligandas galektinas-1 sukelia signaly kaskadg lemian¢ig CD7* T lasteliy apoptoze
[60]. Galektinas-1 sukelia T limfocity apoptoze¢ audiniuose (pavyzdziui, Ciobrialiaukéje), kur T
lastelés zasta vykstant proliferacijai arba limfiniuose organuose vykstant imuniniam atsakui [61].
Manoma, kad dél Sezary sindromo piktybiniy Igsteliy CD7" fenotipo, lgstelés yra atsparios galektino-
1 sukeltai apoptozei [60].

Kitas CD7 ligandas- galektinas-3 (galektino-1 homologas) turi jtakos tiek lgsteliy apoptozei,
tiek lasteliy proliferacijai. Suaugusiyjy T limfomos Iastelés iSvengia galektino-3 sukeliamos
apoptozeés sumazindamos CD7 ekspresija, be to galektinas-3 skatina proliferacija, kas lemia

agresyvesne ligos eiga [62].

1.4.4.CD10

CDI10 (iiminés limfoblastinés leukemijos antigenas, Zn turinti metalopeptidazé, CALLA (angl.
common acute lymphoblastic leukemia antigen), enkefalinazé) molekul¢ koduoja MME genas 3
chromosomoje (3921-927) bei ekspresuoja pre-B lastelés, gemalinio centro B lgstelés, embriono
timocitai, neutrofilai, granuliocitai, kauly ¢iulpy stromos lastelés bei kai kurios epitelinés lgstelés (tiek
normoje, tiek neoplazijose). CD10 yra 90-100kDa dydzio [63; 64] glikoproteinas, Il tipo membraniné
nuo cinko priklausoma [65] metaloproteinazé, turinti neutraly peptidazinj aktyvuma [39; 3]. Dél
alternatyvaus splaisingo aptinkami trys skirtingi CD10 tipai: 135bp, 115 bp ir 203bp. Manoma, kad
Sie tipai atsiranda dél skirtingos, audiniui specifinés, CD10 geno ekspresijos.CD10 peptidazés
substratai gali buiti cirkuliuojantys aplinkoje, sekretuojami arba transmembraniniai peptidai [66].

Sios metalopeptidazés ekstralastelinis domenas skaldo hidrofobiniy liekany amino grupés
signalinius peptidus, reguliuojancius augimg bei diferenciacijg [67] (bombezing, endoteling-1 ir kt.
[68]) ir taip juos inaktyvina [69]. CD10 dalyvauja reguliuojant T ir B limfocity brendima bei neutrofily
aktyvumg [39]. Limfoidiniy lasteliy diferenciacija i§ multipotentiniy hematopoetiniy kauly ciulpy
lasteliy manoma lemia CD10 antigeno ekspresija, nes CD10" primtakai stokoja potencialo

diferencijuotis ] mieloidinés ar eritroidinés kilmés lgsteles, bet geba diferencijuotis j limfoidinés
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kilmés lgsteles, ypa¢ B limfocitus [70]. Normaliai nesubrende, ankstyvieji B limfocitai stipriai
ekspresuoja CD10 [39].

Neoplazmy tyrimuose CD10 pirma kartg aptiktas 1975 metais tiriant iminés limfoblastinés
leukemijos antigenus [67]. CD10 yra nesubrendusiy T ir B Igsteliy bei gemalinio centro B lasteliy
zymuo, todél CD10 yra naudingas klasifikuojant Gmines leukemijas ir piktybines limfomas [64].
CDI10 neaptinkamas cirkuliuojanciuose subrendusiuose T limfociuose, tac¢iau CD10 ekspresija
pastebima CD5" T Igstelése sergant reaktyvia limfoidine hiperplazija (RLH, angl. reactive lymphoid
hyperplasia), marginaliniy zony limfoma bei piktybiniuose TrH Sergant angioimunoblastine T Igsteliy
limfoma [71]. CD10 ekspresija bei Trn ekspresuojamos ICOS bei CD279 molekulés imunologiskai
apibiidina angioimunoblasting T lasteliy limfoma. L. Baseggio et al. duomenimis AIBL neoplazijoje
CD10 molekule ekspresuoja 80-90% piktybiniy T lgsteliy limfmazgiuose bei periferiniame kraujyje
[72; 73]. Kadangi CD10 ekspresija CD4" T lastelése gali biiti per silpna, angioimunoblasinés T lgsteliy
limfomos patvirtinimui, be CD10 zZymens yra naudojami ir kiti zymenys, pavyzdziui, ICOS, CD279
ir rutininéje klinikoje nenaudojami CXCL13 bei Bcl-6 [72].

CDI10 taip pat ekspresuoja folikulinés limfomos, Burkitt limfomos, tminés T limfoblastinés
leukemijos bei @iminés mielogeninés leukemijos lastelés, be to pre-B Igstelés sergant Gimine
limfoblastine leukemija, taciau §i metalopeptidazé yra ekspresuojama ir normaliy pre-B lasteliy kauly
Ciulpuose [3]. Kitavertus, 1étinés B limfocitinés leukemijos Igstelés nepasizymi CD10 ekspresija [39],
o sergant T lasteliy limfoma CD10 yra retai ekspresuojamas.

CD10* ekspresija sergant imine B lgsteliy limfoblastine leukemija siejamas su geresne ligos
prognoze vaikams lyginant su CD10" ekspresija. CD10 sgveikaudamas su receptorine proteino
tirozino kinaze perduoda signalg. Priklausomai nuo signalg sukeliancio ligando, CD10 apsaugo nuo
véziniy lgsteliy migracijos, invazijos bei slopina angiogenezg. [66]. PrieSingi rezultatai gauti
skirtinguose tyrimuose parodé koreliacija tarp CD10 ekspresijos ir tarp tolimyjy metastaziy, ligos
recidyvavimo bei atsparumo gydymui sergant neoplazijomis [65]. Tiksli CD10 funkcija T ir B lasteliy
limfomy onkogenezéje néra zinoma [68], taip pat manoma, kad skirtingi tyrimy rezultatai gauti tiriant
CD10 ekspresija yra dél to, kad vézinius susirgimus lemia ne CD10 molekulés kiekiai 1asteléje, o

CD10 metalopeptidazés fermentinio aktyvumo praradimas [66].
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1.4.5. CDA45

CD45 yra 180-220kDa dydzio [74] | tipo transmembraninis glikoproteinas, koduojamas PTPRC
geno [75] 1 chromosomoje, ir priklausantis receptoriniy proteino tirozino fosfotaziy (RPTP, angl.
receptor-like protein tyrosine phosphatase) seimai [76] bei uzimantis iki 10% viso lastelés pavirSiaus
[77]. CD45 yra dar zinomas kaip LCA, LY5, B220, T200 bei GP180.

Citoplazminé CD45 dalis, kaip ir kitos RPTP, turi du homologinius proteino tirozino fosfotazés
domenus: aktyvy domeng 1 (D1) bei sutrikusiu kataliziniu aktyvumu domeng 2 (D2), kurio tiksli
funkcija néra zinoma. Svarstoma, kad D2 domenas turi jtakos D1 domeno aktyvumui ar prisijungia
svarbius substratus, kuriuos defosforilina D1 domenas, taip pat kad D2 yra kaip pagalbininis
katalizinis domenas, veikiantis esant tik specifinei Igstelés biiklei ar esant specifiniams substratams.
T Iasteliy receptoriaus dvigubai fosforilinta CD3{ polipeptidiné grandiné jungiasi tik prie D1 domeno
[78]. CD45 ekstralastelinio, receptorinio domeno ilgis yra jvairus skirtingose CD45 izoformose dél
alternatyvaus 4 egzony (4, 5, 6 ir 7) splaisingo [77]. Skirtingos CD45 izoformos aptinkamos
specifinése lgsteliy populiacijose: maziausia izoforma CD45RO aptinkama efektorinése-atminties T
lastelése, didziausia izoforma CD45RABC aptinkama B lastelése [79]. Naivieji T limfocitai
daugiausiai ekspresuoja CD45RB izoformg, aktyvuoti T limfocitai- CD45RO, B limfocitai-
CD45RABC, o mieloidinés Igstelés- CD45RO, taciau po aktyvacijos ekspresuoja daugiausiai
CD45RA™[77].

CD45 stipriai ekspresuojamas visose hematopoetinése, turin¢iose branduolj, lastelése [75]. Sio
glikoproteino ekspresija didéja brestant Igstelems (pavyzdziui, dvigubai teigiami timocitai pasizymi
stipresne CD45 ekspresija nei dvigubai neigiami timocitai) [77]. CD45 yra bitinas lasteliy
diferenciacijai, nuo antigeny priklausomoje T ir B limfocity aktyvacijoje [78], svarbus perduodant
signala, gautg per TCR ar BCR [80]. CD45 kontroliuoja imuninj atsakg tiek neigiamai, tiek teigiamai,
defosforilindamas jvairias signalines molekules, pavyzdziui, Src Seimos kinazes (Lck ir Fyn), T
lasteliy receptoriaus CD3( polipeptiding granding bei ZAP-70 kinaze [78].

CD45 trukumas labiausiai paveikia T limfocitus. Timocity diferenciacija vykstant teigiamai
selekcijai yra blokuojama. Tuo tarpu B lastelés, stokojancios CD45, brgsta normaliai kauly ¢iulpuose,
taciau bluznyje B lasteliy brendimas yra dalinai blokuojamas. Jvairiis tyrimai parode¢, kad stokojant
CD45 molekulés, gali biiti jgyjamas sunkus kombinuotas imunodeficitas (SCID, angl. severe
combined immunodeficiency) [75], taip pat I tipo diabetas, reumatoidinis artritas, sisteminé raudonoji

vilkligé bei Greivso liga [81].
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CDA45 yra laitkomas prieSvéziniu veiksniu sergant timia T lgsteliy limfoblastine leukemija.
Sergant tmine T lasteliy limfoblastine leukemija labai maza arba neaptinkama CD45 ekspresija
aptinkama 3,7% pacienty, o sergant tmine B lasteliy limfoblastine leukemija CD45 sumazéjusi
ekspresija aptinkama 12,9% pacienty. CD45 trikumas lemia padidéjusi JAK/STAT jautruma
aktyvacijai, sukeltai citokiny ar onkogeniniy baltymy, kas gali lemti véZiniy lasteliy proliferacija [82].

1.4.6. CD279

CD279 (PD-1) yra 288 aminoriigs¢iy I tipo transmembraninis baltymas priklausantis CD28
kostimuliaciniy receptoriy superSeimai [83]. CD279 koduojamas PDCD1 geno 2 chromosomoje [84].
CD279 membraning dalj sudaro imunoglobulino superSeimos domenas, o citoplazming dalj sudaro
imunoreceptoriaus tirozinu pagristo slopinimo motyvo molekulé¢ (ITIM, angl. immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif) bei imunoreceptoriaus tirozinu pagristo perjungimo motyvo molekulé
(ITSM, angl. immunoreceptor tyrosine-based switch motif), kuri slopina TCR perduodamg signala.
CD279 yra inhibuojantis T Igsteliy koreceptorius, turintis tris savo ligandus: PD-L1 (dar Zinomus kaip
B7-H1 ar CD274), PD-L2 (vadinamu dar B7-DC arba CD273) [85] bei B7-1 (CD80) [86]. CD279
ekspresuojamas T ir B Igsteliy (ypac stipriai ekspresuoja TrH) kauly Ciupuose bei periferiniame
kraujyje [87], naturaliyjy kileriy, aktyvuoty monocity ir dendritiniy Igsteliy. CD279 ligandg PD-L1
ekspresuoja hematopoetinés, endotelinés, epitelinés Igsteljs bei vézinés lgstelés, 0 PD-L2- antigena
pateikiancios Igstelés (makrofagai ir dendritinés Iastelés) [88].

CD279 pagrindiné funkcija yra slopinti imuninj atsaka, o CD279 bei PD-L1 saveika palaiko
perifering lasteliy tolerancijg [89; 90]. CD279 inhibuoja T limfocitus, apsaugant nuo perteklinés
CDA'T limfocity proliferacijos, antigenams veikiant lgsteles ilga laiko tarpg sergant virusinémis
infekcijomis ar neoplazijomis [91]. Periferiniame kraujyje CD279 riboja T limfocity aktyvacija
uzdegiminés infekcijos patogenezéje, taip pat CD279 susijunges su savo ligandais, slopina T lgsteliy
proliferacijg [92], citokiny gamybg bei riboja autoimunitetg [88]. CD279 ekspresuojamas gemalinio
centro T lastelése esant reaktyviam limfoidiniam audiniui [83]. CD279 sukelto slopinancio signalo
stiprumas priklauso nuo TCR signalo stiprumo (esant silpnai T Igsteliy receptoriaus stimuliacijai, yra
stipresnis CD279 inhibicinis poveikis). CD279 turi didesnj poveikj citokiny gamybai (ypa¢ IFN-y,
TNF-a bei IL-2,) o ne Igsteliy proliferacijai [84].
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CD279- molekulé, atsakinga uz naviky sukeltus imunosupresinius mechanizmus. B limfocity
kilmés neoplazmose CD279 ligandas PD-L1 yra retai ekspresuojamas, taciau PD-L2 ligandas yra
stpriai ekspresuojamas sergant mantijos Igsteliy limfoma, 0 CD279- sergant B lasteliy létine
limfocitine leukemija [83] (nuo 69% iki 100% visy BLLL susirgimy [87]). CD279 ekspresija padidéja
navikg infiltruojanciuose T limfocituose, taip pat §i molekulé beveik visada ( apie 85%) yra
ekspresuojama sergant T lasteliy angioimunoblastine limfoma [84; 87], daznai ekspresuojama
KTLLL grupéje, taciau niekad néra ekspresuojama sergant ne Hodzkino limfoma [92]. Kraujo vézinés
lastelés yra ypac jautrios TCR signalams, tad CD279 blokavimas padidina TNF-a ir [FN-y ekspresija
[84].

Padidéjusi CD279 ekspresija neoplazijose yra siejama su trumpesniu iSgyvenamumu. Rusak et
al. duomenimis, pacientai, sergantys BLLL ir kuriy daugiau nei 15,79% CD4'T lgsteliy ekspresuoja
CD279, yra didelés trumpo iSgyvenamumo rizikos grupéje, be to CD4*CD279'T lasteliy padidéje
kiekiai siejami su hemoglobino bei baltyjy kraujo Igsteliy padidéjusiu kiekiu ir limfocitoze [83].

1.4.7. CXCR5

CXCRS5 (Berkito limfomos receptorius 1, monocity kilmes receptorius 15, CD185) yra
koduojamas BLR1 geno 11 chromosomoje. Tai yra 42kDa dydzio heterotrimerinis, su G baltymu
susijes receptorius, turintis septynis transmembraninius regionius [93], ekstralastelinj ir citoplazminj
domenus.

Chemokiny receptoriy CXCRS ekspresuoja cirkuliuojantys bei gemalinio centro subrende B
limfocitai, folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai, migruojancios dendritinés lgstelés [94] bei CD4" ir
CD8'T limfocitai (iSskyrus naiviuosius CD4"T limfocitus, Th1 bei Th2 Igsteles [96]): maZa dalis (20-
25%) centriniy atminties CD4T lasteliy (TCM, anlg. central memory CD4*T cells) [95] bei CD8*
atminties T lgsteliy (<2%) [96]. CXCRS neekspresuoja limfoidiniy lgsteliy primtakai kauly ¢iulpuose
[97].

CXCRS yra atsakingas uz periferiniame kraujyje cikuliuojanc¢iy B limfocity migracija | B
lasteliy zong antriniuose limfiniuose organuose [94; 98], o esant CXCR5 ar jo ligando CXCL13
trikumai, B limfocity migracija sutrinka [99], ko pasekoje netinkamai susiformuoja pirminiai
folikulai ir gemaliniai centrai bluznyje bei Pejerio plokstelés [98]. Atlikti tyrimai parodé, kad T
lasteliy migracijai reikia CXCRS, taiau Sio receptoriaus ekspresija T Iastelése nenulemia
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CXCR5'CDA4'T lasteliy lokalizacijos folikuluose [99]. Todél manoma, kad Igsteliy migracijai j
folikulus reikalingas papildomos salygos- nuslopinti T lasteliy CCR7 chemoking [24]. Ankstyva
CXCRS ekspresija T lastelése siejama su APC ir T limfocity sgveika, nes OX40L ir OX40 signalinis
kelias skatina didesne CXCRS5 ekspresijg [100].

Padidéjusi CXCRS5 ekspresija stebima brestant B 1gsteléms bei yra svarbi palaikant lasteliy
ilgaamziSkumg [98]. Padidéjusi CXCRS5 receptoriaus ekspresija pastebima CD4'T lgstelés aktyvacijos
pradzioje, o CXCRS ekspresijos suzadinimas lemia ankstesne T lastelés proliferacijg ir diferenciacija.
Po aktyvacijos T limfocitai ekspresuoja silpniau CXCR5 [101]. Kiti mokslininkai teigia, kad T Igstelés
po aktyvacijos, negriztamai praranda CXCRS ekspresijg [96]. T lastelése su padidéjusia CXCRS
ekspresija yra pastebéta didesné IL-4 bei CD279 ekspresija, ta¢iau daug mazesné CCR7 ekspresija
[102].

B létinés limfocitinés leukemijos lastelés ekspresuoja didelius kiekius CXCRS, taip pat stipriau
ekspresuoja §j receptoriy nei folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai ar vézinés B Iastelés jvairiy B
limfocity kilmés neoplazijose. CXCR5 receptorius sergant BLLL manoma prailgina véziniy lasteliy
iSgyvenamuma [98]. CXCRS gali turéti jtakos piktybiniy B Iasteliy migracijai j limfoidinius audinius.
Sio receptoriaus ekspresija néra aptinkama sergant plaukuoty lasteliy leukemija, Gimine B Iasteliy

kilmés limfoblastine leukemija ir mielomine liga. [97].

1.4.8. ZLLA-DR

ZLA-DR yra pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso (MHC, angl. major
histocompatibility complex) II klasés izotipas [103] koduojamas 6 chromosomos DR lokuse [104].
Yra zinoma daugiau nei 500 ZLA-DR aleliy [105], tad $ios molekulés yra itin polimorfiskos. Sig
heterodimering molekule sudaro dvi nekovalentiSkai susijungusios grandinés: o (o ir a2 Subvienetai;
24-32kDa) bei B (B1 ir B2 subvienetai; 29-31kDa) [106], sudaranc¢ios N-galinj, ekstralgstelinj j
imunoglobuling panasy, hidrofobinj transmembraninj ir citoplazminj domenus [39]. Normaliai ZLA-
DR ekspresuoja hemapoetiniy lgsteliy priimtakai, T ir B limfocitai, jskaitant ir aktyvuotus CD4™T
limfocitus, taip pat makrofagai ir kitos antigeng pateikiancios Igstelés [107- 109].

ZLA-DR prisijungia tiek Seimininko, tiek patogeny ekstralasteliniy antigeniniy peptidy 10-30
aminoriig§¢iy ilgio liekanas [110; 105] lastelés citoplazmoje. Véliau ZLA-DR ir antigeno liekany
kompleksas atsiduria Igstelés pavirsiuje ir ZLA-DR pateikia CD4*T limfocitams antigeng per TCR.
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Siame procese yra atpazjstamos savos nuo svetimy molekulés, aktyvinami naivieji T imfocitai ir
sukeliamas lastelinis ar humoralinis imuninis atsakas kai yra patogeninis antigenas [108].

ZLA-DR ekspresuoja aminés mieloidinés leukemijos blastai (80% atvejy) kauly &ulpuose,
iskyrus @minés promielocitinés leukemijos lastelés, kurios neekspresuoja $io antigeno [111]. ZLA-
DR ekspresija yra stipriai sumazéjusi sergant létine limfocitine leukemija, ypac kai yra pazengusi liga
(IIT ir TV stadijose pagal Rai klasifikacijg) [112]. Sergant difuzine dideliy B lasteliy limfoma ZLA-
DR ekspresija yra visiskai prarandama, taip pat pastebéta, kad Sioje neoplazmoje sumazéja T
limfocity-pagalbininky santykinis kiekis T limfocity populiacijoje, tatiau CD4" ir CD8" T limfocity
kiekiai padidéja naviko mikroaplinkoje. ZLA-DR praradimas sergant difuzine dideliy B lasteliy
neoplazia siejamas su ligos stadija ir blogesne prognoze. Manoma, kad ZLA-DR ekspresijos
praradimas padeda vézinéms Igsteléms apsisaugoti nuo imuninio atsako [113]. Sergant kitomis
neoplazmomis ZLA-DR ekspresijos praradimas yra retas (pavyzdziui, ZLA-DR yra stipriau
ekspresuojamas sergant BLLL neoplazma kauly ¢iulpuose [114]) ir yra siejamas su agresyvesne ligos
eiga, nors ZLA-DR" vézinés Igstelés pasizymi ribotu proliferaciniu pajégumu, o ZLA-DR* su neribotu

proliferaciniu pajégumu [111].
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2. TYRIMU METODAI IR APIMTIS

Tyrimai atlikti Vilniaus Universiteto Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro
hematologijos ir bendrosios citologijos laboratorijoje 2016-2018 metais pacientams gydytiems
Hematologijos Onkologijos ir Transfuziologijos centre. Tyrimo metodas - tékmés citometrija. Sis
metodas pasirinktas siekiant nustatyti folikuliniy T limfocity-pagalbininky ir kity T limfocity-
pagalbininky ekspresuojamy CD3, CD4, CD10, CD45, CD279, CXCR5 bei ZLA-DR Zymeny
kiekius, nustatyti fenotipo be aberacijy, reakciniy poky¢iy, B lasteliy létiniy limfoleukemijy, kity B
limfocitinés kilmés létiniy limfoproliferaciniy ligy bei kity T limfocitinés kilmés Iétiniy
limfoproliferaciniy ligy grupes. Tyrimui pasirinktos folikuliniy T limfocity-pagalbininky ir kity T
limfocity-pagalbininky populiacijos siekiant identifikuoti zymeny ekspresijos skirtumus anksciau
minétose grupése. Tiriamoji medziaga - periferinio kraujo bei kauly ¢iulpy méginiai. I$ viso iStirta

250 méginiy, i$ kuriy 133 yra kauly ¢iulpy ir 117 periferinio kraujo.

2.1. Tékmés citometrija

Tekmés citometrija- tai greitas, jautrus ir pazangus metodas, apibiidinantis ne tik Igsteles, bet ir
kitas daleles suspensijoje (mikroorganizmus, latekso daleles, tiek kiekybiskai, tick kokybiskai [115]).
Siuo metodu galima itirti viso kraujo, kauly ¢iulpy, seroziniy ertmiy skyséiy, smegeny skyséio,
Slapimo ar net standziy audiniy meéginius [116]. Tad tékmés citometrija gali biiti taikoma
imunologijos, hematologijos, onkologijos ir kitose klinikinés medicinos srityse.

Tyrimo metu naudojant monochrominés §viesos Saltinj bei antikiinus, sujungtus su
fluorescuojanciais  junginiais, vadinamais fluorochromais, heterogeniniame méginyje yra
identifikuojamas tiriamy lasteliy dydis, vidulastelinis sudétingumas, lastelés pavirSiaus ar
intralgsteliniai antigenai bei nukleortigstys. D¢l didelio Igstele charakterizuojanc¢iy parametry spektro

galima iSskirti atskiras lasteliy populiacijas [117].

Tékmés citometra sudaro trys pagrindinés dalys:
1. Skysciy sistema su tékmés kamera, kurioje vykdomas hidrodinaminis fokusavimas;
2. Sviesos altinis su optine sistema, kurios metu surenkama informacija apie isklaidyta §viesa;

3. Kompiuteriné/ Elektroniné sistema, paverc¢ianti optinj signalg skaitmeniniu.
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Lasteliy suspensija jleidziama } greiCiau tekant] neSantijj izotoninj skystj (dazniausiai tai yra
buferinis fosfatinis druskos tirpalas) ir yra vykdomas hidrodinaminis fokusavimas, kurio metu
lastelés, pazymétos antikiiny-fluorochromy kompleksais, i$sidésto nesanciojo skyscio viduryje ir yra
nukreipiamos ] siaur¢jancig angg. Slégio, tankio ir skysciy tekéjimo greiCio skirtumai tarp Igsteliy
suspensijos ir nesanc¢iojo skys¢io neleidzia Siems komponentams susimaiSyti. NeSantysis skystis
apsaugo nuo lasteliy adhezijos bei sukuria laminary tekéjima, apsaugantj nuo skyscio turbulencijos
[118]. Tokiu budu pavienés Igstelés isrikiuojamos vorele, viena paskui kita ir matavimo kameroje
kerta Sviesos $altinio (lazerio, UV lempos) spindulj.

Tékmés citometro opting sistema sudaro $viesos suzadinimo ir surinkimo dalys. Sviesos
suzadinimo dalj sudaro lazeris su fokusuojanéiu lesiu. Sviesos surinkimo dalj sudaro fluorescencijos
rinkimo lesis, dichroiniai veidrodziai ir filtrai, surenkantys ir nukreipiantys iSsklaidytg Sviesg ]
detektorius. Lasteléms tekant per Sviesos Saltinio spindulj, pastarosios iSsklaido Sviesos spindulj ar
i§spinduliuoja $viesg per suzadintg fluorochromg. Keli fluorochromai, turintys panasy suzadinimo,
taciau skirtingg Sviesos emisijos bangos ilgj gali biiti naudojami iSmatuoti kelias Igsteliy savybes vienu
metu [116]. Fluorochromas absorbuodamas $viesa, jgauna energijg ko pasekoje yra suzadinami
fluorochromo elektronai. Suzadintam elektronui grjztant j prading biiseng, pertekliné energija
i§skiriama kaip fotonai, kurie nulemia fluorescencijos atsiradimg.

Priklausomai nuo dalelés dydzio, pavirSiaus ir vidinés struktiiros sudétingumo, Sviesa yra
18sklaidoma j skirtingas puses. ISsklaidyta Sviesa ir jos stiprumas yra registruojamas priekinés Sviesos
sklaidos (PSS), apbiidinangios lastelés dydj, 90° Soninés §viesos sklaidos (SSS), apibiidinancios
lastelés struktiros sudétinguma, ir Soninés fluorescencinés §viesos sklaidos (SFSS), apibuidinanios
lastelés biochemines savybes, detektoriais.

Jei detektoriy uzfiksuoti Sviesos impulsai yra silpni, tai jie sustiprinimi fotodaugintuvais.
Sustiprinti signalai yra paverCiami elektriniais signalais, kurie toliau yra paver¢iami skaitmeniniu
pavidalu ir apipavidalinami kaip taskinés tankio diagramos, daugiasluoksnés daznio histogramos,

kontiirinés ar trimatés diagramos.

2.2. Naudotos priemonés ir reagentai

Naudoti prietaisai:

1. Tékmés citometras ,,BD FACSCanto™ (BD Biosciences, JAV) su programine jranga (versija
6.1.2, BD Biosciences, JAV)
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2.
3.

Purtyklé ,,Vortex V-1 (Vortex Biosciences, JAV)
Centrifuga ,,Sigma 3-16* (Sigma-Aldrich, JAV)

Naudotos priemoneés:

1.

o

BD Falcon Cell Stainers 40um Nylon komerciniai filtrai (BD BD Biosciences, JAV).

2. Monokloniny antiktiny ir fluorochromy konjugatai (1 lentel¢) (BD Biosciences, JAV).
3.
4

BD CellWASH™ plovimo buferis (BD Biosciences, JAV).

BD IntraSure™ Reagentas A (1.0% formaldehidas (CAS numeris 50-00-0) ir 0,35% metanolis
(CAS numeris 67-56-1; BD Biosciences, JAV).

BD FACS™ 10x lizuojantis tirpalas (BD Biosciences, JAV)

Tekmés citometriniai mégintuveliai Falcon (Corning, JAV)

Monokloniniai antiktinai bei fluorohromai (pateikti 1 lenteléje; BD Biosciences, JAV)

1. lentelé. Naudoti fluorochromy ir monokloniniy antiktinai leukocity Zymeny nustatyme.

Monokloniniai antikiinai Konjuguotas
Klonas
fluorochromas
CD3 SK7 V500
CD4 SK3 APC-Cy7
CD7 M-T701 APC
CD10 HI10a PE-Cy7
CD45 2D1 V450
CD279 MIH4 PE
CXCR5 RF8B2 PerCP
ZLA-DR G46-6 FITC

2.3. Méginiy paruoSimas

SumaiSytas éminys filtruojamas naudojant BD Falcon Cell Stainers 40um Nylon komercinius
filtrus.

Nufiltruotos 50ul lasteliy suspensijos sumaisoma su plovimo buferiu iki bendro tairio 15ml.
Centrifuguojama kambario temperatiiroje 1530rpm 10min. Po centrifugavimo nupilamas
supernatantas.

Pridedama 1-10ul (priklausomai nuo naudojamy zymeny) fluorochromy-antikiiny konjugato.
Pridedama 50-100ul (priklausomai nuo méginio citozés) reagento A, kurj sudaro 1.0%

formaldehidas ir 0,35% metanolis.
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5. Svelniai sumaisius, méginys inkubuojamas tamsoje, kambario temperatiiroje 20min.

6. Po inkubacijos pridedama Iml 1x lizuojancio tirpalo, méginys sumaiSomas ir inkubuojamas
tamsoje, kambarioje temperatiiroje 10 min.

7. Po inkubacijos méginys centrifuguojamas kambario temperatiiroje 1530rpm Smin.

8. Nupilamas supernatantas ir ant nuosédy uzpilama 2 ml plovimo buferio. Vykdomas
centrifugavimas kambario temperattiroje 1530rpm Smin.

9. Nupilamas supernatantas, nuosédos uzpilamos 500ul plovimo buferiu ir sumaiSomas méginys

purtykléje.

2.4. Lasteliy Zymeny tyrimai tékmés citometrijos metodu

Tyrimo metu naudotas FACSCanto analizatorius leidZzia iSmatuoti astuonis lasteliy parametrus:
lastelés dydj naudojant PSS, lastelés vidines struktiiros savybes naudojant SSS, bei lastelés Zymeny
ekspresijg naudojant 8 fluorescencijas.

Misy tyrime naudojamo tékmes citometro opting sistema sudaro suzadinimo Saltinis su 3
lazeriais: violetiniu (suzadinimo bangos ilgis yra 405nm), mélynu (suzadinimo bangos ilgis yra
488nm) bei raudonu (suzadinimo bangos ilgis 640nm). Tyrimo metu naudoti Sie fluorochromai: BD
Horizon V500 ir V450 (organinis patentuotas dazas), PerCP (peridino chlorofilo baltymy
kompleksas), APC (alofikocianinas), PE (fikoeritrinas), FITC (fluoresceinoizotiocianatas).
Fluorochromy ir monokloniniy antikiiny konjugatai (1 lentel¢) naudoti nustatyti limfocity CD3, CD4,
CD7, CD10, CD45, CD279, CXCRS5 ir ZLA-DR Zymeny ekspresija.

Violetiniu lazeriu suzadinta fluorescencija iSmatuota zaliame kanale naudojant V500
fluorochroma. Mélynu lazeriu suZadinta fluorescencija iSmatuota Zaliame kanale naudojant FITC
fluorochroma, raudoname kanale naudojant PerCP fluorochroma, o geltoname kanale naudojant PE
fluorochroma. Raudonu lazeriu suzadinta fluorescencija iSmatuota raudoname kanale naudojant APC
fluorochroma.

V450 fluorochromo suzadinimo bangos ilgis- 489nm, o detektoriaus diapozonas- 525/20nm, tuo
tarpu PerCP suzadinimo bangos ilgis- 675nm ir detektoriaus diapozonas- 695/40nm, APC suzadinimo

bangos ilgis- 660nm, o detektoriaus diapozonas-670/30nm, PE suzadinimo bangos ilgis- 575nm, o
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detektoriaus diapozonas- 575/26nm, FITC suzadinimo bangos ilgis- 525nm, o detektoriaus
diapozonas -530/30nm.
Tékmes citometrijos tyrimo metu gauti signalai, paversti skaitmeniniu pavidalu kaip taskinés

tankio diagramos.

2.5. TrH populiacijos identifikavimas tékmés citometrijos metodu

Folikuliniais T limfocitais-pagalbininkais savo tyrime nustatome T Iasteliy populiacija,
pasizymin¢ig CD3"CD4"CD7-CD279*CXCR5" imunofenotipu.

Atlikus paruosty méginiy analiz¢ tékmeés citometru, pirmiausia yra iSskiriamos pavieniui
i§sidésc¢iusios lgstelés (1 paveiklas) pagal dydj, naudojant PSS. Toliau iskiriamos gyvybingos,
nesuirusios, pavienés lastelés. Sios lastelés atskiriamos nuo suirusiy lasteliy, riebaly laseliy ir kity

sulipusiy daleliy (2 paveiklas).

2 & g &
=R %
== I
T =1 g -
tam O~ 4
@ 3 @
(i w24
=3 &
_IIIIIII|||||||||||||||II|I l“lllllll]l]ll
a0 100 150 00 50 50 100 150 200 250
FSC-A {1,000 FSC-A (x 1,000)
lpav. Pavieniui iSsidésc¢iusios lastelés (1) 2pav. Gyvybingos lastelés (2), taskinéje
taskinéje diagramoje. diagramoje iSsidésciusios pagal PSS (x aSis) ir

SSS (y asis) sklaidas.

Panaudojus CD45 V450 monokloninio antikiino su fluorochromu junginj kartu su SSS, i§skirta
leukocity, o kartu ir limfocity populiacija (3 paveikslas) 1§ gyvybingy lasteliy grupés. T limfocity-
pagalbininky (CD3"CD4*T limfocitus) populiacijos (4 paveikslas) i§skyrimui i§ nustatytos bendros
limfocity populiacijos, naudojami CD3 APC bei CD4 APC monokloniniy antikiiny ir fluorochromy

kompleksai.
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4 pav. T limfocity-pagalbininky (5 regionas)
i8skyrimas i§ limfocity populiacijos naudojant
CD3 APC ( x asis) ir CD4 APC (y asis)
monokloniniy antikiiny ir fluorochromy junginius.

3 pav. Leukocity (3 regionas) ir limfocity (4
regionas) populiacijy nustatymas naudojant CD45
V450 monokloniniy antikiing su fluorochromu
junginj (x agis) ir SSS (y asis)

Is T limfocity-pagalbininky populiacijos yra nustatyta populiacija, ekspresuojanti ne tik CD3 ir
CD4, bet ir CXCRS5 zymenj (5 paveikslas) naudojant CD4 APC bei CXCRS5 PerCP monokloninius
antiktinus, sujungtus su fluorochromais. Stebima ne tik CD4*CXCR5" T limfocity populiacija, bet ir
kiti T limfocitai-pagalbininkai, neekspresuojantys CXCRS Zymens, bei | B limfocitus panasios
lastelés, ekspresuojancios CXCRS Zymenj. Miisy tyrimo metu $ioje taSkinéje tankio diagramoje mus
labiausiai dominanti lasteliy populiacija yra T limfocity-pagalbininky, ekspresuojanciy CXCRS5
Zymenj, populiacija.

6 paveiksle iSskirta T limfocity populiacija, ekspresuojanti CXCRS5 zymenj, 1 du pogrupius:
lastelés, ekspresuojancios CD279 zymenj, ir lasteles, neekspresuojancios §io Zymens. Identifikuoti
Sias dvi lasteliy populiacijas naudojami CXCRS PerCP ir CD279 PE monoklonniy antikiiny ir
fluorochromy kompleksai. Q2 kvadrante i$sidés¢iusi CD4"CD279*CXCR5'T limfocity-pagalbininky
populiacija, 0 Q4 kvadrante- CD4"CD279°'CXCR5™T limfocity-pagalbininky populiacija.
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5 pav. CD4 APC (x asis) ir CXCRS PerCP (y asis) 6 pav. CD3+CD4+CXCR5+T limfocituose-
monokloniniy antikiny ir fluorochromy junginiy pagalbininkuose CD279 zymens ekspresijos
kompleksy pagalba identifikuotos j B limfocitus nustatymas naudojant CXCR5 PerCP (x asis) ir
panasiy lasteliy (6 regionas), T limfocity- CD279 PE (y asis) monoklonniy antikiiny ir
pagalbininky, ekspresuojanciy CXCRS5 zymen;j (7 fluorochromy kompleksus.

regionas) ir kity T limfocity-pagalbininky (8
regionas) populiacijos.

Folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai pasizymi CD7" fenotipu, tad CD3*CD4*CD""CD279"
CXCR5* T limfocity populiacija yra i$skiriama i§ CD3"CD4'CD279'CXCR5'T limfocity-
pagalbininky populiacijos (7 paveikslas). Naudojant CXCRS PerCP bei CD7 FITC monokloniniy
antikiiny ir fluorochromy kompleksus yra nustatyta CD3"CD4"CD279'CXCR5'T limfocity-
pagalbininky,  ekspresuojan¢iy =~ CD7  zymenj  populiacija ~ Q2-1  kvadrante, ir
CD3"CD4"CD279*CXCR5'T limfocity-pagalbininky, neekspresuojanéiy CD7 Zymenj Q4-1
kvadrante, populiacija, kurig mes laikome folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacija.

Apibendrinus, 8 paveiksle, galima matyti folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos
identifikavimga 18 kity lasteliy, pakopomis.
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apibreity
WD; Méginio Nr. Ivykiai regione, %15 viso %
=3 M visi jvykiai 1000000 #1000
3 D Pavienés lgstelés 974 B46 97.5 97 .5
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- 04 2,606 79.5 0.3
mzC}iCH%DF' P 1':'15 oA 107 -l 8 20,660 gsal 21
erlP-Cy5-5- -l B limfocitai 8593 108 09
7 pav. CD7 ekspresijos nustatymas 8 pav. Folikuliniy T limfocity-pagalbininky
CD4*CD279"CXCR5'T limfocity- populiacijos nustatymas tékmés citometrijos
pagalbininky populiacijoje naudojant CXCRS5 metodu.

PerCP (x asis) bei CD7 FITC (y asis)

monokloniniy  antikiing  ir

kompleksus.

fluorochromy

Tiriant folikuliniy T limfocity populiacijos imunofenotipg, sergant angioimunoblastin¢ T

lasteliy limfoma, matomas skirtingas lasteliy pasiskirstymas taskinése diagramose. Kaip ir fenotipo

be aberacijy nustatyme, tekmés citometrijos diagramy analizavimas prasideda pavieniy lasteliy (9

paveikslas) ir gyvybingy lasteliy (10 paveikslas) nustatymu naudojant PSS ir SSS. Taip pat yra

identifikuojami leukocitai bei limfocitai (11 paveikslas) naudojant SSS bei CD45 V450 monokloninio

antikiino ir fluorochromo konjugata.

Iz ] Lo
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m jun]
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o = 1,0007 FSC-A (x 1,000) CD45 Am C\,fan—A
9 pav. Pavieniy lasteliy 10 pav. Gyvybingy lasteliy (2 11 pav. Leukocity (3 regionas) ir

nustatymas naudojant PSS.

regionas) nustatymas naudojant
PSS ir SSS.

limfocity (4 regionas) nustatymas
naudojant SSS bei CD45 V450
monokloninio antikiino ir
fluorochromo jungin;.
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Zinoma, kad angioimunoblastinés T lasteliy limfomos substratas yra folikuliniai T limfocitai-
pagalbininkai, kuriy normaliai fenotipas yra CD3"CD4"CD7-CD279*CXCR5", ta¢iau piktybinése Trn
lastelése yra kartais stebimas CD3 ekspresijos sumaz¢jimas ar nebuvimas. Norint identifikuoti TrH
lasteles AIBL neoplazijos, toliau yra tiriamos tiek CD3" tiek CD3" pasizymiancios T limfocity-
pagalbininky populiacijos.

Pirmiausia atskirta T limfocity-pagalbininky Iasteliy populiacija (12 paveikslas). Naudojant
CD3 APC bei CD4 APC monokloninius antikiinus, sujungtus su fluorochromais. Stebimos dvi, mus
dominancios populiacijos: CD3'CD4* bei CD3*CD4".

13 paveiksle pavaizduotos CD3'CD4* bei CD3"CD4" lgsteliy populiacijos, pasizymiancios
CXCRS zymens ekspresija, naudojant CD4 APC bei CXCRS5 PerCP monokloninius antikiinus
konjuguotus su fluorochromais. Taskinéje diagramoje matoma ir kity T limfocity-pagalbininky
populiacija (pazyméta 6 numeriu), bei | B limfocitus panaSios lastelés, ekspresuojanc¢ios CXCRS
(pazymétos 5 numeriu). Toliau analizéje atskirta CD3"CD4*CXCR5" T limfocity populiacija nuo
CD3'CD*CXCR5" T limfocity populiacijos (14 paveikslas), norint identifikuoti skirtingo

imunofenotipo veézines TrH lasteles, dalyvaujancias AIBL patogenezéje.

%o CD3-fblankus CD4+  CD3+CD4+ Loy, . v
T D4+ CHCRS+ =3
3" S 5 73
e §°°e fﬂ ]
g 5 57
¥ . i = R LALLM AL
1242 CDIAPC-A D4 APC-CyT-A " coisrooprs "
pav. CD3CD4" ir 13 pav. CD3/CD3*CD4* T 14 pav. Atskirta CD3"
CD3*CD4* T limfocity- limfocity populiacijos CXCR5 CD4*CXCR5'T limfocity
pagalbininky populiacijy zymens ekspresijos populiacija
identifikacija naudojant CD3 nustatymas naudojant CD
APC (x asis) bei CD4 APC (y APC (x asis) bei CXCRS5
monokloninius PerCP (y asis) monokloninius
antiklinus,  sujungtus  su antiklinus,  sujungtus  su
fluorochromais. fluorochromais.

Tyrimo metu toliau analizuojama CD279 Zymens ekspresija CD3°'CD4"CXCR5" (15
paveikslas) ir CD3*CD4"CXCR5" (16 paveikslas) T lgsteliy populiacijose, naudojant CXCR5 PerCP
bei CD279 PE monokloninius antikiinus, sujungtus su fluorochromais. CD3"CD4*CXCR5" T
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15 pav. CD3CD4'CXCR5" T limfocity
populiacijos (pazyméta 8 numeriu) CD279
zymens variabili ekspresija (dominuojanti
Q2-2 bei Q4-2 regionuose), nustatyta
naudojant CXCRS PerCP (x asis) ir CD279 (y
asis) monokloninius antikiinus, konjuguotus
su fluorochromu.

limfocity populiacijos CD279 ekspresija pasizymi silpniau nei CD3 CD4'CXCR5* Igsteliy

populiacija, nors abiejuose populiacijose CD279 ekspresija yra variabili.
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16 pav. CD3'CD4'CXCR5" T lasteliy
populiacijos (pazymétos 9 numeriu) CD279
zymens variabili ekspresija (dominuojanti Q2-
2 bei Q4-2 regionuose), nustatyta naudojant
CXCRS5 PerCP (x asis) ir CD279 (y asis)
monokloninius antikinus, konjuguotus su
fluorochromu.

Toliau tirta CD7 Zymens ekspresija CD3'CD4*CD279"'CXCR5* (17 paveikslas) ir
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CD3*CD4"CD279" CXCR5" T limfocity (18 paveikslas) populiacijose naudojant CXCR5 PerCP bei

CD7 FITC monokloninius antik@inus sujungtus su fluorochromais.
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17 pav. CD3CD4'CD7CD279*CXCR5" T
limfocity populiacijos (pazymétos 10 numeriu)
identifikavimas naudojant CXCR5 CP (x asis)
bei CD7 FITC (y aSis) monokloninius antikiinus,
konjuguotus su flurochromu.

18 pav. CD3"CD4'CD7- CD279" CXCR5" T
limfocity populiacijos (pazyméta 11 numeriu)
identifikavimas naudojant CXCR5 CP (x asSis)
bei CD7 FITC (y aSis) monokloninius antikiinus,
konjuguotus su flurochromu.
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Apibendrinus, 19 paveiksle galima matyti folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos tiek
ekspresuojancios CD3, tiek blankiai ar neekspresuojancios CD3 Zymenj populiacijos nustatyma

pakopomis AIBL neoplazijoje.

wykiu,
apibréity
Meginio Nr. |wkiai TBEIENE % 2 iz 3
._\.fisi jwykiai 1,000,000 #1000
é....DPavienés Igsteles 982 657 498.3 983
i....-GWl,'bingos Igstelés 954 529 971 95.5
] Leukocitai 784,288 g22| 784
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19 pav. Véziniy folikuliniy T limfocity populiacijos
nustatymas AIBL neoplazijoje tékmés citometrijos
metodu.

2.6. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant statistinés analizés ,,SPSS Statistics™ (versija
19.0.0, Armonk, NY: IBM Corp.) programa bei Microsoft Excel 2016 programa. Gauti rezultatai
pateikiami vidurkiais su standartiniais nuokrypiais. Duomeny normalumas tikrintas Shapiro-Vilko
testu (p<0,05). Kadangi duomenys netenkina normalumo prielaidos, naudojami Kruskal-Wallis 2 bei
Mann-Whitney testai vidurkiy palyginimui bei taikoma Pirsono korealiacijos koeficientas r.
Korealiacijos rysys tarp dviejy kintamyjy vertinamas kaip labai silpnas (r=0,00-0,19), silpnas (r=0,20-
0,39), vidutinis (r=0,40-0,59), stiprus (r=0,60-0,79) ir labai stiprus (r=0,80-1,0). Tyrimo metu
pasirinktas statistinio reik§mingumo lygmuo a=0,05, o rezultatai statistiskai reikSmingais laikomi, kai

p<0,05.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Pacienty charakteristikos

Tiriamaja grupe sudaro 250 asmeny, 2016-2018 metais besigydziusiy Vilniaus Universiteto
ligoninés Santaros klinikose, kuriems buvo jtariama kraujo neoplazija. Tiriamojoje grupéje buvo 126
vyrai (50,4%) ir 124 moterys (49,6%), kuriy amziaus vidurkis 62,61+£15.38 (Min/Max 18-96). I$
pacienty buvo imami kauly ¢iulpy (n =133; 53,2%) ir periferinio kraujo (n=117; 46,8%) éminiai.

Tyrimo metu analizuoti CD7" i§ CD3"CD4", folikuliniy T limfocity-pagalbininky ir B limfocity
populiacijy dydziai, kurie i$reiksti procentiskai. Taip pat tirti folikuliniy T limfocity-pagalbininky, ir
kity T limfocity-pagalbininky populiacijy CD3, CD4, CD7, CD10, CD45, CD279, CXCRS5 bei ZLA-
DR Zzymeny kiekiai tékmés citometru.

Pagal gautus leukocity tékmés citometrijos imunofenotipavimo rezultatus pacientai suskirstyti j
5 grupes: fenotipas be aberacijy (BA), reakciniy pokyciy fenotipas (RP), B Iasteliy létiné
limfoleukemija (BLLL), kitos B limfocitinés kilmés 1étinés limfoproliferacinés ligos (KBLLL), kitos
T limfocitinés kilmés létinés limfoproliferacinés ligos (KTLLL). Reakciniy poky¢iy grupg apibtidina
pacientai, kuriems nustatytas CD4 ir CD8 T limfocity pakites santykis, padidéjgs aktyvuoty T
limfocity kiekis, padidéjes ZLA-DR, CD56, CD57, CD3 Zymeny kiekis bei kiti poky¢iai, kuriy
neuZtenka patvirtinti neoplazma.

Vyry ir motery pasiskirstymas skirtingose ligy grupése periferinio kraujo ir kauly ciulpy

méginiuose pavaizduotas 20 ir 21 paveiksluose.
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20 pav. Pacienty pasiskirstymas pagalal 21 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal
imunofenotipa periferiniame kraujyje (n=117) imunofenotipa kauly ¢iulpuose (n=133)

DidZiausias pacienty pasiskirstymas pagal imunofenotipg periferiniame kraujyje yra BLLL
(n=41, 35,04%) grupéje, mazesniais kiekiais pasiskirsto KBLLL (n=40, 34,19%), RP (n=19, 16,24%) ir
BA (n=12, 10,26%) grupéje. Maziausias pacienty pasiskirstymas yra KTLLL (n=5, 4,27%) grupéje.
Tuo tarpu didziausias pacienty pasiskirstymas kauly ¢iulpuose yra BA (n=59, 44,36%) grupéje, po to
RP (n=33, 24,81%) ir KBLLL (n=29, 21,81%) grupése, o maziausias pasiskirstymas yra BLLL su
KTLLL (po n=6, 4,51%) grupése.

3.2. Lasteliy populiacijy paplitimas kauly ¢iulpuose ir periferiniame kraujyje
jvairiuose susirgimuose

Folikuliniy T limfocity-pagalbininky ir B limfocity populiacijy dydziai nustatyti tékmés citometru
ir iSreikSti procentiskai. B limfocity procentiniai kiekiai iSskaiCiuoti i§ nustatyty visy limfocity
populiacijos, o folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacija i§ CD3*CD4*CXCR5* populiacijos.
Lasteliy populiacijy paplitimai tirti jvairiuose susirgimuose ir yra pavaizduoti 22 (periferiniame kraujyje)

ir 23 (kauly Ciulpuose) paveiksluose.
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22 pav. Lasteliy populiacijy vidutiniai kiekiai periferiniame kraujyje jvairiuose susirgimuose.

Folikuliniy T limfocity-pagalbininky didziausias vidutinis kiekis nustatytas KBLLL grupéje
(4,59(3,2)), mazesni kiekiai nustatyti BLLL (4,43(3,5)), BA (3,26(2,8)) ir RP grupése (2,86(1,4)), tuo
tarpu maziausi Trn Kiekiai aptikti KTLLL grupéje (2,73(3,5)). Misy gauti rezultatai (22 pav.) sutampa
su kity tyrimy rezultatais [119], kurie teigia, kad didziausi Trn Kiekiai randami KBLLL neoplazijose, o
mazi kiekiai aptinkami periferiniy T Igsteliy limfomy neoplazijose (tik tre¢dalis atvejy piktybinés lastelés
pasizymi fenotipu, pana$iu j Trn). Taip pat J. Matthew ir kolegy tyrimas [120] parodé, kad folikuliniai T
limfocitai-pagalbininkai yra pastovus, bet ne didziausias komponentas BLLL neoplazijoje, ir Trn Kiekiai
didesni nei kontrolinéje grup¢je (fenotipe be abreacijy) periferinio kraujo méginiuose. TrH padidéjimas
B lasteliy kilmés neoplazijose yra siejamas su folikuliniy T limfocity-pagalbininky diferenciacija, kuriai
yra biitina TrH ir B limfocito sgveika. Trn ekspresuojamo CD40 ligando ir B limfocity ekspresuojamos
CD40 antigeno sagveika bei Try Sekretuojamas IL-21 lemia B limfocity diferenciacija bei klasés
persijungimag [121]. Manome, kad Trx populiacijos padidéjimas lemia véziniy B lgsteliy proliferacijg ir
1§gyvenamumg.
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23 pav. Lasteliy populiacijy vidutiniai kiekiai kauly ¢iulpuose jvairiuose susirgimuose.
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Folikuliniy T limfocity-pagalbininky didZiausias vidutinis kiekis (23pav.) kauly ¢iulpuose yra
KBLLL grupéje (7,59 (6,1)), maziau BLLL (7,39(7,9)), RP (4,58(5,2)) bei BA grupése (2,99(2,2)), o
maziausias populiacijos dydis nustatytas KTLLL (2,36(1,9) grupéje. Duomeny apie folikuliniy T
limfocity-pagalbininky kiekius kauly ¢iulpuose jvairiose neoplazijose neaptikta. TrH lastelés daugiausiai
yra siejamos su angioimunoblastine T lgsteliy limfoma, kuri priklauso miisy KTLLL grupei, taciau $i0S
neoplazijos grupéje tirti limfmazgiuose arba periferiniame kraujyje, o ne kauly ¢iulpuose, esanciy TrH
Kiekiai.

Miisy tyrime Trn kiekiy pasiskirstymas kauly Ciulpuose ir periferiniame kraujyje 5 grupése yra
labai panasus.

IS kity moksliniy tyrimy yra zinoma, kad folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai yra svarbiis B
limfocity proliferacijai ir funkcijy atlikime, todél tirta TrH lasteliy koreliacija (Spearman koreliacija) su

B limfocitais penkiose grupése (2 lentel¢).

2 Lentelé. Koreliacija tarp TFH ir B limfocity penkiose ligy grupése.

B limfocitai
Koreliacijos stiprumas (p-reikSme)
BA 0.151 (0.21)
RP -0.065 (0.648)
TrH BLLL 0.335 (0.021)
KBLLL 0.376 (0.001)
KTLLL 0.391 (0.235)

Folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai silpnai koreliuoja su B limfocitais BLLL, KBLLL bei
KTLLL grupése, taciau statistiskai reikSminga koreliacija tarp Tr ir B limfocity yra tik BLLL (p=0,021)
bei KBLLL (p=0,001) grupése. Siose dviejose grupése didéjant folikuliniy T limfocity-pagalbininky
procentiniam kiekiui, did¢ja ir B limfocity procentinis kiekis. Miisy gauti rezultatai patvirtina literattiros
duomenis [122], kad did¢jant folikuliniy T limfocity-pagalbininky kiekiui, didéja ir B limfocity kiekis B
lasteliy kilmés neoplazijose, kas rodo, kad Trn yra svarbiis B limfocity proliferacijai ne tik normos

grupéje, bet ir neoplazmy.

Norint i$siaiskinti ar Trq populiacijos kiekiy skirtumas neoplazijose yra statistiskai reik§Smingas,
atlikti Kruskal-Wallis ¥* ir Mann-Whitney testai. Folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos
vidutiniai procentiniai kiekiai néra statistiSkai reikSmingai skirtingi (p>0,05) periferiniame kraujyje (1
priedas), tod¢l 3 lenteléje pavaizduoti tik kauly ciulpuose esantys skirtumai.
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3 Lentelé. Lasteliy populiacijy paplitimo skirtumai kauly ¢iulpuose 5 grupése. 1- BA; 2- RP; 3- BLLL; 4-
KBLLL; 5-KTLLL.

Kauly ¢iulpai
Ligy grupés
- 1 2 3 4 5 Mann-
pg“éjltf;é‘fja (Vidurkis, | (Vidurkis, | (Vidurkis, | (Vidurkis, S(?;L%‘gr‘::f" ‘t’(‘a’s*lggeg
standartinis | standartinis | standartinis | standartinis o]
nuokrypis) | nuokrypis) | nuokrypis) | nuokrypis) S reikSmes
nuokrypis)
1*2, p=0.118
1*3, p=0.094
1*4, p=0.000
1*5, p=0.511
* —_
Ten 29922) | 458(52) | 7.39(7.9) | 759(6.1) | 236(19) g*j:g;g:ggg
2*5, p=0.184
3*4, p=0.630
3*5, p=0.150
4%5, p=0.004

TenH lasteliy populiacija yra mazesné KTLLL neoplazijy grupéje nei BA (p=0,000), RP grupése
(p=0,004), ir sergant KBLLL (p=0,004).

Literatiiros duomeny apie kauly ¢iulpuose esanciy Tr1 populiacijy paplitimo skirtumus jvairiy
neoplazmy bei BA ir RP grupése, nerasta, todél negalime palyginti su savo gautais rezultatais. Manome,
kad Trn lgsteliy padidéjimas kauly ¢iulpuose sergant KBLLL yra dél Trn Igsteliy svarbos B limfocity

proliferacijoje, kuri yra itin aktyvi B lasteliy kilmés neoplazmose.

3.3. Trn ir kity T limfocity-pagalbininky Zymeny paplitimas jvairiose neoplazijose

Ten ir Kity T limfocity-pagalbininky CD3, CD4, CD7, CD10, CD45, CD279, CXCRS ir ZLA-DR
zymeny vidutiné ekspresija ant lasteliy apskaiciuota periferiniame kraujyje ir kauly ¢iulpuose BA, RP,
BLLL, KBLLL ir KTLLL grupése (2 priedas).

Statistinis reikSmingumas aptiktas tarp CD3 (Trn periferiniame kraujyje), CD4 (kity T limfocity-
pagalbininky periferiniame kraujyje), CD10 (Trn bei kity T limfocity-pagalbininky periferiniame
kraujyje), CD279 (folikuliniy T limfocity-pagalbininky ir kity T limfocity-pagalbininky kauly ¢iulpuose)
ir ZLA-DR (kity T limfocity-pagalbininky kauly &iulpuose) Zymeny ekspresijos ant lasteliy.. Kity
Zymeny ekspresijos reik§mingi padidéjimai ar sumazéjimai neaptikti kauly ¢iulpuose ar periferiniame
kraujyje (4 lentelé).
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4. Lentelé. Tey ir kity T limfocity-pagalbininky Zymeny ekspresija kauly ¢iulpuose ir periferiniame kraujyje 5
grupése.

Kauly ¢iulpai Periferinis kraujas
2 2
stat)i(stika p-reiksme stat)i(stika p-reiksme
CD3 4.7 0.314 9.9 0.042
CD4 2.7 0.608 8.6 0.071
CD7 7.6 0.106 8.8 0.066
Folikuliniai T limfocitai- | CD10 4.8 0.307 13.6 0.009
pagalbininkai CD45 75 0.114 4.7 0.321
CD279 14.2 0.007 2.8 0.591
CXCR5 3.3 0.503 5.2 0.270
ZLA-DR 8.7 0.070 8.6 0.072
CD3 4.3 0.369 8.4 0.078
CD4 2.9 0.571 12.0 0.018
CD7 2.9 0.583 7.8 0.099
Kiti T limfocitai- CD10 2.5 0.644 13.8 0.008
pagalbininkai CD45 8.3 0.080 4.9 0.299
CD279 16.4 0.003 5.0 0.290
CXCR5 2.3 0.677 3.7 0.454
ZLA-DR 114 0.022 5.1 0.276

Folikuliniy T limfocity-pagalbininky CD3 ir CD10 Zymeny ekspresija periferiniame kraujyje

jvairiose neoplazijose pavaizduoti 24 paveiksle.

15000 13748.6
9645.15
10000
5000 2940.37 3407.4
26276 co0.5s 1852.37
: 111.38 -
. ] —
CcD3 CD10

HBA ERP WBLLL ®mKBLLL mKTLLL

24 pav. Tey CD3 bei CD10 zymeny paplitimas periferiniame kraujyje 5 grupése

Folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai stipriausia CD3 ekspresija pasizymi BLLL grupéje
(13748.6(19271,7)), ir statistiSkai reikSmingai stipresne ekspresija nei KBLLL (9645,15(19271,7),
p=0,002) ir KTLLL (2627,6(890,1), p=0,036) grupése (24 pav.). Literatiros duomenimis [123]
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nuslopinus CD3 ekspresijg ant Trn lgsteliy yra nuslopinama B limfocity diferenciacija bei 1g klasés
perjungimas, taip pat CD3 ekspresijos sumazéjimas budingas létinéms T limfocity kilmés neoplazmoms
[37], ka patvirtina ir miisy gauti rezultatai, rodantys, kad CD3 ekspresija ant lasteliy yra maziausia
KTLLL grupéje. Taigi, padidéjusi CD3 ekspresija lemia aktyvens¢ B limfocity proliferacija. TrH lgstelés
turi jtakos Ig klasés persijungime, o biitent BLLL neoplazmos pasizymi imunoglobuliny variabiliy sriciy
sunkiyjy grandiniy mutacijomis, taciau néra aisku ar Siuos imunoglobuliny poky¢ius sukelia aberantine
CD3 ekspresija ant Trn Iasteliy. Taip pat duomeny, kad CD3 ekspresija periferinio kraujo folikuliniy T
limfocity-pagalbininky populiacijoje yra didesné BLLL grupéje nei KBLLL grupéje, neaptikta.

Tuo tarpu CD10 zymens stipriausia ekspresija ant Trn lgsteliy aptinkama KTLLL grupéje
(3407,4(5189, 1)), o reiksmingas padidéjimas stebimas lyginant su $iomis grupémis: BA (600,58(501,3),
p=0,020), BLLL (1852,37(5184,1), p=0,036) ir KBLLL (1110,38(1855), p=0,023). Periferinio kraujo
CD10 zymens ekspresija ant Trn lgsteliy yra stipresné RP grupéje (2940,37(4969,3)) nei BA (p=0,012),
BLLL (p=0,010) ir KBLLL (p=0,025) grupése. Literatiiros duomenimis randama [124], kad CD10
zymens ekspresija ant Try yra padidéjusi sergant KTLLL neoplazijomis, pavyzdziui, periferinés T
limfocity leukemijos neoplazmoje CD10 Zzymuo aptinkamas 72% serganciyjy [125]. Kiti literatiiros
Saltiniai [66] teigia, kad CD10 ekspresija yra sumaZzéjusi arba jos i§ vis néra sergant T limfocity kilmés
neoplazmoms, tad nustatyta CD10 Zymens ekspresija ant Trn lgsteliy yra jvairi KTLLL grupéje. Misy
gauti rezultatai pritaria tyrimams, teigiantiems, kad CD10 ekspresija ant Trn lasteliy yra stipri sergant T
limfocity kilmés neoplazijomis. Duomeny, lyginan¢iy folikuliniy T limfocity-pagalbininky CD10
ekspresija T ir B kilmés neoplazmose bei BA ir RP grupése, neaptikta, tad negalime palyginti miisy gauty
rezultaty su literatiiros Saltiniais.

Kauly c¢iulpuose folikuliniy T limfocity-pagalbininky zymens CD279 ekspresija skirtingose

pacienty grupése pavaizduota 25 paveiksle.

2000

1688.62
1500 1448.67
1143.46 1121.79 1225.5
1000
500
0
CD279

HBA WRP MBLLL ™ KBLLL ™ KTLLL

25 pav. Try CD279 zymens paplitimas kauly Ciulpuose 5 grupése.
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Kauly ¢iulpy Trn CD279 Zymens ekspresija BA (1143,46(426,6)) grupéje yra mazesné nei BLLL
(1448,67(399,8), p=0,049) ir KBLLL (1688,62(1080,7), p=0,001) grupése. CD279 zymens ekspresija
KBLLL grupéje ne tik didesné uz BA grupés, bet ir uz RP grupés (1121,79(382,3), p=0,005). Literattiros
duomenimis [126] CD279 zymens ekspresija kauly ¢iulpuose, kai néra neoplazijos yra neaptinkama arba
yra maza, kg patvirtina ir masy rezultatai. Taip pat literattiros Saltiniai [127] teigia, kad CD279 yra stipriai
ekspresuojama kauly ¢iulpuose sergant BLLL ir AIBL [128], taciau néra nurodoma kokiose T limfocity
subpopuliacijose. Miisy duomenys yra panasis tuo, kad didziausia CD279 ekspresija kauly ¢iulpuose yra
B limfocity kilmés neoplazmose, tacCiau dél neaiSkios tikslios T limfocity populiacijos, negalime
palyginti su miisy duomenimis, o daugiau literattiros Saltiniy duomeny, aptarianc¢iy Trn CD279 Zymens

ekspresija kauly ¢iulpuose sergant neoplazijomis, neaptikta.

Periferino kraujo kity T limfocity-pagalbininky Igsteliy populiacijos CD4 ir CD10 zymeny bei
kauly &iulpy kity T limfocity-pagalbininky CD279 bei ZLA-DR Zymeny ekspresija yra reikimingai
pakitusi (26 ir 27 paveikslai atitinkamai).

12000

9677.55
10000

7384.37 10101
8000 ' 6556.6

6000
4000

2000
229.08 29153 475.17 369.05 2424
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HBA ERP WBLLL ®mKBLLL mKTLLL

26 pav. Kity T limfocity-pagalbininky CD4 ir CD10 Zymeny paplitimas periferiniame kraujyje 5 grupése.

Kity T limfocity-pagalbininky CD4 zZymens ekspresija periferiniame kraujyje RP grupéje (7384,37
(1356)) yra mazesné nei BLLL (7991,61 (854,2), p=0,007) ar KBLLL (9677,55 (11273,8), p=0,011)
grupése. Be to CD4 Zymens vidutin¢ ekspresija ant lasteliy yra mazesné ir KTLLL grupéje (6556,6
(1635,3)) lyginant su BLLL (p=0,027) ir KBLLL (p=0,040) grupémis. Literatiros duomenimis [129]
CD4" T limfocity kiekiai BLLL bei KBLLL grupése yra padidéje, taciau pacio CD4 antigeno ant kity T
limfocity-pagalbininky ekspresijos padidéjimas ar sumazéjimas sergant Siomis neoplazijomis,
neaprasomas. Literatiiros duomenimis [3] CD4 antigeno eskpresijos ant T limfocity padidéjimas
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stebimas sergant T limfocity kilmés neoplazmomis, pavyzdziui, Sezary sindromu [130], ta¢iau dideliy
granuliuoty limfocity leukemija nepasizymi CD4 ekspresija [131]. Dianzani et al. duomenimis [132]
sergant BLLL T limfocitai silpniau ekspresuoja CD4. Misy gauti duomenys patvirtina literatiiros
duomenis, nes didziausia CD4 ekspresija ant lgsteliy aptikta sergant B limfocity kilmés neoplazmomis.

Kity T limfocity-pagalbininky CD10 Zymens ekspresija RP grupéje (591,53(1119)) yra didesn;j,
lyginant su BA (229,08(157,6), p=0,047), BLLL (475,17(179,6), p=0,002) bei KBLLL (369,05(1085,7),
p=0,002) grupése CD10 Zymens kiekiais ant kity T limfocity-pagalbininky. Literatiiros duomenimis [15]
randama, kad dalis T limfocity, ypa¢ GC Trn, paszymi CD10 Zymens ekspresija reakciniy pokyCiy
grupéje, taciau duomeny ar yra reikSmingas CD10 zymens kiekio pokytis ant Igsteliy reakciniy pokyciy
ir neoplazmy grupése periferiniame kraujyje neaptikta, tad negalime palyginti su savo gautais rezultatais.
Taip pat literatiros duomenimis [125] KTLLL grupgje periferinio kraujo CD4'T limfocitai pasizZymi
CD10 ekspresija, ypa¢ sergant angioimunoblastine T lgsteliy limfoma [15], o misy gauti rezultatai
nerodo jokio reikSmingo padidéjimo ar sumazéjimo CD10 ekspresijos kity T limfocity-pagalbininky

populiacijoje KTLLL grupéje.
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27 pav. Kity T limfocity-pagalbininky CD279 ir ZLA-DR Zymeny paplitimas kauly ¢iulpuose 5 grupése.

Kauly ¢iulpy CD279 zymens ekspresija ant kity T limfocity-pagalbininky reik§mingai didesné
KBLLL (374,24(315,7)) grupéje lyginant su BA (187,05(154,6), p=0,000) ir RP (286,24(286,8),
p=0,044) grupémis. Literatiros duomeny apie kauly ¢iulpuose ant CD4™T limfocity ekspresuojamo
CD279 zymens ekspresijg sergant neoplazijomis neaptikta, nors yra duomeny, kad periferinio kraujo
CD279 ekspresija ant T limfocity padidéja sergant B lasteliy kilmés neoplazmomis [83]. Kity T
limfocity-pagalbininky, kaip ir Trn, CD279 ekspresija didziausia KBLLL grupé¢je, bei dalinai galima
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palyginti su ansk¢iau aptartais literatiros duomenimis [127], teigiancCiais, kad T limfocitai stipriai
ekspresuoja CD279 zymenj kauly ¢iulpuose sergant B limfocity kilmés neoplazmomis.

ZLA-DR zymens ekspresija BA (1013,71(930)) grupéje yra mazesné nei RP grupéje
(1415,42(1006,7), p=0,015) ant kity T limfocity-pagalbininky kauly ¢iulpuose. Normaliai T limfocitai-
pagalbininkai ekspresuoja ZLA-DR Zymenj [133], ta¢iau literatiros duomenuy, palyginané¢iy ZLA-DR
ekspresijg ant kity T limfocity-pagalbininky kauly Ciulpuose tarp reakciniy pokyciy ir fenotipo be

aberacijy grupiy, nerasta.

3.4. Trn ir kity T limfocity-pagalbininky populiacijy Zymeny ekspresijos palyginimas.

Periferinio kraujo ir kauly Ciulpy Trn bei kity T limfocity-pagalbininky populiacijy Zymenys
palyginti tarpusavyje fenotipo be aberacijy, reakciniy pokyciy, B lasteliy 1étinés limfoleukemijos, kity B
limfocitinés kilmés létiniy limfoproliferaciniy ligy ir kity T limfocitinés kilmés létiniy
limfoproliferaciniy ligy grupése.

Folikuliniy T limfocity-pagalbininky su kity T limfocity-pagalbininky Zymeny vidutinés ekspresijos
pateiktos 2 priede, o palyginimai su statistiniu reik§mingumu pavaizduoti 5 lenteléje (periferinis kraujas)

ir 6 lentel¢je (kauly ¢iulpai).

5 Lentelé. Periferinio kraujo Ten ir kity T limfocity-pagalbininky zymeny ekspresijos palyginimas 5 ligy grupése.

Periferinis kraujas
Trw ir kity T limfocity- | CD3 CD4 CD7 CD10 | CD45 | CD279 | CXCR5 | ZLA-DR
pagalbininky
Zymenys
Neoplazijos
BA 0.729 ]10.204 |0.050 |0.033 |0.273 |0.000 |0.000 0.583
RP 0.827 0422 0314 |0.000 [0.125 |0.000 | 0.000 0.559
BLLL 0.711 |0.071 | 0.003 |0.000 |0.041 |0.000 |0.000 0.000
KBLLL 0.840 |0.504 |0.000 |0.000 |0.005 |0.000 |0.000 0.000
KTLLL 0.602 |0.602 |0.602 |0.009 |0.251 |0.009 |0.009 0.465

BA grupéje Trn populiacija pasizymi stipresne CD10 (p=0,033), CD279 (p=0,000),
CXCR5(p=0,000) ir ZLA-DR(p=0,000) Zymeny ekspresija lyginant su kity T limfocity-pagalbininky
zymeny ekspresija. RP bei KTLLL grupése CD10 (p=0,000 ir p=0,009), CD279 (p=0,000 ir p=0,009) ir
CXCRS5 (p=0,000 ir p=0,009) zymeny ekspresija taip pat yra didesné ant TrH lgsteliy. BLLL ar KBLL
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grupése TrH pasizymi didesne CD10 (p=0,000), CD45 (p=0,041 ir p=0,005), CD279 (p=0,000), CXCR5
(p=0,000) ir ZLA-DR (p=0,000) zymeny ekspresija, tatiau mazesne CD7 (p=0,003 ir p=0,000) Zymens
ekspresija.

6 Lentelé. Kauly ¢iulpy Try ir kity T limfocity-pagalbininky zymeny ekspresijos palyginimas 5 ligy grupése.

Kauly ¢iulpai
Trn ir kity T limfocity- | CD3 CD4 CD7 CD10 | CD45 | CD279 | CXCR5 | ZLA-DR
pagalbininky
Zymenys
Neoplazijos
BA 0.493 |0.016 |0.000 |0.000 |0.056 |0.000 | 0.000 0.008
RP 0530 |0.108 |0.129 |0.000 |0.097 |0.000 | 0.000 0.720
BLLL 0749 |1 0.631 |0.006 |0.150 |0.006 |0.004 0.262
KBLLL 0514 [0.146 |0.007 |0.000 |0.211 |0.000 | 0.000 0.072
KTLLL 0522 |0.749 |0.873 |0.109 |0.423 |0.010 |0.004 0.749

Kauly ¢iulpy TrH pasizymi stipresne Zymeny CD10 (p=0,000), CD279 (p=0,000), CXCRS5 (p=0,000)
ir ZLA-DR (p=0,008) ekspresija, ta¢iau maZesne CD4 (p=0,16) ir CD7 (0,000) ekspresija nei kiti T
limfocitai-pagalbininkai BA grupéje. RP ar BLLL grupése CD10 (p=0,000 ir p=0,006), CD279 (p=0,000
ir p=0,006) bei CXCR5 (p=0,000 ir p=0,004) zZymeny ekspresija stipresné ant Trn lgsteliy. KBLLL
grupéje CD10 (p=0,000), CD279 (p=0,000) ir CXCRS5 (p=0,000) zymeny ekspresija stipresné ant Trn
lasteliy, ta¢iau CD7 (p=0,007) zymens ekspresija stipresné ant kity T limfocity-pagalbininky. KTLLL
grupéje CD279 (p=0,010) ir CXCR5 (p=0,004) stipresne ekspresija pasizymi folikuliniy T limfocity-

pagalbininky populiacija kauly ¢iulpuose.

Taigi periferinio kraujo ir kauly ¢iulpy Tr, lyginant su kitais T limfocitais-pagalbininkai, pasizymi
stipresne CD10 (tik periferiniame kraujyje), CD279 ir CXCRS, taciau silpnesne CD7 ekspresija. Miisy
gauti rezultatai patvirtina litertliros Saltiniy duomenis, kurie teigia, kad Trn lastelés pasiZymi Sioms
lasteléms biidingais zymenimis, kaip CD279 ir CXCRS. Vézines Trn lgstelés pasizymi CD10 ekspresija,
bei CD7 ekspresijos praradimu (nepiktybiniai Teq yra CD7°CD107) [121].

CD7 antigeno ekspresijos praradimas ant Trn Iasteliy - tai buidas apsisaugoti nuo piktybinés lastelés
zuties. CD7 ligandy galektino-1 ir galektino-3 ir CD7 saveika sukelia signaly kaskada, lemiancia
apoptoze.
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CD10 metalopeptidazé¢ skaldo medziagas, reguliuojancias lagstelés augimg ir diferenciacija,
pavyzdziui, bombezing. Padidéjusi CD10 ekspresija ant lasteliy mazina reguliuojan¢iy medziagy kiekius,
dél ko yra didesné TrH lasteliy populiacija sergant neoplazijomis.

CD279 vaidmuo piktybinése TrH lgstelése yra slopinti prieSnavikinj imuninj atsaka, yra palaikoma
véziniy lasteliy tolerancija dél CD279 ir PD-L1 sgveikos. Tad padidéjusi CD279 ekspresija suteikia
veézinéms TrH lgsteléms iSvengti imunings sistemos.

CXCRS5 zymuo lemia ankstyvesn¢ Trn proliferacija ir diferenciacija, tad vézinés lastelés,
ekspresuodamos stipriau CXCR5 antigena, skatina Siuos procesus. Pastebéta, kad CXCRS5 ekspresijos
padidéjimas ant Igsteliy didina ir CD279 ekspresija.

Taigi, CD10, CD279, CXCRS5 zymeny ekspresijos padidéjimas ir CD7 sumazéjimas ant TrH 1gsteliy,
leidzia Sioms lgsteléms iSvengti prieSnavikinio imuniteto mechanizmy, sparciau proliferuoti ir
diferencijuotis bei prailgina piktybinés lgstelés iSgyvenamuma.

Literatiiros $altiniy duomeny, palyginan¢iy masy tiriamy zymeny ekspresijos skirtumus ant jvairiy
CD3*CD4'T limfocity normos, reakciniy poky¢iy ar T ir B Igsteliy kilmés neoplazmy grupése, neaptikta.
Daugiausia tyrimy atlikta apie T limfocity populiacijos kiekio, jvykusiy mutacijy ar Zymeny ekspresijos

skirtumus sergant T neoplazijomis ir atitinkamai B limfocity pokyc¢ius B neoplazijose.

3.5. AIBL Trn imunofenotipo palyginimas su TrH populiacijuy imunofenotipu 5
grupése.

Misy tyrimo metu buvo nustatyti du angioimunoblastinés T Igsteliy limfomos susirgimai. Abu
AIBL méginiai yra kauly ¢iulpy, todél tolimesniame rezultaty aptarime yra lyginami kauly Ciulpuose
esan¢iy Trn Zymeny kiekiai su nustatytais Trn Zymeny kiekiais sergant AIBL neoplazija (7 lentelé).
Kadangi tirti tik du AIBL atvejai, palyginimai statistiniais metodais negalimi, nes gauti rezultatai nebtity

statistiSkai patikimi, todel Trn populiacijy palyginimai atlikti apraSomuoju budu.
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7 Lentelé. Folikuliniy T limfocity-pagalbininky Zymeny palyginimas

AIBL Trx Ten
1 2 Bendra Bendra
) T BA RP | BLLL |KBLLL | KTLLL |
atvejis | atvejis | imtis imtis
Populiacijos | ., 4 196 27,38
: ! 2.99(2.2) | 458(5.2) | 7.39(7.9) | 759 (6.1) | 2.36 (1.9) | 4.56 (4.8)
dydis % (35,95)
CD3 46888 54 23471 | 1703643 | 795824 | 2608083 | 971679 | 171955 | ...,
(33116,63) | (23549) | (16839.5) | (25790.2) | (15846.6) | (22440.2) | (20812.4)
CD4 2706 | o929 | 88175 | 683415 | 71533 | 6939.33 | 678331 | 6790.33 | 6905.02
(1571,90) | (872.6) | (750.3) | (544) | (1092.4) | (585.1) | (877.5)
CD7 gosg | 49015 | 70832 | 10240.03 | 5979 | 8430.83 | 9234.67 | 820756
844 (5738,17) | (4215.8) | (6298.1) | (4837.7) | (5403.2) | (5886.6) | (5263.1)
CD10 397 2320 1358,5 585.76 | 563.27 768 825.14 | 416.83 | 632.98
(1359,77) | (612.4) | (417.6) | (717.6) (1013) (264.6) | (678.4)
CD45 18469 | 35717 | 27003 | 26990.68 | 2988239 | 19669.67 | 26012.28 | 25979.67 | 27118.95
(12196,18) | (9398.8) | (8064.1) | (5654.4) | (9842) | (7002.9) | (9108.4)
CD279 623 | 1206 | 34245 | 114346 | 112179 | 144867 | 168862 | 12255 | 1274.42
(312329) | (426.6) | (382.3) | (399.8) | (1080.7) | (468.9) | (655.9)
CXCR5 613 2110 | 13615 | 2566.64 | 230203 | 2439.17 | 2347.93 | 265833 | 2451.68
(105854) | (759.6) | (589.4) | (391.9) | (562.1) | (1066.3) | (685.2)
ZLA-DR 015 4391 2653 | 1290.64 | 149236 | 1404 | 2363.48 | 1800.33 | 1602.73
(24579) | (1148.1) | (1177.1) | (948.4) | (2913.9) | (2312.4) | (1769.2)

Lyginant folikuliniy T limfocity-pagalbininky procentinj kiekj BA (2,99 (2,2)), RP (4,58 (5,2)),
BLLL (7,39(7,9)), KBLLL (7,59 (6,1), KTLLL (2,36 (1,9)) bei AIBL (27,38 (35,95)) grupése, yra rySkus
TrH % populiacijos padidéjimas AIBL neoplazijoje. Jdomu tai, kad AIBL Trn% populiacijy kiekiai tarp
dviejy tirty atvejy yra labai skirtingi; TrH% Kiekis 1 atvejo metu yra 52,8%, o 2 atvejo- 1,96%. Taigi 2

atvejo AIBL neoplazijoje yra zymiai mazesni Trn% populiacijy kiekiai.

Tiriant Ty lasteliy CD3, CD4, CD7, CD10, CD45, CD279, CXCRS ir ZLA-DR Zymenis AIBL
grupéje, yra pastebéti dideli skirtumai zymeny CD3, CD7, CD10, CD279, CXCRS5 ir ZLA-DR
ekspresijos kiekiy skirtumai tarp 1 ir 2 atvejo.

Pirmame AIBL atvejyje CD3 kiekis (46888) yra didesnis, o antrame atvejyje mazesnis (54) nei Trn
CD3 zymens kiekiai BA (1703,43 (23549)), RP (7958,24 (16839,5)), BLLL (26080,83 (25790,2)),
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KBLLL (9716,79 (15846,6)) ir KTLLL (17195,5 (22440.2)) grupése. Neatsizvelgiant j atskirus atvejus,
Ten CD3 ekspresija (23471(33116,63)) sergant AIBL neoplazma yra mazesné tik uz Trn populiacijos
CD3 ekspresija sergant BLLL neoplazma.

Sergant AIBL neoplazma folikuliniy T limfocity-pagalbininky CD4 Zymens ekspresija (8817,5
(1571,90)) yra didesné nei BA(6834,15 (872,6)), RP(7153,3 (750,3)), BLLL(6939,33 (544)),
KBLLL(6783,31 (1092,4)) ir KTLLL(6790,33 (585,1)) grupiy Trn CD4 ekspresija.

CD7 zymens kiekiai Trn lasteliy populiacijoje tarp 1 ir 2 AIBL atvejo zymiai skiriasi (844 ir 8959
atitinkamai). 1 atveju metu CD7 zymens kiekis AIBL neoplazijoje yra mazesnis nei CD7 Zymens kiekiai
5 grupése: BA (7083.2 (4215.8)), RP (10240.03 (6298.1)), BLLL (5979 (4837.7)), KBLLL (8430.83
(5403.2)) bei KTLLL (9234.67 (5886.6)). 2 AIBL atveju CD7 zymens kiekis yra mazesnis uz RP bei
KTLLL grupiy Trn CD7 kiekius. Neatsizvelgiant | atskirus AIBL atvejus, CD7 kiekiai (4901,5
(5738,17)) yra vis tiek mazesni AIBL grupéje nei CD7 kiekiai 5 grupése.

Bendrai Trq CD10 kiekis (1358,5 (1359,77)) AIBL neoplazijoje yra didesnis nei BA (585.76
(612.4)), RP (563.27 (417.6)), BLLL (768 (717.6)), KBLLL (825.14 (1013)), KTLLL (416.83 (264.6)),
taciau Try CD10 zymens kiekis, kaip ir CD7 Zymens, yra mazesnis pirmame (397) AIBL atvejyje nei
antrame (2320). Taigi 1 atvejo CD10 Zymens kiekiai sergant AIBL yra maZzesni, o 2 atvejo- didesni nei
Trn CD10 Zymens kiekiai minétose 5 grupése.

CD45 kiekiai (27093 (12196,18)) folikuliniuose T limfocituose-pagalbininkuose sergant
angioimunoblastine T Igsteliy limfoma yra didesni nei Try CD45 kiekiai BA (26990.68 (9398.8)), BLLL
(19669.67 (5654.4)), KBLLL (26012.28 (9842)) ir KTLLL (25979.67 (7002.9)) grupése, taiau mazesni
nei RP (29882.39 (8064.1)) grupéje.

CD279 zymens kiekiai sergant AIBL Trw Igstelése taip pat skiriasi tarp 1 (5623) ir 2 (1206) atvejo.
Pirmame atvejyje CD279 Zymens kiekis yra didesnis nei Trn lgsteliy CD279 kiekiai 5 grupése: BA
(1143.46 (426.6)), RP (1121.79 (382.3)), BLLL (1448.67 (399.8)), KBLLL (1688.62 (1080.7)),
KTLLL(1225.5 (468.9)), tuo tarpu antrame AIBL atvejyje CD279 kiekis yra didesnis tik uz BA ir RP
grupiy Trn CD279 Zymeny vidutinius kiekius. Bendrai AIBL CD279 kiekiai (3424,5 (3123,29)) yra
didesni nei BA, RP, BLLL, KBLLL ir KTLLL grupése.

Trnw CXCRS zymens kiekis, kaip ir CD7 bei CD10, sergant AIBL neoplazija 1 atvejyje (613) yra
mazesnis nei 2 (2110) atvejyje. Vis dél to abiejuose atvejuose (1361,5 (1058,54)) CXCRS5 zymens kiekiai
AIBL neoplazijoje vis tiek yra mazesni nei TrH CXCRS Zymens kiekiai BA (2566.64 (759.6)), RP
(2302.03 (589.4)), BLLL (2439.17 (391.9)), KBLLL (2347.93 (562.1)) ir KTLLL (2658.33 (1066.3))

grupése.
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ZLA-DR folikuliniuose T limfocituose-pagalbininkuose sergant AIBL neoplazija skiriasi tarp 2

tirty atvejy. Pirmame atvejyje (915) ZLA-DR Zymens kiekis yra maZesnis nei antrame (4391) AIBL
atvejyje bei BA (1290.64 (1148.1)), RP (1492.36 (1177.1)), BLLL (1404 (948.4)), KBLLL (2363.48
(2913.9)) ir KTLLL (1800.33 (2312.4)) grupése. Antrame ir bendrai abiejuose atvejuose (2653 (2457,9))

ZLA-DR kiekiai Tr lastelése sergant AIBL yra didesni nei ZLA-DR kiekiai minétose 5 grupése.

3.5.1. AIBL TrH populiacijos imunofenotipo palyginimas su literatiiros duomenimis

Misy tyrime nustatytos Trn lgsteliy populiacijos Zymeny ekspresijA, sergant AIBL, palygintos su

literatiros Saltiniuose nurodomu angioimunoblastinés T lgsteliy limfomos blasty imunofenotipu (8

lentelée).

8 Lentelé. Try imunofenotipy palyginimas

- Trn Imunofenotipas Trn Imunofenotipas
FH
5 (nustatytas musy (literatairos Saltiniy
Zymenys ) o
tyrimo metu) duomenimis)
Variabili
(blanki/ ryski) Variabili
CD4 Normali Normali
Variabili
CD7 é“a " _ Variabili
(blanki/ normali)
Variabili
CD10 , é”a . . Variabili
(vidutiné/ ryski)
CDA45 Ryski Normali
Variabili
CD279 et Variabili
(normali/ ryski)
Variabili
CXCR5 Ryski
(blanki/ normali) e
v Variabili
ZLA-DR ariantt Vidutiné
(blanki/ ryski)

Misy duomenys patvirtina literatiiros Saltiniy duomenis (8 lentel¢), kad vézinés AIBL Trn lastelés

CD3 Zzymenj ekspresuoja jvairiai. CD3 intralgstelinés ITAMs molekulés fosforilinimas bei Nck

adaptoriniy baltymy aktyviniminas lemia T limfocity aktyvacija, proliferacijg bei iSgyvenamuma, tad

AIBL Trn lastelése padidéjusi CD3 ekspresija lemia stipresng T limfocity proliferacijg ir aktyvacija,
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prailgina vézings lgstelés iSgyvenamuma. Tuo tarpu CD3 ekspresijos sumazéjimas galimas dél CD3 geno
mutacijy.

Nustatyta CD4 ekspresija sutampa su literatiiros Saltiniy duomenimis, teigianciais, kad Trn CD4
zymens ekspresijos pakitimy neaptikta, jo ekspresija ant angioimunoblastinés T limfomos Igsteliy yra
gan pastovi [41].

CD7 ekspresija Trn lgstelése literatiiros duomenimis dazniausiai yra itin silpna, nors kartais btina
ir ryski (CD7""). CD7 ekspresijos praradimas apsaugo piktybine Trn lgstele nuo apoptozés. Miisy
rezultatai patvirtina silpnos CD7 ekspresijos ant AIBL lgsteliy teiginj, nes stiprios CD7** ekspresijos
neaptikome.

Iprastai ant AIBL lasteliy CD10 ekspresija yra stebima, taciau literatiros duomenimis kauly
Ciulpuose CD10 ekspresija 50% atvejy yra laikoma aberantine. Misy gauty rezultatai rodo, kad CD10
ekspresija taip pat yra variabili, taigi patvirtina teiginj, kad kauly ¢iulpuose CD10 ekspresija gali bati
skirtinga. CD10 ekspresijos padidéjimas mazina lgstelés proliferacija reguliuojanéiy medZziagy
aktyvuma, taigi vézinése TrH lastelése proliferacija yra aktyvesné.

Masy gauti rezultatai patvirtina literattiros duomenis kurie teigia, kad vézinés AIBL Trn lgstelés
pasizymi jprasta CD45 ekspresija. Kiti literatiros duomenys teigia, kad CD45 trikumas lemia véZiniy
lasteliy proliferacija dél padidéjusio JAK/STAT signalinés kaskados jautrumo. Try CD45 ekspresija yra
bitina lasteliy brendimui ir aktyvacijai, tad Sio antigeno ekspresijos padid¢jimas gali lemti véZiniy
lasteliy sustipréjusiag aktyvacija.

Nustatyta padidinta CD279 ekspresija AIBL lastelése sutampa su literatiros duomenimis.
Padidejusi CD279 ekspresija padeda vézinéms TrH lgsteléms iSvengti imuningés sistemos, nes CD279 ir
Sio antigeno PD-L1 ligando sgveika slopina priesnavikinj imuninj atsakg bei palaiko piktybiniy lasteliy
tolerancija.

CXCRS5 zymens ekspresija musy tirtuose Try AIBL atvejuose yra gan maza, ir paneigia literatiiros
Saltiniy duomenis, kad AIBL vézinés lastelés pasizymi rySkia CXCRS5 Zymens ekspresija. Literatiiros
duomenimis [107] po Ten aktyvacijos, yra prarandamas Bcl-6 transkripcijos faktorius, skatinantis
CXCRS ekspresija [121], o minimaliag CXCRS5 ekspresija palaiko kitas transkripcijos faktorius - c-Maf.

Nustatyta variabili ZLA-DR ekspresija ant angioimunoblastinés T limfomos lasteliy. Literatiiros
duomenimis, §io antigeno ekspresija yra pastovi, 0 jo praradimas sergant neoplazijomis yra retas. ZLA-

DR praradimas siejamas su TrH véziniy lasteliy gebéjimu apsisaugoti nuo prie$navikino imuninio atsako.
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ISVADOS

1. Zmogaus folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai pasizymi CD3*, CD4*, CD7-, CD10*, CD45",
CD279*, CXCR5" ir ZLA-DR* Zymeny ekspresija.

2. Kauly ciulpy folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacija didziausia KBLLL grupéje, o
maziausia KTLLL grupéje. Periferinio kraujo folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijos kiekiai
sergant T ir B neoplazmomis reikSmingai nesiskiria.

3. Kauly ¢iulpy ir periferinio kraujo folikuliniy T limfocity-pagalbininky populiacijy kiekiai
reakciniy poky¢iy grupéje nesiskiria.

4. Periferiniame kraujyje folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai pasizymi stipresne CD10, CD45,
CD279, CXCRS5 ir ZLA-DR, bet silpnesne CD7 Zymens ekspresija, o CD3 ir CD4 zymeny ekspresija
lyginant su kitais T limfocitais-pagalbininkais nesiskiria. Kauly ¢iulpy folikuliniai T limfocitai-
pagalbininkai pasizymi stipresne CD10, CD279, CXCRS ir ZLA-DR, bet silpnesne CD7 bei vienoda
CD3 ir CD45 zymeny ekspresija lyginant su kitais T limfocitais-pagalbininkais.

5. Folikuliniai T limfocitai-pagalbininkai pasizymi stipresne CD7 bei silpnesne CD3, CD4, CD10,
CD45, CD279 ir ZLA-DR ir vienoda CXCRS5 zymeny ekspresija lyginant su angioimunoblastinés T

lasteliy limfomos blasty imunofenotipu.
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SUMMARY

Prevalence of Follicular T Helper Cells Immunophenotype in Human Blood and
Bone Marrow with Neoplastic and Reactive Lymphocytosis

Introduction: First time human follicular T helper cells (TrH) were mentioned almost 20 years
ago. Today we know, that these cells support B cell proliferation, activation, immunoglobulin production
and are involved in the regulation of B-cell responses. Most researchers focus on germinal center Trn
cells population, however peripheral blood Trn cells are associated with angioimmunoblastic T cell
lymphoma, a rare and aggressive T cell neoplasm.

The aim of this study was to determine the prevalence of human follicular T helper cells in
peripheral blood and bone marrow of patients with suspected malignant blood disorders.

Patients and Methods: Participants were 250 males (n=126) and females (n=124) aged 18-96
years. In this study we examined 133 bone marrow and 117 peripheral blood samples. All participants
were divided into 5 groups: immunophenotype without aberrations, reactive phenotype changes, chronic
lymphocytic leukemia, other chronic B cell lymphoproliferative disorders and other chronic T cell
lymphoproliferative disorders. Flow cytometry was used to evaluate CD3, CD4, CD7, CD10, CD45,
CD279, CXCR5, HLA-DR marker expression on follicular T helper cells and other T helper cells. The
statistical analysis was performed using “SPSS Statistics” and Microsoft Excel software.

Results: Human follicular T helper cells immunophenotype is CD3", CD4", CD7-, CD10*, CD45",
CD279", CXCR5" and HLA-DR". In bone marrow most abundant Tew cells population was found in the
group of other chronic B cell lymphoproliferative disorders, while the smallest — in the group of other
chronic T cell lymphoproliferative disorders. In peripheral blood, however, Ten population amounts
between all groups was not significantly different. Ten population amounts in bone marrow and
peripheral blood are not different in patients with reactive phenotype changes. Trn cells express higher
amounts of CD10, CD279, CXCR5 and HLA-DR markers, and less amounts of CD7 marker than other
T helper cells in peripheral blood and bone marrow. Also Trn cells express higher levels of CD7 and
lower levels of CD3, CD4, CD10, CD45, CD279 and HLA-DR than angioimmunoblastic T-cell

lymphomas blasts, with the same CXCR5 expression.

Key words: human follicular T helper cells, angioimmunoblastic T cell limfoma, neoplasm, flow

cytometry, peripheral blood, bone marrow.
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PRIEDAS Nr. 1

Trr B limfocity paplitimo palyginimas 5 grupése kauly ¢iulpuose ir periferiniame kraujyje.

Kauly ¢iulpai Periferinis kraujas

Lastelly populiacijos X° statistika p-reikime X’ statistika | p-reikimé
Ten 24.690 0.000 8.784 0.067
B limfocitai 41.211 0.000 52.337 0.000
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Lasteliy Zzymeny vidutinis kiekis 5 grupése periferiniame kraujyje.

PRIEDAS Nr. 2

Periferinis kraujas

- j j o
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(8369.3) | (8808.9) (9401) (7889.9) | (5003.7) | (8660.3)
CD279 112.25 159.79 136.85 165.2 149.2 148.27
(82.3) (164.8) (124.7) (127.4) (148.3) (129.4)
CXCRS 160.08 143.47 134.22 137.18 132 139.29
(59.1) (55.1) (57) (45.3) (30.7) (52)
7L A-DR 1086.42 2098.89 1107.73 1367.98 1087.6 1354.62
(1007.2) | (3051.3) (916.5) (2275.7) | (409.7) (1923.6)
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Lasteliy Zzymeny vidutinis kiekis 5 grupése kauly ¢iulpuose.

Kauly ¢iulpai

- j j E %)

< a 2 = = S =

. T 2 ¢ | &F
CD3 17036.43 | 795824 | 26080.83 | 9716.79 | 171955 | 13577.12
(23549) | (16839.5) | (25790.2) | (15846.6) | (22440.2) | (20812.4)

CD4 683415 | 71533 | 693933 | 678331 | 6790.33 | 690502

(8726) | (750.3) | (544) (1092.4) | (585.1) | (877.5)

CD7 70832 | 10240.03 | 5979 8430.83 | 923467 | 8207.56

(4215.8) | (6298.1) | (4837.7) | (5403.2) | (5886.6) | (5263.1)

o CD10 58576 | 563.27 | 768 82514 | 41683 | 632.98

Eﬁ:}‘;gi't';‘i'_a' T (612.4) | (417.6) | (717.6) | (1013) | (2646) | (678.4)
o o | CD45 26990.68 | 29882.39 | 10669.67 | 26012.28 | 25979.67 | 27118.95
Pag (9398.8) | (8064.1) | (5654.4) | (9842) | (7002.9) | (9108.4)
CD279 114346 | 112179 | 144867 | 168862 | 12255 | 1274.42

(4266) | (3823) | (399.8) | (1080.7) | (468.9) | (655.9)

CXCR5 2566.64 | 2302.03 | 2439.17 | 2347.93 | 2658.33 | 245168

(7596) | (589.4) | (391.9) | (562.1) | (1066.3) | (685.2)

JLA-DR 120064 | 1492.36 | 1404 236348 | 1800.33 | 1602.73

(1148.1) | (1177.1) | (948.4) | (2913.9) | (2312.4) | (1769.2)
CD3 17739.12 | 827427 | 26383.83 | 10703.38 | 19667.33 | 14307.77
(24812) | (17677.1) | (25996) | (17803.1) | (25610) | (22091.4)

CD4 725049 | 745006 | 702017 | 711641 | 665433 | 723349

(8965) | (7765) | (4806) | (10606) | (1318.1) | (919)

CD7 11077.1 | 12664.88 | 895367 | 1150469 | 910333 | 11379.46

(6381.6) | (6700.9) | (7488.4) | (5757.3) | (4877.3) | (6308.4)

CD10 198.78 | 21027 | 15367 | 34283 | 21117 | 23156

Kiti T limfocitai- (1046) | (186.7) | (234) (5228) | (1287) | (274.7)
pagalbininkai | CD45 23952.39 | 26897.36 | 16872.5 | 23018.28 | 23400 2413511
(8881.8) | (8235.6) | (5390.4) | (92852) | (7770.5) | (8797.7)

CD279 187.05 | 28624 | 3565 37424 | 34917 | 267.44

(1546) | (286.8) | (3057) | (315.7) | (331) (255.8)

CXCR5 16429 | 150.3 18267 | 15866 | 16067 | 160.26

(62.8) | (64.4) (55.8) (56.1) (69.7) (61.4)

JLA-DR 1013.71 | 141542 | 896 1678.48 | 1649 1281.68

(930) | (1006.7) | (5303) | (2207.2) | (14645) | (1354.7)
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PRIEDAS Nr. 3

AIBL neoplazijoje nustatyti Ten, kity T limfocity-pagalbininky ir CD7°CD3"CD4" T limfocity zymeny

kiekiali.

(6'LGt2) (#5'8G0T) (62'cz1E) (8T'96T2T) (LL'6GET) (L1'8€.6G) (06'TLGT)
€692 G'TOET G'veve £60.2 G'8GET G'T06Y G'/188
16EY 0112 902T LTLSE 02€2 6568 6266
GT6 €19 €295 69v8T L6E 18 90..

¥a-viz G4OXD 6.2dD SvAad 01AD LdD ¥ad

rexjuiulgreBed-renoojw L rerunnyijo
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