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SANTRUMPOS
BGs (angl. Bacterial Ghosts) — bakteriniai vaiduokliai
CBA (angl. cytometric bead array) — fluorescuojanciy rutuliuky metodas
CD (angl. cluster of differentiation) - leukocity diferenciacijos antigenai
CD3"W (angl. high auksta, gausi ar low Zema, negausi CD3 molekuliy raiska lastelés
pavirsiuje
CD8"IOW (angl. high auksta, gausi ar low Zema, negausi CD8 molekuliy raiska lastelés
pavirsiuje
CD25 "W (angl. high (auksta, gausi) ar low (Zema, negausi) CD25 molekuliy raiska lastelés
pavirsiuje
CTL - citotoksiniai T limfocitai
CTLA-4 (angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) — su citotoksiniais T limfocitais
susijes antigenas 4
CFSE (angl. Carboxyfluorescein succinimidyl ester) — karboksifluorescein sukcinimidil esteris
DAMPs (angl. damage-associated molecular pattern molecules) - su pazeidimu susijusios
molekulinés strukttiros
DL — dendritiné lastelé
DLP — dendritiniy lasteliy preparatas
DMSO (angl. Dimethyl Sulfoxide) — dimetilsulfoksidas
DNR (angl. DNA deoxyribonucleic acid) — deoksiribonukleortigstis
ELISA (angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) — imunofermentiné analizé
ELISPOT (angl. Enzyme-Linked ImmunoSpot) — imunofermentinis metodas
FBS (angl. fetal bovine serum) — fetalinis versSelio serumas
FoxP3 (angl. forkhead box P3) — forkhead/winged-helix Seimos transkripcijos faktorius
FSC (angl. forward scatter) — priekiné sklaida
GM-CSF (angl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor) — granuliocity ir makrofagy
kolonijas stimuliuojantis faktorius
HLA (angl. human leukocyte antigens) — 1. zmogaus leukocity antigenai; 2. Zmogaus
pagrindinis audiniy dermés kompleksas
IFN (-0,-P ar -y) - alfa, beta ar gama interferonas
IL (-1,-1B,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-10,-12,-13,-17 ar -23) — interleukinali
KEAYV - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys
LPS (angl. Lipopolysaccharides) — lipopolisacharidas
MACS (angl. magnetic-activated cell sorting ) - magnetinis lgsteliy rasiavimas

MDSCs (angl. myeloid-derived suppressor cells) - mieloidinés kilmés supresinés lastelés
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MHC I, Il (angl. major histocompatibility complex) - pagrindinis audiniy dermés kompleksas
MLR — misrioji limfocity reakcija

mo Ak — monokloninis antikiinas

MRNR (angl. messenger ribonucleic acid) — informaciné ar matriciné ribonukleortigstis

NK lastelé (angl. natural killer)— nattiralus Zudikas

NKT (angl. natural killer T cells) — T lastelés zudikés

PAMPs (angl. pathogen-associated molecular patterns) - su patogenu susijusios molekulinés
strukttiros

PAPL — profesionali antigeng pateikianti 1gstelé

PBS (angl. phosphate-buffered saline) - fosfatinis buferinis tirpalas

PGE; (angl. prostaglandin E2) — prostaglandinas E2

PKVL (angl. PBMC peripheral blood mononuclear cells) - periferinio kraujo vienbranduolés
lastelés

Poly I:C (angl. polyinosinic:polycytidylic acid) - policitidilo ruigstis

SK-MEL 28 — melanomos lasteliy linija

SSC (angl. side scatter) — Sonin¢ sklaida

TAA (angl. tumor-associated antigens) — su naviku susije antigenai

Th (angl. T helper cells) (-1,-2 ar -17) - T lasteliy pagalbininkiy tipai

TGFB (angl. transforming growth factor) — transformuojantis augimo veiksnys beta

TNF (-a arba -B) (angl. tumor necrosis factor) — alfa arba beta naviky nekrozés veiksnys

Treg (angl. regulatory T cells) — T reguliacinés lastelés


https://en.wikipedia.org/wiki/Pathogen-associated_molecular_patterns

1. IVADAS

1.1. Problemos aktualumas

Naujausi imuninés sistemos ir véZio tyrimai parodé, jog navikas sugeba iSvengti imuninés
sistemos prieziiiros. Navikas suformuoja sau palankiag, imuning sistema slopinancig
mikroaplinkg, uzkirsdamas kelig efektyviai atpazinti naviko antigenus, slopindamas efektorines
imuninés sistemos lgsteles ir panaudodamas imuninés sistemos mechanizmus tolerancijai jo
atzvilgiu iSvystyti ir palaikyti. Todél gydant vézj yra svarbu jveikti imuninés sistemos slopinima
ir atkurti efektyvy specifinj pries§vézinj atsakg [1]. Pastaruoju metu taikomos vis naujesnés ir
pazangesnés gydymo strategijos, tokios kaip taikiniy terapija ar imunoterapija, kuriy tikslas yra
atstatyti vézio iSbalansuotg imuning sistema bei perprogramuoti prie§vézinj imuninj atsakg i$
veéZ] ,,pripazjstancios* (tolerogeninés) biisenos | véZi naikinanc¢ig (imunogening) biisena.

Vis daugiau démesio sulaukia sparciai besivystanti naviky imunoterapijos rusis - specifiné
aktyvi imunoterapija (arba gydomoji vakcinacija nuo vézio) dendritiniy lgsteliy preparatais
(DLP). Siy vakciny pagrindinis tikslas — sustiprinti ir nukreipti imuninj atsaka prie§ organizme
jau esantj vézj. D¢l savo unikaliy savybiy dendritinés lgstelés (DL) idealiai tinka gydomajai
vakcinacijai. Klinikiniuose tyrimuose atsakas j gydyma vakcinomis pasiekiamas vidutiniSkai 54
% pacienty [2]. Akivaizdu, jog reikiamas vakciny efektyvumas dar néra pasiektas, todél norint jj
pagerinti, svarbu nustatyti optimalias vakcinavimui naudojamy dendritiniy lgsteliy moduliavimo
in vitro salygas, kuriomis paruostos autologinés dendritinés lastelés sugebéty sukelti ilgalaikj
specifin] imuninj atsakg prie§ vézj. Yra daug veiksniy, daranciy jtaka DL sgveikai su imunine
sistema bei sukelian¢iy veiksmingg imuninj atsaka. Naudojant skirtingus DL stimuliacijos
(brandinimo) biuidus, pasiekama skirtinga imuninés sistemos suzadinimo basena. Norint gauti
efektyvias subrendusias DL, svarbu sukurti ir optimizuoti DL, Kurios uZtikrinty maksimaly
prie§vézinj imuninj atsaka, gamybos strategijas bei, taikant inovatyvius DL brandinimo
metodus, atrasti veiksmingiausius 1§ jy. Pagamintas DLP turéty biiti detaliai charakterizuotas. |
DLP kokybés vertinimo kriterijus turéty biiti jtrauktas ne tik kompleksinis DL imunogeninj ir
tolerogeninj potencialg atspindinéiy Zymeny vertinimas, bet ir DL bei CD4" ir CD8" limfocity
funkcines savybes apibtdinantys parametrai (misrioji limfocity reakcija (MLR), citokiny
sekrecija). Norint efektyviai pritaikyti DLP klinikinéje prieSvézingje terapijoje, be iSvardyty
rodikliy, ateityje dar reikéty atlikti papildomus DL funkcinj potencialg atspindin¢ius CD8"
limfocity pavirSiaus zymeny, chemokiny bei citokiny sekrecijos tyrimus. DL imunoterapija
turéty buti tatkoma kiekvienam asmeniui individualiai, sudarant individualy vakcinacijos grafika

bei parenkant dozes.



Taigi, sio darbo paskirtis — palyginti skirtingais badais in vitro moduliuoty dendritiniy
lasteliy preparaty imunogenines ir tolerogenines savybes, istirti jy funkcinj aktyvumag ir
imunomoduliacinj potencialg, jvertinti, kurios brandinimo salygos ir koks brandinimo laikas yra
optimaliausi imunogeniniams preparatams sukurti, bei nustatyti DLP kokybés vertinimo

kriterijy kompleksa.

1.2. DARBO TIKSLAS
Nustatyti optimaliausig imunogenisky pries$véziniy dendritiniy Igsteliy gamybos buda ir
sudaryti DLP kokybés vertinimo Kriterijus.

1.3. DARBO UZDAVINIAI
Nustatyti dendritinéms lasteléms brandinti naudojamy brandinimo miSiniy jtakg DL
imunogeniskuma  (CD80°, CD83", CD86", HLA-DR’, CD197/CCR7") ir
tolerogeniskumg (CD85k", CD273", CD274") atspindinciy Zymeny raiskai.

=

2. Nustatyti bakteriniy adjuvanty (LPS ir BGs) jtaka in vitro moduliuotiems
priesvéziniams imunogeniniams DLP gauti.

3. Sudaryti DLP kokybés vertinimo kriterijy kompleksa.

1.4. GINAMIEJI TEIGINIAI
1. DL brandinimas LPS/IFN-y miSinyje yra pranaSesnis uz brandinimg TNF-a, IL-1p, IL-6
ir PGE; misinyje dél didesnés DL imunogeniniy zymeny raiskos.
2. DL brandinimas naudojant bakterinj adjuvanta BGs sglygoja maziausig tolerogeniniy
zymeny raiska DL.
3. Pagaminty imunogeniniy DLP kokybei jvertinti neuztenka nustatyti vien tik standartiniy
DL aktyvumg atspindin¢ius Zymenis, butina nustatyti ir jy imunogeniSkumg bei

tolerogeniskumg apibtidinancius Zymenis.



1.5. DARBO MOKSLINIS NAUJUMAS IR REIKSME
Pirmg karta Siame darbe kompleksiskai jvertintas in vitro moduliuoty dendritiniy Igsteliy
imunogeninis ir tolerogeninis potencialas bei funkcines savybes atspindinti citokiny sekrecija.
Pirmg kartg Zmogaus dendritiniy Igsteliy gamyboje buvo panaudotas naujos kartos produktas —
bakterinis adjuvantas (BGs), kuris dél savo savybiy (navikiniy antigeny perneSimo ir
brandinimo inicijavimo) tyrime naudotas atliekant vienos pakopos DL brandinima.
Jvertinus DL imunogeninj bei tolerogeninj potencialg, ateityje buty galima patentuoti in vitro

moduliuoty DL imunogenines ir tolerogenines savybes atspindinc¢iy parametry rinkinj.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Navikas ir imuniné sistema. Navikinis imunoredagavims

Idéja, kad imuniné sistema gali atpazinti ir sunaikinti navikines lgsteles, 1909 metais
pirmasis paskelbé P. Erlich. Kadangi §i teorija nebuvo pagrjsta eksperimentiniais tyrimais,
didelio susidoméjimo nesulauké. Véliau, XX a. viduryje, priesnavikinio imuniteto hipoteze
paskelbé australy imunologas M.Burnet ir amerikie¢iy gydytojas L.Thomas. Savo atradimuose
jie teigé, kad viena pagrindiniy imuninés sistemos funkcijy — atpazinti ir sunaikinti genetiskai
pakitusias organizmo lgsteles dar prie§ joms issivystant j navikus. Nuo teorijos paskelbimo
praéjus 20 mety, $i hipotezé taip pat buvo atmesta dél neteisingai pasirinkto eksperimentinio
modelio (naudotos imunodeficitinés (neturinCios Ciobrialiaukés) CBA/H pelés), nes nebuvo
pastebéta ryéio tarp imunosupresijos ir spontaniniq ar chemiskai sukeltq navikq.
susiformavo po 2003-yjy mety. Sios teorijos autoriai amerikie¢iai G. Dunn, L. Old ir R.
Schreiber. Si teorija remiasi koncepcija, kad tiek imuniné sistema, tiek navikas aktyviai
dalyvauja onkogenezés procese, ir Si sgveika kinta, priklausomai nuo augancio bei plintancio
naviko. Naviko-imuninés sistemos tarpusavio sgveika pereina tris pagrindinius etapus: (A)
imuniné sistema kovoja pries navika - navikiniy Igsteliy sunaikinimas (angl. Elimination); (B)
pusiausvyra tarp naviko augimo ir imuninés sistemos poveikio navikinéms Igsteléms (angl.
Equilibrium); (C) navikiniy lasteliy pabégimas (naviko progresavimas) nuo imuninés sistemos

priezitiros (angl. Evasion).

A. Eliminavimas B. Pusiausvyra C. Progresavimas

A Normalus epi elis

1 pav. Naviko ir imuninés sistemos tarpusavio sqveika
3E koncepcija — sunaikinimas (angl. Elimination), pusiausvyra (angl. Equilibrium) ir progresavimas
(angl. Evasion). Imuninei sistemai navikq sunaikinus tiek A, tiek B etapuose, epitelinis audinys i§

navikinio veél gali virsti normaliu (modifikuota pagal Gavin P. Dunn et al, 2004)

11


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Old%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032581

[3]. Sie etapai vadinami naviko imuninés sistemos redagavimu. Jeigu organizme atsiradusias
pakitusias Igsteles sunaikina jgimto ir jgyto imuniteto komponentai (NK lastelés, makrofagai,
citotoksiniai T limfocitai), tai Sis procesas baigiasi navikiniy lgsteliy pasalinimu (sunaikinimu).
Jeigu imuninei sistemai nepavyksta sunaikinti navikiniy Igsteliy, tarp likusiy piktybiniy
navikiniy Igsteliy ir imuninés sistemos efektoriy komponenty nusistovi pusiausvyra. Siuo etapu
vyksta naviko sukelty specifiniy priesnavikiniy reakcijy slopinimas, navikiniy antigeny
toleravimas, reguliaciniy supresiniy lgsteliy stimuliacija. Laikui bégant, navikinése lgstelése
kaupiasi mutacijos ir susiformuoja tokie lgsteliy klonai, kuriy imuniné sistema jau negali
kontroliuoti — prasideda naviko progresavimas ir Klinikinis naviko formavimasis. Navikas plinta
dél navikiniy Igsteliy, atspariy imuninés sistemos efektoriams, mazo imunogeniskumo. Vézio
imunologijos esmé¢ ir tikslas — tobulinti ir plésti véZio imunologinés ir biologinés terapijos

galimybes.

2.2. Prie§véZzinio imuninio atsako efektoriai ir supresoriai
2.2.1.CD8" T limfocitai

CD8 T limfocitai yra pagrindiniai efektyvaus imuninio prie$vézinio atsako efektoriai.
CD8" citotoksiniy T limfocity (CTL) infiltracija naviko mikroaplinkoje teigiamai koreliuoja su
ilgesniu vézio pacienty isgyvenamumu [4]. Kai DL savo MHC I molekulése pateikia su naviku
susijusiy antigeny peptidus CD8" T limfocitams bei duoda jiems kostimuliacinius signalus, $ie
subresta ir tampa efektoriniais CTL [5]. Manoma, jog CTL vaidmuo prie§véziniuose
imuniniuose atsakuose yra svarbiausias, naviko antigenams specifinés CTL pasizymi gebé¢jimu
tiesiogiai naikinti naviko Igsteles. Kai CTL atpaZjsta naviko lastelés ekspresuojamg antigena, jis
1 sgveikos vietg i8skiria citotoksines granules, kuriose yra lastelés zut] sukelianti serino proteaze
— granzimas, bei poras lgstelés membranoje formuojantis baltymas perforinas, leidZiantis
granzimui patekti j lastelés taikinio vidy ir sukelti apoptoze [6]. ISplitusio vézio atveju, veikiami
imunosupresinés naviko aplinkos, CTL negali vykdyti savo funkcijy, yra blokuojami [7].

Po CD8" T limfocity saveikos su antigenu ir buvusio atsako, susidaro ne tik CTL, bet ir
kita T lasteliy populiacija — CD8" atminties Iastelés. Jos yra ypac svarbios prie§vézinio imuninio
atsako efektyvumui, kadangi, pakartotinai susidiirusios su antigenu, ima greitai reaguoti ir
suformuoja nauja efektoriniy lgsteliy antplidj j naviko mikroaplinkg [8]. Pastebéta, jog kuo
daugiau vietiskai yra i$plites navikas, tuo maziau jame aptinkama navikg infiltruojanéiy CD8"

atminties Igsteliy [9].
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2.2.2. Th1/Th2/Th17 CD4" Igstelés

CD4 ™ T lgstelés yra labai svarbios atliekant pagrindinj vaidmenj, kai vyksta imuninio
atsako reguliavimas. Naivieji CD4" T limfocitai tampa aktyviis po antigeno ir MHC (angl.
major histocompatibility complex) komplekso, kurj pateikia profesionalios antigeng
pateikiancios dendritinés lgstelés, sgveikos ir diferencijuojasi j skirtingus Th (angl. T helper
cells) potipius, priklausomai nuo mikroaplinkoje esanciy citokiny ir sgveikos su antigeng
pateikian¢iomis lgstelémis. Pagal citokiny sekrecijg efektorinés CD4" Igstelés dazniausiai yra
skirstomos j Th1 (angl. T helper cells 1), Th2 (angl. T helper cells 2), Th17 (angl. T helper cells
17), Treg (angl. regulatory T cells) Iasteles (2 pav.). CD4" poliarizacijos pobiidis priklauso nuo
antigeno, sukélusio DL brendima, pobtidzio bei brendimo salygy.

Aktyvinty DL isskirti 1L-2 (interleukinas 2), IL-12 (interleukinas 12), IFN-y (interferonas
gama), TNF-o (naviky nekrozés faktorius alfa) citokinai, sukelia Thl CD4" limfocity
poliarizacija. Sie limfocitai geba aktyvuoti CD8" T limfocitus, stimuliuoja NK lasteliy
citotoksines funkcijas ir skatina MHC molekuliy raiska ant antigeng pateikianciy lasteliy
[11,12]. Manoma kad CD4" limfocity palaikomame prie$véziniame imunitete svarbiausig
vaidmenj atlicka Thl tipo imuniniai atsakai [10]. Yra pastebéta, jog Thl lastelés ir jy
produkuojami citokinai koreliuoja su geromis klinikinémis prognozémis [9]. Thl lasteliy
gaminamas IFN-y taip pat tiesiogiai slopina Th2 populiacijos lasteliy proliferacijg ir tolimesng
diferenciacijg [13]. Tai prisideda prie priesvézinio imuniteto formavimosi.

PrieSuzdegiminiai citokinai IL-10 (interleukinas 10), IL-13 (interleukinas 13), IL-4
(interleukinas 4) slopina IFN- y ir IL-2 sekrecijag Th1 lastelése, Thl tolimesne diferenciacija, IL-
12 sekrecija antigeng pateikianciose lgstelése (APL). IL-10 slopina DL ir makrofagy aktyvinimo
mechanizmus (tarpininkaujant TLR (T limfocity receptorius) ir IFN-y), skatina APL funkcijas
blokuojanciy geny raiSkg [13,14]. Padidéje Th2 sekretuojamy IL-4, IL-5 (interleukinas 5), IL-6
(interleukinas 6), IL-10, IL-13 citokiny kiekiai daugeliu atvejy yra susij¢ su agresyviais navikais
[9].

Th17 lastelés, kuriy pagrindinis gaminamas citokinas yra 1L-17 (interleukinas 17), buvo
identifikuotos pakankamai neseniai — 2005 metais [15]. Nors ir vykdoma nemazai tyrimy, kuriy
metu siekiama nustatyti Siy lasteliy reikSme vézio kontekste, Th1l7 imuninio atsako tipo
funkcijos lieka gana kontroversiSkos. Skirtingo tipo ir lokalizacijos naviky mikroaplinka
infiltruojan¢ioms Th17 lastelés gali pasizyméti skirtingais veikimo mechanizmais. Th17 budingi
prieSveziniai mechanizmai apima IFN-y sekrecijg bei chemokiny receptoriy raiskos skatinima,
dél kurio j naviko mikroaplinkg sutelkiamos efektorinés Iastelés (DL, CTL, NK (angl. natural
killer) [16]. Jy gaminamas IL-17 taip pat skatina aplinkines lgsteles iSskirti uzdegiminius
citokinus, tokius kaip TNF-a, IL-1 (interleukinas 1), IL-6 [13], taCiau taip pat gali skatinti
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kraujagysliy endotelio augimo veiksnio (KEAV), PGE; (prostaglandinas E2) gamybg ir taip

prisidéti prie naviko angiogenezés [16].
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2 pav. Dendritiniy lgsteliy ir T limfocity sqveika
Priklausomai nuo fagocituoty antigeny bei brendimo sqlygy dendritinés lgstelés gali sukelti skirtingos

poliarizacijos limfocity populiacijy proliferacijg (modifikuota pagal Katrin Manda et al, 2012).

2.2.3. Treg Igstelés — imuninio atsako supresoriai
Dar viena ypac svarbi imuninés sistemos tolerancijai naviko atzvilgiu susidaryti Igsteliy
populiacija yra T reguliacinés lastelés (Treg). CD4" CD25" Foxp3* Treg lastelés yra CD4 T
lasteliy subpopuliacija, kuri slopina imuninj atsaka. Treg limfocitai sudaro 5-15 % visy CD4"
limfocity. CD4" CD25" Foxp3" Treg limfocitai palaiko supresing aplinka bei slopina
priesnavikinj imuninj atsakg. Jie ekspresuoja inhibitorinius (slopinancius) receptorius CTLA-4
(angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), PD-1 (angl. programmed cell death protein

1) ir Tim-3 baltyma [17]. Kai kurie tyrimai rodo, kad Treg per CTLA-4 gali sukelti DL
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kostimuliaciniy molekuliy (CD80, CD86) raiskos sumazéjimg [18], be to, sekretuodami du
pagrindinius imunosupresinius citokinus IL-10 ir TGF-B (angl. transforming growth factor), gali
slopinti tiek specifiniy efektoriniy T limfocity, tiek jgimto imuniteto NK lasteliy aktyvuma.
Tyrimai taip pat parodé, kad jvairiy naviky (kepeny lgsteliy karcinomos, kiausidziy, kriities,
kepeny ir skrandzio naviky, melanomos) mikroaplinkoje yra padidéjes navikg infiltravusiy Treg
lasteliy skaicius [19-21]. Navika infiltravusios Treg lastelés blokuoja priesvézinj imuninj atsaka,
slopindamos T efektoriniy lasteliy aktyvinima ir proliferacija [22]. Treg tam naudoja tris
pagrindinius mechanizmus: 1) lgstelés — Igstelés kontakty blokavima, 2) citolizés slopinima, 3)
imuning sistema slopinaciy faktoriy sekrecijg [23]. Pagrindiniai Treg sekretuojami citokinai yra
TGF-B ir IL-10 [24]. TGF-B yra daugiafunkcinis imuning sistemg slopinantis citokinas, 1L-2
antagonistas, kuris skatina vézio plitima, stimuliuodamas epitelinj-mezenchiminj virsma, naviko
invazija ir metastaziy formavimasi [12]. TGF-B taip pat veikia slopindamas Th2 ir
prie§véziniam imunitetui ypac svarbiy Th1 lasteliy diferenciacija [25]. Neseniai atliktame tyrime
buvo nustatyta koreliacija tarp laipsniskai didéjanc¢io Th17 ir Treg lasteliy kiekio skrandzio
naviky mikroaplinkoje ir ligos progresavimo. Treg lastelés skatino naviko augima padédamos
jam i$vengti imuninés sistemos priezitiros savo i$skiriamu TGF-B, kuris savo ruoztu skatino
tolesng Treg ir Th17 lasteliy diferenciacija ir proliferacija [26]. Tradiciskai imunofenotipiskai
Treg lastelés apibiidinamos kaip CD4'CD25""FOXP3* lastelés. Papildomi Zymenys,
naudojami identifikuoti Treg, yra CD39, CD127 [27].

CD4 yra 55 kDa glikoproteinas, isskiriamas daugiausia ant Th lasteliy pavirSiaus. Jis yra
TLR koreceptorius, dalyvaujantis atpazjstant antigenus, pateikiamus MHC II molelulése [28].
Saveikaudamas su invariantinémis MHC II grandinémis, CD4 stabilizuoja TLR-peptido-MHC 11
kompleksa [29].

CD25 yra IL-2 receptoriaus IL-2R a grandiné. IL-2R gali egzistuoti kaip dviejy skirtingy
formy receptorius: kaip zemo afiniskumo dimerinis receptorius, sudarytas i§ CDI122 ir yc
subvieneto (angl. common gamma chain), bei kaip trimerinis auksto afiniSkumo receptorius,
kurj sudaro CD122, yc¢ bei CD25, ir kuris yra biidingas daugiausia Treg lasteléms. Bitent
aukSta CD25 ekspresija ant Treg pavirSiaus lemia didelj lgsteliy jautrumg IL-2. Pastarojo
sgveika su IL-2R yra svarbi Treg homeostazei, jy iSgyvenamumui uztikrinti ir per FOXP3 ir
CD25 vykdomoms imuning sistema slopinan¢ioms funkcijoms atlikti [30].

FOXP3 baltymas, dar zinomas kaip skurfinas, priklauso forkhead/winged transkripcijos
faktoriy Seimai. Jam budingas konservatyvus FKH domenas, esantis baltymo C gale ir skirtas
saveikai su DNR [31]. FOXP3 ekspresuojamas ant CD4"CD25" Treg lasteliy ir yra biitinas
Sioms lasteléms vystytis bei vykdyti slopinamasias funkcijas [32]. Pastaraisiais metais parodyta,

Jog, be imuninei sistemai svarbiy geny transkirpcijos reguliacijos, FOXP3 gali turéti ir kity
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funkcijy, kadangi pastebéta jo raiSka ir ant ne-hemopoetinés kilmés lasteliy, pavyzdziui ant
naviko epiteliniy lasteliy. Manoma, kad FOXP3 ant naviko lasteliy gali biiti susijges su
metastaziy formavimusi [33].

CD127 yra IL-7 (interleukinas 7) receptoriaus IL-7R o grandiné. IL-7 yra svarbus
periferiniy CD4" ir CD8" T lasteliy homeostazei ir isgyvenimui, jis palaiko reguliuodamas
molekuliy, atsakingy uz mitochondrinio apoptozés kelio blokavima, raiska [34] bei skatindamas
gliukozés metabolizma [35]. Yu ir bendradarbiai parodé, jog Treg lastelése CD127 receptoriaus
raiSka neigiamai koreliuoja su FOXP3 transkripcijos faktoriaus raiSka, bei kad
CD4*CD25'CD127""" lastelés pasizymi auksciausia FOXP3 raiska, todél Treg Igstelés gali biiti
identifikuojamos pagal CD4*CD25*CD127"°"" fenotipa [36].

CD39 yra pavirsiaus baltymas, kuris veikia kaip ektonukleozido trifosfato difosfohidrolazé
(ENTPD1), kitaip dar — ecktonukleotidazé (angl. ecto-nucleotidase). Tai lastelés iSoréje
veikiantis fermentas, kuris hidrolizuoja ATP (adenozino trifosfatas) j ADP (adenozino
difosfatas) ir AMP (adenozino monofosfatas). Tokiu biidu CD39 inicijuoja reakcijy kaskada,
kurios metu uzlgstelinis imunostimuliacinémis savybémis pasizymintis ATP yra paver¢iamas ]
imunine sistema slopinamai veikiantj adenozing [37], gebantj modifikuoti CD4", CD8" T ir NK
lasteliy prieSvézinius atsakus. CD39-adenozino reakcijy kelias ypa¢ svarbus mechanizmas,
kuriam pasireiskus Treg lastelés atlieka imuning sistemg slopinancias funkcijas [38]. Auksta
CD39 raiska Treg lastelése nustatyta galvos ir kaklo véziu serganciuose pacientuose [39].
Kadangi tyrimai rodo, jog norint nustatyti Treg lgsteles vien CD4, CD25 ir FOXP3 Zymeny
kombinacijos gali nepakakti, kartu su jais bei CD127 [40] siekiant tiksliau identifikuoti Treg
lasteles, naudotinas CD39 zymuo, nes biitent jis susijgs su stipriomis Treg lasteliy imunine

sistema slopinanciomis savybémis [41].

2.3. Naviko mikroaplinka ir dendritinés lastelés

Nepaisant to, kad daugeliui pacienty navikui specifinis T lasteliy atsakas suzadinamas,
taCiau terapinis DL vakciny poveikis néra ilgalaikis. Viena i§ prieZasC¢iy — imunines reakcijas
slopinantis naviko mikroaplinkos poveikis. Norint geriau suprasti, kaip navikas aplink esancias
lasteles panaudoja idant iSvengty imuninés sistemos, reikia detaliau patyrinéti naviko
mikroaplinka.

Navikg sudaro ne tik vézinés lagstelés. Kad galéty egzistuoti, navikui labai svarbu sukurti
apie save tam tikrg mikroaplinka, uztikrinan¢ig jam mityba, bei visus faktorius, reikalingus
sparCiai augti piktybinéms lasteléms. Augdamas navikas apie save formuoja jungiamajj audinj,
kraujagysliy bei imuninj barjera sudaranéiy lasteliy tinkla. Sioje aplinkoje esantys fibroblastai,

makrofagai, limfocitai, dendritinés lagstelés naudodamos naviko iSskiriamus citokinus bei
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fermentus sukelia stipry imunines reakcijas slopinant] barjerg. Naviko mikroaplinkos lgsteliy
sukeliami pronavikiniai mechanizmai slopina ir ex vivo paruosty dendritiniy lasteliy vakciny
efektyvuma (3 pav.). (A) Naviko antigenai turéty sukelti brendimg imunogeniniy DL, Kurios
aktyvinimo metu i$skirty didelius kiekius 1L-12. IL-12 sustiprina NK lgsteliy ir Thl efektoriy
citotoksinj aktyvuma bei stimuliuoja T ir NK lgsteliy i$skiriamy (interferono-gama IFN-y ir
naviko nekrozés faktoriaus — alfa TNF-a) gamyba. (B) Naviko bei jo aplinkos supresiniy Igsteliy
( IT tipo su naviku susije makrofagai M2, mieloidinés kilmés supresinés lasteles MDSC ir Treg)
iSskirilami aliarminai (uzkrucio liaukos stromos limfopoetinas, eozinofilinés kilmés
neurotoksinas ir matrikso metalo proteinazé 2) aktyvina uzdegiminiy DL formavimasi ir Th2
limfocity poliarizacijg. (C) Naviko bei jo aplinkos supresiniy lasteliy iSskiriami
imunosupresiniai ~ citokinai  citokinai  IL - 10 ir TGF - B  stimuliuoja
nesubrendusiy/tolerogeniniy/imunosupresiniy DL formavimasi ir viso prieSnavikinio imuninio
atsako slopinima. T limfocitai efektoriai, aktyvinti imunogeniniy DL, turéty atpazinti ir
sunaikinti navikines lasteles. Tacdiau imunosupresiniy Treg Iasteliy, mieloidinés kilmés
supresiniy lasteliy (MDSC) bei navikiniy Igsteliy sekretuojami citokinai TGF — B, IL — 10 ir

aliarminai gali iSreguliuoti DL funkcijas ir apriboti T limfocity efektoriy funkcijas.
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3 pav. Galimas naviko mikroaplinkos mechanizmy poveikis DL aktyvinimui ir T limfocity
poliarizacijai
A — naviko Ag sukeliamas Thl prie$navikinis atsakas; B — uzdegiminés aplinkos salygotas Th2
atsakas; C — imunines reakcijas slopinantis Treg atsakas (modifikuota pagal.A. Gallois and N.
Bhardwaj, 2013).

Imunoterapija, skatinanti prieSnavikines imunines reakcijas, iSlieka perspektyvi, taciau,
norint efektyviai gydyti vézj, buitina kuo detaliau istirti naviko ir paciento, naviko mikroaplinkos
désningumus bei molekulinius mechanizmus ir juos panaudoti imunobiologingje taikiniy

terapijoje.

2.3.1. Imunosupresinés molekulés

Kai kurie naviko iSskiriami TGF-B, M-CSF (makrofagy kolonijas stimuliuojantis
faktorius), GM-CSF (granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius), IL-6, 1L-10
citokinai ir IDO (angl. Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase) / TDO (angl. tryptophan 2,3-
dioxygenase) fermentai neigiamai veikia DL funkcijas. Navikiniy lasteliy i$skiriamas TGF-f
gali skatinti nesubrendusiy DL tolerogenines funkcijas, stimuliuoti T reguliaciniy lasteliy,
MDSC lgsteliy bei M2 makrofagy kaupimasi naviko mikroaplinkoje [42]. Citokinai IL-6 ir GM-
CSF keicia monocity diferenciacija: monocitai diferencijuojasi j makrofagus, o ne j DL [43].

IL-10 transformuoja imunostimuliacines DL ] tolerogenines antigeng pateikiancias Igsteles bei
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slopina efektorinius T limfocitus, stimuliuodamas anerginius (neaktyvius) CD8" T limfocity
klonus [44], aktyvina navikinése lastelése Stats (angl. signal transducers and activators of
transcription), MAPK (angl. mitogen-activated protein kinases), -catenin (angl. Catenin beta-
1) signalinius kelius [45]. Chemokinas CCL2, pritraukdamas uzdegiminius monocitus ir II tipo

makrofagus M2, skatina navikine angiogeneze bei Treg lgsteliy aktyvuma [46,47].

2.3.2. Mieloidinés kilmés supresinés lgstelés (MDSC)

Salyginai neseniai identifikuotos MDSCs — dar viena imunosupresiniy vézio
mikroaplinkos lasteliy populiacija. Mieloidinés kilmés supresinés lastelés slopina CD8" T
lasteliy prie$navikinj imuniteta [48,49] ir suzadina Treg lasteliy proliferacija [50]. Sios lastelés
ne tik sekretuoja imunosupresinj citoking IL-10, bet taip pat dideliais kiekiais isskiria ARG ir
NOS fermentus, skaidan¢ius T limfocitams biiting amino ragst] argining. Tokiu budu yra
blokuojamas signaly perdavimas per TLR (T Iasteliy receptorius) receptoriy, sukeliama
efektoriniy T limfocity apoptozé, slopinamas IFN- vy iSsiskyrimas [51-53].  Naviko
mikroaplinkoje MDSC isskiriamy citokiny ir fermenty fone susikaupia M2 makrofagai, kurie,
i§skirdami didelius imunosupresiniy citokiny (IL-10, TGF-B, KEAV) kiekius, taip pat aktyviai
palaiko imunosupresija. [54-56].

2.3.3. Th2 lgsteles ir aliarminai

Aliarminai yra nattiraliai aptinkami endogeniniai mediatoriai, kuriuos i$skiria daugelio tipy
lastelés, reaguodamos j infekcijg ir/ar j kai kuriy tipy lasteliy audiniy suzalojima. Siy ,,pavojaus
signaly®“ funkcija — suaktyvinant bei sutelkiant jgimto ir jgyto imuniteto efektorines Igsteles,
ispéti Seimininko imuning sistema apie lasteliy ar audiniy pazeidima [57]. Navikinés lastelés taip
pat sugeba iSskirti aliarminus, o DL pavirSiaus bei vidulasteliniais receptoriais sugeba juos
pajusti. Sie mikroaplinkos aliarminai kei¢ia DL poliarizacija i§ imunogeninés j uzdegimine,
sukelian¢ig Th2 limfocity formavimasi ir prieSnavikiniy reakcijy slopinima.

Ciobrialiaukés stromos limfopoetinas (TSLP) taip pat apraSomas kaip vienas i§ DL
funkcijy reguliatoriy bei Th2 atsako iniciatorius [58]. Buvo jrodyta, kad navikiniy lasteliy
gaminamas TSLP gali stimuliuoti Th2 lasteles, kurios, i$skirdamos IL-3 ir IL- 4, skatina kasos
vézio bei krities vézio naviko augimg [59,60]. Kitas aliarminas - eozinofilinés kilmés
neurotoksinas (EKN) dendritinése lastelése aktyvina TLR2 (angl. toll-like receptor 2) MyD88
(angl. myeloid differentiation primary response gene 88) signalinj kelig ir taip pat sustiprina Th2

imuninj atsaka [61].
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2.3.4. Inhibitoriniy (slopinanciy) ligandy ekspresija

Slopinantys receptoriai CTLA-4, PD-1, Tim-3, LAG3 (angl. lymphocyte-activation gene
3), ICOSL (angl. inducible T-cell COStimulator ligand), GITR1 (angl. glucocorticoid-induced
TNFR-related protein 1) ir B7-H3 (angl. costimulatory molecule of the B7 family)
reguliuojantys imuninj atsakg, uztikrina imuning tolerancijg bei apsaugo nuo autoimuniniy ligy.
CTLA-4, PD-1 bei Tim-3 baltymus dideliais kiekiais ekspresuoja Treg lastelés, suaktyvinti
efektoriniai CD8" T limfocitai. CD47 lastelés, SIRPa (angl. signal regulatory protein o)
ligandas, vadinamas ,nevalgyk mangs* signalu fagocitinéms lasteléms, kuriy funkcija yra
blokuoti fagocitoze. Didelé CD47 Zymens raiSka Zmogaus navikinése lastelése parodo kitg
mechanizma padedantj navikui i§vengti imuninés sistemos priezitiros. Siuo biidu navikinés
lastelés iSvengia fagocitozés ir sunaikinimo [62]. Pastarieji duomenys rodo, kad §io mechanizmo
blokavimas neutralizuojanciais antikiinais gali slopinti migracijos ir metastazavimo procesus
jvairiuose navikiniuose modeliuose.

Taigi i§ pateikty rezultaty matome, kad DL turi galimybe sukelti specifinj prieSnavikinj
imuninj atsaka, tac¢iau kai kurie naviko mikroaplinkos komponentai gali keisti DL fenotipg ir
funkcijas — i§ imunokompetenciniy Virsta imunosupresinémis. Naviko mikroaplinka ne tik
silpnina specifinj T lasteliy atsaka, bet ir suaktyvina imuning sistemg slopinancias DL funkcijas.
Norint pasiekti ilgalaikj navikui specifin; imuniteta bei surasti veiksmingus prieSveéZinés
imunoterapijos metodus, reikia ne tik stiprinti DL funkcijas jas stimuliuojant ex vivo, taiau ir

taikininés terapijos metodais perprogramuoti imuning sistema slopinancia naviko mikroaplinka.

2.4. Dendritinés lastelés

Dendritinés lastelés — tai jgimto imuniteto lgstelés, kuriy funkcija — identifikuoti,
fagocituoti ir pristatyti jgyto imuniteto Igsteléms svetimus antigenus. Tai profesionalios antigeng
pateikiancios lgstelés (PAPL), nes Kkartu su antigenu limfocitams pristato kostimuliuojanéius,
poliarizacijg bei migravimo pobiuidj nusakancius signalus.

Dendritinés imuninés sistemos lgstelés identifikuotos ir apraSytos 1973 m. Jy atradéjui
Ralfui Steinmanui 2011 metais buvo paskirta Nobelio medicinos premija. 2007 metais pats
susirges kasos véziu, 5 metus gydési DL vakcinomis ir mir¢ likus 3 dienom iki Nobelio premijos
iteikimo. Dendritinés Iastelés buvo atrastos tyrin¢jant peliy bluznies lasteliy suspensija. Buvo
aptiktos naujos, ] makrofagus nepanasios, didelés lastelés su pseudopodijomis (,,dendritais*), dél
kuriy lasteliy forma varijavo nuo pailgos iki zvaigzdétos. Siy lasteliy branduolys buvo didelis ir
netaisyklingos formos, o citoplazma pasiskirs¢iusi minétose pseudopodijose (4 pav.). Dél savo

formos naujai atrastos Igstelés jgavo ,,dendritiniy Igsteliy* pavadinima [63].
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4 pav. Dendritinés lgstelés, iSskirtos is peliy bluznies (modifikuota pagal Steinman and Cohn, 1973)

Véliau R. Steinmanas eksperimentiSkai jrodé unikaly Siy Igsteliy gebéjimg aktyvinti ir
reguliuoti jgyta imuning sistemg, jy vaidmenj vézio imunologijoje bei DL vakciny reikSme
gydant vézj.

Dendritinés lastelés dél sugebéjimo specifiskai aktyvinti citotoksinius T limfocitus ir
imuninj atsakg nukreipti tinkama linkme [64] bei sukurti imuning tolerancija organizme [65],
Siuo metu sékmingai naudojamos prieSnavikinéje imunoterapijoje bei gydant autoimunines
ligas.

Pastaruoju metu gydyti onkologinéms ligoms, Salia kity gydymo biidy vis daZniau taikoma
pazangi prie§véziné gydomoji DL vakcinacija. Sis imunoterapijos metodas yra saugus, gerai
toleruojamas, neturintis toksinio S$alutinio poveikio, ta¢iau norimo klinikinio efekto dar
nepasiekiama. Siuo metu atlickamais tyrimais ieskoma optimaliausiy vakcinos gamybos biidy,

jos vertinimo kriterijy, pacienty parinkimo bei gydymo individualizavimo zZymeny.

2.4.1. Zmogaus DL klasifikacija

Dendritinés Iastelés, kaip monocitai ir makrofagai, tradiciSkai yra jungiamos |
vienbranduoliy fagocity grupg. DL aptinkamos limfoidiniuose organuose, jy gausu odos
epidermyje (Langerhanso lastelés), rykléje, virSkinimo ir kvépavimo trakto gleivinése, daugelio
organy (Sirdies, plauciy, kepeny, inksty) intersticiume (organus gaubian¢iame audinyje). Per
pastargjj deSimtmetj buvo nustatyta, kad dendritiniy lasteliy populiacija labai heterogeniska
pagal kilme, lokalizacijos vieta bei atlickamas funkcijas. Nepaisant to, kad dendritinés lgstelés,
kaip ir visos kitos kraujodaros lastelés yra kilusios i§ kauly &iulpy CD34" kraujodaros
kamieniniy lasteliy, jy pirmtakinés lgstelés gali biti tieck mieloidiniai, tiek limfoidiniai

progenitoriai (5 pav.). Pirmame diferenciacijos etape kauly Cciulpy pirmtakai tampa
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cirkuliuojanc¢iomis progenitorinémis Igstelémis, kurios véliau transendotelinés migracijos keliu
grizta i periferinius audinius. Siose potencialiose antigeno patekimo vietose cirkuliuojantys
dendritiniy Igsteliy pirmtakai diferencijuojasi | nesubrendusias dendritines lasteles.
Nesubrendusios dendritinés lgstelés pasizymi maza lastelés pavirSiaus MHC Zymens ir
kostimuliaciniy (CD80, CD86) molekuliy raiska, joms budinga didelé¢ endocitozés, ypac C tipo
lektiny Seimos, receptoriy raiska [66]. Sie receptoriai leidzia dendritinéms lasteléms aptikti

ekstralastelinius antigenus.

Kauly ¢iulpy
kamieniné Iastelé
Limfoidinis . Mieloidinis
pirmtakas / \pirrntakas

NK

o \ Iastelé
Iastelé -
e
‘ ". Monocitas
o * .
#
z Granuliocitas

1astelé ' \ \ '

Plazmacitoidinés
DLs

_ | Mieloidinés
DLs

5 pav. Hemopoezés schema
DL gali iSsivystyti ir i$ limfoidinio, ir i§ mieloidinio pirmtako (modifikuota pagal Andrew L Croxford et
al, 2015)

Mieloidinés kilmés Zmogaus dendritiniy lasteliy (dar kitaip vadinamy klasikinémis arba
tradicinémis DL) randama ne tik kraujotakoje (3 skirtingos populiacijos), bet ir odoje bei
gleivinése. Plazmacitoidiniy DL (kilusiy i§ limfoidiniy prekursoriy) randama tik kraujyje. 6 pav.

pateikiamas DL heterogeniSkumas pagal kilme ir atliekamas funkcijas.
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KRAUJO DLs

MDLs (CDilct) PDLs (BDCA-2+, BDCA-+)
CD1c cb141* cD16* CD2Mieh cD2low
(BDCA-1) (BDCA-3)
CD4+ T lasteliy CD$+ T lasteliy Uzdegiminis atsakas Priefvirusinis imunitetas
aktyvinimas aktyvinimas (kry#minis Pagrindiniai jgimto ir jgyto imuninio atsako
KryZminis antigeny antigeny pateikimas) mediatoriai
pateikimas
ODOS DLs I I
Langerhanso DLs Odos CD14+ DLs Odos CD1a+ DLs

{4 4 !

CD8+ T Iasteliy aktyvinimas ir CD4+ CD_4+ .di.fetenciaciia.i CD8+ T lasteliu
folikuliniusT helperius (Tth) aktyvinimas

Humoralinis imunitetas

difel'el’lciaciiﬂi T}lz lqsteles
CTL atsako formavimas

6 pav. Zmogaus kraujo ir odos DL tipai bei funkcijos
Kraujo DL gali bati mieloidinés kilmés (mDL) ir plazmocitoidinés kilmés (pDL) (modifikuota pagal
Aiala Salvador et al, 2012).

Miceloidinés ir plazmacitoidinés kilmés tipy dendritinés lgstelés pasizymi skirtinga
morfologija, Zymeny raiska bei atlieckamomis funkcijomis. mDL pasizymi CD11¢" CD123
CD1a zymeny raiska, o pDL biidingi CD11¢"CD123* CD1a Zymenys [67].

Pagrindiné mDL funkcija yra egzogeniniy (iSoriniy) ir endogeniniy (vidiniy) antigeny
pateikimas T ir B lgsteléms. Gausiausiai mDL aptinkamos limfoidiniuose organuose. I$skiriami
trijy potipiy kraujo mDL, kurios skiriasi savo fenotipu, anatomine lokalizacija, migracijos
keliais ir funkcijomis. Nors neatsakyty klausimy dar iSlicka daug, manoma, kad skirtingy
potipiy kraujo mDL aktyvina skirtingas limfocity populiacijas ir dalyvauja skirtingose
imuninése reakcijose.

Kito potipio dendritinés Igstelés — plazmacitoidinés dendritinés lgstelés (pDL). pDL,
reaguodamos su virusais, bakterijomis ar savomis nukleininémis riigStimis, gamina I tipo

interferong (IFN-o/B). Kadangi I tipo interferonas yra labai svarbus prieSnavikinio imuninio
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atsako veiksnys, pDL galéty buti svarbus priesnavikinio imuniteto komponentas. Praéjusios
pirminj aktyvinimg ir esant gausiai | tipo interferono sekrecijai, suaktyvintos pDL, kaip ir mDL,
subresta ir tampa profesionaliomis APL. Tikétina, kad pDL, geriau nei tokios universalios APL
kaip mDL, specializuojasi pateikti labai specifinius antigenus (pvz., virusiniy, navikiniy) [68].
Dar viena DL grupé - folikulinés dendritinés Iastelés, kurios nesugeba pateikti antigeno ir
aktyvinti T limfocity, nes pagrindiné jy funkcija yra veikti B limfocitus [69]. Jy randama tam
tikrose kiino vietose — limfiniuose folikuluose, suformuotuose B limfocity. Dendritinés Iastelés,
i§skirdamos citokinus ir augimo faktorius, taip pat prisideda prie B limfocity aktyvinimo ir
diferenciacijos. Prasidéjus imuniniam atsakui, folikulinés dendritinés lgstelés suformuoja
daugybe antigeno-antikiino kompleksy, kurie yra ir antikiing ,saugykla®, ir Saltinis B

limfocitams stimuliuoti. Sukaupty kompleksy gyvavimo laikas gali siekti ménesius ar net metus.

2.4.2. DL brendimas

Dendritinés Igstelés gali buti ramybés biisenos arba suaktyvintos, dar zinomos kaip
nesubrendusios ir subrendusios. Sios dvi grupés skiriasi savo morfologija, fenotipu bei
funkciniu aktyvumu.

Periferiniuose  audiniuose ramybés busenos dendritinés lastelés  vadinamos
nesubrendusiomis. Jy fenotipas pasizymi Zema pavir§iniy kostimuliaciniy (CD80, CD86)
molekuliy, migracijos chemokino (CCR?7) raiska bei nesugeb¢jimu sekretuoti T lgsteléms biitiny
imunostimuliaciniy citokiny [70]. Nesubrendusios dendritinés Igstelés antigenus gauna keliais
bidais: 1) makropinocitozés; 2) receptoriais pagristos endocitozés per C-tipo lektino receptorius
(manozés receptorius, DEC-205 (dendritiniy lasteliy membranos receptorius)) [66] ar Fcc tipo
receptoriy (CD64) ir I1 (CD32); 3) fagocitozés (latekso daleliy, apoptoziniy ir nekroziniy Igsteliy
fragmenty, virusy, bakterijy, vidulgsteliniy parazity (Leishmania major) virskinimo) ir 4)
trogocitozeés biidu. Tokios nesubrendusios lastelés pasizymi aukStu endocitiniu aktyvumu,
leidzianc¢iu antigenus praryti ir pateikti juos naiviesiems bei centrinés atminties T limfocitams.
Nesubrendusios dendritinés lasteles T limfocitus aktyvina nepakankamai dél Zemos
kostimuliaciniy, MHC II molekuliy ir vidutinés MHC I molekuliy raiskos savo pavirsiuje [70].
Toks nepakankamas aktyvinimas sukelia T limfocity tolerancija, dél kurios limfocitai tampa
anergisSki (sumazéja imuninis atsakas j specifinj antigeng) arba sumazéja antigenui specifiniy T
limfocity, ypaé CD8" [71], skaiGius. Tolerogeniskumas, kuriuo pasizymi nesubrendusios
dendritinés lgsteles, labai svarbus saugant organizmg nuo autoimuniniy ligy, nes savy antigeny
atpazinimas normaliomis saglygomis nesukelia dendritiniy Igsteliy brendimo.

Kad dendritinés lastelés galéty aktyvinti T limfocitus, jos turi subrgsti. Susidiirimas su

patogenu ar ,,pavojaus signalu®“ (pakitusiomis endogeninémis molekulémis) nesubrendusiose
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dendritinése lgstelése inicijuoja visg kompleksg vidulgsteliniy persitvarkymy, kas vadinama
brendimu. Lastelei brestant, vyksta morfologiniai, fenotipiniai bei funkciniai pokyciai: padidéja
MHC 1 ir MHC 1I klasés molekuliy raiska [72]; padid¢ja kostimuliaciniy CD80, CD86 ir
adhezijos molekuliy raiSka [73]; padidéja CD83 molekulés raiska [74]; padidéja sekrecija
citokiny, suzadinanéiy subrendimo signalus ir dendritiniy Igsteliy potipiy formavimasi [75];
padidéja chemokino receptoriaus CCR7, nukreipiancio subrendusias dendritines lasteles i
antrinius limfoidinius organus, raiSka [76], sumazéja endocitinis/fagocitinis aktyvumas [70].
Funkciniai poky¢iai baigiasi lasteléms pasiekus antrinius limfoidinius organus [77]. Patekusios |
limfoidinius organus, dendritinés Igstelés antigeninés kilmés peptidus pateikia ten esantiems
naiviesiems T limfocitams. Dél Sios savybés dendritinés lastelés yra laikomos vienos
efektyviausiy antigeng pateikianciy lasteliy, naudojamy imunoterapijoje.

Priklausomai nuo subrendimo laipsnio, dendritinés lastelés gali sukelti pirminj imuninj
atsakg (subrendusios dendritinés lastelés Zymiai sustiprina T limfocity stimuliacines savybes)
arba jj slopinti (nesubrendusios dendritinés lgstelés skatina imunotolerancijg) [78]. Manoma,

kad nesubrendusios dendritinés Iastelés prisideda prie periferinés tolerancijos vystymosi.

2.4.3. DL subrendimo faktoriai in vivo

Kaip jau buvo minéta ankS¢iau, tam, kad dendritiné lastelé galéty efektyviai aktyvinti
naiviuosius T limfocitus, ji turi subresti. Daugybé veiksniy suzadina ir/ar reguliuoja dendritiniy
lasteliy  brendimg, jskaitant: a) su patogenais susijusias molekules, pavyzdziui,
lipopolisacharidas LPS [79]; bakterijy DNR (deoksiribonukleortigstis) [80] ir dvigrandes RNR
(ribonukleortigstis) [81]; b) pusiausvyrg tarp prieSuzdegiminiy ir uzdegiminiy signaly, esanciy
lokalioje mikroaplinkoje, jskaitant TNF, IL-1, IL-6, IL-10, TGF-B, ir prostaglandinus; ir ¢) T
lastelinés kilmeés signalus. Brendimo procesas Igstelése siejamas su tokiais pokyciais, kaip:
endocitiniy/fagocitiniy receptoriy praradimas; padidéjusi kostimuliaciniy molekuliy CDA40,
CD58, CD80, CD86 raiska; morfologiniai pokyciai, pasireiskiantys adheziniy struktiry
praradimu, persitvarkymu citoskelete bei dideliu Iastelés judrumo jgijimu [82]; pokyciai
lizosomy struktiirose — sumazéjusi CD68 ir padidéjusi su dendritiniy lgsteliy lizosomomis
susijusio membraninio baltymo DL-LAMP (angl. DC-LAMP dendritic cell-lysosomal-
associated membrane protein) raiska ir pokyc¢iai MHC II molekulése.

Prie batiny DL subrendimo faktoriy priskiriamas sugebéjimas atpazinti jvairius svetimus
ir/ar pavojaus signalus. Tokiais signalais gali biiti mikrobinés (svetimas signalas) struktiiros, dar
zinomos kaip su patogenu susijusios molekulinés struktiiros (angl. PAMPS) ir endogeninés
vidulastelinés molekulés (pavojaus signalas), vadinamos su pazeidimu Susijusiomis

molekulinémis struktiromis (angl. DAMPS). Sios baltyminés arba nebaltyminés kilmés
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molekulés brendimo veiksniais tampa tuomet, kai Igstelé savo pavirSiuje pradeda nenormaliai
dideliais kiekiais sekretuoti tokias medziagas kaip, pvz., Slapimo riigstis, ATP, didelio judrumo
box 1 grupés baltymas, sava DNR ir RNR, arba kai lastelés pavirSiaus baltymai, pvz. Siluminiai
Soko Hsp (angl. heat shock proteins ), tokie kaip Hsp70, Hsp90, i$skiriami netipiskai.

2.4.4. Imunomoduliacinis DL potencialas

DL, kaip profesionalios antigeng pateikiancios lastelés, po aktyvinimo savo pavirSiuje
i§skiria molekules bei citokinus, kurie nulemia imuninio atsako pobiudj. Iki Siol buvo zinomas
DL gebéjimas indukuoti (suzadinti) T Igsteles bei sukelti imuninj atsakg. Taciau pastaruoju metu
literatiiroje gauséja duomeny, kad pateikdamos antigeng T lasteléms DL gali sukelti imuninj
atsakg (imunogeniskumas) arba jj slopinti (tolerogeniskumas).

Gerai Zinoma, kad nesubrendusios DL pasizymi tolerogeninémis savybémis, nes,
suzadindamos reguliacinius T limfocitus, slopina imuninj atsakg [83]. Nesubrendusios DL
organizme budamos ramybés (Steady-state) biisenos palaiko perifering tolerancijg saviems
antigenams ir, susiddirusios su Vvadinamaisiais pavojaus signalais, subresta, véliau skatina
imuning sistemg aktyvinanc¢ias T lasteliy savybes [84]. Kiekviena dendritiniy lasteliy
subpopuliacija pasizymi skirtinga Zymeny raiSka bei atlieka skirtingas funkcijas, pvz., pDL
neturi mDL badingy Zymeny CD13, CD14 ir CD33, bet pasizymi auksta CD123, CD4 ir CD62L
zymeny raiska [85,86]. Ir mieloidinés ir plazmacitoidinés nesubrendusios dendritinés lgstelés
sukelia T lasteliy tolerancija [87,88]. Nesubrendusios dendritinés Igstelés veiksmingai
pasisavina patogenus, apoptozines lasteles ir antigenus i§ aplinkos fagocitozés,
makropinocitozés arba endocitozeés biidu, taciau jos negali efektyviai apdoroti ir pateikti Siy
antigeny T Igsteléms [89]. Todél nesubrendusios DL sukelia T Igsteliy anergija (nejautrg) ar
suzadina reguliacinius T limfocitus [90,91].

Kai kuriy tyrimy rezultatai rodo, kad skirtingi subrendimo faktoriai suteikia DL skirtingg
subrendimo lygj, kuris nulemia skirtinga T Igsteliy poliarizacija. Bakterinés kilmés molekulés ar
virusinés kilmés produktai (lipopolisacharidas LPS, dvigrandé RNR (dgRNR), DNR molekulés
CpG sritis), uzdegiminiai citokinai (TNF-a, IFN-y) bei T lasteliy signalai (CD40-ligandas
(CD40L)) gali skatinti DL gaminti IL-12p70 ir IFN-a ir tokiu biidu suzadinti Th1 T helperiy
atsaka [92,93]. Pries-uzdegiminés molekulés (IL-10, prostaglandinas PGE; ir kortikosteroidai)
priesingai — gali slopinti DL brendima bei citokiny sekrecijg ir dél to skatinti Th2 T lasteliy
pagalbininkiy [94-96] ar T reguliaciniy limfocity (Treg) atsaka [88].

Taigi, apibendrinant galima teigti, kad T limfocity stimuliacijos pobtdj (tolerancija ar

imunogeniskuma) nulemia ne DL kilmé, bet jy aktyvinimo salygos.
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2.4.5. DL panaudojimas medicinoje. DL reiksmé gydant vézj ir autoimunines ligas

Dél savo funkcinio dvilypumo DL naudojamos terapijoje sustiprinti nepakankama imuninj
atsakg sergant infekcinémis ligomis ir véziu arba, sukeliant tolerancijg, susilpninti pernelyg
stipry imuninj atsakg PO organy transplantacijos, sergant alerginémis ir autoimuninémis
ligomis.

Imunogeniniu potencialu pasizymin¢ios DL yra svarbios kuriant gydomasias vakcinas,
kuriy paskirtis — stimuliuoti paciento imuninj atsakg, kad buty atpazintos ir sunaikintos
navikinés lgstelés. Jrodyta, kad nekontroliuojamag navikiniy Igsteliy augima salygoja
nepakankamas imuninés sistemos atsakas joms. Norint suaktyvinti prieSnavikinj imuninj atsaka,
reikia skirti imunoterapija, kurig taikant neretai pavyksta efektyviai sunaikinti pirminius ir
antrinius vézio zidinius.

Imunoterapiniy DL, jsotinty su naviku susijusiais antigenais (angl. TAA), vakcinacijos
s¢kmé buvo jrodyta ikiklinikiniuose tyrimuose [97-99]. Atliekant klinikinius tyrimus su TAA
jsotintomis DL, buvo pasiektas imunologinis ir Kklinikinis atsakas (IFN-y sekrecija
proliferuojanciose T lastelése) nesant toksinio poveikio [100-102]. Taciau, nepaisant to, kad po
vakcinacijos daugumos pacienty organizme padaugéja antigenui specifiniy T lasteliy, tik
nedidelei daliai $iy pacienty sukeliamas tinkamas klinikinis atsakas, t. y. naviko regresija ar
ilgesné remisijos trukmé [103,104]. Iki Siol klinikiniuose tyrimuose, kuriuose buvo taikomos
DL, sulaukta tik vidutinés s¢kmes, todél pastaruoju metu mokslininkai kuria naujas gydymo
strategijas, kurios pagerinty DL sukeliamg imuninj atsaka. Vienas i§ galimy budy — iSnaudoti
DL gebe¢jima pateikti fagocituoty negyvy navikiniy laseliy peptidus tiek MHC I klases, tiek ir
MHC 1I klasés molekuléms [105,106]. Siuo atveju navikiniy lasteliy imunogeniskumas
pagerinamas transfekuojant TLR ligandg. TLR ligandu transfekuotos navikinés lgstelés gali
stipriau aktyvinti ir subrandinti DL nei netransfekuotos vézinés Iastelés [107]. Sie rezultatai dar
karta jrodo, kad siekiant sukurti stabilias visiskai suaktyvintas ir gydymui tinkancias DL,
galincias suzadinti navikui specifinius citotoksinius T limfocitus (CTL), pasizymin¢ius ribota/ ar
jokia Treg indukcija, reikalingi stipriis subrendimo signalai. Todél didelis démesys skiriamas
patogeninés kilmés molekuliy panaudojimui DL subresti [93,108,109]. Naviky vakcinacijos
strategijoje TLR ligandy panaudojimas DL leidzia pajusti ,,pavojy*, dél kurio jos tampa visiskai
subrendusiomis imunostimuliacinémis DL. Neseniai vieni autoriai savo darbuose parodé, kad
stimuliuojant poliinozino policitidino rtigstimi dendritiniy lasteliy TLR3 galima pakeisti
tolerogenines DL funkcijas [110].

Dendritiniy lasteliy vaidmuo svarbus ir autoimuniniy ligy patologijoje, nes nuo DL

funkciniy savybiy gali priklausyti, ar imuniné reakcija vystysis citotoksiSkumo, ar tolerancijos
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linkme. Imuninio toleravimo procese dalyvauja DL sekrecijos produktai — citokinai. Vieno
eksperimentinio darbo su pelémis autoriai pazyméjo, kad dendritinés Igstelés gali suzadinti
CD4*CD25" T lasteles (Treg), kurios slopina autoimunines ligas in vivo [111]. Sios reguliacinés
lastelés nenutukusiose diabetinése pelése (NOD) slopina diabeto vystymasi [112,113]. Sis faktas
galéty buti naudingas kuriant antigenui specifine terapija prie§ autoimunines ligas.

Kaip minéta, citokinai yra svarbiis autoimuninio proceso mediatoriai (tarpininkai).
Dendritinés lastelés pacios iSskirdamos citokinus jiems yra jautrios, nes citokinai turi jtakos DL
subresti. Kontroliuodami dendritiniy lgsteliy brendima, citokinai reguliuoja imuning homeostaz¢
bei tolerogeniSkumo ir imunogeniSkumo balansg. Padidéjusi citokiny sekrecija keicia DL
homeostaze, tokiu biidu darydama jtaka jvairioms Zmogaus uzdegiminéms ir autoimuninéms
ligoms; pvz., citokino IL-6 padidéja serume vaiky, serganciy Sisteminiu jaunatviniu artritu
[114]; uzblokavus specifiniais antikiinais aktyvia Krono (Crohn) liga serganéiy pacienty 1L-12,
pasiekiama stabili ligos remisija [115]; IL-23 turi jtakos psoriazei ir uzdegiminéms zarnyno
ligoms [116,117]; citokino TNF blokada efektyvi gydant reumatoidinj artritg (RA), psoriaze
[118,119]. DL homeostazés pokyciai tiesiogiai susije¢ su tokiomis zmogaus autoimuninémis

ligomis kaip I tipo diabetas, i§sétiné skleroze bei sisteminé raudonoji vilkligeé (SLE) [120,121].

2.5. PrieSvézinés DL vakcinos

Pagrindiniai véziu serganciy pacienty gydymo metodai yra chirurginis, spindulinis ir
medikamentinis. Taciau nors $ie metodai tobul¢ja, vézys lieka viena pagrindiniy mirtingumo
priezasCiy pasaulyje. IeSkoma naujesniy, efektyvesniy vézio gydymo biidy. Vienas i§ Siuo metu
pladiai tyrin¢jamy — vé€zio imunoterapija. Nespecifiné imunoterapija, pvz. citokiny
imunoterapija, BCZ (bakterijos Calmette-Guerin vakcina) vakcinacija pradéta onkologijoje
naudoti jau prie§ kelis deSimtmecius. Pastaruoju metu vis didesnis démesys skiriamas specifinei
lastelinei prieSnavikinei imunoterapijai, kuri gali biti aktyvi (vakcinacija dendritinémis
lastelémis) ir pasyvi (Suaktyvinty T limfocity skyrimas). Viena perspektyviausiy kryp¢iy yra
gydomoji vakcinacija dendritinémis lgstelémis. Ja siekiama sustiprinti kovg Su organizme jau
esanCiu véziu, aktyvinant imuninj atsaka piktybinéms lgsteléms. Gydomoji vakcinacija
dendritinémis Igstelémis vis pla¢iau taikoma jvairiose pasaulio klinikose. Klinikinis atsakas i
gydyma DL pasiekiamas apie 54 % pacienty. Siuo metu yra naudojama FDA (ang. Food and
Drug Administration) patvirtinta pirmoji lasteliy pagrindu sukurta prie$véziné vakcina —
Dendreon firmos vakcina Provenge®. Si autologiniais antigenais jsotinta prie§véziné DL vakcina
yra skirta sergantiesiems metastazavusiu prostatos véziu. Atlikus atsitiktiniy im¢iy III fazés

klinikinj tyrimg buvo gauta, kad bendra §ia vakcina gydomy pacienty iSgyvenimo trukmé
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vidutini$kai pailgéja daugiau nei 4 ménesius, palyginti su placebo vakcing gaunanéiy pacienty
iSgyvenimo trukme. Mokslininky nuomone, $is i§gyvenimo trukmés rodiklis gali ir turi bati
padidintas, skiriant daugiau démesio konkrec¢ioms paciento organizmo savybéms.

Gydomosios autologinés dendritiniy Igsteliy vakcinos gaminamos individualiai
kiekvienam pacientui. Tam tikslui naudojami paciento naviko méginiai (lizatas, peptidai ar Kiti
modifikuoti produktai) bei i§ kraujo i$skirti monocitai, i§ kuriy ex vivo susidaro dendritinés
lastelés, kurios, kad subresty, jsotinamos naviko antigenais. Taip paruostos ir atgal | sergancio
paciento organizmg suleistos, dendritinés lastelés sugeba aktyvinti organizmo imuninj atsakg

kovai su vézinémis lastelémis (7 pav.).

Naviko lizatas Viruso vektorius
Naviko :' 4@' Peptidai
antigenaj \
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T o
= 3 \:?:f/
S Subrendusios DLs
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X

h
DL vakcinos
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7 pav. Autologinés DL vakcinacijos schema
Gydomosioms autologiniy dendritiniy lgsteliy vakcinoms gaminti naudojami is paciento kraujo isskirti
monocitai, is kuriy gaunamos nesubrendusios dendritinés lgstelés, o Sios jsotinamos naviko antigenais
(naviko lizatas, peptidai ar kiti modifikuoti produktai) ir, naudojant citokiny misinius, subrandinamos.
Taip paruostos subrendusios dendritinés lgstelés, suleistos atgal j sergancio paciento organizmg,
aktyvina organizmo imuninj atsakq kovai su veziu (modifikuota pagal Strategies for cancer vaccine
development, 2013).

Siuo metu vakcing sudarané¢iy dendritiniy lasteliy subrendimas ir aktyvinimas apibtidinami
nustatant konkre¢iy zymeny raiskg (CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD11b). Taciau paskutiniu
metu gauséja duomeny, kad vien tik minéty zymeny raiSkos nustatymas pagamintose DL

vakcinose gali buti apgaulingas, nes dalis DL gali ekspresuoti ir ligandus per kuriuos slopinamas
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prieSnavikiniy T limfocity atsakas (CD273, CD274, CD85k). Remiantis paskutiniais DL
biologijos tyrimy rezultatais, tikslinga nuodugniau istirti DL funkcines savybes.

Gydymas dendritinémis lastelémis, kaip ir kiti gydymo metodai, turi bti
standartizuojamas. Standartizuojami turi biti Sie kriterijai: DL paruo$imo btudas, DL tipas, DL
subrendimo ir aktyvinimo bukleé, laiko intervalas ir dozé, gydymo kursas ir jsotinimo antigenais
biidas. Pirmuose paskelbtuose eksperimentiniuose darbuose buvo pastebéta nemazai trikumy
(per mazai paaiskinimy, tyrimo planavimo triikkumai). Daugelyje tyrimy yra per mazai
informacijos apie DL vakciny kokybés kontrole, DL fenotipo skirtumus tarp atskiry pacienty,
klinikinj atsaka, kuris vertinamas neatsizvelgiant j specifinius bei gerai apibréztus, visuotinai
pripazintus naviko atsako kodavimo kriterijus. Sios atsako vertinimo schemos gerai apra$ytos
Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO) ir atsako solidiniuose navikuose (RECIST)
kriterijuose, kas leidzia objektyviai jvertinti navikinj atsakg. Vieni autoriai planuodami DL
vakciny klinikinius tyrimus sitlo vadovautis $iais minimaliais nesubrendusiy ir subrendusiy DL
fenotipo bei funkciniy savybiy klinikiniais ir imunologiniais kokybés kriterijais [122]:

Bitinieji kriterijai: mikrobiologiné kontrolé (neigiama bakterijy ir gryby tarSa);
grynumas ( >80% taikant tékmés citometrijos metoda); morfologija (nesubrendusios DL —
silpnai adherentinés, plaukiojancios, apvalokos Iastelés su tam tikrais iSsiSakojimais;
subrendusios DL — silpnai prisitvirtinusios, susitelkusios lgstelés); fenotipas: monocity kilmés
DL Zymenys: nesubrendusiy DL (CD14°CD83 CD80 "°CD86"°MHC I'MHC II" CCR5"):;
subrendusiy DL (CD83"CD80"CD86"MHC | * MHC Il *CCR7"); gyvybingumas (>70% gyvy
lasteliy nustatoma Tripano mélio iSmetimo testu);

Papildomi patikros Kriterijai: imuninio atsako suzadinimas: misri limfocity reakcija
(MLR) — auginant DL ir PKVL (periferinio kraujo vienbranduolés lastelés) santykiu 1:20 (vieno
donoro), vertinama T lasteliy proliferacija); antigenui specifinés stimuliacijos testas —
vertinamas antigenu jsotinty DL geb¢jimas stimuliuoti antigenui specifines T lasteles.

Taigi, norint pasiekti maksimaly klinikinj gydomajj vakcinacijos efekta onkologiniams
pacientams, gauta DL preparata bitina detaliai charakterizuoti bei atlikti griezta kokybés
kontrolg.

2.5.1. DL isskyrimas is periferinio kraujo vienbranduoliy lgsteliy (PKVL)
Dendritiniy lgsteliy vakcinoms gaminti reikalingos nesubrendusios dendritinés lastelés,
kurios ex vivo aktyvinamos ir jsotinamos navikiniais antigenais. Nesubrendusios DL gali biti
gaunamos: 1) i§ kraujo iSskiriant monocitus ir i§ jy ex vivo gaunant nDL, 2) isskiriant kraujyje

cirkulivojancias nattralias DL. Naujausi eksperimentiniai tyrimai suteikia vilCiy, kad ateityje
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DL galima bus gaminti i§ in vitro moduliuoty kamieniniy lgsteliy [123], ta¢iau tokie metodai dar
praktikoje netaikomi.

Siuo metu daugumoje eksperimentiniy ir klinikiniy tyrimy naudojamos in vitro salygomis
iSaugintos DL, kurios yra kilusios i§ pirmtakiniy (angl. progenitor) CD34" lasteliy ar kraujo
monocity [124,125]. Dazniausiai nesubrendusios DL gaunamos ex Vivo i§ monocity, i$skirty i$
paciento periferinio kraujo vienbranduoliy lasteliy frakcijos (PKVL) [126]. Monocitai,
naudojant citokinus GM-CSF ir IL-4, per 5-7 dienas virsta nesubrendusiomis dendritinémis
lastelémis. Norint gauti visiSkai subrendusias, pasizyminc¢ias stipriomis stimuliacinémis
savybémis DL, nesubrendusios DL toliau turi bati dar 2 — 3 dienas aktyvinamos mikrobinés,
uzdegimings ar T Igstelinés kilmés faktoriais.

Kraujyje cirkuliuojan¢iy DL yra labai mazai (sveiky zmoniy PKVL sudaro nuo 0,5-1%, o
onkologiniai pacientai, ypa¢ sergantys isplitusia liga, jy turi dar maziau [127]), todél labai sunku
surinkti pakankama lasteliy skai¢iy. Siekiant pagausinti DL populiacijg in vivo bei padidinti
gaunamy lasteliy iSeiga, naudojami hemopoetiniai augimo faktoriai (F1t-3 ligandas, GM-CSF)
[128]. Dél didelés minéty faktoriy kainos, §is metodas néra placiai taikomas. Nattiralios DL gali
buti tiesiogiai i$skirtos i§ periferinio kraujo arba i$ leukaferezés produkty imunomagnetinio
atskyrimo budu [129-131]. Tuomet izoliuotos DL jsotinamos navikiniais antigenais,
subrandinamos ir suleidziamos atgal pacientui. Kadangi Sios lgstelés yra natiiralios kilmés, savo
kokybe jos gali lenkti i§ CD34" pirmtaky ar i§ ex vivo gautas DL. Yra duomeny, kad $vieZiai
izoliuotos DL geriau suzadina antigenui specifinj Thl tipo atsaka negu kilusios i§ monocity DL
[132].

Onkologiniams pacientams dél mazo naturaliy DL kiekio gali buti sudétinga izoliuoti
pakankama jy kiekj vakcinai gaminti. Be to, onkologiniy pacienty kraujo DL imunogeniskumas
gali buti funkciskai naviko nuslopintas [127,133,134]. Naviko imunosupresinis poveikis
monocitams nenustatytas, todél monocitai tampa tinkamiausiu objektu DL vakcinoms gaminti
ex vivo [127,129]. Labai svarbu, kad subrendusios, i§ monocity ex vivo pagamintos DL yra

atsparios sisteminiam navikinés kilmés slopinané¢iam signalui [93,95,135].

2.5.2. DL jsotinimas naviko antigenais ex vivo
Pagrindinis vakcinacijos prie$ vézj tikslas — sukelti stipry atsakg citotoksiniy T limfocity,
naikinan¢iy navikines lasteles bei plétojanciy savo ilgalaike, padedancia iSvengti vézio

atsinaujinimo atmintj. Sis vakcinacijos biidas yra saugus, gerai toleruojamas, skatinantis lastelinj
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imuninj atsaka bei navikui specifiniy CD4" ir CD8" T limfocity proliferacija. Ta¢iau daugumai
pacienty efektyvus klinikinis atsakas dar nepasiekiamas [136].

Veiksmingy priesvéziniy DL vakciny paruoSimo svarbiausias momentas — jy jsotinimas
naviko antigenais. Istoriskai pirmosios DL vakcinos buvo ruoSiamos nei$skiriant monocity
susidarymo ir brandinimo etapy. Monocitai ex vivo buvo jsotinami antigenu kartu su citokinais
GM-CSF ir IL-4. Vélesniuose vakciny ruo$imo protokoluose Sie etapai buvo isskirti, ypa¢ didelj
démes;j skiriant naviko antigeno jsotinimo metodams.

Vakcinacijos efektyvumui jtakos gali turéti antigeno, reikalingo DL jsotinti, pasirinkimas.
Daugiausia naudojami dviejy tipy antigenai: mutave (unikal@is) ir nemutave (universalis).
Naudojant mutavusius antigenus, gydymas turi biiti individualizuojamas. Kaip pavyzdys galéty
buti idiotipu jsotintos DL. Idiotipa sudaro kiekvieno individo imunoglobuliny determinanty
antigeny derinys. Sis DL jsotinimo antigenais biidas buvo jvertintas III fazés klinikinio tyrimo
metu — gerokai prailgéjo folikuline limfoma serganc¢iy pacienty ligos remisijos periodas [137].
Taciau daugybinés mielomos atveju toks iSgyvenimo pailgéjimas nebuvo nustatytas [138]. Kaip
alternatyva daugiausia taikomoms vakcinoms plétoti galéty buti naudojami universalis,
nemutave antigenai, tik $iy vakciny veiksminguma gali susilpninti jau esantys Treg limfocitai
[139].

Siuo metu taikomi keli in vitro navikiniy antigeny pateikimo dendritinéms lasteléms
budai. Vienas 1§ paprasciausiy ir placiausiai naudojamy yra autologinio naviko arba alogeniniy
navikiniy lasteliy misinio lizatai. Sio metodo privalumas — pateikiamas realus naviko antigeny
spektras. Kita vertus, autologiniai antigenai gali sukelti nepakankama T limfocity stimuliacija.

Tam tikry standartizuoty naviko antigeny = mRNR transfekcija arba jsotinimas
elektroporacijos buidu yra labai perspektyvis, taciau kol kas rekomenduojami naviky antigeny
deriniai néra pakankamai standartizuoti pagal onkologiniy ligy nozologijas [140]. Sis metodas
yra toliau pazenges tik vakciny prie$ melanoma srityje.

EX vivo budu isauginty DL gebéjimas moduliuoti suaktyvinty T limfocity migracijg ]
navikg priklauso nuo paruosimo metodiky ir daznai yra nepakankamas [141,142]. Natiraliai DL
T limfocitus aktyvina ne tik pateikdamos svetimus antigenus. DL, kaip profesionalios APL,
papildomai  aktyvina T limfocitus per kostimuliacinius receptorius ir suteikia jiems
poliarizacijos bei ,,homingo* signalus. In vitro paruosty DL sugebéjima papildomai stimuliuoti
ir nukreipti T limfocitus didina naudojami jvairts faktoriai (adjuvantai), kurie formuoja stipry
imuninj atsakg [140]. Adjuvantais gali bati aliuminio druskos, citokinai, bakteriniai produktai

(peptidai, negyvy bakterijy apvalkalai), nanodalelés.
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2.5.3. DL brandinimas in vitro

Dendritinéms lasteléms brandinti yra naudojamos kelios strategijos, kurios pasizymi
aukStu imuniniy lgsteliy aktyvinimo potencialu. Nesubrendusioms DL brandinti in vitro
naudojami bakteriniai adjuvantai, DL aktyvinimo receptoriy ligandai, jvairts citokiny deriniai.
Norint imituoti uzdegiming aplinka, naudojami brandinimo kokteiliai su keliais faktoriais:
prostaglandinu E2 (PGE2), interleukinu-13 (IL-1p), IL-6 ir poliinozinu. Yra i$skiriami trys
pagrindiniai DL brandinimo protokolai: LPS, CD40L/TNF-a. ir nuo IFN priklausomas.

TNF-0/CD40L suzadina ty geny grupiy raiska, kurios yra glaudziai susijusios su TNF
Seimos signaliniais keliais: CCL17 (TARC), IL-10R, IL-13R, MYO1A ir GM-CSFR [143-146].
CCL17 yra chemokinas, sutelkiantis atminties DL, CD4" limfocitus ir Th2-T lasteles. Didelis
CCL17 kiekis melanoma serganCiy pacienty serume siejamas su iSgyvenimo trukme iki
prasidedant ligos progresavimui kaip atsakas j DL imunoterapijg [147]. Citokiny receptoriai IL-
10R ir IL-13R dalyvauja Th2 lasteliy diferenciacijoje [148], daro DL jautresnes Th2-citokiny
pusiausvyrai kai kuriy naviky mikroaplinkoje [149] ir tokiu budu susilpnina imunogenines DL
savybes. TNF-a/CD40L subrandinty DL transkripcinis profilis rodo, kad Sios DL nukreipia T
lasteles Th2 atsako linkme [149]. TNF-a-subrandintos DL pasizymi mazesne IL-12 ir IFN-y
sekrecija, taigi ir mazesniu nei LPS gebéjimu aktyvinti citotoksiniy T limfocity atsaka in vitro
[149].

IFN vaidmuo inicijuojant jgimta bei jgyta imuninj atsaka in vivo bei in vitro yra placiai
apraSytas DL brandinimo protokoluose [150,151]. Taciau fiziologiné IFN reikSmé DL
funkcijoms in vivo iki Siol iSlicka neaiski. Nustatyta, kad IFN-a suzadina DL susidaryma in
vitro, 0 IFN-y, naudojamas vienas ar miSinyje su kitomis medziagomis, padeda DL subresti.

Naudojant IFN subrandintos DL i$skiria didelius kiekius citokino 1L-12 [152,153].

2.5.4. Citokiny brandinimo misiniai

Bandydami atkurti fiziologing DL subrendimo aplinka, dauguma tyréjy pasisako uz
subalansuotus brandinimo misinius. Dazniausiai naudojamus brandinimo mi$inius sudaro TNF-
o, IL-1B, IL-6 ir PGE,. Sio miginio paskirtis — imituoti uzdegimine aplinka, kurioje DL subresta
fiziologiSkai. Jdomu pazymeéti, kad LPS subrandinty DL geny raiSkos profilis labai skiriasi nuo
$iuo misiniu subrandinty DL geny raiskos. Siuo brandinimo miginiu, kaip ir brandinant vien tik
TNF-0, suzadinama CCL17, CXCR4 ir IL13R geny raiSka, bet nebtina IL10R ir GMCSFR geny
raiskos [154]. Naudojant minétg brandinimo miSinj, padidéja ir kity geny raiska: NF-kB1/2,
CXCL-2/GRO-p, TNFAIP3/6, CXCL-8/IL-8, CXCL-16, CD58, IL-2R, IL-7R, CRIP1, 1SG20,
BCL2A1, IER3, CFLAR, NCK2, ir RUNX3 [154]. Siy geny funkcija yra susijusi su uzdegiminiu
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atsaku ir apoptoze. In vitro tyrimai parodé, kad Siuo misiniu subrandintos DL ypa¢ stipriai
stimuliuoja limfocity proliferacija [155,156].

PGE; naudojimas brandinimo misiniuose yra kontroversiskas. Nors $io faktoriaus vaidmuo
uzdegimo metu yra neabejotinas, taciau jis tiesiogiai stimuliuoja Treg proliferacijg bei TGF ir
efektoriniy T limfocity apoptoze [157]. Taigi br¢sdamos PGE, aplinkoje DL gali suaktyvinti
tolerogeninj imuninj atsaka [154,158,159]. Keliy klinikiniy tyrimy metu buvo nustatyta, kad
metastazavusia melanoma ir inksty lgsteliy karcinoma serganciy pacienty, gydyty $iuo miSiniu
subrandintomis DLs, plazmoje padaugéjo ir Thl, ir Th2 profilio citokiny [160-162]. D¢l Sios
priezasties buvo pasitilyta DL brandinimo misiniuose PGE; atsisakyti.

Kaip alternatyva prie$ tai minétam miSiniui siilomas kitas brandinimo miSinys: IL-1,
TNF-a, IFN-0, IFN-y ir poli (I:C). Siame brandinimo protokole DL brendimas nukreipiamas
Th1 atsako formavimosi kryptimi, nes IL-12p40, IL-1a/p, IL-2Ro/p/y, IL-6, CXCL-8/IL-8, IL-15,
CXCL-9/Mig, CXCL-10/1IP10 bei CXCL-11 sekretuojami zymiai didesniais kiekiais negu
naudojant brandinimo misinj su PGE; [154].

Trecias galimas brandinimo miSinys, kurio sudétyje néra PGE,, yra LPS ir IFN-y [163].
Atlikus §iuo miS$iniu subrandinty DL geny raiskos analize buvo nustatyti kai kurie uzdegima
sukeliantys citokinai, chemokinai bei su uzdegimu susij¢ genai. Padid¢jusi faktoriy CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CXCL-9, CXCL-10, CXCL-11, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF,
DUSPS5 ir SOD2 raiska buvo aptikta 24 valandas brandinty LPS ir IFN-a DL supernatante, kas
rodé stipry Thl poliarizacijos potencialg [163]. Tyrimai in vitro parodé, kad LPS ir IFN-y
miginyje subrandintos DL antigenui specifines CD4" ir CD8" T lgsteles stimuliuoja Zymiai
geriau negu PGE; subrandintos DL [164].

2.6. Bakteriniai adjuvantai
Vakciny efektyvumui svarbiis yra adjuvantai — medziagos, sustiprinancios imuninj atsaka
] antigeng. Ex vivo vakcinose imunostimuliaciniai adjuvantai naudojami brandinant DL. Kaip
adjuvantai gali biiti naudojamos jvairios medziagos, pavyzdziui, TLR receptoriy agonistai,
citokinai, chemokinai, cheminés medziagos, lipidinio pagrindo medziagos bei nanodalelés,

bakterijy fragmentai (pvz. bakterijy sienelés komponentai) [165,166].
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2.6.1. Lipopolisacharidas

Pirmasis tyrime naudotas bakterinis adjuvantas buvo lipopolisacharidas (LPS). LPS yra
pagrindinis gramneigiamy bakterijy sienelés iSorinés membranos komponentas ($i molekulé taip
pat gali biiti vadinama endotoksinu), kuris sukelia stipry imuninj atsakg gyviinuose.

D¢l savo bakterinés kilmés LPS yra pristatomas kaip tipiSkas DL brandinimo modelis.
LPS sugeba suzadinti DL brendima toll-like receptorius. LPS naudojamas kaip efektyvus DL
brendimo faktorius, skatinantis IL-12p70 sekrecija [72,74]. LPS suzadina toll-like receptoriy 4
(TLR4), tarpininkauja aktyvinant lgstelés branduolio faktoriy kappa B (NF-kB) bei mitogenu
suaktyvintas proteino kinazes (MAPKSs) ir inicijuoja DL brendimg [70,79]. Kitas svarbus DL
brendimo veiksnys — IFN-y, kuris sustiprina TLR signalinj kelig ir reguliuoja uzdegiminius DL
citokinus. Yra zinoma, kad IFN-y zymiai padidina IL-12p70 gamyba [80]. Naudojant LPS ir
IFN-y gaunamos subrendusios DL (sDL), i§ kuriy ruoSiamos klinikinés vakcinos vaiky
solidiniams navikams ir krities véziui gydyti [81,82]. HER2/neu teigiamu krities véziu
sergancios pacientés buvo vakcinuotos peptidais jsotintomis sDL, kurioms brandinti buvo
naudojami LPS ir IFN-y. Si vakcina suzadino HER2/neu-specifiniy T limfocity atsaka bei
Zymiai sumazino naviko apimtj [82].

Geny profilio tyrimai parodé kad LPS gali suzadinti keleta chemokiny geny: CCL5
(RANTES), CCL4 (MIP-1p), CCL20, CCL18 (DC-CK1), CCL19 (MIP-3p), ir CCL23 (MPIF-1)
[85, 86, 87]. Geny CCL5, CCL4, CCL20, CCL18 raiska buvo patvirtinta RT-PCR (angl. real
time polymerase chain reaction) ar ELISA (angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
metodais [167-170].

Chemokinas CCL5 tarpininkauja ne tik monocity ir T lasteliy homingo (grjzimo namo)
procese, bet veikia ir kitas chemokino receptoriy (CCR)-5 ekspresuojancéias Igsteles — bazofilus,
eozinofilus, nataralius kilerius (NK) DL ir putligsias lasteles [171]. Padidéjusi CCL5 raiska yra
susijusi su jvairiomis uZdegiminémis ligomis bei patologijomis. CCL4 pasiZymi
chemotaktinémis (pritraukianciomis) ir uzdegimg skatinan¢iomis savybémis [172]. CCL20
sgveikauja su CCR-6, sutelkia nesubrendusias DL bei jy pirmtakus ir NKT (angl. natural killer
T cells) Igsteles [93]. Chemokinai CCL18 ir CCL23 gali pritraukti limfocitus, nesubrendusias
DL ir monocitus. ISlieka neaisku, ar CCL18 palaiko uzdegimg skatinantj (Thl) ar uzdegima
slopinantj/tolerogeninj (Th2) atsaka priklausomai nuo mikroaplinkos, kurioje jis sekretuojamas
[173].

Kitas daznai tyrin€¢jamas transkriptas, kuris gali biiti suzadintas LPS subrandinty DL — su
BCL susijgs Al (BCL2A1) baltymas, kuris, kaip ir BCL-2, pasizymi antiapoptozinémis

savybémis [174]. Jis skatina imuniniy lgsteliy iSgyvenamuma bei formuoja stipresnj imuninj
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atsakg [175]. Visi Sie faktai rodo, kad LPS sukelti DLs stimuliaciniai signalai pagerina jvairiy

imunings sistemos lasteliy sutelkimg ir aktyvina pirminj imuninj atsaka.

2.6.2. Bakteriniai vaiduokliai

Bakteriniu adjuvanto pavyzdziu galéty bati inovatyvi vakciny pateikimo sistema —
bakteriniai ,,vaiduokliai BGs (angl. Bacterial Ghosts). Bakteriniai vaiduokliai gaminami i$
tokiy bakterijy kaip Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Vibrio
cholerae, Klebsiella pneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus influenzae,
Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida ir Helicobacter pylori. Tai tusti, negyvy
gramneigiamy bakterijy apvalkalai (8a pav.), gaunami kontroliuojant j bakterijg jvesto Viruso su
baltymo E lizés genu raiska. Suzadinto geno E raiska sukelia bakterijos iSorinés ir vidinés
sieneliy susiliejimg ir suformuoja tarpmembraninj tunelj, per kurj visas bakterijos citoplazmos
turinys paSalinamas, 0 vidinés ir iSorinés membranos strukttiros iSlicka nepakitusios. Kadangi
citoplazma ir bakterijos DNR fragmentai per susiformavusig skyle iSstumiami (8 b pav. ir 8 ¢
pav.), bakterija negali daugintis. Membranoje islicka visi originalios bakterijos pavirSiniai
baltymai su savitomis struktiirinémis, imunogeninémis ir bio-adhezinémis savybémis [176].
Apvalkalo komponentai, veikdami kaip nattraliis adjuvantai, sukelia pavojaus signalus
aktyvindami PRR (angl. pattern recognition receptor) struktiiros atpazinimo receptorius bei taip
skatina efektyvy DL brandinimg ir aktyvinimg [177].

BGs apvalkalai - modernios natiiralios dalelés, imituojancios gyvas bakterijas, kurias

galima saugiai bei efektyviai naudoti vakcinacijoje ir vézio imunoterapijoje.

a) Gyvos bakterijos b) Bakterijos turinio lizé ¢) Bakterijy apvalkalai

8 pav. BGs gavimas
Bakteriniai vaiduokliai (BGS) gaunami is gyvy Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella
enteritidis ir kt. bakterijy (a); kontroliuojant j bakterijq jvesto viruso baltymo E lizés gen0 ekspresijq,
suformuojamas tarpmembraninis tunelis, per kurj pasalinamas visas bakterijos citoplazmos turinys, o

vidinés ir iSorinés membranos struktiros islieka nepakitusios (b), per susiformavusiq skyle pasisalinus
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citoplazmos turiniui, gaunami tusti, negyvy gramneigiamy bakterijy apvalkalai (c) (modifikuota pagal

Bacterial ghost platform technology, 2015)

BGs pasizymi Siomis savybémis: saugumu (bakterijos negyvos ir nekelia jokios
patogeninés grésmés; nesukelia horizontalaus geny perdavimo pavojaus; nepriklauso genetiskai
modifikuotiems organizmams; nereikalauja papildomy adjuvanty); stabilumu (turi visus
gramneigiamai bakterijai budingus pavirSiaus baltymus; net ir liofilizuotas iSlieka stabilus
kambario temperatiiroje keleta mety; Kitaip nei tradicinéms vakcinoms nereikia Saldymo);

imunogeniskumu (BGs yra nattiralus adjuvantas; puikiai tinkantis gleivinés imunizacijai;

BGs vakcinos recipientui sukelia stipry imuninj atsaka); jvairiapusiSkumu (gali bati sukurtas i$

Ivairiy gramneigiamy bakterijy; BGs vakciny platforma idealiai tinka vakcinoms prie§ naujus

antigenus sukurti); pigia ir greita gamyba (gaminamas fermentacijos budu).

2.6.3. BGs vézio imunoterapijoje

Moksliniai BGs efektyvumo ir saugumo tyrimai buvo atlikti naudojant eksperimentinius
peliy [178] bei lasteliy kultiry modelius [179]. Eksperimento autoriai nustaté, kad geriamoji
O157:H7 serotipg turinti enterohemoraginé zarnyno bakterija Escherichia coli EHEC (angl.
enterohemorrhagic Escherichia coli) vakcina vaiduoklis, be jokiy papildomy adjuvanty,
BALB/c peléms sukelia Igstelinj ir humoralinj imunitetg [178]. Geri bakteriniy vaiduokliy BGs
efektyvumo rezultatai gauti atlieckant eksperimentg su storosios zarnos karcinomos lgsteliy
kultiiromis ir chemopreparatais, kurio metu nustatyta, kad doksorubicinu jsotinti BGs pasizymi
dvigubai didesniu citotoksiniu sugebéjimu slopinti storosios Zarnos karcinomos Igsteliy

proliferacija nei vienas tokios pat koncentracijos doksorubicinas [179].
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9 pav. Bakteriniy vaiduokliy veikimo schema organizme, sukeliant navikiniy lgsteliy
imunogening ity
Veziui gydyti naudojant chemopreparatais jsotintg BGs adjuvantg, ne tik sunaikinamos vézinés Ilgstelés,
bet ir suzadinamas priesnavikinis imuninis atsakas. Terapija gali biiti nukreipta tiek pries pirming
navikg, tiek pries metastazes visame organizme. Chemopreparatai (oksaliplatina ir doksorubicinas)
suaktyvina imunogenine Ilgsteliy Zitj, kuri atpalaiduoja DAMPS (su pavojumi susijusios molekuliy dalys).
Sie signalai pagreitina DL migracijg j navikine mikroaplinkg ir suaktyvina issiskyrusiy naviko antigeny
fagocitoze. Islaisvinti DAMPs jungiasi prie DL pavirsiuje esancio toll-like receptoriaus (TLR)-4
sukeldami DL subrendimg, kuris svarbus optimaliai pateikti antigenus T limfocitams bei susiformuoti
naviko antigenams specifiniam imuniniam atsakui, naikinanciam esamas naviko lgsteles (modifikuota

pagal Annu Rev Immunol, 2013).

vakcinas. BGs tokiose vakcinose gali atlikti dvigubg funkcija — bakteriniy adjuvanty ir naviko
antigeny pateikimo dendritinéms lasteléms sistemy. Siuose tyrimuose aktyviai dalyvauja ir NVI
Imunologijos laboratorija kartu su partneriais i§ Austrijos (Viena). BGs vakcinacijos strategija
kaip gydymas kol kas néra patvirtintas ir pakartotinai vykdomas tik eksperimentiniy gyviiny
modeliuose, todél néra taikomas nei veterinarijoje, nei zmonéms [180]. Taciau remdamiesi kity
autoriy bei miisy paciy gautais rezultatais galime tikétis, kad BGs dél savo saugumo bei
sugebé¢jimo sukelti efektyvy imuninj atsaka taps svarbiu preparatu prie§vézinéje imunoterapijoje

ateityje.
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3. TYRIMO METODIKA IR TIRIAMIEJI
3.1. Tiriamieji
Atliekant §) tyrimg, DL preparatai buvo ruoSiami i§ pacienty, sergan¢iy pirminiu
urogenitaliniu naviku (prostatos adenokarcinoma, S$viesiyjy lgsteliy tipo inksty Igsteliy
karcinoma ar §lapimo ptslés karcinoma), ir sveiky donory periferinio kraujo monocity. Tyrime
dalyvavo 32 Nacionaliniame vézio institute (NVI) 2011-2012 metais Onkourologijos skyriuje
gydyti asmenys ir 15 sveiky savanoriy. Savanoriy donory kraujo preparatai buvo gauti i§ V§]
Nacionalinio kraujo centro. Tyrimui atlikti buvo gauti du Regioninio biomedicininés etikos
komiteto leidimai (2011-2012 m. Nr.158200-09-381-104 ir 2014-2015 m. Nr.158200-14-720-

237). Visi tyrimo dalyviai pasirasé informuoto asmens sutikimo formg (zr. prieduose).

3.2. Tiriamyjy atrankos Kkriterijai

Itraukimo j tyrima kriterijai:

e visiems tyrimo dalyviams > 18 mety

e onkologiniams pacientams histologiskai verifikuotas III-1V stadijos prostatos, inksty
ar Slapimo puslés navikas;

e visi tyrimo dalyviai pasirasé informuoto asmens sutikima;

e visiems tyrimo dalyviams nebuvo taikyta kauly ¢iulpy kamieniniy lasteliy ar
alogeniné organy transplantacija.

Nejtraukimo kriterijai:

e jaunesni nei 18 mety individai;

e sergantys nestabiliomis psichikos ligomis, imiomis infekcinémis ligomis, sunkiomis
(intensyvaus gydymo reikalaujanciomis) Sirdies ir kraujagysliy, kvépavimo,
vir§kinimo, urogenitalinés, bei endokrininés sistemy ligomis, taip pat
hematologinémis ligomis;

e Sergantys autoimuninémis ligomis (sistemine raudongja vilklige, reumatoidiniu
artritu, dermatomiozitu ir kt.);

e per paskutinius penkerius metus sirge kitos lokalizacijos piktybiniu naviku;

e sergantys imiu ar létiniu hepatitu B, hepatitu C, sifiliu;

e infekuoti ZIV-1, ZIV-2;
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3.3. Tyrimo metodika

Medziagos ir priemonés

1 lentelé. Darbe naudotos medZiagos ir priemonés

Iranga ir priemonés

Gamintojo pavadinimas

Laminarinio oro srauto boksas

Labgard NU-440, Nuaire

CO2 inkubatorius

Autoflow NU-5510, Nuaire

Automatinis lasteliy skai¢iuotuvas

Adam, Digital Bio

Saldoma centrifuga

Rotixa 50RS Hettich; ALC PK 120R

Inversinis mikroskopas

Biolam P-1, Lomo

Purtyklé

Vortex V-1 plus, Biosan

Tekmes citometras

BDLSR Il

Saldomoji dézuté

Thermo Scientific

Spektrofotometras

NanoDrop 2000, Thermo Scientific

CPT mégintuvéliai

BD Vacutainer

Medziagos ir tirpalai

Gamintojo pavadinimas

Reagentai tékmés citometrijai: BD FACSFlow,
BD FACSRinse, BD FACSClean

BD Biosciences

,,Adam* dazy rinkinys NanoEnTek

X-VIVO- 15 mitybiné terpé Lonza

FBS Gibco

Lymphoprep tirpalas Fresenius Kabi Norge AS
PBS tirpalas Lonza

DMSO tirpalas Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA tirpalas Lonza

CellFix tirpalas

BD Biosciences

CellWash tirpalas

BD Biosciences

Penicilinas ir streptomicinas Lonza

CFSE Sigma-Aldrich
PHA Sigma-Aldrich
LPS Sigma-Aldrich
IFN Miltenyi Biotec
IL-4 Miltenyi Biotec
SK-MEL 28 melanomos lasteliy linija ATTC

BGs BIRD-C

Anti- human HLA-DR-PerCP

BD Biosciences

Anti-human CD197- PE

BD Biosciences

Anti-human CD11c -APC

BioLegend

Anti-human CD83-BV510

BD Biosciences

Anti-human CD14 -V450

BD Biosciences

Anti-human CD80 -FITC

BD Biosciences

Human CD85k-FITC

Miltenyi Biotech

Anti-human CD274 -PE

BD Biosciences

Anti-human CD3-APC

BD Biosciences
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3.3.1. Tyrimo schema ir protokolas

Monocity diferenciacija (6 d.) Monocity i¥skyrimas

{ GM-CSF +IL-4~ :
WV N\
o -{ - 6 i PKVL
AN ——
5-9 / S~rl (O) (O
MV ©)(©)
‘/"‘.:“‘ ~ ,_'.f.":“' ) R
& \j‘l g V“uV ¥ s
DL isotini fis DL brandinimas (24 val.)
siciltntals ILPS+IF%HTNF-‘«ylL-6+PG
antigenais )
navikiniy ol
Iasteliy lizatas
(SK-MEL 28) +LPS +BGs

"\‘
Subrendusios DL y‘vg DL kokyhés vertinimas D gastibians by
pavirfiaus Zymenys:
5 ﬁﬁ{l% s e — subrendimo (CD83%),
//V Tékmés citometrija . T
imunogeniniai
tokmé - (CD80*/CD86*/HL A-
r?to:::estlij & Fluﬂ\(‘l!ul! DR*CD11c¢"), migracijos
savybiy (CCRT"), tolerogeniniai

vertinimas DL citokiny sekrecija: (CD8Sk*CD273*/CD274%)

LISA, CBA

MLR, 2 SRR
Th1/Th2/Th17/Treg imunogeniniai (IL-
nustatymas CD4* T 12p70/ TNF-o/IL-1/ IL-6),

limfocituose imunosupresiniai (IL-10/
aktyvintuose DL IGF-p)

10 pav. Supaprastinta eksperimentinio darbo (dendritiniy lgsteliy moduliavimo ir funkcijy tyrimo)
schema
Monocity iSskyrimas: is paimto veninio kraujo iSskiriamos periferinio kraujo vienbranduolés lgstelés
(PKVL); is PKVL isskiriami monocitai. Nesubrendusiy DL gavimas i§ monocity: naudojant GM-CSF ir
IL-4 citokinus, monocitai virsta nesubrendusiomis dendritinémis lgstelémis. DL brandinimas: sestg
monocity keitimosi dieng DL jsotinamos navikiniais antigenais, DL inkubuojant su navikiniy Igsteliy
lizatu, paruostu is melanomos lgsteliy linijos SK-MEL 28. Po jsotinimo navikiniais antigenais DL
brandinamos su skirtingais citokiny brandinimo misiniais (pirmame tyrimo etape DL brandinimui
naudoti | (LPS/IFN-y/lizatas) ir 1l (TNF-a/IL-1p/IL-6/PGE,/lizatas) brandinimo misiniai. Nustacius,
kad I brandinimo misinys su |FN-y buvo pranasesnis uz || brandinimo misinj, antrame tyrimo etape
naudotas I misinys, papildant tyrimq dar vienu bakteriniu adjuvantu BGS. Subrendusiy DL kokybés
vertinimas tékmés citometrijos metodu: subrendimo (CD83"), imunogeniniy (CD80*, CD86", HLA-
DR™, CD11c") ir tolerogeniniy (CD85k™, CD273", CD274") Zymeny analizé (Zalia Zymeny spalva
atspindi imunogenines DL savybes, raudona — tolerogenines savybes). Funkciniy savybiy vertinimas
ELISA ir CBA metodu: citokiny sekrecija DL brendimo metu (Zalia citokiny spalva atspindi
imunostimuliacines DL savybes, raudona — imunosupresines savybes). DL savybiy aktyvinti ir
poliarizuoti limfocitus vertinimas tékmeés citometru: CD3"T limfocity proliferacijos potencialo
vertinimas MLR metodu, CD4" T limfocity Th1/Th2/Th17/Treg poliarizacijos fenotipo bei citokiny

sekrecijos analize.
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| tyrimo etapas

* Pacientams, sergantiems pirminiu urogenitaliniu naviku, pries operacija buvo imama iki
32 ml veninio kraujo j 4 specialius CPT™ (angl. Cell Preparation Tube With Sodium Heparin)
mégintuvélius,  kuriuos telpa po 8 ml kraujo. CPT™ vakuminiai, steriliis, su natrio citratu
mégintuvéliai naudojami vienbranduoléms lasteléms iSskirti i§ periferinio kraujo. Lasteliy
atskyrimo terpe sudaré poliesterio gelis ir tankio gradiento skystis. Déltokios sudéties Iasteles
galima atskirti vieno centrifugavimo metu. Paimtas veninis kraujas naudotas vienbranduoléms
lasteléms (PKVL) isskirti. I§ PKVL isskirti monocitai, i§ kuriy, naudojant GM-CSF ir IL-4
citokinus, buvo gautos nesubrendusios dendritinés Igstelés. Sios véliau brandintos dviem
skirtingais citokiny brandinimo miSiniais, j kuriy sudétj jéjo navikinis lizatas, paruo$tas i$
melanomos Igsteliy linijos SK-MEL 28:

| — LPS + IFN-y + naviko lizatas

Il — TNF-o + IL-1B+ IL-6+ PGE; + naviko lizatas

* Tékmeés citometrijos biidu iStirta imunogenines ir tolerogenines dendritiniy lasteliy
savybes atspindin¢iy Zymeny raiska.

* ELISA metodu lgsteliy kultiry supernatante nustatyta imunosupresinio IL-10 ir
imunogeninio 1L-12p70 (interleukinas 12p70) citokiny sekrecija.

Atlikus I eksperimento dalj ir nustacius, kad I brandinimo mi$inys su bakteriniu adjuvantu
LPS buvo pranaSesnis uz II brandinimo miSinj be jo, II tyrimo etape kaip antigeny pernesimo
komponentas DL brandinti pasirinktas dar vienas bakterinis adjuvantas — BGs. Brandinimo

miSiniai su skirtingais bakteriniais adjuvantais buvo palyginti tarpusavyje.

Il tyrimo etapas
* Sveiky donory kraujas buvo paimtas Nacionaliniame kraujo centre standartinés

patvirtintos procediiros metu. Tyrimui naudotas 50 ml konservuoto kraujo vieneto trombocity ir
leukocity sluoksnis (trombocity ir leukocity priemaiSos), atskirtas standartinés patvirtintos
kraujo komponenty ruo§imo procediiros metu. I§ Sio kraujo iSskirtos PKVL. I§ PKVL isskirti
monocitai, naudojant GM-CSF bei IL-4 citokinus, gautos nesubrendusios DL, kurios buvo
brandintos dviem citokiny brandinimo miSiniais Su skirtingais bakteriniais adjuvantais. |
brandinimo misiniy sudétj j&jo navikiniy Iasteliy lizatas, paruostas i§ melanomos lasteliy linijos
SK-MEL 28. Kontroliniy brandinimo miSiniy sudétyje navikiniy Igsteliy lizato nebuvo:
| — LPS brandinimo miSinys su navikiniy lgsteliy lizatu ir be jo

Il — BGs brandinimo miSinys su navikiniy lgsteliy lizatu ir be jo
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* Tékmés citometrijos biidu jvertinta imunogenines bei tolerogenines dendritiniy lasteliy

savybes atspindin¢iy Zymeny raiska;

* Magnetiniu metodu MACS (angl. magnetic-activated cell sorting) iskirtos autologinés
CD4" ir CD8" T lastelés. Magnetinis lasteliy atskyrimas vykdytas dviem etapais: i§ sveiky
donory PKVL isskirti CD3" T limfocitai, kurie véliau surtisiuoti j CD8" ir CD4" T lasteles.

* Tékmés citometrijos biidu jvertinti CD4" T limfocity imunogenines ir tolerogenines
savybes atspindintys pavirSiaus ir vidulgsteliniai Zymenys;

* Atlikta autologiné misrioji limfocity funkcinio aktyvumo reakcija (MLR);

* DL brendimo metu, taikant citometring CBA (angl. cytometric bead array) analize,
nustatyta DL citokiny sekrecijos profilio dinamika. Citokiny sekrecijos kokybiniai ir kiekybiniai
poky¢iai buvo iSmatuoti 5 laiko taskuose (praéjus 2, 4, 6, 12 ir 24 val. po brandinimo misiniy
uzpylimo).

* Po CD4" stimuliacijos subrendusiomis DL, taikant citometring CBA analize, lasteliy

kultiry supernatante nustatytas DL ir T limfocity funkcinis aktyvumas.

3.4. Periferinio kraujo apdorojimas
I budas - CPT ™ kraujo méginiai

CPT™ meégintuvéliuose esantis pacienty kraujas centrifuguotas 20 min. 1500 g greigiu. Po
centrifugavimo gauti PKVL ziedai (11 pav.) nusiurbti ir perkelti j 50 ml sterily konusinj
mégintuvelj, kuris iki 50 ml Zymés uzpildytas steriliu fosfatiniu buferiniu tirpalu PBS ir visa tai
centrifuguota 10 min. 250 g grei¢iu. Nupiltas supernatantas dar du kartus praplautas PBS tirpalu
ir centrifuguotas tokiu pat rezimu. Po centrifugavimo lgstelés resuspenduotos X-VIVO terpéje,

gaunant lasteliy suspensija, kurios koncentracija —5x10° last./ml.
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g Limfocity ir monocity Fiedas

* -ATankus gradiento skystis

¢ = Gelio barjeras

=% Eritrocitai ir nentrofilai

11 pav. Kraujo komponenty pasiskirstymas pagal tankio gradientq
II bidas — PKVL isskyrimas i§ trombocity/leukocity sluoksnio

Sveiky donory kraujas buvo skiedziamas X-VIVO terpe, santykiu 1:1. Skiestas kraujas
atsargiai sulasintas ant perpus mazesnio tirio tankio gradienta formuojancios medziagos
(Limfoprep) tirpalo (analogisko CPT mégintuvélyje esanciam jau paruoStam tankio gradiento
tirpalui) ir centrifuguotas 30 min 400 g greic¢iu. Po centrifugavimo nusiurbti balti PKVL Ziedai
perkelti j sterily 50 ml konusinj mégintuvélj (12 pav.). I mégintuvélj iki 50 ml zymés jpilta
sterilaus PBS tirpalo ir centrifuguota 10 min 250 g grei¢iu. Nupylus supernatantg ir dar 2 kartus
praplovus PBS tirpalu, buvo centrifuguojama tokiu pat rezimu. Nucentrifuguoty ir
resuspenduoty X-VIVO terpéje lasteliy koncentracija buvo 5x10° Iast./ml.

< PKVL ziedas

12pav. Po kraujo centrifugavimo matomas PKVL Ziedas
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3.5. Monocity atskyrimas i§ PKVL ir nesubrendusiy DL gavimas
Pacienty nesubrendusiy DL gavimas is§ monocity ir jsotinimas navikiniais antigenais

Gautoji lgsteliy suspensija iSpilstyta po 3 ml j sterilios 6 Sulinéliy plokstelés kiekvieng
Sulinélj. Lastelés inkubuotos 2 val. 37 C ° temperattiros 5 % CO; rezimu (monocity prilipimas
prie dugno). Po inkubacijos terpé su joje esanciomis neprilipusiomis lgstelémis nupilta, o
kiekviename Sulinélyje prilip¢ monocitai 2 kartus plauti 5 ml steriliu PBS tirpalu. Monocitai
resuspenduoti diferencjiavimo terpéje (50 ng/ml GM-CSF ir 50 ng/ml IL-4 X-VIVO terpéje,
turincioje 2 % FCS). | kiekvieng Sulinélj jpilta po 3 ml monocitams paveikti naudotos terpés ir
inkubuota 37° C temperatiiros 5 % CO; rezimu. Tre¢ig inkubavimo dieng i§ kiekvieno Sulinélio
buvo nusiurbta pusé tirio (1.5 ml) naudotos terpés, pakeiéiant ja tokiu pat tiriu $viezios terpés ir
toliau inkubuota tokiu pa¢iu rezimu. Seita diena labai atsargiai, nepalie¢iant $ulin¢lio dugne
nusédusiy suspensiniy nesubrendusiy dendritiniy Igsteliy ir nusiurbus 2,8 ml naudotg terpés bei
ipylus Sviezios (kitokios sudéties) 2 ml X-VIVO terpés, | kiekvieng Sulinélj buvo dedama
navikiniy lgsteliy lizato (toks turis, kuriame yra 30 pg baltymy) ir 4 val. inkubuota 37° C

temperatiiros 5 % CO, rezimu.

Donory nesubrendusiy DL gavimas is§ monocity ir jsotinimas navikiniais antigenais

Lasteliy, kuriy koncentracija 5x10° last./ml, suspensija kultivuota keturiuose 75 cm
plastikiniuose flakonuose 2 valandas 37° C temperatiiros, 5 % CO2 rezimu (monocity prilipimas
prie dugno). Neprilipusios prie flakony dugno T, B ir NK Igstelés buvo nupiltos ir saugomos
tolesniems eksperimentams. Prilipe monocitai 6 dienas auginti 37° C temperatiiros 5 % CO2
rezimu 10 ml 2 % FCS X-VIVO terpéje, kurios sudétyje buvo 1000 Ul/ml GM-CSF ir 3000
Ul/ml IL-4 bei antibiotiky (penicilino ir streptomicino). Tre¢ig inkubavimo dieng buvo nusiurbta
pusé tario naudotos terpés ir jpilta tokio pat tirio Sviezios terpés bei toliau inkubuota tokiomis
pat saglygomis.

Sesta dieng labai atsargiai, nepalietiant Sulinélio dugne nusédusiy suspensiniy
nesubrendusiy DL, buvo nusiurbta 9 ml terpés ir jpilta 2 ml Sviezios kitos sudéties terpés — X-
VIVO. Tuomet j brandinimui su lizatu skirtg flakong (LPS/IFN-y) jpilta navikiniy lasteliy lizato
(toks turis, kuriame yra 30 pg baltymy) ir inkubuota 4 val. drégnoje 37° C temperatiiros 5 %
CO2 rezimu (nesubrendusios DL jsotinamos navikiniais antigenais). Bakterinis adjuvantas BGs

navikiniais antigenais buvo jsotintas BGs inkubuojant su navikiniu lizatu 1 val [181]. Tuo tikslu
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buvo paimta BGs (3ul/ml) ir toks navikiniy lgsteliy lizato tiiris, kuriame yra 30 pg baltymy, ir

inkubuota 1 val. steriliomis saglygomis (laminare) kambario temperattiroje.

3.6. Navikiniy Iasteliy lizato paruosimas

Navikiniam lizatui paruosti naudota melanomos lasteliy linija SK-MEL 28. Fiziologiniame
tirpale esanti navikiniy lasteliy suspensija centrifuguota 7 min 250 g rezimu, +4° temperatiiroje.
Po centrifugavimo susidares supernatantas nupiltas, o mégintuvélio dugne esancios lastelés
resuspenduotos steriliame distiliuotame vandenyje. Mégintuvélis su navikiniy lasteliy suspensija
perkeltas j -196° C temperatiiros skysta azotg. Suspensijai uzsalus, mégintuvélis staigiai
perkeltas j +37° C temperatiiros vandens vonele ir laikytas tol, kol Igsteliy suspensija at$ildavo.
Sis §ildymo/3aldymo ciklas kartotas 5 kartus. Gautas navikiniy Iasteliy lizatas centrifuguotas 12
min 400 g, + 4° C temperatiroje. Po centrifugavimo supernatantas nupiltas ir perkeltas j kita
mégintuvelj. | mégintuvélj jpilta 1/10 jo tario PBS tirpalo ir smarkiai supurtyta. Siekiant
iSvengti uzkrétimo, supernatantas, naudojant sterilius SvirkStg ir filtrg, laminare steriliai
nufiltruotas. Pagaminto navikiniy lasteliy lizato baltymy koncentracija skai¢iuota NanoDrop

2000 spektrofotometru. Gautas lizatas uzsaldytas -70 °C temperatiiroje.

3.7. DL brandinimas. I ir Il brandinimo badai
| budas

Po jsotinimo navikiniais antigenais, nesubrendusios pacienty DL brandintos 24 val. 37° C

temperattiros, 5% CO, rezimu $iais brandinimo miSiniais:
a) bakteriniu adjuvantu LPS (200 ng/ml) ir IFN-y (50 ng/ml)
b) IL-1B (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), TNFa (10 ng/ml) ir PGE; (1 pg/ml) citokiny miSiniu

Skirtingais budais subrandinty DL suspensijos lastelés suskaiciuotos ir suspensija dalimis
iSpilstyta ] atskirus sterilius mégintuvelius. Atliktas lgsteliy morfologinis jvertinimas
mikroskopu. Dalis pacienty lasteliy panaudota pavirSiniy Zymeny analizei t€kmés citometrijos
buidu. Likusios DL panaudotos citokiny (IL-10 ir 1L-12p70) sekrecijos nustatymui ELISA budu.
Citokiny sekrecija buvo pamatuota po 24 val. DL restimuliacijos su CD40L (Sia restimuliacija

buvo norima imituoti sglygas in vivo, kuriomis, migruodamos i§ periferiniy audiniy ir
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susidarusios su antigenais DL subresta, o limfmazgiuose subrendusios DL yra restimuliuojamos
Th lasteliy). Tuo tikslu lgstelés buvo resuspenduotos 500 pl X-VIVO terpéje, perkeltos j 200 pl
Sulinélj, j kurj pridéta 5 pl paruosto CD4OL tirpalo, ir inkubuotos 24 val. 37° C temperatiros,
5% CO; rezimu (citokiny sekrecijos stimuliavimas). Véliau lgstelés centrifuguotos 10 min. 250
g greiiu, supernatantas nusiurbtas, patalpintas j 2 ml talpos Sal¢iui atspary sterily mégintuvelj ir

uzSaldytos —70° temperatiiroje.
II budas

Po jsotinimo navikiniais antigenais, nesubrendusios sveiky donory DL brandintos 24 val.
37° C temperatiiros, 5% CO; rezimu $§iais brandinimo miSiniais:

a) adjuvanto LPS (200 ng/ml) brandinimo miSiniu (kontrolé¢ — LPS be navikinio lizato)

b) adjuvanto LPS (200 ng/ml) brandinimo miSiniu ir navikiniu lizatu

¢) adjuvanto BGs (3ul/ml) brandinimo miSiniu (kontrolé — BGs be navikinio lizato)

d) brandinimo miSiniu su navikiniy Igsteliy lizatu jsotintu adjuvantu BGs (3ul/ml).
Brandinant $iuo btidu bakterinis adjuvantas BGs 1 valandg buvo inkubuotas su navikiniy
lasteliy lizatu (vyko BGs jsotinimas naviko antigenais) [181] ir tik paskui dedamas j
brandinimo terp¢ su DL.

Dalis donory subrendusiy DL panaudota pavir§iniy Zymeny analizei tékmés citometrijos

budu (1,5 mln lgsteliy), o likusios 1gstelés uzsaldytos tolesniems eksperimentams atlikti.

3.8. Lasteliy morfologinis jvertinimas

DL subrendimas susij¢s su jy morfologiniais pokyc¢iais. Brendimo metu Igstelés jgauna
joms specifing forma — keiciasi jy ataugéliy skaicius ir forma, membranos ploto santykis su
lastelés ,kunu“. Norint jvertinti bei palyginti lgsteliy iSorinius poky¢ius, jos buvo

nufotografuotos brandinimo pradzioje ir pabaigoje naudojant inversinj mikroskopg Biolam P-1.
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13 pav. DL vaizdas per inversinj mikroskopg, (a) brestancios ir (b) subrendusios DL

3.9. Lasteliy skaiciavimas ir gyvybingumo vertinimas

Lasteles skaiCiuotos naudojant matavimo rinkinj, skirta automatiniam Igsteliy
skaic¢iuotuvui, Adam. Po 20 pl lasteliy tirpalo perkelta j du 1 ml talpos mégintuvélius. | vieng
mégintuvelj lasinta 20 pl dazy, skirty jvertinti bendrg lasteliy skaiciy, o j kita mégintuvélj
lasintas toks pats dazy kiekis, skirtas jvertinti negyvy lasteliy skaiéiy. Speciali AccuChip
plokstelé, j kurig buvo sulasinta po 12 pl paruosty tiriamyjy méginiy, jdéta j Adam skaiciuotuva.
Skai¢iuotuvo ekrane pateiktas lasteliy gyvybingumo (%) jvertinimas bei duomenys apie bendra
ir negyvy lasteliy skaiciy.

3.10. Lasteliy uzsaldymas ir atSildymas

Lasteléms Saldyti naudota Saldymo terpé, sudaryta i§ 90% verselio serumo (FBS) ir 10%
DMSO (dimetilsulfoksidas). Lastelés buvo resuspenduotos PBS tirpale, perkeltos j
mégintuvélius ir centrifuguotos 7 min 250 g grei¢iu. Supernatantas nupiltas, o mégintuvélio
dugne nusédusios lastelés uzpiltos puse Saldymui reikiamo FBS kiekio. Tirpalas su lastelémis
perkeltas j specialius, giluminiam saldymui atsparius Cryo mégintuvélius. Siekiant kuo maziau
pazeisti Saldomas DL, likusi FBS dalis sumaiSyta su DMSO ir atsargiai uzpilta ant
mégintuvélyje esanciy lasteliy. Mégintuvéliai buvo sudéti | Saldymo dézute su kambario
temperattiros izopropanoliu, reikalingu laipsniskam $aldymo procesui kontroliuoti. Méginiai su
Saldymo dézute maziausiai 4 val. laikyti -70° C saldiklyje, 0 véliau iSimti i§ dézutés ir palikti -
70°C saldiklyje reikiamam laikui.

Atsildant lasteles, mégintuvéliai su lastelémis buvo perkelti i 37° C temperatiiros vandens
vonele ir i§imti visiSkai joms neatSilus, t.y. kai mégintuvélyje dar buvo matomi mazi ledo
kristalai. Siekiant kuo grei¢iau paSalinti Saldymo terpés likucius, lgstelés su ledo kristalais
perkeltos j 37° C temperatiiros X-VIVO mitybine terpg¢ ir nucentrifuguotos.
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3.11. DL ir CD4" limfocity pavirsiaus Zymeny daZymas

Surinktos ] citometrinius mégintuvélius DL buvo praplautos 1 ml PBS tirpalu ir
centrifuguotos 7 min. 250 g grei¢iu. Supernatantas nupiltas, Igstelés kickviename mégintuvélyje
resuspenduotos 100 pl PBS tirpalo. Lasteliy pavirSiniy Zymeny dazymui buvo naudoti moAKk,
konjuguoti su $iais fluorochromais: a) fluoresceino izotiocianatu (FITC), b) fikoeritrinu (PE), c)
peridinino-chlorofilo proteinu (PerCP), d) zalsvai mélynu (Alexa Fluor 647), e) fikoeritrino ir
cianino tandemu (PE-Cy5), f) peridinino-chlorofilo proteino ir organinio dazo eFluor tandemu
(PerCP-eFluor 710), g) horizono violetu (Horizon V500 ir Horizon V450), j) alofikocianinu
(APC), k) briliantiniu violetu (BV 421 ir BV 510). Kontrole atitiko nenusidaziusios Igstelés, o
kitos DL inkubuotos 20 min. tamsoje kambario temperatiiroje su 10 ul skirtingais
fluorochromais konjuguotais monokloniniais antikiinais: anti-CD80-FITC* arba anti-CD80-
Horizon V450"; anti-CD83-BV510" arba anti-CD83-PE-Cy5"; anti-HLA-DR-PerCP* arba anti-
HLA-DR-Horizon V500; anti-CD197-PE" arba anti-CD197-APC"; anti-CD11c-APC™; anti-
CD273-PE"; anti-CD274-PE" arba anti-CD274-FITC"; anti-CD85k-FITC" arba anti-CD85k-
PerCP-eFluor 710%; anti-CD14-Horizon V450", Po dazymo moAK lastelés 2 kartus plautos 1 ml
CellWash (Iasteliy praplovimo) buferiniu tirpalu ir centrifuguotos 7 min. 250 g greiciu.
Supernatantas nupiltas, nusidaziusios lgstelés fiksuotos 300 pl Cell-FIX tirpale ir laikytos +4° C
temperatiiroje ne ilgiau kaip 24 val., o po to atlikta citometriné analizé. Siekiant nustatyti
nespecifin] antikiiny jungimasi, buvo naudotos izotipinés kontrolés kiekvienam antikiinui

(I9G1/1gG2a/lgG2bh).

Tokia pati dazymo procediira buvo atlikta dazant pavirsinius CD4" (anti-CD4-BV510°;
anti-CD3-Alexa Fluor 488" (zalsvai mélynas); anti-CD25-PE-Cy7" (fikoeritrino ir cianino
fluorochromy tandemas); anti-CD127- BV421" (briliantinis violetas); anti-CD39-PE") Zzymenis.
Norédami jvertinti nespecifinj molekuliy prisijungima, kiekvienam moAKk naudojome izotipines
19G1/1gG2a/lgG2b kontroles.

3.12. CD4" limfocity vidulasteliniy Zymeny daZymas

Vidulasteliniy Zymeny dazymui naudotas ,,BD Cytofix/Cytoperm plus® rinkinys pagal
gamintojo rekomendacijas. Limfocitai, prie§ tai nudazyti pavirSiniais zymenimis, siekiant
iSvengti agregaty susiformavimo, supurtyti elektrine purtykle bei resuspenduoti 250 pl
fiksacijos-permeabilizacijos tirpale. Lasteliy suspensija inkubuota 20 min 4° C. Po inkubacijos, j

mégintuvélius su Igstelémis, jpilta po 1 ml permeabilizacijos-plovimo buferinio tirpalo ir 5 min
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centrifuguota 250 g grei¢iu. Supernatantas nupiltas, j mégintuvélj jdéta 10 pl anti-FoxP3-APC*
vidulasteliniy moAK ir inkubuota 20 min 4° C. Pasibaigus inkubacijos laikui, 13stelés praplautos
1 ml permeabilizacijos-plovimo buferiu ir 5 min centrifuguotos 250 g grei¢iu. Supernatantas
nupiltas, 1gstelés, purtant elektrine purtykle, resuspenduotos 300 ul CellWash tirpale. Paruosti

méginiai buvo isanalizuoti tékmés citometru.

3.13. Tékmés citometrija

T limfocity fenotipo, DL subrendimo bei aktyvumo, Igsteliy pavirSiniy bei vidulgsteliniy
Zymeny raiSkos analizé buvo atlikta LSR II tékmés citometru, turin¢iu tris lazerius (VioFlame
405 nm, Sapphire blue 488 nm ir HeNe 633 nm) ir galinCiu aptikti 8 skirtingy spalvy
fluorescencijas. Limfocitai ir dendritinés lgstelés nuo monocity ir granuliocity buvo atskirta
pagal prieking ir Soning lazerio Sviesos sklaidas (14 pav.). Nespecifinei monokloniniy antikiiny
sgveikai su Igsteléje esanCiomis jvairiomis molekulémis atskirti buvo naudotos izotipinés

kontrolés.

Lastelés buvo iSanalizuotos taikant kompiuterines FACSDiva ir FlowJo programas.

Kiekvieno méginio buvo analizuota po 10 Iasteliy.
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14 pav. Periferinio kraujo vienbranduoliy lgsteliy (PKVL) ir dendritiniy lgsteliy (DL) populiacijy

taskiniai grafikai

a) PKVL analizé pagal SSC ir FSC parametrus, kur kiekvienas taskas atspindi lgstele; b) DL
populiacijos (P1) pasiskirstymas pagal dydj (FSC) ir granulivotumg (SSC).
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3.14. Treg lasteliy nustatymas CD4" limfocity populiacijoje

Yra zinoma, jog stimuliuojant CD4" T limfocitus dendritinémis lastelémis gali susidaryti
ne tik efektoriniy lasteliy populiacijos, bet ir tolerancija pasizyminéios Treg lgstelés. Sios
lastelés fenotipiskai apibiidinamos kaip CD4'CD25""FOXP3*CD127 [40], tadiau daugéjant
tyrimy, ima aiskéti, jog tolerogeniskomis, aktyviomis ir stipriomis imunosupresinémis
funkcijomis pasizymin¢ioms Treg lasteléms budinga ir aukSta CD39 raiska [41]. Todél
norédami nustatyti, i§ kokios dalies aktyvinty CD4" lgsteliy po stimuliacijos subrendusiomis DL
susidaré Treg lastelés, CD4" T limfocitus dazéme vidulasteliniu FOXP3 moAK, paviriniais
CD4, CD25, CD127 bei CD39 moAk, konjuguotais su atitinkamais fluorochromais, ir tékmés
citometru ismatavome jy fluorescencija. Zyméty moAk lasteliy fluorescencija buvo lyginta su

izotipine kontrole ir nustatytas Treg CD4*CD25""FOXP3"CD127'CD39" lasteliy fenotipas (15
pav).
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15 pav. Treg CD4*'CD25""FOXP3*CD127 populiacijos pasiskirstymas pagal CD39" raiskq
Histograma atspindinti Zymens CD39 raiskq Treg CD4*CD25"""FOXP3"CD127 Igsteliy populiacijoje;

raudona spalva pazymeéta kontrolé (nedazytos lgstelés), Zydra spalva Zymi CD39" Zymens raiskq.

3.15. DL funkcinio aktyvumo jvertinimas (MLR)

Misrioji limfocity reakcija (MLR) — imunologinis metodas, naudojamas lgstelinio
imuninio atsako tyrimams. Sio tyrimo metu vertinama T limfocity, aktyvinty subrendusiomis
DL, proliferacija. Daugybei medziagy specifiskai ir nespecifiskai sukélus T lgsteliy aktyvinima,
padidéja citokiny bei jy receptoriy raiSka ir, svarbiausia, sukeliama aktyviy T Iasteliy
proliferacija. Tyrimai, susije su proliferacija, yra patikimi, paprastai atlickami ir placiai taikomi

jvertinti bendrg lgsteliy imunogeninj potencialg ir funkcinj aktyvumg [182]. T lastelés,
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inkubuojamos su alogeninémis/autologinémis stimuliuojan¢iomis Igstelémis, gauna aktyvinimo
signalus, kuriais paprastai yra svetimi antigenai, pavyzdziui, stimuliuojanciy lasteliy pavirSiuje
iSreik§tos MHC 1 ir II klasés molekulés, 0 sgveika tarp DL ir T lasteliy yra pagrista peptido
pateikimu T limfocitui per MHC kompleksg [183]. Taigi, DL-T Iasteliy sajunga gali sukelti T
limfocity proliferacija, skatinti citokiny gamybag ir jy receptoriy raiska, o jvertinus Sias savybes,
nustatoma DL branda bei bendras efektyvumas.

MLR buvo atlikta su atsildytais donory CD3" T limfocitais, kurie eksperimento pradzioje
buvo uzsaldyti. AtSildyty limfocity skaicius ir jy gyvybingumas jvertinti automatiniu lgsteliy
skai¢iuotuvu Adam. Autologiniai limfocitai 7 dienas inkubuoti X-VIVO terpéje su skirtingais
biuidais subrandintomis DL 37° C temperatiiroje, 5 % CO, rezimu santykiu 1:10, t.y. 100 000
limfocity ir 10 000 DL. MLR atlikti buvo paruosti Sie Igsteliy inkubavimo plokstelés Sulinéliai
(16 pav.):

a) kontrolé (nedazyti limfocitai);

b) kontrolé (limfocitai dazyti CFSE reagentu), parodanti spontaning T limfocity
proliferacija;

c) skirtingais buidais subrandintos DL, inkubuotos su T limfocitais, dazytais CFSE

reagentu. Rodo T limfocity, aktyvinty DL, proliferacija.
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Proliferavusios lasteles %
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16 pav. CD3'T limfocity populiacijos proliferacijq (spontanine ir sukeltq dendritinémis lgstelémis)
atspindincios histogramos
a) limfocity ir DL populiacijy tankj vaizduojantis spalvinis grafikas. Matomos trys populiacijos -
dendprititinés lgstelés, limfocitai ir neQyvy limfocity populiacija (schemoje neapibrézta); b) histograma
atspindinti CD3" T limfocity, dazyty CFSE reagentu, spontanine proliferacijg; c) histograma atspindinti
T limfocity, aktyvinty subrendusiomis DL, proliferacijq.

Limfocitai buvo dazomi CFSE reagentu. Autologiniai limfocitai centrifuguoti 7 min 250 g
greiCiu, supernatantas nupiltas, o ant lgsteliy uzpilta 15 ml PBS tirpalo, j kurj buvo jdéta 3 pl
CFSE reagento. Lastelés dazytos tamsoje, kambario temperatiiroje 20 min. Nudazytos lastelés
nucentrifuguotos ir resuspenduotos X-VIVO mitybinéje terpéje bei paskirstytos lasteliy
inkubavimo plokstelés Sulinéliuose po 100 000 lasteliy. Nedazyti kontrolés limfocitai (a) taip
pat resuspenduoti X-VIVO terpéje ir paskirstyti Sulinéliuose. | atskirus Sulinélius (c) buvo jdétas
reikiamas kiekis skirtingais buidais subrandinty DL. Lastelés buvo inkubuotos 7 dienas 37° C, 5
% CO, rezimu. Po inkubavimo lIgstelés i§ Sulinéliy perkeltos | atskirus citometrinius
mégintuvélius, surinktos tékmés citometru ir iSanalizuotos FlowJo kompiuterine programa. T
lasteliy proliferacija vertinta pagal jy kiekj (%), palyginus rezultatus su neigiamy kontroliy

rezultatais.
3.16. Magnetinis T limfocity atskyrimas

Limfocitai buvo surtsiuoti MACS biidu, tékmés citometru buvo jvertintas populiacijy
grynumas pagal pavirSiaus Zymeny raiska. Gautos T limfocity populiacijos pavaizduotos
paveiksle (17 pav.). Tolesniems tyrimams buvo naudotos suriisiuotos CD4" lastelés. Jos buvo
stimuliuotos ir véliau restimuliuotos skirtingais biuidais subrandintomis DL. Po restimuliacijos
buvo matuotas CD4" i§skiriamy citokiny IFN-y (Thl tipo atsakas), IL-5, IL-4 (Th2 tipo atsakas),
IL-17A (Th17 tipo atsakas), IL-10, TGF- B (Treg) kickis CBA budu.
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17 pav. NeriiSiuoty ir magnetiniu biidu riiSiuoty T limfocity populiacijos ir jy grynumas pagal CD8" ir
CD4" fymeny raiskq, iSreikstas procentais
Neriisiuoti limfocitai, b) CD3" T limfocitai po | magnetinio atskyrimo etapo, c) CD4" T limfocitai po I1

magnetinio atskyrimo etapo, d) CD8" T limfocitai po 11 magnetinio atskyrimo etapo.

Magnetinis lasteliy atskyrimas vykdytas dviem etapais: pirmiausia i§ PKVL buvo isskirti
CD3" T limfocitai, o véliau jie surtisiuoti j CD8" ir CD4" T lasteles.

3.17. CD3" T limfocity atskyrimas
Limfocity atskyrimas atliktas naudojant Pan T Cell Isolation Kit rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas. Neprilipusios prie flakono dugno Iastelés surinktos ir perkeltos j sterilius
konusinius mégintuvélius bei suskaiCiuotos. Rusiuoti buvo paimta 10 min Iasteliy, kurios
praplautos 2 ml PBS tirpalu ir 10 min centrifuguotos 300 g grei¢iu. Praplovimas ir

centrifugavimas kartoti du kartus. Po antrojo centrifugavimo supernatantas nupiltas, lgstelés
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resuspenduotos 40 ul PBS tirpale ir jlasinta 10 ul su biotinu konjuguoto monokloninio antikino
pries visy kraujo lasteliy, i8skyrus T limfocitus, antigenus. Svelniai supurtyta lasteliy suspensija
20 min inkubuota 4° C temperatiiroje. Pra¢jus nustatytam laikui, j lasteliy suspensijg papildomai
jpilta 30 ul PBS tirpalo ir jdéta 20 ul magnetiniy rutuliuky, konjuguoty su antikiinais pries
bioting ir CD61. Tuomet Igstelés 10 min inkubuotos 4° C temperatiroje. Po inkubacijos j
suspensijg dar jpilta 500 pl PBS tirpalo ir lastelés rasiuotos naudojant Igsteliy magnetinio
atskyrimo platformg Midi MACS. Pirmiausia, | magnetinio rasiavimo kolonélg supilta 3 ml PBS
tirpalo ir, jam sula$¢jus, supilta Igsteliy suspensija. Po to kolonélé praplauta 3 ml PBS tirpalo. I8
kolonélés istekéjusios ir surinktos lastelés buvo neigiama frakcija, sudaryta i CD3" T limfocity.

Kolonéléje likusi teigiama frakcija nebuvo surinkta, kadangi ji tyrime nebuvo naudojama.

3.17.1. CD3" risiavimas j CD4" ir CD8" T limfocitus

Riisiavimas atliktas naudojant CD8" T Cell Isolation Kit rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas. CD3" lastelés 10 min centrifuguotos 300 g grei¢iu. Supernatantas nupiltas,
lastelés resuspenduotos 40 ul PBS tirpale ir jlasinta 10 ul su biotinu konjuguoto monokloninio
antikiino prie§ visy kraujo lasteliy, isskyrus CD8" T limfocitus, antigenus. Kadangi CD3"
frakcija sudaryta i§ CD8" ir CD4" T limfocity, minéti antikiinai prisijungdami pazyméjo CD4"
lasteles. Lastelés inkubuotos 10 min. 4° C temperatiiroje. Pra¢jus nustatytam laikui, j Iasteliy
suspensijg papildomai jpilta 30 pl PBS tirpalo ir jdéta 20 pl magnetiniy rutuliuky, konjuguoty su
antikiinais pries bioting ir CD14. Po inkubacijos lastelés praplautos 2 ml PBS tirpalu ir 10 min.
centrifuguotos 300 g grei¢iu. Supernatantas nupiltas, Igstelés resuspenduotos 500 ul PBS tirpale.
I magnetinio rasiavimo kolonélg, jstatyta j Midi MACS platforma, jpilta 3 ml PBS tirpalo ir, jam
sulaséjus, supilta Igsteliy suspensija. Kolonélé 3 kartus praplauta po 3 ml PBS tirpalu. I8
kolonélés istekéjusios ir surinktos Iastelés buvo neigiama frakcija, sudaryta i§ CD8" T Iasteliy.
Surinkus CD8" T lasteles, kolonélé i§ platformos buvo iSimta ir jstatyta j kita konusinj
mégintuvélj. 1 kolonélg pripilta 5 ml PBS tirpalo, 0 joje buvusios Igstelés iSspaustos |

mégintuvelj. Sios surinktos i§spaustos lastelés buvo teigiama frakcija - CD4" T limfocitai.

Atskirtos lgstelés 7 min. centrifuguotos 250 greifiu, supernatantas nupiltas, lgstelés
resuspenduotos 2 ml PBS tirpale. Lastelés suskaiciuotos bei jvertintas jy gyvybingumas. Dalis
lasteliy nudazyta monokloniniais antikiinais ir atlikta pavirSiaus Zymeny raiskos analizé tekmes

citometru. Likusios lastelés uzsaldytos inkubuoti su skirtingais budais subrandintomis DL.

55



3.18. Autologiniy CD4" T limfocity stimuliacija ir restimuliacija subrendusiomis donory
dendritinémis lastelémis
CD4" stimuliacija

Skirtingais btidais subrandintos donory DL ir magnetinio rasiavimo btdu gauti
autologiniai CD4" T limfocitai atSildyta, suskai¢iuota bei jvertinta jy gyvybingumas. Lasteléms
inkubuoti naudota 96 Sulin¢liy plokstelé (po vieng Sulin¢lj kiekvienam brandinimo budui). [
kiekviena i 4 Sulinéliy jdéta po 10* DL ir 10° CD4" T limfocity, resuspenduoty X-VIVO
terpéje. Stimuliacijos metu DL ir CD4" T limfocity santykis buvo 1:10 atitinkamai. Stimuliacija
sudaré du stimuliacijos ciklai po 7 dienas. Antrg inkubacijos dieng j kiekvieng Sulinélj su
lastelémis pridéta citokino IL-2, kurio koncentracija Igsteliy suspensijoje sudaré 25 Ul/ml. 4-ta
ir 7-g kiekvieno stimuliacijos ciklo dieng i$ kiekvieno Sulinélio nusiurbta po 100 pl terpés,

pakeiciant ja Sviezia X-VIVO terpe, papildyta IL-2 (25 Ul/ml).

CD4" restimuliacija

Pragjus nustatytam inkubacijos laikui, atlikta stimuliuoty CD4" lasteliy restimuliacija
skirtingai subrandintomis DL (buvo siekiama imituoti organizme vykstantj imuninj atsaka).
Lasteliy suspensija i$ Sulinéliy perkelta j citometrinius mégintuvélius, 7 min centrifuguota 250 g
grei¢iu. Supernatantas nupiltas, lastelés praplautos 1 ml steriliu PBS tirpalu ir dar kartg
centrifuguotos tokiomis pat salygomis. Supernatantg nupylus, lastelés resuspenduotos 200 ul X-
VIVO terpés ir supilstytos ;1 96 Sulinéliy plokstele. | Sulinélius pridéta po 10* subrendusiy DL ir
inkubuota 24 val. (be IL-2). Po 24 val. lastelés surinktos j citometrinius mégintuvélius,
supernatantas ir 13stelés naudoti vertinant:

o Th1/Th2/Th17 imuninio atsako poliarizacija taikant CBA, kuriuo matuota citokiny
sekrecija lasteliy supernatante;

. Treg lasteliy indukcija, tékmés citometru matuojant CD4*, CD25", CD127",
FOXP3" ir CD39" zymeny raiska ant T lgsteliy.

3.19. Fluorescuojanciy rutuliuky metodas CBA (Cytometric Bead Array)

BD™ Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences) yra technologija, kurioje pritaikoma
tekmeés citometrija. Si technologija leidZia aptikti ir kiekybiskai jvertinti méginyje esancias

nedideles molekules: citokinus, chemokinus, augimo faktorius, jvairiuose signaliniuose keliuose
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dalyvaujan¢ius baltymus. Sios technologijos pagrindas — vienodo dydzio, monokloniniais
antikfinais prie§ skirtingas molekules padengti rutuliukai, pasizymintys skirtingu
fluorescencijos intensyvumu. Skirtingi antikiinai geba specifiSkai prisijungti analitg.
Prisijungusi analité yra aptinkama naudojant fluorochromu (fikoeritrinu) Zymétus detekcinius
antiktinus, kurie specifiSkai jungiasi prie ieSkomos molekulés (BD Biosciences, 2012). Méginiai
analizuojami tékmés citometru, kuris matuoja rutuliuky bei reporteriniy antikiiny fluorescencijos
intensyvumg. leskomos molekulés koncentracija méginyje yra proporcinga PE (fikoeritrinas)

fluorescencijos intensyvumui ir yra apskaic¢iuojama naudojant kalibracing kreive [184] 18 pav.
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a) APC-A b) PE -A
18 pav. Citokiny |L-18, TNF-a, IL-6, TGF-B, IL-10 ir IL-12p70 debeséliai taskinéje diagramoje (a)

ir atitinkamy citokiny fluorescencijos intensyvumo hiostograma (b)

Dél naudojamy skirtingos fluorescencijos rutuliuky ir su fluorochromu konjuguoty
antiktiny, kurie méginyje gali bati sumaiSomi, metodas leidZia vienu metu jvertinti platy spektra
to paties méginio anali¢iy. Tai suteikia galimybe atlikti i§samig analize turint net ir nedidelj
méginio kiekj — vos 25-30 ul tiriamos medziagos pakanka nustatyti iki 30 skirtingy baltymy. Sis
metodas yra ypac tikslus — jmanoma nustatyti iki 0,274 pg/ml baltymo, bei pakankamai greitas,
nes reikalingas mazesnis méginiy kiekis. Dél $iy priezas¢iy CBA yra pranaSesnis uz tradicines
ELISA bei Western blot technikas (BD Biosciences, 2012).
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19 pav. CBA analizés schema
MFI (angl. Median Fluorescence Intensity) — fluorescencijos intensyvumo mediana (pagal BD
Biosciences, 2012).

Siame darbe CBA analizé buvo vykdoma naudojant skirtingiems citokinams nustatyti
skirtus reagenty rinkinius BD™ CBA Flex Set bei buferiniy tirpaly rinkinj BD™ CBA Human
Soluble Protein Master Buffer Kit pagal gamintojo rekomendacijas. Prie§ tyrimg buvo paruosti
atitinkamy skiedimy (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256) standartai ir neigiama
kontrol¢é. Sudarytos standartinés kreivés, kurios buvo naudojamos jvertinti kiekvieno citokino
koncentracijoms. Sudarius kreives, buvo ruo$iami tyrime naudojami tirpalai bei atlickama

analizé.

Tirpaly ruoS$imas

Naudojant buferiniy tirpaly ir reagenty rinkinius paruoSti tyrimui reikalingi tirpaly
misiniai:

1) fluorescuojanc¢iy rutuliuky misSinys. Vienam méginiui imta 50 pl fluorescuojanciy
rutuliuky misinio, kuriame yra po 1 pl kiekvieno tiriamo citokino fluorescuojanciy rutuliuky,
padengty mo Ak (Capture beads), bei likes kiekis rutuliuky skiediklio. Gaminant misinj keliems
meéginiams, i Kiekvieno tiriamo citokino reagenty rinkinio paimtas apskaiciuotas Kiekis
fluorescuojanciy rutuliuky (1pul x méginiy skai¢ius) ir sumaisytas su apskaiciuotu kiekiu
rutuliuky skiediklio (50ul — skirtingy tiriamy citokiny skaicius) X méginiy skaicius).

2) detekciniy antiking miSinys. Sis miSinys paruostas ir iki naudojimo saugotas
tamsoje, siekiant apsaugoti ji nuo fotoisblukimo. Jis sudarytas i§ detekciniy antikiiny,
konjuguoty su PE, ir detekciniy antikiiny skiediklio. Reikalingi reagenty kiekiai apskaiciuoti ir

misinys paruostas tokiu paciu budu, kaip ir fluorescuojanciy rutuliuky misinys.
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Tyrimo eiga

Tirtas méginys perkeltas j citometrinius mégintuvélius, praskiestas méginio skiedimui
skirtu tirpalu santykiu 1:5 ir supurtytas purtykle. | kiekvieng mégintuvélj jpilta po 50 pl paruosto
fluorescuojanéiy rutuliuky mi$inio, $velniai iSmaiSyta. Inkubuota 1 val. kambario temperatiroje.
Praéjus inkubavimo laikui, j kiekvieng mégintuvélj pridéta po 50 pl paruosto detekciniy
antikiny misinio ir Svelniai iSmaiSyta. Méginiai inkubuoti 2 val. Pasibaigus inkubacijai,
kiekvienas méginys praplautas 1 ml plovimo buferiu ir 5 min. centrifuguotas 200 g greiciu.
Supernatantas nupiltas, | méginius jdéta po 300 pl plovimo buferio ir trumpai supurtyta elektrine

purtykle. Paruo$ti méginiai surinkti tékmés citometru ir iSanalizuoti.

3.20. ELISA metodas

Citokiny IL-10 ir IL-12p70 koncentracija buvo nustatyta DL kultiry supernatante
imunofermentiniu ELISA metodu, naudojant komercinius ELISA rinkinius (BioSourse Human
IL-10-Easia ir BioSourse Human IL-12+p40 Easia). Méginiai paruosti, istirti ir isanalizuoti
pagal gamintojo rekomendacijas. Rinkinj sudaré 96-Sulinéliy mikroplokstelés, padengtos
monokloniniais antikiinais, specifiniais zmogaus citokinams IL-10 arba IL-12. Rinkiniuose
esantys 6 liofilizuoti citokiny standartai (rekombinantiniai baltymai IL-10, IL-12) ir 2
kontroliniai serumai prie§ tyrimg buvo skiedZiami skiedimo buferiniu tirpalu iki nurodytos
koncentracijos. Visi rinkinyje naudoti reagentai prie§ reakcija buvo atSildyti iki kambario
temperaturos.

Vienu metu j mikroplokstelés visus Sulinélius buvo pilama po 100 ul inkubacinio buferinio
tirpalo, po to — po 100 ul standartiniy (zinomos IL-10, IL-12 koncentracijos) ir tiriamyjy (DL
supernatanto) méginiy. Kiekvienas tiriamasis méginys piltas j du Sulinélius, t.y. darytas
kiekvieno méginio pakartojimas. UZpildytos mikroplokstelés inkubuotos 2 val. kambario
temperatiiroje horizontaliojoje purtykléje (700 £ 100 rpm). Po inkubacijos skystis i§ Sulinéliy
nupiltas, plokstelé plauta 3 kartus plovimo buferiniu tirpalu (400 pl j Sulinélj). Toliau j
kiekvieng Sulin¢lj jpilta po 100 pl méginiy skiedziamojo tirpalo ir 50 pl antriniy monokloniniy
antikiny, zyméty krieny peroksidaze (anti-IL-10-HRP, anti-IL-12-HRP), tirpalo. Inkubuota 2
val. kambario temperatiiroje horizontalioje purtykléje (700 + 100 rpm). Po inkubacijos skystis i$
Sulinéliy nupiltas, plokstelé plauta 3 kartus plovimo buferiniu tirpalu (400 pl j Sulinélj). |
kiekvieng Sulinélj pilta po 200 pl paruosto tetrametilbenzidino (TMB — peroksidazés substrato)
tirpalo. Inkubuota 30 min., esant kambario temperatiirai tamsoje horizontalioje purtykléje (700 +

100 rpm). Fermentiné reakcija sustabdyta i Sulinélius jpylus po 50 ul buferinio tirpalo.
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Absorbcija matuota valandos laikotarpiu mikroploksteliy skaitytuvu, esant 450 nm ilgio bangai.

Citokiny koncentracijos méginiuose apskaiciuotos pagal standarting kreive.

3.21. Statistiniai metodai

Duomeny pasiskirstymo normalumas buvo jvertintas, taikant Shapiro-Wilk‘s W testa. Jei
duomeny pasiskirstymas buvo parametrinis (simetrinis, normalusis, Gauso), tai skirtumy
statistinis reikSmingumas tarp grupiy buvo vertintas pagal parametrinj Stjudento (Student‘s) t
testa. Jei duomeny pasiskirstymas buvo neparametrinis, tai jy skirtumy statistinis
reikSmingumas tarp grupiy buvo vertinamas pagal neparametrini Mann-Whitney‘s U testa.
Eksperimento rezultatai apdoroti naudojant FACSDiva, Microsoft Office Excel 2010 ir FlowJo
programas. Skirtumas tarp duomeny statistinio patikimumo jvertintas naudojant STATISTICA
(10,0 versija) programg ir SPSS (21,0 versija) paketa, o duomenys laikyti statistiskai

reikSmingais, jei nustatyta p reikSmé buvo mazesné ar lygi 0,05 (p<0,05).
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4. TYRIMO REZULTATAI

4.1. Tiriamyjy charakteristikos

4.1.1. Pacienty grupé

Istirti 32 pacientai, sergantys pirminiu urogenitaliniu naviku (prostatos adenokarcinoma,

Sviesiyjy lasteliy tipo inksty Igsteliy karcinoma ar §lapimo paslés urotelio karcinoma). Visi

tyrime dalyvave pacientai 2011-2012 metais gydési Nacionaliniame vézio institute (NVI)

Onkourologijos skyriuje. Daugumai pacienty (n = 21; 66 %) buvo diagnozuota I ir Il stadijos

liga. Visiems pacientams kraujas buvo imtas vieng kartg, prie§ operacija. Pacienty duomenys

pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé. Tyrime dalyvavusiy pacienty charakteristikos

Charakteristika Skaicius
Visy ligoniy skaicius 32
Lokalizacija:
Inksty Iasteliy karcinoma 12
Prostatos vézys 18
Slapimo piislés karcinoma 2
Stadija:
Inksty lgseliy karcinoma:
I 6
Il 2
v 3
nezinoma 1
Prostatos vezys:
| 4
I 11
i 1
nezinoma 2
Slapimo piislés karcinoma:
Il 1
v 1
Lytis:
vyrai 24
moterys 8
Amzius:
Mediana 61
Vidurkis 63
Intervalas 60-66
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4.1.2. Savanoriy donory grupé
Istirta 15 sveiky Kkraujo donory, kuriy kraujo buvo paimta 2014-2015 metais Vs]

Nacionaliniame kraujo centre. Duomenys apie donorinés grupés asmenis pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Kontrolinés grupés donory charakteristikos

Charakteristika Skaicius
Visy asmeny skaicius 15
Lytis:
vyry 7
motery 8
Amzius:
Vidurkis 37
Mediana 35
Intervalas 18-56

4.2. Dendritiniy lgsteliy pavirSiniy Zymeny raiskos analizé
4.2.1. Pacienty DL imunogeniniy ir migracines savybes lemianciy Zymeny analizé

Imunogenines (CD80, CD83, CD86, HLA-DR) ir migracines (CD197/CCR7) DL savybes
atspindin¢iy Zymeny raiSka buvo analizuota daugiaspalvés tékmés citometrijos budu. DL
populiacija buvo identifikuota pagal dydj (FSC-A) ir vidulastelinj granuliuotumg (SSC-A) (19
pav.). Pirmiausia buvo jvertinta pagrindinio DL subrendimg atspindin¢io CD83 Zymens raiska.
Nustatyta, kad prie§ subrendima, t. y. nesubrendusiose DL, Sio zymens raiSka DL pavirSiuje
buvo maza (CD83'). Tuo tarpu inkubacija brandinimo miSiniais sukeélé didele (CD83"9M)
CD83 zymens raiska DL pavirSiuje. Pagal CD83 Zzymens raiSkos intensyvumg bendra DL

populiacija buvo suskirstyta j dvi subpopuliacijas (20 pav.)
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20 pav. CD83"¥" (P2) ir CD83"™" (P3) DL populiacijos
I§ gautos taskinés diagramos apibrézty populiacijy (angl. gated) gaunama CD83 """ (high — didelé CD83
Symens raiska, P2 populiacija) ir CD83"" (low — maza CD83 Zymens raiska, P3 populiacija) Zymeny

raiska DL pavirsiuje.

Rezultatai rodo, kad patikimai labiau subrendusiy CD83™" DL buvo gauta brandinant |
(LPS/IFN-y/lizatas) negu II (TNF-o/IL-1p/ IL-6/ PGE,/lizatas) budu.

Buvo tirta pacienty DL Zzymeny (CD80, CD86, HLA-DR, CD197/CCR7) raiska
subrendusiy (CD83high) ir nesubrendusiy (CD83'°W) DL pavirSiuje. ISanalizavus subrendusiy
(CD83"9") DL populiacijos imunogeniniy zymeny raisSka, nustatyta, kad patikimai daugiau Siy
zymeny ekspresavo I badu (LPS/IFN-y/lizatas) subrandintos DL, atitinkamai 88,4 + 8,6 % ir
77,5%+9,4%, p=0,032 (21 pav.).
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21 pav. Subrendusios imunogeninés (CD83™") dendritinés lgstelés
Lyginant I ir Il DL brandinimo biidus nustatyta, kad patikimai daugiau imunogeniniy Zymeny (CDS80),
CD86, HLA-DR, CD197/CCR7) ekspresavo / biidu subrandinty CD83"*" DL populiacija.
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Tadiau akivaizdu, kad po brendimo inicijavimo ne visos lastelés subrendo. Isliko CD83""
DL populiacija su joms btidinga maza CD83 Zymens raiska; jos sudaré 12,6% I budu ir 22,5% 11
bidu brandinty DL. Jvertinus imunogeniniy Zymeny raiska islikusioje nesubrendusiy (CD83'")
DL pavirSiuje nustatyta, kad I miSiniu subrandinta CD83' populiacija pasizyméjo statistiskai
reikSmingai didesne maziausiai dviejy imunogeniniy zymeny raiSka, palyginti su II budu

brandintomis DL (atitinkamai 74,8 + 20,2% ir 37,4 + 10,2 %, p = 0,027) (22 pav.).
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22 pav. Nesubrendusiy (CD83"") DL populiacija, pasifyminti didele maZiausiai dviejy imunogeniniy
Zymeny raiska
Tik nedidelé CD83"" DL populiacijos dalis pasizyméjo aukSta imunogeniniy Zymeny raiska taikant abu
brandinimo biidus. Kadangi $i maza nesubrendusiy DL populiacija nepasizyméjo pagrindinio
subrendimo zymens CD83 raiska, bet savo pavirsiuje turéjo kitus aktyvinimo/brandumo Zymenis,

manoma, kad tai buvo tranzitinés, funkcionuojancios tarp CD83""ir CD83"" populiacijy, DL.

Apibendrinus $iuos rezultatus galima teigti, kad brandinimo misinys LPS/IFN-y/lizatas yra
pranasesnis uz ,,standartinj“ citokiny brandinimo derinj TNF-o/IL-1p/IL-6/PGE,/lizatas norint

gauti subrendusias imunogeniskas DL.
4.2.2. Sveiky donory DL imunogeniniy Zymeny raiskos analizé

Palyginus sveiky donory DL brandumg, imunogeniskumg bei migracines savybes
atspindin¢iy zymeny raiSkos procentinius vidurkius pagal skirtingus brandinimo bidus,
statistiSkai patikimy skirtumy nerasta (p = 0,81). Pagal imunogeninj potencialg atspindinéiy
zymeny raiskos pobiidj, abu brandinimo misiniai (LPS/IFN-y/lizatas ir BGs/lizatas) yra yra
lygiaverciai — sukelia didele $iy zymeny raiska (nuo 94,4 % iki 99,6 %) (23 pav.).
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23 pav. Dviejy skirtingy brandinimo biidy DL pavirSiniy Zymeny raiskos procentiniai vidurkiai

LPS/IFN-y/lizatas ir BGs/lizatas brandinimo misiniai sukelia didele imunogeniniy Zymeny raiskg.

4.2.3. Pacienty tolerogeniniy Zymeny raiskos analizé DL CD83"¥" ir CD83'" populiacijose

DL pavirSiaus tolerogeniniy zymeny (CD85k, CD273, CD274) raiska taip pat buvo
vertinta CD83"" ir CD83"%" populiacijose. Nustatyta, kad CD83"" DL populiacijoje, kurios
maza imunogeniniy zymeny raiska, prie$ subrendima buvo 6 + 1,1 % lasteliy, ekspresavusiy
maziausiai vieng tolerogeninj zymenj ir 2,7 + 0,4 % lasteliy, pasizyminciy visy trijy

tolerogeniniy Zymeny raiska (24 pav.).
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24 pav. Tolerogeniniy fymeny raiska CD83"" (DL, kuriy maza CD83 iymens raiska) ir CD83"" (DL,
kuriy didelé CD83 Zymens raiska) DL populiacijose, pasiZyminciose Zema imunogeniniy
Zfymeny raiska
| — brandinimo misinys 1 (LPS/IFN-y/lizatas), I —brandinimo misinys 2 (TNF-o/ IL-1§5/IL-
6/PGEy/lizatas). Y asyje pavaizduota tolerogeniniy Zymeny raiska, %.

Panasi zymeny raiska buvo ir negausioje CD83""

DL populiacijoje, pasizymincioje auksta
imunogeniniy zymeny rai$ka (tranzitinés DL): nustatyta, kad 2,6 + 0,3 % lasteliy ekspresavo
maziausiai vieng tolerogeninj zymenj ir 1,23 £+ 0,15 % lasteliy pasizyméjo visy trijy

tolerogeniniy Zymeny raiska (25 pav.).
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25 pav. Tolerogeniniy {ymeny raiska CD83 low (DL, kuriy maza CD83 Zymens raiska) DL pries
brendimgq ir po brendimo
A, B, D — CD83"" DL, kuriy didelé maZiausiai dviejy imunogeniniy Zymeny raiska; C, E — CD83"" DL,

kuriy maza maziausiai dviejy imunogeniniy Zymeny raiska, |— brandinimo misinys 1 (LPS/IFN-
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y/lizatas), I — brandinimo misSinys 2 (TNF-o/IL-15/IL-6/PGEy/lizatas). Y aSyje pavaizduota tolerogeniniy

zymeny raiska, % .

Nustatyta, kad po DL brendimo indukavimo vieno ir visy trijy pavirSiaus tolerogeniniy
7ymeny raiska statistiskai patikimai aukstesné buvo abiejose (CD83"" ir CD83') 1I misiniu
brandintose DL populiacijose negu I brandinimo mi$iniu brandinty DL populiacijose (24,25
pav.). Taip pat nustatyta, kad zymi CD83"%" DL populiacijos, kurioje didel¢ imunogeniniy
zymeny raiska, dalis ekspresavo maziausiai viena tolerogeninj potencialg atspindintj Zymenj.
Tai geriausiai buvo matyti lyginant I ir II badu subrandintas DL: I badu brandinty DL, kurios
pasizyméjo bent vieno ar visy trijy tolerogeniniy Zymeny raiska, atitinkamai buvo 3,4 + 0,7 % ir
0,9 + 0,05 % subrendusiy CD83"9" DL populiacijoje. Tatiau DL brandinant II bidu vieng
tolerogeninj zymenj ekspresavo net 25,6 + 4,7 % lasteliy, o visus tris tolerogeninius zZymenis —
7,4 £ 0,8 % lasteliy (24 pav.). AnalogiSkas tolerogeniniy Zymeny raiskos pasiskirstymas po DL
brandinimo I ir II bidais buvo nustatytas likusiy nesubrendusiy ir tranzitiniy CD83"" DL

populiacijose (25 pav.).
4.2.4. Sveiky donory DL tolerogeniniy Zymeny raiskos analizé

Palyginus skirtingais btudais subrandinty donory DL tolerogeninj potencialg atspindinéiy
zymeny CD274 ir CD85k raiskos procentinius vidurkius nustatyta, kad CD274 Zymens raiska
nepriklausé nuo brandinimo biido (p = 0,064), taciau CD85k zymens raiska buvo statistiSkai
patikimai maZesné (p = 0,035) BGs/lizato miSiniu subrandintose DL, palyginti su LPS/IFN-y/
lizatu brandintose DL (26 pav.).

12

10

O LPS+IFN-y+lizatas

[BGs+lizatas

h

DL Zzymeny raiska (%)
[=2]

CD274+ CD85k+

26 pav. DL tolerogeniniy Zymeny CD274 ir CD85k raiSkos procentiniai vidurkiai
LPS/IFN-y/ lizatas (CD274" — 9,2 %, CD85k™ — 9,4 %); BGs/lizatas (CD274" — 8,1 %, CD85k™ — 3,6 %).
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Apibendrinus skirtingus brandinimo badus pagal imunogeninj ir tolerogeninj potencialg
atspindin¢iy zymeny raiskos pobtudj galima teigti, kad brandinimo misinys LPS/IFN-y/lizatas
yra pranasesnis uz TNF-a/IL-1B/IL-6/PGE,/lizatas brandinimo misinj, 0 brandinimas BGs/lizato
deriniu lémé maZesne tolerogeninio zymens CD85k" raiska DL, palyginti su LPS/IFN-y/lizato

brandinimu.

4.3. Treg subpopuliacijy nustatymas CD4" T limfocity populiacijoje

Treg yra CD4 T lasteliy subpopuliacija, slopinanti imuninj atsaka. Yra Zinoma, kad CD4"
CD25" Foxp3" Treg limfocitai palaiko supresine aplinkg bei slopina prie$navikinj imuninj
atsakg. Tyrimai rodo, jog vien tik ,klasikiniy“ CD4, CD25 ir FOXP3/CD127 zymeny derinio
nepakanka, norint tiksliai charakterizuoti Treg lasteles. Todél kartu su Siais Zymenimis
naudotinas ir CD39 Zymuo, kurio raiSka budinga funkciSkai aktyviems, t.y. stipriu
imunosupresiniu poveikiu pasizymintiems Treg limfocitams [27].

Misy rezultatai rodo, jog didZiausios CD4'CD25""FOXP3'CD127" Treg procentinés
dalies (3,1 %) susidarymg lémé limfocity stimuliavimas DL, brandintomis LPS/IFN-y/lizato
miSiniu, o maziausiai CD4'CD25""FOXP3'CD127" Treg lasteliy susidaré limfocitus
stimuliuojant BGs brandintomis DL — vidutini$kai 0,8 %, t.y. trigubai maziau nei LPS/IFN-
y/lizato atveju. Sie skirtumai buvo statistiskai reik§mingi (p = 0,007) (27 pav.). Panasi
tendencija nustatyta ir CD4*CD25""FOXP3*CD127'CD39" populiacijos atveju. T limfocity
stimuliavimas kontroliniu brandinimo miSiniu (LPS/IFN-y) ir LPS/IFN-y/lizato miSiniu
subrandintomis DL lémé didesnés Siy Igsteliy procentinés dalies (atitinkamai 2,02 % ir 0,57 %)
susidaryma, palyginti su DL, brandintomis naudojant kontrolinj (BGs) bei BGs/lizato

brandinimo misinius (atitinkamai 0,22 % ir 0,2).

68



4,00

3,50 T
3 3,00 B CD4+
= CD25(high)
@ 2,50 T
g FOXP3+
£ 2,00 CcD127-
Z
g 1.0 mCDa+
200 - CD25(high)

FOXP3+
0,50 - CD127-CD39+
ol
0,00 -
BGs+tlizatas BGs LPS+IFNy+lizatas LPS+IFNy
brandinimo badai

27 pav. CD4*'CD25"""FOXP3*CD127 ir CD4'CD25""FOXP3*CD127'CD39" Treg Igsteliy fenotipo
vidutiné procentiné dalis CD4" T limfocity populiacijoje, stimuliuotoje skirtingais biidais
subrandintomis DL
Didziausig CD4A*CD25""FOXP3"CD127 Treg procentinés dalies susidarymq lémé limfocity
stimuliavimas DL, brandintomis LPS/IFN-y/lizato mi§iniu, o maZiausia CD4*CD25"""FOXP3"CD127
Treg lgsteliy susidaré limfocitus stimuliuojant BGs brandintomis DL, p = 0,007). Brandinimo misiniai
BGs ir LPS/IFN-y — kontroliniai, be navikinio lizato DL brandinimo misiniai.

Taip pat jvertinta CD39" Zymens raiska pasizyminéiy lasteliy procentiné dalis
CD4"CD25""FOXP3'CD127" Treg lasteliy populiacijoje (4 lentelé). Matyti, jog BGs bei
BGs/lizato misiniu brandintomis DL stimuliuotuose limfocituose CD39" Treg sudaro maZiausig
dalj — beveik penktadalj, o LPS/IFN-y/lizato miSiniu — didziausig, beveik du trecdalius visy
CD127" Treg lasteliy. Palyginus brandinimo budus, kai buvo naudojamas lizatas, matyti, kad
LPS/IFN-y/lizatu brandintos DL lémé didesnés CD39" populiacijos susidaryma nei BGs/lizato

misiniu brandintos DL (skirtumas statistiSkai reikSmingas, p = 0,015).
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4 lentelé. CD4'CD25""FOXP3'CD127" Treg procentiné dalis CD4" T Igsteliy populiacijoje ir
atitinkamai CD4*CD25""FOXP3"CD127'CD39" Treg Igsteliy dalis tarp
CD4'CD25""FOXP3"CD127" Igsteliy

LPS/IFN-y/lizatu brandintos DL lémé didesnés CD39" populiacijos susidarymq nei BGs/lizato misiniu
brandintos DL, p = 0,015.

LPS+/IFN-y
Lasteliy Zymenys BGs BGs/lizatas  LPS/IFN-y /lizatas
CD4'CD25"¢"FOXP3'CD127 1,12 0,77 3,1 1,23
CD4'CD25"¢"FOXP3'CD127 29,34 18,34 47,46 63,96
CD39"

4.4. DL funkcinio aktyvumo jvertinimas (MLR)

Misrioji limfocity reakcija (MLR) buvo atlikta, norint jvertinti DL lasteliy funkcinj

aktyvuma. Po T limfocity ir DL inkubacijos in vitro buvo jvertinta limfocity proliferacija, kuri

atspindéjo DL sugebéjimg aktyvinti T limfocitus. Gautieji MLR testo rezultatai rodo, kad

efektyvesne proliferacija pasizyméjo T limfocitai, stimuliuoti BGs subrandintomis DL, palyginti

su T limfocitais, stimuliuotais brandinimo miSiniais, kuriuose BGs nebuvo, nors statistiSkai

reik§mingy skirtumy ir nebuvo rasta (28 pav.).
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28 pav. T limfocity proliferacijos, sukeltos skirtingais brandinimo misiniais brandintomis DL,

procentiniai vidurkiai

Efektyvesne proliferacija pasizyméjo T limfocitai, stimuliuoti BGs subrandintomis DL, palyginti su T

limfocitais, stimuliuotais brandinimo misiniais, kuriuose BGs nebuvo. BGs ir LPS/IFN-y — kontroliniai

brandinimo misiniai be navikinio lizato.
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4.5. DL sekretuojamy citokiny analizé

4.5.1. Citokiny IL-12p70 ir IL-10 sekrecijos jvertinimas pacienty dendritinése lgstelése

Dviejy citokiny — IL-10 ir IL-12p70 sekrecija buvo tirta pacienty subrendusiy ir
restimuliuoty CD40L DL lasteliy kulttry supernatante ELISA budu. I1L-10 sekrecija atspindéjo
imunosupresines, o IL-12p70 sekrecija — imunogenines DL savybes. Nustatyta, kad I budu
(LPS/IFN-y/lizatas) subrandintos DL pasizyméjo didesne imunogeninio IL-12p70 sekrecija, nei
II badu (IL-1p/IL-6/TNFa/PGE,/lizatas) subrandintos DL (29 pav.). I badu subrandinty DL
i§skirto 1L-12p70 koncentracijos vidurkis buvo 13,26, o II buadu — 3,6. Nustatyti skirtumai

nebuvo reik§mingi, nes abiejose grupése buvo dideli reikSmiy iSsibarstymai.
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29 pav. Imunogeninio citokino IL-12p70 sekrecijos skirtumai I ir II biidu subrandintose DL
1 biidu (LPS/IFN-y/lizatas) subrandintos DL pasizyméjo didesne imunogeninio IL-12p70 sekrecija nei Il
bidu (1L-1B/IL-6/TNFo/PGE,llizatas) subrandintos DL. Y asyje pavaizduota citokino koncentracija
(pg/ml), X asyje pavaizduoti pacientai.

Ivertinus imunosupresinio IL-10 sekrecija nustatyta, kad II bidu subrandintos DL S§io
citokino sekretavo daugiau negu I budu subrandintos DL (IL-10 koncentracijos vidurkiai: |
budas — 10,9; II badas — 17,00) (30 pav.). ReikSmingy skirtumy nenustatyta, nes nustatytas

didelis reikSmiy iSsibarstymas abiejose grupése, tikétina, kad dél nedidelés tiriamyjy imties.
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30 pav. Imunosupresinio citokino I1L-10 sekrecijos skirtumai | ir |l biidu brandintose DL
11 bidu (IL-15/IL-6/TNFa/PGE,llizatas) subrandintos DL IL-10 sekretavo daugiau negu I biidu
(LPS/1EN-y/lizatas) subrandintos DL. Y asyje pavaizduota citokino koncentracija (pg/ml), X asyje

pavaizduoti pacientai.

4.5.2. Citokiny 1L-12p70, TNF-a, IL-1p, IL-6 ir IL-10 sekrecijos jvertinimas sveiky donory

dendritinése Ilgstelése

Istyrus donory DL brendimo metu sekretuojamy citokiny koncentracijas, pastebéta, jog
citokiny sekrecija kai kuriais atvejais Zenkliai skyrési tarp skirtingy donory. Nustatyta, jog IL-6
ir TNF-a sekretavo visy donory DL, o 1L-12p70 sekrecija nustatyta 12 i$ 15 donory DL, I1L-10
—9i§ 15 donory DL, TGF- g — 2 i§ 15 donory DL, IL-1p — 4 i§ 15 donory DL. Sie skirtumai
galéjo buti susij¢ ne tik su DL brandinimui naudotais miSiniais, ta¢iau ir su individualiomis
donory imuninés sistemos savybémis ar su fiziologinémis arba patologinémis biiklémis, j kurias

imuning sistema buvo priversta reaguoti skirtingu citokiny sekrecijos profiliu.

TNF-a sekrecija

ISmatavus DL brendimo metu iSskiriamo TNF-a kiekius, nustatyta, jog Sio citokino
sekrecija pasizyméjo visais buidais brandintos DL (31 pav.). TNF-a sekrecija pastebéta jau paciu
pirmu tirtuoju laiko momentu — praéjus 2 val. nuo DL brandinimo pradzios. Brandinimo
miSiniais (Su navikiniu lizatu ir kontroliniai brandinimo mis$iniai be navikinio lizato) brandinty
DL sekretuojamo TNF-a koncentracija didéjo priklausomai nuo laiko — pirmosiomis valandomis
nuo brandinimo pradzios koncentracija did¢jo staigiai, o véliau Sis didéjimas sulétéjo. Ypac
rySkiai tai buvo matyti DL brandinimui naudojant brandinimo miSinius su naviko lizatu —

pragjus 12 val. i§skiriamo TNF-a kiekis nustojo didéti.
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31 pav. Skirtingais biidais brandinty DL iSskiriamo TNF-a vidutiné koncentracija pagal
laikg
TNF-a sekrecija pasizyméjo visais biidais brandintos DL, bet brandinimo misiniai su lizatu léemé didesng

TNF-a sekrecijg nei atitinkami deriniai be lizato.

Ivertinus TNF-a sekrecijos priklausomybe nuo brandinimo mi$inio matyti, jog brandinimo
misiniai su lizatu lémé didesne TNF-o sekrecija, nei atitinkami deriniai be lizato. Sie skirtumai
nebuvo statistiskai reik§mingi. DidZiausias skirtumas buvo matomas po 6 val. tarp BGs su lizatu
brandinty DL TNF-a Kiekio ir LPS/IFN-y/lizatu bei LPS/IFN-y deriniais brandinty DL TNF-a
sekrecijos.

IL-12p70 sekrecija

Istyrus IL-12p70 sekrecija, nustatyta, jog BGs ir BGs su lizatu brandintos DL sekretavo
didelius kiekius IL-12p70, taciau, prieSingai nei TNF-a kiekio tyrime, LPS/IFN-y ir LPS/IFN-
y/lizato misiniu subrandintos DL pasizyméjo labai zema IL-12p70 sekrecija (32 pav.). I§ gauty
duomeny matyti, jog praéjus 2, 4 ir 6 val. nuo DL inkubacijos su brandinimo miSiniais pradZios,
IL-12p70 sekrecija buvo nezymi. DL citokino sekrecija prasidéjo po 12 val., t.y. jpuséjus BGs
su lizatu ir BGs brandinimui, ir zenkliai padidéjo brendimo pabaigoje — po 24 val. 1L-12p70
sekrecijos skirtumai tarp BGs ir BGs/lizatas brandinimo btidy buvo nezymds, p = 0,40.

Visgi tokia IL-12p70 sekrecija pasizyméjo ne visy donory DL (7-0, 11-0 ir 14 donory
atveju 1L-12p70 sekrecijos nenustatyta).
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32 pav. Skirtingais biidais brandinty DL iSskiriamo IL-12p70 vidutiné koncentracija pagal laikg (po 2,
4,6,12ir 24 val.)
BGs ir BGs/lizatu subrandintos DL sekretavo didelius kiekius IL-12p70, kitaip nei LPS/IFN-y ir
LPS/IFN-y/lizato misiniu subrandintos DL, kurios pasizyméjo maza IL-12p70 sekrecija.

IL-1pB sekrecija

IStyrus citokino IL-1P koncentracijg, skirtingas jo kiekis nustatytas tik 4 donory DL. Gauti
duomenys $iy donory atveju rodo, jog didesne IL-1P sekrecija pasizyméjo LPS/IFN-y bei
LPS/IFN-vy/lizatu subrandintos DL, negu DL, subrandintos BGs bei BGs ir lizatu. Dél mazos

tirlamyjy imties ir didelio duomeny is$sibarstymo Sie skirtumai nebuvo statistiskai reik§mingi.

IL-6 sekrecija

Ivertinus IL-6 sekrecija atsizvelgiant j laikg nustatyta, kad §j citoking sekretavo DL,
subrandintos visais biidais (su naviko lizatu ir be jo). IL-6 sekrecija didéjo pagal laikg ir
didziausia jo koncentracija buvo po 24 val. Taciau toks didéjimas skirtingose grupése buvo
nevienodas. Pastebéta, jog po 2 val. BGs bei BGs/lizato miSiniu brandinty DL is$skiriamo IL-6
procentiné dalis nuo galutinés jo koncentracijos brandinimo pabaigoje (atitinkamai 18,6 % ir
15,6 %) buvo didesné nei brandinty LPS/IFN-y ir LPS/IFN-y/lizato deriniais DL iSskiriamo IL-6
(atitinkamai 1,29 % ir 2,6 %).

Palyginus IL-6 koncentracijg tarp skirtingy brandinimo budy, matyti, kad BGs bei
BGs/lizatu subrandintos DL po 24 val. isskyré tokj patj citokino kiekj — vidutiniskai 69000
pg/ml (33 pav.). Tuo paciu laiko momentu, LPS/IFN-y/lizato bei LPS/IFN-y miSiniais
subrandintos DL IL-6 sekretavo maziau — atitinkamai 54302,04 pg/ml ir 44727,16 pg/ml.
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Svarbus skirtumas buvo matomas pastaruoju biidu brandinty DL atveju — nuo BGs bei
BGs/lizatu brandinty DL i8skirto IL-6 kiekio jy sekretuotas citokino kiekis buvo mazesnis 35 %.
Sis skirtumas buvo statistiskai reik§mingas (p = 0,034).
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33 pav. Skirtingais biidais subrandinty DL iSskiriamo IL-6 vidutiné koncentracija pagal laikg
BGs bei BGs/lizatu subrandintos DL po 24 val. isskyré tokj patj citokino kiekj, o LPS/IIFN-y misiniu
subrandinty DL sekretuotas IL-6 kiekis buvo 35 % mazesnis uz BGs ir BGs/lizatu brandinty DL iSskirtq
IL-6 kiekj, (p = 0,034).

IL-10 sekrecija

Visais budais subrandintose DL buvo nustatyta skirtinga IL-10 sekrecija. DL, brandintose
BGs, IL-10 sekrecija buvo nustatyta tik jpuséjus brandinimui, BGs bei LPS/IFN- y/lizatu
brandintose DL — 6-3 valanda, o LPS/IFN-y miSiniu brandintose DL — jau 4-3 valandg nuo
brandinimo pradZios. Visais buidais brandinty DL iSskirto IL-10 kiekis did¢jo per laika.
Palyginus kiekybine IL-10 sekrecijg nustatyta, jog LPS/IFN-y/lizatu bei LPS/IFN-y subrandintos
DL IL-10 sekretavo Zenkliai daugiau (p = 0,018) nei DL, brandintos BGs ir BGs/lizato
misiniais. RysSkiausiai $is skirtumas buvo matomas brandinimo pabaigoje (po 24 val.), kai IL-10

koncentracija pasieké pika (34 pav.).
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34 pav. Skirtingais biidais subrandinty DL iSskiriamo IL-10 vidutiné koncentracija pagal laikg
LPS/IFEN-y/lizatu bei LPS/IFN-y subrandintos DL sekretavo Zenkliai daugiau IL-10 (*p = 0,018), nei DL,

brandintos BGs ir BGs/lizato miSiniais.

4.6. Th1/Th2/Th17 imuninio atsako poliarizacijos jvertinimas sveiky donory

suaktyvinty CD4" T limfocity populiacijoje

Atlikus analizg, didziojoje dalyje méginiy buvo nustatyta tik citokiny IL-4 ir IFN-y
sekrecija. 1L-4 koncentracija pavaizduota 34 pav. I§ gauty duomeny matyti, jog CD4" T
limfocitams, restimuliuotiems skirtingais buidais subrandintomis DL, buvo budinga nevienodai
intensyvi IL-4 sekrecija. Limfocitai, restimuliuoti BGs ir lizatu subrandintomis DL, gamino
santykinai mazg IL-4 kiekj (vidurkis — 3035 pg/ml), o LPS/IFN-y/lizato miSiniu — dvigubai
daugiau nei LPS/IFN-y misiniu be navikinio lizato. Nezymiai didesné IL-4 sekrecija buvo
budinga BGs subrandintomis DL restimuliuotiems limfocitams. Skirtingai nuo visy Kkity,
limfocity restimuliacija LPS/IFN-y/lizatu brandintomis DL 1émé itin aukstg IL-4 sekrecija, kuri
sieké net 17669 pg/ml (35 pav.). Sis skirtumas statistiskai reik§mingas (p = 0,033).
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35 pav. CD4" T limfocity, restimuliuoty skirtingais bitdais subrandintomis DL, Vidutiné isskiriamo
IL-4 koncentracija
Limfocity restimuliacija LPS/IFN- y/lizatu brandintomis DL lemé itin aukstq IL-4 sekrecijq, p = 0,033.

CD4" T limfocitai, restimuliuoti skirtingais biidais subrandintomis DL, taip pat pasizyméjo
nevienoda IFN-y sekrecija (36 pav.). Daugiausia Sio citokino sekretavo limfocitai, restimuliuoti
BGs/lizatu brandintomis DL (30507 pg/ml), palyginti su limfocitais, restimuliuotais LPS/IFN-
y/lizatu brandintomis DL (19414 pg/ml). Sis nustatytas skirtumas buvo statistiskai reik§mingas
(p = 0,043).

T
[

som | L

BGstlizatas BGs LPS+IFNy+lizatas LPS+IFNy

36 pav. CD4" T limfocity, restimuliuoty skirtingais biidais subrandintomis DL, vidutiné iSskiriamo
IFN-y koncentracija
Daugiausiai IFN-y sekretavo limfocitai, restimuliuoti BGs/lizatu brandintomis DL (30507 pg/ml), *p =
0,043. Y asyje pavaizduota |FN-y koncentracija pg/ml, X asyje pavaizduoti DL brandinimo bidai.
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Kiti tirti citokinai (TNF-a, IL-5, IL-17A, I1L-10, TGF-B) buvo nustatyti tik vieno donoro
CD4" T limfocity populiacijoje.

5. REZULTATU APTARIMAS

Sis tyrimas buvo atliktas siekiant charakterizuoti pagaminty DL imunogeninj (imuninj
atsakg sukeliantj) ir tolerogeninj (imuninj atsakg slopinantj) potencialg, optimizuoti
imunogenisky prieSvéziniy DLP gamybos buda ir sudaryti preparaty kokybés vertinimo
kriterijus. Siuo metu DLP kokybé charakterizuojama pagal DL subrendimo bei aktyvinimo
zymeny eckspresija. Musy tyrimy rezultatai pirma kartg pasaulyje parodé, kad brandinimo
misiniai gali skirtingai veikti DL sugeb¢jima sukelti tolerogeninj imuninj atsaka.

Kokybiskiems DLP paruosti didelg jtaka daro citokiny brandinimo miSiniy sudétis ir
brandinimo in vitro laikas. | brandinimo miSinius jeinantys citokinai skirtingai veikia DL
poliarizuojanciy bei migracijos signaly limfocitams formavimg, o brandinimo nutraukimo
momentg butina pasirinkti tokj, kurio metu DL pasizymi maksimalia imunines reakcijas
stimuliuojanc¢iy signaly ekspresija. Tyrimg sudaré du etapai. I etape 1§ pacienty periferinio
kraujo monocity buvo gautos DL, kurios brandintos dviem skirtingais brandinimo miSiniais.
Pirmajj brandinimo misinj sudaré LPS ir IFN-y, antrajj citokiny TNF-a, IL-1B, IL-6 ir PGE;
miSinys. | abiejy brandinimo miSiniy sudét] j¢jo navikiniy lgsteliy lizatas. Nustacius, kad
brandinimo misinys su IFN-y yra pranaSesnis uz citoking TNF-o, IL-1B, IL-6 ir PGE;
brandinimo miSinj, j antrgjj tyrimo etapg, buvo jtrauktas kitas bakterinis adjuvantas BGs, kuris
DL veike ir kaip brandinimo, ir kaip naviko antigenus pateikiantis faktorius. | abu brandinimo
misinius déta navikiniy Igsteliy lizato. Kaip kontrolé Siems brandinimo mi$iniams DL brandinti
buvo naudoti tie patys bakteriniai adjuvantai ir citokinai, tik be navikiniy lasteliy lizato.

Eksperimentiniais in vitro tyrimais buvo patvirtinta, kad DL, pasiZzymincios standartiniu
CD80*, CD83", CD86", HLA-DR", CD14 imunofenotipu bei gausia IL-12p70 sekrecija,
efektyviausiai suzadina autologiniy ir alogeniniy T limfocity gamyba ir sukelia stipriausig
naviko antigenams specifiniy CD8" citotoksiniy T limfocity atsakg [188]. Terapinis tokiy DL
priesvézinis efektyvumas in vivo taip pat turéty buti didesnis. Ta¢iau gauséja moksliniy
duomeny, jrodanéiy, kad subrendusios CD83"" DL, priklausomai nuo jy brandinimo salygy,
gali ekspresuoti ne tik imunogeninius, bet ir jvairius tolerogeninius zymenis, slopinancius
imunogeniniy zymeny perduodamus biitinus signalus T limfocitams [185-187]. Todé¢l, norint

detaliai jvertinti DL, neuZtenka vien tik nustatyti imunogeninius DL Zymenis. Norint DL

78



panaudoti klinikoje, reikia jvertinti ir funkcines savybes atspindintj] DL sekretuojamy citokiny
profilj.

Kaip buvo minéta anksciau, jvertinant DLP efektyvuma, labai svarbu buvo nustatyti DL
tolerogeninius Zymenis, galincius turéti jtakos subrendusiy DL imunostimuliacinéms savybéms
bei dalyvaujantiems susidarant T reguliacinéms lgsteléms ar T anergiSkiems (nejautriems
antigenams) [185,187]. Buvo jvertinti labiausiai charakterizuoti DL tolerogeniniai Zymenys —
CD85k (ILT3), CD273 (PD-L2) bei CD274 (PD-L1) — subrendusiy DL pavirsiuje. I8analizavus
onkologiniy pacienty DLP nustatyta, kad brandinimas TNF-a, IL-1B, IL-6 ir PGE; miSiniu
sukélé zymiai didesne DL tolerogeniniy zymeny ekspresija nei brandinimas LPS ir IFN-y. Iki
Siol literatiiroje nebuvo skelbta duomeny apie kompleksinj imunogeniniy ir tolerogeniniy
zymeny raiSkos nustatyma skirtingais brandinimo miSiniais subrandintose DL. Misy tyrimo
metu pirmg karta buvo kompleksiSkai jvertinti imunogeniniai ir tolerogeniniai DL Zymenys.
Remiantis miisy rezultatais ir literatiiros Saltiniy apie tolerogeniniy Zymeny imunosupresinj
poveikj efektyviam imuniniam atsakui duomenimis, galime teigti, kad DL gamyboje naudojant
TNF-0, IL-1B, IL-6, PGE, brandinimo miSinj gaunamos klinikiniam naudojimui netinkamos
DL. Nors $is citokiny mi$inys ilgg laikag buvo vadinamas standartiniu brandinimo deriniu ir
naudotas gaminant gydomasias DL vakcinas [192], paskutiniy tyrimy rezultatai aiSkiai jrodé,
kad Siuo biidu subrandintos DL pasizymi tik geromis migracinémis savybémis, taciau nesukelia
efektyvaus priesnavikinio imuninio atsako [157,188,193-195].

Sio darbo metu buvo nustatyta, kad imunoterapijai skirty DLP kokybé ir prie§vézinis
potencialas labai priklauso nuo brandinti naudojamy misiniy. Naviko lizato, IFN-y ir LPS
derinys in vitro moduliuojamose DL skatina didesn¢ imunogeninio citokino IL-12p70 ir
mazesn¢ imunosupresinio citokino IL-10 sekrecija, palyginti su TNF-a, IL-1B, IL-6 ir PGE;
citokiny misiniu subrandintomis DL. Nustatyta, kad vienas svarbiausiy i§ monocity pagaminty
DL vakciny, tinkamy naudoti onkologiniams pacientams, parametry yra aukSta citokino IL-
12p70 sekrecija [198-202]. I1L-12p70 yra pagrindinis citokinas, sukeliantis ir palaikantis Thl
tipo imuninj atsakg, svarby navikinéms Igsteléms aptikti ir sunaikinti [202], Kitaip nei
imunosupresinis citokinas IL-10, slopinantis imuninj atsakg bei skatinantis imunosupresiniu
aktyvumu pasizymin¢iy imuniniy Igsteliy proliferacijg [203]. Remiantis literatiiros duomenimis,
létiniu hepatitu C serganciyjy DL, subrandintoms TNF-a, IL-1p, IL-6 ir PGE; citokiny miSiniu,
taip pat buvo biidinga auksta IL-10 bei zema IL-12p70 sekrecija [196], 0 Azzaoui ir kt. autoriai
nustaté, kad sveiky zmoniy LPS misiniu subrandintos DL pasizymi gausia imunostimuliacinio
IL-12p70 bei negausia imunosupresinio IL-10 citokiny sekrecija [187].

DL brandinti naudodami abu brandinimo misinius (LPS/IFN-y ir TNF-o/IL-1B/I1L-6/PGE,)

nustatéme, jog abiem atvejais susidaro nepakankamai subrendusiy tranzitiniy (CD83'°W) DL
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populiacija, kuri, tikétina, baigia bresti in vivo [189-191]. Mes nustatéme, kad, priklausomai nuo
brandinimo salygy, $ios tranzitinés DL pasizymégjo skirtingomis savybémis: subrandintos
antruoju misiniu CD83"" DL tur¢jo reikSmingai didesne tolerogeniniy Zymeny raiska. Todél,
remdamiesi savo tyrimo rezultatais, manome, kad pagal terapinj in vitro moduliuoty DL
potencialg vertingesnés biity DL, subrandintos pirmuoju biidu.

Bakteriniy adjuvanty parinkimas gali reikSmingai pagerinti ruoSiamo preparato kokybe.
Vietoj LPS panaudojus BGs, kuris atlieka ne tik adjuvanto funkcijas, bet yra ir naviko antigeny
pateikimo sistema [181], galima dar labiau suaktyvinti limfocity proliferacijg, paskatinti
imunogeninio citokino 1L-12p70 sekrecija.

Analizuodami skirtingy bakteriniy adjuvanty jtakag DL subrendimui, nustatéme, kad
standartiniy DL brandumo ir aktyvinimo Zymeny (CD80", CD83*, HLA-DR®, CD197",
CD11c") raiskai bakteriniai adjuvantai jtakos neturéjo. Abu LPS bei BGs brandinimo misiniai
sukele didele iy Zymeny raiska.

Palyginus LPS ir BGs su navikiniu lizatu subrandinty DL tolerogeninj potencialg,
nustatyta, kad CD274 Zymens raiska nepriklausé nuo brandinimo metu naudoto adjuvanto, o
CD85k zymens raiska reikSmingai mazesné buvo BGs ir lizatu subrandinty DL preparatuose.
Misy tyrimo metu pirmg kartg buvo jvertinta minéty Zymeny ekspresija BGs su navikiniu lizatu
brandintose DL ir nustatyta, kad BGs naudojant vietoj LPS, DLP tolerogeniskumg galima
sumazinti dar labiau. . Todél, remdamiesi gautais rezultatais, galime daryti prielaida, kad BGs
subrandintos DL pasizyméjo mazesniu tolerogeniniu potencialu, kuris yra itin nepalankus
formuojantis prie§véziniam imuniniam atsakui.

Ivertinus donory DL sekretuojamy citokiny (IL-12p70, TNF-a, IL-p, TGF-B, IL-10, I1L-6)
profilj DL brendimo metu buvo nustatyta, kad kai kuriy citokiny (TGF-f, IL-B) sekrecija skyresi
tarp skirtingy donory. Manome, kad Sie skirtumai gal¢jo biiti susij¢ ne tik su DL brandinti
naudotais adjuvanty ir citokiny miSiniais, taciau ir su individualiomis donory imuninés sistemos
savybémis. TNF-a sekrecija buvo nustatyta visais brandinimo miSiniais brandintose DL ir
citokino koncentracija did¢jo per laika. Tai rodo, kad visi brandinimui naudoti miSiniai inicijavo
efektyvy DL subrendimg. Galime teigti, kad TNF-a sekretavusios DL pasizyméjo
imunostimuliacinémis savybémis, nes, remiantis literatiros duomenimis, tik suaktyvintos DL
gamina TNF-a, IL-2, IL-12, IFN-y citokinus, gebancius suaktyvinti CD8" CTL bei
pasizymincius prie§véziniu poveikiu [11,204].

Brandziy ir kokybisky DL susiformavima nulemia ne tik citokiny sudétis brendimo metu,
bet ir ekspozicijos laikas. DL brandinimo trukmé iki siol yra diskusinis klausimas. Mes savo
darbe vertinome, kaip keiciasi brandinamy DL citokiny sekrecinis profilis per laika. Tai labai

svarbu nustatant optimalias brandinimo sglygas. Literattiros duomenimis, norint pasiekti visiskai
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subrendusiy ir aktyvinimg atspindiniy Zymeny raiska DL, Sias lgsteles su brandinimo miSiniu
reikia inkubuoti 24 val. Musy tyrimy duomenimis, maksimali TNF-a sekrecija pasiekiama po 12
val, ir toks maksimumas laikosi dar 12 val. Citokinams IL-12p70 bei IL-6 bitina ekspozicija ne
trumpesne negu 24 val. Pastebéta, kad ir sekretuojamo IL-10 kiekis maksimumg pasiekia po 24
inkubacijos val., taciau reikSminga paminéti, kad, BGs turintis miSinys skatina minimalig Sio
citokino sekrecijg palyginti su LPS/IFN-y/lizato miSiniu. Todél 24 val. inkubacijos trukmé, nors
ir sukelianti didesn¢ Sio supresinio citokino sekrecija, yra optimali, vertinant visuminj
imunogeniniy ir supresiniy citokiny santykj.

Atlikus DL funkcinj aktyvumg atspindinCig misrig limfocity reakcija (MLR) buvo
nustatyta, kad efektyvesne proliferacija pasizyméjo tie autologiniai T limfocitai, kurie buvo
stimuliuoti BGs subrandintomis DL, palyginti su proliferacija naudojant brandinimo misinius,
kuriuose BGs nebuvo. Pasaulyje yra atlikta adjuvanty (LPS) poveikio dendritinéms lasteléms
aktyvinti limfocitus tyrimy [205], taciau tyrimy, apie BGs brandinty DL jtakg limfocitams
aktyvinti atlikta nebuvo. Taigi mes pirmieji nustatéme BGS adjuvanto poveikj aktyvinant
limfocitus bei skatinant jy proliferacija ir galime teigti, kad didesniu imunostimuliaciniu
potencialu pasiZyméjo DL, subrandintos bakteriniu adjuvantu BGs.

DLP kokybé buvo jvertinta ir pagal CD4" T limfocity i$skiriamy citokiny (IFN-y, TNF-q,
IL-4, IL-5, IL-17A, IL-10, TGF-B) sekrecija, ir pagal Treg lasteliy susidarymg CD4 T limfocity
populiacijoje. Literatiiroje Treg lgstelés apibtudinamos kaip CD4 T lagsteliy subpopuliacija, kuri,
sekretuodama imunosupresinius citokinus IL-10 ir TGF-p, slopina tiek specifiniy efektoriniy T
limfocity, tiek jgimto imuniteto NK lagsteliy aktyvumg [17,18]. Miisy tyrimo rezultatai parode,
jog didziausia CD4*CD25""FOXP3*CD127 Treg lasteliy skaitiaus susidaryma lémé limfocity
stimuliavimas DL, kurios buvo subrandintos LPS ir lizato mi$iniu, o maziausiai iy lgsteliy
susidaré limfocitus stimulivojant BGs ir lizatu brandintomis DL. PanaSiis rezultatai gauti
vertinant aktyvintas CD4*CD25""FOXP3"CD127"CD39" Treg lasteles. [verting CD39" zymens
raiSka pasizyminciy lgsteliy procenting dalj CD4'CD25""FOXP3*CD127" Treg lasteliy
populiacijoje nustatéme, kad limfocituose, stimuliuotuose BGs ir lizato miSiniu brandintomis
DL, CD39" Treg sudaré maziausia (18,34 %) dalj, o LPS/IFN-y/lizato miSiniu — didZziausia
(63,96 %). Taigi, galime teigti, jog CD4 T limfocity aktyvinimas bakteriniu adjuvantu LPS
brandintomis DL 1émé didesnj Treg populiacijos, galin¢ios neigiamai (slopinanciai) paveikti
besiformuojant] efektyvy prieSvéZzinj imuninj atsaka, susidaryma

Pagal sekrecinj CD4" T limfocity, suaktyvinty subrendusiomis dendritinémis lastelémis,
profilj galima spresti, kokios krypties (Thl, Th2, Th17, Treg) imuninj atsaka sukelia in vitro
moduliuotos DL. Yra zinoma, kad Thl lastelés sukelia priesvirusinj ir prieSvézinj, Th2 —

priesbakterinj ir prieSparazitinj imuninj atsakg, Th17 Igstelés svarby vaidmenj vaidina audiniy
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uzdegiminiuose procesuose, o Treg lgstelés slopina T Igsteliy pagalbininkiy aktyvuma bei Kkai
kurias jy funkcijas ir sukelia tolerancija antigenams [206]. Tyrimo rezultatai parodé, kad
limfocitai, stimuliuoti BGs/lizatu brandintomis DL, pasizymi mazesne IL-4, atspindin¢ia Th2
poliarizacijg, ir didesne IFN-y (Thl poliarizacija) sekrecija, palyginti su limfocitais,
stimuliuotais LPS/lizato miSiniu brandintomis DL. Taigi, tikétina, kad limfocitai, aktyvinti
BGs/lizatu brandintomis DL, imuninj atsakg nukreips labiau Thl nei Th2 kryptimi. Galima
padaryti i§vada, kad BGs/lizato misiniu subrandintos DL tinkamai aktyvina, t. y. inicijuoja
prieSvézin] Th1 imuninj atsaka.

Taigi, sio darbo tikslas buvo optimizuoti DLP gamybos sglygas, norint gauti tinkamos
poliarizacijos potencialo priesvézinéje terapijoje naudotinus pazangios terapijos vaistinius
preparatus — dendritiniy lasteliy vakcinas. Sie preparatai, vartojami kaip imunoterapiné
priemone, turi sukelti ilgalaikj prieSvézin] organizmo atsaka. Nustatyta, kad DLP kokybei
lemiamg jtaka daro brandinimui naudojamy mi$iniy sudétis, brandinimo laikas ir panaudoti
adjuvantai, nespecifiniai imuninio atsako stiprintojai. Darbe panaudoti inovatyviis
biotechnologiniai veiksniai, bakterinai adjuvantai BGs, pasizyméjo unikaliomis savybémis —
uztikrino vienos pakopos DL brandinima (adjuvantas + antigeno pernagos sistema). Siy veiksniy
panaudojimas DLP gaminti leido pagaminti didesniu imunogeniniu ir mazesniu tolerogeniniu
potencialu pasizymincias dendritiniy lgsteliy prieSvézines vakcinas.

BGs ir navikinio lizato miSiniu subrandintos DL gali biiti naudojamos taikant
individualizuotg prieSnaviking imunoterapijg bei, jvertinus didesnés kohortos DL imunogeninj
bei tolerogeninj potencialg, ateityje buty galima patentuoti in vitro modulivoty DL

imunogenines ir tolerogenines savybes atspindin¢iy parametry rinkinj.

82



6. ISVADOS

1. DL brandinimas LPS/IFN-y/lizato miSinyje yra pranasSesnis uz brandinimg citokiny TNEF-
o/IL-1B/IL-6/PGE,/lizatas miSinyje, nes subrandintos DL pasizymi didesne imunogeniniy ir
mazesne tolerogeniniy zymeny raiska.

2. Brandinimo miSinys BGs/lizatas lemia maZesng¢ subrandinty DL tolerogeninj potenciala
atspindin¢io CD85k” Zymens raiska.

3. Sudarytas in vitro moduliuoty DLP kokybés vertinimo kriterijy rinkinys:

a) DL pavir$iaus zymeny rinkinys: subrendimo (CD83"), imunogeninio (CD80" ir HLA-
DR") ir tolerogeninio (CD274" (PD-L1), CD85k™ (ILT3)) potencialo Zymenys;

b) DL citokiny profilis: imunostimuliacinio (IL-12p70, TNF-a, IL-6) ir imunosupresinio
(IL-10, TGF- B) potencialo citokinai.
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10. PRIEDAI

Priedas Nr. 1: INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMAS

Mokslinio tyrimo pavadinimas: ,,In vitro moduliuoty dendritiniy lasteliy preparaty

(DLP) imunogeniskumo ir funkcinio aktyvumo tyrimas*.

AS perskaiciau pridedamg asmens informavimo forma, ir suprantu $io tyrimo tiksla, o taip
pat galimg dalyvavimo Siame tyrime naudg ir rizikg. Man buvo duota galimyb¢ ir laikas uzduoti
klausimus, ir j visus juos buvo atsakyta.

AS suprantu, kad mano dalyvavimas yra savanoriskas, ir kad a$ galiu laisvai pasitraukti bet
kuriuo metu, nenurodydamas priezasties, be jokio neigiamo poveikio savo sveikatos priezitirai
ar jstatyminéms teiséms.

AS sutinku, kad Sio tyrimo rezultatai gali biiti publikuojami, neatskleidziant mano
tapatybés. AS sutinku, kad duomenys ir jrasai, neatskleidziantys mano tapatybés, biity jtraukiami
1 duomeny baze, kuri gali biiti naudojama §io tyrimo tikslams.

AS savanoriSkai duodu savo, kaip informuoto asmens, sutikimg dalyvauti Siame tyrime.

Tiriamojo vardas, pavardé Tiriamojo parasas Data
(spausdintomis raidémis)

Pagrindinio tyréjo vardas, pavardé Pagrindinio tyréjo parasas Data
(spausdintomis raidémis)
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Priedas Nr. 2: ASMENS INFORMAVIMO FORMA

Mes kvieCiame Jus dalyvauti moksliniame tyrime ,,In vitro moduliuoty dendritiniy
lasteliy preparaty (DLP) imunogeniSkumo ir funkcinio aktyvumo tyrimas*, kuris bus
vykdomas Nacionaliniame vézio institute.

Tyrimo metu bus lyginami sveiky asmeny ir onkologine liga serganciy pacienty
duomenys, todél kvieciame Jus dalyvauti $io tyrimo kontrolinéje (sveiky asmeny) grupéje.

Sio dokumento tikslas — informuoti Jus apie tyrima, ir kaip reikés jame dalyvauti. Labai
svarbu, kad Jis, prie§ nuspresdamas dalyvauti, gautuméte visg su Siuo biomedicininiu tyrimu
susijusig informacija, susipazintuméte su visomis procediiromis, galima rizika ir nepatogumais
tyrimo metu.

TYRIMO TIKSLAS IR PASKIRTIS

Siame tyrime, analizuodami krauja, sicksime apibiidinti gydomaja prie$vézing vakcing -
dendritiniy lasteliy preparata. Dendritinés lastelés — tai imuninés lgstelés, kurios yra svarbi
organizmo imunings sistemos dalis.

Sio tyrimo tikslas — istirti periferinio kraujo méginius, atliekant isamig kraujo T Igsteliy
imunoprofilio analize, tokiu biadu nuodugniai charakterizuojant priesvézine vakcina. Siuo tikslu,
i§ paimto Jusy kraujo bus i$skiriamos Igstelés (monocitai), kurios toliau eksperimentiniu in vitro
biidu laboratorijoje bus paver¢iamos j subrendusias dendritines lgsteles.

PAGRINDINIAI ITRAUKIMO KRITERIJAI
Jus kvieCiamas dalyvauti $io tyrimo kontrolingje grupéje, nes esate sveikas (onkologine
liga nesergantis) asmuo.

TYRIMO NAUDINGUMAS TIRIAMAJAM

Biomedicininis tyrimas Jums tiesioginés naudos neturés. Taciau apibendrinti viso projekto
rezultatai gali padéti sukurti efektyvesnius dendritiniy lgsteliy preparatus bei tiksliau jvertinti iy
preparaty tinkamuma klinikiniam taikymui.

PROCEDUROS
Jei Jus sutiksite dalyvauti Siame tyrime, i$§ Jusy periferinés alkiinés linkio venos bus paimta
50 ml kraujo.

RIZIKA IR DISKOMFORTAS

Zala ir rizika minimali, nes tyrimui veninis kraujas bus paimtas standartinés procediiros
metu.

MEGINIU SAUGOJIMAS

Procediiros metu paimtas kraujas bus panaudotas iSsamiai kraujo T lgsteliy bei
priesvezinés vakcinos - dendritiniy lgsteliy preparato charakteristikai, kurig atlikus, méginiai bus
nedelsiant sunaikinami.

ISLAIDOS/KOMPENSACIIOS

Dalyvaujantys tyrime jokiy papildomy iSlaidy neturés. Kompensacija uz dalyvavima
tyrime taip pat nebus skiriama. Tyrimo uzsakovas ir tyréjai yra apsidraude -civilinés
atsakomybés draudimu.
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KONFIDENCIALUMAS

Visa informacija, susijusi su Jisy dalyvavimu tyrime bus konfidenciali. Dalyvaujanciyjy
pavardés bus koduojamos, kodus pagrindinis tyréjas saugos seife. Nei Jusy pavarde, nei kiti
asmeniniai duomenys (asmens kodas, gimimo data, adresas, sveikatos biikl¢) jokiuose
dokumentuose bei mokslinése publikacijose nebus minimi. Informacija, gauta atliekant tyrima,
gali biiti paskelbta, taciau pagal ja nebus galima identifikuoti tiriamojo.

SAVANORISKAS DALYVAVIMAS

Jusy dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas. Jis bet kada galite anuliuoti savo
sutikimg, nenurodydamas priezasties ir be jokio neigiamo poveikio savo sveikatos prieziiirai ar
istatyminéms teiséms.

KONTAKTAI

ISkilus neaiSkumams ar ieSkant kitos informacijos, Jis galite kreiptis j pagrindinj tyréja:
Dr. Marius Strioga, P. Baublio g. 3B-321, LT-08660, Vilnius. Tel. nr.: mob.: +370 601 69 551;
darbo: (8-5) 2 190 932; el. p.: marius.strioga@vuoi.lt

I8kilus klausimy dél dalyvaujanciy tyrime pacienty teisiy, Jus galite kreiptis:
Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas, tel. :(8-5) 2 686 998, adresas: M. K.
Ciurlionio g. 21/27, LT-03101, Vilnius.
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Priedas Nr. 3: ASMENS INFORMAVIMO FORMA

Mes kvieciame Jus dalyvauti moksliniame tyrime ,,Gydomuyju dendritiniy 1asteliu
vakciny skyrimo onkologiniams pacientams individualizavimas*, kuris bus vykdomas
Nacionaliniame vézio institute. Sio dokumento tikslas — informuoti Jus apie tyrima ir pakviesti
jame dalyvauti. Labai svarbu, kad Jis, prie§ nuspr¢sdamas dalyvauti, gautuméte visg su tyrimu
susijusig informacija, susipazintuméte su visomis procediiromis, galima rizika ir nepatogumais
tyrimo metu.

TYRIMO TIKSLAS IR PASKIRTIS

Sio tyrimo tikslas — jvertinti gydomyjy prie$navikiniy dendritiniy lasteliy (DL) vakciny
imunogeninj ar tolerogeninj potenciala individualizuotam onkologiniy pacienty gydymui. Sie
tyrimai ateityje padés ieSkoti gydymo metody, labiau pritaikyty konkreciam ligoniui.

PAGRINDINIAI ITRAUKIMO KRITERIJAI

— dalyvauti tyrime kvie¢iami asmenys, kuriems nustatytas III-1V stadijos urologinis
navikas;

— tyrimo dalyviai supazindinami su tyrimu, jiems pateikiama Asmens informavimo ir
Informuoto asmens sutikimo formos;

— asmenys, pasira§¢ Asmens informavimo ir Informuoto asmens sutikimo formas
jtraukiami j tyrimg.

NEJITRAUKIMO KRITERIJAI
— kitos lokalizacijos gretutinis pirminis piktybinis navikas;
— psichinémis ligomis sergantys bei sunkiai kontaktuojantys ligoniai.

TYRIMO NAUDINGUMAS TIRIAMAJAM
Biomedicininis tyrimas pa¢iam tiriamgjam nebus naudingas.

PROCEDUROS
Jei Jus priklausote tiriamyjy asmeny grupei ir sutinkate dalyvauti Siame tyrime, jums bus
paimta 32 ml kraujo, isskiriami monocitai, i§ kuriy gaunamos subrendusios dendritinés lastelés.

RIZIKA IR DISKOMFORTAS

Zala ir rizika minimali, nes tyrimui bus naudojamas veninis kraujas, 32 ml. Be to, mums
reikés uzZraSyti ir perzitiréti $io tyrimo metu gauta informacija ir duomenis i§ Jiisy ambulatorinés
kortelés, esanc¢ios Nacionaliniame vézio institute.

ISLAIDOS/KOMPENSACIIOS
Dalyvaujantis tyrime jokiy papildomy iSlaidy neturés. Jums nereikés mokéti nei uz
procediiras, nei uz vizitus pas gydytoja.

KONFIDENCIALUMAS

Visa informacija, susijusi su Jusy dalyvavimu tyrime bus konfidenciali. Dalyvaujanciyjy
pavardés bus koduojamos, kodus pagrindinis tyréjas saugos seife. Nei Jiisy pavardé, nei kiti
asmeniniai duomenys (asmens kodas, gimimimo data, adresas, sveikatos biukl¢) jokiuose
dokumentuose nei publikacijose nebus minimi. Su jrasais Jisy medicininiuose dokumentuose
teise susipazinti turés tiktai tyr¢jai. PasiraSydami sutikima, Jus tokig teis¢ jiems suteiksite.
Informacija, gauta atliekant tyrima, gali biiti paskelbta, ta¢iau pagal ja nebus galima identifikuoti
tiriamojo.
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LAISVANORISKAS DALYVAVIMAS

Jusy dalyvavimas Siame tyrime yra laisvanoriskas. Jis bet kada galite anuliuoti savo
sutikimg, nenurodydamas priezasties. Nedalyvavimas tyrime ar vélesnis atsisakymas testi
dalyvavimg neturés jokios jtakos Jusy tolimesniam gydymui. PasiraSydamas $ig sutikimo forma,
Jiis neapribojate jokiy savo, kaip paciento, teisiy.

KONTAKTAI

I8kilus neaiSkumams ar ieskant kitos informacijos Jus galite kreiptis | pagrindinj tyréja:
dr. Zivilé Gudleviciené, Baublio3B, Vilnius 08660, Tel. nr.: mob.: +370 686 82417; darbo: +370
521909 09; el. p.: zivile.gudleviciene@vuoi.lt

I8kilus klausimy dé¢l dalyvaujanciy tyrime pacienty teisiy, Jus galite kreiptis:
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komitetas, tel.:(8-5) 2 398743, fax.:(8-5)2
398743, adresas: M.K.Ciurlionio g. 21/27 LT-03101, Vilnius.
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Priedas Nr. 4

VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS

Vicsoji jstaign, Universiteto g. 3, LT- 01513 Vilnius, tel. (8 5) 268 7001, faks, (8 5) 272 8646, el p. infor@cr.vu .
D 2l e R

kodas 211950810

i Juridiniy k

. 1T saug
Fakulieto duomenys: MK, Ciutlinn;o g. 21127, L'T-03101 Vilnius, tel. (8 51239 8701. (8 5) 239 7800, faks. (8 5) 239 8705,

cl. p. mf@mfvult

VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
MK, Ciurlianio g, 21/27, LT-03101 Vilnius, tel. (8 5) 268 6998, el. p. rbiek@me.vult

LEIDIMAS

ATLIKTI BIOMEDICININI TYRIMA

2014-02-11 Nr.158200-14-720-237

Tyrimo pavadinimas:

In vitro moduliuoty dendritiniy Iysteliy preparaty (DLP) imunogeniSkumo

Protokolo Nr.:

Data:

Versija:

Asmens informavimo forma :
Data:

Versija:

Asmens informavimo forma :
Data:

Versija:

Pagrindiniai tyréjai:

[staigos pavadinimas:

Adresas:

Leidimas galioja iki:

ir funkcinio aktyvumo tyrimas

1-2014-1
201402 17

2

(Nr. 1)
2014-02-17
2

(Nr. 2)
2014-02-17
2

Marius Strioga

Vilniaus universiteto Onkologijos institutas
VUOI Moksliniy tyrimy centras
Santaridkiy g 1, LT- 08660 Vilnius

2015-10-31

Leidimas i&duotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posedzio
(protokolas Nr. 158200-2014/02), vykusio 2014 m. vasario mén. 1 1 d., sprendimu.

| Vilmaus regioninio biomedicininiy __tyrimy etikos ) cksperty grupés _ nariai :‘
Nr. Vardas, pavardé | veiklos sritis dalyvavo posédyje |
1 doc, dr. Dr.Laimuté Jakavonyté filosofija taip
2 | prof.dr.Jolanta Dadoniene cpidemiologija, medicing taip
3 | doc.dr. Jaunius Gumbi teisé ne
4 | Genovait: Bulzgyte taip

=5 Laura Linkevitiené taip

| 6 | profdr. Augustina Jankauskiené taép
! dr. Laura Malinauskiend taip |
8 Eglé Zubiene taip

' 9| Ugné Sakuniené ne

Pirmininké
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Priedas Nr. 5

1781

&

VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS

VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIY TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
M.K.Ciurlionie 2127, LT-0 Vilnius Tel.(85) 2686998, ¢l.p.: rbtek@mf.v

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2011-09-06 Nr.158200-09-381-104

Tyrimo pavadinimas:

Gydomyjy dendritiniy Igsteliy vakciny skyrimo onkologiniams pacientams individualizavimas

Protokolo Nr.: MPI-11038

Versija: |

Data: 2011.06.22

Asmens informavimo forma ir Informuoto asmens sutikimo forma (lietuviy kalba):
Versija: 2

Data: 2011-09-05

Pagrindiniai tyréjai: 7.Gudlevigiene

Biomedicininio tyrimo vieta:

Istaigos pavadinimas: Vilniaus Universiteto Onkologijos Institutas
Istaigos adresas: Santaridkiy g. 1, LT-08661 Vilnius

Leidimas iSduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio
(protokolas Nr. 158200-2011/09), vykusio 2011 m. rugséjo 06 d., sprendimu.

Vilniaus regioninio biomedicininiu__tyrimu etikos komiteto cksperty grupés  nariai

NI, Vardas, pavarde veiklos sritis dalyvavo posedyje

I doc. Dr.Laimuté Jakavonyté filosofija taip
2 | doc. Dr. Kestutis Zagminas epidemiologija_ taip |

3 dr. Indré Isokaite teise ne
4 | dr. Marija Veniate visuomenes sveikata ne
5 | doc.dr. Jolanta Gulbinovié medicina ne
|6 | prof.dr. Vytauté Pcéiuliené medicina, odontologija taip
7 | Laura Malinauskiené medicina taip
8 dr. GraZina Pastavkaité klinikiné psichologija ne
9 Ugne Sakiiniené pacienty teiseés taip

Pirmininké MY - Vytauté Peciuliené
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11. PADEKA

Noriu padékoti visiems, kurie padéjo atlikti §j darbg. Ypac noréciau padékoti:
darbo vadovei dr. Vitai PaSukonienei uz nuolatinj ripestj, geranoriSskuma, vertingas
pastabas bei pataisymus;
darbo konsultantui dr. Mariui Striogai uz naudingus patarimus, draugiska palaikyma ir
gerg nuotaika,
savo kolegoms — Janui Krasko, Agatai Mlynskai, Karolinai Zilionytei, Danutei
Ramaskevic¢ienei bei studentams - Ilonai Trockajai, Donatai Dulkeviciatei ir Martynui
Tamuleviciui uz pagalbg atliekant eksperimentus;

savo Seimai uz palaikyma, tik€jimg manimi ir kantrybg.
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