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ISRADIMO SRITIS

ISradimas skirtas medicinos sriiai, konkre¢iai — dendritiniy lasteliy iS§gavimui
i8 periferinio kraujo arba kauly €iulpy arba audiniy monocity, jy brandinimui, uzkrovimui
antigenu ir panaudojimui imunoterapijoje, siekiant indukuoti specifinj imuninj atsaka

pagal naudojamg antigena.

TECHNIKOS LYGIS

Prie§ daugiau nei du deSimtmedius, jrodZius, kad imuniné sistema gali
atpazinti ir eliminuoti véZines Igsteles, didelis démesys skirtas imuniniy Iasteliy
tyrimams, meéginant i8siaiSkinti kokj poveikj jos turi véZio genezei. Dabar jau yra
zinoma, kad su veZiu kovoja tiek jgimtas, tiek jgytas imunitetas [Teng MWL, Swann JB,
Koebel CM, Schreiber RD, Smyth MJ. Immune-mediated dormancy: An equilibrium
with cancer. Journal of Leukocyte Biology 2008; 84: 988-93.]. Nepaisant didelés
kovojandiy Igsteliy jvairoves, vézys, pasitelkdamas savo gynybinius mechanizmus,
iSvengia sunaikinimo [Dunn GP, Old LJ, and Schreiber RD. The three Es of cancer
immunoediting. Annual Review of Immunology 2004a; 22: 329-60].

Del imuninés sistemos spaudimo, veéZys, norédamas i§likti, jgyja
savybiy, maZinan€iy jo imunogeniskumg, ir/arba slopina imuninés sistemos
komponentus [Chen DS and Meliman I. Oncology meets immunology: The cancer-
immunity cycle. Immunity 2013; 39: 1-10.]. Pastebéjus, kad geresne prognoze turi
pacientai, kuriems del infekcijos buvo suZadinta imuniné sistema, pradéta taikyti
imunoterapija [Cann SAH, van Netten JP, van Netten C. Dr William Coley and tumour
regression: A place in history or in the future. Postgraduate Medical Journal 2003; 79:
672-80.], kurios tikslas yra aktyvinti imunines lasteles ar tikslingai jas nukreipti j véZiniy
lasteliy sunaikinima.

Imunoterapija turi didelj prana$uma prie$ tradicinius gydymo metodus, kadangi
yra didesnio specifiSkumo ir nesukelia sveiky Iasteliy Zaties [Eggermont LJ, Paulis LE,
Tel J, Figdor CG. Towards efficient cancer immunotherapy: Advances in developing
artificial antigen-presenting cells. Trends in Biotechnology 2014; 32 (9): 456-65].
Vienas i$ imunoterapijos gydymo metody yra vakcinacija autologinémis vakcinomis,
kurios gali bati ruosiamos i$ autologinio naviko lizato ar gaminamos dendritiniy lasteliy

pagrindu, kuriy funkcija yra pateikti antigenus naivioms T lasteléms. Jau yra atlikta
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daug tyrimy su jvairiomis prieSvézinémis vakcinomis ir, nors yra pasiekiamas geresnis
imuninés sistemos atsakas j navika, tikétino gydymo efekto dar nepasiekta [Kim J and
Mooney DJ. In vivo modulation of dendritic cells by engineered materials: Towards

new cancer vaccines. Nano Today 2011; 6: 466-77].

Tiriama, kokj su véZiu susijusiy antigeny pateikimo metodg panaudoti, kokj
adjuvantg pasirinkti, kad vakcinos blty dar efektyvesnés: labiau sustiprinty imuninj
atsaka, jveikty imunosupresine naviko aplinkg. Tobulinami dendritiniy Igsteliy
brandinimo metodai, kadangi nuo to priklauso, kokig funkcijg atliks Sios Igstelés. Yra
zinoma, kad nesubrendusios dendritinés Igstelés sukelia imunotolerancija, o
subrendusios aktyvina citotoksines T lIgsteles, kurios yra svarbiausios specifinio
imuninio atsako komponentés, kovojancéios prie$ piktybines Iasteles [Palucka K and
Banchereau J. Dendritic-cell-based therapeutic cancer vaccines. Immunity 2013; 39:
38-48].

Dendritinés Igstelés (DL) — tai profesionalios antigeng pateikiancios Igstelés,
kurios apjungia jgimta ir jgyta specifinj imunitetus ir atlicka svarby vaidmenj, naikinant
veéZines lasteles [Kim SK, Yun CH, Han SH. Enhanced anti-cancer activity of human
dendritic cells sensitized with gamma-irradiation-induced apoptotic colon cancer cells.
Cancer Letters 2013; 335: 278-88]. Sios Igsteles yra i$sidésdiusios audiniuose ir
endocitozes bei pinocitozés bidu gaudo antigenus. Toliau pagautus antigenus DL
kartu su MHC | klasés ir MHC |l klasés molekulémis limfiniuose mazguose pateikia
naiviems T helperiams, kurie savo ruoztu aktyvina citotoksinius T limfocitus. Aplinka,
kurioje buvo “pagauti” antigenai, nulemia, ar DL sukels prie$navikinj imunitetg ar
imunotolerancijg [Chen DS and Mellman I. Oncology meets immunology: The cancer-
immunity cycle. Immunity 2013; 39: 1-10.; Harris TJ and Drake CH. Primer on tumor
immunology and cancer immunotherapy. Journal for Inmunotherapy of Cancer 2013;
1: 12]. Nesubrendusios DL, pagavusios antigeng periferiniuose audiniuose, jprastai
sukelia imunotolerancija, kadangi jy membranuose néra kostimuliuojan&iy molekuliy.
DL brendimas susijes su tam tikrais poky¢iais, pvz.: sumaZéja antigeny “gaudymo”
efektyvumas, Iasteliy pavirSiuje padidéja MHC |l klasés ir kostimuliaciniy molekuliy
ekspresija, jgyja receptorius, kurie nukreipia jy migracija, jgyja citokiny sekrecijos
funkcija. Vienas i§ DL iSskiriamy citokiny IL-12 skatina T lIgsteliy diferenciacijg |
efektorines T Iasteles [Palucka K and Banchereau J. Dendritic-cell-based therapeutic
cancer vaccines. Immunity 2013; 39: 38-48). Be to, kadangi dendritinés Igstelés veikia
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kaip APL, jos ir pagios gali tiesiogiai eliminuoti véZines lasteles per mirties signalus,
tokius kaip TRAIL (su TNF susijusj apoptoze indukuojant] liganda) ar Fas ligandg [Kim
SK, Yun CH, Han SH. Enhanced anti-cancer activity of human dendritic cells sensitized
with gamma-irradiation-induced apoptotic colon cancer cells. Cancer Letters 2013;
335: 278-88].

Nepaisant didelés paZzangos moksle, naujy vaisty sukirimo ir naviko biologijos
pazinimo, véZys vis dar iSlieka viena i§ pagrindiniy mirties priezaséiy ne tik tarp
besivystandiy, bet ir i$sivystiusiose $alyse. Siuo metu svarbiausi véZio gydymo
metodai yra trys: chirurgija (naviko pasalinimas), chemoterapija (vaisty vartojimas) ir
radioterapija (spindulinis gydymas). Kiekvienas biidas turi apribojimy ar pasaliniy
poveikiy, pvz.: chirurginis gydymas gali bati taikomas tik $alinant kieta, ap&iuopiama
navika, o problemy kyla del nepaSalinty pradinio naviko lieckany ar metastaziy.
Chemoterapija yra grjsta sparciai besidalijangiy lasteliy naikinimu jvairiais citostatikais,
taciau organizme greitai proliferuoja ne tik véZinés lastelés, bet ir plauky folikuly,
Zarnyno epitelio, kauly Ciulpy lgstelés ir kt. [Aly HAA. Cancer therapy and vaccination.
Journal of Immunological Methods 2012; 382: 1-23]. Imuninés sistemos Igstelés, pvz.:
makrofagai, gali slopinti chemoterapijos efektyvumag priklausomai nuo naviko riiies.
Vienas pirmuyjy tyrimy, siekiant i§siai$kinti makrofagy jtakg chemoterapijai parode, kad
véZio gydymui skiriamas preparatas doksorubicinas, pelése susargdintose leukemija
ar limfoma, sustiprina prieSveézinj makrofagy poveikj. Kitas pavyzdys yra B Igstelés,
kurios netiesiogiai skatina ortotopinés epitelinio audinio karcinomos progresavima.
Chemoterapija, neinhibuojant B lasteliy yra neveiksminga. Tik kartu su anti-CD20
antiklnais, vaistas paklitakselis yra veiksmingas prie§ $ios rasies vezj [Coffelt SB and
de Visser KE. Immune-mediated mechanisms influencing the efficacy of anticancer
therapies. Trends in Immunology 2015; 36 (4): 198-2186].

Norint pasiekti geresniy rezultaty, yra taikomas kombinuotas keliy metody
gydymas. Gydymas tradiciniais chemoterapijos metodais yra kenksmingas, kadangi
yra paZeidziamos ir sveikos Igsteles, todel tikimasi dideliy pasiekimy, pradéjus pladiai
taikyti imunoterapija, specifi$kai nukreiptg prie$ véZines lasteles. Imunoterapija — vézZio
gydymo metodas, kuomet imuninés sistemos komponentai yra aktyviai arba pasyviai
suaktyvinami ir nukreipiami piktybiniy Igsteliy sunaikinimui. Dél didesnio specifiSkumo
yra iSvengiama pasaliniy poveikiy, kuriuos sukelia jprasti gydymo metodai [Eggermont
LJ, Paulis LE, Tel J, Figdor CG. Towards efficient cancer immunotherapy: Advances
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in developing artificial antigen-presenting cells. Trends in Biotechnology 2014; 32 (9):
456-65].

Pirmosios imunoterapijos uzuomazgos siekia XIX a. pabaiga, kai W. Coley
pastebéjo, kad pacientas, pasiekes visiSkg naviko remisijg, prie$ tai persirgo Gmia
streptokoky sukelta infekcija. Véliau, sukires vakcing i8 negyvy Streptococcus
pyogenes ir Serratia marcescens bakterijy, pradejo gydyti neoperuotinu véZiu
(dazniausiai sarkoma) sergandius Zzmones. Vakcinos paskirtis buvo suzadinti imunine
sistemag [Cann SAH, van Netten JP, van Netten C. Dr William Coley and tumour
regression: A place in history or in the future. Postgraduate Medical Journal 2003; 79:
672-80; Parish CR. Cancer immunotherapy: the past, the present and the future.
Immunology and Cell Biology 2003; 81: 106-13]. Mazdaug tuo pat metu, R. Pearl
pranesSe, kad tuberkuliozé turi prieSvezinj poveikj, todél sugalvota vézZio gydymui
panaudoti vakcing, taikoma tuberkuliozés gydymui — BCG (baccile Calmette-Guérin).
BCG vakcina S8iuo metu yra vienintelé bakterinés kilmés vakcina, taikoma
imunoterapijoje neinvazinio Slapimo plslés vézZio gydyme [Mayer G. Immunology —
chapter one: innate (non-specific) immunity. Microbiology and Immunology On-Line
Textbook. University of  South Carolina School of  Medicine.
http://pathmicro.med.sc.edu/ghaffar/innate.htm [cituota 2015 05 01].; Cann SAH, van
Netten JP, van Netten C. Dr William Coley and tumour regression: A place in history

or in the future. Postgraduate Medical Journal 2003; 79: 672-80]. Plauciy vézio
imunoterapijoje BCG yra taikoma tik kaip adjuvantas imuninés sistemos stimuliavimui
[Raez LE, Fein S, Podack ER. Lung Cancer Immunotherapy. Clinical Medicine &
Research 2005; 3 (4): 221-8].

Antigeny, susijusiy su naviku (TAA), atradimas paskatino specifinés
imunoterapijos vystyma [Parish CR. Cancer immunotherapy: the past, the present and
the future. Immunology and Cell Biology 2003; 81: 106-13; Wayteck L, Breckpot K,
Demeester J, De Smedt SC, Raemdonck K. A personalized view on cancer
immunotherapy. Cancer Letters 2014; 352: 113-25], kurios tikslas yra suZadinti
~ imunines sistemos atsakg j navikg [Bluestone JA, Small EJ. The future of cancer
treatment: Will it include immunotherapy? Cancer Cell 2012; 22: 7-8], Zinant, kad
efektyvus imuninis atsakas nei$sivysto déel sumazéjusio imuniniy lgsteliy atpaZinimo,
silpno naviko imunogeniS8kumo ir imunosupresinés naviko aplinkos [Kumar S and
Mason M. Principles of cancer treatment by immunotherapy. Surgery 2012; 30 (4):
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198-202].

Pagal veikima naviko imunoterapija yra skirstoma j pasyviajg ir aktyviaja.
Pasyvioji imunoterapija apima visas imunologiskai aktyvias medziagas,
imunomoduliuojandias Igsteles ir nepriklauso nuo paties paciento imuninés sistemos
funkcionavimo, kadangi jam yra pateikiamos lgstelés, pasizymingios prieSvéZiniu
poveikiu [Aly HAA. Cancer therapy and vaccination. Journal of Imnmunological Methods
2012; 382: 1-23]. Toliau pasyvigjg imunoterapijg galima smulkiau suskirstyti j terapijg
monokloniniais antikinais, stimuliuojandgiais citokinais ir adoptyviomis T Igstelémis
[Wayteck L, Breckpot K, Demeester J, De Smedt SC, Raemdonck K. A personalized
view on cancer immunotherapy. Cancer Letters 2014; 352: 113-25]. Pagal kito $altinio
skirstymg prie pasyviosios imunoterapijos dar yra priskiiama kauly diulpy
transplantacija [Zavala VA and Kalergis AM. New clinical advances in immunotherapy
for the treatment of solid tumours. Immunology 2015].

Aktyviajai imunoterapijai yra batina tinkamai funkcionuojanti paciento imuniné
sistema, kadangi gydymo metu kovai su vézinémis Igstelémis yra suZadinami
recipiento imuniniai mechanizmai. Aktyviajai imunoterapijai yra priskiriamos jvairios
vakcinos: BCG, peptidinés, DNR, dendritiniy Igsteliy ir kt., kurios turéty bditi kiek galima
maziau toksiSkos organizmui, galéty sukelti prie§vézinj imuninj atsakg ne tik prie$
pirminj navikg, bet ir prie§ metastazes, kuriy poveikyje susidaryty imuniné atmintis,
apsauganti nuo ligos atsinaujinimo [Moingeon P. Cancer vaccines. Vaccine 2001; 19:
1305-26.; Yannelli JR and Wroblewski JM. On the road to a tumor cell vaccine: 20
years of cellular immunotherapy. Vaccine 2004; 23: 97-113].

Dendritiniy Igsteliy vakcinos

1973 metais R. M. Steinman kartu su Z. Cohn pristaté darbg apie naujai
atrastas Igsteles, kurioms dél citoplazminiy ataugy suteike dendritiniy lIgsteliy (DL)
pavadinimg [Rowley DA and Fitch FW. The road to the discovery of dendritic cells, a
tribute to Ralph Steinman. Cellular Immunology 2012; 273: 95-8]. Dél DL gebgjimo
pagauti ir pristatyti antigenus T lasteléms, jas aktyvuoti, jos tapo svarbiu ginklu, kuriant
prieSvéZines vakcinas [Vasaturo A, Verdoes M, de Vries J, Torensma R, Figdor CG.
Restoring immunosurveillance by dendritic cell vaccines and manipulation of the tumor
microenvironment. Immunobiology 2015; 220: 243-8]. Taip pat, véZys, ypatingai
paZengusioje stadijoje, yra sietinas su sumazéjusiu DL skaiiumi ir atlieka ne

imunostimuliacing, taciau imunosupresing funkcija, todél pacientams, sergantiems
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veZziu, yra svarbu atstatyti DL kiekj ir funkcijg. Yra du DL vakciny tipai, paruostos ex
vivo ir in vivo [Strioga MM, Darinskas A, Pasukoniene V, Mlynska A, Ostapenko V,
Schijns V. Xenogeneic therapeutic cancer vaccines as breakers of immune tolerance
for clinical application: To use or not to use? Vaccine 2014; 32: 4015-24.].

Autologinés ex vivo DL vakcinos daZniausiai yra ruoSiamos i§ funkciskai
nepaliesty monocity, kurie yra jkraunami naviko antigenais, brandinami ex vivo ir
suleidZziami atgal pacientui [Strioga MM, Darinskas A, Pasukoniene V, Mlynska A,
Ostapenko V, Schijns V. Xenogeneic therapeutic cancer vaccines as breakers of
immune tolerance for clinical application: To use or not to use? Vaccine 2014; 32:
4015-24.]. DL brandinimas yra svarbus etapas, kadangi nesubrendusios Igstelés
sukelia imunotolerancijg, pasirei$kian€ig citotoksiniy T Igsteliy pasalinimu ir
reguliaciniy T Igsteliy ekspansija [Palucka K and Banchereau J. Dendritic-cell-based
therapeutic cancer vaccines. Immunity 2013; 39: 38-48.; Radford KJ, Tullett KM,
Lahoud MH. Dendritic cells and cancer immunotherapy. Current Opinion in
Immunology 2014; 27: 26-32]. Subrendusios, jkrautos DL keliauja j limfinius mazgus,

kur aktyvina CTL, galin€ius eliminuoti véZines lasteles.

Terapeutiniy vakciny tyrimai, kurie atliekami jau daugiau nei 10 mety, parodé,
kad DL pagrindu paruo$tos vakcinos yra saugios, padidina cirkuliuojanéiy T Igsteliy
helperiy ir CTL specifiniy naviko antigenams kiekj [Palucka K and Banchereau J.
Cancer immunotherapy via dendritic cells. Nature Reviews Cancer 2012; 12: 265-77]
ir yra tinkamos daugeliui naviky gydyti [Radford KJ, Tullett KM, Lahoud MH. Dendritic
cells and cancer immunotherapy. Current Opinion in Immunology 2014; 27: 26-32].
gydymo rezultatai galéty bati geresni. Todél ypatingas déemesys $iuo metu skiriamas
paciy DL vakciny brandinimo metodikoms tobulinti ir papildomy adjuvanty paieskai.

In vivo DL vakcinos, be to, kad nereikalauja manipuliacijy su organizmo
lastelemis uzZ jo riby, turi ir kitg prana§uma. Ex vivo atveju DL vakcinos gamybai jprastai
naudojama tik viena DL populiacija, daZniausiai kilusi i§ monocity, o in vivo yra
pasitelkiami jvairGs mieloidiniy ir plazmacitoidiniy DL potipiai, kurie skiriasi lokalizacija,
migracijos keliais, funkcijomis ir poveikiu specifiniam imuniniam atsakui [Strioga MM,
Darinskas A, Pasukoniene V, Mlynska A, Ostapenko V, Schijns V. Xenogeneic
therapeutic cancer vaccines as breakers of immune tolerance for clinical application:
To use or not to use? Vaccine 2014; 32: 4015-24]. Pastarosios vakcinacijos metu
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antigenai yra tiesiogiai pateikiami DL in vivo. Antigeny $altiniais gali bati ap$vitintos
vézinés |gstelés, naviko lizatas, DNR plazmidés su naviko antigenais ir kiti [Strioga
MM, Schijns V, Powell DJ, Pasukoniene V, Dobrovolskiene NT, Michalek J. Dendritic
cells and their role in tumor immunosurveillance. Innate Immunity 2013; 19 (1): 98-
111]. Toks specifiniy antigeny pateikimas dendritinems Igsteléms sukelia stipry CD4*
ir CD8* Igsteliy atsaka. Yra svarbu ir tai, kad be DL brendimo signaly tokia vakcinacija
sukelia tolerancijg [Palucka K and Banchereau J. Cancer immunotherapy via dendritic
cells. Nature Reviews Cancer 2012; 12: 265-77], kadangi pagrindiné DL funkcija yra
tolerancijos palaikymas, kuris yra bitinas, nes ne visos autoreaktyvios T Igstelés yra
sunaikinamos selekcijos metu. O paZeidus audinj ar vykstant uzdegiminei reakcijai,
DL vienu metu pateikia tiek savus, tiek svetimus antigenus, todél tolerancijos
palaikymas prie$ savus baltymus leidZia T Iasteléms susitelkti kovai tik prie§ svetimus,
tuo padiu iSvengiant autoimuniniy ligy [Hawiger D, Inaba K, Dorsett Y, Guo M, Mahnke
K, Rivera M, Ravetch JV, Steinman RM, Nussenzweig MC. Dendritic cells induce
peripheral T cell unresponsiveness under steady state conditions in vivo. Journal of
Experimental Medicine 2001; 194: 769-80].

Priesveziniy vakciny efektyvumo didinimui labai svarbis yra tam tikri
komponentai, kurie papildomai aktyvina imuninj atsaka. Dazniausia tam naudojami
bakterijy fregmentai, baltymai ar kt. produktai, nes biitent prie§ bakterinius antigenus
vystosi greiCiausias bei aktyviausias atsakas. Adjuvantai — tai medzZiagos,
sustiprinanCios antigenams specifinj imuninj atsaka. Jie yra svarbis terapeutiniy
vakciny komponentai, kadangi padidina silpny antigeny imunogeni§kuma ir taip pat
padeda jveikti naviko imunosupresing aplinkg ir suzadinti CTL atsakg [Dubensky TW
and Reed SG. Adjuvants for cancer vaccines. Seminars in Immunology 2010; 22: 155-
61]. Adjuvantai gali bati naudojami skirtingiems tikslams pasiekti [Petrovsky N and
Aguilar JC. Vaccine adjuvants: Current state and future trends. Immunology and Cell
Biology 2004; 82: 488-96]: padidinti antigeny imunogeni$kuma, kadangi ,negyvy"“
vakciny antigenai yra silpnai imunogenigki; sumazinti antigeny kiekj ar imunizacijy
skaiCiy, reikalingy sukelti tinkama imuninj atsaka; pagerinti vakciny efektyvumag
pacientuose su nusilpusia imunine sistema; pristatyti antigenus.

MedZiagos, i$skirtos i$ bakterijy dél savo imunostimuliaciniy savybiy,
gali buti naudojamos kaip adjuvantai. Gramneigiamy bakterijy lipopolisacharidas,
leidZiamas kartu su antigenais, sukelia imuninj atsaka nepaisant to, kad pats LPS néra
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labai imunogeniskas. Toks adjuvantas, aktyvuodamas TLR receptorius, kurie palaiko
pavojaus signalus, aktyvina imunine sistema. LPS néra placiai naudojamas Zmoniy
gydyme dél savo pirogeninio poveikio [Petrovsky N and Aguilar JC. Vaccine adjuvants:
Current state and future trends. Immunology and Cell Biology 2004; 82: 488-96]. Taip
pat adjuvantais gali bati ir kitos medziagos/antigenai, kurios pagal savo kiime gali
aktyvuoti skirtingus TLR receptorius:

TLR-1: bakteriniai lipoproteinai ir peptidogliukanai
TLR-2: bakteriniai peptidogliukanai

TLR-3: dvigrandé RNR (virusai)

TLR-4: lipopolisacharidai

TLR-5: bakterijy ziuzeliai

TLR-6: bakterijy lipoproteinai

TLR-7: viengrandé RNR

TLR-8: viengrandé RNR turtinga G seka

TLR-9: CpG ir DNR

TLR-10: nezinoma

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

Skirtingai nuo analogy, kuriuose kalbama apie klasikinius dendritiniy Igsteliy
iSgavimo ir brandinimo metodus, masy iSradimas pasiZymi greita (trys dienos)
monocity tranzicija j nesubrendusias dendritines Igsteles ir greitu ($esios valandos) jy

subrandinimu, naudojant specialy brandinimo misinj ir sglygas.

Periferinis kraujas arba kraujo aferezatas arba kauly &iulpy aspiratas yra
separuojamas, iSskiriant tik mononukleariniy Iasteliy frakcija, $i frakcija yra i$séjama
lasteliy auginimo terpeje ant Igsteliy kultdiry flakony ir inkubuojama dvi valandas. Po
inkubacijos flakonai plaunami druskos tirpalu (PBS arba fiziologiniu), neprilipusios
Iasteles yra paSalinamos, prilipusios Igstelés su jau esamais flakonais yra toliau
kultivuojamos specialioje terpeje. Po trijy dieny flakone yra kei¢iama nuo puses iki 85
% terpés nauja DL brandinimo terpe su antigenais ir adjuvantais. Lastelés

kultivuojamos 8eSias valandas ir vykdomas jy nuémimas specialiai tam skirtais



LT 6263 B

standartiniais tirpalais. Lastelés plaunamos, filtruojamos per 100 um filtrg ir $aldomos
dozémis po 5 milijonus Igsteliy Saldymo terpéje su autologiniu paciento serumu.

Atliekamas sterilumo tyrimas ir kiti privalomi tyrimai.

ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

I. _Mononukleariniy lasteliy i§skyrimas i8 kraujo, aferezato. kauly &iulpy
aspirato

Kraujas skiedZiamas hidroetilkrakmolo tirpalu, skirtu infuzijoms kaip plazmos
pakaitalas, skiedZiama santykiu 1:1. Sumai8ytas tirpalas palieckamas nusistovéti
kambario temperatiroje 20-40 min., per tiek laiko paprastai i§siskiria du sluoksniai:
apatinis, turtingas eritrocitais, ir virSutinis, kuriame yra eritrocity, plazmos bei
branduoliniy kraujo elementy. VirSutinis sluoksnis yra surenkamas | centrifiginius
megintuvelius ir centrifuguojamas prie 1000-1500G 5-15 min. kambario temperatiiroje,
po centrifugavimo supernatantas yra nupilamas, o nuosédos suspenduojamos
druskos tirpale arba likusiame virSutiniame kraujo/hidroksietilkrakmolo tirpalo miginyje.
Paprastai, esant 150-300 ml kraujo, centrifugatas yra skiedziamas iki 40 ml baigtinio
tirio. Jeigu kraujo yra daugiau, atitinkamai proporcingai yra skiedZiamas ir
centrifugatas. Tuomet j 15 arba 50 ml mégintuvelius yra pripilama fikolo arba perkolo
tirpalo, kurio tankis yra nuo 1,0 iki 1,12 g/ml. Tirpalo pilama ne daugiau kaip 1/3
megintuvelio tdrio. Ant Sio tirpalo pipete i$ Iéto, palenkus mégintuvelj, kuo gulséiau
atsargiai pilamas skiestas Igsteliy centrifugatas iki megintuvélio virSaus. Mégintuvéliai
centrifuguojami prie 1100-1500 G 10-20 min. kambario temperatdroje, stabdis
nenaudojamas. Po centrifugavimo mégintuvéliuose matomos trys frakcijos: apadioje —
eritrocity frakcija, vir$ eritrocity — mononukleary sluoksnis, plaukiojantis auksgiau fikolo
skaidraus sluoksnio, vir$§ mononukleary skluoksnio — trombocitai kartu su praskiesta
hidroksietilkramolu plazma. Pipete atsargiai yra surenkamas mononukleary sluoksnis
ir supilamas j naujus mégintuveélius, kuriuose yra jpilta druskos tirpalo arba lasteliy
auginimo terpés. Vyksta Igsteliy plovimo nuo gradiento medziagos (fikolo arba perkolo)
etapas. Lastelés gerai iSmaiSomos ir centrifuguojamos prie 500-850 G 10-20 min.
kambario temperatiroje. Stabdis nenaudojamas. Procediira gali biti kartojama kelis

kartus. Po plovimo Igstelés suskaiciuojamos ir i§séjamos | lasteliy auginimo flakonus
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tokiu santykiu 175 cm? ploto / 100-120 milijony lasteliy ir 10 ml terpés, skirtos T
limfocitams arba dendritinéms lasteléems auginti. Flakonai yra inkubuojami Igsteliy
kultdroms skirtuose inkubatoriuose 37 °C temperatiroje ir 5-15 % CO2 aplinkoje 2
valandas. Po inkubacijos flakonai yra plaunami tris kartus PBS arba druskos tirpalu,
pasalinamos neprilipusios lastelés. Jos yra i§séjamos atskirai tam, kad véliau baty
galima atlikti MLR testg (jis néra Sio patento dalis). Lastelés, likusios flakonuose,
uzpilamos 20 ml specialia monocity diferenciacijos terpe, kuri sudaryta i$ Interferono
alfa (60 000 1U) (5ul i$ darbinio tirpalo, kuris daromas i§ 6 min. interferono alfa,
skiedziant 0,5 ml terpés) ir 200 yl GM-CSF 1000 U/ml (darbinis tirpalas 100 000 U/ml)
bei 1 % autologinio paciento serumo.

Il. Monocity diferenciacija j dendritines Igsteles

UZpylus diferenciacinés terpés, flakonai yra kultivuojami tris dienas. Yra
jmanoma papildomos dienos funkcija, bet tuomet antrg kultivavimo dieng turi bati
pripilama 30 % naujos diferenciacinés terpés. Flakonuose esancios Igstelés tokiose
auginimo salygose yra nuo 50-75 % dendritinés Igstelés.

lll. Dendritiniy Igsteliy brandinimas, antigeno pateikimas

Trecig arba ketvirtg kultivavimo diena atliekamas DL brandinimas bei antigeno
uzkrovimas.

| flakong yra pilama 10-18 pg/ml antigeno pagal baltymo koncentracija, kartu
yra ruosiamas diferenciacijos kokteilis ir antigenas baigtiniam uzkrovimui. 10-18 ug/ml
koncentracijos antigenas yra sumai$omas su adjuvantu (100-200 U LPS ir 50-100 U
CpG arba Poly I.C, arba ampligeno, arba Poly ApU). Miinys inkubuojamas viena
valandg 37°C temperatlroje maiSant/vartant. Paruo$iama antigeno uZkrovimo ir
brandinimo terpé. Sudétis ir kiekiai vienam flakonui: 10 ml terpés, 200 ul GM-CSF
(2000 U/ml), 5 pl IFN-alfa (6000 U/ml), 1000 U/ml IFN-gamma, 1 % autologinés
plazmos arba serumo. Po valandinés inkubacijos antigenas su adjuvantu yra
sumaiSomas su antigeno uzkrovimo ir brandinimo terpe, terpe, esanti flakonuose, yra
surenkama, Igstelés centrifuguojamos ir, palikus iki 10 % senos terpés, Iastelés yra
suspenduojamos antigeno uZkrovimo ir brandinimo terpéje (jau sumaisius su antigenu

ir adjuvantais). Viskas yra i§séjama atgal | auginimo flakonus, lastelés yra dar 6
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valandas laikomos inkubatoriuje. Po inkubacijos laiko yra stebima Zenkli Igsteliy
morfologijos kaita, jos tampa pailgos, i§sidriekusios. Tai byloja apie sékminga antigeno

opsonizacijg ir DL aktyvacijg j imunogeni$kas lgsteles.

IV. DL nuémimas ir Saldymas

Po 6 valandy inkubavimo su antigenu ir antigeno uzkrovimo ir brandinimo

terpe Igstelés yra nuimamos ir $aldomos.

Terpé surenkama j mégintuveélius, ant flakony yra uZpilama PBS/EDTA tirpalo
(PBS standartas EDTA koncentracija nuo 0,02-4 %). Laikoma Siltai iki 15 min. arba
Saltai +4 °C temperatiroje iki 2 val.

Lasteles surenkamos, flakonai praskalaujami 2 kartus PBS arba druskos
tirpalu, viskas surenkama j megintuvélius ir centrifuguojama 450-800 G 10 min. +4°C
temperattroje. Nucentrifuguotos lastelés prakoSiamos per 100 um nailoninj filtrg ir
skaiciuojamos.

Lastelés Saldomos koncentracijoje nuo 5-10 min. Igsteliy/ml. Saldymo terpe
sudaryta i§ 10 % DMSO (dimetilsulfoksidas) autologinio paciento serumo arba
plazmos. DMSO niekada néra jmaiSomas kaip grynas tirpalas j Igsteliy suspensija, jis
maiSomas tik praskiestas su serumu. Tirpalai maiSant su DMSO kaista. Su $aldymo
terpe sumaisytos Igstelés yra iSpilstomos j $aldymo megintuvelius, kurie dedami j
Saldymo deéZute ir Saldomi pagal standartinj protokolg patalpinant juos | -80 °C
temperatiirg porai valandy.

V. DL atSildymas ir suleidimas

UzSaldytas meégintuvelis iStraukiamas i§ Saldymo vietos ir nedelsiant yra
patalpinamas j indg su Siltu +37 °C temperatiros vandeniu. AtSildoma iki kol ledas
visiskai istirps ir pripilamas toks pats tiris fiziologinio skysé&io arba autologinio serumo.
Vakcinos sutraukimui j $virk$tg naudojama ne plonesné nei 28G, geriausiai — 21G
adata, vakcnos suleidimui j paodj — 27-29G adata.

DL taikymo indikacijos ir gydymo pavyzdZiai

Indikacijos proceddrai atlikti:
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a) Visy tipy ir stadijy onkologiniai susirgimai;

b) Autoimuniniai susirgimai (i8sétine skleroze, reumatoidinis artritas, raudonoji

vilklige, psoriazé).

Ligoniams taikyto gydymo dendritinémis lgstelémis pavyzdziai ir jy rezultatai

Ligoné R.N. IV stadijos metastazuojanti melanoma, gydymas chemoterapija
netaikomas, paciento iSgyvenamumo prognozé — 2-3 mén. Taikytas gydymas
autologinemis DL nuo 2013 mety. Atlikti trys DL kursai po septynias vakcinas, i§ viso
pacientas per du metus gavo 21 DL vakcing. Pacientas yra stabilioje blsenoje, liga
neprogresuoja.

Ligone E.R., 2009 m. diagnozuotas krities veZys, taikytas chirurginis
gydymas, chemoterapija, 2011 metais navikas metastazavo j plaudius ir kepenis,
prognozé skurdi, 2012 metais pradéta taikyti autologiné DL vakcinacija (trys kursai po
3 vakcinas), pacientés liga stabilizavosi, sustojo metastazavimo procesas, metastazes
kalcinavosi (inaktyvacija). Pacienteé ilieka stabili.

Ligone T.K., 2009 metais diagnozuotas kiau$idziy veZys, IV stadija su
metastazémis | pilvapléve. Taikytas operacinis gydymas, pasalinant pilvapléves
audinius su metastazémis, taikyta chemoterapija. 2011 metais taikytas gydymas
autologine DL vakcina, atliktas vienas vakcinacijos kursas, i§ viso — 8 vakcinos. Liga
neprogresuoja, pacientés biklé islieka stabili.

Ligonis J.S, 2010 metais diagnozuota inksty karcinoma, IV stadija, metastazes
plauciuose ir kepenyse. Taikytas gydymas chemoterapija, pabaigus du i$ Sesiy
chemoterapijos kursy dél paciento netolerancijos $iam gydymui buvo skirtas gydymas
autologine DL vakcina, nuo 2011 mety atlikti keturi vakcinacijos kursai po $esias
vakcinas, leidZiant pagal standarting schema. Paciento pirminis navikas ir metastazés
yra iSnyke, pacientas laikomas pilnai pasveikusiu.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Dendritiniy Iasteliy (DL) gavimo i§ periferinio kraujo, aferezés produkto ar
kauly Ciulpy aspirato bldas, apimantis dendritiniy lgsteliy i§gavimg ir brandinima,
besiskiriantis tuo, kad:

a) i8skiria tik mononukleariniy lasteliy frakcija, separuojant periferinj kraujg
arba kraujo aferezatg arba kauly &iulpy aspirata,

b) Sig frakcijg iSséja lasteliy auginimo terpéje | Iasteliy kultliry flakonus ir
inkubuoja dvi valandas,

c) po inkubacijos flakonus praplauna druskos tirpalu, pasalina neprilipusias
Iasteles, prilipusias Igsteles su jau esamais flakonais toliau kultivuoja specialioje
terpéje,

d) po trijy dieny flakone pakeifia nuo puses iki 85% terpés nauja DL
brandinimo terpe su antigenais ir adjuvantais, lasteles kultivuoja $esias valandas ir jas
nuima specialiai tam skirtais standartiniais tirpalais,

e) lasteles praplauna, perfiltruoja per 100 um filtrg ir uZ$aldo naudojimui
paruostomis dozémis $aldymo terpéje su autologiniu paciento serumu,

f) pries naudojima, uzSaldyta mégintuvelj patalpina j indg su $iltu +37°C
temperatiiros vandeniu, at$ildo iki ledas visiSkai itirps ir pripila tokj patj tarj fiziologinio
skyscio arba autologinio serumo; vakcinos sutraukimui j $virk§tg naudoja ne plonesne

nei 28G, geriausiai — 21G adatg, vakcinos suleidimui j paodj — 27-29G adata.

2. Badas pagal 1 punkto stadijg a), besiskiriantis tuo, kad

- praskiedzia kraujg hidroetilkrakmolo tirpalu santykiu 1:1 ir palieka nusistovéti
kambario temperatiroje 20-40 min., kol i§siskiria du sluoksniai: apatinis, turtingas
eritrocitais, ir virSutinis, kuriame yra eritrocity, plazmos bei branduoliniy kraujo
elementy;

- virsutinj sluoksnj surenka j centrifiginius meégintuvelius ir centrifuguoja prie
1000-1500 G 5-15 min. kambario temperatiroje, po centrifugavimo susidariusj
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supernatantg nupila, o nuosédos suspenduoja druskos tirpale arba likusiame
virSutiniame kraujo/hidroksietilkrakmolo tirpalo miSinyje, 150-300 ml kraujo

praskiedziant iki 40 ml tdrio;

- 1 15 ml arba 50 ml megintuvélius pripila fikolo arba perkolo tirpalo, kurio tankis
yra 1,0-1,12 g/ml tirpalo pilama ne daugiau kaip 1/3 mégintuvélio tario;

- ant Sio tirpalo pipete i$ léto, palenkus mégintuvélj, kuo gulsciau pila skiestg
Igsteliy centrifugaty iki mégintuvélio viraus;

- meégintuvelius centrifuguoja prie 1100-1500 G 10-20 min. kambario
temperatiroje, nenaudojant stabdzio;

- atsargiai pipete surenka mononukleary sluoksnj, po centrifugavimo
susidariusj tarp apatinio eritrocity sluoksnio ir virSutinio trombocity sluoksnio, ir supila
j naujus mégintuveélius, kuriuose yra jpilta druskos tirpalo arba Igsteliy auginimo terpés;

- praplauna Igsteles nuo gradiento medziagos, gerai iSmai$o ir centrifuguoja

prie 500-850 G 10-20 min. kambario temperatiroje, nenaudojant stabdZio;

- procedira, reikalui esant, kartoja kelis kartus.

3. Budas pagal 1 punkto stadijg b), besiskiriantis tuo, kad

- praplautas Igsteles suskaiciuoja ir iSséja j Iasteliy auginimo flakonus santykiu
175 cm? ploto / 100-120 min Igsteliy ir 10 ml terpes, skirtos T limfocitams arba
dendritinéms Igsteléms auginti;

- flakonus inkubuoja Iasteliy kultGroms skirtuose inkubatoriuose 37°C
temperataroje ir 5-15 % CO2 aplinkoje 2 valandas.

4. Bldas pagal 1 punkto stadijg c), besiskiriantis tuo, kad

- po inkubacijos flakonus praplauna tris kartus PBS arba druskos tirpalu,
pasalina neprilipusias Igsteles, o Igsteles, likusias flakonuose, uZpila 20 ml specialia
monocity diferenciacijos terpe, sudaryta i Interferono alfa 60 000 1U ir 200 pl GM-CSF
1000 U/ml bei 1% autologinio paciento serumo, ir flakonus, uZpiltus diferenciacine
terpe, kur 50-75 % lgsteliy sudaro dentritinés Igstelés, kultivuoja tris dienas.
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5. Budas pagal 1 punkto stadijg d), besiskiriantis tuo, kad

- | flakona pripila 10-18 ug/ml koncentracijos antigeno pagal baltymo arba RNR
koncentracija, antigeng sumai$o su adjuvantu santykiu 100-200 U LPS ir 50-100 U
CpG arba Poly I:C, arba ampligeno, arba Poly ApU, gautg mi$inj inkubuoja viena
valandg 37 °C temperatiiroje mai$ant/vartant;

- paruosSia antigeno uzkrovimo ir brandinimo terpe tokios sudéties ir kiekiais
vienam flakonui: 10 ml terpés, 200 yl GM-CSF (2000 U/ml), 5 ul IFN-alfa (6000 U/ml),
1000 U/ml IFN-gamma, 1 % autologinés plazmos arba serumo;

- po valandinés inkubacijos antigeng su adjuvantu sumai$o su antigeno
uzkrovimo ir brandinimo terpe, terpe, esancig flakonuose, surenka, lgsteles
centrifuguoja ir, palikus iki 10% senos terpes, Igsteles suspenduoja antigeno
uZkrovimo ir brandinimo terpéje, jau sumaiSytoje su antigenu ir adjuvantais;

- viska i8séja atgal | auginimo flakonus, lasteles dar 6 valandas i$laiko
inkubatoriuje, kol stebima Zenkli Igsteliy morfologijos kaita, jos tampa pailgos,
iSsidriekusios, kas byloja apie sékmingg antigeno opsonizacijg ir dendritiniy lasteliy
aktyvacijg j imunogeniskas lgsteles.

6. Bldas pagal 1 punkto stadijg e), besiskiriantis tuo, kad

- surenka terpe j meégintuvelius, ant flakony uzpila PBS/EDTA tirpalo (PBS
standartas EDTA koncentracija nuo 0,02 iki 4%) ir laiko $iltai iki 15 min. arba $altai +4

°C temperatiroje iki 2 val.;

- lasteles surenka, flakonus praskalauja du kartus PBS arba druskos tirpalu,
viskg surenkama | mégintuvelius ir centrifuguoja 450-800 G 10 min. +4°C
temperatiroje;

- iScentrifuguotas Igsteles perkosia per 100 um nailoninj filtra, suskaidiuoja ir
uzSaldo naudojimui paruo$tomis dozemis po 5 milijonus Igsteliy/m| Saldymo terpés,
sudarytos i§ 10 % DMSO (dimetilsulfoksido) autologinio paciento serumo arba
plazmos;

- Igsteles, sumaisytas su $aldymo terpe, iSpilsto j $aldymo megintuvélius, kurie
dedami j Saldymo déZute ir $aldomi, patalpinant juos | -80 °C temperatiirg porai
valandy.
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7. Dendritinés Igstelés, gautos budu pagal 1-6 punktus, skirtos panaudoti
imunoterapijoje visy tipy ir stadijy onkologiniy susirgimy ir autoimuniniy susirgimy,
tokiy kaip i8sétiné sklerozé, reumatoidinis artritas, raudonoji vilkligé, psoriazé,
gydymui.
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