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ISRADIMO SRITIS

Sis isradimas yra susijes su ksenogeninémis poliantigeninémis prieSnavikinémis
vakcinomis, ir tiksliau su vakcinomis, apiman&iomis tiek bendruosius, tiek ir audiniui badingus,
diferencijacijos antigenus, kilusius i§ normaliy (nenavikiniy) audiniy. Vakcinos gali buti naudingos

vézio gydymui ir prevencijai.
ISRADIMO TECHNIKOS LYGIS

Iki $iol, sisteminis véZio gydymas yra daugiausia paremtas chemoterapijos panaudojimu.
Tadiau daugeliu atvejy chemoterapija néra radikalus gydymas. Jau i§ pat pradZiy nustatytuose
navikuose egzistuoja lastelés, kurios dél savo biocheminiy savybiy yra atsparios toksiniam vaisto
poveikiui. Be to, tokiy lgsteliy proporcija gydymo metu progresyviai didéja, nes jy augimui
atsiranda i§skirtiniai privalumai prie§ citotoksiniam vaistui jautrias lasteles. Taip pat reikéty
paminéti, kad prie$neoplazminiy vaisty citotoksinis poveikis néra atrankus: vaistai veikia ne tik
navikines, bet taip pat ir normalias lasteles. Taigi, iSlieka poreikis vaisty, turin¢iy atranky citotoksinj
aktyvuma.

Navikinés lgstelés skiriasi nuo normaliy kiekybine ir kokybine potencialiai imunogeniniy
struktliry (antigeny) ekspresija ant jy pavir$iaus. Yra bendrai priimta manyti, kad Siy struktiry
sukeltos imuninés reakcijos gali sglygoti navikiniy lasteliy destrukcijg ir kad imunisnés sistemos
atsakas gali apspresti ligos baigtj. Visi su naviku susij¢ antigenai (tumor-associated antigens (TAA))
gali buti suskirstyti j dvi grupes: viena grupé apima diferencijacijos antigenus, kurie gali buti
ekspresuojami ne tik navikinése, bet ir normaliose lastelése, tuo tarpu antra grupé apima mutuoty
arba virusy geny produktus, kurie gali bti ekspresuojami iSimtinai piktybinése lastelése. Didiioji
dalis TAA priklauso pirmai grupei. Kai kurie i§ $ios grupés TAA, pavyzdZiui véZio/séklidZiy
antigenai (cancer/testis antigens (CTA)), dél bendry vidulasteliniy mechanizmy, susijusiy su jvairiy
tipy lasteliy supiktybéjimu, gali biti ekspresuojami daugelyje jvairiy naviky. Kiti TAA (pavyzdZiui
onkofetaliniai antigenai) yra apspresti naviko tipo ir dazniausiai blina i§ audiniui bidingy
diferencijacijos antigeny (apZvelgta Strioga M.M., Darinskas A., Pasukoniene V. et. al. Vaccine.
2014; 32:4015-4024). Suaugusiame organizme CTA normaliai yra ekspresuojami tik imuniniu
poZiliriu privilegijuotuose organuose, jskaitant séklides ir placenta, bet gali nenormaliai tapti

ekspresuojami vézinése lastelése. Pavyzdziui, suaugusiame organizme MAGE, BAGE, GAGE ir kai



kuriy kity geny Seimy produktai yra daugiausia ekspresuojami séklidése, nei kituose audiniuose ir
organuose. Kita vertus, daugelis naviky tipy gali ekspresuoti $iuos CTA (apZvelgta Fratta E., Coral
S., Covre A. et. al. Mol Oncol. 2011; 5:164-82). CTA turi didelj imunogeninj potenciala, nes jie
imuninei sistemai yra ,neZinomi” ir todél néra toleruojami. Onkofetaliniai antigenai gali biti
natiiraliai ekspresuojami normaliuose audiniuose labai maZais kiekiais (pavyzdZiui, alfa-
fetoproteinas kepenyse), tadiau gali biti superekspresuojami kai kuriy véZio tipy atvejais arba esant
ivairioms nepiktybinéms patologijoms. Superekspresuojami onkofetaliniai antigenai yra maziau
imunogeni$ki, nei CTA (Strioga M.M., Darinskas A., Pasukoniene V. et. al. Vaccine. 2014;
32:4015-4024).

Reikia paZzyméti, kad imunizuojant vienu arba keliais su naviku susijusiais antigeniniais
peptidais da’nai nepavyksta kontroliuoti bendro naviko vystymosi ir taip sukuriamos salygos,
palankios augimui ty navikiniy lasteliy klony, kurie neturi vakcininiy determinanty. Dar daugiau, d¢l
véZinio genomo didelio labilumo, netgi tarp tos padios kilmés navikiniy lasteliy egzistuoja didelé
antigening jvairové (apZvelgta Khong H.T., Restifo N.P. Nat Immunol 2002; 3: 999-1005).

Kadangi pilnos navikinés lgstelés ekspresuoja daugybe jvairiy TAA ir gali sukelti platy
imuniniy reakcijy spektra, jos galéty biiti geriau pritaikomos véZio vakciny konstravimui lyginant su
pavieniais ar vos keletu antigeniniy peptidy. Dar daugiau, antigeninés Igstelinés dalelés paprastai yra
daug labiau imunogeniSkos lyginant su tirpiais antigeniniais peptidais, nes gali bati pilnai
fagocituojamos specializuoty, antigenus prezentuojanéiy lasteliy, galin¢iy prezentuoti identiSkus
Igstelinés kilmés peptidus kartu su pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso (major
histocompatibility complex (MHC)) molekulémis tokiu tankiu, kuris yra pakankamas sukelti T
lasteliy reaktyvuma.

Yra sukurti jvairlis vakciny tipai, paremti navikiniy lgsteliy panaudojimu. Specifinéms
prie$navikinéms imuninéms reakcijoms sukelti buvo naudotos autologinés (pagamintos i§ to paties
individo navikiniy lasteliy) ir alogeninés (pagamintos i$ kito tos pacios riiSies individo navikiniy
lasteliy) pilnos lastelés vakcinos bei dendritiniy lgsteliy pagrindu sukurtos vakcinos (de Gruijl T.D,,
van den Eertwegh A.J., Pinedo H.M., Scheper R.J. Cancer Immunol Immunother. 2008; 57:1569-
77). Deja, imunizuojant nemodifikuotomis homologinémis (autologinémis arba alogeninémis)
navikinémis lastelémis véZiu serganCius pacientus jy gydymo sékmé buvo ribota. Yra dvi
pagrindinés priezastys, kurios lemia Zemg homologiniy lgsteliy vakciny imunogeni$kumg. Visy
pirma, kaip jau minéta auk$€iau, dauguma TAA sudaro savi antigenai, kurie néra i§ prigimties

imunogeniski. Antra, antigena prezentuojancios lastelés neatpaZjsta homologisky navikiniy lasteliy,



kaip potencialiai patogeniSky taikiniy, kuriuos reikéty jsisavinti (internalizuoti), o jy antigenus
suskaidyti (Khong H.T., Restifo N.P. Nat Immunol 2002; 3: 999-1005). Taigi, TAA imuninio
toleravimo jveikimas yra esminé véZio imunoterapijos uzduotis.

Tam tikros priemonés, paremtos vakcininiy lasteliy genetinémis modifikacijomis,
jgalinan¢iomis jas ekspresuoti kostimuliacines molekules ir/arba sekretuoti imunitety
stimuliuojangius citokinus, buvo taikomos siekiant padidinti autologiniy ar alogeniniy véZio vakciny
imunogeniskuma (de Gruijl T.D., van den Eertwegh A.J., Pinedo H.M., Scheper R.J. Cancer
Immunol Immunother. 2008; 57:1569-77; Andersen M.H., Suirensen R.B., Schrama D., et al.
Cancer Immunol Immunother 2008; 57: 1735-43). Tagiau, visos §io tipo modifikacijos klinikinéje
praktikoje yra sunkiai pasiekiamos, nes navikiniy lasteliy modifikacija yra techni$kai komplikuota ir
uzima daug laiko (apZvelgta Parmiani G., Pilla L., Maccalli C., Russo V. Cancer J. 2011;17:331-
336).

Imuniteto saviems homologiniams TAA toleravimui jveikti buvo pasiiilytas ksenogeniy
TAA panaudojimas. 1§ tikryjy, daugelis geny yra evoliuskai labai konservatyvis, turintys jvairaus
laipsnio pana$umg tarp skirtingy rsiy. Nepaisant to, maZi tarprusiniai struktiriniai skirtumai gali
lemti padidinta ksenobaltymy imunogeni$kuma ir suteikti Zymy kryZminj imuninj reaktyvuma,
nukreipta prie§ jiems homologiskus atitikmenis. Fakti$kai, ksenoantigenai potencialiai gali reiksti
“pakitusius savo”, turin¢ius pakankamai skirtumy nuo savy antigeny, kad jie tapty imunogeniski, bet
turin€ius ir pakankamai panasumy, kad leisty reaktyvioms T lasteléms iSlaikyti jy atpaZinima, kaip
savo (apZvelgta Seledtsov V.L, Shishkov A.A, Seledtsova G.V. In:Ozdemir O, editor. Current cancer
treatment — novel beyond conventionalapproaches. InTech. 2011; 415-428; Strioga M.M., Darinskas
A., Pasukoniene V. et. al. Vaccine. 2014; 32:4015-4024). Yra duomeny, kad ksenoepitopai gali
suri§ti Seimininko MHC molekules stipriau, nei epitopai, kile i§ natliraliy homologisky baltymy,
susidarant labiau ilgalaikiams ksenogeniniy peptidy/ MHC kompleksams. Tai neiS§vengiamai veda
prie stipresniy ksenoantigeny sukelty T Igsteliy atsaky, kryzmiskai reaguojanéiy su i$ savy baltymy
kilusiais TAA (Overwijk W.W.,, Tsung A., Irvine K.R. et. al. J Exp Med. 1998;188 :277-286).

Dauguma ksenogeniniy vakciny tyrimy buvo atlikta su gyviinais, turin¢iais melanomg —
navika, kuris ekspresuoja daug potencialiai imunogenisky antigeny. Yra jtikinamy jrodymy, kad
indukuojant prie$navikinj imuninj atsaka peléms ksenogeniniai su melanoma susij¢ antigenai yra
daug efektyvesni uz analogiskus grauZiky antigenus. PavyzdZiui, yra skelbty duomeny, kad
daugkartinés peliy imunizacijos Zmogaus glikoproteinais gp75 ir gp-100 buvo efektyvios norint

sustabdyti singeniniy melanomos lasteliu, ekspresuojanciy atitinkamus peliy baltymy analogus,



augima (Overwijk W.W., Tsung A., Irvine K.R. et. al. J Exp Med. 1998;188 :277-286; Weber L.W.,
Bowne W.B., Wolchok J.D. et al. J Clin Invest. 1998;102):1258-1264). Imunogeniniai ir
priesnavikiniai  ksenovakcinavimo efektai taip pat buvo apraSyti eksperimentiniuose
hepatokarcinomos, gliomos, neuroblastomos, storosios Zarnos vézio ir plauciy karcinomos
modeliuose. Aptikta, kad terapiniai vakcinavimai geba generuoti navikui biidingus CD4+ ir CD8+ T
limfocitus bei prie$navikinius antiklinus (apZvelgta Strioga M.M., Darinskas A., Pasukoniene V. et.
al. Vaccine. 2014; 32:4015-4024.).

Taip pat kaupiasi duomenys, rodantys prieSnavikiniy ksenovakcinavimy tarapinj potencialg
Zmonéms. PavyzdZiui, yra skelbta, kad vakcina, susidedanti i§ grauZiky melanomos ir karcinomos
lasteliy bei kiaulés séklidZiy Igsteliy, buvo imunologiskai ir kliniskai efektyvi pacientams,
sergantiems melanoma ir storojo Zarnyno véziu (RU2192884C2 patentas). Skelbti rezultatai rodo,
kad ksenogeninés vakcinos yra saugios vartoti, pajégios indukuoti apliuopiamus lastelinius ir
humoralinius imuninius atsakus pacientams ir gali tarnauti, kaip efektyvios priemonés melanomos,
inksty véZio, virSkinimo sistemos naviky, plauciy véZio ir prostatos véZio gydymui (Seledtsov V.1,
Shishkov A.A, Seledtsova G.V. In:Ozdemir O, editor. Current cancer treatment — novel beyond
conventionalapproaches. InTech. 2011; 415-428).

Svarbu pazyméti, kad visi Zmonés turi natiiralius, i§ anksto esanéius, antikiinus (antibodies
— Abs), kurie apsprendZzia timy bet kokiy neprimaty lgsteliy atmetimg ir funkcijonuoja, kaip
pagrindinis barjeras gyviiny organy transplantacijai Zzmonéms. DidZiaja dalj $iy Abs atstovauja IgG,
specifiniai alfa-gal epitopui, kurio gausiai esama ant neprimaty Zinduoliy ir naujojo pasaulio
bezdzioniy (placianosiy beZzdzioniy) glikoproteiny ir glikolipidy (Galili U. Immunol Today
1993;14:480-482). Opsonizuojant ksenogenines lasteles, natliralis Abs pradeda antigeninés
medZiagos internalizavima antigenus prezentuojanciose lastelése (antigen-presenting cells (APC))
per Fcg receptoriaus tarpininkaujama mechanizma ir labai padidina antigeniniy peptidy kryZminj
imunogeninj prezentavimg antigenui specifiniams CD4+ ir CD8+T limfocitams (Galili U. Immunol
Today 1993;14:480-482; Platzer B., Stout M., Fiebiger E. Front Immunol. 2014; 5:140). Sis teiginys
sutampa su skelbtais rezultatais, rodanciais, kad alfa-Gal turin¢iy navikiniy lgsteliy atmetimas gali
efektyviai paskatinti imuninj atsakg prie§ kitus su naviku susijusius antigenus, esandius alfa-Gal
neturinCiose navikinése lastelése (Rossi G.R., Unfer R.C., Seregina T., Link C.J. Cancer Immunol
Immunother. 2005; 54: 999-1009).

Ksenogeniniy Igsteliy pagrindu sukurtos vakcinos paprastai biina pilny navikiniy lgsteliy

arba jy lizaty formoje (Seledtsov V.I., Shishkov A.A, Seledtsova G.V. In:Ozdemir O, editor. Current



cancer treatment — novel beyond conventionalapproaches. InTech. 2011; 415-428). Taciau naudoti
navikiniy lgsteliy kultiiras yra gana brangu ir jos ne visada gali biiti padauginamais TAA Saltiniais.
Taip pat svarbu Zinoti, kad nors ksenogeninése vakcinose naudojamos navikinés lastelés ir nera
gyvos, tokios vakcinos vis dar gali turéti tokiy komponenty, kurie galéty dalyvauti sukeliant
navikus.

Kaip jau buvo minéta, didZioji dauguma TAA priklauso diferencijacijos antigenams, kuriy
gausiai yra organy morfogenezéje dalyvaujanéiose lastelése. Tai suteikia galimybg gauti
ksenogeninius vakcininius antigenus i§ normaliy audiniu, kuriuose jie yra gausiai ekspresuojami.
PavyzdZiui, vézio/séklidZiy antigenai (CTA), priklausantys taip vadinamiems bendriesiems TAA,
gali biiti lengvai gaunami i§ normaliy séklidZiy audiniy ir galéty véliau biiti panaudojami, kaip
universallis prieSnavikiniai antigenai. Pagal skelbtus duomenis (apZvelgta Lim S.H., Zhang Y.,
Zhang J. Am J Blood Res. 2012; 2:29-35), imuninés reakcijos, nukreiptos prie§ CTA, gali apspresti
naviko destrucija nepaZeidZiant normaliy audiniy ir organy. Normaliis fetaliniai (i§ embriony gauti)
audiniai gali biti tinkamais onkofetaliniy vakcininiy antigeny $altiniais. Taip pat yra gerai Zinoma,
kad ir placenta gamina visa spektra diferenciacijos antigeny, jskaitant tuos, kuriy yra skirtingo tipo
augliuose jskaitant melanoma (Zhong Z., Kusznieruk K.P., Popov L A. et.al., J Transl Med. 2006;
4:22).

Nepaisant to, kas pasakyta auk$Ciau, ilieka poreikis tokios véZio vakcinos, kuri bty
kliniskai efektyvi, lengvai pagaminama, padauginama ir nebrangi. Taip pat biity labai pageidautina,
kad vézio vakcina pagrjsta technologija biity pritaikoma daugiau, nei vieno vézio tipo gydymui ir
prevencijai arba jos specifiskuma biity galima lengvai pakeisti. I$ normaliy audiniy kilusios

ksenogeninés vakcinos galbiit gali tenkinti visus $iuos reikalavimus.

TRUMPAS BREZINIU APRASYMAS

Figira 1. Rodo naviko leukocity infiltracija kontrolinése ir vakcinuotose pelése, kur "**" iame ir
kituose paveiksluose Zymi P<0,05, lyginant su kontrole.

Figiira 2. Rodo LLC antigeno sukelta IL-2 gamyba bluZnies Igstelése, i§skirtose i§ kontroliniy ir
vakcinuoty peliy.

Figura 3. Pateikta kontroliniy ir vakcinuoty peliy i§gyvenimo trukmeés mediana.



ISRADIMO ESME

Sis i¥radimas yra nukreiptas jveikti i§ anksto egzistuojantj su navikais susijusiy
diferencijacijos antigeny imuninj toleravimg. Pateikiamos vakcinos, kurios apima komponentus,
kilusius i8 normalaus audinio, paimto i3 vienos rusies Zinduolio ir yra skirtos kitos riiSies Zinduolio
naviky prevencijai arba gydymui. Sio idradimo objektai yra vakcininés kompozicijos, apimacios
ksenogenines séklidziy lgsteles ir ksenogenines i§ kity audiniy kilusias lasteles. Sitloma, kad tokios
vakcininés kompozicijos gali biiti naudingos daugelio véZiy tipy gydymui ir turi akivaizdZiy
pranasumy, lyginant su visomis kitomis ankséiau apra$ytomis vakcinomis. Jos yra daug labiau
imunogeniskos lyginant su autologiskais ar alogeniniais analogais. Jos sukelia poliklonines imunines
reakcijas ir todél yra efetyvesnés naviko augimo slopinimui, lyginant su peptidinémis vakcinomis,
galinCiomis sukelti tik oligoklonines imunines reakcijas.

Labai svarbus $io iSradimo ksenogeniniy normaliy audiniy kilmés vakciny privalumas yra
neriboty ir atsinaujinanc¢iy $altiniy panaudojimas jy gamybai. Gausis séklidZiy ir kity audiniy kilmés
lasteliy kiekiai gali biiti gaunami i§ pasirinkto Zinduolio, kaip juy S$altinio. Geriausia, kai minétas
Zinduolis yra avis, kiaulé, katé arba pelé. Geriausiai tinkamas gyviinas yra avis.

Vakcininés kompozicijos paprastai turéty apimti séklidziy ir fetaliniy audiniy kilmés
lasteles i§ tos pacos ksenogeninés rasies; tadiau, kai kuriais atvejais, gali biiti naudojamos vienos
ksenogeninés raSies séklidZziy lastelés ir kitos ksenogeninés riiSies audiniy kilmés lgstelés,
pavyzdziui, séklidZiy lastelés i3 avies ir audiniy kilmés lgstelés i$ kiaulés arba atvirk$¢iai.

Vakcininés kompozicijos komponenty kiekiai bus aiskiis patyrusiam asmeniui. Geriausias
seéklidziy lasteliy ir audiniy kilmés lasteliy santykis vakcininéje kompozicijoje yra nuo 1:10 iki 10:1;
dar geresnis santykis yra nuo 1:5 iki 5:1; geriausias santykis yra 1:1.

Sis isradimas suteikia galimybe pagaminti daug vakciny, tinkamy skirtingy vézio tipy
gydymui. Kiekviena specializuota vakcina yra gaunama derinant bendruosius ir audiniui biidingus
TAA. PavyzdZiui, vakcininé kompozicija plau¢iy véziui gali apimti séklidZiy Igsteles ir i§ plaugiy
audinio gautas lasteles; vakcininé kompozicija inksty véZiui gali biiti sudaryta i§ séklidziy lasteliy ir
i§ fetaliniy inksty kilusiy lasteliy; ir taip toliau. Geriausia, kai vakcininé kompozicija yra skirta
plauciy véZiui. Reikia pazyméti, kad gyviiny fetaliniai audiniai gali bati ne tik audiniui bidingy bet
taip pat ir bendry diferencijacijos antigeny 3altiniai.

Kai kuriais atvejais, minéta vakcininé kompozicija yra apraioma, kaip heterologinis

antigeny miSinys, prezentuojamas pilny audinio lasteliy, kurios buvo paveiktos glutaraldehidu.



Lasteliy fiksavimui ir konservavimui gali biiti naudojamos ir kitos medZiagos, tokios kaip
formaldehidas ir alkoholis. Vakcinos taip pat gali buiti naudojamos intaktiniy (pilny) arba liofilizuoty
Iasteliy lizaty formoje.

Sis isradimas pateikia farmacing kompozicija, apimanéia terapiskai efektyvy ksenogeniniy
seklidziy lasteliy ir ksenogeniniy i3 fetaliniy audiniy kilusiy lasteliy kiekj. Farmacinés kompozicijos

gali biiti skirtos naudoti Zmogui arba gyviinui Zmogaus arba vetrinarinéje medicinoje.
PAVYZDZIAI

Medziagos ir metodai
Pelés. C57BL/6 (B6; H-2") pelés buvo veisiamos miisy nuosavoje bazéje. Pelés buvo patinéliai,

kuriy amzZius svyravo ribose tarp 4 ir 6 ménesiy. Jos gaudavo autoklavuotg maista ir virinta vanden;.

Navikiniy lgsteliy linija. B6 (H-2% kilmés LLC karcinomos lasteliy linija buvo gauta i§ Rusijos
Medicinos moksly akademijos Maskvos Onkologinio mokslinio centro ir buvo palaikoma RPMI

1640 terpéje, papildytoje 10% FCS, 2 mM l-glutaminu ir antibiotikais.

Navikiniy lgsteliy lizaty gamyba imunoreaktyvumo testui. LLC lastelés buvo surinktos, gausiai
praplautos fosfato buferiniu tirpalu (phosphate-buffered saline (PBS)) ir toliau saugomos -20 °C iki

naudojimo.

Vakcininiy komponenty gamyba. Séklidés buvo paimtos i§ suaugusio avies individo. I§imtas i§
kapsuliy spermatogeninis audinys buvo susmulkintas Zirklémis ir tada suspenduotas stiklinio
homogenizatoriaus pagalba §velniai spaudZiant audinio fragmentus Saltame PBS. Lasteliy suspensija
paliekama 7 min. kad nusésty dideli agregatai. Perkélus i§ homogenizatoriaus j mégintuvélj, lastelés
buvo praplautos Saltu PBS. Po to, dalis lgsteliy 20 minuéiy buvo inkubuojama 0,1% glutaraldehide
(v/v) prie 37 °C ir tada intensyviai praplauta, kad buty gautas vakcininiy Igsteliy preparatas. Kita
Iasteliy dalis buvo uzSaldoma ir atitirpinama tris kartus ir tada nucentrifuguojama taip gaunant

supernatanta, turintj tirpius séklidZiy antigenus.

Plauciai buvo iSskirti i nuo 3 iki 4 ménesiy amZiaus avies embriony. I3skirti plauciai buvo gausiai

praplauti dideliame tliryje $alto PBS ir tada susmulkinti su Zirklémis. Lastelés buvo 3velniai



igspaustos i§ plaudiy fragmenty j Salta PBS ir pernestos | mégintuvélj. Vakcininés gliutaraldehidu
paveiktos plaudiy lastelés ir supernatantas, turintis tirpius plaudiy antigenus, buvo paruosti i§ esmes

taip pat, kaip apra$yta auksCiau.

Naviko implantacija ir vakcinavimo procediiros. Buvo sudarytos penkios B6 peliy patinéliy grupés,
kuriy kiekviena susidéjo i§ 15 gyviny. Visoms peléms O dieng buvo padarytos LLC lasteliy
injekcijos (2 x 10° lasteliy pelei) po oda (s.c.).

1. Kontroliné grupé. Pelés nepatyré jokios imunizacijos.

2. Grupé, vakcinuota su ksenogeninémis séklidZiy lastelémis. Pelés buvo imunizuotos 3, 7 ir 11
diena suleidZiant po oda gliutaraldehidu paveiktas séklidziy lasteles, atitinkamai 2 x 10%, 4 x 10%ir 6
x 10° lasteliy pelei.

3. Grupé, vakcinuota su ksenogeninémis plaudiy lastelémis. Pelés buvo imunizuotos gliutaraldehidu
paveiktomis plaudiy lastelémis 3, 7 ir 11 dieng, atitinkamai 2 x 10, 4 x 10%ir 6 x 10° lasteliy pelei.

4. Grupé, vakcinuota su ksenogeninémis séklidziy ir plauciy lastelémis. Pelés buvo imunizuotos
gliutaraldehidu paveiktomis séklidziy ir plauéiy lastelémis 3, 7 ir 11 diena, atitinkamai 1 x 10%, 2 x
10% ir 3 x 10° kiekvienos ragies lasteliy pelei.

5. Grupé, vakcinuota su ksenogeniniais tirpiais séklidziy ir plau¢iy antigenais. Pelés tris kartus buvo
imunizuotos séklidZiy ir plaudiy tirpiy produkty misiniu kiekiais, atitinkanciais vakcininiy lasteliy

kiekius, naudotus ketvirtai peliy grupei.

Imunoreaktyvumo analizé. 18 diena po naviko implantacijos buvo tiriamas penkiy peliy i$
kiekvienos grupés imunoreaktyvumas LLC karcinomos antigenams. Histologiniams tyrimams, nuo
5 iki 7 pm storio mikroskopiniai pjlviai buvo fiksuojami hematoksilinu-eozinu. Leukocity
infiltracijos laipsnis buvo skai¢iuojamas nuo 0 iki 5. T Igsteliy reaktyvumo tyrimui bluZnys buvo
suspenduotos stiklinio homogenizatoriaus pagalba. Lasteliy suspensijos paliekamos 7 min kad
nusésty dideli agregatai ir pavieniy lasteliy suspensijos tada buvo perkeliamos i§ homogenizatoriaus
i megintuvelj. Gausiai praplovus $alta terpe bluZnies lastelés buvo 3 dienas kultivuojamos terpéje be
serumo 96 apvaliadugniy Sulinéliy ploksteléje 2 x 10°/3ulinélyje su LLC lasteliy lizatais (kiekvieno
5 x 10*3ulinéliui) arba be jy - kontrolé¢je. Interleukino-2 (IL-2) kiekiai kultiiry supernatantuose buvo
jvertinami naudojant komerci$kai prieinamus imunofermentinés analizés testus (enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA)). Stimuliavimo indeksas buvo apskaiGiutas taip: bandinio IL-2

lygis/kontrolés IL-2 lygis.



ISgyvenimo registravimas. Pelés buvo stebimos kiekvieng diena, ar i¥gyveno ir kritg gyviinai buvo

i§skrosti. Akivaizdiis navikai buvo gausiai aptikti su aiSkiai matomu metastazes procesu.

Statistics. Duomeny statistinés reik$més buvo nustatytos naudojant Stjudento testa. P reikSme <0,05
buvo laikoma statistiskai reik§minga. Kaplane-Meier metodas buvo naudotas bendram iSgyvenimo

jvertinimui.

1 pavyzdys

Vakcinavimai su ksenogeninémis audiniy kilmés lgstelémis stimuliuoja naviko infiltracija

leukocitais

UZdegiminé reakcija ties naviko kra§tu buvo vertinama suskaifiuojant vienabranduoles ir
granuliocitines lasteles deSimtyje didelio galingumo (40x objektyvu) lauky. Kaip galima matyti 1
paveiksle, navikg turinéiy peliy ksenovakcinavimai su séklidziy arba plauciy lastelémis, taip pat,
kaip ir §iy lgsteliy miSiniu sukélé Zenklia naviko leukocity infiltracija, tuo tarpu, kai vakcinavimas
su tirpiais ksenogeniniais antigenais neturéjo tokio efekto. Aptiktos uzdegiminés reakcijos susidéjo
i§ eozinofily (netoli 20%), neutrofily (40%), limfocity (30%) ir makrofagy (10%). Lastelémis
vakcinuoty peliy uzdegiminés reakcijos skiriasi nuo kontroliniy peliy navikuose stebimy reakcijy
naviko kraStuose esancia ryskia navikinio audinio eozinofilija. Yra parodyta, kad su naviku susijes
eozinofilinis infiltratas yra palankus prognostinis indikatorius storojo Zarnyno karcinomos ir
stemplés ploksCiojo epitelio lasteliy ankstyvosios karcinomos atvejais (Fernandez-Acerno M.J., et
al. Cancer 2000; 88: 1544-48; Ohashi Y., et al. Anticancer Res. 2000; 20: 3025-30). Nustatyta, kad
aktyvuoti eozinofilai arba jy kultiiry supernatantai pajégia Zymiai slopinti Zmogaus prostatos véZio
lasteliy augima (Furbert-Harris P. et al. Prostate 2003; 57:165-175). Galimas eozinofily vaidmuo
Igstelinio ksenovakcinavimo sukeltam apsauginiam imuniniam atsakui gali egzistuoti miisy

eksperimentuose.
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2 pavyzdys

Vakcinavimai su ksenogeninémis audiniy kilmés lastelémis sukelia imuninj reaktyvamg j

naviko lasteles.

Sis pavyzdys demonstruoja, kad imunizacija su ksenogeninémis i§ audiniy kilusiomis lastelémis gali
sukelti priesnavikinj T reaktyvuma, kurj akivaizdziai rodo interleukino-2 (IL-2) gamyba. IL-2 yra
gerai Zinomas ilgalaikio adaptacinio imuniteto suformavimo mechanizmo mediatorius. Kaip
pavaizduota 2 paveiksle, tirpis ksenogeniniai (séklidziy plius plauciy) antigenai negaléjo sukelti T
Igsteliy reaktyvumo LLC antigenams navika turinfiose pelése. Pasirodo, tam, kad tirpls
ksenogeniniai antigenai galéty sukelti pastebimo efektyvumo imunines reakcijas yra reikalingi
adjuvantai. PrieSingai tirpiems antigenams, ir séklidziy, ir plauciy lgstelés pajégé sukelti pastebima
prieS$navikinj reactivuma (p< 0,05 lyginant su kontrole). Verta paZzymeéti, kad kombinuoti
vakcinavimai su séklidziy ir plauciy lastelémis buvo $iuo poZitiriu daug efektyvesni, palyginus su

vakcinavimais vien séklidZiy arba vien plauciy lastelémis.

3 pavyzdys

Vakcinavimai su ksenogeninémis audiniy kilmés lastelémis pailgina navika turinfiy peliy

iSgyvenimo trukme.

Kaip galima matyti 3 paveiksle, LLC turinciy peliy, vakcinuoty ksenogeniy séklidziy ir plauciy
Iasteliy deriniu, i§gyvenimo trukmés mediana buvo Zymiai didesné (P < 0,05), nei kontroliniy LLC
turinCiy peliy. Vakcinavimai vien séklidziy arba vien plauéiy lastelémis gana neZymiai pailgina LLC
turin€iy peliy iSgyvenimo trukme. Ksenogeniniai tirpiis antigenai §iuo poZidriu buvo neefektyvis. I3
Siy duomeny galima padaryti iSvadas, kad 1) nesant imunoadjuvanty i§ ksenogeniniy audiniy
kilusios Igstelés, kaip véZio vakcinos, yra daug efektyvesnés, nei tos padios kilmés tirpis
vakcinines lasteles, ekspresuojandias bendruosius (pavyzdZiui, séklidziy) ir fetalinius audiniui

bidingus (pavyzdZziui, fatalinius plau¢iy) antigenus, kurie gali ekspresuotis navikinése lastelése.
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1
ISRADIMO APIBREZTIS
1. Kompozicija, besiskirianti tuo, kad apima ksenogenines seklidziy lgsteles ir

ksenogenines i§ fetaliniy audiniy kilusias lasteles ir yra skirta naudoti pacientams naviky gydymui

arba prevencijai.
2. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad minétos kompozicijos
specifiskumas navikui yra apsprendZiamas ksenogeniniy i§ fetaliniy audiniy kilusiy lasteliy

komponento.

3. Kompozicija pagal 2 punkta, skirta naudoti plau¢iy naviko gydymui arba prevencijai, bes

iskirianti tuo, kad ji apima i§ fetaliniy plau¢iy audinio kilusias lasteles.

4. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad yra naudojamos intaktinés

pilnos lIgstelés.

5. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad yra naudojamos fiksuotos

pilnos lastelés.

6. Kompozicija pagal 5 punktg, besiskirianti tuo, kad lastelés yra fiksuotos
glutaraldehidu.

7. Kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad yra naudojami intaktiniai
lgsteliy lizatai.

8. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad yra naudojami liofilizuoti

lgsteliy lizatai.

9. Kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad minétos lgstelés yra kile i3

Zinduolio.

10. Kompozicija pagal 9 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas Zinduolis yra avis,

kiaul¢, katé arba pelé.

11. Kompozicija pagal 10 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas Zinduolis yra avis.
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12. Kompozicijos pagal 1 punkta panaudojimas gamyboje medikamento, skirto pacienty

naviky gydymui arba prevencijai.

13. Kompozicija, besiskirianti tuo, kad apima ksenogenines séklidZiy lasteles ir

ksenogenines i§ fetaliniy audiniy kilusias Igsteles.

14. Kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad yra naudojamos intaktinés

pilnos lasteles.

15. Kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad yra naudojamos fiksuotos

pilnos lastelés.

16. Kompozicija pagal 15 punktg, besiskirianti tuo, kad Igstelés yra fiksuotos
glutaraldehidu.

17. Kompozicija pagal 13 punkt, besiskirianti tuo, kad yra naudojami intaktiniai
lasteliy lizatai.

18. Kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad yra naudojami liofilizuoti

lasteliy lizatai.

19. Kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad minétos lastelés yra kilg i$

zinduolio.

20. Kompozicija pagal 19 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas Zinduolis yfa avis,

kiaulé, katé arba pelé.
21. Kompozicija pagal 20 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas Zinduolis yra avis.

22. Kompozicijos pagal 13 punkts panaudojimas gamyboje medikamento, skirto pacienty

naviky gydymui arba prevencijai.
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