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ISRADIMO SRITIS

Isradimas skirtas medicinos sri¢iai, konkregiai — citokinais indukuoty kileriniy
lasteliy iSgavimui i§ periferinio kraujo arba kauly &iulpy arba aferezes produkto, jy
aktyvavimui, dauginimui ir panaudojimui imunoterapijoje, siekiant sunaikinti arba
sumazinti onkologinj procesg ar jo metastazavima, taip pat naikinti metastazes,
uzkertant kelig naujy navikiniy dariniy susiformavimui, pasitelkiant kilerines lasteles ir

jy produkuojamus imunologiskai aktyvius baltymus.
TECHNIKOS LYGIS

Prie§ daugiau nei du de$imtmegius, jrodZius, kad imuniné sistema gali
atpazinti ir eliminuoti véZines lgsteles, didelis démesys skirtas imuniniy lasteliy
tyrimams, meéginant i§siaikinti kokj poveikj jos turi veZio genezei. Dabar jau yra
sinoma, kad su veéZiu 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
dideles kovojandiy Igsteliy jvairovés, veZys, pasitelkdamas savo gynybinius
mechanizmus, i§vengia 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, vézys, norédamas islikti, jgyja savybiy,
mazinandiy jo imunogeniskuma, ir (arba) slopina imuninés sistemos komponentus
[Chen DS and Mellman |. Oncology meets immunology: The cancer-immunity cycle.
Immunity 2013; 39: 1-10]. Pastebejus, kad geresne prognoze turi pacientai, kuriems
dél infekcijos buvo suZadinta imuning 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 | véZiniy lasteliy

sunaikinima.

Imunoterapija turi didelj pranasumg prie$ tradicinius gydymo metodus,
kadangi yra didesnio specifiskumo ir nesukelia sveiky lasteliy 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$ Igstelinés imunoterapijos komponenty yra natdralls kileriai (NK).
Tai Igstelinio imuniteto lasteles, kuriy funkcija yra tiek tiesiogiai, tiek per prisijungusias
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signalines molekules (antiktinai) atpaZinti pakitusias savas Iasteles ir jas sunaikinti. Si
savybeé gali bati pritaikoma kovoje su véZiniais susirgimais. Kadangi veziné Igstelé
yra ta pati nuosava lastele, tik su pasikeitusiais MHC | komplekso antigenais, NK
lastelés geba jas atskirti, identifikuoti ir sunaikinti [Kuby Immunology 8th edition 2019;
ISBN-10: 1-4641-8978-1]. Padios NK lgsteles néra priskiriamos T Igsteliy grupei.
NattralGs citotoksiskumo receptoriai tiesiogiai gali dalyvauti apoptozés proceso
paleidime po to, kai prisijungia prie taip vadinamo FAS ligando, kuris parodo, kad
lgstele pakitusi (infekuota virusu ar véZing). MHC priklausomi receptoriai dalyvauja
apoptozeés proceso paleidime. NK Iatelé pati susireguliuoja, priklausomai nuo esamy
ant Iastelés-taikinio signaly kiekio ir stiprumo, kaip jai elgtis: ar Zudyti, ar ignoruoti
lastele-taikinj [Terunuma H, Deng X, Dewan Z, Fujimoto S, Yamamoto N. Potential
role of NK cells in the induction of immune responses: implications for NK cell-based
immunotherapy for cancers and viral infections. Int Rev Immunol. 2008;27(3):93-
110]. Todél NK Igstelés elgsenoje yra svarbios aktyvacinés ir inhibitorinés molekulés,
tokios kaip: Ly49, NCR, CD16 (aktyvacinés), ir inhibitorinés: KIR, CD94/NGK2, ILT
arba LIR, Ly49 ir kt. [lannello A, Debbeche O, Samarani S, Ahmad A. Antiviral NK
cell responses in HIV infection: 1. NK cell receptor genes as determinants of HIV
resistance and progression to AIDS. J Leukoc Biol. 2008 Jul;84(1):1-26. doi:
10.1189/j1b.0907650. Epub 2008 Apr 3].

Funkciékai NK Igsteles gali lizuoti savo taikinj per citolitiniy granuliy
isskyrima. Savo citoplazmoje NK Igstelés turi granules, kuriose yra uzdarytos jvairios
proteazés ir perforinai, Zinomi kaip granzimai. Sios medziagos paleistos | iSore gali
lizuoti alia esandias lgsteles arba sukelti $alia esandiy lasteliy apoptoze. Lizes ir
apoptozés sunaikinimo bldai taip pat yra svarbls imunologiniu pozidriu, toliau
priklausomai nuo vykstangio proceso pasijungia kitos imuninés sistemos lgsteles,
tokios kaip neutrofilai, makrofagai [Smyth MJ, Hayakawa Y, Takeda K, Yagita H. New
aspects of natural-killer-cell surveillance and therapy of cancer. Nat Rev
Cancer. 2002 Nov;2(11):850-61]. Kitas bldas — atpazinti taikinj yra per prisijungusius
antik@inus, §i savybe svarbi taikant NK Iasteles kartu su monokloniniais antiklinais, jy
terapinis poveikis tokiu atveju gali tik sustipréti. Prisijungusj antikiing NK Iastelés
atpazjsta per CD16 receptoriy, kurj pacios ir ekspresuoja. Sis receptorius, susijunges
su antikino Fc galu, aktyvuoja NK lIgsteles ir jos pradeda lizés procesg
atpalaiduodamos granzimus. Taip pat NK lastelés yra jautrios citokinams, tokios
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molekulés kaip 1L-12/15/18/2 ir CCL5 aktyvuoja NK Igsteles in vivo ir in vitro, taip pat
interferonai — tiek gama, tiek alfa — aktyvuoja NK Igsteles prieSvirusiniam atsakui. NK
lasteles pacios i§skiria interferonus ir TNF alfa molekule, kuri yra svarbi prieSvéZinio
imuniteto reguliacijoje. NK Igsteles pasizymi ir tikslia savas-svetimas reguliacija per
MHC | atpaZinimo mechanizmus. Jeigu lgstelé aptikta NK, lastelés sekretuoja
mazesnius nei jprasta MHC | kiekius, NK lastelés tokias Igsteles sunaikina. Manoma,
kad $i funkcija evoliucionavo i§ batinybés kompensuoti T limfocity funkcija, kuriai
sutrikus ar i§sekus, nesant NK Igsteliy, organizmas gali zati, todel NK Igstelés yra
labai svarbi jgimto imuniteto dalis, uZtikrinanti tvarkingg visy imuniniy grandziy
reguliacija ir darbg. Jos yra neatsiejama imuninés sistemos dalis, taip pat jos
pasizymi labai gera savybe, jog esant taikiniui ar pereinant j gynybine funkcijg jos
nesekretuoja dideliy kiekiy biologiskai aktyviy citokiny, todel taikant jas didelémis
terapinemis dozémis, tiek kaip padauginus natyvias lgsteles, tiek modifikuotas
genetikai, nebus sukeliamas citokiny atpalaidavimo sindromas, kas bldinga taikant
T limfocity terapijas ar CAR-T Iasteles. Todél NK Iasteles yra labai patogus jrankis,
kuriant genetiskai modifikuoty Igsteliy gydymo metodus [vadovelis: DO
10.1007/s11523-017-0489-2]. NK Igstelés daznai neturi tiksliai iSreiksto antigeno
receptoriaus ir yra dalis jgimto imuniteto, tai reiskia, kad jos gali labai greitai reaguoti j
antigeng, be i8ankstinio apsimokymo pries jj. Moksliniai duomenys rodo, jog Si
savybe yra labai svarbi véZio igyvenamumo ir sunaikinimo balanse. Jos gali greitai
aptikti pakitusias Igsteles ir jas sunaikinti be iSankstinio Zinojimo kas jose pakito. Nes,
pavyzdziui, T Iastelems, kad atpaZinty ir reaguoty j taikinj, yra batina pries tai bati su
juo susidarus [Vivier E, Raulet DH, Moretta A, Caligiuri MA, Zitvogel L, Lanier
LL, Yokoyama WM, Ugolini S. Innate or adaptive immunity? The example of natural
killer cells. Science. 2011 Jan 7;331(6013):44-9. doi: 10.1126/science.1198687]. Tuo
atveju jeigu vezine Igstelé nesukelia uzdegimo, tai T Igstelés jos neatpaZins ir eigoje
vystysis veéZinis susirgimas, NK lIgstelés Sioje grandyje gali pradeti elgtis kaip
imunosupresoriai, nes néra aktyvacijos signalo, tylint T ir kitoms imuninés sistemos
lastelems (makrofagai, dendritinés, neutrofilai), taciau pacios NK lastelés turi ne tik
bendrus receptorius citokinams ir jvarioms signalinéms molekuléms, uzkuriancioms
arba supresuojangioms imunine funkcija, jos turi alternatyvius receptorius, kurie yra
specifiniai veZiniy lasteliy lizei (NKG2D, NKp44, NKp46, NKp30 ir DNAM). Butent per
juos NK lastelés geba tiesiogiai dalyvauti véZinio proceso kontroleje. Jos taip pat
sgveikauja su dendritinemis Igsteléemis, formuodamos kompleksinj imuninj atsaka
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[Vadovélis: doi:10.5772/intechopen.78804, Terunuma H, Deng X, Dewan Z, Fujimoto
S, Yamamoto N. Potential role of NK cells in the induction of immune responses:
implications for NK cell-based immunotherapy for cancers and viral infections. Int
Rev Immunol. 2008;27(3):93-110. doi: 10.1080/08830180801911743]. Sig funkcijg
labai svarbu paminéti, turint omenyje masy iSradime minimg produktg kaip
dendritinémis Igstelémis praimuotos NK Igstelés. Sios lastelés yra pragjusios
apmokymo etapus in vitro ir gali bati taip, jog ju suleidimas pacientui bus naudingas
Omia reakcija j jo véZines Igsteles, tagiau Siuo atveju visada iSlieka nepataikymo
tikimybe, todel praimuotos NK Igsteles néra i$skiriamos | atskirg produkta, geriausiai
yra taikyti migrig technologijg, tuo metu $ansai paveikti navika tiesiog yra padidinami.

Nepaisant didelés paZangos moksle, naujy vaisty sukdrime ir naviko
biologijos pazinime, véZys vis dar i§lieka viena i$ pagrindiniy mirties priezasCiy ne tik
tarp besivystanéiy, bet ir iSsivysCiusiose Salyse. Siuo metu svarbiausi véZio gydymo
metodai yra trys: chirurgija (naviko pasalinimas), chemoterapija (vaisty vartojimas) ir
radioterapija (spindulinis gydymas). Kiekvienas budas turi apribojimy ar pasaliniy
poveikiy, pvz.: chirurginis gydymas gali buti taikomas, tik $alinant kieta, apCiuopiama
navika, o problemy kyla dél nepa$alinty pradinio naviko liekany ar metastaziy.
Chemoterapija yra grista spar¢iai besidalijan¢iy Igsteliy naikinimu jvairiais
citostatikais, tagiau organizme greitai proliferuoja ne tik vézinés lasteles, bet ir plauky
folikuly, Zarnyno epitelio, kauly &iulpy lastelés ir kt. [Aly HAA. Cancer therapy and
vaccination. Journal of Immunological Methods 2012; 382: 1-23]. Imuninés sistemos
lastelés, pvz.: makrofagai, gali slopinti chemoterapijos efektyvuma priklausomai nuo
naviko rasies. Vienas pirmyjy tyrimy, siekiant i$siaiSkinti makrofagy jtakg
chemoterapijai, parodé, kad vézio gydymui skiriamas preparatas doksorubicinas
pelése, susargdintose leukemija ar limfoma, sustiprina prieSveézinj makrofagy poveik|.
Kitas pavyzdys yra B lastelés, kurios netiesiogiai skatina ortotopinés epitelinio
audinio karcinomos progresavima. Chemoterapija, neinhibuojant B Igsteliy, yra
neveiksminga. Tik kartu su anti-CD20 antikinais, vaistas paklitakselis yra
veiksmingas prie$ $ios rasies vézj [Coffelt SB and de Visser KE. Immune-mediated
mechanisms influencing the efficacy of anticancer therapies. Trends in Immunology
2015; 36 (4): 198-216].

Norint pasiekti geresniy rezultaty, yra taikomas kombinuotas keliy metody
gydymas. Gydymas tradiciniais chemoterapijos metodais yra kenksmingas, kadangi
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yra pazeidziamos ir sveikos Igstelés, tode! tikimasi dideliy pasiekimy, pradeéjus placiai
taikyti imunoterapija, specifiSkai nukreiptg prie$ veZines Igsteles. Imunoterapija —
vezio gydymo metodas, kuomet imuninés sistemos komponentai yra aktyviai arba
pasyviai suaktyvinami ir nukreipiami piktybiniy lgsteliy 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 in developing artificial antigen-presenting cells. Trends in
Biotechnology 2014; 32 (9): 456-65].

Pirmosios imunoterapijos uzuomazgos siekia XIX a. pabaiga, kai W. Coley
pastebejo, kad pacientas, pasiekgs visiS8kg naviko remisija, prie$ tai persirgo Umia
streptokoky sukelta infekcija. Véliau, sukdres vakcing i negyvy Streptococcus
pyogenes ir Serratia marcescens bakterijy, pradéjo gydyti neoperuotinu véziu
(daZniausiai sarkoma) sergancius Zmones. Vakcinos paskirtis buvo suzadinti imunine
sistema [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. Peari
prane$é, kad tuberkulioze turi prie$vézinj poveikj, todel sugalvota veézio gydymui
panaudoti vakcing, taikoma tuberkuliozés gydymui — BCG (baccile Calmette-Guerin).
BCG vakcina $iuo metu yra vienintelé bakterineés kilmeés vakcina, taikoma
imunoterapijoje neinvazinio $lapimo puslés vézio 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]. Plautiy 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 specifines
imunoterapijos vystymg [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
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immunotherapy. Cancer Letters 2014; 352: 113-25], kurios tikslas yra suzadinti
imuninés sistemos atsaka j navika [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 dél sumazéjusio imuniniy lasteliy atpaZinimo,
silpno naviko imunogenidkumo ir imunosupresines naviko aplinkos [Kumar S and
Mason M. Principles of cancer treatment by immunotherapy. Surgery 2012; 30 (4):
198-202].

Pagal veikimg naviko imunoterapija yra skirstoma j pasyviajg ir aktyviajg.
Pasyvioji imunoterapija apima visas imunologi§kai  aktyvias medziagas,
imunomoduliuojanéias lgsteles ir nepriklauso nuo paties paciento imuninés sistemos
funkcionavimo, kadangi jam yra pateikiamos Igstelés, pasizymincios prie$veZiniu
poveikiu [Aly HAA. Cancer therapy and vaccination. Journal of Immunological
Methods 2012; 382: 1-23]. Toliau pasyviaja imunoterapijg galima smulkiau suskirstyti
j terapijg monokloniniais antiktnais, stimuliuojandiais citokinais ir adoptyviomis T
lastelemis [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 priskiriama kauly
giulpy transplantacija [Zavala VA and Kalergis AM. New clinical advances in

immunotherapy for the treatment of solid tumours. Immunology 201 5].

Aktyviajai imunoterapijai yra bitina tinkamai funkcionuojanti paciento imuniné
sistema, kadangi gydymo metu kovai su veZinemis lastelemis yra suzZadinami
recipiento imuniniai mechanizmai. Aktyviajai imunoterapijai yra priskiriamos jvairios
vakcinos: BCG, peptidineés, DNR, dendritiniy lgsteliy ir kt., kurios turéty bati kiek
galima maziau toksi§kos organizmui, galéty sukelti prieSvézinj 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].

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

Citokinais indukuoty lgsteliy dauginimas yra globali problema, Sios lasteles
labai priklauso nuo donoro, jo esamos bikles, taikyty ankstesniy gydymo schemy ir
kity neapibrezty / neZzinomy parametry. Masy sukurtas lasteliy dauginimo metodas
yra iskirtinis tuo, kad gaunamas ganétinai stabilus Igsteliy skaiCius preparate su
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dideliu NK Iasteliy kiekiu jame. Taip pat Igsteliy gamybai naudojamas unikalus
misinys aktyvuojanéiy molekuliy, i$laikomas specifinis aktyvacijos periodas ir

proliferacijos periodas, skirtas lasteliy kryptingam dalinimuisi ir brendimui.

Periferinis kraujas arba kraujo aferezatas arba kauly iulpy aspiratas yra
separuojamas, i$skiriant tik mononukleariniy lasteliy frakcija, Si frakcija yra iSséjama
lasteliy auginimo terpeéje ant specialaus bioreaktoriaus arba flakono, kuriame
auginama iki 17-20 pary. Auginant Igsteles reaktoriuje, matuojamas gliukozes
suvartojimas, tai atspindi Iasteliy augimo aktyvuma ir parodo laikg kada jau galima
stabdyti gamybg ir rinkti lasteles $aldymui ir tolesniam naudojimui. Terpé nupilama,
surenkamos lastelés, jos yra skaigiuojamos ir $aldomos dozemis po 0,5-5,0 mird.
lgsteliy $aldymo terpéje su autologiniu paciento serumu. Atliekamas sterilumo

tyrimas ir kiti privalomi tyrimai.
ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

I. Mononukleariniy lasteliy i8skyrimas i§ kraujo, aferezato, kauly ¢iulpy

aspirato

Kraujas skiedziamas hidroetilkrakmolo tirpalu, skirtu infuzijoms kaip plazmos
pakaitalas, skiedZiama santykiu 1:1. SumaiSytas tirpalas palickamas nusistoveti
kambario temperatiroje 20-40 min., per tiek laiko paprastai igsiskiria du sluoksniai:
apatinis, turtingas eritrocitais, ir virSutinis, kuriame yra eritrocity, plazmos bei
branduoliniy kraujo elementy. VirSutinis sluoksnis yra surenkamas | centrifuginius
megintuvélius ir centrifuguojamas prie  1000-1500 G 5-15 min. kambario
temperatliroje, po centrifugavimo supernatantas yra nupilamas, o nuosédos
suspenduojamos  druskos tirpale arba likusiame virSutiniame  kraujo  /
hidroksietilkrakmolo tirpalo misinyje. Paprastai, esant 50-300 ml kraujo, centrifugatas
yra skiedziamas iki 40 ml baigtinio tdrio. Jeigu kraujo yra daugiau, atitinkamai
proporcingai yra skiedziamas ir centrifugatas. Tuomet j 15 arba 50 ml mégintuveélius
yra pripilama fikolo arba perkolo tirpalo, kurio tankis yra nuo 1,0 iki 1,12 g/ml. Tirpalo
pilama ne daugiau kaip 1/3 mégintuvelio tdrio. Ant $io tirpalo pipete i§ léto, palenkus
megintuvelj, kuo gulsSiau atsargiai pilamas skiestas lasteliy centrifugatas ki
mégintuvelio viraus. Mégintuvéliai centrifuguojami prie 1100-1500 G 10-20 min.
kambario temperatiroje, stabdis nenaudojamas. Po centrifugavimo megintuvéliuose
matomos trys frakcijos: apadioje — eritrocity frakcija, vir$ eritrocity — mononukleary

sluoksnis, plaukiojantis auksé&iau fikolo skaidraus sluoksnio, vir§ mononukieary
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skluoksnio — trombocitai kartu su praskiesta hidroksietilkrakmolu plazma. Pipete
atsargiai yra surenkamas mononukleary sluoksnis ir supilamas | naujus
megintuvélius, kuriuose yra jpilta druskos tirpalo arba lasteliy auginimo terpes.
Vyksta lgsteliy plovimo nuo gradiento medZiagos (fikolo arba perkolo) etapas.
Lasteles gerai i§maiSomos ir centrifuguojamos prie 500-850 G 10-20 min. kambario
temperatiroje. Stabdis nenaudojamas. Procedara gali buti kartojama kelis kartus. Po
plovimo Igstelés suskaiciuojamos ir i§séjamos | lasteliy auginimo reaktoriy (taris 1L)
arba flakonus (175 cm? ploto), tokiu santykiu: 20-100 milijony lasteliy ir 100 ml
indukuojamosios terpés, skirtos NK Igstelems, T limfocitams arba dendritinéms
lasteléems auginti su papildomais priedais, kurie gali buti anti CD3 ir (arba) antiCD28
ir (arba) antiCD127 ir (arba) antiCD335 molekulé, bei interferonais, tokie kaip
interferonas alfa ir (arba) interferonas gamma, jskaitant visus jy pogrupius.
Bioreaktorius / flakonai yra inkubuojami lasteliy kultiroms skirtuose inkubatoriuose
37 °C temperatroje ir 5-15 % CO; aplinkoje 12-24 valandas. Po inkubacijos, jeigu
auginama bioreaktoriuje, pridedama proliferacines terpes, kurioje yra citokinai, tokie
kaip IL-2 ir (arba) IL-15 ir (arba) IL-18. Jeigu dirbama su flakonais, proliferacija
skatinantys citokinai dedami tiesiai j terpe, papildant jg auginimo terpe 25 % nuo viso
terpes tario. Lastelés auginamos iki 17-20 pary, stebimas gliukozés ir (arba) laktato
kiekis. Auginant flakonuose, terpé kei¢iama nauja, papildant ja tiek aktyvacinémis,
tiek proliferacijg aktyvuojantiomis molekulemis. Terpes kei¢iamas kiekis
nusprendziamas pagal metabolity suvartojimg / atsiradimg (gliukozé / laktatas).
Auginant flakonuose, lastelés resuspenducjamos pipete (i8vengiant dideliy lgsteliy
agregaty). Auginant bioreaktoriuje, matuojami tik metabolitai, ir vizualiai stebimas
lasteliy augimas ant reaktoriaus pagrindo. Kuomet gliukozes ar laktato koncentracijos
pasiekia kritines ribas (12-13+2 mmol), auginimas yra stabdomas ir Igsteles yra
renkamos bei $aldomos. Gaminant praimuotas NK lasteles, 5-7 auginimo dienoje |
lasteliy kultirg jpilamas 1-10 min. Autologiniy / alogeniniy su specifiniu antigenu
brandinty denritiniy Igsteliy. Toliau auginimas nesikeicia. Lastelés Saldomos
koncentracijoje nuo 0,5-5,0 mird. Lasteliy / 25 ml terpés skirtos Saldymui. Saldymo
terpe sudaryta i§ 10 % DMSO (dimetilsulfoksidas) autologinio paciento serumo arba
plazmos. DMSO niekada néra jmaiSomas kaip grynas tirpalas j Iasteliy suspensija, jis
maiSomas tik praskiestas su serumu. Tirpalai, mai$ant su DMSO kaista, todél visi
tirpalai atSaldomi, prie§ pradedant Igsteliy $aldymo procedirg. Su Saldymo terpe
sumaidytos lastelés yra i$pilstomos j $aldymo mégintuveélius, kurie dedami j Saldymo
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dezute arba $aldymo jrenginj ir $aldomi pagal standartinj protokola -1 °C/min.,
patalpinant juos j -80 °C temperatiirg porai valandy. UZSaldytas preparatas yra
saugomas iki jo sunaudojimo —80 °C arba -196 °C temperatiroje.

1§ specialiai atskirai surinkto méginio yra atliekami batini lasteliy kokybiniy
parametry tyrimai (bakterinés, grybelinés infekcijos, pavirSiaus  Zymenys
(CD3/16/56/8/4/69 gali buti pildoma pagal mokslinj progresa), gyvybingumo analize,

endotoksiny ir mikoplazmos tyrimas).
II. CIK at8ildymas ir suleidimas

Uzsaldytas meégintuvelis / maiSelis iStraukiamas i§ Saldymo vietos ir
nedelsiant yra patalpinamas j indg su $iltu +37 °C temperatiiros vandeniu. Atsildoma
iki kol ledas visiskai istirps ir pripilamas toks pats tdris fiziologinio skyséio arba
autologinio serumo, jeigu yra vietos maiselyje, jeigu maiselis yra 25 ml, tai laginama
tiesiai i& maigelio j vena, likus 5-10 % tirio j maisel steriliai pripilama dar 20 ml
fiziologinio skys&io, preparatas toliau sulasinamas kol maiselyje neliks skyscio.
Laginama intravenidkai 5 ml/min grei¢iu. Stebima paciento busena, pasireiSkus
galvos skausmams ar pykinimui, laginimimo greitis sumazinamas iki 2 ml/min.
Neigiamos reakcijos j CIK preparato taikyma pasireiskia retai, dazniausiai tai blna
auksta temperatiira, galvos skausmas, kas praeina be papildomo vaistinio jsiki§imo
per 30-45 minutes. Esant labai aukstai temperatdrai, reikia naudoti acetaminofena
(500 mg tab. per os) iskarto po lasinimo, jeigu tai pirmas kartas, jeigu antras kartas —
tai 30 minugiy iki laginimo. Laginama per sistema su tinkleliu ir ne plonesne nei 23 G

adata.
CIK taikymo indikacijos ir gydymo pavyzdZiai
Indikacijos procedarai atlikti:

Karcinomy, sarkomy ir kraujo véZiy (skystyjy naviky) 1-os, 2-0s, 3-ios, 4-0s
stadijy onkologiniai susirgimai.

Ligoniams taikyto gydymo CIK Iastelemis pavyzdZziai ir jy rezultatai:

Ligone A.A. IV stadijos metastazuojanti kolorektaliné karcinoma, taikomas
gydymas chemoterapija, tirozinkinazés inhibitoriais, paciento iSgyvenamumo

prognozé — 2-3 meén. Taikytas gydymas autologinémis CIK Iastelémis nuo 2018
mety. Atlikti 7 CIK kursai po 1,0 mird. Lasteliy iv. CIK taikoma tarpuose tarp
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chemoterapijy. Pacientas yra stabilioje bUsenoje, liga neprogresuoja, dingo ascitas,

blkle gera.

Ligone R.P., 2014 m. diagnozuotas kruties vézys, taikytas chirurginis
gydymas, chemoterapija, 2017 metais navikas metastazavo i plaucius ir kepenis,
2018 j smegenis, prognozé bloga, navikai operuoti kur chirurgi$kai jmanoma, 2018
metais pradetas taikyti imunoterapinis gydymas CIK preparatu. Suleista iki 2019
mety balandZio ménesio 8 CIK kursai po 1,0 mird. lasteliy i.v. Siai dienai pacienté

stabili, liga neprogresuoja, vezio Zymenys “tyli", buklé gera.

Ligoné R.R., 2011 metais diagnozuota sarkoma, plitimas labai greitas, auglys
iSplito j kaulus, kepenis, plaucius, gydymas chemoterapija, radioterapija ligg sulaike,
2017 prasidéjo aktyvus ligos progresas. Nuo 2018 mety taikyta CIK terapija. 8 kursai
po 1,0 mird. Igsteliy i.v., ligos progresavimas apstojo, metastazés plauciuose
kalcifikavosi, progresavimas visur liovési, i8skyrus dubens kaulo vieng metastaze,
kitos metastazes pradejo nykti, stebimi daugybiniai uzdegiminiai procesai
metastazése. 2019 mety balandZio menesj liga laikoma stabilia, paciento blkle gera.

Ligonis V.S., 2018 metais diagnozuota skrandzio karcinoma G3, IV stadija,
metastazes pilvapléveje. Taikyta operacinis gydymas ir chemoterapija, tarpuose CIK
imunoterapija. Atlikti 9 CIK kursai po 1,0-1,5 mird. Igsteliy i.v. Pacientas 2019 mety
balandZio menesiui yra stabilus, metastaziy plitimas ir naujy atsiradimas nestebimas,

pilvapléves metastazes nyksta.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Citokinais indukuoty / aktyvuoty lasteliy (CIK) gavimo i§ periferinio kraujo,
aferezes produkto ar kauly iulpy aspirato bidas, apimantis NK (naturaliy kileriy)

lgsteliy i8gavima ir brandinima, besiskiriantis tuo, kad:

a) isskiriama tik mononukleariniy !gsteliy frakcija, separuojant periferinj kraujg

arba kraujo aferezatg arba kauly Ciulpy aspirata,

b) $i frakcija i$séjama Iasteliy auginimo terpéje j bioreaktorius arba lasteliy

kultairy flakonus ir inkubuojama parg aktyvacinéje terpéje,

c) po inkubacijos bioreaktoriai arba flakonai uzpilami proliferacine terpe ir

kultivuojami iki 20 pary,

d) po 5-7 pary lasteles praimuojamos dendritinémis paciento Igstelémis

tikslesniam taikinio identifikavimui,

e) baigus auginima, Igstelés praplaunamos ir uz8aldomos naudojimui

paruostomis dozémis $aldymo terpéje su autologiniu paciento serumu,

f) prie§ naudojima, uzSaldytas maiselis / megintuvelis patalpinamas j indg su
Siltu +37 °C temperattros vandeniu, atSildomas iki ledas visikai istirps ir pripilamas

toks pats taris fiziologinio skys¢io arba autologinio serumo.
2. Budas pagal 1 punkto stadijg a), besiskiriantis tuo, kad

- praskiedZia kraujg hidroetilkrakmolo tirpalu santykiu 1:1 ir palieka nusistoveti
kambario temperatiiroje 20-40 min., kol i$siskiria du sluoksniai: apatinis, turtingas
eritrocitais, ir virSutinis, kuriame yra eritrocity, plazmos bei branduoliniy kraujo

elementy;

- virdutinj sluoksnj surenka j centrifuginius megintuvelius ir centrifuguoja prie
1000-1500 g pagrei¢iu 5-15 min. kambario temperatlroje, po centrifugavimo
susidariusj supernatantg nupila, o nuosédas suspenduoja druskos tirpale arba
likusiame virsutiniame kraujo / idroksietilkrakmolo tirpalo misinyje, 50-300 ml kraujo
praskiedziant iki 40 ml tdrio;

- | 15 ml arba 50 ml tario megintuvelius pripila fikolo arba perkolo tirpalo, kurio
tankis yra 1,0-1,12 g/mi, tirpalo pilama ne daugiau kaip 1/3 megintuvelio turio;

- ant $io tirpalo pipete i§ léto, palenkus megintuvelj, kuo guls€iau pila skiesta
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lasteliy centrifugatg iki megintuvelio virsaus;

- megintuvelius centrifuguoja 1100-1500 g pagreitiu 10-20 min. kambario

temperataroje, nenaudojant stabdzio;

- atsargiai pipete surenka mononukleary sluoksnj, po centrifugavimo susidariusj
tarp apatinio eritrocity sluoksnio ir virSutinio trombocity sluoksnio, ir supila j naujus

megintuveélius, kuriuose yra jpilta druskos tirpalo arba lgsteliy auginimo terpes;

- praplauna lgsteles nuo gradiento medziagos, gerai iSmai$o ir centrifuguoja
prie 500-850 g pagrei¢iu 10-20 min. kambario temperatiroje, nenaudojant stabdzio;

- procedira, reikalui esant, kartoja kelis kartus.
3. Bidas pagal 1 punkto stadijg b), besiskiriantis tuo, kad

- praplautas lasteles suskaiciuoja ir i$séja j bioreaktoriy arba lgsteliy auginimo
flakonus santykiu 100 000-500 000 Ialsteliq/cm2 ir uzpila 100 ml terpe, skirta auginti T

limfocitus;

- flakonus inkubuoja lasteliy kultiroms skirtuose inkubatoriuose 37 °C

temperatiiroje ir 5-15 % CO; aplinkoje 24 valandas su aktyvacine terpe.
4. Budas pagal 1 punkto stadijg c), besiskiriantis tuo, kad

po inkubacijos su aktyvacine terpe bioreatoriai / flakonai uZpilami proliferacine terpe ir

auginami iki 20 pary.
5. Budas pagal 1 punkto stadijg d), besiskiriantis tuo, kad

praimuojant lasteles, 5-7 parg lgstelées gali buti papildomai aktyvuojamos su
autologinémis dendritinemis lgstelémis, jpilant | flakong ar bioreaktoriy 1-10 min.
subrandinty dendritiniy Igsteliy.

6. Budas paga! 1 punkto stadijg e), besiskiriantis tuo, kad

- surenka terpe j meégintuvelius, ant flakony uZpila PBS tirpalo ir atplauna
Igsteles;

lasteles surenka, flakonus praskalauja du kartus PBS arba druskos tirpalu,
viskg surenka | megintuvelius ir centrifuguoja 450-800 g pagreiciu 10 min. +4 °C

temperatiroje;

- i§centrifuguotas lasteles suskaigiuoja ir uzSaldo naudojimui paruostomis
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dozémis po 0,5-5,0 mird. Igsteliy / 25 ml $aldymo terpés, sudarytos i§ 10 % DMSO
(dimetilsulfoksido) autologinio paciento serumo arba plazmos;

- Iasteles, sumaiytas su Saldymo terpe, iSpilsto | Saldymo meégintuvélius /
maidelius, kurie dedami | $aldymo deéZute ir $aldomi pora valandy -80 °C
temperattroje -1 °C/min. greiiu.

7. CIK lasteles, gautos badu pagal 1-6 punktus, skirtos panaudoti

imunoterapijoje karcinomy, sarkomy ir kraujo véZiy (skystyjy naviky) 1-os, 2-0s, 3-
ios, 4-tos stadijy onkologiniy susirgimy gydymui.
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