MOLEKULINIO IR LASTELINIO IMUNITETO TYRIMAI BIOLOGINIUOSE
MODELIUOSE IN VITRO IR IN VIVO

1. Programos vykdytojas - Valstybinis moksliniy tyrimy institutas Inovatyvios medicinos
centras
Norminiai etatai skirti programai - 9
2. Programos tikslai:
Gauti naujy mokslo tyrimais pagristy ziniy reikalingy inovatyvios medicinos technologijy bei
biotechnologijy plétrai.
Tyrimy principas - kompleksiskumas, apimantis molekulinius ir 1astelinius imuniteto tyrimus
biomodeliuose in vitro ir in vivo, laboratoriniy gyviny ir alternatyviy tyrimo metody taikymas
zmogaus ligy modeliavimui, naujy biologiskai aktyviy medziagy bei lasteliy biologinio poveikio
tyrimams, antikiiny kiarimas ir taikymas bioanalitiniy test-metody kirimui ir tobulinimui.
Pagrindinés tyrimy kryptys:
e autoimuniniy, alerginiy, onkologiniy ligy lasteliniy ir molekuliniy imuniteto mechanizmy
tyrimai;
e Dbiologiskai aktyviy medziagy, imunomoduliatoriy tyrimai lgsteliy kulttirose ir
biomodeliuose in vivo;
e nanotechnologiniy metody taikymas biomedicininiuose tyrimuose.

3. Programos uzdaviniai:

1. Tirti imuninés sistemos lasteliy (dendritiniy lasteliy, nattraliy kileriy, natiiraliy
kileriniy T limfocity, citotoksiniy T limfocity, mieloidinés kilmés supresoriniy
lasteliy, citokiny) funkcionavimo mechanizmus biologiniuose modeliuose, tikslu
surasti diagnostikai vertingus bioZymenis, bei giliau pazinti patologinius procesus.
(520 tiikst. Eur).

Panaudojant in vivo optinio vaizdinimo metodus, biologiniuose modeliuose bus tiriami
veiksniai nuo kuriy priklauso efektoriniy T limfocity proliferacija ir migracija i pakenkimo
zidinj. Bus atliktas peliy T limfocity donoriy lasteliy, kokybés jvertinimo ir
kultivavimo/stimuliavimo metodikos paruosimas.

Bus atliekamas adaptyvinés imunoterapijos metodologijos paruosimas, imuninés sistemos
parametry tyrimas eksperimentinés terapijos laike. Optimaliy imuniteto parametry stebésenai
parinkimas ir vertinimas, kuriamos adaptyvinés T Igsteliy terapijos technologijos
biomodeliuose.

Bus tiriami T reguliaciniy limfocity subpopuliacijy kiekybiniai skirtumai biomodeliuose
normoje ir adaptyvinés imunotrapijos metu pazeidimo zidinyje ir periferiniame kraujyje. Bus
jvertintas Treg funkcinis aktyvumas/gebéjimas slopinti CD8" T limfocity IFNy sekrecija
Imuninés sistemos lasteliy kiekybinés charakteristikos bus tiriamos naudojant TissueGnostics
skaitmeninés mikroskopijos platforma ir TissueFAXS programing jranga. Imuninés sistemos
lasteliy funkcinés charakteristikos bus tiriamos naudojant ELISPOT metodika.

2. Su G baltymais asocijuoty receptoriy ir jy ligandy (melatonino) funkcijy jtakos
imuninés sistemos lgsteléms (tgstiniai tyrimai), bei humoralinio ir Igstelinio
imuniteto virusiniy (parvovirus B19 bei Candida mieliy) infekcijy atvejais tyrimai.
(390 tiikst. Eur).

Mokslo literatiiroje apraSyta labai daug G-baltymais asocijuoty receptoriy, kuriy funkcijos
dar néra galutinai iStirtos. Daugumos tokiy receptoriy detali ekspresija bei funkcijos imuninés
sistemos lgstelése yra nezinomos. Todé¢l vienas i§ uZzdaviniy yra tyrinéti su G baltymais
asocijuoty receptoriy ir jy ligandy funkcijas imuninés sistemos lgstelése. Vienas 1§ tokiy
ligandy yra melatoninas. Melatoninas sintetinamas tamsiu paros metu, o §viesa jo sinteze
inhibuoja). Melatoninas reguliuoja cirkadinius ritmus lasteliy ciklg, Igsteliy proliferacija,
apoptoze, citoskeleto reorganizacija, pasizymi antioksidantiniu, imunomuduliatoriniu poveikiu.
Jau nustatyta, kad melatonino sintezés sutrikimai yra susij¢ su véziniais susirgimais bei




2

autoimuninémis ligomis (Carrillo-Vico, Guerrero et al. 2005). Melatoninas veikia Igsteles per 3
tipy receptorius: membraninius MT1 ir MT2, citozolini MT3/Q2 ir branduolinius receptorius
RORa, RORPB, RORy (Hardeland, Cardinali et al. 2011). Taciau apie tai, kurie receptoriai uz
kurias melatonino funkcijas yra atsakingi moduliuojant imuninj atsakg yra tyrimy stadijoje. Bus
tiriama melatonino jtaka granuliocity migracijai j infekcijos vietas, melatonino receptoriy
raiska, o taip pat jo poveikis fagocitiniy lasteliy deguonies ir azoto laisvy radikaly produkcijai
bei fagocitozei. Bus atliekami alerginio kontaktinio dermatito imunologiniy mechanizmy
tyrimai bei potencialiy molekuliniy ir Igsteliniy biozymeny paieska.

3. Gamtiniy imunomoduliatoriy (pagrindinai beta gliukany) tyrimai in vivo ir in vitro
modelinése sistemose, tikslu sudaryti optimaliag biologiSkiai/farmakologiSkai
veiksmingg beta gliukany ,,vaisto* kompozicija. (445 tiikst. Eur).

Bus toliau vykdoma gamtiniy biologiskai aktyviy junginiy paieSka ir panaudojimo
galimybiy imunomoduliacijai laboratoriniy gyviiny modeliuose tyrimas, atlickama fotometriné
imunoglobuliny charakteristika, tiriamas augaliniy preparaty moduliacinis poveikis
uzdegiminiam bei imuniniam atsakui ir oksidaciniam stresui, tiriamas polisacharidy (skirtingo
molekulinio svorio beta-gliukany) poveikis peliy makrofagams ir dendritinéms Igsteléms in
vitro ir in vivo. Tam tikslui jgyvendinti bus naudojami ksperimentiniai-biologiniai modeliai,
atlikamas jy gausinimas Standartizavimas

4. Imuniniy biologiniy jutikliy, skirty antigeno ir antikiino sgveikos registravimui, ir
fermentiniy biologiniy jutikliy, skirty realiuose méginiuose esanciy analiCiy
nustatymui (pvz.: gliukozés) kiirimas bei tobulinimas. (300 tiikst. Eur)

Didelis démesys bus skiriamas kryptingo antikiing imobilizavimo pavirSiuje
technologijoms, taip siekiant padidinti imuninio jutiklio jautrj. Taip pat bus siekiama sukurti
jautrius ir patogius vartotojui gliukozeés jutiklius, panaudojant skirtingai modifikuotus pavirsius,
imobilizuotus red-oks tarpininkus bei jvairius fermenty imobilizavimo metodus (tgstiniai
tyrimai).

4. Metodologinis tyrimy pagrindimas:

e Liuceferaze ekspresuojantys limfocitai bus aktyvinami in vitro ir in vivo. Panaudojant
magnetines mikrogranules, bus isskiriamos atskiros limfocity subpopuliacijos, kurios bus
suleidziamos imunodeficitinems RAG™ peléms su autoimuniniais ar navikiniais pazeidimais.

e Planuojamuose tyrimuose numatoma gauti daugiau Ziniy apie imuninés sistemos lasteliy
subtipy dalyvavimg ligy patogenezéje. Imuninés sistemos lgsteliy migracijos ir proliferacijos in
vivo tyrimuose bus naudojamos Rag2 pelés. Rag2 pelése yra mutuotas rekombinacijg
aktyvuojantis genas 2 (Rag2). Siose pelése negali vykti V(D)J persitvarkymas, todél nesubresta
nei T, nei B limfocitai. Rag2 pelés bus naudojamos kaip imuninés sistemos lgsteliy recipientai
tirti $iy lasteliy funkcinéms savybéms. Imuninés sistemos lgsteliy migracija ir proliferacija in
vivo bus tiriama naudojant bioliuminescentinio vaizdinimo metodus.

e Lasteliy ir organy vaizdinimas in vivo, naudojant 1VIS vaizdinimo sistema.

e Su G baltymais asocijuoty receptoriy tyrimams bus naudojami eksperimentiniai gyviinai
(BALB/c pelés, Lewis ziurkés). Bus naudoti molekulinés biologijos, lasteliniy kultiiry bei
imunologinai metodai. Prietaisai: boksas, CO2 inkubatorius, témés-citometrai, lasteliy sorteris,
DNR ir baltymy elektroforezes aparatai, PCR jranga, multiskanas ir pan.

e Alerginio kontaktinio dermatito diagnostikai skirty Zymeny paieskai bus tiriami
citokinai bei metabolitai ligoniy ir sveiky Zzmoniy kraujo serume. Taip pat bus naudojami
eksperimentiniai gyviiny modeliai.

e Programos vykdymui bus taikomi Siuolaikiski tyrimy metodai bei priemonés jvardinti
Zemiau:

o genetiniai (PGR);
o klinikiniai;
o hematologiniai;




biocheminiai;
imunologiniai metodai: imunofermentinis metodas (ELISA, ELISPOT),
imunoelektroforezé, imunodifuzija;
patomorfologiniai, histologiniai metodai;
audiniy kultiiros, Sviesing ir fluorescenciné mikroskopija, spektrofotometrija;
stereomikroskopija;
T ir B limfocity funkcinio akyvumo tyrimai;
NK ir NKT limfocity funkcinio akyvumo tyrimai,
Mieloidinés kilmés supresoriniy lgsteliy bei supresoriniy receptoriy tyrimai;
dendritiniu lasteliu brandinimo ir aktyvinimo tyrimai;
dendritiniu lasteliu imunogeniniy ir tolerogeniniy savybiy tyrimai,
monokloniniy ir polikloniniy antikiiny ktirimas
srautiné citometrija;
Western blotingas;
o lasteliy kultiiros;

Elektrodo pavirSiaus modifikavimas skirtingais metodais, giminingos sgveikos (imuniniai
biologiniai jutikliai) ar analités buvimo biologiniuose méginiuose (pvz. serume) (fermentiniai
biologiniai jutikliai) registravimas optiniai bei elektrocheminiais metodais. Darbe bus
naudojamas UV-vis spektrofotometras, elektrocheminé aparatiira bei pavirSiaus plazmony
rezonanso jrenginys. Bus tiriami tiesioginiai ir netiesioginiai analités nustatymo metodai,
siekiant sukurti kuo jautresn¢ analizing sistema, skirta anali¢iy nustatymui biologiniuose
méginiuose.

o O
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5. Tyrimy etapai ir jy charakteristika:

5.1. Imuninés sistemos lasteliy (dendritiniy lasteliy, natiiraliy kileriy, nattiraliy kileriniy T
limfocity, citotoksiniy T limfocity, mieloidinés kilmés supresoriniy lgsteliy ir kt.) diferenciacijos
ir funkciniy savybiy tyrimai biologiniuose modeliuose. I-as etapas 2017 - 2019 m.

Ataptyvinés imunoterapijos metodologijos paruoSimas, imuninés sistemos parametry
tyrimas eksperimentinés terapijos laike. Optimaliy imuniteto parametry stebésenai parinkimas ir
vertinimas 1l-etapas 2019 - 2021 m.

T reguliaciniais limfocitais (Treg) vadinami CD4+ ir CD8+ T limfocitai, kurie slopina
kity imuninés sistemos lasteliy (T lasteliy pagalbininkiy, citotoksiniy T limfocity, B limfocity,
NK Iasteliy, dendritiniy Igsteliy, makrofagy) funkcijas, i§skirdami citokinus (pvz., IL-10, TGFp)
ar tiesioginio kontakto metu. Imuninj atsaka slopinan¢iu poveikiu pasiZymintiems
(imunosupresiniams) limfocitams biidinga tam tikry nespecifiniy Zymeny raiska, i§ kuriy
paminétini CD25 (IL-2 receptoriaus o grandiné), FoxP3. forkhead helix box P3), GITR (angl.
glucocorticoid — induced tumor necrosis factor receptor), CD103 (04p7 integrinas), CTLA-4
(angl. cytotoxic T lymphocyte late antigen) ir kt. Ivairiy tyrimy rezultatai rodo, kad
imunosupresiniu  poveikiu pasizymintys Treg limfocitai atlieka itin svarby vaidmenj
autoimuniniy, imunodeficitiniy bei alerginiy ligy patogenezéje, taip pat dalyvauja reguliuojant
alotransplantato atmetimo reakcijas bei slopinant prieSnavikinj imuninj atsaka (Arosa FA. 2002,
André S. et al. 2009, Focosi D. et al. 2010).

Ankstesniy mety tyrimy rezultatai (Jur§énaité J. et. al. 2015; Sudzius G. et. al. 2015) parodé¢,
kad imuniteto Zymeny vertinimas imunoterapijos bei patologijy atvejais duoda naudingg
moksling ir praktine informacijg biomedicinos mokslui.

5.2. Su G baltymais asocijuoty receptoriy ir jy ligandy (melatonino) funkcijy tyrimas
imunings sistemos lastelése: 2017-2021 m.m.

Be placiai Zinomy G-baltymais asocijuoty citokiny receptoriy, paskutiniais metais yra
aprasyti receptoriai, kurie aktyvuojasi fosfolipidais, lipidais, nukleotidais, neuropeptidais, mazos
molekulinés masés augalinés kilmés molekulémis ar net pakitusiu pH. Kai kuriy receptoriy
ligandai visiskai nezinomi. Daugumos tokiy receptoriy funkcijos ir detali ekspresija imuninés
sistemos lgstelése yra mazai Zinoma ar visiSkai nezinoma. Vienas tokiy ligandy yra melatoninas.

Melatonino vaidmuo imuninei sistemai IMC tiriamas jau keleta mety. Nustatyta, kad
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melatoninas, veikdamas per MT2 receptoriy, moduliuoja antikiiny produkcijg ir, kad melatonino
koncentracija kraujo serume imunizacijos metu yra labai svarbi antikiiny susidarymui
(Cernysiov, Gerasimcik et al. 2010) , bei imuninés sistemos lasteliy migracijai j uzdegimo vieta
(Cernysiov, Mauricas et al. 2011). Buvo istirta melatonino receptoriy raiska uzkricio liaukos,
kauly ciulpy Iastelése, B bei T limfocituose ir nustatyta, kad melatonino receptoriy raiska
priklauso nuo cirkadinio laiko, o kai kuriy (pvz., MT1 ir MT2) receptoriy raiska priklauso nuo
melatonino koncentracijos serume. (Cernysiov, Bozaite et al. 2014, Cernysiov, Bozaite et al.
2014). Buvo nustatyta, kad melatoninas inhibuoja granuliocity migracija, veikdamas per MT2 ir
MT3 receptorius (Mauricas, Girkontaite, 2015). Atlikti pirminiai alerginio kontaktinio dermatito
biozymeny tyrimai (Zinkeviciené A. et al. 2015, 2016 m.).

Esminiai darby etapai:

I-as etapas 2017-2019 m.

Alerginio kontaktinio dermatito molekuliniy ir Igsteliniy biozymeny tyrimas.

Melatonino jtakos imuninés sistemos lasteliy adhezijai, migracijai, citokiny produkcijos
imuninio atsako laike tyrimas.

I1-as etapas 2019-2021 m.

Melatonino jtakos onkologiniy ar autoimuniniy ligy patogenezei tyrimas

Melatonino ir jo receptoriy raiskos imuninése lastelése sen¢jimo laike tyrimai.

Naujy ir esamu laikmeciu svarbiy biomolekuliy funkcijy imuninei sistemai tyrimai

5.3. Gamtiniy imunomoduliatoriy tyrimai in vivo ir in vitro modelinése sistemose.
Eksperimentiniai-biologiniai modeliai ir jy standartizavimas

Laboratoriniy gyviiny, kaip modelio, naudojimas glaudziai susijgs su biologijos,
medicines, veterinarijos moksly raida. Siy mokslo sri¢iy moksliniuose tyrimuose naudojami:
linijinés pelées BALB/c, CBA, DBA/2, CC57W, C57Bl/6] inbridiniy linijy, Wistar, Lewis
populiacijos ziurkés, jiiry kiaulytés, triusiai iSauginti misy centre.

Eksperimenty kokybé su jais priklauso nuo gyviiny genotipo ir fenotipo, todél nuolat
Reciprokinés izotranspalntacijos metodu ir PGR metodais vertinamas inbrydiniy gyviiny
genotipas, skai¢iuojami inbrydingo koeficientai, vedama linijy geneologija.

Biomodeliy panaudojimas in vitro ir in vivo modelinése sistemose:

1. Biologiskai aktyviy medziagy, imunomoduliatoriy tyrimai in vivo modelinése sistemose
(2017-2021 m.)

2. Lasteliy kultiry panaudojimas biologiskai aktyviy medziagy tyrimams (alternatyviy
tyrimo metody taikymas) (2017-2021 m.):

- imunomoduliacinémis savybémis pasizymin¢iy medziagy tyrimai lasteliy kultarose;

- lasteliy kultiiry panaudojimas lasteliy proliferacijos, diferenciacijos ir Ziities mechanizmy
tyrimams.

5.4. Biologiniy jutikliy skirty antigeno ir antikiino saveikos registravimui kirimas bei
tobulinimas, atliekant kryptinga antikiiny imobilizavimg pavirSiuje. Modifikuojant elektroda
fermentiniam biologiniam jutikliui, didelis démesys skiriamas tinkamy red-oks tarpininky
parinkimui bei fermento imobilizavimui. Geriausi biologiniai jutikliai bus iStirti biologiniuose
méginiuose. 2017-2021 m.m.

I-as etapas 2017-2020 m.m.
Imuniniy ir fermentiniy biologiniy jutikliy kiirimas.
I1-as etapas 2020-2021 m.m.
Imuniniy ir fermentiniy biologiniy jutikliy tyrimas biologiniuose méginiuose.

6. Numatomi rezultatai (nurodyti kokie laukiami rezultatai)

e Remiantis tyrimy duomenimis sieksime jvertinti citotoksiniy, dendritiniy ir supresoriniy
reguliaciniy lasteliy kiekybinius skirtumus bei jy imuninj atsaka slopinancias savybes
(supresorinius receptorius) patologijy atvejais, lyginant su sveikais individais.

e IStirtas melatonino (ir galimai kity ligandy) vaidmuo moduliuojant imuninj atsaka.

e Tikimasi surasti alerginio kontaktinio dermatito diagnostikai vertingg Zymenj.
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Pateikiami standartizuoti biomodeliai eksperimentams in vivo.

IStirti nauji preparatai (sudaryti beta gliukany pagrindu bendradarbiaujant su UAB
,Biocentras®) iSaiSkintos jy imunomoduliacings, priesartritinés, prieSvézinés savybes.
Sukurti imuniniy ir fermentiniy biologiniy jutikliy modeliai. Jvertintas jy tinkamumas
analizei biologiniuose méginiuose. IStirtas biologiniy jutikliy jautris, nustatymo bei
aptikimo ribos, stabilumas ir galimybé panaudoti daugkartiniams matavimames.
Planuojame gautus rezultatus publikuoti ISI Web of Sciense sgraSo Zurnaluose su
citavimo indeksu po 3-4 straipsnius metuose.

Plétojamos biologijos krypties doktorantiros studijos, numatoma 4-6 doktorantai.
Planuojama, kad Sios programos rezultaty pagrindu bus apginta iki 4 mokslo daktaro
disertacijy.

7. Rezultaty sklaidos priemonés (rezultaty skelbimas, vieSinimas ir populiarinimas)

Pranesimai bei dalyvavimas tarptautinése mokslinése konferencijose (ne maziau kaip po
3 prane$imus kasmet).

Programos vykdytojai aktyviai dalyvaus Lietuvos imunology draugijos veikloje,
vieSindami savo veiklos rezultatus draugijos organizuojamuose renginiuose.

Rezultaty sklaidos veikla apims ir kitas jprastas priemones: mokslo populiarinimo
straipsnius populiarioje spaudoje, pasisakymus Ziniasklaidai ir pan.

8. Preliminarus programos 1éSy paskirstymas (tiikst. Eur)

Eil. | ISlaidy pavadinimas 2017 2018 2019 2020 2021 Visai
Nr. metais | metais | metais | metais | metais | programai
(suma)
1. Programai skirti norminiai | 9 etatai | 9 etatai | 9 etatai | 9 etatai | 9 etatai 4315
etatai, 1¢Sos 86,3 86,3 86,3 86,3 86,3
2. Kitos 1€Sos planuojamos 284,7 284,7 284,7 284,7 284.7 14235

programai vykdyti (i$ kity,
institutui skirty valstybés
biudzeto bazinio
finansavimo 1ésy)

ISviso | 371 371 371 371 371 1855

9. Programos trukmé 2017 - 2021 metai

10. Programos vadovas  dr. Mykolas Mauricas, Imunologijos skyriaus vedéjas, vyriausiasis
mokslo darbuotojas, Tel.: (8 5) 2469248; E. pastas: mykolas.mauricas@imcentras.|t
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