PATVIRTINTA

Lietuvos Respublikos §vietimo ir mokslo
ministro 2017 m. balandzio 24 d.
jsakymu Nr. V-273

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

1. Programos vykdytojas - Valstybinis moksliniy tyrimy institutas Inovatyvios medicinos
centras (toliau — IMC).
Norminiai etatai skirti programai — 9.

2. Programos tikslas - gauti naujy mokslo tyrimais pagrjsty ziniy reikalingy inovatyvios
medicinos technologijy bei biotechnologijy plétrai.
Tyrimy principas - kompleksiSkumas, apimantis molekulinius ir 1gstelinius imuniteto tyrimus
biomodeliuose in vitro ir in vivo, laboratoriniy gyviiny ir alternatyviy tyrimo metody taikymas
zmogaus ligy modeliavimui, naujy biologiskai aktyviy medziagy bei lgsteliy biologinio poveikio
tyrimams, antikiing ktrimas ir taikymas bioanalitiniy test-metody karimui ir tobulinimui.
Pagrindinés tyrimy kryptys - autoimuniniy, alerginiy, onkologiniy ligy lgsteliniy ir molekuliniy
imuniteto mechanizmy tyrimai; biologiskai aktyviy medziagy, imunomoduliatoriy tyrimai lasteliy
kulttrose ir biomodeliuose in Vvivo; nanotechnologiniy metody taikymas biomedicininiuose
tyrimuose.

3. Programos uzdaviniai:

3.1. Tirti imunings sistemos lasteliy (dendritiniy lasteliy, nattraliy kileriy, natiiraliy kileriniy T
limfocity, citotoksiniy T limfocity, mieloidinés kilmés supresoriniy Iasteliy, citokiny)
funkcionavimo mechanizmus biologiniuose modeliuose, tikslu surasti diagnostikai vertingus
bioZzymenis, bei giliau pazinti patologinius procesus.

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

Bus atliekamas adaptyvinés imunoterapijos metodologijos paruo$imas, imuninés sistemos
parametry tyrimas eksperimentinés terapijos laike. Optimaliy imuniteto parametry stebésenai
parinkimas ir vertinimas, kuriamos adaptyvinés T lgsteliy 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/gebé¢jimas slopinti CD8* T limfocity IFNy sekrecija
Imuninés sistemos lasteliy kiekybinés charakteristikos bus tiriamos naudojant TissueGnostics
skaitmeninés mikroskopijos platformg ir TissueFAXS programing jrangg. Imuninés sistemos
lasteliy funkcinés charakteristikos bus tiriamos naudojant ELISPOT metodika.

3.2. 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.

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. Todél vienas i§ uzdaviniy yra tyrinéti su G baltymais
asocijuoty receptoriy ir jy ligandy funkcijas imuninés sistemos lastelése. Vienas i$ tokiy ligandy
yra melatoninas. Melatoninas sintetinamas tamsiu paros metu, o Sviesa jo sintez¢ inhibuoja).
Melatoninas reguliuoja cirkadinius ritmus lgsteliy cikla, lasteliy proliferacija, apoptoze,
citoskeleto reorganizacija, pasiZymi antioksidantiniu, imunomuduliatoriniu poveikiu. Jau
nustatyta, kad melatonino sintezés sutrikimai yra susij¢ su véziniais susirgimais bei
autoimuninémis ligomis (Carrillo-Vico, Guerrero et al. 2005). Melatoninas veikia lasteles per 3
tipy receptorius: membraninius MT1 ir MT2, citozolini MT3/Q2 ir branduolinius receptorius
RORa, RORP, 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,




0 taip pat jo poveikis fagocitiniy lasteliy deguonies ir azoto laisvy radikaly produkcijai bei
fagocitozei. Bus atlickami alerginio kontaktinio dermatito imunologiniy mechanizmy tyrimai bei
potencialiy molekuliniy ir Iasteliniy bioZymeny paieska.

3.3. Gamtiniy imunomoduliatoriy (pagrindinai beta gliukany) tyrimai in vivo ir in vitro
modelinése sistemose, tikslu sudaryti optimalig biologiskiai/farmakologiskai veiksminga beta
gliukany ,,vaisto* kompozicijg.

Bus toliau vykdoma gamtiniy biologiskai aktyviy junginiy paieska ir panaudojimo galimybiy
imunomoduliacijai laboratoriniy gyviny modeliuose tyrimas, atliekama 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 lasteléms in vitro
ir in vivo. Tam tikslui jgyvendinti bus naudojami ksperimentiniai-biologiniai modeliai, atlikamas
Ju gausinimas standartizavimas

3.4. Imuniniy biologiniy jutikliy, skirty antigeno ir antikiino sgveikos registravimui, ir
fermentiniy biologiniy jutikliy, skirty realiuose méginiuose esan¢iy anali¢iy nustatymui (pvz.:
gliukozes) kiirimas bei tobulinimas.

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

4. Metodologinis tyrimy pagrindimas:

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.
Planuojamuose tyrimuose numatoma gauti daugiau ziniy apie imuninés sistemos lgsteliy subtipy
dalyvavimg ligy patogenezéje. Imuninés sistemos lasteliy 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 lgsteliy
funkcinéms savybéms. Imuninés sistemos lgsteliy migracija ir proliferacija in vivo bus tiriama
naudojant bioliuminescentinio vaizdinimo metodus. Lasteliy ir organy vaizdinimas in vivo,
naudojant VIS vaizdinimo sistema.

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 elektroforezés aparatai, PCR jranga, multiskanas ir pan.

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

Programos vykdymui bus taikomi Siuolaikiski tyrimy metodai bei priemonés: genetiniai
(PGR), Klinikiniai, hematologiniai, biocheminiai, imunologiniai metodai: imunofermentinis
metodas (ELISA, ELISPOT), imunoelektroforezé, imunodifuzija, patomorfologiniai,
histologiniai metodai; audiniy kultiros, S§viesiné 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 kiirimas;
srautiné citometrija; Western blotingas; lasteliy kulttiros.

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




5. Tyrimy etapai ir ju charakteristika; detalus jgyvendinimo planas

Imuninés sistemos lasteliy (dendritiniy lgsteliy, nattiraliy kileriy, nataraliy kileriniy T limfocity,
citotoksiniy T limfocity, mieloidinés kilmés supresoriniy lasteliy ir kt.) diferenciacijos ir
funkciniy savybiy tyrimai biologiniuose modeliuose. I-as etapas 2017 - 2018 metais.

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

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
lasteliy, dendritiniy lasteliy, makrofagy) funkcijas, iSskirdami citokinus (pvz., IL-10, TGFp) ar
tiesioginio  kontakto metu. Imuninj atsaka slopinan¢iu poveikiu  pasizymintiems
(imunosupresiniams) limfocitams budinga tam tikry nespecifiniy zymeny raiska, i§ kuriy
paminétini CD25 (IL-2 receptoriaus o granding), FoxP3. forkhead helix box P3), GITR (angl.
glucocorticoid — induced tumor necrosis factor receptor), CD103 (a4p7 integrinas), CTLA-4
(angl. cytotoxic T Ilymphocyte late antigen) ir kt. [vairiy 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 atsakg (Arosa FA. 2002, André S. et al.
2009, Focosi D. et al. 2010).

Ankstesniy mety tyrimy rezultatai (JurSénaité J. et. al. 2015; Sudzius G. et. al. 2015) parodé,
kad imuniteto Zymeny vertinimas imunoterapijos bei patologijy atvejais duoda naudingg moksling
ir prakting informacija biomedicinos mokslui.

Su G baltymais asocijuoty receptoriy ir jy ligandy (melatonino) funkcijy tyrimas imuninés
sistemos Igstelése: 2017-2021 metais.

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 Igstelése yra mazai zinoma ar visiskai nezinoma. Vienas tokiy ligandy yra melatoninas.

Melatonino vaidmuo imuninei sistemai IMC tiriamas jau keleta mety. Nustatyta, kad
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 lgsteliy migracijai j uzdegimo vietg (Cernysiov,
Mauricas et al. 2011). Buvo iStirta melatonino receptoriy raiska uzkrii¢io liaukos, kauly Ciulpy
lastelése, 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 metai). 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 metai). Melatonino jtakos onkologiniy ar autoimuniniy ligy
patogenezei tyrimas. Melatonino ir jo receptoriy raiSkos imuninése lastelése sené¢jimo laike
tyrimai. Naujy ir esamu laikmeciu svarbiy biomolekuliy funkcijy imuninei sistemai tyrimai.
Gamtiniy imunomoduliatoriy tyrimai in vivo ir in vitro modelinése sistemose. Eksperimentiniai-
jury kiaulytés, triusiai iSauginti miisy centre. Biologiniai modeliai ir jy standartizavimas.
Laboratoriniy gyviny, kaip modelio, naudojimas glaudziai susijes su biologijos, medicines,
veterinarijos moksly raida. Siy mokslo sri¢iy moksliniuose tyrimuose naudojami: linijinés pelés
BALB/c, CBA, DBA/2, CC57W, C57Bl/6J inbridiniy linijy, Wistar, Lewis populiacijos Ziurkés,
Eksperimenty kokybé su jais priklauso nuo gyviny genotipo ir fenotipo, todél nuolat atlieckami

izotranspalntacijos metodu ir PGR metodais vertinamas inbrydiniy gyviiny genotipas,




skai¢iuojami inbrydingo koeficientai, vedama linijy geneologija.

| ir Il etapai (2017-2021 metai). Biomodeliy panaudojimas in vitro ir in vivo modelinése
sistemose: Biologiskai aktyviy medziagy, imunomoduliatoriy tyrimai in vivo modelinése
sistemose; Lasteliy kultiry panaudojimas biologiskai aktyviy medziagy tyrimams (alternatyviy
tyrimo metody taikymas) - imunomoduliacinémis savybémis pasizyminciy medziagy tyrimai
lasteliy kultirose; lasteliy kultiiry panaudojimas lasteliy proliferacijos, diferenciacijos ir zuties
mechanizmy tyrimams.

Biologiniy jutikliy skirty antigeno ir antikiino sgveikos registravimui karimas bei
tobulinimas, atlieckant kryptinga antikiny imobilizavima pavirSiuje. Modifikuojant elektroda
fermentiniam biologiniam jutikliui, didelis démesys skiriamas tinkamy red-oks tarpininky
parinkimui bei fermento imobilizavimui. Geriausi biologiniai jutikliai bus istirti biologiniuose
méginiuose).

I-as etapas (2017-2020 metai). Imuniniy ir fermentiniy biologiniy jutikliy kiirimas.
I1-as etapas (2020-2021 metai). Imuniniy ir fermentiniy biologiniy jutikliy tyrimas biologiniuose
meéginiuose.

6. Numatomi rezultatai:

6.1. Remiantis tyrimy duomenimis sieksime jvertinti citotoksiniy, dendritiniy ir supresoriniy
reguliaciniy lgsteliy kiekybinius skirtumus bei jy imunin] atsakg slopinancias savybes
(supresorinius receptorius) patologijy atvejais, lyginant su sveikais individais.

6.2. Istirtas melatonino (ir galimai kity ligandy) vaidmuo moduliuojant imuninj atsaka.

6.3. Tikimasi surasti alerginio kontaktinio dermatito diagnostikai vertingg Zymen;.

6.4. Pateikiami standartizuoti biomodeliai eksperimentams in vivo.

6.5. Istirti nauji preparatai (sudaryti beta gliukany pagrindu bendradarbiaujant su UAB
,Biocentras®) i8aiskintos jy imunomoduliacinés, prieSartritinés, prieSveézinés savybes.

6.6. Sukurti imuniniy ir fermentiniy biologiniy jutikliy modeliai. [vertintas jy tinkamumas
analizei biologiniuose méginiuose. IStirtas biologiniy jutikliy jautris, nustatymo bei aptikimo
ribos, stabilumas ir galimybé panaudoti daugkartiniams matavimams.

6.7. Planuojame gautus rezultatus publikuoti IST Web of Sciense saraso Zurnaluose su citavimo
indeksu po 3-4 straipsnius metuose.

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

7. Rezultaty sklaidos priemonés:
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 léSy paskirstymas (tiikst. Eur)

Eil. I$laidy pavadinimas 2017 2018 2019 2020 2021 Visai
Nr. metais | metais | metais | metais | metais programai
(suma)
1. Programai skirti norminiai O etatai | 9etatai | 9etatai | 9etatai | 9 etatai 4315
etatai, 1éSos 86,3 86,3 86,3 86,3 86,3
2. Kitos 1ésos planuojamos 284,7 284,7 284,7 284,7 284,7 14235

programai vykdyti (i$ kity,
institutui skirty valstybés
biudZeto bazinio
finansavimo 1éSy)

IS viso 371 371 371 371 371 1855

9. Programos trukmeé 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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NAUJOS KAMIENINIU LASTELIU IR REKOMBINANTINIU MOLEKULIU
TECHNOLOGIJOS AUDINIU INZINERIJAI IR REGENERACINEI MEDICINAI

1. Programos vykdytojas - Valstybinis moksliniy tyrimy institutas Inovatyvios medicinos
centras (toliau — IMC).

Norminiai etatai skirti programai — 10.

2. Programos tikslas - vykdyti fundamentinius ir taikomuosius mokslinius tyrimus siekiant
kurti ir tobulinti naujas inovatyvias kamieniniy ir aukStesnés diferenciacijos lasteliy,
rekombinantiniy molekuliy gamybos, audiniy inZinerijjos ir regeneracinés medicinos
technologijas.

3. Programos uzdaviniai:

3.1. Siekdami programos tikslo kamieniniy ir auksStesnés diferenciacijos lgsteliy, bei audiniy
inzinerijos ir regeneracinés medicinos tyrimy kryptyje iSkéléme Siuos uzdavinius:

3.1.1. Vykdyti fundamentinius pliuripotentiSkumo ir diferenciacijos molekuliniy mechanizmy
tyrimus Siam tikslui panaudojant Zmogaus (neembrioninés kilmes) ir gyviiny kamienines Igsteles.

3.1.2. Tirti endogeninius audiniy reparacijos mechanizmus panaudojant kamieniniy lgsteliy
produkuojamus veiksnius.

3.1.3. Kurti naujos kartos terapijos technologijas panaudojant kamieniniy Igsteliy
produkuojamus veiksnius.

3.1.4. Tirti kamieniniy lgsteliy ir jy mikroaplinkos (kity tipy lasteliy ir tarplastelinio uzpildo)
sgveikos mechanizmus panaudojant naujos kartos audiniy inzinerijos metodus (230 tukst Eur).

3.1.5. Tirti natiraliy ir sintetiniy karkasy panaudojimo galimybes audiniy rekonstrukcijai
jvairiy patologiniy bukliy metu.

3.1.6. Vykdyti skirtingo diferenciacijos laipsnio peliy kamieniniy lgsteliy funkcijos tyrimus in
VIVO.

3.2. Kita programos darbo kryptis susijusi su rekombinantiniy terapinés paskirties baltymy
technologijy kurimu. Keliamas tikslas sukurti pazangias suliety baltymy valymo technologijas ir
panaudoti jas terapiskai svarbiy naujy baltymy gamybai ir iSgryninimui. Siekiant numatyto tikslo
Sioje tyrimy kryptyje keliami uzdaviniai:

3.2.1. Atrinkti bakterinius kamienus, kurie garantuoja maksimaly naujai sukurty
rekombinantiniy SUMO DNR konstrukty stabilumg ir pagaminti, charakterizuoti bakteriniy
kamieny bankus bei uztikrinti jy ilgalaiki iSlaikymg. EksperimentiSkai patikrinti SUMO
technologijos pagrindu gaminamy baltymy raiska, tirpuma ir stabiluma.

3.2.2. Klonuoti SUMO proteazés geng ir atlikti analogiSkus bakteriniy kamieny tyrimus,
uztikrinant SUMO proteazes geno stabiluma ir bakterinio banko sukiirimg bei charakterizavima.

3.2.3. Pagaminti bakterijose SUMO proteaz¢ ir ja iSgryninti, naudojant chromatografijos
metodus. Sukurti metodus SUMO proteazés kiekiui ir aktyvumui nustatyti ir panaudoti juos
charakterizuojant rekombinanting SUMO proteaze (UV VIS, flourescencija, elektroforeze ir
fermentinio aktyvumo jvertinimas).

3.2.4. Panaudoti SUMO proteaze suliety su SUMO baltymy kirpimui ir i§valymui.

4. Metodologinis tyrimy pagrindimas:

4.1. KamieniSkumu pasizymin¢iy lgsteliy iSskyrimas i§ suaugusio organizmo audiniy (pvz.,
zmogaus placentos, Zmogaus periferinio kraujo, jvairiy pelés organy) vadovaujantis jau
apraSytomis metodikomis ir jas modifikuojant.

4.2. Saugaus ir efektyvaus lasteliy auginimo ir dauginimo €X Vivo tyrimai: auginimo terpiy
priedy, aplinkos atmosferos sudéties, pavirSiaus dangos ir auginimo aplinkos formos jtakos
steb¢jimas.

4.3. PavirSiaus ir vidulasteliniy kamieniSkumo ir/arba specializacijos Zymeny paieska tékmés
citometrijos, geny raiSkos ir baltymy profilio tyrimy pagalba; mikroskopiniai gyvy ir fiksuoty
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kulttiry tyrimai; funkciniai méginiai in vitro (migracijos, kontraktiliskumo, impulso perdavimo,
barjerinio sluoksnio sudarymo, vamzdiniy struktiiry formavimo ir kt. méginiai.

4.4. Keliy tipy lasteliy auginimas kartu miSinyje, atskirais sluoksniais viename inde, ant
nanostruktiriskai skirtingy pavir$iy tame paciame inde, trimaciuose karkasuose ir/ar ant sintetiniy
matricy ir t.t. Auginimo modelio jtakos lasteliy morfologijai ir funkcijai tyrimas. Audiniy
fragmenty formavimas. Specifiniy audiniy modeliy kurimas, vaskuliarizavimo problemy
sprendimai, audiniy modeliy pritaikymas ir sertifikavimas toksikologiném, farmakologinéms ir
kitoms studijoms (pvz., plauc¢iy modelio pritaikymas oro tarSos tyrimams, kremzlés modelio
pritaikymas farmaciniy preparaty iSbandymams ir t.t).

4.5. Baltymy chemija — gryninimo procesy kiirimas, i§gryninty baltymy formulavimo paieska
ilgalaikiam saugojimui, baltymy stabilizacija.

4.6. Analizés metody kiirimas baltymo kokybés kontrolei kuriamo proceso stadijose.

4.7. I8gryninty baltymy biologinés funkcijos analizés metodai (sgveika su specifiniais
antikiinais).

4.8. Metodai, pagristi antigeno — antikiino sgveika. Jie tinka baltymy kiekybiniam nustatymui
tick miSiniuose, tiek iSgrynintuose pavyzdziuose. Imunofermentiniy metody (ELISA,
imunoblotas) ir biomolekuliy sgveikos tyrimo sistemy (Biacore, Octet systems) taikymas. SUMO
proteazei specifinius antikinus produkuojancios hibridomos bus gautos suliejus imunizuoty
BALB/c peliy bluZznies ir mielomines SP2/0 linijos lgsteles. PavirSiaus plazmoninio rezonanso
metodu atliekama epitopiné analizé. Kuriama imunofermentinés analizés (IFA) sistema SUMO
proteazeés kiekybiniam nustatymui.

Institute veikia modernios lgsteliy kultivavimo ir tyrimy laboratorijos apriipintos Siuolaikine
jranga (tékmés citometrai su lgsteliy sorteriu FACAria Il ir FACSAria 111, Beckton Dickinson,
tekmés citometras Cyflow Space, Partec; biorekatorius Biolevitator, Hamilton; Konfokalinés
mikroskopijos sitema Leica SP8; realaus laiko PGR sistemos Stratagene Mx 3005P ir Biorad
CFX 96; baltymy izofokusavimo sistema Protean IEF cell, Biorad; mikroploksteliy skaitytuvai
Asys UVM340 ir Fluoroskan Ascent FL, Thermo Labsystems, in vivo vaizdinimo sistema
IV1S200, Perkin Elmer 1VI1S200, ir kt.).

5. Tyrimy etapai ir ju charakteristika; detalus jgyvendinimo planas

5.1. Kamieniniy lasteliy ir aukStesnés diferenciacijos lasteliy tyrimo ir technologijy kiirimo
etapai:

5.1.1. pilotinés studijos numatytomis gydymo/diagnostikos strategijy kiirimo kryptimis (2017-
2021 metai): pilotiniai Igstelés biologijos (imortalizuoty, pirminiy ir kity tipy Igsteliy)
eksperimentai, biosuderinamumo eksperimentai (iSbandant naujas matricas ir substratus), naujy
lasteliy linijy iSskyrimas ir charakterizavimas, biotetikos leidimy paraiSky teikimas,
bendradarbiavimo grupiy sudarymas (su kliniky gydytojais, klinikinés laboratorijos personalu,
uzsienio kolegomis ir pan.), atsizvelgiant i pilotiniy eksperimenty rezultatus.

5.1.2. Pliuripotentiniy lasteliy ex vivo saugaus ir efektyvaus gausinimo metodologijy vystymas
(2017-2019 metai):

5.1.2.1. auginimo terpiy serumo ir atskiry augimo faktoriy parinkimas ir iSbandymas;

5.1.2.2. aplinkos atmosferos deguonies ir kity dujy kiekio/santykio parinkimas ir iS$bandymas;

5.1.2.3. auginimo indy pavir§iy padengimo tarplastelinio matrikso baltymais, jy miSiniais,
sintetinémis medziagomis, padengimo biologiskai aktyviomis molekulémis nanodimensijoje
tyrimai;

5.1.2.4. trimatés auginimo aplinkos formos (trimaciuose ar dvimaciuose modeliuose,
bioreaktoriuose) kiirimas ir tobulinimas;

5.1.2.5. kei¢iamy kultivavimo salygy jtakos lasteliy gyvybingumui, diferencijacijai,
morfologinéms ir funkcinéms charakteristikoms tyrimai.

5.2. Eksperimentinis darbas numatytomis gydymo/diagnostikos strategijy kiirimo kryptimis
(2018-2021 metai):
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5.2.1. In vitro neuroregeneracinio modelio sukiirimas ir iSbandymas: neuroregeneraciniy
danties pulpos kilmés kamieniniy lasteliy sekretuojamy veiksniy tyrimai;

5.2.2. kremzlés, kremzlés/kaulo bei sinovijos audinio regeneracijos tyrimai in vitro, veikiant
kamieniniy lasteliy produktais bei paciomis lgstelémis;

5.2.3. kraujagyslés fragmenty konstravimas pasitelkiant hidrogelio matricas ir pavir$iy mikro-
ar makro-struktiiravimag, kraujagysliy endotelio, lygiyjy raumeny sluoksnio, fibroblasty
auginimas in vitro ir gauty kraujagysliy mimetiky paruosimas klinikiniam panaudojimui;,

5.2.4. pelés kamieniniy lgsteliy iSskyrimo, auginimo ir gausinimo in vitro eksperimentai —
fundamentinéms zinioms apie embrioniniy kamieniniy lasteliy potencialumg gauti,
pluripotentiniy lasteliy palyginimui su multipotentinémis, totipotentiniy lasteliy i§gavimo i
pluripotentiniy embrioniniy kamieniniy lgsteliy galimiems mechanizmams atrasti;

5.2.5. prieSuzdegiminio ir imunomoduliacinio mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy poveikio
tyrimai uzdegimo, oksidacinio streso ir autoimuniniy procesy modeliuose (plau¢iy LOPL, odos
uzdegimy ir Kituose, vystomuose IMCe) in vitro ir in vivo (peliy ir Ziurkiy organizmuose). Bitina
atrinkti kamieniniy lgsteliy produkty pristatymo j audinius formas: egzosomos, auginimo terpe,
substrato praturtinimas ar lgsteliy suspensija; palyginti skirtingy poveikius, atrinkti ir validuoti
geriausias.

5.3. Audiniy modeliy in vitro tyrimams kirimas ir iSbandymas (2017-2021 metai) partnerysté
su fiziky ir chemiky atstovais, klinikos medikais: karkasy, biologiSkai aktyviy medziagy sintezés
ir jterpimo bei pirminiy lasteliy gavimo klausimai — lgsteliy iSskyrimas 1§ klinikinés medZiagos:
post-mortem audiniy, operacinés medziagos, donuoty audiniy likuciy (pagal turimus Bioetikos
leidimus); trimaciy karkasy atranka (i§ gatavy produkty), naujy kirimas, gamyba ir
panaudojimas (su partneriais):

5.3.1. odos, kraujagyslés, kremzlés, plauciy audinio modeliniy sistemy sukiirimas ir
charakterizavimas morfologiSkai, imunohistochemiskai ir funkciskai. Tai apima tinkamy lasteliy
linijjy ar pirminiy lIgsteliy atrankg, kultivavima, atkuriant natyvig aplinka, paruoSima
mikroskopijai, imunohistochemijai, funkciniams tyrimams. Pvz., odos epitelio lgsteliy auginimas
ant pasirinkty kandidatiniy substraty, veikimas diferenciacijos terpe (jos sudéties atranka),
kultivavimas oro-skys¢io pavir§iuje bei gauto multisluoksninio epidermio audinio
charakterizavimas auk$¢iau paminétais metodais. PanaSiais etapais kuriami ir kiti modeliai;

5.3.2. s¢kmingy modeliy validavimas, iSbandymai realiomis sglygomis, komercializavimas.

5.4. Rekombinantiniy baltymy gamybos technologijy kiirimas:

5.4.1. Klonavimas (sukurti SUMO baltymo pagrindu paremtg geny suliejimo DNR lygmenyje
technologija, atrinkti bakterinius kamienus, kurie garantuoja maksimaly naujai sukurty
rekombinantiniy SUMO DNR konstrukty stabiluma ir pagaminti, charakterizuoti bakteriniy
kamieny bankus bei uZztikrinti jy ilgalaikj iSlaikyma, klonuoti SUMO proteazés gena ir atlikti
analogi$kus bakteriniy kamieny tyrimus.) (2017-2018 metai);

5.4.2. SUMO proteazes gryninimas (pagaminti bakterijose SUMO proteaze ir ja iSgryninti,
naudojant chromatografijos metodus. SUMO proteaze¢ turi biiti charakterizuota pagal savo
aktyvuma, optimizuojamos fermentinés reakcijos salygos) (2018-2019 metai);

5.4.3. Metodologijos sukiirimas (parengti metodologija suliety su SUMO baltymy kirpimui ir
iSvalymui, panaudojant SUMO proteazg.) (2020 metai).

6. Numatomi rezultatai:

6.1. Planuojame gautus rezultatus publikuoti ISI Web of Science sgraSo zurnaluose su IF, po 3
straipsnius kasmet. Taip pat bus rengiamos publikacijos Kituose recenzuojamuose moksliniuose
zurnaluose.

6.2. Pasitilyta keleta gydymo/diagnostikos strategijy létinéms neinfekcinéms ir panasioms
bikléms (kartu su gydymo jstaigy partneriais).

6.3. Sukurta metodologija rekombinantiniy baltymy gryninimui, paremta suliety baltymy
(fusion proteins) tecnologija, panaudojant SUMO (small ubiquitin-like modifier) baltymo
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proteaze.
6.4. Naujai sukurty technologijy pagrindu bus rengiamos ir registruojamos patentinés
paraiskos.

7. Rezultaty sklaidos priemonés:
Rezultaty sklaida mokslinei ir placiajai visuomenei yra neatskiriama mokslinés veiklos dalis.
Ypatingai tai aktualu kamieniniy Igsteliy tyrimy ir taikymo srityje, kadangi tai labai aktyvaus
visuomenés dalyvavimo, donorystés, palaikymo i§ jvairiy bendruomeniy (pvz., tam tikry ligy
pacienty), religiniy grupiy, politiky reikalaujanti medicinos ir mokslo Saka. Rezultaty sklaidos
veikla apims jau jprastas priemones: mokslo populiarinimo straipsnius populiarioje spaudoje,
pasisakymus ziniasklaidai, dalyvavimg Tyréjy naktyje ir pan. Tikslinga biity panaudoti ir kitus
kitus metodus: patrauklios, kamieniniy ir aukStesnés diferenciacijos lasteliy tyrimus
reprezentuojancios interneto platformos sukiirimas, diskusijy ir pokalbiy jvairiose interneto
medijose inicijavimas, interaktyviy stendy muziejuose ir parodose jrengimas ir t.t.

Pristatysime programos rezultatus tarptautinése konferencijose (parengti ir pristatyti ne maziau
kaip 3 praneSimai kasmet).

Vykdant programga bus surengta keleta nedideliy konferencijy (ne maziau 3-jy) tarp potencialiy
partneriy Lietuvoje, véliau jtraukiant ir viso Baltijos regiono ir Europos mokslininkus, kuriy
patirtis reikalinga.

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

Eil. | ISlaidy pavadinimas 2017 2018 2019 2020 2021 Visali
Nr. metais | metais | metais metais | metais programai
(suma)
1. Programai skirti norminiai | 10 etaty | 10 etaty | 10 etaty | 10 etaty | 10 etaty 479,45
etatai, 1éSos 95,89 95,89 95,89 95,89 95,89
2. Kitos I¢Sos planuojamos 316,11 | 316,11 | 316,11 | 316,11 | 316,11 1 580,55

programai vykdyti (i8 kity,
institutui skirty valstybés
biudzeto bazinio
finansavimo 1¢8y)

ISviso | 412 412 412 412 412 2 060

9. Programos trukmeé. 2017 - 2021 metai

10. Programos vadovas:
dr. Augustas Pivoritinas, VMTI Inovatyvios medicinos centro direktoriaus pavaduotojas mokslo
reikalams, Kamieniniy lgsteliy biologijos skyriaus vedéjas, 85 2628413,
a.pivoriunas@imcentras. It
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PATVIRTINTA

Lietuvos Respublikos §vietimo ir mokslo
ministro 2017 m. balandzio 24 d.
jsakymu Nr. V-273

SVEIKATINIMO, INOVATYVIU DIAGNOSTIKOS IR GYDYMO METODU TAIKYMO
IR LIGU PREVENCIJOS TYRIMAI

1. Programos vykdytojas - Valstybinis moksliniy tyrimy institutas Inovatyvios medicinos
centras (toliau — IMC).

Norminiai etatai skirti programai - 8,69.

2. Programos tikslai:

2.1. Irodymais pagristas diagnostikos ir gydymo metody bei gamtiniy kurortiniy veiksniy
taikymo sergant kauly raumeny sistemos ligomis jvertinimas, apibendrinant serganciyjy kauly
raumeny sistemos ligomis stebésenos duomenis sukurtose, susistemintose ir valdomose
klinikiniy duomeny bazése.

2.2. Inovatyviy neinvaziniy diagnostikos ir SiuolaikiSky gydymo metody bei gamtiniy
kurortiniy veiksniy sergantiesiems kauly raumeny sistemos ligomis paieska ir pagrindimas.

3. Programos uzdaviniai:

3.1. UZdaviniai, skirti programos pirmajam tikslui pasiekti:

3.1.1. Serganciyjy kauly raumeny sistemos ligomis stebésena, toliau tesiant sukurty
reumatoidinio artrito ir kity reumatiniy ligy (sisteminés raudonosios vilkligés, sistemings
sklerozés, vaskulity ir kity) duomeny baziy papildyma ir atnaujinimg, palaikant ankstyvo artrito
duomeny baze, iStiriant serganCiyjy pirminiu ir antriniu Sjogreno sindromu naujy atvejy
daznuma bei jvertinant jy rizikg susirgti limfoproliferacinémis ligomis.

3.1.2. Analizuoti bei apibendrinti biologinés terapijos, skirtos reumatoidinio artrito,
psoriazinio artrito ir ankilozinio spondilito gydymo efektyvumo, saugumo bei Salutinio poveikio
ilgalaikés stebésenos duomenis, vertinant indikacijas, pacienty atrankg, vaisty skyrimo trukme ir
biida, susiejant ir palyginant gautg informacijg su véziniy, infekciniy ligy ir populiacijos mirciy
registrais bei kai kuriomis kitomis duomeny bazémis.

3.2. Jgyvendinant antrgjj programos tikslg bus sprendziami Sie uzdaviniai:

3.2.1. Jvairaus diametro arterijy funkcijos bei struktiiros pazeidimy jvertinimas, sergant
sisteminémis jungiamojo audinio ligomis ir unifikuoty kraujagysliy iStyrimo metodiky
sukiirimas, algoritmo tiriant serganciuosius reumatinémis ligomis bei siekiant iSaiSkinti
ankstyva ateroskleroze sukiirimas.

3.2.2. Atrinkti uzdegiminiams sgnario audiniams selektyviausius fotosensibilizatorius ar
sintezuotas nanodaleles, kurios sugerdamos Sviesg ir iSspinduliuodamos S$ilumg, sunaikins
uzdegiming sinovijg. IStirti uzdegiminio zidinio gydomojo poveikio Sviesa galimybes.

3.2.3. Agresyviy sinovijos fibroblasty diagnostiniy raisky paieskos in vitro, sgsajy su artrito
eiga tyrimai.

3.2.4. Istirti ir apibendrinti eksperimentiniuose gyviiny sklerodermos modeliuose Sviesos
gydomaji poveikj bei nustatyti galimus paSalinius reiskinius, jvertinti Sviesos dozavimo
ypatumus.

3.2.5. Atlikti piloting studija pacientams, sergantiems sistemine skleroze (gauta Institute
sukurto Sviesos Saltinio - modelio akreditacija klinikiniam tyrimui). Jvertinti Sviesos Saltinio
saugumo ir eksplotacines savybés bei sukurti §viesos panaudojimo metodika.

3.2.6. Istirti ir apibendrinti gamtiniy kurortiniy veiksniy jtakos struktiriniy keliy sgnariy
poky¢iy progresavimo, klinikiniy ir funkciniy rodikliy dinamikai osteoartrito atvejais.

Sie uzdaviniai bus sprendziami bendradarbiaujant su kitais Instituto padaliniais, t. vy.
Imunologijos, Regeneracinés medicinos ir Biomodeliy skyriais.

4. Metodologinis tyrimy pagrindimas:
Kauly raumeny sistemos ligos pagal Lietuvos sveikatos statistika uzima pirma vieta
pastovaus nejgalumo struktiiroje. Sgnariy ligos sudaro puse visy létiniy ligy 65 mety ir vyresniy
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zmoniy grupeje. Jos sukelia ilgalaikius, daznai nepakeliamus skausmus ir fizing negalig. Dél iy
ligy nukencia gyvenimo kokybé¢, jos yra nelengva nasSta visuomenei, sveikatos apsaugos
tarnyboms, jy biudzetui, kitiems ekonomikos rodikliams. Kai kurios autoimuninés ligos
(reumatoidinis artritas, sisteminé skleroze, sisteminé raudonoji vilklige, sisteminiai vaskulitai)
zenkliai (15-20 mety) sutrumpina gyvenimo trukme. Todél jrodymais pagristi tyrimai bei jy
rezultaty analizé salygoja sergamumo, nejgalumo, mirtingumo nuo kauly raumeny ligy
mazéjima. Institutas toliau vykdo nejgalumo prevencijai skirtus projektus, vykdo klinikinius
projektus, siekianCius mazinti mirtinguma ir mirStamumg dél kauly raumeny ligy bei
fundamentaliuosius tyrimus, susijusius su naujy patogenetiniy mechanizmy iSaiskinimu ir
bandymu juos paveikti.

Duomeny apie sergan¢iuosius reumatinémis ligomis sistemingas kaupimas ir vertinimas
pradétas 1995 m. nuo Vilniaus m. serganciyjy apklausos duomeny analizés. Reumatoidinis
artritas, biidamas l¢tai progresuojanti sgnariy liga, sukelia ne tik zZenklius sveikatos pokyc¢ius,
bet ir neigiamas socialines pasekmes. Nastos visuomenei ir individui dydj galima jvertinti tik
atlikus serganciyjy apklausa, kurioje atsispindéty sveikatos medicininiai ir socialiniai aspektai.
Todél 1995 m. tuometiniame Vilniaus Universiteto Eksperimentinés ir klinikinés medicinos
institute kartu su Vilniaus universiteto Reumatologijos klinika buvo jsteigtas Vilniaus
reumatoidiniu artritu serganciyjy registras t.y. sudaromas sgrasas pacienty, i kurj jtraukiami visi
sergantieji Sia sunkia sgnariy liga. Tais paciais metais pradétos kurti rety reumatiniy ligy
duomeny bazes, skirtos sisteminés raudonosios vilkligeés, vaskulity nuolatinei stebésenai. 2007
m. pradétas ankstyvo artrito registras, leidziantis prognozuoti greitai sukelianc¢ios negalig ligos
eiga ir uzkirsti jai kelig. 2000 m. pradétas biologinés terapijos registras, kuriame yra visy
pacienty, gydomy biologiniais vaistais, ligos eigos rodikliai. Sis registras leidZia stebéti
serganCiyjy ligos eiga, vaisto efektyvuma, atlikti pasaliniy reiSkiniy stebé€seng ir uzkirsti kelig
gydymo sukeliamoms komplikacijoms.

2007 m. sukurta Lietuvos reumatiniy ligy biologinés terapijos duomeny baze, kurioje yra
kaupiami pacienty, serganciy reumatoidiniu artritu, psoriaziniu artritu, ankiloziniu spondilitu,
juveniliniu artritu ir gydomy biologiniais vaistais, ligos aktyvumo, gydymo efektyvumo,
imunogeniSkumo rodikliai, duomenys apie pasireiSkusius nepageidaujamus reiskinius,
analizuojami latentinés tuberkuliozés, nustatytos prie§ paskiriant biologinius vaistus
diagnostikos ir sekimo klausimai. Sis registras leidzia ilga laika stebéti serganciujy ligos eiga,
pasalinius reiSkinius ir uzkirsti kelig sukeliamoms gydymo komplikacijoms, vertinant pagal
indikacijas, vaisty skyrimo trukme ir biida, susiejant ir palyginant gautg informacijg su véziniy,
infekciniy ligy ir populiacijos mir¢iy registrais bei kai kuriomis kitomis duomeny bazémis.
Taigi, biologinés terapijos duomeny bazé yra viena i§ ypatingai svarbiy priemoniy nejgalumo
prevencijai, ligos eigos, komplikacijy, pasekmiy ir vaisty efektyvumo vertinimui.

Planuojama jsigyti jrenginius su integruota paciento saves ir gydytojo vertinimo programine
jranga, skirta nuolatiniam paciento savijautos ir funkcijy vertinimui. Siy jrenginiy pagalba
pacientai bei gydantys gydytojai duomenis jves tiesiogiai j elektroning duomeny bazg. Jau
egzistuojancios duomeny bazés duomenys bus harmonizuoti su naujaisiais duomenimis, taip pat
bus koreguojami surenkami duomenys.

2011 m. pradéta pradéta kurti Vilniaus miesto sergan¢iyjy Sjogreno sindromu duomeny baze
perauga j visos Lietuvos sergandiyjy Sjogreno sindromu duomeny baze. Siy duomeny bazé yra
svarbi ne tik sveikatos biiklés stebésenai, bet ir ankstyvai limfomos bei kity limfoproliferaciniy
procesy atsiradimo diagnostikai.

Tuo bidu, kauly raumeny ligy klinikiniy duomeny bazé, biologinés terapijos ir Sjogreno
sindromo registras yra svarbios priemonés nejgalumo prevencijai, ligos eigos, komplikacijy,
pasekmiy ir vaisty efektyvumo vertinimui, naujy ligos Zymeny paieskai. (Pvz. United Kingdom
Primary Sjogren's Syndrome Registry—a united effort to tackle an orphan rheumatic disease).
Surinkus 1ilgalaikio paciento klinikinés buklés stebéjimo duomenis, numatoma gilintis ]
autoimuniniy artrity ir sisteminiy jungiamojo audinio ligy etiopatogenetinius ir ligos
i8sivystymo bei progresavimo veiksniy mechanizmus.

Osteoartritas (OA) — dazniausia vyresnio amziaus zmoniy sanariy liga, kurios paplitimas,
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visuomenei senstant, neabejotinai didés. Dabartinis OA medikamentinis gydymas ribojamas
chirurginis gydymas zenkliai didina sveikatos priezitiros teikéjy sanaudas. 2016 m. Tarptautinés
osteoartrito tyrimy draugijos (OARSI) pasauliniame kongrese pabrézta, kad tik 19% serganciyjy
OA patenkinti gydymu, daugiau nei pusé ligoniy pageidauty paméginti kita gydyma iki
pasiryzimo pilnai artroplastikai, kuriai nesijaucia pasiruos¢ 91% pacienty. Visuomenés
sen¢jimas, nepakankamas fizinis aktyvumas ir jo pasekmeés uzprogramuoja i ateit; OA -
dazniausios sgnariy ligos - tolimesnj plitimg. Tai ne tik biomediciné, bet ir svarbi
socioekonominé problema. Heterogeniné OA kilmé, farmakologiniy priemoniy jo vystymuisi
stabdyti neefektyvumas skatina nemedikamentinio pobiidzio priemoniy, kuriy sudedamoji dalis
galéty buti kurortiniai veiksniai, tyrimus. Todél gamtiniy kurortiniy veiksniy taikymas yra
perspektyvi kryptis, ne tik siekiant individualizuoti serganciyjy OA stebéseng ir gydyma, bet ir
reikSminga atskleidZziant kurortiniy veiksniy veikimo mechanizmus. Tai aktualu  savo
taikomuoju aspektu ir OA gydymui, ir gydymo metodiky kurortinése jstaigose pagrindimui ir
atnaujinimui.

Nattiraliy nemedikamentiniy veiksniy ankstyvas taikymas turéty buti individualizuotas ir
sudaryti Siuolaikinio OA kompleksinio gydymo pagrindg, taciau tokios koncepcijos
lgyvendinimui triikksta patikimy moksliniy studijy. Iki Siol $iy veiksniy efektyvumo jrodymai
apsiriboja skausmo ir funkcijos pokyc¢iy trumpalaikiais stebéjimais, neatsizvelgiant j sgnariy
struktiiriniy pokyCiy ir juos atspindin€iy zymeny dinamikg. Tai ypa¢ pasakytina apie
kurortinius gamtinius veiksnius, kuriy empiriniai efektyvumo jrodymai reumatiniy ligy atvejais
zinomi labai seniai, bet veikimo mechanizmai iSlieka neaisSkiis. 2015 ir 2016 m. metaanalizés
[S.Tenti ir kt., 2015; R. Forestier ir kt., 2016 ], skirtos kurortiniy veiksniy poveikio kelio OA
atvejais, apibendrina, kad kurortologinis gydymas 3-9 ménesiams mazina skausmg ir gerina
funkcija. Lietuvoje moksliniy darby apie gamtiniy kurortiniy veiksniy veikimo
mechanizmus degeneraciniy sgnariy ligy atvejais neatlickama kelis deSimtmecius, nors toks
poreikis i§ kurortiniy paslaugy teikéjy vis labiau jauciamas.

Kauly raumeny sistemos ligos (reumatoidinis artritas, sisteminé raudonoji vilklige, sisteminé
sklerozé ir k t. ) — sisteminés jungiamojo audinio ligos, pazeidziancios daugelj organy, tame
tarpe ir arterijas. Su jomis siejamas ankstyvos aterosklerozés vystymasis ir padidintas
mirtingumas dé¢l kardiovaskuliniy ligy. Ankstyva pacienty, sergan¢iy reumatinémis ligomis
nejgalumg ar mirt] lemia ne tik pati liga, bet ir su ja susij¢ kardiovaskuliniai jvykiai, kuriuos
skatina ankstyva aterosklerozé. Siy pacienty gyvenimo trukmé gerokai pailgéjo per
paskutiniuosius 20 mety, nes turimos gydymo priemonés pakankamai gerai kontroliuoja ligos
aktyvuma, taciau iSaugo tikimybé Siems pacientams susirgti kitomis létinémis ligomis, kurios
jiems atsiranda anksciau ir dazniau, nei likusioje populiacijos dalyje.

Sergantieji reumatoidiniu artritu du — tris kartus dazniau serga miokardo infarktu lyginant su
bendra populiacija, jiems daZniau registruojama nebyli iSemija ir staigios mirtys. Sisteminés
raudonosios vilkligés metu kriitinés angina nustatoma 6-10 proc. serganciyjy, nors bendroje
populiacijoje pagal amziy atitinkancioje SRV pacientus — 1.6 proc. Maziausiai Zinoma apie
sistemine skleroze serganCiyjy rizikg iSsivystyti gyvybei pavojingoms kardiovaskulinéms
biikléms.

Siekiant jgyvendinti programos antrgjj tiksla keliamas uZdavinys - sumazinti mirtinguma nuo
Sirdies kraujagysliy susirgimy. Tolimesni misy darbai neatsitiktinai siejami su koncepcija
wurask, kovok ir stebek* (,,Find, Fight and Follow*), kurios esmé - Siandienin¢ ankstyva
diagnostika, gydymas ir gydymo kontrolé. Arterijy vidinio sluoksnio (endotelio) disfunkcija bei
arterijy standumo pokyciai — vieni i§ ankstyviausiy pakitimy aterosklerozés vystymesi ir turi
reik§mingas sasajas su blisimais kardiovaskuliniais jvykiais. Ankstyvas $iy pokyCiy nustatymas
leisty uzkirsti kelig kardiovaskulinéms komplikacijoms, sergant sisteminémis jungiamojo
audinio ligomis. Pastaraisiais metais atsirado inovatyviis neinvaziniai endotelio funkcijos
(ultragarsu jvertinant zasto arterijos tékmés salygota dilatacijg) ir arterijy standumo tyrimo
(aplanaciné¢ tonometrija) metodai. Jy pagalba tapo jmanoma labai ankstyvose arterines
hipertenzijos ir aterosklerozés stadijose nustatyti kraujagysliy pazeidima, nagrinéti jvairaus
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diametro arterijy funkcijos bei struktiiros pazeidimo aspektus ir jy reikSme klinikiniams
sprendimams. Ultragarsiniai tyrimo metodai ir jvairiis jy taikymo variantai (miego arterijy,
zasto arterijy ir kitose srityje) leidzia anksti nustatyti pakitimus iki atsirandant klinikiniams
pozymiams. Arterijy standumo nustatymas aplanacinés tonometrijos btidu, ultragarsinis miego
arterijy funkcijos bei struktiros jvertinimas, endotelio funkcijos vertinimas lazerinés
doplerografijos biidu — §ie tyrimai jau anks¢iau taikyti tiriant sistemines jungiamojo audinio
ligas. Taciau iSilginio bendrosios miego arterijos judéjimo nustatymas ultragarsiniu metodu —
tai naujas tyrimo metodas, kuris dar nebuvo taikytas tiriant reumatinémis ligomis sergancius
pacientus. Pastarojo tyrimo tikslas yra palyginti iSilginj bendrosios miego arterijos judéjima,
iSmatuotg ultragarsiniu greic¢io vektoriy vaizdinimo metodu pacientams sergantiems SRV, RA,
SS ir nustatyti, ar egzistuoja isilginio bendrosios miego arterijos judéjimo skirtumai tarp
pacienty patyrusiy kardiovaskulinj jvykj ir nepatyrusiy kardiovaskulinio jvykio. Sis vertinimas
leisty daryti prielaidg, kad iSilginis bendrosios miego arterijos judéjimas galéty buti potencialus
SKL rizikos stratifikacijos veiksnys, sergantiems SRV, RA, SS. Kol kas negalima tvirtai
pasakyti koks ultragarsinis metodas yra svarbesnis atskiros autoimuninés ligos metu.
Unifikuotos kraujagysliy istyrimo metodikos, kuri leisty sudaryti algoritmag ir juo vadovautis,
tirlant serganciuosius reumatinémis ligomis, bei siekiant iSaiSkinti ankstyva ateroskleroze
sukiirimas padéty iSspresti antrgjj programos uzdavinj.

Pastaraisiais metais naujosios Sviesos technologijos ir nanotechnologijos atsidiiré moksliniy
tyrimy smaigalyje. Tyrimai atsiskleidé platy Siy krypciy taikomgjj potencialg, kuriant naujus
metodus aktualiy diagnostinés ir gydomosios medicinos problemy sprendimui.

Tode¢l labai svarbi Sviesos technologijy ir nanotechnologijy selektyvaus taikymo galimybiy
paieSka persistuojancio reumatoidinio artrito sukeltam sinovitui diagnozuoti ir gydyti.
Panaudojus fluorescencinés spektroskopijos metodg ir sudarius sgnario audiniy fluorescencijos
duomeny baze gali biti gautos teorinés priclaidos $vitinimo ir nesensibilizuotos fluorescencijos
detekcijos sistemy sukirimui. Eksperimentiniai efektyviy fotosensibilizatoriy ar nanodaleliy
poveikiy tyrimai uzdegiminiams sanario audiniams leisty atrinkti selektyviausius
fotosensibilizatorius ar sintezuotas nanodaleles, kurios sugerdamos $viesg ir i$spinduliuodamos
Silumg, sunaikins uzdegiming sinovijg. Toliau bus vykdomas uzdavinys: diagnostikos ir
gydymo tikslais nuolat ieSkoma naujy daleliy ar medziagy, besikaupianCiy uzdegimingje
reumatoidinéje membranoje, kuriai  budinga aktyvi kraujotaka, metabolinis aktyvumas,
nekontroliuojama sinoviocity proliferacija. Sprendziant §j uzdavinj bus atliekami
Eksperimentiniai efektyviy fotosensibilizatoriy ar nanodaleliy poveikiy uzdegiminiams sgnario
audiniams tyrimai, kurie leisty atrinkti selektyviausius fotosensibilizatorius ar sintezuotas
nanodaleles, kurios sugerdamos Sviesg ir iSspinduliuvodamos Siluma, sunaikins uzdegiming
sinovijg. Paraleliai bus analizuojama uzdegiminio zidinio gydymojo poveikio Sviesa galimybés.
Taip pat atliekamos Agresyviy sinovijos fibroblasty diagnostiniy raisky paieskos in vitro,
koreliacija su artrito eiga tyrimai.

Igyvendinant antraji programos tikslg bus tesiami darbai eksperimentiniuose gyviiny
sklerodermos modeliuose, siekiant jrodyti Sviesos gydomgaji poveiki bei nustatyti galimus
pasalinius reiskinius, bus jvertinti §viesos dozavimo ypatumai.

Ankstesniais metais vykdant Sig programa Sukurtas $viesos diody, kurie skleidzia siaurajuostes
ultravioleting Al bei infraraudongja Sviesas, modelis.

Yra gauta Sio sukurto Sviesos Saltinio - modelio akreditacija Kklinikiniam tyrimui, bus
atlickama pilotiné studija su pacientais, serganciais sistemine skleroze. Pagrindiniai ligos
pozymiai — odos sukietéjimas, trofinés opos bei kraujagysliy pakenkimas. Tyrimo duomenys
leis apraSyti Sviesos Saltinio sauguma ir eksplotacines savybes bei sukurti §viesos panaudojimo
metodika.

Neinvazinis arterijy standumo tyrimas buvo atlieckamas remiantis Wilkinson I.B. (Wilkinson
I.B., Cockcroft J.R., Webb D.J. Pulse wawe analysis and arterial stiffness. J Cardiovasc
Pharmacol 1998;32:S33 - S37) ir O Rourke M.F. (O Rourke M.F., GallagherD.E Pulse wawe
analysis.J Hypertens Suppl 1966; 14: 147 — 157.) aprasyta metodika ir naudojant Sphygmocor
(Sphygmocor (v.7.01) AtCor Medical Pty. Ltd) aparata. Ultragarsinis endotelio funkcijos




5

tyrimas zasto arterijoje sukeltos hiperemijos metu buvo atlickamas remiantis Celermajer D.S
(Celermajer D.S., Sorensen K.E., Gooch V.M.et al. Non-invasive detection of endothelial
dysfunction in children and adults at risk of atherosclerosis. Lancet 1992; 340:1111 — 1115)
apraSyta metodika ir tarptautinémis nuorodomis (Corretti M., Anderson T.J., Benjamin E.J. et
al. Guidelines for the ultrasound assessment of endothelial-dependent flow-mediated
vasodilation of the brachial artery .J Am Coll Cardiol 2000;39:257 — 265.Zasto arterijos
skersmeniui matuoti naudotas didelio tikslumo ultragarsinis prietaisas Logiq 7 (General
Electric, Solingen, Germany) su 12 MHz daznio elektoniniu linijiniu davikliu, iSilginio
bendrosios miego arterijos judéjimo nustatymas ultragarsiniu metodu, naudojant greicio
vektoriy vaizdinimo programing jranga (Siemens syngo US Workstation, Siemens Medical
Solutions, Inc. ir Research Arena 2; TomTec imaging systems GmbH), skirtag miokardo iSilginio
judéjimo ir deformacijos analizei; endotelio funkcijos vertinimas lazerinés doplerografijos budu
PeriFlux System 5000 aparatu.

Kokybiniai ir kiekybiniai plaStaky pirSty nagy guolio kapiliary poky¢iai, budingi pirminiam ir
antriniam Reino sindromui bus nustatomi Saltos Sviesos kapiliaroskopu VideoCap 200.

Klinikinis pacienty artrito dinamikos vertinimas bus atliekamas pagal standartizuotas anketas:
vizualinés analogijos skale (VAS), skaudamy ir iStinusiy sgnariy skaiciy, ligos aktyvumo
indeksg DAS 28 (angl. disease activity score). Bus atlickamas uzdegiminiy plastaky ir keliy
sgnariy tyrimas rentgenologiSkai ir sonoskopiSkai, nustatant sinovito iSreikStuma, erozijy
skaiCiy ir jvertinant $iy sgnariy fotoaktyvuojamy sri¢iy fluorescencijos signalus. Fluorescencijai
matuoti bus naudojama Ocean Optics S2000-FL (Ocean Optics Inc., USA) Sviesolaidinis
fluorimetras, kuriame jmontuota CCD liniuoté registruoja spektra 360-1000 nm spektriniame
intervale. Prietaiso jautrumas 86 fotonai/intensyvumo vnt. Fluorimetras prijungtas prie
kompiuterio, spektry registravimui naudota “Ocean Optics” programa OOIBase32™ Siemens
Acuson Antares aparatu, linijiniu davikliu, kurio daznio diapazonas 7-11,43 MHz bei galios
dopleriu bus tiriami plastaky, rieSy, MKF, PIF, kelio sgnariai, vertinami didziausi artritiniai
pakitimai - skystis, sinovitas, pavir§iy erozijos.

Sinovijos ir kremzlés audiniy bandiniai bus paimti i§ serganc¢iyjy reumatoidiniu artritu (RA)ir
osteoartritu (OA) chirurginés intervencijos metu paSalintos nereikalingos medziagos. RA
ligoniy diagnozé nustatyta remiantis ARA (Amerikos reumatology asociacijos) kriterijais
reumatoidiniam artritui, OA diagnozé — remiantis ARA Kriterijais oseoartritui.

Sinovijos fibroblasty lgsteliy (SF) kultiiros, iSskirtos i§ uzdegiminés sinovijos membranos,
bus auginamos pagal standartizuotas metodikas. Bus pasirinktas kolagenu sukeltas artritas kaip
patofiziologiskai ir histologiskai RA atitinkantis modelis.

Serganciy kauly raumeny ligomis bei gydymo efektyvumo ir jo Salutinio poveikio stebésenos
sistema bus parengta sukuriant objektyviy ir subjektyviy sergamumo rodikliy duomeny baze,
panaudojant longitudinj tyrimo metoda ir i$skiriant reikSmingus stebéjimo parametrus. Tyrimo
imtis bus formuojama atsitiktiniu metodu Epilnfo pagalba panaudojant atitinkamus pacienty
jtraukimo ir atmetimo kriterijus. Objektyviis sergamumo duomenys bus gaunami i§ ligos istorijy
ir ambulatoriniy korteliy, subjektyviis — pacienty apklausos biidu. Tuo tikslu bus sudaromi
klausimynai, jvertinamas jy validumas, atlieckami pilotiniai tyrimai. Duomenys bus apdorojami ir
hipotezés tikrinamos daugybinés matematings statistikos metodais.

5. Tyrimy etapai ir ju charakteristika; detalus jgyvendinimo planas

Pirmojo ir antrojo tikslo uzdaviniams vykdyti :

2017 metais — Ivairaus diametro kraujagysliy funkcijos bei struktiiros pazeidimy jvertinimas,
sergant sisteminémis jungiamojo audinio ligomis. Sanario audiniy fluorescencijos duomeny
bazes, pagristos fluorescencinés diagnostikos metodo taikymu endogeniniais fluoroforais
sensibilizuotame uzdegiminiame sanaryje in vivo sergant reumatoidiniu artritu sudarymas.
Serganciyjy kauly raumeny sistemos ligomis stebésena, ankstyvo artrito, gamtiniy kurotiniy
veiksniy efektyvumo tyrimas,biologinés terapijos registro bazes testinis pildymas, Sjogreno ligos
bazes testinis pildymas, stebésena.

2018 metais — Ivairaus diametro arterijy funkcijos bei struktiiros pazeidimy jvertinimas, sergant
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sisteminémis jungiamojo audinio ligomis, ligos eigos stebésena dinamikoje. Sgnario audiniy
fluorescencijos duomeny bazés, pagristos fluorescencinés diagnostikos metodo taikymu
endogeniniais fluoroforais sensibilizuotame uzdegiminiame sanaryje in Vvivo sergant
reumatoidiniu artritu sudarymas. Klinikiniy ligos raiSkos ir fizikiniy spektriniy duomeny
sugretinimas. Svitinimo sistemos modeliavimas. Sergan¢iyjy kauly raumeny sistemos ligomis
stebésena, gamtiniy kurotiniy veiksniy efektyvumo tyrimas, biologinio registro bazés testinis
pildymas, Sjogreno ligos bazés testinis pildymas, stebésena. Lietuvos bendros internetinés bazés
sudarymo parengiamieji darbai.

2019 metais — Jvairaus diametro arterijy funkcijos bei struktiiros pazeidimy jvertinimas, sergant
sisteminémis jungiamojo audinio ligomis, inovatyviy savalaikiy diagnostikos ir gydymo taktikos
metodiky parinkimas. Eksperimentinis efektyviy fotosensibilizatoriy ar nanodaleliy poveikiy
uzdegiminio sgnario audiniams vizualizuoti ir gydyti Sviesos poveikyje atrinkimas. Serganciyjy
kauly raumeny sistemos ligomis stebésena, gamtiniy kurotiniy veiksniy efektyvumo tyrimas,
biologinio registro bazés testinis pildymas, Sjogreno ligos bazés testinis pildymas, stebésena.
Lietuvos bendros internetinés bazés valdymas.

2020 metais — Sirdies ligy prevencijos ir gydymo taktikos modeliavimas: inovatyviy savalaikiy
diagnostikos ir gydymo taktikos metodiky parinkimas sisteminiy jungiamojo audinio ligy metu,
rezultaty apibendrinimas. Eksperimentinis efektyviy fotosensibilizatoriy ar nanodaleliy poveikiy
uzdegiminio sgnario audiniams vizualizuoti ir gydyti §viesos poveikyje atrinkimas, rezultaty
analizé. SerganCiyjy kauly raumeny sistemos ligomis stebésena, gamtiniy kurotiniy veiksniy
efektyvumo tyrimas biologinio registro bazés testinis pildymas, Sjogreno ligos bazés testinis
pildymas, stebésena. Lietuvos bendros internetinés bazés sudarymas, valdymas, rezultaty
sisteminimas.

2021 metais — Sirdies ligy prevencijos ir gydymo taktikos modeliavimas: inovatyviy savalaikiy
diagnostikos ir gydymo taktikos metodiky parinkimas sisteminiy jungiamojo audinio ligy metu,
metodinés rekomendacijos. Unifikuotos kraujagysliy iStyrimo metodikos, tiriant serganciuosius
reumatinémis ligomis, bei siekiant iSaiskinti ankstyva ateroskleroze, sukairimas. Svitinimo
sistemos modeliavimas ir efektyviy fotosensibilizatoriy ar nanodaleliy poveikiy uzdegiminio
sgnario audiniams vizualizuoti bei gydyti apibendrinimas. Sergan¢iyjy kauly raumeny sistemos
ligomis stebésenos apibendrinimas, gamtiniy kurotiniy veiksniy efektyvumo jvertinimas
biologinio registro bazés apibendrinimas, Sjogreno ligos stebésenos apibendrinimas.

6. Numatomi rezultatai:

6.1. Kauly raumeny ligy klinikiniy duomeny bazés, biologinés terapijos registras yra svarbios
priemonés isaiSkinant Siy ligy poveikio gyventojams rizikg ir gaunant naujy mokslo ziniy,
reikalingy sergamumui, ligotumui, mirtingumui ir nejgalumui mazinti.

6.2. Panaudojus inovatyvius neinvazinius tyrimo metodus bus iStirti ankstyvos aterosklerozés
pasireiSkimo ypatumai sergant sistemine skleroze ir kitomis sisteminémis jungiamojo audinio
ligomis ir jvertintas jy rySys su tradiciniais ir netradiciniais kardiovaskulinés rizikos veiksniais.
Ankstyvas endotelio disfunkcijos bei arterijy standumo poky¢iy nustatymas leisty uzkirsti kelig
labai rimtom kardiovaskulinéms komplikacijoms, sergant sisteminémis jungiamojo audinio
ligomis. Vertinant duomenis, kad Lietuvoje mirtingumas nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy sudaro
apie 54 proc. ir yra vienas didziausiy Europoje, manome, kad $is reumatiniy ligoniy Sirdies ir
kraujagysliy funkciniy - struktiiriniy pokyCiy tyrimas leis nustatyti veiksnius, salygojancius
kardiovaskuliniy jvykiy i$sivystyma ir sudarys galimybe ieskoti priemoniy jy prevencijai.

6.3. Apibendrinus $iy tyrimy rezultatus bus parengtos 2 metodinés rekomendacijos ,,Sirdies
ligy inovatyvi savalaiké diagnostika ir gydymas sergantiesiems sisteminémis jungiamojo
audinio ligomis”, ,Unifikuota kraujagysliy tyrimo metodika, tiriant serganciuosius
reumatinémis ligomis” ir parengta bei apginta 1 moksly daktaro disertacija.

6.4. Sudarius sgnario audiniy fluorescencijos duomeny baze bus gautos teorinés prielaidos
Svitinimo sistemos suktrimui. Bus sukurta nesensibilizuotos fluorescencijos detekcijos sistema.
Bus atrinkti efektyviis fotosensibilizatoriy ar nanodaleliy poveikiai uzdegiminio sgnario
audiniams vizualizuoti ir gydyti sensibilizacijos poveikyje. Bus atrinkti selektyviausias
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fotosensibilizatorius ar sintezuoty nanodaleliy lokalus poveikis Sviesa uzdegiminei sinovijai
sunaikinti. Gauta Institute sukurto Sviesos Saltinio - modelio akreditacija klinikiniam tyrimui,
bus atlickama pilotiné studija su pacientais, serganciais sistemine skleroze. Pagal tyrimy
duomenis bus parengtos Sviesos panaudojimo metodinés rekomendacijos ir parengta bei apginta
1 moksly daktaro disertacija.

6.5. Igyvendinant Sios programos tikslus planuojama publikuoti ne maziau 2 straipsniy kasmet
leidiniuose, referuojamuose ir turiniuose citavimo indeksa mokslinés informacijos instituto
duomeny bazgje ,,ISI Web of Science®.

7. Rezultaty sklaidos priemonés:

Gauti atlikty tyrimy rezultatai bus vieSinami, skaitant praneSimus nacionalinése ir
tarptautinése mokslinése konferencijose (nemaziau kaip 2-jose kasmet). Be to, tyrimo rezultatai
bus vieSinami populiarioje spaudoje, visuomenés sveikatos ir kity specialisty vartojamoje
informacingje erdvéje, kasmetin¢je mokslinéje-praktinéje konferencijoje ,,Reumatologijos
seminarai‘.

8. Preliminarus programos léSy paskirstymas (tikst. Eur)

Eil. I8laidy pavadinimas 2017 2018 2019 2020 2021 Visai
Nr. metais | metais | metais | metais | metais | programai
(suma)
1. Programai skirti norminiai 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66
etatali,
1ésos 83,04 83,04 83,04 83,04 83,04 415,2
2. Kitos 1éSos planuojamos 231,96 | 231,96 | 231,96 | 231,96 | 231,96 1159,8

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

13y)

IS viso 315 315 315 315 315 1575

9. Programos trukmeé. 2017 - 2021 metai.

10. Programos vadovas:
prof., habil. dr. Aleksandras Laucevi¢ius, VMTI Inovatyvios medicinos centro Inovatyviy
medicinos technologijy ir kurortologijos skyriaus vedéjas, 85 2365010, cardio@cardio. |t
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