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Abstrakt 

 Paměťové T lymfocyty představují specifickou subpopulaci buněk, které vznikají 

během prvního setkání s antigenem, aby u reinfekcí byla sekundární reakce imunitního 

systému rychlejší a efektivnější. V transplantační imunitě mohou tyto buňky představovat 

potenciální riziko pro přežití štěpu. Kromě dárcovsky-specifických paměťových T buněk, 

které přímo ohrožují transplantovaný orgán, mohou pomocí zkřížené reaktivity, tzv. 

heterologní imunity, ohrozit zdraví a funkčnost štěpu i virově specifické paměťové buňky.  

V této práci jsme se zaměřili na dárcovsky-specifické a CMV-specifické 

paměťové/efektorové T lymfocyty. Zajímal nás vliv imunosupresivní terapie na frekvenci 

CMV specifických paměťových/efektorových T buněk. Zjistili jsme, že použitá 

imunosuprese, profylaxe ani délka dialýzy výrazně neovlivňuje počet CMV-reaktivních 

buněk, jejich počet byl 6 měsíců po transplantaci stejný jako před ní. 

 Dále jsme se zabývali zkříženou reaktivitou mezi CMV a antigeny dárce, tzv. 

heterologní imunitou, kterou jsme ověřili analýzou repertoáru T receptorů β (TCR-β) 

pomocí sekvenování nové generace (NGS) u CMV a dárcovsky-reaktivních T buněk. 

Funkční zkříženě reagující T buněčné klony (sdílející stejnou TCR-β sekvenci) jsme pak 

nalezli jak v periferní krvi pacientů před transplantací, tak i v potransplantační biopsii 

štěpu.  

 Také nás zajímal vliv dialyzační léčby na imunitní paměť. Dlouhodobá dialyzační 

terapie je často asociovaná s přítomností špatně definovaných poruch imunitního systému. 

Zjistili jsme, že dlouhodobá dialyzační léčba má vliv na cirkulující B lymfocyty 

marginální zóny, nicméně virově-reaktivní T buňky, obdobně jako ostatní subpopulace T 

a B lymfocytů a dendritických buněk nebyly ovlivněny předchozí dialýzou. 
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Abstract 

Memory T cells represent a specific subpopulation of cells formed during the first 

encounter with antigen. The main role of these cells is to elicit faster and more effective 

secondary response during reinfections. In transplant immunity, they may affect graft 

survival directly with donor-specific memory T cells or with cross-reactive virus-specific 

memory T cells.  

In this study, we focused on donor-specific and CMV-specific memory/effector T 

cells. We were interested in the effect of immunosuppressive therapy on the frequency of 

these cells in periphery. We found that the immunosuppression, prophylaxis and length of 

dialysis did not significantly affect the number of CMV-reactive cells 6 months after 

transplantation. 

We were also interested in the cross-reactivity between CMV and donor antigens, 

so-called heterologous immunity, which we verified by analyzing the TCR-β repertoire 

using next-generation sequencing (NGS) in CMV and donor-reactive T cells. Functional 

cross-reactive T cell clones (shared the same TCR-β sequence) were then found both in 

the peripheral blood of pre-transplant patients and in the post-transplant graft biopsy. 

 

We were also interested if long-term dialysis treatment affects immune memory. 

Dialysis therapy is often associated with the presence of poorly defined immune system 

disorders. We found that long-term dialysis treatment affects circulating marginal zone B 

cells, however, virus-reactive T cells, like other subpopulations of T and B lymphocytes 

and dendritic cells (DC), were not affected by previous dialysis. 
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1 Seznam zkratek 

 

ADCC   Cytotoxická reakce závislá na protilátkách  

CMV    Cytomegalovirus 

ELISPOT   Enzyme-linked immunospot assay 

FACS    Průtoková cytometrie 

FKBP    F506-vazebným protein 

GvH    Reakce štěpu proti hostiteli 

Gzmb    Granzym B 

HLA    Hlavní histokompatibilní komplex 

IE-1    Časný iniciační protein 1 

IgG    Imunoglobulin G 

LCMV   Virus lymfatické choriomeningitidy 

Pp65    Phosphoprotein 65 

PRA    Panel reaktivní protilátky 

Prf1    Perforin 1 

PTP    Protein tyrosin fosfatázová rodina 

rATG    Králičí anti-thymocytární globulin 

SCID    Těžká kombinovaná imunodeficience 

TCM     Centrální paměťové T lymfocyty 

TCR    T-buněčný receptor 

TEM     Efektorové paměťové T lymfocyty 

TEMRA   Terminálně diferencované efektorové paměťové T lymfocyty 

TF    Transkripční faktor 

TPM    Periferní paměťové T lymfocyty 

TRM    Tkáňově rezidentní paměťové T lymfocyty  



 
 

9 
 

2 Literární přehled 
 

2.1 Úvod 
 

Paměťové T lymfocyty umožňují po opětovném setkání s antigenem velice rychlou 

a efektivní sekundární odpověď. V transplantační imunitě se mohou paměťové buňky 

podílet na zvýšení rizika odhojení transplantovaného orgánu pomocí: i) dárcovsky-

specifických paměťových T lymfocytů, ii) zkříženou reakcí mezi patogen-specifickými 

paměťovými T buňkami a alloantigeny transplantovaného štěpu, iii) homeostatickou 

proliferací reziduálních paměťových buněk po lymfopenii způsobené imunosupresivní 

léčbou.  

Míra rizika odhojení štěpu se odhaduje především stanovením humorální 

sensitizace, pomocí panel reaktivních (PRA) a anti-HLA specifických protilátek. Tento 

odhad však nemusí být dostatečný, jelikož rejekce se vyskytuje i u pacientů, kteří mají 

hladiny PRA a anti-HLA protilátek nízké nebo nulové. Studium celulární sensitizace, 

pomocí virově- i dárcovsky-specifických paměťových T lymfocytů, a faktorů, které je 

ovlivňují (depleční léčba, dlouhodobá dialýza) by mohlo pomoci zpřesnit predikci 

rejekce.  

 

2.2 Vlastnosti paměťových T lymfocytů   
 

2.2.1 Dlouhá životnost paměťových T lymfocytů 

 

Ve srovnání s jinými subpopulacemi T lymfocytů (naivní, efektorové), které žijí 

v řádech dnů, paměťové T lymfocyty můžeme najít v lidském těle i několik let po 

setkání s daným antigenem. Jejich prodloužený life span je, kromě jiného, možný i díky 

vysoké expresi anti-apoptotických proteinů (Bcl-2, Bcl-XL), které brání uvolnění 

cytochromu c (pro-apoptotický protein) z mitochondrií a tím blokují apoptózu. 

Produkce těchto proteinů umožňuje paměťovým buňkám přežít i poté, co byl daný 

antigen eliminován, a tudíž chybějí signály pro jejich přežití a proliferaci (1,2).  

 

2.2.2 Rychlá odpovídavost na antigen 
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Paměťové T lymfocyty odpovídají na stimulaci antigenem výrazně rychleji, než 

naivní T buňky (3–5). Bylo prokázáno, že naivní T lymfocyty odpovídají na antigen do 

5-7 dnů, naproti tomu paměťové buňky po opětovném setkání reagovaly za 1-3 dny (6). 

Možným vysvětlením této rychlé odpovídavosti je, že genový lokus pro cytokiny a 

ostatní efektorové molekuly je u paměťových buněk fixovaný v aktivním stavu pomocí 

epigenetických modifikací (Obr. 01) (7). 

 

 

 

 

 

Obr. 1: Epigenetická regulace časné diferenciace T lymfocytů během akutní infekce, 

převzato z Chen et al. (2018) (8). Geny T lymfocytů jsou připraveny na iniciaci 

transkripce pomocí transkripčních faktorů. Celý proces je regulován buď epigeneticky 

(červeně) nebo transkripčně (modře). Když je aktivní transkripce genů pro naivní nebo 

paměťové buňky, tak je zároveň inaktivována transkripce pro geny efektorových buněk.  

 

Aby byla u CD8+ T lymfocytů podpořena exprese povrchových markerů 

typických pro paměťový fenotyp (CD62L, CD27, CXCR3) je důležitá demetylace 

promotorů a acetylace histonů (8–11). Demetylace je důležitá i pro následné udržení 

paměťového fenotypu a rychlou dostupnost těchto buněk u reinfekcí (12). Při studiu 

vakcinace proti žluté zimnici se ukázalo, že místa zásadní pro tvorbu efektorových 

cytotoxických molekul Granzymu B (Gzmb) a Perforinu 1 (Prf1) zůstala 

v demetylovaném stavu minimálně 12 let po podání vakcíny (13).  
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2.2.3 Migrace do tkání 

 

Paměťové T lymfocyty mohou teoreticky migrovat do jakýchkoliv tkání 

v závislosti na expresi adhezních molekul a cytokinových receptorů a lokálně zde 

působit proti antigenu (Obr. 2) (14,15). 

 

 

 

Obr. 2: Kompartment necirkulujících tkáňově rezidentních paměťových T lymfocytů 

(CD69+/-CD103) u myší a lidí, převzato z Szabo et al. (2019). Procenta udávají 

frekvenci T buněk v jednotlivých tkáních (15). 

 

Ty paměťové T lymfocyty, které necirkulují v periférii, ale jsou trvale usídlené 

ve tkáních nelymfoidního původu se nazývají tkáňově rezidentní paměťové T buňky 

(TRM). Jejich hlavní funkcí je zabezpečit lokální imunitní odpověď a zefektivnit tak 

eliminaci patogenů přímo ve tkáních (16). Přestože odhojení transplantovaného štěpu 

je multifaktoriální proces, zdá se, že TRM můžou hrát v tomto procesu důležitou roli. 

Při studiu TRM u nefrektomií transplantovaných štěpů bylo zjištěno, že tyto buňky byly 
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přítomny ve všech studovaných vzorcích. U štěpů, které selhaly časně po transplantaci 

(< 1 měsíc) převládaly dárcovské TRM, a u později selhaných štěpů převládaly naopak 

TRM od příjemce. Všechny TRM exprimovaly vysokou koncentraci efektorových 

molekul uplatňujících se v rejekci štěpu (IFN-γ, TNF-α, Granzym B) (17).  

 

2.2.4 Nižší nároky na kostimulaci 

 

Při aktivaci virus specifických paměťových T buněk se kostimulační signál, 

uplatňuje v nižší míře než u ostatních subpopulací (18,19). Na obrázku č. 3 jsou 

zobrazeny kostimulační molekuly uplatňující se v jednotlivých fázích imunitní 

aktivace. 

V mnoha starších studiích bylo uváděno, že k aktivaci paměťových T lymfocytů 

dochází i bez přítomnosti kostimulačního signálu. Tato tvrzení vycházela z několika in 

vitro a in vivo studií provedených na LCMV-specifických (virus lymfatické 

choriomeningitidy) paměťových CD8+ T buňkách. Časem se však ukázalo, že LCMV 

se replikuje mnohem rychleji a extenzivněji než ostatní viry a antigenní prezentace tak 

zůstává v organizmu po delší dobu a s větší intenzitou, což umožní vznik silného TCR 

signálu, který již nepotřebuje dodatečnou kostimulaci (20–24).  

 

 

Obr. 3: Kostimulační molekuly uplatňující se během primární a sekundární fáze 

imunitní odpovědi, převzato z Duttagupta et al. (2009). Kostimulační molekuly mohou 

podpořit tvorbu a udržování paměťových virově-specifických CD8+ T buněk a také 

jejich aktivaci během reinfekcí (18). 
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2.3 Tvorba paměťových T lymfocytů 
 

Jsou popsány dva modely popisující vznik a uchovávání paměťových T buněk: 

sekvenční (lineární) a paralelní (divergentní) (Obr. 4) (25).  

 

Obr. 4: Plasticita paměťových T lymfocytů, převzato z Espinosa et al. (2016). Sekvenční 

model diferenciace (a) je progrese diferenciace z naivních do efektorových a pak do 

paměťových subpopulací. Paralelní model diferenciace (b) vzniká, když se aktivovaný 

efektorový T lymfocyt rozdělí na 2 dceřiné buňky, ze kterých se stanou buď efektorové, 

nebo paměťové T buňky. Kombinovaná cesta T buněčného vývoje (c) spojuje oba 

modely diferenciace dohromady (25).  

 

U sekvenčního (lineárního) modelu naivní T lymfocyt po setkání s konkrétním 

antigenem projde procesem klonální expanze a získá své efektorové funkce ještě 

předtím, než se diferencuje do jednoho ze dvou základních fenotypů paměťových 

buněk: centrálního nebo efektorového (25). 

Model paralelní (divergentní) diferenciace spočívá v tom, že aktivovaný T 

lymfocyt se po rozeznání antigenu rozdělí na dvě dceřiné buňky s odlišným fenotypem 

a funkcí: efektorovou a paměťovou (26,27). Asymetrické T buněčné dělení vychází 

z buněčné polarizace rodičovských buněk u jejich prvního dělení. Imunologická 

synapse koordinuje asymetrické buněčné dělení a paralelní diferenciaci tím, že 
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stabilizuje a prodlouží specifické vysokoafinitní interakce mezi TCR a HLA. To pak 

může vést k asymetrické segregaci proteinů umožňujících diverzifikaci T buněk během 

buněčného dělení (28,29). 

2.3.1 Regulace diferenciace paměťových a efektorových T lymfocytů  

 

K tomu, aby se z naivního T lymfocytu stala krátce žijící efektorová buňka, 

nebo dlouho žijící paměťová buňka jsou potřeba 3 druhy signálů: první je rozeznání 

antigenního peptidu v kontextu HLA I/II (CD8+/ CD4+) pomocí T-buněčného receptoru 

(TCR), druhý signál je kostimulační, a třetí je zprostředkován cytokiny (8).   

Na úrovni všech tří signálu jsou přítomny regulační faktory, které podpoří 

diferenciaci buď směrem k paměťovému, nebo efektorovému fenotypu (Obr. 5). Tyto 

signály pak vedou k intracelulární aktivaci příslušného transkripčního faktoru (TF), 

který podpoří diferenciaci jednoho z fenotypů.  

Zdali je indukce jednotlivých faktorů stochastická (náhodná), nebo je ovlivněna 

specifickým externím signálem prozatím není zcela známo. Ukazuje se, že tuto 

diferenciaci může také ovlivnit extracelulární koncentrace cytokinů: IL2, IL12 a IL27 

podporují formaci efektorového fenotypu během akutních fází bakteriální nebo virové 

infekce a interferony typu I a II společně s IL15, IL10 a IL21  naopak podporují 

diferenciaci paměťových buněk (8). 

Také rovnováha mezi kostimulačními a koinhibičními signály je důležitá pro 

efektorovou T buněčnou aktivaci a expanzi. Vysoká exprese kostimulačních molekul 

(CD28, 4-1BB, CD27 a OX40)  společně s nízkou expresí koinhihičního PD-1 

podporují formaci paměťových buněk a následnou sekundární odpověď (8). 

Signalizace přes TCR je jedním z prvních signálů, které pomáhají utvářet T 

buněčnou paměť. Síla a kvalita TCR signalizace, která je determinována: i) afinitou 

TCR pro komplex peptid-HLA (pHLA), ii) dávkou antigenu prezentovaného na APC a 

iii) délkou a načasováním interakce TCR-pHLA, přispívá k vytváření funkčního 

paměťového fenotypu T lymfocytů. 

Signalizace přes TCR se nenachází pouze ve stavu „vypnuto/zapnuto“ ale je to 

souhrn signálů s rozdílnou intenzitou (30). Během infekce je efektorová buňka 

vystavena aktivně se replikujícímu patogenu, je proto důležité, aby se vyselektovaly T 

lymfocyty s nejvyšší afinitou pro daný antigen, z nich se pak stanou efektorové T 

lymfocyty, které mají vysokou schopnost proliferace. Naopak u re-infekcí je důležité 

najít kompromis mezi správnou mírou specificity a diverzity. Selekční tlak působí i na 
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patogen a podporuje zvýšenou mutagenicitu jeho epitopů, aby nebyl rozeznán 

imunitním systémem hostitele. V tomto případě by byla vysoká specificita TCR spíše 

na škodu, protože u opětovného setkání patogen pravděpodobně vypadá jinak než na 

začátku (31). 

Afinita TCR se ukazuje být klíčová nejen u infekcí, ale i u orgánových 

transplantací, kde je jedním z důležitých faktorů vzniku následné rejekce. Na myším 

modelu transplantace kůže byl otestován vliv vysoko- i nízko-afinitních TCR na vznik 

rejekce a ukázalo se, že u rejekce je vyšší podíl T lymfocytů s vysoko-afinitním TCR a 

jejich eliminace/blokace by mohla být jedním z aspektů k navození transplantační 

tolerance (32). 
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Obr. 5: Faktory regulující osud buněčné diferenciace efektorových a paměťových T 

lymfocytů, převzato z Chen et al. (2018). V procesu rozhodování, který z fenotypů se 

bude dál vyvíjet, se účastní několik faktorů: síla TCR signalizace, kostimulace vs 

koinhibice, cytokiny, transkripční faktory a epigenetické regulátory (8).  

 

2.4 Subpopulace paměťových T lymfocytů 
 

Podle místa působení a rozdílné exprese povrchových markerů (tab. 1) 

rozdělujeme paměťové T lymfocyty na centrální (TCM) a efektorové (TEM). 

 

2.4.1 Centrální paměťové T lymfocyty (TCM) 

 

TCM migrují do sekundárních lymfoidních orgánů, jsou dlouho žijící, 

zachovávají si vysokou proliferační kapacitu a mohou velice efektivně amplifikovat 

sekundární imunitní odpověď po opětovném setkání s daným antigenem. Na svém 

povrchu exprimují „homing“ molekuly 45RO+CCR7+ CD62L+. Povrchový marker 

CD62L (L-selektín) a CCR7 (chemokín) napomáhají „homingu“ T lymfocytů do 

sekundárních lymfatických orgánů přes endoteliální venuly.  

 

2.4.2 Efektorové paměťové T lymfocyty (TEM) 

 

  TEM na svém povrchu neexprimují „homing“ molekuly, protože jejich místo 

určení jsou periferní tkáně (33,34). Jejich základní fenotypizace je 45RO+CCR7-CD62-

. Tyto lymfocyty cirkulují v periferii, žijí krátce a mají omezenou proliferační kapacitu. 

Rychle se infiltrují do místa zánětu, kde vykonávají své efektorové funkce, zároveň 

však mají omezenou schopnost expanze a amplifikace (33).  

 

2.4.2.1 Subpopulace TEM (tab. 1): 

 

a) Terminálně diferencované efektorové paměťové T lymfocyty (TEMRA) jsou 

koncovým stadiem efektorové diferenciace a na svém povrchu re-exprimují CD45RA 

(35). CD45 je členem protein tyrosin fosfatázové rodiny (PTP), který se exprimuje na 

všech diferencovaných hematopoetických buňkách (kromě erytrocytů a plasmatických 

buněk), izoforma CD45 RA obsahuje jen A proteinový region, který je typický pro 

naivní T lymfocyty a TEMRA buňky ho znovu re-exprimují.  
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b) Tkáňově rezidentní paměťové T buňky (TRM), které necirkulují v periferii, 

ale jsou lokalizované ve tkáních. Jsou typické svou expresí CD69 (časný marker 

aktivace), αEβ7 integrin (CD103) a také několik tkáňově specifických chemokinových 

receptorů které se exprimují podle lokalizace v konkrétní tkáni (36,37). 

c) Periferní paměťové T lymfocyty (TPM) jsou charakteristické expresí Cx3Cr1 

a specifickou migrační dráhou. TPM se vyskytují ve vysoké koncentraci v periferní 

cirkulaci. TPM mohou migrovat do tkání a i zpět do lymfatických uzlin přes aferentní 

cévy (38). 

 

 

Tab 1: Heterogenita paměťových CD8+ T lymfocytů, přeloženo z Martin and 

Badovinac 2018 (14). 

 

2.5 Detekce antigen-specifických paměťových T lymfocytů 
 

Subpopulace Fenotyp Funkce Lokace Transkripční faktor 
Reference 

TEM 

CCR7LO/CD62LO 

CX3CRHI/CD27LO 

CD127HI 

CD27-/CD45RA- 

++cytotoxicita 

+-proliferace 
Cirkulace 

TbetHI 

Blimp1HI/ID2HI/STAT4HI 

(39–44) 

TCM 

CCR7HI/CD62HI 

CX3CRLO/CD27HI 

CD127HI 

CD27+/CD45RA- 

+-cytotoxicita 

++proliferace 

Cirkulace 

Lymfatické 

uzliny 

TbetLO 

EomesHI/TCF1HI/BCL6HI/ 

STAT3HI/ID3HI 

(39–

42,45,46) 

TEMRA 
CCR7-/CD27-/CD45RA+ 

CD127LO 

++cytotoxicita 

+-proliferace 
Cirkulace  

(47) 

TRM 

CD69HI/CD103HI/CD49aHI 

(závislé od tkáně) 

CXCR3HI/KLRG1LO/CCR7LO/ 

CD62LLO, CD127HI, 

Cx3Cr1LO/INT 

Kontrola prostředí 

(alarm) 

+proliferace 

Rezidence v 

tkáních 

KLF2-/LO/Eomes-/LO 

TbetLO/TCF1LO 

HobitHI/Blimp1HI 

(38,48–50) 

TPM 
CCR7+/-/CD62L+/-/CD127HI 

Cx3Cr1INT/CD27HI 

+cytotoxicita 

+proliferace 

Cirkulace 

Lymfatické 

uzliny 

Rezidence v 

tkáních 

Tbet+/- 
(38,51,52) 

Ostatní 
CD27LO/CD43LO 

KLRG1HI, CD127LO 

++cytotoxicita 

+-proliferace 

Rezidence v 

tkáních 
TbetHI/EomesLO 

(52,53) 
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Pro detekci antigen-specifických buněk v těle pacienta můžeme použít 2 základní 

metody- průtokovou cytometrii (FACS) a ELISPOT. Použití obou metod sebou nese 

jisté výhody a zároveň i nevýhody.  

U průtokové cytometrie se antigen-specifické buňky detekují pomocí multimerů 

(tetramery, pentamery, dextramery), intracelulárního barvení cytokinů nebo 

kvantifikací buněčné proliferace. Výhodou této metody je, že známe přesnou 

fenotypizaci analyzované subpopulace buněk. Mezi limitace analýzy buněk pomocí 

FACSu patří u multimerního barvení znalost epitopů a jejich restrikčních HLA 

molekul, což může být omezující při diagnostice v klinické praxi. U alogenních 

transplantací mohou hrát důležitou roli alloantigen specifické paměťové buňky, které 

mohou negativně ovlivnit přežití transplantovaného štěpu (54–56). Jejich kvantifikace 

by tedy mohla být přínosná pro použití v klinické praxi (57).  

Pomoci by v tomto případě mohla druhá metoda- ELISPOT, která není 

limitovaná HLA restrikcí a přesnou znalostí epitopů dárce. Také vysoká 

reprodukovatelnost výsledků mezi laboratořemi může naplnit svůj potenciál ve využití 

v klinické praxi (58–60). ELISPOTem detekujeme živé buňky, které po stimulaci 

produkující IFN-γ. Stimulujícím antigenem mohou být virové peptidy (CMV, EBV, 

BKV) nebo buňky dárce. U této metody neznáme přesnou fenotypizaci analyzovaných 

buněk, známe pouze počet buněk reagujících na přítomnost antigenu (61). 

 

2.6 Paměťové T lymfocyty u orgánových transplantací 
 

Tato disertační práce je zaměřená na dárcovsky- specifické a CMV- specifické 

paměťové T lymfocyty. Oba druhy buněk mohou ovlivnit potransplantační fungování 

štěpu tím, že mohou interagovat s antigeny štěpu ať již přímo (dárcovsky- specifické) 

nebo zkříženě (CMV- specifické).  

 

2.6.1 Alloreaktivní paměťové T lymfocyty (dárcovsky-reaktivní T lymfocyty) 

 

Cirkulující alloreaktivní paměťové buňky byly již několikrát spojeny 

s klinickým a subklinickým poškozením transplantovaného orgánu (62,63).  Jejich 

přítomnost u pacientů před transplantací může mít několik možných vysvětlení: 

těhotenství, krevní transfuze, heterologní imunita, duálně receptorové T lymfocyty 

nebo homeostatická proliferace (54,64–66). 
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2.6.1.1 Zdroje alloreaktivních paměťových T lymfocytů 

 

2.6.1.1.1 Duálně-receptorové T lymfocyty 

 

Standardně T lymfocyt díky alelické exkurzi exprimuje na svém povrchu pouze 

jeden alfa a jeden beta řetězec TCR. Nicméně již byla dokumentována existence 2 

rozdílných TCR na jednom T lymfocytu. Již v roce 1993 Padovan et al. ukázal, že až 

30% lidských T lymfocytů exprimuje druhý alfa a beta řetězec na úrovni mRNA a až 

8% lidských T lymfocytů exprimuje druhý alfa a beta řetězec na úrovni na úrovni 

proteinu (67).      

Každý TCR může rozeznat jak specifický patogen, tak i alloantigen, oba mohou 

koexistovat na tom samém T lymfocytu, tudíž po setkání s patogenem se T lymfocyt 

aktivuje a diferencuje do paměťového fenotypu a následné rozeznání alloantigenu je 

pak efektivnější. Praktický vliv těchto T lymfocytů na přežití štěpu byl ověřen na 

myším modelu reakce štěpu proti hostiteli (GvH), kde duální CD4+ T buňky byly ve 

větším množství nalezeny u allorektivního T buněčného kompartmentu (68). 

 

2.6.1.1.2 Heterologní imunita 

 

Dalším způsobem generování paměťových T buněk je jejich tvorba během 

infekcí jako součást heterologní imunity. Heterologní imunita je velice dobře popsána 

jak u lidí, tak i na experimentálních zvířecích modelech (69–71).  

Heterologní imunita může zvyšovat  přirozenou odolnost vůči infekcím i 

účinnost očkování (72).  Na druhé straně může přispět ke vzniku většího množství 

alloreaktivních buněk.  

Během infekcí, jsou virové peptidy prezentované na endogenních HLA a 

následně pak rozeznány pomocí TCR na povrchu T lymfocytů. To pak spustí jejich 

efektorovou diferenciaci, aktivaci a expanzi. Část paměťových virově specifických T 

buněk, může zkříženě reagovat s alloantigenem a ovlivnit tak funkčnost 

transplantovaného orgánu. Ve studii Stranavova et al. (2019) byly CD8+ zkříženě 

reagující klony nalezeny nejen v periferní krvi u příjemců transplantované ledviny, ale 

i v potransplantační biopsii, což dokazuje potenciální klinický význam těchto buněk 

(72). 
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Přítomnost patogenem-indukovaných paměťových alloreaktivních T lymfocytů 

představuje bariéru transplantační tolerance (71,73). Ukazuje se, že patogenem 

vyvolaná zkřížená reaktivita je pravděpodobně častější než původně vzniklé 

allospecifické T lymfocyty (74,75). Ve studii Amir at al. (2010) autoři testovali 

reaktivitu T buněk proti panelu HLA-typizovaných buněk a zjistili, že 80% testovaných 

CD8+ T buněčných linii a 45% patogen-specifických T buněk vykazuje alloreaktivitu 

proti alespoň 1 HLA alele (76). 

 

2.6.1.1.3 Homeostatická proliferace 

 

Paměťové T buňky mohou být také generovány homeostatickou proliferací, 

která často nastává po lymfopenii jako následek imunosupresivní léčby, dlouhodobé 

infekce, nádorového onemocnění, těžkých kombinovaných imunodeficiencí (SCID), 

nebo transplantací (77).  

Naivní CD4+ a CD8+ alloreaktivní prekurzory T buněk mohou v prostředí s IL7 

a IL15 proliferovat a diferencovat přímo do paměťového fenotypu. Paměťové T 

lymfocyty produkované během lymfopenií indukované homeostatické proliferace se 

liší od konvenčních paměťových T lymfocytů. Vznikají tak, že naivní T lymfocyty 

rozeznají vlastní peptid prezentovaný na HLA neaktivní antigen prezentující buňky 

(APC) s afinitou, která je mnohem nižší než v případě rozeznávání cizích peptidů, ale 

zároveň je vyšší než afinita potřebná pro thymickou pozitivní selekci.  

Homeostatická proliferace naivních buněk do paměťového fenotypu není 

spojena se zvýšenou expresí aktivačních markerů, jakými jsou např. CD25, CD69, nebo 

CD45RB, je pro ně ale typická zvýšená exprese CD122 (receptor pro IL7 a IL15) a 

CD132 (cytokinový receptor). Také se ukazuje, že kostimulace přes CD28 a dostupnost 

IL2 jsou mnohem víc důležité pro antigen-specifické paměťové T lymfocyty než pro ty 

diferencované homeostatickou proliferací (78).  

Myší modely ukázaly, že homeostatická proliferace může být překážkou 

v navození tolerance transplantovaného orgánu (79). Studie naznačují, že 

v lymfopenickém prostředí může homeostatická proliferace přispět k expanzi 

paměťových buněk, které brání navození tolerance, a to jak proliferací reziduálních 

paměťových buněk, tak i konverzí naivních buněk do paměťového fenotypu. Paměťové 

T lymfocyty proliferují v procesu homeostatické proliferace po depleci výrazně rychleji 

než naivní T buňky. Tyto data naznačují, že homeostatická proliferace může přispět 
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k rozvoji alloreaktivity v případě, že již existující alloreaktivní T lymfocyty jsou 

expandovány, nebo převedeny do paměťového fenotypu (79).  

 

2.6.2   CMV-reaktivní paměťové T lymfocyty 

 

Další subpopulace paměťových T lymfocytů, kterou se tato disertační práce 

zabývá jsou CMV-reaktivní paměťové T buňky, které vznikly během CMV 

primoinfekce a v kontextu allogenních transplantací mohou u imunosuprimovaných 

pacientů negativně ovlivnit funkčnost a přežití transplantovaného štěpu.  

 

2.6.2.1 Cytomegalovirus 

 

Lidský cytomegalovirus (CMV) je ubiquitinní herpesvirus beta typ 5 s 

rozsáhlým genomem ~235 kb (80). Virion obsahuje dvou- řetězcovou lineární DNA, 

která je uložena v  nukleokapsidě obalené virovými proteiny a glykoproteiny (81). Tyto 

proteiny a glykoproteiny pomáhají viru při vstupu do hostitelské buňky. Tam mohou 

vstoupit buď přímou fúzí s cytoplasmatickou membránou nebo pomocí endocytózy. 

Fúze virového obalu s buněčnou membránou umožní uvolnění nukleokapsid do 

cytoplasmy, ty jsou pak přemístěny do jádra, kde se uvolňuje virová DNA. Následně 

pak dochází k replikaci viru a zapouzdření nově vzniklého virionu do kapsidy, která je 

dále transportována do cytoplasmy a po přidání sekundárního glykolipidového obalu je 

virion uvolněn z buňky exocytózou (Obr.  6) (82). 
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Obr 6: Životní cyklus lidského CMV, přeloženo z Crough et al. (2009) (82). 

 

2.6.2.2 CMV infekce 

 

CMV se přenáší slinami, sexuálním kontaktem, transplacentárně, kojením, 

krevní transfúzí, transplantací orgánů a kostní dřeně (83). Globální CMV 

seroprevalence, stanovena kvantifikací CMV IgG protilátek, byla v roce 2019 83% 

(95% UI: 78-88) (84). 

Primární CMV infekce je standardně bezpříznaková a v těle pacienta pak celoživotně 

zůstane CMV v latentní fázi s občasnou reaktivací. Během latentní infekce CMV 

genom zůstává uložen v mononukleárních buňkách, včetně monocytů a makrofágů 

(85,86), lymfocytů (87), kmenových buněk (88), nezralých dendritických buněk (89) a 

endoteliálních buněk (90). Reaktivace CMV z latentního stavu je klíčový krok 

v patogenezi CMV infekce, tato reaktivace je často reakcí na imunosupresi, zánět, 

infekci, nebo stres (91). I když je u zdravých jedinců infekce CMV často 

bezpříznaková, u novorozených dětí, plodu v těle matky a pacientů s imunosupresivní 

léčbou, může způsobit řadu závažných klinických komplikací. 

 

2.6.2.3 CMV u orgánových transplantací 

 

U orgánových transplantací je CMV signifikantním zdrojem morbidity a 

mortality a je asociován s horším přežitím štěpu (92). Pacienti, kteří prodělali CMV 

primo-infekci a mají ve svém těle adaptivní imunitní paměť, která je tvořena CMV- 

specifickými CD4+ a CD8+ paměťovými T lymfocyty a imunoglobulinem G (IgG), by 

měli být chráněni před opakovanou virovou reaktivací (82). U orgánových transplantací 

může z důvodu užívání imunosupresivní léčby dojít k selhání adaptivní imunity. U 

CMV seropozitivních příjemců transplantovaného orgánu může vlivem snížení CMV 

specifické imunity dojít k rozvoji CMV infekce či CMV onemocnění.  Nepřímým 

efektem virové reaktivace je výskyt oportunních infekcí, akutní nebo chronické rejekce, 

kardiovaskulárních onemocnění a diabetu (Obr. 7) (93). 
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Obr. 7: Cytomegalovirová infekce, přeloženo z Fishman et al. (2007) (94). CMV může 

způsobit jak invazivní onemocnění („přímé efekty CMV“) tak i doprovodné 

imunologické jevy („nepřímé efekty CMV“), včetně rejekce transplantovaného štěpu 

(94). 

  

Míra rizika CMV infekce po transplantaci orgánů je asociována s výskytem 

několika rizikových faktorů, mezi ně patří například CMV seropozitivita dárce nebo 

příjemce. Nejvíce rizikovou skupinou jsou dvojice, kdy je dárce CMV seropozitivní a 

příjemce CMV seronegativní (D+/R-), naopak transplantace kdy je jak dárce, tak i 

příjemce CMV seronegativní (D-/R-) je z hlediska reaktivace CMV nízkoriziková. Ve 

středním riziku jsou seropozitivní příjemci, kteří dostali transplantovaný orgán od 

seropozitivního dárce (D+/R+). Mezi další rizikové faktory pro vznik post-

transplantační CMV infekce patří: deficit CMV specifické celulární imunity (CMV 

specifické CD4+ a CD8+ T lymfocyty), rejekce transplantátu, virová replikace a 

imunosupresivní léčba depletujícím králičím antithymocytovým globulinem (rATG).  

 

2.6.2.4 Cytomegalovirus a rejekce 
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Přítomnost aktivní CMV infekce je u orgánových transplantací asociována 

s vyšším výskytem akutní a chronické rejekce (95,96). Latentní CMV infekce vyvolává 

silnou doživotní T buněčnou imunitu, která kontroluje CMV reaktivaci/reinfekci a 

funguje jako prevence CMV nemoci pomocí permanentní dynamické interakce mezi 

virem a CMV-reaktivními T buněčnými klony. Přestože primárním cílem paměťových 

CMV-specifických T lymfocytů je ochrana před další potenciální infekci, mohou u 

transplantovaného orgánu způsobit poškození tkáně.   

Jsou 3 základní mechanismy, které mohou toto poškození vyvolat. Prvním z nich je 

přímý cytotoxický efekt na buňky štěpu, které jsou infikované CMV, druhým 

mechanismem je bystander aktivace, která vytvoří lokální prozánětlivé prostředí a 

třetím mechanismem je heterologní imunita - zkřížená reakce mezi CMV a alloantigeny 

(96).  

 

2.6.2.5 Monitorace CMV specifické adaptivní imunity 

 

CMV infekce je jednou z hlavních komplikací po renální transplantaci, která má 

signifikantní vliv jak na život pacienta, tak i transplantovaného orgánu. Monitorace 

CMV specifické adaptivní imunity (humorální a T buněčné) v různých časových 

bodech po transplantaci se ukazuje jako zásadní v predikci rizika vzniku virové infekce. 

Predikce rozvoje CMV může napomoci k individualizaci terapie v klinické praxi. Ke 

zhodnocení humorální imunity slouží analýza anti-CMV protilátek v séru (IgM 

indikující akutní infekci a IgG předchozí infekci). Dynamika virové infekce může být 

sledována kvantifikací virové nálože CMV pomocí RT-PCR.  

Celulární adaptivní imunita je pro kontrolu CMV infekce nezbytná, potenciální 

replikaci kontrolují jak CD4+, tak CD8+ T lymfocyty, obě subpopulace T buněk jsou 

v tomto procesu stejně důležité (Obr. 8) (97,98). Ukazuje se, že CD8+ T buňky jsou 

zásadní při kontrole CMV replikace a CD4+ T buňky se účastní dlouhodobé ochrany 

při udržování hladin virově specifických protilátek (65,99–101). Vysoce 

diverzifikovaná T- buněčná odpověď se vyvíjí mezi 4-6 týdnem po prvotní expozici 

antigenu. Paměťový kompartment je generován v závislosti na množství antigenu, míře 

virové replikace a typu infikované tkáně (102).  

T lymfocyty rozeznávají antigeny pocházející z CMV specifických proteinů. Virové 

proteiny jsou exprimovány v různých stádiích virové replikace (časný, středně časný, 

pozdní) a plní odlišné funkce (kapsida, matrix/tegument, glykoprotein, regulační 
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protein atd.). Mezi nejvíce imunodominantní CMV antigeny patří IE-1 (immediately 

early -1) iniciační protein, a pp65 (phosphoprotein 65) matrix- tegumentový protein. 

 

  

 

Obr 8: Schéma CMV specifické T- buněčné odpovědi u pacientů po orgánové 

transplantaci, přeloženo z Lucia et al. (2014) (103). 

 

Pro monitoraci kinetiky a funkce CMV specifického T buněčného 

kompartmentu se používá několik různých esejí, mezi nejčastěji používané patří 

intracelulární barvení cytokinů (FACS), ELISPOT, tetramery (FACS) a quantiferon. 

Hlavní charakteristiky jednotlivých metod jsou shrnuty v tabulce 02. 

 

 

Intracelulární 

barvení cytokinů 

(FACS) 

ELISPOT (IFN-γ, 

IL2) 

Tetramery 

(FACS) 

Quantiferon 

(založen na 

ELISA) 

Materiál, 

množství 

Periferní krev/ 

PBMC, 1ml/1x106 
PBMC, 1x106 PBMC, 1x106 

Periferní krev ¾ 

ml 
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Tabulka 02: Hlavní imunitní eseje pro stanovení lidské CMV specifické T buněčné 

odpovědi, přeloženo z Lucia et al. (2014) (103). 

 

2.6.2.6 Terapeutická strategie u CMV 

 

 Vzhledem k riziku CMV nemoci u pacientů s vysokým rizikem se standardně 

podává protivirová profylaxe 6 měsíců (valgancyklovir), ostatním pacientům v riziku 

pak 3 měsíce. Samozřejmostí je pravidelná potransplantační kontrola virové replikace 

pomocí RT-PCR (103,104). Efekt indukční a udržovací imunosuprese na CMV 

primární infekci a nemoc je velice dobře popsán u CMV seronegativních příjemců (R-

) transplantované ledviny. Depleční indukční terapie, např. rATG, je asociována 

s vyšším rizikem vzniku CMV infekce ve srovnání s nedepleční terapií (basiliximab) 

(105). rATG se používá jako prevence i léčba akutní rejekce u orgánových 

transplantací. rATG způsobuje lymfocytopenii a masivní T buněčnou depleci, která 

může vést ke zvýšenému výskytu infekcí, včetně cytomegalovirové. T buněčná 

repopulace, která může být v lymfocytopenických podmínkách podpořena 

thymopoezou, homeostatickou proliferací a antigenem indukovanou expanzi (106). 

Frekvence 

% CMV- 

specifických CD8+ 

nebo CD4+/ IFN-γ 

buněk 

CMV- specifických 

IFN-γ produkujících 

buněk 

% CMV- 

specifických CD8+ 

nebo CD4+/ IFN-γ 

buněk 

Detekce IFN-γ 

(IU)/ml 

Čas 48h 36h 48h 24h 

Protektivní práh 

(frekvence) 
0.2-0.4% 8-11 IFN-γ spotů nespecifický 0.1-0.2 IU/ml 

Antigen pro 

stimulaci 

15AA dlouhý 

peptidový pool 

obsahující antigen, 

nebo virový lyzát 

15AA dlouhý 

peptidový pool 

obsahující antigen, 

nebo virový lyzát 

15AA dlouhý 

peptidový pool 

obsahující antigen, 

nebo virový lyzát 

Kolekce 

jednotlivých 15AA 

peptidů 

Výhody 

Vysoká sensitivita, 

bez HLA restrikce, 

nezávislá analýza 

CD4 a CD8 

Vysoká sensitivita, bez 

HLA restrikce, 

reprodukovatelnost 

Barvení 

jednotlivých 

epitop-

specifických klonů 

Vysoká sensitivita, 

Schváleno pro 

použití v klinické 

praxi v EU 

Nevýhody 

Potřebné vybavení 

(FACS), 

kvalifikovaný 

personál 

Potřebné vybavení 

(ELISPOT), 

kvalifikovaný personál 

HLA restrikce, 

potřebné vybavení 

(FACS) 

HLA restrikce, 

vzácné HLA alely 

jsou vyloučeny z 

analýzy 
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Předchozí studie zaměřené na analýzu dynamiky T buněk po léčbě rATG ukázaly 

perzistentní depleci CD4+ T buněk a rychlou repopulaci CD8+ T lymfocytů (107–109). 

U imunosuprimovaných pacientů často dochází k CMV reaktivaci a ke zvýšení  

frekvenci CMV-specifických CD8+ T buněk oproti zdravým jedincům (110). Deficit 

paměťových buněk v lymfopenii v kombinaci s virovou reaktivací by mohl vést k 

CMV infekci, která by v časném potransplantačním období mohla mít fatální následky 

pro zdraví pacienta a funkčnost štěpu, proto je důležité u těchto pacientů použití 

profylaktické antivirové terapie.  
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3 Cíle práce 
 

Cílem projektu bylo ověření role efektorových a paměťových T lymfocytů u 

pacientů před a po transplantaci ledviny se zaměřením na CMV-specifickou a 

dárcovsky-specifickou imunitní odpověď.  

1. Analyzovat vliv indukční terapie na CMV specifické efektorové/paměťové 

T lymfocyty po transplantaci ledviny od žijících dárců 

CMV reaktivní buňky byly stanoveny metodou ELISPOT, která kvantifikuje počet 

IFN-γ pozitivních efektorových /paměťových T lymfocytů po stimulaci CMV-

specifickými antigeny (IE-1, pp65) před a 6M po transplantaci. Zajímal nás vliv 

imunosuprese (indukční i udržovací) na potransplantační vývoj CMV-specifické 

imunity u příjemců transplantované ledviny, kteří již v minulosti prodělali CMV 

primoinfekci a mají vyvinutou imunitní paměť proti CMV.  

2. Ověřit hypotézu heterologní imunity; předpokládali jsme, že CMV 

specifické paměťové T lymfocyty jsou aktivovatelné antigeny dárce, což by 

mohlo vést k přímému poškození transplantovaného orgánu 

Zkřížená reaktivita mezi CMV a alloantigeny byla ověřena pomocí NGS analýzy 

TCR-β identických klonů T lymfocytů, které reagovaly na přítomnost obou 

studovaných antigenů svou proliferací. Identické zkříženě reagující klony byly 

hodnoceny jak před samotnou transplantací v periferní krvi pacientů, tak i po 

transplantaci v renální biopsii.  

3. Studovat vliv délky dialyzační terapie na frekvenci periferních virově 

specifických efektorových/paměťových buněk a subpopulace DC, B a T 

lymfocytů u pacientů s chronickým selháním ledvin v terminálním stadiu 

(CKD5)  

CKD5 pacienti, kteří byli dlouhou dobu léčeni na dialýze, v uremickém prostředí, 

často vykazují obtížně definovatelné poškození imunitního systému. Naším cílem 

bylo zjistit, do jaké míry jsou ovlivněny paměťové/efektorové T lymfocyty virů 

způsobující hlavní oportunní infekce po transplantaci- CMV, BK, EBV. Dále nás 
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také zajímalo, zda dialýza ovlivňuje počty buněk jednotlivých subpopulací T a B 

lymfocytů a dendritických buněk.  
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5 Výsledky 

5.1 Efekt indukční terapie na stanovení CMV specifické imunity 

v transplantaci ledvin od žijících dárců 
 

Stranavova L, Hruba P, Girmanova E, Tycova I, Slavcev A, Fronek J, Slatinska 

J, Reinke P, Volk HD, Viklicky O. 

Physiol Res. 2018 May 4;67(2):251-260 

Infekce cytomegalovirem (CMV) ovlivňuje krátkodobé i dlouhodobé výsledky u 

imunosuprimovaných příjemců transplantovaných orgánů. Cílem této studie bylo 

zhodnotit účinek různých indukčních imunosupresivních režimů na počet CMV 

specifických T buněk u pacientů s již prokázanou CMV- specifickou imunitou. U 24 

seropozitivních příjemců ledvin od žijících dárců byla stanovena frekvence CMV 

specifických T buněk metodou ELISPOT (Enzyme-linked ImmunoSpot) před a 6 

měsíců po transplantaci. Příjemcovské periferní mononukleární buňky (PBMC) byly 

stimulovány CMV specifickými antigeny: časným IE1 (Intermediate early- IE1) a 

fosfoproteinem 65 (pp65), a následně byl stanoven počet buněk produkujících 

interferon gama (IFN-gama). Pacienti dostávali indukční léčbu buď depletujícím 

králičím antithymocytovým globulinem (rATG) nebo nedepletujícím basiliximabem a 

udržovací imunosupresi takrolimem / mykofenolát mofetilem / steroidy. Pacienti s 

indukcí rATG dostali také profylaxi valgancyklovirem. Zjistili jsme, že šest měsíců po 

transplantaci ledvin nebyly pozorovány žádné účinky indukční imunosuprese na počet 

CMV specifických buněk. Nebyly zjištěny žádné asociace mezi délkou dialýzy, 

předtransplantační CMV specifickou T buněčnou imunitou a pozdějším výskytem 

CMV DNAemií. Také nebyl prokázán žádný vliv CMV profylaxe na imunitu CMV 

specifických T buněk. Tato studie ukázala, že potransplantační imunosupresivní léčba 

nemá vliv na imunitu CMV specifických T buněk u CMV seropozitivních příjemců 

transplantovaných ledvin od žijících dárců, bez ohledu na depleci lymfocytů a CMV 

profylaxi. 

 

Podíl na publikaci: kolekce materiálu od pacientů, experimentální část (izolace 

PBMC, ELISPOT), statistická analýza výsledků, příprava manuskriptu 
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5.2 Heterologní CMV- a Allo -reaktivita sdíleným repertoárem T-

buněčných receptorů v transplantaci ledvin 
 

Lucia Stranavova, Ondrej Pelak, Michael Svaton, Petra Hruba, Eva Fronkova, Antonij 

Slavcev, Klara Osickova, Jana Maluskova, Jiri Fronek, Petra Reinke, Hans-Dieter 

Volk, Tomas Kalina, Ondrej Viklicky 

Front Immunol. 2019 Oct 31; 10:2549 

Cytomegalovirová (CMV) infekce je asociována s rejekcí transplantovaného štěpu. 

Mechanismy vysvětlující tento fenomén jsou dosud špatně definovány. Ačkoliv 

zkřížená reaktivita T lymfocytů mezi alloantigeny a CMV byla předmětem mnoha 

hypotéz, přímý důkaz pořád chybí. V této monocentrické observační studii jsme 

testovali reakci pretransplantačních efektorových/paměťových T lymfocytů na CMV a 

alloantigeny u 78 příjemců ledviny od žijících dárců pomocí Enzyme-Linked 

ImmunoSpot assay (ELISPOT). Pro potvrzení hypotézy zkřížené reaktivity jsme 

analyzovali repertoár T receptorů ß (TCR- ß) u CMV a alloreaktivních T buněk 

z pretransplantační periferní krve pacientů pomocí NGS sekvenování u 11 CMV-

seropozitivních a HLA I inkompatibilních pacientů. TCR- ß repertoár byl také 

analyzován v potransplantačních biopsiích transplantovaných štěpů. Byla nalezena 

signifikantní asociace mezi přítomností pretransplantačních efektorových/paměťových 

T buněk a akutní rejekcí a funkcí ledvinného štěpu (p = 0.01). Také jsme našli sdílené 

TCR-ß sekvence mezi CMV-IE1 a dárcovskými alloantigen-reaktivními T buňkami ve 

všech pretransplantačních vzorcích periferní krve od CMV-seropozitivních pacientů, 

kteří dostali štěp od HLA I inkompatibilních dárců. Identické TCR-ß sekvence byly 

rovněž nelezeny v potransplantační biopsií u pacientů se současnou CMV infekcí a 

rejekcí. Naše data ukazují na přítomnost funkčních, zkříženě reagujících T buněk a 

jejich klonotypů v periferní krvi a ve tkáni transplantované ledviny. Je proto 

pravděpodobné, že zkřížená reaktivita mezi dárcem a CMV, stejně jako zánět 

indukovaný CMV specifickými T lymfocyty, se účastní procesů ovlivňujících přežití a 

funkčnosti transplantované ledviny.  

 



 
 

42 
 

Podíl na publikaci: kolekce materiálu od pacientů (periferní krev), experimentální část 

(ELISPOT, izolace a kultivace buněk pro analýzu buněčné proliferace), statistická 

analýza výsledků, příprava manuskriptu 
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5.3 Dialyzační terapie je asociována s augmentací periferních B 

lymfocytů marginální zóny 
 

Lucia Stranavova, Petra Hruba, Janka Slatinska, Birgit Sawitzki, Reinke, Hans-Dieter 

Volk, Ondrej Viklicky 

Transpl Immunol. 2020 Jun; 60:101289 

U pacientů s chronickým onemocněním ledvin v terminálním, 5., stádiu (CKD5), kteří 

jsou léčeni na dialýze a zůstávají dlouhou dobu v uremickém prostředí, se často 

vyskytuje několik špatně definovaných poruch imunitního systému. V této studii jsme 

hodnotili periferní virově-specifické efektorové / paměťové T buňky a jednotlivé 

subpopulace T, B lymfocytů a dendritických buněk (DC) pomocí metod ELISPOT a 

FACS u 74 nízko-rizikových pacientů, bez anti-HLA protilátek, čekajících na 

transplantaci ledviny. Pacienti byli rozděleni do dvou skupin: na dialyzovanou a 

preemptivní (bez předchozí zkušenosti s dialýzou). Zjistili jsme, že mezi těmito dvěma 

skupinami byl signifikantní rozdíl v počtu cirkulujících B lymfocytů marginální zóny 

(MZB) (IgDhigh CD27high) p=0.002). Pacienti léčeni na dialýze více jak 12 měsíců měli 

4.2x vyšší riziko zvýšení absolutního počtu MZB (95%CI:1.6-11.2; P = 0.004). 

Rozdíly v počtu ostatních subpopulací T, B a DC nebyly pozorovány. Také počet 

efektorových/paměťových T buněk reaktivních na hlavní oportunistické virově-

specifické antigeny (CMV, BKV, EBV) nebyl ovlivněn předchozí dialyzační léčbou. 

Nesensitizovaní CKD5 pacienti léčení dialýzou vykazují signifikantně víc cirkulujících 

MZB než ti, kteří nikdy nepodstoupili dialyzační terapii.  

 

Podíl na publikaci: kolekce materiálu od pacientů, experimentální část (ELISPOT, 

FACS), statistická analýza výsledků, příprava manuskriptu  

  



 
 

54 
 



 
 

55 
 



 
 

56 
 



 
 

57 
 



 
 

58 
 



 
 

59 
 

  



 
 

60 
 

6 Diskuze 
 

Paměťové T lymfocyty mají zásadní roli v transplantační imunologii. Ukazuje se, 

že přítomnost dárcovsky-specifických paměťových/efektorových T lymfocytů před 

transplantací je spojována s horší funkcí štěpu a s výskytem akutní rejekce (111,112).  

V této práci jsme se zaměřili na studium CMV- a dárcovsky- specifických 

paměťových/efektorových T lymfocytů u transplantací ledvin.  

V první části projektu jsme se zabývali změnami v potransplantační CMV 

specifické celulární imunitě u CMV seropozitivních příjemců ledviny od žijícího dárce. 

Hlavním pozorováním bylo, že indukční imunosuprese, nedepleční (basiliximab) ani 

depleční (rATG), nemá vliv na CMV-specifickou buněčnou odpověď u CMV 

seropozitivních příjemců transplantované ledviny v 6. měsíci po transplantaci 

U pacientů, kteří se nacházejí ve vysokém riziku vzniku CMV infekce (CMV 

seronegativní příjemci, kteří dostali orgán od CMV seropozitivního dárce (R-/D+), a 

CMV seropozitivní příjemci (R+/D+, R+/D-), a kteří dostali depleční imunosupresi 

rATG) je dobře popsán vliv indukční a udržovací imunosuprese na vznik CMV nemoci 

a jsou známé obecné doporučení pro použití antivirové profylaxe valgancyklovirem 

(113–115). Naše pozorování, že potransplantační imunosuprese nemá vliv na 

přítomnost efektorových buněk je v souladu s pozorováním ostatních (116,117). Ve 

studii Pearl et al. (2005) zjistili, že reziduální T buňky po depleční terapii sdílejí stejný 

fenotyp, který koresponduje s paměťovými/efektorovými T buňkami. Studie naznačila, 

že paměťové/efektorové T buňky jsou selektivně rezistentní k terapeutické depleční 

terapii (117).  

Paměťové/efektorové T lymfocyty byly v naší studii stanoveny metodou 

ELISPOT, kde jsou detekovány buňky produkující IFN-γ po stimulaci (61,118). T 

lymfocyty nejsou jediné, které produkují IFN-γ, například NK buňky exprimují tento 

cytokín (119–122). Autoři jiné studie potvrdili, že CMV specifické 

paměťové/efektorové T lymfocyty chybí u 12% CMV seropozitivních pacientů, 

výsledky byly měřeny testem ELISPOT a Quantiferon (123). Také Sylwester et al 

(2005) ukázali, že někteří dospělí nejsou schopni správně rozeznat pp65 antigen (124). 

V našem souboru jsme neprokázali CMV-reaktivní lymfocyty u 2 pacientů nehledě na 

pozitivní sérologii.  

Dalším cílem naší studie bylo zhodnotit CMV specifickou celulární imunitu 

v kontextu CMV DNAemie, tj. potransplantační reaktivací CMV. Nenašli jsme žádnou 
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asociaci mezi pretransplantační CMV specifickou imunitou a pozdějším výskytem 

CMV DNAemie, která byla hodnocena 3 měsíce po transplantaci, nebo podle 

klinického stavu pacienta. K odlišným výsledkům dospěli Bestard et al. (2013), kde 

byla nalezena asociace mezi nízkým výskytem pretransplantačních IE-1 specifických 

T buněk a výskytem CMV infekce po transplantaci. Naše studie byla zaměřena na CMV 

seropozitivní příjemce ledviny od žijících dárců a výše zmíněná studie byla naopak 

provedena u příjemců, kteří dostali ledvinu od zemřelého dárce. Do studie byli zařazeni 

jak CMV seropozitivní, tak i CMV seronegativní příjemci. 

V další části projektu jsme se zabývali vlivem CMV- a alloreaktivních 

paměťových/efektorových T lymfocytů na výskyt akutní rejekce. Zjistili jsme, že vyšší 

výskyt CMV- reaktivních paměťových/efektorových lymfocytů před transplantací byl 

asociován s vyšším výskytem rejekce zprostředkované T lymfocyty po transplantaci. 

Předchozí studie ukázaly, že vyšší předtransplantační dárcovsky-specifická T buněčná 

odpověď byla asociována s akutní rejekcí a nižším eGFR u pacientů,  léčených 

nedepleční indukcí (111,112). V naši studii bylo 40% pacientů léčeno rATG, který 

efektivně zredukoval alloreaktivní paměťové/efektorové T lymfocyty na frekvenci, 

která může být kontrolována udržovací imunosupresí.   

Nalezli jsme ale vztah mezi CMV-reaktivními paměťovými/efektorovými T 

lymfocyty a rejekcí a také signifikantní korelaci mezi těmito buňkami a nižším 

potransplantačním eGFR ve 3., 6. a 12. měsíci. Subklinická CMV reaktivace je 

opakovaně detekovatelná u 30% příjemců transplantované ledviny bez ohledu na CMV 

profylaxi (125–127). Domníváme se, že subtilní CMV reaktivace jsou mnohem 

častější, i když jsou nedetekované, a poskytují antigenní stimulaci pro CMV-specifické 

T buňky. To koresponduje s pozorováním ostatních autorů, kteří zjistili, že CMV 

virémie, která se vyskytuje u víc jak poloviny pacientů, bez ohledu na CMV profylaxi, 

je spojena s horší funkcí štěpu (128).  

Další vysvětlení, které se nabízí, je přímý vliv heterologní imunity na funkci štěpu 

(129). Zjistili jsme, že zkříženě-reagující T buněčné klony (sdílející stejnou TCR-β 

sekvenci) byly nalezeny u obou CMV- i alloreaktivních T buněk v periferní krvi před 

transplantací a také v biopsii štěpu po transplantaci, kde mohou participovat v CMV-

asociované T buňkami zprostředkované rejekci. Naše předchozí experimenty ukázaly, 

že imunodominantní epitopy pro konkrétní HLA alelu, obarvené komplexem 

peptid/dextramer nereflektovaly komplexní odpověď na CMV peptidy. Proto jsme 

použili metodu HLA-nezávislé T buněčné stimulace (130),  kterou bylo možné 
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detekovat  všechny 3 analyzované skupiny T buněk: i) CMV-specifické,  ii) dárcovsky-

specifické, iii) zkříženě reagující. Reaktivní buňky jsme vysortrovali a vyšetřili pomocí 

NGS.  

Z výsledků vyplývá, že poměrně rozsáhlá kohorta periferních CMV-reaktivních 

buněk obsahuje subpopulaci zkříženě reagujících buněk, které jsou schopny migrovat 

do transplantovaného štěpu. Tyto zkříženě reagující klonotypy mohou v přítomnosti 

vhodných antigenních stimulů (CMV, allotransplantát) reagovat zvýšenou proliferací a 

následným poškozením štěpu. Tyto závěry korespondují s hypotézou heterologní 

imunity (131,132). Specifická allo-HLA zkřížená reaktivita již byla prokázána na 

klonální úrovni sdíleným repertoárem TCR u EBV, CMV, varicella-zoster (VZV) a 

chřipkového viru A (76,133). Naše data poprvé prokázaly výskyt zkříženě reagujících 

klonů nejen v periferní krvi, ale i v transplantované ledvině. Jde ale samozřejmě o 

předběžné výsledky, které musí být ověřeny na větším souboru.  

Dále jsme se zabývali vlivem dialýzy na paměťové/efektorové T buňky, které 

reagují na oportunní viry (CMV, EBV, BK) a na periferní subpopulace T a B lymfocytů 

a dendritických buněk u pacientů bez humorální sensitizace. Zjistili jsme, že u pacientů 

s dlouhodobou dialyzační léčbou byly v periferní krvi zvýšené B lymfocyty marginální 

zóny (MZB). U ostatních analyzovaných subpopulací, včetně virově-reaktivních 

paměťových/efektorových buněk nebyly pozorovány signifikantní rozdíly. 

Periferní MZB fungují jako „první linie obrany“ proti cirkulujícím mikrobům a 

polysacharidům a pomáhají udržovat homeostázi odstraňováním apoptotických buněk 

a celulární debris (134–138). U pacientů na dialýze může docházet k bakteremii při 

eventuální kontaminaci dialyzátu, katétru a dialyzačních jehel. MZB exprimují 

paměťový fenotyp, a proto mohou být velice snadno aktivovány. Jakmile jsou 

vystaveny antigenům (T-dependentním i T-independentním) produkují polyreaktivní 

přirozené protilátky a tím přispívají ke zvyšování humorální sensitizace (139–141). 

Dlouhodobá dialyzační léčba zvyšuje imunosenescenci, je spojena s redukcí  

naivních T lymfocytů a se zvýšenou frekvencí paměťových T buněk (142). Lze tedy 

předpokládat, že uremické prostředí výrazně alteruje imunitní paměť a jiné části 

adaptivního imunitního systému. U 2 pacientů s vysokým výskytem MZB před 

transplantací se akutní rejekce vyskytla do 1 roku. Jde ale samozřejmě o pilotní 

pozorování. Každopádně je možno usuzovat, že kromě humorální sensitizace spojené 

s krevními transfuzemi, předchozí transplantací nebo porody, jsou u nemocných 

s nezvratným selháním ledvin léčených dialýzou aktivovány další složky přirozené a 
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adaptivní imunity, které se mohou podílet na snadnějším vzniku rejekce po 

transplantaci. 
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7 Závěry 
 

1. Efekt indukční terapie na CMV specifické efektorové/paměťové T 

lymfocyty před a po transplantaci ledviny od žijících dárců 

Počet příjemcovských CMV-specifických buněk produkujících IFN-γ po stimulaci 

pp65 a IE-1 antigeny před a 6 měsíců po transplantaci ledviny je stejný bez ohledu 

na použitou indukční terapii.  

2. Zkříženě reagující T lymfocyty se nacházejí v periferní krvi pacienta před 

transplantací a jsou identifikovatelné také po transplantaci v ledvinném 

štěpu 

Pomocí NGS sekvenování jsme prokázali přítomnost heterologní imunity, resp. 

přítomnost T buněčných klonotypů se stejnými TCRβ CDR3 sekvencemi 

reagujícími jak na CMV, tak i na alloantigeny v krvi pacientů před a v ledvinném 

štěpu po transplantaci ledviny. Jejich přítomnost v biopsii štěpu ukazuje na přímé 

spojení mezi CMV specifickou imunitou a poškozením štěpu.  

3. Dialyzační léčba ovlivňuje vyšší výskyt B lymfocytů marginální zóny v 

periferii 

Delší pobyt na dialýze neovlivnil počet T buněk specifických pro nejčastější 

oportunní infekce u pacientů podstupujících transplantaci (CMV, BK, EBV). Tato 

terapie signifikantně ovlivnila počet cirkulujících B lymfocytů marginální zóny, 

ostatní analyzované subpopulace T, B a DC buněk zůstali nezměněné. 
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