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Granzimy B ir perforiny
pokyciai sveiky ir inksto
transplantacija patyrusiy
pacienty kraujyje

Santrauka

Darbo tikslas. Ivertinti citotoksiniy CD8" T limfocitu granzimo B ir
perforino ekspresijos pokyc€ius recipientu po inksto transplantacijos
kraujyje esant citomegalo viruso (CMYV) ir Epsteino-Bar (EBV) infekcijai
ir palyginti juos su sveiky donory kraujo tyrimo rezultatais.

Metodika. Tyrime apibendrinti VUL Santaros klinikose gydytu
53 pacientu, kuriems buvo atlikta pakaitiné inkstu terapija — inksto
transplantacija i§ gyvu ar mirusiy donoru, duomenys. [ kontroline grupe
atsitiktinai itraukta 20 asmenuy (kraujo donoru), savanoriskai atvyku-
siy duoti kraujo i Kraujo centra. Taikant tékmeés citometrijg ivertinta
CDS8* T limfocitu granzimo B ir perforinu ekspresija pacientu po inksto
transplantacijos veniniame kraujyje ir sveiku donoru kraujyje pries
T limfocity blastinés transformacijos reakcija ir po jos.

Rezultatai. Istyrus CMV DNR ir EBV DNR, citomegalo viruso in-
fekcija nustatyta 18 pacientu (34 %), Epsteino—Bar viruso — 4 pacien-
tams (8 %). Tékmeés citometrijos budu didziausias granzimus B (33 %) ir
perforinus (24 %) ekspresuojanciuy CD8* T limfocity kiekis nustatytas
esant virusinéms infekcijoms. Kontrolinés grupés sveiku donoru kraujy-
je nestimuliuotiems mitogenu CD8" T limfocitams buvo jvertinta 14 %
granzimo B ir 8 % perforino ekspresija. Atlikus limfocitu blastinés trans-
formacijos reakcija, po stimuliacijos mitogenu — fitohemagliutininu
granzimo B ekspresija vidutini§kai padidéjo 8 %, perforino ekspresija —
6 %. Didziausias granzimo B (29 %) ir perforino (24 %) kiekis nustatytas
vyresniu nei 61 metu pacientu amziaus grupéje, kurioje vyriausias tir-
tas asmuo buvo 73 metu. Maziausias granzimo B (22 %) ir perfori-
no (15 %) kiekis jvertintas jaunesniu kaip 40 mety pacienty grupéje, ku-
rioje jauniausias tirtas asmuo buvo 26 mety amziaus.

Isvados. Citomegalo ir Epsteino—Bar virusai aktyvina CD8" T las-
teles paskatindami didesne granzimuy B ir perforiny ekspresija nei svei-
ku asmenu kraujyje. Taip pat didéjandéia perforino ir tendencingai dide-
janc¢ia granzimo B ekspresija lemia nuo pacientu amziaus priklausomi
T limfocity subpopuliaciju pokyéiai.

Reiksminiai ZodzZiai: granzimai, perforinai, lastelinis imuninis atsa-
kas, inksto transplantacija, fitohemagliutininas, tékmés citometrija.

inkstu liga, yra viena svarbiausiu pa-
kaitinés inkstu terapijos rasiu po he-
modializés ir peritoninés dializés [1].
Taikant naujausia gydyma imunosu-
presiniais vaistais ir tinkama slaugos

IVADAS

Pastaraisiais deSimtmeciais atlikti ty-
rimai irodo, kad inksto transplantaci-
ja (IT), nustacius galutinés stadijos
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prieziGira, pacientu iSgyvenamumas
po inksto transplantacijos siekia 90 %
[2]. Ankstyvuoju potransplantaciniu
laikotarpiu 8 % pacientu nepasireiskia
jokiu komplikaciju ir pirminiy inkstu
sutrikimu, taéiau 32 % inksto reci-
pientu diagnozuojama uminé trans-
plantato disfunkcija, o 47 % pacientu
susiduria su neigiamais imunosupre-
sinio gydymo padariniais [3]. Reci-
pientu vartojami imunosupresiniai
vaistai gali maskuoti ivairiu bakteri-
niuy ir virusiniu infekciju eigg ir klini-
kinius simptomus, todél Lietuvoje pa-
cientai po alogeninés inksto trans-
plantacijos yra periodiskai tikrinami
del transplantato atmetimo reakciju ir
infekeiju sukeliamuy komplikaciju.
Siuo metu inksto biopsija islieka
pagrindinis badas transplantato atme-
timui patvirtinti ir adekvaciai imuno-
terapijai parinkti [4]. Tac¢iau biopsija
yra invazyvi ir pavojinga paciento
sveikatai procedura, kurig siekiama
pakeisti alternatyviais transplantato
atmetimo nustatymo budais. Naujausi
moksliniai tyrimai patvirtina, kad
tikslingas citotoksiniu T limfocitu
funkcijos ivertinimas turi didele prog-
nozine reik§me nustatant transplanta-
to atmetima, diagnozuojant virusines
infekcijas ir autoimunines ligas [5].
Pagrindiniai lasteliuy pazeidimo
mediatoriai, kaupiami CD8" T efekto-
riniu limfocity granulése, yra balty-
mas perforinas, kuris geba isiterpti ir
polimerizuotis lastelés taikinio mem-
branoje, ir serino proteazés — granzi-
mai, inicijuojantys lasteliu apoptoze
[6]. Dél perforinu veiklos sutrikdoma
vandens homeostazé ir sukeliama os-
mosiné lgstelés taikinio zitis, o granzi-
mai aktyvindami fermentus sukelia
endogenine lasteliu apoptoze ir netie-
siogiai prisideda prie DNR fragmenta-
cijos. Veikiant proteoliziniams fermen-
tams — kaspazéms, yra stiprinamas
apoptozés signalo perdavimas i mito-
chondrijas, branduoli ir kitas lasteliu
struktaras. Endonukleaziu aktyvacija
pradeda galutine lastelés sunaikinimo
faze, kai sutrukus deoksiribonukleo-
ragséiai 1 viengrande DNR lastelé
suskyla i atskirus apoptozinius kanus,
kuriuos pasalina fagocitai [7, 8].

Nagrinéjant Zzmogaus patofiziolo-
ginius mechanizmus, labiausiai iStir-
tas granzimas B. Kartu su perforinu
jis gali veikti bakteriocidiskai, naikin-
ti navikines lasteles, slopinti virusu
replikacija arba dalyvauti Gaminéje
transplantato atmetimo reakcijoje [9].
Nurodoma, kad imuninio atsako bal-
tymai yra svarbus Zymenys jvertinant
ankstyva pooperacinj persodinto orga-
no funkcionavima, kadangi atminties
CD8" T limfocitai yra vieni pirmuju
leukocitu, kurie patenka i transplan-
tato viduy ir aktyvina organo atmetimo
procesus [10].

Lietuvoje granzimu ir perforinuy ty-
rimai yra atliekami tik moksliniais
tikslais, o ju vaidmuo lgsteliniame
imuniniame atsake néra galutinai ais-
kus. Mazai yra zinoma apie granzimu
ir perforinu poky¢ius sveiku Zmoniu
kraujyje ir tai, kokiag itaka Siu baltymu
ekspresijai daro pacientu amzius. Plé-
tojant tyrimus Sia tematika, siekiama
atrasti ir pritaikyti efektyvesnes orga-
no transplantacija patyrusiu pacientu
gydymo ir profilaktikos priemones.
CD8" T limfocity granzimuy ir perfori-
nu ekspresijos ivertinimas recipientu
kraujyje galétu buati papildomas infor-
matyvus rodiklis prognozuojant trans-
plantato atmetima, reguliuojant imu-
nosupresini gydyma ir vykdant virusi-
niu infekciju prevencija.

TIRIAMOJI MEDZIAGA
IR METODAI

Tyrimas atliktas Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros kliniky Laboratori-
nés medicinos centro (LMC) Imunolo-
gijos ir kraujo perpylimo laboratorijo-
je. Tyrime apibendrinti inksto trans-
plantacija patyrusiu 53 pacientu, ku-
riu amzius buvo nuo 29 iki 73 metuy,
duomenys. Téekmés citometrijos badu
ivertinti tiriamy CD8" T limfocitu cito-
toksiniu mediatoriu granzimuy ir per-
forinu ekspresijos poky¢iai kraujyje.
Visiems 53 inkstu recipientams LMC
mikrobiologijos laboratorijoje buvo at-
likti molekulinés diagnostikos tyrimai
siekiant kiekybiskai ivertinti citome-
galo viruso (CMV) ir Epsteino—Bar vi-

Lentelé. Monokloniniu antikanu (MAK) charakteristikos
Table. Characteristics of monoclonal antibodies

ruso (EBV) DNR kopiju skai¢iu kraujo
plazmoje.

I sveikuju kontroline grupe atsitik-
tinai itraukta 20 asmenu (kraujo dono-
ru), savanoriskai atvykusiu duoti
kraujo i VUL Santaros kliniku Kraujo
centra. Ja sudaré 15 vyru ir 5 moterys,
kuriu amzius buvo nuo 24 iki 60 metu.
Kontrolinés grupés asmenys buvo
sveiki, nesergantys sistemine, infekci-
ne ir jokia kita virusine liga. Buvo iver-
tinti CD8" T limfocitu granzimu ir per-
forinu ekspresijos poky¢iai tiriamuju
kraujyje, atlikus T limfocitu blastinés
transformacijos reakcija (LBR).

Limfocity Zyméjimas
monokloniniais antikonais

Ruosiant meéginius buvo taikoma
Becton Dickinson Immunocytometry
Systems (JAV) rekomenduojama me-
todika pavirsiniu bei vidulgsteliniuy
Zymenu, ekspresijai nustatyti.

Istyrimui buvo naudojama 100 ml
gerai sumaisSyto nesukreséjusio krau-
jo, kuris buvo inkubuojamas su IgG,,
IgG,,, CD3 ir CD8 monokloniniais an-
tikunais (Zr. lentele). Eritrocity lizei
naudotas (BD FACS Lysing solution)
reagentas, méginiuy plovimui — PBS
buferinis tirpalas. Vidulasteliniams
Zymenims granzimams ir perforina-
mas nustatyti in vitro buvo naudoja-
mas limfocitu membranas permeabili-
zuojantis tirpalas (BD FACS Permea-
bilizing solution 2) ir monokloniniai
antiktnai, nukreipti prie§ granzima B
ir perforing. Lasteliu membranos fik-
sacijai naudotas 2 % paraformaldehi-
do tirpalas, paruoStas meéginys buvo
vertinamas tékmés citometru (BD
FACSCalibur).

Limfocity blastinés
transformacijos reakcija

Istyrimui buvo naudojamas standarti-
nis tankio gradientas Lymphoprep,
kuris padéjo atskirti mononuklearines
lasteles nuo kity kraujo komponentu.
Goriajevo kameroje Sviesiniu mikro-
skopu buvo apskai¢iuojama limfocitu
koncentracija (pageidaujama koncen-
tracija 15-25x10° limf,/ml). I lasteliu

MAKk pagal CD klasifikacija | Konjuguotas fluorochromas | SpecifiSkumas
CD3 PerCP T limfocitu Zymuo
CD8 APC CTL zymuo, silpniau ekspresuojamas dalies NK lasteliu
I1gGy FITC Specifinis peliu lasteliu zymuo, kurio neturi zmogaus lastelés
1gGo, PE Specifinis peliu lasteliu Zymuo, kurio neturi zmogaus lastelés
Granzimas B FITC Citotoksinis mediatorius, ekspresuojamas T limfocitu ir NK lasteliuy
Perforinas PE Citotoksinis mediatorius, ekspresuojamas T limfocitu ir NK lasteliu
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s¢jimo buteliukus buvo pilama 2,8 ml
terpés RPMI-1640 su HEPES, 1-gliu-
taminu ir antibiotikais, 20 % versiuko
serumo, 200 ul paruostos lasteliy sus-
pensijos (limfocity). In vitro limfocity
blastinés transformacijos reakcijai
naudotas mitogenas — fitohemagliuti-
ninas (PHA). Savaiminei transforma-
cijai nustatyti buvo ruoSiamas kontro-
linis meéginys be mitogeno.

Limfocity kulttros buvo inkubuo-
jamos 18 valandu 37 °C temperataroje
CO, inkubatoriuje. Po inkubacijos lim-
focitai analogiskai buvo Zymimi mono-
kloniniais antiktnais ir vertinami tek-
meés citometru.

Duomeny analizé tékmés
citometru

Lastelés buvo analizuojamos
CellQuest Pro programine iranga.
Analizuota po 10 000 lasteliy kiekvie-
name meéginyje tiriant pavirsinius ir
vidulastelinius Zymenis.

Pries tiriant mégini visada buvo
atliekama neigiama nespecifineés fluo-
rescencijos kontrolé su izotipiniais
reagentais prie§ Zmogaus organizme
nesancéius antigenus. Naudojant izoti-
pinius neigiamos kontrolés reagentus
(IgG, ir IgGs,,) buvo patikrinama, ar
néra nespecifinio antiktiny jungimosi
prie tiriamuju lasteliu populiaciju.

Bendram T limfocitu identifikavi-
mui buvo naudoti monokloniniai anti-
ktnai, suderinti su konjuguotais fluo-
rochromais: anti-CD3 (PerCP), anti-
CDS8 (APC), anti-granzimas B (FITC),
anti-perforinas (PE). Issamiau tirta ci-
totoksiniu limfocitu subpopuliacija,
ekspresuojanti CD8 Zymeni.

Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomenu analizé atlikta
naudojant programu paketus
Microsoft Office Excel 2016 ir RStudio.
Kiekybiniams kintamiesiems atlikta
aprasomoji statistika: nustatyta pade-
ties charakteristika — vidurkis ir me-
diana, bei sklaidos charakteristika —
standartinis nuokrypis (SD) bei vidur-
kio standartiné paklaida (angl. stan-
dard error, SE). Duomenu normalumo
salyga patikrinta taikant Shapiro-
Wilk testa, dispersiju lygybeés salyga —
taikant F testa. Vidurkiu skirtumo
tarp grupiu statistinis reikSmingumas
ivertintas neparametriniu Mann-
Whitney U testu, skirtu nepriklauso-
moms imtims lyginti, ir Wilcoxon tes-
tu, skirtu poruotoms priklausomoms
imtims lyginti. Vertinant statistini
reikSminguma buvo taikomas 95 %
pasikliovimo intervalas ir rezultatai
buvo laikomi statistiSkai reikS§min-

—— 2215, jei p<0,05.
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Pacientai po IT

1 pav. Pacientu po inksto transplantacijos (pagal CMV ir EBV kopiju skaic¢iu
kraujyje) ir kontrolinés grupés efektoriniu baltymu granzimu ir perforinu kie-
kio CD8" T limfocity populiacijoje palyginimas. *p<0,05; ***p<0,001 statistinis pati-

kimumas, palyginus su kontroline grupe

Fig. 1. Comparison of the amount of effector proteins granzyme B and perforin in
the CD8* T lymphocyte population of patients after kidney transplantation
(based on the number of CMV and EBV copies in the blood) and the normal con-
trol. *p<0.05; ***p<0.001 statistical significance

TYRIMO REZULTATAI
IR APTARIMAS

Granzimy ir perforiny
ekspresijos pokyciai esant
CMV ir EBV infekcijoms

Siekiant ivertinti imunokompetenti-
niu lasteliyu — T limfocity aktyvuma
pacientu po inksto transplantacijos
kraujyje, kaip lastelinio imuniteto di-
agnostiniai Zymenys buvo pasirinkti
CD8" T limfocity i§skiriami efektori-
niai baltymai granzimai ir perforinai.
Siam tyrimui taip pat buvo naudojami
VUL Santaros klinikuy Mikrobiologijos
laboratorijos atlikty inkstu recipien-
tams CMV DNR ir EBV DNR tyrimu
duomenys. Apibendrinus gautus re-
zultatus, CMV infekcija nustatyta
18 pacientu (34 %), EBV — 4 pacien-
tams (8 %); 31 (568 %) pacientui nerasta
né vienos virusinés infekcijos.
Kadangi literataros Saltiniuose né-
ra nurodyta, kokia granzimu ir perfo-
riny ekspresija budinga sveikam orga-
nizmui, buvo sudaryta 20 kraujo dono-
ru grupé, kuriai tékmés citometru
ivertinta $iu citotoksiniy baltymu eks-
presija periferiniame kraujyje. Lygi-
nant pacientu po IT, kuriems buvo nu-
statyta CMV ar EBV infekcija (n=22),
ir kontrolinés grupés duomenis, gauti
statistiskai reikSmingi p<0,05 skirtu-
mai (1 pav.). Didziausias granzimus B
(33,8+£14 %) ir perforinus (24,3£12 %)
ekspresuojanciu CD8" T limfocity kie-
kis nustatytas virusiniu infekciju at-
veju, atitinkamai kontrolinéje grupéje
granzimo B ekspresija buvo 20 %, o

perforino — 16 % maZzesné. Tokie rezul-
tatai patvirtina daugumos mokslinin-
ku iSvadas, kad po kontakto su virusi-
niu patogenu antigenui specifiniai
CD8" T limfocitai virsta ilgaamzémis
atminties lastelémis, kurios prolife-
ruoja, auga ir visa gyvenima cirkuliuo-
ja Seimininko kraujyje slopindamos
infekcinio agento reaktyvuma [11, 12].
Didesnis atminties T lasteliu kiekis
atitinkamai lemia didesne citotoksi-
niy efektoriniy T lgsteliy (CTL) antivi-
rusine gynyba, dél to pacienty kraujy-
je, kuriame buvo nustatyta CMV ir
EBV DNR, granzimu B ir perforinuy
ekspresija buvo 16— 20 % didesné nei
kontrolinés grupés. Panasus tyrimas
atliktas 2008 metais, juo siekta paly-
ginti ,besiilsinéiu” (angl. resting) ir ak-
tyvintu CD8" T limfocitu disocijuotu
baltymu granzimu B ir perforinu pro-
dukcija sveiky ir 7IV infekuoty pa-
cientu kraujyje. Buvo pastebéta, kad
kraujyje cirkuliuojantys ZIV zZymenys
ir su virusu susije baltymai aktyvina
CD8' T lasteles paskatindami didesne
granzimu ir perforinu sekrecija nei
sveiku asmenu kraujyje [18].

Mazesné granzimo B ir perforino
produkcija kraujyje buvo tu pacientu
po IT, kuriems CMV ir EBV infekcija
nenustatyta. Apskaiciuota, jog §iu ti-
riamuju imtyje (n=31) CD8" T limfoci-
tams budinga 18 % granzimo Bir 11 %
perforino ekspresija, taéiau palyginus
gautus rezultatus su kontroline grupe
statistiSkai patikimas skirtumas
(p<0,05) nustatytas tik tarp baltymu
perforinu.

Nemazai autoriu nurodo granzimu
ir perforinu svarba identifikuojant
amini transplantato atmetima
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[18-15]. Ju teigimu, Sie baltymai yra
tikslas Zymenys, padedantys ivertinti
ankstyva trasplantuoto organo poope-
racini funkcionavima, iSvengti tokiu
invazyviu proceduru kaip audiniu bi-
opsija [16]. Atlikdami §ig studija mes
netyréme pacientu, kuriems pasireis-
ké tminis organo atmetimas arba per-
sodinto inksto nepakankamumo epi-
zodai, ta¢iau musu gauti rezultatai
leidzia ivertinti recipientu aloimunine
reakcija i pacia organo transplantaci-
ja. Kitaip tariant, pacientu po I'T krau-
jyje, kuriame virusu DNR neaptikta,
visgi buvo nustatyta didesné granzi-
mo B ir statistiskai reikSmingai dides-
né perforino ekspresija, palyginti su
kontroline sveiku Zmoniy grupe. Ma-
nome, kad didesne citotoksiniu balty-
mu produkcija galéjo paskatinti orga-
no persodinimo procedura kaip chirur-
giné intervencija i recipiento imuninés
apsaugos mechanizmus.

Sveiky Zmoniy T limfocity
atsako i nespecifini mitogenq
ivertinimas

Atlikus tekmés citometrijos tyrimus
sveiku zmoniu kraujyje, rezultatai
pries LBR ir po LBR pavaizduoti tas-
kinése diagramose (2 pav.). Pries blas-
tines transformacijos reakcija CD8* T
limfocitu subpopuliacija, ekspresuo-
janti perforina, matoma Q2 kvadrante
(CD8+ perforinas+ 8 %) (2 pav., a)),
granzimag B — Q2 kvadrante (CD8+
granzimas B+ 14 %) (2 pav., b)). Analo-
giskai rezultatai pavaizduoti diagra-
mose po T limfocity stimuliacijos mito-
genu: T limfocitu pazeidimo mediato-
riaus perforino ekspresija padidéjo
1,75 karto, arba 6 % (CD8+perforinas+
14 %) (2 pav., ¢)), granzimo B ekspresi-
ja vidutiniskai padidéjo 1,5 karto, ar-
ba 8 % (CD8+granzimas B+ 22 %)
(2 pav., d)).

Palyginus pacientu po IT, kuriems
nustatyta CMV ar EBV infekcija, ir
kontrolinés grupés efektoriniu balty-
mu granzimu ir perforiny kiekio cps’
T limfocituy populiacijoje rezultatus,
nustatyti statistiskai reikS§mingi vi-
durkiu skirtumai p<0,001 tiek prie$
LBR, tiek pojos (3 pav.). Sie duomenys
parodo, kad fitohemagliutinu (PHA)
aktyvinti sveikuy zmoniu CD8 T limfo-
citai pasiZzymi mazesne granzimuy ir
perforiny ekspresija nei ta pati T lim-
focitu subpopuliacija recipientu krau-
jyje. Tokius rezultatus galétu paais-
kinti pirmiau aptarti veiksniai: inva-
ziné organo persodinimo procedira,
CTL antivirusiné gynyba ir su viru-
sais susije baltymai skatina didesne
granzimuy ir perforinu sekrecija nei
misu darbe naudotas mitogenas PHA.
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2 pav. cDps*' T limfocity ekspresuojamuy baltymu granzimuy ir perforinuy identifi-
kavimas tékmés citometru, naudojant anti-CD8 (APC), anti-granzimo B (FITC) ir
anti-perforino (PE) monokloninius antikanus

Fig. 2. Identification of granzyme and perforin expression by the flow cytometry
using anti-CD8 (APC), anti-granzyme B (FITC), and anti-perforin (PE)
monoclonal antibodies

Si prielaida pasitvirtino tékmes cito-
metru iStyrus pacientu po IT kraujo
meéginius, kuriuose virusu DNR ne-
rasta, ir kontrolinés grupés meéginius
po LBR. Granzimu ir perforinu poky-
¢iai kraujyje tarp tiriamuy iméiy buvo
statistiskai nereik§mingi p>0,05.
Tyrinéjant lastelini imuniteta at-
likta nemazai darbu, kuriuose buvo

40

vertinamas ivairiy nespecifiniu mito-
genuy poveikis T limfocitams [17]. Be
musuy darbe naudoto fitohemagliutini-
no (PHA), imunodeficito diagnostikai
ir atsako i imunoterapija vertinimui
yra naudojami tuberkulinas (PPD) ir
gamtoje randamas Phytolacca ameri-
cana (PA) mitogenas. 2008 metais i$
kraujo donoru iSskirtoms mononukle-
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Fig. 3. Comparison of post-renal transplant patients with CMV or EBV infection
and normal control of effector proteins granzyme and perforin in the CD8" T
lymphocyte population; ***p<0.001 statistical significance
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arinéms lasteléms stimuliuoti kaip po-
likloniniai aktyvikliai buvo panaudoti
CEF sSeimos (citomegalo, Epstei-
no—Bar, Influenza virusu) aminorags-
¢y junginiai [18]. Palyginti su fitohe-
magliutininu, CEF Seimos baltymai
yra specifiSskesni, dazniau ir placiau
naudojami moksliniams tyrimams,
nes yra padengti labiausiai pasaulyje
paplitusiu CMV, EBV ir Influenza vi-
rusy antigeny determinantémis.

Granzimy ir perforiny
ekspresijos sqsaja su
pacienty amZiumi

Siekiant jvertinti, kokie yra lastelinio
imuninio atsako ir pagrindiniu laste-
liu pazeidimo mediatoriu granzimuy ir
perforinu ekspresijos poky¢éiai lygi-
nant skirtingo amziaus pacientu gru-
pes, atitinkamai buvo sudarytos ketu-
rios tiriamuju imtys: maziau nei
40 metu amziaus pacientai (n=11),
nuo 41 iki 50 mety amziaus (n=16),
nuo 51 iki 60 metu amziaus (n=16) ir
vyresni nei 61 metu (n=10). Visiems ti-
riamiesiems buvo atlikta inksto perso-
dinimo operacija ir tékmés citometru
nustatyta CD8" T limfocity granzimuy,
ir perforinu ekspresija (4 pav.).
Didziausias granzimo B (29,4+4 %)
ir perforino (23,7+3 %) kiekis nustaty-
tas vyresniu nei 61 metu pacientuy gru-
péje, kurioje vyriausias tirtas asmuo
buvo 73 metu. Maziausias granzimo B
(21,744 %) ir perforino (15,023 %)
kiekis nustatytas <40 metu pacientu
grupéje, kurioje jauniausias tirtas as-
muo buvo 26 metu amziaus. Svarbu
pamineéti, jog buvo nustatytas tenden-
cingas granzimo B ekspresijos didéji-
mas su kiekvienu pacientu amziaus
intervalu, tadiau didesnis perforiny
kiekis kraujyje aptiktas tik vyriausio-
je >61 metu amziaus grupéje. Litera-
taroje nurodoma, kad bendras leukoci-
tu ir absoliutus limfocity skaicius yra
didziausias i§ karto po gimimo ir su
kiekvienais metais tendencingai ma-
zéja. Nepaisant absoliuéiu baltojo
kraujo (leukocitu) reikSmiu, limfocity
populiaciju santykis nuolat kinta ir su
amziumi iprastai daugéja T limfocitu
(atitinkamai CD4" ir CD8" subpopu-
liacijos), progresyviai mazéja B limfo-
citu. Atliktoje studijoje téekmés cito-
metru buvo iSanalizuoti 114 vaiky ir
84 suaugusiu zmoniuy limfocitiniai zy-
menys, kurie parodé su amziumi dide-
janti T limfocity kieki ir reikSmingai
nekintantj CD4/CDS8 limfocitu santyki
[19]. Kiti mokslininkai nurodo, kad se-
néjimas mazina imuninio atsako ivai-
rove, specifiSkuma, imunine atmintj ir
blogina limfocity gebéjima specifiskai
atpazinti epitopus. Tokius pokycius
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Fig. 4. Age-related expression of granzyme B and perforin

paskatina po lytinés brandos praside-
danti uzkradio liaukos involiucija, o
pagrindiné Sios liaukos funkcija yra
diferencijuoti T limfocitus [17]. Be to,
vyresniame amziuje, sergant létine-
mis virusinémis infekcijomis (ypac
CMV infekcija), Zenkliai sumazéja
naiviu T limfocitu skai¢ius, o ju sas-
kaita padidéja citotoksiniy efektoriniy
T lasteliu — CTL. Mokslininkai nuro-
do, kad vyresnio amziaus Zmoniy
kraujyje CD8" subpopuliacija gali su-
daryti net 45 % visu T limfocitu [20].
Tai galétu pagristi masuy tyrimo rezul-
tatus, kad didéjancia perforino ir ten-
dencingai didéjandéia granzimo B eks-
presija lemia nuo pacientu amziaus
priklausomi T limfocitu subpopuliaci-
ju pokydiai.

Svarbu paminéti tai, jog visose ti-
riamuju grupése taikant tékmes cito-
metrija vidutiné granzimu B ekspresi-
ja nustatyta 1,5-2 kartus patikimai
(p<0,05) didesné nei perforinu. Auto-
riu nuomone, nepaisant gerai istirtu
granzimy ir perforinu sinerginiu ry-
§iu, vis daugiau studiju irodo, kad
granzimai B i tikslinés lastelés viduy
gali patekti savarankiskai vykdydami
membranos receptoriu endocitoze
[12]. Ne visiems mediatoriams granzi-
mams reikia perforino suformuotos
poros, kiti geba jungtis prie membra-
noje isitvirtinusiu svetimu baltymu
makrokompleksu [6]. Nustatyta, kad
efektyvi granzimo B ekspresija efekto-
rinés lastelés pavirsiuje gali inicijuoti
manozés 6-fosfato receptorius (MPR)
atlikti perforiny funkcijg [21]. Be to,
kelios serino proteazés gali patekti i
tiksline lastele pro vieno perforino su-
formuota transmembranini kanala.
Tokie rezultatai paaiskina, kodél
granzimuy kiekis tiriamojoje medziago-
je (kraujyje, likvore, BAL skystyje)
dazniausiai btna didesnis nei perfori-

nu. Autoriai tai pagrindzia pateikda-
mi skirtingus §iu efektoriniy moleku-
liu reguliacinius mechanizmus. Griez-
ta perforino ekspresijos kontrolé uz-
tikrina eukariotiniy lasteliu vientisu-
ma; poros plazminéje membranoje su-
kelia osmosini stresa, todeél yra greitai
LUztaisomos®, o patys transmembrani-
niai kanalai elektroniniu mikroskopu
yra sunkiai aptinkami ir vizualizuoja-
mi [12, 21].

ISVADOS

Apibendrinant Sio tyrimo rezultatus
galima teigti, kad patikimai didziau-
sia citotoksiniu baltymu ekspresija
nustatyta pacientu po IT kraujyje
esant CMV ar EBV infekcijoms. Bend-
ras 37 % virusy paplitimas tiriamuju
populiacijoje yra siejamas su imuno-
supresija, o mazas viruso kopiju skai-
¢ius pacientu kraujyje — su antivirusi-
niy vaisty vartojimu. Granzimu ir per-
forinu skirtumai pagal virusinés in-
fekcijos tipus nebuvo nustatyti dél ma-
zos EBV infekuotu pacientu imties.
Kita vertus, atlikti tyrimai parodé su
amziumi didéjancia perforino ir
tendencingai didéjanéia granzimo B
ekspresija. Remiantis moksline litera-
tara, tokius lastelinio imuninio atsako
baltymu poky¢ius lemia su amziumi
didéjantis CD8* T limfocity ir atitin-
kamai citotoksiniy efektoriniuy T laste-
liu (CTL) skaicius kraujyje. Visose ti-
riamuju grupése nustatyta, kad gran-
zimo B ekspresija kraujyje yra statis-
tiskai reik§mingai didesné nei perfori-
no. Tokius rezultatus pagrindzia
Zinios apie efektoriniu molekuliu re-
guliacinius mechanizmus ir apoptozés
signalo perdavima organizme. 4
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Summary

MEASUREMENT OF GRANZYME B AND PERFORIN IN PATIENTS’ BLOOD AFTER
KIDNEY TRANSPLANTATION COMPARED TO NORMAL CONTROLS

Avgusteé Riklikaité, Laimuté Jurgauskiené

Cytoplasmic granule toxins are predomi-
nantly a membrane-disrupting protein
known as perforin and a family of struc-
turally related serine proteases
(granzymes) are secreted by cytotoxic
CD8" T cells and together induce
apoptosis of the target cell.

The aim of this study was to evalu-
ate the expression of granzyme B and
perforin in cytomegalovirus (CMV) and
Epstein-Barr virus (EBV) infected pa-
tients’ blood after kidney transplanta-
tion. For this purpose blood samples of
53 patients with kidney transplant and
20 healthy blood donors were collected.

Method. Expression of granzyme B
and perforin was quantified by flow
cytometry. The blastic transformation of
lymphocytes assay was performed in
parallel challenging T lymphocytes from
20 healthy donors. Phytohemoaggluti-

LITERATURA

nin (PHA) was used to stimulate CD8*
T cells.

Results. The comparison of the inci-
dence of CMV and EBV infections among
kidney recipients revealed that CMV infec-
tion was detected in the blood of 18 patients
and EBV was found in the blood of 4 pa-
tients. Examination of CD8* T lymphocyte
granzyme B and perforin counts showed
that the percentage of these proteins in
kidney transplant patients with CMV or
EBV infection was significantly 13-17%
higher than in patients without copies of
the viruses. The blastic transformation of
lymphocytes assay in the blood of healthy
donors showed that statistically signifi-
cantly higher number of CD8" T lympho-
cyte granzyme B and perforin was obtained
after stimulation than before the stimula-
tion. Unstimulated T lymphocytes showed
14% granzyme B and 8% perforin expres-
sion. Mitogen stimulation resulted 8% in-

crease of granzyme B expression and 6%
increase of perforin expression. Age-re-
lated evaluation showed that the highest
expression of granzyme B and perforin
was found in the oldest group of patients
and the lowest expression was found in
the youngest group of patients.

Conclusions. Comparing the
changes of granzyme B and perforin in
kidney recipients and in healthy donors,
a significant increase of granzyme B and
perforin expression was observed in vi-
rus-infected patients than in healthy do-
nors’ blood before and after stimulation
with a non-specific mitogen. These data
suggest that PHA-activated healthy hu-
man CD8* T lymphocytes have lower ex-
pression of granzymes B and perforins
than the same subpopulation of T lym-
phocytes in the blood of kidney recipients
has. A remarkable observation in this
study was that the increasing expression
of perforin and the tendentious increase
in granzyme B were associated with
age-related changes in T lymphocyte
subpopulations.

Keywords: granzyme B, perforin, kid-
ney transplant, CMV, EBV, flow
cytometry.
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