
Granzimø B ir perforinø
pokyèiai sveikø ir inksto
transplantacijà patyrusiø
pacientø kraujyje

Santrauka

Darbo tikslas. Ávertinti citotoksiniø CD8+ T limfocitø granzimo B ir
per fo ri no ekspresijos pokyèius recipientø po inksto transplantacijos
krau jy je esant citomegalo viruso (CMV) ir Epðteino-Bar (EBV) infekcijai 
ir palyginti juos su sveikø donorø krau jo tyrimo rezultatais.

Metodika. Tyrime apibendrinti VUL Santaros klinikose gydytø
53 pa cien tø, kuriems buvo atlikta pakaitinë inkstø terapija – inksto
trans plan ta ci ja ið gyvø ar mirusiø donorø, duomenys. Á kontrolinæ grupæ 
at si tik ti nai átraukta 20 asmenø (kraujo donorø), savanoriðkai at vy ku -
siø duoti kraujo á Kraujo centrà. Taikant tëkmës citometrijà ávertinta
CD8+ T limfocitø granzimo B ir perforinø ekspresija pacientø po inksto
trans plan ta ci jos veniniame kraujyje ir sveikø donorø kraujyje prieð
T lim fo ci tø blastinës transformacijos reakcijà ir po jos.

Rezultatai. Iðtyrus CMV DNR ir EBV DNR, citomegalo viruso in -
fek ci ja nustatyta 18 pacientø (34 %), Epðteino–Bar viruso – 4 pa cien -
tams (8 %). Tëkmës citometrijos bûdu didþiausias granzimus B (33 %) ir
per fo ri nus (24 %) ekspresuojanèiø CD8+ T limfocitø kiekis nustatytas
esant virusinëms infekcijoms. Kontrolinës grupës sveikø donorø krau jy -
je nestimuliuotiems mitogenu CD8+ T limfocitams buvo ávertinta 14 %
gran zi mo B ir 8 % perforino ekspresija. Atlikus limfocitø blastinës trans -
for ma ci jos reakcijà, po stimuliacijos mitogenu – fitohemagliutininu
gran zi mo B ekspresija vidutiniðkai padidëjo 8 %, perforino eks pre si ja –
6 %. Didþiausias granzimo B (29 %) ir perforino (24 %) kiekis nu sta ty tas
vy res niø nei 61 metø pacientø amþiaus grupëje, kurioje vy riau sias tir -
tas asmuo buvo 73 metø. Maþiausias granzimo B (22 %) ir per fo ri -
no (15 %) kiekis ávertintas jaunesniø kaip 40 metø pacientø gru pë je, ku -
rio je jauniausias tirtas asmuo buvo 26 metø amþiaus.

Iðvados. Citomegalo ir Epðteino–Bar virusai aktyvina CD8+ T làs -
te les paskatindami didesnæ granzimø B ir perforinø ekspresijà nei svei -
kø asmenø kraujyje. Taip pat didëjanèià perforino ir tendencingai di dë -
jan èià granzimo B ekspresijà lemia nuo pacientø amþiaus priklausomi
T lim fo ci tø subpopuliacijø pokyèiai.

Reikðminiai þodþiai: granzimai, perforinai, làstelinis imuninis at sa -
kas, inksto transplantacija, fitohemagliutininas, tëkmës citometrija.

ÁVADAS

Pastaraisiais deðimtmeèiais atlikti ty -
ri mai árodo, kad inksto trans plan ta ci -
ja (IT), nustaèius galutinës stadijos

inks tø ligà, yra viena svarbiausiø pa -
kai ti nës inkstø terapijos rûðiø po he -
mo dia li zës ir peritoninës dializës [1].
Tai kant naujausià gydymà imu no su -
pre si niais vaistais ir tinkamà slaugos
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prie þiû rà, pacientø iðgyvenamumas
po inksto transplantacijos siekia 90 %
[2]. Ankstyvuoju potransplantaciniu
lai ko tar piu 8 % pacientø nepasireiðkia 
jo kiø komplikacijø ir pirminiø inks tø
sutrikimø, taèiau 32 % inksto re ci -
pien tø diagnozuojama ûminë trans -
plan ta to disfunkcija, o 47 % pacientø
su si du ria su neigiamais imu no su pre -
si nio gydymo padariniais [3]. Re ci -
pien tø vartojami imunosupresiniai
vais tai gali maskuoti ávairiø bak te ri -
niø ir virusiniø infekcijø eigà ir kli ni -
ki nius simptomus, todël Lietuvoje pa -
cien tai po alogeninës inksto trans -
plan ta ci jos yra periodiðkai tikrinami
dël transplantato atmetimo reakcijø ir 
in fek ci jø sukeliamø komplikacijø.

Ðiuo metu inksto biopsija iðlieka
pag rin di nis bûdas transplantato at me -
ti mui patvirtinti ir adekvaèiai imu no -
te ra pi jai parinkti [4]. Taèiau bi op si ja
yra invazyvi ir pavojinga paciento
svei ka tai procedûra, kurià siekiama
pa keis ti alternatyviais transplantato
at me ti mo nustatymo bûdais. Naujausi 
moks li niai tyrimai patvirtina, kad
tiks lin gas citotoksiniø T limfocitø
funk ci jos ávertinimas turi didelæ prog -
no zi næ reikðmæ nustatant trans plan ta -
to atmetimà, diagnozuojant vi ru si nes
infekcijas ir autoimunines ligas [5].

Pagrindiniai làsteliø paþeidimo
me dia to riai, kaupiami CD8

+
 T efek to -

ri niø limfocitø granulëse, yra bal ty -
mas perforinas, kuris geba ásiterpti ir
po li me ri zuo tis làstelës taikinio mem -
bra no je, ir serino proteazës – gran zi -
mai, inicijuojantys làsteliø apoptozæ
[6]. Dël perforinø veiklos sutrikdoma
van dens homeostazë ir sukeliama os -
mo si në làstelës taikinio þûtis, o gran zi -
mai aktyvindami fermentus sukelia
en do ge ni næ làsteliø apoptozæ ir ne tie -
sio giai prisideda prie DNR frag men ta -
ci jos. Veikiant proteoliziniams fer men -
tams – kaspazëms, yra stip ri na mas
apop to zës signalo perdavimas á mi to -
chon dri jas, branduolá ir kitas làs te liø
struktûras. Endonukleaziø ak ty va ci ja
pradeda galutinæ làstelës su nai ki ni mo
fazæ, kai sutrûkus de ok si ri bo nuk le o -
rûgð èiai á viengrandæ DNR làs te lë
suskyla á atskirus apoptozinius kû nus, 
kuriuos paðalina fagocitai [7, 8].

Nagrinëjant þmogaus pa to fi zio lo -
gi nius mechanizmus, labiausiai ið tir -
tas granzimas B. Kartu su perforinu
jis gali veikti bakteriocidiðkai, nai kin -
ti navikines làsteles, slopinti virusø
rep li ka ci jà arba dalyvauti ûminëje
trans plan ta to atmetimo reakcijoje [9].
Nu ro do ma, kad imuninio atsako bal -
ty mai yra svarbûs þymenys ávertinant
anks ty và pooperaciná persodinto or ga -
no funkcionavimà, kadangi atminties
CD8

+
 T limfocitai yra vieni pirmøjø

leu ko ci tø, kurie patenka á trans plan -
ta to vidø ir aktyvina organo atmetimo
pro ce sus [10].

Lietuvoje granzimø ir perforinø ty -
ri mai yra atliekami tik moksliniais
tiks lais, o jø vaidmuo làsteliniame
imu ni nia me atsake nëra galutinai aið -
kus. Maþai yra þinoma apie granzimø
ir perforinø pokyèius sveikø þmoniø
krau jy je ir tai, kokià átakà ðiø baltymø 
eks pre si jai daro pacientø amþius. Plë -
to jant tyrimus ðia tematika, siekiama
at ras ti ir pritaikyti efektyvesnes or ga -
no transplantacijà patyrusiø pacientø
gy dy mo ir profilaktikos priemones.
CD8

+
 T limfocitø granzimø ir per fo ri -

nø ekspresijos ávertinimas recipientø
krau jyje galëtø bûti papildomas in for -
ma ty vus rodiklis prognozuojant trans -
plan ta to atmetimà, reguliuojant imu -
no sup re si ná gydymà ir vykdant vi ru si -
niø infekcijø prevencijà.

TIRIAMOJI MEDÞIAGA
IR METODAI

Tyrimas atliktas Vilniaus universiteto 
li go ni nës Santaros klinikø La bo ra to ri -
nës medicinos centro (LMC) Imu no lo -
gi jos ir kraujo perpylimo la bo ra to ri jo -
je. Tyrime apibendrinti inksto trans -
plan ta ci jà patyrusiø 53 pacientø, ku -
riø amþius buvo nuo 29 iki 73 metø,
duo me nys. Tëkmës citometrijos bûdu
áver tin ti tiriamø CD8+ T limfocitø ci to -
tok si niø mediatoriø granzimø ir per -
fo ri nø ekspresijos pokyèiai kraujyje.
Vi siems 53 inkstø recipientams LMC
mik ro bi ologijos laboratorijoje buvo at -
lik ti molekulinës diagnostikos tyrimai 
sie kiant kiekybiðkai ávertinti ci to me -
ga lo viruso (CMV) ir Epðteino–Bar vi -

ru so (EBV) DNR kopijø skaièiø kraujo
plazmoje.

Á sveikøjø kontrolinæ grupæ at si tik -
ti nai átraukta 20 asmenø (kraujo do no -
rø), savanoriðkai atvykusiø duoti
krau jo á VUL Santaros klinikø Kraujo
cent rà. Jà sudarë 15 vyrø ir 5 moterys,
ku riø amþius buvo nuo 24 iki 60 metø.
Kon tro li nës grupës asmenys buvo
svei ki, nesergantys sistemine, in fek ci -
ne ir jokia kita virusine liga. Buvo áver -
tin ti CD8

+
 T limfocitø gran zi mø ir per -

fo ri nø ekspresijos pokyèiai ti ria mø jø
krau jy je, atlikus T limfocitø blas ti nës
trans for ma ci jos reakcijà (LBR).

Limfocitø þymëjimas
monokloniniais antikûnais

Ruoðiant mëginius buvo taikoma
Becton Dickinson Immunocytometry
Sys tems (JAV) rekomenduojama me -
to di ka pavirðiniø bei vidulàsteliniø
þy me nø ekspresijai nustatyti.

Iðtyrimui buvo naudojama 100 ml
ge rai sumaiðyto nesukreðëjusio krau -
jo, kuris buvo inkubuojamas su IgG1,
IgG2a, CD3 ir CD8 monokloniniais an -
ti kû nais (þr. lentelæ). Eritrocitø lizei
nau do tas (BD FACS Lysing so lu tion)
rea gen tas, mëginiø plovimui – PBS
bu fe ri nis tirpalas. Vidulàsteliniams
þy me nims granzimams ir per fo ri na -
mas nustatyti in vi tro buvo nau do ja -
mas limfocitø membranas per me abi li -
zuo jan tis tirpalas (BD FACS Permea -
bi lizing so lu tion 2) ir monokloniniai
an ti kû nai, nukreipti prieð granzimà B 
ir perforinà. Làsteliø membranos fik -
sa ci jai naudotas 2 % pa ra for mal de hi -
do tirpalas, paruoðtas mëginys buvo
ver ti na mas tëkmës citometru (BD
FACSCalibur).

Limfocitø blastinës
transformacijos reakcija

Iðtyrimui buvo naudojamas stan dar ti -
nis tankio gradientas Lymphoprep,
ku ris padëjo atskirti mononuklearines 
làs te les nuo kitø kraujo komponentø.
Go ria je vo kameroje ðviesiniu mik ro -
sko pu buvo apskaièiuojama lim fo ci tø
koncentracija (pageidaujama kon cen -
tra ci ja 15–25×106 limf./ml). Á làs te liø
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Lentelë. Monokloniniø antikûnø (MAk) charakteristikos

Ta ble. Char ac ter is tics of monoclonal an ti bod ies

MAk pagal CD klasifikacijà Konjuguotas fluorochromas Specifiðkumas

CD3 PerCP T limfocitø þymuo

CD8 APC CTL þymuo, silpniau ekspresuojamas dalies NK làsteliø

IgG1 FITC Specifinis peliø làsteliø þymuo, kurio neturi þmogaus làstelës

IgG2a PE Specifinis peliø làsteliø þymuo, kurio neturi þmogaus làstelës

Granzimas B FITC Citotoksinis mediatorius, ekspresuojamas T limfocitø ir NK làsteliø

Perforinas PE Citotoksinis mediatorius, ekspresuojamas T limfocitø ir NK làsteliø



sëjimo buteliukus buvo pi la ma 2,8 ml
terpës RPMI-1640 su HEPES, l-gliu -
ta mi nu ir antibiotikais, 20 % verðiuko
se ru mo, 200 ml paruoðtos làsteliø sus -
pen si jos (limfocitø). In vi tro limfocitø
blas ti nës transformacijos reakcijai
nau do tas mitogenas – fi to he ma gliu ti -
ni nas (PHA). Savaiminei trans for ma -
ci jai nustatyti buvo ruoðiamas kon tro -
li nis mëginys be mitogeno.

Limfocitø kultûros buvo in ku buo -
ja mos 18 valandø 37 °C temperatûroje 
CO2 inkubatoriuje. Po inkubacijos lim -
fo ci tai analogiðkai buvo þymimi mo no -
klo ni niais antikûnais ir vertinami tëk -
mës citometru.

Duomenø analizë tëkmës
citometru

Làstelës buvo analizuojamos
CellQuest Pro programine áranga.
Ana li zuo ta po 10 000 làsteliø kiek vie -
na me mëginyje tiriant pavirðinius ir
vi du làs te li nius þymenis.

Prieð tiriant mëginá visada buvo
at lie ka ma neigiama nespecifinës fluo -
res cen ci jos kontrolë su izotipiniais
rea gen tais prieð þmogaus organizme
ne san èius antigenus. Naudojant izo ti -
pi nius neigiamos kontrolës reagentus
(IgG1 ir IgG2a) buvo patikrinama, ar
në ra nespecifinio antikûnø jungimosi
prie tiriamøjø làsteliø populiacijø.

Bendram T limfocitø iden ti fi ka vi -
mui buvo naudoti monokloniniai an ti -
kû nai, suderinti su konjuguotais fluo -
ro chro mais: anti-CD3 (PerCP), anti-
 CD8 (APC), anti-granzimas B (FITC),
an ti- perforinas (PE). Iðsamiau tirta ci -
to tok si niø limfocitø subpopuliacija,
eks pre suo jan ti CD8 þymená.

Statistinë duomenø analizë

Statistinë duomenø analizë atlikta
nau do jant programø paketus
Microsoft Of fice Ex cel 2016 ir RStudio. 
Kie ky bi niams kintamiesiems atlikta
ap ra ðo mo ji statistika: nustatyta pa dë -
ties charakteristika – vidurkis ir me -
dia na, bei sklaidos charakteristika –
stan dar ti nis nuokrypis (SD) bei vi dur -
kio standartinë paklaida (angl. stan -
dard er ror, SE). Duomenø normalumo 
sà ly ga patikrinta taikant Shapiro–
Wilk testà, dispersijø lygybës sàlyga –
tai kant F testà. Vidurkiø skirtumo
tarp grupiø statistinis reikðmingumas 
áver tin tas neparametriniu Mann–
Whit ney U testu, skirtu ne pri klau so -
moms imtims lyginti, ir Wilcoxon tes -
tu, skirtu poruotoms priklausomoms
im tims lyginti. Vertinant statistiná
reikð min gu mà buvo taikomas 95 %
pa si klio vi mo intervalas ir rezultatai
bu vo laikomi statistiðkai reikð min -
gais, jei p<0,05.

TYRIMO REZULTATAI
IR APTARIMAS

Granzimø ir perforinø
ekspresijos pokyèiai esant
CMV ir EBV infekcijoms

Siekiant ávertinti imu no kom pe ten ti -
niø làsteliø – T limfocitø aktyvumà
pa cien tø po inksto transplantacijos
krau jy je, kaip làstelinio imuniteto di -
ag nos ti niai þymenys buvo pasirinkti
CD8+ T limfocitø iðskiriami efek to ri -
niai baltymai granzimai ir perforinai.
Ðiam tyrimui taip pat buvo naudojami
VUL Santaros klinikø Mikrobiologijos 
la bo ra to ri jos atliktø inkstø re ci pien -
tams CMV DNR ir EBV DNR tyrimø
duo me nys. Apibendrinus gautus re -
zul ta tus, CMV infekcija nustatyta
18 pa cientø (34 %), EBV – 4 pa cien -
tams (8 %); 31 (58 %) pacientui nerasta 
në vienos virusinës infekcijos.

Kadangi literatûros ðaltiniuose në -
ra nurodyta, kokia granzimø ir per fo -
ri nø ekspresija bûdinga sveikam or ga -
niz mui, buvo sudaryta 20 kraujo do no -
rø grupë, kuriai tëkmës citometru
áver tin ta ðiø citotoksiniø baltymø eks -
pre si ja periferiniame kraujyje. Ly gi -
nant pacientø po IT, kuriems buvo nu -
sta ty ta CMV ar EBV infekcija (n=22),
ir kontrolinës grupës duomenis, gauti
sta tis tið kai reikðmingi p<0,05 skir tu -
mai (1 pav.). Didþiausias granzimus B
(33,8±14 %) ir perforinus (24,3±12 %)
eks pre suo jan èiø CD8

+
 T limfocitø kie -

kis nustatytas virusiniø infekcijø at -
ve ju, atitinkamai kontrolinëje grupëje
gran zi mo B ekspresija buvo 20 %, o

per fo ri no – 16 % maþesnë. Tokie re zul -
ta tai patvirtina daugumos moks li nin -
kø iðvadas, kad po kontakto su vi ru si -
niu patogenu antigenui specifiniai
CD8

+
 T limfocitai virsta ilgaamþëmis

at min ties làstelëmis, kurios pro li fe -
ruo ja, auga ir visà gyvenimà cir ku liuo -
ja ðeimininko kraujyje slopindamos
in fek ci nio agento reaktyvumà [11, 12]. 
Di des nis atminties T làsteliø kiekis
ati tin ka mai lemia didesnæ ci to tok si -
niø efektoriniø T làsteliø (CTL) an ti vi -
ru si næ gynybà, dël to pacientø krau jy -
je, kuriame buvo nustatyta CMV ir
EBV DNR, granzimø B ir perforinø
eks pr e si ja buvo 16– 20 % didesnë nei
kon tro li nës grupës. Panaðus tyrimas
at lik tas 2008 metais, juo siekta pa ly -
gin ti „besiilsinèiø“ (angl. rest ing) ir ak -
ty vin tø CD8

+
 T limfocitø disocijuotø

bal ty mø granzimø B ir perforinø pro -
duk ci jà sveikø ir ÞIV infekuotø pa -
cien tø kraujyje. Buvo pastebëta, kad
krau jy je cirkuliuojantys ÞIV þymenys
ir su virusu susijæ baltymai aktyvina
CD8

+
 T làsteles paskatindami didesnæ

gran zi mø ir perforinø sekrecijà nei
svei kø asmenø kraujyje [18].

Maþesnë granzimo B ir perforino
pro duk ci ja kraujyje buvo tø pacientø
po IT, kuriems CMV ir EBV infekcija
ne nu sta ty ta. Apskaièiuota, jog ðiø ti -
ria mø jø imtyje (n=31) CD8

+
 T lim fo ci -

tams bûdinga 18 % granzimo B ir 11 %
per fo ri no ekspresija, taèiau palyginus
gau tus rezultatus su kontroline grupe
statistiðkai patikimas skirtumas
(p<0,05) nustatytas tik tarp baltymø
per fo ri nø.

Nemaþai autoriø nurodo granzimø 
ir perforinø svarbà identifikuojant
ûmi ná transplantato atmetimà
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1 pav. Pacientø po inksto transplantacijos (pagal CMV ir EBV kopijø skaièiø
krau jy je) ir kontrolinës grupës efektoriniø baltymø granzimø ir perforinø kie -
kio CD8+ T limfocitø populiacijoje palyginimas. *p<0,05; ***p<0,001 statistinis pa ti -
ki mu mas, palyginus su kontroline grupe
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the CD8+ T lym pho cyte pop u la tion of pa tients af ter kid ney trans plan ta tion
(based on the num ber of CMV and EBV cop ies in the blood) and the nor mal con -
trol. *p<0.05; ***p<0.001 sta tis ti cal sig nif i cance



[13–15]. Jø teigimu, ðie baltymai yra
tiks lûs þymenys, padedantys ávertinti
anks ty và trasplantuoto organo po ope -
ra ci ná funkcionavimà, iðvengti tokiø
in va zy viø procedûrø kaip audiniø bi -
op si ja [16]. Atlikdami ðià studijà mes
ne ty rë me pacientø, kuriems pa si reið -
kë ûminis organo atmetimas arba per -
so din to inksto nepakankamumo epi -
zo dai, taèiau mûsø gauti rezultatai
lei dþia ávertinti recipientø aloimuninæ 
re ak ci jà á paèià organo trans plan ta ci -
jà. Kitaip tariant, pacientø po IT krau -
jy je, kuriame virusø DNR neaptikta,
vis gi buvo nustatyta didesnë gran zi -
mo B ir statistiðkai reikðmingai di des -
në perforino ekspresija, palyginti su
kon tro li ne sveikø þmoniø grupe. Ma -
no me, kad didesnæ citotoksiniø bal ty -
mø produkcijà galëjo paskatinti or ga -
no persodinimo procedûra kaip chi rur -
gi në intervencija á recipiento imuninës 
ap sau gos mechanizmus.

Sveikø þmoniø T limfocitø
atsako á nespecifiná mitogenà
ávertinimas

Atlikus tëkmës citometrijos tyrimus
svei kø þmoniø kraujyje, rezultatai
prieð LBR ir po LBR pavaizduoti tað -
ki në se diagramose (2 pav.). Prieð blas -
ti nës transformacijos reakcijà CD8+ T
lim fo ci tø subpopuliacija, eks pre suo -
jan ti perforinà, matoma Q2 kvadrante 
(CD8+ perforinas+ 8 %) (2 pav., a)),
gran zi mà B – Q2 kvadrante (CD8+
gran zi mas B+ 14 %) (2 pav., b)). Ana lo -
gið kai rezultatai pavaizduoti di a gra -
mo se po T limfocitø stimuliacijos mi to -
ge nu: T limfocitø paþeidimo me dia to -
riaus perforino ekspresija padidëjo
1,75 karto, arba 6 % (CD8+perforinas+ 
14 %) (2 pav., c)), granzimo B eks pre si -
ja vidutiniðkai padidëjo 1,5 karto, ar -
ba 8 % (CD8+granzimas B+ 22 %)
(2 pav., d)).

Palyginus pacientø po IT, kuriems
nu sta ty ta CMV ar EBV infekcija, ir
kon tro li nës grupës efektoriniø bal ty -
mø granzimø ir perforinø kiekio CD8

+

T lim fo ci tø populiacijoje rezultatus,
nu sta ty ti statistiðkai reikðmingi vi -
dur kiø skirtumai p<0,001 tiek prieð
LBR, tiek po jos (3 pav.). Ðie duomenys 
pa ro do, kad fitohemagliutinu (PHA)
ak ty vin ti sveikø þmoniø CD8

+
 T lim fo -

ci tai pasiþymi maþesne granzimø ir
per fo ri nø ekspresija nei ta pati T lim -
fo ci tø subpopuliacija recipientø krau -
jy je. Tokius rezultatus galëtø pa aið -
kin ti pirmiau aptarti veiksniai: in va -
zi në organo persodinimo procedûra,
CTL antivirusinë gynyba ir su vi ru -
sais susijæ baltymai skatina didesnæ
gran zi mø ir perforinø sekrecijà nei
mû sø darbe naudotas mitogenas PHA. 

Ði prielaida pasitvirtino tëkmës ci to -
met ru iðtyrus pacientø po IT kraujo
më gi nius, kuriuose virusø DNR ne -
ras ta, ir kontrolinës grupës mëginius
po LBR. Granzimø ir perforinø po ky -
èiai kraujyje tarp tiriamø imèiø buvo
sta tis tið kai nereikðmingi p>0,05.

Tyrinëjant làsteliná imunitetà at -
lik ta nemaþai darbø, kuriuose buvo

ver ti na mas ávairiø nespecifiniø mi to -
ge nø poveikis T limfocitams [17]. Be
mû sø darbe naudoto fi to he ma gliu ti ni -
no (PHA), imu no de fi ci to diagnostikai
ir atsako á imu no te ra pi jà vertinimui
yra naudojami tu ber ku li nas (PPD) ir
gam to je ran da mas Phytolacca ameri -
cana (PA) mi to ge nas. 2008 me tais ið
kraujo donorø ið skir toms mo no nuk le -
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PRIEÐ AKTYVACIJÀ

PO AKTYVACIJOS

a) b)

c) d)

Q2 Q2

Q2 Q2

2 pav. CD8+ T limfocitø ekspresuojamø baltymø granzimø ir perforinø iden ti fi -
ka vi mas tëkmës citometru, naudojant anti-CD8 (APC), anti-granzimo B (FITC) ir 
anti- perforino (PE) monokloninius antikûnus

Fig. 2. Iden ti fi ca tion of granzyme and perforin ex pres sion by the flow cytometry
us ing anti-CD8 (APC), anti-granzyme B (FITC), and anti-perforin (PE)
monoclonal an ti bod ies
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3 pav. Inksto transplantacijà patyrusiø pacientø, kuriems nustatyta CMV ar EBV 
in fek ci ja, ir kontrolinës grupës efektoriniø baltymø granzimø ir perforinø kie -
kio CD8+ T limfocitø populiacijoje palyginimas; ***p<0,001 statistinis patikimumas

Fig. 3. Com par i son of post-re nal trans plant pa tients with CMV or EBV in fec tion
and nor mal con trol of effector pro teins granzyme and perforin in the CD8+ T
lym pho cyte pop u la tion; ***p<0.001 sta tis ti cal sig nif i cance



a ri nëms làs te lëms stimuliuoti kaip po -
li klo ni niai ak ty vik liai buvo pa nau do ti
CEF ðeimos (ci to me ga lo, Epð tei -
no–Bar, In flu enza vi ru sø) ami no rûgð -
èiø jun gi niai [18]. Pa ly gin ti su fi to he -
mag liu ti ni nu, CEF ðei mos bal ty mai
yra spe ci fið kes ni, daþ niau ir pla èiau
nau do ja mi moks li niams ty ri mams,
nes yra pa deng ti la biau siai pa sau ly je
pa pli tu siø CMV, EBV ir In flu enza vi -
ru sø an ti ge nø de ter mi nan të mis.

Granzimø ir perforinø
ekspresijos sàsaja su
pacientø amþiumi

Siekiant ávertinti, kokie yra làstelinio
imu ni nio atsako ir pagrindiniø làs te -
liø paþeidimo mediatoriø granzimø ir
perforinø ekspresijos pokyèiai ly gi -
nant skirtingo amþiaus pacientø gru -
pes, atitinkamai buvo sudarytos ke tu -
rios tiriamøjø imtys: maþiau nei
40 me tø amþiaus pacientai (n=11),
nuo 41 iki 50 metø amþiaus (n=16),
nuo 51 iki 60 metø amþiaus (n=16) ir
vy res ni nei 61 metø (n=10). Visiems ti -
ria mie siems buvo atlikta inksto per so -
di ni mo operacija ir tëkmës citometru
nu sta ty ta CD8+ T limfocitø granzimø
ir perforinø ekspresija (4 pav.).

Didþiausias granzimo B (29,4±4 %) 
ir perforino (23,7±3 %) kiekis nu sta ty -
tas vyresniø nei 61 metø pacientø gru -
pë je, kurioje vyriausias tirtas asmuo
bu vo 73 metø. Maþiausias granzimo B
(21,7±4 %) ir perforino (15,02±3 %)
kie kis nustatytas <40 metø pacientø
gru pë je, kurioje jauniausias tirtas as -
muo buvo 26 metø amþiaus. Svarbu
pa mi në ti, jog buvo nustatytas ten den -
cin gas granzimo B ekspresijos di dë ji -
mas su kiekvienu pacientø amþiaus
in ter va lu, taèiau didesnis perforinø
kie kis kraujyje aptiktas tik vy riau sio -
je >61 metø amþiaus grupëje. Li te ra -
tû ro je nurodoma, kad bendras leu ko ci -
tø ir absoliutus limfocitø skaièius yra
di dþiau sias ið karto po gimimo ir su
kiek vie nais metais tendencingai ma -
þë ja. Nepaisant absoliuèiø baltojo
krau jo (leukocitø) reikðmiø, limfocitø
po pu lia ci jø santykis nuolat kinta ir su
am þiu mi áprastai daugëja T limfocitø
(ati tin ka mai CD4

+
 ir CD8

+
 sub po pu -

lia ci jos), progresyviai maþëja B lim fo -
ci tø. Atliktoje studijoje tëkmës ci to -
met ru buvo iðanalizuoti 114 vaikø ir
84 su au gu siø þmoniø limfocitiniai þy -
me nys, kurie parodë su amþiumi di dë -
jan tá T limfocitø kieká ir reikð min gai
ne kin tan tá CD4/CD8 limfocitø san ty ká 
[19]. Kiti mokslininkai nurodo, kad se -
në ji mas maþina imuninio at sa ko ávai -
ro væ, specifiðkumà, imuninæ at min tá ir 
blo gi na limfocitø gebëjimà spe ci fið kai
at pa þin ti epitopus. Tokius po ky èius

pa ska ti na po lytinës brandos pra si de -
dan ti uþkrûèio liaukos in vo liu ci ja, o
pagrindinë ðios liaukos funkcija yra
diferencijuoti T limfocitus [17]. Be to,
vyresniame amþiuje, sergant lë ti në -
mis virusinëmis infekcijomis (ypaè
CMV infekcija), þenkliai sumaþëja
nai viø T limfocitø skaièius, o jø sàs -
kai ta padidëja citotoksiniø efektoriniø 
T làsteliø – CTL. Mokslininkai nu ro -
do, kad vyresnio amþiaus þmoniø
krau jy je CD8

+
 subpopuliacija gali su -

da ry ti net 45 % visø T limfocitø [20].
Tai galëtø pagrásti mûsø tyrimo re zul -
ta tus, kad didëjanèià perforino ir ten -
den cin gai didëjanèià granzimo B eks -
pre si jà lemia nuo pacientø amþiaus
pri klau so mi T limfocitø sub po pu lia ci -
jø pokyèiai.

Svarbu paminëti tai, jog visose ti -
ria mø jø grupëse taikant tëkmës ci to -
met ri jà vidutinë granzimø B eks pre si -
ja nustatyta 1,5–2 kartus patikimai
(p<0,05) didesnë nei perforinø. Au to -
riø nuomone, nepaisant gerai iðtirtø
gran zi mø ir perforinø sinerginiø ry -
ðiø, vis daugiau studijø árodo, kad
gran zi mai B á tikslinës làstelës vidø
ga li patekti savarankiðkai vykdydami
mem bra nos receptoriø endocitozæ
[12]. Ne visiems mediatoriams gran zi -
mams reikia perforino suformuotos
po ros, kiti geba jungtis prie mem bra -
no je ásitvirtinusiø svetimø baltymø
mak ro kom plek sø [6]. Nustatyta, kad
efek ty vi granzimo B ekspresija efek to -
ri nës làstelës pavirðiuje gali inicijuoti
ma no zës 6-fosfato receptorius (MPR)
at lik ti perforinø funkcijà [21]. Be to,
ke lios serino proteazës gali patekti á
tiks li næ làstelæ pro vieno perforino su -
for muo tà transmembraniná kanalà.
To kie rezultatai paaiðkina, kodël
gran zi mø kiekis tiriamojoje me dþia go -
je (kraujyje, likvore, BAL skystyje)
daþ niau siai bûna didesnis nei per fo ri -

nø. Autoriai tai pagrindþia pa teik da -
mi skirtingus ðiø efektoriniø mo le ku -
liø reguliacinius mechanizmus. Grieþ -
ta perforino ekspresijos kontrolë uþ -
tik ri na eukariotiniø làsteliø vien ti su -
mà: poros plazminëje membranoje su -
ke lia osmosiná stresà, todël yra greitai
„uþ tai so mos“, o patys trans mem bra ni -
niai kanalai elektroniniu mikroskopu
yra sunkiai aptinkami ir vi zu a li zuo ja -
mi [12, 21].

IÐVADOS

Apibendrinant ðio tyrimo rezultatus
ga li ma teigti, kad patikimai di dþiau -
sia citotoksiniø baltymø ekspresija
nu sta ty ta pacientø po IT kraujyje
esant CMV ar EBV infekcijoms. Ben d -
ras 37 % virusø paplitimas tiriamøjø
po pu lia ci jo je yra siejamas su imu no -
sup re si ja, o maþas viruso kopijø skai -
èius pacientø kraujyje – su an ti vi ru si -
niø vaistø vartojimu. Granzimø ir per -
fo ri nø skirtumai pagal virusinës in -
fek ci jos tipus nebuvo nustatyti dël ma -
þos EBV infekuotø pacientø imties.
Ki ta vertus, atlikti tyrimai parodë su
am þiu mi didëjanèià perforino ir
tendencingai didëjanèià granzimo B
eks pre si jà. Remiantis moksline li te ra -
tû ra, tokius làstelinio imuninio atsako 
bal ty mø pokyèius lemia su amþiumi
di dë jan tis CD8+ T limfocitø ir ati tin -
ka mai citotoksiniø efektoriniø T làs te -
liø (CTL) skaièius kraujyje. Visose ti -
ri a mø jø grupëse nustatyta, kad gran -
zi mo B ekspresija kraujyje yra sta tis -
tið kai reikðmingai didesnë nei per fo ri -
no. Tokius rezultatus pa grin dþia
þinios apie efektoriniø molekuliø re -
gu lia ci nius mechanizmus ir apop to zës
signalo perdavimà organizme. u
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Fig. 4. Age-re lated ex pres sion of granzyme B and perforin



LABORATORINË MEDICINA � 2020, t. 22, Nr. 2(86) 97

Granzimø B ir perforinø pokyèiai sveikø ir inksto transplantacijà patyrusiø pacientø kraujyje

Summary

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

Augustë Riklikaitë, Laimutë Jurgauskienë

Cy to plas mic gran ule tox ins are pre dom i -
nantly a mem brane-dis rupt ing pro tein
known as perforin and a fam ily of struc -
tur ally re lated serine pro teas es
(granzymes) are se creted by cytotoxic
CD8+  T cells and to gether in duce
apoptosis of the target cell.

The aim of this study was to eval u -
ate the ex pres sion of granzyme B and
perforin in cytomegalovirus (CMV) and
Ep stein- Barr vi rus (EBV) in fected pa -
tients’ blood af ter kid ney trans plan ta -
tion. For this pur pose blood sam ples of
53 pa tients with kid ney trans plant and
20 healthy blood do nors were col lected.

Method. Ex pres sion of granzyme B
and perforin was quan ti fied by flow
cytometry. The blastic trans for ma tion of
lym pho cytes as say was per formed in
par al lel chal leng ing T lym pho cytes from
20 healthy do nors. Phyto hemo agglu ti -

nin (PHA) was used to stim u late CD8+

T cells.
Re sults. The com par i son of the in ci -

dence of CMV and EBV in fec tions among
kid ney re cip i ents re vealed that CMV in fec -
tion was de tected in the blood of 18 pa tients 
and EBV was found in the blood of 4 pa -
tients. Ex am i na tion of CD8+ T lym pho cyte
granzyme B and perforin counts showed
that the per cent age of these pro teins in
kid ney trans plant pa tients with CMV or
EBV in fec tion was sig nif i cantly 13–17%
higher than in pa tients with out cop ies of
the vi ruses. The blastic trans for ma tion of
lym pho cytes as say in the blood of healthy
do nors showed that sta tis ti cally sig nif i -
cantly higher num ber of CD8+ T lym pho -
cyte granzyme B and perforin was ob tained 
af ter stim u la tion than be fore the stim u la -
tion. Un stimu lat ed T lym pho cytes showed
14% granzyme B and 8% perforin ex pres -
sion. Mitogen stim u la tion re sulted 8% in -

crease of granzyme B ex pres sion and 6%
in crease of perforin ex pres sion. Age-re -
lated eval u a tion showed that the high est
ex pres sion of granzyme B and perforin
was found in the old est group of pa tients
and the low est ex pres sion was found in
the youn gest group of pa tients.

Con clu sions.  Com par ing the
changes of granzyme B and perforin in
kid ney re cip i ents and in healthy do nors,
a sig nif i cant in crease of granzyme B and
perforin ex pres sion was ob served in vi -
rus-in fected pa tients than in healthy do -
nors’ blood be fore and af ter stim u la tion
with a non-spe cific mitogen. These data
sug gest that PHA-ac ti vated healthy hu -
man CD8+ T lym pho cytes have lower ex -
pres sion of granzymes B and perforins
than the same subpopulation of T lym -
pho cytes in the blood of kid ney re cip i ents
has. A re mark able ob ser va tion in this
study was that the in creas ing ex pres sion
of perforin and the ten den tious in crease
in granzyme B were as so ci ated with
age-re lated changes in T lym pho cyte
subpopulations. 

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