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ABSTRAKT 

 

MAIT buňky, se sliznicí asociované T lymfocyty, jsou skupinou imunocytů, které 

mají schopnosti vrozené i adaptivní imunity. Jsou definovány expresí semi-

invariantního TCR řetězce. Vykazují antiinfekční potenciál s cytotoxickými 

efektorovými funkcemi i imunomodulační schopnosti. Základní aktivační cesta je 

pomocí MR1 molekuly neklasické třídy MHC Ib, která je uplatňována v obraně 

proti bakteriím a mykózám. MAIT buňky jsou schopny i TCR nezávislé aktivace 

realizované prozánětlivými cytokiny. Uplatňují se v cytokinových bouřích 

mediovaných bakteriálními superantigeny i v protivirové obraně. Po aktivaci 

rychle reagují produkcí celé škály zánětlivých mediátorů, a to i z repertoáru 

adaptivní imunity Th1, Th2 a Th17 lymfocytů. Recentní práce ukazují rezistenci k 

některým xenobiotikům. Tato disertační práce představuje výsledky výzkumu 

fenotypu subpopulací MAIT buněk měřených průtokovou cytometrií. Stimulací 

ionomycinem a PMA jsme analyzovali jejich repertoár cytotoxických schopností. 

V hlavním výzkumném projektu je hypotéza antiinfekčního potenciálu a rezistence 

MAIT buněk vůči xenobiotikům aplikovaná do klinické praxe v oboru 

hematoonkologie. Práce předkládá důkazy o protektivní roli MAIT buněk v době 

cytopenie časného posttransplantačního období, kdy dochází k výskytu febrilních 

neutropenií. Naše výsledky ukazují na časnější dimisi a méně závažné infekční 

komplikace (maximální hodnoty CRP) u pacientů s vyššími hodnotami MAIT 

lymfocytů. U pacientů v režimu BEAM, který je zatížen více komplikacemi, byla 

prokázána nižší transfuzní dependence (erytrocyty, trombocyty) a méně febrilních 

dní v případě přítomnosti větší populace MAIT buněk před zahájením 

myeloablativního režimu. Výsledky této práce přinášejí nové informace o zapojení 

nekonvenčních lymfocytů v obraně organismu a protektivní roli MAIT buněk v 

průběhu cytopenie autologní transplantace PBSC.  

Klíčová slova: autologní transplantace PBSC, imunita, MAIT buňky, nekonvenční 

lymfocyty 



ABSTRACT 

MAIT cells, mucosal-associated T lymphocytes, are a group of immune cells that 

have both innate and adaptive immunity abilities. They are defined by the 

expression of a semi-invariant TCR chain. They exhibit anti-infective potential 

with cytotoxic effector functions and immunomodulatory capabilities. The primary 

activation pathway is through the MR1 molecule of the non-classical MHC Ib class 

which is exerted in defense against bacteria and mycoses. MAIT cells are able to 

TCR-independent activation by pro-inflammatory cytokines. They are involved in 

cytokine storms mediated by bacterial superantigens and in antiviral defense. They 

respond rapidly by producing a wide range of inflammatory mediators, including 

the repertoire of adaptive immunity Th1, Th2 and Th17 lymphocytes. Recent work 

shows resistance to some xenobiotics. This dissertation presents the results of an 

investigation of the phenotype of MAIT cell subpopulations measured by flow 

cytometry. By stimulation with ionomycin and PMA we analyzed their repertoire 

of cytotoxic abilities. In the main research project the hypothesis of anti-infective 

potential and resistance of MAIT cells to xenobiotics is applied to clinical practice 

in the field of haematooncology. The thesis presents evidence for a protective role 

of MAIT cells during the cytopenias of the early post-transplant period when 

febrile neutropenia occurs. Our results indicate earlier dimission and less severe 

infectious complications (maximum CRP values) in patients with higher MAIT 

lymphocyte levels. Patients on the BEAM regimen, which is burdened with more 

complications, showed lower transfusion dependency (erythrocytes, platelets) and 

fewer febrile days when they had a higher level of MAIT cell population before 

starting a myeloablative regimen. The results of this study provide new 

information on the involvement of unconventional lymphocytes in the body's 

defense and the protective role of MAIT cells during cytopenia of autologous 

PBSC transplantation. 

Keywords: autologous PBSC transplantation, immunity, MAIT cells, 

unconventional lymphocytes 
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1.ÚVOD 
 

1.1. CHARAKTERISTIKA MAIT BUNĚK 

MAIT buňky patří do skupiny nekonvenčních lymfocytů, které svými vlastnostmi 

stojí na hranici mezi vrozenou a získanou imunitou. První zmínky o nich lze nalézt 

v práci Porcelliho z roku 1993 (Porcelli et al., 1993). Dnes známý a používaný 

název MAIT buňky, se sliznicí asociované invariantní T lymfocyty, byl zaveden až 

v roce 2003, kdy byla publikována pilotní studie demonstrující výskyt MAIT 

buněk v lamina propria střevní sliznice a byla popsána jejich funkční a vývojová 

závislost na MR1 molekule a střevní mikrobiotě (Treiner et al., 2003). V periferní 

krvi tvoří MAIT buňky 1-10 % T lymfocytů (Dusseaux et al., 2011; Gherardin, 

Souter, et al., 2018; Martin et al., 2009). Svůj rezervoár mají MAIT buňky 

v oblasti jater, kde zastupují až 40 % T lymfocytů (Dusseaux et al., 2011; Jo et al., 

2014; Kurioka et al., 2016; Mehta, Lett, et al., 2022; Tang et al., 2013).   

 

1.2. FENOTYPOVÝ PROFIL MAIT BUNĚK 

     Buňky MAIT vykazují fenotyp efektorové paměti CD45RACD45RO+CD95hi 

CD62LloCD161++ (Dias et al., 2017). Jsou schopny exprese celé škály 

cytokinových receptorů (Fan et al., 2023; Ussher et al., 2014). MAIT buňky také 

vykazují tkáňovou specifitu a schopnost migrace do místa zánětu. Tuto vlastnost 

jim umožňuje exprese homing-tissue receptorů, jako jsou CCR5, CCR6, CCR9 a 

CXCR6. Část populace MAIT exprimuje MDR (multi-drug rezistence) transportér 

umožňující odolnost vůči některým xenobiotikům (Dusseaux et al., 2011). Na 

povrchu buněk MAIT jsou také některé NK receptory, včetně NKG2D (Dusseaux 

et al., 2011). Přibližně 80 % buněk MAIT je CD8 pozitivních (De Araújo et al., 

2021; Gherardin, Loh, et al., 2018). 

 

1.3. CYTOKINOVÝ REPERTOÁR 

     Aktivované buňky MAIT mohou produkovat širokou škálu cytokinů. Patří mezi 

ně TNF-α, IFN-γ, IL-2, které náleží do spektra produktů lymfocytů typu Th1. Dále 

file:///C:/Users/Admin/Desktop/disertační%20práce/disertančí%20práce/ukovat%20širokou%20škálu%20cytokinů.%20Patří%20mezi%20ně%20TNF-α,%20IFN-γ,%20IL-2,%20které%20patří%20do%20spektra%20produktů%20lymfocytů%20typu%20Th1
file:///C:/Users/Admin/Desktop/disertační%20práce/disertančí%20práce/ukovat%20širokou%20škálu%20cytokinů.%20Patří%20mezi%20ně%20TNF-α,%20IFN-γ,%20IL-2,%20které%20patří%20do%20spektra%20produktů%20lymfocytů%20typu%20Th1
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IL-4, IL-10 patřící mezi cytokiny lymfocytů typu Th2 nebo IL-17, IL-22 z 

cytokinového repertoáru Th17 lymfocytů. Při stimulaci také dochází k produkci 

různých granzymů a perforinu (Nel et al., 2021). 

 

1.4. AKTIVACE MAIT BUNĚK 

Do současné doby bylo prokázáno několik způsobů aktivace buněk MAIT.      

První možnost aktivace souvisí s prezentací metabolitů syntézy vitamínu B2 (Eckle 

et al., 2015). Je závislá na interakci MR1-TCR. Uplatňuje se především v kontextu 

bakteriálních a mykotických zánětlivých procesů. V dalším způsobu aktivace se 

uplatňují cytokiny. Mezi aktivační cytokiny MAIT buněk patří IL-7, IL-12, IL-15, 

IL-18 a IFN typu I a nepřímo některé typy TLR (Loh et al., 2016; Ussher et al., 

2018; Van Wilgenburg et al., 2016; Wilgenburg et al., 2018; Chen et al., 2017).  

Tato forma je nezávislá na MR1-TCR interakci a je zapojována v případě 

antivirové obrany organismu. Třetí cestou je recentně popsaný program „opravy 

tkání“, kde se opět uplatňuje aktivace TCR, avšak odlišným způsobem než 

v případě interakce s MR1 (Hinks & Zhang, 2020). 

 

1.5. HEMATOLOGICKÉ NEOPLÁZIE, AUTOLOGNÍ 

TRANSPLANTACE      

    Hematologické neoplázie pokrývají spektrum primárních tumorů lymfatických 

uzlin a nádorová onemocnění kostní dřeně. Lze je dělit na lymfomy a leukémie.  

    Leukémie mají pool nádorové populace v periferní krvi nebo kostní dření. 

Lymfomy postihují primárně lymfatickou tkáň a chovají se obdobně jako solidní 

tumory.  

    Existují dvě základní skupiny lymfomů Hodgkinovy a Non-Hodgkinovy 

lymfomy. Obě skupiny mají více subtypů a liší se etiopatogenezí, věkovou 

distribucí i léčebným přístupem. Jejich klasifikace se řídí histologií, mírou 

agresivity a rozsahem postižení. Klinicky se manifestují solidní nádorovou expanzí 

ve formě lymfadenopatie. V mnoha případech se objevuje i extranodální postižení. 

Často se u pacientů přidružuje systémová symptomatologie tzv. B příznaky, 
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pocení, hubnutí, teploty. Obvyklým projevem je únava a celková nevýkonnost. 

Lymfomy jsou nádory primárně imunitního systému, není tedy vzácností výskyt 

široké škály paraneoplastických projevů. Diagnostika je tedy obtížná. Často je 

úspěšná až v pokročilých stádiích onemocnění.  

    U 20–30 % pacientů s non-Hodgkinovým lymfomem (NHL) a 15 % pacientů s 

Hodgkinovým lymfomem (HL) dochází po první linii terapie k relapsu 

onemocnění nebo nedosažení remise. V případě těchto pacientů se v druhé linii po 

indukční záchranné terapii podává konsolidace ve formě vysokodávkované 

chemoterapie s autologní transplantací periferními kmenovými buňkami (Zahid et 

al., 2017). Částečně se od lymfomů vymezuje hematologická malignita 

mnohočetný myelom. Nádorové buňky vychází z plazmatických buněk. 

Charakteristickým znakem je zachování si schopnosti produkce imunoglobulinů 

tzv. paraproteinů. Typicky se u pacientů objevují osteolytické kostní léze, 

hyperkalcemie, anemie a renální poškození. Tvoří přibližně 10 % hematologických 

neoplázií a 1 % všech malignit. Terapie mnohočetného myelomu má zcela odlišné 

modality. Jedná se o primárně chronické relaps-remitující onemocnění, kde byla již 

od počátku snaha odklonu od konvenční chemoterapie. V případě alespoň částečné 

terapeutické odpovědi na první linii léčby navazuje vysokodávkovaná 

chemoterapie s ASCT. Dle úspěšnosti terapie, délky trvání remise a stavu pacienta 

se může proces ASCT v případě myelomu opakovat i vícekrát. (S. Rajkumar et al., 

n.d.; S. V. Rajkumar, 2022; Vincent Rajkumar et al., 2014). 
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2. HYPOTÉZY A CÍLE PRÁCE 
 

2.1. VÝZKUMNÝ PROJEKT: MAIT-ASCT: 

Vysoký počet předtransplantačních MAIT buněk předpovídá příznivý průběh 

myeloidní aplazie:  

Hypotéza: MAIT populace má v průběhu autologní transplantace protektivní 

funkci 

Cílem práce bylo sledovat faktory odrážející průběh a komplikace autologní 

transplantace periferními kmenovými buňkami u hematoonkologických pacientů a 

korelovat je s populací MAIT buněk.  

2.2. VÝZKUMNÝ PROJEKT: ANALÝZA FENOTYPU MAIT: 

Analýza fenotypu a funkce subpopulací slizničně asociovaných invariantních 

T buněk 

 Hypotéza: Subpopulace MAIT lymfocytů jsou rozdílné a mají různé efektorové 

funkce. 

Cílem práce bylo analyzovat fenotyp, cytokinový profil MAIT buněk, jejich 

cytotoxický potenciál, sledovat rozdíly mezi populacemi CD8+ a DN (CD8-CD4-) 

MAIT lymfocytů a zařadit jejich roli do kontextu nekonvenčních lymfocytů 

(srovnání s iNKT buňkami).  

 

3. METODY A ANALÝZA 
 

3.1. VYSOKÝ POČET PŘEDTRANSPLNTAČNÍCH MAIT BUNĚK 

PŘEDPOVÍDÁ PŘÍZNIVÝ PRŮBĚH MYELOIDNÍ APLAZIE (Karlova 

Zubata et al., 2023) 

3.1.1. CHARAKTERISTIKA POPULACE 

    Zkoumaná populace je složena z pacientů trpících hematoonkologickým 

onemocněním, kteří byli léčeni vysokodávkovanou chemoterapií a autologními 

kmenovými buňkami. Studovaná populace se skládala ze 100 pacientů, 58 mužů a 

42 žen, ve věku 25 až 73 let. Hematoonkologické diagnózy zahrnují relabující/ 

refrakterní Hodgkinův lymfom (9 pacientů), relabující/refrakterní Non-Hodgkinův 
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lymfom (22 pacientů), první linie Non-Hodgkinova lymfomu (12 pacientů) a 

mnohočetný myelom (57 pacientů). Myeloablativní režimy byly užity dle základní 

diagnózy (BEAM: 37 pacientů, HD Mel: 48 pacientů, Karmustin/ etoposid/ 

thiotepa: 4 pacienti, BuMel: 10 pacientů, Karmustin/Thiotepa: 1 pacient) 

3.1.2. METODIKA 

Množství MAIT buněk (měřeno průtokovou cytometrií z periferní krve před 

zahájením myeloablativního režimu) bylo korelováno s klinickými a laboratorními 

markery.  

3.1.3. PRŮTOKOVÁ CYTOMETRIE 

Vzorky byly obarveny, promyty (PBS) a lyzovány NH4Cl. K identifikaci MAIT 

populace byly užity komerční cytochromy (BD Pharmingen a Biolegend): CD3 

PerCP-Cy5.5 (UCHT1) pozitivní, TCR γ/δ PE-Cy7 (11F2) negativní, TCR Vα7.2 

APC (3C10) pozitivní a CD161 APC-Cy7 (HP-3G10) pozitivní. Průtoková 

cytometrie byla prováděna strojem FACSCantoII (BD Biosciences). Analýza byla 

provedena softwarovou aplikací FlowJo (Tree Star). 

3.1.4. STATISTICKÁ ANALÝZA 

Data byla analyzována pomocí neparametrického (Spearmanův Rho)  

a parametrického (Pearsonův Rho) korelačního koeficientu, který je však limitován 

statistickými předpoklady v podobě homoskedasticity a normality. V případech, 

kdy tyto předpoklady nebyly splněny, byl použit Spearmanův koeficient pořadové 

korelace s jednostrannou alternativní hypotézou. Hladina statistické významnosti 

byla apriori volena na hodnotě 5 %. Ve statistické analýze vztahující se k indukci 

výsledků na stanovené hypotézy je v případě použití statistických metod a testů 

explicitně uváděna konkrétní p-hodnota. 

 

3.2. ANALÝZY FENOTYPU A FUNKCE SUBPOPULACÍ SLIZNIČNĚ 

ASOCIOVANÝCH INVARIANTNÍCH T BUNĚK (Brozova et al., 2016) 

3.2.1. CHARAKTERISTIKA POPULACE 

K analýze byly užity vzorky krve 10 zdravých dárců (šest žen a čtyři 

muži). Průměrný věk byl 34,3 let (25–46). 
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3.2.2. METODIKA 

MAIT buňky byly identifikovány pomocí průtokové cytometrie značením 

charakteristického fenotypu: CD3+ γδ- CD4- Vα 7.2+ CD161++. U pozitivní 

populace byly průtokovou cytometrií detekovány povrchové molekuly. Následně 

byly buňky izolovány a stimulovány. K další analýze bylo užito intracelulární 

barvení. Hodnocena byla exprese CD znaků a subpopulace MAIT. 

3.2.3. PRŮTOKOVÁ CYTOMETRIE, IZOLACE A STIMULACE, 

INTRACELULÁRNÍ BARVENÍ 

Periferní krev byla analyzována průtokovou cytometrií. K analýze fenotypu bylo 

užito barvení komerčními cytochromy (BD Pharmingen, Biolegend, R&D 

Systems): anti-CD3 (UCHT1), anti-CD8 (HIT8a), anti-TCR-y / 5-1 (11F2), anti-

CD16 (3G8), anti-CD25 (M-A251), anti-CD27 (M-T271), anti-CD28 (CD28.8), 

anti-CD45RO (UCHL1), anti-CD56 (MY31), anti-CD62L (DREG-56), anti-CD95 

(DX2), anti-CD158b (CH-L), anti-CD184 (12G5), anti-CD195 (3A9), anti-CD244 

(2-69) a anti-CD107a (H4A3); CD8 (RPA-T8), anti-V a 7,2 + (3C10) anti-CD26 

(BA5b), anti-CD94 (DX22), anti-CD122 (TU27), anti-CD127 (A019D5), anti 

CD150 ( A12 (7D4), anti-CD158a (HP-MA4), anti-CD161 (HP-3G10), antiTCR 

Va7.2 (3C10), anti-CD186 (K041E5), anti-CD192 (K036C2), anti-CD196 

(G034E3), anti-NKp80 (5D12), anti-CD314 (1D11); anti-NKG2A 

(131411). Buňky byly měřeny pomocí stroje FACSCanto II (BD Bioscience) a 

vyhodnocovány softwarovou aplikací FlowJo (Tree Star). 

    PBMC byly izolovány z plné heparinizované krve centrifugací v gradientu 

Histopaque® -1077 (Sigma-Aldrich). Izolované PBMC byly resuspendovány přes 

noc v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) s 10 % FBS při 37 °C. Následující den 

byly buňky stimulovány PMA (forbol myristát acetát) a ionomycinem v 

přítomnosti brefeldinu A (BD Pharmingen: Leukocyte Activation Cocktail, s BD 

GolgiPlug) v médiu RPMI-1640 s 10 % FBS po dobu 5 hodin při 37 °C. 

     Stimulované PBMC byly barveny povrchovými protilátkami (anti-CD3, anti-

CD4, anti-CD8, anti-CD161, anti-TCRV a 7.2, anti-TCR- y) a ponechány po dobu 

15 minut ve tmě při pokojové teplotě, poté byly promyty a fixovány BD Phosflow 



14 

 

Lyse/Fix Buffer 5X (BD Bioscience). Následně byly buňky permeabilizovány BD 

Phosflow Perm Buffer II (BD Bioscience. Vzorky byly poté obarveny anti-

granzym B (CLB-GB-11), anti-TNF- a (MAb11), anti-IFN- y (4S.B3) (Exbio), 

anti-IL-17 (SCPL1362) anti-IL-4 (8D4-8) a IgG1 (MOPC-21) (BD Pharmingen) a 

anti-IL-10 (JES319F1) (Biolegend), následně promyty a analyzovány průtokovou 

cytometrií. 

3.2.4. STATISTICKÁ ANALÝZA 

Data byla analyzována pomocí Mann–Whitneyho U -testu, z důvodu nutnosti 

splnění statistických předpokladů 

 

4. VÝSLEDKY 
 

4.1.VÝSLEDKY PUBLIKACE: Vysoký počet předtransplantačních MAIT 

buněk předpovídá příznivý průběh myeloidní aplazie 

 

Klinické markery odrážející tíži infekčních komplikací: 

    V klinických markerech odrážejících tíži infekčních komplikací v průběhu 

ASCT nebyla prokázána statisticky významná negativní korelace (počet febrilních 

dní: Spearman’s Rho=-0.123, P=0.111, počet dní intravenózních antibiotik: 

Spearman´s Rho=-0.142, P=0.080, tíže mukositidy NCI-CTCAE Grading Scale: 

Spearman’s Rho=-0.056, P=0.288, nutnost užití parenterální výživy: Student's t-

test P=0.313, nutnost užití intravenózních opioidů: Student's t-test P=0.966) 

 

Markery odrážející tíži dřeňové aplazie: 

     K popisu průběhu dřeňové aplázie jsou užívány hodnoty krevních elementů a 

faktory je ovlivňující (GCSF - granulocyte colony stimulating factor, transfuzní 

terapie). Byla testována korelace MAIT buněk s délkou a závažností dřeňové 

aplazie. Byla zamítnuta hypotéza korelace MAIT buněk a dnem přihojení 

trombocytů/neutrofilních granulocytů, počtem podaných GCSF a počtem 

podaných transfuzí trombocytů (engraftment trombocytů: Spearmanovo 
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Rho=0,131, P=0,096, engraftment neutrofilů: Spearman's Rho=0,105, P=0,149, 

počet injekcí G-CSF: Spearmanovo Rho=-0,089, P=0,190, počet podaných 

transfuzí trombocytů: Spearman's Rho = -0,093, P = 0,178). Byla však prokázána 

statisticky významná negativní korelace mezi populací MAIT a počtem podaných 

transfuzních jednotek erytrocytů (Spearmanovo Rho=-0,180, P = 0,036). Byla tedy 

potvrzena hypotéza, že vyšší hodnota populace MAIT před zahájením ASCT 

predikuje nižší potřebu podání erytrocytární transfuzní terapie.  

 

Laboratorní marker odrážející tíži infekčních komplikací: 

Každý bod grafu odpovídá jednotlivému pacientovi a ukazuje korelaci mezi množstvím buněk 

MAIT/μl naměřeným den před zahájením myeloablativní chemoterapie (osa x) a sledovaným 

parametrem (osa y: obr. C/O): 

     Nejvýznamnějším markerem přítomnosti 

zánětu v organismu je sérový C-reaktivní protein. 

Hodnota CRP koreluje se závažností probíhající 

infekce (Lelubre et al., 2013; Sproston & 

Ashworth, 2018; Ziv-Baran et al., 2018). Byla 

prokázána statisticky významná negativní 

korelace mezi velikostí populace MAIT a 

maximální hodnotou CRP (Fig. C, Spearman’s 

Rho=-0,176, P=0,040). Byla potvrzena hypotéza méně závažných infekčních 

komplikací v případě vyšší populace MAIT před zahájením myeloablativní 

chemoterapie (korelováno s maximální hodnotou CRP). 

 

Parametry odrážející toxicitu autologní transplantace: 

    Parametry, které hodnotí toxicitu transplantace jsou Karnofského skóre a den 

dimise pacienta.  

    V klinické praxi je celé škála skórovacích systému k hodnocení performance 

statu pacienta, v tomto výzkumu bylo zvoleno Karnofského skóre (Schag et al., 

1984): Tento skórovací systém byl užit při příjmu pacienta a při jeho dimisi, rozdíl 
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mezi hodnotami byl zvolen jako parametr k posouzení vlivu transplantace na 

celkový stav pacienta. Nevýhodou skórovacích systému posuzující celkový stav 

pacienta je zatížení subjektivitou hodnotitele. Proto hodnotící lékař neznal hladinu 

MAIT lymfocytů před zahájením ASCT. V případě otázky vlivu MAIT buněk na 

pokles Karnofského skóre mezi příjmem a dimisí pacienta nebyla prokázána 

staticky významná závislost (drop Karnofsky: Spearmanovo Rho=-0,116, 

P=0,125). 

     V případě testování jedno z klíčových parametrů průběhu transplantace (den 

dimise) byla zjištěna statisticky významná negativní korelace mezi počtem buněk 

MAIT před transplantací a dnem propuštění pacienta z hospitalizace (Fig. O, 

Spearmanovo Rho=-0,175, P=0,041).  

 

U pacientů s vyšším počtem MAIT buněk před 

zahájením transplantace byla doba hospitalizace 

kratší. Výsledek odráží méně komplikovaný 

průběh autologní transplantace PBSC.  

 

 

 

Homogenizace populace:  

    Vzhledem k heterogenitě populace, která je dána více faktory (základní 

diagnózou, počtem a typem předchozích linií léčby, transplantačním protokolem), 

bylo provedeno statistické testování pro pacienty s režimem BEAM. Protokol 

BEAM je zatížen více komplikacemi. Jedná se o režim, který obdrží pacienti 

s diagnózou Hodgkinovy/ non-Hodgkinovy lymfomy, u kterých se v terapiích 

užívají konvenční cytostatika. Testováním pacientů v režimu BEAM byla 

prokázána statisticky významná negativní korelace mezi MAIT buňkami před 

podáním chemoterapie a markerem závažnosti klinického průběhu, počtem 
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febrilních dní (Spearmanovo Rho=-0,295, P=0,036). Byla potvrzena hypotéza 

negativní korelace velikosti populace MAIT a tíže dřeňové aplázie. Byla prokázána 

negativní korelace počtu MAIT buněk a počtem podaným transfuzních jednotek 

erytrocytů i trombocytů (TRF. erytrocytů: Spearmanovo Rho=-0,354, P=0,015, 

TRF trombocytů: Spearmanovo Rho=-0,294, P=0,036). Hypotéza zkrácení doby 

engraftmentu trombocytů a neutrofilů při vyšším počtu buněk MAIT byla 

zamítnuta (trombocyty: Spearmanovo Rho=0,185, P=0,134, neutrofily: 

Spearmanovo Rho=-0,053, P=0,376 ). Testováním počtu MAIT buněk a 

maximální hodnoty CRP, byla zjištěna negativní korelace (Spearmanovo Rho= 

-0,212) na hladině významnosti P=0,1. Dále byla zjištěna záporná 

korelace počtu MAIT buněk se dnem dimise pacientů na hladině významnosti 

P=0,063 (Spearmanovo Rho=-0,253). Při testování na subpopulaci MAIT BEAM 

nevyšla dostatečně statisticky významná negativní korelace mezi hodnotou CRP, 

dnem dimise pacientů a počtem MAIT buněk, zřejmě z důvodu relativně malé 

velikosti vzorku v subpopulaci a z ní vyplývajících vlastností, které souvisejí s 

klesající sílou statistického testu o nulové hodnotě korelačního 

koeficientu (Spearman´s Rho). Byla zamítnuta hypotéza vlivu počtu MAIT buněk 

na zlepšení celkového fyzického stavu pacientů v průběhu ASCT (Spearmanovo 

Rho=-0,157, P=0,174) stejně jako vliv MAIT buněk na závažnost průběhu 

mukositidy (Spearmanovo Rho=-0,012, P=0,472).  
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4.2. VÝSLEDKY PUBLIKACE: Analýza fenotypu a funkce subpopulací 

slizničně asociovaných invariantních T buněk 

(Brozova, Karlova et al., 2016) 

 

 

 

Komentář k výsledkům: obr. 1: Průměrné procento buněk MAIT z CD3+ 

lymfocytů bylo 5,85 % (obr. B) (rozmezí 2,24–12,46 %). Srovnání exprese 

povrchových markerů mezi MAIT buňkami a konvenčními CD3+ T lymfocyty 

(obr. D). Analyzovali jsme fenotyp MAIT buněk: 

D25 − CD27 + CD28 + CD45RO + CD62L − CD95 + CD122 + CD127 + CCR6 + CX

CR6 +, Tento fenotyp odpovídá aktivovanému, paměťovému a tkáňově 

naváděnému imunitnímu profilu.  
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Komentář k výsledkům: obr.2 

(Brozova, Karlova et al., 2016) 

Exprese CD16 byla vyšší 

u CD8 + než u DN MAIT 

buněk (28 % pozitivních 

CD8 + oproti 9 % DN 

MAIT buněk; P  < 0,01) a 

NKG2D (90,4 % 

pozitivních CD8 + oproti 

76 % DN MAIT 

buněk; P  = 0,01).  CD56, 

CD94, CD244, NKG2A a 

NKp80 byly exprimovány 

stejným způsobem u obou 

populací MAIT. Nebyla 

prokázaná exprese 

CD158a ani CD158b (obr. 

A). Nebyl prokázán rozdíl 

v expresi testovaných T 

buněčných markerů  

(CD25, CD26, CD27, 

CD28, CD45RO, CD95, 

CD122, CD127, CD150)  

(obr. B). Mezi oběma 

subpopulacemi nebyl 

pozorován rozdíl v expresi tissue-homing fenotypu 

(CD62L − CXCR4 + CXCR6 + CCR2 + CCR5 + CCR6 + ) (obr. C). 
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Obr.3 

(Brozova, Karlova et al., 2016) 

 

 

 

Komentář k výsledkům: obr.3: stav po stimulaci PMA a ionomycinem: 

Nebyla prokázána produkce IL-4 nebo IL-10. Byla detekována silná produkce 

prozánětlivých látek a cytotoxické cytokiny. Až 82,4 % buněk MAIT produkovalo 

TNF-α a 85,9 % produkovalo IFN-y. Prozánětlivé a cytotoxické cytokiny byly 

secernovány více CD8+ než DN MAIT buňkami: TNF-α : 87,8 % oproti 66,3 

%; P  = 0,048 a IFN-y 89,9% oproti 78,9 %; P  = 0,03; granzym B: 23,2 % oproti 

9,0 %; P  < 0,001) (obr.A ). 
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5.DISKUZE A LIMITACE VÝZKUMU 
 

5.1. DISKUZE: Analýza fenotypu a funkce subpopulací slizničně 

asociovaných invariantních T buněk (Brozova, Karlova et al., 2016) 

 

Původní práce Dusseauxe z roku 2011 zmiňuje, že MAIT a iNKT buňky, jako dvě 

skupiny imunocytů patřící k nekonvenčním lymfocytům, sdílejí mnoho 

podobností. Dusseaux připomíná především podobnost v efektorových funkcích 

obou typů buněk. Vysoký počet MAIT buněk v lidských játrech a periferní krvi je 

analogem vysokého počtu iNKT buněk v játrech a periferní krvi u myši. Buňky 

iNKT jsou v lidských játrech a krvi v nízkém počtu ve srovnání s MAIT 

lymfocyty. Proto Dusseaux vyslovil tezi o funkčním překrytí obou populací 

(Dusseaux et al., 2011). Navíc se kvůli podobnostem jejich fenotypů často 

předpokládalo, že nálezy z oblasti buněk iNKT platí také pro buňky MAIT. To 

vedlo k rutinnímu použití buněk iNKT jako referenční populace pro studium buněk 

MAIT (Van Kaer et al., 2018).  

    Obě populace jsou skutečně velmi podobné. Oba typy buněk patří mezi 

nekonvenční lymfocyty, které jsou schopné reakcí podobných adaptivní imunitě, 

resp. konvenčním T lymfocytům. Rychlost jejich odpovědi však připomíná 

imunitu vrozenou. Fungují tedy jako přemosťující článek mezi oběma typy 

imunitních systémů. U obou typů buněk jak MAIT, tak iNKT bylo prokázané 

zapojení do protiinfekční a protinádorové obrany organismu, ale i účast 

v imunopatogenezi autoimunitních onemocnění. Exprimují invariantní TCR 

řetězec s omezeným repertoárem a jsou restringovené MHC neklasickou třídou. 

Oba typy buněk reagují na vysoce konzervované nepeptidové ligandy, v případě 

iNKT pomocí CD1d molekuly a v případě MAIT buněk pomocí MR1 molekuly.  

    Buňky iNKT tvoří dvě základní subpopulace, CD4+ a CD4- (resp. DN, double 

negativní). Předpokládá se, že DN iNKT buňky jsou prozánětlivé a exprimují 

převážně NK markery. Populace CD4+ je orientována na pomoc B lymfocytům, 
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má pravděpodobně regulační funkci. Je zdrojem protizánětlivých a Th2 cytokinů, 

jako je IL-4 nebo IL-10. (Gumperz et al., 2002; Lee et al., 2002).      

     V případě populace MAIT buněk lze dominantní subpopulace rozdělit na 

základě exprese CD8, CD8+ a CD8 − CD4 − DN (dvojitě negativní). Ještě 

donedávna se předpokládalo, že buňky MAIT u lidí tvoří homogenní populaci se 

smíšenou funkčností Th1/Th17. (Hill et al., 2016; Kurioka et al., 2016). 

    Položili jsme si otázku, zda existuje funkční analogie mezi iNKT a MAIT 

buňkami. Zkoumali jsme fenotyp a cytokinový repertoár MAIT buněk po stimulaci 

ionomycinem a PMA. 

     V krvi zdravých dárců jsme identifikovali fenotypové složení subpopulací 

MAIT se zaměřením na buňky exprimující CD8+ a CD4- CD8- (DN) znaky. 

Převahu tvořily buňky s povrchovou expresí CD8. Naměřená data nejsou v rozporu 

s jinými publikovanými prácemi (Dusseaux et al., 2011; Martin et al., 2009; 

Reantragoon et al., n.d.). Buňky CD4+ tvoří pouze 0-5 % z MAIT lymfocytů, 

proto je tato minoritní subpopulace v mnoha analýzách explicitně vynechávána. 

Stejný přístup jsme zvolili i v našem projektu a zaměřili jsme se na analýzu dvou 

hlavních populací (CD8+ a DN).  

     Náš výzkum prokazuje podobnost obou subpopulací buněk MAIT, ne však 

úplnou homogenitu, která je publikována v původní práci Dusseauxe. Verifikovali 

jsme fenotypový profil MAIT buněk vykazující jak paměťové, efektorové, tak i 

prozánětlivé schopnosti a tkáňový homing.  

   I přes práce popisující schopnost MAIT buněk secernovat IL10, jsme po 

stimulaci ionomycinem a PMA produkci IL 10 nepozorovali (Ioannidis et al., 

2020). Lepore v roce 2014 popsal uvolnění cytokinu IL 4 a IL 10 v případě 

stimulace MAIT lymfocytů pomocí buněk infikovaných E.Coli (Lepore et al., 

2014). V tomto ohledu naše zjištění odpovídá dříve publikované práci Dusseauxe 

(Dusseaux et al., 2011). Může se jednat o jev spojený se specifickým typem 

stimulace, což ukazuje na imunitní plasticitu MAIT buněk. Dále jsme prokázali 

významnou produkci prozánětlivých látek jako TNF-α, IFN-y, granzymu B v obou 
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subpopulacích MAIT. Prozánětlivé a cytotoxické cytokiny byly statisticky 

významně více produkovány CD8 pozitivními MAIT buňkami. Stejně tak marker 

degranulace CD107A, který odráží cytotoxický potenciál imunocytů.  

    Pozorovali jsme vyšší podíl CD8 + než DN MAIT buněk, který exprimoval 

CD16 a NKG2D. NKG2D aktivuje cytotoxické funkce NK buněk. CD16 molekula 

má schopnost vázat Fc framgnet IgG protilátek. Vzniklá vazba indukuje kaskádu 

signálů vedoucí k cytotoxické aktivitě ve smyslu ADCC (na protilátkách závislá 

buněčná cytotoxicita). Tato schopnost MAIT buněk je v současné době 

diskutována v mnoha klinických studiích ve smyslu antimikrobiální i 

protinádorové imunity (Haeryfar et al., 2018; Vié Nelly Robillard et al., 2008). 

Pokud jsou buňky MAIT schopny aktivně užívat svůj receptor CD16 v imunitních 

drahách in vivo, jednalo by se o další možný způsob aktivace MAIT. 

    Kombinace prokázaných fenotypových vlastností ukazuje významný efektorový 

cytotoxický potenciál MAIT buněk, především CD8 pozitivních. Prokázali jsme 

tedy rozdílnost subpopulací MAIT buněk a vyvrátili tezi o jejich homogennosti 

zmiňovanou Dusseauxem (Dusseaux et al., 2011). Funkční podobnosti se zde však 

vyskytují, a to i s NKT buňkami. Zásadní rozdíl pozorujeme v menší funkční 

polaritě. MAIT buňky vykazují ve svých dvou hlavních subpopulacích (CD8+ a 

DN) spíše prozánětlivý cytotoxický repertoár cytokinů. NKT buňky mají ve svých 

subpopulacích spíše regulační versus cytotoxické efektorové funkce. Je však 

možné, že polarizace cytokinového repertoáru nekonvenčních lymfocytů je 

významně ovlivněna vnějšími faktory. Bylo prokázáno ovlivnění cytokinové 

produkce MAIT i NKT buněk střevní mikroflórou i nádorovým mikroprostředím 

(Goswami et al., 2022; Q. Lin et al., 2020). Mapování cytokinového repertoáru a 

imunitní plasticity nekonvenčních lymfocytů je předmětem dalších výzkumů. 
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5.2. DISKUZE: Vysoký počet předtransplantačních MAIT buněk předpovídá 

příznivý průběh myeloidní aplazie (Karlova Zubata et al., 2023) 
 

    Téma výzkumného projektu protektivní role MAIT buněk v ASCT vychází 

z předchozích poznatků schopnosti MAIT buněk odolávat některým cytostatikům a 

současně z jejich prokázaného antiinfekčního potenciálu (Chaudhary et al., 1992; 

Dusseaux et al., 2011; Meermeier et al., 2018; Patterson et al., 2022; Turtle et al., 

2009).  

     Medián hodnot v analyzovaném datovém souboru MAIT buněk periferní krve 

pacientů je 0,89 % z T lymfocytů (0,03 – 11,3 %). Hodnoty jsou nižší než u 

populace zdravých dárců. Výsledky jsou v souladu s publikovanými výzkumy 

pacientů s hematoonkologickým onemocněním (Comont et al., 2022; Gherardin, 

Loh, et al., 2018; Shao et al., 2021). Tato skutečnost může být dána ovlivněním 

imunitního systému předchozími chemoterapeutickými léčbami (Comont et al., 

2022; Gherardin, Loh, et al., 2018; Shao et al., 2021), ale i možnou interakcí 

MAIT buněk s reziduální nádorovou populací (Comont et al., 2022; Gherardin, 

Loh, et al., 2018). Recentní výzkumy ukazují schopnost rezistence některých 

MAIT buněk vůči cytostatickým léčbám (Chaudhary et al., 1992; Dusseaux et al., 

2011; Patterson et al., 2022; Turtle et al., 2009).  K vytvoření hypotézy protektivní 

funkce MAIT buněk v průběhu ASCT nás vedla přítomnost hlubokých 

neutropenií, která kontrastuje s nízkou transplantační mortalitou. Je tedy možné, že 

MAIT lymfocyty tvoří rezervoár antimikrobiální obrany organismu u pacientů 

v imunitním deficitu po chemoterapeutických léčbách nebo jiných situací imunitní 

paralýzy. 

    Neutropenii grade III – IV, způsobenou úvodní vysokodávkovanou 

chemoterapií, nalézáme v průběhu transplantace u všech pacientů. Takto hluboká 

cytopenie diskvalifikuje organismus ze základní imunitní obrany proti bakteriím a 

mykózám (Cumbo & Segal, 2004; Herbrecht et al., 2000). Úspěšnost ASCT je 

však stran léčby nejen hematologických malignit, ale i zvládnutí infekčních 

komplikací vysoká. Mortalita je dle evropských dat nízká. V závislosti na zdroji a 
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skladbě pacientů se pohybuje od 1 do 4 %, přičemž pacienti s lymfomem mají 

závažnější průběh ASCT (Jantunen et al., 2006; Marini et al., 2019; Mohyuddin et 

al., 2020; Stotler et al., 2008). Peritransplantační mortalita a morbidita je 

způsobena převážně infekčními komplikacemi, které jsou z velké části vyvolány 

narušením střevní mikrobiální bariery nasedající na neutropenii (Sampson et al., 

2017; Waszczuk-Gajda et al., 2022). Vzhledem k přítomnosti MAIT buněk ve 

sliznici lamina propria střeva, je základní otázkou, zda se jejich antimikrobiální 

role dostává do popředí v době neutropenie.  

     V datovém souboru 100 pacientů, kteří trpěli hematoonkologickým 

onemocněním a byli indikováni k autologní transplantaci, jsme zkoumali populaci 

MAIT buněk před zahájením chemoterapie v ASCT. Získané hodnoty u 

jednotlivých pacientů jsme korelovali s laboratorními a klinickými parametry 

ukazujícími komplikovanost průběhu transplantace. Zaměřili jsme se především na 

infekční komplikace a míru toxicity transplantace, kterou jsme testovali pomocí 

skórování celkového fyzického stavu pacientů při příjmu a dimisi (Karnofského 

index) a celkovou dobu hospitalizace, resp. dne dimise pacienta.  

    V případě rozdílu Karnofského skóre při příjmu a dimisi jsme neprokázali 

signifikantní vliv MAIT populace na změnu fyzického stavu pacienta v průběhu 

ASCT. Jak již bylo zmíněno, skórovací systémy hodnotící fyzický stav pacienta 

jsou zatíženy určitou mírou subjektivity jak hodnoceného (pacient), tak hodnotitele 

(ošetřující lékař). Proto byla vstupní hodnota MAIT lymfocytů zaslepena. Za jeden 

z klíčových ukazatelů toxicity transplantace je považován den dimise pacientů. 

Potřebná délka hospitalizace poskytuje komplexní informaci o komplikovanosti 

průběhu ASCT. Prokázali jsme statisticky významnou negativní korelaci mezi 

počtem MAIT buněk a dnem dimise pacientů. Pacienti s větší populací MAIT 

buněk před podáním chemoterapie byli dříve propuštěni z hospitalizace.  

    Délku hospitalizace pacientů v průběhu autologní transplantace určují 

komplikace a doba přihojení štěpu kmenových buněk. 
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    Jak již bylo zmíněno, komplikace v průběhu transplantace jsou převážně 

infekčního původu (Waszczuk-Gajda et al., 2022). V klinické praxi se 

v diagnostice infekčních komplikací užívá laboratorní marker s-CRP (sérový C 

reaktivní protein). Tato bílkovina je hlavním reaktantem akutní fáze zánětu. 

Hodnota, neboli míra zvýšení, CRP, informují o možné přítomnosti i závažnosti 

infekce (Lelubre et al., 2013; Sproston & Ashworth, 2018; Ziv-Baran et al., 2018). 

V souboru dat 100 pacientů jsme v průběhu transplantace monitorovali trend 

zánětlivých markerů. Prokázali jsme statisticky významnou zápornou korelaci 

MAIT buněk před zahájením ASCT a maximálními hodnotami CRP. Předložené 

výsledky mohou ukazovat na roli MAIT buněk v průběhu infekčních komplikací 

ASCT, kdy pacienti s vyšší populací MAIT buněk mají méně závažné průběhy 

infekcí. Laboratorní markery zánětu vč. s-CRP však nepatří mezi specifické 

ukazatele pouze infekčních nemocí. K jejich elevaci může dojít i při reakcích 

hypersenzitivity např. na cytostatika nebo konzervační složky štěpu PBSC (R. Y. 

Lin et al., 2001). Stejně tak se clearance proteinových složek plazmy mění u 

pacientů s chronickým renálním postižením. U hematoonkologických pacientů 

jsou renální funkce dlouhodobě atakovány jednak základním onemocněním 

(mnohočetný myelom) a jednak nefrotoxickými léčebnými režimy (Madias & 

Harrington, 1978). I myeloablativní režimy transplantací vykazují významnou 

nefrotoxicitu (Lameire, 2013; Leung et al., 2005). Míra zvýšení CRP může být 

tedy ovlivněna i sníženou renální funkční rezervou hematoonkologických pacientů. 

(Panichi et al., 2001; Wu et al., 2020).  

     Závažnost toxicity ASCT je v mnoha studiích hodnocena hloubkou a délkou 

probíhající cytopenie. Zkoumali jsme vliv MAIT buněk na průběh transplantační 

cytopenie. Neprokázali jsme vliv MAIT lymfocytů na délku neutropenie ani na 

dobu engraftmentu trombocytů. Pozorovali jsme však statisticky významnou 

negativní korelaci mezi MAIT buňkami a potřebou transfuzní terapie erytrocytů a 

v případě režimu BEAM i trombocytů. Pacienti s vyšším počtem MAIT buněk 

měli tedy nižší potřebu transfuzní terapie, což odráží možný vliv MAIT lymfocytů 
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na hloubku cytopenie v transplantačním období. Anemie i trombocytopenie je 

v případě ASCT významně způsobena podanou chemoterapií. V minulosti však 

byly předloženy důkazy o vlivu infekce a systémového zánětu na erytropoezu a 

trombopoezu. Anemie se objevuje na pozadí akutního i chronického zánětu 

(Fraenkel, 2017). Stejně tak i trombocytopenie byla opakovaně prokázána v obraze 

kriticky nemocných a u pacientů trpícími závažnými infekcemi nebo sepsí 

(Thomas et al., n.d.). Přesný mechanismus obou dějů není znám a je v rozporu 

s uznávaným konceptem stimulačního vlivu akutní infekce a hypoxického stresu 

na erytropoezu a trombopoezu (Bennett et al., 2020; Fraenkel, 2017; Thomas et al., 

n.d.). Některé práce zmiňují možný podíl útlumu kostní dřeně dysbalancí 

vystupňovaného zánětlivého procesu s nadprodukcí proinflamatorních cytokinů 

v kombinaci se zánětem indukovanou hemofagocytozou (Fraenkel, 2017; Thomas 

et al., n.d.). Trombocytopenie a anemie jsou uznávány jako nezávislý rizikový 

faktor mortality u pacientů na JIP a kriticky nemocných (Fraenkel, 2017; 

Vanderschueren et al., 2000). Je tedy možné, že MAIT buňky mají v kontextu 

hloubky dřeňového útlumu protektivní modulační vliv díky kombinací svého 

repertoáru inflamatorních i zánět-supresivních cytokinů a mají současně 

protektivní vliv na hloubku imunitní zánětlivé odpovědi. 

    Kromě laboratorních parametrů jsme hodnotili i klinický průběh ASCT.  

Z faktorů, které nepřímo ukazují na závažnost průběhu komplikací, jsme testovali 

následující: počet febrilních dní, počet dní s nutností podání intravenózních 

antibiotik a závažnost mukositidy. Slizniční zánět lze klinicky hodnotit dle NCI-

CTCAE Grading Scale, který odráží i nutnost podání parenterální výživy a 

asociovanou bolest. V případě testování klinických faktorů na celém souboru dat 

100 pacientů jsme statisticky významný vliv MAIT lymfocytů neprokázali. 

S ohledem na heterogenitu populace způsobenou spektrem základní diagnózy, 

druhem předchozích linií léčby a transplantačním režimem jsme provedli selektivní 

testování homogenní skupiny pacientů dle conditioningu. Zaměřili jsme se na 

režim BEAM, kde jsou užívána konvenční cytostatika a ve kterém jsou pacienti 
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zatíženi delší cytopenií s vyšší incidencí komplikací (Jantunen et al., 2006; 

Kaloyannidis et al., 2019; Stotler et al., 2008).  

     Ve skupině pacientů v režimu BEAM jsme prokázali statisticky významnou 

negativní korelaci mezi velikostí populace MAIT buněk a počtem febrilních dní. 

Kauzalitu mezi MAIT buňkami a závažností mukositidy dle gradu jsme 

neprokázali.  

     Febrilie pacientů jsou monitorovány pro časné zachycení nástupu infekce. 

V době ASCT se zvýšení teploty vyskytuje nejčastěji jako projev febrilní 

neutropenie. Doba poklesu tělesné teploty pod 38 °C je považována za klinickou 

známku ústupu infekčního onemocnění nebo za stav, kdy se infekce dostává pod 

kontrolu imunitního systému, resp. antimikrobiální léčby. Dle získaných výsledků, 

byla potvrzena hypotéza mírnějšího klinického průběhu infekcí u pacientů v 

režimu BEAM v případě přítomnosti vyšší populace MAIT buněk, hodnoceno na 

počtu febrilních dní. Horečka však není specifická pouze pro infekční komplikace. 

Je nutno diskutovat možný vliv podané léčby, kdy je v současné době dobře znám 

cytosarový syndrom indukující neinfekční febrilie až po dobu několika dní. 

Cytosar je součástí režimu BEAM a je podáván v úvodu ASCT. I přihojení 

kmenových buněk může být asociováno s bouřlivou reakcí až s obrazem 

systémové zánětlivé odpovědi. Tzv. engraftment syndrom je typicky asociován s 

horečkou z přihojení „engraftment fever“ (Alali et al., 2020; Pramanik et al., 

2019).  

     Mukositida je běžně se vyskytující toxicita související s podáním 

chemoterapeutické léčby. Vzhledem k lokalizaci MAIT buněk preferenčně na 

sliznicích jsme zkoumali jejich roli ve vývoji mukositidy u pacientů v ASCT. 

Neprokázali jsem statisticky významný vliv MAIT buněk na stupeň závažnosti 

mukositidy. Grading Scale NCI-CTCAE hodnotí vizuální projev orální 

mukositidy, narušení per os příjmu a přidruženou bolest. Klinický obraz vznikající 

při mukositidě nemusí být však dán pouze příznaky vycházejícími z mukositidy 

samotné. Narušení per orálního příjmu u pacientů v ASCT často vzniká 
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z emetogenního efektu léčby nebo ze sníženého apetitu z dysgeuzie, která je 

asociovaná s podáním chemoterapie. (Sözeri & Kutlutürkan, 2015; Sroussi et al., 

2017).  

    V roce 2014 bylo diskutováno zavedení nové nosologické jednotky „febrilní 

mukositidy“. Byla prokázána kauzalita se závažností střevní mukositidy, 

maximální hodnoty CRP a febrilií (Blijlevens et al., 2005; Van der Velden et al., 

2014). Etiologie horečky však zůstala nevysvětlena u 30–50 % neutropenických 

pacientů. Neexistovaly žádné mikrobiologické kultivační důkazy, které by 

definovaly přítomnost infekce (Pagano et al., 2011). Je tedy diskutována hypotéza, 

že horečka nemusí vždy souviset s infekcí. V případě narušení slizniční bariery se 

na vzniku febrilie nepodílí pouze vstup patogenu skrze narušenou barieru, ale i 

kombinace faktorů uvolněných DAMP a PAMP střevní mikrobioty. Narušení 

střevní bariéry se tedy může projevit systémovou imunitní reakcí bez ohledu na 

přítomnosti patogenu samotného. Podkladem může být rozvoj tzv. imunogenní 

buněčné smrti, která vzniká v reakci na uvolnění DAMP chemoterapií 

poškozených buněk. S progresí zánětlivé odpovědi dochází ke zhoršení stavu 

slizniční bariery a prohlubuje se riziko prostupu patogenů, rozvoji bakterémie a 

infekce. Rizikovost neutropenických pacientů v průběhu transplantace je vysoká, a 

proto je v klinické praxi při vzniku první febrilie nebo vzestupu CRP zahajována 

empirická antibiotická terapie. Tento postup je opakovaně diskutován pro riziko 

rozvoje bakteriální rezistence. Prevencí těchto stavů se zdá být modulace počáteční 

zánětlivé odpovědi při vznikajícím „sterilním“ zánětu na sliznicích, který je 

indukován chemoterapii. Buňky MAIT jsou v tomto ohledu zajímavým a 

perspektivním cílem. Se svou rozpoznávací schopností, spektrem efektorových 

funkcí, které kombinují vrozenou a adaptivní imunitu, cytotoxické i 

imunomodulační vlastnosti, by mohly být řešením v případě snahy nalézt 

terapeutické možnosti ovlivnění infekčních komplikací v průběhu neutropenie 

(Van der Velden et al., 2014). V současné době existují procesy, které umožňují in 

vitro modifikovat efektorové funkce imunitních buněk a následně je transferovat 



30 

 

zpět do organismu. Tento terapeutický přístup se označuje jako buněčná terapie 

chimérickým antigenním receptorem a je již zavedena v terapii nádorů 

s receptorovou modifikací konvenčních T lymfocytů (CAR-T). Přednosti využití 

MAIT buněk jsou v tomto ohledu významné. MAIT lymfocyty nejsou selektovány 

klasickými MHC/peptidovými komplexy a exprimují semiinvariantní T buněčný 

receptor, tudíž nezprostředkovávají alogenní reaktivitu. Mohou být tedy novým 

zdrojem univerzálních efektorových buněk pro alogenní terapii CAR-T buňkami 

bez nutnosti inaktivace jejich endogenního TCR receptoru (Bohineust et al., 2021). 

Od roku 2020 došlo k významným objevům v oblasti protinádorové terapie se 

zkoumáním efektu CAR-MAIT. Byly také předloženy důkazy o schopnosti MAIT 

buněk překonávat bakteriální rezistence vůči antibiotikům (Boulouis et al., 2020). 

Recentně se vědci zabývali možností využít MAIT buňky jako vakcinační cíl. 

V roce 2021 Nicolas Provine a kol. předložili důkazy o roli MAIT buněk při 

vakcinaci adenovirovým vektorem. Aktivace buněk MAIT pozitivně korelovala s 

reakcemi T buněk vyvolanými vakcínou a MAIT buňky se staly terčem výzkumu 

jako kandidát k posílení vakcinační imunity (Provine et al., 2021). Toto téma bylo 

více zkoumáno v době pandemie SARS-CoV-2, kdy publikace Boulouisové 

přinesla informace o vlivu MAIT buněk na velikost imunitní odpovědi na vakcínu 

proti Covid19 (Boulouis et al., 2022). V dalším našem výzkumném projektu 

zabývajícím se vakcinační buněčnou i humorální imunitou proti SARS-CoV-2 u 

hematologických pacientů, kteří absolvovali B depleční terapii, jsme významnou 

roli MAIT buněk nepotvrdili (Bacova et al., 2022). Může se jednat o důkaz potřeby 

funkční B lymfocytární linie k expanzi a modulaci MAIT lymfocytů. Zvažovat lze 

i vliv hematologické léčby, nádorové populace nebo změněné střevní mikrobioty 

při aniinfekčních profylaxích. 

     Z předchozích sdělení je zřejmé, že se MAIT buňky zapojují do komplexních 

imunitních odpovědí a je žádoucí zkoumat je v širším kontextu imunitního 

systému. Cílem výzkumných snažení je možnost využít komplexní imunitní 
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repertoár MAIT buněk, jejich antiinfekční potenciál, imunitní modulační 

schopnosti i protinádorový efekt (Bohineust et al., 2021; Kurioka et al., 2016).  

 

6. ZÁVĚR 
 

     Tato práce se zabývá fyziologií a patologií imunitní populace nekonvenčních 

lymfocytů MAIT buněk, která stojí svými schopnostmi na pomezí vrozené a 

získané imunity. Cílem práce bylo podat komplexní souhrn dosavadních poznatků 

a prezentace námi provedených výzkumných projektů zabývajících se rolí MAIT 

buněk v organismu.   

     Řešili jsme otázku funkční a fenotypové charakterizace MAIT buněk. Dusseaux 

ve své původní práci popisuje, že dosud nebyly nalezeny funkční a fenotypové 

rozdíly mezi subpopulací DN (CD4-CD8-) a CD8 pozitivních MAIT buněk 

(Dusseaux et al., 2011). V našem výzkumném projektu jsme pomocí stimulace 

ionomycinem a PMA analyzovali efektorové funkce MAIT lymfocytů. Zjistili 

jsme významný cytotoxický potenciál se schopností produkce prozánětlivých 

cytokinů (TNF-a, IFN-y a granzymu B). Současně jsme popsali schopnost MAIT 

buněk exprimovat molekuly CD16, NKG2D a CD107A, které jsou více 

zastoupeny u subpopulace s CD8 pozitivitou. Prokázali jsme tedy vyšší 

prozánětlivý a cytotoxický potenciál CD8+ MAIT buněk oproti DN (CD4-CD8-) 

MAIT buňkám a také rozdílnost subpopulací MAIT lymfocytů. Současně jsme 

porovnali odlišnosti jejich funkcí s další nekonvenční skupinou imunocytů iNKT 

buňkami. 

     V dalším výzkumném projektu jsme studovali populaci MAIT lymfocytů a její 

postavení v imunitním systému u hematoonkologických pacientů v průběhu 

autologní transplantace periferními kmenovými buňkami. Hypotéza protektivní 

role MAIT buněk vychází z publikovaných dat o rezistenci některých MAIT 

lymfocytů vůči xenobiotikům (Dusseaux et al., 2011; Patterson et al., 2022) 
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 a současně z údajů o nízké mortalitě, která je v průběhu autologní transplantace 

zaznamenána i přes výskyt hlubokých neutropenií po myeloablativním režimu.  

     Imunitní složky, které si zachovávají antiinfekční potenciál v tomto období 

přechodné imunitní paralýzy, je třeba ozřejmit dalšími studiemi. My jsme však 

popsali dosud nepublikované role MAIT buněk v tomto rizikovém období 

cytopenie ASCT. 

     Potvrdili jsme hypotézu, že MAIT buňky mají protektivní roli v době 

postchemoterapeutického útlumu kostní dřeně v průběhu autologní transplantace 

periferními kmenovými buňkami. Dle zkoumaných parametrů jsme prokázali méně 

komplikovaný průběh transplantace pacientů s vyšší hodnotou MAIT buněk před 

zahájením vysokodávkované chemoterapie. Pacienti s vyšším zastoupením MAIT 

buněk měli nižší hodnoty zánětlivých parametrů a byli dříve dimitovaní z 

hospitalizace. Ačkoli jsou MAIT buňky asociované se sliznicí, neprokázali jsme 

jejich vliv na závažnost probíhající mukozitidy.  

     Ve skupině pacientů, kteří absolvovali chemoterapeutický režim BEAM, jenž je 

spojen se závažnějším průběhem autologní transplantace, jsme prokázali, že vyšší 

počet MAIT buněk redukuje u pacientů počet febrilních dní. Dále jsme u pacientů 

s režimem BEAM zjistili významně nižší transfuzní dependenci erytrocytů i 

trombocytů, ale nebylo prokázáno zkrácení doby přihojení myeloidní řady. Zjištění 

podává informaci o vlivu MAIT buněk na hloubku cytopenie, která je často 

asociovaná s infekčními komplikacemi a obrazem zánětlivého prostředí organismu.  

    Tato práce přináší nové poznatky o populaci nekonvenčních MAIT lymfocytů a 

jejich zapojení v imunitním systému. MAIT lymfocyty jsou v současné době 

považovány za jeden z předních cílů nových léčebných přístupů využívající 

imunoterapii. Proto má výzkum fyziologických i patofyziologických vlastností 

MAIT buněk významné postavení. Jejich další studium by mohlo přinést poznatky 

potřebné k nalezení nových terapeutických možností v oblasti onkologie i infekční 

medicíny. 
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7. SOUHRN 
 

MAIT buňky jsou skupina nekonvenčních lymfocytů, která tvoří slizniční barieru 

v mnoha orgánových systémech. Svými funkcemi stojí na pomezí vrozené a 

adaptivní imunity. Mají významnou evoluční konzervovanost a omezenou TCR 

repertoárovou variabilitu. Jsou aktivovány invariantním TCR receptorem, kterému 

jsou MHC komplexem Ib (MR1 molekulou) prezentovány metabolity vitaminu B2. 

MAIT buňky se uplatňují i po aktivaci cytokiny nebo bakteriálními superantigeny. 

Vykazují paměťové, prozánětlivé, imunomodulační schopnosti a tkáňový homing. 

Jejich role byla prokázána v obraně proti patogenům, bakteriím, virům i mykózám. 

Zapojují se do imunopatologických reakcí u autoimunitních onemocnění, 

v cytokinových bouřích a chronickém zánětu. V posledních letech jsou intenzivně 

zkoumány pro možnost jejich využití jako univerzálních dárcovských buněk 

k obraně proti infekcím a v imunoterapii nádorů. Výzkumným cílem této práce 

bylo analyzovat cytokinový repertoár průtokovou cytometrií a hodnotit rozdílnost 

subpopulací MAIT lymfocytů. Po stimulaci ionomycinem a PMA byl prokázán 

vyšší cytotoxický potenciál MAIT buněk CD8 pozitivních oproti DN populaci 

(CD4-CD8-). Byla zjištěna exprese CD16 a NKG2D, marker degranulace CD107A 

a významná produkce prozánětlivých látek jako TNF- α, IFN- y, granzymu B. 

Další výzkumný projekt byl zaměřen na využití cytotoxického potenciálu MAIT 

buněk v antiinfekční obraně organismu v době autologní transplantace periferními 

kmenovými buňkami. Nejvýznamnější komplikací ASCT jsou infekce, které 

probíhají závažnou formou jako febrilní neutropenie. MAIT lymfocyty mají 

schopnost rezistence vůči některým xenobiotikům. Naše práce prokázala 

protektivní funkci MAIT buněk v době autologní transplantace PBSC. Pacienti 

s vyšším počtem MAIT buněk byli dříve dimitovaní a měli nižší hodnoty 

zánětlivých parametrů. U pacientů v režimu BEAM bylo pozorováno méně 

febrilních dní a nižší potřeba transfuzní terapie v průběhu ASCT v případě vyššího 

počtu MAIT buněk před podáním vysokodávkované chemoterapie. 
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8. SUMMARY 
 

MAIT cells are a group of unconventional lymphocytes. They form a mucosal 

barrier in many organ systems. Their functions are at the interface of innate and 

adaptive immunity. They have significant evolutionary conservation and limited 

TCR repertoire variability. They are activated by an invariant TCR receptor to 

which vitamin B2 metabolites are presented by MHC complex Ib (MR1 molecule). 

MAIT cells are also activated by cytokines or bacterial superantigens. MAIT cells 

exhibit memory, pro-inflammatory, immunomodulatory and tissue homing 

abilities. Their role has been demonstrated in defense against pathogens, bacteria, 

viruses and mycoses. They are involved in immunopathological responses in 

autoimmune diseases, cytokine storms and chronic inflammation. They have been 

investigated for their potential use as universal donor cells for defense against 

infections and in cancer immunotherapy. The research aim of this study was to 

analyze the cytokine repertoire by flow cytometry and to assess the diversity of 

MAIT lymphocyte subpopulations. After stimulation with ionomycin and PMA, a 

higher cytotoxic potential of CD8-positive MAIT cells compared to the DN 

population (CD4-CD8-) was demonstrated. The expression of CD16 and NKG2D, 

the degranulation marker CD107A and a significant production of pro-

inflammatory substances such as TNF- α, IFN- y, granzyme B were detected. The 

main research project was focused on the use of cytotoxic potential of MAIT cells 

in anti-infective defence during autologous transplantation PBSC. The most 

important complications of ASCT is febrile neutropenia. MAIT lymphocytes have 

the capacity for resistance to some xenobiotics. Our study demonstrated the 

protective function of MAIT cells during ASCT. Patients with higher numbers of 

MAIT cells were early discharged from the hospital and had lower levels of 

inflammatory parameters. Fewer febrile days and a lower need for transfusion 

therapy during ASCT were observed in patients on the BEAM chemotrapeutic 

regimen with higher MAIT cell counts before high-dose chemotherapy.  
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