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ABSTRAKT

MAIT buiiky, se sliznici asociované T lymfocyty, jsou skupinou imunocyti, které maji
schopnosti vrozené i adaptivni imunity. Jsou definovany expresi semi-invariantniho TCR
fetézce. Vykazuji antiinfek¢ni potencial s cytotoxickymi efektorovymi funkcemi 1
imunomodulac¢ni schopnosti. Zakladni aktivacni cesta je pomoci MR1 molekuly neklasické
ttidy MHC Ib, ktera je uplatiiovana v obrané proti bakteriim a mykézam. MAIT bunky
jsou schopny i TCR nezavislé aktivace realizované prozanétlivymi cytokiny. Uplatiiuji se v
cytokinovych boufich mediovanych bakteridlnimi superantigeny i v protivirové obrang. Po
aktivaci rychle reaguji produkci celé Skaly zanétlivych mediétord, a to 1 z repertoaru
adaptivni imunity Th1, Th2 a Th17 lymfocytt. Recentni prace ukazuji rezistenci k
nékterym xenobiotikiim. Tato disertacni prace predstavuje vysledky vyzkumu fenotypu
subpopulaci MAIT bunék métenych pritokovou cytometrii. Stimulaci ionomycinem a
PMA jsme analyzovali jejich repertoar cytotoxickych schopnosti. V hlavnim vyzkumném
projektu je hypotéza antiinfekéniho potencialu a rezistence MAIT bun¢k viici
xenobiotikiim aplikovana do klinické praxe v oboru hematoonkologie. Prace predklada
ditkazy o protektivni roli MAIT bun¢k v dobé cytopenie ¢asného posttransplanta¢niho
obdobi, kdy dochazi k vyskytu febrilnich neutropenii. Nase vysledky ukazuji na ¢asnéjsi
dimisi a méné zavazné infekéni komplikace (maximalni hodnoty CRP) u pacientd s
vys$§imi hodnotami MAIT lymfocytt. U pacientli v rezimu BEAM, ktery je zatiZzen vice
komplikacemi, byla prokazéna niZsi transfuzni dependence (erytrocyty, trombocyty) a
mén¢ febrilnich dni v pfipadé ptitomnosti vétsi populace MAIT bunék pfed zahajenim
myeloablativniho rezimu. Vysledky této prace pfindsi nové informace o zapojeni
nekonvencnich lymfocytti v obran€ organismu a protektivni roli MAIT bun¢k v prubehu

cytopenie autologni transplantace PBSC.

Klic¢ova slova: autologni transplantace PBSC, imunita, MAIT buiiky, nekonven¢ni
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 also 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



SEZNAM ZKRATEK

ADCC

AML
APC
ASCT
CD
CRP
ER
ERD
GCSF
GVHd
HL/NHL
HSCT

IBD
IFN

IL /ILR
MAIT

MHC
complex)

NCI-CTCAE

NK/iNKT
PBSC
PMA

RS

SLE

TAD

TCR

TLR

UC

Bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach (z angl. antibody
dependent cellular cytotoxicity.

Akutni myeloidni leukémie

Antigen prezentujici bunika

Autologni transplantace kmenovymi buiikami

Crohnova choroba

C-reaktivni protein

Endoplazmatické retikulum

Erytrocyty deleukotizované (transfuzni ptipravek)

Granulocyte colony stimulating factor (ristovy faktor)

Graft versus host disease (Reakce stépu proti hostiteli)

Hodgkintiv lymfom / Non- Hodgkiniv lymfom

Hematopoietic stem cell transplantation (angl. transplantace krvetvornymi
kmenovymi buiikami)

Idiopatické stievni zanét (ang. inflammatory bowel disease)
Interferony

Interleukin / Interleukinovy receptor

Se sliznici asociované T bunky (angl. Mucosal Associated Invariant T
cells)

Hlavni histokompatibilni komplex (angl. major histocompatibility

National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse
Events
Natural killer/ Invariant natural killer T celles

Periferni kmenové bunky

Phorbol myristate acetate

Roztrousena skleroza

Systémovy lupus erythemtodes

Trombocyty z aferezy deleukotizované

T-bunéény receptor (ang. T-cell receptor)

Toll-like receptor

Ulcerdzni kolitida



OBSAH

1.

UV OD: ...t ee e 17
1.1.  VROZENY A ADAPTIVNI IMUNITNI SYSTEM..........oooovoiiiieieeieeeenan, 18
1.2. CHARAKTERISTIKA MAIT BUNEK ........ccooiiiiiieimeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.3. HISTORIE MAIT BUNEK ........ceomiimiimiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
1.4. TCR/ITCRRECEPTOR ........coccoimiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
1.5, MRIMOLEKULA ......oooiimiioiieeeeeeeeeeeee e 22
1.6. FREKVENCE A LOKALIZACE MAIT BUNEK .......cooooovoiieieeeeeeeeean 24
1.7. VYVOIMAIT BUNEK ......coomiiioiiiioieeeeee oo 25
1.8. FENOTYPOVY PROFIL MAIT BUNEK .......ccoooouiimoniieeieeeeeeeeeeeeeeeens 25
1.9. SUBPOPULACE MAIT BUNEK ........coooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
1.10.  AKTIVACE MAIT BUNEK ........ooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
1.11.  CYTOKINOVY PROFIL MAIT BUNEK ........ccovtoiireeieeeeeeeeeeeeeenns 29
1.12.  MAIT BUNKY V ANTIMIKROIBALNI OBRANE ..........ccccoovivvinen 30

1.12.1.  MAIT BUNKY A VIRY ...oooiimiiiieeeeeeeeeeeeeee e 30

1.12.2.  MAIT BUNKY A MYKOZY ... 31

1.12.3.  MAIT BUNKY A BAKTERIE ...........coooooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeen. 32
1.13. MAIT BUNKY A AUTOIMUNITNI CHOROBY..........ccccoovimimmrrreennn, 33
1.14.  MAIT BUNKY A NADOROVA ONEMOCNENI..........cooiivimieeieeeean 37
1.15. MAIT BUNKY A HEMATOLOGICKE MALIGNITY .......cccoooeeivenan 38
1.16.  KLINICKA CAST ... 40

1.16.1.  HEMATOONKOLOGIE ...........cooovimiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 40

1.06.2.  LYMEFOMY ..o 41

1.16.3. AUTOLOGNI TRANSPLANTACE ........cocoovtioiiiieieeeeeeeeeeeeeeeae 43

1.16.4. INFEKCNi KOMPLIKACE AUTOLOGNI TRANSPLANTACE ....45

CILE PRACE A HYPOTEZY .....coooioooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 47
2.1. VYZKUMNY PROJEKT: ..ot 47
Vysoky pocet predtransplanta¢nich MAIT bunék predpovida priznivy priibéh
MYeloidni QPIAZIE ..............oooviiiiiiiie e 47
2.2. VYZKUMNY PROJEKT: ..o 49
Analyza fenotypu a funkce subpopulaci slizniéné asociovanych invariantnich T
DUNEK ..ot e e 49

METODY A ANALYZA ....oooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
3.1. METODY A ANALYZA: Vysoky pocet pfedtransplantaénich MAIT bunék
predpovida priznivy prubéh myeloidni aplazie ....................c.coccoeiiiiiiiiiiiiie, 50

15



3.1.1. CHARAKTERISTIKA POPULACE ..........ccccciiiiiiiiiiiiiicicceeee, 50

3.1.2. POUZITE MYELOABLATIVNI REZIMY :......ccocooeieimeereereeeeeenan, 51
3.1.3.  PODPURNA TERAPIE ........coooooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 52
304, METODIKA ..o 52
3.1.5. KLINICKE HODNOCENIi PACIENTU A ODBERKRVE .................. 52
3.1.6. PRUTOKOVA CYTOMETRIE ..........ooovvmmeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeereeees 53
3..7. STATISTICKA ANALYZA .....ooooiioiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53
3.2. METODY A ANALYZA: Analyza fenotypu a funkce subpopulaci slizni¢né
asociovanych invariantnich T bunékK....................cccooiiiiiiii e, 54
3.21. CHARAKTERISTIKA POPULACE .........cccocooioimieieieeeeeeeeeeeeeean, 54
3.220 METODIKA ...t 54
3.2.3. PRUTOKOVA CYTOMETRIE ........coooiimmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeereeees 54
3.24. I1ZOLACE A STIMULACE LIDSKYCH PERIFERNICH
MONONUKLEARNICH BUNEK (PBMOC) ......oovoioeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeee e, 55
3.2.5. INTRACELULARNI BARVENI .......co.coooiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee e, 55
3.2.6. STATISTICKA ANALYZA ......oooimiiieimeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 55
B VYSLEDKY ..o es e s s 56
4.2. VYSLEDKY PUBLIKACE: Vysoky pocet piedtransplantaénich MAIT bunék
predpovida priznivy priubéh myeloidni aplazie)....................cooooiiiiiiiiiiis 56
4.2. VYSLEDKY PUBLIKACE: Analyza fenotypu a funkce subpopulaci slizni¢né
asociovanych invariantnich T bunék.................cccccooiiiiiiiiiiiiiccee e, 65
5. DISKUZE A LIMITACE VYZKUMU..........cocooiiiiiieeeeeeeeeeceeeeeeeeeeese s, 69
5.1. TERAPIE HEMATOONKOLOGICKEHO ONEMOCNENI SNIZUJE
POCET MAIT BUNEK ........ooooimiimiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
5.2. CYTQKINOVY REPERTOAR, FENOTYPOVA A FUNKCNI ANALYZA
MATIT BUNEK ...t 70
5.3. MAIT POPULACE MA V PRUBEHU AUTOLOGNI TRANSPLANTACE
PROTEKTIVNI FUNKCI: ........ooooimiiieiieeeeeeeeeee et 72
6. ZAVER ....oooooiooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 78
To SOUHRN ...ttt n e 80
8. SUMMARY ...t 81
9. LITERATURA ......coooiiiiiiieeeeeeeeeeee oo 82
10.  PUBLIKACE ......ooooimioieeeeeeeeeeeeeeeeee et 115
11, PRILOHY ..ot 117

16



1. UVOD:

Imunita a jeji slozky slouzi jako fidici systém v ochrané organismu, adaptaci na vné&jsi
podminky a regulaci jednotlivych dé&jii uvniti téla. Piestoze je imunitni systém disperzni
soustava molekul a bun¢k, funguje jako uzce propojend dynamicka sit’. Poznani
jednotlivych funkci a interakci se v poslednich letech stava velmi zddouci. Lécebné
postupy se v mnoha odvétvich mediciny posouvaji k tzv. target terapii, cilené 1écb¢ a
imunoterapii. Je snaha o zjisténi prediktivnich faktort k planovanym lécbam a k
medicinskym postupim. Aby toto bylo mozné, je potieba objasnit a popsat jednotlivé
slozky imunity, jejich funkce a vzajemné interakce.

V soucasné dob¢ si vyznamnou pozornost ziskavaji i zdanlivé malé populace imunocytt.
Je snaha o zjisténi jejich role v organismu. Recentni vyzkumné prace ukazuji na dileZitost
jednotlivych subpopulaci imunitnich bunék. V ramci cilené terapie, biologické 1é¢by a
imunoterapie se vyzkumnici snazi o jejich modulaci a vyuziti jejich pfirozenych vlastnosti
k terapii riiznych druhd onemocnéni.

[ tento vyzkumny projekt postgraduélniho studia je zaméten na zdanlivé nevelkou
populaci leukocytt, tzv. MAIT lymfocyty, které v minulych letech staly na hrané
pozornosti mediciny.

Cilem préace je predlozit komplexni soubor dosavadnich poznatki ve fyziologii a
patofyziologii invariantnich imunitnich bunék MAIT. Z hlediska své funkéni pozice se
nachazeji na hranici vrozené a ziskané imunity. Pfes svou evolu¢ni konzervovanost jsou
schopny vykonavat funkce mnohem mladsi adaptivni imunity. Maji vyznamny potencial
ve vysvétleni patofyziologickych procesit mnoha onemocnéni. Tato postgradudlni prace se
zabyva analyzou fenotypu subpopulaci MAIT bunék a jejich cytokinového repertoaru.
Hlavni vyzkumna ¢ést je zaméfena na jejich roli v procesu autologni transplantace

krvetvornych elementil u pacientii s hematoonkologickym onemocnénim.
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1.1. VROZENY A ADAPTIVNI IMUNITNI SYSTEM

Vrozeny imunitni systém je prvni obrannou linii organismu. Mechanickou barieru tvoii
ktize a sliznice. Funk¢ni bariera je reprezentovana skupinou tzv. vrozenych imunitnich
bunck a humoralnimi slozkami. Vrozend, nékdy také nazyvana ,nespecifickd* imunita je
charakteristickd svou okamzitou schopnosti odpovidat na antigenni stimuly. Pti opakované
expozici se rychlost odpovédi neméni. Uplatiiuji se zde nespecifické imunitni mechanismy.
Bunéény kompartment reprezentuji makrofagy, dendritické buiiky, neutrofily, bazofily,
zirnych bun¢k a NK burky.

Adaptivni imunita, také nazyvana ,,specificka“ nebo ,,ziskana“, je zpocatku opozdéna.
Uplatnuje se zde schopnost imunitni paméti. Pfi opakovanych expozicich se zvysuje
rychlost i amplituda odezvy. Zékladnimi reprezentanty jsou dvé linie konven¢nich
lymfocyti B a T. Kazda mé své podskupiny a funkéni specifika (Pasman & Kasper, 2017).

Mezi témito dvéma konci spektra imunitni obrany lezi n€kolik typi bunck, které nelze
zafadit ani mezi vrozené, ani mezi adaptivni imunocyty. Tyto buiiky vykonavaji efektorové
funkce podobné cytokinové odpovedi adaptivni imunity s rychlosti, ktera je vlastni
vrozenym imunitnim slozkdm (Pasman & Kasper, 2017). Na rozdil od rozmanitosti TCR
receptorti konvencnich T bunék ptedstavuje receptor nekonvencnich T lymfocyti
omezenou variabilitu a rozpoznava pouze konzervované, nepeptidové ligandy. Jsou znamy
tf1 zékladni typy nekonvencnich lymfocyti: MAIT buriky, yo T buiiky a NKT bunky
(Ivanov et al., 2014).

1.2. CHARAKTERISTIKA MAIT BUNEK

MAIT bunky patii mezi nekonvenéni lymfocyty popsané soucasné s objevem iNKT,
jako druha frakce nezname populace CD4™ CD8™ T lymfocyta (Porcelli et al., 1993).
Studie z roku 2003 zabyvajici se vyskytem téchto bun¢k v organismu dala vznik dnes
znamému nazvu ,,se sliznici asociované lymfocyty*. Skupina védci E. Treinera a F.
Tilloye zjistila, Ze se tyto buiiky vyskytuji pfedevSim v mukoéze stieva a v plicich (Treiner
et al., 2003). Pro MAIT buiiky je charakteristicka exprese semi-invariantniho TCRa-
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fetézec (u lidi vétsinou Va7.2- Ja33/Jo20, u mysi Val9-Ja33), ktery se paruje s omezenym
repertoarem TCR B-fetézcl. Tato skute¢nost mé vliv na omezenou diverzitu TCR
receptoru, ktery je znakem vsech typt T lymfocytt. (Gherardin et al., 2016; Reantragoon
etal., 2013). Aktivace a signalizace MAIT bun¢k byla popsana Tilloyem v roce 1999.
MAIT lymfocyty vyuzivaji imunitni cestu restringovanou neklasickou ttidou MHC like Ib
(Tilloy et al., 1999) a prezentaci ligandi pomoci MR1 molekuly. Tato signalni dréha je
mezi druhy savcil vysoce konzervovana a je silny evoluc¢ni tlak na zachovani repertoaru
bunck MAIT, coz doklada 1 pritkaz 90% sekvenéni podobnosti mezi mysim a lidskym
organismem (Riegert et al., 1998) a moznost aktivace lidské MAIT buiiky pomoci potkant,
mys$i a bovinni MR 1 molekuly (Huang et al., 2009). Aktivovat MAIT buiiky lze metabolity
nékterych vitamini z fady B, jejichz produkce je typicka pro bakterie (Gold et al., 2010;
Kjer-Nielsen et al., 2012; Le Bourhis, Martin, Péguillet, et al., 2010). Aktivace MAIT
bunék je ale mozna i cestou nezavislou na TCR prostiednictvim IL-12 a IL-18, ktera je

v organismu vyuzivana pti obrané proti virim (Paquin-Proulx et al., 2018; Van
Wilgenburg et al., 2016). Po aktiva¢nim signalu jsou buiiky MAIT schopny produkovat
celou Skalu chemokinti a prozanétlivych cytokinti (IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-22) (Gibbs et
al., 2017; Gold et al., 2015; Le Bourhis, Martin, Péguillet, et al., 2010). V roce 2013 bylo
dokazano, ze buitkky MAIT jsou své efektorové funkce schopné vykonévat také
prostfednictvim produkce granzymu a perforinu, jeZ se pfimo ucastni procesu bunécné
apotozy (Kurioka et al., 2015; Le Bourhis et al., 2013). Z ptfedchozich sd€leni je zfejmé, Ze
MAIT burky jsou 1 pfes svou imunitni konzervovanost a omezenou receptorovou
variabilitu schopny uc€asti v mnoha obrannych mechanismech proti infek¢nim agens. Jsou
schopny rozpoznévat bakterie, viry i mykozy (Meermeier et al., 2018).

V roce 2014 Lepore prokazal, Ze kromé prozanétlivych mechanismd, jsou MAIT buniky
schopny produkce i1 cytokini regulacnich a funkéné inhibi¢nich. Tuto hypotézu potvrdil ve
sveé publikaci v roce 2019 1 vyzkumnik Kelly, ktery prokazal schopnost MAIT bunék
produkovat IL13. (Kelly et al., 2019; Lepore et al., 2014). Tyto vyzkumy oteviely pole pro
hledéani role MAIT v autoimunitnich a imunomodulacnich procesech. (Kelly et al., 2019;
Lepore et al., 2014). V poslednich letech se v§ak diky mnoha studiim dostava do popiedi
otazka vyznamu MAIT bunék v roli nddorového dozoru, patogenezi tumorl a moznosti
jejich imunoterapie. (Cogswell et al., 2021; Godfrey et al., 2019; Provine & Klenerman,
2020; Toubal et al., 2019)
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1.3. HISTORIE MAIT BUNEK

Jacques Miller, francouzsko-australsky védec, znamy jako zakladatel teorie
lymfocytarnich populaci a objevitel imunologického vyznamu brzliku, publikoval objev
dvou zdkladnich druhti lymfocytd, pozdéji oznacovanych jako B a T, jiz v roce 1961
(Miller, 1961). Od tohoto klicového objevu uplynulo necelych ctyficet let, nez se objevily
prvni zminky o nekonvencnich lymfocytech. Na rozdil od jasn¢ definovanych bun¢k
specifické adaptivni imunity byla skupina nekonvenénich lymfocytt zpocatku velmi
obtizn¢ uchopitelna jednotka co do své funkce a postaveni v imunitnim systému.

Sviij nazev ,,nekonvencni* ziskaly tyto noveé objevené lymfocyty pravé pro svou roli
v imunitnim systému, kterd stoji na hranici mezi vrozenou a ziskanou imunitou.

V literatufe se z této skupiny imunitnich bun¢k objevily nejdiive zminky o iNKT
lymfocytech. V roce 1993 védec Steven Porcelli publikoval ve své praci zpravy o nalezeni
dosud nezndmé populace CD4— CD8— (dvojité negativni [DN]) o/ T bunék v periferni
krvi ¢loveka (Porcelli et al., 1993a). Od roku 1994 byla tato populace intenzivné zkoumana
predevsim védci A.Bendelacem, O. Lantzem a skupinou védct E. Treinera a F. Tilloye.
Postupné byla populace téchto imunocytli s charakteristickym o fetézcem TRAV1-TRAJ33
TCR nalezena u lidi, mysi a skotu (Lantz & Bendelac, 1994).

Prvni publikace zabyvajici se deskriptivni charakteristikou nové nalezenych T
lymfocytl se objevila az v roce 1999. Zde se dosud nespecifikovana skupina bun€k
objevila jiz jako jasn€ definovana podskupina T lymfocytl CD3 pozitivnich, u které byl
jako charakteristicky znak popséan a fetézec TCR receptoru slozenym z hVa7.2- Ja33 u lidi
amVal9- Ja33 u mysi. Retézec p TCR receptoru byl definovan jako fetézec s
oligoklonalnim repertodrem, jenz podléha selekci nezavislé na TAP. Nezavislost na
transportéru asociovaném s proteinovym komplexem naznacuje schopnost rozpoznavani
nepeptidovée ligandy, tzn jinou cestou nez za pomoci klasické molekuly MHC I ttidy.
Skupina MAIT byla v této praci popsana jako dvojité negativni (DN CD4- CDS8-) T bunky,
u lidi také CD8 pozitivni populace, s efektorovym i pamét'ovym fenotypem (Tilloy et al.,
1999). Jiz v této dobe se védci zabyvali otazkou funkce a vyznamu nové popsané populace
lymfocytl. Dnes zndmy a pouZivany nazev MAIT bunky, v ptekladu se sliznici asociované
invariantni T lymfocyty, vSak ziskala tato skupina bunck az v roce 2003, kdy byla

publikovana pilotni studie demonstrujici vyskyt MAIT bunék v lamina propria stfevni
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sliznice lidi 1 mysi a byla popséana jejich funkéni a vyvojova zavislost na MR1 molekule a
sttevni mikrobioté (Treiner et al., 2003). Ve 21. stoleti se védci snazi objevit funkce a
imunitni postaveni této pozoruhodné skupiny bunék. Jejich zachovani mezi druhy savcti,
Cetnost, konzervovanost a forma selekce vSak naznacuje vyznamnou roli ve fyziologii
organismil, jejichz schopnosti nelze zaradit striktn€ ani do adaptivni ani do vrozené

imunity (Lantz & Legoux, 2018).

1.4. TCR/IiTCR RECEPTOR

TCR receptor je molekula charakterizujici povrch T lymfocyti. V ptipadé konven¢nich
lymfocytt slouZi k rozpoznani peptidovych molekul, které jsou vystaveny na povrchu
bun¢k pomoci hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). Pravé diky signalizaci a
interakci skrze TCR receptory dochazi k aktivaci efektorovych funkci T lymfocyth
(Hennecke & Wiley, 2001). Co do struktury je TCR transmembranovy heterodimer. Tvofi
dva typy fetézcl, a a f nebo v a 6 (Hedrick et al., 1984; Malissen et al., 1984). Jeho ¢asti
maji extraceluldrni, transmembranovou a intracelularni oblasti, pii ¢emz variabilitu pro
urcité ligandy zajist'uje extracelularni doména se svou variabilni oblasti (Richman et al.,
2009). Aby byla mozna interakce s MHC komplexem je potieba fada koreceptort. Mezi
hlavni patfi CD3 molekula, charakteristickd pro T lymfocytarni populaci. Dale zakladni
molekuly CD4 a CDS, kter¢ jsou deskriptivni pro subpopulace T lymfocyti dle jejich
funkci. CD4 molekula je charakteristicka pro pomocné a regulacni T lymfocyty, které maji
prevazné modulac¢ni funkce. TCR receptor s koreceptorem CD4 rozeznava molekuly
v kontextu MHC I1. tfidy prezentujici pfedevSim exogenni molekuly pohlcené antigen
prezentujicimi buitkami. CD8 molekula charakterizuje populaci cytotoxickych T
lymfocytt (Cantor & Boyse, 1977; Shiku et al., 1975). Jak z nazvu vyplyva, jedna se o
lymfocyty, jeZ jsou schopny aktivace bunécné smrti. Zde je vSak potieba prezentace
antigenu MHC L. tfidy. Tento typ komplexu se nachazi na vSech jadernych bunkach a
slouZzi k prezentaci predevsim intracelularnich antigennich peptidii. V ptipad¢ napadeni
buiiky intracelularnimi patogeny, viry 1 IC bakteriemi, zajiSt'uji pfenos této informace CD8
T lymfocytim, které nasledné spusti aktivaci programované smrti napadené bunky (Parnes

et al., 1989). Peptidy buiice vlastni vystavené v MHC komplexu monitorovany
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T- regula¢nimi lymfocyty nejsou antigenni pro CD8 T lymfocyty a jsou sledovany pod tzv.
imunitni toleranci (Taams & Akbar, 2005).

V souhrnu tedy konven¢ni T lymfocyty nesou na svém povrchu TCR receptor, ktery
rozpoznava peptidové antigeny prezentované molekulami hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) tfidy I nebo tfidy II. Pfenosem informaci pomoci interakci TCR/MHC je
vyvolana bunécné imunitni odpoved, jez v organismu zajisti antimikrobialni
a protinddorovou imunitu. Diky TCR a struktuie jeho variabilni domény je zajiSténa
extrémni diverzita rozpoznani celé Skaly patogenti. Vyse popsané charakteristiky
a signalizace plati uniformné pro cely imunitni systém.

V ptipadé nekonvencnich lymfocytt se vS§ak TCR receptor ¢asto oznacuje iTCR.
Prave zkratka ,,i“ je zkratkou pro invariantni neboli neménné vlastnosti. Invarianci TCR
lze chapat v charakteru fetézce TCRa, pro néjzZ je typickd v ptipadé MAIT bunék mala
diverzita. Charakteristicka je i schopnosti kombinace pouze s malym poctem [ fetézct, tak
aby byl dan vznik funkéni MAIT bunce. Tato skute¢nost dale snizuje diverzitu populace
MAIT bunék. U lidi je fetézec TCRa kodovany segmentem V genu TRAV -2 a segmentem
J genu TRAJ33, TRAJ20 nebo TRAJ12 (Gold et al., 2014; Lepore et al., 2014;
Reantragoon et al., 2013; Tilloy et al., 1999), ktery se paruje s fet¢zcem TCRf
kodovanym TRBV6 nebo se segmentem TRBV20 (Reantragoon et al., 2013). V Sir§im
kontextu lze invarianci TCR receptoru MAIT lymfocytl chapat i jako znak vymezujici
MAIT buiikdm vysokou konzervovanost a soucasné mezidruhové zachovani v pribéhu

imunitni evoluce. (Porcelli et al., 1993, 1993; Souter & Eckle, 2020).

1.5. MR1 MOLEKULA

V pribehu evoluce doslo k vyvoji unikatniho mechanismu schopného zjistit naruseni
homeostazy organismu v piipadé mikrobidlni infekce, ktery je schopen spustit kaskadu
ochrannych procest. Tento mechanismus je zajistovan hlavnim histokompatibilnim
komplexem (MHC), jenz prezentuje intracelularni peptidy v pfipadé MHC typula
extracelularni peptidy v piipadé typu II. Prezentaci ligandi dochazi k interakci s T
lymfocyty a dle prezentovanych molekul jsou buiiky pod ochranou imunitni tolerance nebo
se spusti kaskada s cilem eliminovat buniky napadené patogeny (Mohan & Unanue, 2012;

Neefjes et al., 2011). Kromé klasického komplexu prezentace antigentt MHC systémem
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byl popsany i neklasicky systém MHC, tzv. Ib, ktery vykazuje jen velmi omezeny
polymorfismus a vyssi tkdniovou specifitu (Shawar et al., 1994).

Zatimco klasicka tfida MHC se Gcastni obrannych mechanismt vazanych na adaptivni
imunitu, komplex neklasické MHC je regulatorem procesu vrozené imunity a prezentuje
antigeny invariantnim formam T lymfocytim. Mezi zastupce neklasického
histokompatibilniho komplexu patii pravé MR 1 molekula prezentujici ligandy buiikam
MAIT (Edholm et al., n.d.)

MR1 molekula vaze ligandy pochézejici z metabolismu riboflavinu, jez je vyuzivan
mnoha bakteriemi, mykobakteriemi a kvasinkami. Tato cesta se v metabolismu savct
neuplatnuje, a proto je v jejich systému uzivana k vysoce konzervované imunitni detekci
patogenil. (Chua et al., 2012; Gold et al., 2013; Kjer-Nielsen et al., 2012; Le Bourhis,
Martin, Péguillet, et al., 2010; Maggio et al., 2015).

Kli¢ovym objevem byla pfesna identifikace molekul prezentovanych na MR 1. Patti
mezi n¢ 5-(2-oxopropylidenamino)-6-D-ribitylaminouracil (5-OP-RU) a
5-(2-oxoethylidenamino)-6 -D-ribitylaminouracil (5-OE-RU) (Eckle et al., 2015; Mak et
al., 2017). Nekteré studie vSak podporuji hypotézu existence dalSich ligandl
MR1 (Meermeier et al., 2016).

Molekuly MR1 sidli v endoplazmatickém retikulu (ER) v neuplné slozené konformaci a
nemohou byt exprimovany na povrchu, dokud nedojde k vazb¢ ligandu a
B2-mikroglobulinu (McWilliam et al., 2016).

Metabolity riboflavinu jsou transportovany do ER, prostfednictvim tvorby Schiffovy
baze se intracelularn€ vazi na MR 1, nasleduje kompletni sbaleni a asociace
s B2-mikroglobulinem. Komplex pak putuje pies ER a Golgiho aparat do bunééné
membrany (McWilliam et al., 2016). MR1 molekula miiZze byt po prezentaci ligandu
recyklovana (Riegert et al., 1998). Vétsina molekul MR1 je degradovana a putuje zpét
intracelularné, coz ptispiva k rychlé prezentaci riboflavinovych ligandi a rychlé aktivaci
bun¢k MAIT (McWilliam et al., 2016). Pro ptenos signalu MR1 je také nezbytna
signalizace NF-xB (Ussher et al., 2016).

Nositelem MR 1 molekuly mtze bud’ buiika se schopnosti prezentace antigenu (APC),
jako jsou dendritické buniky (Gold et al., 2010; Van Wilgenburg et al., 2016), monocyty
(Dusseaux et al., 2011c; Le Bourhis, Martin, Péguillet, et al., 2010a), makrofagy (Van
Wilgenburg et al., 2016), B bunky (Jeffery et al., 2016; Salerno-Gongalves et al., 2014)

23



nebo epitelidlni buiiky nepochazejici z kostni dfen¢ bunky (Gold et al., 2010a; Jeffery et
al., 2016) (H. Wang et al., 2019).

1.6. FREKVENCE A LOKALIZACE MAIT BUNEK

U lidi byly MAIT bunky pozorovany v mnoha tkénich. Jako dosud nepopsana populace
T lymfocytl byly nalezeny nejdiive v periferni krvi lidi, mysi a nasledné i skotu (Lantz &
Bendelac, 1994; Porcelli et al., 1993). Posléze byla jejich pfitomnost prokazana v lamina
propria sliznice stfeva, v plicich, lymfatické uzling, brzliku, jatrech, gynekologickém traktu
a v malé frakci i v pupecnikové krvi. (Bister et al., 2021; Dusseaux et al., 2011; Martin et
al., 2009; Tang et al., 2013; Tilloy et al., 1999; Treiner et al., 2003; Walker et al., 2012).
V Periferni krvi tvofi MAIT buniky 1-10 %, primérmné 2,6 % T lymfocytd (CD3 + bungk).
(Dusseaux et al., 2011; Gherardin, Souter, et al., 2018; Martin et al., 2009).

V gastrointestinalnim traktu tvoii 1,5-10 % a v plicich 2-4 % z CD3+ bunc¢k (Barber-

Axthelm et al., 2020; Kurioka et al., 2016). V lymfatické uzliné€ bylo prokazano pouze
1 % MAIT z CD3+ bun¢k (Barber-Axthelm et al., 2020; Dusseaux et al., 2011; Eberhard et
al., 2014). Studie z roku 2013 se detailn€ zabyvala proporci a funkei invariantnich
T bunécnych liniich v jatrech. Ackoli byla studie omezena robustnosti poctu zkoumanych
vzorkl, z divodu obtizného ziskani zdravé lidské jaterni tkanég, bylo prokazano, Ze jatra,
konkrétné jaterni intrasinusoidalni kompartment lymfocytl, obsahuji velkou ¢ast bunck
typu MAIT a tvofi rezervoar této populace (v priméru 15 %, 20-40 % frakce CD3+ bun¢k)
(Dusseaux et al., 2011; Jo et al., 2014a; Kurioka et al., 2016; Mehta, Lett, et al., 2022;
Tang et al., 2013a).

Byla prokézana ptitomnost MAIT bunék i v gynekologickém traktu (Bister et al., 2021).
V roce 2022 a 2023 byly publikovany dvé studie, které informuji o pfitomnosti MAIT
bunck v mozkovych plenach, kde pomahaji udrZzovat integritu meningeélni bariery, podileji
se na expresi antioxida¢nich molekul a zachovani homeostazy v mozkové tkéni (Bird,

2023; Y. Zhang et al., 2022).
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1.7. VYVOJ MAIT BUNEK

Vyvoj vSech linii T bunék je do urcité miry zavisly na brzliku, coz plati i pro skupinu
nekonvencnich lymfocytt. Typickym zastupcem jsou iNKT buiiky, které jsou také thymus
dependentni. Expanduji a ziskavaji zde sviij fenotyp a funkce (Bendelac et al., 2007,
Treiner & Lantz, 2006). I ptes tento T buikam vlastni uniformni vyvojovy znak je skupina
MAIT cell ¢astecné vyjimkou. V pupecnikové krvi a brzliku je 1ze nalézt jen zcela vzacné.
Vykazuji zde naivni fenotyp (Martin et al., n.d.). MAIT buiiky patfi mezi tzv.
intraepitelidlni lymfocyty jez mohou vykazovat urcitou nezavislost svého vyvoje na thymu.
Je pro né charakteristickd schopnost ¢asného tniku z brzliku a migrace do tkani v raném
stadiu (Lambolez et al., 2005). MAIT bunky se akumuluji primérné ve stfevni lamina
propria a vyvijeji se v procesu zavislém na komenzalni flote (Treiner et al., 2003). Martin a
Treiner prokazali, ze jsou buiiky MAIT selektovany v thymu zptsobem zavislym na MR 1
a jejich ¢asna migrace do stfeva, dalsi vyvoj a expanze je ovlivnén B lymfocyty a stievnimi
bakteriemi. Postselekéni MAIT buiika je tedy stale naivni a svilj pamétovy fenotyp ziskava
po migraci do tkani. MAIT tedy pouziva jedinecnou vyvojovou drahu, ktera je odlisna od

INKT i konvenénich T bun¢k (Martin et al., n.d.).

1.8. FENOTYPOVY PROFIL MAIT BUNEK

Obr. (Cogswell et al., 2021)

Bunky MAIT vykazuji fenotypy
efektorové paméti CD45RA-
CD45RO+CD95hiCD62L1o CD161+
(Dias et al., 2017). Jsou schopny
produkce celé Skaly cytokinovych
receptorti [L-7R, IL-12R, IL-15R, IL-
18R, IL-23R a IFNR, které aktivuji
buniky MAIT nezavisle na MR1

molekule. Exprimuji PLZF s T

transkripénimi faktory T-bet a RORyt, které MAIT buiikdm umoziuji maturaci a zna¢nou
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miru imunitni plasticity, jako schopnost sekretovat mediétory typické pro profil Th1l, Th2 a
Th17 T lymfocyti (De Aratjo et al., 2021; Toubal et al., 2019). Ze znakt patfici k vrozené
imunité 1ze u bunék MAIT zminit schopnost reakce na aktiva¢ni potenciél zprosttedkovany
TLR (Tol-like receptors) (Chen et al., 2017). MAIT bunky také vykazuji tkanovou
specifitu a schopnost migrace do mista zanétu. Tuto vlastnost jim umoznuje exprese
homing-tissue receptort, jako jsou CCR5, CCR6, CCR9 a CXCR6. Cast populace MAIT
exprimuje MDR (multi-drug rezistence) transportér zvany ATP-binding cassette (ABC)
transporters B1 (ABCB1) umoZiiyjici odolnost vii¢i nékterym xenobiotiklim, ktery souvisi
s rezistenci na chemoterapii (Dusseaux et al., 2011c¢). Na povrchu bunék MAIT jsou také

nékteré NK receptory, véetné NKG2D (Dusseaux et al., 2011c¢)

1.9. SUBPOPULACE MAIT BUNEK

(De Aratjo et al., 2021)
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Lidské buitkky MAIT tvoii az 10 % T lymfocyth periferni krve. K jejich identifikaci se
uziva fenotyp CD3+, jenz je spole¢ny vSem T lymfocytt, a dale dva povrchové znaky
typickeé pro lidské buitky MAIT Va7.2 a CD161HI (Rahimpour et al., 2015).

Buitky MAIT nejsou samy o sobé& uniformni skupinou. Tvofi je vice subpopulaci, které
se kategorizuji do péti skupin dle exprese koreceptorit CD4 a CDS, jez maji souvislost 1
s funk¢énim zafazenim v imunitnim systému. MAIT lymfocyty tvoii subpopulace CD4+
CDS8-, CD4+ CD8+, CD4- CD8-, CD4-CD8aa +, CD4-CD8af+. Z jiz zminénych jsou dvé
posledni (CD4-CD8aa+ a CD4-CD8af}+) nejhojnéjsi a proporéné tvoti piiblizné 80 %
bunck MAIT (De Araujo et al., 2021; Gherardin, Loh, et al., 2018)

1.10. AKTIVACE MAIT BUNEK

Do soucasné doby bylo prokézano vice zptsobu aktivace bun¢k MAIT. Tyto aktivacni
cesty jsou spojeny s riznymi efektorovymi funkcemi (Hinks & Zhang, 2020).

Prvni moznost aktivace, kterd je zavisla na interakci MR1-TCR, se uplatiiuje predevsim
v kontextu infek¢nich zanétlivych procesi. V dal§im zplisobu aktivace se uplatiuji
cytokiny, zde nedochazi k interakci MR1-TCR. Tato forma aktivace je zapojovana
predevsim v ptipad¢ antivirové obrané organismu. Tteti cestou je recentné popsany
program ,,opravy tkani, kde se op¢€t uplatiuje aktivace TCR, avSak odlisSnym zpisobem
nez v ptipad¢ interakce s MR1 (Hinks & Zhang, 2020).

Diverzita imunitnich odpovédi MAIT bunék ukazuje na schopnost zastupovat
multifunkéni efektorové buiiky v mnoha patofyziologickych procesech vrozené i1 ziskané
imunity.

Zakladni a také nejdiive objevena cesta aktivace MAIT bungk je pomoci rozpoznévani
derivatl syntézy riboflavinu, prezentovanych na restrikéni molekule histokompatibilniho
komplexu MR1 (Corbett et al., 2014; Eckle et al., 2015; Kjer-Nielsen et al., 2012; Treiner
et al., 2003). Uplatnuji se meziprodukty syntézy vitaminu B2, které jsou
vyuzivany metabolismem mnoha bakterii, mykobakterii a kvasinek (Chua et al., 2012;
Gold et al., 2013; Kjer-Nielsen et al., 2012; Le Bourhis, Martin, Péguillet, et al., 2010;
Maggio et al., 2015). Tato cesta se v organismu savcu neuplatiiuje, a proto je v jejich
systému uzivana k imunitni detekci patogent. Prezentace ligandu na MR 1 molekule

aktivuje MAIT buiiky vazbou na TCR receptor. Je proto oznacovana jako TCR
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zprostfedkovand. MR1 molekula nese aktivacni ligand na povrchu antigen prezentujcich
bunek nebo bungk epitelidlnich (Gold et al., 2010; Jeffery et al., 2016; H. Wang et al.,
2019). Odezva MAIT bunék na prezentaci ligandu pomoci MR1 je rychla, do 6hodin
(Ussher et al., 2014).

Recentné byla popsana dalsi forma aktivace MAIT bunék interakci s TCR. Tato draha
vSak obchazi prezentaci patogenu na MR1. V roce 2016 a 2017 védci Emgard a Shaler
prokazaly ucast MAIT bunék v syndromu toxického Soku. Jak je znamo, tato imunitni
boufe je zpiisobena bakteridlnimi superantigeny streptokoky skupiny A a stafylokokovym
enterotoxinem B. Tyto bakterie v§ak nevyuzivaji ve svém metabolismu meziprodukty
syntézy riboflavinu, av§ak produkuji molekuly praveé oznacované jako superantigeny, které
jsou mimo jiné schopny specificky vazat TCR receptor MAIT bunék a tim je velice rychle
aktivovat (Emgard et al., 2019; Shaler et al., 2017).

Dalsim zpisobem aktivace MAIT bunék je cesta cytokin-dependentni, oznacovana také
TCR nezavisla. Mezi aktivacni cytokiny MAIT patii IL-7, IL-12, IL-15, IL-18 a IFN
typu I a nékteré typy TLR (Loh et al., 2016; Ussher et al., 2018; Van Wilgenburg et al.,
2016; Wilgenburg et al., 2018). MAIT bunky reaguji na cytokiny svou aktivaci pozdéji nez
v ptipadé MR1 molekuly, za cca 20- 24hodin (Ussher et al., 2014). Pfi této form¢ aktivace
dochazi k produkci cytolytickych efektorovych molekul, IFN-y (Jo et al., 2014; Ussher et
al., 2014; Van Wilgenburg et al., 2016) a uvoliiovani granzymu B a perforinu (Sattler,
Dang-Heine, et al., 2015), které se pfimo ucastni indukce apoptdzy napadenych bunék.

Buiikky MAIT pomahaji s opravou tkani a udrzuji homeostazu. V populaci MAIT
lymfocytl byly identifikovany geny spojené s opravou a remodelaci tkani (MMP25, Furin,
PDGFB, TGFB1) a také s angiogenezi (CSF2, VEGFB, PDGFB), coZ naznacuje jejich

tkanove reparacni potencial (Lamichhane et al., 2019; Leng et al., n.d.).
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Obr. (Xiao & Cai, 2017)
A Antigen-mediated activation of MAIT cells B Cytokine-mediated activation of MAIT cells
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1.11. CYTOKINOVY PROFIL MAIT BUNEK

Aktivované buitky MAIT mohou produkovat Sirokou skélu cytokinti. Patii mezi n¢
TNF-0, IFN-y, IL-2, které nalezi do spektra produktt lymfocytt typu Thl. Déle IL-4, IL-
10 patfici mezi cytokiny lymfocyti typu Th2 nebo IL-17, IL-22 z cytokinového repertoaru
Th17 lymfocyta. Pii stimulaci také dochazi k produkci riiznych granzymii, v zévislosti na
typu aktivacniho signalu a lokalizaci MAIT buné¢k vzrasta hladina produkovaného

granzymu A, B, K, M a perforinu (Nel et al., 2021).
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1.12. MAIT BUNKY V ANTIMIKROIBALNI OBRANE

1.12.1. MAIT BUNKY A VIRY

Buniky MAIT maji schopnost aktivace pomoci cytokint, kterd je vyuzivana piredevsim
v obrang proti virim. Tuto vlastnost jim umoziuje exprese receptoru IL12R a IL18R
(Ussher et al., 2018). V ptipad¢ stimulace obou receptorti dochazi k aktivaci MAIT buné¢k
a zahajeni produkce interferonu-y (Ussher et al., 2014). Ackoli populace T bunék
exprimujici CD161 (CD8+ - CD4 * a y8 T buiky) tuto schopnost sdileji, jsou mezi
lidskymi mononukleary periferni krve buniky MAIT majoritnim zdrojem interferonu-y (J.
Fergusson et al., n.d.; Ussher et al., 2014). IL 12 a IL18 stimuluje populaci MAIT také
k produkci TNFa a k upregulaci granzymu B a CD69 (Van Wilgenburg et al., 2016).
Stejné tak se na produkeci interferonu-y a upregulaci CD69, granzymu B a perforinu podili
IL15 (Sattler, Dang-Heine, et al., 2015). Pfitomnost produktti MAIT bunék také potencuje
protizanétlivé funkce B lymfocytti (M. Bennett et al., 2017). Jednotlivé subpopulace MAIT

bunck se pozitivni zpétnou vazbou vzajemné potencuji a ovliviiuji (Dias et al., 2017).
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V roce 2016 Van Wilgenburg a kol. prokazali, Ze buiiky infikované virem jsou schopny
in vitro aktivovat MAIT lymfocyty zplisobem zavislym na cytokinech. Zjistili, Ze virus
dengue, virus chiipky a virus hepatitidy C byly vSechny schopny aktivovat buiiky MAIT.
Pti bliz§im zkoumani viru hepatitidy C prokazali, ze supernatant z bunék MAIT
stimulovanych IL-12 a IL-18 byl schopen inhibovat replikaci viru pomoci produkce
interferonu-y. (Ussher et al., 2018; Van Wilgenburg et al., 2016). Z modelu MAIT bun¢k a
chronické infekce HCV bylo prokdzano vycerpavani jaterni i krevni populace MAIT
v Case, véetn¢ snizeni jejich markert aktivace (Billerbeck et al., 2010). Deplece MAIT
bunék je také prokazana u pacientti infikovanych virem HIV (Cosgrove et al., n.d.;
Leeansyah et al., n.d.). V ptipad¢ viru chiipky (HIN1, H7N9) byla prokazana negativni
korelace mezi populaci MAIT a zavaznosti prib¢hu (Loh et al., 2016; Van Wilgenburg et
al., 2016). Naproti tomu v piipad¢ horeCky Denque se zda byt zavaznost pribéhu dana
imunopatologii, do které se MAIT zapojuji (Van Wilgenburg et al., 2016).

Bylo prokazano zapojeni MAIT bun¢k v imunitni reakci proti SARS-CoV-2. Recentni
studie v pribchu pandemie SARS-CoV-2 odhalily, ze pocet bun€k MAIT klesa se
zavaznosti onemocnéni, pii cemz se populace MAIT obnovuje v periferni krvi
v rekonvalescenci po onemocnéni (Shi et al., 2021). MAIT bunky se pravdépodobné
podileji na poSkozeni imunity COVID-19, dokonce 1 na plicni fibroze (Haeryfar et at.,
2020; Shi et al., 2021)

Z jiz publikovanych praci je ztejmé, Ze MAIT butiky se imunitné vyznamnég G¢astni
virovych infekci. V sou€asné dobé se objevuje mnoho praci, které spekuluji nad zménami
krevniho kompartmentu MAIT bunék v pribéhu virovych infekci. Dosud neni prokazéano,
zda buiikky MAIT méni hladiny svych populaci z diivodu redistribuce ve tkanich a posileni
imunitni obrany nebo z divodu vyc€erpani v ¢ase. Jsou zndma data o jejich mozné
protektivni funkci, ale 1 o jejich zapojeni v imunopatogenezi chronickych infekei (Ussher

et al., 2018).

1.12.2. MAIT BUNKY A MYKOZY

V rozpoznani mykotickych infekci je zapojena evoluéné konzervovana cesta MR1-TCR
interakce. MAIT buiiky jsou aktivovany prezentaci metabolitti riboflavinu hub pomoci

MRI1 molekuly (Kjer-Nielsen et al., 2012). Po aktivaci buiky MAIT produkuji IFN-y,
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TNF-o0, IL-17, IL-22 a rychle ziskévaji cytotoxické funkce se schopnosti sekrece perforinu
a granzymi (Dunne et al., 2021).

JiZ bylo prokézéano zapojeni MAIT lymfocytt do imunitni odpovédi proti Candida
albicans, Candida glabrata, Saccharomyces cerevisiae, Mucorales a Aspergillus (Dunne et
al., 2021; Jahreis et al., 2018; Le Bourhis, Martin, Peguillet, et al., 2010).

Byla dokumentovana role MAIT bunék v ¢asné eliminaci patogenu mykotickych
infekci. Soucasné je vSak predpoklad, ze MAIT produkujici IL-17 ptispivaji k patogenezi

chronickych zanétlivych onemocnéni (Pisarska et al., 2020).

1.12.3. MAIT BUNKY A BAKTERIE

Prikaz reakce MAIT bunék na bakterialni patogeny piinesl Gold a kol. a Le Bourhis a
kol. v roce 2010. Piedlozili dikazy o schopnosti MAIT lymfocytd rozpoznavat produkty
bakterii a plisni pomoci MR1 molekuly. Experimenty byly provedeny s monocyty
infikovanymi Escherichia coli a Mycobacterium abscessus (Gold et al., 2010; Le Bourhis,
Martin, Péguillet, et al., 2010).

Postupné byla prokdzana aktivace MAIT buné€k antigeny prezentovanymi MR1
molekulou pii infekcich Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus acidophilius, Pseudomonas
aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium
bovis BCG a Salmonella enterica serovar typhimurium (Meermeier et al., 2018).

MAIT lymfocyty jsou schopné reakce 1 pii styku s bakteriemi, jejichz ligandy nejsou
prezentovany MR 1 molekulou napf. Enterococcus faecalis, Jedna se o aktivaci zavislou na
cytokinech, typicky na IL-12 a IL-18 podobné jako u virt (Meermeier et al., 2018).
Vyzkumy zaméfené na syndrom toxického Soku prokazaly MAIT bunky jako vyznamné
producenty prozanétlivych cytokint. V piipadé tcasti MAIT lymfocytl v cytokinové boufi
se jedna o aktivaci pomoci superantigenti, coz bylo zjiSténo pii expozici exotoxiniim
bakterii Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes (Emgérd et al., 2019; Shaler et
al., 2017). Stejné tak jako u virovych infekci 1 u bakteridlnich bylo pozorovano sniZeni
MAIT bunék v periferni krvi v pribehu nemoci. V ptipad¢ bakterii pfevlada hypotéza, ze
jsou buiikky MAIT rekrutovany do infikovanych tkani a zde expanduji v reakci na

bakteridlni infekce (Meermeier et al., 2018).
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1.13. MAIT BUNKY A AUTOIMUNITNi CHOROBY

Bunky MAIT reguluji vrozenou a adaptivni imunitu a mohou podpofit rozvoj
autoimunitnich onemocnéni. Autoimunitni onemocnéni jsou charakterizovana

ztratou imunitni tolerance k autoantigenim. Dochazi pfi nich k trvalé nebo opakované
imunitni reakci proti vlastnim tkanim organismu, ktera vede k nadmérné produkci
autoprotilatek a poSkozeni organti. Chiba a kol. piedlozili ditkkazy o ucasti MAIT bun¢k
v autoimunitnich procesech. Ve zvifecim modelu autoimunitni myelitidy byla popsana
jejich protektivni funkce. U artritid naopak jejich prozanétliva role (Chiba et al., 2018).
Jedny z prvnich zminek o zapojeni MAIT bunék v autoimunitnim procesu vsak piinesl
védec Croxfird v roce 2004.

V bieznu 2023 Fan a kol. prezentovali publikaci s dosavadnimi znalostmi role MAIT
bunék v riiznych autoimunitnich chorobach. Roztrousena sklerdza je charakterizovana
chronickou fokalni zanétlivou demyelinizaci, ktera vede k neuronalni degeneraci,
poskozeni axont a reaktivni glibze. Pfesnéd patogeneze onemocnéni neni zndma a je
povazovana za multifaktoridlni proces, kde jednim z faktori je abnormalni reakce T bunék
(Croxford et al., n.d.). Bunky MAIT jsou u pacientii s RS v misté zanétlivych fokust
mozku a v mozkomi$nim moku, pficemz jejich kompartment v periferni krvi s aktivitou
onemocnéni klesa. (Croxford et al., n.d.). Jina studie prokdzala expanzi prozanétlivych
CD161CD8+ T bunék v periferni krvi pacient s RS. Tyto T bunky byly nalezen jako
soucast mozkovych infiltratl po smrti u pacientti (Annibali et al., 2011). Bylo tedy
prokézano, ze buitkky MAIT mohou prekroc¢it hematoencefalickou bariéru a vstoupit do
mozku, kde mohou hrat patogenni roli sekreci prozanétlivych cytokinli (Le Bourhis,
Martin, Peguillet, et al., 2010). Nejnov¢jsi literatura ukazuje, Ze sttevni mikroflora
u pacientil s RS je odli$na od zdravych kontrol a je prokdzana i odli$né reaktivita MAIT
bun¢k na komenzalni bakterialni floru (Gargano et al., n.d.).

Byla zkoumana role MAIT bunék v patogenezi diabetu mellitu 1. typu. Toto
autoimunitni onemocnéni je zpusobené selektivni destrukci B bunék ostravka
produkujicich inzulin (Atkinson & Eisenbarth, 2001). Byla vyslovena hypotéza dvoji role
MAIT lymfocytl. Ve stfevni sliznici maji schopnost udrzovat homeostazu diky produkci
IL-17A a IL-22 a v oblasti pankreatu podporuji smrt f bunék v ostritveich, pficemz
kompartment MAIT bunék v periferni krvi je vyznamné snizen. Tato skute¢nost odrazi

migraci MAIT bunék do mista zan€tu a soucasni jejich vycerpani pti chronické aktivaci.
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V ptipad¢ skupiny autoimunitnich onemocnéni jater byl také prokazan pokles MAIT
bunék v periferni krvi, ktery souvisel s progresi onemocnéni, zejména stupném jaterni
fibrozy (Berglin et al., 2014; Bottcher et al., 2018). Deplece bun¢k MAIT je zptisobena
opakovanou aktivaci [L-12 a IL-18. IL-12 umoziiuje buitkam MAIT produkovat IL-17A
s naslednou indukci proliferace jaternich hvézdicovych bunék. Nasledné tak
zprosttedkovava vyvoj jaterni fibrézy za ucasti granzymu B (Renand et al., 2018).

Zanétlivé onemocnéni sttev (IBD) zahrnuje Crohnovu chorobu (CD) a
ulcer6zni kolitidu (UC) s multifaktorialni vznikem kombinujicim genetické faktory,
patologii stievni mikrobioty a abnormality slizni¢ni imunity (Y. Zhang & Li, 2014). Buiiky
MAIT jsou aktivovany u IBD a zvySuji svou produkci IL-17, TNF-a a expresi CD69, ktera
je spojena s aktivitou onemocnéni (Haga et al., 2016; Tominaga et al., n.d.). Buitkky MAIT
maji v ptipad¢€ aktivity onemocnéni zménény aktivovany fenotyp, véetné vyssi
exprese antigenu Ki67 a NKG2D. NKG2D je aktivovany receptor pro NK buiiky piitomny
na povrchu bunék MAIT, ktery indukuje produkei prozanétlivych cytokinti. Klinické studie
ukézaly, ze anti-NKG2D protilatka mize vyvolat klinickou remisi u nékterych pacientt
s Crohnovou chorobou, coZ ukazuje na vyznamnou roli NKG2D v patogenezi IBD a
potencial uziti cilené terapie (Vadstrup & Bendtsen, 2017).

Bylo zjiSténo zapojeni MAIT lymfocyti 1 v patogenezi chronickych zanétlivych artritid,
véetné revmatoidni artritidy. Bylo prokézano snizeni populace MAIT bunék v periferni
krvi, pfi¢emz byli vyznamné zvySeny v oblasti zanétu kloubni synovie (Gracey et al., n.d.;
Hayashi et al., 2016; Koppejan et al., 2019; Sugimoto et al., 2015; Toussirot et al., 2018).
V ptipad€ spondyloartritid bylo prokazano, ze aktivované buitky MAIT produkovaly vice
IL-17 a 11-22 a exprese CD69 korelovala s aktivitou onemocnéni (Hayashi et al., 2016).

Systémovy lupus erythematodes (SLE) je systémové autoimunitni onemocnéni. Na
patogenezi se podili autoreaktivita T a B bun¢k, produkce autoprotilatek, ukladani
imunitnich komplext a dysregulace vrozeného a adaptivniho imunitniho systému. Dochazi
nasledné k postizeni jakéhokoli organu téla (Tsokos et al., 2016). I zde bylo prokdzano
zapojeni MAIT bunék v patogenezi. Byly prokazany funkéni defekty MAIT lymfocytt a
zvySend exprese CD69, pti cemz mnozstvi MAIT bunék v periferni krvi bylo snizeno (Cho
et al., 2014). Je zajimavé, Ze aktivaci bunék MAIT zajist'uji u pacientl s diagnézou SLE
monocyty prostfednictvim drahy zavislé na MR1. Dochazi také k aktivaci mediované

cytokiny (napft. IL-15, IL-12, IL-18 a IFN-a) bez potieby exogennich antigend. V ptipadé
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SLE by tedy aktivaci indukovana buné¢na smrt mohla vysvétlit snizenou frekvenci bunck
MAIT v periferni krvi (Chiba et al., 2017).

U Sjogrenova syndromu byly MAIT buiiky nalezeny v biopsii slinny zlaz postizenych
pacientt, pficemz toto nebylo prokazano u zdravych kontrol a hladina v periferni krvi byla
snizenda. Na rozdil od jinych autoimunitnich chorob byla nalezena funk¢ni abnormalita se
nizenou expresi CD69 a nizsi produkce TNF-a a IFN-y ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Dysfunk¢ni buiiky MAIT mohou vést k abnormalni lokalni imunitni odpovédi
a tim spustit autoimunitni poskozeni s rozvojem sicca syndromu. Také byla prokazana
produkce I1-17 MAIT bunikami, ktery je podeziivan jako kofaktor v patogenezi Sjogrenova
syndromu (J. J. Wang et al., 2016).

V ptipadé ANCA asociovanych vaskulitid dochazi k organovému poskozeni predevsim
pro nadmérnou aktivaci neutrofilii. Braudeau a kol. prokazali, Ze se frekvence bunék
MAIT v periferni krvi pacientl snizuje a ze i pies dosazeni remise nedochéazi k plnému
navratu hladin MAIT lymfocytt (Braudeau et al., 2016).

Z ptedchozich sdé€leni je zfejmé, Ze buitkky MAT pfispivaji k patogenezi autoimunitnich
onemocnéni predevs§im sekreci cytokind IL-17, TNF-a a IFN-y. Podileji se na rozvoji a
progresi autoimunitnich onemocnéni. Hladiny MAIT bunék v periferni krvi jsou u pacientt
s autoimunitnim onemocnéni sniZzené. Tento stav je vysvétlovan migraci do mista zanétu,
ale 1 zvySenou apoptozou. VéEtSina studii tedy prokazuje patologickou roli v potenciaci
autoimunitniho z&nétu, avsak jsou i pfipady, kdy MAIT butiky sehrdvaji v autoimunité
protektivni roli, napt. u diabetu mellitu produkci IL-22 a IL-17A, které zajiStuji udrzeni
sttevni integrity. Pozitivné se také uplatituje schopnost MAIT bunék pfii reparaci
poskozené tkané. Pispivaji k procesu hojeni. Je tedy ziejmé, Ze 1loha MAIT bunék je v

pfipad¢ autoimunitnich zanéti dvoji a je tfeba dalsi bliz§i zkoumani (Fan et al., 2023).
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1.14. MAIT BUNKY A NADOROVA ONEMOCNENI

V poslednich letech se MAIT burtiky stavaji predmétem zajmu predevsim v
onkologickém vyzkumu. Byla zkouména jejich role v patofyziologii tumorigeneze a jejich
postaveni v imunité¢ nddorového dozoru.

V roce 2019 se Duan a kol. zabyvali funkci MAIT bunék pti vzniku tumort jater. Jejich
vysledky prokazaly kvantitativni depleci 1 funkéni abnormality MAIT buné¢k u pacientt s
hepatocelularnim karcinomem. Mira deficitu MAIT bunék odpovidala progresi
onemocnéni (Goswami et al., 2022). Deplece MAIT bunék byla zjisténa i u onemocnéni,
ktera jsou rizikovym faktorem pro vznik hepatalnich nadort jako infekce virem hepatitidy
C, primarni biliarni cholangitida, alkoholickd a nealkoholicka steatosa (Beudeker et al.,
2017;Y. Lietal., 2018; Setsu et al., 2018). Bylo také prokazano, ze buitkky MAIT od
pacientil s chronickym zanétem jater mély zménéné sekre¢nich schopnosti. Po stimulaci
nedokézaly zvysit produkei granzymu, ale byly stale schopny produkovat IL-17 (Bottcher
et al., 2018). IL-17 ve vyCerpanych buitkaich MAIT by mohl byt vyznamnym faktorem v
rozvoji rakoviny a jaterni fibrézy (Fabre et al., 2016; J. P. Zhang et al., 2009). Fibrozu
hepatalni tkan¢ MAIT bunky umoziuji aktivaci hvézdicovych bunék pravé pomoci IL-17 a
potenciaci aktivity jaternich myofibroblast (Bottcher et al., 2018; Hegde et al., 2018).
Detailni analyza MAIT lymfocytl ukazala zménény fenotyp i1 efektorové funkce bunék,
které infiltrovali tumor. Bylo prokazano, Ze nadorové prostfedi miize modulovat
metabolismus MAIT bunék, které nasledné ztratily schopnost produkovat IFNy, ale
soucasné secernovaly IL-8. Tento cytokin je zapojeny do angiogeneze a progrese nadoru.
Bylo tedy prokazano, ze nddorové mikroprostifedi by mohlo modulovat funkce MIAIT
buné¢k k fenotypiim podporujicich nador v metastatickych mistech (Goswami et al., 2022).

Byly také provedeny vyzkumy, které se zamétuji na roli MAIT bunék v patogenezi
slizni¢nich neoplazii. SniZzeni kompartmentu MAIT bunék v periferni krvi bylo prokazano
u karcinomu Zaludku, tlustého stfeva a plic. Deficit koreloval se stddiem onemocnénim,
hladinami sérového karcinoembryonélniho antigenu (CEA) a hemoglobinem pacienta
(Ling et al., 2016; Won et al., 2016). U nadoru tlustého stieva bylo zjisténo, ze MAIT
buiiky infiltrovaly nddorovou tkan (Sundstrom et al., 2015). I zde byla prokdzana zména
fenotypu ve smyslu posunu k cytokinovému repertoaru Th17 bunék, se zvySenou sekreci

IL-17 a sniZzenou produkei IFN-y (Ling et al., 2016; Sundstrom et al., 2015).
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In vitro studie bun¢k MAIT ziskanych z periferni krve zdravych darct prokazaly, ze
maji cytotoxickou schopnost na buniky myeloidni leukémie (Won et al., 2016). Inkubac¢ni
testy s bunikami kolorektalniho karcinomu ukazaly, ze aktivované bunky MAIT mohou
zastavit bunéény cyklu v malignich bunikach. Snizeni zivotaschopnosti nadorovych bunék
vlivem populace MAIT bylo prokazano i u adenokarcinomu jicnu (Melo et al., 2019). Tato
zjisténi dokazaly, ze buitky MAIT se mohou ti€astnit procesti branici
karcinogenezi. Stupen infiltrace MAIT lymfocyti do nadorovi tkané vSak koreloval
s progresi onemocnéni a Spatnou progndzou (Ling et al., 2016; Zabijak et al., 2015).

Odlisné chovani MAIT lymfocytt bylo zjisténo v piipad¢ solidnich tumort, které nebyly
asociovany se sliznici, jako nadory mozku, ledvin, $titné zlazy a prsu. Frekvence MAIT
bunck v periferni krvi byla zvySena a bylo prokdzano propojeni efektorovych funkei s iNK,
které korelovalo s expresi prozanétlivych cytokinii (Peterfalvi et al., 2008; Won et al.,

2016).

1.15. MAIT BUNKY A HEMATOLOGICKE MALIGNITY

Prvni studie, ktera se zaméfila na roli MAIT buné&k u hematologickych malignit byla
publikovana v roce 2017. Favreau a kol. studovali populaci T lymfocytti u mnohocetného
myleomu. Pozorovali sniZenou frekvenci MAIT buné¢k v periferni krvi a souc¢asné v kostni
dfeni u nové diagnostikovanych pacientd, pii ¢emz byla zménéna kapacita produkce
cytokinl. Bylo prok4zano, Ze buitky MAIT exprimovaly vyssi hladiny PD-1 ve srovnani se
zdravymi darci. Pti uZiti protilatky umoziujici blokddu PD-1 doslo k ¢astecné obnové
MAIT populace. Zasadnim objevem byl prikaz exprese MR1 molekuly bunkami
mnohocetného myelomu, kdy buiky MAIT byly po aktivaci schopny cilit na nadorovou
populaci (Favreau et al., 2017; Gherardin, Loh, et al., 2018).

Role MAIT bungk byla recentné zkoumana také u akutni myeloidni leukemie. Stejné
jako u mnohocetného myelomu bylo pozorovéano snizeni frekvence MAIT buné¢k
v periferni krvi. (Comont et al., 2022). Dynamika bunék MAIT byla specificka pro
cytogeneticky profil a molekularni podtypy akutnich myeloidnich leukémii. Populace
MAIT lymfocyti periferni krve byla nizsi u pacientd s nepfiznivym cytogenetickym
profilem (Treiner, 2023). Wu a kol ve studii z roku 2022 popsali klonalni expanzi bunék
MAIT v kostni dfeni pacientl se specifickym podtypem AML (NK AML M4/M5). Tato
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studie jako prvni a jedind prokazala infiltraci kostni dfen¢ buitkami MAIT (W. Wu et al.,
2022). Byla vyslovena hypotéza, ze u AML by aktivace bunék MAIT mohla vést k jejich
infiltraci do mikroprostfedi nadoru. Tento prinik byl oznac¢en jako mozny negativni faktor
priabéhu onemocnéni (Treiner, 2023). Zmény populace MAIT lymfocytt byly popsény i u
chronické lymfatické leukemie. I zde byla cirkulujici hladina MAIT bunék snizena
(Bozorgmehr et al., 2023).

Transplantologie v hematologickém oboru je vyznamnou oblasti zkoumani imunitnich
interakci. Pti alogenni transplantaci krvetvornych bunék dochazi ke vzniku souboji
imunitnich systému donora a recipienta. Jednim z nejvyznamnéjSich komplikaci je reakce
Stépu proti hostiteli. Naopak reakce $tépu proti leukémii je zadouci. Cilem 1écebnych
ptistupll je modulace imunitniho systému tak, aby doslo k vyvaZeni obou imunitnich
systému piijemce a darce a zaroveil nedoslo k odhojeni §tépu. Nedavné studie prokdzaly
vyznamnou Ulohu MAIT bunék v pribéhu alogenni transplantace kmenovych
hematopoetickych bunék. Gao a kol. prokézali negativni korelaci mezi poctem bunék
MAIT ve §tépu a rizikem akutni sttevni GVHA a aktivaci bunék MAIT bakteriemi
produkujicimi riboflavin (Gao et al., 2021). Snaha o vysvétleni funkce MAIT bun¢k
v GVHd byla na mys$im modelu, ktery zkoumal Varelias a kol. v roce 2018. Vyskyt bun¢k
MAIT byl zjistén v cilovych organech GVHA (jatra, plice, stievo). Po darcovském pienosu
poskytovaly ochranu proti GVHd mechanismem inhibice alogenni CD4 T lymfocyti.
Tento Uc¢inek byl mediovany pomoci IL-17 a souvisel se stievni mikroflorou recipienta.
Vyznamné zjisténo bylo, Ze regulaéni funkce bun€k MAIT v mySim modelu byly omezeny
na buniky MAIT recipienta, nikoli na transferované MAIT buiiky ze Stépu (Varelias et al.,
2018). Zkoumani GVHd u lidi pfineslo informaci, Ze ¢asny nartist bunék MAIT po
transplantaci pochazel z MAIT lymfocytl preneseného $tépem. Doslo tedy k ¢astecnému
zpochybnéni teorie rezistence bunék MAIT vici chemoterapii, protoze rekonstituce MAIT
bunék pochazela "vétSinou z MAIT lymfocytl odvozenych ze stépu (Treiner, 2023).
Kawaguchi prokazal, ze populace MAIT vykazovala regulacni aktivitu proti proliferujicim
konvenénim T bunkam, a tudiZ méla ochranny G¢inek pfi reakci $tépu proti hostiteli
(GVHd) (Kawaguchi et al., 2018; Treiner, 2023).

Ackoli pfi allogeni tranplantaci byly ptedlozeny dikazy o obnové vétSiny populace
MAIT bunék ze $tépu darce, bylo mnoha studiemi prokéazano, ze jsou MAIT lymfocyty
schopny odolévat chemoterapii, diky expresi multi-drug resistance protein-1 (Comont et

al., 2022; J. R. Fergusson et al., 2018; Turtle et al., 2009).
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1.16. KLINICKA CAST

1.16.1. HEMATOONKOLOGIE

Hematoonkologie je tizce specializovana ¢ast hematologického oboru. Zabyva se
nadorovymi onemocnénimi krevnich elementd a imunitniho systému. Pokryva spektrum
primarnich tumort lymfatickych uzlin a nadorova onemocnéni kostni dené.

Hematologicka nddorova onemocnéni lze délit na lymfomy a leukémie. Lymfomy
postihuji primarné lymfatickou tkan a chovaji se obdobné¢ jako solidni tumory. Leukémie
maji pool nddorové populace v periferni krvi nebo kostni dfeni.

Incidence lymfomt trvale mirné vzrista. Zakladni déleni na Hodgkinovy (HL) a Non-
Hodgkinovy lymfomy (NHL) je odvozeno od rozdilné etiopatogeneze i rozdilné vékové
distribuce. Hodgkinovy lymfomy maji peak vyskytu mezi 20-30. vékem, NHL se objevuji
u star$i populace. Roéné je v Ceské republice nové diagnostikovano 250-300 pacientti s
HL a 1500 pacientd s Non-Hodgkinovym lymfomem (Prognoza Lymfomu Pokrocila
Nejvic Ze Vsech Nadorovych Onemocnéni | MT, n.d.). Klasifikace WHO z roku 2016
obsahuje vice nez sto typii Non-Hodgkinova lymfomu (Swerdlow et al., n.d.).

Specifikum oboru jsou imunitni deficity, které vznikaji u pacientl z principu zakladniho
hematologického onemocnéni, ale 1 v disledku terapie.

Postizeni imunitniho systému se projevuje kvalitativnim 1 kvantitativnim deficitem. Pfi
zakladnim onemocnénim nedochdzi jen k orgdnovému poskozenti, ale 1 k Gtlaklim
krvetvorné tkan¢ se vznikem anemie, trombocytopenie a leukopenie. Z krevnich elementt
muze byt postizena jakéakoli slozka samostatné, ale i vSechny krevni fady najednou.
Dochazi ke sniZzeni obranyschopnosti a jsou naruseny zékladni funkéni bariéry organismu.

V ptipad¢ vzniku neutropenie je organismus nachylny k bakteridlnim a mykotickym
nakazdm (Herbrecht et al., 2000). Pti lymfopenii se u pacientl setkdvame se sniZenou
imunitou vici viram a intracelularnim, atypickym bakteriim (Oliveira et al., 1998; Seliger,
2019).

Ackoli je v soucasné dobé trend posunu k cilenym terapiim, které pisobi selektivné na
nadorové buiiky, je stale zékladni l1é€ebnou modalitou chemoterapie.

Chemoterapie, jako necilend 1é€ba, poskozuje vSechny buiky organismu. Z pohledu
toxicity se jeji efekt projevuje ve vSech slozkach imunitniho systému. Existuji vSak
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mechanismy, kterymi pfed efektem chemoterapie unikaji nékteré buiiky organismu, ale i
nadorové elementy. Tato schopnost je oznacovana jako chemorezistence (Alimbetov et al.,
2018).

Chemorezistentni lymfomy vykazuji Spatnou a kratkodobou odpovéd’ na terapii. Takova
onemocnéni typicky nereaguji na prvni linie 1éCby, nebo Casné relabuji. V obou ptipadech
je volbou podani 2. linie 1écby s naslednou konsolidaci autologni transplantaci kmenovymi
bunikami. Existuji hematologické diagnozy, u kterych se k ASCT pftistupuje jiz pii
dosazeni odpovédi na prvni linii 1€cby. Jedna se bud’ o vysoce agresivni lymfomy nebo o

mnohocetny myelom.

1.16.2. LYMFOMY

Lymfomy jsou skupina nddorovych onemocnéni, které vznikaji z buné€k imunitniho
systému postihujici primarné lymfatickou tkan. Jak jiz bylo zminéno existuji dvé zakladni
skupiny lymfoma Hodgkinovy a Non-Hodgkinovy lymfomy. Obé& skupiny maji vice
subtypt a 1i8i se etiopatogenezi, vékovou distribuci i 1é¢ebnym piistupem. Jejich
klasifikace se fidi histologii, mirou agresivity a klinickym stadiem. K popisu rozsahu
onemocnéni se standartné€ jiz mnoho let uZiva klasifikace Ann Arbor z roku 1971 (Carbone
etal., 1971). Lymfomy se klinicky manifestuji solidni nddorovou expanzi ve formé
lymfadenopatie. Casto se u pacienti pfidruzuje také systémova symptomatologie tzv. B
pfiznaky, poceni, hubnuti, teploty. Obvyklym projevem je Gnava a celkova nevykonnost.
Lymfomy jsou nddory primdrn€ imunitniho systému, neni tedy vzacnosti vyskyt Siroké
Skaly paraneoplastickych projevil a atypickych symptomu imitujici jind onemocnéni.
Diagnostika je tedy obtizna. Je Casto uspé$na az v pokrocilych stadiich onemocnéni.

Hodgkinovy lymfomy patii mezi nddorova onemocnéni s bifdzickym vékovym
vyskytem. Typicky se objevuje u mladych dospélych ve véku 20-30 let. Druhy peak se je u
lidi ve v€ku kolem 60 let. HL tvofi ptiblizn€ 15 % vSech lymfomu. Terapie Hodgkinova
lymfomu pfedstavuje ve svém vyvoji extrémni tspéch. Z nevylécitelného onemocnéni
doslo medicinskym pokrokem k zatazeni Hodgkinova lymfomu k onemocnénim
s vynikajici progndzou. Prvni linie terapie vede k vyléceni 80 % piipadi. Lécba je
modifikovand dle véku, komorbidit a klinického stadia onemocnéni. U pacient

s rezistentni formou nebo relapsy onemocnéni se piistupuje k druhé ,,zachranné* linii
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terapie s naslednou vysokodavkovanou chemoterapii s autologni transplantaci perifernimi
kmenovymi buitkami (Momotow et al., 2021). V soucasni dobé¢ je i v piipadé¢ Hodgkinova
lymfomu snaha o zavedeni cilené terapie snizujici toxicitu 1écby, ktera je u chemoterapie
nevyhnutelna. Cilem je minimalizace jak Casné, tak pozdni toxicity 1écby.

Skupina Non-Hodgkinovych lymfomt tvofi heterogenni skupinu lymfoproliferativnich
malignit z B-, T- lymfocytd nebo NK bunék. Dle posledni klasifikace Svétové
zdravotnické organizace z roku 2016 existuje vice nez 100 subtypti Non-Hodgkinova
lymfomu (Swerdlow et al., n.d.). Ve vyspélych zemich jsou nejCastéji se vyskytujicimi
subtypy difuzni velkobunéény lymfom (30 %) a folikularni lymfom ( 20 %). VSechny
ostatni podtypy NHL maji frekvenci nizsi nez 10 % (Ekstrom-Smedby, 2006). Mezi
zakladni rizikové faktory NHL patii imunosuprese, viry, dal§i patogeny, autoimunitni a
chronické zanétlivé procesy, pracovni expozice rizikovych chemikaliim (pesticidy).
Nejznaméjsim rizikovy faktorem je imunosuprese ve smyslu T-lymfocytarni dysregulace a
suprese typicka pro pacienty s HIV/AIDS nebo po transplantacich. Dal$im rizikovym a
soucasn¢ 1écebné neptiznivym faktorem je ptedchozi chemoterapeutickd 1é€ba nebo
radioterapie (Singh et al., 2020). Stejn¢ jako u Hodgkinova lymfomu je i u Non-
Hodgkinova lymfomu snaha o pfesun 1écebnych moznosti k cilené terapii. V soucasné
dobé vSak zakladni 1écebnou modalitu stale tvoii rizné chemoterapeutické rezimy.

V ptipadé¢ vysoké agresivity nadoru, rezistence k prvni linii terapie nebo pfi relapsu
onemocnéni je volen pfistup zadchranné 1écby druhé linie s konsolidaci vysokodavkovanou
chemoterapii a autologni transplantaci PBSC.

Casteéné se od lymfomti vymezuje hematologicka malignita mnoho&etny myelom.
Tvofti pfiblizné 10 % hematologickych malignit a 1 % vSech neoplézii. Jedna se o
malignitu vznikajici ze zralé B linie, plazmatickych bunék, které si ve vétsiné pripadi
zachovavaji produkci imunoglobulint. Tyto bilkovinné produkty klonalni linie se nazyvaji
tzv. paraproteiny, které se kumuluji v tkénich a zptisobuji organové dysfunkce.
Diagnosticky je dulezita pritomnost tetrady ptiznakl se zkratkou KRAB
(hyperkalcémie, rendlni selhani, anemie a osteolytické 1¢éze), kterd vystihuje
patofyziologickou podstatu mnohoc¢etného myelomu. Osteolyticka loziska ¢asto
asociovana s hyperkalcémii vznikaji prevahou aktivity osteoklastli nad osteoblasty, jez je
zpisobena vlivem malignich plazmocytl. Tento jev se klinicky manifestuje patologickymi
zlomeninami a loZiskovym fidnutim kostni hmoty. Anemie je obrazem nedostatku

erytrocytarni komponenty pfi chronickych chorobach, utlaku postizené kostni dfené
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klonalnimi plazmatickymi buiikami a je asociovand s rendlnim selhanim, které je u
mnohocetného myelomu velmi ¢asté a pii neléceném onemocnéni nevyhnutelné.
(Blackwell et al., n.d.; Leukemia & 2009, 2009; S. V. Rajkumar, 2022). Terapie
mnohocetného myelomu mé zcela odlisné modality. Jedna se o primarné chronické
relaps-remitujici onemocnéni, kde byla jiz od pocatku snaha odklonu od konvenéni
chemoterapie. Dle standartnich postupti se v ivodu podava indukéni 1écba slozena

z kortikosteroidii, imunomodulancia a inhibitorti proteazomu, na kterou v piipad¢ alespon
¢astecné terapeutické odpovédi navazuje vysokodavkovana chemoterapie s autologni
transplantaci perifernimi kmenovymi buitkami. Dle uspé$nosti 1é€by, délky trvani remise a
stavu pacienta se mize proces ASCT v ptipadé¢ myelomu opakovat i vicekrat. (S.

Rajkumar et al., n.d.; S. V. Rajkumar, 2022; Vincent Rajkumar et al., 2014)

1.16.3. AUTOLOGNI TRANSPLANTACE

U 20-30 % pacientd s non-Hodgkinovym lymfomem (NHL) a 15 % pacientt s
Hodgkinovym lymfomem (HL) dochdzi po prvni linii terapie k relapsu onemocnéni nebo
nedosaZeni remise. U téchto pacientil se proto v druhé¢ linii 1é€by po indukéni zdchranné
terapii podava konsolidace ve form¢ vysokodavkované chemoterapie s autologni
transplantaci perifernimi kmenovymi bunikami (Zahid et al., 2017). Argumentace
k zavedeni ASCT do standartnich postupti poskytuje studie z roku 1995. Pacienti s NHL ve
skupin€ podstupujici ASCT méli celkové Sleté preziti 53 % vs 32 % u pacientli bez
konsolidace ASCT (Philip et al., 1995). Studie z roku 2002 potvrdila tento benefitni ptistup
i u pacientt s relapsem HL. Ve tiiletém sledovacim obdobi bylo 55 % pacientii s HL
podstupujici ASCT bez relapsu onemocnéni, oproti 34 % pacienttl, ktefi obdrzeli pouze
konvenéni zdchrannou chemoterapii. Benefit konsolidacni terapie ASCT jiz v prvni linii
byl opakovan¢ prokdzan i u mnohocetného myelomu, kde provedeni ASCT prohlubuje
1é¢ebnou odpoved’ a prodluzuje bezrelapsové obdobi (Bazarbachi et al., n.d.).

Proces autologni transplantace probihd po pfedchozim sbéru perifernich kmenovych
buné¢k na extrakorporalnim separatoru. Aby toto bylo mozné musi dojit ke stimulaci
kmenovych bun¢k pomoci GCSF (faktor stimulujici granulocytarni kolonie). Standartnim
pfistupem je podani tzv. stimulaéniho rezimu chemoterapie, ktera je bud’ soucasti

zachranné linie nebo se jednd o stimula¢ni cyklus cyklofosfamidem. Po chemoterapii
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dochdzi k prechodnému dienovému utlumu, kdy je zahajena ,,hyperstimulace* faktorem
stimulujici granulocytarni kolonie, ktera zptisobi pfed¢asné a nadmérné vyplaveni bun¢k
kostni dfen€, které obsahuji i buiiky kmenové (CD34+). Mnozeni kmenovych bun¢k pod
clonou GCSF se klinicky ¢asto manifestuje pulzujicimi kostnimi bolestmi. Nasledujici den
je zpravidla mozné separovat kmenové buiiky z periferni krve separatorem. Jejich kvantita
ve §tépu se ovetuje pomoci priutokové cytometrie. Pozadavek na tspésny sbér k provedeni
ASCT je 3.0x10e6/kg ve stépu. Kmenové bunky se nasledn¢ zamrazi a uziji se az v dob¢
po vysokodavkované chemoterapii.

Samotna autologni transplantace za¢ina pi{jmem pacienta k hospitalizaci. V Ceské
republice je v soucasnosti stale standartem priibéh ASCT v nemocni¢nim zatizeni v pfisné
sterilnich podminkach, ackoli ve svété je jiz diskutovana moZnost ambulantnich ASCT
rezimu (Reid et al., 2016).

V den piijmu pacienta je zaveden centralni Zilni pfistup k prevenci poskozeni
periferniho vendzniho fecisté vysokodavkovanou chemoterapii a je podana prehydratacni
faze. Dalsi den je zahdjena vysokodavkovana chemoterapie. Je mnoho rezimi na bazi
melphalanu u mnohocetného myelomu a kombinaci chemoterapeutik u lymfomi. Uzita
cytostatika se 1isi dle zakladni diagn6zy a lokalnich zvyklosti. Vyznam podani
myeloablativniho reZimu je dvoji, ptiprava kostni dfen¢ na usidleni kmenovych bunék a
soucasné dal$i prohloubeni terapeutické odpovédi po zachranné 1é€be a destrukce
reziduélnich nddorovych bunék.

Po podani myeloablativniho rezimu dochazi k nastupu dienové aplazie. Za den DO je
oznacovan den pievodu perifernich kmenovych bunék, které se podavaji ihned po
rozmrazenti.

Dfenova aplazie trva po dobu homingu, expanze a diferenciace podanych kmenovy
bunék. Jedna se o vysoce rizikové obdobi hluboké cytopenie. Klinicky je nejvice rizikova
neutropenie pro své infekéni komplikace oznaCované jako febrilni neutropenie. Naprosta
vétSina pacienti trpi slizni€nim zdnétem, mukositidou, kterd vznikd po chemoterapii
ztratou imunitniho dozoru na sliznicich v pritbéhu celého gastrointestinalniho traktu.
Trombocytopenie a anemie jsou denné sledovany a substituovany transfuznimi ptipravky.
Dle protokolu je soucasti podptrné 1é€by podani GSCF (faktor stimulujici granulocytarni
kolonie), ktery podporuje €asnéjsi rekonstituci neutrofilnich granulocytl a snizuje vyskyt
infek¢nich komplikaci (Klein et al., 2021). V soucasné dob¢ je standartnim postupem také

profylaktické podavani antimikrobialni terapie. Prevence infekénich komplikaci se 1i8i dle
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zvyklosti jednotlivych pracovist. Pravidlem je podavani antibiotické, antimykotické a
antivirové medikace. Antibioticka prevence na vétSing pracovist’ zahrnuje také prevenci
pneumocystozy. Podptirna 1é¢ba zahrnuje také analgetickou a antiemetickou terapii ev.

parenteralni vyzivu.

1.16.4. INFEKCNI KOMPLIKACE AUTOLOGNI
TRANSPLANTACE

Infekce ptedstavuji vyznamnou pti¢inu morbidity autologni transplantace. Klicovym
rizikovym faktorem je imunodeficit, ktery vznika jako kombinace zdkladniho onemocnéni
a jeho terapie. Mezi verifikované predtransplantacni rizikové faktory, které predpovidaji
zavazny prubéh infekénich komplikaci v pribéhu ASCT, patii Spatny vykonnostni stav,
vyssi vék, komorbidity (diabetes a selhani ledvin), dale ptetizeni Zelezem, kouteni a
vysoka nadorova zatéz (Miceli et al., 2006; Sheean et al., 2006). Dal§im rizikovym
faktorem je intenzita a typ 1écby pied zahajenim ASCT (Kato et al., 2010; M. Y. Lee et al.,
2008).

Mezi hospitaliza¢ni rizikové faktory infek¢énich komplikaci patii délka neutropenie,
zavaznost mukozitidy a Zilni vstupy (Celebi et al., 2000; McCann et al., 2009; Zambelli et
al., n.d.).

Naprosta vétsina infekénich komplikaci je bakteridlnich, zplisobena majoritné
grampozitivnimi organismy (Celebi et al., 2000; Nucci & Anaissie, 2015). S pokrokem
podptrné 1écby doslo ke zméné distribuce infekénich agens zplisobujici komplikace v dobé
ASCT. Do konce 80. let bylo zastoupeni infekénich agens grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii rovnomérné. Po zavedeni antibiotické profylaxe chinolony se
snizila incidence gramnegativnich infekci za cenu navyseni grampozitivnich (Engels et al.,
1998). V posledni dobé¢ také vlivem antibiotického tlaku dochazi k vyskytim rezistentnich
infekci v¢. gramnegativnimi patogeny (Engels et al., 1998; Viscoli & Castagnola, 2002).
Objevuje se také vyrazny nartst kolitidy zptisobené Clostridium difficile (Dubberke et al.,
2007).

Neutropenie v ¢asném potransplantaénim obdobi v kombinaci s mukozitidou
gastrointestindlniho traktu predisponuje ke vzniku kandidovych infekci. Zavedeni

antimykotické profylaxe do rutinni praxe v ASCT vyznamn¢ snizilo incidenci kandidoz
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(Abi-Said et al., 1997). Invazivni aspergildzy jsou v zastoupeni mykotickych agens

v ASCT pouze minoritou. Typicky se vyskytuji u pacientt s hlubokou a prodlouzenou
neutropenii (>10—15 dni). Takova se u pacientli v ASCT standartné nevyskytuje (Nucci &
Anaissie, 2015). Vyskyt invazivnich aspergiloz je tedy nizky a nalezneme je pouze u
vysoce predlécenych pacientl, typicky purinovymi analogy (Gil et al., 2009; Nucci et al.,
2009).

Virové¢ infekce jsou omezeny predevsim na HSV a respiracni virdzy (influenza A, B,
RSV) (Nucci & Anaissie, 2015). V ptipad¢, ze neni podavana antiviroticka profylaxe
vyvine naprosta vétSina pacientl reaktivaci HSV s projevem viedi v dutin€ Gstni, které
potencuji zavaznosti mukozitidy (Dignani et al., 2002; Ramphal et al., 2007; Wade et al.,
1984). Za standartni antivirotické profylaxe je vyskyt virovy infekcich minimalni,

v nékterych studiich nulovy.
Z prechozich sdéleni je ziejmé, Ze v soucasnosti nastavend antimikrobialni profylaxe

vyznamng¢ snizila ¢asnou transplantacni mortalitu (Nucci & Anaissie, 2015).
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VYZKUMNA CAST

2. CILE PRACE A HYPOTEZY

2.1. VYZKUMNY PROJEKT:
Vysoky pocet predtransplantacnich MAIT bunék predpovida priznivy
prubéh myeloidni aplazie (Karlova Zubata et al., 2023)

Hypotéza: MAIT populace mé v pritbéhu autologni transplantace protektivni funkci

Vyzkumné otazky a dil¢i hypotézy:

Z predchozich sdéleni je ziejmé, Ze 1 ptes svou evolucni konzervovanost a omezenou
TCR repertoarovou diverzitu (Tilloy et al., 1999), maji MAIT buniky Sirokou roli
v imunitnim systému. Jejich mozny protektivni potencidl byl zkoumdan v peri a casném
posttransplantacnim obdobi v prubéhu hospitalizace pacientt s hematoonkologickym
onemocnénim.

V kontextu klinické mediciny a slozitosti interakci imunitniho systému neexistuje jedna
specificky definovand veli€ina, kterou Ize in vivo testovat jako protektivni faktor.
Protektivni roli konkrétniho imunitniho vlivu lze definovat pouze pomoci neptimych
klinickych a laboratornich ukazatel. Na zaklad¢ jiz dostupnych dat nejvyznamnéjsich
komplikaci v priibéhu ASCT byly testovany dil¢i hypotézy vzdy v korelaci se vstupni
hodnotou MAIT bunék pfed podanim vysokodavkované chemoterapie (Reid et al., 2016;
Waszczuk-Gajda et al., 2022).

Nasledujici hypotézy byly definovany z ptedem urcenych klinickych a laboratornich
ukazateli, které odrazi tizi komplikaci v pribéhu ASCT:
1) MAIT buiiky zlepSuji klinicky pribéh infekénich komplikaci:
Testovana byla velikost populace MAIT bun¢k s klinickymi markery
odrazejicimi tizi infekénich komplikaci. Za klinické markery byly zvoleny: pocet
febrilnich dni, pocet dni s nutnosti podani intravendznich antibiotik a tize
mukositidy. Mukositida byla definovana gradem dle NCI-CTCAE Grading Scale,
poctem dni s nutnosti podani opioidnich analgetik a parenterdlni vyZzivy. Byla

testovana hypotéza kauzality mukositidy, MAIT bun¢k a jaterniho postizeni.
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2) MAIT buiiky sniZuji zavazZnost infek¢nich komplikaci:

Testovana byla velikost populace MAIT bungk s infekénim laboratornim marker
(peak/maximalni hodnota CRP)

3) MAIT buiiky sniZuji zavaZnost di‘efiové aplazie v pribéhu ASCT:
Testovana byla velikost populace MAIT bungk s tizi dieniové aplazie. Zavaznost
drenové aplazie byla definovana dnem engraftmentu (pfihojeni) neutrofilnich
granulocytli, trombocytl, poctem dni s potfebou podani GCSF, poctem podanych
transfuznich ptipravkil trombocytl a erytrocyti.

4) Pacienti s vyS§§im poctem MAIT bunék jsou dFive dimitovani (propusténi
z hospitalizace), v lepSim celkovém stavu:

Testovany byly dva ukazatele komplexné shrnujici odraz zdvaznosti pribéhu
autologni transplantace: pocet dni hospitalizace, resp. den dimise pacientl a
Karnofského skore (rozdil pii piijmu pacienta a pii propusténi pacienta z
hospitalizace)
Cilem prace bylo sledovat faktory odraZejici prub¢h a komplikace autologni transplantace
perifernimi kmenovymi bunikami u hematoonkologickych pacienti a korelovat je

s populaci MAIT bun¢k (méfeno pied podanim vysokodavkované chemoterapie).
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2.2. VYZKUMNY PROJEKT:

Analyza fenotypu a funkce subpopulaci slizni¢né asociovanych

invariantnich T bunék (Brozova, Karlova et al., 2016)

Hypotéza: Subpopulace MAIT lymfocytl jsou rozdilné a maji riizné efektorové funkce.

Vyzkumné otazky a cile:

Jedna z ptivodnich a klicovych praci publikovana Dusseauxem v roce 2011 popisuje
homogenitu populace MAIT bunék a efektorovou podobnost jejich subpopulaci. (Dusseaux
etal., 2011).

V tomto vyzkumném projektu byla polozena zakladni otazka, zda existuji rozdily mezi
subpopulacemi MAIT bun¢k, jaky je jejich fenotyp, cytotoxicky potencidl a cytokinovy
profil. MAIT lymfocyty definované fenotypem CD3"y3-CD4-Va 7.2+ CD161++ byly
podrobeny analyze povrchovych markerii a byl zkouman jejich cytokinovy repertoar po
stimulaci PMA a ionomycinem.

Cilem préce bylo analyzovat cytokinovy profil MAIT bunék, jejich cytotoxicky
potencidl, sledovat rozdily mezi populacemi CD8+ a DN (CD8-CD4-) MAIT lymfocytl a

zatadit jejich roli do kontextu nekonvenénich lymfocytl (srovnani s iNKT bunikami).
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3. METODY A ANALYZA

3.1. METODY A ANALYZA: Vysoky pocet pFedtransplanta¢nich
MAIT bunék piedpovida priznivy priibéh myeloidni aplazie
(Karlova Zubata et al., 2023)

3.1.1. CHARAKTERISTIKA POPULACE

Zkoumana populace byla slozena z pacientl postizenych hematoonkologickym
onemocnénim, kteti byli 1é¢eni vysokodavkovanou chemoterapii a autolognimi
kmenovymi bunikami.

Skupinu tvofili pacienti s diagnézou mnohocetny myelom v prvni linii 1é¢by jako
konsolida¢ni terapie po dosazeni remise nebo alespoii Castecného vyléceni zakladni
choroby (parcialni remise). Druhou skupinu tvoftili pacienti trpici lymfomovym
onemocnénim, jeho relapsem, refrakterni chorobou nebo vysoce agresivnimi formami
lymfomi, které jsou dle 1é¢ebnych protokoli indikovany k autologni transplantaci v prvni
linii 1écby.

Studovana populace se skladala ze 100 pacientti, 58 muzi a 42 Zen, ve v€ku 25 az 73 let.
Hematoonkologické diagnozy zahrnovaly relabujici/ refrakterni Hodgkintiv lymfom (9
pacientl), relabujici/refrakterni Non-Hodgkintiv lymfom (22 pacientil), prvni linie Non-
Hodgkinova lymfomu (12 pacientll) a mnohocetny myelom (57 pacientlt).

V autologni transplantaci PBSC se uZivaji riizné typy piipravnych vysokodavkovanych
chemoterapii dle typu zdkladniho hematologického onemocnéni. Ve zkoumané populaci
obdrZelo 37 pacientti rezim BEAM, 48 pacienti HD Melphalan, 10 pacientii BuMel, 4

pacienti rezim Carmustin/Thiotepa/Etoposid a 1 pacient Carmustin/Thiotepa.
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Obr. (Karlova Zubata et al., 2023):

Patients
Gender (M/F)
Median (range) age (years)

Number of pretransplant treatments (lines)

carmustine/thiotepa/etoposid

carmustine + thiotepa

Primary diagnosis R/R HL
R/RNHL
First line NHL
Myeloma
‘Months from diagnosis to transplant ~ median (range)

Clinical outcome pre-ASCT CR or PR
SD or PD
The time interval (days) from last chemotherapy median (range)
‘Conditioning regimens BEAM
HD Mel
BuMel

100
58/42
61 (25-73)

57

115 (3-313)
1.5 (1-6)

94

6

89.5 (12-408)

4

ethylnitrosourea

R/R, relapsed/refractory; HL, Hodgkin lymphoma; NHL, Non-Hodgkin Lymphoma; ASCT, Autologous stem
cell transplantation; CR, complete remission; PR, partial remission; SD, stable disease; PD, progressive disease;
BEAM, BiCNU /carmustine, etoposide, Ara-C, melphalan; HD, High-dose; Mel, melphalan; BiCNU, bis-chloro-

3.1.2. POUZITE MYELOABLATIVNI REZIMY:

Pted provedenim pfevodu kmenovych bun¢k (CD34+) byl pacientim podan

myeloablativni reZim voleny dle zakladni hematologické diagndzy.

BEAM (karmustin 300 mg/m2 v den -6; etoposid 100 mg/m2 dvakrat denné ve dnech -5, -
4, -3 a -2; cytarabine 100 mg/m?2 dvakrat denné¢ ve dnech -5, -4, -3 a -2 a melfalan 140

mg/m2
vden -1)
HD Mel (melfalan 200 mg/m?2 v den -1)

Karmustin, thiotepa, etoposid (karmustin 400 mg/m2 v den -5; thiotepa 5 mg/kg dvakrat

denn¢ ve dnech -4 a -3; a etoposid150 mg/m?2 ve dnech -5, -4 a -3)

BuMel (busulfan 3 mg/kg ve dnech -6, -5, -4 a -3; melfalan 140 mg/m2 ve dne -2)

Karmustin + thiotepa (karmustin 400 mg/m2 den —6, thiotepa 2x5 mg/kg/den ve dnech —

5a-4)
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3.1.3. PODPURNA TERAPIE

Podptirna 1écba byla poskytovéana dle vnitinich doporuc¢eni Hematologické kliniky
FNKYV, 3. LF UK. Protiinfek¢ni profylaxe byla zahdjena den po provedeni pievodu
perifernich kmenovych bunék, v ptipadé casného nastupu cytopenie i diive. Profylaxe se
skladala z
antibakterialni (ciprofloxacin 500 mg dvakrat denn¢), antimykotické (flukonazol 100 mg
dvakrat denn¢) a antivirové (acyklovir 400 mg dvakrat denné nebo valacyklovir 500 mg
dvakrat denn¢) preventivni medikace. Standartem je 1 podéni profylaxe pneumocysty
(sulfamethoxazol 400 mg/trimethoprim 80 mg jednou denné). G-CSF bylo zahajeno v den
+8 u pacientli s lymfomem a v den +10 u pacient s myelomem. V pfipad¢ zdvaznych

infek&nich komplikaci byla G-CSF zahajena diive.

3.1.4. METODIKA

Korelovano bylo mnozstvi bunék MAIT (méfeno pritokovou cytometrii) v periferni
krvi 100 dospélych pacientl pfed zah4jenim myeloablativniho reZimu ASCT s klinickymi

a laboratornimi markery.

3.1.5. KLINICKE HODNOCENI PACIENTU A ODBER KRVE

Klinicka data a laboratorni biochemické markery byly analyzovany retrospektivné a
nezavisle na udajich o buntkach MAIT. Lékat hodnotici klinické ukazatele nebyl
informovan o hladiné¢ MAIT lymfocyti. Mukositida byla hodnocena podle klasifikace
NCI-CTCAE Grading Scale. Klinické parametry (febrilnich dny, dny s potiebou aplikace
nitroZilnich antibiotik, dny s potfebou podani parenterdlni vyzivy a opioidi, stupen
mukozitidy, Karnofského skoére) byly denné€ sledovany a hodnoceny.

Laboratorni biochemické a hematologické parametry byly méteny rutinnimi klinickymi
protokoly od dne pfijeti do dimise pacienta. Krevni buiiky byly denn¢ analyzovany
automatickym strojem Sysmex XN-1000 v certifikované laboratoti FNKV. Vstupni odbér
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pacientt pred poddnim myeloablativni chemoterapii byl analyzovan pratokovou

cytometrii.

3.1.6. PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Vzorky byly obarveny, promyty (PBS) a lyzovany NH4CI. K identifikaci MAIT
populace byly uzity komer¢ni cytochromy charakteristické pro fenotyp MAIT lymfocyti
(BD Pharmingen a Biolegend): CD3 PerCP-Cy5.5 (UCHT1) pozitivni, TCR y/d PE-Cy7
(11F2) negativni, TCR Va7.2 APC (3C10) pozitivni a CD161 APC-Cy7 (HP-3G10)
pozitivni. Priitokova cytometrie byla provadéna strojem FACSCantoll (BD Biosciences).

Data z pratokové cytometrie byla analyzovana softwarovou aplikaci FlowJo (Tree Star).

3.1.7. STATISTICKA ANALYZA

Data byla analyzovana pomoci neparametrického (Spearmantv Rho)
a parametrického (Pearsontiv Rho) korela¢niho koeficientu, ktery je vSak limitovan
statistickymi pfedpoklady v podobé homoskedasticity a normality. V ptipadech, kdy tyto
piedpoklady nebyly splnény, byl pouzit Spearmantiv koeficient pofadové korelace, s
jednostrannou alternativni hypotézou. Hladina statistické vyznamnosti byla apriori volena
na hodnoté 5 %. Ve statistické analyze vztahujici se k indukci vysledkd na stanovené
hypotézy je v ptipadé pouziti statistickych metod a testi explicitné uvadéna konkrétni p-

hodnota.
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3.2. METODY A ANALYZA: Analyza fenotypu a funkce

subpopulaci slizni¢né asociovanych invariantnich T bunék

(Brozova, Karlova et al., 2016)

3.2.1. CHARAKTERISTIKA POPULACE

K analyze byly uzity vzorky krve 10 zdravych darct (Sest zen a ¢tyfi muzi). Pramérny

vek byl 34,3 let (25-46).

3.2.2. METODIKA

MAIT buiiky byly indentifikovany pomoci pritokové cytometrie znacenim
charakteristického fenotypu: CD3+yd- CD4- Va 7.2+ CD161++. U pozitivni populace
byly pomoci prutokové cytometrie detekovany povrchové molekuly. Nasledné byly bunky
izolovany, stimulovany a k dal$i analyze bylo uZito intracelularni barveni. Hodnocena byla

exprese CD znaki a subpopulace MAIT.

3.2.3. PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Periferni krev byla analyzovana pritokovou cytometrii. K analyze fenotypu bylo uzito
barveni komer¢nimi cytochromy (BD Pharmingen, Biolegend, R&D Systems): anti-CD3
(UCHT1), anti-CD8 (HIT8a), anti-TCR-y / 5-1 (11F2), anti-CD16 (3GS8), 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 (K041ES), anti-CD192 (K036C2), anti-CD196
(GO34E3), anti-NKp80 (5D12), anti-CD314 (1D11); anti-NKG2A (131411). Bunky byly
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méfeny pomoci stroje FACSCanto II (BD Bioscience) a vyhodnocovany softwarovou

aplikaci FlowJo (Tree Star).

3.2.4. IZOLACE A STIMULACE LIDSKYCH PERIFERNICH
MONONUKLEARNICH BUNEK (PBMC)

PBMC byly izolovany z plné heparinizované krve centrifugaci v gradientu
Histopaque® "'°77 (Sigma-Aldrich). Izolované PBMC byly resuspendovany pies noc v
médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) s 10 % FBS pii 37 °C. Nasledujici den byly bunky
stimulovany PMA (forbol myristat acetat) a ionomycinem v pfitomnosti brefeldinu A (BD
Pharmingen: Leukocyte Activation Cocktail, s BD GolgiPlug) v médiu RPMI-1640 s 10%
FBS po dobu 5 hodin pfti 37 °C.

3.2.5. INTRACELULARNI BARVENI

Stimulované PBMC byly barveny povrchovymi protilatkami (anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD161, anti-TCRV a 7.2, anti-TCR- y / 5-1 ) a ponechany po dobu 15 minut ve
tmé pii pokojove teploté, poté byly promyty a fixovany BD Phosflow Lyse/Fix Buffer 5X
(BD Bioscience). Nasledné byly buiiky permeabilizovany BD Phosflow Perm Buffer II
(BD Bioscience. Vzorky byly poté obarveny anti-granzym B (CLB-GB-11), anti-TNF-

a (MADb11), 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), nasledné

promyty a analyzovany pritokovou cytometrii.

3.2.6. STATISTICKA ANALYZA

Data byla analyzovana pomoci Mann—Whitneyho U -testu, z ditvodu nutnosti splnéni

statistickych ptfedpokladi.
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4. VYSLEDKY

4.2. VYSLEDKY PUBLIKACE: Vysoky pocet piedtransplanta¢nich
MAIT bunék predpovida priznivy priibéh myeloidni aplazie (Karlova
Zubata et al., 2023)

Klinické markery odrazejici tiZi infek¢énich komplikaci:
Kazdy bod grafu odpovida jednotlivému pacientovi a ukazuje korelaci mezi mnozstvim
bun¢k MAIT/ul naméfenym den pted zahdjenim myeloablativni chemoterapie (osa x) a

sledovanym parametrem (osa y: Fig. A — Fig. O):
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V klinickych markerech odrazejici tizi infek¢nich komplikaci v priibéhu ASCT nebyla
prokazana statisticky vyznamna negativni korelace (pocet febrilnich dni: Fig. A,
Spearman’s Rho=-0.123, P=0.111, pocet dni intravenoznich antibiotik: Fig. B, Spearman’s
Rho=-0.142, P=0.080, mukositida NCI-CTCAE Grading Scale: Fig. D, Spearman’s Rho=-
0.056, P=0.288, parenteralni vyziva: Fig. E Student's t-test P=0.313, intraven6zni opioidy
Fig. E, Student's t-test P=0.966).
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Laboratorni marker odraZejici tiZi hepatalniho postiZeni:
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Jatra jsou rezervoarem MAIT bunék a soucasné klicovym organem eliminujici
patogeny z oblasti stteva. Cytopenie uzce souvisi se vznikem mukositidy traviciho traktu.
Na zakladé vazby zdroje patogenu ze stieva pii mukozitid€ s jeho moznym prostupem do
jater a nasledné ob&hu bylo testovano, zda antimikrobialni dozor MAIT bunék ve stieve
muze vézt k mirngj$imu jaternimu poskozeni v pribéhu infekénich komplikaci. Statistické
testovani neprokazalo vyznamnou korelaci mezi markery jaternich funkci a populaci
MAIT (peak ALT, Fig. F, Spearman’s Rho=0,149, P=0,069, peak AST, Fig. G,
Spearman’s Rho=0,017, P=0,431, peak bilirubin, Fig. H, Spearman’s Rho = 0,041, P =
0,342).

Laboratorni marker odrazejici tiZi infek¢nich komplikaci:

Peak CRP (mg/L)

Nejvyznamnéj$im markerem pfitomnosti zdnétu v organismu je sérovy C-reaktivni
protein. Hodnota CRP koreluje se zdvaznosti probihajici infekce (Lelubre et al., 2013;
Sproston & Ashworth, 2018; Ziv-Baran et al., 2018). Byla prokazana statisticky vyznamna

negativni korelaci mezi velikosti populace MAIT a maximalni hodnotou CRP
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(Fig. C, Spearman’s Rho=-0,176, P=0,040). Tyto vysledky podporuji hypotézu protektivni
role MAIT bun¢k v terénu infekénich komplikaci ASCT.

Markery odrazZejici tizi dienové aplazie:
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K popisu pribéhu aplazie jsou uzivany hodnoty krevnich elementt a faktory je
ovlivitujici (GCSF, transfuzni terapie). Byla testovana hypotéza korelace MAIT bun¢k
s délkou a zavaZnosti dfefiové aplazie, ktera je vyznamnym faktorem komplikaci
transplantace.

Byla zamitnuta hypotéza negativni korelace mezi MAIT bunikami a dnem piihojeni
trombocytl/neutrofilnich granulocytli, poctem podanych GCSF a poctem podanych
transfuzi trombocytil (engraftment PLT, Fig. I, Spearmanovo Rho=0,131, P=0,096,
engraftment Neu, Fig. J, Spearman's Rho=0,105, P=0,149, pocet injekci G-CSF, Fig, K,
Spearmanovo Rho=-0,089, P=0,190, pocet podanych transfuzi trombocytt, Fig. L,
Spearman's Rho =-0,093, P = 0,178).

Byla prokéazana statisticky vyznamna negativni korelace mezi populaci MAIT a poctem
podanych transfuznich jednotek (Fig. M, Spearmanovo Rho=-0,180, P = 0,036). Byla tedy

potvrzena hypotéza, ze vyssi hodnota populace MAIT pted zah4jenim ASCT predikuje
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nizsi potfebu podani erytrocytarni transfuzni terapie. Je tedy mozné, Ze vyssi hodnota

MAIT bunék predikuje mén¢ vyznamny utlum erytroidni fady krevnich elementu.

Parametry odraZejici toxicitu autologni transplantace:
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Kli¢ové parametry, které¢ hodnoti toxicitu transplantace jsou Karnofského skore a den
dimise pacienta.
V klinické praxi je celé skdla skorovacich systému k hodnoceni performance statu
pacienta, v tomto vyzkumu bylo zvoleno Karnofského skore (Schag et al., 1984):
100 % — normalni stav, bez obtizi, bez znamek onemocnéni
90 % — schopen normalni aktivity, velmi malo symptomi
80 % — schopen normalni aktivity s mirnymi obtizemi, symptomy
70 % — sobéstacny, neschopen normalnich aktivit i prace
60 % — obcas vyZaduje pomoc, zvlada vétSinu osobnich potieb
50 % — Casto potiebuje pomoc, ¢asto vyZzaduje lékatskou 1é¢i
40 % — invalidita, vyZaduje specidlni péci a pomoc
30 % — tézka invalidita, indikace k piijeti do nemocnice
20 % — tézce nemocny, potieba urgentni hospitalizace, vyzaduje podpiirna opatieni a
1écbu
10 % — moribundni, rychle progredujici fatdlni onemocnéni
0 % — smrt
Tento skorovaci systém byl uzit pfi pfijmu pacienta a pii jeho dimisi, rozdil mezi
hodnotami byl vhodnym parametrem ke statistickému testovani k posouzeni vlivu

transplantace na celkovy stav pacienta. Nevyhodou skérovacich systému posuzujici
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celkovy stav pacienta je zatizeni subjektivitou hodnoceni jednotlivci. Hodnota MAIT
lymfocytii byla proto zaslepena. V ptipadé otdzky vlivu MAIT buné¢k na pokles
Karnofského skore mezi pfijmem a dimisi pacienta nebyla prokazana staticky vyznamna

negativni korelace (drop Karnofsky score Fig. N, Spearmanovo Rho=-0,116, P=0,125)

Day of discharge

V piipadé testovani klicového parametru pritbéhu transplantace byla zjisténa vyznamna
negativni korelaci mezi po¢tem bunék MAIT pted transplantaci a dnem dimise pacienta.

Byla tedy potvrzena hypotéza, Ze u pacientd s vy$§im poctem MAIT bunék pted
zahajenim transplantace byla doba hospitalizace v transplantaci vyznamné kratsi. Tato
skute¢nost odrazi méné& komplikovany pribéh transplantace (Fig. O, Spearmanovo Rho=-

0,175, P=0,041).
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Homogenizace populace:

Vzhledem k heterogenité populace, ktera je dana vice faktory (zdkladni diagnézou
pacientl, poc¢tem a typem piedchozich linii 1écby, transplanta¢nim protokolem), bylo
provedeno statistické testovani pro pacienty s rezimem BEAM. Jedna se o skupinu
pacientt s diagnézou Hodgkinovy/ non-Hodgkinovy lymfomy, u kterych jsou uzivany
v terapii konvencni chemoterapeutické rezimy a kde je unifomni conditioning ASCT.
Pozornost pacientim s rezimem BEAM byla také vénovana pro vyskyt vétsi toxicity a

vice komplikaci v prabéhu ASCT.

Obr.: (Karlova Zubata et al., 2023)

Conditioning regimens BEAM 37
HD Mel 48
BuMel 10
carmustine/thiotepa/etoposid 4
carmustine + thiotepa 1
Obr.: (Karlova Zubata et al., 2023)
Months from diagnosis to transplant median (range) 11.5 (3-313)
Number of pretransplant treatments (lines) 1.5 (1-6)
Clinical outcome pre-ASCT CR or PR 94
SD or PD 6
The time interval (days) from last chemotherapy median (range) 89.5(12-408)
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Statistické vyhodnoceni pacientti s rezimem BEAM: klinické markery

Correlations MAIT total
Spearman's rho MAIT total Correlation Coefficient 1,000
Sig. (1-tailed) .
N 38
ENGRAFTMENT |Correlation Coefficient ,(185
PLT D+:
Sig. (1-tailed) ,134
N 38
ENGREFTMENT |Correlation Coefficient -,053
NEU D+:
Sig. (1-tailed) 376
N 38
GF od, Correlation Coefficient ,071
Sig. (1-tailed) ,335
N 38
GF amount Correlation Coefficient -,156
Sig. (1-tailed) 174
N 38
extra GF Correlation Coefficient ,060
Sig. (1-tailed) ,359
N 38
Subst TAD Correlation Coefficient -,294"
Sig. (1-tailed) ,036
N 38
Subst ERD Correlation Coefficient -,354"
Sig. (1-tailed) ,015
N 38
Febrile days Correlation Coefficient -,295"
Sig. (1-tailed) ,036
N 38
Karnof pre Correlation Coefficient ,(100
Sig. (1-tailed) ,276
N 38
Karnof po Correlation Coefficient ,081
Sig. (1-tailed) 314
N 38
Rozdil Karnof (-)  |Correlation Coefficient -, 157
Sig. (1-tailed) 174
N 38
Day of discharge |Correlation Coefficient -,253
Sig. (1-tailed) ,063
N 38
Mucositis gr Correlation Coefficient -,012
Sig. (1-tailed) 472
N 38

62




Statistické vyhodnoceni pacientl s rezimem BEAM: laboratorni marker

Correlations

MAIT total CRP_MAX
Spearman's rho MAIT total Correlation Coefficient 1,000 -,212
Sig. (1-tailed) . ,100
N 38 38
CRP_MAX Correlation Coefficient -,212 1,000
Sig. (1-tailed) ,100 .
N 38 38

Grafické vyhodnoceni pacientl s rezimem BEAM: Kazdy bod grafu odpovida

jednotlivému pacientovi a ukazuje korelaci mezi mnozstvim bunék MAIT/ul a dnem

dimise
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Komentar vysledkii:

Testovanim pacientd v rezimu BEAM byla prokazéna statisticky vyznamna negativni
korelaci mezi po¢tem MAIT bunék pied podanim chemoterapie a markerem zavaznosti
klinického pribéhu infekce, poctem febrilnich dni (Spearmanovo Rho=-0,295, P=0,036).

Byla potvrzena hypotéza negativni korelace velikosti populace MAIT a tize dfefiové
aplazie prikkazem zaporné korelace po¢tu MAIT bunék a poctem podanym transfuznich
jednotek erytrocyttl i trombocyt (TRF. erytrocyti: Spearmanovo Rho=-0,354, P=0,015,
TRF trombocytl: Spearmanovo Rho=-0,294, P=0,036). Testovanim poctu MAIT bunék a
maximalni hodnoty CRP, byla zjiSténa negativni korelace (Spearmanovo Rho=-0,212) na
hladin¢ vyznamnosti P=0,1. Dale byla zjisténa zaporna korelace poctu MAIT bunék se
dnem dimise pacientl na hladiné vyznamnosti P=0,063 (Spearmanovo Rho=-0,253). Pii
testovani na subpopulaci MAIT BEAM nevysla dostatecné statisticky vyznamna negativni
korelace mezi hodnotou CRP, dnem dimise pacientil a poc¢tem MAIT bunék, zfejmé z
diivodu relativné malé velikosti vzorku v subpopulaci a z ni vyplyvajicich vlastnosti, které
souviseji s klesajici silou statistického testu o nulové hodnoté korela¢niho
koeficientu (Spearman’s Rho).

Hypotéza, ze vyssi pocet MAIT bunék zlepSuje celkovy fyzicky stav pacientti
s rezZimem BEAM v pribéhu ASCT byla zamitnuta (Spearmanovo Rho=-0,157, P=0,174)
stejné jako vliv MAIT na zavaznost pribéhu mukositidy (Spearmanovo Rho=-0,012,

P=0,472).
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4.2. VYSLEDKY PUBLIKACE: Analyza fenotypu a funkce subpopulaci
slizni¢né asociovanych invariantnich T bunék (Brozova, Karlovi et al.,

2016)

Obr.1.:
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Komentar k vysledkiim: obr. 1

Priimérné procento bun¢k MAIT z CD3+ lymfocytl bylo 5,85 % (obr. B) (rozmezi
2,24-12,46 %). Srovnani exprese povrchovych markerti mezi MAIT bunikami a
konvenénimi CD3+ T lymfocyty (obr. D). Byl analyzovan fenotyp MAIT bunck:
D25~ CD27 " CD28 * CD45RO " CD62L ~ CD95 " CDI122 " CD127 " CCR6 " CXCR6 *,
Tento fenotyp odpovida aktivovanému, pamétovému a tkanoveé navadénému imunitnimu

profilu.
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Obr. 2.:
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Komentar k vysledkiim: obr.2

Exprese CD16 je vy$si u CD8 " nez u DN MAIT bunék (28 % pozitivnich CD8 * oproti 9
% pozitivnich DN MAIT bunék; P < 0,01) a NKG2D (90,4 % pozitivnich CD8 " oproti 76
% pozitivnich DN MAIT bun¢k; P =0,01). CD56, CD94, CD244, NKG2A a NKp80 byly

exprimovany stejnym zpusobem obéma populacemi MAIT. Nebyla prokazana exprese

CD158a ani CD158b (obr. A).

Nebyl prokazan rozdil v expresi testovanych T bunénych markert (CD25, CD26, CD27,

CD28, CD45RO, CD95, CD122, CD127, CD150) (obr. B).

Mezi obéma subpopulacemi nebyl pozorovan rozdil v expresi tissue-homing fenotypu

(CD62L ~ CXCR4 * CXCR6 * CCR2 * CCRS5 * CCR6 *) (obr. C).

Obr.3
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Komentar k vysledkiim: obr.3: stav po stimulaci PMA a ionomycinem:

Nebyla prokazana produkce IL-4 nebo IL-10. Byla detekovana silna produkce
prozanétlivych latek a cytotoxické cytokiny. Az 82,4 % bunck MAIT produkovalo TNF-
a a 85,9 % produkovalo IFN- y. Prozanétlivé a cytotoxické cytokiny byly produkovany

vice CD8+ nez DN MAIT bunkami: TNF- a: 87,8 % oproti 66,3 %; P = 0,048 a [FN-
v 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 VYZKUMU

5.1. TERAPIE HEMATOONKOLOGICKEHO ONEMOCNEN{

SNIZUJE POCET MAIT BUNEK
Publikace: Vysoky pocet pfedtransplantacnich MAIT bun¢k piedpovida ptiznivy pribéh
myeloidni aplazie (Karlova Zubata et al., 2023)

Median hodnot z analyzovaného datového souboru MAIT bun¢k periferni krve
hematoonkologickych pacienti je 0,89 % z T lymfocyth (0,03 — 11,3 %). Hodnota je nizsi
nez diive publikovana sdé¢leni velikosti populace MAIT ziskané z lidské krve zdravych
darct (1-10 % T lymfocytt) (Y. R. Li et al., 2023; Treiner et al., 2003). Tato skutecnost
muze byt dana ovlivnénim imunitniho systému pfedchozimi chemoterapeutickymi lé€bami
(Comont et al., 2022; Gherardin, Loh, et al., 2018b; Shao et al., 2021), ale i moznou
interakci MAIT bunék s rezidualni nadorovou populaci (Comont et al., 2022; Gherardin,
Loh, et al., 2018).

I ptes experimenty prokazujici vliv chemoterapeutik na snizeni MAIT bunék v periferni
krvi (Comont et al., 2022; Gherardin, Loh, et al., 2018b; Shao et al., 2021) ukazuji recentni
studie ur¢itou miru rezistence zkoumané populace vici n€kterym cytostatickym lécbam
(Chaudhary et al., 1992; Dusseaux et al., 2011c; Patterson et al., 2022; Turtle et al.,
2009b). MAIT buiiky vykazuji povrchové znaky CD161" a CD8 pozitivitu. T lymfocyty
s timto fenotypem maji schopnost rezistence vici chemoterapeutickym rezimim diky
expresi MDR (multidrug resitance trasporter). MDR proptij¢uje bunikam zvysenou efluxni
kapacitu vuci nékterym xenobiotikim. Bylo prokézano, ze tyto bunky exprimuji vysoké
hladiny MDR oznacovaného jako ABCBI1 (také nazyvaného P-gp, MDR1 a PGY1)
(Chaudhary et al., 1992; Dusseaux et al., 2011; Patterson et al., 2022; Turtle et al., 2009).

Néami namétfené hodnoty MAIT bunék pred zahdjenim myeloablativniho rezimu ASCT
jsou v souladu s publikovanymi vyzkumy zabyvajicimi se vlivem cytostatik na snizeni
populace MAIT bun¢k (Comont et al., 2022b; Gherardin, Loh, et al., 2018b; Shao et al.,
2021). Ve svétle novych informaci ukazujici rezistenci n€kterych subpopulaci MAIT vici
xenobiotikiim (Chaudhary et al., 1992; Dusseaux et al., 201 1c; Patterson et al., 2022;
Turtle et al., 2009b) je mozné, Ze tato subpopulace nekonvencnich lymfocyti tvoii
rezervoar antimikrobidlni obrany organismu u pacientd v imunitnim deficitu po

chemoterapeutickych 1écbach nebo jinych situaci imunitni paralyzy.
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5.2. CYTOKINOVY REPERTOAR, FENOTYPOVA A FUNKCNI
ANALYZA MAIT BUNEK

Publikace: Analyza fenotypu a funkce subpopulaci slizni¢né asociovanych invariantnich T

bunék (Brozova, Karlova et al., 2016)

Piivodni prace Dusseauxe z roku 2011 zminuje, ze MAIT a iNKT buiiky, jako dvé skupiny
imunocytl patfici k nekonvenénim lymfocyti, sdileji mnoho podobnosti. Dusseaux
piipomina piredevsim podobnost v efektorovych funkci obou typii bun€k. Vysoky pocet
MAIT bunék v lidskych jatrech a periferni krvi je analogem vysokého poctu iNKT bunék
v jatrech a periferni krvi u mysi. iNKT buiky jsou v lidskych jatrech a krvi v nizkém poctu
ve srovnani s MAIT bunikami. Proto Dusseaux vyslovil tezi o funkénim ptekryti obou
populaci (Dusseaux et al., 2011). Navic se kvlili podobnostem jejich fenotypt ¢asto
ptedpokladalo, ze nalezy z oblasti bun¢k iNKT plati také pro buiiky MAIT. To vedlo k
rutinnimu pouziti bunék iNKT jako referen¢ni populaci pro studium buné¢k MAIT (Van
Kaer et al., 2018).

Obé¢ populace jsou skutecné velmi podobné. Oba typy bunék patii mezi nekonvenéni
lymfocyty, které jsou schopné reakci podobnych adaptivni imunité, resp. konvenénim T
lymfocytim. Rychlost jejich odpovédi vSak pfipomina imunitu vrozenou. Funguji tedy
jako pfemost’ujici clanek mezi obéma typy imunitnich systému. U obou typt bun¢k jak
MAIT, tak i NKT bylo prokézané zapojeni do protiinfekéni a protinadorové obrany
organismu, ale i G¢ast v imunopatogenezi autoimunitnich onemocnéni. Ob¢ populace
exprimuji invariantni TCR fetézec s omezenym repertodrem a jsou restringovené MHC
neklasickou tfidou. Oba typy buné€k reaguji na vysoce konzervované nepeptidove ligandy,
v piipad¢ iNKT pomoci CD1d molekuly a v ptipadé MAIT bunék pomoci MR1 molekuly.

INKT bunky tvoii dvé zakladni subpopulace, CD4+ a CD4- (resp. DN, double
negativni). Pfedpoklada se, Ze DN iNKT buiiky jsou prozanétlivé a exprimuji prevazné NK
markery. Populace CD4+ je orientovana na pomoc B lymfocytlim, ma pravdépodobné
(Gumperz et al., 2002; P. T. Lee et al., 2002).

V piipadé€ populace MAIT bunék l1ze dominantni subpopulace rozdélit na zakladé
exprese CDS§, CD8+ a CD8 ~ CD4 ~ DN (dvojité negativni). JeSté donedavna se
pfedpokladalo, ze bunky MAIT u lidi tvofi homogenni populaci se smiSenou funk&nosti

Th1/Th17. (Hill et al., 2016; Kurioka et al., 2016).
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Polozili jsme si tedy otdzku, zda existuje funkéni analogie mezi iNKT a MAIT buiikami.
Zkoumali jsme fenotyp a cytokinovy repertoar MAIT bunék po stimulaci ionomycinem a
PMA.

V krvi zdravych darct jsme identifikovali fenotypové slozeni subpopulaci MAIT se
zamétenim na buiky exprimujici CD8+ a CD4- CD8- (DN) znaky. Pievahu tvotily buiky
s povrchovou expresi CD8. Namétena data nejsou v rozporu s jinymi publikovanymi
pracemi (Dusseaux et al., 2011; Martin et al., 2009; Reantragoon et al., n.d.). Buiiky
CD4+ tvoti pouze 0-5 % z MAIT lymfocytd, proto je tato minoritni subpopulace v mnoha
analyzach explicitné vynechavana. Stejny piistup jsme zvolili i v naSem projektu a zaméftili
jsme se na analyzu dvou hlavnich populaci (CD8+ a DN).

Nas vyzkum prokazuje podobnost obou subpopulaci bunék MAIT, ne vSak uplnou
homogenitu, kterd je publikovédna v ptivodni praci Dusseauxe. Verifikovali jsme
fenotypovy profil MAIT bunék vykazujici jak pamétové, efektorové, tak i prozanétlivé
schopnosti a tkdnovy homing.

I ptes prace popisujici schopnost MAIT bunék secernovat IL10, jsme po stimulaci
ionomycinem a PMA produkci IL 10 nepozorovali (Ioannidis et al., 2020). Lepore v roce
2014 popsal uvolnéni cytokinu IL 4 a IL 10 v ptipadé stimulace MAIT lymfocytd pomoci
buné¢k infikovanych E.Coli (Lepore et al., 2014). V tomto ohledu naSe zjiSténi odpovida
diive publikované praci Dusseauxe (Dusseaux et al., 2011). MiiZe se jednat o jev spojeny
se specifickym typem stimulace MAIT bunék, coz ukazuje na moZznou imunitni plasticitu.
Dale jsme prokazali vyznamnou produkci prozanétlivych latek jako TNF- a, IFN- y,
granzymu B v obou subpopulacich MAIT. Prozanétlivé a cytotoxické cytokiny byly
statisticky vyznamné vice produkovany CD8 pozitivnimi MAIT buiikami. Stejné tak
marker degranulace CD107A, ktery odrazi cytotoxicky potencial imunocyti.

Pozorovali jsme, Ze vy$§i podil CD8 * nez DN MAIT bunék, ktery exprimoval CD16 a
NKG2D. NKG2D aktivuje cytotoxicke funkce NK bunck (Lanier et al., 2008). CD16
molekula ma schopnost vazat Fc framgnet IgG protilatek. Vznikla vazba indukuje kaskadu
signalii vedouci k cytotoxické aktivité ve smyslu ADCC (na protilatkédch zavisla bunécna
cytotoxicita). Tato schopnost MAIT bungk je v soucasné dob¢ diskutovana v mnoha
klinickych studiich ve smyslu antimikrobialni 1 protinadorové imunity (Haeryfar et al.,
2018; Vié Nelly Robillard et al., 2008). Pokud jsou bunky MAIT schopny aktivné uzivat
svij receptor CD16 v imunitnich drahédch in vivo, jednalo by se o dal$i mozny zptsob

aktivace MAIT a tim poznani dal$iho zplisobu zapojeni v obranyschopnosti organismu.
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Kombinace prokdzanych fenotypovych vlastnosti ukazuje vyznamny efektorovy
cytotoxicky potencidl MAIT bunék, pfedevsim CD8 pozitivnich. Prokdzali jsme tedy
rozdilnost subpopulaci MAIT bun¢k a vyvratili tezi o jejich homogennosti zminovanou
Dusseauxem (Dusseaux et al., 2011). Funk¢ni podobnosti se zde vSak vyskytuji, a to 1
s NKT bunikami. Zasadni rozdil pozorujeme v mensi funkéni polarité. MAIT buiky
vykazuji ve svych dvou hlavnich subpopulacich (CD8+ a DN) spiSe prozanétlivy
cytotoxicky repertoar cytokini. NKT buiiky maji ve svych subpopulacich spise regulacni
versus cytotoxické efektorové funkce. Je vSak mozné, ze polarizace cytokinového
repertoaru nekonvencnich lymfocytl je ¢aste¢né dana vnéjsimi faktory. Bylo prokazéno
ovlivnéni cytokinové produkce MAIT 1 iNKT bunék stfevni mikroflérou 1 nddorovym

mikroprostiedim (Goswami et al., 2022; Q. Lin et al., 2020).

5.3. MAIT POPULACE MA V PRUBEHU AUTOLOGNI

TRANSPLANTACE PROTEKTIVNI FUNKCI:
Publikace: Vysoky pocet predtransplanta¢nich MAIT buné¢k pfedpovida ptiznivy priabch
myeloidni aplazie (Karlova Zubata et al., 2023)

Téma vyzkumného projektu protektivni role MAIT bunék v ASCT vychazi
z pfedchozich poznatkli schopnosti MAIT buné¢k odolavat nékterym cytostatikiim a
soucasn¢ z jejich prokdzaného antiinfekéniho potencidlu (Chaudhary et al., 1992;
Dusseaux et al., 2011; Meermeier et al., 2018; Patterson et al., 2022; Turtle et al., 2009).
K vytvoreni hypotézy nas vedla pfitomnost hlubokych neutropenii, kterd kontrastuje
s nizkou mortalitou v ASCT.

Neutropenii gr. III — IV, zplisobenou uvodni vysokodavkovanou chemoterapii, nalézdme
v prub¢hu transplantace u vSech pacientt. Takto hluboka cytopenie diskvalifikuje
organismus ze zakladni imunitni obrany proti bakteriim a myk6zdm (Cumbo & Segal,
2004; Herbrecht et al., 2000). Usp&snost ASCT je vsak stran 1é¢by nejen hematologickych
malignit, ale 1 zvladnuti infekénich komplikaci vysoka. Mortalita je dle evropskych dat
nizka. V zavislosti na zdroji a skladbé pacientt se pohybuje od 1 do 4 %, pfiCemz pacienti
Marini et al., 2019; Mohyuddin et al., 2020; Stotler et al., 2008). Peritransplantacni

mortalita a morbidita je zplisobena pfevazné¢ infekénimi komplikacemi (Waszczuk-Gajda
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et al., 2022). Tato skute¢nost vede k zamysleni, jaké slozka imunitniho systému
zabezpecuje v tomto rizikovém obdobi antimikrobialni imunitu.

Infek¢éni komplikace v pribéhu ASCT jsou z velké ¢asti zplisobeny narusenim stfevni
mikrobidlni bariery pfi mukositid¢ nasedajici na neutropénii. (Sampson et al., 2017;
Waszczuk-Gajda et al., 2022). Do doby engraftmentu autologniho $tépu dochazi k
pfechodné imunitni paralyze. Tento imunitni deficit je dan funkéné cytopenii a anatomicky
narusenim stfevni sliznice se vznikem mozné cesty prostupu patogenti do obehu (Sampson
et al., 2017; Waszczuk-Gajda et al., 2022). Vzhledem k ptfitomnosti MAIT bun¢k ve
sliznici lamina propria stfeva, je zdkladni otazkou, zda se jejich antimikrobidlni role
dostava do popiedi v dobé neutropenie.

V souboru dat 100 pacientt, ktefi trpéli hematoonkologickym onemocnénim a byli
indikovani k autologni transplantaci, jsme zkoumali populaci MAIT bunék pied zah4jenim
chemoterapie v ASCT. Ziskané hodnoty u jednotlivych pacientl jsme korelovali s
laboratornimi a klinickymi parametry ukazujicimi komplikovanost pribéhu transplantace.
Zaméfili jsme se predevs§im na infekéni komplikace a miru toxicity transplantace, kterou
jsme testovali pomoci skorovani celkového fyzického stavu pacientl pii ptijmu a dimisi
(Karnofského index) a celkovou dobu hospitalizace, resp. den dimise pacienta.

V ptipadé€ rozdilu Karnofského skore pfi pfijmu a dimisi jsme neprokazali signifikantni
vliv MAIT populace na zménu fyzického stavu pacienta v pribéhu ASCT. Jak jiz bylo
zminéno skoérovaci systémy hodnotici fyzicky stav pacienta jsou zatizeny urcitou mirou
subjektivity jak hodnoceného (pacient) tak hodnotitele (oSettujici I€kat). Proto byla
naméfend data MAIT populace zaslepena.

Jeden z klicovych ukazatell toxicity transplantace je den dimise pacientli. Potfebna
délka hospitalizace poskytuje komplexni informaci o komplikovanosti priibéhu ASCT.
Prokézali jsme statisticky vyznamnou negativni korelaci mezi MAIT builkami a dnem
dimise pacientil. Pacienti s vétsi populaci MAIT bunék pied podanim chemoterapie byli
drive propusténi z hospitalizace.

Délku hospitalizace pacientl v priib&hu autologni transplantace urcuji komplikace a
doba ptihojeni §tépu kmenovych bunék.

Jak jiz bylo zminéno, komplikace v priibéhu transplantace jsou pfevazné infekéniho
puvodu (Waszczuk-Gajda et al., 2022). V klinické praxi se v diagnostice infek¢nich
komplikaci uziva laboratorni marker s-CRP (sérovy C reaktivni protein). Tato bilkovina je

hlavnim reaktantem akutni faze zdnétu. ZvySena hodnota CRP ukazuje na ptfitomnost
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infek&nich komplikaci. Hodnoty, neboli mira zvySeni CRP, informuji o mozné pfitomnosti
1 zavaznosti infekce (Lelubre et al., 2013; Sproston & Ashworth, 2018; Ziv-Baran et al.,
2018). V souboru dat 100 pacientii jsme v prub¢hu transplantace monitorovali trend
zanétlivych markert. Prokazali jsme statisticky vyznamnou zapornou korelaci po¢tu MAIT
bun¢k pied zahajenim ASCT s maximélnimi hodnotami CRP. PredloZené vysledky mohou
tedy ukazovat na roli MAIT bun¢k v pribéhu infekénich komplikaci ASCT, kdy pacienti

s vyssi populaci MAIT bun¢k maji méné zavazné pribe¢hy infekci. Laboratorni markery
zanétu v¢. s-CRP vS8ak nepatii mezi specifické ukazatele pouze infek¢nich nemoci. K jejich
elevaci mize dojit i pfi reakcich hypersenzitivity napf. na cytostatika nebo konzervacéni
slozky stépu PBSC (R. Y. Lin et al., 2001). Stejné tak se clearance proteinovych slozek
plazmy méni u pacientli s chronickym rendlnim postizenim. U hematoonkologickych
pacientll jsou rendlni funkce dlouhodobé¢ atakovéany jednak zdkladnim onemocnénim
(mnohocetny myelom) a jednak 1é¢ebnymi rezimy. V zachrannych rezimech
lymfoproliferativnich onemocnéni se ¢asto kombinuji chemoterapie na bazi platiny, pro
kterou je nefrotoxicita charakteristickd (Madias & Harrington, 1978). I myeloablativni
rezimy transplantaci vykazuji vyznamnou nefrotoxicitu (Lameire, 2013; Leung et al.,
2005). Mira zvyseni CRP muze byt tedy ovlivnéna i snizenou rendalni funk¢ni rezervou
hematoonkologickych pacientt. (Panichi et al., 2001; S. C. Wu et al., 2020).

Zavaznost toxicity ASCT je v mnoha studiich hodnocena hloubkou a délkou probihajici
cytopenie. Zkoumali jsme vliv MAIT bun¢k na priibéh transplantacni cytopenie.
Neprokazali jsme vliv MAIT lymfocyti na délku neutropenie ani na dobu engraftmentu
trombocytl. Pozorovali jsme vSak statisticky vyznamnou negativni korelaci mezi poctem
MAIT bunék a potiebou transfuzni terapie erytrocytl a v ptipad¢ rezZimu BEAM i
trombocytl. Pacienti s vy$§im po¢tem MAIT bun€k méli tedy niZ$i transfuze dependenci,
coz odrazi mozny vliv MAIT lymfocytl na hloubku cytopenie v transplantacnim obdobi.
Anemie i trombocytopenie je v ptipadé ASCT vyznamné zpiisobena podanou
chemoterapii. V minulosti vSak byly také predlozeny ditkazy o vlivu infekce a
systémového zanétu na erytropoezu a trombopoezu. Anemie se objevuje na pozadi
akutniho i1 chronického zanétu (Fraenkel, 2017). Stejné tak i trombocytopenie byla
opakované prokdzana v obraze kriticky nemocnych a u pacienti trpicich zdvaznymi
infekcemi nebo sepsi (Thomas et al., n.d.). Pfesny mechanismus obou d€jii neni znam a je
v rozporu s uznavanym konceptem stimulacniho vlivu akutni infekce a hypoxického stresu

na erytropoezu a trombopoezu (L. F. Bennett et al., 2020; Fraenkel, 2017; Thomas et al.,
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n.d.). Nékteré prace zminuji mozny podil Gtlumu kostni dfené dysbalanci vystupiiovaného
zanétlivého procesu s nadprodukei proinflamatornich cytokinti v kombinaci se zanétem
indukovanou hemofagocytozou (Fraenkel, 2017; Thomas et al., n.d.). Trombocytopenie a
anemie jsou uznavany jako nezavisly rizikovy faktor mortality u pacientii na JIP a kriticky
nemocnych (Fraenkel, 2017; Vanderschueren et al., 2000). Je tedy mozné, ze MAIT bunky
maji v kontextu hloubky dieniového utlumu protektivni modulacni vliv diky kombinaci
svého repertodru inflamatornich i zanét-supresivnich cytokini a maji souc¢asn¢ protektivni
vliv na hloubku imunitni zanétlivé odpovédi.

Kromé laboratornich parametrt jsme hodnotili i klinicky prabéh ASCT. Z faktord, které
nepiimo ukazuji na zavaznost priabéhu komplikaci jsme testovali nasledujici: pocet
febrilnich dni, pocet dni s nutnosti podani intravendznich antibiotik a tize mukositidy.
Slizni¢ni zanét je klinicky hodnocen dle NCI-CTCAE Grading Scale, ktery odrazi i nutnost
podani parenteralni vyzivy a analgetik. V ptipad¢ testovani klinickych faktorti na celém
souboru dat 100 pacientli jsme statisticky vyznamny vliv MAIT lymfocyti neprokazali.

S ohledem na heterogenitu populace zpiisobenou spektrem zékladni diagndzy, druhem
ptedchozich linii 1é¢by a transplantaénim reZimem jsme provedli selektivni testovani
homogenni skupiny pacientti dle conditioningu. Zaméfili jsme se na rezim BEAM, kde
jsou uzivana konvenéni cytostatika a ve kterém jsou pacienti zatizeni delsi cytopenii s
vyssi incidenci komplikaci (Jantunen et al., 2006; Kaloyannidis et al., 2019; Stotler et al.,
2008).

Ve skupiné pacientli v reZimu BEAM jsme prokazali statisticky vyznamnou negativni
korelaci mezi velikosti populace MAIT bunck a poctem febrilnich dni. Statisticky
vyznamnou kauzalitu mezi MAIT bunikami a zdvaZznosti mukositidy dle gradu jsme
neprokazali.

Febrilie pacientli jsou monitorovany pro ¢asné zachyceni nastupu infekce. V dobé
ASCT se zvyseni teploty vyskytuje nejcastéji jako projev febrilni neutropenie. Doba
poklesu télesné teploty pod 38 °C je povazovana za klinickou znamku tstupu infekéniho
onemocnéni nebo za stav, kdy se infekce dostava pod kontrolu imunitniho systému, resp.
antimikrobidlni 1écby. Dle ziskanych vysledkd, byla potvrzena hypotéza mirnéjsiho
klinického priibéhu infekci u pacientli v rezimu BEAM v piipad¢ pfitomnosti vyssi
populace MAIT bunék, hodnoceno na poctu febrilnich dni. Klinickd manifestace naruSeni
imunitni homeostazy febrilii neni vSak specifickd pouze pro infek¢ni komplikace. Je nutno

diskutovat mozny vliv podané 1écby, kdy je v souc¢asné dobé dobie zndm cytosarovy

75



syndrom indukujici neinfek¢éni febrilie az po dobu nékolika dni. Cytosar je soucésti rezimu
BEAM a je podavan v uvodu ASCT. I ptihojeni kmenovych bunék miize byt asociovano

s bouflivou reakci az s obrazem systémové zanétlivé odpovedi. Tzv engraftment syndrom
je typicky asociovan s tzv horeckou z pfihojeni ,,engraftment fever* (Alali et al., 2020;
Pramanik et al., 2019).

Mukositida je bézné se vyskytujici toxicita souvisejici s podanim chemoterapeutické
1é¢by. Vzhledem k lokalizaci MAIT bunék preferencné na sliznicich jsme zkoumali jejich
roli ve vyvoji mukositidy u pacientd v ASCT. Neprokazali jsem statisticky vyznamny vliv
MAIT bunék na stupent zavaznosti mukositidy. Grading Scale NCI-CTCAE hodnoti
vizualni projev oralni mukositidy, naruSeni per os pfijmu a pridruzenou bolest. Klinicky
obraz vznikajici pfi mukositidé nemusi byt v§ak dan pouze pfiznaky vychazejicimi
z mukositidy samotné. Naruseni per ordlniho pfijmu u pacienti v ASCT casto vznika
z emetogenniho efektu 1€Cby nebo ze snizeného apetitu z dysgeuzie, kterd je asociovana
s podanim chemoterapie. (Sozeri & Kutlutiirkan, 2015; Sroussi et al., 2017).

V roce 2014 bylo diskutovano zavedeni nové nosologické jednotky ,,febrilni
mukositidy*. Byla prokazana kauzalita se zdvaznosti stfevni mukositidy, peakem CRP a
febrilii (Blijlevens et al., 2005; Van der Velden et al., 2014). Etiologie horecky vSak
zustala nevysvétlena u 30-50 % neutropenickych pacientli. Neexistovali Zadné
mikrobiologické kultiva¢ni dikazy, které by definovaly pfitomnost infekce (Pagano et al.,
2011). Je tedy diskutovana hypotéza, Ze horeCka nemusi vzdy souviset s infekei. V pfipadé
naruseni slizni¢ni bariery se na vzniku febrilie nepodili pouze vstup patogenu skrze
naruSenou barieru, ale 1 kombinace faktort uvolnénych DAMP a PAMP sttfevni
mikrobioty. NaruSeni stfevni bariéry se tedy mizZe projevit systémovou imunitni reakci bez
ohledu na pfitomnosti patogenu samotného. Podkladem muiZe byt rozvoj tzv. imunogenni
bunécné smrti, kterd vznika v reakci na uvolnéni DAMP chemoterapii poSkozenych bunék.
S progresi zanétlivé odpovédi dochézi ke zhorSeni stavu slizni¢ni bariery a prohlubuje se
riziko prostupu patogent, rozvoji bakterémie a infekce. Rizikovost neutropenickych
pacientl v pribehu transplantace je vysoka, a proto je v klinické praxi pfi vzniku prvni
febrilie nebo vzestupu CRP zahajovana empirickd antibioticka terapie. Tento postup je
opakovan¢ diskutovan pro riziko rozvoje bakterialni rezistence. Prevenci téchto stavi se
zda byt modulace pocatecni zanétlivé odpovedi pii vznikajicim ,,sterilnim* zdnétu na
sliznicich, ktery je indukovan chemoterapii. Buiiky MAIT jsou v tomto ohledu zajimavym

a perspektivnim cilem. Se svou rozpoznavaci schopnosti a spektrem efektorovych funkeci,
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které kombinuji vrozenou a adaptivni imunitu, cytotoxické i imunomodulacni vlastnosti by
mohly byt feSenim v piipadé snahy nalézt terapeutické moznosti ovlivnéni infekénich
komplikaci v prubéhu neutropenie (Van der Velden et al., 2014). V soucasné dob¢ existuji
procesy, které umoziuji in vitro modifikovat efektorové funkce imunitnich bunck a
nasledné je transferovat zpét do organismu. Tento terapeuticky piistup se oznacuje jako
bunécna terapie chimérickym antigennim receptorem a je jiz zavedena v terapii nadorti

s receptorovou modifikaci konvencnich T lymfocyti (CAR-T). Pfednosti vyuziti MAIT
bunék jsou v tomto ohledu vyznamné. MAIT lymfocyty nejsou selektovany klasickymi
MHC/peptidovymi komplexy a exprimuji semiinvariantni T bunéény receptor, tudiz
nezprostfedkovavaji alogenni reaktivitu. Mohou byt tedy novym zdrojem univerzalnich
efektorovych bunck pro alogenni terapii CAR-T buitkami bez nutnosti inaktivace jejich
endogenniho TCR receptoru (Bohineust et al., 2021). Od roku 2020 doslo k vyznamnym
objeviim v oblasti protinddorové terapie se zkoumanim efektu CAR-MAIT. Byly také
predlozeny dikazu o schopnosti MAIT bun¢k ptekonavat bakteridlni rezistence vici
antibiotikiim (Boulouis et al., 2020). Recentné se védci zabyvali moznosti vyuzit MAIT
bunky jako vakcinac¢ni cile. V roce 2021 Nicolas Provine a kol. predlozili diikazy o roli
MAIT bungk pfi vakcinaci adenovirovym vektorem. Aktivace bunék MAIT pozitivné
korelovala s reakcemi T bunék vyvolanymi vakcinou a MAIT burniky se staly teréem
vyzkumu jako kandidat k posileni vakcina¢ni imunity (Provine et al., 2021). Toto téma
bylo vice zkoumano v dobé pandemie SARS-CoV-2, kdy publikace Boulouisové pfinesla
informace o vlivu MAIT bunék na velikost imunitni odpovédi na vakcinu proti Covid19
(Boulouis et al., 2022). V dal§im naSem vyzkumném projektu zabyvajicim se vakcinacni
bunécnou 1 humoralni imunitou proti SARS-CoV-2 u hematologickych pacientt, ktefi
absolvovali B deplec¢ni terapii, jsme vyznamnou roli MAIT bun¢k nepotvrdili (Bacova et
al., 2022). Mize se jednat o diikaz potfeby funkéni B lymfocytarni linie k expanzi a
modulaci MAIT lymfocytl. ZvaZzovat 1ze také kombinaci vlivu hematologické 1é€by,
nadorove populace nebo zménéné stievni mikrobioty pfi konkomitantnich aniinfekénich
profylaxich.

Z predchozich sdéleni je ziejmé, ze se MAIT buiiky zapojuji do komplexnich
imunitnich odpovédi a je Zaddouci zkoumat je v $ir§im kontextu imunitniho systému. Cilem
vyzkumnych snazeni je mozZnost vyuzit komplexni imunitni repertoar MAIT bunék, jejich
antiinfek¢ni potencial, imunitni modulacni schopnosti i protinadorovy efekt (Bohineust et

al., 2021; Kurioka et al., 2016).
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6. ZAVER

Tato prace se zabyva fyziologii a patologii imunitni populace nekonvencni lymfocyti
MAIT bungk, ktera stoji svymi schopnostmi na pomezi vrozené a ziskané imunity. Cilem
prace bylo podat komplexni souhrn dosavadnich poznatkii a prezentace nami provedenych
vyzkumnych projekt zabyvajici se roli MAIT bunék v organismu.

Reili jsme otazku funkéni a fenotypové charakterizace MAIT bunék. Dusseaux ve své
puvodni praci popisuje, ze dosud nebyly nalezeny funkcni a fenotypové rozdily mezi
subpopulaci DN (CD4-CDS8-) a CD8 pozitivnich MAIT bun¢k (Dusseaux et al., 2011).

V nasem vyzkumném projektu jsme pomoci stimulace ionomycinem a PMA analyzovali
efektorové funkce MAIT lymfocytd. Zjistili jsme vyznamny cytotoxicky potencial se
schopnosti produkce prozanétlivych cytokini (TNF- a, IFN- y a granzymu B). Soucasné
jsme popsali schopnost MAIT bun¢k exprimovat molekuly CD16, NKG2D a CD107A,
které jsou vice zastoupeny na povrchu subpopulace s CD8 pozitivitou. Timto jsme
prokazali vyssi prozanétlivy a cytotoxicky potencial CD8+ MAIT bun¢k oproti DN (CD4-
CD8-) MAIT buiikdm a také rozdilnost subpopulaci MAIT lymfocyta.

V hlavnim vyzkumném projektu jsme studovali populaci MAIT lymfocytt a jeji
postaveni v imunitnim systému u hematoonkologickych pacientl v pritbé¢hu autologni
transplantace perifernimi kmenovymi buitkami. Hypotéza protektivni role MAIT bunék
vychazi z publikovanych dat o rezistenci n€kterych MAIT lymfocytd vii¢i xenobiotikim
(Dusseaux et al., 2011; Patterson et al., 2022) a soucasn¢ z idajli o nizké mortalité, ktera je
v pribehu autologni transplantace zaznamenana i pies vyskyt hlubokych neutropenii po
myeloablativnim reZimu.

Imunitni slozky, které si zachovavaji antiinfekéni potencidl v tomto obdobi ptechodné
imunitni paralyzy je tfeba oziejmit dal§imi studiemi. My jsme vSak popsali dosud
nepublikované role MAIT bunék v tomto rizikovém obdobi cytopenie ASCT.

Potvrdili jsme hypotézu, Ze MAIT buiiky maji protektivni roli v dobé
postchemoterapeutického utlumu kostni diené v priibéhu autologni transplantace
perifernimi kmenovymi buiikami. Dle zkoumanych parametrti jsme prokazali méné
komplikovany prib¢h transplantace pacientt s vy$si hodnotou MAIT bunék pred
zahajenim vysokodavkované chemoterapie. Pacienti s vy$Sim zastoupenim MAIT bun¢k

méli niz$i hodnoty zanétlivych parametra a byli diive dimitovani z hospitalizace. Ackoli
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jsou MAIT buiiky asociované se sliznici, neprokazali jsme jejich vliv na zavaznost
probihajici mukozitidy.

Ve skupiné pacienttl, kteii absolvovali chemoterapeuticky rezim BEAM, jenz je spojen
bun¢k redukuje u pacientti pocet febrilnich dni. Dale jsme u pacientt s rezimem BEAM
zjistili vyznamné nizsi transfuzni dependenci erytrocyti i trombocyti, ale nebylo
prokazano zkraceni doby pfihojeni myeloidni fady. Zjisténi podava informaci o vlivu
MAIT buné€k na hloubku cytopenie, ktera je Casto asociovand s infekénimi komplikacemi
a je obrazem zanétlivého prostiedi organismu.

Tato prace pfinasi nové poznatky o populaci nekonvenénich MAIT lymfocyti a jejich
zapojeni v imunitnim systému. MAIT lymfocyty jsou v souc¢asné dobé povazovany za
jeden z prednich cilii novych 1é€ebnych pfistupl vyuzivajici imunoterapii. Proto ma
vyzkum fyziologickych i patofyziologickych vlastnosti MAIT bunék vyznamné postaveni.
Jejich dalsi studium by mohlo pfinést poznatky k nalezeni novych terapeutickych moznosti

v oblasti onkologie i infekéni mediciny.
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7. SOUHRN

MAIT buiiky jsou skupina nekonvencnich lymfocyti, které tvofi slizni¢ni barieru v mnoha
organovych systémech. Svymi funkcemi stoji na pomezi vrozené a adaptivni imunity. Maji
vyznamnou evolu¢ni konzervovanost a omezenou TCR repertoarovou variabilitu. Jsou
aktivovany invariantnim TCR receptorem, kterému jsou MHC komplexem Ib (MR1
molekulou) prezentovany metabolity vitaminu B2. MAIT buriky se uplatiiuji i po aktivaci
cytokiny nebo bakterialnimi superantigeny. Vykazuji pamét'ové, prozanétlivé,
imunomodula¢ni schopnosti a tkdnovy homing. Jejich role byla prokazéna v obrané proti
patogentm, bakteriim, virim i mykozam. Zapojuji se do imunopatologickych reakci u
autoimunitnich onemocnéni, v cytokinovych boufich a chronickém zanétu. V poslednich
letech jsou intenzivné zkoumany pro moznost jejich vyuziti jako univerzalnich
darcovskych bunék k obran€ proti infekcim a v imunoterapii nadorti. Vyzkumnym cilem
této prace bylo analyzovat cytokinovy repertoar pritokovou cytometrii a hodnotit
rozdilnost subpopulaci MAIT lymfocytt. Po stimulaci ionomycinem a PMA byl prokazan
vyssi cytotoxicky potencial MAIT buné€k CDS pozitivnich oproti DN populaci (CD4-CDS-
). Byla zjisténa exprese CD16 a NKG2D, marker degranulace CD107A a vyznamna
produkce prozanétlivych latek jako TNF- a, IFN- y, granzymu B. Hlavni vyzkumny
projekt byl zaméten na vyuziti cytotoxického potencialu MAIT bunék v antiinfek¢ni
obrané¢ organismu v dob¢ autologni transplantace perifernimi kmenovymi bunikami.
Nejvyznamnéjsi komplikaci ASCT jsou infekce, které probihaji zdvaznou formou jako
febrilni neutropenie. MAIT lymfocyty maji schopnost rezistence vici nékterym
xenobiotikiim. Nase prace prokazala protektivni funkci MAIT bunék v dobé autologni
transplantace PBSC. Pacienti s vy$§im poctem MAIT bunék byli diive dimitovani a méli
nizs§i hodnoty zanétlivych parametri. U pacientl v chemotrapeutickém reZimu BEAM bylo
pozorovano méné febrilnich dni a niZ§i potieba transfuzni terapie v prabéhu ASCT

v piipad¢ vyssiho poctu MAIT bunék pted zahajenim vysokodavkované 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 CDS8-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- a,
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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Aims. Mucosal Associated Invariant T (MAIT) cells are unconventional T cells with anti-infective potential. MAIT cells
detect and fight against microbes on mucosal surfaces and in peripheral tissues. Previous works suggested that MAIT
cells s urvive exposune to cytotade drigs in thes e locations. We sought to determnine if they maintain their anti-infective
functions after myeloablative chemotherapy.

Methods. We cormelated the amount of MAIT cells (measuned by flow cytometry) in the peripheral blood of 100 adult
patients before the start of myeloablative cond itioning plus autologous stern cell trans plantation with the clinical and
laboratory outcomes of aplasia.

Results. The amount of MAIT cells negatively corelated with peak C-reactive protein level and the amount of red blood

cell transfusion units resulting in eadier discharge of patients with the highest amount of MAIT cells.
Conclusion. This work suggests the antikinfectious potential of MAIT cells is maintained during myeloid aplasia.
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INTRODUCTION

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells are a
recently discovered population of T cells. MAIT cellsare
often called unconventional, as they differ in many ways
from classical major histocompatibility complex (MHC)
restricted T cells®. Unlike highly polymorphic classical
MHC molecules that present peptides, MAIT cells rec-
ognize metabolites of vitamin B presented by monomor-
phic MHC class I-like protein ( MR1) (ref.**). Contrary
tothe infinite repertoire of conventional MHC restricted
T cells, MAIT cells’ repertoire is conserved, consisting of
an iivariant T eell receptor [ TCR ) achain (Va7 2-Jx33)
associated with limited TCR f<chain repertoire®, MAIT
cells can be detected in human blood, where they account
for approximately 5% of T cells® , and they are enriched on
mucosal surfaces and inthe liver, where they account for
up to 35% of T cells®. The main function of MAIT cells is
probably to protect the mucosal barriers against invading
microbes. Indeed, MAIT cells respond to a broad range of
microbial organisms including Staphylococcus aureus, E.
coli, Mycobacterium mberculosis or Candida albicans™®,
Grimaldi and colleagues provided clinical proof of the
concept of antimicrobial surveillance by MAIT cells. The
prospective study on intensive care unit (ICU) showed
that patient with MAIT cell depletion had a higher inci-
dence of ICU-acquired infections® .
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Our recent study suggested that MAIT cells kept their
antidnfective potential even after myeloablative condition-
ing and autologous stem cell transplantation (ASCT). The
pilot study on 29 patients showed that patients with the
highest amount of MAIT cells pre-transplant tended to
have less infectious complications during aplasia as mea-
sured by peak C-reactive protein (CRP) level, febrile days
or days on intravenous antibiotics 2. Here we report re-
sults of extended blind prospective study on 100 patients
designed to confirm or disprove the hypothesis of anti-
infective potential in MAIT cells during myeloid aplasia.

MATERIALS AND METHODS

Patients

The studied population ¢ onsisted of 100 patients treat-
ed by high<lose chemotherapy and autologous stem cell
transplantation in the Department of Haematology of the
3= Faculty of Medicine, Charles University and Faculty
Hospital Kralowske Vinohrady, Czech Republic. Further
characteristics of the patients are provided in Table 1 and
the Results section. The research was carried out in ac-
cordance with the latest Declaration of Helsinki and was
approved by the local ethics committes ( Ethics commities
of the ¥ Faculty of Medicine, Charles University, Czech
Republic, dated 16 Mov 2016).
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Tahle 1. Clinical characterization of the patients.

Patients 100
Gender (M{F) 58M42
Median (range) age (years) 61 (23-73)
Primary diagnosis R/R HL 9

R/E NHL 22

First line MHL 12

Myeloma 57
Maonths from diagnosis to transplant median (range) IL5(3-313)
Mumber of pretmnsplant treatments (lines) L5 (1-6)
Clinical outcome pre-ASCT CRor PR g

S0 or PD [
The time interval {days) from last chemothermpy median (range) B0.5 (12-408)
Conditioning regimens BEAM ET)

HI Mel 48

BuMel 10

carmustine fthiotepafetoposid = 4
carmustine + thiotepa 1

R R relapsedfrefraciory; HL, Hodgkin lymphoma: NHL, Non-Hodgkin Lymphoma; AS CT, Awiologous siem
cell trandplanistion; CR, complee remssion; PR, panial remision; S0, stable disesxse; PD, progresive disease;

BEAM, BICNLjearmusting, elof

e, Aral, Ipleal

: HD, Highsdose: Mel, melphalan: BiCNLL bis-chlono-

elhylnilrodmres

Conditioning regimens

The following myeloablative regimens were used:
BEAM {carmustine 300 mg/m* on day -6; etoposide
100 mg/m? iwice a day on days -5, 4, -3, and -2; cytara-
bine 100 mgfm? twice a day on days -5, -4, -3, and -2; and
melphalan 140 mg/m* on day -1), high-dose melphalan
{melphalan 200 mgfm?® on day -1), carmustine, thiotepa
and etoposide | carmustine 400 mgfm? on day-5; thiolepa
5 mgfkg twice a day on days -4 and -3; and etoposide
150 mgfm?* on days -5, 4, and -3), BuMel { busulfan 3 mg/
ke on days 6, -5, -4, and -3; melphalan 140 mgfm® on day
-2) and carmustine + thiotepa (carmustine 400 mgfm?
day -6, thiotepa 2=5 mgfkg/day on days -5 and 4). The
transplant was performed if at least 3.0 10%fkg CD34+
peripheral blood stem cells were available.

Supporiive trealment

Supportive care was provided acconding to institution
al guidelines. Antiinfective prophylaxis started the day
after peripheral stem cell transfer, in some cases eadier
with the eady onset of cytopenia. Prophylaxis consisted
of antibacterial (ciprofloxacin 500 mg twice a day) anti-
pneumocysiis (sulfamethoxazole 400 mgfirimethoprim
20 mg once a day), antifungal (fluconazole 100 mg iwice
a day) and antiviral {aciclovir 400 mg twice a day or val-
aciclovir 500 mg twice a day ) prophylaxis.

According to the institutional guidelines, the G-CSF
support was started on day 48 in lymphoma patients and
on day +10 in myeloma patients. In case of severe infec-
tious complications, the G-CS8F was started earlier.

Tahle 2. Laboratory chamcterization

of the patients pretransplant.
Leukocytes x 10° mL, 4.85
median (range) (LE-10.T)
Lymphocytes %, 191
median (range) (L7-516)
Lymphocytes x W% fmL, 053
median (range) (0.13-2.68)
T cells % (from lymphocytes), B465
median (range) (25.1-93.26)
MAIT celk % (from T cells), 0.ED
median (range) (0L03-11.3)
MAIT cells ful., 5.55
median (range) (0.13-11.3)

Paticni monitoring and blood sampling

Laboratory biochemical and haematological param-
eters were measured by routine clinical protocols from
admission to the discharge of the patient. Blood cells were
analysed daily by an automatic Sysmex XN-1 000 machine
using standard certified procedures. In some patients, the
enumeration was confirmed by optical microscopy.

Flow cylomeiry

The MAIT cell count in peripheral blood was mea-
sured by flow cytometry before the start of high-dose che-
motherapy on the day of admission for transplantation.
The samples { whole peripheral blood in EDTA) were
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Fig. 1. Correlation between the amount of MAIT cellk and clinicalflaborato ry outcomes of myeloid aplasia.

Each dot corresponds to an individwal patient and shows a correlation between the amount of MAIT cellsful. measured a day
before the start of myeloablative conditioning and: A. Febrile (> 38°C) days. B. Days on intravenows antibiotics. C. Peak CRP
(C-reactive protein ) level during aplasia. . Peak mucositis gmde. E. Requirement of parenteral nutrition (Yes/Mo). F. Peak ALT
(alanine aminotransferase ) level during aplasia. G. Peak AST (aspartate aminot mnsferase ) level during aplasia. H. Peak bilirubin
level during aplasia. L Day of platelet engrafi ment. J. Day of newtrophile engrafiment. K. Amount of G-CSF (Grmloonte Colony
Stimulating Factor) injections. L. Amount of red blood cell transfusion units (RBC ). M. Amount of platelet transfusion wnits. M.

Drop in Karnofsky score. 0. Day of discharge.

stained, washed (PBS), and lysed by NH Cl. MAIT cells
were defined as follows: CD3 PerCP-Cy5.5 (UCHTI)
positive, TCR yf& PE-Cy7 ( 11F2) negative, TCR V7.2
APC (3C10) positive and CD 161 APC-Cy7 (HP-3G 10)
bright. Monoclonal antibodies were purchased from BD
Pharmingen and Biolegend. Cells were acquired with a
FACSCantoll { BD Biosciences). Flow cytometry data was
analysed by the software application Flowlo (Tree Star ).

Eng raftment

Granulocyte engraftment was defined as the first of
3 consecutive days with an ANC (Absolute Neutrophil
Count) owver 0.5= 10° /L. Platelet engraftment was defined
as the first of three consecutive days with platelet count
ower 20= 10°%L without the need for platelet transfusion.

Clinical parameters

Clinical data and laboratory biochemical markers
were analysed retrospectively and independently from
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data on MAIT cells. Mucositis was scored according to
the NCIICTCAE Grading Scale classification. All clinical
parameters (febrile days, days of intravenous antibiotic
application, days on opicid analgesics and parenteral nu-
trition, grade of mucositis, Karnofsky score) were moni-
tored daily.

Statistical analysis

The data were analysed using non-parametric
{Spearman's Rho) and parametric (Pearson's Rho) cor-
relation coefficient. In the case of Pearson's correlation,
we had to normalize the data. The results of the two tests
were comparable. We tested the independence for each
pair of variables using the t4est. Correlation coefTicient
Rho shows the power of statistical dependence between
the pair of considered variables. A positive coefficient
indicates possible agreement and a negative coefficient
value indicates possible disagreement.
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Fig. 2. What factors influence the amount of MAIT cells pretransplant?

Each dot corresponds to an individual patient and shows a correlation between an amount of MAIT cellsful. measured aday before
start of myeloablative conditioning and: A. Age. B. Sex. C. Time between the diagnosis of the malignancy and ASCT { Autologous
Stemn Cell Transplantation ). . Time between the last treatment and ASCT. E. Lines of previous treatments. F. Disease status at

ASCT [remission Yes/No).

RESLULTS

1. Clinical characteristics of the paticrls

100 patients treated for Hodgkin lymphoma, non-
Hodgkin lymphoma and Plasma cell myeloma indicated
for myeloablative conditioning and autologous stem cell
transplantation were recruited (Table 1) The median age
was 6] (range 25=73). The vast majority of the patients
were in remission before the start of conditioning (94
patients). Acconding to the underlying disease, the condi
tioning consisted of either BEAM (carmustine, etoposide,
cytarabine and melphalan; 37 patients) or high<dose mel-
phalan { HD-Mel; 48 patients ), busulphan and melphalan
(BuMel: 10 patients), carmustine, thiotepa and goposide
(4 patients) or carmustine + thiotepa (1 patient). All
patients underwent several lines of cylotoxic treatments
(median 1.5, range 1-6) before myeloablative condition-
ing. The mean time from the last treatment to ASCT var-
ied from 12 days to 408 days (with a median of 89.5).

2. Immunological laboratory description of the paticnts
The median lymphocyte count and percentage of lym-
phocytes among white blood cells was on the lower limit
of the normal (Table 2). The median percentage of MAIT
cells among T cells was 0.89% and the median amount
of MAIT cells per microliter was 5.55. These values are
lower than in the general population of corresponding
age, reflecting the exposure o previous cylotoxic treat-
ments and possibly interaction with cancer cells™*,

3. Correlation of prefransplant MAIT cdl count with
clinical complications of mydoid postirans plant
aplasia

Myeloablative conditioning induces deep thrombo-
cytopenia and neutropenia leading to the risk of blead-
ing, infections and injury of the mucosal surface. We
hypothesized that MAIT cells survived the myeloabla-
tive conditioning and maintained their function. We
thus investigated the correlation between pretransplant
MAIT cell count and clinical and laboratory markers of
eady postiransplant complications. Reganding infectious
complications, we failed to find a significant correla-
tion between MAIT cell count and febrile days (Fig. 1A,
Spearman’s Rho=0.123, P=0.111) or days on intravenous
antibiotics (Fig. 1B, Spearman’s Rho=0.142, P=0.080).
MAIT cell count showed a significant negative correla-
tion with peak C-reactive protein levels (CRP); (Fig. 1C,
Spearman’s Rho=0.176, P=0.040).

Mucositis is inflammation of the oral mucosa induced
by chemotherapy and bone marrow transplantation. It is
associated with leukopenia and possibly with bacterial
colonization. It was thus reasonable to correlate MAIT
cell count with the severity of mucositis .

‘We failed to reveal any correlation between MAIT
cell count and the peak WHO grade of mucositis (Fig.
1D, Spearman’s Rho=-0.056, P=0.288) or MAIT cell
count and the use of parenteral nutrition (Student's -
test P=0.313) or intravenous opioids (Student's t4est
P=0.966), (Fig. 1E).

Both anatomical (mucositis) and functional {cyto-
penia) disruption of the antimicrobial barrier may lead
Lo liver injury, as the liver is crucial for clearing toxins
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and pathogens that reach the circulatory system from
the gut. Better control of microbes in the gut by MAIT
cells may result in milder liver injury®; we thus measured
bilirubin, alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) levels. The peak level from a
period of aplasia was correlated with the pretransplant
MAIT cell count. Mone of the parameters showed any
correlation with pretransplant MAIT cell count (ALT;
Fig. IF, Spearman's Rho=0.149, P=0.069), { AST; Fig.
1G, Spearman's Rho=0017, P=0.431), (bilirubin: Fig. [H,
Spearman's Rho=0.041, P=-0.342).

The clinical characteristics usually used to describe
the course of aplasia also involve the day of neutrophile
and platelet engrafiment (for definition see material and
methods), the amount of platelet transfusion units used
and the use of granulocyte colony stimulating factor
(GCSF) injections. There was no correlation betwesn
pretransplant MAIT cell count and the day of platelet
engraftment (Fig. 11, Spearman’s Rho=0. 131, P=0.096),
the day of neutrophile engraftment (Fig. 1], Spearman s
Rho=0.105, P=0.149), the number of G-CSF injections
(Fig. 1K, Spearman’s Rho=-0.089, P=0.190) or the
amount of platelet transfusion units (Fig. 1L, Spearman '
Rho=0.093, P=0.178). Significantly negative correlation
was found between MAIT cell count and red blood cell
transfusion units (Fig 1M, Spearman’s Rho=0.180,
P=0.036)

All mentioned parameters merge into two key clinical
parameters: day of discharge and drop in Karnofsky score.
‘While there wasno asignificant correlation between drop
in Karnofsky score (Fig. IN, Spearman’s Rho=40.116,
P=0.125), we found a significant negative correlation
between pretransplant MAIT cell count and the day of
discharge (Fig. 10, Spearman’s Rho=0.175, P=0.041).
Patients with a high amount of MAIT cells pretransplant
were likely to be discharped earlier. Owing to the hetero-
geneity of the patients, we conducted separate analysis
of two homoge nous groups of patients. The first group
contained only multiple myeloma patients treated with
Mel200 (Supplemetary Fig. 1). The other group contained
oily MHL patients treated with BEAM (Supplemetary
Fig. 2). MAIT cell amount negatively correlated with a
day of discharge in both groups. Moreover, the amount
of MAIT cells negatively correlated with febrile days and
amount of transfusion units of both red blood cells and
platelets within the BEAM group (data not shown).

4. Whai faciors inflluence prefransplant MATT cell
count?

We finally asked if high MAIT cell count is an inde-
pefudent favorable prognostic marker of myeloid aplasia
o ifa high MAIT cell count identifies patients who would
have better prognosis anyway. For example, longer time
between the last chemotherapy and ASCT (ref.?) and
lower age and remission of the disease at the time of trans-
plant® are associated with better survival in NHL. Fig. 2
shows that the amount of MAIT cells prior to the ASCT
does not correlate with age (Fig. 2A, Spearman’s Rhoe-
0098, P=0.165), sex (Fg. 2B, Sudent's t4est, P=0.486),

time from diagnosis to ASCT (Fig. 2C, Spearman's Rho=
058, P=0.284), time from the last treatment to ASCT
(Fig. 2D, Spearman’s Rho=0.002, P=0.491), number
of pretransplant regimens (Fig. 2E, Spearman's Rho=
0057, P=0.288) or clinical outcome pre-TxX - patients in
complete or partial remission versus patients in stable or
progressive disease (Fig. 2F, Student's t4est, P=0.404).

DISCUSSION

Bacterial infection is the major cause of morbidity and
martality in the early period after hematopoisetic stem
cell transplantation. The development of the infection is
related to two critical factors = duration and depth of
neutropeni and disruption of the mucocutaneous barrier,
respectively. Both are the direct consequence of condition-
ing regimens.

Current prophylactic options are restricted to two
strategies. These include the use of myeloid growth factors
to reduce the depth and duration of neuiropenia and the
use of prophylactic antibiotics. The use of systemic antibi-
otic prophylaxis reduces the incidence of febrile episodes,
clinically or microbiologically documented infection and
bacteriaemia, but has no significant effect on allcause
mortality or infectionrelated mortality. Moreover, pa-
tients with systemic antiblotic prophylaxis have a greater
incidence of adverse events®,

The use of myeloid growth factors after transplant
has become a standard of care as they acc elerate myeloid
recovery and shorien the duration of hospital stay. The
growth factors, however, do not have any major impact
on clinical variables such as febrile days or septic epi-
sodes™2,

Given the fact that neither growih factors nor antibiot-
ics ensure safe outcome of myeloid aplasia, it is rational to
search for additional factors that could prevent infection
and this reduce morbidity and mortality inthis period of
ASCT. It seems intuitive Lo turn the attention to by mphoid
lineage given its unique developmental pathway, drug sen-
sitivity, ete. Lee and colleagues, for example, described a
correlation between early treatment-related complications
and lymphocyte populations of infused autografts or pe-
ripheral blood. A lower ratio of infused CD4* 1o CDE*
cells was an independent factor for severe mucositis™ and
low proportion of CD3CD4CD 161" cells in peripheral
blood was an independent predictor of mucositis (= grade
3), infection before engraftment and CMV activation®.

Here we showed that a certain anti-infective potential
during myeloid aplasia is also provided by MAIT cells.
We could only assume that MAIT cells survive the con-
ditioning in the tissues, as any confirmatory invasive pro-
cedure is contrai ndicated due to the deep neutropenia
and thrombopenia.

The data suggest that MAIT cells may survive the
conditioning as they are resistant to cylotoXic treatment
involving anthracyclines®. Note that these drugs are usu-
ally not part of conditioning regimens prior to the ASCT.
On the other hand, MAIT cells exhibit a proapoptotic
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propensity suggesting their higher sensitivity and dying
upon treatment™.

The clinical data provide similarly conflicting find-
ings. Mot even two observations in autologous transplants
prowided concordant results. While Abrahamsson and
colleagues reported dramatic reduction of MAIT cells
lasting at least 2 years after the transplant®, our study
showed relatively eady reconstitution of MAIT cells after
the ASCT (ref ).

The main difference between Abrahamsson et al. and
Movak et al. was the conditioning regimen used. While the
immunoablative regimen induced global lymphodepletion
lasting | year after the transplant® myeloablative regimens
eamined in our study led to only transitory lymphopenia
with lymphoid recovery observed as early as twenty days
after the transplant.

Similarly heteropenous results are observed in allog-
enous settings. Bhattacharyya and colleagues™ reported
early increase in MAIT cells as early as day 30 after al-
l-8CT. In contrast, other investigators reported severs
depletion of MAIT cells lasting years after allogenous
trans plant***,

Another important question is the origin of MAIT
cells. They might be either the tissue-resident survivors
of cytotoxic treatment or cells rednfused in the graft. The
advantage of allopenous settings is that it makes it pos
sible to identify the source of reconstituted MAIT cells
by chimerism analysis. Indeed, chimerism studies showed
that MAITT cells are nearly exclusively of donor origin®’.
The donor origin of MAIT cells is also suggested in a
study Youssel et al. .

The graft could be the source of MAIT recons titution
in autologous settings as well In fact, the three parameters
are closely related in autologous settings. Pretransplant
peripheral Blood MAIT cell count influences both their
amounts in the graft and their amount in the blood post
transfer™¥,

Onecould argue that better clinical course in patients
with high amount of MAIT cells might not be the direct
effect of MAIT cells. Instead, the MAIT cell count might
i presenl a surrogate marker of general immune compe-
tence given by the age, the time from the last cytotoxic
therapy to conditioning, the number of pretransplant regi-
iens of the current status of the underlying hematologic
malignancy ™.

Mone of these parameters correlated with MAIT cell
count. Mo correlation between age and MAIT cell count
reported here seems to contradict our previous study
that showed strong correlation between age and MAIT
cell eount??, We hypothesize the MAIT cell count might
be influenced by other factors such as interaction with
umor cells, previous cyloloxic treatments and possibly
other factors. The interactions among tumor cells, drugs
and MAITT cells are currently under investigation in our
laboratory.

Various research groups have reported an association
between absolute lymphocyte count (either pretransplant
in the peripheral blood or as a content of the graft ) and
long<erm prognosis of the underlying malignancy. There
is a suggestion that immunocompetent lymphocytes con-
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tribute to the surveillance of the malignancy™*. Since
MAIT cells are well equipped to control the umor growth
too®, it would be interesting to research the impact of
MAIT cell count on the longlerm prognosis and survival,
Our study, however, was not designed to follow long-term
prognosis, as it included a broad spectrum of diseases
with strikingly different biological origins and prognoses
and also different conditioning regimens. Nevertheless,
this hypothesis is under examination in our laboratory.

Owerall, this study work showed that patients with a
high amount of MAIT cells pretransplant have a more
favorable course of aplasia as measured by peak CRP lev-
els, amount of red blood cell transfusion units and earlier
hospital discharge.

CONCLUSION

The patients with high amount of MAIT cells pretrans-
plant have a more favorable course of aplasia as measured
by peak CRP levels, amount of red blood cell transfusion
units and earlier hospital discharge.
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Abstract

Mucosal-saociated invariant T (MAIT) cells contin two main subpopulations,
CDE* and double-negative (DN cells. The first reports suggested thae
subpopulations of MAIT cells lave similar phenotype and function. Recent
works, however, demonstrate that the subpopulstions have different ontogenesis
and are differentially affected by xencbiotic trestment. In this work, we
me-exarmi ned the posible differences berween subpaopu lations of MATT cells. We
demonstrate that the main subpopulations of MAIT cells (CDE and DN) are
e latively uniform in terms of both phenotype and function. Both populations
are memoryfactivated, tissue-homing and pro-inflammatory, CDR™ MAIT cells
are better equipped for poeinflsmmatory functions o they express higher levels
of TG and NEG 2D, produce more proeinflammatery ¢ytokines (TNF-x and
[FMN=7) and have higher eytotosic potential {contin maore grameyme B and
express higher levels of CDILOTA upon stimulaton). Our study contributes to the
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Introduction

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells are a mcently
discovered subpopulation of T cells. MAIT cells belong to
the family of so-called innste lymphocytes, = term
reflecting their similarities with cells of the inme
immunity in terrs of antigen mecognition, sctivation or
the speed of development of effector function [1]. MAIT
cells are restricted and recognize antigem presented by the
nor=polymorphic MHC-related molecule | (MR1) [2]. The
activating ligand of MAIT cells is formed from hacteris-
derived rnboflavin and host-derived small molecules, such
o methylglyoxal and glyoxal [3, 4]. The antigen is
recognized by a very restricted T cell recepror mepertoire:
TCR a=chain Va7.2, joined w Jx33 (TRAVI-2-TRAJ33)
paired with limited sets of f chains [5, 6]. Again, the level
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undestanding of the heterogeneity of MAIT cell populat on,

of redtriction suggests an important selective evoluti omry
pressure to express high amounts of invariant sequences in
the immune reperoire. Functionally, MAIT cells are
tissuehoming, pm-infimmatory cells that express a
memuoryleffector-like phenotype and produce mpidly pro-
inflarm ratory eytokines such o IFN-y, TNF-2 and IL-17
7, 8l

Although the recent work using human MEL tetramers,
losded with the potent MAIT cell ligand, identi bed = very
small subser of CD4" MAIT cells [6], the dominam
subpopulations can be divided based on CDE expression
— CDE" and CDE™CDM™ DN (double-negative) subsers.
The CDE" subset of MAIT cells (predomimantly expresing
(DR zx homodimes in contmst to MHC-restricred CDE”
T cells expressing heterodimer CDBx ) are maore abundant,
comprising up to 95% of the MAIT cell pool [6,7, 9, 10].
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Apart from (D8 discrimimation, an sdditional hetero-
geneity of MAIT cell population is determined by TCR =
chains, Majority of MAIT cells express almost invariant
WVaT.2-J233 (TRAV1-2-TRAJ33) rearrangement. Two
smaller subpopulations of MAIT cells are defined by the
expresion of TRAV]-2-TRAJ12 and TRAV1-2-TRAJ 20,
respectively [6]. The experiments with E. cff-infected THP-
I cells suggest thar TRAJ33 and TRAJL2 ae functionally
similar, that is release comparahle parem of cymkines, both
efficiently kill E. af and promote killing of intracel lular
mycohacteria [11]. Moreover, adiscrete subset of MAIT cells
exhibits sumreactivity and folste-derived reactivity and is
restricted by MR, but is TRAV 127 [12].

In this work, we smked whether a phenotypical or
functional heterogeneity between CDEY and DN subpop-
ulations existi. The hypothesis ook into account the
differences berween subpopulations of other innate lym-
phecytes, such = invariamt natural killee T (NKT) or
ratural killer (NE) cells. Indeed, iINKT cells contin cwo
rain subpopulatien, CD4" and DN, thet are stnkingly
different. DM iMKT cells predominantly express NE
rarkers. Whers the secretion of prosinfammatory cytoki-
nes is equally distributed in both populations, CD4" INKT
cells are the unigue source of anti-inflammamwry and Th2
cytokines such as IL=4 or [L-10. I is hypothesized thar DN
iNKT cells are pro-infammamwry, whereas the CD4°
population is oriented towards B cell help and is probably
regulatory [13, 14]. NK cells can be divided based on the
degree of CD56 expresion inte (D56 and CD56"F",
The (DSE™ NE cell sulset is naturally more ¢ymteoxic
and expresdes higher levels of Ig-like NEK receptors and FC-
garmma receptor [ (CDL6) than the CD5E™™8™ MK cell
subset. In contrast, the CD56™ subset hus the CApACITY @
produce abundant cyokines following activation, bur lasa
low natural cytotoxicity and is CDLEY™ o CDLGT [19].

Using a relatively broad panel of antibodies agsinst
surfsce markers and intracytoplemic cytokines, we rested
the possible dichotomy of MATT cell subpopulations.

Material and methods

Subjecrs. Peripherl blood samples of 10 healthy subjects
were exarmined (six fermles and four rales). The avempge
age was 3.3 years (25—46). The study was appmved by
lowcal ethical authorities.

Surface saiming. Peripheral blood was amlysed by fow
cytormetry. The antibodies were pumhated from BD
Flumningen™ anti=CD3 (UCHTL), anti-CDE (HITSa),
anti-TCR=7/8-1 {1 1F2), anti-CD16 (3GE), ant-CD25 (M-
A251), anti-CD2T (M-T2T1), anti-CD2R (CD28 8, antis
CDESRO (UCHLL), anti=CD56 (MY31), anti=-CDG2ZL
(DREG-5), ant-{D95 (DX2), ami-CD158b (CH-L),
anti-CDIR4 (12G), anti-CDI0% (3AD), anti-CD244
(200 and ami-CDN0T2 (H4A3); fom  Biolegend:
CDR (RPA-TR), ant-¥VaT7.2" (3C10) anti-CD26 (BASD),
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anti-CD94 (DX22), ami-CD122 (TU2T), ano-C0027
(ADLODS5), ami CD150 (Al2 (TD4), anti-CD158a (HP-
MA4), ami-CD16]1 (HP-3G10), antTCRY2T.2 (3C10,
anti=-{D186 (KMIES), antiCD192 (KO3GC2), anti-
CD196 (GOFED), anti=-MEpRO (SD2) and antisCD3 14
(1D 1Y and from R&D Sysenms: and-NEG2A (1314110
Cells were acquired with a FACSCanto I1 {BD Bioscience)
and aralysed wing FiowJo software (Tree Star),

Tswlation and siivsnlation of bumn peripberal svmsmsmclear
eelli (PEMCs). PBMCs were isolated from whole hep-
arinized blood by Hi_-.mpnqm&vlﬂ‘."‘." density gradient
ceﬂt:iﬁgﬂh‘m {Sigma-Aldrich). Bolated PEMCs were redus-
pended overnight in RPMI=1640 medium (Sigma-Aldrich)
with 10% FBS in 37 *C. The next day, the cells were
stifulated with PMA (phorbal mynstate acetate) and
ionomycinin the presence ofbrefeldin A (BDPlarmingen™:
Leukoryte Activation Cockrail, with BD GolgiPlug™) in
R FMI-1640 medium with 10% FBS for 5 hat 37 °C

Intracellslar gaining. Stmulated PBEMCs were stained
with sudace antibodies (ant-CD3, anti-C04, anti-CD8,
anti-{D16], anti-TCRV 2T .2, anti-TCR-pid-1) for 15 min
at room temperature (RT) in the dark, then washed and
fixed by B Phosflow Lyse/Fix Buffer 53 (B Bigscience)
and permeshbilized by BD FPhosflow Perm Buffer 11
{BD Bioscience) according to the manufacturer’s rmamal.
Samples were then stained by anti-grnzyme B (CLB-GB-
L1, anti=-TNFex (MAbLL), anti=-IFN=7 (45.B3) {purchsed
from Exbio), anti-IL-1T7 (3CPL1362), ant-IL-4 (8D4-8)
and IgGl (MOPC-21) (purchaed from BD Pharmingen™)
and anti-IL-10 {JES319FL) {purchsed from Biolegend),
then washed and amalysed by fow cytometry.

Staristical awalyiis. The dara were amalysed using the
Mann—W hitney U-test.

Results

Detection and basic characteristics of MAIT cells

MAIT cells were detected within mononuclesr faction of
PEMCsas (3" pd~ CDM™ Va7 27 (D161 cells(Fig. 1A).

The average percentage of MAIT cells among D37
cells was 5.85% (Fig. 1B) (mnge 2.24—1246%). The
comparison of sudace marker expression berween MAIT
cells and conventional CD3" T cells shows that MAIT cells
are CD25~ CD27° CD28" (DMSROT CDG2ZLT CDO5"
CDL22*Y (DLFTY COCRGY CXCRG”, char is scrivated!
memaory, tissue-argeted cells (Fig. 1),

Comparison of the surface phenotype of the subpopula tions of
MAIT cells

The surface markers were then amlysed sepameely on CDE”
and DN MAIT cells. In accordsnce with previous reparts
[, 7,9, 10], the majority of the MAIT cell pool expressed
CDE (T58% in average; range 24.1-96.7%) (Fig. 1C)

Sorwdiveaysrn_aernal of lmmwolagy, 2016, 84, 245251
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Higher pmportion of CDE* than DN MAIT cells
expresed CDIG (28% of positive CDE™ versis 9% of
pesitive DN MAIT cells; P < 0.01) and NEKG2D (90.4%
of positive CDE” versus TO% of positive DN MAIT cells;
P = 0000 Interestingly, a higher expression of both CD16
and NKG2D by CDE" miher than DN MAIT cells was
observed in all of the 10 subjects tested. CD56, CDOM4,
CD244, NKG2A and NKpS0 were expressed in the same
manner by CDE" and DN MAIT cells. MAIT cells
expresed neither (I 58a nor CDIS8b (Fig. 2A).

We did not detect a difference in the expression of T cell
markers tested (CID25%, CD26, (D27, (D28, CIMSRO0,
CDo5, CD122, CD127, CD150) (Fig. 2B).

The phenotype typical for tissue-homing inflammatory
cells (CD2L T CXNCR4* CNCRO® CCR2Y OCRSY CCROY)
was found on both CD8™ and DN MAIT cells without any
difference between the subpopulatiens (Fig. 10,

Function of MAIT cells

In accordance with a previous eport [7], we did not detect
the production of anti-infammatory eytokines such a3 L4
or IL-10 by MAIT cells after the stmulstion with PMA
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CD#A CDASA0 COE2L CO9:  CDA2F CODMET CCRe CXCRE

and ionomycin, but we did detect a robust poduction of
pro-inflammawry and opwwkic cytokines. As muoch =
B24% of MAIT cells pmduced THNF-x and 859%
produced [FIN=7.

The pmeinflimmatory and cytotoxic cytokines were
produced by mare CDE” than DN MAIT cells (TNF-x:
BT R% vemus 60.3%; P = 0048, IFN-y BOO% wvesus
TEO%, P=0.03; grareyme B 23.2% vemus 9.0%;
P =0001) (Fig. 3A).

The surface expresion of CDI0TA after PMA stimu-
lation, & semitive marker of the degmnularion reflecting
cytmlytic potential [16], was higher on CDE* than DN
MAIT cells in all resved subjects (12 4% wversus 2.7T%;
P = 00010

Discussion

MAIT cells identified = both Va7 2°CDI61LY or MR
tetramers” contain CO8", (47" and CD4TCDE™ doubles
negative (D) subpopulatiomn. The T4 cells furm 0-5%
[6, 9, which iz similar to beckground levels in many
expenments. That i3 why these cells are explicitly amitted
from many amalyees by defiming MAIT cells = Vo7 2"
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Figure 2 Analysis of the surfce phenotype of
iwhe subpregsn kuvioms of MAIT cells. Camgarisan
of the expression of (A} NK ool markers, (B} T
eell markers and (O} chemokine reoepaors
berueen 187 MAIT cells (white hars) and
o bile e gard ve | OB} MAIT eells thlack barsh.
The dara indicare the aven ge values of pesirive
cells, and vhe esnor hars indicawe the sandand
devaation. Pvalues below 0L0% are comidered
starsrically significan (Mann—Shimey [
st} and are marked by srerisk (fime owh
Each poimt corresponds 1o a sabjecr (whice
poims = C0M™ MAIT cells; and black
poims = douhle-negarive MAIT cells), and
the lins connect the values of one subjea
tsevond row), Hepresennarive dor plots are
shown in the third ow. Vales indcare the
pereenmage of CDE7 and DM MAIT celk
expesing indicarad marker.
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indicara] markes

CDIaL" pd” CDM™ (DAY [7]. We adopred the sime
approach in this work.

Dusseaux and colleagues smred in one of the semiml
papes on MAIT cells thar no phenotypical or funcriomal
differences between the two main subpopulations of MAIT
cells (CDE" and DN exist [7]. In addition, the CDE*
subpopulation of MAIT cells was the sole object of interest
in many clinical papers including porisis [17], multiple
aclereais [18] or type | disbetes mellivus [19].

Contrary to the undestanding of MAIT cells = a
homogensus population, few examples of heterogeneity of
MAIT cell biology exist. First of all, the ontogeny of both
populations differs. The amount of DN MAIT cells
increstes mlatively and mooiw sbaolutely stable with
ageing, whereas CDE" MAIT cells decline both relstively
and absolutely with age [10].

Lee and colleagues [20] described subide funcriomal
differences. CDE™ MAIT cells produced more IFMN-7 and
mome [L-1T on per<ell basis chan DN MAIT cells.

The subpopulatiom show different resistnce/fsemitivity
to xenobiotic treatments. Wheneas the absol ure amounes of
DN MAIT cells decrease after long-term treatment cART
{combimation ant retroviral therapy) [21], the CDE* MAIT
cells are more vulnerable o myelosblative chemotherapy
[22).

Gald and colleagues demomitmted that CDE corece ptor
engaperment is reguired for the sctivation of MR | -restricred
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(D" MeB (Mycobacrerium tubercul osis)-reactive VaT.2"
T cell clones and virtually all MtB-resctive MEl-restrcted
WaT.2" T cells express CDE [23].

We here show that both populations are very similar
that i, we did not detect antagonism of the subpopulatiom
detcribed in INKT cells Both subpopulations of MAIT
cells are memony sctivated, tisue-homing and pro-infam.
rratory. MNevertheless, we detected quantitative differences
between the subpopulations. In general, the CDE® MAIT
cells seerm to be better equipped to exert inflammatory
functiomns and cytomsicity.

First, more CDE* MAIT cells express CD16 and
MEG2D than DN MAIT cells.

MEGZD s activaning NE receptor that tnggem
cytotaxicity in NE cells [24].

CD6 binds Fe portion of 1gG antibodies and induces a
porent series of signals resulting in cytokine pmduction
and cytotosic effector activity — ADCC CDLA is expressed
by only a small fraction of T cells. Clemencesn and
colleagues showed that these cells express perforin and are
capable of mediating ADRCC ex rdve [25]. It has not been
fomally demonstrated thar CDI6* fraction of MAIT cells
mediate ADCC o, Nevertheless, if MAIT cells indeed
mecognize an Fo part of immunoglobulind and mediare
ADCC, it would repredent an additions] mechanism of
antigen mecognition by MAIT cells in addition to the
recognition by restricted TCR or TCR-independent
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sctivation by [L-12 plus IL-18 [26]. This would enshle
MAIT cells to indirectly recognize any antigen and could
promaote their participation in the defence agaimt brosder
spectrum of infections and infammomry pmoceses. It
remamim © be elucidated whether MAIT cells can be
stimulated by these pathways i voe.

Second, mome CDE' than DN MAIT cells contain pro-
inflam matone ytotosic cytokines such o TNF-x or IFN-7
or granzyme B, ME | may have the ability to bind CDEx2
and may accordingly play a mle i augmenting the MAIT
cell respomes [27]. However, the FMA wed in this study
w induce the cywkine does not bind CD8 coreceptor
indicating that the difference is rather intfinsic, indepens
dent of CDR signalling [28].

Firally, the hypothesis of higher ¢ymtoxic potential of
CDE" MAIT cells seems to be confirmed by the amlysis of
CDNIOTA expresion upen stimulation thar i higher on
CDE" MAIT cells. Acquisition of cell surface CDIOTA i
smanciated with the loss of intmcellular pedorin and is
inhibited by colchicine, indicating that exposure of
CDI0TA to the cell surface is dependent on degrnulstion.
CDNOTA expression comesponds with cytalytic anngen-
specific activity and IFMN-7 production [16].

Magalhses and colleagues [20] have recently shown
that varipus MAIT cell parameters such = MAIT cell
count of capacity to produce cytokines are influenced by
the body mxss index (BMI. We here mked whether the
differences between CDE" MAIT and DN MAIT are also
influenced by the BMI. As all subjects in our originsl
analysis were slim with BMI =25, we pedormed an
additional aralysis in two obese patients (BMI = 37 and
32, mspectively). The differences berween CDE" and DN
MAIT cells reported in slim subjects were observed in the
obese subjects too.

In conclusion, we here demomstrate that the main
subpopulations of MAIT cells (CDE and DN) are relatively
umiform in tems of phenotype and function. Both
population are memoryfactivated, tidsue-homing  and
pro=inflammatory and are prone to mediate in e matory
proceses such as multiple wlerosis, and w0 play an
important mle in the defence against pathogens.

CDR" MAIT cells are theoretical ly better equipped for
these functions as they express higher levels of CD16 and
MEG2ZD, produce more  pro-inflammamory  cymkines
(TNF=2 or [FN-7) and lave higher cytotoxic potential
{contain more granzyme B and express higher levels of
CDIOTA upon stimularion).,

The muajor question is the physiologic melevance of our
results = they were achieved using PMA + ionomyein
stimulation which is far from plysiologic.
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