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Původní práce
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Souhrn: Úvod: Řada pozorování nasvědčuje tomu, že u nemocných s renálním karcinomem (renal cell carcinoma – RCC) hraje
imunitní systém důležitou roli při kontrole růstu nádoru. RCC je více než jiné nádory infiltrován leukocyty (Tumor Infiltrating
Lymphocytes – TIL). Dominantní populaci TIL buněk tvoří T-lymfocyty. Názory na úlohu T-lymfocytárních subpopulací, B-lymfo-
cytů a NK buněk v protinádorové odezvě nejsou jednotné. Cíl: Stanovit fenotyp a aktivaci lymfocytárních buněk a porovnat jejich
zastoupení v nádorovém stromatu (TIL), v periferní krvi a v krvi z renální žíly u nemocných s RCC. Soubor nemocných a metodika: Vzor-
ky periferní krve z kubitální a renální žíly a buňky nádorového stromatu byly získány od 60 pacientů v průběhu operace pro primár-
ní RCC. TIL byly izolovány z mechanicky dezintegrované nádorové tkáně. PBL a TIL byly podrobeny imunofenotypové multipara-
metrové analýze. Pomocí průtokového cytometru byly charakterizovány jejich povrchové a aktivační znaky. Výsledky: Hlavní popu-
lací TIL byly T-lymfocyty CD3+ (70,4 %). Počet CD3+/CD8+ T-lymfocytů byl signifikantně vyšší v TIL, 39,7 % (p < 0,01), zatímco CD4+

T-lymfocyty byly většinovou populací v periferní krvi, 41,35 % (p < 0,001). Zastoupení CD3+/69+ T-lymfocytů bylo signifikantně
vyšší v TIL (32,05 %) než v PBL (p < 0,001). Naopak, počty CD3+/CD25+, CD8+/57+ a CD4+/RA+ (naivní CD4+ T-lymfocyty) byly
vyšší v PBL (p < 0,001). Rozdíly v zastoupení NK buněk (CD3–/16+56+) a CD3+/DR+ T buněk v TIL a PBL nebyly signifikantní. Zá-
věr: Uvedené výsledky dokazují, že v porovnávaných kompartmentech (tumor/PBL) jsou charakteristiky a intenzita protinádorové
odezvy rozdílné. CD3+/CD8+ T-lymfocyty jsou dominantní lymfocytární populací TIL. Znalost fenotypu a funkcí efektorových bu-
něk zodpovědných za protinádorovou odpověď jsou základní podmínkou pochopení protinádorové imunitní odpovědi a jejího
selhání.
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Monitoring of anti-tumour cell-mediated response in patients with renal cell carcinoma, 
disturbance of T cell proliferation
Summary: Introduction: When checking tumour growth, a number of observations indicate that the immune system plays a signi-
ficant role in patients with renal cell carcinoma („RCC“). Infiltration by lymphocytes (tumour infiltrating lymphocytes, „TILs“) is
more prevalent in RCC than any other tumours. T lymphocytes are the dominant population of TIL cells. Views concerning the
role of T lymphocytic subpopulations, B lymphocytes and NK cells in an anti-tumour response are not established. Aim: The aim
is to determine the phenotype and activation of lymphocytic cells and to compare their representation in tumour stroma (TIL),
peripheral blood (PBL) and renal vein blood in patients with RCC. Patients and methods: The samples of peripheral blood taken
from the cubital and renal veins and tumour stroma cells were obtained from 60 patients in the course of their surgeries carried
out due to primary RCC. TILs were isolated from mechanically disintegrated tumour tissue. Immunophenotype multiparametric
analysis of PBL and TILs was carried out. Their surface and activation characteristics were determined by means of flow cytome-
ter. Results: CD3+ T lymphocytes (70.4 %) were the main population of TILs. The number of CD3+/CD8+ T lymphocytes was signi-
ficantly higher in TILs, 39.7 % (p < 0.01), while CD4+ T lymphocytes were the majority population in peripheral blood, 41.35 %
(p < 0.001). The representation of CD3+/69+ T lymphocytes was significantly higher in TILs, 32.05 %, compared to PBL (p < 0.001).
On the contrary, the numbers of CD3+/CD25+, CD8+/57+ and CD4+/RA+ (naive CD4+ T lymphocytes) were higher in PBL
(p < 0.001). The differences in representation of (CD3–/16+56+) NK cells and CD3+/DR+ T cells in TILs and PBL were not signifi-
cant. Conclusion: The above-mentioned results prove that the characteristics and intensity of anti-tumour responses are different
in compared compartments (tumour/PBL). CD3+/CD8+ T lymphocytes are the dominant lymphocytic population of TILs. The
knowledge of phenotype and functions of effector cells, which are responsible for anti-tumour response, are the basic precondi-
tion for understanding the anti-tumour immune response and the cause of its failure.
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Úvod
Nádorová onemocnění jsou jednou
ze 3 nejčastějších příčin smrti člověka.
Podle současných představ je maligní
transformace buňky projevem aku-
mulace genetických poruch. Eukaryo-
tické buňky jsou vybaveny mechanizmy,
které mohou genetickou poruchu
opravit na úrovni DNA, nebo zahájit
proces apoptózy. Selhání těchto oprav-
ných mechanizmů otevírá cestu k ma-
ligní transformaci buňky [5]. Jednou
z posledních obranných bariér je pro-
tinádorová odezva imunitního systé-
mu. Za protinádorovou odezvu jsou
odpovědny cytotoxické T-lymfocyty
a NK buňky. Cytotoxická aktivita T-lym-
focytů je zajišťována prostřednictvím
exocytární dráhy, při které jsou uvol-
ňovány perforiny a granzymy, jejichž
působením dochází v terčové (nádo-
rové) buňce k iniciaci procesu apo-
ptózy. Druhým mechanizmem, který
vede k zahájení apoptózy nádorové
buňky, je cesta zahrnující proapopto-
tické působení molekuly Apo/Fas
a cesta zprostředkovaná TNFα [14,19].
Existuje velká podobnost v efektoro-
vých mechanizmech cytotoxicity mezi
CD8+ cytotoxickými T-lymfocyty a NK
buňkami. V případě RCC existuje řada
prací analyzujících buňky infiltrující
nádor a jejich podíl na protinádorové
odezvě. Není však jednotný názor na
zastoupení a úlohu T-lymfocytárních
subpopulací, B-lymfocytů a NK bu-
něk [4,10,26,29].

Cílem naší práce bylo pomocí multi-
parametrové analýzy na průtokovém
cytometru stanovit fenotyp a známky
aktivace cytotoxických buněk a po-
rovnat jejich zastoupení v TIL a v krvi
odebrané z venae renalis a cubitalis.

Soubor nemocných 
a metodika
V období mezi dubnem roku 2005
a srpnem roku 2006 bylo provedeno
chirurgické odstranění ledvinového
nádoru 60 pacientům. Soubor byl
tvořen 23 ženami a 37 muži ve věko-
vém rozmezí od 32 do 83 roků. Prů-
měrný věk pacientů byl 66,35 let.

Většině pacientů byla provedena
radikální nefrektomie (58 pacientů).
Ve 2 případech byla provedena resekce
části ledviny. Bilaterální nález tumoru
ledviny byl nalezen u 1 pacienta, kte-
rému byla provedena jednostranná
nefrektomie s výhledem enkapsulace
tumoru na druhé postižené ledvině.

Podle histologických nálezů se v 83 %
(50 pacientů) jednalo o konvenční svět-
lobuněčný karcinom, v 8 % (5 pacien-
tů) šlo o papilární karcinom, ve 3 %
(2 pacienti) byl nalezen chromofobní
karcinom. V jednom případě byl
diagnostikován sarkomatoidní karci-
nom, který vznikl transformací chro-
mofobního karcinomu, v 1 případě
jsme identifikovali uroteliální karci-
nom s dlaždicobuněčnou diferenciací
a v 1 případě neklasifikovatelný karci-
nom vycházející pravděpodobně z Hen-
leovy kličky („loopom“).

K určení stupně pokročilosti one-
mocnění jsme použili platnou klasifi-
kaci TNM. Do T1a patřilo 27 % pa-
cientů (16 případů), do T1b 28 %
pacientů (17 případů), do T2 bylo za-
řazeno 5 % pacientů (3 případy), do
T3a 27 % (16 případů), do T3b 10 %
pacientů (6 případů), 1 pacient byl za-
řazen do T3c a 1 pacient do T4. Roz-
řazení do stadií je shodné s číselnými
indexy prvotního ložiska. Jen 6 pa-
cientů zařazených do T3 a jeden do T2
byli zařazeni do stadia IV pro současný
výskyt metastáz. Uzlinové postižení
N1 bylo potvrzeno u 2 pacientů, N2
rovněž u 2 pacientů. Patologická lym-
fadenopatie u ostatních nemocných
(91 %, 54 pacientů) nebyla prokázána.
Do M1 bylo pro vzdálené metastázy
zařazeno 7 pacientů (12 %), u 53 pa-
cientů (88 %) nebyly vzdálené meta-
stázy prokázány.

Od každého pacienta byl v den ope-
race odebrán vzorek nádorové tkáně,
krev z kubitální a renální žíly. Krev
z v. cubitalis i krev z renální žíly byly
odebírány do zkumavek s heparinem.
Nádorová tkáň, odebraná do pufro-
vaného fyziologického roztoku s hepa-
rinem (25 j/ml), byla mechanicky de-
zintegrována a zhomogenizována po-

mocí nůžek, pinzety a homogenizátoru
na jednotlivé buněčné elementy, které
byly přefiltrovány, 2krát promyty puf-
rovaným fyziologickým roztokem s 5%
azidem sodným a naředěny na při-
bližnou koncentraci 5 × 105 buněk.
Zpracování vzorků bylo provedeno do
2 hod po odběru.

Vždy 25 μl buněčné suspenze a he-
parinizované krve bylo inkubováno
20 min s 10 μl naředěnými přímo zna-
čenými monoklonálními protilátkami
(Beckman Coulter Company, Inc., USA)
v následujících kombinacích: CD45-
FITC/CD14-PE, CD3-FITC/CD16+56-
PE/CD19-PC5, RO-FITC/RA-PE/
CD4-PC, CD8-FITC/DR-PE/CD3-PC5,
CD69-FITC/CD25-PE/CD3-PC5,
CD57-FITC/TcRαβ-PE/ CD8-PC5,
CD57-FITC/TcRγδ-PE/CD8-PC5. Po
lyzování červených krvinek lyzačním
roztokem (0,5 ml OptiLyse C, Beck-
man Coulter, Inc., USA) jsme přidali fy-
ziologický roztok (Infusio Natrii Chlo-
rati Isotonica IMUNA Pharm a.s.,
Slovensko) s 5% azidem sodným (Na-
triumazid-MERCK, SRN). Měření bylo
provedeno na průtokovém cytometru
Coulter® Epics® XL (Coulter, Fuller-
ton, USA). Vyhodnocení naměřených
vzorků bylo provedeno analyzačním
programem CXP sofware analysis. Zá-
kladní funkce a exprese membráno-
vých molekul jsou uvedeny v tab. 1.

Pro statistické zpracování byl použit
program Sigmastat verze 2.0. Vlastní
statistika je zpracována standardními
metodami pro statistické porovnání
několika skupin. Párová data (PK a L)
byla posuzována párovým t-testem
v případě, že test na normální rozlo-
žení byl úspěšný. Jinak byl použit Wil-
coxon Signed Rank Test. Ostatní data
(nepárová) byla v případě úspěšně vy-
hodnoceného testu na normalitu vy-
hodnocena nepárovým t-testem,
v opačném případě Mannovým-Whit-
neyovým Rank Sum testem.

Studie byla povolena etickou komisí
LF UK Hradec Králové. Před vstupem
do studie pacienti podepsali infor-
movaný souhlas.
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Výsledky měření jsou uvedeny
v tab. 2. Počty buněk nesoucích fe-
notyp CD3+/69+ a CD3+/8+ byly signi-
fikantně vyšší v TIL v porovnání s PBL
(s lymfocyty v krvi z renální a loketní
žíly). Naopak, počty buněk s fenoty-

pem CD3+/4+, CD19+, CD3+/16+/56+,
CD3+/25+, CD8+/57+, CD4+/45RA+

byly signifikantně vyšší v PBL v porov-
nání s TIL. CD3+/8+ T-lymfocyty byly
dominantní lymfocytární populací
v nádorové tkáni, naopak CD3+/4+

Výsledky
Průměrná čistota lymfocytárních sus-
penzí izolovaných z tumoru byla 89,3 %
a nepůsobila obtíže při měření a po-
rovnání nálezů ve vzorcích žilní krve
a buněčné suspenze z nádoru.
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Tab. 1. Exprese a hlavní funkce stanovených membránových znaků.

CD nomenklatura Hlavní nález antigenu Funkce antigenu

CD3 T-lymfocyty molekula asociována s T buněčným receptorem α/β nebo 
tymocyty γ/δ dimerem, signální transdukce

CD4 T-lymfocytární subpopulace receptor pro monomorfní HLA-DR, receptor pro HIV,
(pomocné induktorové T-buňky) cytoplazmatická část Ag asociována s p56-lck tyroxin kinázou,

reguluje funkci CD3/TCR komplexu 

CD8 subpopulace T-lymfocytů (cyto- receptor pro monomorfní HLA-A,B,C, cytoplazmatická část mo-
toxické, supresorové), tymocyty lekuly asociována s p56-lck tyrozin kinázou, signální transdukce

CD16 1. NK buňky nízkoafinitní receptor pro Fc doménu lidského lgG, hlavní
2. polymorfonukleáry receptor ADCC na NK buňkách; uplatnění při fagocytóze 

CD19 B-vývojová řada (od prekurzorů zprostředkovává transmembránový signál v různých stadiích
po zralé buňky)B-lymfocyty maturace pomocí cytoplazmatického řetězce (receptor pro

funkce B-buněk, regulace protilátkové odezvy)

CD25 aktivované T a B-buňky CD25α je nízkoafinitní receptor pro L-2, CD25α asociován
aktivované makrofágy s gp75, který představuje vysokoafinitní receptor pro L-2,
(subpopulace T a B) signální transdukce CD25α-β
bazofily

CD45 pan-leukocytární antigen transmembránová molekula s enzymatickou aktivitou (protein-ty-
rozin-fosfatáza); regulace signální transdukce a aktivace lymfocytů 

CD56 NK buňky homotypická adhezivní molekula, uplatňuje se v adhezi 
aktivované lymfocyty NK buněk a v diferenciaci buněk během jejich embryogeneze
normální buňky kostní dřeně

CD57 NK buňky adhezivní funkce (neurální adhezivní molekula)
T-subpopulace
B-subpopulace

CD69 T-populace může být asociován s funkční aktivitou NK buněk, uplatňuje se
monocyty v aktivaci buněk (zprostředkovává časné aktivační signály)
NK buňky
aktivované buňky

αβ T-buněčný T-lymfocyty receptor T-lymfocytů pro antigen tvořený αβ řetězci; 
receptor rozpoznávání cizorodých antigenů v komplexu s HLA I. nebo 

II. třídy; podílí se na signální transdukci

γδ T-buněčný T-lymfocyty receptor T-lymfocytů pro antigen tvořený γδ řetězci;
receptor rozpoznávání cizorodých antigenů

HLA-DR B-lymfocyty hlavní transplantační antigen s velkým polymorfizmem, regulace
monocyty CD4 buněčných interakcí, modulace smíšené lymfocytární

reakce, vazba peptidů

CD45RO T-buňky (subpopulace) transmembránová molekula s enzymatickou aktivitou 
B-buňky (subpopulace) (protein-tyrozin-fosfatáza), reguluje signální transdukci, 
granulocyty receptor pro CD22

CD45RA B-populace transmembránová molekula s enzymatickou aktivitou 
monocyty (protein-tyrozin-fosfatáza), reguluje signální transdukci 
granulocyty a aktivaci lymfocytů
T-subpopulace („naivní 
a panenské“ T bb.)



T-lymfocyty byly většinovou populací
v periferní a renální žilní krvi. Zastou-
pení NK buněk (CD3–/16+/56+) a CD3+/
DR+, CD8+/DR+, CD25+, CD4+/45RO+

T-lymfocytů a minoritní populace cy-
totoxických buněk CD3–/8+ nepatřící
do T-lymfocytů nevykazovalo statis-
ticky významné rozdíly. Lymfocytární
populace v renální žíle se neliší od žíly
periferní.

Diskuse
Klinická pozorování jak spontánních
regresí primárních i sekundárních lo-
žisek RCC, tak i léčebné odezvy
u 15–20 % nemocných po podání IL-2
svědčí pro účinnou protinádorovou
odezvu. Za protinádorovou odezvu
jsou zodpovědny tumor infiltrující lym-
focyty (TIL). Jedná se o heterogenní
populaci cytotoxických buněk nesou-
cích převážně fenotyp CD3+/CD8+

a CD3–/CD16+/CD56+. CD4+ T-lymfo-
cyty a B-lymfocyty jsou většinou au-
torů shledány minoritní populací v TIL

[27]. Na všech uvedených buněčných
populacích izolovaných z RCC jsou
nalézány znaky časné i pozdní aktivace
[5]. Pro efektivní protinádorovou ode-
zvu je důležité rozpoznání nádorových
struktur T-lymfocyty. V tomto ohledu
je za klíčovou považována role dendri-
tických buněk (dendritic cells – DC)
a monocytů infiltrujících tumor. Den-
dritické buňky předkládají nádorové
antigeny cytotoxickým lymfocytům
a mohou svým cytokinovým spektrem
upřednostňovat Th1 nebo Th2 ode-
zvu CD4+ subsetů [11].

Až u 70 % renálních tumorů tvoří
CD8+ T-lymfocyty hlavní buněčnou
populaci TIL buněk [21]. S tímto ná-
lezem souhlasí i naše pozorování.
Převaha populace CD3+CD8+ buněk
byla popsána i ve stromatu nádorů
vycházejících z jiných tkání [9,20,29,
40,41]. Protinádorovou aktivitu vy-
kazují CD4+ T-lymfocyty, které jsou
hlavním producentem IL-2. Působe-
ním IL-2 je indukována diferenciace

a aktivace cytotoxických T-lymfocytů
a NK buněk [6]. Th1 subset CD4+ T-
lymfocytů produkuje IFN a zesiluje
cytotoxickou funkci CD8+ T-lymfocytů.
Naopak převažuje-li aktivita Th2 sub-
setu, je upřednostňována protilátková
odezva a prostřednictvím IL-4 a IL-5 je
potlačována funkce Th1 podtypu.
Přítomnost efektorových buněk infil-
trujících tumor a jejich aktivace je do-
kladem lokální imunitní odezvy [15].

Igarashi et al porovnali zastoupení
lymfocytárních subpopulací v tumor
infiltrujících lymfocytech (TIL). Tato
studie hodnotila korelaci mezi feno-
typem TIL a odezvou na léčbu inter-
feronem-α. U nemocných s pokroči-
lým onemocněním (III. a IV. stadiem),
u kterých CD4+ T-lymfocyty tvořily více
než 40 % TIL buněk, bylo podáním
interferonu-α dosaženo parciální re-
mise nebo stabilizace nemoci. Naopak,
u nemocných s počtem CD8+ TIL vyš-
ším než 25 % nebylo dosaženo léčebné
odezvy. Zvýšení CD8+ a snížení CD4+
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Tab. 2. Imunofenotypové nálezy mononukleárních buněk v periferní krvi (PK), renální žíle (RŽ) a tumor infil-
trujících lymfocytech (v nádoru ledviny – TIL).

Med. PK Med. RŽ Med. TIL PK – RŽ p PK – TIL p RŽ – TIL p
(25–75%) (25–75%) (25–75%) 

čistota 99,0 (98,6–99,3) 98,6 (97,6–99,2) 89,3 (75,7–94,3) 0,036 < 0,001 < 0,001

CD3+ 72,5 (62,2–72,2) 72,8 (63,8–78,8) 70,4 (61,7–76,2) n.s. n.s. n.s.

CD3+/CD4+ 41,4 (35,5–48,7) 40,2 (35,3–48,4) 24,9 (18,9–31,0) n.s. < 0,001 < 0,001

CD4+/CD45RA+ 6,1 (3,3–8,9) 6,1 (3,0–8,6) 0,6 (0,2–1,0) n.s. < 0,001 < 0,001

CD4+/CD45RO+ 26,2 (22,8–32,6) 25,8 (22,4–30,4) 23,2 (15,0–29,7) n.s. n.s. n.s.

CD3+/CD8+ 25,3 (17,9–34,8) 25,1 (17,5–36,5) 39,7 (25,1–51,0) n.s. < 0,001 < 0,001

CD3–/CD8+ 4,3 (2,5–8,0) 4,1 (2,4–7,5) 3,9 (2,5–6,0) n.s. n.s. n.s.

CD8+/αβ+ 23,6 (19,2–32,9) 25,5 (17,8–38,9) 33,1 (21,7–46,0) n.s. 0,014 0,032

CD8+/γδ+ 0,6 (0,3–0,9) 0,3 (0,2–1,8) 1,2 (0,4–3,1) n.s. n.s. n.s.

CD8+/DR+ 1,1 (0,5–2,4) 1,2 (0,6–1,6) 1,1(0,3–3,5) n.s. n.s. n.s.

CD8+/CD57+ 12,1 (7,3–15,6) 11,7 (8,0–18,7) 4,4 (1,5–6,8) n.s. < 0,001 < 0,001

CD3–/CD16+CD56+ 13,7 (10,2–19,9) 15,5 (10,0–22,3) 17,9 (6,3–23,5) n.s. n.s. n.s.

CD3+/CD16+CD56+ 5,5 (2,8–9,2) 5,3 (3,0–9,1) 3,4 (1,8–5,9) n.s. 0,008 0,007

CD3+/CD69+ 1,1 (0,7–1,6) 1,2 (0,7–2,0) 32,1 (13,9–45,6) n.s. < 0,001 < 0,001

CD3+/DR+ 2,0 (0,9–2,7) 1,8 (1,1–2,9) 1,9 (0,6–4,3) n.s. n.s. n.s.

CD3+/CD25+ 3,0 (2,1–3,6) 3,1 (2,0–3,9) 2,1 (1,0–3,2) n.s. 0,005 0,006

CD19+ 9,8 (6,7–13,5) 9,4 (5,5–11,5) 1,0 (0,4–1,6) n.s. < 0,001 < 0,001

index CD4+/CD8+ 1,4 (1,0–1,7) 1,4 (1,0–1,9) 0,6 (0,4–0,8) n.s. < 0,001 < 0,001

PK – periferní krev, RŽ – renální žilní krev, TIL – tumor infiltrující lymfocyty, Med. – medián, p – hladina významnosti



tumor infiltrujících lymfocytů bylo
spojeno z horší prognózou onemoc-
nění. Nadto in vitro provedené funk-
ční analýzy TIL potvrdily, že CD4+

T-lymfocyty vykazují známky aktivace,
zatímco CD8+ T-lymfocyty v některých
případech neexprimovaly povrchové
molekuly svědčící pro aktivaci a tyto
buňky nebyly schopny efektivně indu-
kovat cytolýzu terčových buněk [17].
U našich pacientů byl receptor pro
antigen (TcR) na CD8+ T-lymfocytech
tvořený převážně heterodimerem α/β.
Poměr CD8+ T-lymfocyt s TcR α/β
k TcR γ/δ byl stejný v periferní krvi, krvi
z renální žíly i TIL. Naproti tomu u pa-
cientů s lokalizovanou chorobou
(I. a II. stadium) nemá fenotyp TIL
prognostický význam [35,38].

Specifické T-lymfocyty se po setkání
s antigenem aktivují, což je provázeno
změnou exprese aktivačních molekul,
jako například molekuly CD69, HLA-DR
a receptoru pro IL-2 (CD25) [22,31].
Exprese časné aktivační molekuly
CD69 je detekovatelná za 2–3 hod po
stimulaci. Počty buněk nesoucích fe-
notyp CD3+/69+ byly u našich pacientů
signifikantně vyšší v TIL než v periferní
krvi. Arteficiální stimulace při zpra-
cování nádorové tkáně byla blokována
azidem sodným, který byl obsažen v ře-
dícím i promývacím roztoku (0,1%).
Tiemenssen popsal zvýšenou expresi
CD69 molekuly na antigeny stimulo-
vaných T-lymfocytech. Vlivem TGF-β
(transformujícího růstového faktoru)
na aktivované T-lymfocyty došlo k signi-
fikantnímu zvýšení exprese CD69 [36].
Aktivované lymfocyty však neměly vy-
jádřenou expresi molekuly CD25,
která odráží časné stadium buněčné
aktivace a je přítomna na TIL nemoc-
ných, odpovídajících na léčbu rekom-
binantními cytokiny [34]. Zvýšená
exprese CD25 (řetězce α, který je sou-
částí receptoru pro IL-2) na T-lymfo-
cytech u renálního karcinomu, je po-
važována za průkaz lokální protiná-
dorové aktivity [1,2,23,32]. V našem
souboru jsme nalezli naopak signifi-
kantně snížené zastoupení CD25+

T-lymfocytů v TIL v porovnání s peri-

ferní krví [28,30]. Vlivem nádorového
mikroprostředí je porušeno vyzrávání
aktivovaných TIL, část buněk vstupu-
je do apoptózy. V nádorové tkáni, ale
i v séru nemocných s nádory je proka-
zován TGFβ, produkovaný nádorový-
mi buňkami. TGFβ se významně po-
dílí na nádorové angiogenezi.

U našich nemocných nebyl v porov-
nání s periferní krví zjištěn ani zvýšený
počet TIL nesoucích molekulu HLA-DR.
Vyjádření HLA-DR molekul je projevem
prolongované stimulace. Molekuly
HLA-DR II. třídy je možné prokázat
na buňkách se zpožděním 48–72 hod
po antigenní stimulaci [8]. Výsledky
naší studie se shodují s jinými pracemi,
popisujícími expresi molekul HLA-DR
na CD3 a CD8 pozitivních T-lymfocy-
tech. Ačkoliv zastoupení CD3+/DR+

a CD8+/DR+ buněk bylo u našich pa-
cientů vyšší v TIL než PBL, nebyly tyto
rozdíly signifikantní [7,37].

NK buňky v periferní krvi jsou feno-
typově heterogenní populací. CD56
molekula je prezentována téměř na
všech NK buňkách, zatímco CD57
molekula je prezentována jen na zra-
lých NK buňkách. Přítomnost NK bu-
něk je důležitá pro účinnost léčby IL-2.
Donskov et al uvádí, že v průběhu léčby
světlobuněčného karcinomu ledviny
nebyla prokázána detekovatelná pří-
tomnost CD56+ buněk v tumoru [12].
Naopak bylo prokázáno, že přítom-
nost CD57 pozitivních buněk je pro
dosažení léčebné odezvy po podání
IL-2 nezbytná. Bylo potvrzeno, že pří-
tomnost CD57+ NK buněk v nádoru
má vliv na délku přežití jak u renálního
karcinomu, tak u karcinomu kolorektál-
ního a u karcinomu žaludku. NK buňky
jsou považovány za klíčovou populaci
zajišťující kontrolu nádorového bujení
[18]. Nízký počet NK buněk mezi TIL
je spojen s vyšším rizikem progrese ná-
doru. Chybění CD3–CD56+CD16+ bu-
něk v periferní krvi a/nebo mezi TIL
buňkami u nemocných s RCC je spo-
jeno s rizikem rozvoje metastáz, což
svědčí o protektivní roli těchto buněk
[16,39]. Zastoupení NK buněk v peri-
ferní krvi a nádorovém stromatu ne-

vykazovalo u našich nemocných roz-
dílů [24].

Infiltrace nádoru lymfocyty vykazu-
jícími cytotoxickou aktivitu namířenou
proti nádorovým buňkám je považo-
vána za známku účinné protinádo-
rové odezvy. Navzdory těmto nálezům,
spontánní regrese tumoru a terapeu-
tická odezva na podání biologické
léčby jsou pozorovány pouze u malé
části nemocných s karcinomem ledviny.
Přítomnost aktivovaných T-lymfocytů
nemusí odrážet protinádorovou ode-
zvu. Zvýšená exprese molekuly CD69,
která není nenásledovaná vyjádřením
CD25 a HLA-DR na T-lymfocytech, je
třeba považovat za projev selhání pro-
tinádorové imunitní odezvy [21,37].

B-lymfocyty tvoří minoritní populaci
TIL. Ačkoliv přesná role B-lymfocytů
není známa, vyjádření molekuly CD69
na B-lymfocytech infiltrujících tumor
svědčí o jejich účasti v protinádorové
odezvě [25]. V případě nádoru může
protilátková odezva na nádorové an-
tigeny vést po navázání protilátky k za-
blokování epitopů rozpoznávaných
specifickými cytotoxickými T-lymfocyty
a potencovat nádorový růst. Vyšší za-
stoupení B-lymfocytů mezi TIL bylo
pozorováno u nemocných s převa-
hou aktivity Th2 infiltrujících lymfo-
cytů. Význam role antigen prezentující
buňky nebyl v případě B-lymfocytů u ná-
dorových onemocnění jednoznačně
prokázán [3,27,33,40,41]. U našich
nemocných tvořily B-lymfocyty méně
než 1 % TIL a jejich počty byly v po-
rovnání s počty v PBL signifikantně
nižší.

K odlišným závěrům dospěl Shabtai
v práci, která porovnávala zastoupení
T- a B-lymfocytů v TIL a periferní žilní
krvi u 8 nemocných s pokročilým renál-
ním karcinomem. Poměr počtu B-lym-
focytů infiltrujících nádor k B-lymfo-
cytům v periferní krvi byl 2,4, zatímco
poměr T-lymfocytů infiltrujících nádor
k T-lymfocytům v periferní krvi byl
0,48. Navíc T-lymfocytární populace
byla zastoupena převážně CD3+/CD4+

lymfocyty [34]. U těchto nemocných
pravděpodobně došlo k převážení
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Th2 odezvy nad Th1 s tvorbou proti-
látek blokujících specifické nádorové
antigeny a cytokinů, které umožnily
nádorový růst [15].

Porovnáním lymfocytárních subpo-
pulací v periferní krvi a v renální žíle
nebyl zjištěn statisticky signifikantní
rozdíl v jejich zastoupení. Tento nález
jsme vzhledem k relativnímu průtoku
renální žilou předpokládali, nicméně
literární údaje o tomto nálezu jsme
v literatuře nenalezli. V naší studii jsme
využili možnosti peroperačního od-
běru krve z renální žíly.

Závěr
Lze shrnout, že zastoupení aktivova-
ných T-lymfocytů v nádoru je vyšší než
v periferní krvi. CD3+/CD8+ T-lymfo-
cyty jsou dominantní lymfocytární po-
pulací TIL. Ze znalosti fenotypu efek-
torových buněk lze usuzovat na cha-
rakter protinádorové imunitní odezvy.
Za hlavní příčinu selhání protinádo-
rové odezvy je považováno cytokinové
mikroprostředí uvnitř nádoru a nedo-
stačující nádorové antigenní pod-
něty. Výsledkem je neúčelná zánětová
lokální reakce a progrese tumoru.
K prolomení tohoto stavu, při kterém
jsou tolerovány nádorové struktury,
nevedou ve většině případů ani imu-
nomodulační zásahy interleukinem-2
a interferonem-α [13].

Tento příspěvek vznikl s podporou grantu
výzkumného záměru IGA: NR/8914-4.

Zkratky
BP-filtr bandpass filtr
CV koeficient variability
DNA deoxyribonukleová kyselina
FITC fluorescein izothiokyanát
Med. medián
p probability level (hladina

významnosti)
PC5 phycoerythrin cyanin 5
PE phycoerythrin
PI propidium jodid
RNA ribonukleová kyselina
TNM Tumor, Nodi, Metastasis

klasifikace
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