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Souhrn: Uvod: Rada pozorovani nasvédcuje tomu, Ze u nemocnych s rendlnim karcinomem (renal cell carcinoma - RCC) hraje
imunitni systém daleZitou roli pfi kontrole ristu nadoru. RCC je vice nez jiné nadory infiltrovan leukocyty (Tumor Infiltrating
Lymphocytes - TIL). Dominantni populaci TIL bunék tvo#i T-lymfocyty. Nazory na dlohu T-lymfocytarnich subpopulaci, B-lymfo-
cytli a NK bunék v protinddorové odezvé nejsou jednotné. Cil: Stanovit fenotyp a aktivaci lymfocytdrnich bunék a porovnat jejich
zastoupeni v nadorovém stromatu (TIL), v periferni krvi a v krvi z renalni Zily u nemocnych s RCC. Soubor nemocnych a metodika: Vzor-
ky periferni krve z kubitalni a renalni Zily a buriky nadorového stromatu byly ziskany od 60 pacient(i v prabéhu operace pro primar-
ni RCC. TIL byly izolovany z mechanicky dezintegrované nadorové tkané. PBL a TIL byly podrobeny imunofenotypové multipara-
metrové analyze. Pomoci pratokového cytometru byly charakterizovany jejich povrchové a aktivaéni znaky. Vysledky: Hlavni popu-
laci TIL byly T-lymfocyty CD3" (70,4 %). Pocet CD3*/CD8" T-lymfocytl byl signifikantné vy33i v TIL, 39,7 % (p < 0,01), zatimco CD4"
T-lymfocyty byly vétsinovou populaci v periferni krvi, 41,35 % (p < 0,001). Zastoupeni CD3"/69" T-lymfocyt( bylo signifikantné
vy33i v TIL (32,05 %) nez v PBL (p < 0,001). Naopak, poéty CD3'/CD25°, CD8'/57" a CD4'/RA" (naivni CD4" T-lymfocyty) byly
vy33i v PBL (p < 0,001). Rozdily v zastoupeni NK bunék (CD37/16'56") a CD3*/DR" T bunék v TIL a PBL nebyly signifikantni. Zd-
vér: Uvedené vysledky dokazuji, Zze v porovnavanych kompartmentech (tumor/PBL) jsou charakteristiky a intenzita protinddorové
odezvy rozdilné. CD3"/CD8’ T-lymfocyty jsou dominantni lymfocytarni populaci TIL. Znalost fenotypu a funkci efektorovych bu-
nék zodpovédnych za protinddorovou odpovéd jsou zakladni podminkou pochopeni protinddorové imunitni odpovédi a jejiho
selhani.

Kli¢ova slova: tumor-infiltrujici lymfocyty - CD4 - CD8 - priitokova cytometrie - renalni karcinom

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 TlLs, 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 TlLs, 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 < 0.007). The differences in representation of (CD37/16°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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Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednou
ze 3 nejcastéjsich pricin smrti ¢lovéka.
Podle soucasnych predstav je maligni
transformace buriky projevem aku-
mulace genetickych poruch. Eukaryo-
tické buriky jsou vybaveny mechanizmy,
které mohou genetickou poruchu
opravit na trovni DNA, nebo zahjjit
proces apoptézy. Selhdni téchto oprav-
nych mechanizm( otevira cestu k ma-
ligni transformaci buriky [5]. Jednou
z poslednich obrannych bariér je pro-
tinddorovd odezva imunitniho systé-
mu. Za protinddorovou odezvu jsou
odpovédny cytotoxické T-lymfocyty
a NK buriky. Cytotoxicka aktivita T-lym-
focytl je zajistovana prostrednictvim
exocytarni drahy, pfi které jsou uvol-
novany perforiny a granzymy, jejichz
plisobenim dochazi v terc¢ové (nado-
rové) burice k iniciaci procesu apo-
ptézy. Druhym mechanizmem, ktery
vede k zahdjeni apoptdzy nadorové
buriky, je cesta zahrnujici proapopto-
tické ptdsobeni molekuly Apo/Fas
a cesta zprostredkovand TNFa. [ 14,19].
Existuje velkd podobnost v efektoro-
vych mechanizmech cytotoxicity mezi
CD8* cytotoxickymi T-lymfocyty a NK
burikami. V p¥ipadé RCC existuje Fada
praci analyzujicich buriky infiltrujici
nador a jejich podil na protinadorové
odezvé. Nenf viak jednotny nazor na
zastoupenf a Ulohu T-lymfocytdrnich
subpopulaci, B-lymfocytd a NK bu-
nék [4,10,26,29].

Cilem nasf prace bylo pomoci multi-
parametrové analyzy na pratokovém
cytometru stanovit fenotyp a znamky
aktivace cytotoxickych bunék a po-
rovnat jejich zastoupeni v TIL a v krvi
odebrané z venae renalis a cubitalis.

Soubor nemocnych

a metodika

V obdobi mezi dubnem roku 2005
a srpnem roku 2006 bylo provedeno
chirurgické odstranéni ledvinového
nddoru 60 pacientdim. Soubor byl
tvofen 23 Zenami a 37 muzi ve véko-
vém rozmezi od 32 do 83 rokd. Pri-
mérny vék pacientl byl 66,35 let.
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Vétsiné pacientdl byla provedena
radikdlni nefrektomie (58 pacient().
Ve 2 pfipadech byla provedena resekce
¢asti ledviny. Bilateralni ndlez tumoru
ledviny byl nalezen u 1 pacienta, kte-
rému byla provedena jednostrannd
nefrektomie s vyhledem enkapsulace
tumoru na druhé postiZzené ledviné.

Podle histologickych nélezdi se v 83 %
(50 pacienttr) jednalo o konvenéni svét-
lobunéény karcinom, v 8 % (5 pacien-
td) Slo o papildrni karcinom, ve 3 %
(2 pacienti) byl nalezen chromofobni
karcinom. V jednom pripadé byl
diagnostikovan sarkomatoidni karci-
nom, ktery vznikl transformaci chro-
mofobniho karcinomu, v 1 pfipadé
jsme identifikovali urotelidlni karci-
nom s dlazdicobuné¢nou diferenciaci
av 1 ptipadé neklasifikovatelny karci-
nom vychazejici pravdépodobné z Hen-
leovy klicky (,,loopom*).

K urceni stupné pokrocilosti one-
mocnéni jsme poutZili platnou klasifi-
kaci TNM. Do T1a patfilo 27 % pa-
cientd (16 pripadl), do T1b 28 %
pacient( (17 pfipadil), do T2 bylo za-
fazeno 5 % pacientd (3 ptipady), do
T3a 27 % (16 pripadd), do T3b 10 %
pacientl (6 pfipad(), 1 pacient byl za-
fazen do T3c a 1 pacient do T4. Roz-
fazeni do stadif je shodné s ¢iselnymi
indexy prvotniho loziska. Jen 6 pa-
cient( zafazenych do T3 a jeden do T2
byli zafazeni do stadia IV pro soucasny
vyskyt metastdz. Uzlinové postiZeni
N1 bylo potvrzeno u 2 pacientd, N2
rovnéz u 2 pacientd. Patologicka lym-
fadenopatie u ostatnich nemocnych
(91 %, 54 pacient() nebyla prokdzana.
Do M1 bylo pro vzddlené metastazy
zarazeno 7 pacientl (12 %), u 53 pa-
cientd (88 %) nebyly vzdalené meta-
stdzy prokdzany.

Od kazdého pacienta byl v den ope-
race odebran vzorek nddorové tkané,
krev z kubitalni a rendlnf zily. Krev
z v. cubitalis i krev z renalni Zily byly
odebirany do zkumavek s heparinem.
Nadorova tkari, odebrand do pufro-
vaného fyziologického roztoku s hepa-
rinem (25 j/ml), byla mechanicky de-
zintegrovana a zhomogenizovana po-

moci ndizek, pinzety a homogenizatoru
na jednotlivé bunécné elementy, které
byly prefiltrovdny, 2krat promyty puf-
rovanym fyziologickym roztokem s 5%
azidem sodnym a nafedény na pfi-
bliznou koncentraci 5 x 10° bunék.
Zpracovéni vzorkd bylo provedeno do
2 hod po odbéru.

Vzdy 25 pl bunééné suspenze a he-
parinizované krve bylo inkubovano
20 min s 10 pl natedénymi p¥imo zna-
¢enymi monoklondlnimi protilatkami
(Beckman Coulter Company, Inc., USA)
v ndsledujicich kombinacich: 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/TcRaB-PE/ CD8-PCS5,
CDS57-FITC/TcRyd-PE/CD8-PCS. Po
lyzovani cervenych krvinek lyza¢nim
roztokem (0,5 ml Optilyse C, Beck-
man Coulter, Inc., USA) jsme p¥idali fy-
ziologicky roztok (Infusio Natrii Chlo-
rati Isotonica IMUNA Pharm a.s.,
Slovensko) s 5% azidem sodnym (Na-
triumazid-MERCK, SRN). Méfeni bylo
provedeno na pratokovém cytometru
Coulter® Epics® XL (Coulter, Fuller-
ton, USA). Vyhodnoceni namérenych
vzorkd bylo provedeno analyzaénim
programem CXP sofware analysis. Za-
kladni funkce a exprese membrano-
vych molekul jsou uvedeny v tab. 1.

Pro statistické zpracovani byl pouzit
program Sigmastat verze 2.0. Vlastni
statistika je zpracovdna standardnimi
metodami pro statistické porovnani
nékolika skupin. Pdrova data (PKa L)
byla posuzovdna pdrovym t-testem
v ptipadé, Ze test na normaln{ rozlo-
Zeni byl ispésny. Jinak byl pouzit Wil-
coxon Signed Rank Test. Ostatn{ data
(neparovad) byla v pfipadé tispésné vy-
hodnoceného testu na normalitu vy-
hodnocena nepdrovym t-testem,
v opacném ptipadé Mannovym-Whit-
neyovym Rank Sum testem.

Studie byla povolena etickou komisi
LF UK Hradec Kralové. Pred vstupem
do studie pacienti podepsali infor-
movany souhlas.
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Tab. 1. Exprese a hlavni funkce stanovenych membranovych znakd.

CD nomenklatura

Hlavni nalez antigenu

Funkce antigenu

CD3 T-lymfocyty molekula asociovana s T bunéénym receptorem 0,/ nebo
tymocyty /8 dimerem, signalni transdukce
CD4 T-lymfocytdrni subpopulace receptor pro monomorfni HLA-DR, receptor pro HIV,
(pomocné induktorové T-buriky) cytoplazmaticka ¢ast Ag asociovdna s p56-Ick tyroxin kinazou,
reguluje funkci CD3/TCR komplexu
CD8 subpopulace T-lymfocyth (cyto- receptor pro monomorfni HLA-A,B,C, cytoplazmaticka ¢ast mo-
toxické, supresorové), tymocyty lekuly asociovana s p56-Ick tyrozin kindzou, signdlni transdukce
CD16 1. NK buriky nizkoafinitni receptor pro Fc doménu lidského IgG, hlavni
2. polymorfonukleary receptor ADCC na NK burikdch; uplatnéni p¥i fagocytéze
CD19 B-vyvojova fada (od prekurzor zprostiedkovava transmembranovy signél v riiznych stadiich
po zralé burky)B-lymfocyty maturace pomoci cytoplazmatického Fetézce (receptor pro
funkce B-bunék, regulace protilatkové odezvy)
CD25 aktivované T a B-buriky CD25a je nizkoafinitni receptor pro L-2, CD250 asociovan
aktivované makrofagy s gp75, ktery predstavuje vysokoafinitni receptor pro L-2,
(subpopulace T a B) signalni transdukce CD250a-
bazofily
CD45 pan-leukocytarni antigen transmembranova molekula s enzymatickou aktivitou (protein-ty-
rozin-fosfataza); regulace signdlni transdukce a aktivace lymfocytt
CD56 NK buriky homotypickd adhezivni molekula, uplatriuje se v adhezi
aktivované lymfocyty NK bunék a v diferenciaci bunék béhem jejich embryogeneze
normdlni buriky kostni dené
CD57 NK buriky adhezivni funkce (neuralni adhezivni molekula)
T-subpopulace
B-subpopulace
CD69 T-populace muZe byt asociovan s funkéni aktivitou NK bunék, uplatriuje se
monocyty v aktivaci bunék (zprostfedkovdva ¢asné aktivaénf signdly)
NK buriky
aktivované buriky
af T-bunéény T-lymfocyty receptor T-lymfocytdl pro antigen tvofeny af fetézci;
receptor rozpoznavéni cizorodych antigenti v komplexu s HLA I. nebo
II. t¥idy; podili se na signalni transdukci
Y0 T-bunécny T-lymfocyty receptor T-lymfocytd pro antigen tvoreny Y0 Fetézci;
receptor rozpoznavani cizorodych antigen(
HLA-DR B-lymfocyty hlavni transplanta¢ni antigen s velkym polymorfizmem, regulace
monocyty CD4 bunéc¢nych interakei, modulace smiSené lymfocytarni
reakce, vazba peptidi
CD45RO T-buriky (subpopulace) transmembranova molekula s enzymatickou aktivitou
B-buriky (subpopulace) (protein-tyrozin-fosfataza), reguluje signdlnf transdukci,
granulocyty receptor pro CD22
CD45RA B-populace transmembranova molekula s enzymatickou aktivitou
monocyty (protein-tyrozin-fosfataza), reguluje signdlni transdukci
granulocyty a aktivaci lymfocytt
T-subpopulace (,,naivni
a panenské“ T bb.)
Vysledky Vysledky méFeni jsou uvedeny pem CD3'/4*, CD19", CD3"/16/56",

Primérnd cistota lymfocytdrnich sus-
penzi izolovanych z tumoru byla 89,3 %
a nepUsobila obtize p¥i méreni a po-
rovndni nélez(i ve vzorcich Zlni krve
a bunécné suspenze z nadoru.

Vnit¥ Lék 2008; 54(2): 139-145

v tab. 2. Poéty bunék nesoucich fe-
notyp CD37/69 a CD3'/8" byly signi-
fikantné vy33i v TIL v porovnéni's PBL
(s lymfocyty v krvi z rendlni a loketn{
zily). Naopak, pocty bunék s fenoty-

CD3°/25", CD8'/57°, CD4"/45RA"
byly signifikantné vy$si v PBL v porov-
nani s TIL. CD3"/8" T-lymfocyty byly
dominantni lymfocytarni populacf
v nadorové tkani, naopak CD3"/4
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Tab. 2. Imunofenotypové nalezy mononukledrnich bunék v periferni krvi (PK), rendlni zile (RZ) a tumor infil-

Med. PK

(25-75%)
gistota 99,0 (98,6-99,3)
cD3 72,5 (62,2-72,2)
CD3/CD4" 41,4 (35,5-48,7)
CD4'/CD45RA’ 6,1 (3,3-8,9)
CD4'/CD45RO" 26,2 (22,8-32,6)
CD3'/CD8" 25,3 (17,9-34,8)
CD37/CD8* 4,3 (2,5-8,0)
CD8"/of’ 23,6 (19,2-32,9)
CDS8 /v 0,6 (0,3-0,9)
CD8'/DR’ 11 (0,5-2,4)
CD8'/CD57* 12,1 (7,3-15,6)
CD3/CD16'CD56° 13,7 (10,2-19,9)
CD3'/CD16'CDS56° 5,5(2,8-9,2)
CD37/CD69* 1,1(0,7-1,6)
CD3'/DR' 2,0 (0,9-2,7)
CD3'/CD25° 3,0 (2,1-3,6)
cD19* 9,8 (6,7-13,5)
index CD4*/CD8* 1,4 (1,0-1,7)

trujicich lymfocytech (v nddoru ledviny - TIL).

Med. RZ
(25-75%)
98,6 (97,6-99,2)
72,8 (63,8-78,8)
40,2 (35,3-48,4)
6,1 (3,0-8,6)
25,8 (22,4-30,4)
251 (17,5-36,5)
41 (2,4-7,5)
25,5 (17,8-38,9)
0,3 (0,2-1,8)
1,2 (0,6-1,6)
11,7 (8,0-18,7)
15,5 (10,0-22,3)
5,3 (3,0-9,1)
1,2 (0,7-2,0)
1,8 (1,1-2,9)
3,1(2,0-3,9)
9,4 (5,5-11,5)
1,4 (1,0-1,9)

Med. TIL
(25-75%)
89,3 (75,7-94,3)
70,4 (61,7-76,2)
24,9 (18,9-31,0)
0,6 (0,2-1,0)
23,2 (15,0-29,7)
39,7 (25,1-51,0)
3,9 (2,5-6,0)
33,1 (21,7-46,0)
1,2 (0,4-3,1)
1,1(0,3-3,5)
4,4 (1,5-6,8)
17,9 (6,3-23,5)
3,4 (1,8-5,9)
32,1 (13,9-45,6)
1,9 (0,6-4,3)
2,1 (1,0-3,2)
1,0 (0,4-1,6)
0,6 (0,4-0,8)

PK-RZp PK-TILp RZ-TILp
0,036 < 0,001 < 0,001
n.s. n.s. n.s.
n.s. < 0,001 < 0,001
n.s. < 0,001 < 0,001
NASH n.s. MoSo
n.s < 0,001 < 0,001
S MeSo MeSo
n.s. 0,014 0,032
S IS MeSo
n.s. n.s. n.s.
n.s. < 0,001 < 0,001
n.s. n.s. n.s.
n.s. 0,008 0,007
n.s. < 0,001 < 0,001
MoSo n.s. n.s.
n.s. 0,005 0,006
n.s. < 0,001 < 0,001
n.s. < 0,001 < 0,001

PK — periferni krev, RZ — rendlni Zilni krev, TIL — tumor infiltrujici lymfocyty, Med. — medidn, p — hladina vyznamnosti

T-lymfocyty byly vétsinovou populaci
v periferni a rendlnf Zilni krvi. Zastou-
peni NK bunék (CD37/16'/56") a CD3"/
DR", CD87/DR", CD25", CD4'/45RO"
T-lymfocyth a minoritni populace cy-
totoxickych bunék CD37/8" nepattici
do T-lymfocytd nevykazovalo statis-
ticky vyznamné rozdily. Lymfocytarni
populace v rendlni Zile se nelisi od zily
perifernt.

Diskuse

Klinickd pozorovéni jak spontannich
regresi primarnich i sekundérnich lo-
zisek RCC, tak i léCebné odezvy
u 15-20 % nemocnych po podani IL-2
svéd¢i pro dcinnou protinddorovou
odezvu. Za protinddorovou odezvu
jsou zodpovédny tumor infiltrujici lym-
focyty (TIL). Jedna se o heterogenni
populaci cytotoxickych bunék nesou-
cich prevazné fenotyp CD3'/CDS8"
aCD3/CD16'/CD56". CD4' T-lymfo-
cyty a B-lymfocyty jsou vétsinou au-
tord shleddny minoritni populacivTIL
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[27]. Na v3ech uvedenych buné¢nych
populacich izolovanych z RCC jsou
nalézany znaky ¢asné i pozdni aktivace
[5]. Pro efektivni protinddorovou ode-
zvu je dulezité rozpoznani nadorovych
struktur T-lymfocyty. V tomto ohledu
je za klicovou povazovana role dendri-
tickych bunék (dendritic cells - DC)
a monocytd infiltrujicich tumor. Den-
dritické bunky predkladaji nadorové
antigeny cytotoxickym lymfocytdim
a mohou svym cytokinovym spektrem
uprednostiiovat Th1 nebo Th2 ode-
zvu CD4" subsett [11].

Az u 70 % rendlnich tumord tvofi
CD8" T-lymfocyty hlavni bunécnou
populaci TIL bunék [21]. S timto na-
lezem souhlasi i nase pozorovdni.
Prevaha populace CD3'CD8" bunék
byla popsdna i ve stromatu nadord
vychdzejicich z jinych tkani [9,20,29,
40,41]. Protinddorovou aktivitu vy-
kazuji CD4" T-lymfocyty, které jsou
hlavnim producentem IL-2. Plisobe-
nim I-2 je indukovana diferenciace

a aktivace cytotoxickych T-lymfocytl
a NK bunék [6]. Th1 subset CD4" T-
lymfocytt produkuje IFN a zesiluje
cytotoxickou funkei CD8" T-lymfocytd.
Naopak prevazuje-li aktivita Th2 sub-
setu, je uprednostriovana protilatkova
odezva a prostfednictvim IL-4 a IL-5 je
potla¢ovana funkce Th1 podtypu.
Pfitomnost efektorovych bunék infil-
trujicich tumor a jejich aktivace je do-
kladem lokalnf imunitni odezvy [15].

Igarashi et al porovnali zastoupenf
lymfocytérnich subpopulaci v tumor
infiltrujicich lymfocytech (TIL). Tato
studie hodnotila korelaci mezi feno-
typem TIL a odezvou na lécbu inter-
feronem-a.. U nemocnych s pokroci-
lym onemocnénim (llIl. a IV. stadiem),
u kterych CD4" T-lymfocyty tvotily vice
nez 40 % TIL bunék, bylo podanim
interferonu-o. dosazeno parcidlnf re-
mise nebo stabilizace nemoci. Naopak,
u nemocnych s po¢tem CD8" TIL vy3-
$im nez 25 % nebylo dosazeno |é¢ebné
odezvy. Zvyseni CD8" a snizeni CD4*

Vniti Lék 2008; 54(2): 139-145




tumor infiltrujicich lymfocytd bylo
spojeno z hord prognézou onemoc-
néni. Nadto in vitro provedené funk-
¢ni analyzy TIL potvrdily, ze CD4"
T-lymfocyty vykazuji znamky aktivace,
zatimco CD8' T-lymfocyty v nékterych
pfipadech neexprimovaly povrchové
molekuly svéd¢ici pro aktivaci a tyto
buriky nebyly schopny efektivné indu-
kovat cytolyzu teréovych bunék [17].
U nasich pacientll byl receptor pro
antigen (TcR) na CD8" T-lymfocytech
tvoreny prevazné heterodimerem o,/f.
Pomér CD8" T-lymfocyt s TcR o/f
k TcR /8 byl stejny v periferni krvi, krvi
zrendlni Zily i TIL. Naproti tomu u pa-
cientl s lokalizovanou chorobou
(I.a Il. stadium) nema fenotyp TIL
prognosticky vyznam [35,38].
Specifické T-lymfocyty se po setkdni
s antigenem aktivujf, coZ je provdzeno
zménou exprese aktivacnich molekul,
jako napriklad molekuly CD69, HLA-DR
a receptoru pro IL-2 (CD25) [22,31].
Exprese casné aktivacni molekuly
CD69 je detekovatelna za 2-3 hod po
stimulaci. Poéty bunék nesoucich fe-
notyp CD3"/69" byly u nasich pacientd
signifikantné vy38i v TIL nez v periferni
krvi. Arteficidlni stimulace pfi zpra-
covani nadorové tkané byla blokovdna
azidem sodnym, ktery byl obsazen v fe-
dicim i promyvacim roztoku (0,1%).
Tiemenssen popsal zvySenou expresi
CD69 molekuly na antigeny stimulo-
vanych T-lymfocytech. Vlivem TGF-
(transformujiciho rastového faktoru)
na aktivované T-lymfocyty doslo k signi-
fikantnimu zvy3eni exprese CD69 [36].
Aktivované lymfocyty vak nemély vy-
jadrenou expresi molekuly CD25,
kterd odrazi ¢asné stadium bunécné
aktivace a je pfitomna na TIL nemoc-
nych, odpovidajicich na lé¢bu rekom-
binantnimi cytokiny [34]. ZvySena
exprese CD25 (Fetézce o, ktery je sou-
¢asti receptoru pro IL-2) na T-lymfo-
cytech u rendlniho karcinomu, je po-
vazovana za prikaz lokalni protina-
dorové aktivity [1,2,23,32]. V nasem
souboru jsme nalezli naopak signifi-
kantné sniZzené zastoupeni CD25"
T-lymfocyt v TIL v porovnani s peri-
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ferni krvi [28,30]. Vlivem nadorového
mikroprostredi je poruseno vyzravani
aktivovanych TIL, ¢dst bunék vstupu-
je do apoptdzy. V nddorové tkani, ale
i vséru nemocnych s nddory je proka-
zovan TGFB, produkovany nadorovy-
mi burikami. TGFB se vyznamné po-
dili na nddorové angiogenezi.

U nasich nemocnych nebyl v porov-
nanis periferni krvi zjistén ani zvySeny
pocet TIL nesoucich molekulu HLA-DR.
Vyjadieni HLA-DR molekul je projevem
prolongované stimulace. Molekuly
HLA-DR IlI. t¥dy je mozné prokazat
na bunkdch se zpozdénim 48-72 hod
po antigenn{ stimulaci [8]. Vysledky
nasi studie se shoduji's jinymi pracemi,
popisujicimi expresi molekul HLA-DR
na CD3 a CD8 pozitivnich T-lymfocy-
tech. Ackoliv zastoupeni CD3'/DR’
a CD8"/DR’ bunék bylo u nasich pa-
cientll vy$3i v TIL nez PBL, nebyly tyto
rozdily signifikantni [7,37].

NK buriky v periferni krvi jsou feno-
typové heterogenni populaci. CD56
molekula je prezentovdna téméf na
viech NK burkach, zatimco CD57
molekula je prezentovana jen na zra-
lych NK burikach. Pritomnost NK bu-
nék je dllezitd pro tcinnost lécby IL-2.
Donskov et al uvadi, Ze v pribéhu lécby
svétlobunécného karcinomu ledviny
nebyla prokdzdna detekovatelna pfi-
tomnost CD56" bunék v tumoru [12].
Naopak bylo prokdzéno, ze p¥itom-
nost CD57 pozitivnich bunék je pro
dosazenf |é¢ebné odezvy po podanfi
IL-2 nezbytnd. Bylo potvrzeno, Ze p¥i-
tomnost CD57" NK bunék v nddoru
ma vliv na délku preziti jak u rendlniho
karcinomu, tak u karcinomu kolorektal-
niho a u karcinomu zaludku. NK buriky
jsou povaZovany za klicovou populaci
zajistujici kontrolu nddorového bujeni
[18]. Nizky pocet NK bunék mezi TIL
je spojen s vy$8im rizikem progrese na-
doru. Chybéni CD3CD56'CD16" bu-
nék v periferni krvi a/nebo mezi TIL
burikami u nemocnych s RCC je spo-
jeno s rizikem rozvoje metastaz, coz
svéd¢i o protektivni roli téchto bunék
[16,39]. Zastoupeni NK bunék v peri-
ferni krvi a nddorovém stromatu ne-
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vykazovalo u nasich nemocnych roz-
dilt [24].

Infiltrace nadoru lymfocyty vykazu-
jicimi cytotoxickou aktivitu namitenou
proti nddorovym burikdm je povazo-
vana za zndmku uGcéinné protinddo-
rové odezvy. Navzdory témto néleziim,
spontanni regrese tumoru a terapeu-
tickd odezva na podani biologické
|é¢by jsou pozorovany pouze u malé
¢asti nemocnych s karcinomem ledviny.
Pfitomnost aktivovanych T-lymfocytd
nemusi odrazet protinddorovou ode-
zvu. Zvysend exprese molekuly CD69,
kterd neni nendsledovand vyjadienim
CD25 a HLA-DR na T-lymfocytech, je
tieba povaZovat za projev selhani pro-
tinddorové imunitni odezvy [21,37].

B-lymfocyty tvofi minoritni populaci
TIL. Ackoliv pfesnd role B-lymfocytt
nenf znama, vyjadreni molekuly CD69
na B-lymfocytech infiltrujicich tumor
svéddi o jejich Ucasti v protinddorové
odezvé [25]. V pFipadé nddoru mize
protilatkova odezva na nddorové an-
tigeny vést po navazdni protilatky k za-
blokovani epitopl rozpozndvanych
specifickymi cytotoxickymi T-lymfocyty
a potencovat nadorovy riist. Vy3si za-
stoupeni B-lymfocytd mezi TIL bylo
pozorovano u nemocnych s preva-
hou aktivity Th2 infiltrujicich lymfo-
cytl. Vyznam role antigen prezentujicf
burky nebyl v p¥ipadé B-lymfocytl u né-
dorovych onemocnéni jednoznacné
prokdzin [3,27,33,40,41]. U nasich
nemocnych tvotily B-lymfocyty méné
nez 1 % TIL a jejich pocty byly v po-
rovndni s pocty v PBL signifikantné
nizsi.

K odlignym zavérim dospél Shabtai
v prdci, kterd porovnavala zastoupenf
T- a B-lymfocytd v TIL a periferni Zilni
krvi u 8 nemocnych s pokrocilym renal-
nim karcinomem. Pomér poctu B-lym-
focyth infiltrujicich nador k B-lymfo-
cytim v periferni krvi byl 2,4, zatimco
pomér T-lymfocytd infiltrujicich nador
k T-lymfocytdm v periferni krvi byl
0,48. Navic T-lymfocytarni populace
byla zastoupena prevdzné CD3"/CD4"
lymfocyty [34]. U téchto nemocnych
pravdépodobné doslo k prevdzeni
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Th2 odezvy nad Th1 s tvorbou proti-
latek blokujicich specifické nddorové
antigeny a cytokin(, které umoznily
nadorovy rast [15].

Porovnanim lymfocytarnich subpo-
pulaci v periferni krvi a v rendlnf Zile
nebyl zjistén statisticky signifikantni
rozdil v jejich zastoupeni. Tento ndlez
jsme vzhledem k relativnimu pratoku
rendlnf Zilou pfedpokladali, nicméné
literarni idaje o tomto nalezu jsme
v literatute nenalezli. V nasi studii jsme
vyuzili moznosti peroperaéniho od-
béru krve z rendlni Zily.

Zavér

Lze shrnout, Ze zastoupeni aktivova-
nych T-lymfocyt(i v nddoru je vy3si nez
v periferni krvi. CD3"/CD8" T-lymfo-
cyty jsou dominantni lymfocytarni po-
pulaci TIL. Ze znalosti fenotypu efek-
torovych bunék Ize usuzovat na cha-
rakter protinddorové imunitni odezvy.
Za hlavni pfic¢inu selhdni protinddo-
rové odezvy je povazovano cytokinové
mikroprostredi uvnitf nadoru a nedo-
stacujici nddorové antigenni pod-
néty. Vysledkem je neticelna zdnétova
lokdIni reakce a progrese tumoru.
K prolomenti tohoto stavu, pf¥i kterém
jsou tolerovany nddorové struktury,
nevedou ve vétsiné ptipadd ani imu-
nomodulacni zasahy interleukinem-2
a interferonem-a. [ 13].

Tento piispévek vznikl s podporou grantu
vyzkumného zdméru IGA: NR/8914-4.

Zkratky

BP-filtr bandpass filtr

v koeficient variability

DNA deoxyribonukleovd kyselina

FITC fluorescein izothiokyanat

Med. medidn

p probability level (hladina
vyznamnosti)

PC5 phycoerythrin cyanin 5

PE phycoerythrin

Pl propidium jodid

RNA ribonukleova kyselina

TNM Tumor, Nodi, Metastasis
klasifikace
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