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Souhrn
γδ T lymfocyty představují menšinovou populaci T lymfocytů, která se v základu liší konstrukcí 
TCR receptoru. Unikátní vlastnosti γδ TCR dávají pak těmto buňkám jedinečné efektorové 
funkce a specifi ckou roli (nejen) v protinádorové imunitní odpovědi. V tomto článku popisu-
jeme základní charakteristiku těchto buněk ve vztahu k onkologickým onemocněním. V ex-
perimentální části je pak provedena exploratorní analýza zastoupení γδ T lymfocytů v běžné 
populaci a srovnání těchto hodnot s hodnotami pa cientů s melanomem a karcinomem prsu. 
Medián procentuálního zastoupení γδ ze všech lymfocytů byl 2,9 % (interkvartilové rozpětí – 
IQR 1,7– 4 %). Medián absolutních počtů γδ buněk v litru krve byl 5,05 × 107 (IQR 2,9– 7,84 × 107). 
Medián procentuálního zastoupení γδ buněk mezi T lymfocyty byl 3,9 % (IQR 2,3– 5,6 %). V re-
ferenční populaci nebyla prokázána závislost kvantitativních parametrů γδ buněk na pohlaví 
či věku. Dále proběhla detailní imunofenotypizace popisující zastoupení paměťových subpo-
pulací (pomocí značení CD45RO a CD27) a výskyt povrchových markerů HLA-Dr, CD69, CD25, 
CD28, CCR7, CTLA- 4, ICOS, PD- 1L a PD- 1 mezi γδ T lymfocyty u kontrol a pa cientek s karcino-
mem prsu. Z této analýzy je patrné, že γδ buňky netvoří uniformní populaci, ale mohou se ve 
svých povrchových markerech lišit, stejně jako se pak liší v efektorových funkcích.
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Summary
γδ T cells present a minor population of the T cell family which basically diff ers in construction 
of their T cell receptor (TCR). Thanks to the features of γδ TCR, these cells can acquire unique 
eff ector functions and play a specifi c role (not only) in anti-tumor immune response. In this 
article, we describe the basic characteristics of this cell population and their connection to 
cancer. In the experimental part we performed exploratory analysis of circulating γδ T cells in 
reference population and comparison with melanoma and breast carcinoma patients. The me-
dian percentage of γδ T cells from all lymphocytes was 2.9% (interquartile range – IQR 1.7– 4%). 
The median absolute numbers of γδ cells per liter of blood was 5.05 × 107 (IQR 2.9– 7.84 × 107). 
The median percentage of γδ cells between all CD3 T cells was 3.9% (IQR 2.3– 5.6%). No cor-
relation between γδ T cells levels and gender or age was observed in reference population. 
Detailed immunophenotyping was also conducted describing representation of memory sub-
sets (using CD45RO and CD27 markers) and presence of surface markers HLA-Dr, CD69, CD25, 
CD28, CCR7, CTLA- 4, ICOS, PD- 1L and PD- 1 between γδ T cells of the controls and breast carci-
noma patients. From this analysis, it is evident that γδ T cells do not represent a uniform popu-
lation but they diff er in surface markers as well as in their eff ector functions.
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Úvod

Základní povrchovou strukturou T lym-
focytů je tzv. T- cell receptor (TCR). 
Pomocí tohoto receptoru a kostimulač-
ních molekul pak T lymfocyty rozpozná-
vají antigenní peptidy, ve většině případů 
prezentované pomocí hlavního histo-
kompatibilního komplexu (major histo-
kompatibility complex  –  MHC) anti gen 
prezentujících buněk (antigen presenting 
cells –  APC). TCR je transmembránový he-
terodimer složený ze dvou řetězců, buďto 
α a β nebo γ a δ. Každý řetězec sestává 
z  intracelulární, transmembránové a ex-
tracelulární domény, jejíž variabilní do-
ména je odpovědná za rozpoznání anti-
genního komplexu. Zatímco TCR receptor 
konvenčních αβ T  lymfocytů interaguje 
pouze s peptidy navázanými na molekuly 
MHC třídy I nebo II, γδ TCR je schopen roz-
poznat širokou škálu vlastních a cizích an-
tigenů, např. malých peptidů, solubilních 
či membránových proteinů, fosfolipidů 
apod., bez prezentace prostřednictvím 
MHC [1], díky čemuž je jejich role v rámci 
imunitního systému spíše vrozená než 
adaptivní.

Mezi efektorové funkce γδ T lymfocytů 
patří produkce cytokinů (INF-γ, TNF-α) 
a chemokinů (MIP-1α/ β, RANTES), stejně 
jako přímá cytotoxicita (perforin, gran-
zym) a  buněčná cytotoxicita závislá na 
protilátkách (antibody dependent cel lular 
cytotoxicity –  ADCC) [2]. U člověka a myši 
představují γδ T lymfocyty méně než 5 % 
všech cirkulujících lymfocytů [3], naopak 
u  přežvýkavců se jejich zastoupení po-
hybuje mezi 15 a 60 % a zde γδ T lymfo-
cyty mají roli spíše regulační než cytoto-
xickou  [4]. Mimo cirkulaci a  lymfatické 
orgány se γδ T lymfocyty u  člověka na-
cházejí také v epitelu. Přesné typy γδ TCR 
receptoru jsou tkáňově specifi cké. Kon-
krétně Vγ9Vδ2  TCR je exprimován na 
50– 95 % γδ buněk v periferní krvi [5], za-
tímco TCR složené z jiných Vδ elementů se 
vyskytují na γδ buňkách ve vnitřních or-
gánech (Vδ1 a Vδ3 ) nebo kůži (Vδ1) [6].

Cílem tohoto sdělení je shrnout lite-
rární data o úloze γδ buněk u onkologic-
kých onemocnění. Cílem experimentální 
části je popsat: a) hladiny cirkulujících 
γδ T lymfocytů v  krvi jedinců z  běžné 
populace a  provést exploratorní ana-
lýzu; b) hodnoty cirkulujících γδ T lym-
focytů u  pa cientů s  maligním melano-

mem a karcinomem prsu a c) detailního 
imunofenotypu.

Patofyziologická úloha 

γδ T lymfocytů

Vzhledem k tomu, že aktivace γδ buněk 
nevyžaduje zpracování a  prezentování 
antigenu antigen- prezentující buňkou, 
mohou být γδ buňky velmi rychle aktivo-
vány a sloužit tak jako součást časné fáze 
imunitní odpovědi. Stejně jako NK buňky, 
i  γδ T lymfocyty reagují na stimulaci li-
gandy indukovanými infekcí nebo stre-
sem, kterými jsou u  lidí např. MICA/ B 
nebo ULBP [7]. Tyto ligandy jsou obyčejně 
exprimovány slabě či vůbec a  k  jejich 
upregulaci dochází pouze za přítomnosti 
stresu (poškození DNA, teplotní stres) 
nebo infekce. K aktivaci γδ buněk pak do-
chází prostřednictvím jejich receptoru 
NKG2D [8,9], v ně kte rých případech přímo 
prostřednictvím γδ TCR receptoru  [10]. 
Lidské γδ T buňky navíc exprimují recep-
tory rozpoznávající molekulární vzorce 
(pattern recognizing receptors  –  PRR) 
jako např. toll-like receptory (TLR), které 
modulují jejich aktivaci [11]. Historicky je 
známa především schopnost mykobakte-
rií reaktivovat γδ T lymfocyty [12]. 

Studie ukázaly, že Vγ9Vδ2 buňky lidské 
periferní krve dokážou po aktivaci fos-
foantigenem vyvolat imunitní odpověď 
typu Th1 [13], která je charakterizována 
produkcí cytokinů TNF-α a  IFN- γ a  cy-
totoxickou aktivitou  [14]. Tato diferen-
ciace Vγ9Vδ2 buněk cestou Th1 pravdě-
podobně probíhá během jejich periferní 
expanze po vystavení environmentál-
ním mikrobiálním antigenům. Novo-
rozenecké γδ buňky produkují IFN-γ, 
schopnost produkovat TNF-α získávají 
po jednom měsíci od vystavení antige-
nům prostředí po porodu [15]. V in vitro 
podmínkách je ale v závislosti na přítom-
ných cytokinech a stimulech TCR recep-
toru možno diferencovat γδ buňky do 
fenotypů připomínajících Th2, Th17, foli-
kulární pomocné T buňky (Tfh) nebo re-
gulační T buňky (Treg) [16,17].

γδ T lymfocyty a onkologická 

onemocnění

Mechanizmus rozpoznání 

nádorové buňky

Aktivace a získání efektorových funkcí je 
u γδ buněk, stejně jako u ostatních po-

pulací T lymfocytů, podmíněno stimu-
lací TCR receptoru. Ten u γδ T lymfocytů 
specificky rozeznává molekuly, jejichž 
exprese je zvýšená ve stresových pod-
mínkách. V  případě normální buňky je 
koncentrace izoprenoidních metabolitů 
(jako např. izopentyl pyrofosfát  –  IPP) 
příliš malá na to, aby byla rozpoznána 
Vγ9Vδ2 buňkami jakožto varovný signál. 
Deregulace izoprenoidního metaboli-
zmu má u  ně kte rých nádorů za násle-
dek nadprodukci IPP, které je pak dete-
kováno Vγ9Vδ2 buňkami jako nádorový 
antigen  [18]. K  akumulaci IPP dochází 
např. při zablokování metabolizmu ky-
seliny mevalonové pomocí aminobisfos-
fonátů. Stimulace NKR exprimovaného 
γδ buňkami a  částečně také receptoru 
NKG2D může rovněž efektivně spus-
tit protinádorové funkce těchto buněk. 
NKG2D je exprimován Vγ9Vδ2 buňkami 
a váže se na nekonvenční MHC molekuly 
typu MIC nebo ULBP, které jsou exprimo-
vány nádorovými buňkami [8,9].

Vliv na aktivitu jiných 

imunokompetentních buněk

Kromě přímého cytotoxického efektu 
se γδ buňky podílí na protinádorové 
imunitní odpovědi také nepřímo pro-
střednictvím aktivace jiných buněčných 
typů, jako např. dendritických buněk, 
NK buněk a  efektorových T lymfocytů 
(obr. 1). Při kontaktu s nádorovou buň-
kou nebo po stimulaci TCR, NKG2D či 
za působení cytokinů jako IL-12  nebo 
IL-18  produkují lidské γδ T lymfocyty 
IFN-γ a TNF-α  [8,19]. Tyto dva cytokiny 
mohou potlačovat růst nádoru několika 
možnými způsoby, především však ini-
ciací protinádorové aktivity CD8 buněk 
(obr. 1A) a inhibicí angiogeneze [20].

Pro-nádorová aktivita γδ T lymfocytů

Imunosupresivní schopnosti lidských 
Vγ9Vδ2  buněk mohou také hrát dů-
ležitou roli. Tyto buňky dokáží po ak-
tivaci produkovat cytokiny jako IL-4, 
IL-10 nebo TGF-β, potlačovat proliferaci 
T lymfocytů a tím vytvořit regulační me-
chanizmus, který může výrazně potlačit 
protinádorovou imunitní odpověď [21]. 
Vše rozhodně závisí na kontextu, jelikož 
Vγ9Vδ2 buňky mohou vykazovat funkce 
Th1, Th2, Th17  i  Th1/ reg-like funkce 
a syntetizovat jak IFN- γ, IL-4 a IL-17, tak 
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Materiál a metody

Biologický materiál

Při této studii byly průtokovou cytomet-
rií vyšetřovány vzorky krve odebrané do 
K3EDTA. Vzorky byly analyzovány v den 
odběru nebo uchovány v  lednici po 
dobu max. 48 hod. Celkem bylo analyzo-
váno 50 vzorků pa cientů s maligním me-
lanomem, 50  vzorků pa cientek s  karci-
nomem prsu a 50 kontrol, pro které byly 
použity vzorky z preventivních vyšetření. 
Vzorky pa cientů byly vybrány na základě 
dia gnózy C43, resp. C50  v  elektronické 

in vitro expanzi, tj. aplikace bisfosfo-
nátů a  IL-2  [33,34]. Při léčbě hormo-
nálně refrakterního karcinomu prostaty 
bylo dosaženo lepší léčebné odpovědi 
ve skupině léčených IL-2  a  zoledroná-
tem oproti skupině se zoledronátem sa-
motným  [35]. Stimulace protinádoro-
vého efektu γδ T lymfocytů může být 
také jedním z efektů imunoterapie pro-
střednictvím vakcinace mykobakteriál-
ním preparátem  [36,37], což je v  sou-
časné době také předmětem klinických 
zkoušek [38].

IL-10 nebo TGF-β. Poslední dva jmeno-
vané cytokiny mají imunosupresivní 
funkce a  mohou být tím pádem zapo-
jeny do pro-nádorových aktivit γδ T lym-
focytů. TGF-β hraje klíčovou roli v rozvoji 
nádoru díky schopnosti posílit invazivitu 
nádorových buněk a  tvorbu metastáz 
prostřednictvím modulace imunitního 
prostředí v oblasti nádoru. Nejvýznam-
nější mechanizmy podpory progrese 
nádoru spojené s  TGF-β jsou epite-
liálně-mezenchymální tranzice, únik 
imunitnímu systému a  podpora proli-
ferace nádorových buněk [22]. Exprese 
IL-10 a TGF-β je u různých typů nádorů 
často zvýšená. IL-10  přímo ovlivňuje 
funkce antigen prezentujících buněk 
prostřednictvím potlačení exprese MHC 
a kostimulačních molekul, což má za ná-
sledek potlačení imunitní odpovědi, pří-
padně nastolení tolerance. IL-10  navíc 
potlačuje produkci Th1 cytokinů a pod-
poruje T- regulační mechanizmy.

γδ T lymfocyty v protinádorové 

imunoterapii

γδ buňky vykazují lytickou aktivitu ne-
závislou na MHC vůči nádorovým buň-
kám in vitro [23] a byla prokázána jejich 
schopnost infi ltrovat různé typy nádo-
rových tkání včetně karcinomu plic [24], 
karcinomu ledvin [25] a maligního me-
lanomu [26]. Z tohoto důvodu se lidské 
Vγ9Vδ2 T lymfocyty jeví jako atraktivní 
cíl pro protinádorové terapie. Existují dva 
základní přístupy využití γδ T lymfocytů 
v protinádorové terapii: 1. imunomodu-
lace vedoucí k in vivo stimulaci γδ buněk 
a jejich protinádorové aktivitě, 2. in vitro 
expanze a přímé podání γδ T lymfocytů 
onkologickým pa cientům.

γδ lymfocyty jsou expandovatelné pů-
sobením IL-2, a aminobisfosfonátů nebo 
fosfoantigenů in vitro  [24,27], kde byla 
také prokázána jejich cytolytická aktivita 
vůči nádorovým buňkám [27]. Adoptivní 
transfer expandovaných γδ T lymfocytů 
byl proveden u  pa cientů s  metastatic-
kým renálním karcinomem, mnohočet-
ným myelomem a  nemalobuněčným 
karcinomem plic  [2,28– 32]. Podání 
γδ T  lymfocytů bylo dobře tolerováno 
a  u  ně kte rých pa cientů bylo dosaženo 
objektivní odpovědi.

K in vivo expanzi γδ lymfocytů může 
být využit podobný přístup jako při 

Obr. 1. Mechanizmy protinádorové imunitní odpovědi prostřednictvím γδ T lymfocytů. 

A. Aktivace γδ buněk vede k produkci TNF-α a IFN-γ a expresi CD40L. To napomáhá matu-
raci dendritických buněk a diferenciaci T lymfocytů do buněk Th1. γδ Th17 buňky produ-
kují IL-17 podporující vývoj efektorových Th17 buněk. Buňky Th1 a Th17 vykazují protiná-
dorové funkce.

B. Aktivované γδ buňky dokáží prostřednictví trogocytózy získat a exprimovat molekulu 
CD1d a podporovat aktivaci iNKT buněk. Stejně tak vykazují funkce antigen prezentujících 
buněk (MHC I a II, CD40, CD83, CD86) a aktivují naivní i efektorové T lymfocyty s protiná-
dorovou cytotoxickou aktivitou.

C. Aktivované γδ buňky mohou poskytnout kostimulační signál NK buňkám prostřednic-
tvím exprese molekuly CD137.

Adaptováno dle [19].
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Obr. 2. Kvantifi kace γδ T lymfocytů (GD) ve vzorcích periferní krve mužů a žen v referenční populaci.
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nání hladiny γδ T lymfocytů ve dvou sku-
pinách byl použit neparametrický Man-
nův- Whitneyho test. Vztah mezi věkem 
a  hladiny γδ T lymfocytů byl stanoven 
pomocí Spearmanova koefi cientu kore-
lace a  jeho významnost byla testována 
příslušným testem. Všechny statistické 
testy byly oboustranné a byly provedeny 
na 5% hladině významnosti.

Výsledky

Hladiny γδ T lymfocytů 

v periferní krvi jedinců 

bez onkologické dia gnózy

U kontrolní populace nebyla u  kvan-
titativních parametrů γδ T lymfocytů 
pozorována statisticky významná zá-
vislost na pohlaví či věku (obr.  2). 
Medián procentuálního zastoupení γδ 

anti-CD279 PC7, anti-CD274 APC a anti-
-CD197 PE (vše Beckman Coulter). Nej-
dříve proběhla inkubace 50  μl krve se 
směsí protilátek po dobu 15 min ve tmě 
a  při pokojové teplotě, poté bylo při-
dáno 600  μl lyzačního roztoku Versa-
Lyse (Beckman Coulter) a  ponecháno 
dalších 15 min ve stejných podmínkách. 
Takto připravené vzorky byly analyzo-
vány fl owcytometricky na přístroji Navios 
(Beckman Coulter). Absolutní počet 
γδ T  lymfocytů byl stanoven výpočtem 
z  celkového počtu lymfocytů, který byl 
stanoven na hematologickém analyzá-
toru Sysmex XT- 5000.

Statistická analýza

Statistické zhodnocení bylo provedeno 
v  programu R (verze 3.0.2). Pro porov-

zdravotnické dokumentaci pa cienta (NIS 
Grey Fox) a vzorky pa cientů s nádorovou 
multiplicitou nebyly z analýzy vyloučeny. 
Věk kontrolních jedinců bez onkologické 
dia gnózy se pohyboval od 24 do 78 let 
s mediánem 56 let. U pa cientů s melano-
mem byl věkový rozptyl od 37 do 83 let 
s mediánem 67,5  let, u karcinomu prsu 
pak od 36 do 91 let s mediánem 61 let.

Průtoková cytometrie

Flowcytometrická analýza γδ T lymfo-
cytů byla provedena za použití značení 
protilátkami anti-CD3  PC5, anti-CD4 
PC7 a anti-γδTCR FITC a pro detailní imuno-
fenotyp anti-CD45RO ECD, anti-CD27 PE, 
anti-HLA-Dr  PC5, anti-CD69  PC5, anti-
-CD25 PC5, anti-CD278 APC, anti-CD152 
PE, anti-CD28 APC- Alexa fluor 750, 
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de Gramont. Radioterapie ukončena 
plánovaně v lednu 2015. Nadále se po-
kračuje chemoterapií. Aktuálně podána 
7. série.

 Případ D. Pa cient, ročník 1935, s dise-
minací maligního melanomu. Primární 
ložisko melanomu dia gnostikováno 
a  excidováno v  9/ 2011. Mikroskopický 
nález ukázal na neúplnosti excize, proto 
reexcidováno v říjnu 2011. Pa cient dále 
sledován. V  11/ 2014  se objevily me-
tastázy v  kalvě a  v  plicích, B RAF nega-
tivní. V 2/ 2015 zahájena 1. linie chemo-
terapie DTIC, nyní 3. série.

Pa cientky s karcinomem prsu s nejvyš-
ším absolutním i procentuálním zastou-
pením  γδ T lymfocytů jsou:

Případ A. Pa cientka, ročník 1969, 
s  dia gnózou karcinom prsu vpravo, 
dg.  7/ 2012, HER2  1+, stav po parciální 
mastektomii a  adjuvantní radioterapii 
(ukončena 6/ 2013) a hormonální adju-
vantní terapii tamoxifenem. Nyní po-
radiační fibróza v  pravém prsu, bez 
nálezu metastáz a  bez známek reci-
divy. Nadále hormonoterapie tamoxi-
fenem a 6/ 2014 a 12/ 2014 podány dvě 
dávky imunoterapie s  nelipepimut- S 
(NeuVax™) v rámci studie PRESENT.

Případ B. Pa cientka, ročník 1957, s dia-
gnózou karcinom prsu vpravo z 9/ 2007. 
Histologicky se jedná o  invazivní duk-
tální karcinom, ER 80 %, PR 20 %, HER 3+, 
HER 2+ (FISH), T4b N2 M0, klinické sta-
dium IIIB. Indikována chemoterapie a cí-
lená léčba: 4krát AC, následně 4krát taxo-
tere 3w a trastuzumab (1/ 2008– 6/ 2009) 
s  efektem dočasné regrese nádoru. 
Dále udržovací terapie letrozolem. Pro-
grese onemocnění 9/ 2014, paliativní 
chemoterapie docetaxel a  trastuzu-
mab s progresí onemocnění v 12/ 2014, 
dále pokračováno eribulinem. Nyní me-
tastázy v nadklíčku, podklíčku, na hrud-
níku vlevo a lehce i vpravo, v levé axile 
a v levém prsu –  další progrese ve srov-
nání s  12/ 2014, progredující fluidoto-
rax vlevo. Zahájena léčba s trastuzumab 
emtansin.

Případ C. Pa cientka, ročník 1924, s dia-
gnózou karcinom prsu vlevo 1/ 2015. 
Resekce v 2/ 2015, histologicky invazivní 
karcinom málo diferencovaný (G3). Bez 
nálezu metastáz, bez nálezu postižení 
uzlin (cT2 N0 M0). Od 3/ 2015 adjuvantní 

gnostikován v 4/ 2013, T4b Nx Mx (LAP 
v  dx třísle), inoperabilní, paliativní sig-
moideostomie, 1. linie chemoterapie 
FOLFOX a  konkomitantně radiotera-
pie na oblast pánve, celkem absolvoval 
10 sérií chemoterapie bez závažnějších 
nežádoucích účinků (NÚ), radioterapie 
ukončena předčasně pro rozvoj kožní to-
xicity. V 3/ 2014 onemocnění operabilní 
a  v  4/ 2014  byla provedena exenterace 
pánve s ureteroileostomií. Vedlejším ná-
lezem adenokarcinom prostaty, Gleason 
skóre 3 + 4, pT2c, L0 V0. Pa cient dále sle-
dován a  léčen pro komplikace spojené 
s  ureteroileostomií. Onkologické one-
mocnění se nyní jeví bez známek dise-
minace a bez lokální recidivy.

 Případ B. Pa cient, ročník 1968, s pri-
márně metastatickým (lymfatické uz-
liny v proximální části stehna) maligním 
melanomem dg. 2/ 2011. Po rozšířené 
disekci uzlin ilioinguinální krajiny adju-
vantní imunoterapie IFN- α, ukončena 
pro toxicitu v 6/ 2011. V 1/ 2012  lokore-
gionální recidiva a  v  6/ 2012  vícečetné 
podkožní metastázy bez vzdálené dise-
minace, v 8/ 2012 provedena izolovaná 
hypertermická chemoperfuze levé dolní 
končetiny, v 10/ 2012 generalizace mela-
nomu –  podkožní metastázy levé dolní 
končetiny, metastázy lymfatických uzlin 
v  pánvi a  retroperitoneu, susp. jaterní 
metastázy. V  11/ 2012  zahájena léčba 
vemurafenibem v  rámci klinické stu-
die s efektem regrese kožních metastáz. 
Efekt léčby trvá a  terapie vemurafeni-
bem pokračuje.

Případ C. Pa cient, ročník 1940, s on-
kologickou duplicitou  –  maligním me-
lanomem a adenokarcinomem žaludku. 
Melanom dia gnostikován v 1986. Řešen 
širokou excizí s disekcí levé axily. Po chi-
rurgickém zákroku v  kompletní remisi. 
Adenokarcinom žaludku dg. v  2009. 
Vzhledem k lokálnímu rozsahu onemoc-
nění následovalo radikální odstranění 
tumoru s gastrektomií a omentektomií. 
Po resekci tumoru byl pa cient sledován 
bez adjuvantní terapie. Relaps onemoc-
nění nastal v 7/ 2014. Na CT objevena so-
litární metastáza v játrech. V 9/ 2014 byla 
odoperována metastatická část jater 
a  horní okraj pankreatu. Pro histolo-
gicky pozitivní resekční okraje následo-
vala konkomitantně pooperační radio-
terapie a chemoterapie v režimu FU/ FA 

ze všech lymfocytů byl 2,85 % (interkvar-
tilové rozpětí  –  IQR 1,7– 4  %), z  toho 
u  žen 3,2  %  (IQR 1,7– 3,9  %) a  u  mužů 
2,7 % (IQR 1,7– 4,5 %) (obr. 2A). Medián 
absolutních počtů γδ buněk v litru krve 
byl 5,05 × 107 (IQR 2,9– 7,84 × 107), z toho 
u  žen 5,92  ×  107  (IQR 3,8– 8,02  ×  107) 
a u mužů 4,37 × 107 (IQR 2,41– 6,84 × 107) 
(obr. 2B). Co se týče procentuálního za-
stoupení γδ buněk mezi T lymfocyty, 
medián byl 3,9 % (IQR 2,3– 5,6 %), z toho 
u žen 4,2 % (IQR 2,3– 5,3 %), u mužů pak 
3,6 % (IQR 2,3– 6,1 %) (obr. 2C). 

Hladiny γδ T lymfocytů v periferní 

krvi nemocných s maligním 

melanomem a karcinomem prsu

Procentuální zastoupení cirkulujících 
γδ  T  lym focytů jak mezi T lymfocyty, 
tak mezi celkovými lymfocyty se neliší 
u pa cientů s maligním melanomem a kar-
cinomem prsu oproti zdravým kontrolám 
(obr. 3A, C). Absolutní počet γδ T lymfo-
cytů byl v periferní krvi pa cientů s ma-
ligním melanomem nižší než u zdravých 
kontrol (obr.  3B). Mediány analyzova-
ných hodnot byly následující: procen-
tuální zastoupení γδ buněk ze všech lym-
focytů u melanomu 2 % (IQR 1,4– 3,6 %), 
u karcinomu prsu 2,1 % (IQR 1,1– 3,4 %) 
a  u  kontrol 2,9  %  (viz výše). Absolutní 
počet γδ buněk v litru krve u melanomu 
2,9 × 107  (IQR 1,69– 5,56 × 107), u karci-
nomu prsu 3,6 × 107 (IQR 2,59– 6,13 × 107) 
a u kontrol 5 × 107 (viz výše). Procentuální 
zastoupení γδ buněk mezi CD3  lymfo-
cyty u  melanomu 3  %  (IQR 2,5– 5,6  %), 
u karcinomu prsu 2,7 % (IQR 1,5– 5,5 %) 
a u kontrol 3,9 % (viz výše).

V rámci pilotní analýzy byl proveden 
souhrn klinických dat pa cientů s malig-
ním melanomem i karcinomem prsu, je-
jichž hodnoty γδ T lymfocytů byly vý-
razně vyšší než ostatní výsledky ze 
skupiny. Klinické údaje jsou aktuální 
k 4/ 2015. Čtyři pa cienti s maligním me-
lanomem s nejvyšší hodnotou procen-
tuálního zastoupení γδ T lymfocytů jsou:

 Případ A. Pa cient, ročník 1955, s on-
kologickou triplicitou  –  adenokarcino-
mem rekta, adenokarcinomem prostaty 
a maligním melanomem v bederní kra-
jině. Dia gnóza melanomu v  8/ 2013. 
Ložisko kompletně excidováno, his-
tologická klasifi kace pT4b pNX, v kom-
pletní remisi. Adenokarcinom rekta dia-
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Obr. 4. Imunofenotyp cirkulujích γδ T lymfocytů u zdravých kontrol (Z1–Z3) a pacientek s karcinomem prsu (P1–P3).
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zvýšenou expresi znaků ICOS, CTLA- 4, 
CD28, PD- L1 a CCR- 7. Exprese PD- 1 byla 
naopak menší než u pa cientů P2 a P3. Již 
dříve bylo zjištěno, že s aktivací γδ buněk 
přichází zvýšení exprese CTLA-  4, 
CD28, PD- 1  a  PD- L1. Přičemž exprese 
PD- L1 byla po aktivaci vyšší než exprese 
PD- 1, přestože před aktivací byla nižší 
než PD- 1 [44]. V kontextu tohoto nálezu 
bychom mohli usuzovat, že u pa cienta P1
proběhla stimulace γδ T lymfocytů. Při-
čemž o aktivaci γδ T lymfocytů u P1 vy-
povídá také zvýšená exprese znaků 
ICOS, CCR- 7, HLA-Dr a  CD69  v  porov-
nání s  ostatními testovanými vzorky. 
Ve vzorku P1  jsme též zachytili malou 
subpopulaci γδ buněk, které exprimují 
zároveň markery CTLA- 4, PD- L1 a CD25, 
a tedy se imunofenotypem blíží γδ regu-
lačním T lymfocytům [45].

Z preklinického i  klinického výzkumu 
vyplývá, že γδ buňky v závislosti na přes-
ném fenotypu hrají určitou roli jak při in-
dukci imunitní odpovědi, tak i potlačení 
jeho funkce. V závislosti na kontextu tak 
mohou v  případě onkologických one-
mocnění nejen inhibovat, ale do jisté míry 
i  podporovat progresi patofyziologic-
kých jevů. Naše studie ukazuje, že i když 
γδ buňky tvoří jen minoritní část všech 
CD3+ T lymfocytů, existuje ještě mnoho 
podskupin, na které je možno tuto sub-
populaci rozdělit a které se významně liší 
ve svých funkcích. Pro detailní charakteris-
tiku a analýzu efektorových a regulačních 
funkcí γδ T lymfocytů je potřeba provést 
další experimenty, korelovat nález v peri-
ferní krvi s nálezem v nádorové tkáni a kli-
nickými údaji, jako je typ subtyp malig-
ního onemocnění, druh léčby, efekt léčby.
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imunitního systému při onkologickém 
onemocnění ve smyslu reaktantu akutní 
fáze. Otázkou je pochopitelně vliv pro-
tinádorové terapie na potlačení tvorby 
a vývoje γδ T lymfocytů. Zvýšené počty 
γδ buněk u ně kte rých pa cientů jak s ma-
ligním melanomem, tak s  karcinomem 
prsu pozorované v této práci jsou nyní 
v rovině kazuistik a nelze je jednoznačně 
interpretovat. Zajímavostí nicméně je 
elevace γδ buněk u  pa cientky na imu-
noterapii nonapeptidem nelipepimut- S 
a  u  pa cienta s  primárně metastatic-
kým maligním melanomem s  dlouho-
dobým efektem léčby vemurafenibem, 
v současné době více než čtyři roky od 
dia gnózy.

Ve studii s expandovanými γδ T lym-
focyty, kde autoři defi novali paměťový 
imunofenotyp absencí znaku CD45RA, 
byl dominantní imunofenotyp naivní 
CD27+CD45RA+ nebo CD27+CD45RA–  
paměťový, zatímco expandované buňky 
měly IF CD27– CD45RA–  efektorový pa-
měťový imunofenotyp  [2]. Naše explo-
ratorní analýza definující paměťový 
imunofenotyp jako CD45RO+  ukázala, 
že imunofenotyp v  rámci kontrolní 
skupiny zdravých jedinců je varia-
bilní. Zatímco u  kontroly Z1  převažo-
valy pozdní paměťové CD27– CD45RO–  
buňky, u  kontroly Z2  převažovaly 
efektorové CD27– CD45RO+ buňky 
a  u  kontroly Z3  dominoval pamě-
ťový CD27+CD45RO+ a  efektorový 
CD27– CD45RO+ imunofenotyp po-
dobně jako ve studii  [2]. U  pa cientek 
s  karcinomem prsu, které měly nízké 
zastoupení γδ T lymfocytů, domino-
val paměťový CD27+CD45RO+ imu-
nofenotyp u pa cientky P3 s vyšším po-
čtem γδ T lymfocytů v periferní krvi, byla 
většina γδ T lymfocytů pozdní pamě-
ťová CD27– CD45RO–  nebo efektorová 
CD27– CD45RO+. Exprese CD69  zcela 
chyběla u naivních buněk a byla rovno-
měrně rozložena mezi paměťové, efek-
torové a pozdní paměťové subpopulace. 
Vzhledem k expresi HLA-Dr je zřejmé, že 
γδ T lymfocyty mají schopnost prezento-
vat antigen. V naší studii exprese HLA-Dr 
korelovala se zastoupením efektorových 
buněk CD27– CD45RO+ podobně jako 
v práci [43], kde efektorové γδ T lymfo-
cyty sekretovaly nejen IFN- γ, ale také 
IL-17. U  pa cienta P1  jsme pozorovali 

hormonální terapie anastrozol s dobrou 
tolerancí.

Imunofenotyp γδ T lymfocytů 

V rámci imunofenotypizace γδ buněk 
byly analyzovány tři kontrolní vzorky u tří 
pa cientek s karcinomem prsu. Byl sledo-
ván výskyt znaků CD45RO a  CD27  (je-
jich kombinace defi nuje rozdělení T lym-
focytů na naivní, paměťové, efektorové 
a  pozdní paměťové), HLA-Dr (MHCII), 
CD69 (transmembránový lektinový pro-
tein vyskytující se na aktivovaných T lym-
focytech a NK buňkách), CD25 (α- řetězec 
receptoru pro IL-2, vyskytuje se na akti-
vovaných a regulačních T lymfocytech), 
CD278 (kostimulační molekula z rodiny 
CD28  –  ICOS, vyskytující se na aktivo-
vaných T lymfocytech), CD152 (CTLA- 4, 
receptor na povrchu T lymfocytů, který 
je afi nitní k  molekulám B7  a  hraje vý-
znamnou roli v potlačení aktivace imu-
nitního systému), CD28 (kostimulační re-
ceptor, který se společně s TCR podílí na 
aktivaci T lymfocytů), CD279 (program-
med cell death protein –  1PD- 1, recep-
tor důležitý pro regulaci imunitního 
systému, zároveň indukuje apoptózu 
antigen- specifi ckých T lymfocytů a  in-
hibuje apoptózu regulačních T lymfo-
cytů), CD274 (PD- L1 –  jeden ze dvou li-
gandů pro PD- 1) a CD197 (chemokinový 
receptor 7 –  CCR- 7, podílí se na kontrole 
migrace paměťových T lymfocytů a sti-
mulaci maturace dendritických buněk). 
Výsledky jsou uvedeny v obr. 4.

Diskuze

Medián procentuálního zastoupení 
γδ buněk mezi všemi cirkulujícími T lym-
focyty byl u referenční populace 3,87 %, 
což je mírně nižší hodnota než v  ji-
ných studiích, kde se pohybuje okolo 
5  %  [39,40]. U  pa cientů s  melanomem 
byl již dříve pozorován pokles cirkulu-
jících γδ buněk [41], což souhlasí i s na-
šimi výsledky. V dřívější studii však autoři 
poukazují na jev opačný –  zvýšení počtu 
cirkulujících cytotoxických γδ buněk 
u  pa cientů s  melanomem  [42]. V  této 
oblasti je třeba provést důkladnou ana-
lýzu s větším důrazem na stadium one-
mocnění a typ probíhající léčby. Celkově 
jsme nicméně nepozorovali u  onkolo-
gických pa cientů elevaci γδ buněk, která 
by mohla být prostým odrazem aktivace 
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