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Souhrn

y8 T lymfocyty predstavuji mensinovou populaci T lymfocytd, kterd se v zékladu lisi konstrukei
TCR receptoru. Unikatni vlastnosti y6 TCR davaji pak témto bunkdm jedine¢né efektorové
funkce a specifickou roli (nejen) v protinddorové imunitni odpovédi. V tomto ¢lanku popisu-
jeme zakladni charakteristiku téchto bunék ve vztahu k onkologickym onemocnénim. V ex-
perimentalni ¢asti je pak provedena exploratorni analyza zastoupeni y§ T lymfocytd v bézné
populaci a srovnani téchto hodnot s hodnotami pacienti s melanomem a karcinomem prsu.
Medién procentudlniho zastoupeni yé ze vsech lymfocytd byl 2,9 % (interkvartilové rozpéti —
IQR 1,7-4 %). Median absolutnich po¢tl y& bunék v litru krve byl 5,05 x 107 (IQR 2,9-7,84 x 10).
Medién procentualniho zastoupeni yd bunék mezi T lymfocyty byl 3,9 % (IQR 2,3-5,6 %). V re-
ferencni populaci nebyla prokazana zavislost kvantitativnich parametrd y6 bunék na pohlavi
¢i véku. Dale probéhla detailni imunofenotypizace popisujici zastoupeni pamétovych subpo-
pulaci (pomoci znac¢eni CD45R0 a CD27) a vyskyt povrchovych markert HLA-Dr, CD69, CD25,
CD28, CCR7, CTLA-4, ICOS, PD-1L a PD-1 mezi y& T lymfocyty u kontrol a pacientek s karcino-
mem prsu. Z této analyzy je patrné, ze y§ burky netvoii uniformni populaci, ale mohou se ve
svych povrchovych markerech lisit, stejné jako se pak lisi v efektorovych funkcich.

Klicova slova
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Summary

Y& T cells present a minor population of the T cell family which basically differs in construction
of their T cell receptor (TCR). Thanks to the features of y& TCR, these cells can acquire unique
effector functions and play a specific 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 y& T cells in
reference population and comparison with melanoma and breast carcinoma patients. The me-
dian percentage of y8 T cells from all lymphocytes was 2.9% (interquartile range — IQR 1.7-4%).
The median absolute numbers of y§ cells per liter of blood was 5.05 x 107 (IQR 2.9-7.84 x 107).
The median percentage of yd cells between all CD3 T cells was 3.9% (IQR 2.3-5.6%). No cor-
relation between y& T cells levels and gender or age was observed in reference population.
Detailed immunophenotyping was also conducted describing representation of memory sub-
sets (using CD45R0 and CD27 markers) and presence of surface markers HLA-Dr, CD69, CD25,
CD28, CCR7, CTLA-4, ICOS, PD-1L and PD-1 between y6 T cells of the controls and breast carci-
noma patients. From this analysis, it is evident that yo T cells do not represent a uniform popu-
lation but they differ in surface markers as well as in their effector functions.
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Uvod

Zakladni povrchovou strukturou T lym-
focytd je tzv. T-cell receptor (TCR).
Pomoci tohoto receptoru a kostimulac-
nich molekul pak T lymfocyty rozpozna-
vaji antigenni peptidy, ve vétsiné pripadu
prezentované pomoci hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu (major histo-
kompatibility complex - MHC) antigen
prezentujicich bunék (antigen presenting
cells — APC). TCR je transmembranovy he-
terodimer slozeny ze dvou fetézcd, budto
a a B neboy a 6. Kazdy fetézec sestava
z intracelularni, transmembranové a ex-
tracelularni domény, jejiz variabilni do-
ména je odpovédna za rozpoznani anti-
genniho komplexu. Zatimco TCR receptor
konven¢nich ap T lymfocytd interaguje
pouze s peptidy navazanymi na molekuly
MHC tfidy | nebo II, y§ TCR je schopen roz-
poznat Sirokou skalu vlastnich a cizich an-
tigen(, napf. malych peptidd, solubilnich
¢i membranovych proteind, fosfolipidl
apod., bez prezentace prostiednictvim
MHC [1], diky ¢emuz je jejich role v rdmci
imunitniho systému spise vrozena nez
adaptivni.

Mezi efektorové funkce y8 T lymfocytt
patii produkce cytokind (INF-y, TNF-a)
a chemokind (MIP-10/3, RANTES), stejné
jako pfima cytotoxicita (perforin, gran-
zym) a bunécnd cytotoxicita zavisld na
protildtkach (antibody dependent cellular
cytotoxicity — ADCC) [2]. U ¢lovéka a mysi
predstavuji y& T lymfocyty méné nez 5 %
vsech cirkulujicich lymfocytl [3], naopak
u prezvykavcl se jejich zastoupeni po-
hybuje mezi 15 a 60 % a zde y8 T lymfo-
cyty maji roli spise regulaéni nez cytoto-
xickou [4]. Mimo cirkulaci a lymfatické
orgény se y6 T lymfocyty u ¢lovéka na-
chazeji také v epitelu. Presné typy yd TCR
receptoru jsou tkanové specifické. Kon-
krétné VyoVvd2 TCR je exprimovan na
50-95 % y& bunék v periferni krvi [5], za-
timco TCR slozené z jinych V6 element( se
vyskytuji na y6 burikéch ve vnitinich or-
ganech (V81 aVé3) nebo khzi (V&1) [6].

Cilem tohoto sdéleni je shrnout lite-
rarni data o Uloze y6 bunék u onkologic-
kych onemocnéni. Cilem experimentalni
Casti je popsat: a) hladiny cirkulujicich
vy T lymfocytd v krvi jedinct z bézné
populace a provést exploratorni ana-
lyzu; b) hodnoty cirkulujicich y6 T lym-
focyth u pacientd s malignim melano-

mem a karcinomem prsu a c) detailniho
imunofenotypu.

Patofyziologicka uloha
y8 T lymfocyti
Vzhledem k tomu, Ze aktivace y6 bunék
nevyzaduje zpracovani a prezentovani
antigenu antigen-prezentujici bunkou,
mohou byt y6 buriky velmi rychle aktivo-
vany a slouzit tak jako soucast ¢asné faze
imunitni odpovédi. Stejné jako NK buriky,
i vy T lymfocyty reaguji na stimulaci li-
gandy indukovanymi infekci nebo stre-
sem, kterymi jsou u lidi napt. MICA/B
nebo ULBP [7]. Tyto ligandy jsou obycejné
exprimovény slabé ¢i vibec a k jejich
upregulaci dochdzi pouze za pfitomnosti
stresu (poskozeni DNA, teplotni stres)
nebo infekce. K aktivaci yd bunék pak do-
chazi prostfednictvim jejich receptoru
NKG2D [8,9], v nékterych pfipadech pfimo
prostrednictvim y& TCR receptoru [10].
Lidské y& T bunky navic exprimuji recep-
tory rozpoznévajici molekularni vzorce
(pattern recognizing receptors — PRR)
jako napt. toll-like receptory (TLR), které
moduluji jejich aktivaci [11]. Historicky je
zndma predevsim schopnost mykobakte-
rii reaktivovat y& T lymfocyty [12].

Studie ukazaly, ze Vy9V82 buriky lidské
periferni krve dokazou po aktivaci fos-

foantigenem vyvolat imunitni odpovéd

typu Th1 [13], kterd je charakterizovana
produkci cytokinG TNF-a a IFN-y a cy-
totoxickou aktivitou [14]. Tato diferen-
ciace Vy9Vb2 bunék cestou Th1 pravdé-
podobné probiha béhem jejich periferni
expanze po vystaveni environmental-
nim mikrobidlnim antigendm. Novo-
rozenecké yd bunky produkuji IFN-y,
schopnost produkovat TNF-a ziskavaji
po jednom meésici od vystaveni antige-
nam prostiedi po porodu [15]. V in vitro
podminkach je ale v zavislosti na pfitom-
nych cytokinech a stimulech TCR recep-
toru mozno diferencovat y& buriky do
fenotypl pfipominajicich Th2, Th17, foli-
kularni pomocné T bunky (Tfh) nebo re-
gula¢niT bunky (Treg) [16,171.

y6 T lymfocyty a onkologicka
onemocnéni

Mechanizmus rozpoznani

nadorové bunky

Aktivace a ziskani efektorovych funkci je
u y6 bunék, stejné jako u ostatnich po-

pulaci T lymfocytll, podminéno stimu-
laci TCR receptoru. Ten u y& T lymfocytl
specificky rozeznava molekuly, jejichz
exprese je zvysena ve stresovych pod-
minkach. V pfipadé normdlni bunky je
koncentrace izoprenoidnich metabolit(
(jako napf. izopentyl pyrofosfat — IPP)
pfili§ mald na to, aby byla rozpoznéna
Vy9V&2 bunkami jakozto varovny signal.
Deregulace izoprenoidniho metaboli-
zmu ma u nékterych nadord za nasle-
dek nadprodukci IPP, které je pak dete-
kovano Vy9Vé2 burikami jako nadorovy
antigen [18]. K akumulaci IPP dochazi
napf. pfi zablokovani metabolizmu ky-
seliny mevalonové pomoci aminobisfos-
fonatd. Stimulace NKR exprimovaného
yd bunkami a ¢aste¢né také receptoru
NKG2D muze rovnéz efektivné spus-
tit protinadorové funkce téchto bunék.
NKG2D je exprimovan Vy9V82 bunkami
a vaze se na nekonvenéni MHC molekuly
typu MIC nebo ULBP, které jsou exprimo-
vany naddorovymi burikami [8,9].

Vliv na aktivitu jinych
imunokompetentnich bunék

Kromé piimého cytotoxického efektu
se yb bunky podili na protinadorové
imunitni odpovédi také nepfimo pro-
stfednictvim aktivace jinych bunécnych
typQ, jako napft. dendritickych bunék,
NK bunék a efektorovych T lymfocytd
(obr. 1). Pfi kontaktu s nadorovou bun-
kou nebo po stimulaci TCR, NKG2D ¢i
za plsobeni cytokinl jako IL-12 nebo
IL-18 produkuji lidské y& T lymfocyty
IFN-y a TNF-a [8,19]. Tyto dva cytokiny
mohou potlacovat rlist nadoru nékolika
moznymi zpUsoby, predevsim vsak ini-
ciaci protinddorové aktivity CD8 bunék
(obr. 1A) a inhibici angiogeneze [20].

Pro-nadorova aktivita yd T lymfocytu
Imunosupresivni schopnosti lidskych
VyoVé2 bunék mohou také hrat du-
leZitou roli. Tyto bunky dokazi po ak-
tivaci produkovat cytokiny jako IL-4,
IL-10 nebo TGF-B, potlac¢ovat proliferaci
T lymfocyttd a tim vytvofit regula¢ni me-
chanizmus, ktery mlze vyrazné potlacit
protinadorovou imunitni odpovéd [21].
Ve rozhodné zavisi na kontextu, jelikoz
Vy9V&2 bunky mohou vykazovat funkce
Th1, Th2, Th17 i Th1/reg-like funkce
a syntetizovat jak IFN-y, IL-4 a IL-17, tak
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IL-10 nebo TGF-p. Posledni dva jmeno-
vané cytokiny maji imunosupresivni
funkce a mohou byt tim padem zapo-
jeny do pro-nadorovych aktivit y6 T lym-
focytll. TGF-@ hraje klicovou roli v rozvoji
nadoru diky schopnosti posilit invazivitu
nadorovych bunék a tvorbu metastaz
prostfednictvim modulace imunitniho
prostfedi v oblasti nddoru. Nejvyznam-
né&jsi mechanizmy podpory progrese
nadoru spojené s TGF- jsou epite-
lidlné-mezenchymalni tranzice, Unik
imunitnimu systému a podpora proli-
ferace nadorovych bunék [22]. Exprese
IL-10 a TGF-B je u rliznych typG nadort
¢asto zvysend. IL-10 pfimo ovliviuje
funkce antigen prezentujicich bunék
prostiednictvim potlac¢eni exprese MHC
a kostimula¢nich molekul, coz ma za né-
sledek potlaceni imunitni odpovédi, pfi-
padné nastoleni tolerance. IL-10 navic
potlacuje produkci Th1 cytokind a pod-
poruje T-regulaé¢ni mechanizmy.

vS T lymfocyty v protinadorové
imunoterapii
y& bunky vykazuji lytickou aktivitu ne-
zavislou na MHC vici nddorovym bun-
kam in vitro [23] a byla prokazana jejich
schopnost infiltrovat rlizné typy nado-
rovych tkani v¢etné karcinomu plic [24],
karcinomu ledvin [25] a maligniho me-
lanomu [26]. Z tohoto dlvodu se lidské
Vy9Vve2 T lymfocyty jevi jako atraktivni
cil pro protinddorové terapie. Existuji dva
zdkladni pfistupy vyuziti yo T lymfocytd
v protinadorové terapii: 1. imunomodu-
lace vedouci k in vivo stimulaci y& bunék
a jejich protinddorové aktivité, 2. in vitro
expanze a pfimé podani y6 T lymfocytl
onkologickym pacientlim.

y6 lymfocyty jsou expandovatelné pa-
sobenim IL-2, a aminobisfosfonatl nebo
fosfoantigen( in vitro [24,27], kde byla
také prokazana jejich cytolyticka aktivita
vUci nddorovym burikam [27]. Adoptivni
transfer expandovanych y6 T lymfocytd
byl proveden u pacientd s metastatic-
kym rendlnim karcinomem, mnohocet-
nym myelomem a nemalobunéénym
karcinomem plic [2,28-32]. Podéni
vy T lymfocytd bylo dobfe tolerovano
a u nékterych pacientl bylo dosazeno
objektivni odpovédi.

K in vivo expanzi y& lymfocytl mlze
byt vyuzit podobny pfistup jako pfi

prezentace

MHC I, MHCI
CD40, CD83

l

CD137-CD137L

protinadorova
— / imunitni
odpovéd

protinadorova
imunitni
odpovéd’

——— /4 cytotoxicka
aktivita

)

Obr. 1. Mechanizmy protinadorové imunitni odpovédi prostiednictvim yd T lymfocyta.

A. Aktivace y& bunék vede k produkci TNF-a a IFN-y a expresi CD40L. To napomaha matu-
raci dendritickych bunék a diferenciaci T lymfocytd do bunék Th1. yd Th17 bunky produ-
kuji IL-17 podporujici vyvoj efektorovych Th17 bunék. Buriky Th1 a Th17 vykazuji protina-

dorové funkce.

B. Aktivované y6 bunky dokdzi prostiednictvi trogocytdzy ziskat a exprimovat molekulu
CD1d a podporovat aktivaci iNKT bunék. Stejné tak vykazuji funkce antigen prezentujicich
bunék (MHC I a I, CD40, CD83, CD86) a aktivuji naivni i efektorové T lymfocyty s protina-

dorovou cytotoxickou aktivitou.

C. Aktivované y6 buriky mohou poskytnout kostimulacni signal NK burikdm prostiednic-

tvim exprese molekuly CD137.
Adaptovano dle [19].

in vitro expanzi, tj. aplikace bisfosfo-
natd a IL-2 [33,34]. Pti lé¢bé hormo-
nalné refrakterniho karcinomu prostaty
bylo dosazeno lepsi 1é¢ebné odpovédi
ve skupiné léCenych IL-2 a zoledrona-
tem oproti skupiné se zoledronatem sa-
motnym [35]. Stimulace protinddoro-
vého efektu y6 T lymfocytd muze byt
také jednim z efektl imunoterapie pro-
stfednictvim vakcinace mykobakterial-
nim preparatem [36,37], cozZ je v sou-
Casné dobé také predmétem klinickych
zkousek [38].

Material a metody

Biologicky material

Pri této studii byly pratokovou cytomet-
rii vySetfovany vzorky krve odebrané do
K3EDTA. Vzorky byly analyzovany v den
odbéru nebo uchovany v lednici po
dobu max. 48 hod. Celkem bylo analyzo-
vano 50 vzork(l pacientd s malignim me-
lanomem, 50 vzork( pacientek s karci-
nomem prsu a 50 kontrol, pro které byly
pouzity vzorky z preventivnich vysetfeni.
Vzorky pacientl byly vybrany na zékladé
diagnézy C43, resp. C50 v elektronické
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Obr. 2. Kvantifikace y8 T lymfocytt (GD) ve vzorcich periferni krve muza a Zzen v referen¢ni populaci.
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Obr. 3. Kvantifikace cirkulujicich y6 lymfocytid u pacientti s malignim melanomem (M) a karcinomem prsu (P) ve srovnani s kontrolni

populaci (Z).

zdravotnické dokumentaci pacienta (NIS
Grey Fox) a vzorky pacientd s nddorovou
multiplicitou nebyly z analyzy vylouceny.
Vék kontrolnich jedinct bez onkologické
diagndzy se pohyboval od 24 do 78 let
s medianem 56 let. U pacientll s melano-
mem byl vékovy rozptyl od 37 do 83 let
s medidnem 67,5 let, u karcinomu prsu
pak od 36 do 91 let s medidnem 61 let.

Prutokova cytometrie

Flowcytometricka analyza yé T lymfo-
cytl byla provedena za pouziti znacenf
protilatkami anti-CD3 PC5, anti-CD4
PC7 a anti-y8TCRFITC a pro detailniimuno-
fenotyp anti-CD45R0 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,

anti-CD279 PC7, anti-CD274 APC a anti-
-CD197 PE (vSe Beckman Coulter). Nej-
dfive probéhla inkubace 50 pl krve se
smési protilatek po dobu 15 min ve tmé
a pfi pokojové teploté, poté bylo pfi-
dédno 600 ul lyza¢niho roztoku Versa-
Lyse (Beckman Coulter) a ponechano
dalSich 15 min ve stejnych podminkach.
Takto pripravené vzorky byly analyzo-
vany flowcytometricky na pfistroji Navios
(Beckman Coulter). Absolutni pocet
y& T lymfocytl byl stanoven vypoctem
z celkového poctu lymfocytq, ktery byl
stanoven na hematologickém analyza-
toru Sysmex XT-5000.

Statisticka analyza
Statistické zhodnoceni bylo provedeno
v programu R (verze 3.0.2). Pro porov-

nani hladiny y& T lymfocytd ve dvou sku-
pinach byl pouzit neparametricky Man-
nGv-Whitneyho test. Vztah mezi vékem
a hladiny y6 T lymfocytd byl stanoven
pomoci Spearmanova koeficientu kore-
lace a jeho vyznamnost byla testovana
pfislusnym testem. V3echny statistické
testy byly oboustranné a byly provedeny
na 5% hladiné vyznamnosti.

Vysledky

Hladiny yé T lymfocytt

v periferni krvi jedinca

bez onkologické diagnozy

U kontrolni populace nebyla u kvan-
titativnich parametr y& T lymfocytd
pozorovana statisticky vyznamnd za-
vislost na pohlavi ¢i véku (obr. 2).
Medidn procentudlniho zastoupeni y§
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ze vsech lymfocytt byl 2,85 % (interkvar-
tilové rozpéti - IQR 1,7-4 %), z toho
u zen 3,2 % (IQR 1,7-3,9 %) a u muzu
2,7 % (IQR 1,7-4,5 %) (obr. 2A). Median
absolutnich poctl yo6 bunék v litru krve
byl 5,05 x 107 (IQR 2,9-7,84 x 107), z toho
u Zzen 5,92 x 107 (IQR 3,8-8,02 x 107)
aumuzi 4,37 x 107 (IQR 2,41-6,84 x 107)
(obr. 2B). Co se tyce procentudlniho za-
stoupeni y6 bunék mezi T lymfocyty,
median byl 3,9 % (IQR 2,3-5,6 %), z toho
uzen 4,2 % (IQR 2,3-5,3 %), u muzl pak
3,6 % (IQR 2,3-6,1 %) (obr. 2C).

Hladiny yé T lymfocytt v periferni
krvi nemocnych s malignim
melanomem a karcinomem prsu
Procentudlni zastoupeni cirkulujicich
vy& T lymfocytd jak mezi T lymfocyty,
tak mezi celkovymi lymfocyty se nelisi
u pacientd s malignim melanomem a kar-
cinomem prsu oproti zdravym kontrolam
(obr. 3A, Q). Absolutni pocet y6 T lymfo-
cytl byl v periferni krvi pacientl s ma-
lignim melanomem niz8i nez u zdravych
kontrol (obr. 3B). Mediany analyzova-
nych hodnot byly nasledujici: procen-
tualni zastoupeni yo bunék ze vsech lym-
focytd u melanomu 2 % (IQR 1,4-3,6 %),
u karcinomu prsu 2,1 % (IQR 1,1-3,4 %)
a u kontrol 2,9 % (viz vyse). Absolutni
pocet y6 bunék v litru krve u melanomu
2,9 x 107 (IQR 1,69-5,56 x 107), u karci-
nomu prsu 3,6 x 107 (IQR 2,59-6,13 x 107)
a u kontrol 5 x 107 (viz vyse). Procentualni
zastoupeni y& bunék 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 vy3e).

V rdmci pilotni analyzy byl proveden
souhrn klinickych dat pacient s malig-
nim melanomem i karcinomem prsu, je-
jichz hodnoty y& T lymfocytd byly vy-
razné vys$si nez ostatni vysledky ze
skupiny. Klinické Udaje jsou aktudlni
k 4/2015. Ctyti pacienti s malignim me-
lanomem s nejvy3si hodnotou procen-
tudlniho zastoupeni yo T lymfocytl jsou:

Pripad A. Pacient, ro¢nik 1955, s on-
kologickou triplicitou — adenokarcino-
mem rekta, adenokarcinomem prostaty
a malignim melanomem v bederni kra-
jiné. Diagnéza melanomu v 8/2013.
Lozisko kompletné excidovano, his-
tologicka klasifikace pT4b pNX, v kom-
pletni remisi. Adenokarcinom rekta dia-

gnostikovan v 4/2013, T4b Nx Mx (LAP
v dx tfisle), inoperabilni, paliativni sig-
moideostomie, 1. linie chemoterapie
FOLFOX a konkomitantné radiotera-
pie na oblast panve, celkem absolvoval
nezadoucich ucink( (NU), radioterapie
ukoncena predcasné pro rozvoj kozni to-
xicity. V 3/2014 onemocnéni operabilni
a v 4/2014 byla provedena exenterace
panve s ureteroileostomii. Vedlejsim na-
lezem adenokarcinom prostaty, Gleason
skére 3 + 4, pT2¢, LO V0. Pacient dale sle-
dovan a lé¢en pro komplikace spojené
s ureteroileostomii. Onkologické one-
mocnéni se nyni jevi bez znamek dise-
minace a bez lokalni recidivy.

Pripad B. Pacient, ro¢nik 1968, s pri-
marné metastatickym (lymfatické uz-
liny v proximalni ¢asti stehna) malignim
melanomem dg. 2/2011. Po rozsifené
disekci uzlin ilioinguindlni krajiny adju-
vantni imunoterapie IFN-a, ukoncena
pro toxicitu v 6/2011.V 1/2012 lokore-
giondlni recidiva a v 6/2012 vicecetné
podkozni metastazy bez vzdalené dise-
minace, v 8/2012 provedena izolovana
hypertermickd chemoperfuze levé dolni
koncetiny, v 10/2012 generalizace mela-
nomu — podkozni metastézy levé dolni
koncetiny, metastazy lymfatickych uzlin
Vv panvi a retroperitoneu, susp. jaterni
metastazy. V 11/2012 zahdjena |é¢ba
vemurafenibem v rémci klinické stu-
die s efektem regrese koznich metastaz.
Efekt 1é¢by trvd a terapie vemurafeni-
bem pokracuje.

Pripad C. Pacient, ro¢nik 1940, s on-
kologickou duplicitou - malignim me-
lanomem a adenokarcinomem zaludku.
Melanom diagnostikovan v 1986. Resen
Sirokou excizi s disekci levé axily. Po chi-
rurgickém zakroku v kompletni remisi.
Adenokarcinom zaludku dg. v 2009.
Vzhledem k lokdInimu rozsahu onemoc-
néni nasledovalo radikalni odstranéni
tumoru s gastrektomii a omentektomii.
Po resekci tumoru byl pacient sledovan
bez adjuvantni terapie. Relaps onemoc-
néni nastal v 7/2014. Na CT objevena so-
litdrni metastaza v jatrech.V 9/2014 byla
odoperovdna metastaticka cast jater
a horni okraj pankreatu. Pro histolo-
gicky pozitivni resekéni okraje nasledo-
vala konkomitantné pooperacni radio-
terapie a chemoterapie v rezimu FU/FA

de Gramont. Radioterapie ukoncena
planované v lednu 2015. Naddle se po-
kracuje chemoterapii. Aktualné podana
7. série.

Pfipad D. Pacient, ro¢nik 1935, s dise-
minaci maligniho melanomu. Primarni
loZzisko melanomu diagnostikovdno
a excidovano v 9/2011. Mikroskopicky
nalez ukazal na neuplnosti excize, proto
reexcidovano v fijnu 2011. Pacient déle
sledovan. V 11/2014 se objevily me-
tastazy v kalvé a v plicich, BRAF nega-
tivni. V 2/2015 zahdjena 1. linie chemo-
terapie DTIC, nyni 3. série.

Pacientky s karcinomem prsu s nejvys-
$im absolutnim i procentudlnim zastou-
penim y&T lymfocytl jsou:

Pripad A. Pacientka, ro¢nik 1969,
s diagnézou karcinom prsu vpravo,
dg. 7/2012, HER2 1+, stav po parcidlni
mastektomii a adjuvantni radioterapii
(ukonc&ena 6/2013) a hormondlni adju-
vantni terapii tamoxifenem. Nyni po-
radiacni fibréza v pravém prsu, bez
nalezu metastaz a bez zndmek reci-
divy. Nadédle hormonoterapie tamoxi-
fenem a 6/2014 a 12/2014 podény dvé
davky imunoterapie s nelipepimut-S
(NeuVax™) v rdmci studie PRESENT.

Pripad B. Pacientka, ro¢nik 1957, s dia-
gnoézou karcinom prsu vpravo z 9/2007.
Histologicky se jednd o invazivni duk-
talni karcinom, ER 80 %, PR 20 %, HER 3+,
HER 2+ (FISH), T4b N2 MO, klinické sta-
dium llIB. Indikovédna chemoterapie a ci-
lena léc¢ba: 4krat AC, nasledneé 4krat taxo-
tere 3w a trastuzumab (1/2008-6/2009)
s efektem docasné regrese nadoru.
Dale udrzovaci terapie letrozolem. Pro-
grese onemocnéni 9/2014, paliativni
chemoterapie docetaxel a trastuzu-
mab s progresi onemocnéni v 12/2014,
dale pokrac¢ovano eribulinem. Nyni me-
tastazy v nadkli¢ku, podklicku, na hrud-
niku vlevo a lehce i vpravo, v levé axile
a v levém prsu - dalsi progrese ve srov-
nani s 12/2014, progredujici fluidoto-
rax vlevo. Zahajena lécba s trastuzumab
emtansin.

Pripad C. Pacientka, ro¢nik 1924, s dia-
gnoézou karcinom prsu vlevo 1/2015.
Resekce v 2/2015, histologicky invazivni
karcinom malo diferencovany (G3). Bez
nalezu metastaz, bez nédlezu postizeni
uzlin (cT2 NO M0). Od 3/2015 adjuvantni
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Obr. 4. Imunofenotyp cirkulujich y6 T lymfocytt u zdravych kontrol (Z1-Z3) a pacientek s karcinomem prsu (P1-P3).
Vnitini panel: diferenciace pamétovych subpopulaci probiha od fenotypu CD45RO-CD27+ (modry) dale po sméru hodinovych rucicek.
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hormonalni terapie anastrozol s dobrou
toleranci.

Imunofenotyp y8 T lymfocyti

V rdmci imunofenotypizace y6 bunék
byly analyzovany tfi kontrolni vzorky u tfi
pacientek s karcinomem prsu. Byl sledo-
van vyskyt znakd CD45RO a CD27 (je-
jich kombinace definuje rozdéleni T lym-
focytd na naivni, pamétové, efektorové
a pozdni pamétové), HLA-Dr (MHCII),
CD69 (transmembranovy lektinovy pro-
tein vyskytujici se na aktivovanych T lym-
focytech a NK burikach), CD25 (a-fetézec
receptoru pro IL-2, vyskytuje se na akti-
vovanych a regula¢nich T lymfocytech),
CD278 (kostimula¢ni molekula z rodiny
CD28 - ICOS, vyskytujici se na aktivo-
vanych T lymfocytech), CD152 (CTLA-4,
receptor na povrchu T lymfocytd, ktery
je afinitni k molekuldm B7 a hraje vy-
znamnou roli v potlaceni aktivace imu-
nitniho systému), CD28 (kostimulaéni re-
ceptor, ktery se spolecné s TCR podili na
aktivaci T lymfocytd), CD279 (program-
med cell death protein - 1PD-1, recep-
tor dullezity pro regulaci imunitniho
systému, zaroven indukuje apoptézu
antigen-specifickych T lymfocytl a in-
hibuje apoptézu regula¢nich T lymfo-
cyt(), CD274 (PD-L1 - jeden ze dvou li-
gand( pro PD-1) a CD197 (chemokinovy
receptor 7 - CCR-7, podili se na kontrole
migrace pamétovych T lymfocytl a sti-
mulaci maturace dendritickych bunék).
Vysledky jsou uvedeny v obr. 4.

Diskuze

Medidn procentudlniho zastoupeni
y& bunék mezi vsemi cirkulujicimi T lym-
focyty byl u referen¢ni populace 3,87 %,
coz je mirné nizsi hodnota nez v ji-
nych studiich, kde se pohybuje okolo
5 % [39,40]. U pacientld s melanomem
byl jiz dfive pozorovan pokles cirkulu-
jicich y6 bunék [41], coZ souhlasi i s na-
simi vysledky. V dfivéjsi studii viak autofi
poukazuji na jev opacny — zvyseni poctu
cirkulujicich cytotoxickych y& bunék
u pacientli s melanomem [42]. V této
oblasti je tfeba provést dikladnou ana-
lyzu s vétsim dUrazem na stadium one-
mocnéni a typ probihajici 1écby. Celkové
jsme nicméné nepozorovali u onkolo-
gickych pacientl elevaci y6 bunék, ktera
by mohla byt prostym odrazem aktivace

imunitniho systému pfi onkologickém
onemocnéni ve smyslu reaktantu akutni
faze. Otazkou je pochopitelné vliv pro-
tinddorové terapie na potlaceni tvorby
a vyvoje y6 T lymfocytl. Zvysené pocty
y6 bunék u nékterych pacientt jak s ma-
lignim melanomem, tak s karcinomem
prsu pozorované v této praci jsou nyni
v roviné kazuistik a nelze je jednoznacné
interpretovat. Zajimavosti nicméné je
elevace y6 bunék u pacientky na imu-
noterapii nonapeptidem nelipepimut-S
a u pacienta s primarné metastatic-
kym malignim melanomem s dlouho-
dobym efektem |é¢by vemurafenibem,
v soucasné dobé vice nez ¢tyfi roky od
diagnozy.

Ve studii s expandovanymi y& T lym-
focyty, kde autofi definovali pamétovy
imunofenotyp absenci znaku CD45RA,
byl dominantni imunofenotyp naivni
CD27+CD45RA+ nebo CD27+CD45RA-
pamétovy, zatimco expandované burky
mély IF CD27-CD45RA- efektorovy pa-
métovy imunofenotyp [2]. Nase explo-
ratorni analyza definujici pamétovy
imunofenotyp jako CD45RO+ ukazala,
ze imunofenotyp v ramci kontrolni
skupiny zdravych jedincd je varia-
bilni. Zatimco u kontroly Z1 pfevazo-
valy pozdni pamétové CD27-CD45RO-
bunky, u kontroly Z2 prevazovaly
efektorové CD27-CD45RO+ bunky
a u kontroly Z3 dominoval pamé-
tovy CD27+CD45RO+ a efektorovy
CD27-CD45RO+ imunofenotyp po-
dobné jako ve studii [2]. U pacientek
s karcinomem prsu, které mély nizké
zastoupeni y& T lymfocytd, domino-
val pamétovy CD27+CD45RO+ imu-
nofenotyp u pacientky P3 s vy$sim po-
¢tem yS T lymfocytl v periferni krvi, byla
vétsina y6 T lymfocytd pozdni pamé-
tovd CD27-CD45RO- nebo efektorova
CD27-CD45R0O+. Exprese CD69 zcela
chybéla u naivnich bunék a byla rovno-
mérné rozlozena mezi pamétové, efek-
torové a pozdni pamétové subpopulace.
Vzhledem k expresi HLA-Dr je ziejmé, ze
y& T lymfocyty maji schopnost prezento-
vat antigen. V nasi studii exprese HLA-Dr
korelovala se zastoupenim efektorovych
bunék CD27-CD45R0O+ podobné jako
v praci [43], kde efektorové y6 T lymfo-
cyty sekretovaly nejen IFN-y, ale také
IL-17. U pacienta P1 jsme pozorovali

zvy$enou expresi znakd 1COS, CTLA-4,
CD28, PD-L1 a CCR-7. Exprese PD-1 byla
naopak mensi nez u pacient(i P2 a P3. Jiz
dfive bylo zjisténo, Ze s aktivaci y6 bunék
prichdzi zvysSeni exprese CTLA-4,
CD28, PD-1 a PD-L1. Pficemz exprese
PD-L1 byla po aktivaci vy3si nez exprese
PD-1, pfestoze pred aktivaci byla nizsi
nez PD-1 [44]. V kontextu tohoto nalezu
bychom mohli usuzovat, Ze u pacienta P1
probéhla stimulace y& T lymfocytd. Pri-
¢emz o aktivaci yd T lymfocytl u P1 vy-
povida také zvySend exprese znaku
ICOS, CCR-7, HLA-Dr a CD69 v porov-
nani s ostatnimi testovanymi vzorky.
Ve vzorku P1 jsme téz zachytili malou
subpopulaci y6 bunék, které exprimuji
zaroven markery CTLA-4, PD-L1 a CD25,
a tedy se imunofenotypem blizi y6 reqgu-
la¢nim T lymfocytlm [45].

Z preklinického i klinického vyzkumu
vyplyva, ze yd buriky v zavislosti na pfes-
ném fenotypu hraji urcitou roli jak pfi in-
dukci imunitni odpovédi, tak i potlaceni
jeho funkce. V zavislosti na kontextu tak
mohou v pfipadé onkologickych one-
mocnéni nejen inhibovat, ale do jisté miry
i podporovat progresi patofyziologic-
kych jevd. Nase studie ukazuje, Ze i kdyz
y6 bunky tvofi jen minoritni ¢ast viech
CD3+ T lymfocyt(, existuje jesté mnoho
podskupin, na které je mozno tuto sub-
populaci rozdélit a které se vyznamné lisi
ve svych funkcich. Pro detailni charakteris-
tiku a analyzu efektorovych a regulacnich
funkci y& T lymfocytl je potieba provést
dalsi experimenty, korelovat ndlez v peri-
ferni krvi s ndlezem v nddorové tkani a kli-
nickymi udaji, jako je typ subtyp malig-
niho onemocnéni, druh 1é¢by, efekt [écby.
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