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SOUHRN

Imunotolerance nadoru, popfipadé alterace imunity jako celku, je ¢astym ddsledkem interakce nadorovych bunék
s bunkami imunitniho systému. Mezi hlavni mechanismy navozeni imunotolerance poc¢itdme navozeni stavu vycer-
pani u efektorovych CD8+ T-lymfocytl cestou interakce receptoru programované bunééné smrti PD-1 se svymi
ligandy, nizsi exprese MHC protein( II. tfidy na antigen prezentujicich bunkach CD4+ T-lymfocytlm, zmény v poolu
T-regula¢nich lymfocytl, ovlivnéni mikroprostiedi nddoru a antiapoptotické déje. Ovlivnéni imunitni odpovédi ces-
tou blokddy drahy programované bunécné smrti terapeutickymi monoklonalnimi protilatkami je v souc¢asné dobé
predmétem klinickych studii.
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SUMMARY

Novak M, Prochazka V

Mechanisms of immune tolerance induction of tumour cells in chronic lymphocytic leukaemia and possibility

of their detection using flow cytometry

Tumour immune tolerance or, possibly, alteration of immunity as a whole, is a frequent consequence of tumour cell in-
teraction with cells of the immune system. The main mechanisms of immune tolerance induction include inducing a state
of exhaustion in effector CD8+ T cells through interaction of the programmed cell death 1 receptor with its ligands, lower
expression of MHC class Il proteins on antigen presenting cells to CD4+ T cells, changes in the T regulatory cell pool, impact
on tumour microenvironment and anti-apoptotic processes. The effect of therapeutic monoclonal antibodies on immune
response by blockage of the programmed cell death pathway is currently the subject of clinical studies.
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uvop

Vyzkum vztahti mezi nddorem a hostitelskym pro-
stfedim, zprostfedkovany imunokompetentnimi sub-
populacemi, je jednim z tstfednich témat soucasné
hematoonkologie. Pivodni , tumorcentricky“ model,
ve kterém je vysledek interakce urcovan témeér vyhrad-
né charakteristikami nadorové tkané, v soucasné dobé
ustupuje novému pojeti, které zohlednuje vyrazny po-
dil imunitni komponenty hostitele v oblastech geneze
nadoru, jeho ristu, prognoézy a reakce na terapeutické
postupy, zejména na biologickou 1é¢bu na bazi imu-
noterapie. Vhodnym piikladem se jevi byt chronicka
lymfaticka leukemie (CLL), kterd je nejcastéjsi leukemii
zapadni polokoule. Je charakteristicka klonalni prolife-
raci nddorové transformovanych antigenné stimulova-
nych zralych B-lymfocytd s typickym imunofenotypem
CD19*CD20*CD22'CD23*CD5* a jejich naslednou kumu-
laci v periferni krvi a kostni dfeni, prfipadné ve sleziné
a lymfatickych uzlinach. Biologicky i prognosticky se
CLL rozpada na dvé podskupiny dle diferenciacniho sta-
dia maligniho B-lymfocytu. Odli§ujeme CLL odvozenou
od pregermindlnich nebo aktivovanych B-lymfocyti,
které neprosly zménami v germinalnim centru, nesou-
cich nemutovanou formu IgV, genu, a CLL s malignim
klonem postgerminalnich pamétovych B-lymfocytl
s mutovanou formou IgV, (1). Ukazuje se, Ze Zivota-
schopnost maligni populace z velké ¢asti zavisi na
permisivité mikroprostfedi nadoru, tedy na komple-
xu celularni komponenty (T-lymfocyty, makrofagy,
stromalni folikularni dendritické buriky) poskytujicim
chemokiny, cytokiny a angiogenni faktory nezbytné
pro preziti nddorovych bunék (2). Pronadorové se rov-
néz uplatnuje draha B-bunécéného receptoru (B-cell
receptor, BCR), kdy aktivace transkrip¢nich faktort
cestou tyrozinovych kinaz (ZAP 70, Bruton tyrosine
kinase, spleen tyrosine kinase, Src family kinases,
phosphatidyl inositol 3-kinase) zlepsuje pfeziti malig-
nich bunék (3, 4, 5). Recentni literatura také naznacu-
je, Ze CLL mZe byt fizena autonomni signalizaci BCR
nezavisle na antigenni stimulaci (6). Lepsi pfezivani
malignich B-lymfocytd rovnéz vyplyva z jejich zvy-
Sené odolnosti vii¢i apoptdze, coZ je ddno mimo jiné
i delecemi genti pro specifické mikro-RNA, které jsou
soucasti deletovanych dlouhych ramen chromozomu
13 [del (13q14)] (7, 8). Imunitni mechanismy, které se
podileji na podminéni proliferace patologického klonu
u CLL 1ze schematicky rozdélit podle mista ptisobeni na
mechanismy vazané na T-regula¢ni lymfocyty, stimu-
laci drahy programované bunécné smrti cytotoxickych
T-lymfocyth a pravdépodobné i NK bunék, funkéni
defekty pomocnych T-lymfocytl indukované nddorem,
a konec¢né mechanismy vazané na MHC.
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NADOREM INDUKOVANE FUNKENI
DEFEKTY T-LYMFOCYTU

Klinicky vyznamnou interakci mezi nddorem a imu-
nitou je zejména funkcni postizeni T-lymfocytd, tstici
v selhavani protinadorové imunity a snizené odolnosti
vici bakteridlnim a virovym patogentim. Toto postiZeni
je zplisobeno komplexem déjii, z nichZ vedouci iilohu
hraje ¢innost T-regulac¢nich lymfocytii a kostimulator
a koinhibitort T-lymfocytl, oznacovanych jako B7 ho-
mology, a jejich receptorti (9). Jedna se o jev oznacovany
jako vycerpani (exhausting) T-lymfocytli, které pak
nejsou schopny efektivniho cytotoxického puisobeni
na cilové bunky. Tento ziskany stav T-lymfocytové dys-
funkce je definovan zvysSenou expresi marker PD-1 (re-
ceptor programované bunécéné smrti - 1, programmed
death-1), CD244 a CD160 (10), slouZicich jako negativni
regulatory aktivace lymfocytil, a byl ptivodné popsan
v kontextu chronickych virovych infekci (mezi ligandy
vySe uvedenych markert patfi napf. proteiny mediujici
vstup herpetickych virll do buriky) (11). Defekt spoliva
v nizsi expresi gent pro cytoskeletalni proteiny, vede
k chybnému formovani synapsi a tim k nefunkénimu
smeérovani transportu cytotoxickych vehikul z efekto-
rové bunky. Produkce F-aktinu, granzymu B ani vlastni
degranulace neni postiZena (12). Chronicka stimulace
virovymi antigeny vede ke ztraté imunokompetence
CD8* T-lymfocytd, ustici v defekt cytotoxického plisobe-
ni, redukované produkce cytokinti a ztraté prolifera¢ni
kapacity (12). Podobné postizeni imunokompetentnich
T-lymfocytovych subpopulaci je v posledni dobé po-
pisovano i u nemocnych s dal$imi hematologickymi
malignitami (chronicka myeloidni leukemie, akutni
myeloidni leukemie, T-bunécna leukemie/lymfom
dospélych) (13, 14). Funk¢ni testy u nemocnych s CLL
odhalily, Zze markery T-lymfocytové dysfunkce (PD-1,
CD244 a CD160) jsou nejsilnéji exprimovany na T,,,
burikach (T effector memory, CCR7/CD45RA") a Ty, ;..
(CD45RAY), zatimco na naivnich (CCR7*CD45'RA*) a pa-
métovych T, (T central memory, CCR7‘/CD45RA’) je
exprese vyznamneé nizsi. Tyto vysledky ukazuji posun
v kompartmentu cirkulujicich T-lymfocytd smérem
k diferencovanym formam T-lymfocytl po kontaktu
s antigenem, nesoucim markery vycerpani (12). Dale
byla zjiSténa redukce poctu CD8* T-lymfocytl schop-
nych proliferace po polyklonalni aktivaci a prolongace
bunécéného cyklu u délicich se forem (12). A konecné,
experimentalné byla prokdzana sniZena schopnost
cytotoxického plisobeni na patologické buriky (12, 15).
Na rozdil od vycerpani T-lymfocytd u chronickych vi-
rovych infekci nebyla u pacienti s CLL pozorovana
ztrata schopnosti produkovat efektorové cytokiny, in-
tracelularni koncentrace interferonu-y (IFNy) a faktoru
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indukujiciho nekrézu nadoru (TNFa) byla ve srovnani
se zdravymi darci dokonce zvySend, coz odpovida vys-
$imu zastoupeni T, a T,,,,,, bunék, produkujicim vyssi
mnozstvi IFNy a TNFa neZ naivni T-lymfocyty a T, (12).
Byl studovan i pfipadny vliv cytomegalovirové infekce
(CMV) unemocnych s CLL, pficemz defekt proliferace
CD8+ T-lymfocytl i jejich cytotoxické funkce byl po-
zorovan bez pricinné souvislosti s CMV pozitivitou.
Naopak, zastoupeni jednoho z markera funkéni inak-
tivity, PD-1, bylo zvySené pouze u CMV negativnich ne-
mocnych (12). Rozdilné plisobeni virovych a nadorovych
bunék na funkénost CD8* T-lymfocytli mtze odpovidat
odlisnému plisobeni vysoce afinitnich virovych anti-
geni a nizce afinitnich antigen®i nddorové transfor-
movanych, télu vlastnich B-lymfocytl. Lze zvaZovat
ihypotézu, ve které jsou vyCerpané T-lymfocyty udrzo-
vany v mikroprostfedi nadoru cilené, nebot jej saturuji
pronéadorové plisobicimi cytokiny IFNy a TNFa (16, 17).
Nadorova populace tedy dokaze komplexné a efektiv-
né potlacovat funkce T-bunécné slozky imunity, a to
hned na nékolika trovnich, poc¢inaje redukci poctu
proliferujicich T-lymfocytii, pfes ovlivnéni bunécného
cyklu az k zasahu do transportu a smérovani vlastnich
cytotoxickych plisobkii.

T-REGULACNI LYMFOCYTY
A OVLIVNENI IMUNITNIi ODPOVEDI

Aktivita efektorovych T-lymfocytovych subpopulaci
je Tizena prostfednictvim T-regula¢nich lymfocytii
(Treg), které jsou soucasti komplexni sité regulujici
adaptivni typ imunity. Role Treg v regulacnich proce-
sech je velmi komplexni a neni do dnesni doby zcela
objasnéna. Jejich schopnost potlacovat protinadorovou
imunitu je jednim ze zdsadnich faktorti umoznujicich
malignim burikdm uniknout zniceni a vede k rastu
tumoru (18, 19), u pacientl s nékterymi lymfomy vsak
vyss$i zastoupeni Treg pozitivné koreluje s aktivitou
cytotoxickych efektorovych bunék a tedy s lepsi progné-
zou (22). Ukazuje se, Ze minimalné nékteré subpopulace
Treg jsou u hematologickych malignit indukovatelné
nadorem, konkrétné se jedna o konverzi konvenc-
nich CD4+/CD25 T-lymfocytl na CD4/FoxP3, pficemz
fyziologické B-lymfocyty schopnost konvertovat Treg
postradaji (20, 21). Studium takovych manipulaci hosti-
telskym organismem, zvysujicich adaptabilitu nadoru,
by mohlo odhalit nové skutecnosti dlileZité pro hlubsi
poznani mechanismu evoluce nddorového riistu.

Ve svétle soucasnych znalosti rozdélujeme Treg do
Ctyf funkénich skupin: 1) maligni Treg, infiltrujici
zralé T-lymfocytové leukemie a lymfomy, typické ex-
presi FoxP3; 2) supresorové Treg, pritomné v matrix
solidnich tumord a lymfomd, charakterizované schop-

nosti potlacovat protinadorovou funkci cytotoxickych
CD8* T-lymfocytli; 3) Treg s pfimym antitumorovym
efektem a 4) tzv. ,,incompetent* Treg, prispivajici k au-
toimunitnim fenoméntim u angioimunoblastického
T-bunécného lymfomu (22).

Pro tcely detekce Treg metodami pratokové cytome-
trie jsou v soucasné dobé vyuzivany dva pfistupy: prvni,
tradicni, vyuziva exprese znaku FoxP3, coZ je 47 kDA
protein z ,,forkhead/ wingedhelix“ rodiny transkripc-
nich faktorti. Proteiny rodiny Fox funguji jako akti-
vatory i represory transkripce a jsou charakterizovany
pfitomnosti ,forkhead“ domény, nezbytné pro vazbu
DNA a lokalizaci v jadre (23). FoxP3 slouzi jako represor
transkripce promotord genti pro cytokiny IL-2 a GM-CSE
(24). Rovnéz byla publikovana zjisténi, Ze FoxP3 inter-
aguje s transkripénimi faktory hrajicimi klicovou roli
v expresi mnoha gent pro cytokiny, jako napt. nuclear
factor of activated T cells, (NFAT), acute myeloid leuke-
mia 1/Runt-related transcription factor 1 (AMLI/Runx1),
a pravdépodobné i jaderny faktor-kappa B (NF-kB) (25,
26). Vnitrobunécna lokalizace FoxP3 vSak kompliku-
je cytomerickou analyzu, objevily se proto tendence
nahradit jej v analytickych protokolech povrchovym
markerem, Kktery by byl snaze pfistupny a zaroven
umoznoval vysokou senzitivitu a specificitu stanoveni
Treg. Liu a kolektiv popsali metodiku identifikace Treg
pomoci znaku CD127, ktery inverzneé koreluje s expre-
si FoxP3 na T-regulac¢nich lymfocytech (27). CD127 je
jednou ze slozek heterodimerického receptoru IL-7,
ktery mimo CD127 dale sestava ze zakladni strukturni
domény (common chain), sdilené dalsimi receptory
pro cytokiny (IL-2R, IL-4R, IL-9R, IL-15R a IL-21R). CD127
je exprimovan na thymocytech, T- a B-lymfocytovych
progenitorech, zralych T-lymfocytech, monocytech
a dal$ich burnikach lymfoidni a myeloidni linie. Bylo
prokazano, Ze receptor pro IL-7 sehrava dileZitou roli
v proliferaci a diferenciaci T-lymfocytl a in-vitro ex-
perimenty odhalily pokles exprese CD127 v pribéhu
aktivace T-lymfocyth (28, 29). Role Treg u CLL neni
doposud jednoznacna, nicméné pocet T-regulacnich
lymfocytl inverzné koreluje s dobou preziti bez 1é¢by
(treatment free survival) a miiZe slouzit jako nezavis-
ly prognosticky faktor predpovidajici ¢as do zacatku
terapie u pacientdi s nizkym az stfednim rizikem (30).
Zajimavym zjisténim ukazujicim na provazanost mezi
regula¢nimi faktory imunity a malignitou je rovnéz
signifikantné vyssi absolutni pocet Treg u pacientl
s CLL komplikovanou autoimunitni cytopenii (31).
Ukazuje se, Ze analyzy vztahti mezi T-regula¢nimi lym-
focyty, tumorem a imunitou hostitele mohou pfinést
nové a velmi vyznamné informace o jejich vzajemnych
interakcich, a to zejména v pocatecnich obdobich na-
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dorového rtistu, kde pravdépodobné spolurozhoduji
o osudu nadorové transformovanych bunék.

INHIBICE FUNKCE CYTOTOX.ICKVCH
T-LYMFOCYTU CESTOU DRAHY
PROGRAMOVANE BUNECNE SMRTI

Na snizeni imunitni odpovédi vci tumoru se mimo
Treg vyznamné podili interakce receptoru PD-1, expri-
movaného pfedevs§im na B- a T- lymfocytech se svymi
ligandy PD-L1 (CD274, B7-H1) a PD-L2 (CD273, B7-DC),
tzv. drdha programované bunécné smrti (32). PD-1 je
vyznamnym ¢lenem rodiny B7 homologt, jejichz kos-
timula¢ni a koinhibi¢ni funkce jsou u T-lymfocytt jiz
dlouho znamy (9). V posledni dobé bylo mimo receptoru
PD-1(CD279, B7-H1) popsano mnoho dalsich vyznam-
nych homologt (B7-H2, B7-H3,B7-H3, B7-H4, B7-DC,
atd.) s vyznamnou roli v regulaci vrozené i adaptivni
imunity, véetné nadorové imunotolerance. Nékteré
znich G¢inné potlacuji hostitelovu imunitu a umoznuji
tak nadorovym bunkam unikat cytotoxické odpovédi
(33, 34, 35). U T-lymfocyt tyto interakce inhibuji pro-
liferaci, produkci cytokind i schopnost cytotoxického
plsobeni, coZ byva oznacovano jako vycerpani (ex-
hausting) (36). U hematologickych malignit byl rovnéz
popsan vliv PD-1 na NK buriky, tedy NK vycerpani, coz
muZe mit vliv na pouziti terapeutickych monoklonal-
nich protilatek ptisobicich cestou NK burikami medio-
vané cytotoxicity (ADCC) (37). Plisobeni rodiny B7-H se
nevztahuje pouze na pfimé interakce mezi malignimi
burikami a imunokompetentnimi efektory, ale jejich
exprese na nemalignich bunkach tumoru vyznamné
ovliviiuje mikroprostfedi a vytvaii vhodnou niku pro
preziti a riist nddorové populace (32). PD-1 pozitiv-
ni naddorové buriky jsou rovnéz schopny indukovat
T-regulacni lymfocyty a fidit jejich expanzi a tlumivé
plsobeni, pficemz stejny efekt vykazuji i PD-1 pozi-
tivni dendritické buniky infiltrujici nador (38, 39, 40).
V neposledni fadé nadorové burtiky s vyssi expresi PD-1
vykazuji rezistenci vii¢i apoptoptickym stimultm in-
dukovanym jak Fas drahou, tak i¢inkem chemoterapie
(41). Dlouhodoba stimulace antigeny nadorovych bu-
nék, v tomto pripadé interakce receptoru PD-1 se svymi
ligandy, tedy zptisobuje chronickou aktivaci signalni
drahy PD-1PD-1L/2L, coz inhibuje fyziologickou aktivitu
efektorovych T-lymfocytl formou vyse popsanych de-
fektl bunécné diferenciace a cytotoxicity. Mechanismy
inhibice imunokompetentnich lymfocytovych sub-
populaci, kterad cestou drahy programované bunécné
smrti béhem nddorového ristu nastava, zasadnim
zplisobem ovliviiuje moznosti protinadorové imuni-
ty hostitele, spolu s dal§imi faktory vede k imunitni
toleranci nadorové tkané a v konecném disledku je
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spojena s horsi terapeutickou odpovédi (42). Geny obou
ligand@ (PD-L1 a PD-L2) jsou umistény v oblasti 9p24.1,
tedy pod vlivem Janusovy kindzy 2 (JAK2). Experimenty
na bunécénych liniich Hodgkinova lymfomu a primarné
mediastindlniho velkobunécéného B-lymfomu proka-
zaly navySeni transkripce PD-L1 vlivem amplifikace
JAK2 (43). Receptor PD-11i jeho ligandy jsou vzhledem
ke svému umisténi na povrchu buriky idealnim cilem
pro analyzu metodami priitokové cytometrie, pficemz
vhodné protilatky jsou jiz dostupné ve formeé konjugatii
i pro mnohobarevna stanoveni (44). Dradha programo-
vané bunééné smrti vyznamné ovliviiuje moznosti
protinadorové imunity a je schopna zasadnim zpi-
sobem redukovat miru cytotoxického plisobeni jak
CD8* T-lymfocytil, tak i NK bunék. Tato schopnost
manipulovat vykonnou slozkou adaptivni imunity
poskytuje maligni populaci vyznamnou konkurencni
vyhodu a interakce receptoru PD-1 se svymi ligandy je
proto opravnéné v centru zajmu mnoha vyzkumnych
skupin, nebot 1ze predpokladat, Ze blokdda drahy pro-
gramované bunécné smrti napiiklad terapeutickou
monoklondlni protilaitkou umozni obnoveni funkce
hostitelské protinadorové imunity.

MHC A ,,UKRYTi“ LEUKEMICKYCH
BUNEK PRED IMUNITNI ODPOVEDI

Dal$i modalitou ovlivnéni imunitni odpovédi je
snizeni exprese proteind hlavniho histokompatibilniho
komplexu II. tfidy (MHC II) na antigen prezentujicich
bunkach CD4 T-lymfocytim. Touto cestou dochazi
antigent, ke snizeni imunogenity nadorovych bunék
a tim k jejich ,,ukryti“ pfed imunitni odpovédi ve for-
meé cytotoxického plisobeni T-lymfocyt (45). Geny pro
MHC II. tfidy jsou vétSinové umistény v oblasti 6pl2
a jsou konstitutivné exprimovany na antigen prezen-
tujicich bunikach (B-lymfocyty, dendritické buriky, mo-
nocyty), s moznosti indukovatelné exprese na dal§ich
typech leukocytil. SniZeni exprese gentit MHC II. tfidy
unemocnych s difuznim velkobunéénym B-lymfomem
(DLBCL) vyrazné koreluje s krat$im prezivanim (46).
Z recentnich vyzkum vyplyva, Ze podkladem nizsi
exprese téchto gent je sniZeni jejich transkripce, ktera
je fizena expresi transkrip¢nich aktivatori kédovanych
genem transkripéniho aktivatoru pro MHC II. tridy
(CIITA; class II, Major Histocompatibility Complex,
Transactivator) respektive jeho mutovanych forem
(47, 48). Lze se opravnéné domnivat, Ze analogicky
mechanismus regulace transkripce se uplatnujeiu CLL
a dalsich hematologickych malignit (49). Na snizZe-
ni imunitniho dozoru nad naddorovymi burikami ma
dale vliv mira exprese genf Janusovy kinazy (JAK2).
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Obr. 1 Schéma interakce mezi tumorem, T-lymfocytem a APC.
Upraveno dle American association of cancer research.

Amplifikace oblasti 9p24, tedy postihujici gen JAK2,
vede k jeho hyperexpresi a tim ke konstitutivni aktivaci
JAK2, coz ma za nasledek nekontrolovanou bunécnou
proliferaci a ddle amplifikaci genti PD-L1 a PD-L2, tedy
geni primo ovliviiujicich cytotoxickou imunitni odpo-
véd organismu (43).

BIOLOGICKE PODKLADY REGULACE
IMUNITNIi ODPOVEDI U CLL

Spolecnym jmenovatelem vSech vySe uvedenych cest
alterace imunitni odpovédi jsou primarni genetické
zmeény, pfedchazejici nebo soubézné s riistem nadoru,
zejména amplifikace genu Janusovy kinazy a pravdépo-
dobné i zdsah do mechanism transkripéniho aktivace
genu pro MHC I1. tfidy (49), coz vede k vys$§i aktivité dra-
hy programované bunécné smrti a tim k indukci imu-

noregulacnich Treg, k navysSeni proliferac¢ni aktivity
nadorovych bunék a k nizsi expresi HLA (43). Nadorové
burniky pak unikaji imunitnimu systému predevsim
pouzitim ,stealth mode“, tedy sniZzenim imunogenity
prostfednictvim nizsi exprese HLA (23) a cestou aktivace
drahy PD-1/PD-L1spojené s alteraci funkce efektorovych
CD8* T-lymfocytl, ¢imz dochazi k navozeni imunolo-
gické tolerance (24). Dale se uplatiiuje vliv nadorové
tkané zvysujici aktivitu CD4* Treg, vykazujicich tlu-
mivy efekt na cytotoxické efektorové butiky, potlaceni
procesti apoptdzy a ovlivnéni mikroprostfedi nadoru
cestou protumorovych cytokindi a chemokint (16, 17,
41). Vycerpani efektorovych T-lymfocytli, indukova-
né chronickou aktivaci signalni drahy programované
bunécné smrti, vede nejen k navozeni imunotole-
rance nadorovych bunék, ale k alteraci T-bunééné
imunity jako celku, coZ je v koneéném disledku patrné
ve vy$$i incidenci a zavaznéj$im pribéhu bakterial-
nich a virovych infekci (50). Navyseni exprese ligandu
PD-1L je prokdzano nejen u hematologickych malignit,
ale i u mnoha solidnich tumord, kde inhibuje pro-
dukci cytokinti i aktivitu tumor infiltrujicich
CD4* a CD8* T-lymfocytii (51, 52, 53). Blokada interakce
receptoru PD-1s ligandy (PD-L1 a PD-L2) invitro zvySuje
uaroven imunitni odpovédi (54) a pfimo se podili na
efektivité protinddorové aktivity imunitniho systému
(50, 55).

Mimo drahu programované bunécné smrti se na re-
gulaci T-bunécné odpovédi podili i dalsi mechanismy,
v recentnich publikacich je popsan vliv drahy CTLA4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), ktera ovliviiuje
proliferaci a prezivani bunék CLL cestou downregulace
T-lymfocytové odpovédi, konkretné cestou ovlivnéni
exprese transkripcnich (STAT1, NFATC2), proliferac-
nich (c-Fos, c-Myc) a antiapoptotickych (Bcl-2) faktor
(56).

Blokada CTLA4 terapeutickymi monoklonalnimi
protilatkami je v soucasné dobé predmeétem klinickych

Tab.1 Panel protilatek k analyze chronickych lymfoproliferaci z B-lymfocytu. Dle Euroflow 2013.

Pac. Blue Pac. Orange FITC PE PerCP Pe-Cy7 APC APC-H7
zkumavka 1 CD20aCD4 |CD45 CD8asmA CD56asmxk |[CD5 YC/I§19 aTCR sm CD3 CD38
zkumavka 2 [ CD20 CD45 CD23 CD10 CD79% CD19 CD200 CD43
zkumavka 3 [ CD20 CD45 CD31 LAIRI CDT11c CD19 Sm lgu CD81
zkumavka 4 | CD20 CD45 CD103 CD95 CD22 CD19 CXCR5 CD49d
zkumavka 5 | CD20 CD45 CDh62L CD39 HLA-DR CD19 CD27

Legenda k tabulce: Pac. Blue - Pacific Blue, Pac. Orange - Pacific Orange, FITC - Fluorescein isothiocyanate, PE - R-phycoerythrin, PerCP - Peridinin
chlorophyll, Pe-Cy7 - tandemovy konjugat phycoerythrinu a Cy7 NHS esteru, APC - Allophycocyanin, APC-H7 - tandemovy konjugat allophycocyaninu
a stabilngjsiho analogu Cy7 NHS esterusm - surface membrane, povrchovy znak
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studii zejména u solidnich tumord, a to se slibnymi
vysledky. Zajimavy je synergni protinadorovy efekt
soubézné blokady drahy PD-1a CTLA4, coz demonstruje
moznosti komplexniho terapeutického ovlivnéni imu-
nitni odpovédi v budoucnu (57).

OD EXPERIMENTU DO PRAXE

V soucasné dobé jiz pomérné komplexni poznani
mechanismi, dovolujicich malignim bunkam unikat
protinadorové odpovédi, logicky vede k vyvoji novych
terapeutickych postupl a rutinné aplikovatelnych
diagnostickych metod. Snahy o terapeutické ovlivné-
ni T-regulacnich lymfocytl jsou prozatim vétSinou
ve stavu primarniho vyzkumu, zejména pro ne zcela
vyjasnénou a velmi komplikovanou a provazanou sit
plisobeni mezi burikami. Terapeuticka modulace ex-
prese proteinti hlavniho histokompatibilniho kom-
plexu II. tfidy (MHC 1I) by pravdépodobné vyzadovala
individualizované zasahy na drovni genomu, resp.
epigenomu, cozZ je v soucasné dobé rutinné nezvlad-
nutelné. Velmi vhodnym cilem se vSak ukazuje byt
draha programované bunéc¢né smrti, a to jednak pro
jednoduchost interakce (jeden receptor a jeden, resp.
dva, ligandy) a dale pro lokalizaci cilovych struktur na
povrchu bunék. Tyto skutecnosti v soucasné dobé ve-
dou k testovani terapeutické monoklonalni protilatky
anti-PD-1 u solidnich tumord (58) i hematologickych
malignit (37, 59).

Priitokova cytometrie hraje klicovou roli jak v dife-
rencialni diagnostice CLL, tak ve stanoveni imunitni
odpovédi, v ptipadé analyz T-lymfocytovych subpopu-
lacijsou jeji metody zlatym standardem a jsou rutinné
vyuzivany. Diferencialné diagnostické analyzy a sle-
dovani minimalni zbytkové nemoci prodélavaji v sou-
Casné dobé prerod smérem k vyuziti mnohobarevnych
paneldl protilatek dle vystupt konsorcia Euroflow (60).

Unifikace laboratorniho procesu véetné pouzitych
identickych sestav monoklonalnich protilatek, analy-
tického software a kalibratori umoznuje nejen elimi-
novat nepresnosti, ale i dfive nedosazitelné druhé ¢teni
¢i konzultaci expertnim pracovi$§tém. Na nasem praco-
visti jiz s ispéchem pouzivame vlastni mnohobarevny
analyticky protokol zalozeny na analyze povrchovych
markerti CD45, CD3, CD4, CD8, CD16+CD56, CD279 (PD-
1) a CD107a, zpracovanych metodikou ,,lyse no-wash*
z periferni krve. Za ucelem detekce T-regula¢nich
lymfocytl jsme nejprve testovali povrchovou analyzu
znaku CD127, ktery inverzné koreluje s expresi FoxP3
na Treg (27), ale pozdéji jsme z diivodu snazsi stan-
dardizace presli na detekci intracytoplazmatickych
FoxP3 (markery FoxP3, CD4, CD25) pomoci komercné
dostupného kitu.
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Do praktického pouziti se dale dostavaji metody
ikvantitativni pritokové cytometrie (61), které jsou na
zakladé analyzy vazebnych mist schopny poskytnout
informace o redlném zastoupeni cilovych struktur na
zajmovych bunikach, coZ s sebou prinasi novy pohled
zejména na hodnoceni icinnosti terapeutickych mo-
noklonalnich protilatek (62).

Pokrocilé analyzy subpopulaci T-regula¢nich lym-
focytll véetné jejich dynamiky a vyzkum drahy pro-
gramované bunécné smrti jsou zatim doménou spise
védecko-vyzkumnych pracovist, nicméné v blizké dobé
muZeme Cekat jejich pfesun do rutinni praxe.

Tyka se to zejména metod detekce a kvantifikace
exprese receptoru PD-1, které v ptipadé aspésnych test
terapeutické monoklonalni protilatky budou nezbytné
pro presnou indikaci terapie a sledovani odpovédi na
1é¢bu. Zasadni dlohu pritokové cytometrie lze s jisto-
tou oCekavat u indikace a monitorovani terapie na bazi
virovou transdukci modifikovanych T-lymfocytd, ex-
primujicich chimérické receptory antigent (Chimeric
antigen receptors, CARs), slibné nové terapeutické
modality s kurativnim potencidlem, kterd je v soucasné
dobé ve stadiu klinickych testi (63).

Zavadéni osmi- a vicebarevnych cytometrl, rozsi-
tujici se spektrum fluorochromd a nové analytické me-
tody, zejména moznost kvantifikovat expresi cilovych
struktur, umoznuje analyzovat §irs§i souvislosti mezi
jednotlivymi imunokompetentnimi populacemi a ma-
lignimi burikami, posoudit jejich role v procesu regulace
protinadorové odpovédi a poskytuje tak novy vhled do
interakci mezi malignimi burikami a hostitelskym or-
ganismem smérem Kk spésné terapii (64, 65, 66).
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