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Abstrakt 

Modulace nádorového mikroprostředí představuje možnost, jak inhibovat růst nádorů a 

posílit protinádorovou imunitní odpověď. V předložené práci jsme použili pro modulaci 

nádorového mikroprostředí dvě strategie. Zaprvé, jsme zkonstruovali rVACV ko-exprimující 

tumor supresorový gen pro vazebný protein typu 3 pro růstové faktory podobné inzulinu 

(IGFBP-3) a gen kódující fúzní imunogen SigE7LAMP. Exprese IGFBP-3 byla řízena buď 

časným vakciniovým promotorem H5 nebo syntetickým časně/pozdním (E/L) promotorem. 

Zjistili jsme, že exprese IGFBP-3 řízená H5 promotorem vede k produkci většího množství 

proteinu než exprese řízená E/L promotorem. Imunizace myší rVACV P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 inhibovala růst nádorů TC-1 efektivněji než imunizace kontrolním virem P13-

SigE7LAMP-TK
-
. Zároveň indukovala také silnější odpověď T-lymfocytů proti VACV 

antigenům. Pozorovali jsme, že vysoká exprese IGFBP-3 vedla ke zvýšení míry replikace viru a 

to jak in vitro, tak in vivo, což mělo za následek déletrvající antigenní stimulaci. Vysoká míra 

produkce IGFBP-3 rovněž korelovala s lepší adsorpcí viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na 

buňky CV-1 v porovnání s P13-SigE7LAMP-TK
-
. Identifikovali jsme dva rozdíly ve struktuře 

IMV mezi viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-TK
-
. IMV  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 do své struktury inkorporovaly protein IGFBP-3 a navíc 

obsahovaly větší množství fosfatidylserinu ve své vnější membráně, což pravděpodobně 

způsobilo zvýšený příjem těchto IMV buňkami prostřednictvím makropinocytózy. Pro měření 

obsahu PS jsme použili průtokovou cytometrii, kdy jsme purifikované viriony VACV 

imobilizovali pomocí protilátek na mikrokuličkách. 

 Zadruhé, jsme zkonstruovali DNA vakcínu proti asparaginylové endopeptidáze legumain, 

která je ve vysoké míře exprimována M2 polarizovanými TAM. Pro zvýšení efektivity DNA 

imunizace proti legumainu, jsme navrhli několik modifikací jeho aminokyselinové sekvence. 

Tyto zahrnovaly mutagenezi RGD motivu, která vedla k inhibici maturace legumainu a změnu 

v buněčné lokalizaci. Dále jsme provedli inzerci pomocného epitopu p30 odvozeného od 

tetanového toxinu, který je schopný aktivovat pomocné CD4
+
 T-lymfocyty. Obě použité 

modifikace signifikantně posílily imunitní odpověď proti legumainu. Jejich kombinace ovšem 

další signifikantní zvýšení nepřinesla. DNA vakcinace indukuje TH1 i TH2 odpověď, z nichž 

pouze TH1 podporuje indukci protinádorové CD8
+
 CTL. Pro posílení TH1 a CTL odpovědi jsme 

použili adjuvans CpG-ODN nebo depleci Treg pomocí protilátky proti CD25. Podání  

CpG-ODN nemělo žádný efekt. Deplece Treg ovšem signifikantně posílila imunitní odpověď 

indukovanou konstruktem LgmnRGG.TT1l. Imunizace za použití LgmnRGG.TT1l byla 

schopna signifikantně inhibovat růst nádorů, ale neovlivnila tvorbu plicních metastáz ani počet 

TAM. 
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Summary 

Modulation of the tumor microenvironment represents a possible way to inhibit cancer 

growth and enhance anti-cancer immune responses. In the presented work we employ two 

strategies for tumor microenvironment modulation. Firstly, we have constructed rVACV 

co-expressing the tumor suppressor gene insulin-like growth factor-binding protein-3 (IGFBP-

3) and the fusion gene encoding the immunogen SigE7LAMP. The expression of IGFBP-3 was 

regulated either by the early vaccinia virus H5 promoter or by the synthetic early/late (E/L) 

promoter. We have shown that expression of IGFBP-3 regulated by the H5 promoter yielded 

higher amounts of IGFBP-3 protein when compared with the E/L promoter. Immunization with 

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 was more effective in inhibiting the growth of TC-1 tumors in 

mice and elicited a higher T-cell response against VACV-encoded antigens than the control 

virus P13-SigE7LAMP-TK
-
. We found that high-level production of IGFBP-3 enhanced virus 

replication both in vitro and in vivo, resulting in profound antigen stimulation. Production of 

IGFBP-3 was associated with a higher adsorption rate of P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 to  

CV-1 cells when compared with P13-SigE7LAMP-TK
-
. We have identified two structural 

differences between the IMVs of the IGFBP-3 expressing virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 

and P13-SigE7LAMP-TK
-
. The P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 IMVs incorporate the IGFBP-3 

protein and they have elevated phosphatidylserine exposure on the outer membrane that could 

possibly result in increased uptake of these IMVs via macropinocytosis. The PS content of 

IMVs was measured by flow cytometry using microbeads covered with immobilized purified 

VACV virions. 

Secondly, we have developed a DNA vaccine against the asparaginyl endopeptidase 

legumain that is overexpressed in M2-polarized TAM. To enhance the efficacy of DNA 

immunization against legumain, we performed several modifications of the legumain protein. 

These include mutagenesis of the RGD motif that resulted in diminished maturation and 

changed cellular localization of the legumain protein. Furthermore we inserted the p30 helper 

epitope from the tetanus toxin, which is capable to induce CD4
+
 helper T-cells. Both 

modifications significantly enhanced the immune response against legumain. There was no 

further significant enhancement of the anti-legumain response when RGD mutation and p30 

insertion were combined. DNA vaccination induces both TH1 and TH2 responses, of which only 

TH1 promotes the induction of anti-tumor CD8
+
 CTL. To enhance TH1 and CTL responses we 

used CpG-ODN as adjuvant or depleted Treg using an antibody against CD25. Although 

administration of CpG-ODN showed no effect, the depletion of Treg significantly enhanced the 

immune response elicited by LgmnRGG.TT1l. We were able to show that immunization using 

LgmnRGG.TT1l was capable to significantly inhibit tumor growth, but did not inhibit formation 

of pulmonary metastasis nor altered the amount of TAM. 
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Seznam použitých zkratek 

ADAM disintegrin a metaloproteináza 

ADAMTS disintegrin a metaloproteináza s trombospondinovými motivy 

ADP adenosindifosfát 

AICD aktivací indukovaná smrt 

AID aktivací indukovaná cytidin deamináza 

Akt protein kináza B 

AML akutní myeloidní leukemie 

AMP adenosinmonofosfát 

AP-1 aktivátorový protein 1 

APC antigen prezentující buňka 

Arg-1 arginináza 1 

ARHGAP22 Rho GTPázu aktivující protein 22 

α-SMA α aktin hladkého svalstva 

ATF aktivační transkripční faktor 

ATP adenosintrifosfát 

Bak s Bcl2 homologní antagonista/zabiják 

BATF bazický leucinový faktor s motivem leucinového zipu 

Bcl protein B-lymfocytárního lymfomu 

Bim Bcl2 interagující mediátor buněčné smrti 

Blimp-1 B-lymfocyty indukovaný maturační protein 1 

BMP-1 kostní morfogenní protein 1 

BTLA atenuátor B- a T- lymfocytů 

BUdR 5-bromo-2´-deoxyuridin 

C1 solubilní core frakce virionu VACV 

C2 nesolubilní core frakce virionu VACV 

CAF fibroblasty asociované s nádory 

cAMP cyklický adenosinmonofosfát 

Cbl-b protoonkogen b identifikovaný v Casitas B-lymfomu  

CCL chemokin typu CC 

CCR chemokinový receptor 

CD diferenciační skupina 

cFLIP buněčný protein inhibující apoptózu podobný proteinu FLICE 

CIITA transaktivátor pro MHC II. třídy 

c-Maf buněčný protoonkogen muskuloaponeurotického fibrosarkomu 

c-Met receptor pro hepatocytární růstový faktor 
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COX cyklooxygenáza 

CREB vazebný protein pro element odpovídající na cAMP 

CSC nádorové kmenové buňky 

CTL cytotoxické T-lymfocyty 

CTLA-4 s cytotoxickými T-lymfocyty asociovaný protein 4 

CX3CL chemokin typu CX3C 

CXCL chemokin typu CXC 

CXCR receptor pro chemokiny typu CXC 

DAMP molekulární motiv asociovaný s nebezpečím 

DC dendritické buňky 

DcR3 návnadový receptor 3 pro ligandy z rodiny TNF jako např. FasL 

DGKa diacylglycerolová kináza α 

DISC smrt indukující signální komplex 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

DNAM-1 aktivační receptor NK buněk CD226 

DOCK180 dedikátor cytokineze 180 kDa protein 

EBP elastin vazebný protein 

ECM extracelulární matrix 

ECP eozinofilní kationický protein 

EGFR receptor pro epidermální růstový faktor 

eIF2a eukaryotický iniciační faktor 2a 

ELMO protein pohlcování a buněčné motility 

EMT epiteliálně mezenchymální přechod 

EOMES eomesodermin 

Erg2 ETS příbuzný gen 2 

Erg3 ETS příbuzný gen 3 

ERK kináza regulována extracelulárními signály (MAPK) 

FADD doména indukující buněčnou smrt asociovaná s Fas 

FAK kináza fokální adheze 

FAP protein aktivovaných fibroblastů 

FasL ligand pro Fas 

FBS fetální telecí sérum 

FGF růstový faktor fibroblastů 

FGFR receptor pro FGF 

FOXO-1 protein O1 skupiny Forkhead box 

FoxP3 protein P3 skupiny Forkhead box 
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FSC rozptyl světla v přímém směru 

FSP-1 specifický protein fibroblastů 1 

GATA-3 GATA vazebný faktor 3 

GCN2 nederepresibilní hlavní kontrolní kináza 

GIT protein interagující s kinázou napojenou na G-proteiny 

GITR glukokortikoidy indukovaný TNFR příbuzný protein 

GM-CSF tvorbu kolonií stimulují faktor pro granulocyty a makrofágy 

GRAIL gen spojený s anergií lymfocytů  

GSK-3b 3β kináza glykogen syntázy  

HB-EGF heparin vázající růstový faktor podobný EGF 

HGF hepatocytární růstový faktor 

HIF-1α hypoxií indukovatelný faktor 1 α 

HLA lidský leukocytární antigen 

HMGA-2 vysoce mobilní protein 2 s AT háky 

HRG glykoprotein bohatý na histidin 

ICAM-1 mezibuněčná adhezivní molekula 1 

ICER časný represor indukovaný cAMP 

ID2 DNA vazebný proteinový inhibitor 2 

ID3 DNA vazebný proteinový inhibitor 3 

IDO indolamin-2,3-dioxygenáza 

IFN interferon 

IGF inzulinu podobný růstový faktor 

IGFBP vazebný protein pro inzulinu podobné růstové faktory 

IGFBP-3 vazebný protein typu 3 pro inzulinu podobné růstové faktory 

IGFBP-3R receptor pro IGFBP-3 

IGF-R receptor pro IGF 

IHD-J kmen VACV International Health Department-J 

IKK IκB kináza 

IL interleukin 

IL-12R receptor pro interleukin 12 

IL-13Rα2 receptor α2 pro interleukin 13 

IL-15Rα receptor α pro interleukin 15 

IL1-RA antagonistický receptor pro interleukin 1 

IL-1RII receptor typu II pro interleukin 1 

IL-2Rα (CD25) receptor α pro interleukin 2 

IL-6Rα receptor α pro interleukin 6 
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ILC přirozené lymfocyty 

ILT-2 imunoglobulinu podobný transkript 2 

IMV intracelulární maturovaný virion 

iNOS indukovaná syntáza oxidu dusnatého 

IP intraperitoneální podání 

IRF interferon regulující faktor 

ISGF-3 interferonem stimulovaný genový faktor 3 

Itch E3 ubiquitin ligáza homologní k proteinu Itchy 

ITK IL-2 indukovaná T-lymfocytární kináza 

iTreg indukované regulační T-lymfocyty 

Jmjd3 histon demetyláza obsahující Jumonji doménu 3 

JNK c-Jun N-terminální kináza 

KIR2DL4 imunoglobulinu podobný receptor NK buněk 2DL4 

KLF transkripční faktor podobný proteinu Krüppel 

LAG-3 gen 3 aktivovaných lymfocytů 

LAIR-1 s leukocyty asociovaný imunoglobulinu podobný receptor 1 

LAP peptid asociovaný latentním TGF-β 

LG3 globulární doména 3 podobná lamininu 

Lgmn legumain 

LgmnCGD legumain jehož motiv RGD byl zmutován na CGD 

LgmnRGG legumain jehož motiv RGD byl zmutován na RGG 

LgmnRGG.TT1l LgmnRGG do jehož sekvence byla vložena delší varianta 

pomocného epitopu p30 

LgmnRGG.TT1s LgmnRGG do jehož sekvence byla vložena kratší varianta 

pomocného epitopu p30 

Lgmn.TT1l legumain do jehož sekvence byla vložena delší varianta 

pomocného epitopu p30 

Lgmn.TT1s legumain do jehož sekvence byla vložena kratší varianta 

pomocného epitopu p30 

LLC velký latentní komplex TGF-β 

LMP2 proteazomová podjednotka β9 

LMP7 proteazomová podjednotka β8 

LTBP vazebný protein pro latentní komplex TGF-β 

M membránová frakce virionu VACV 

MAGE-A1 s melanomy asociovaný antigen A1 

MAP3K kináza kinázy mitogenem aktivované protein kinázy 
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MAPK mitogenem aktivovaná protein kináza 

MCL-1 indukovaný diferenciační protein myeloidních leukemických 

buněk 

M-CSF tvorbu kolonií stimulující faktor pro makrofágy 

MDSC supresorové buňky myeloidního původu 

MECL-1 proteazomová podjednotka β10 

MEK kináza mitogenem aktivované protein kinázy 

MHC hlavní histokompatibilní komplex 

MICA protein A příbuzný MHC I. třídy 

MICB protein B příbuzný MHC I. třídy 

miRNA mikro RNA 

MMP matrixová metaloproteináza 

MOI multiplicita infekce 

Mrc-1 manózový receptor makrofágů 

MSC mezenchymální kmenové buňky 

mTOR savčí cíl rapamycinu 

Mx matrixová frakce virionu VACV 

MyD88 protein primární odpovědi způsobující myeloidní diferenciaci 

NFAT jaderný faktor aktivovaných T-lymfocytů 

NF-kB jaderný faktor kB 

NK přirozeně cytotoxické lymfocyty 

NKG2D aktivační receptor NK buněk 

NKp protein NK buněk 

NO oxid dusnatý 

NOTCH homolog proteinu notch 

Nrp-1  neuropilin-1 

nTreg přirozené regulační T-lymfocyty 

P13 VACV klon 13 kmene Praha 

P13-E/L-IGFBP-3 P13 do jehož genu pro TK, byl vložen gen IGFBP-3 pod 

kontrolou E/L promotoru 

P13-H5-IGFBP-3 P13 do jehož genu pro TK, byl vložen gen IGFBP-3 pod 

kontrolou H5 promotoru 

P13-preS2S P13 do jehož genu pro TK, byl vložen gen pro povrchový 

anitgen viru HBV presS2S  

P13-SigE7LAMP P13 do jehož lokusu F7L byl vložen fúzní protein SigE7LAMP 

P13-SigE7LAMP-E/L- P13-SigE7LAMP do jehož genu pro TK, byl vložen gen 
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IGFBP-3 IGFBP-3 pod kontrolou E/L promotoru 

 

P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 

 

P13 do jehož genu pro TK, byl vložen gen IGFBP-3 pod 

kontrolou E/L promotoru 

P13-SigE7LAMP-TK
- 

P13-SigE7LAMP jehož gen pro TK, byl přerušen vložením  

100 bp odvozených od 11K promotoru VACV 

p130 130 kDa protein 

p65 65 kDa protein 

PAK1 proteinem p21 aktivovaná kináza 1 

PAMP molekulární motiv asociovaný s patogeny 

PC-1 proprotein konvertáza 1 

PCAF S CBP asociovaný faktor 

PD-1 protein 1 programované buněčné smrti 

PDGF destičkami produkovaný růstový faktor 

PDGFR receptor pro PDGF 

PDK1 protein kináza, jejíž funkce je závislá na fosfoinositidech 

PD-L1 ligand 1 pro PD1 

PD-L2 ligand 2 pro PD1 

PFU plaky tvořící jednotky 

PGE2 prostaglandin E2 

PI3K fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 3 kináza 

PIP3 fosfatidilinositoltrifosfát 

PIX s PAK interagující výměnný faktor 

PKA protein kináza A 

PKC-θ proteinová kináza C typu θ 

PLC-γ fosfolipáza C typu γ 

PPAR peroxizomovou proliferací aktivovaný receptor 

PS fosfatidylserin 

PTEN fosfatázový a tenzinový homolog 

PUMA modulátor apoptózy jehož exprese je zvýšena proteinem p53 

qPCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

RAR receptor pro kyselinu retinovou 

RBP-Jκ vazebný protein pro J-κ rekombinační signál 

RGD motiv motiv tvořený aminokyselinami argininem, glycinem, kyselinou 

asparagovou 

RICTOR vůči rapamycinu nesenzitivní společník mTOR 
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RIPK-1 kináza 1 proteinu interagujícího s receptorem 

ROCK protein kináza asociovaná s Rho 

ROR receptor příbuzný RAR 

Runx s Runt příbuzný transkripční faktor 

rVACV rekombinantní virus vakcinie 

SC subkutánní podání 

SH2 doména doména homologní se Src 2 

sHLA-G sekretovaný lidský leukocytární antigen typu G 

SHP-1 fosfatáza 1 obsahující doménu homologní se Src oblastí 2 

SigE7LAMP fúzní protein tvořený signální sekvencí pro endoplazmatické 

retikulum, sekvencí E7 onkoproteinu HPV16 a sekvencí s 

lysozomy asociovaného membránového proteinu 

SLC malý latentní komplex TGF-β 

SOCS supresor cytokinových signálních proteinů 

Spi-6 inhibitor serinových proteáz 6 

SSC rozptyl světla v kolmém směru 

STAT signální převaděč a aktivátor transkripce 

TAM makrofágy asociované s nádory 

TAP transportér antigenních peptidů 

T-bet transkripční T-boxový faktor 21 

TCF-1 T-lymfocytární faktor 1 

TCM centrální paměťové buňky T-lymfocytů 

TCR receptor T-lymfocytů 

TEFF efektorové T-lymfocyty 

TEM efektorové paměťové buňky T-lymfocytů 

TERT telomerázová reverzní transkriptáza 

TF transkripční faktor 

TGF-β transformující růstový faktor β 

TH1 pomocný T-lymfocyt typu 1 

TH17 pomocný T-lymfocyt typu 17 

TH2 pomocný T-lymfocyt typu 2 

TH9 pomocný T-lymfocyt typu 9 

TIR doména homologní mezi TLR a IL-1R 

TK tymidin kináza 

TLL-1 protein 1 podobný Tolloidu 

TLR-4 receptor 4 podobný proteinu Toll 
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TNF-α faktor α nekrotizující nádory 

TNFR receptor pro TNF 

Tr1 regulační T-lymfocyt 1 

TRADD doména indukující buněčnou smrt asociovaná s receptorem pro 

TNF 

TRAF-2 faktor 2 asociovaný receptorem pro TNF 

Treg regulační T-lymfocyt 

TRIF TIR doménu obsahující adaptorový protein indukující IFN-β 

TSC1 protein tuberózní sklerózy 1 

TSCM paměťové kmenové buňky T-lymfocytů 

TSG-6 protein TNF stimulovaného genu 6 

TSLP thymový stromální lymfopoietin 

TSP-1 thrombosponidin 1 

TT tetanový toxin 

ULBP vazebný protein pro UL16 

uPA urokinázový typ plazminogenového aktivátoru 

VCAM-1 adhezivní molekula 1 vaskulárních buněk 

VEGF vaskulární a endoteliální růstový faktor 

VEGFR-3 receptor 3 pro VEGF 

WR kmen VACV Western Reserve 

YAP protein asociovaný s proteinem Yes 
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1. Úvod 

V současné době byla navrhnuta celá řada imunizačních postupů, které umožňují indukovat 

imunitní odpověď proti antigenům exprimovaným nádorovými buňkami. Velkým pokrokem 

posledních let je především rozmach různých forem RNA vakcín a dostupnost nové generace 

sekvenačních technologií označovaných jako Next Generation Sequencing (NGS), které 

umožnily rozvoj personalizované léčby nádorů. Ta spočívá v identifikaci mutací v genomu 

nádorových buněk, které se vyskytují v úsecích proteinů, které mohou být prezentovány na 

MHC molekulách I. a II. třídy daného jedince. Genové sekvence kódující mutované úseky jsou 

následně transkribovány do RNA. Ta je pak základem personalizovaných vakcín. Může být 

např. vpravena do maturovaných DC, které jsou následně injikovány pacientovi. Základem 

těchto metod je teorie, která předpokládá, že tolerance proti tělu vlastním antigenům, zajištěna 

Treg, se nemohla proti mutovaným úsekům vytvořit. Zároveň nemohly být v rámci negativní 

selekce v thymu odstraněny T-lymfocyty rozpoznávající mutované peptidy. Ačkoliv jsou do 

personalizovaných protinádorových vakcín vkládány velké naděje, jedná se i v tomto případě o 

redukcionistický přístup, který opomíjí fakt, že nádory jsou komplexní, orgánům podobné 

struktury. Protinádorové T-lymfocyty interagují s jednotlivými komponentami nádorového 

mikroprostředí, což může vést k inhibici jejich funkce. 

Jistou možností, jak posílit protinádorovou imunitní odpověď představuje použití protilátek 

proti inhibičním receptorům T-lymfocytů. Velkým milníkem z tohoto hlediska byl rok 2011, 

kdy americký úřad pro kontrolu léčiv FDA schválil použití protilátky proti CTLA-4 

(Ipilimumab) pro léčbu melanomů. V roce 2014 pak následovalo schválení dvou protilátek proti 

PD-1. Použití těchto protilátek umožňuje reaktivaci vyčerpaných T-lymfocytů v nádorovém 

mikroprostředí, které následně mohou opět zabíjet nádorové buňky. Použití protilátek proti 

CTLA-4, PD-1 a dalším inhibičním receptorům skýtá ovšem také rizika. Ta spočívají v aktivaci 

autoreaktivních T-lymfocytů, které mohou zahájit autoimunitní onemocnění. Podání 

Ipilimumabu např. může vést k indukci závažných zánětů především v trávicí soustavě. 

Předmětem vědeckého zkoumání je také, co se s reaktivovanými T-lymfocyty následně děje. Dá 

se totiž předpokládat, že reaktivované vyčerpané T-lymfocyty po jisté době upadají do 

senescence či umírají. Bylo například pozorováno, že na podání anti-PD-1 protilátky odpovídají 

reaktivací pouze T-lymfocyty se střední expresí PD-1, naopak T-lymfocyty s vysokou expresí 

nejsou reaktivovány. Dále byli pozorováni pacienti, u nichž nedochází k infiltraci nádorů  

T-lymfocyty. V takových případech má podání anti-PD1 a anti-CTLA-4 silně omezený účinek. 

Přes výše zmíněné pokroky, je třeba dále prostudovat interakce mezi imunitním systémem a 

komponentami nádorového prostředí a identifikovat regulační dráhy, jejichž rozrušení umožní 

posílit protinádorovou imunitní odpověď.  Výsledkem by pak mohla být efektivní imunoterapie 

schopná eliminovat nádory nebo alespoň kontrolovat jejich růst a tvorbu metastáz. 
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2. Literární přehled 

Solidní nádory nepředstavují pouze shluk transformovaných nádorových buněk, ale jedná se 

ve své podstatě o organizované struktury podobné orgánům. Jako takové jsou tvořeny různými 

komponentami, které zabezpečují růst a expanzi nádorových buněk, a také únik před imunitním 

systémem. Nádorové prostředí obsahuje nebuněčné, buněčné a subcelulární komponenty. 

Nebuněčné složky nádorového mikroprostředí představují extracelulární matrix, sekretované 

enzymy, růstové faktory, cytokiny a různé metabolity produkované stromálními a nádorovými 

buňkami. Buněčná složka je představována mezenchymálními buňkami (např. fibroblasty), 

buňkami imunitního systému a buňkami podílejícími se na tvorbě cév zásobujících nádor 

živinami, jako např. endoteliální buňky a pericyty. Další složkou jsou subcelulární komponenty, 

které zahrnují exozomy a jiné membránové mikrovezikuly hrající nezanedbatelnou roli 

v mezibuněčné komunikaci. Všechny tyto složky spolu interagují za vzniku celé řady 

pozitivních zpětnovazebných smyček posilujících nádorový růst. 

Jelikož podrobná charakterizace všech komponent nádorového prostředí je nad rámec této 

práce, budou v následujícím textu probrány komponenty, které nejsou v souvislosti 

s imunoterapií tak často zmiňovány, jako např. extracelulární matrix a fibroblasty. Z hlediska 

imunitního systému budou probrány především T-lymfocyty, jelikož představují základ buněčné 

odpovědi a dají se ovlivnit imunizací. Z vrozené imunity budou popsány pouze makrofágy 

asociované s nádory, proti nimž byla připravena DNA vakcína zmíněná v této práci. 

 

2.1. Extracelulární matrix a její role v regulaci 

kancerogeneze  

Základní složkou mikroprostředí všech orgánů je ECM. Jedná se o síť tvořenou proteiny, 

proteoglykany a glykoproteiny, která určuje mechanické vlastnosti orgánů. Ačkoliv se složení 

ECM liší dle daného orgánu, můžeme rozlišit dva funkční druhy ECM, bazální membránu a 

intersticiální matrix. Bazální membrána představuje speciální druh ECM, který slouží 

především k oddělení endoteliálních či epiteliálních buněk od nitra orgánů. Vnitřek orgánů je 

pak vyplněn intersticiální ECM, která udává rigiditu orgánů. Tyto druhy ECM se liší 

zastoupením makromolekulárních komponent. Zatímco bazální membrána je tvořena především 

lamininy, kolagenem IV, entaktinem/nidogenem a proteoglykany, intersticiální ECM obsahuje 

především makromolekuly fibrilárního kolagenu, fibronektinu a proteoglykanů  

(Egeblad et al., 2010). Z hlediska funkce orgánů není ECM pouhým lešením, ale plní i další 

funkce, jako je modulace diferenciace buněk a buněčného růstu. Děje se tak díky interakcím 

s růstovými faktory, jako např. FGF, VEGF, PDGF a IGF (Rapraeger et al., 1991;  
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Yayon et al., 1991; Park et al., 1993; Fager et al., 1992; Fager et al., 1992; Arai et al., 1996; 

Bernfield et al., 1999). Kromě růstových faktorů existuje celá řada cytokinů a chemokinů, které 

se mohou vázat na komponenty ECM. Nejznámějším příkladem cytokinu vázajícího se na ECM 

je TGF-β, jehož vazba je spojena s regulací jeho biologické funkce (Taipale et al., 1994; Lyon 

et al., 1997). Mezi příklady dalších cytokinů vázajících se na různé složky ECM patří INF-γ,  

TNF-α, IL-2 a GM-CSF (Lortat-Jacob a Grimaud, 1991; Tufvesson a Westergren-Thorsson, 

2002; Najjam et al., 1998; Alvarez-Silva a Borojevic, 1996). V neposlední řadě mohou složky 

ECM interagovat s buněčnými receptory, jejichž nejznámějším příkladem jsou integriny. Tyto 

mohou svou signalizací následně také přispívat k ovlivnění růstu a diferenciace.  Objevují se 

náznaky, že ECM je významnou složkou niky kmenových buněk, která se podílí na udržování 

kmenovosti a asymetrickém buněčném dělení (Garcion et al., 2004; Bi et al., 2007;  

O'Reilly et al., 2008; Lu et al., 2012).  

Je tedy evidentní, že v rámci udržování vnitřní homeostázy orgánů, musí být i složení ECM 

správně regulováno. Ačkoliv by se mohlo zdát, že ECM je rigidní komponentou orgánů, není 

tomu tak. Naopak, ECM je vysoce dynamickou strukturou, jejíž složení je ovlivněno buňkami, 

které se v ní nachází. Součástí procesů vedoucích k tvorbě nádorů je také proces remodelace 

ECM, který umožňuje růst a expanzi nádorů do okolních tkání.  

 

2.1.1. Mechanické vlastnosti ECM, integrinová signalizace a 

jejich význam pro nádorový růst 

Mechanické vlastnosti ECM zahrnují vlastnosti jako je pevnost, elasticita, porozita, uspořádání 

fibril a další. Informace o mechanických vlastnostech ECM buňkám zprostředkovávají 

integriny. Z hlediska struktury se jedná o heterodimerní receptory, které jsou tvořené jednou  

α podjednotkou a jednou β podjednotkou. Lidský genom kóduje celkem 18 α a 8 β podjednotek, 

jejichž kombinacemi vzniká 24 různých integrinů (Humphries et al., 2006). Integriny vytvářejí 

základ adhezivních komplexů, ve kterých vytvářejí platformu pro vazbu dalších proteinů. Tyto 

následně spouštějí kaskádu změn, kdy se váží další a další proteiny, což vede k tvorbě 

maturovaných fokálních adhezivních spojů, podozomů nebo invadozomů (Geiger et al., 2001; 

Linder a Aepfelbacher, 2003; Spuul et al., 2014). Z hlediska signalizace jsou důležité 

cytoplazmatické domény integrinů, se kterými interaguje více než 156 různých molekul  

(Zaidel-Bar et al., 2007). U solidních nádorů často dochází ke zvýšení tuhosti ECM v důsledku 

zvýšené produkce kolagenů (Zhu et al., 1995; Kauppila et al., 1998). Zároveň se mění struktura 

uspořádání kolagenových vláken z relaxovaných fibril na orientované svazky. To je dáno 

zvýšenou aktivitou enzymu lysyl oxidázy, která sesíťovává jednotlivé kolagenové molekuly. 

Svazky kolagenů následně vytvářejí cesty, po nichž mohou nádorové buňky pronikat do okolní 
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tkáně. Dále toto umožňuje shlukování integrinových molekul a zvýšení integrinové signalizace, 

která v nádorových buňkách hraje celou řadu rolí (Provenzano et al., 2006;  

Levental et al., 2009). Jednou z nich je funkce mechanoreceptoru, kdy jsou v důsledku tuhosti 

tkáně nádorové buňky vystaveny působení různých sil, jako je např. tah. Tyto jsou vnímány 

prostřednictvím integrinů a mohou vést ke zvýšení invazivity ve směru působení mechanické 

síly (Menon a Beningo, 2011). Příkladem molekuly sloužící jako mechanosenzor může být 

talin. Při aktivaci integrinů dochází k vazbě molekuly talinu k intracelulární doméně integrinové 

podjednotky β (Calderwood et al., 1999; Tadokoro et al., 2003). Kromě toho talin interaguje s 

aktinem a zprostředkovává prvotní spojení mezi integrinem a aktinovým cytoskeletem 

(Muguruma et al., 1990; Hemmings et al., 1996; Jiang et al., 2003; Giannone et al., 2003). 

V důsledku působení mechanických sil je molekula talinu natahována, což vede ke změně 

prostorového uspořádání její tyčovité domény (Lee et al., 2007; Gingras et al., 2005).  

Ta je tvořena α-helixy, v nichž jsou ukryta vazebná místa pro vinculin, jehož vazba na talin dále 

stabilizuje spojení mezi integriny a aktinovým cytoskeletem (del et al., 2009;  

Papagrigoriou et al., 2004; Fillingham et al., 2005). Následně je celá vazba dále stabilizována 

vazbou α-aktininu schopného interakce s vinculinem (Kroemker et al., 1994). Působení síly je 

tak předáno přímo na aktinový cytoskelet.  

S talinem nebo přímo s integriny interaguje fokální adhezivní kináza (FAK), která rovněž 

funguje jako mechanosenzor (Chen et al., 1995; Schaller et al., 1995; Frame et al., 2010; 

Lawson et al., 2012; Wang et al., 2001). Je zodpovědná za obrat komponent fokální adheze a 

tím ovlivňuje migraci a invazivitu buněk (Ren et al., 2000; Webb et al., 2004; Hsia et al., 2003). 

Toto je ilustrováno na faktu, kdy delece FAK vede ke zpomalení migrační rychlosti a naopak 

její zvýšená exprese stimuluje buněčnou migraci (Ilic et al., 1995; Cary et al., 1996). Migrace je 

řízena především regulací malých Rho GTPáz, které ovlivňují dynamiku aktinového 

cytoskeletu. Příkladem jedné z drah ovlivňujících migraci může být aktivace GTPázy Rac, jež 

se podílí na tvorbě lamelopodia. Ve směru působení mechanické síly dochází v důsledku 

shlukování integrinů k přitahování FAK, která je následně aktivována a vytváří komplex 

s kinázou c-Src (Frame et al., 2010). Ve vzniklém komplexu je FAK dále fosforylována c-Src, 

což umožňuje vazbu p130Cas, který je po vazbě rovněž fosforylován  

c-Src. Fosforylovaný p130 je následně rozpoznán SH2 doménou adaptorového proteinu Crk. 

Vzniká tak komplex p130-Crk, na který se váží další adaptorové proteiny DOCK180 a ELMO 

fungující jako guanin-nukleotid výměnné faktory pro Rac-1 (Lee et al., 2014). Ve výsledku tak 

na vedoucí straně buňky dochází k hromadění aktivovaného Rac-1 a tvorbě lamelopodia.  

Další mechanickou vlastností, která může ovlivňovat migraci nádorových buněk, je vnitřní 

uspořádání ECM a to především velikost pórů. Limitujícím faktorem migrace buněk je 

schopnost deformovat buněčné jádro. Pokud je ECM příliš hustá a póry jsou příliš malé, mohou 

buňky v dané oblasti uvíznout (Wolf et al., 2013). Nádorové buňky mají k dispozici dva 
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migrační fenotypy, mezi kterými mohou volně přecházet. Prvním z nich je mezenchymální 

migrační fenotyp, který silně připomíná migraci fibroblastů. Těla buněk pohybujících se 

mezenchymálním způsobem mají protáhlý vřetenovitý tvar a vychází z nich jedno nebo více 

lamelopodií. Migrace je řízena integrinovou signalizací, kdy po vazbě integrinů na ECM 

dochází k aktivaci signálních drah FAK-p130Cas-Crk-DOCK180 a paxillin-GIT-PIX, které 

následně vedou k rekrutování GTPázy Rac do čela migrující buňky (Cary et al., 1998;  

Kiyokawa et al., 1998; Nayal et al., 2006). Aktivace Rac následně vede k tvorbě lamelopodia a 

inhibici GTPázy RhoA, která je vyžadována až v pozdějších fázích tvorby adhezní struktury 

(Sander et al., 1999; Ridley et al., 1992). Charakteristická je zejména přísná prostorová kontrola 

aktivity jednotlivých typů GTPáz, v různých částech buňky jsou aktivní jiné molekuly. Do čela 

migrujících buněk jsou také rekrutovány enzymy schopné degradovat ECM, jako např. 

membránově vázaná metaloproteináza 14 (Wang a McNiven, 2012). Remodelační enzymy 

umožňují degradovat a remodelovat vlákna ECM, která by překážela buňce v migraci a 

překonat tak i velmi hustou ECM s malými póry. Mezenchymálně se pohybující buňky vytváří 

cesty v ECM, které následně mohou být použity následujícími nádorovými buňkami při 

hromadné migraci (Wolf et al., 2007).  

Druhou možností migrace je améboidní migrační fenotyp, který se od mezenchymálního 

typu migrace liší v několika ohledech. Zaprvé je to molekulární aparát nutný pro řízení pohybu. 

Zatímco mezenchymální buňky se spoléhají na integrinovou signalizaci, je exprese integrinů u 

améboidních buněk snížena. S tím je spojena i snížená fosforylace dalších signálních molekul 

jako kináza FAK  (Carragher et al., 2006). Améboidní buňky také nevyužívají aktivace GTPázy 

Rac pro formování lamelopodií, ale dochází u nich k aktivaci GTPázy Rho A. Ta následně 

aktivuje kinázu ROCK, která fosforyluje lehký řetězec myosinu a tím ovlivňuje kontrakci 

aktinového kortexu (Sahai a Marshall, 2003; Wyckoff et al., 2006). Vznikají tak výběžky  

tzv. bleby, pomocí kterých se buňka protahuje skrz póry ECM. Druhý zásadní rozdíl spočívá 

v tom, že améboidní buňky nevyužívají enzymy degradující ECM, ale dochází zde k deformaci 

ECM v důsledku síly generované aktomyozinem (Wolf et al., 2003; Wyckoff et al., 2006;  

Rosel et al., 2008).  

Nádorové buňky mohou mezi mezenchymálním a améboidním způsobem migrace volně 

přecházet. Zdá se, že důležitou roli v rozhodování by mohla hrát právě vnitřní architektura ECM 

(Provenzano et al., 2008; Ulrich et al., 2009). Hustá ECM s úzkými póry podporuje 

mezenchymální typ migrace, díky silné integrinové signalizaci, která aktivuje signální dráhy 

směřující k aktivaci GTPázy Rac. Ta následně inaktivuje GTPázu Rho, čímž je blokován 

améboidní způsob migrace (Sander et al., 1999). Naopak ECM s nižší rigiditou a většími póry 

vede ke snížení integrinové signalizace, zakulacení buňky a aktivaci signální dráhy Rho-ROCK, 

která vede k aktivaci proteinu ARHGAP22 zvyšujícímu GTPázovou funkci Rac a tím i jeho 
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inaktivaci (Sanz-Moreno et al., 2008). Ve výsledku tak dochází k blokování mezenchymálního 

druhu migrace. 

2.1.1.1. Integrinová signální transdukce a její vliv na růst nádorů 

ECM může přes integrinovou signalizaci kooperovat s růstovými faktory a podporovat růst 

nádorů. Receptory pro růstové faktory jsou směřovány do míst fokální adheze, kde dochází 

k jejich shlukování a vytváření signalizační platformy (Plopper et al., 1995; Miyamoto et al., 

1996; Sundberg a Rubin, 1996). V důsledku aktivace integrinů jsou zde receptory pro růstové 

faktory fosforylovány, což posiluje a prodlužuje jejich schopnost aktivovat navazující signální 

dráhy. (Miyamoto et al., 1996; Roovers et al., 1999; Schneller et al., 1997; Jones et al., 1997; 

Moro et al., 1998; Moro et al., 2002). Existuje několik bodů, ve kterých se signální dráhy 

integrinů a receptorů pro růstové faktory překrývají. Jedním z nich je kináza FAK, která 

asociuje s integriny, ale také celou řadou receptorů pro růstové faktory jako např. EGFR, c-Met, 

PDGFR a VEGFR-3 (Sieg et al., 2000; Chen a Chen, 2006; Garces et al., 2006).  

Po vazbě integrinů k ligandům je FAK aktivována autofosforylací na Tyr 397 (Lipfert et al., 

1992). Na regulaci aktivace FAK kinázy se kromě integrinů mohou podílet také růstové faktory, 

jako je tomu např. u EGF, PDGF a HGF (Sieg et al., 2000; Matsumoto et al., 1994).  

FAK následně pomáhá aktivovat kinázu c-Src a to tak, že se váže na její SH2 doménu, čímž 

stabilizuje aktivní konformaci Src (Schaller et al., 1994). Aktivovaná Src následně fosforyluje 

FAK a dává tak vzniknout signalizačnímu komplexu Src-FAK (Calalb et al., 1995;  

Calalb et al., 1996). Ten pak podporuje růst a migraci nádorových buněk aktivací Ras-MEK-

MAPK a PI3K-Akt dráhy (Aguirre Ghiso 2002; Reiske et al., 1999). Src-FAK komplex aktivuje 

MAPK dráhu prostřednictvím PAK1 kinázy, která fosforyluje kinázu MEK1 představující další 

bod překřížení mezi signálními drahami integrinů a růstových faktorů. Ačkoliv může být MEK1 

fosforylována na základě signalizace růstových faktorů přes aktivaci Ras, je signalizace 

vycházející ze Src-FAK komplexu nezbytná pro předání signálu na MAPK (Slack-Davis et al., 

2003).   

Aktivace Akt dráhy se děje prostřednictvím interakce aktivované FAK kinázy s p85 

podjednotkou PI3K (Chen a Guan, 1994; Chen et al., 1996; Reiske et al., 1999).  

V důsledku aktivace PI3K dochází k tvorbě PIP3, na který se může vázat kináza PDK1.  

Ta následně aktivuje Akt fosforylací na Thr308 (Alessi et al., 1997). Na aktivaci Akt se zřejmě 

podílí také kináza ILK, která se váže s integriny a je schopna také vázat RICTOR, komponentu 

mTORC2 komplexu. Společně pak aktivují Akt fosforylací Ser473(McDonald et al., 2008).  
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2.1.2. Degradace ECM a její význam pro růst nádorů 

Extracelulární matrix v průběhu růstu a vývoje nádorů mění své složení v procesu tzv. 

remodelace, na kterém se podílejí dva základní procesy. Prvním z nich je proces syntézy ECM, 

kdy je prostředí obohacováno o komponenty podporující nádorový růst a expanzi, jako např. 

kolageny (Zhu et al., 1995; Kauppila et al., 1998; Levental et al., 2009). Druhým procesem je 

degradace. V nádorech je ve zvýšené míře přítomna celá řada enzymů, které degradují složky 

ECM - např. heparanázy, endosulfatázy, serinové proteázy jako urokináza a cysteinové proteázy 

jako např. katepsiny rodiny C1 (Ogishima et al., 2005; Ogishima et al., 2005;  

Morimoto-Tomita et al., 2005; Lemjabbar-Alaoui et al., 2010; Swiercz et al., 1998;  

Fisher et al., 2001; Podgorski et al., 2005; Wang et al., 2006). Pro degradaci ECM jsou 

nejvýznamnější proteázy z metzincinové nadrodiny. Jedná se o nadrodinu zinkových proteáz, 

která se vyznačuje přítomností konzervovaného motivu HEXXHXXGXXH v aktivním místě 

(Stocker et al., 1995; Gomis-Ruth 2009). Metzinciny můžeme dále rozdělit na několik menších 

rodin. První a nejstarší rodinou, která byla objevena, jsou MMP (GROSS a LAPIERE, 1962). 

V lidském genomu je kódováno 23 MMP, z nichž jsou některé sekretované a jiné jako např. 

MMP14 membránově vázané (Nagase et al., 2006). Druhou rodinou jsou tzv. adamlyziny, které 

zahrnují 2 skupiny proteáz, a ADAM a ADAMTS (Hite et al., 1992; Wolfsberg et al., 1995; 

Kuno et al., 1997). V současné době je známo 21 proteáz ADAM, z nichž některé jsou 

sekretované a jiné membránově vázané, a 19 proteáz ADAMTS, z nichž jsou všechny pouze 

solubilní (Brocker et al., 2009). Do metzincinové rodiny patří také serralyziny a 

astaciny(Stocker et al., 1995; Gomis-Ruth 2009). 

Metzicinové proteázy štěpí řadu různých komponent ECM. Zvýšení jejich exprese je 

součástí procesu EMT, který je prvním krokem v procesu metastazování  

(Jouanneau et al., 1991; Jechlinger et al., 2003). Hlavně představitelé matrixových 

metaloproteináz se podílejí na rozvolňování okolní ECM a tvorbě cestiček, po kterých pak 

dochází k hromadné migraci nádorových buněk (Wolf et al., 2007). Zároveň jsou významnými 

hráči v degradaci bazální laminy, což je krok nezbytný pro průnik nádorových buněk do 

krevního řečiště a následně jejich extravazaci do míst, kde vzniknou metastázy  

(Hotary et al., 2006; Ota et al., 2009). Jelikož tvorba metastáz je hlavní příčinou úmrtí u 

pacientů s onkologickým onemocněním, byla vkládána velká naděje do vývoje inhibitorů MMP. 

Přes nadějné výsledky v preklinických studiích, žádný z nich úspěšně neprošel v klinických 

testech, ve kterých buď nebyl pozorován žádný efekt, nebo jejich podání dokonce vedlo 

ke zhoršení onemocnění (Coussens et al., 2002). Selhání inhibitorů MMP může být dáno 

nejméně dvěma faktory. Zaprvé, některé MMP mohou za určitých okolností mít protinádorový 

efekt, jako bylo pozorováno u MMP-8, MMP-12 a MMP-26 (Balbin et al., 2003;  

Houghton et al., 2006; Savinov et al., 2006). Za druhé, nádorové buňky mohou přejít na 



18 

 

alternativní améboidní způsob migrace, který nevyžaduje proteolytickou aktivitu (Wolf et al., 

2003).  

Degradace ECM a enzymy, které se na ní podílejí, mohou mít i další funkce. Degradační 

enzymy mohou z ECM uvolňovat a následně také aktivovat růstové faktory. Degradací ECM 

jsou vytvářeny kryptické fragmenty, které mohou hrát roli v regulaci neoangiogeneze a 

nádorové migrace. Některé z fragmentů mohou ovlivňovat také charakter imunitní odpovědi. 

Degradační enzymy mohou rovněž přispívat k modulaci protinádorové imunitní odpovědi 

štěpením cytokinů a cytokinových receptorů, popř. jiných významných molekul. 

 

2.1.2.1. Růstové faktory interagující s ECM a jejich uvolňování 

remodelačními enzymy 

Celá řada růstových faktorů interaguje s komponentami ECM. Nejčastěji dochází k vazbě 

na heparansulfát, jako je tomu u FGF, VEGF, PDGF-A, PDGF-B, HB-EGF, HGF, TGF-β 

(Faham et al., 1996; Park et al., 1993; Fager et al., 1992; Fager et al., 1992;  

Raines a Ross, 1992; Higashiyama et al., 1991; Mizuno et al., 1994; McCaffrey et al., 1992). 

V některých případech se růstové faktory váží na ECM prostřednictvím různých vazebných 

proteinů (Taipale et al., 1994; Taipale et al., 1996; Jones et al., 1993; Booth et al., 1995). 

Z hlediska růstových faktorů plní jejich vazba na ECM několik funkcí. Zaprvé, vazbou na ECM 

dochází ke stabilizaci růstových faktorů a jejich ochraně před proteolytickou degradací  

(Saksela et al., 1988; Damon et al., 1989). To umožňuje vytvořit rezervoár, který v případě 

nutnosti rychle uvolňuje růstové faktory, jako např. při poranění (Schultz a Wysocki, 2009). 

Díky vazbě na ECM je také regulována jejich biologická aktivita, kdy vázané růstové faktory 

mají nižší aktivitu než faktory volné. V některých případech ovšem může být vazba na ECM 

vyžadována pro správnou signalizaci. Známým příkladem z tohoto hlediska je FGF, který 

vyžaduje pro vazbu na svůj receptor FGFR vazbu heparansulfátu jako kofaktoru 

(Rapraeger et al., 1991; Yayon et al., 1991). V jiných případech může vazba na ECM 

zabraňovat rychlé internalizaci komplexu ligand-receptor a tak prodlužovat signalizaci, popř. 

může docházet k posílení signalizace díky současnému spuštění integrinové signalizace  

(Taipale a Keski-Oja, 1997; Kuemmerle, 2006). V nádorovém mikroprostředí je zvýšena 

aktivita proteolytických enzymů, jako jsou MMP a ADAM. Proteolýza v tomto případě může 

sloužit ke zvýšení množství volných růstových faktorů nebo může vést k jejich aktivaci 

uvolněním z neaktivního komplexu. Příkladem růstového faktoru, který je uvolňován z ECM a 

tím je zvyšována jeho biologická dostupnost, je VEGF (Bergers et al., 2000). VEGF je 

významný růstový faktor, který se podílí na procesech angiogeneze v nádorech. Kromě role 

v angiogenezi bylo popsáno, že je schopný také ovlivňovat indukci protinádorové imunitní 

odpovědi (Gabrilovich et al., 1996; Mimura et al., 2007). Je exprimován v několika izoformách 
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v důsledku alternativního sestřihu mRNA. Jednotlivé izoformy se liší svou schopností vázat se 

na heparansulfátové proteoglykany (Park et al., 1993). Pokusy na modelech lidského 

ovariálního karcinomu ukázaly, že MMP-9 a do jisté míry MMP-2 dokáže uvolňovat VEGF 

z ECM (Belotti et al., 2003). Uvolněné VEGF indukuje migraci endoteliálních buněk a tak 

podporuje angiogenezi (Bergers et al., 2000). Matrixové metaloproteinázy dokáží také 

modulovat signalizaci štěpením vlastního VEGF. Bylo pozorováno, že MMP-3 štěpí VEGF a 

odděluje přitom matrix vazebnou doménu od receptor vazebné domény. Vzniklý fragment je 

schopný aktivovat VEGFR2, ale mění se charakter signálu, kdy kratší fragment podporuje 

endoteliální proliferaci, zatímco delší forma VEGF podporuje morfogenezi kapilár  

(Lee et al., 2005). Příkladem růstových faktorů, které s ECM interagují prostřednictvím 

vazebných proteinů, jsou TGF-β a IGF-I. TGF-β je růstový faktor a cytokin, který hraje 

v nádorovém prostředí dvě zcela odlišné role. V rané fázi nádorového vývoje funguje jako 

supresor nádorového růstu. V pozdějších fázích se ovšem jeho inhibiční účinek ztrácí a exprese 

TGF-β růst naopak podporuje (Pardali a Moustakas, 2007). Změna v odpovědi nádorových 

buněk na TGF-β je dána několika faktory. Nádorové buňky mohou v průběhu času ztrácet 

komponenty signalizačních drah aktivovaných TGF-β, které vedou k inhibici buněčného růstu a 

apotóze (Levy a Hill, 2006). Dále se na modulaci efektu TGF-β zřejmě může podílet ECM. 

Nádorové buňky rostoucí na rigidnější ECM mají zvýšenou aktivitu PI3K/Akt dráhy, což 

inhibuje indukci apoptózy pomocí TGF-β (Leight et al., 2012). Kromě efektu na nádorové 

buňky TGF-β ovlivňuje buňky nádorového stromatu, kdy podporuje proliferaci MSC a jejich 

diferenciaci na CAF (Jian et al., 2006; Shangguan et al., 2012). Významnou měrou se podílí 

také na inhibici protinádorové imunitní odpovědi, kdy podporuje diferenciaci supresivních 

populací leukocytů, jako např. Treg a M2 makrofágů (Chen et al., 2003; Gong et al., 2012).  

U člověka se vyskytují 3 izoformy TGF-β, které jsou exprimované jako propeptid.  

Během sekrece dochází k odštěpení prodomény, která ovšem zůstává s aktivním TGF-β 

nekovalentně asociována v podobě peptidu asociovaného s latencí (LAP)  

(Miyazono et al., 1988; Young a Murphy-Ullrich, 2004). Tento SLC následně pomocí 

disulfidických můstků asociuje s jedním ze 4 LTBP, který je příbuzný fibrilinům  

(Kanzaki et al., 1990; Moren et al., 1994; Yin et al., 1995; Saharinen et al., 1998). Vzniká tak 

LLC, prostřednictvím něhož je TGF-β vázán do ECM. LTBP je schopný interagovat 

s fibrilinem-1, což vede k asociaci LLC s mikrofibrilami (Isogai et al., 2003). Mikroskopická 

pozorování dále ukázala kolokalizaci LTBP s fibronektinem, kdy dochází k interakci pomocí 

domény vázající fibronektin v N-koncové části LTBP(Koli et al., 2005; Kantola et al., 2008). 

Kromě fibronektinu může LTBP interagovat také s heparansulfátovými proteoglykany jako 

např. perlekanem, díky několika heparin-vazebným doménám (Parsi et al., 2010). Uskladnění 

LLC v ECM představuje hlavní mechanizmus regulující aktivitu TGF-β. Základním krokem 

zahajujícím signalizaci prostřednictvím TGF-β musí být tedy jeho uvolnění z latentního 
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komplexu. Na tomto procesu se podílejí významnou měrou matrixové metaloproteinázy.  

Jako první dochází k uvolnění LLC z ECM a rozštěpení LTBP pomocí MMP-2,MMP-3 a 

MMP-9 (Dallas et al., 2002; Maeda et al., 2002). Tím je uvolněn SLC, ve kterém je TGF-β 

inaktivován vazbou LAP peptidu. V dalším kroku může dojít k rozštěpení peptidu LAP pomocí 

MMP-2, MMP-9 a MMP13 (Yu a Stamenkovic, 2000; Dallas et al., 2002). Alternativně se 

může SLC navázat na integriny prostřednictvím LAP peptidu, který je následně rozštěpen 

membránově vázanou MMP-14 (Mu et al., 2002). Uvolněný TGF-β je již aktivní a může se 

vázat na své receptory. 

Dalším významným příkladem, kdy se ECM a remodelační enzymy podílejí na regulaci 

biologické aktivity je IGF a systém jeho vazebných proteinů. IGF jsou primárně produkovány 

v játrech a následně uvolňovány do krevního oběhu (Froesch et al., 1985). Dle potřeby mohou 

být exprimovány také v jiných buňkách jako např. fibroblastech (Tavakkol et al., 1992).   

IGF-I a IGF-II jsou důležité pro růstové procesy v těle a pro proces organogeneze  

(Powell-Braxton et al., 1993). Interakcí s IGF-R aktivují PI3K a MAPK dráhy, prostřednictvím 

kterých buňky získávají promitotické a antiapoptotické signály (Meinbach a Lokeshwar, 2006). 

Četná pozorování ukazují, že IGF hrají také významnou roli ve vývoji nádorů, kdy dochází ke 

zvýšení jejich exprese. Zvýšená exprese IGF či receptoru IGF-R byla pozorována např. 

v nádorech prsu, slinivky břišní a plic (Yee et al., 1989; Bergmann et al., 1995;  

Minuto et al., 1986; Weroha a Haluska, 2012). Transgenní myši, které ve zvýšené míře 

exprimují lidský IGF-I v epidermis, se vyznačují epidermální hyperplazií, což zvyšuje jejich 

náchylnost k tvorbě nádorů (Bol et al., 1997). Hladina IGF je v těle regulována systémem 

vysoko- a nízko- afinitních vazebných proteinů (Kim et al., 1997). IGFBP váží růstové faktory 

IGF a chrání je před degradací při transportu v krvi (Zapf et al., 1979). Mezi nejvýznamnější 

regulátory aktivity patří IGFBP-3, který se vyznačuje vysokou vazebnou afinitou k IGF. Ta mu 

umožňuje vyvazovat IGF dokonce i z IGF-R, čímž snižuje aktivitu IGF-R stimulované MAPK a 

Akt dráhy (Clemmons 1997). Ve struktuře IGFBP-3 se nacházejí 2 vazebné domény pro 

heparin, které zprostředkovávají jeho interakci s ECM a umožňují tak lokalizovat navázané 

inaktivované IGF do ECM (Fowlkes a Serra, 1996; Yamanaka et al., 1999). Pro aktivaci IGF je 

nutné jeho uvolnění z komplexu IGF-IGFBP-3. I v tomto případě hrají důležitou roli 

metzincinové proteázy. In vitro pokusy odhalily, že metaloproteinázy MMP-1, MMP-2,  

MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-19 sekretované nádorovými buňkami a fibroblasty štěpí 

IGFBP-3, což vede k uvolnění IGF, které následně aktivuje prorůstovou signalizaci přes IGF-R 

(Fowlkes et al., 1994; Miyamoto et al., 2004; Manes et al., 1999; Sadowski et al., 2003). Kromě 

MMP se na degradaci IGFBP-3 mohou podílet také proteázy z rodiny ADAM, konkrétně 

ADAM-12 a ADAM-28 (Loechel et al., 2000; Mitsui et al., 2006; Mochizuki et al., 2004).  

I ostatní IGFBP jsou substráty celé řady metzincinových proteáz viz. Tab.1. 
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Degradace IGFBP-3 nemá pouze význam v uvolňování IGF, ale je důležitá také z hlediska 

jeho funkcí, které nejsou závislé na IGF.  Tyto zahrnují vazbu IGFBP-3 na  IGFBP-3R a 

následnou aktivaci kaspázy-8, která přes aktivaci kaspáz 3 a 7 indukuje apoptózu, ale také 

způsobuje degradaci p65-NFκB, čímž snižuje expresi angiogenních faktorů VEGF a IL-8 

(Ingermann et al., 2010; Lee et al., 2011; Han et al., 2011). IGFBP-3 je dále internalizován 

různými endocytickými drahami (Micutkova et al., 2012). Přes endozom-lysozomální 

kompartment se IGFBP-3 dostává k jádru, do kterého je transportován prostřednictvím 

importinu β (Schedlich et al., 2000). V jádře interaguje s celou řadou vazebných partnerů, což 

vede k zastavení buněčného cyklu v G1 fázi nebo indukci apoptózy (Kim et al., 2010;  

Wu et al., 2013; Lee et al., 2005). 

 

Tabulka 1: Štěpení IGFBP metzincinovými proteázami 

Vazebný protein pro 

IGF 
Proteáza Citace 

IGFBP-1 MMP-2, MMP-3, MMP-7, 

MMP-11 

(Manes et al., 1997), 

(Nakamura et al., 2005) 

IGFBP-2 MMP-1, MMP-7 (Rajah et al., 1996), 

(Nakamura et al., 2005) 

IGFBP-3 MMP-1, MMP-2, MMP-3, 

MMP-7, MMP-9, MMP-19, 

ADAM-12, ADAM-28 

(Fowlkes et al., 1994), 

(Miyamoto et al., 2004), 

(Manes et al., 1999), 

(Nakamura et al., 2005),  

(Sadowski et al., 2003),  

(Loechel et al., 2000), 

(Mitsui et al., 2006), 

(Mochizuki et al., 2004) 

IGFBP-4 MMP-7 (Nakamura et al., 2005) 

IGFBP-5 MM-1, MMP-2,MMP-7, 

ADAM-9, ADAM-12 

(Thrailkill et al., 1995), 

(Nakamura et al., 2005),  

(Mohan et al., 2002), 

(Loechel et al., 2000) 

IGFBP-6 MMP-7 (Nakamura et al., 2005) 
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2.1.2.2. Role matrikinů v angiogenezi a nádorovém růstu 

Degradace ECM proteolytickými enzymy jako jsou např. katepsiny, MMP, vede k tvorbě 

fragmentů, které mají biologickou aktivitu zcela odlišnou od původní makromolekuly. Těmto 

fragmentům se říká matrikiny, popř. matrikryptiny (Schor a Schor, 2001; Davis et al., 2000). 

Jejich funkce sahají od modulace angiogeneze, buněčné migrace až po modulaci imunitní 

odpovědi, která bude diskutována v následující kapitole. 

Největší a také nejznámější skupinu představují matrikiny odvozené od kolagenů a to 

především endostatin. Endostatin je 20 kDa protein, který byl poprvé izolován 

z kondiciovaného média EOMA buněk a identifikován jako inhibitor endoteliální proliferace in 

vitro a angiogeneze in vivo (O'Reilly et al., 1997). Strukturní analýza následně odhalila, že tento 

fragment je shodný s NC1 doménou kolagenu XVIII. Endostatin vzniká na základě 

proteolytického štěpení kolagenu XVIII prostřednictvím katepsinu L a MMP-3,-9,-12,-13-20 a 

v menší míře také MMP-2 a MMP-14 (Felbor et al., 2000; Ferreras et al., 2000). Endostatin se 

váže na integriny, popř. na glypikany, což indukuje rozsáhlé změny v genové expresi, jejichž 

výsledkem je inhibice proliferace a migrace endoteliálních buněk, což je spojeno s inhibicí 

angiogeneze(Sudhakar et al., 2003; Karumanchi et al., 2001; Abdollahi et al., 2004). Dále bylo 

pozorováno, že endostatin může inhibovat MMP-2 (Kim et al., 2000). Kromě endostatinu byla 

identifikována celá řada dalších matrikinů odvozených od kolagenu, které se vyznačují anti-

angiogenní funkcí, jako např. arresten, tumstatin, vastatin a restin (Colorado et al., 2000; 

Petitclerc et al., 2000; Xu et al., 2001; Ramchandran et al., 1999). Ne všechny fragmenty 

odvozené od kolagenů mají protinádorové a antiangiogenní účinky. Bylo pozorováno, že MMP-

9 a v menší míře MMP-2 vyštěpují z kolagenu IV fragment, který angiogenezi a nádorový růst 

podporuje (Xu et al., 2001; Hangai et al., 2002). 

Proteolytická produkce antiangiogenních fragmentů byla pozorována také u jiných 

makromolekul ECM. Jedním z prvních identifikovaných fragmentů s antiangiogenním účinkem 

schopným inhibovat tvorbu metastáz je angiostatin (O'Reilly et al., 1994). Jedná se o fragment 

plazminogenu, který vzniká jeho štěpením MMP-12 a v menší míře také MMP-7 a MMP-9 

(Cornelius et al., 1998). Dalším angiostatickým fragmentem je endorepelin  

(Mongiat et al., 2003). Jedná se o doménu V proteoglykanu perlekanu, která je z něj uvolňována 

katepsinem L (Cailhier et al., 2008; Iozzo a Sanderson, 2011). Endorepelin se váže 

prostřednictvím integrinu α2β1 na endoteliální buňky, což vede k rozpadu fokálních 

adhezivních spojů. Ve výsledku toto vede k inhibici migrace endoteliálních buněk a tím pádem i 

angiogeneze (Bix et al., 2004). Kromě vazby na integriny se endorepelin může vázat na 

VEGFR-2 a blokovat jeho aktivaci prostřednictvím vazby VEGF-A (Willis et al., 2013). Díky 

těmto vlastnostem je endorepelin schopný inhibovat růst nádorů in vivo (Bix et al., 2006).  

I endorepelin může být dále proteolyticky štěpen prostřednictvím metaloproteináz BMP-1 a 
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TLL-1. Proteolýza vede k uvolnění domény LG3, která je také biologicky aktivní  

(Gonzalez et al., 2005). 

Kromě regulace angiogeneze byly pozorovány matrikiny, které jsou schopné ovlivňovat 

migraci nádorových buněk. Příkladem toho mohou být fragmenty odvozené od lamininů. Bylo 

pozorováno, že MMP-14 a MMP-2 uvolňují z molekuly lamininu-5 doménu III, která je 

podobná EGF. Tato doména se tak může vázat na EGFR, což vede k aktivaci EGFR signalizace, 

jejímž výsledkem je indukce buněčné migrace (Koshikawa et al., 2000; Schenk et al., 2003; 

Koshikawa et al., 2005). Další metaloproteinázou schopnou štěpit laminin 5 je MMP-19. 

Fragmenty generované MMP-19 mění integrinovou signalizaci a indukují migraci epiteliálních 

buněk (Sadowski et al., 2005). V současné době byla identifikována celá řada peptidů 

odvozených od různých lamininů, které podporují růst nádorových buněk, tvorbu metastáz a 

angiogenezi (Kusuma et al., 2011; Nascimento et al., 2011; Conway et al., 2013;  

Kikkawa et al., 2013). 

Další makromolekulou ECM, od níž mohou být odvozeny biologicky aktivní fragmenty, je 

fibronektin. Fibronektin může být proteolyticky degradován MMP-9, což vede k uvolnění 120 

kDa fragmentu, který se prostřednictvím svého RGD motivu váže na α5β1 a αvβ6 integrin. 

Vazba fragmentu na αvβ6 integrin stimuluje migraci buněk a vytváří zpětnovazebnou smyčku 

dalším zvýšením exprese MMP-2 a MMP-9 (Al-Hazmi et al., 2007). Kromě migrace mohou 

fragmenty fibronektinu ovlivňovat také angiogenezi a tvorbu metastáz. První z angiostatických 

fragmentů je fibstatin, který byl identifikován na základě své schopnosti vázat FGF-2. Vazbou 

FGF-2 fibstatin inhibuje růst endoteliálních buněk, což je spojeno s jeho schopností blokovat 

angiogenezi a růst nádorů in vivo (Bossard et al., 2004). Druhým fragmentem je anastellin.  

Ten díky inhibici RAS/MEK/MAPK dráhy blokuje vstup endoteliálních buněk do S-fáze a tak 

blokuje angiogenezi, růst nádorů a tvorbu metastáz (Yi a Ruoslahti, 2001; Ambesi et al., 2005; 

Ambesi a McKeown-Longo, 2009).   

2.1.2.3. Modulace protinádorové imunitní odpovědi fragmenty ECM a 

remodelačními enzymy 

Buňky imunitního systému, které pronikají do nádorů, se nevyhnutelně musí setkat 

s komponenty ECM. Ty v nádorech prochází intenzivní přestavbou katalyzovanou 

sekretovanými proteolytickými enzymy. Ukazuje se, že i proces remodelace může přispívat k 

tomu, jak bude vypadat imunitní odpověď v nádorech. Modulace imunity se děje dvěma 

mechanizmy, produkcí matrikinů a proteolytickou aktivitou metzincinových proteáz. 
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2.1.2.3.1. Matrikiny, fragmenty ECM modulující imunitní odpověď 

Matrikiny mohou mít chemotaktické vlastnosti a mohou přitahovat určitý druh leukocytů.  

Z hlediska indukce chemotaxe mohou být stejně účinné jako specializované chemokiny. 

Příkladem takového chování může být 7S doména kolagenu IV, která se váže na EBP a funguje 

jako chemoatraktant pro neutrofily (Senior et al., 1989).  Exprese EBP byla prokázána také na 

ostatních leukocytech (Larbi et al., 2005). Chemotaxe zprostředkovaná matrikiny může být 

prováděna také prostřednictvím klasických chemokinových receptorů. Bylo pozorováno,  

že acetylovaný peptid Pro-Gly-Pro, který vzniká štěpením kolagenu I proteázami MMP-8 a  

MMP-9, se váže na chemokinové receptory CXCR-1 a CXCR-2 a mimikuje tak funkci CXCL-8 

(Weathington et al., 2006; Braber et al., 2011). Také integrinová signalizace se podílí na 

chemoatrakci. Příkladem je matrixový protein entactin, který funguje jako chemoatraktant pro 

neutrofily (Senior et al., 1992).    

Kromě kolagenových fragmentů a peptidů byla identifikována celá řada peptidů 

odvozených od lamininů, které mohou fungovat jako chemoatraktanty pro neutrofilní 

granulocyty a makrofágy (Adair-Kirk et al., 2003; Mydel et al., 2008). Dalším zdrojem 

matrikinů je matrixový protein elastin. Jeho fragmenty generované MMP-12 fungují jako 

chemoatraktanty pro monocyty a makrofágy (Senior et al., 1980; Senior et al., 1984;  

Houghton et al., 2006). Kromě chemoatrakce je elastin také zdrojem matrikinů, které mohou 

ovlivňovat indukci imunitní odpovědi. Bylo pozorováno, že fragmenty elastinu mohou 

indukovat expresi cytokinů jako IL-1β a IFN-γ, čímž podporují diferenciaci T-lymfocytů 

směrem k TH1 fenotypu (Debret et al., 2005; Debret et al., 2006).  

I jiné makromolekuly ECM mohou ovlivňovat imunitní odpověď. Zajímavým příkladem 

může být modulace imunitní odpovědi hyaluronanem. Výsledek stimulace je v tomto případě 

závislý na velikosti fragmentu. Vysokomolekulární hyaluronan, jako znak intaktní a funkční 

tkáně, je protizánětlivý a snižuje expresi zánětlivých cytokinů (Nakamura et al., 2004). Má také 

výrazné účinky na Treg, kdy díky sesíťování CD44 podporuje expresi TF FoxP3, který je 

nepostradatelný pro udržení regulačního fenotypu (Bollyky et al., 2009). Kromě toho posiluje 

schopnost Treg suprimovat expanzi efektorových T-lymfocytů (Bollyky et al., 2007). 

Vysokomolekulární hyaluronan může skrze signalizaci přes CD44 ovlivnit i diferenciaci  

T-lymfocytů, kdy podporuje vznik Tr1 regulačních T-lymfocytů produkujících IL-10  

(Bollyky et al., 2011). Naopak nízkomolekulární fragmenty hyaluronanu, fungující jako znak 

poškozené a zanícené tkáně, jsou schopné aktivovat monocyty, makrofágy a dendritické buňky, 

ve kterých indukují produkci chemokinů a prozánětlivých cytokinů (de la Motte et al., 2009; 

Noble et al., 1993; McKee et al., 1996; Hodge-Dufour et al., 1997; Termeer et al., 2000).  

Na aktivaci se podílí jak signalizace z CD44, tak aktivace signálních drah vycházejících z TLR-

4 (Taylor et al., 2007; Termeer et al., 2002). Kromě sekrece cytokinů a chemokinů indukují 

nízkomolekulární fragmenty hyaluronanu expresi matrixových metaloproteináz, které mohou 
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přispívat k remodelaci ECM a uvolňování dalších bioaktivních fragmentů (Horton et al., 1999; 

Taylor et al., 2007). Podobně jako fragmenty hyaluronanu mohou produkci zánětlivých 

cytokinů a MMP indukovat také fragmenty fibronektinu a lamininů (Beezhold a Personius, 

1992; Lopez-Moratalla et al., 1995; Marom et al., 2007; Xie et al., 1993;  

Adair-Kirk et al., 2003). 

2.1.2.3.2. Modulace imunitní odpovědi metzincinovými proteázami 

Metzincinové proteázy jsou schopny ovlivňovat protinádorovou imunitní odpověď několika 

způsoby. Prvním z nich je tvorba chemokinových gradientů. Celá řada chemokinů interaguje se 

složkami ECM a její degradace vede k mobilizaci chemokinů. Příkladem může být odštěpování 

ektodomény transmembránového proteoglykanu syndekanu-1 MMP-7, které vede k mobilizaci 

asociovaného CXCL-1 a následné infiltraci neutrofilních granulocytů (Li et al., 2002).  

Kromě toho může docházet také k mobilizaci membránově vázaných chemokinů, jako CX3CL-1 

a CXCL-16.  Ty jsou z povrchu buněk uvolňovány působením ADAM-10 (Hundhausen et al., 

2007; Scholz et al., 2007). 

I samotné chemokiny mohou sloužit jako substrát pro proteolytické štěpení, jehož 

výsledkem může být jejich inaktivace, zvýšení biologického účinku nebo generování 

antagonistických fragmentů. Příkladem inaktivace chemokinu prostřednictvím MMP je  

CXCL-12, který hraje roli v procesech nádorové neoangiogeneze a tvorby metastáz  

(Mirshahi et al., 2000; Phillips et al., 2003). CXCL-12 je proteolyticky štěpen především  

MMP-2, ale také MMP-1, -3, -9, -13, -14. Dochází přitom k odstranění N-koncového 

tetrapeptidu, který je důležitý pro vazbu na receptor CXCR4 (McQuibban et al., 2001). Podobně 

štěpení chemokinů CXCL-1, CXCL-4, CXCL-5 a CXCL-7 prostřednictvím MMP-9 vede 

k jejich inaktivaci (Van Den Steen et al., 2000; Van Den Steen et al., 2003). Naopak štěpení  

IL-8 proteinázami MMP-8, MMP-9 a MMP-14 vede ke zvýšení jeho chemotaktické aktivity 

(Van Den Steen et al., 2000; Tester et al., 2007; Tam et al., 2004). Posledním možným 

produktem štěpení chemokinů jsou jejich antagonistické deriváty. Nejznámějším příkladem je 

CCL-7, který je štěpen MMP-1,-2,-3,-13 a MMP-14, a jehož sestřižená varianta inhibuje 

chemotaxi a zánět (McQuibban et al., 2000). Podobně jako u CCL-7 dochází také při 

proteolytickém štěpení CCL-8 a CCL-13 proteázami MMP-1 a MMP-3 ke vzniku kratších 

antagonistů (McQuibban et al., 2002).  

Stejně jako chemokiny, mohou být proteolyticky štěpeny i některé cytokiny. Výsledkem 

tohoto štěpení může být aktivace, jako to již bylo popsáno v procesu uvolňování TGF-β 

z latentního komplexu v kapitole 2.1.2.1. Jiným příkladem může být IL-1β. Ten je produkován 

jako inaktivní prekurzor, který je aktivován odstraněním N-koncové části. Hlavním aktivátorem 

IL-1β je kaspáza 1, ale práce na myších postrádajících kaspázu 1 odhalily, že k aktivaci IL-1β 

může docházet i alternativním mechanizmem (Thornberry et al., 1992; Fantuzzi et al., 1997). 
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Toto bylo potvrzeno pozorováním na lidských keratinocytech, které neexprimují aktivní 

kaspázu 1 (Nylander-Lundqvist et al., 1996). Později se ukázalo, že pro-IL-1β může být štěpen 

a tedy aktivován MMP-2, -3 a -9 (Schonbeck et al., 1998). Na druhou stranu, maturovaný IL-1β 

může být dále štěpen MMP-1, MMP-2, MMP-3 a MMP-9, což vede k jeho inaktivaci  

(Ito et al., 1996). Metzincinové proteázy se také podílejí na uvolňování membránově vázaných 

cytokinů. Příkladem je TNF-α, který je produkován jako membránově vázaný homotrimer.  

Ve své membránově vázané podobě může interagovat s TNFR-2 a zprostředkovávat signály 

přímým buněčným kontaktem. V určitých případech je ovšem vyžadována sekrece v solubilní 

podobě. Ta vzniká především díky funkci ADAM-17, který odštěpuje extracelulární doménu 

membránového TNF-α (Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Na produkci sekretovaného  

TNF-α se mohou podílet i jiné proteázy jako např. ADAM-19, MMP-7, MMP-12 a MMP-13 

(Zheng et al., 2004; Haro et al., 2000; Churg et al., 2003; Vandenbroucke et al., 2013). 

Cytokinová signalizace může být alternativně regulována odštěpením cytokinových 

receptorů z povrchu buňky. Může tak docházet ke generování solubilních forem receptorů, jako 

např. IL-1RII, IL-6Rα a IL-15Rα (Reddy et al., 2000; Althoff et al., 2000; Mortier et al., 2004). 

Tyto solubilní receptory mohou mít zachovanou vazebnou aktivitu vůči cytokinům a fungovat 

jako pasti, do kterých jsou cytokiny vychytávány (Arend et al., 1994; Mortier et al., 2004). 

Alternativně mohou sekretované proteázy ovlivňovat schopnost leukocytů infiltrujících do 

nádorů reagovat na cytokinové podněty. Základním bodem v indukci adaptivní imunitní 

odpovědi je prezentace antigenu na antigen prezentujících buňkách, jako např. prezentace 

prostřednictvím DC. Ty následně produkcí cytokinových signálů určují, jaký typ imunitní 

odpovědi bude vyvolán. Bylo zjištěno, že MMP-2 je schopna degradovat receptor pro IFN I. 

třídy na povrchu DC, které tak nereagují na přítomnost IFN-β a následně nejsou schopny 

produkovat IL-12 potřebný pro indukci protektivní TH1 odpovědi. Místo toho indukují 

v naivních T-lymfocytech diferenciaci v zánětlivý TH2 fenotyp (Godefroy et al., 2011). Ani 

správně polarizované T-lymfocyty nejsou chráněny před působením sekretovaných proteáz. 

Nádorové buňky mohou produkovat MMP-9, která z povrchu aktivovaných T-lymfocytů 

odštěpuje receptor IL-2Rα (CD25), což vede ke snížení jejich proliferačních schopností  

(Sheu et al., 2001).  

Kromě cytokinových receptorů mohou být z povrchu prostřednictvím metzincinových 

proteáz uvolňovány i jiné molekuly důležité pro funkci imunitního systému. Stresované, viry 

infikované a nádorové buňky exprimují povrchové molekuly MICA, MICB a ULBP-2, které 

jsou příbuzné MHC molekulám I. třídy. Tyto molekuly jsou rozpoznávány aktivačním 

receptorem NKG2D exprimovaným NK buňkami a cytotoxickými T-lymfocyty. Nádorové 

buňky obchází imunitní rozpoznání zprostředkované NKG2D odvrhováním MICA, MICB a 

ULBP, které je zprostředkováno štěpením metzincinovými proteázami (Waldhauer et al., 2008; 

Liu et al., 2010; Boutet et al., 2009; Waldhauer a Steinle, 2006). Nádorové buňky exprimují 



27 

 

celou řadu dalších povrchových molekul, které mohou být rozpoznány NK buňkami.  

Jednou z nich je molekula B7-H6, která interaguje s aktivačním receptorem NKp30  

(Brandt et al., 2009). Nedávný výzkum ukázal, že i B7-H6 je z povrchu nádorových buněk 

odštěpována, a to pomocí ADAM-10 a ADAM-17 (Schlecker et al., 2014). 

 

 

  



28 

 

2.2. Buněčné komponenty nádorového mikroprostředí 

2.2.1. Buňky mezenchymálního původu 

2.2.1.1. Mezenchymální kmenové buňky 

MSC představují multipotentní kmenové buňky, které se nacházejí primárně v kostní dřeni, 

kde představují prekurzory buněk formujících kostní dřeň, kost a chrupavku (Friedenstein et al., 

1987; Haynesworth et al., 1992; Pittenger et al., 1999). Kromě toho se zřejmě podílejí na 

organizaci niky hematopoetických kmenových buněk (Mendez-Ferrer et al., 2010). MSC 

mohou být izolovány i z jiných tkání, jako např. z placenty, tukové tkáně, pupečníkové krve 

(Fukuchi et al., 2004; Zuk et al., 2002; Erices et al., 2000). Jelikož je možné, že se MSC 

izolované z různých zdrojů částečně liší, v důsledku působení různých extracelulárních 

prostředí, byla v roce 2006 navrhnuta standardní kritéria pro jejich identifikaci (Dominici et al., 

2006). MSC musí za standardních podmínek adherovat k plastovým kultivačním nádobám. Z 

hlediska exprese povrchových znaků musí exprimovat CD73, CD90 a CD105, ale musí být 

negativní na CD34, CD45, HLA-DR, CD14, CD11b, CD79a, CD19. Dále musí být schopny in 

vitro diferencovat na osteoblasty, adipocyty a chondroblasty. 

Mezenchymální kmenové buňky exprimují také celou řadu chemokinových receptorů, 

prostřednictvím kterých mohou být mobilizovány a mohou migrovat do míst poranění a zánětu 

(Dwyer et al., 2007; Ringe et al., 2007). Jelikož je i nádorové mikroprostředí ve své podstatě 

zánětlivé, patří MSC k buňkám nádorového mikroprostředí. Kromě chemokinových signálů je 

nádorové prostředí bohaté také na celou řadu růstových faktorů, jako např. PDGF a EGF, které 

rovněž přitahují MSC (Nakamizo et al., 2005; Spaeth et al., 2008). Četná pozorování na 

modelech nádorů prostaty, tlustého střeva, prsu a melanomech, ukázala, že přítomnost MSC v 

nádorech podporuje jejich růst (Ye et al., 2012; Jung et al., 2013; Shinagawa et al., 2010; 

Karnoub et al., 2007; Suzuki et al., 2011). MSC mohou růst nádorů podporovat několika 

způsoby. První možností je podpora neoangiogeneze (Zhu et al., 2006;  

Beckermann et al., 2008). Mezenchymální kmenové buňky infiltrující do nádorového 

mikroprostředí jsou vystaveny působení hypoxie a zánětlivých cytokinů či peptidů  

(Coffelt et al., 2009; Liu et al., 2011). Ukazuje se, že MSC na tyto vnější podněty reagují 

sekrecí pro-angiogenních faktorů, jako jsou IL-6, IL-8, HGF, TGF-β, FGF a hlavně VEGF 

(Kinnaird et al., 2004; Potier et al., 2007; Beckermann et al., 2008; Crisostomo et al., 2008; 

Herrmann et al., 2011; Suzuki et al., 2011). 

Další možnosti představuje inhibice imunitního systému, podpora tvorby metastáz a 

diferenciace na komponenty nádorového prostředí. Všechny tyto možnosti budou popsány 

v samostatných podkapitolách. 
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2.2.1.1.1. Inhibice imunitního systému 

Imunitní reakce začíná aktivací vrozené imunity v důsledku rozpoznání PAMP nebo 

DAMP. Není-li vrozená imunita schopna nebezpečí neutralizovat, jsou antigeny přijímány 

antigen prezentujícími buňkami, jako jsou makrofágy a DC. Tyto je následně prezentují 

naivním T-lymfocytům, které jsou na základě obdržených signálů aktivovány a diferencují na 

efektorové buňky. Ukazuje se, že MSC mohou ovlivňovat všechny kroky, vedoucí k aktivaci 

adaptivní imunitní odpovědi a tak chránit nádory před zničením. MSC produkují chemokiny, 

které do nádorů mohou přitahovat monocyty jako např. CCL-3, CCL-4, CCL-12 a CXCL-12, 

ale následně blokují jejich diferenciaci na DC produkcí IL-6 a PGE2 (Djouad et al., 2007;  

Chen et al., 2008; Spaggiari et al., 2009; Deng et al., 2014). Navíc sekretují TSG-6, který 

blokuje proces maturace DC a tedy zvýšení exprese kostimulačních molekul a produkci IL-12 

(Liu et al., 2014). Druhým typem APC jsou makrofágy. MSC neblokují jejich diferenciaci 

z monocytů, ovlivňují ovšem jejich fenotyp. V přítomnosti MSC dochází preferenčně k indukci 

M2 makrofágů, které se podílejí především na procesech regenerace a jsou imunosupresivní 

(Kim a Hematti, 2009; Maggini et al., 2010).  Mají sníženou expresi MHC II. třídy, expresi  

IL-12 a IL-23, naopak produkují hodně IL-10. Na indukci M2 fenotypu se podílejí PGE2, IDO a 

COX2 produkované mezenchymálními kmenovými buňkami (Nemeth et al., 2009;  

Maggini et al., 2010; Francois et al., 2012).  

Důležitou roli v přirozené imunitě hrají rovněž NK buňky, které jsou schopny rozpoznat 

transformované nádorové buňky a tyto lyzovat. MSC jsou schopny inhibovat proliferaci NK 

buněk a snižovat expresi aktivačních receptorů Nkp30, Nkp44 a NKG2D  

(Spaggiari et al., 2008). Důležitou roli v inhibici NK buněk hraje v tomto případě sekrece  

TGF-β, PGE2 a také IDO (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008). MSC sekretují 

navíc HLA-G, který interaguje s inhibičními receptory NK buněk. Toto má za následek snížení 

exprese INF-γ a blokaci uvolnění granzymu a perforinu, tedy jejich lytickou aktivitu  

(Selmani et al., 2008).  

V důsledku inhibice maturace DC a indukce M2 makrofágů, dochází k zablokování tvorby 

efektorových T-lymfocytů, které by mohly rozpoznat nádorové buňky. Samotné MSC produkují 

IDO, která blokuje proliferaci T-lymfocytů a činí je náchylnější k apoptóze (Ren et al., 2009; 

Lee et al., 2002). V důsledku nedostatku tryptofanu dochází ke snížení exprese ξ řetězce 

v komplexu T receptoru, což je spojeno se sníženou cytotoxickou aktivitou CD8
+
 T-lymfocytů. 

Navíc nedostatek tryptofanu upřednostňuje indukci Treg z naivní T-lymfocytů  

(Fallarino et al., 2006). Nedávný výzkum odhalil, že MSC mohou inhibovat T-lymfocyty také 

prostřednictvím stimulace PD-1 (Chinnadurai et al., 2014). MSC produkují solubilní faktory, 

jako TGF-β, PGE2, kterými modulují imunitní odpověď. Blokují funkci TH1, TH17 a 

cytotoxických CD8
+
 T-lymfocytů a naopak podporují expanzi a funkci Treg a TH2 lymfocytů 

(Rasmusson et al., 2003; Aggarwal a Pittenger, 2005; English et al., 2009;  
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Patel et al., 2010; Luz-Crawford et al., 2013). Kromě TGF-β a PGE2 se na expanzi Treg rovněž 

podílí sHLA-G sekretovaný MSC (Selmani et al., 2008). Expandované regulační T-lymfocyty 

pak vytvářejí pozitivní zpětnovazebnou smyčku, když podporují přežívání a proliferaci MSC 

(Zhou et al., 2014). 

2.2.1.1.2. Podpora nádorového růstu a tvorby metastáz 

Během iniciace nádorového růstu dochází k produkci růstových faktorů a cytokinů, které 

mobilizují MSC z kostní dřeně (Xu et al., 2009; Liu et al., 2011). Ty následně infiltrují do 

nádorů, kde produkcí solubilních faktorů podporují růst nádorů a jejich schopnost metastazovat 

(De et al., 2013; Zhang et al., 2013; Song et al., 2014). 

Za normálních fyziologických podmínek se MSC podílejí na organizaci niky 

hematopoetických kmenových buněk (Mendez-Ferrer et al., 2010). Ukazuje se, že podobnou 

funkci zastávají MSC i v nádorech, kde se podílejí na utváření niky CSC (Liu et al., 2011;  

Li et al., 2012). Nedávný výzkum odhalil několik signalizačních drah, kterými dochází ke 

komunikaci mezi MSC a CSC. Centrální roli v signalizaci hrají zánětlivé cytokiny IL-1β a IL-6 

produkované v nádorovém mikroprostředí. Interleukin-1β produkovaný nádorovými buňkami 

indukuje v MSC expresi PGE2, ten se váže na receptory EP2 a EP4 na povrchu MSC a společně 

s IL-1β indukuje expresi IL-6, IL-8 a CXCL-1. Samotné PGE2 působí také na CSC, v nichž 

stimuluje fosforylaci a aktivaci Akt. Akt následně fosforyluje a inaktivuje GSK-3β, což vede 

k aktivaci β-cateninové signalizace, která je důležitá pro regulaci kmenových buněk  

(Li et al., 2012; Reya a Clevers, 2005). Kromě toho dochází pod vlivem PGE2 ke snížení 

exprese E-cadherinu fungujícího jako negativní regulátor β-cateninu.(Orsulic et al., 1999). 

Dalším významným faktorem zajišťujícím interakci mezi MSC a CSC je IL-6. Ten působí přes 

IL-6R na MSC. Aktivuje v nich STAT-3, která následně spouští signální kaskády vedoucí 

k aktivaci dalších TF jako Twist a NF-κB (Cheng et al., 2008; Lee et al., 2009). Ty následně 

podporují expresi IL-6 a dalších cytokinů, což vede ke vzniku pozitivní zpětnovazebné smyčky 

(Sullivan et al., 2009). Na základě stimulace IL-6 produkují MSC mimo jiné CXCL-7, který 

následně působí na CSC a přispívá k jejich expanzi (Liu et al., 2011). Kromě uzavření 

autokrinní zpětnovazebné smyčky může IL-6 produkovaný MSC ovlivňovat také CSC, v nichž 

rovněž aktivuje STAT-3 a tak podporuje jejich expanzi (Marotta et al., 2011; Tsai et al., 2011). 

Ve výsledku tak dochází ke zvětšení populace nádorových kmenových buněk, což je spojeno 

s lepším růstem (Liu et al., 2011; Li et al., 2012). 

Nádorové kmenové buňky jsou úzce spojeny s tvorbou metastáz. První fází v diseminaci 

nádorových buněk je proces EMT, při kterém získávají původně epiteliální buňky 

mezenchymální fenotyp. Zároveň tyto buňky získávají vlastnosti kmenových buněk  

(Mani et al., 2008). MSC významnou měrou přispívají k EMT nádorových buněk, produkují 

TGF-β, IL-6, a PGE2 (Jing et al., 2012; Li et al., 2012). Tyto faktory spolu kooperují a vedou ke 
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snížení exprese E-cadherinu a zvýšení exprese hlavních TF regulujících EMT Twist a Snail  

(Cheng et al., 2008; Yadav et al., 2011; Jing et al., 2012). Ve výsledku tak dochází ke zvýšení 

metastatického potenciálu nádorových buněk. Navíc bylo pozorováno, že produkcí chemokinů, 

jako např. CXCL-12 a CCL-5, mohou MSC usnadňovat vstup nádorových buněk do kostí dřeně 

a plic (Corcoran et al., 2008; Xu et al., 2009; Karnoub et al., 2007). 

2.2.1.1.3. Diferenciace MSC na jiné buněčné typy nádorového mikroprostředí  

MSC mohou na základě signálů z nádorového prostředí diferencovat  na celou řadu 

buněčných typů jako např. adipocyty, fibroblasty a další (Barcellos-de-Souza et al., 2013). 

Jejich schopnost diferencovat na endoteliální buňky je zatím předmětem vědecké diskuze, 

jelikož byly publikované studie, které tato pozorování vyvrací (Oswald et al., 2004;  

Cao et al., 2005; Beckermann et al., 2008). Jiné studie zase naznačují, že MSC nediferencují na 

endoteliální buňky, ale na pericyty, které stabilizují vzniklé cévy (Au et al., 2008;  

Bexell et al., 2009; Birnbaum et al., 2011). Významná je především schopnost MSC 

diferencovat na CAF. Předpokládá se, že by diferenciací MSC mohlo vznikat 20 – 70% CAF 

(Direkze et al., 2004; Kidd et al., 2012). Takto vzniklé fibroblasty pak mohou pomáhat 

v procesech růstu a tvorby metastáz (Shinagawa et al., 2010; Jung et al., 2013). Mechanizmy, 

kterými CAF ovlivňují nádorové mikroprostředí a přispívají k rozvoji nádorů, budou popsány 

v následující kapitole. 

Další významnou skupinou buněk, na kterou mohou MSC diferencovat, jsou adipocyty. 

Adipocyty asociované s nádory mají pozměněný fenotyp, který se vyznačuje snížením obsahu 

tukových vakuol a sníženou expresí znaků terminální diferenciace, jako jsou lipáza sensitivní na 

hormony, adiponectin a restin (Dirat et al., 2011). Dalším znakem je zvýšená exprese 

prozánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6, IL-8 a CCL-2. Pomocí nich adipocyty zvyšují invazivitu 

nádorových buněk a podporují tvorbu metastáz (Dirat et al., 2011; Nieman et al., 2011;  

Carter a Church, 2012). Motilita nádorových buněk je dále posílena expresí MMP-11 adipocyty 

na invazivní straně nádorů (Andarawewa et al., 2005). Kromě degradace ECM hraje MMP-11 

důležitou roli v regulaci adipocytů, jelikož její exprese je spojená s dediferenciací adipocytů, 

čímž zřejmě přispívá k získání fenotypu adipocytů asociovaných s nádory. Signální dráhy 

indukované adipocyty také zvyšují odolnost nádorových buněk vůči působení chemoterapeutik 

(Behan et al., 2009). 

Rychlý růst nádorů je spojen s vysokými nároky na přísun živin a energie. Nádorové buňky 

toto řeší tvorbou metabolické sítě, v níž se chovají jako parazité. Indukují ve stromálních 

buňkách katabolické procesy, které generují zdroje energie, jako pyruvát, laktát a mastné 

kyseliny. Samy se pak specializují na využití těchto zdrojů anabolickými procesy  

(Martinez-Outschoorn et al., 2012). V adipocytech pod vlivem nádorových buněk dochází 

k lipolýze a uvolnění mastných kyselin do prostředí. Tyto volné mastné kyseliny jsou přijímány 
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nádorovými buňkami a využívány v procesu β-oxidace pro zisk energie (Gazi et al., 2007; 

Nieman et al., 2011). 

2.2.1.2. Fibroblasty asociované s nádory 

CAF jsou nejpočetnější populací buněk nádorového stromatu. Představují architekty 

nádorového mikroprostředí, ve kterém plní celou řadu funkcí, jako např. remodelace ECM, 

sekrece růstových faktorů podporujících růst nádorových buněk a modulace imunitní odpovědi. 

Populace CAF vzniká z několika rozdílných buněčných typů. Základním zdrojem jsou zřejmě 

fibroblasty rezidentní v tkáni, které jsou přitahovány a inkorporovány do nádorů, v nichž pod 

vlivem TGF-β1 diferencují na CAF (Ronnov-Jessen et al., 1995; Vaughan et al., 2000). 

Rostoucí nádory sekretují solubilní faktory schopné mobilizovat z kostní dřeně MSC.  

Ty infiltrují do nádorového stromatu a následně diferencují na fibroblasty (Direkze et al., 2004; 

Kidd et al., 2012). Další zatím stále diskutovanou možností, je diferenciace CAF z nádorových 

buněk, které prošly EMT a získaly mezenchymální fenotyp (Oldfield et al., 2001;  

Petersen et al., 2003; Nightingale et al., 2004). Podobný proces byl popsán také u endoteliálních 

buněk (Zeisberg et al., 2007). Dále byly jako možný zdroj CAF identifikovány adipocyty a 

pericyty(Bochet et al., 2013; Armulik et al., 2011). Je ovšem nutné zdůraznit, že není 

vyloučeno, že se jedná o artefakt způsobený chyběním specifických znaků pro CAF. 

Z hlediska fenotypu se CAF liší od rezidentních tkáňových fibroblastů. Expresí α-SMA se 

ovšem podobají aktivovaným myofibroblastům (Lazard et al., 1993). CAF dále exprimují 

vimentin, paladin, FAP, FSP-1, PDGFRα a β (Sugimoto et al., 2006; Ronty et al., 2006;  

Strutz et al., 1995; Rettig et al., 1993; Paulsson et al., 2009). Žádný z těchto znaků ovšem není 

zcela specifický, což naznačuje, že CAF představují heterogenní populaci. Tato heterogenita 

může být dána druhem nádorů a specifickým prostředím, ve kterém CAF diferencují, nebo 

jejich rozdílným původem.  

2.2.1.2.1. Podíl CAF na remodelaci ECM 

Tkáňové fibroblasty jsou hlavními producenty komponent ECM. Toto platí i pro aktivované 

CAF, které pod vlivem TGF-β produkovaného nádorovými buňkami zvyšují expresi kolagenů, 

fibronektinu a laminů, čímž přispívají ke zvýšení tuhosti tkáně (Verona et al., 2007;  

Kauppila et al., 1998; Bremnes et al., 2011). Produkují také celou řadu enzymů podílejících se 

na změně architektury ECM. Exprimují lysyl oxidázu, která zprostředkovává sesíťování 

kolagenových vláken a vytváří tak cesty pro migraci nádorových buněk do okolní tkáně, 

zároveň dochází tímto způsobem ke zvýšení integrinové signalizace, která podporuje růst 

nádorových buněk (Trivedy et al., 1999; Provenzano et al., 2006; Levental et al., 2009). 

Prostředí obohacené o fibronektin aktivuje signalizační dráhy vycházející z integrinu α5β4, 

který je v CAF exprimován ve zvýšené míře (Coulson-Thomas et al., 2010).  
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Aktivovaná integrinová signalizace spolu se zánětlivými cytokiny TNF-α a TGF-β stimuluje 

CAF k produkci MMP-2, MMP-9, MMP-13 a MMP-14 (Huhtala et al., 1995; Saad et al., 2002; 

Stuelten et al., 2005; Singer et al., 2002; Lederle et al., 2010; Bisson et al., 2003). Pomocí 

MMP pak CAF pronikají do okolní tkáně a vytvářejí dráhy, po který migrují nádorové buňky 

(Gaggioli et al., 2007). MMP ovšem plní i další funkce diskutované v kapitole 2.1.2. 

Pod vlivem růstových faktorů nádorového mikroprostředí, jako např. bFGF, EGF, HGF, 

IGF-I, dochází rovněž k indukci exprese uPA, který se podílí na degradaci ECM, podporuje 

angiogenezi a tvorbu metastáz (Noskova et al., 2009; Nielsen et al., 1996; Nielsen et al., 2001; 

Dass et al., 2008). Znakem CAF je exprese FAP. Jedná se o serinovou proteázu schopnou 

degradovat kolagen, čímž se podílí na reorganizaci ECM a podporuje migraci nádorových 

buněk (Park et al., 1999; Christiansen et al., 2007; Lee et al., 2011).  

2.2.1.2.2. CAF podporují nádorový růst a tvorbu metastáz 

Nádorové buňky sekretují TGF-β, BMP, PDGF, IL-1β a další faktory, které vedou 

k aktivaci přítomných fibroblastů a jejich diferenciaci v CAF (Cai et al., 2012;  

Calon et al., 2012; Owens et al., 2013; Pietras et al., 2008; Erez et al., 2010;  

Muerkoster et al., 2004). Tyto následně podporují proliferaci, angiogenezi, lymfangiogenezi, 

migraci a invazivitu nádorových buněk (Hwang et al., 2008; Grugan et al., 2010;  

Stuelten et al., 2010; Zhang et al., 2011). Přítomnost CAF rovněž zvyšuje odolnost nádorových 

buněk vůči působení chemoterapie a radioterapie (Muerkoster et al., 2004; Hwang et al., 2008).  

Děje se tak na základě produkce růstových faktorů, mezi které patří TGF-β, VEGF, FGF, HGF, 

PDGF, IGF-I, IGF-II (Stuelten et al., 2010; Fukumura et al., 1998; Dong et al., 2004;  

Pietras et al., 2008; Grugan et al., 2010; Crawford et al., 2009; Cullen et al., 1991;  

Giani et al., 1996; Tavakkol et al., 1992). Tyto působí přímo na nádorové buňky, ve kterých 

mohou stimulovat prorůstové dráhy jako MAPK a Akt (Hwang et al., 2008;  

Subramaniam et al., 2013). Rostoucí nádory mají ovšem zvýšené požadavky na cévní zásobení 

a přísun energie. CAF sekretují VEGF, PDGF, FGF, které podporují nádorovou angiogenezi 

(Dong et al., 2004; Pietras et al., 2008; Pietras et al., 2008). Navíc CAF sekretují CXCL-12 

schopný přitahovat prekurzory endoteliálních buněk z kostní dřeně (Orimo et al., 2005). 

Stejně jako MSC, se podílí CAF také na procesu EMT, který představuje první krok 

ve tvorbě metastáz. Buňky procházející EMT se vyznačují expresí znaků kmenových buněk a dá 

se tedy předpokládat, že se jedná o CSC (Mani et al., 2008). CAF v první fázi expandují CSC. 

Pod vlivem zánětlivého nádorového prostředí dochází v CAF k aktivaci NF-κB a následné 

indukci exprese COX-2 produkující PGE2, který expanduje CSC (Erez et al., 2010). PGE2 dále 

autokrinním způsobem posiluje expresi IL-6 v CAF. Sekretovaný IL-6 následně posiluje účinek 

PGE2 na expanzi CSC (Rudnick et al., 2011). Mimo to vytváří zpětnovazebnou smyčku, při níž 

v CAF aktivuje STAT-3. To vede k dalšímu posílení sekrece IL-6, ale také indukuje expresi 
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CCL-2. CSC pod vlivem CCL-2 zvyšují expresi Notch-1, který iniciuje signální dráhu 

podporující sebeobnovu kmenových buněk (Tsuyada et al., 2012). V další fázi poskytují CAF 

faktory podporující EMT. Produkcí TGF-β indukují v nádorových buňkách expresi HMGA-2, 

který aktivuje expresi hlavních regulátorů EMT, jako Snail, Slug, Twist (Thuault et al., 2006). 

TGF-β dále v CAF indukuje expresi IL-11, který společně se sekretovaným IL-6 aktivuje 

v nádorových buňkách STAT-3-Twist dráhu podporující EMT (Calon et al., 2012; Cheng et al., 

2008). Kromě toho IL-6 indukuje v CAF expresi MMP, čímž rovněž podporuje EMT  

(Giannoni et al., 2010). Díky produkci MMP vytváří CAF degradací ECM cesty, po kterých 

putují nádorové buňky (Gaggioli et al., 2007). Sekretují navíc růstové faktory HGF a FGF 

podporující migraci (Grugan et al., 2010; Henriksson et al., 2011). Sekrece HGF je důležitá 

mimo jiné i pro přežití migrujících buněk, jelikož signalizací přes c-Met inhibuje anoikis, tedy 

buněčnou smrt způsobenou ztrátou mezibuněčných kontaktů (Kanayama et al., 2008). Indukce 

EMT je dále posílena oxidativním stresem. Nádorové buňky sekretují IL-1β což v nádorových 

fibroblastech indukuje expresi iNOS produkující NO (Muerkoster et al., 2004). Produkovaný 

NO následně v nádorových buňkách indukuje oxidativní stres, na který odpovídají expresí  

HIF-1α a aktivací β-cateninové signalizace, které podporují EMT (Luo et al., 2013). Zvýšený 

oxidativní stres vyvolává expresi HIF-1α i v CAF, což indukuje produkci karboanhydrázy 9.  

Ta způsobuje acidifikaci extracelulárního prostředí podporující aktivaci MMP-2 a MMP-9, 

které se rovněž podílejí na procesu EMT (Fiaschi et al., 2013). 

Migrující buňky ve vzdálených orgánech zakládají metastatickou niku, v jejímž formování 

hrají roli fibroblasty. Pod vlivem nádorových buněk indukují fibroblasty expresi osteopontinu 

schopného vázat ligandy Wnt. V metastatické nice se tak zvyšuje lokální koncentrace Wnt1 a 

Wnt3A, čímž je posílená aktivace Wnt dráhy, která je důležitá pro sebeobnovu CSC  

(Malanchi et al., 2012).  

2.2.1.2.3. CAF potlačují protinádorovou imunitu 

První složkou, se kterou se setkávají buňky imunitního sytému při infiltraci do nádorů, je 

ECM. Ta během vývoje nádorů prochází značnou přestavbou, na níž se podílejí CAF, které 

mění složení ECM zvýšenou syntézou kolagenů. Kolageny mohou fungovat jako inhibitory 

imunitní odpovědi, jelikož jsou rozpoznávány inhibičním receptorem LAIR-1 (CD305) 

(Lebbink et al., 2006). Ten je exprimován prakticky na všech buňkách imunitního systému 

(Meyaard et al., 1997). Aktivace LAIR-1 je schopna inhibovat cytotoxickou aktivitu a 

proliferaci NK buněk a efektorových T-lymfocytů (Meyaard et al., 1997; Poggi et al., 1997; 

Meyaard et al., 1999). Snižuje také signalizace přes B-receptor, což je spojeno se snížením 

exprese imunoglobulinů a cytokinů (van der Vuurst de Vries AR et al., 1999;  

Merlo et al., 2005). Indukce signalizace přes LAIR-1 na monocytech vede k inhibici jejich 

diferenciace na DC (Poggi et al., 1998). 
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Další komponentou ECM produkovanou CAF, která se podílí na modulaci imunitní 

odpovědi je tenascin C (Chiquet-Ehrismann et al., 1994). Schopnost tenascinu C ovlivňovat 

imunitu je dána zřejmě vazbou na fibronektin, čímž blokuje jeho interakci s integriny na 

buňkách imunitního systému. Tenascin C tímto způsobem blokuje migraci monocytů v reakci 

na leukotrien B4 a IL-8 (Loike et al., 2001). Snižuje tak pravděpodobně množství monocytů a 

makrofágů v nádorech, které by mohly fungovat jako antigen prezentující buňky  

(Talts et al., 1999). Maskováním vazebných míst na fibronektinu dále blokuje adherenci a 

aktivaci T-lymfocytů, které postrádají kostimulační signály z integrinů VLA-4, VLA-5 

(Hauzenberger et al., 1999; Hibino et al., 1998). 

Součástí ECM je rovněž fibroblasty produkovaný multifunkční protein TSP-1  

(Jaffe et al., 1983). Ten interaguje s CD47 a integriny na leukocytech. Zatímco vazba na 

integriny je zodpovědná za chemotaxi, vazba na CD47 ovlivňuje funkční vlastnosti  

(Li et al., 2002). TSP-1 tak do nádorů přitahuje T-lymfocyty a monocyty  

(Mansfield a Suchard, 1994). Interakcí s CD47 ovšem blokuje produkci zánětlivých cytokinů 

IL-6, IL-12, TNF-α, GM-CSF a maturaci DC (Demeure et al., 2000). Zároveň blokuje aktivaci, 

proliferaci a diferenciaci TH1 lymfocytů, zatímco diferenciaci TH2 lymfocytů, obecně 

považovaných za pronádorové, neovlivňuje (Li et al., 2001; Beppu et al., 2001;  

Avice et al., 2000).  

CAF sekretují do nádorového prostředí celou řadu proteolytických enzymů, které degradují 

ECM a mají další funkce, jimiž mohou ovlivňovat imunitní odpověď, viz. kapitola 2.1.2.3. 

Pod vlivem zánětlivých cytokinů dochází ve fibroblastech k aktivaci NF-κB a jejich 

diferenciaci v prozánětlivé CAF (Erez et al., 2010). Ty produkují chemokiny a cytokiny, 

kterými mohou inhibovat přirozenou i adaptivní protinádorovou imunitu. CAF patří mezi 

producenty IL-6, jehož zvýšená koncentrace v krvi vede k uvolňování neutrofilů z kostní dřeně 

(Silzle et al., 2003; Erez et al., 2010; Ulich et al., 1989). Navíc zvyšuje expresi adhezivních 

molekul ICAM-1 a VCAM-1 na endoteliálních buňkách, čímž přispívá k jejich extravazaci do 

nádorů (Romano et al., 1997; Modur et al., 1997). Chemoatrakce neutrofilů do nádorů je dále 

posílena produkcí chemokinů, která je indukována IL-6 aktivujícím STAT-3-NF-κB dráhu 

(Cheng et al., 2008; Lee et al., 2009). Infiltrované neutrofily následně pod vlivem TGF-β, jehož 

významným producentem jsou CAF, diferencují na N2 fenotyp podporující nádorový růst 

(Kojima et al., 2010) (Fridlender et al., 2009). Nádorové prostředí je rovněž bohaté na 

monocyty, k jejichž infiltraci dochází na základě IL-6 indukované produkce chemokinů v CAF 

(Silzle et al., 2003; Erez et al., 2010; Qian et al., 2011). Monocyty představují prekurzory 

makrofágů a myeloidních DC. IL-6 produkovaný CAF zvyšuje v monocytech expresi receptoru 

pro M-CSF, čímž podporuje M-CSF řízenou diferenciaci v makrofágy a blokuje tvorbu DC 

(Chomarat et al., 2000). Vzniklé makrofágy následně pod vlivem IL-6, CCL-2 a TGF-β 

diferencují na pro-nádorový M2 fenotyp (Roca et al., 2009; Gong et al., 2012;  



36 

 

Sierra-Filardi et al., 2014). Dojde-li k diferenciaci DC, mají tyto v důsledku působení TGF-β a 

CCL-2 tolerogenní fenotyp, který podporuje diferenciaci Treg (Bekeredjian-Ding et al., 2009; 

Kudo-Saito et al., 2013). Navíc TGF-β inhibuje migraci DC buněk z nádorů do lymfatických 

uzlin.(Weber et al., 2005) Tímto způsobem mohou CAF ovlivňovat složení a funkci APC, které 

jsou nepostradatelné pro indukci adaptivní protinádorové imunity.  

Další složkou inhibovanou CAF jsou NK buňky. CAF prostřednictvím produkovaného 

PGE2 snižují na infiltrujících NK buňkách expresi aktivačních receptorů NKp44, NKp30, a 

DNAM-1. Efekt PGE2 je navíc posílen přímým kontaktem CAF s NK buňkami  

(Erez et al., 2010; Balsamo et al., 2009). Na inhibici NK buněk se podílí také TGF-β, který 

blokuje jejich maturaci a produkci IFN-γ (Marcoe et al., 2012). Produkce IFN-γ je přitom 

důležitá pro plnou aktivaci DC a produkci cytokinů indukujících TH1 odpověď  

(Laouar et al., 2005). CAF potlačují TH1 imunitní odpověď a upřednostňují indukci odpovědi 

typu TH2, která podporuje růst nádorů (Liao et al., 2009). Využívají k tomu několik 

mechanizmů. Produkují CCL-2 a IL-6, který podporuje expresi IL-4 a tím polarizuje lymfocyty 

směrem k TH2 fenotypu (Karpus et al., 1997; Gu et al., 2000; Rincon et al., 1997). IL-6 navíc 

inhibuje TH1 polarizaci zvýšením exprese SOCS-1, což je spojeno s inhibicí fosforylace  

STAT-1 (Diehl et al., 2000). Dalším inhibujícím cytokinem je TGF-β. Jeho přítomnost vede k 

inhibici exprese TF T-bet řídícího diferenciaci TH1 lymfocytů (Gorelik et al., 2002).  

TGF-β ovšem inhibuje také diferenciaci TH2 lymfocytů inhibicí TF GATA-3  

(Gorelik et al., 2000). Naopak v naivních T-lymfocytech podporuje expresi FoxP3 a tím jejich 

diferenciaci v Treg, které dále inhibují protinádorovou imunitní odpověď (Chen et al., 2003). 

K indukci FoxP3 může pod vlivem TGF-β docházet také v CD8
+
 lymfocytech  

(Kapp et al., 2006). Efektorové CD8
+
 CTL navíc v přítomnosti TGF-β snižují expresi 

granzymů, perforinů, FasL a IFN-γ a dochází u nich k indukci apoptózy  

(Thomas a Massague, 2005; Sanjabi et al., 2009). V kombinaci s IL-6 indukuje TGF-β 

v naivních lymfocytech diferenciaci na Th17 fenotyp, jehož role v nádorech je zatím stále 

kontroverzním tématem (Veldhoen et al., 2006). CAF k inhibici adaptivní imunity kromě 

cytokinů mohou využívat i mezibuněčného kontaktu. Exprimují na svém povrchu PD-L1 a  

PD-L2, kterými mohou suprimovat efektorové T-lymfocyty exprimující na svém povrchu  

PD-1 (Nazareth et al., 2007; Pinchuk et al., 2008).   

2.2.2. Buňky imunitního systému 

Nádorové mikroprostředí je infiltrováno prakticky všemi druhy leukocytů (Fridman et al., 

2012). V některých nádorech se navíc můžeme setkat se vznikem terciárních lymfoidních 

struktur, které se svou vnitřní stavbou mohou podobat lymfatickým uzlinám. Mohou obsahovat 

více či méně odlišené zóny B- a T- lymfocytů (Goc et al., 2013). Nádory se tak vyvíjejí 
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v blízkém kontaktu s imunitním systémem a dochází zde ke vzájemnému ovlivňování, jehož 

výsledkem je změna  imunogenicity nádorových buněk.  

Při pokusech s chemickým karcinogenem metylcholantrenem bylo pozorováno, že u myší 

postrádajících funkční lymfocyty dochází ke vzniku nádorů dříve a častěji než u 

imunokompetentních myší. Navíc sarkomy vzniklé u myší postrádajících lymfocyty byly při 

transplantaci do imunokompetentních myší častěji odhojeny, než sarkomy z 

imunokompetentních myší transplantované do imunokompetentních myší  

(Shankaran et al., 2001). Na základě těchto výsledků, došlo k postulaci hypotézy tzv. nádorové 

imunoeditace, která popisuje duální vztah mezi nádorovými buňkami a imunitním systémem 

(Dunn et al., 2002). Proces imunitní editace je složen ze tří fází, a to eliminace, ekvilibria a 

úniku (Obr. 1).  

Během fáze eliminace dochází v rychle rostoucím nádoru ke stresu, což vede k expresi 

ligandů pro aktivační receptory NK buněk, jako MICA a MICB. Rozpoznané nádorové buňky 

jsou NK buňkami lyzovány. Dochází tak k uvolňování nádorových antigenů, které jsou 

přijímány DC. Pod vlivem cytokinů sekretovaných NK buňkami, stresovanou tkání, v níž nádor 

roste, a DAMP uvolňovaných z umírajících nádorových buněk, dochází k maturaci DC. Tyto 

pak indukují adaptivní imunitní odpověď, která je schopna rozpoznat antigeny prezentované 

nádorovými buňkami na MHC. Ve výsledku tak adaptivní a přirozená imunita spolupracují pro 

eliminaci nádorových buněk (Schreiber et al., 2011). Druhou fází je fáze ekvilibria, která může 

trvat i celý život nositele. Některé nádorové buňky mohou uniknout destrukci imunitním 

systémem. Tyto přeživší buňky jsou udržovány za přispění adaptivního imunitního systému 

v dormantním stavu (Koebel et al., 2007).  

Během fáze ekvilibria nádorové buňky vytvářejí malá ložiska, která jsou infiltrována CD4
+
 

a CD8
+
 T-lymfocyty a makrofágy. T-lymfocyty produkují IFN-γ a TNF-α, jimiž v nádorových 

buňkách indukují zastavení buněčného cyklu v G
0
 fázi a senescenci (Braumuller et al., 2013). 

Rostoucí buňky a buňky unikající z ložisek jsou následně ničeny cytotoxickými CD8
+
 CTL 

(Koebel et al., 2007; Eyles et al., 2010). Imunitní systém ve fázi ekvilibria vytváří na nádorové 

buňky selekční tlak, který může vést ke vzniku únikových variant a vstupu nádoru do poslední 

fáze úniku. 
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Obr. 1: Nádorová imunoeditace (Schreiber et al., 2011) 

 

Únik před adaptivní imunitou může být dán ztrátou exprese rozpoznávaného nádorového 

antigenu nebo poškozením systému pro prezentaci peptidů na MHC (Jager et al., 1996;  

Khong et al., 2004). U nádorových buněk byly pozorovány mutace ovlivňující expresi 

peptidového transportéru TAP i přímo expresi MHC I (Chen et al., 1996; Restifo et al., 1996). 

Nádorové buňky mohou také exprimovat ligandy pro inhibiční receptory indukujících anergii či 

apoptózu efektorových T-lymfocytů, jako např. PD-1L (Dong et al., 2002).  

Ztráta imunogennosti nádorů může být dána také změnou v produkci cytokinů a chemokinů, 

které mohou měnit charakter imunitní odpovědi. Příkladem může být zvýšení produkce IL-6, 

který inhibuje maturaci DC a diferenciaci TH1 lymfocytů (Park et al., 2004; Diehl et al., 2000). 

Může rovněž docházet k sekreci TGF-β inhibujícího NK buňky a podporujícího diferenciaci 

Treg, M2 makrofágů a N2 neutrofilů (Laouar et al., 2005; Chen et al., 2003; Gong et al., 2012; 

Fridlender et al., 2009). Strategie pro únik před NK buňkami dále zahrnuje zvýšení exprese 

ligandů pro inhibiční receptory, jako např. HLA-G (Tripathi a Agrawal, 2006). Alternativně 

snížení povrchové exprese ligandů pro jejich aktivační receptory.  Zajímavým příkladem je 

především NKG2D a jeho ligandy MICA a MICB. Tyto jsou odvrhovány z povrchu nádorových 
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buněk, což má dvojí efekt. Nádorové buňky nejsou rozpoznány NK buňkami a solubilní formy 

receptorů inhibují NK buňky (Waldhauer et al., 2008; Boutet et al., 2009). Jelikož dormantní 

stav nádorů je zprostředkován sekrecí IFN-γ je možné, že nádorové buňky mohou v důsledku 

mutací získat rezistenci vůči jeho působení (Dunn et al., 2005). Nádorové buňky mohou také 

zvýšit odolnost vůči indukci apoptózy zvýšením exprese anti-apoptotických molekul  

(Hinz et al., 2000). Další možností je zabránění infiltrace buněk imunitního systému do nádorů 

snížením exprese adhezivních molekul na endoteliálních buňkách cév v nádorech  

(Buckanovich et al., 2008). 

Rozpoznání významu imunitního systému v nádorech vedlo k iniciaci snahy o zavedení tzv. 

imunoskóre pro klasifikaci nádorů (Galon et al., 2012). Toto hodnocení zahrnuje kvantifikaci 

dvou populací lymfocytů jako např. CD8
+
 CTL a CD45RO

+
 paměťových lymfocytů v nádorech 

a na invazivní straně nádorů. Zdá se, že by se tímto způsobem dala lépe predikovat rekurence 

nádorů a přežívání pacientů (Pages et al., 2009). Význam imunoskóre pravděpodobně 

v budoucnu dále poroste díky vzestupu imunoterapie, kdy pomůže určit skupinu pacientů, která 

by profitovala z případné vakcinace. Roli může hrát také při rozhodování o podání nedávno 

schválených anti-CTLA-4 a anti-PD1 protilátek blokujících kontrolní body aktivace  

T-lymfocytů. Dá se předpokládat, že jejich účinek bude vyšší u pacientů, jejichž nádory 

vykazují silnou infiltraci T-lymfocyty. Naopak u nádorů, u nichž nedochází k infiltraci buňkami 

imunitního systému, bude jejich účinek výrazně menší (Gajewski et al., 2013). 

2.2.2.1. Lymfocyty 

V nádorovém mikroprostředí můžeme najít lymfocyty představující hlavní komponenty 

adaptivního imunitního systému, vrozené imunity a různé přechodné typy mezi adaptivní a 

vrozenou imunitou. Mezi nejdůležitější zástupce adaptivní imunity patří především T-lymfocyty 

nesoucí αβ T-receptor (TCR) a B-lymfocyty. Mezi zástupce lymfocytů stojící na pomezí 

adaptivní a vrozené imunity patří NKT-lymfocyty a také T-lymfocyty exprimující γδ TCR. 

Skupina přirozených lymfocytů (ILC) je z hlediska role v nádorovém mikroprostředí stále málo 

prozkoumaná. Výjimku představují NK-buňky, které byly identifikovány již v 70. letech 20. 

století, jako přirozené lymfocyty schopné lyzovat transformované nádorové buňky  

(Kiessling et al., 1975).  

2.2.2.1.1. αβ-T-lymfocyty 

T-lymfocyty exprimující αβ TCR rozpoznávají antigenní peptidy v komplexu s MHC. 

K vazbě mezi MHC a TCR dochází za přispění koreceptorů CD4 nebo CD8, které zároveň 

určují jaká třída MHC glykoproteinů bude rozpoznána. T-lymfocyty exprimující koreceptor 

CD4 rozpoznávají MHC glykoproteiny II. třídy, které jsou exprimovány na APC a slouží 

k prezentaci exogenních antigenních peptidů přijatých fagocytózou. Exprese koreceptoru CD8 
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umožňuje rozpoznání MHC I. třídy, které jsou exprimovány prakticky na všech buňkách v těle, 

které mají buněčné jádro. Funkcí MHC I je především prezentace endogenních peptidů. Díky 

existenci tzv. zkřížené prezentace mohou ovšem prezentovat také peptidy exogenní.  

2.2.2.1.1.1. CD4
+
 T-lymfocyty 

Pro aktivaci a diferenciaci naivních CD4
+
 T-lymfocytů je vyžadováno několik signálů. 

Prvním z nich je rozpoznání peptidu prezentovaném na MHC II na povrchu APC 

prostřednictvím TCR. Tento signál sám o sobě ovšem nestačí pro aktivaci a naopak vede 

k anergizaci T-lymfocytů popř. indukci apoptózy. K zabránění anergizace je vyžadován druhý 

signál. Ten podávají kostimulační molekuly exprimované na APC (Obr. 2), které interagují 

s odpovídajícími receptory na T-lymfocytech v tzv. imunologické synapsi. Primární 

kostimulační signál pro diferenciaci naivních T-lymfocytů vychází zřejmě z CD28 vázajícího 

CD80, ačkoliv bylo pozorováno, že při jeho chybění může docházet k částečné kompenzaci 

jinými kostimulačními molekulami (Shahinian et al., 1993; Chen a Flies, 2013). Tato primární 

interakce předává oboustranné signály jak do T-lymfocytu, tak do DC, což je spojeno s iniciací 

exprese dalších kostimulačních molekul a jejich receptorů. Aktivované T-lymfocyty zahajují 

diferenciační program, který je řízen cytokiny představujícími třetí signál.  

CD4
+ 

mohou na základě cytokinů diferencovat na jeden z fenotypů pomocných nebo 

regulačních T-lymfocytů.   

 

Obr. 2: Kostimulační molekuly aktivující T-lymfocyty (Chen a Flies, 2013) 
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2.2.2.1.1.1.1.TH1 lymfocyty 

K polarizaci naivních T-lymfocytů v TH1 fenotyp dochází pod vlivem IL-12, 

produkovaného APC a IFN-γ, jehož primárními producenty jsou NK-buňky  

(Manetti et al., 1993; Scharton a Scott, 1993; Martin-Fontecha et al., 2004). IL-12 aktivuje 

STAT-4, který následně řídí expresi genů charakteristických pro TH1 buňky, jako např.  

IFN-γ (Thierfelder et al., 1996). Podporuje také expresi TF T-bet, který je hlavním regulátorem 

TH1 diferenciace (Zhu et al., 2012; Szabo et al., 2000). Exprese T-bet je řízena rovněž signální 

dráhou STAT-1 aktivovanou IFN-γ (Lighvani et al., 2001). T-bet plní několik funkcí.  

Funguje hlavně jako represor, kdy blokuje diferenciaci jiných TH fenotypů. Snižuje expresi  

TF GATA-3, který řídí diferenciaci TH2 lymfocytů (Usui et al., 2006). Jelikož je GATA-3 

exprimován v nízké hladině již v naivních T-lymfocytech, je třeba regulovat jeho funkci na 

posttranskripční úrovni (Ho et al., 2009). Děje se tak přímou interakcí mezi GATA-3 a T-bet, 

fosforylovaným kinázou ITK. V takto vzniklém komplexu se GATA-3 nemůže vázat na genový 

lokus kódující TH2 cytokiny (Hwang et al., 2005). Dalším bodem inhibice TH2 diferenciace je 

vazba komplexu T-bet s TF Runx-3 na IL-4 silencer reprimující expresi genu pro IL-4  

(Djuretic et al., 2007). Kromě inhibice TH2 lymfocytů blokuje T-bet diferenciaci lymfocytů typu 

TH17, kdy se váže do promotoru jejich hlavního TF RORγt a inhibuje jeho expresi  

(Lazarevic et al., 2011). T-bet funguje také jako pozitivní transkripční regulátor. Váže se na 

regulační elementy v promotoru genu pro IFN-γ, čímž podporuje jeho expresi. Tato vazba může 

být dále posílena interakcí mezi T-bet a Runx-3 (Djuretic et al., 2007). Produkcí IFN-γ je 

uzavřena zpětnovazebná pozitivní smyčka, která dále posiluje expresi T-bet  

(Lighvani et al., 2001).  

Vzniklé TH1 lymfocyty se významnou měrou podílejí na protinádorové imunitě. Řada studií 

ukázala, že přítomnost TH1 lymfocytů nebo cytokinů, které produkují, pozitivně koreluje 

s přežíváním pacientů. Pozitivní vliv byl pozorován např. u nádorů žaludku, tlustého střeva, 

prsu, ovariálního karcinomu, hepatocelulárního karcinomu a meduloblastomů  

(Ubukata et al., 2010; Camus et al., 2009; Tosolini et al., 2011; Teschendorff et al., 2010;  

Marth et al., 2004; Gao et al., 2011; Wiegering et al., 2011). Práce na myším modelu navíc 

ukázala, že v průběhu nádorového růstu může docházet k postupné ztrátě TH1 lymfocytů  

(Ghosh et al., 1995). 

TH1 lymfocyty kontrolují růst nádorů několika způsoby. Prvním z nich je přímé působení 

produkovaných cytokinů na nádorové buňky. TH1 buňky sekretují IL-2, TNF-α a jsou 

významným zdrojem IFN-γ. TNF-α byl původně identifikován jako protein schopný indukovat 

nekrózu v sarkomech (Carswell et al., 1975). Po vazbě na receptor TNFR1 může docházet 

k sestavení tzv. DISC komplexu tvořeného TRADD, RIPK-1, TRAF-2 a FADD, který 
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podporuje autokatalytickou aktivaci kaspázy 8 a 10. Tyto kaspázy následně štěpí efektorové 

kaspázy a iniciují apoptózu(Waters et al., 2013). Některá pozorování ovšem ukazují, že TNF-α 

může nádorový růst také podporovat. Signalizace přes TNFR1 může vést k aktivaci MAP3K 

kinázy, která spouští signalizační kaskádu aktivující NF-κB. Takto je indukována exprese 

prozánětlivých genů a genů pro přežívání (Yang et al., 2001; Waters et al., 2013). Zároveň 

může TNF-α působit i na jiné buňky nádorového mikroprostředí a podporovat tak angiogenezi  

(Zhang et al., 2003). Kromě toho může měnit charakter imunitní odpovědi. Bylo například 

pozorováno, že působení TNF-α indukuje v T-lymfocytech Th17 fenotyp a tedy sekreci IL-17, 

což ve výsledku vede k akumulaci myeloidních buněk v nádorovém prostředí. Tyto myeloidní 

buňky následně podporují růst nádorů (Charles et al., 2009).  Jelikož různé cytokiny vytvářejí 

složité interakční sítě, je nutné i TNF-α hodnotit v kontextu. V případě TH1 lymfocytů je TNF-α 

sekretovaný společně s IFN-γ. INF-γ sám o sobě aktivuje signální dráhy vedoucí ke zlepšení 

prezentace nádorových antigenů. Zvyšuje expresi MHC I a toto zvýšení může být v kombinaci 

s TNF-α dále posíleno (Chang et al., 1992; Fisk et al., 1994; Tekautz et al., 2006; Johnson a 

Pober, 1990). Dále indukuje expresi komponent imunoproteazomu LMP2, LMP7 a MECL-1 

(Aki et al., 1994; Akiyama et al., 1994; Nandi et al., 1996; Groettrup et al., 2001).  

Tímto způsobem je zvýšena produkce antigenních peptidů, které se lépe váží na MHC I a jsou 

jím prezentovány. Peptidy vzniklé působením proteazomu v cytoplazmě musí být 

transportovány do endoplazmatického retikula. Děje se tak pomocí transportérového komplexu 

TAP tvořeného podjednotkami TAP-1 a TAP-2. Exprese TAP může být v nádorových buňkách 

snížená. Signalizace indukovaná IFN-γ vede ke zvýšení exprese podjednotek TAP-1 i TAP-2 

(Fisk et al., 1994; Traversari et al., 1997). Ve výsledku se tak nádorové buňky stávají 

náchylnější k rozpoznání CTL.  IFN-γ společně s TNF-α reguluje senzitivitu buněk k indukci 

senescence. Zvyšuje expresi inhibitorů cyklin-dependentních kináz p21, p27 a aktivuje p16 a 

p53, což mu umožňuje zastavit buněčný cyklus a navodit v nádorových buňkách senescenci 

(Mandal et al., 1998; Kominsky et al., 1998; Harvat et al., 1997; Kim et al., 2009;  

Braumuller et al., 2013). IFN-γ a TNF-α mění rovněž citlivost nádorových buněk k indukci 

apoptózy změnou exprese pro- a anti-apoptotických proteinů. Zatímco IFN-γ snižuje expresi 

anti-apoptotických proteinů Bcl-2, Bcl-xL, TNF-α snižuje expresi survivinu (Zhou et al., 2008; 

Liu et al., 2011). Z hlediska pro-apoptotických proteinů zvyšuje IFN-γ expresi proteinu Fas, 

kaspáz-1, -3, -4, -5, -7, -8 a Bak (Ahn et al., 2002; Tekautz et al., 2006; Zhou et al., 2008). 

Společně s TNF-α pak zvyšuje expresi PUMA a Bim (Barthson et al., 2011).  

Druhý mechanizmus kontroly nádorového růstu zahrnuje interakci TH1 lymfocytů s jinými 

buňkami imunitního sytému, jimž mohou poskytovat pomoc. Asi nejdůležitější je pomoc CD8
+
 

CTL, které jsou schopné rozpoznat nádorové buňky a tyto odstranit. TH1 lymfocyty sekrecí 

IFN-γ indukují v buňkách nádorového prostředí produkci chemokinů, jako jsou CXCL-9, 

CXCL-10, CCL-2, -3 a -5, které podporují infiltraci a akumulaci CTL (Bos a Sherman, 2010). 
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Kromě toho se podílejí také na procesu aktivace naivních CTL. Aktivované TH1 lymfocyty 

exprimují na svém povrchu CD40L, prostřednictvím kterého interagují s CD40 na povrchu DC. 

Tato interakce zahajuje proces tzv. licencování, při kterém DC dále zvyšují svůj aktivační stav a 

stávají se lepšími stimulátory pro CTL (Bennett et al., 1997; Ridge et al., 1998). Při licencování 

DC dochází ke zvýšení exprese kostimulačních molekul (Caux et al., 1994; Cella et al., 1996; 

Bullock a Yagita, 2005). Nejdůležitějšími jsou, stejně jako v případě indukce TH1 lymfocytů, 

CD80 a CD86 signalizující přes CD28 na CTL (Prilliman et al., 2002). Další kostimulační 

molekula, jejíž exprese se během procesu licencování zvyšuje je CD70  

(Bullock a Yagita, 2005). Jejím partnerem na povrchu CTL je receptor CD27. Kostimulace přes 

CD70 je nepostradatelná pro indukci robustní CD8
+
 CTL odpovědi (Taraban et al., 2004; 

Bullock a Yagita, 2005; Van Deusen et al., 2010; Feau et al., 2012). Navíc společně se signály 

přes receptor CD28, chrání CTL před AICD a umožňuje jejich expanzi (Hendriks et al., 2003). 

Podílí se také na indukci paměťových CD8
+
 lymfocytů (Taraban et al., 2004;  

Hendriks et al., 2005). V procesu licencování dochází rovněž ke zvýšení exprese cytokinů IL-12 

a IL-15, které fungují jako 3. signál pro diferenciaci a expanzi (Cella et al., 1996;  

Curtsinger et al., 2003; Oh et al., 2008).  Po aktivaci CTL nastává fáze expanze, na níž se TH1 

lymfocyty podílejí sekrecí IL-2 (D'Souza a Lefrancois, 2003; Williams et al., 2006).  

Produkce IL-2 v nádorovém prostředí podporuje funkci protinádorových CTL, které jsou 

následně schopny eliminovat nádorové buňky (Bos a Sherman, 2010). Pomoc TH1 je 

vyžadována i v efektorové fázi, kdy zabraňuje předčasné kontrakci efektorových CTL 

(Ballesteros-Tato et al., 2013). V nádorech stejně jako v případě chronických infekcí se můžeme 

setkat s jejich funkčním vyčerpáním. Vyčerpané CTL ztrácí schopnost produkovat cytokiny a 

zabíjet cílové buňky. Výzkum na modelech chronické infekce naznačuje, že přítomnost TH1 

lymfocytů dokáže do jisté míry chránit CTL před vyčerpáním a je nepostradatelná pro udržení 

jejich funkčnosti v delším časovém horizontu (Matloubian et al., 1994; Frank et al., 2010; 

Aubert et al., 2011). Navíc je pomoc zprostředkovaná TH1 lymfocyty nepostradatelná pro 

udržování paměťových CTL (Sun et al., 2004). 

Kromě CTL se TH1 pomoci dostává i buňkám vrozené imunity, jako jsou makrofágy, které 

pod vlivem IFN-γ diferencují v protinádorový fenotyp M1(Duluc et al., 2009). 

2.2.2.1.1.1.2.TH2 lymfocyty 

Dalším fenotypem CD4
+
 T-lymfocytů detekovaným v nádorech jsou TH2 lymfocyty, které 

jsou charakteristické expresí cytokinů IL-4, IL-5 a IL-13. Hlavním TF řídícím jejich diferenciaci 

je GATA-3, který se váže do promotorů a enhancerů pro IL-4, IL-5 a IL-13, čímž podporuje 

jejich expresi (Zhang et al., 1998; Kishikawa et al., 2001; Zeng 2013; Lee 2014). Navíc funguje 

jako represor diferenciace TH1 lymfocytů (Ouyang et al., 1998). Snižuje expresi IL-12R,  

STAT-4 a inhibuje expresi Runx-3(Ouyang et al., 1998; Usui et al., 2003; Yagi et al., 2010). 
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Exprese GATA-3 je detekovatelná již v naivních T-lymfocytech, kde musí být jeho funkce 

kontrolována, aby nedocházelo k samovolné diferenciaci v TH2 fenotyp (Ho et al., 2009).  

Na kontrole se podílí další TF jako FOG a Runx-1, které oslabují funkci GATA-3 jako 

transkripčního faktoru a blokují tak spontánní TH2 diferenciaci (Zhou et al., 2001;  

Kurata et al., 2002; Komine et al., 2003). Po setkání se zralou DC a rozpoznání antigenu 

prostřednictvím TCR získává naivní T-lymfocyt první signál, který vede k aktivaci TF NFAT, 

AP-1 a NF-κB, které spolupracují s GATA-3 na indukci exprese TH2 cytokinů (Zeng, 2013). 

NFAT se navíc váže rovněž do promotoru GATA-3 a zvyšuje tak jeho expresi  

(Scheinman a Avni, 2009). Po primární interakci MHC-TCR dochází k vazbě mezi CD28 a 

CD80/CD86 a k další aktivaci DC a naivního T-lymfocytu. Zvyšuje se exprese kostimulačních 

molekul a jejich receptorů. Na indukci TH2 fenotypu se podílejí především kostimulační 

molekuly ICOS, CD30, DR3, OX40, Tim-1, Tim-4 a rodina SLAM receptorů, které podporují 

expresi IL-4 a blokují diferenciaci TH1 lymfocytů (Jenkins et al., 2007; Chen a Flies, 2013; 

Kamachi et al., 2014). Kromě kostimulačních molekul exprimují aktivované DC také Jagged-1 

a -2, které v T-lymfocytech aktivují signální dráhu Notch, rovněž podporující expresi  

GATA-3(Amsen et al., 2004; Amsen et al., 2007; Fang et al., 2007; Scheinman a Avni, 2009). 

Souběžně s prvotním zvýšením GATA-3 v časných fázích aktivace T-lymfocytu zvyšuje také 

exprese regulačních faktorů, ta ovšem rychle klesá, čímž umožňuje iniciaci diferenciace  

(Zeng 2013). Dále dochází k iniciaci produkce IL-2, který přes IL-2R (CD25) aktivuje  

STAT-5 (Moriggl et al., 1999). Ten zvyšuje expresi IL-4R, čímž zvyšuje senzitivitu  

T-lymfocytů vůči IL-4 (Liao et al., 2008). STAT-5 a GATA-3 se váží do regulačních míst v il4 

genovém lokusu a zvyšují jeho expresi (Zhu et al., 2003; Cote-Sierra et al., 2004; Zeng 2013). 

Produkovaný IL-4 signalizuje přes IL-4R, což vede k aktivaci STAT-6. Ten se váže do 

promotoru GATA-3 a zvyšuje jeho expresi (Scheinman a Avni, 2009). Navíc se STAT-6 váže 

na celou řadu genů důležitých pro diferenciaci TH2 lymfocytů (Goenka a Kaplan, 2011).  

APC mohou dále sekretovat IL-6, který v T-lymfocytech aktivuje STAT-3 signalizaci. STAT-3 

následně podporuje optimální diferenciaci TH2 lymfocytů tím, že zvyšuje dostupnost TH2 

genových lokusů a schopnost STAT-6 se k nim vázat (Stritesky et al., 2011). Mezi další 

významné TF patří DEC-2, který indukuje expresi JunB a GATA-3, což dále podporuje 

produkci TH2 cytokinů (Yang et al., 2009). Exprese IL-4 je také posílena aktivitou TF c-Maf a 

IRF-4, které kooperují s NFAT na aktivaci IL-4 promotoru (Zeng, 2013).  

V nádorové mikroprostředí se vyskytuje celá řada faktorů upřednostňujících diferenciaci 

TH2 lymfocytů. Dochází zde k ovlivnění maturace a funkce DC. Můžeme se zde setkat 

s produkcí IL-10, který v DC snižuje expresi IL-12 (Duramad et al., 2003). Takové DC 

následně indukují v naivních CD4
+
 T lymfocytech TH2 diferenciaci (Liu et al., 1998;  

Fabricius et al., 2010). Ke snížení produkce IL-12 dále přispívá také nádorová hypoxie a 

produkce PGE2, který navíc zvyšuje expresi OX40L důležitého pro indukci a expanzi TH2 
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lymfocytů (Yang et al., 2009; Vieira et al., 2000; Fabricius et al., 2010; Krause et al., 2009; 

Jenkins et al., 2007; Kamachi et al., 2014). Na zvýšení exprese OX40L a instruování DC 

k polarizaci směrem k TH2 fenotypu se rovněž podílí CAF, a to prostřednictvím sekrece 

cytokinu TSLP (De et al., 2011; Ito et al., 2005; Kitajima a Ziegler, 2013). DC jsou dále 

v nádorovém prostředí vystaveny působení různých proteáz. Tyto mohou odštěpovat z povrchu 

receptory pro IFN I, což je opět spojeno s inhibicí produkce IL-12 a preferenční indukcí 

zánětlivých TH2 lymfocytů (Godefroy et al., 2011). Buňky nádorového stromatu jsou rovněž 

producenty cytokinů a chemokinů, jako např. IL-6 a CCL-2, které opět podporují diferenciaci v 

TH2 fenotyp (Rincon et al., 1997; Karpus et al., 1997; Gu et al., 2000). 

Preferenční indukce TH2 lymfocytů v nádorovém prostředí naznačuje jejich roli 

v podporování nádorového růstu. Toto je rovněž potvrzeno klinickým pozorováním např.  

u nádorů vaječníků, trávicího traktu a pankreatu (Kusuda et al., 2005; Tabata et al., 1999;  

Ubukata et al., 2010; Tassi et al., 2008; De et al., 2011). Naopak u Hodgkinova lymfomu a 

prsního karcinomu byl pozorován pozitivní vliv TH2 infiltrace (Schreck et al., 2009;  

Yoon et al., 2010).  Je tedy možné, že TH2 lymfocyty mohou mít v určitých přídech i 

protinádorové vlastnosti.  

Lymfocyty typu TH2 jsou charakteristické produkcí IL-4, IL-5 a IL-13, kterými mohou 

ovlivňovat charakter imunitní odpovědi v nádorovém mikroprostředí. Asi nejvýznamnější je 

schopnost IL-4 inhibovat diferenciaci protinádorové TH1 imunitní odpovědi, inhibicí exprese 

IL-12R, STAT-4, Runx-3 (Ouyang et al., 1998; Usui et al., 2003; Yagi et al., 2010). Kromě 

toho TH2 lymfocyty prostřednictvím IL-4 a IL-13 indukují polarizaci M2 makrofágů, které 

následně podporují nádorový růst, angiogenezi, invazivitu a tvorbu metastáz (Mantovani et al., 

2004; Gocheva et al., 2010; DeNardo et al., 2009). IL-13 navíc v makrofázích a myeloidních 

buňkách indukuje expresi TGF-β, který je významný pro indukci Treg a inhibici CTL  

(Fichtner-Feigl et al., 2006; Terabe et al., 2003; Chen et al., 2003; Thomas a Massague, 2005). 

TH2 lymfocyty jsou známé především svou schopností regulovat eozinofilní granulocyty.  

IL-4 byl původně identifikován jako diferenciační faktor pro eozinofily (Sanderson et al., 1986). 

Bylo pozorováno, že IL-4 působí na endoteliální buňky, na nichž zvyšuje expresi adhezivních 

molekul a tak podporuje extravazaci eozinofilů z krevního řečiště (Schleimer et al., 1992). 

Kromě toho je schopný indukovat expresi eotaxinu (Mochizuki et al., 1998; Mochizuki et al., 

1999). Podobně jako IL-4 i IL-5 funguje jako faktor podporující diferenciaci a aktivaci 

eozinofilů (Yamaguchi et al., 1988). Navíc podporuje přežívání maturovaných eozinofilů a 

působí na eozinofily jako chemoatraktant (Yamaguchi et al., 1988; Yamaguchi et al., 1991). 

Role eozinofilů v nádorech není jasně definována. Mohou působit protinádorově a to především 

sekrecí ECP, který vytváří póry v cytoplazmatických membránách a lyzuje tak nádorové buňky 

(Young et al., 1986; Navarro et al., 2008). Opět je ovšem nutné neopomíjet kontext. Eozinofily 

kromě ECP sekretují také růstové faktory jako b-FGF, PDGF, VEGF, TGF-β, MMP-9 a další 
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faktory, které se mohou podílet na procesu angiogeneze(Pereira et al., 2011). VEGF a TGF-β se 

dále mohou podílet na modulaci protinádorové imunitní odpovědi (Oyama et al., 1998;  

Mimura et al., 2007; Chen et al., 2003). I samotný ECP dokáže inhibovat aktivaci T-lymfocytů 

(Pereira et al., 2011). Kromě eozinofilů mohou IL-4 a IL-5 působit také na bazofily a především 

mastocyty, které jsou považovány za pronádorové, jelikož mohou podporovat angiogenezi a 

inhibovat protinádorovou imunitní odpověď (Schleimer et al., 1992; Denburg et al., 1991; 

Ishida et al., 1991; Tsuji et al., 1990; Soucek et al., 2007; Wasiuk et al., 2012).  

Cytokiny sekretované TH2 lymfocyty mohou rovněž podporovat protilátkovou imunitní 

odpověď. Metaanalýza studií zabývajících se protinádorovou protilátkovou imunitou ukázala, 

že většina identifikovaných antigenů (68%), proti kterým byla objevena tvorba protilátek, jsou 

intracelulární proteiny. Je tedy evidentní, že protilátky proti takovým cílům nemají na růst 

nádorů vliv, jelikož jsou skryty uvnitř buňky. Naopak membránově vázané proteiny, které jsou 

přístupné protilátkám, tvořily pouze 21% (Reuschenbach et al., 2009). Příkladem povrchových 

antigenů, proti kterým se mohou vytvářet protilátky s pozitivním účinkem na přežití, jsou  

MUC-1 a Her/2neu (von Mensdorff-Pouilly et al., 2000; Montgomery et al., 2005).  

Tyto antigeny jsou mimo jiné exprimovány také na nádorových buňkách karcinomu prsu.  

Kromě působení na buňky imunitního systému mohou IL-4, IL-5 a IL-13 působit přímo na 

nádorové buňky. Bylo pozorováno, že IL-4 podporuje růst nádorových buněk a chrání je před 

indukcí apoptózy zvýšením exprese antiapoptotických proteinů jako jsou cFLIP, Bcl-xL, Bcl-2 

a survivinu (Prokopchuk et al., 2005; Koller et al., 2010; Todaro et al., 2008; Roca et al., 2012). 

Navíc činní nádorové kmenové buňky rezistentní proti chemoterapii (Todaro et al., 2007). 

Pokusy in vitro a na myších modelech ukázaly, že i v případě IL-13 dochází k podpoře 

proliferace, invazivity a tvorby metastáz (Fujisawa et al., 2012). Bylo např. pozorováno, že  

IL-13 zvyšuje expresi MMP v pankreatických buňkách (Fujisawa et al., 2009). Navíc zvýšená 

exprese receptoru IL-13Rα2 asociuje s pozdním stádiem a nižším přežíváním u kolorektálního 

karcinomu (Barderas et al., 2012). Také IL-5 může zřejmě ovlivňovat nádorové buňky.  

Bylo pozorováno, že exprese IL-5 je zvýšena u pacientů s karcinomem močového měchýře 

invadujícím do svalů. Navíc přidání rekombinantního IL-5 k buněčným liniím, odvozeným od 

karcinomu močového měchýře, vedlo ke zvýšení exprese MMP a aktivaci MAPK dráhy 

důležité pro buněčné přežívání (Lee et al., 2012).  

2.2.2.1.1.1.3.TH9 lymfocyty 

TH9 lymfocyty byly původně považovány za podskupinu TH2 lymfocytů. Později se ovšem 

ukázalo, že se jedná o samostatnou skupinu v rámci CD4
+
 T-lymfocytů. V rámci imunitního 

systému jsou stejně jako TH2 lymfocyty zodpovědné za obranu proti helmitům a podílí se na 

alergických reakcích (Schmitt et al., 2014). Hlavním TF řídícím TH9 diferenciaci je PU.1 

(Chang et al., 2010). Diferenciace TH9 lymfocytů je velmi podobná TH2 lymfocytům.  
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Po rozpoznání antigenu TCR dochází k aktivaci NFAT, jehož vazba do promotoru IL-9 genu ho 

zpřístupňuje pro vazbu NF-κB a aktivuje jeho transkripci (Jash et al., 2012). Dalším TF 

aktivovaným TCR podporujícím TH9 diferenciaci je IRF-4, který se přímo váže do promotoru 

IL-9 (Nayar et al., 2012; Staudt et al., 2010). T-lymfocyt dále přijímá signály přes kostimulační 

receptory. Důležitou roli zde stejně jako v případě TH2 lymfocytů hraje OX40, který aktivuje 

NF-κB podporující expresi IL-9. Navíc blokuje signalizace přes OX40 diferenciaci Treg a TH17 

lymfocytů řízenou TGF-β (Xiao et al., 2012). Na této regulaci se podílí také signální dráha 

Notch, při níž Notch-1 vytváří komplex se Smad-3 proteinem, který je aktivován TGF-β 

signalizací. Tento komplex se pak společně s RBP-Jκ váže do promotoru genu pro IL-9 

(Elyaman et al., 2012). Pro směřování diferenciace jsou pak důležité signály z prostředí. 

Hlavními cytokiny řídícími vývoj TH9 lymfocytů jsou IL-4 a TGF-β (Dardalhon et al., 2008). 

Role IL-4 spočívá v inhibici diferenciace Treg a aktivaci STAT-6 dráhy, která dále podporuje 

expresi IRF-4 a také GATA-3 (Goswami et al., 2012). Exprese GATA-3 by mohla vést 

k indukci diferenciace v TH2 fenotyp. Ta je ovšem blokována díky expresi TF PU.1 

indukovaného TGF-β, který interaguje s GATA-3 a inhibuje jeho funkci (Chang et al., 2010; 

Goswami et al., 2012; Chang et al., 2005). Důležitá je také signalizace indukovaná IL-2, která 

vede k aktivaci STAT-5. Ten se váže do IL-9 lokusu a zajišťuje jeho expresi  

(Yang et al., 2013).  

Role TH9 lymfocytů v nádorech není ještě zcela prozkoumána. Data získaná na myších 

modelech a za použití in vitro diferencovaných TH9 lymfocytů ukazují na protinádorový efekt. 

Bylo pozorováno, že neutralizace IL-9 podporuje růst nádorů a naopak podání IL-9 ho 

zpomaluje (Lu et al., 2012; Purwar et al., 2012). Transfer in vitro diferencovaných TH9 

lymfocytů byl schopen potlačit růst nádorů v důsledku indukce robustní cytotoxické CD8
+
 

odpovědi. Data naznačují, že pomoc poskytovaná CTL je nepřímá a je založena na indukci 

CCL-20, který podporuje indukci zánětu a infiltraci DC (Lu et al., 2012). Navíc díky produkci 

IL-3 zvyšují v DC expresi anti-apoptotických proteinů, jako např. Bcl-XL, a podporují jejich 

přežívání (Park et al., 2014). DC následně přijímají antigen a prezentují ho CD8
+
 CTL. 

Aktivované CTL pak díky CCL-20 rovněž ve zvýšené míře migrují do nádorů (Lu et al., 2012). 

Protinádorový efekt do jisté míry potvrzují i klinická data z biopsií melanomu, kdy je hladina 

TH9 lymfocytů snížena v porovnání se zdravou kůží (Purwar et al., 2012). Na základě těchto dat 

ovšem není možné dělat definitivní závěry ohledně prospěšnosti TH9 lymfocytů pro 

protinádorovou imunitní odpověď. Bude ještě třeba dalších studií na jiných nádorových 

modelech a také klinických pozorování. Studium TH9 lymfocytů by mohlo být komplikováno 

jejich fenotypovou plasticitou, která je v současnosti předmětem diskuze (Schmitt et al., 2014).  
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2.2.2.1.1.1.4.TH17 lymfocyty 

TH17 lymfocyty představují vysoce prozánětlivé lymfocyty, které se významnou měrou 

podílejí na koordinaci přirozené a adaptivní imunity při obraně organizmu před bakteriálními a 

fungálními infekcemi (van Beelen et al., 2007; Lin et al., 2009; Chen et al., 2011;  

Wu et al., 2012; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Rudner et al., 2007; Wuthrich et al., 2011). 

Byly ovšem objeveny především díky své patologické funkci v autoimunitních chorobách 

(Sallusto a Lanzavecchia, 2009; Singh et al., 2014). Biologie TH17 lymfocytů je vysoce 

komplikovaná, jelikož mají vysoce plastický fenotyp. Jsou charakteristické produkcí IL-17A, 

mohou ovšem produkovat rovněž  IL-17F, IL-21, IL-22, CCL-20, GM-CSF a díky své plasticitě 

dokonce IFN-γ (Korn et al., 2009; Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011; Kebir et al., 2009;  

Kryczek et al., 2009). Diferenciace naivních T-lymfocytů na TH17 fenotyp je řízena 

cytokinovými signály. Pro diferenciaci TH17 lymfocytů jsou v experimentálních podmínkách 

používány různé kombinace cytokinů TGF-β, IL-1β, IL-6, IL-21 a IL-23 (Mangan et al., 2006; 

Veldhoen et al., 2006; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Chung et al., 2009; Bailey et al., 2014). 

Role jednotlivých cytokinů a jimi indukovaných signálních drah jsou stále předmětem 

intenzivního bádání. Předpokládá se, že funkce TGF-β spočívá především v inhibici T-bet, 

GATA-3, které řídi diferenciaci jiných fenotypů (Park et al., 2005; Das et al., 2009). 

Alternativou k TGF-β může být IL-1β, který podporuje diferenciaci TH17 lymfocytů indukcí 

RORγt a TF IRF-4, který přispívá k transkripci genů důležitých pro TH17 fenotyp, jako např. 

IL-21 (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Chung et al., 2009; Chen et al., 2008). Druhým 

cytokinem důležitým pro diferenciaci TH17 lymfocytů je IL-6, jehož funkcí je modulace TGF-β 

signalizace, která by jinak vedla k diferenciaci na Treg (Bettelli et al., 2006). Signalizace 

vycházející z IL-6R aktivuje STAT-3, který se následně váže do promotoru genu pro hlavní 

transkripční faktory TH17 lymfocytů RORγt a RORα (Yang et al., 2007; Yang et al., 2008; 

Durant et al., 2010). Společně pak indukují expresi IL-17, IL-21, IL-23R a dalších genů  

(Durant et al., 2010).  Kromě indukce genů definujících TH17 fenotyp, inhibuje RORγt geny, 

které by ho mohly destabilizovat (Ciofani et al., 2012). V další fázi diferenciace dochází v TH17 

lymfocytech k indukci exprese IL-21. Ten pak parakrinním působením, mimo jiné další aktivací 

STAT-3, vede k expanzi a stabilizaci TH17 lymfocytů (Nurieva et al., 2007). Následně dochází 

k jejich maturaci pod vlivem IL-23, který je produkován APC (McGeachy et al., 2009;  

Pirhonen et al., 2002; Sheibanie et al., 2004). Signalizace vycházející z IL-23R opět aktivuje 

STAT-3, čímž posiluje expresi RORγt, který následně sám či v kombinaci se STAT-3 zvyšuje 

expresi IL-17 a IL-22 (Yang et al., 2011; Sanos et al., 2009; Zuniga et al., 2013). Bez signálů 

vycházejících z IL-23R nejsou TH17 schopny získat zánětlivý fenotyp (McGeachy et al., 2007; 

McGeachy et al., 2009). Nejsou schopny snížit expresi IL-2, který po vazbě CD25 aktivuje 

STAT-5 kompetující se STAT-3 o vazebná místa v genomu (McGeachy et al., 2009;  

Yang et al., 2007; Yang et al., 2011). Snížena je rovněž jejich schopnost proliferovat, udržet si 
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expresi IL-17 a exprimovat GM-CSF(McGeachy et al., 2009; El-Behi et al., 2011;  

Codarri et al., 2011). Ukazuje se ovšem, že ne všechny kombinace cytokinů jsou ekvivalentní 

z hlediska funkčnosti TH17 lymfocytů. Pokusy na modelu experimentální autoimunní 

encefalomyelitidy odhalily, že kombinace TGF-β1 a IL-6 sice v naivních T-lymfocytech 

indukuje produkci IL-17A, ale pro plnou maturaci v prozánětlivý fenotyp je vyžadována 

přítomnosti IL-23 (McGeachy et al., 2007; McGeachy et al., 2009). Bez přítomnosti IL-23 

lymfocyty získaly spíše tolerogenní fenotyp, kdy sekretovaly kromě IL-17A také  

IL-10 (McGeachy et al., 2007; Lee et al., 2012). Navíc takto diferencované TH17 lymfocyty 

nebyly schopny udržet vysokou hladinu exprese IL-17 a byly ovlivněny jejich efektorové 

funkce (McGeachy et al., 2009). Při použití TGF-β může také docházet k indukci exprese 

ektonukleotidáz CD39 a CD73, které produkují imunosupresivní adenosin  

(Chalmin et al., 2012). Oproti tomu TH17 lymfocyty diferencované za přítomnosti IL-1β, IL-6 a 

IL-23, jsou vysoce zánětlivé a neexprimují CD39, CD73 (Chalmin et al., 2012). Záleží také na 

koncentraci TGF-β1, jelikož jeho příliš vysoká koncentrace naopak funkci TH17 lymfocytů 

inhibuje. Děje se tak indukci FoxP3, který váže a inhibuje hlavní TF TH17 lymfocytů RORγt a 

RORα (Zhou et al., 2008; Du et al., 2008). Dále dochází k indukci imunosupresivního cytokinu 

IL-10 a snížení exprese receptoru IL-23R (McGeachy et al., 2007; Zhou et al., 2008).  

Ukazuje se, že jednotlivé izoformy TGF-β mají odlišný potenciál pro indukci TH17 lymfocytů. 

Při použití TGF-β3 dochází oproti TGF-β1 ke zvýšení exprese IL-23R a takto diferencované 

lymfocyty jsou vysoce zánětlivé (Lee et al., 2012). TGF-β3 navíc zřejmě vytváří pozitivní 

zpětnovazebnou smyčku, při níž dochází v důsledku působení IL-23 k indukci exprese TGF-β3 

a ten následně zvyšuje expresi IL-23R (Lee et al., 2012).   

Jak již bylo zmíněno, tak TH17 lymfocyty jsou vysoce plastickou skupinou, která může 

konvertovat na zánětlivé lymfocyty fenotypem podobné TH1 lymfocytům (Lee et al., 2009; 

Wang et al., 2014). Bylo rovněž pozorováno, že zřejmě může docházet ke vzájemné konverzi 

mezi Treg a TH17 lymfocyty, kdy byly detekovány buňky exprimující jak FoxP3 tak RORγt, 

které měly imunosupresivní charakter (Koenen et al., 2008; Valmori et al., 2010;  

Obermajer et al., 2014; Lochner et al., 2008; Tartar et al., 2010; Lee et al., 2011).  

Určité vysvětlení této plasticity podává regulace diferenciace TH17 lymfocytů na úrovni TF.  

Ta probíhá ve třech fázích. Iniciální fáze se vyznačuje transkripční odpovědí indukovanou 

časnou signalizací jako např. IL-6 a TGF-β. V této fázi dochází k aktivaci TF IRF4 a BATF 

(Yosef et al., 2013). TF IRF-4 se společně s heterodimerem BATF/JunB váže do regulačních 

elementů genů významných pro TH 17 fenotyp. Tato vazba následně umožňuje vazbu dalších 

iniciačních TF, mezi něž patří  STAT-3 (Ciofani et al., 2012; Yosef et al., 2013). Iniciální  

TF následně kooperují a indukují transkripci genu Rorc, kódujícího RORγt, čímž zahajují 

druhou diferenciační fázi (Yosef et al., 2013). RORγt následně funguje jako modulátor 

zahájeného diferenciačního programu, kdy reprimuje expresi genů podílejících se na 



50 

 

diferenciaci jiných T-buněčných fenotypů. Příkladem může být represe IL-4RA a IL-12rb2 

(Ciofani et al., 2012). Naopak podporuje expresi genů pozdní fáze diferenciace, mezi které patří 

IL-17A, IL-17F, IL-23R (Ciofani et al., 2012; Yosef et al., 2013). V porovnání s iniciačními TF 

je efekt RORγt na celkovou genovou expresi daleko menší. Soustřeďuje se především na TH17 

specifické geny jako např. IL-17 a IL-23R (Ciofani et al., 2012; Peters a Yosef, 2014).  

Rovněž při utváření TH17 specifických regulačních elementů je vliv RORγt velmi malý.  

Jeho vazebná místa spadají vesměs do oblastí předem připravených vazbou iniciačních TF 

s výjimkou několika míst v genovém lokusu Il-17 (Ciofani et al., 2012; Peters a Yosef, 2014). 

Iniciační faktory IRF-4, BATF a STAT-3 společně vytvářejí pozitivní zpětnovazebné smyčky, 

které posilují jejich expresi a expresi RORγt. Samotné RORγt se těchto pozitivních interakcí 

neúčastní (Ciofani et al., 2012). Závislost funkce RORγt na iniciačních faktorech, především 

STAT-3, které jsou ovlivněny vnějšími faktory, zřejmě přispívá k fenotypové plasticitě TH17 

lymfocytů (McGeachy et al., 2009; Ciofani et al., 2012).  

Infiltrace TH17 lymfocytů byla pozorována u celé řady nádorů (Su et al., 2010). Nádorové 

mikroprostředí je bohaté na chemokiny, jako např. CCL-5 a CCL-2, které TH17 lymfocyty 

přitahují (Su et al., 2010). Navíc nádorové buňky a komponenty nádorového mikroprostředí, 

jako CAF, adipocyty, TAM a MDSC, produkují cytokinové faktory podporující diferenciaci 

TH17 lymfocytů (Su et al., 2010; Dirat et al., 2011; Kryczek et al., 2009; Chatterjee et al., 

2013). Jejich role v nádorovém mikroprostředí představuje ovšem vysoce kontroverzní téma. 

V některých studiích byla popsána pozitivní korelace mezi výskytem TH17 lymfocytů a 

dlouhodobým přežíváním, v jiných naopak korelace negativní (Fridman et al., 2012). Pozitivní 

účinek byl pozorován především v případě ovariálního karcinomu. Infiltrace TH17 lymfocytů 

pozitivně korelovala s infiltrací TH1, CTL, NK buněk (Kryczek et al., 2009). Navíc bylo 

pozorováno, že v pozdějších stádiích ovariálního karcinomu dochází k jejich úbytku a naopak 

ke zvýšené infiltraci Treg (Fialova et al., 2013). Podobná korelace mezi výskytem TH17 

lymfocytů v nádorovém mikroprostředí a infiltrací CD8 CTL a NK buněk byla pozorována u 

ezofageálního karcinomu (Lv et al., 2011). Negativní vliv TH17 lymfocytů na přežívání pacientů 

byl pozorován u kolorektálního karcinomu, karcinomu žaludku, nádorů plic, karcinomu prsu a 

hepatocelulárního karcinomu, kdy jejich výskyt pozitivně koreloval s angiogenezí či 

lymfangiogenezí v nádorech (Tosolini et al., 2011; Ye et al., 2012; Iida et al., 2011;  

Su et al., 2014; Chen et al., 2010; Benevides et al., 2013; Zhang et al., 2009).  

Velmi kontroverzní jsou výsledky ze studií karcinomu prostaty. V jedné korelovala přítomnost 

TH17 lymfocytů s pomalejší progresí onemocnění, naopak ve druhé studii s rychlejší  

(Sfanos et al., 2008; Derhovanessian et al., 2009). Kromě solidních nádorů byl negativní vliv 

TH17 lymfocytů pozorován také u AML, kdy byla pozorována stimulace proliferace 

leukemických buněk IL-17 (Han et al., 2014).  
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Ani v případě nádorových modelů není jasné zda TH17 lymfocyty představují součást 

protinádorové imunity nebo složku nádorového mikroprostředí podporující růst nádorů. 

Zatímco pokusy s adoptivním transferem TH17 lymfocytů ukazují na jejich schopnost potlačit 

růst ovariálního karcinomu a eradikovat plně vyvinuté nádory indukované melanomovou linií 

B16, pokusy s buněčnými liniemi odvozenými od karcinomu tlustého střeva ukazují spíše na 

jejich schopnost inhibovat protinádorovou imunitu (Kryczek et al., 2011; Muranski et al., 2008; 

Chalmin et al., 2012). Nejednoznačné jsou rovněž pokusy na transgenních myších, u nichž byl 

pomocí genové manipulace deletován gen pro IL-17 nebo IL-17R.  Bylo pozorováno, že tyto 

myši jsou rezistentní proti indukci kožních nádorů chemickými karcinogeny (Wang et al., 2010; 

He et al., 2012). Kromě toho bylo pozorováno, že u těchto myší dochází k pomalejšímu růstu 

lymfomů, karcinomů prostaty, nádorů plic, močového měchýře a B16 melanomů  

(He et al., 2010; Wang et al., 2009; Chang et al., 2014). V tomto případě je především 

pozorování inhibice melanomů vyvolaných buněčnou linií B16 velmi kontroverzní, jelikož jiné 

studie ukazují, že myši deficientní na IL-17A jsou náchylnější na vznik plicního melanomu 

vyvolaného B16 buňkami a TH17 lymfocyty jsou důležité pro indukci robustní protinádorové 

CTL odpovědi (Martin-Orozco et al., 2009; Ankathatti et al., 2011).  

Současná literatura kontroverzi ohledně role TH17 lymfocytů vysvětluje jejich plasticitou, 

která vyplývá z výše zmíněné transkripční regulace jejich diferenciace. Předpokládá se tedy,  

že různá nádorová mikroprostředí indukují různé efektorové funkce TH17 lymfocytů. Nádorové 

mikroprostředí, které je bohaté na IL-1β, IL-6, IL-23, popř. obsahuje TGF-β3 umožňuje 

diferenciaci silně zánětlivých TH17 lymfocytů (El-Behi et al., 2011; Codarri et al., 2011; 

Chalmin et al., 2012; Lee et al., 2012). Tyto následně mohou podporovat protinádorovou 

imunitní odpověď různými způsoby. Mohou sekretovat GM-CSF, který je považován za 

stimulátor protinádorové imunity (El-Behi et al., 2011; Codarri et al., 2011; Shi et al., 2006).  

Je schopný podporovat maturaci DC a prostřednictvím nich indukovat robustní imunitní 

odpověď (Shi et al., 2006). Zánětlivé TH17 lymfocyty dále sekretují IL-17F a IL-21 inhibující 

angiogenezi (Tong et al., 2012; Castermans et al., 2008). Kromě toho IL-21 působí na celou 

řadu dalších buněk imunitního systému. Je schopný zvyšovat proliferaci, cytotoxickou aktivitu a 

produkci IFN-γ NK buněk. Podporuje proliferaci CD8
+
 CTL a podílí se na diferenciaci 

paměťových buněk. Zároveň chrání CD8
+
 lymfocyty před senescencí (Yi et al., 2010).  

Dále bylo pozorováno, že inhibuje diferenciaci TH2 lymfocytů (Lin et al., 2014).  

TH17 lymfocyty jsou považovány za paměťové kmenové buňky, které mohou díky své plasticitě 

dát vznik i jiným fenotypům (Muranski et al., 2011; Kryczek et al., 2011). Zánětlivé TH17 

lymfocyty tak mohou v nádorovém mikroprostředí pod vlivem IL-12, konvertovat na  

IFN-γ
+
 produkující TH17 lymfocyty schopné eradikovat nádory a později na lymfocyty podobné 

TH1, které již neprodukují IL-17, ale pouze IFN-γ (Lee et al., 2009; Kryczek et al., 2009; 

Muranski et al., 2011). IL-17A společně s IFN-γ indukuje expresi chemokinů CXCL-9 a 
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CXCL-10 prostřednictvím nichž zvyšují infiltraci efektorových CD8
+ 

CTL a NK buněk.  

Zvyšují rovněž infiltraci DC do nádorů a množství DC nesoucí nádorové antigeny v lokálních 

lymfatických uzlinách (Martin-Orozco et al., 2009). Dále bylo pozorováno, že TH17 lymfocyty 

produkují CCL-20 nebo mohou indukovat jeho expresi společně s expresí CCL-2 v nádorovém 

prostředí a tak dále zvyšovat infiltraci CTL. S těmito pak mohou přímo interagovat a aktivovat 

je (Korn et al., 2009; Ankathatti et al., 2011).  

Naopak v prostředí, které obsahuje vysokou hladinu TGF-β1 a obsahuje menší množství  

IL-6, IL-23 a IL-1β, dochází k indukci pro-nádorových TH17 lymfocytů. Tyto mohou 

exprimovat IL-10 inhibující protinádorovou imunitu (McGeachy et al., 2007). V důsledku 

působení TGF-β1 exprimují ektonukleotidázy CD39 a CD73, které produkují adenosin 

suprimující produkci IFN-γ a cytotoxickou funkci CD8
+
 CTL (Chalmin et al., 2012).  

IL-17 produkovaný těmito buňkami může vést k akumulaci myeloidních supresorových buněk 

(He et al., 2010; Wang et al., 2010; He et al., 2012; Chang et al., 2014). Kromě toho bylo 

pozorováno, že může suprimovat diferenciaci TH1 lymfocytů (O'Connor, Jr. et al., 2009). 

V nádorovém mikroprostředí pak IL-17 indukuje produkci VEGF čímž podporuje angiogenezi 

nádorů (Numasaki et al., 2003; Ryu et al., 2006; Liu et al., 2011; Chang et al., 2014).  

IL-17 zároveň indukuje expresi IL-6, prostřednictvím kterého v nádorových buňkách aktivuje 

STAT-3. Ten pak řídí expresi protiapoptotických proteinů, jako např. Bcl-2 a Bcl-XL 

(Wang et al., 2009). Tímto nepřímým způsobem zvyšuje množství dělících se buněk  

(Chang et al., 2014). IL-17 je schopný indukovat kromě exprese IL-6 také expresi PGE2 a IL-8 

ve fibroblastech (Fossiez et al., 1996; Numasaki et al., 2003). IL-6 a PGE2 mohou podporovat 

expanzi CSC (Erez et al., 2010; Rudnick et al., 2011). Sebeobnova CSC je dále posílena  

CCL-2, jehož expresi TH17 podporují (Tsuyada et al., 2012; Ankathatti et al., 2011). Společně 

pak IL-6, PGE2 a CCL-2 inhibují maturaci DC, podporují diferenciaci M2 makrofágů  

(Nemeth et al., 2009; Maggini et al., 2010; Roca et al., 2009; Sierra-Filardi et al., 2014). 

2.2.2.1.1.1.5.Regulační T-lymfocyty 

Treg představují významnou součást imunitního systému, která je zodpovědná za udržování 

tolerance vůči tělu vlastním tkáním a antigenům z prostředí, jako například potravinovým 

antigenům (Sakaguchi et al., 2010). Treg jsou schopny regulovat a inhibovat funkci složek 

adaptivní a vrozené imunity, jako např. CD4
+
, CD8

+
 T-lymfocytů, NK buněk, B-lymfocytů a 

APC (Sakaguchi et al., 2008). 

V současné době byla identifikována celá řada subtypů Treg. Nejvýznamnějším a nejvíce 

studovaným typem jsou CD4
+
 Treg charakteristické vysokou expresí CD25 a především expresí 

transkripčního faktoru FoxP3 (Sakaguchi et al., 1995; Fontenot et al., 2003). Ačkoliv je FoxP3 

považován za nejspolehlivější znak Treg, k jeho expresi může v menší míře docházet i během 

aktivace efektorových T-lymfocytů, které nemají imunosupresivní vlastnosti  
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(Morgan et al., 2005; Gavin et al., 2006; Wang et al., 2007). Pro další zpřesnění fenotypu je 

možné přidat expresi dalších znaků jako např. CD127, jenž je na rozdíl od efektorových  

T-lymfocytů na Treg exprimován v menší míře (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006).  

Fenotyp CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 zahrnuje 2 skupiny Treg a to tzv. přirozené nTreg a indukované 

iTreg. Pro jejich rozlišení se dá použít exprese Neuropilinu 1 a TF Helios, která je typická 

především pro nTreg (Weiss et al., 2012; Yadav et al., 2012; Sugimoto et al., 2006;  

Lin et al., 2013). Tyto dvě skupiny se liší v několika ohledech a to svou diferenciací, metylací 

genomu, expresí některých genů a předpokládanou funkcí. 

2.2.2.1.1.1.5.1.nTreg 

Hlavní funkcí nTreg je inhibice sebepoškozující imunitní reakce, při které jsou 

rozpoznávány tělu vlastní antigeny. K diferenciaci Treg dochází během vývoje T-lymfocytů 

v thymu z CD4
+
 thymocytů, které nesou autoreaktivní TCR rozpoznávající komplex MHC a 

tělu vlastních peptidů (Jordan et al., 2001; Stritesky et al., 2012). Dle síly počáteční signalizace 

z TCR může dojít v thymocytech k indukci FoxP3 a diferenciaci v nTreg, nebo v případě 

silného stimulu k deleci v rámci negativní selekce (Obr. 3). Na rozhodování se v tomto případě 

podílí rodina jaderných receptorů Nr4a převádějící sílu signálu z TCR na expresi FoxP3  

(Sekiya et al., 2013). Intenzita TCR signalizace nejprve reguluje expresi TF Nr4a, který se 

následně váže do promotoru FoxP3, což je asociováno se změnou represivních histonových 

modifikací na transkripčně přístupné (Sekiya et al., 2011). Pokud je ovšem TCR signalizace 

příliš silná zvyšuje se exprese Nr4a dále a toto vede k indukci apoptózy (Fassett et al., 2012; 

Luo a Li, 2013).  

 

 

Obr. 3: Síla TCR signalizace a její vliv na diferenciaci CD4
+
 thymocytů (Josefowicz et al., 2012) 
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Nezralé CD4
+
 thymocyty, které obdrží prostřednictvím TCR silný signál jsou nejčastěji odstraněny 

negativní selekcí. Pokud je signalizace vycházející z TCR střední intenzity, mohou thymocyty uniknout 

deleci a diferencují v nTreg. Thymocyty, které obdržely signály nízké intenzity, dávají vznik 

konvenčním naivním T-lymfocytům. Tloušťka šipek odráží relativní pravděpodobnost indikovaných 

diferenciačních osudů.   

 

Ještě před expresí FoxP3 a následně souběžně s ní dochází v thymocytech pod vlivem 

signálů z TCR k epigenetickým změnám důležitým pro zajištění stability fenotypu nTreg 

(Ohkura et al., 2012; Samstein et al., 2012).  Na úrovni metylace CpG sekvencí je ustanoven 

vzor specifický pro nTreg, který se vyznačuje především hypometylací genů důležitých pro 

funkci nTreg jako jsou FoxP3, CD25, CTLA-4, GITR (Ohkura et al., 2012). Metylační vzor 

nTreg je odlišný od metylace pozorované u iTreg, které až postupem času získávají podobnou 

metylaci důležitých genetických úseků jako nTreg (Luo a Li, 2013). Dále dochází ke změnám 

v chromatinové struktuře, při nichž jsou pomocnými faktory předpřipraveny enhancerové 

regulační elementy pro vazbu FoxP3 (Samstein et al., 2012).  

Exprese FoxP3 je řízena z proximálního promotoru a regulačních elementů CNS1 až 3, 

z nichž každý plní jinou funkci. Zatímco element CNS3 je důležitý pro indukci exprese Foxp3, 

CNS2 je zodpovědný za udržení jeho stabilní exprese. Element CNS1 je pak důležitý zejména 

pro iTreg (Zheng et al., 2010). Primární signály pro indukci exprese FoxP3 vycházející nejen 

z TCR, ale také z kostimulačního receptoru CD28. Bylo pozorováno, že myši postrádající 

funkční CD28 mají výrazně sníženou tvorbu nTreg (Tai et al., 2005). TCR společně s CD28 

spouští signalizaci, která vede k aktivaci NF-κB. Významný je především NF-κB protein c-Rel, 

jehož delece vede ke snížení tvorby nTreg v thymu (Isomura et al., 2009). C-Rel se přímo podílí 

na iniciaci transkripce FoxP3 a to několika způsoby. Váže se na CNS3 element, což vede 

k demetylaci CpG sekvencí v této oblasti a umožňuje vazbu dalších TF, jako jsou ATF a CREB 

(Long et al., 2009). Prvotní vazba c-Rel na CNS3 se zřejmě podílí na zpřístupnění genového 

lokusu FoxP3 pro transkripci (Zheng et al., 2010). Dále se c-Rel váže do promotoru genu pro 

FoxP3, kde organizuje tvorbu enhanceozomu tvořeného NFAT, Smad3 a CREB  

(Ruan et al., 2009). Kromě NF-κB je v důsledku signalizace TCR a CD28 aktivována řada 

dalších faktorů jako např. NFAT, AP-1,CREB a ATF které plní více či méně prozkoumané 

funkce v indukci FoxP3 (Luo a Li, 2013).  

Na diferenciaci nTreg se podílejí také cytokiny aktivující TF STAT-5. Jedná se především o 

IL-2, ale v menší míře rovněž o IL-7 a IL-15 (Vang et al., 2008). Aktivovaný STAT-5 se 

následně váže do promotoru genu pro FoxP3, čímž indukuje jeho expresi (Burchill et al., 2007). 

Jistou roli hraje v procesu vývoje nTreg také TGF-β. Jeho význam v tomto případě nespočívá 

v indukci FoxP3, jako u iTreg, ale spočívá v indukci signalizace chránící prekurzory nTreg 

v thymu před indukcí apoptózy v procesu negativní selekce (Ouyang et al., 2010). Pokud tedy 
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CD4
+
 thymocyt obdrží ty správné signály, dochází k expresi FoxP3, který interaguje s celou 

řadou proteinů, např. NFAT, NF-κB, RORγt, Runx-1, Eos. Vznikají tak multiproteinové 

komplexy spouštějící transkripční program charakteristický pro nTreg (Fu et al., 2012;  

Rudra et al., 2012). Vzniklé komplexy se pak podílejí na inhibici exprese efektorových cytokinů 

jako např. IL-2, IL-4, IL-17, INF-γ (Bettelli et al., 2005; Wu et al., 2006; Ono et al., 2007; 

Ichiyama et al., 2008; Pan et al., 2009). Příkladem může být komplex NFAT a FoxP3, který se 

váže do promotoru genu pro IL-2, což vede k inhibici jeho exprese (Wu et al., 2006). Naopak 

v jiných případech mohou komplexy FoxP3 s  NFAT, NF-κB  a Runx-1 fungovat jako 

transkripční aktivátory, kdy iniciují expresi CD25, CTLA-4 a GITR, které jsou na Treg stabilně 

exprimovány (Wu et al., 2006; Camperio et al., 2012; Ono et al., 2007). Komplex FoxP3-Runx-

1-CBFβ je dále významný svou vazbou do CNS2 oblasti genu pro FoxP3, čímž zajišťuje jeho 

stabilní expresi a funkci nTreg (Kitoh et al., 2009; Rudra et al., 2009). 

Výsledkem diferenciace v thymu jsou buňky, které můžeme považovat za naivní nTreg. 

Vyznačují se fenotypem CD4
+
CD25

hi
CD127

low
FoxP3

low
CD45RA

+
CD45RO

-
HLA-DR

-
CD95

-

CTLA-4
-
 a již mají supresivní vlastnosti (Miyara et al., 2009; Sakaguchi et al., 2010).  

Tyto buňky migrují do periferie a do lymfatických orgánů, kde přetrvávají v klidovém stavu. 

Pokud dojde k aktivaci jejich TCR např. za situace, kdy v těle při zánětu dochází k odkrytí tělu 

vlastních antigenů, naivní nTreg rychle proliferují a konvertují na efektorové nTreg  

(Miyara et al., 2009). Během konverze dochází ke zvýšení exprese FoxP3 a získání 

efektorového fenotypu CD4
+
CD25

hi
CD127

low
FoxP3

hi
CDRA45

-
CD45RO

+
HLA-DR

-
CD95

+ 

CTLA-4
+
 (Miyara et al., 2009; Sakaguchi et al., 2010). Ani tento fenotyp ovšem není 

definitivní. Bylo pozorováno, že efektorové nTreg jsou vysoce fenotypově plastické.  

Pod vlivem různých zánětlivých stimulů může dojít k jejich další polarizaci prostřednictvím  

koexprese TF typických pro efektorové T-lymfocyty jako např. T-bet, GATA-3, RORγt, IRF-4 

a STAT-3 (Koch et al., 2009; Zheng et al., 2009; Chaudhry et al., 2009; Duhen et al., 2012). 

Koexprese efektorových TF dává vzniknout nTreg, které se expresí chemokinových receptorů 

podobají efektorovým TH1, TH2 a TH17 lymfocytům (Duhen et al., 2012). Tímto způsobem je 

zřejmě zajištěno, aby se nTreg mohly dostat do stejných míst jako efektorové T-lymfocyty.  

2.2.2.1.1.1.5.2.iTreg 

Předpokládá se, že iTreg jsou zodpovědné za udržování tolerance proti environmentálním 

antigenům. Představují nástroj, který imunitnímu systému umožňuje adaptaci na vnější prostředí 

tím, že brání vzniku sebepoškozujících alergických a zánětlivých reakcí (Curotto de Lafaille a 

Lafaille, 2009). Významná je především role iTreg v regulaci imunitní odpovědi na sliznicích a 

to zejména na střevní sliznici, kde se podílejí na udržování orální tolerance (Mucida et al., 2005; 

Coombes et al., 2007). Myší studie odhalily, že se ve střevní lamina propria nacházejí DC, 

které indukují diferenciaci iTreg z naivních T-lymfocytů (Coombes et al., 2007;  
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Sun et al., 2007). V současné době je rovněž diskutována role iTreg v udržování tolerance vůči 

komenzálním bakteriím ve střevě (Lathrop et al., 2011; Cebula et al., 2013). Pro placentální 

savce jsou iTreg vysoce významné v době těhotenství, kdy je třeba udržovat toleranci vůči 

paternálním antigenům. Geneticky modifikované myši postrádající CNS1 element ve FoxP3 

lokusu  nemohou tvořit iTreg a dochází u nich k resorpci alogenního embrya, která je spojena 

s infiltrací aktivovaných T-lymfocytů v placentě (Samstein et al., 2012).  

K diferenciaci iTreg dochází za podmínek, které nejsou optimální pro vznik efektorových 

T-lymfocytů. Iniciačním signálem je aktivace TCR v důsledku rozpoznání komplexu MHC se 

silným agonistickým peptidem, který je na APC prezentován v suboptimálním množství 

(Kretschmer et al., 2005; Gottschalk et al., 2010; Daniel et al., 2011). Stejně jako v případě 

nTreg dochází k aktivaci NF-κB a Nr4a (Ruan et al., 2009; Sekiya et al., 2011;  

Sekiya et al., 2013). Signalizace vycházející z TCR dále aktivuje TF NAFT a AP-1, které se 

váží do regulační oblasti CNS1 genu pro FoxP3 a zřejmě se podílejí na indukci jeho exprese 

(Vaeth et al., 2012; Xu et al., 2010). Z hlediska nároků na kostimulační molekuly se 

předpokládá, že k diferenciaci iTreg dochází za podmínek suboptimální kostimulace 

(Kretschmer et al., 2005). Bylo pozorováno, že silná kostimualce vycházející z CD28 inhibuje 

diferenciaci iTreg (Benson et al., 2007; Semple et al., 2011). Negativní vliv kostimulace 

prostřednictvím CD28 může být vysvětlen aktivací PI3K-Akt-mTOR dráhy, která inhibuje 

expresi FoxP3 (Battaglia et al., 2005; Haxhinasto et al., 2008). Inhibice je dána fosforylací TF z 

rodiny Foxo prostřednictvím Akt, které následně nemohou vstupovat do jádra, vázat se do 

promotoru a CNS oblastí FoxP3 lokusu a podílet se na indukci jeho exprese  

(Merkenschlager a von, 2010). Diferenciace iTreg naopak vyžaduje signalizaci vycházející 

z koinhibiční molekuly CTLA-4 (Zheng et al., 2006).  

Intenzita signálů z TCR a kostimulačních molekul je dále modulována vnějšími faktory jako 

např. TGF-β a kyselinou retinovou (Gabrysova et al., 2011). Přítomnost TGF-β, který je 

považován za hlavní cytokin řídící diferenciaci iTreg, vede k aktivaci Smad3  

(Chen et al., 2003). Fosforylovaný Smad3 následně vstupuje do jádra, kde se společně s NFAT 

váže do CNS1 elementu ve FoxP3 lokusu (Tone et al., 2008; Xu et al., 2010). V pozdějších 

fázích pak Smad3 translokuje do promotoru FoxP3 genu, kde se společně s NFAT, NF-κB a 

CREB podílí na tvorbě enhanceozomu (Ruan et al., 2009). Diferenciace iTreg indukovaná  

TGF-β je dále posilována IL-2 (Davidson et al., 2007). Ten aktivuje transkripční faktor STAT-5 

čímž inhibuje diferenciaci TH17 lymfocytů, jelikož STAT-5 kompetuje se STAT-3 o vazebná 

místa (Yang et al., 2011). Navíc se STAT-5 váže do promotoru FoxP3 genu a pomáhá ho 

aktivovat (Burchill et al., 2007). Diferenciace iTreg je kromě cytokinů podporována kyselinou 

retinovou, která aktivuje jaderné receptory RAR (Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007).  

Ty následně migrují do jádra, kde se váží jak do CNS1 elemetu, tak do promotoru genu pro 

FoxP3 (Xu et al., 2010). 
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2.2.2.1.1.1.5.3.Role Treg v nádorovém mikroprostředí 

Většina antigenů exprimovaných nádory jsou ve své podstatě tělu vlastní antigeny, které 

jsou rozpoznávané Treg (Zou 2006; Oleinika et al., 2013). Ty pak v rámci udržování periferní 

tolerance mohou potlačovat funkci efektorových T-lymfocytů rozpoznávající nádorové antigeny 

(Nishikawa a Sakaguchi, 2014). Negativní vliv Treg na průběh nádorového onemocnění byl 

pozorován např. u melanomů, karcinomu prsu, renálního karcinomu, nádorů plic, karcinomu 

pankreatu a hepatocelulárního karcinomu (Miracco et al., 2007; Mougiakakos et al., 2010;  

Bates et al., 2006; Gobert et al., 2009; Lal et al., 2013; Griffiths et al., 2007; Jensen et al., 2009; 

Shimizu et al., 2010; Tao et al., 2012; Hiraoka et al., 2006; Fu et al., 2007; Gao et al., 2007). 

Lze předpokládat, že k ustanovení populace Treg v nádorovém mikroprostředí dochází ve 

dvou fázích. V první fázi dochází k aktivaci naivních nTreg, které svým autoreaktivním TCR 

rozpoznávají nádorové antigeny prezentované DC v lokálních lymfatických uzlinách 

(Nishikawa et al., 2005). Aktivované nTreg pod vlivem zánětlivých stimulů řídících 

protinádorovou imunitní reakci exprimují odpovídající chemokinové receptory  

(Duhen et al., 2012). Nádorové buňky a komponenty nádorového mikroprostředí produkují 

chemokiny, jako např. CCL-5, CCL-17, CCL-22, CCL-28, CXCL-10 a -12, které následně 

nTreg přitahují (Tan et al., 2009; Ishida et al., 2006; Mizukami et al., 2008; Gobert et al., 2009; 

Qin et al., 2009; Facciabene et al., 2011; Redjimi et al., 2012; Wei et al., 2007;  

Jaafar et al., 2009). Aktivované nTreg pod vlivem TCR signalizace v nádorech expandují 

(Miyara et al., 2009). Expanze je dále podporována TGF-β, který je sekretován nádorovými 

buňkami, nezralými DC, MDSC a TAM (Pardali a Moustakas, 2007; Ghiringhelli et al., 2005; 

Serafini et al., 2008; Biswas et al., 2006). Důležitou roli v regulaci imunitní odpovědi hrají 

rovněž exozomy produkované nádorovými buňkami. Tyto mohou obsahovat mRNA, miRNA a 

různé proteiny, jako např. nádorové antigeny, MHC I, FasL, IL-10, TGF-β. Při kontaktu 

exozomů s Treg dochází k jejich aktivaci a expanzi (Wieckowski et al., 2009;  

Szajnik et al., 2010). Na druhou stranu bylo pozorováno, že přítomnost exozomů inhibuje  

CD8
+
 CTL (Wieckowski et al., 2009). V nádorovém prostředí dochází rovněž k ovlivnění 

maturace DC. Mohou tak vznikat plně maturované tolerogenní DC, které se vyznačují expresí 

indolamin-2,3-dioxygenázy (IDO). Tyto tolerogenní DC blokují expanzi efektorových  

T-lymfocytů a naopak podporují aktivaci a expanzi Treg (Chung et al., 2009). Bylo rovněž 

pozorováno, že IDO
+
 DC a Treg vytváří pozitivní regulační zpětnovazebnou smyčku, která dále 

posiluje expanzi Treg. Na povrchu Treg je konstitutivně exprimována molekula CTLA-4.  

Po interakci mezi CTLA-4 a CD80/CD86 na povrchu DC, dostává DC signály vedoucí 

k indukci exprese IDO (Fallarino et al., 2003). V neposlední řadě se na expanzi Treg podílí IL-2 

(Zorn et al., 2006; Sim et al., 2014). Jelikož Treg IL-2 neprodukují, dá se předpokládat, že pro 

svou expanzi využívají IL-2 sekretovaný efektorovými T-lymfocyty v nádorovém 

mikroprostředí (Quezada et al., 2011). 
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V druhé fázi dochází k de novo diferenciaci iTreg z naivních T-lymfocytů. V tomto případě 

je využíváno mechanizmů popsaných v kapitole 2.2.2.1.1.1.5.2. Důležitou roli hraje TGF-β 

sekretovaný nádorovými buňkami, který následně indukuje v naivních CD4
+
 T-lymfocytech 

diferenciaci na iTreg (Liu et al., 2007; Valzasina et al., 2006; Yamagiwa et al., 2001;  

Chen et al., 2003). Nádorové mikroprostředí rovněž ovlivňuje maturaci a funkci DC. Mohou tak 

vznikat DC s různým stupněm maturace, sníženou expresí kostimulačních molekul a MHC, 

které v důsledku suboptimální kostimulace a antigenní prezentace indukují diferenciaci iTreg 

(Gabrilovich, 2004; Ma et al., 2012; Mahnke et al., 2003; Kretschmer et al., 2005). Na druhou 

stranu mohou tyto DC exprimovat koinhibiční molekuly jako např. PD-1L, které společně 

s TGF-β opět podporují indukci iTreg (Wang et al., 2008). Při maturaci v nádorovém stromatu 

získávají DC tolerogenní fenotyp, který se vyznačuje expresí protizánětlivých cytokinů  

(Ma et al., 2012). Tolerogenně působí například DC exprimující IDO. Na indukci iTreg se 

v tomto případě podílí nedostatek tryptofanu a zvýšená hladina tryptofanových katabolitů 

produkovaných IDO (Fallarino et al., 2006). V nádorovém mikroprostředí se můžeme setkat 

s heterogenní populací MDSC, která je rovněž schopna indukovat diferenciaci iTreg z naivních 

T-lymfocytů (Hoechst et al., 2008). Ve výsledku tak dochází ke vzniku populace iTreg, která 

spolupracuje s expandovanou populací nTreg na inhibici protinádorové imunity  

(Zhou a Levitsky, 2007). 

Populace Treg v nádorech využívá k inhibici vrozené a adaptivní imunitní odpovědi několik 

mechanizmů. Prvním z nich je sekrece protizánětlivých cytokinů TGF-β a IL-10. 

Nejvýznamnějším cytokinem nádorového prostředí je TGF-β, který je schopný modulovat 

aktivaci, diferenciaci a maturaci buněk vrozené i adaptivní imunity (Flavell et al., 2010).  

Treg produkují TGF-β v latentní formě detekovatelné na jejich povrchu po aktivaci TCR 

(Ghiringhelli et al., 2005; Andersson et al., 2008). Je využíván k inhibici NK buněk, které pod 

jeho vlivem snižují svou cytotoxicitu, expresi aktivačního receptoru NKG2D a sekreci  

IFN-γ (Ghiringhelli et al., 2005; Laouar et al., 2005). Snížením sekrece IFN-γ Treg blokují 

primární signály poskytované naivním T-lymfocytům pro diferenciaci na protinádorový  

TH1 fenotyp (Laouar et al., 2005). Prostřednictvím TGF-β naopak v naivních T-lymfocytech 

iniciují diferenciaci v iTreg, čímž dále přispívají k rozšíření supresivní populace Treg 

v nádorovém mikroprostředí (Andersson et al., 2008). Treg využívají TGF-β rovněž k inhibici 

protinádorových CD8
+
 CTL, které snižují svou cytotoxickou aktivitu a expresi NKG2D  

(Chen et al., 2005; Crane et al., 2010). TGF-β dále inhibuje diferenciaci centrálních 

paměťových CD8
+
 T-lymfocytů a navíc podporuje deleci protinádorových CTL indukcí 

apoptózy (Takai et al., 2013; Tinoco et al., 2009; Chang et al., 2012). Treg prostřednictvím 

TGF-β mohou ovlivňovat také APC buňky, kdy dochází k inhibici maturace DC a jejich 

schopnosti migrovat a prezentovat nádorové antigeny v lokální lymfatické uzlině  

(Tanaka et al., 2010; Flavell et al., 2010). Alternativně může v důsledku působení TGF-β dojít 
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k indukci tolerogenních DC, které naopak podporují diferenciaci a expanzi Treg  

(Flavell et al., 2010). TGF-β dále ovlivňuje TAM, kdy podporuje jejich polarizaci na pro-

nádorový M2 fenotyp (Gong et al., 2012). Dalším cytokinem, který Treg používají k modulaci 

funkce APC je IL-10 blokující jejich aktivaci (Ito et al., 2008; Mittal a Roche, 2015). Stejně 

jako TGF-β i IL-10 ovlivňuje diferenciaci makrofágů, kdy podporuje jejich polarizaci směrem 

k získání M2 fenotypu (Sica et al., 2006). Kromě toho může přítomnost IL-10 vést 

k diferenciaci alternativních regulačních Tr1 lymfocytů z naivních CD4
+
 T-lymfocytů  

(Roncarolo et al., 2006). V myších modelech byla identifikována role dalšího protizánětlivého 

cytokinu IL-35. Jeho exprese nebyla zatím v lidských CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 Treg pozorována a je 

předmětem studia (Bardel et al., 2008). Aktivované Treg kromě cytokinů sekretují nebo na 

svém povrchu vystavují galektin-1, který se váže na glykoproteiny jako např. CD45, CD43, 

CD7, což vede k inhibici proliferace, produkce cytokinů a indukci apoptózy aktivovaných 

efektorových T-lymfocytů (Garin et al., 2007). Dalším solubilním faktorem produkovaným 

Treg je PGE2, který je produkován COX-2
+
 iTreg a je schopný inhibovat NK buňky,  

TH1 lymfocyty, CD8
+
 CTL a naopak podporovat diferenciaci iTreg (Mahic et al., 2006;  

Yaqub et al., 2008; Yuan et al., 2010; Kalinski 2012).  

Další mechanizmus, který Treg používají k inhibici imunitního systému, spočívá v modulaci 

hladiny ATP a produkci supresivně působícího adenosinu. Při poškození tkáně nebo v případě 

rychlého nádorového růstu dochází k nekontrolované buněčné smrti, při níž se do prostředí 

uvolňuje velké množství ATP, které slouží jako signál nebezpečí schopný aktivovat imunitní 

systém (Trautmann 2009). Treg v nádorovém mikroprostředí snižují množství přítomného ATP 

díky expresi ektonukleotidázy CD39, která štěpí ATP na ADP a následně na AMP  

(Mandapathil et al., 2009; Dwyer et al., 2010; Robson et al., 1997). Vzniklé AMP pak může být 

další ektonukleotidázou CD73 konvertováno na adenosin. Zatímco u myších Treg byla 

pozorována koexprese CD39 a CD73, u lidských Treg je tato situace nejasná  

(Deaglio et al., 2007). Populace lidských Treg obsahuje pouze malé množství buněk 

koexprimujících CD39 a CD73 na svém povrchu (Mandapathil et al., 2010; Schuler et al., 

2014). Je tedy možné, že ektonukleotidáza CD73 je skladována intracelulárně a po aktivaci 

dochází k jejímu rychlému transportu na povrch Treg, odkud se rychle uvolňuje  

(Mandapathil et al., 2010; Schuler et al., 2014). Alternativně bylo pozorováno, že je možné 

izolovat dvě populace Treg CD39
+
CD73

-
 a CD39

-
CD73

+
, které by spolu na produkci adenosinu 

mohly spolupracovat. Zdrojem CD73 mohou být rovněž exozomy produkované nádorovými 

buňkami či buňkami nádorového mikroprostředí (Schuler et al., 2014). Produkovaný adenosin 

pak působí na infiltrující buňky imunitního systému (Antonioli et al., 2013). Je schopný 

inhibovat aktivaci M1 makrofágů, kdy inhibuje produkci prozánětlivých cytokinů, jako např. 

TNF-α (Kumar a Sharma, 2009). Naopak podporuje diferenciaci M2 makrofágů, v nichž 

posiluje expresi IL-10 a VEGF (Kumar a Sharma, 2009; Antonioli et al., 2013). Adenosin dále 
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ovlivňuje diferenciaci DC z monocytů, kdy bylo pozorováno, že za přítomnosti adenosinu 

vznikají buňky, které zřejmě představují diferenciační mezistupeň, jelikož exprimují znak DC 

CD209, ale mají velmi nízkou nebo žádnou expresi CD1a. Na druhou stranu tyto buňky stále 

exprimují znak monocytů CD14 (Novitskiy et al., 2008). Kromě diferenciace je také ovlivněna 

maturace a funkce DC. Bylo pozorováno, že přítomnost adenosinu snižuje prezentaci 

nádorových antigenů, expresi MHC II, kostimulační molekuly CD86, IFN-γ a chemokinu 

CXCL-10, které jsou důležité pro aktivaci a migraci protinádorových efektorových T-lymfocytů 

(Wilson et al., 2009; Antonioli et al., 2013). Naopak podporuje vznik tolerogenních DC 

vyznačujících se expresí COX-2, IDO, VEGF, TGF-β a IL-10 (Kumar a Sharma, 2009). 

Složkou vrozené imunity důležitou pro protinádorovou obranu, jsou NK buňky. Přítomnost 

vysoké hladiny adenosinu v nádorovém mikroprostředí inhibuje schopnost NK buněk adherovat 

k nádorovým buňkám a exocytovat cytotoxické granule, čímž dochází k inhibici perforinem a 

granzymem zprostředkované apoptózy. Inhibovaná je rovněž schopnost NK buněk lyzovat 

nádorové buňky prostřednictvím FasL (Antonioli et al., 2013). Pod vlivem adenosinu dochází 

dále k supresi produkce INF-γ, IL-2, TNF-α a GM-CSF (Lokshin et al., 2006). V neposlední 

řadě se adenosin podílí na inhibici adaptivní imunity. Bylo pozorováno, že Treg prostřednictvím 

adenosinu suprimují protinádorové efektorové T-lymfocyty (Mandapathil et al., 2009). Děje se 

tak na základě ovlivnění efektorových funkcí T-lymfocytů, kdy přítomnost adenosinu inhibuje 

produkci IL-2, IFN-γ a TNF-α. V případě CD8
+
 CTL adenosin inhibuje expresi FasL, granzymu 

a perforinu. Zároveň je blokována také exocytóza cytotoxických granulí a schopnost CTL 

adherovat k nádorovým buňkám (Hoskin et al., 2008).  

Pro inhibici protinádorové imunitní odpovědi využívají Treg také mechanizmus 

mezibuněčného kontaktu. Treg na svém povrchu konstitutivně exprimují koinhibiční molekulu 

CTLA-4, která s vysokou afinitou váže CD80 a CD86 na DC. Vazba CTLA-4 na cílové 

receptory vede k indukci signalizace aktivující STAT-3 a snižující NF-κB, což má za následek 

inhibici maturace DC. Konkrétně dochází ke snížení produkce IL-12 a snížení transkripce genů 

CD80 a CD86 (Kowalczyk et al., 2014). Takové DC buňky pak nejsou schopny efektivně 

stimulovat proliferaci efektorových CD4
+
 a CD8

+
 T-lymfocytů (Oderup et al., 2006). Ke snížení 

exprese CD80 a CD86 může přispívat také CTLA-4 zprostředkovaná trans-endocytóza těchto 

molekul. Treg v tomto případě odebírají z povrchu DC CD80 a CD86, které směřují do 

endocytické dráhy k následné degradaci v lysozomech (Qureshi et al., 2011). Signalizace 

indukovaná CTLA-4 navíc vede v DC k indukci exprese IDO a získání tolerogenního fenotypu 

(Munn et al., 2004; Fallarino et al., 2006). Treg v nádorovém mikroprostředí mohou inhibovat 

funkci DC dále prostřednictvím LAG-3 (Camisaschi et al., 2010; Liang et al., 2008). Jedná se o 

transmembránový protein příbuzný CD4, který s vysokou afinitou váže MHC II. třídy. 

Prostřednictvím vazby MHC II molekulou LAG-3 dochází v DC k sestavení signalizační 

platformy, jejíž součástí je fosfatáza SHP-1, a ze které vychází signály inhibující expresi 
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kostimulačních molekul a maturaci DC (Liang et al., 2008). Dalším kontaktním mechanizmem, 

který Treg využívají pro inhibici protinádorové imunitní odpovědi, je tvorba tzv. vodivých 

mezibuněčných spojů. Bylo pozorováno, že Treg vytvářejí vodivé spoje s efektorovými  

T-lymfocyty, B-lymfocyty a DC (Bopp et al., 2007; Vaeth et al., 2011; Ring et al., 2010). 

Prostřednictvím těchto spojů dochází k transportu cAMP z Treg do cílových buněk. V případě 

efektorových T-lymfocytů dochází v důsledku zvýšení hladiny cAMP k aktivaci TF ICER, který 

následně vstupuje do jádra, kde se váže do promotoru genů pro IL-2 a NFAT a tak inhibuje 

jejich transkripci (Vaeth et al., 2011). Podobně i u DC buněk dochází k transportu cAMP 

z Treg, což je spojeno se sníženou expresí kostimulačních molekul a ziskem tolerogenního 

fenotypu (Fassbender et al., 2010; Ring et al., 2010).  

V procesu udržování tolerance proti tělu vlastním a nádorovým antigenům mohou Treg 

využívat také mechanizmus založený na cytolýze. Exprimují na svém povrchu FasL (CD178), 

který je schopný vázat Fas (CD95) na efektorových CD8
+
 T-lymfocytech, monocytech a jiných 

buňkách imunitního systému, což v nich následně spouští apoptózu (Strauss et al., 2009;  

Venet et al., 2006; Daniel et al., 2013). Treg mohou rovněž produkovat perforin, granzym A a 

granzym B, jejichž prostřednictvím mohou indukovat apoptózu v efektorových T-lymfocytech, 

monocytech a DC prezentujících nádorové autoantigeny (Grossman et al., 2004;  

Lehe et al., 2008; Efimova a Kelley, 2009; Perrella et al., 2014). 

Minoritním a stále diskutovaným mechanizmem inhibice efektorových T-lymfocytů by 

mohla být deplece IL-2 z prostředí, která je zprostředkována expresí vysokoafinitního IL-2R na 

Treg (Pandiyan et al., 2007).
 

2.2.2.1.1.2. CD8
+
 lymfocyty 

CD8
+
 CTL představují významnou součást adaptivního imunitního systému podílející se na 

obraně těla proti intracelulárním parazitům a nádorově transformovaným buňkám. 

Prostřednictvím svého TCR rozpoznávají antigenní peptidy v komplexu s MHC glykoproteiny 

I. třídy prezentované na povrchu transformovaných či infikovaných buněk. V současné době 

byla identifikována celá řada antigenů exprimovaných nádorovými buňkami. Tyto zahrnují 

unikátní neoantigeny specifické pro nádory vzniklé mutací v genech pro běžné proteiny nebo 

v důsledku chromozomové nestability. Příkladem mohou být PML-RARα  a mutovaný Flt3 

vyskytující se u akutní promyelocitické leukemie resp. AML, případně mutovaný K-ras 

v adenokarcinomech (Osman et al., 1999; Graf et al., 2007; Gjertsen et al., 1997).  

Druhou velkou skupinu představují antigeny asociované s nádory, které jsou ve zvýšené míře 

exprimovány nádory, ale také v normálních tkáních. Z hlediska imunoterapie se v tomto případě 

jako atraktivní jeví tzv. nádorové testikulární antigeny, např. MAGE-A1, NY-ESO-1, k jejichž 

expresi dochází kromě nádorů pouze v germinálních buňkách, které ovšem neexprimují MCH I 

a MHC II (Hofmann et al., 2008; Restifo et al., 2012).  
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Po rozpoznání antigenního peptidu aktivují CD8
+
 CTL své efektorové mechanizmy 

zahrnující především sekreci cytotoxických granulí. Dochází tak k uvolnění  perforinu a 

granzymu, pomocí nichž je v nádorových buňkách indukována apoptóza  

(Barry a Bleackley, 2002; Weigelin et al., 2011). Alternativně může k indukci apoptózy dojít 

prostřednictvím buněčného kontaktu pomocí FasL, který váže svůj receptor na povrchu 

nádorové buňky (Weigelin et al., 2011; Barry a Bleackley, 2002). CD8
+
 CTL jsou rovněž 

producenty TNF-α a INF-γ, které mohou indukovat apoptózu, resp. zvyšovat expresi MHC I jak 

na nádorových buňkách tak infiltrujících APC (Restifo et al., 2012). CD8
+
 CTL se tedy 

významně podílejí na protinádorové imunitní odpovědi a řada studií ukázala pozitivní vliv jejich 

přítomnosti v nádorovém mikroprostředí na přežívání pacientů s karcinomem prsu, jícnu, ovarií, 

ledvin, s kolorektálním karcinomem a karcinomem merkelových buněk (Mahmoud et al., 2011; 

Cho et al., 2003; Hamanishi et al., 2007; Nakano et al., 2001; Mlecnik et al., 2011;  

Paulson et al., 2011). I přes přítomnost antigenně specifických CD8
+
 CTL dochází ovšem 

k růstu nádorů a progresi onemocnění. Bylo pozorováno, že CD8
+
 CTL v nádorovém 

mikroprostředí jsou nefunkční nebo funkčně značně omezené (Ahmadzadeh et al., 2009; 

Fourcade et al., 2010; Crespo et al., 2013).  

Z hlediska funkce CD8 T-lymfocytů může být v případě nádorů problematická již samotná 

aktivace, kdy může dojít k indukci anergie (Crespo et al., 2013). K aktivaci naivních   

CD8
+
 T-lymfocytů dochází v lymfatických uzlinách, kde se setkávají s APC prezentujícími 

antigenní peptidy na MHC I a podávají kostimulační signály (Hickman et al., 2008).  

Signalizace vycházející z kostimulačních molekul CD28, OX40, 4-1BB, CD27 a GITR 

indukuje v naivních CD8
+
 T-lymfocytech prostřednictvím NF-κB dráhy expresi perforinu, 

granzymu a efektorových cytokinů jako IL-2 a IFN-γ (Acuto a Michel, 2003; Zhou et al., 2002; 

Huang et al., 2006; Wortzman et al., 2013). Zároveň posiluje TCR zprostředkovanou aktivaci 

Ras-MAPK a PI3K-Akt-mTOR dráhy, které spouští metabolické reprogramování, při němž je 

zvýšena glykolýza a syntéza lipidů, a naopak je utlumena fosforylační oxidace a oxidace lipidů 

(Jones a Thompson, 2007; Chappert a Schwartz, 2010; Zhang a Bevan, 2011).  

Souběžně dochází ke zvýšení exprese důležitých přenašečů pro glukózu, aminokyseliny a 

transferin (Jones a Thompson, 2007; Chappert a Schwartz, 2010). Signální dráha PI3K-Akt-

mTOR kromě metabolického reprogramování reguluje také expresi genů indukujících anergii, 

kdy buď inhibuje jejich expresi nebo podporuje degradaci kódovaných proteinů  

(Dure a Macian, 2009; Lin et al., 2009). Všechny tyto změny umožňují aktivovanému  

CD8
+
 CTL vstoupit do fáze klonální expanze, charakteristické masivním buněčným dělením,  

při kterém vzniká populace paměťových a efektorových T-lymfocytů schopných eliminovat 

antigen (Kaech a Cui, 2012).  

V případě nádorů mohou být nádorové antigeny prezentovány na nezralých DC, které mají 

sníženou expresi kostimulačních molekul. V takovém případě získává naivní CD8
+
 T-lymfocyt 
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signály pouze z TCR, které aktivují signální dráhu NFAT, ale již nedochází k aktivaci  

Ras-MAPK a PI3K-Akt-mTOR dráhy. Je tak spuštěn anergizační program, při kterém jsou 

odpojeny signální dráhy vycházejících z TCR (Soto-Nieves et al., 2009; Wells 2009). 

Anergický T-lymfocyt tak není schopný reagovat na přítomnost antigenu a to ani v případě 

následné optimální prezentace. Stav anergie se dále vyznačuje neschopností T-lymfocytů 

produkovat cytokiny a proliferovat, v důsledku zastavení buněčného cyklu v kontrolním bodě 

G1/S(Choi a Schwartz, 2007; Chappert a Schwartz, 2010). Anergické T-lymfocyty jsou rovněž 

metabolicky inertní a nemají schopnost zvýšit expresi transportérů pro aminokyseliny a glukózu 

(Zheng et al., 2009; Chappert a Schwartz, 2010). Anergie je aktivně udržovaný stav, na jehož 

regulaci se významně podílí signální dráha NFAT, která indukuje expresi TF Erg2 a Erg3. 

Společně pak NFAT, Erg2 a Erg3 řídí expresi E3 ubiquitinligáz Cbl-b, Itch, GRAIL a Deltex-1, 

které inhibují signalizaci vycházející z TCR a kostimulačních receptorů  

(Soto-Nieves et al., 2009; Zheng et al., 2012; Safford et al., 2005; Chappert a Schwartz, 2010). 

Významnou roli hraje ubiquitinligáza GRAIL, která řídí degradaci komplexu TCR-CD3 

(Heissmeyer et al., 2004; Nurieva et al., 2010). Ostatní ubiquitinligázy se podílejí především na 

regulaci komponent signálních drah. Ligáza Cbl-b je schopna ubiquitinovat regulační 

podjednotku p85 PI3K a tak bránit její translokaci k CD28 (Fang a Liu, 2001). Ubiquitinligáza 

Itch je schopna řídit degradaci PLC-γ a PKC-θ v anergických buňkách  

(Heissmeyer et al., 2004). Deltex-1 se na udržování anergie podílí svou schopností degradovat 

MAP3K (Liu a Lai, 2005). Kromě ubiquitinligáz indukuje Erg2 expresi kinázy DGKα, která 

fosforyluje diacylglycerol na kyselinu fosfatidovou a tak snižuje aktivitu RasGRP-1, čímž 

inhibuje Ras-MAPK dráhu (Zheng et al., 2012; Zha et al., 2006; Wells 2009). Na udržování 

stavu anergie se podílí také TF Ikaros, který do promotoru genu pro IL-2 navádí 

histondeacetylázy, čímž inhibuje jeho expresi (Thomas et al., 2007). 

Nádorové antigeny mohou být prezentovány také na tolerogenních DC, které jsou 

charakteristické expresí IDO, Arg1, iNOS (Cobbold et al., 2009). Prostřednictvím těchto 

enzymů dochází v prostředí k vyčerpání esenciálních aminokyselin. Nedostatek aminokyselin 

následně vnímají naivní CD8
+
 T-lymfocyty prostřednictvím GCN2 kinázy, která rozpoznává 

nenabité tRNA a spouští stresovou odpověď, při níž GCN2 fosforyluje eIF2α, což vede k 

snížení translace mRNA (Munn et al., 2005; Grallert a Boye, 2013). Navíc dochází k zastavení 

buněčného cyklu na vstupu do S fáze. Chybění esenciálních aminokyselin vede rovněž 

k inhibici mTOR dráhy, což má za následek indukci anergie (Cobbold et al., 2009;  

Powell et al., 1999).  

Na indukci anergie v CD8
+
 T-lymfocytech se mohou podílet rovněž Treg a to produkcí 

adenosinu prostřednictvím CD39 a CD73(Mandapathil et al., 2009; Schuler et al., 2014). 

Během aktivace dochází v T-lymfocytech k indukci exprese adenosinového receptoru A2A, 
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jehož aktivace, i v případě správné kostimulace, vede k inhibici Ras-MAPK signální dráhy a 

indukci anergie (Zarek et al., 2008).  

Pokud dojde k plné aktivaci, vstupují CD8
+
 CTL do fáze klonální expanze. V této fázi 

dochází k vytvoření populace terminálně diferencovaných efektorových T-lymfocytů (TEFF) a 

heterogenní populace paměťových buněk, která zahrnuje paměťové kmenové buňky (TSCM), 

centrální paměťové buňky (TCM), efektorové paměťové buňky (TEM) (Kaech a Cui, 2012;  

Chang et al., 2014). Přesná posloupnost dějů vedoucí ke vzniku paměťových  

T-lymfocytů a TEFF je stále předmětem bádání. Pro jednoduchost budu dále vycházet 

z recentního modelu předpokládajícího postupnou diferenciaci, kdy nejprve z naivních  

T-lymfocytů vznikají TSMC, které asymetrickým dělením dávájí vznik TCM z nichž dalším 

dělením vznikají TEM a z nich nakonec TEFF (Obr. 4) (Gattinoni et al., 2011;  

Gattinoni et al., 2012). Diferenciace CD8
+
 CTL na paměťové buňky je řízena především  

TF EOMES, ale podílejí se na ní rovněž TF Bcl6, ID3 a FOXO-1. Naopak pro vznik TEFF je 

důležitý především TF T-bet, Blimp-1a ID-2 (Obr. 5) (Kaech a Cui, 2012; Chang et al., 2014). 

Exprese EOMES, Bcl-6, ID3 je nejvyšší u TSCM a následně klesá při diferenciaci k TEFF.  

Naopak exprese T-bet, Blimp-1 a ID-2 se směrem k TEFF zvyšuje (Gattinoni et al., 2011). 

Ačkoliv je funkce EOMES a T-bet při diferenciaci paměťových T-lymfocytů a TEFF do jisté 

míry antagonistická, je kooperace obou těchto TF vyžadována v raných fázích diferenciace pro 

indukci exprese granzymu B, perforinu a chemikonových receptorů CXCR-3 a CXCR-4 

důležitých pro migraci (Kaech a Cui, 2012).  

 

Obr. 4: Diferenciace CD8
+
 CTL na TEFF (Gattinoni et al., 2012) 

Naivní CD8
+
 T-lymfocyt rozpoznává antigenní peptidy na APC, od které získává kostimulační signály a 

zahajuje diferenciaci na TTSCM. Pokud antigenní a zánětlivé stimuly přetrvávají, dochází k další 

proliferaci a diferenciaci na TCM, následně TEM, až na konci vzniká populace terminálně diferencovaných 

TEFF.  

 

V diferenciaci paměťových T-lymfocytů hraje důležitou roli EOMES, jehož delece zcela 

inhibuje schopnost CD8
+
 CTL vytvářet paměťové buňky (Banerjee et al., 2010;  

Paley et al., 2013). Na zajištění exprese EOMES se podílí TF FOXO-1, který zároveň 
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podporuje expresi Bcl6, a dále aktivní WNT signalizace, při níž může docházet k translokaci  

β-cateninu do jádra (Obr. 5) (Rao et al., 2012; Oestreich et al., 2012; Zhou et al., 2010). V jádře 

vytváří β-catenin komplex s TCF-1 podporující expresi EOMES, STAT-3 a inhibuje expresi TF 

ID2 řídícího diferenciaci na TEFF (Zhou et al., 2010; Hao et al., 2006; Yu et al., 2012).  

Zvýšená exprese STAT-3 následně umožňuje buňce integrovat signály z receptorů pro IL-6 a 

IL-21 (Gattinoni et al., 2012). Vazba těchto cytokinů na receptory vede k fosforylaci STAT-3, 

který následně může stabilizovat expresi EOMES a zvýšit expresi Bcl6 (Cui et al., 2011).  

Bcl6 následně podporuje diferenciaci paměťových lymfocytů díky inhibici exprese Blimp-1, 

jehož funkcí je řízení terminální diferenciace TEFF (Ichii et al., 2004; Tunyaplin et al., 2004; 

Rutishauser et al., 2009). Aktivovaný STAT-3 dále zahajuje expresi SOCS3, který inhibuje 

signály vycházející z IL-12R vedoucí k indukci TEFF (Cui et al., 2011). Důležitou roli při vývoji 

paměťových T-lymfocytů hraje také TF ID3, jehož funkcí je mimo jiné inhibice exprese  

Blimp-1(Yang et al., 2011). 

V průběhu klonální expanze musí postupně dojít k přepnutí na diferenciaci směrem k TEFF. 

Jednou ze signálních drah zodpovědných za spuštění diferenciace TEFF je evolučně 

konzervovaná dráha Hippo. K expresi jejích komponent v CD8
+
 CTL dochází v důsledku 

antigenní stimulace a signálů z IL-2R (Thaventhiran et al., 2012). Důležitou komponentou 

signální dráhy Hippo je transkripční kofaktor YAP, který podporuje expresi EOMES a naopak  

 

 

Obr. 5: Signální dráhy modulující vznik paměťových a efektorových CD8+ CTL (Thaventhiran et al., 2013) 

Signály zprostředkované vazbou WNT a IL-21 na odpovídající receptory vedou k expresi EOMES, Bcl6, STAT-3 a 
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SOCS3, které podporují diferenciaci paměťových buněk. Zároveň dochází k inhibici TF T-bet, Blimp-1 a ID2 

řídících diferenciaci TEFF. Naopak zánětlivé cytokiny IL-12 a IL-2 prostřednictvím aktivace STAT-4, STAT-5, 

PI3K-Akt-mTOR a Ras-MAPK dráhy podporují expresi T-bet, Blimp-1 a ID2, což je spojeno s terminální 

diferenciací CD8+ CTL na TEFF. Paralelně dochází k inhibici TF podporující vznik paměťových T-lymfocytů 

FOXO-1, Bcl6 a ID3. 

 

inhibuje expresi Blimp-1 (Thaventhiran et al., 2012). Během klonální expanze vytvářejí 

aktivované CTL v lymfatických uzlinách agregáty, což vede k aktivaci Hippo dráhy vedoucí 

k degradaci YAP a indukci exprese Blimp-1(Thaventhiran et al., 2012). TF Blimp-1 inhibuje 

transkripci genů podílejících se na tvorbě paměťových T-lymfocytů, čímž se podílí na 

terminální diferenciaci TEFF (Rutishauser et al., 2009). Exprese Blimp-1 zároveň podporuje 

funkci TEFF, jako je migrace do míst zánětu, zvyšuje expresi IFN-γ a granzymu B  

(Kallies et al., 2009; Kaech a Cui, 2012). Bylo pozorováno, že CD8
+
 CTL postrádající Blimp-1 

nejsou schopny eliminovat virovou infekci v důsledku špatné migrace do místa infekce a 

omezené cytotoxické funkci (Kallies et al., 2009). Mezi další signály podporující vznik TEFF 

patří především prozánětlivý cytokin IL-12, který aktivuje TF STAT-4 a ten následně řídí 

expresi TF T-bet, jenž je pro tvorbu TEFF nepostradatelný (Obr. 5) (Joshi et al., 2007;  

Yang et al., 2007). T-bet dokáže např. vázat Bcl6, čímž blokuje jeho schopnost inhibovat 

expresi Blimp-1 (Oestreich et al., 2012). V komplexu s Bcl6 funguje T-bet navíc jako represor 

schopný inhibovat expresi genů jako TCF-1 a SOCS3 (Oestreich et al., 2011).  

Kromě toho STAT-4 indukuje expresi ID2, který podporuje diferenciaci a přežívání TEFF, kdy 

zajišťuje expresi T-bet, anti-apoptotických proteinů Bcl2, Spi-6 a naopak snižuje expresi 

apoptotického proteinu Bim (Yang et al., 2011; Masson et al., 2013; Cannarile et al., 2006).  

TF ID2 navíc inhibuje expresi genů pro TCF-1, SOCS3 a ID3 (Masson et al., 2013).  

Důležitým diferenciačním faktorem pro TEFF je rovněž IL-2, který aktivuje STAT-5 a tak 

indukuje expresi Blimp-1a ID-2 (Pipkin et al., 2010; Yang et al., 2011). Naopak STAT-5 

inhibuje expresi Bcl6 (Pipkin et al., 2010; Oestreich et al., 2012). Společně IL-12 a IL-2 

aktivují také  PI3K-Akt-mTOR dráhu, která prostřednictvím Akt fosforyluje TF FOXO-1, což 

vede k jeho vazbě na cytoplazmatický protein 14-3-3 (Rao et al., 2010; Thaventhiran et al., 

2013). V důsledku nepřítomnosti FOXO-1 v jádře dochází inhibici exprese EOMES a Bcl6 a 

naopak zvýšení exprese T-bet (Rao et al., 2010; Rao et al., 2012; Oestreich et al., 2012).  

Vzniklé TEFF následně na základě chemokinových signálů migrují do místa zánětu a výskytu 

antigenu. K migraci mohou přispívat aktivované TH1 lymfocyty, které produkcí IFN-γ indukují 

v epiteliálních buňkách sekreci CXCL-9 a CXCL-10 (Nakanishi et al., 2009). TEFF tak mohou 

vstupovat do nádorů, kde ničí nádorové buňky. V důsledku působení různých faktorů se ovšem 

nedaří eliminovat všechny nádorové buňky a imunitní reakce zprostředkovaná CD8
+
 CTL 

vstupuje do chronické fáze, která se podobá chronickým virovým infekcím. Během dlouhodobé 

antigenní stimulace dochází postupně k funkčnímu vyčerpání CD8
+
 CTL (Schietinger a 
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Greenberg, 2014). Funkční vyčerpání je proces, při kterém TEFF postupně ztrácí své efektorové 

funkce (Wherry 2011). Jako první přicházejí o schopnost proliferovat v důsledku antigenní 

stimulace, sekretovat IL-2 a zabíjet ex vivo cílové buňky. Následně přichází TEFF o schopnost 

sekretovat TNF-α. Nakonec, při maximálním vyčerpání, nejsou schopny sekretovat IFN-γ a 

degranulovat (Wherry 2011). Paralelně se ztrátou funkce dochází u TEFF infiltrujících nádory ke 

zvýšení exprese inhibičních receptorů PD-1, LAG-3, 2B4, TIM-3 A CTLA-4 (Schietinger a 

Greenberg, 2014). Přičemž platí, že čím je stupeň vyčerpanosti vyšší, tím více inhibičních 

receptorů je koexprimováno (Blackburn et al., 2009). Přítomnost funkčně vyčerpaných CD8
+
 

CTL byla pozorována např. u pacientů s melanomem, ovariálním a hepatocelulárním 

karcinomem (Baitsch et al., 2011; Matsuzaki et al., 2010; Gehring et al., 2009). 

Proces funkčního vyčerpání je řízen různými TF (Wherry 2011). Důležitou roli hrají  

TF Blimp-1 a T-bet, které spolu kooperují na diferenciaci TEFF a získání plné efektorové funkce, 

jako je produkce IFN-γ, perforinu a granzymu B (Kaech a Cui, 2012). Z hlediska funkčního 

vyčerpání mají ovšem T-bet a Blimp-1 funkce protichůdné. T-bet brání funkčnímu vyčerpání a 

podporuje dlouhotrvající imunitní odpověď, díky své schopnosti inhibovat expresi PD-1 a 

zřejmě také dalších inhibičních molekul jako LAG-3, CD160 a BTLA (Kao et al., 2011). 

V průběhu chronické stimulace se ovšem exprese T-bet snižuje (Kao et al., 2011;  

Paley et al., 2012). Paralelně se ztrátou T-bet ovšem dochází ke zvýšení exprese TF EOMES, 

který je důležitý pro diferenciaci paměťových T-lymfocytů (Paley et al., 2012;  

Kaech a Cui, 2012). Ke vzniku paměťových T-lymfocytů z terminálně diferencovaných TEFF 

ovšem nemůže dojít mimo jiné v důsledku vysoké exprese Blimp-1 (Kaech a Cui, 2012). 

Vyčerpané CD8
+
 CTL se tak mohou vyznačovat přechodným fenotypem připomínajícím jak 

paměťové, tak TEFF (Buggert et al., 2014). V případě TF Blimp-1 dochází v důsledku stimulace 

k dalšímu zvýšení exprese, což vede jednak k inhibici exprese IL-2 a dále také k expresi 

inhibičních receptorů jako PD-1, LAG-3 a 2B4 (Gong a Malek, 2007; Shin et al., 2009). 

Inhibiční receptory pak aktivací neredundantních signálních drah kooperují na inhibici 

efektorové funkce CD8
+
 CTL. V případě PD-1 dochází po vazbě ligandů PD-L1 a PD-L2, které 

jsou exprimovány na APC v nádorech a na samotných nádorových buňkách, k fosforylaci ITIM 

motivu na cytoplazmatické části molekuly (Crespo et al., 2013). K ITIM se následně váží 

fosfatázy SHP-1 a SHP-2, které jsou schopny defosforylovat komponenty komplexu TCR  

(Keir et al., 2008). Navíc PD-1 zvyšuje aktivitu fosfatázy PTEN a tak blokuje aktivaci signální 

dráhy PI3K-Akt. Ve výsledku tak dochází ke snížení produkce IL-2, proliferaci a ovlivnění 

přežívání CD8
+
 CTL (Pedoeem et al., 2014). 

2.2.2.2. Makrofágy asociované s nádory  

Makrofágy představují skupinu mononukleárních fagocytujících buněk, která se podílí na 

procesech embryonálního a postembryonálního vývoje tkání, regenerace a hematopoéze  
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(Wynn et al., 2013). Hrají důležitou roli v regulaci metabolismu. Jsou rovněž nepostradatelnou 

součástí imunitního systému, podílejí se na obraně proti bakteriím, virům a protozoálním 

parazitům (Wynn et al., 2013; Murray a Wynn, 2011). Pro klasifikaci makrofágů používáme 

model funkční polarizace rozlišující klasicky aktivované M1 a alternativně aktivované M2 

makrofágy (Murray a Wynn, 2011). K aktivaci M1 makrofágů dochází pod vlivem INF I. třídy, 

IFN-γ a signálů z TLR, jako např. z TLR4 rozpoznávajícího LPS (Tugal et al., 2013). 

Signalizace vycházející z TLR vede k aktivaci na MyD88 závislé signální dráhy, která 

aktivuje NF-κB a expresi prozánětlivých cytokinů. Alternativně může být přes TRIF a IRF-3 

iniciována exprese IFN-β (Tugal et al., 2013). V důsledku signálů z TLR dochází k aktivaci 

IRF5, který translokuje do jádra a tak je dále posílena exprese IL-6, IL-12 a TNF-α  

(Takaoka et al., 2005). 

 Vazba IFN I na odpovídající receptory vede k fosforylaci STAT-1 a STAT-2 a jejich 

následné heterodimerizaci. Vzniklý heterodimer STAT-1-STAT-2 následně prostřednictvím 

vazby proteinu IRF-9 navádí transkripční aktivátorový komplex ISGF-3 do regulačních 

sekvencí genů, jejichž exprese je aktivována v důsledku IFN signalizace (Tugal et al., 2013). 

Obdobně vazba IFN-γ na receptor způsobuje aktivaci a homodimerizaci STAT-1, který se váže 

do promotorových oblastí genů jako např. IL-12 a iNOS (Tugal et al., 2013). STAT-1 vazbou 

do promotoru indukuje expresi IRF-5, který následně indukcí transkripce IL-12, IL-23 a inhibicí 

transkripce IL-10 podporuje M1 polarizaci (Krausgruber et al., 2011).  

Důležitou roli v polarizaci makrofágů směrem k získání M1 fenotypu hraje také MAPK 

signální dráha. Na základě zánětlivých signálů je aktivována kináza JNK, která fosforyluje  

c-Jun, což je spojeno s následnou heterodimerizací s c-Fos za vzniku TF AP-1.  

AP-1 spolupracuje s NF-κB na expresi prozánětlivých genů (Tugal et al., 2013). Získané 

signály tak v makrofázích vedou k indukci exprese zánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6, IL-12,  

IL-23 a TNF-α. Aktivované M1 makrofágy zahajují také produkci reaktivních kyslíkových 

radikálů a díky expresi iNOS produkují NO (Mantovani et al., 2005; Tugal et al., 2013). 

Dochází rovněž ke zvýšení exprese MHC I. a II. třídy a kostimulačních molekul, čímž se z M1 

makrofágů stávají profesionální antigen prezentující buňky, schopné aktivovat adaptivní  

T-buněčnou odpověď (Hoebe et al., 2003; Verreck et al., 2004; Chanmee et al., 2014). 

K aktivaci M2 makrofágů dochází pod vlivem cytokinů IL-4, IL-10, IL-13 a TGF-β  

(Baay et al., 2011). Cytokiny IL-4 a IL-13 vedou k aktivaci TF STAT-6. Ten následně indukuje 

expresi histon demetylázy Jmjd3, která snižuje inaktivační tri- a di-metylaci H3K27 v oblasti 

genu pro IRF4, čímž zvyšuje jeho expresi (Ishii et al., 2009; Satoh et al., 2010). Následně IRF4 

společně se STAT-6 aktivuje promotory genů podílejících se na M2 fenotypu, jako např. Arg-1 

a manózový receptor Mrc-1 (Tugal et al., 2013). STAT-6 dále zvyšuje expresi jaderných 

receptorů a TF PPAR-γ a PPAR-δ, které inhibují funkci TF STAT-1, NF-κB a AP-1, důležitých 

pro M1 polarizaci (Szanto et al., 2010; Odegaard et al., 2008; Ricote et al., 1998). Předpokládá 
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se, že za inhibicí stojí stabilizace korepresorového komplexu v promotorech cílových genů, 

který blokuje jejich transaktivaci (Tugal et al., 2013). PPAR-γ a PPAR-δ naopak společně se 

STAT-6 podporují expresi genů důležitých pro M2 polarizaci, jako např. Arg-1 

(Szanto et al., 2010; Odegaard et al., 2008).  IL-4 prostřednictvím STAT-6 indukuje rovněž 

expresi TF KLF-2 a KLF-4, které rovněž hrají důležitou roli v procesu polarizace směrem k M2 

fenotypu. Fungují jednak jako inhibitory transkripce prozánětlivých cytokinů a efektorových 

molekul. Bylo pozorováno, že KLF-2 a KLF-4 v tomto případě blokují sestavení 

koaktivátorového komplexu, kdy brání navázaní PCAF/p300 na NF-κB (Liao et al., 2011; 

Mahabeleshwar et al., 2011). Naopak podporují expresi genů Arg-1, Mrc-1, PPAR-γ.  

Na základě obdržených diferenciačních signálů, tak vznikají makrofágy, které se vyznačují 

vysokou sekrecí IL-10 a naopak velmi nízkou sekrecí IL-12 a IL-23. Exprimují rovněž velké 

množství scavengerových, manózových a galaktózových receptorů. M2 makrofágy dále 

vysokou měrou exprimují IL-1RA, IL-1RII (Mantovani et al., 2005). Jsou schopny sekretovat 

celou řadu růstových faktorů, jako např. EGF, bFGF, VEGF, PDGF a IGF-1 

(Galdiero et al., 2013; Wynes a Riches, 2003). 

Z hlediska imunitního systému jsou oba fenotypy makrofágů důležité. M1 makrofágy 

iniciují zánět a podílejí se na obraně proti intracelulárním patogenům, jako jsou některé bakterie 

a viry. Po odstranění patogenu dochází k postupnému přechodu na diferenciaci v M2 

makrofágy, které následně utlumují zánět a podílejí se na regeneraci postižené tkáně 

odstraňováním poškozený buněk a sekrecí růstových faktorů (Allavena a Mantovani, 2012;  

Sica a Mantovani, 2012; Galdiero et al., 2013). Jsou to právě vlastnosti M2 polarizovaných 

makrofágů, jenž jsou nádory zneužívány.  

Makrofágy se v dospělém organismu vyskytují ve všech tkáních a jako takové představují 

zřejmě jednu z prvních leukocytárních populací, která infiltruje nádory (Wynn et al., 2013; 

Clark et al., 2007). Zdrojem TAM makrofágů jsou monocyty, které jsou do nádorů přitahovány 

a následně diferencují na TAM (Franklin et al., 2014). Jako hlavní chemoatraktant pro 

monocyty slouží CCL-2, který je produkován nádorovými buňkami, popř. buňkami nádorového 

stromatu (Arenberg et al., 2000; Qian et al., 2011; Zhang et al., 2010). Bylo ovšem pozorováno, 

že migraci monocytů mohou řídit i další chemokiny, jako např. CCL-3, CCL-4, CCL-5 a  

CCL-22 (Chanmee et al., 2014). Kromě CCL-2 mohou chemotakticky působit také růstové 

faktory jako VEGF a PDGF (Barleon et al., 1996; Krettek et al., 2001). V nádorovém 

mikroprostředí dochází k rozsáhlé přestavbě ECM a může docházet k produkci matrikinů.  

Na monocyty chemotakticky působí např. proteolytické fragmenty elastinu (Senior et al., 1980; 

Senior et al., 1984; Houghton et al., 2006). Migraci monocytů a makrofágů do nádorového 

prostředí může podporovat rovněž hyaluronan (Kobayashi et al., 2010). Monocyty v nádorovém 

mikroprostředí pod vlivem M-CSF diferencují na makrofágy (Stanley et al., 1997;  

Lin et al., 2001; Allavena a Mantovani, 2012). V raných stádiích vývoje nádorů mají TAM 
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fenotyp podobný M1- makrofágům. Produkují prozánětlivé cytokiny IL-1β, IL-6, IL-12 a 

produkují reaktivní kyslíkové radikály a NO. Vyznačují se také vysokou expresí MHC II  

(Wang et al., 2011). Tyto M1 polarizované TAM jsou cytotoxické vůči nádorovým buňkám a 

předpokládá se, že jsou součástí protinádorové imunity (Dumont et al., 2008). Navíc mohou 

podporovat indukci TH1 (Biswas a Mantovani, 2010). Pozitivní vliv M1 makrofágů byl 

pozorován např. u pacientů s kolorektálním karcinomem (Ohtani et al., 1997;  

Forssell et al., 2007; Zhou et al., 2010). Ačkoliv se tedy zdá, že M1 makrofágy jsou 

protinádorové, mohou produkcí oxidových radikálů a NO vytvářet mutagenní prostředí. Navíc 

může IL-6 podporovat proliferaci transformovaných buněk (Schmieder et al., 2012).  

V pozdějších fázích dochází k  expanzi makrofágů s M2 fenotypem, které sekretují IL-10, 

TGF-β, VEGF a mají nízkou expresi MHC II (Wang et al., 2011). Výskyt M2 makrofágů 

v nádorech koreluje s horší prognózou u pacientů s Hodgkinovými lymfomy, melanomy, 

karcinomy močového měchýře, prsu, jícnu a hepatocelulárním karcinomem (Steidl et al., 2010; 

Makitie et al., 2001; Hanada et al., 2000; Mahmoud et al., 2012; Koide et al., 2004;  

Zhu et al., 2008). M2 makrofágy následně podporují neoangiogenezi, růst nádorů, tvorbu 

metastáz a inhibují protinádorovou imunitní odpověď. 

2.2.2.2.1. Úloha TAM v angiogenezi, růstu a diseminaci nádorů 

TAM v nádorovém mikroprostředí pod vlivem VEGF, endothelinu 2, EMAPII a 

Semaforinu-3A preferenčně infiltrují do hypoxických oblastí, kde dochází k jejich akumulaci 

(Chanmee et al., 2014). V hypoxických oblastech ztrácí TAM schopnost migrovat, což je dáno 

několika mechanizmy. V případě Semaforinu-3A vychází pro-migrační signalizace z komplexu 

Nrp-1/PlexinA1/PlexinA4. V hypoxickém prostředí dochází ovšem ke snížení exprese Nrp-1 a 

samotný komplex PlexinA1/PlexinA4 podává buňce stop signál (Casazza et al., 2013). 

V hypoxickém prostředí je dále inhibována migrace aktivovaná MAPK signální dráhou.  

Děje se tak v důsledku zvýšení exprese MAPK fosfatázy 1, která defosforyluje ERK-1 a EKR-2 

(Grimshaw a Balkwill, 2001). V neposlední řadě hypoxie snižuje expresi chemokinových 

receptorů, jako např. CCR5 (Bosco et al., 2004). TAM vnímají hypoxické prostředí a reagují na 

něj zvýšením exprese HIF-1α (Werno et al., 2010). Pod vlivem HIF-1α exprimují TAM 

angiogenní VEGF, které zvyšuje počet cév a jejich rozvětvení (Cramer et al., 2003;  

Laoui et al., 2014). Bylo pozorováno, že TAM mohou sekretovat i celou řadu dalších faktorů 

podporujících nádorovou neoangiogenezi, mezi něž patří PDGF, FGF,  IL-8, 

tymidinfosforyláza, uPA a adrenomedulin (Allavena et al., 2008; Chanmee et al., 2014).  

Dále sekretují WNT7b, který v endoteliálních buňkách indukuje expresi VEGF  

(Yeo et al., 2014). TAM sekretují celou řadu MMP. Patří mezi ně také MMP-2 a MMP-9, které 

jsou schopné uvolňovat VEGF skladovaný v ECM (Lewis a Pollard, 2006; Belotti et al., 2003). 
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Kromě angiogeneze mohou TAM podporovat sekrecí VEGF-C a VEGF-D také 

lymfangiogenezi (Schoppmann et al., 2002).  

Růstové faktory EGF, FGF, VEGF, PDGF a TGF-β sekretované TAM mohou působit 

přímo na nádorové buňky a podporovat jejich růst (Allavena a Mantovani, 2012). Nádorové 

buňky na druhou stranu mohou aktivovat TAM. U buněk plicního karcinomu bylo pozorováno, 

že sekretují proteoglykan versican, který prostřednictvím TLR-2 a TLR-6 indukuje v TAM 

produkci TNF-α a IL-6 (Kim et al., 2009). TNF-α následně může v buňkách indukovat expresi 

cytidinové deaminázy AID, což může vést k mutacím v p53 a c-myc (Komori et al., 2008). 

V důsledku působení TNF-α dochází rovněž k aktivaci IKKβ, která následně dokáže 

fosforylovat protein TSC-1 a tak aktivovat mTOR dráhu podporující růst a vývoj nádorů  

(Lee et al., 2007). Kromě toho aktivuje IKK TF NF-κB, který podporuje translokaci 

telomerázové podjednotky TERT do jádra a tak přispívat k imortalizaci buněk (Akiyama et al., 

2003). TNF-α v nádorových buňkách aktivuje také další signální dráhy podporující přežívání, 

jako např. PI3K-Akt a MAPK dráhu (Waters et al., 2013). IL-6 pak aktivací STAT-3 podporuje 

přežívání nádorových buněk zvýšením exprese anti-apoptotických proteinů Bcl-XL, MCL-1 a 

survivinu (Lesina et al., 2011). 

TAM zřejmě také úzce interagují s CSC, které jsou zodpovědné za růst a diseminaci nádorů. 

Bylo pozorováno, že CSC v gliomech exprimují více CCL-2, CCL-5 a VEGF než ostatní 

gliomové buňky, což jim umožňuje přitahovat TAM (Yi et al., 2011). Ty následně sekrecí EGF 

a IL-6 aktivují STAT-3 signální dráhu vedoucí ke zvýšení exprese TF Sox-2, který je 

vyžadován pro udržení kmenového fenotypu (Yang et al., 2013). Bylo pozorováno, že při 

depleci TAM dochází v nádorech k poklesu v množství CSC (Mitchem et al., 2013). TAM dále 

sekretují růstový faktor MFG-E8, který aktivuje Sonic Hedgehog a STAT-3 dráhu, čímž 

zvyšuje rezistenci CSC vůči chemoterapii (Jinushi et al., 2011). Interakce mezi CSC a TAM je 

důležitá také z hlediska invaze do okolní tkáně. TAM produkují celou řadu faktorů, které vedou 

k expresi TF Snail, Zeb, Twist řídících proces EMT. Sekretovaný TNF-α aktivací NF-κB 

indukuje expresi TF Zeb, což je spojeno se snížením exprese E-cadherinu (Maier et al., 2010). 

Navíc dochází v důsledku TNF-α signalizace ke stabilizaci TF Snail (Wu et al., 2009). TAM 

produkují dále IL-6 a EGF, které prostřednictvím STAT-3 mohou aktivovat expresi TF Twist 

(Wendt et al., 2014). Pro pronikání do okolní tkáně je nutné rozvolnit ECM. TAM jsou 

významným zdrojem MMP, katepsinů a uPA (Lewis a Pollard, 2006; Chanmee et al., 2014). 

Deplece TAM či jimi produkovaných proteáz vede ke snížené tvorbě metastáz, invazivitě a 

růstu nádorů (Almholt et al., 2005; Condeelis a Pollard, 2006; Gocheva et al., 2010).  

Ve výsledku TAM rozvolňují ECM a ruku v ruce s nádorovými buňkami invadují do okolní 

tkáně. Společný pohyb je zprostředkován parakrinní signalizací, při které nádorové buňky 

sekretují M-CSF indukující migraci TAM a ty zase produkují EGF aktivující 

migraci nádorových buněk (Wyckoff et al., 2004). Jakmile je dosaženo cév, tak TAM asociují 
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s jejich povrchem a vytvářejí shluky, do kterých migrují nádorové buňky. Shluky TAM pak 

umožňují nádorovým buňkám vstup do krevního řečiště (Wyckoff et al., 2007). Nádorové 

buňky v krevním řečišti produkují tkáňový faktor (CD142), který podporuje tvorbu 

mikrotrombů, v nichž krevní destičky chrání nádorové buňky před mechanickým poškozením a 

imunitním systémem. Pokud dojde k zachycení těchto trombů např. v plicích, dochází 

k přitahování makrofágů, které následně podporují přežívání nádorových buněk a tvorbu 

metastáz (Gil-Bernabe et al., 2012). 

2.2.2.2.2. Imunosupresivní účinek TAM 

TAM jsou velmi špatné APC. Vyznačují se nízkou expresí MHC II. třídy a mají tudíž 

sníženou schopnost prezentovat antigeny CD4
+
 T-lymfocytům (Wang et al., 2011).  

Mohou exprimovat HLA-E a HLA-G, které jsou rozpoznávány inhibičními receptory NKG2  

resp. KIR2DL4 a ILT-2 na NK-buňkách a CD8
+
 T-lymfocytech (Kren et al., 2010;  

Borrego et al., 1998; Morandi et al., 2007). U HLA-G bylo navíc pozorováno, že v případě 

neuroblastomů TAM sekretují jeho solubilní formu sHLA-G (Morandi et al., 2007). Nádorové 

mikroprostředí může ovlivňovat expresi kostimulačních molekul na TAM. Bylo pozorováno, že 

IL-4 a IL-10, které podporují M2 polarizaci, snižují expresi CD80 a CD86  

(Ambarus et al., 2012). Hypoxie a cytokiny IL-10, TNF-α a IL-6 v TAM indukují expresi 

inhibičních molekul PD-1L, B7-H3 a B7-H4, což je spojeno se supresí protinádorových  

CD8
+
 CTL (Noman et al., 2014; Kuang et al., 2009; Chen et al., 2013; Kryczek et al., 2006). 

Navíc TAM sekretují TGF-β a IL-10, které inhibují aktivaci T-lymfocytů nebo v nich indukují 

diferenciaci na Treg či Tr1 (Wang et al., 2011; Chen et al., 2003; Roncarolo et al., 2006). 

Sekretovaný IL-10 může působit autokrinně na TAM, v nichž inhibuje expresi IL-12  

(Sica et al., 2000). Pod vlivem signálů z nádorového stromatu je v TAM indukována exprese 

IDO a Arg-1, které v mikroprostředí vyčerpávají esenciální aminokyseliny tryptofan a arginin, 

což je spojeno s indukcí anergie v T-lymfocytech v důsledku inhibice mTOR dráhy  

(Zhao et al., 2012; Chang et al., 2001; Cobbold et al., 2009; Powell et al., 1999). Nedostatek 

argininu navíc vede ke snížení exprese CD3 ξ řetězce, což negativně ovlivňuje signalizaci 

vycházející z TCR (Rodriguez et al., 2003). 

TAM produkují celou řadu chemokinů, prostřednictvím kterých mohou ovlivňovat složení 

leukocytů infiltrujících nádory. Produkcí CCL-2 mohou podporovat infiltraci dalších monocytů, 

které mohou přispívat k rozšiřování populace TAM (Biswas et al., 2006). CCL-2 funguje 

rovněž jako chemoatraktant pro imunosupresivní MDSC (Huang et al., 2007). Navíc bylo 

pozorováno, že podporuje indukci TH2 lymfocytů, které mohou podporovat růst nádorů  

(Gu et al., 2000). TAM dále prostřednictvím sekrece chemokinů CCL-20 a CCL-22 podporují 

infiltraci Treg (Liu et al., 2011; Curiel et al., 2004). TAM jsou také významným zdrojem  

CCL-18, který funguje jako atraktant pro naivní T-lymfocyty (Gunther et al., 2011;  
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Baay et al., 2011). Ty se v nádorovém mikroprostředí setkávají s nezralými či tolerogenními 

DC, TAM a MDSC, které v nich mohou indukovat anergii nebo diferenciaci na Treg  

(Baay et al., 2011). Bylo rovněž pozorováno, že CCL-18 může konvertovat paměťové  

T-lymfocyty na Treg, jejichž přítomnost následně v makrofázích indukuje alternativní fenotyp a 

zvyšuje expresi CCL-18, čímž je uzavřena pozitivní zpětnovazebná smyčka (Chang et al., 2010; 

Tiemessen et al., 2007). 

2.2.2.2.3.  Terapie cílené proti TAM 

Díky svým schopnostem inhibovat protinádorovou imunitu, podporovat růst nádorů a jejich 

diseminaci, představují TAM atraktivní cíle pro modulaci vlastností nádorového stromatu. 

V současné době bylo testováno několik přístupů, jak TAM odstranit nebo repolarizovat na 

protinádorový fenotyp.  

Jedním z možných přístupů je imunizace proti asparaginylové endopeptidáze legumain  

(EC 3.4.22.34), jejíž zvýšená exprese byla pozorována u celé řady nádorů, jako např. karcinomu 

prsu, tlustého střeva, žaludku, plic, prostaty a ovarií (Liu et al., 2003; Gawenda et al., 2007; 

Murthy et al., 2005; Guo et al., 2013; Ohno et al., 2013; Wang et al., 2012). Bylo pozorováno, 

že zvýšená exprese legumainu koreluje s invazivitou nádorů a jejich schopností metastazovat 

(Liu et al., 2003). V rámci nádorového mikroprostředí mohou legumain kromě nádorových 

buněk exprimovat také stromální buňky a to především TAM (Liu et al., 2003;  

Hashimoto et al., 1999; Luo et al., 2006; Haugen et al., 2015). Z hlediska buněčné lokalizace se 

legumain nachází především v endozomálním a lysozomálním kompartmentu  

(Chen et al., 1998). Na invazivní straně buněk se ovšem můžeme setkat s jeho sekrecí do 

extracelulárního prostředí, kde se prostřednictvím svého RGD motivu váže na integriny, což 

stabilizuje jeho strukturu a to především aktivní místo a umožňuje mu fungovat i za vyššího pH 

(Liu et al., 2003; Liu et al., 2012; Dall a Brandstetter, 2013). Předpokládá se, že legumain 

podporuje invazivitu nádorů dvěma způsoby. Podílí se na aktivaci enzymů degradující ECM, 

jako např. MMP-2 a katepsiny (Chen et al., 2001; Shirahama-Noda et al., 2003). Dále bylo 

pozorováno, že sám o sobě je schopný degradovat jednu z hlavních složek ECM fibronektin 

(Morita et al., 2007).     

Kromě imunizačního postupu prezentovaného v této práci, byly navrženy DNA vakcíny 

kódující buď fúzní protein legmainu a ubiquitinu nebo predikované epitopy kódující 8-10 

aminokyselin dlouhé peptidy vázající se na MHC I. třídy (Luo et al., 2006; Lewen et al., 2008). 

V obou případech se podařilo indukovat CD8
+
 CTL schopné lyzovat a snížit množství 

legumain
+
 TAM (Luo et al., 2006; Lewen et al., 2008). Imunizace vedla k redukci angiogenze a 

inhibovala růst nádorů a jejich schopnost metastazovat (Luo et al., 2006).  

Pro depleci TAM byly dále navrženy farmakologické postupy, jejichž příkladem může být 

podávání bisfosfonátů  jako jsou kyselina zoledronová nebo lipozomů obsahujících klodronát. 
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Deplece TAM byla v těchto případech spojena s inhibicí růstu nádorů a angiogeneze  

(Zhang et al., 2010; Gazzaniga et al., 2007).  

Další možná strategie zahrnuje blokování akumulace TAM v nádorovém mikroprostředí. 

Jako vhodné se v tomto případě jevilo použití protilátky proti CCL-2, která snížila množství 

TAM a navíc způsobila jejich re-polarizaci (Fridlender et al., 2011). Alternativně se dá pro 

snížení akumulace TAM v nádorech použít inhibitory kinázové aktivity receptoru pro M-CSF, 

jako např. PLX6134 (Ryder et al., 2013). Bylo rovněž pozorováno, že subcytotoxické dávky 

chemoterapeutika trabektedinu mohou vést ke snížení množství TAM v důsledku inhibice 

sekrece CCL-2, CXCL-8 a VEGF v nádorových buňkách (Germano et al., 2010).  

V neposlední řadě se jako výhodná ukazuje strategie re-polarizace makrofágů 

z pronádorového M2 fenotypu na protinádorový M1 fenotyp. Repolarizace lze dosáhnout např. 

podáním inhibitoru protonových pump pantoprazolu, který v buňkách T-buněčného lymfomu 

snižuje expresi IL-4, IL-10 a TGF-β podporujících M2 polarizaci a naopak zvyšuje expresi IL-6  

a IFN-γ a tak podporuje  M1 polarizaci (Vishvakarma a Singh, 2010). Další možností je podání  

IL-12 nebo glykoproteinu bohatého na histidin (Watkins et al., 2007; Rolny et al., 2011). 
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3. Cíle práce 

Cíle předložené práce lze shrnou do následujících bodů: 

 

1. Zkonstruovat rVACV nesoucí ve svém genomu tumor supresorový gen IGFBP-3, pod 

kontrolou časného H5 či syntetického časně-pozdního E/L promotoru, a imunogen 

SigE7LAMP.  

 

2. Charakterizovat připravené rVACV z hlediska exprese IGFBP-3, schopnosti indukovat 

protinádorovou imunitní odpověď a potlačit růst nádorů.  

 

3. Pokusit se objasnit jaký mechanizmus je zodpovědný za inhibici růstu nádorů. 

 

4. Zavést postupy detekce M2 polarizovaných TAM exprimujících legumain.  

 

5. Pomocí těchto metod charakterizovat nádorový model cervikálního karcinomu založený 

na buňkách MK16/ABC z hlediska obsahu TAM.  

 

6. Připravit DNA vakcínu proti legumainu, v níž byla pro zvýšení imunogennosti 

modifikována jeho sekvence.  

 

7. Stanovit, zda navržené genové modifikace a popřípadě jejich kombinace, zvyšují 

imunogennost a jsou schopné inhibovat růst nádorů.  

 

8. Ověřit, zda imunita indukovaná připravenou DNA vakcínou ovlivňuje množství TAM 

v nádorech a je schopna omezit tvorbu plicních metastáz.   
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4. Materiály a metody 

4.1. Restrikční enzymy a DNA ligáza 

Všechny použité restrikční enzymy a použitá T4 DNA ligáza byly dodány firmou New 

England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, USA). 

4.2. Standardy molekulových hmotností 

MassRuler High Range DNA Ladder, Ready-to-Use, 1500-10,000 bp a  

MassRuler Low Range DNA Ladder, Ready-to-Use, 80-1031 bp (Thermo Fisher Scientific, 

Pittsburg, Pennsylvania, USA).  

Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa) (New England Biolabs, Ipswich, 

Massachusetts, USA). 

PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

4.3. Syntetické oligonukleotidy 

Oligonukleotidy (Generi biotech s.r.o.,Hradec Králové, Česká republika): 

IGFBP/left pro detekci rekombinantních VACV exprimujících IGFBP-3. 

TK-R pro sekvenaci IGFBP-3 vloženého do genu pro tymidin kinázu. 

TK-L pro sekvenaci IGFBP-3 vloženého do genu pro tymidin kinázu. 

Vv_nem_B
+
 primer pro qPCR. 

VV_nem_B
-
 primer pro qPCR. 

VV_nem_Bps P Taq-Manovská sonda pro qPCR. 

Oligonukleotidy (Integrated DNA Technologies, Coralville, Iowa, USA): 

5´-GTGAATTCGCCGCCATGACCTGGAGAGTGGCTGT-3´ použit pro amplifikaci genu pro 

legumain pomocí RT-PCR. 

5´-GCGAATTCAGTAGTGACTAAGACACAC-3´ pro amplifikaci genu pro legumain pomocí 

RT-PCR. 

5´-GCGTCACCTCCCAGCACGGCG-3´ pro přípravu LgmnCCG cílenou mutagenezí. 

5´-AGCTTCTGCGCCACCTCTCAG-3´ pro přípravu LgmnRGG cílenou mutagenezí.  

4.4. Peptidy 

VACV E3140-148 (VGPSNSPTF) (Clonestar Biotech, Brno, Česká republika). 

HPV16 E749-57 (RAHYNIVTF) (Clonestar Biotech). 

Lgmn108-120 (EDVTPENFLAVLR) (GeneScript, Piscataway, New Jersey, USA) 

TT947-967 (FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE) (Clonestar Biotech). 
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4.5. Chemikálie 

Akrylamid, Amonium persulfát, Azid sodný, N,N,N`,N`- Tetramethylethylendiamin (TEMED),  

N,N´-Metylenbis-akrylamid (bisAA) (Serva, Heidelberg, SRN).  

Agaróza pro separaci DNA, SeaKem® LE Agarose a SeaKem® GTG™ Agarose  

(Lonza, Basel, Švýcarsko). Zbylé chemikálie byly zakoupeny u firem Sigma-Aldrich (St. Louis, 

Missouri, USA) nebo Lachema (Brno, ČR). 

4.6. Protilátky 

Oslí protilátka proti králičímu IgG značená DyLight 649 (Biolegend, San Diego, Kalifornie, 

USA). 

Fab fragment rozpoznávající myší IgG značený AlexaFluor 488 (Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, USA) 

Krysí protilátka proti myšímu CD11b značená FITC (Exbio, Vestec, ČR). 

Krysí protilátka proti myšímu F4/80 značená APC-eFluor 780 (eBioscience, San Diego, 

Kalifornie, USA). 

Krysí protilátka proti myšímu F4/80 značená PE-Cy5 (eBioscience). 

Kozí monoklonální protilátka proti králičímu imunoglobulinu značená Alexa Fluor 546 

(Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA). 

Myší monoklonální protilátka proti MHC II (mI-Ab) značená PE (BD Pharmingen, San Diego, 

Kalifornie, USA) 

Králičí polyklonální protilátka proti myšímu legumainu (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 

Texas, USA). 

Kontrolní králičí imunoglobulin (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, Massachusetts, 

USA) 

Kozí polyklonání protilátka proti IGFBP-3 AF675 (R&D System, Minneapolis, Minnesota, 

USA) 

Myší monoklonální protilátka proti IFN-γ klon 1-D1K (Mabtech AB, Nacka Strand, Švédsko) 

Myší monoklonální protilátka proti IFN-γ klon 7-B6 konjugovaná s biotinem (Mabtech AB, 

Nacka Strand, Švédsko) 

 

4.7. Pokusná zvířata 

Samice myšího kmene C57BL/6 staré 6 – 8 týdnů (Charles River Laboratories, Sulzfeld, 

SRN). Myši určené pro pokusy s rekombinantními viry vakcinie byly umístěny na Státním 

zdravotním ústavu v Praze. Myši určené pro pokusy spojené s přípravou DNA vakcíny proti 

legumainu byly umístěny v Centru pro experimentální biomodely 1. Lékařské fakulty UK 
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v Praze. Všechna laboratorní zvířata byla udržována za standardních podmínek v souladu 

s platnou legislativou na ochranu zvířat proti týrání.  

4.8. Plazmidy 

Sekvenci pro lidský gen IGFBP-3 jsme obdrželi v plazmidu pXBP3-WT od  

Dr. W. Zwerschkeho (Universita Innsbruck) (Santer et al., 2006). Pro další použití bylo ze 

sekvence plazmidu pXBP3-WT odstraněno restrikční místo rozpoznávané enzymem Xho I.  

Pro deleci bylo použito restrikční štěpení pomocí enzymů Xho I a Sal I s následnou ligací T4 

DNA ligázou. Takto upravený plazmid byl nazván pXBP-3WT XhoI. Z plazmidu  

pXBP-3WT XhoI byla následně vyštěpena sekvence pro IGFBP-3 pomocí enzymu Xba I a 

vložena do plazmidu pUC131 štěpeného stejným restrikčním enzymem. Správná orientace 

vloženého genu pro IGFBP-3 byla ověřena štěpením restriktázami Pst I a EcoR I. Vzniklý 

plazmid byl pojmenován pUC131-IGFBP-3. Z tohoto plazmidu byl gen pro IGFBP-3 vyštepen 

pomocí kombinace enzymů Xho I a EcoRI. Vyštěpený gen byl následně vložen do stejně 

štěpeného rekombinačního plazmidu pSC59-H5(Nemeckova et al., 2002). Takto vzniklý 

plazmid byl pojmenován pSC59-E/L-IGFBP-3. Pro vytvoření rekombinačního plazmidu, ve 

kterém je sekvence IGFBP-3 řízena časným H5 promotorem, byl z plazmidu  

pSC59-E/L-IGFBP-3 vyštěpen časně pozdní promotor (E/L) pomocí restrikčního enzymu Sal I. 
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Obr. 6: Klonovací strategie pro přípravu rekombinačních plazmidů s IGFBP-3 

Sekvence pro gen IGFBP-3 byla vyštěpena z plazmidu pXBP-3WT XhoI pomocí XbaI a vložena do 

pUC131. Ze vzniklého pUC131-IGFBP-3 byl gen IGFBP-3 opět vyštěpen pomocí XhoI a vložen do 

stejně štěpeného pSC59. Vznikl tak pSC59-E/L-IGFBP-3, z něhož vyštěpení E/L promotoru pomocí Sal I 

vznikl rekombinační plazmid pSC59-H5-IGFBP-3. 
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Plazmidy pro imunizaci proti legumainu byly připraveny Dr. Šmahelem. Sekvence 

kódující gen pro myší legumain byla získána pomocí metody RT-PCR. Nejprve byla 

vyizolována RNA z nádorů indukovaných TC-1 buňkami a sekvence pro legumain byla 

amplifikována pomocí soupravy Qiagen LongRange 2Step RT PCR (Qiagen, Hilden, SRN) a 

primerů 5´-GTGAATTCGCCGCCATGACCTGGAGAGTGGCTGT-3´ (přímý směr) a  

5´-GCGAATTCAGTAGTGACTAAGACACAC-3´ (zpětný). K amplifikovanému genu byla 

přidána sekvence Kozakové a takto vzniklý konstrukt byl vložen do plazmidu pBSC štěpeného 

restrikčním enzymem EcoR I.  

Pro přípravu variant genu pro legumain, ve kterých byl zmutován RGD motiv  

(aa120-122), označených jako LgmnCGD a LgmnRGG, byla použita mutageneze pomocí 

soupravy Altered Sites II Mammalian Mutagenesis Systém (Promega, Fitchburg, Wisconsin, 

USA) a oligonukleotidů  5´-GCGTCACCTCCCAGCACGGCG-3´ pro LgmnCGD a  

5´-AGCTTCTGCGCCACCTCTCAG-3´ pro LgmnRGG.  

Pro přípravu fúzního genu byl za sekvenci kódující legumain nebo jeho mutované 

varianty vložen epitop p30, získaný amplifikací fragmentu C tetanického toxinu, a to buď v jeho 

zkrácené formě (TT1s) nebo dlouhé formě (TT1l). Sekvence pro epitop p30 byla vložena do 

místa pro restrikční endonukleázu Hind III.  

4.9. Buněčné linie 

Buněčná linie BSC40 byla odvozena z ledvinných fibroblastů kočkodana zeleného 

adaptovaných na růst při 40°C(Brockman a Nathans, 1974). Linie CV-1 byla odvozena 

z ledvinných buněk dospělého samce kočkodana zeleného (JENSEN et al., 1964). Lidské 

embryonální ledvinné epiteliální buňky 293T transformované adenovirovým E1A proteinem a 

velkým T antigenem viru SV40, byly získány od Dr. J. Kleinschmidta (DKFZ, Heidlberg, 

SRN).  Nádorová buněčná linie MK16/1/IIIABC (MK16/ABC) byla odvozena z ledvinných 

buněk myšího kmene C57BL/6 transdukovaných onkoproteiny E6 a E7 lidského papilomaviru 

16 (HPV16) a aktivním onkogenem H-ras (Smahel et al., 2001). Buněčná linie NIH/3T3 byla 

odvozena od embryonálních fibroblastů embrya myšího kmene NIH/Swiss (TODARO a 

GREEN, 1963). Myší buněčná linie TC-1 odvozená z primárních epiteliálních buněk myšího 

kmene C57BL/6 transformovaných onkogeny HPV16 E6, E7 a c-Ha-ras (Lin et al., 1996), byla 

získána od Dr. TC Wu (John Hoplins Medical Institutions, Baltimore, USA). Krysí buněčná 

linie RAT-2 byla odvozena od krysích embryonálních fibroblastů a postrádá expresi buněčné 

TK (Topp, 1981). Linie RMA-S byla odvozena od myšího T buněčného lymfomu s nefunkčním 

TAP-2 transportérem, a byla poskytnuta Dr. T Schumacherem (The Netherlands Cancer 

Institute, Amsterdam, Nizozemí). Buněčné linie BSC40, 293T, MK16/ABC, NIH/3T3 byly 

kultivovány v médiu D-MEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, PAA Laboratories, 
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Pasching, Rakousko) s vysokým obsahem glukózy s 10% FBS (PAA Laboratories, Pasching, 

Rakousko). Buněčné linie CV1 a TC-1 byly kultivovány v médiu E-MEM (Eagle´s Minimum 

Essential medium, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) s 5% FBS. Buněčná linie RAT-2 byla 

kultivována v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) s přídavkem 3% FBS. 

Buněčná linie RMA-S byla kultivována v médiu RPMI-1640 s přídavkem 10% FBS a 10
-5

 M  

2-merkaptoethanolu. Pro kultivaci buněk byly použity plastové kultivační lahvičky a panely  

(TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Švýcarsko).  

4.10. Viry 

Virus vakcinie klon 13 kmene Praha (P13) byl získán plakovou purifikací z vakcíny proti 

pravým neštovicím VARIE Sevac používané na území Československa.(Kutinova et al., 1995). 

Tento virus byl díky své vysoké imunogenicitě vybrán jako základ rekombinantních vakcín.  

Virus P13-SigE7LAMP byl připraven naší laboratoří vložením fúzního genu SigE7LAMP 

do F7L lokusu viru P13(Mackova et al., 2004). Jako kontrolní virus sloužil v experimentech 

virus P13-SigE7LAMP-TK
-
, který byl připraven přerušením genu pro virovou TK vložením 

100bp odvozených od 11K promotoru VACV. Jako negativní kontrola při imunizacích sloužil 

virus P13-PreS2S exprimující obalový protein viru hepatitidy B (Kutinova et al., 1994). 

4.10.1. Práce s viry 

4.10.1.1. Plaková purifikace 

Na Petriho misky bylo nasazeno 5 ml suspenze buněk RAT-2 o koncentraci 2× 10
5
 

buněk/ml. Po 48 hodinách byly buňky infikovány 200μl virové suspenze v ředění 10
-1

 a 10
-2

.  

Po infekci byly buňky přelity 1% agarem doplněným médiem E-MEM s 5% FBS, doplněným 2 

ml bikarbonátu sodného a 1 ml BUdR (zásobní 10μg/ml) na 100 ml směsi. Po 3 až 5 dnech 

inkubace byly vzniklé plaky obarveny druhým přelivem obsahujícím navíc 2 ml/100 ml směsi 

neutrální červeně. Po obarvení byly vypíchány plaky z terminálního ředění do 1 ml média 

RPMI-1640 se 3% FBS a postup byl opakován. První dvě purifikace probíhaly za přítomnosti 

BUdR, který vytváří selekční tlak. Třetí purifikace probíhala již bez BUdR. Vypíchnuté plaky 

byly resuspendovány v médiu RPMI-1640 se 3% FBS a uloženy na -70°C. Na 24-jamkový 

panýlek byl nasazen 1 ml suspenze buněk RAT-2 o koncentraci 150 000 buněk/ml, která byla 

následně infikována 100 μl purifikovaného materiálu. Po několika dnech byly buňky 

zpracovány pro detekci rekombinant pomocí PCR. Pozitivním materiálem (500 μl) byly 

následně infikovány buňky CV-1 narostlé v kultivační lahvičce o ploše 25 cm2. 

Úplně degenerovaná kultura byla třikrát zmražena a rozmražena a centrifugována při 300 g 

po dobu 10 min. při 4°C. Získaný supernatant byl rozdělen do několika mikrozkumavek, z nichž 
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jedna byla použita k pomnožení viru na buňkách CV1 nebo BSC 40 a přípravě tzv. „rychlého 

koncentrátu“. 

4.10.1.2. Plaková titrace 

Na Petriho misky bylo nasazeno 5 ml suspenze CV-1 buněk o koncentraci 2× 10
5
 buněk/ml. 

Po 2 dnech buňky dorostly do plné konfluence a byly infikovány 200 μl virové suspenze. Ta 

byla připravena naředěním materiálu z „rychlého koncentrátu“ médiem E-MEM na 10
-5

- 10
-7

. 

Infekce a následné kroky probíhaly stejně jako u plakové purifikace. Po obarvení plaků byly 

vybrány ty misky, které mají počet plaků do 120 a jejich počet byl přepočítán na tzv. PFU, 

udávající koncentraci funkčních virových částic ve virovém inokulu. 

PFU/ml = počet plaků × ředění × 5 

4.10.1.3. Příprava virové suspenze 

Plně narostlá kultura BSC40 4×10
6
 na 300 cm

2
 láhev byla infikována virovým materiálem o 

známém titru MOI 0,1. Po 2 hodinách adsorpce byly buňky přelity 30 ml média D-MEM s 10 % 

FBS na láhev a uloženy do CO2 inkubátoru. Po 48 hodinách následovala purifikace IMV přes 

sacharózový gradient (JOKLIK, 1962). Infikované buňky byly nejprve centrifugovány 60 min. 

při 53 000g a 4°C. Vzniklý pelet byl resuspendován v médiu D-MEM bez séra a znovu stočen 

40 min při 53 000g a 4°C. Vzniklý pelet byl resuspendován ve 3 ml extrakčního pufru (1mM 

Na2HPO4/NaH2PO4, pH = 9) a sonikován 3× 1 min. na ledu, při amplitudě 6 na sonikátoru 

Soniprep 150 (MSE, Londýn, Velká Británie). 

Sonikovaný materiál byl následně centrifugován na stupňovém gradientu při 4500 g a 4°C 

po dobu 10 min. Vzniklý pelet byl opět resuspendován v 3 ml čerstvého extrakčního pufru a 

supernatan byl uschován. Resuspendovaný pelet byl znovu sonikován a centrifugován. Obě 

získané frakce supernatantu byly převrstveny na 10 ml roztoku 36% sacharózy v 1mM Tris pH 

= 8 a centrifugovány 90 min. při 29800 g a 4°C. Získaný pelet byl opět rozpuštěn v čerstvém 

extrakčním pufru, převrstven na 30 ml stupňového sacharózového gradientu (15, 36 a 45 % 

sacharosa v extrakčním pufru) a stočen 20 min při 29 800 g, 4 °C a zpomaleném brzdění. 

Vzniklá opaleskující vrstva, která se zpravidla objevuje na rozhraní 36 a 45 % sacharózy, byla 

odebrána a naředěna ve 30 ml extrakčního pufru. Následovala další centrifugace 60 min. při 

53 000g, 4°C. Sediment byl resuspendován v 1000 µl extrakčního pufru a po sonikaci rozplněn. 

Výsledné množství izolovaného viru bylo stanoveno pomocí titrace. 
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4.10.2. Příprava rekombinantních virů nesoucích IGFBP-3 

Pro přípravu rekombinantních virů vakcinie byl použit postup, který využívá homologní 

rekombinace mezi virem a rekombinačním plazmidem (Perkus et al., 1986).  

4.10.2.1. Rekombinace 

Na Petriho misky bylo nasazeno 5 ml suspenze buněk CV-1 o koncentraci 3×10
5
 buněk/ml 

a necháno růst do druhého dne. Další den byl připraven roztok obsahující 25 μg plazmidové 

DNA, přečištěné přes cesium-chloridový gradient, v celkovém objemu 50 μl vody. Tento roztok 

byl smíchán se 175 μl 2× koncentrovaného HeBS. Dále byl připraven zásobní roztok obsahující 

100 μl viru, 700 μl vody a 88,8 μl CaCl2. K 175 μl tohoto roztoku bylo za stálého míchání 

přikapáno 225 μl roztoku plazmidové DNA s HeBS.  

Rekombinační plazmid pSC59-H5-IGFBP-3, v němž se IGFBP-3 nachází pod kontrolou 

časného H5 promotoru sloužil k vytvoření rekombinantního viru P13-H5-IGFBP-3, kdy 

rekombinace probíhala do rodičovského viru P13, a viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, kdy 

byl jako základ na rekombinaci použit virus P13-SigE7LAMP. Rekombinační plazmid pSC59-

E/L-IGFBP-3 byl použit pro tvorbu virů P13-E/L-IGFBP-3 resp. P13-SigE7LAMP-E/L- 

IGFBP-3. Směs plazmidové DNA a viru byla inkubována 30 min. při pokojové teplotě a 

následně k ní bylo přidáno 350 μl média RPMI-1640 se 4% FBS. Vzniklá směs byla rozdělena 

na 2 misky s narostlými buňkami, z nichž bylo předem odsáto původní médium. Buňky byly 

následně umístěny na 2 hodiny do CO2 inkubátoru. Poté byly k buňkám přidány 3 ml čerstvého 

média RPMI-1640 se 4% FBS a buňky byly inkubovány dalších 20 hodin. Pak byly misky 3 x 

zmraženy a rozmraženy, médium s buněčnými zbytky bylo centrifugováno při 780 g po dobu 20 

min. při 4°C. Supernatant, obsahující směs rekombinantních virů, byl odebrán do čisté 

zkumavky a uložena na -70°C. 

4.10.2.2. Selekce rekombinantních virů 

Selekce rekombinantních virů byla prováděna plakovou purifikací v přítomnosti selekčního 

činidla, tymidinového analogu 5-bromo-2'-deoxyuridinu, při jehož přítomnosti netvoří 

standardní kmen plaky.  

Vytvořené plaky byly pomocí Pasteurových pipet vypíchány a resuspendovány v 1 ml 

média RPMI-1640 se 3% FBS. Následně byly 100 μl tohoto média infikovány buňky RAT-2, 

které byly den předem nasazeny v množství 150000 buněk na 24-jamkový panýlek. Po hodině 

infekce bylo k buňkám přidáno 400 μl média s 5 μl BUdR a panýlek byl umístěn do CO2 

inkubátoru. Podle rozvoje cytopatického efektu byly kultury druhý až čtvrtý den  

3 × zmraženy/rozmraženy a použity pro analýzu testem ELISA, nebo se zpracovány pro analýzu 

pomocí PCR. 
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4.10.3. Frakcionace virionů VACV 

V suspenzích IMV, přečištěných přes sacharózový gradient, bylo stanoveno množství 

proteinu pomocí Bio-RAD protein assay (Bio-RAD, Hercules, Kalifornie, USA). Následně byla 

suspenze naředěna tak, aby obsahovala stejné množství proteinu. Připravené suspenze byly 

centrifugovány 20 min. při 4°C a 13 000 g. Vzniklý pelet byl resuspendován v Tris pufru  

(50 mM Tris-HCl pH = 8,5, 10mM MgCl2) s přídavkem 1% NP-40 a směs byla inkubována 30 

min. při 37°C. Následně bylo vše centrifugováno 10 min. při 13000 g, 4°C. Výsledkem 

centrifugace byla solubilní membránová frakce (M) a pelet, který byl znovu inkubován 30 min. 

při 37°C v Tris pufru s 1% NP-40, 50 mM dithiothreitolem. Opakováním centrifugace, byla 

získána matrixová frakce (Mx). Získaný pelet byl finálně inkubován za stejných podmínek 

s Tris puferm s 0,5% deoxycholátem a 0,1% SDS. Touto poslední inkubací byla získána 

solubilní frakce jaderných proteinů (C1) a nesolubilní frakce (C2) (Gomez a Esteban, 2001; 

Zurkova et al., 2010). 

4.10.4. Neutralizační test rekombinantních VACV 

Buňky CV-1 kultivované 24 hodin v Petriho miskách byly infikovány 200 µl virové 

suspenze, obsahující takové množství viru, aby na misce vzniklo 150 plaků. Po 1,5 hodině 

adsorpce při 37°C bylo k buňkám přidáno buď neutralizující nebo kontrolní králičí sérum 

naředěné 1:5 v médiu E-MEM s 5%FBS, nebo médium samotné. Misky byly na 1 hodinu 

umístěny na 37°C, po kterých bylo z buněk odstraněno inokulum, a buňky byly přelity  

1% agarem doplněným médiem E-MEM s 5% FBS. Po 3 dnech v CO2 inkubátoru při 37°C, 

byly přelity 1% agarem s médiem a neutrální červení pro obarvení plaků a jejich následné 

spočítání. 

4.10.5. Test virové adsorpce 

Buňky CV-1 byly infikovány jako při neutralizačním testu. V indikovaných intervalech 

bylo inokulum odsáto a zamraženo na -70°C. Množství neadsorbovaného viru bylo stanoveno 

plakovou titrací. 

4.10.6. Analýza virové replikace in vivo pomocí qPCR 

Samicím myšího kmene C57BL/6 byly injikovány rekombinantní viry v dávce 1 × 10
6
 PFU. 

V indikovaných časových intervalech byly myši usmrceny a byla jim vyjmuta ovaria. Tato byla 

následně opláchnuta PBS a homogenizována v 0,4 ml pomocí homogenizátoru Omni tissue 

homogenizer TH-220 (Omni International, Kennesaw, Gerogia, USA). Z homogenizovaného 

materiálu bylo použito 50 µl pro izolaci DNA pomocí Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit, 

podle protokolu Purification of Total DNA from Animal Tissue. Pro odstranění RNA byly 
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vzorky inkubovány 2 min. se 2 µl RNázy (100 mg/ml) a následně byl přidán AL pufr. 

Z izolované DNA byly použity 2 µl pro namíchání reakční směsi qPCR obsahující 0,2 mM 

dNTP, 5 mM MgCl2, 300 nM forward primer 5'-TTG GCA ATA GTC CGT GTA ATC-3', 300 

nM reverse primer 5'-ATA CTT AAT CAT GTC GCC GAC -3' a 250 nM Taqmanovské sondy 

BHQ1-FAM 5'- CCA GTA ACA CGA GCT GGT GCT TGC TAG- 3'. Reakce PCR byla 

v reálném čase měřena na přístroji Rotorgene 3000 (Corbette Life Science, Cambridge,  

Velká Británie). Pomocí souběžné PCR plazmidu obsahujícího amplifikovaný úsek DNA byla 

sestrojena standardní křivka a kvantifikováno množství virové DNA ve vzorcích. Množství 

virové DNA bylo následně normalizováno na celkové množství DNA ve vzorku. 

4.11. Detekce IGFBP-3 testem ELISA 

Pro kvantifikaci produkce IGFBP-3 byla použita souprava Human IGFBP-3 Duoset ELISA 

Development System (R&D System, Minnesota, USA). Na mikrotitrační 96-jamkovou destičku 

Maxisorp (Nunc, Dánsko) bylo naneseno 100 μl vazebné protilátky o koncentraci 4 μg/ml v 

PBS. Po 20 hodinách při pokojové teplotě byly jamky třikrát promyty 400 μl promývacího 

pufru (PBS s 0,05% Tween 20). Následně byly 1 hodinu blokovány 300 μl blokovacího pufru 

(PBS s 5% Tween 20, 0,05% NaN3). Po 1 hod. byl blokovací pufr odsát a jamičky byly  

3× propláchnuty promývacím pufrem. Vzorky a standard byly smíchány s ředícím roztokem 

(PBS s 5% Tween 20, 2% BSA) na celkový objem 100 μl. Standard byl ředěn dvojkovou řadou 

v koncentracích 8500 - 266 pg/ml. Připravené vzorky byly naneseny do jamiček, kde byly 

ponechány 2 hodiny. Následně byly jamičky pětkrát opláchnuty promývacím pufrem.  

Po té bylo přidáno 100 μl detekční protilátky o koncentraci 200 ng/ml v ředícím pufru.  

Po 2 hodinách inkubace byly jamičky opět pětkrát opláchnuty. Bylo přidáno 100 μl konjugátu 

streptavidin-křenová peroxidáza naředěného v ředícím pufru v poměru 1:200 a inkubováno  

20 min. Opláchnutí bylo opakováno. Nakonec bylo přidáno 100 μl substrátového roztoku a 

necháno 20 min. inkubovat ve tmě. Probíhající barevná reakce byla zastavena přidáním 50 μl 

stop roztoku (2N H2SO4). Následně byla změřena absorbance roztoku při 450 nm pomocí  

Ultra Microplate Reader ELX808 (BioTEK Instruments Inc., Vermont, USA). 

4.12. Proteinová elektroforéza (SDS-PAGE) a  

western-blot 

Vzorky pro SDS-PAGE byly smíchány s denaturujícím pufrem dle Laemmliho a naneseny 

na 10% polyakrylamidový gel. Separované proteiny byly přeneseny na nitrocelulózovou 

(Hybond-C extra, Amersham plc, Amersham, Velká Británie) nebo PVDF membránu  

(GE, Dallas, Texas, USA) pomocí Trans-Blot SD semi-dry electrophoretic transfer cell  

(Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA). Následně byla membrána zablokována roztokem  
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10% odtučněného mléka v PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM 

KH2PO4, pH = 7,2 – 7,4). Zablokovaná membrána byla opláchnuta 3× 5 min. v PBS s 0,05% 

Tween 20. Po té byla 1 hod. inkubována s neznačenými primárními protilátkami nebo 

protilátkami značenými biotinem. Membrána byla opět opláchnuta a inkubována sekundární 

protilátkou konjugovanou s peroxidázou nebo konjugátem avidinu s křenovou peroxidázou  

(BD Pharmingen). Po opláchnutí byl pro vizualizaci použit ECL Detection Reagent Kit 

(Amersham, Amersham, Velká Británie). 

4.13. Průtoková cytometrie 

4.13.1. Detekce fosfatidylserinu ve virionech rekombinantních 

VACV 

Ke zhruba 100 000 mikrokuličkám s navázaným proteinem G (Flow Cytometry Protein G 

Antibody Binding Beads, Bangs Laboratories, Fishers, Indiana, USA) bylo přidáno 200 µl 

myšího anti-VACV séra nebo séra z naivních myší, naředěného 1:1 v PBS. Po 30 min. bylo ke 

kuličkám přidáno 100 µl blokovacího pufru (PBS s 1% BSA, 10% FBS, 0,1% NaN3) a směs 

byla za občasného kývání inkubována dalších 30 min. Kuličky byly následně centrifugovány  

2 min. při 300 g a 2× opláchnuty PBS. Přítomnost navázaného myšího IgG byla v části vzorků 

stanovena obarvením anti-myším Fab IgG fragmentem značeným Alexa Fluor 488 (Molecular 

Probes, Eugene, Oregon, USA). 

Ke zbylým kuličkám bylo přidáno 20 µl suspenze virionů přečištěných přes sacharózový 

gradient a směs byla inkubována 3 hod. Následně byly kuličky 2× propláchnuty PBS a po 

poslední centrifugaci byl pelet rozpuštěn ve 20 µl blokovacího pufru. Pro ověření zda se na 

kuličky navázal VACV, byla část kuliček inkubována s králičím anti-VACV sérem a následně 

vizualizovaná pomocí oslí anti-králičí protilátky značené DyLight 649 (Biolegend, San Diego, 

Kalifornie, USA).  

Zbylé kuličky s navázanými viry byly smíchány s 200 µl blokovacího pufru a inkubovány  

5 min., poté centrifugovány a 2× opláchnuty v PBS. Nakonec byly převedeny do 50 µl Annexin 

vazebného pufru a obarveny 15 min. inkubací s Annexinem V konjugovaným s PE  

(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Následně byly kuličky centrifugovány a 

resuspendovány v čerstvém annexin vazebném pufru. Všechny vzorky byly měřeny na 

průtokovém cytometru LSR Fortessa (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) a data 

byla analyzována pomocí Flowjo 7.6.5 (TreeStar, Ashland, Oregon, USA) nebo FACSDiva 6 

(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)  
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4.13.2. Identifikace makrofágů asociovaných s nádory 

Pro identifikaci makrofágů byly nádory vyvolané buňkami MK16/ABC vyjmuty 

z usmrcených myší a následně rozřezány na malé kousky. Pro přípravu jednobuněčné suspenze 

byla ke kouskům nádorové tkáně přidána Akutáza (PAA Laboratories, Pasching, Rakousko). 

Jejich další zpracování probíhalo pomocí disociátoru gentleMACS Octo (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, SRN) a řídilo se protokolem pro disociaci středně pevných lidských nádorů 

Tumor Dissociation Kit, human (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, SRN). Získaná buněčná 

suspenze byla centrifugována 10 min. při 300 g a 4 °C. Buněčný pelet byl opláchnut médiem 

RPMI-1640 s 10% FBS a znovu centrifugován. Vzniklý buněčný pelet byl pro odstranění 

červených krvinek resuspendován v ACK pufru (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM 

EDTA) a umístěn na 3 min. na led. Následně byla suspenze opět centrifugována 10 min při  

300 g a 4°C. Výsledný pelet by resuspendován ve FACS pufru (1% BSA, 0.1% NaN3 v PBS). 

Buňky byly spočítány pomocí ViCell XR (Beckman Coulter, Brea, Kalifornie, USA) a následně 

barveny monoklonálními protilátkami anti-CD11b protilátkou značenou FITC (BD Bioscience, 

Franklin Lakes, New Jersey, USA), anti-F4/80 konjugovanou s APC-eFluor 780 (eBioscience, 

San Diego, Kalifornie, USA). Pro barvení legumainu byla použita králičí polyklonální 

protilátka, popř. kontrolní izotypová kontrola, následována sekundární monoklonální protilátkou 

anti-králičí Ig značenou Alexa Fluor 546 (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA).  

4.14. Pokusy in vivo 

4.14.1. Histologická analýza nádorů 

Myši nesoucí nádory MK16/ABC o velikosti 1 cm v nejdelším měřeném rozměru, byly 

usmrceny a byly jim vyříznuty nádory. Pro histochemickou analýzu byly vyříznuté nádory 

fixovány v 10% formalinu a následně zality do parafinu. Histologické řezy byly následně 

barveny krysí monoklonální protilátkou proti povrchovému antigenu makrofágů F4/80 

(eBioscience, San Diego, Kalifornie, USA) nebo pomocí králičí polyklonální protilátky proti 

legumainu (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA). K vizualizaci bylo následně 

použito N-Histofine® Simple Stain
TM

 Mouse MAX PO (Rat) nebo N-Histofine® Simple 

Stain
TM

 Mouse MAX PO (R) (Nichirei Biosciences INC., Tokio, Japonsko). 

4.14.2. Imunizační pokusy 

4.14.2.1. Imunizace rekombinantními viry vakcinie 

Pro imunizace v profylaktickém uspořádání, byly samice myšího kmene C57BL/6  

IP imunizovány 1 dávkou rekombinantního viru obsahující 1×10
6
 PFU v 0,5 ml PBS.  
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Po 14 dnech jim bylo SC injikováno 3×10
5
 buněk MK16/ABC v 0,1 ml PBS. Při terapeutickém 

uspořádání imunizace bylo myším nejprve SC injikováno 6×10
4
 buněk TC-1. Po 10 dnech, kdy 

se vytvořily hmatatelné nádory, byly myši IP imunizovány 1×10
6
 PFU v 0,5 ml PBS.  

Růst nádorů byl monitorován 1× týdně. 

4.14.2.2. Imunizace biolistickou metodou 

Pro imunizaci biolistickou metodou byla plazmidová DNA navázána na 1 µm zlaté 

partikule (Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA), které byly použity jako náplň pro náboje do 

genové pistole (Bio-Rad). Myši byly imunizovány celkem 3 × v týdenních odstupech.  

Při imunizaci byly zlaté partikule s DNA vstřeleny do vyholeného bříška pod tlakem 400 psi, 

přičemž každá myš obdržela 2 dávky s celkovým obsahem 2µg DNA. Jako negativní kontrola 

byl při pokusu použit prázdný expresní plazmid pBSC. 

Části myší bylo v den imunizace IP podáno 50 µg CpG ODN (Generi Biotech, Hradec 

Králové, ČR) rozpuštěného v 200 µl PBS. Jiné části myší bylo 4 dny před imunizací  

IP injikováno 200 µg protilátky proti CD25 (klon PC61, Bio X Cell, West Lebanon, New 

Hampshire, USA), pro depleci více než 70% CD4
+
 CD25

+
 T-lymfocytů. Týden po poslední 

imunizaci byly myším odebrány sleziny, pro stanovení buněčné imunity, nebo jim bylo SC 

injikováno 5×10
5
 buněk MK16/ABC ve 150 µl PBS. Růst nádorů byl monitorován 2 × týdně. 

Velikost nádorů byla počítána z 3 měření dle vzorce: ( /6)(a×b×c). 

4.14.3. Testování buněčné imunity metodou ELISPOT 

Vypreparované sleziny z usmrcených imunizovaných myší byly homogenizovány buď 

pomocí autoklávovatelné síťky pomocí pístu z injekční stříkačky nebo později pomocí 

disociátoru gentleMACS Octo (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, SRN), za použití programu 

m_spleen_4. Mononukleární buňky byly izolovány gradientovou centrifugací ve Ficoll-Paque 

(GE Healthcare). Získané buňky byly přemístěny do média s RPMI s 10% FBS, spočítány a 

v koncentraci 5×10
5
 nasazeny na 96-jamkový panýlek s nitrocelulózovou membránou, na kterou 

byla předem navázána protilátka proti IFN-γ. Takto nasazené buňky byly 20 hod. stimulovány 

peptidy. Další den byla produkce cytokinů vizualizovaná za použití sekundární protilátky 

konjugované s peroxidázou. Vzniklé spoty byly spočítány za použití CTL-ImmunoSpot® S6 

(CTL, Shaker Heights, Ohio, USA). 

4.15. Statistická analýza 

Pro statistickou analýzu byl použit software Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, 

Kalifornie, USA) 
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5. Výsledky 

5.1. Modulace nádorového mikroprostředí pomocí  

IGFBP-3 

5.1.1. Vysoká hladina exprese IGFBP-3 je řízena H5 

promotorem 

Abychom zjistili, zda se jednotlivé rekombinantní viry liší v množství produkovaného 

IGFBP-3, infikovali jsme buňky CV-1 viry P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 nebo P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 při multiplicitě 0,1 PFU. V jednotlivých 

intervalech jsme buněčné kultury zmrazili na -70°C a opět rozmrazili. Následně jsme buňky 

v médiu 3 krát sonikovali na ledu po dobu 1 min. a buněčné zbytky odstranili 20 min. 

centrifugací při 830 g a 4°C. Množství lidského IGFBP-3 v takto připravených materiálech jsme 

stanovovali pomocí testu ELISA. Ve třech na sobě nezávislých experimentech jsme zjistili,  

že exprese IGFBP-3 řízená H5 promotorem je v intervalech 48 a 72 hodin statisticky 

signifikantně vyšší ( p < 0,001) než exprese řízená syntetickým E/L promotorem (Obr. 7). 

Jelikož exprese proteinů vložených do rekombinantních virů může být ovlivněna náhodnými 

mutacemi v jiných částech virového genomu, zahrnuli jsme do testování také nezávisle 

připravené sesterské rekombinantní viry označené jako P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) a 

P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b), které pozorování potvrdily. 
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Obr. 7: Analýza exprese IGFBP-3 rekombinantními VACV 

Buňky CV-1 byly infikovány viry P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3,  

P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 nebo sesterskými viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) a  

P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b) při multiplicitě 0,1 PFU. Celkové množství IGFBP-3 bylo stanoveno 

v duplikátech pomocí testu ELISA. Na grafu je znázorněn aritmetický průměr  směrodatná odchylka 

(SD). Pro statistickou analýzu bylo použito dvoucestné analýzy variance (ANOVA). p < 0,05;  

p < 0,01; p < 0,001  

  

Následně nás zajímalo, zda lze detekované rozdíly v produkci IGFBP-3 pozorovat také 

in vivo. Myším kmene C57Bl/6 jsme injikovali 1x10
6
 PFU rekombinantních virů  

P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a 

poté jsme v den injekce, 3., 4. a 6. den po injekci myším odebrali krev pro stanovení hladiny 

IGFBP-3 v séru. Krev jsme následně stočili pro odstranění červených krvinek a získané sérum 

jsme zamrazili do doby analýzy na -70°C. 

Pro stanovení množství IGFBP-3 jsme myší sérum naředili 5×, 10× a 50× a následně 

provedli test ELISA.  Žádný ze vzorků neobsahoval detekovatelná množství IGFBP-3.  

Pro objasnění jsme provedli pokus, ve kterém jsme smíchali standart, dodávaný k našemu 

ELISA kitu a obsahující lidský rekombinantní IGFBP-3 o koncentraci 310 ng/ml, s negativním 

myším sérem v poměru 1:1 a směs umístili na 1 hodinu na 37°C. Poté jsme směs dále naředili 

tak, abychom získali roztoky o teoretické koncentraci 8 ng/ml a 2 ng/ml. Takto naředěné 
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roztoky jsme použili pro stanovení množství IGFBP-3 pomocí testu ELISA. Zjistili jsme, že 

inkubace rekombinantního IGFBP-3 s myším sérem vede k jeho inaktivaci. Místo teoretických 

8 ng/ml, obsahovala směs IGFBP-3 o koncentraci 2,3 ng/ml (Obr. 8). 

 

Obr. 8: Myší sérum inaktivuje rekombinantní lidský IGFBP-3 

Myší sérum získané z myší infikovaných virem P13-SigE7LAMP-TK
-
 bylo smícháno standardem 

IGFBP-3. Po hodině inkubace byla směs naředěna a bylo stanoveno množství IGFBP-3 testem ELISA.  

V grafu je znázorněn aritmetický průměr  směrodatná odchylka (SD). 

 

5.1.2. Inhibice růstu nádorů vysokou expresí IGFBP-3 a 

imunizací proti E7 onkoproteinu 

Rekombinantní viry charakterizované z hlediska exprese IGFBP-3 jsme následně použili 

pro preventivní a terapeutickou imunizaci proti nádorům exprimujícím E7 onkogen. Samicím 

myšího kmene C57BL/6(H-2b) bylo intraperitoneálně injikováno 1×10
6
 PFU rVACV a to buď  

2 týdny před subkutánní injekcí 3×10
5
 MK16/ABC buněk nebo 10 dní po injekci 6×10

4
 TC-1 

buněk.  

Preventivní vakcinace rekombinantním virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantně 

snižovala růst nádorů vyvolaných MK16/ABC buňkami. Průměrná velikost nádorů v této 

skupině byla 39., 46. a 53. den signifikantně menší než u skupin imunizovaných viry  

P13-H5-IGFBP-3 a P13-preS2S (Obr. 9a).  

Při terapeutické vakcinaci, kdy v době podání rVACV myši již nesly hmatatelné nádory, 

vykazovala skupina léčená virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantně pomalejší růst 

nádorů. U této skupiny byly nádory signifikantně menší ( p<0,05) již 11. den po injikování viru 
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v porovnání s neléčenou skupinou (Obr. 9b), která obdržela pouze PBS. U skupin, které byly 

léčeny rVACV P13-SigE7LAMP-TK
-
 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 došlo také 

k signifikantnímu zpomalení růstu nádorů ( p<0,001), které se projevilo 18. den po injekci 

virů. V pozdějších intervalech byly rozdíly ještě markantnější, když 32. den po injekci viru  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 byly nádory u této skupiny myší signifikantně menší ( p<0,05) 

než u viru P13-SigE7LAMP-TK
-
, který slouží jako pozitivní kontrola při imunizacích.  

Tato pozorování byla opakovaně potvrzena. 

Jelikož se objevil náznak, že by podání rekombinantního viru P13-E/L-IGFBP-3 mohlo mít 

efekt na růst nádorů, rozhodli jsme se pokus opakovat pouze s jednoduchými rekombinantami 

P13-H5-IGFBP-3 a P13-E/L-IGFBP-3, abychom odhalili potenciální terapeutický efekt 

samotného IGFBP-3. Jak je patrné z Obr. 9c, tak terapie založená na P13-H5-IGFBP-3 a  

P13-E/L-IGFBP-3 nebo kontrolním viru P13-preS2S nemá žádný signifikantní terapeutický 

efekt. 
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Obr. 9: Růst nádorů je inhibován preventivní či terapeutickou imunizací virem P13-SigE7LAMP-

H5-IGFBP-3. 

Růst nádorů MK16/ABC u myší, které byly preventivně imunizovány rVACV (a). Růst nádorů TC-1 u 

myší léčených terapeutickou imunizací (b, c). Experimenty byly 2× opakovány. Na grafech je znázorněn 

aritmetický průměr velikostí nádorů v jednotlivých intervalech  směrodatná odchylka (SD). Pro 

statistickou analýzu bylo použito dvoucestné analýzy variance (ANOVA). p < 0,05; p < 0,01 
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5.1.3. Exprese IGFBP-3 zvyšuje T-buněčnou odpověď proti 

VACV 

Jelikož preventivní a terapeutická imunizace rekombinantním virem P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 potlačovala růst nádorů, tak nás zajímalo, zda exprese IGFBP-3 může ovlivňovat 

indukci imunitní odpovědi zprostředkované T-lymfocyty. Přistoupili jsme tedy k imunizačnímu 

experimentu, při němž jsme imunizovali skupiny po 4 myších dávkou 3×10
6
 PFU 

rekombinantních virů P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo  

P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 v 0,5 ml PBS, kterou jsme podali intraperitoneálně.  

Po 12 dnech od imunizace jsme provedli stanovení imunitní odpovědi metodou ELISPOT, kdy 

jsme detekovali produkci IFN-γ T-lymfocyty. Pro stanovení imunitní odpovědi proti onkogenu 

E7 lidského HPV16, jsme T-lymfocyty stimulovali nonapeptidem RAHYNIVTF. Jak je vidět na 

obrázku 10, tak koexprese IGFBP-3 zvyšuje imunitní odpověď proti E7 proteinu jen velmi 

nepatrně. Větší rozdíly jsme detekovali u imunitní odpovědi proti VACV, kdy jsme  

T-lymfocyty stimulovali peptidem odvozeným od časného proteinu VACV E3 (aa140-aa148) 

(VGPSNSPTF). V tomto případě byla imunitní odpověď indukovaná rekombinantními viry 

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 výrazně vyšší než u viru 

P13-SigE7LAMP-TK
-
, ačkoliv toto zvýšení není signifikantní v důsledku vysoké variability 

(Obr. 10).  

 

Obr. 10: Exprese IGFBP-3 zvyšuje imunitní odpověď proti VACV 

Skupiny myší (n=4) byly intraperitoneálně imunizovány viry P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-

H5-IGFBP-3 nebo P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3. Počet IFN-γ produkujících buněk byl stanoven 

metodou ELISPOT. Každý symbol na obrázku představuje 1 jamičku. Na grafu je vodorovnou čárou 

znázorněn aritmetický průměr  SD. Pro statistickou analýzu byl použit t-test.  
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5.1.4. Vysoká hladina exprese IGFBP-3 podporuje replikaci 

rVACV 

Pro objasnění mechanizmu, kterým vysoká hladina exprese IGFBP-3 zvyšuje imunogennost 

a terapeutický potenciál rekombinantního viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, jsme se rozhodli 

stanovit, zda se viry exprimující IGFBP-3 nemnoží lépe než kontrolní virus  

P13-SigE7LAMP-TK
-
.   

V prvním kroku jsme analyzovali replikaci virů in vivo. Za tímto účelem jsme myši kmene 

C57BL/6(H-2b) infikovali 1×10
6
 PFU rekombinantních VACV a v indikovaných intervalech 

detekovali množství DNA v ovariích pomocí kvantitativní PCR. Jak je patrné z obr. 11, tak 

virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 vykazuje 3. den po inokulaci vyšší míru replikace 

v porovnání s virem P13-SigE7LAMP-TK
-
 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3. Také 4. den po 

infekci jsou patrné rozdíly, kdy v ovariích myší, které byly infikovány rekombinantními viry 

exprimujícími IGFBP-3, je detekovatelné větší množství virové DNA než u myší infikovaných 

P13-SigE7LAMP-TK
-
. Pozorované rozdíly ovšem nejsou statisticky signifikantní v důsledku 

vysoké variability in vivo pokusů. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli množení virů dále studovat 

in vitro. 

Pro testování virové replikace in vitro jsme použili jednak buněčnou linii CV-1, 

představující buněčnou linii, na které provádíme titrace virů, a linii TC-1, která představuje 

myší model nádorů děložního čípku. Buňky jsme nechali vždy růst 24 h do plné konfluence a 

následně infikovali rekombinantními viry P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-

3 nebo -SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 při multiplicitě 0,1. Po 48 hodinách od infekce jsme buňky 

uvolnili do média a sonikovali 3× 1 min. na ledu. Buněčné zbytky jsme následně odstranili 

centrifugací. Množství produkovaného IGFBP-3 jsme následně stanovili pomocí testu ELISA a 

množství obsaženého viru jsme stanovili titrací na CV-1 buňkách. Analýza replikace viru  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na buňkách CV-1 i TC-1 ukázala, že se tento virus množí 

signifikantně lépe než virus P13-SigE7LAMP-TK
- 

(Tab. 2). Virus P13-SigE7LAMP-E/L-

IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-TK
-
 se na TC-1 buňkách množí srovnatelně. Rozdíly mezi těmito 

viry jsou ovšem patrné na CV-1 buňkách, které jsou vůči infekci citlivější.  

Virus P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 se na nich množí signifikantně lépe než virus  

P13-SigE7LAMP-TK
-
. Stejných výsledků jsme dosáhli při MOI 2 za 24 hodin.  

Na základě těchto dat jsme navrhli hypotézu, že množství produkovaného IGFBP-3 

hraje klíčovou roli v replikaci viru. Pro její otestování jsme tedy experiment zopakovali 

v přítomnosti neutralizující polyklonální protilátky AF675 proti IGFBP-3. Po 2 hodinách 

adsorpce viru na buňky jsme buňky opláchli čerstvým médiem a následně přidali médium 
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obsahující 4 µg/ml anti-IGFBP-3 protilátky nebo PBS. Po 24 hodinách kultivace při 37°C  jsme 

přidali ještě další dávku protilátky a nakonec po 48 hod. po infekci jsme buňky zpracovali pro 

stanovení množství IGFBP-3 a množství vyprodukovaného viru. Zjistili jsme, že přítomnost 

neutralizující anti-IGFBP-3 protilátky signifikantně snižuje ( p<0,01) množství 

produkovaného virového potomstva (Obr. 12A) a také množství detekovatelného IGFBP-3  

(Obr. 12B).  

Ačkoliv jsme přidali 4 µg/ml neutralizující protilátky, nebylo toto dostačující pro plnou 

neutralizaci IGFBP-3, které bylo dosaženo pouze v médiu viru P13-SigE7LAMP-TK
-
. 

Neutralizace IGFBP-3 v médiu buněk infikovaných virem P13-SigE7LAMP-TK
-
 byla spojena 

se signifikantním ( p<0,05) zvýšením množství produkovaného virového potomstva. Tento jev 

byl pozorován i při opakování daného experimentu, domníváme se tedy, že je toto dáno právě 

neutralizací IGFBP-3 v médiu. Při pokusech jsme se setkali s akumulací IGFBP-3 ve 

stárnoucích kulturách CV-1 buněk. Je tedy možné, že akumulace IGFBP-3 vede ke snížení 

metabolické aktivity CV-1 buněk a jeho neutralizace tomuto jevu brání. Virus vakcinie se pak 

na metabolicky aktivních buňkách množí lépe. 

 

Obr. 11: Exprese IGFBP-3 zvyšuje replikaci rekombinantních virů in vivo 

Samice myšího kmene C57BL/6 byly intraperitoneálně infikovány rVACV. V daných časových 

intervalech byla stanovena replikace virů pomocí qPCR. Na obrázku jsou zachyceny geometrické 

průměry dat. Pro statistickou analýzu byla použita dvoucestná ANOVA. p < 0,05; p < 0,01; p < 

0,001 
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Tabulka 2: Vysoká hladina exprese IGFBP-3 podporuje replikaci rVACV in vitro 

Buněčná linie
 a)

 

 

Virus 

 

Výtěžek 

(PFU×10
7
) 

b)
 

IGFBP3 

(10
3
ng/ml) 

c)
 

CV1 P13-SigE7LAMP-TK
-
 2.73 ± 0.55  

CV1 P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 5.40 ± 0.67 3.74 ± 0.11 

CV1 P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 4.45 ± 0.63 1.58 ± 0.18 

TC-1 P13-SigE7LAMP-TK
-
 1.26 ± 0.11  

TC-1 P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 1.72 ± 0.20 0.73 ± 0.03 

TC-1 P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 1.08 ± 0.18 0.26 ± 0.01 

a)
 Replikace virů exprimujících IGFBP-3 jsme stanovovali 48 hodin po infekci na buňkách CV-1 nebo 

TC-1.  

b)
 Hodnota představuje aritmetický průměr 4 paralel  SD.  

c)
 Koncentrace IGFBP-3 byla měřena pomocí testu ELISA ve 2 paralelách. 

 

 

Obr.12: Neutralizace IGFBP-3 snižuje množství produkovaného viru  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 

Buňky CV-1 byly infikovány virem P13-SigE7LAMP-TK
-
 nebo P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3  

o MOI 0,1 a kultivovány za přítomnosti neutralizující protilátky proti lidskému IGFBP-3. Množství viru 

v supernatantech bylo stanoveno titrací v kvadruplikátech (A). Koncentrace IGFBP-3 v médiu byla 

stanovena pomocí testu ELISA (B). Na grafech je znázorněn aritmetický průměr  SD. Pro statistickou 

analýzu byla použita jednocestná ANOVA. p < 0,05; p < 0,01 
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5.1.5. IGFBP-3 exprimovaný rekombinantními viry vakcínie 

je inkorporovaný do intracelulárních maturovaných 

virionů 

Na základě pozorování, že neutralizující protilátka proti IGFBP-3 snižuje titr viru  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, jsme se rozhodli otestovat, zda nedochází k inkorporaci 

IGFBP-3 do IMV. Pro detekci IGFBP-3 ve virionech jsme použili metodu western-blot. 

Nejprve jsme připravili vzorky obsahující viriony rVACV purifikované přes sacharózový 

gradient obsahující stejné množství proteinu. Množství proteinu ve směsích purifikovaných virů 

jsme stanovovali pomocí Bradfordovy metody. Abychom zajistili, že pozorované chování 

rVACV není dáno náhodnými mutacemi, zahrnuli jsme do pokusů i nezávisle připravené 

sesterské viry P13-SigE7LAMP-TK
-
(b), P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b), P13-SigE7LAMP-

E/L-IGFBP-3(b). Připravené vzorky jsme separovali na 10% denaturujícím polyakrylamidovém 

gelu (SDS-PAGE) a separované proteiny následně přenesli na nitrocelulózovou membránu.  

Pro zobrazení IGFBP-3 jsme použili kozí polyklonální protilátku BAF675 konjugovanou 

s biotinema komplex avidin-křenová peroxidáza. Na obr.13A je zachycen výsledný western-

blot, na kterém jsou patrné 4 proužky (I-IV) ve virových suspenzích P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b). Proteiny obsažené v proužku I svou molekulární 

hmotností odpovídají standardu glykosylovaného hIGFBP-3. Proteiny lokalizované v proužcích 

II a III mají menší molekulární hmotnost pod 25 kDa. Detekovaný proužek IV obsahuje 

proteiny, jejichž molekulová hmotnost se pohybuje okolo 80 kDa. Proužky I-III jsme detekovali 

také v suspenzích virů P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b) 

(Obr. 13A), ale pro jejich vizualizaci byla nutná delší expozice, což znamená menší množství 

integrovaného proteinu.  

V další fázi nás zajímalo, v jaké části IMV se nachází integrovaný IGFBP-3. Opět jsme 

použili suspenze virionů P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) přečištěné přes sacharózový gradient, které obsahovaly 

stejné množství proteinů. Viriony v těchto suspenzích jsme frakcionovali a jednotlivé frakce 

analyzovali pomocí western-blotu za použití biotinylované protilátky proti IGFBP-3.  

Stejně jako v předcházejícím pokusu jsme nedetekovali žádné proužky ve frakcích viru  

P13-SigE7LAMP-TK
-
 (Obr. 13B). V membránové frakci (M) virů P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) jsme detekovali pouze velmi slabé proužky. 

V matrixové frakci (Mx) jsme detekovali IGFBP-3 (proužek I) a dva menší proužky II a III. 

V solubilní core frakci (C1) a nesolubilní frakci (C2) jsme detekovali především proužek 

IGFBP-3 (I) a větší proužek IV. 
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Zajímalo nás také, zda inkorporace IGFBP-3 do IMV ovlivňuje celkové proteinové 

složení virionů P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 ve srovnání 

s kontrolním virem P13-SigE7LAMP-TK
-
. Opakovali jsme tedy separaci virionů rVACV na 

10% SDS-PAGE a gel jsme následně obarvili pomocí Coomassie brilliant blue. Jak je patrné 

z obrázku 13C, tak získané vzory barvení jsou u všech virů stejné a je tedy pravděpodobné, že 

přítomnost IGFBP-3 neovlivňuje sestavování virové partikule. 

 

Obr. 13: IGFBP-3 je inkorporován do virionů rVACV, ale neovlivňuje strukturu virionu. 

Suspenze virů P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-TK

-
(b), P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-

SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b), P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b) byly 

analyzovány metodou western-blot. Přítomnost IGFBP-3 byla detekována pomocí biotinylované 

polyklonální protilátky proti IGFBP-3. Expoziční doba při vyvolání byla 2 s (A). Membránová, matrixová 

a 2 core frakce virionů virů P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-
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H5-IGFBP-3(b) byly analyzovány pomocí western-blotu (B). Složení virionů virů P13-SigE7LAMP-TK
-
, 

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 bylo stanoveno pomocí SDS-PAGE 

s následním barvením Coomassie brilliant blue (C). 

 

5.1.6. Adsorpce rVACV na buňky je ovlivněna inkorporací 

IGFBP-3 

V dalším kroku jsme se rozhodli zjistit, která fáze replikačního cyklu viru je ovlivněna 

koexpresí IGFBP-3 a zda je možné, že přítomnost IGFBP-3 v partikuli viru P13-SigE7LAMP-

H5-IGFBP-3 nějakým způsobem ovlivňuje vstup viru do buňky. Proto jsme infikovali CV-1 

buňky po dobu 1,5 hod. při 37°C viry P13-SigE7LAMP-TK
-
 nebo P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3. K infekci bylo použito takové množství infekčních virových částic, aby daly 

vzniknout zhruba 150 plakům na 1 Petriho misce. Po ukončení infekce jsme na 1 hod. přidali 

králičí sérum schopné neutralizovat VACV nebo kontrolní sérum z neimunizovaných králíků. 

Na konec jsme misky přelili agarem s médiem a po třech dnech inkubace při 37°C jsme 

spočítali vzniklé plaky. Jak je vidět na obrázku 14, tak nejsou patrné žádné rozdíly mezi 

infikovanými buňkami, které byly kultivovány v samotném  médiu nebo v médiu obsahujícím 

neimunní sérum. Rozdíly jsou ovšem patrné u infikovaných buněk kultivovaných v médiu 

s neutralizujícím králičím sérem. V přítomnosti neutralizujícího séra dal virus  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 vzniknout statisticky signifikantně ( p<0,01) více plakům než 

virus P13-SigE7LAMP-TK
-
. Tyto výsledky naznačují, že virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 

v porovnání s virem P13-SigE7LAMP-TK
-
 snadněji penetruje do buněk CV-1.  

Jelikož tento experiment nemohl vyloučit možnost ovlivnění ještě časnějšího kroku 

v replikačním cyklu, tedy fázi adsorpce, rozhodli jsme se pokus zopakovat. Tentokrát jsme 

ovšem v různých časových intervalech stanovovali množství neadsorbovaného viru. Experiment 

jsme prováděli vždy ve čtyřech paralelách, kdy jsme v daném intervalu odsáli inokulum, které 

jsme zmrazili do doby, kdy bylo použito k titraci (Obr. 15). Zjistili jsme, že v časových 

intervalech do 1 hod. je adsorpce viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-TK
-
 

stejná. V pozdějším intervalu 1,5 hod jsme ovšem pozorovali signifikantně vyšší depleci  

( p= 0,0205) viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 z inokula než u viru P13-SigE7LAMP-TK
-
. 

Tento rozdíl jsme pozorovali i v čase 2 hod., ačkoliv zde nebyl statisticky signifikantní. 

Pokud bychom měli tedy výsledky shrnout, tak virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 má 

větší schopnost adsorbovat na buňky, což přispívá k lepšímu vstupu tohoto viru do buněk a 

celkově lepší replikaci v porovnání s virem P13-SigE7LAMP-TK
-
. 
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Obr. 14: IGFBP-3 zvyšuje schopnost rekombinantních virů vakcinie penetrovat do buněk CV-1 

Buňky CV-1 byly infikovány viry P13-SigE7LAMP-TK
-
 nebo P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3. 

Po adsorpci bylo k infikovaným buňkám přidáno médium (M), neimunní sérum (N) nebo neutralizující 

králičí anti-VACV sérum. Buňky byly následně zpracovány metodou plakové titrace. Zobrazené hodnoty 

představují aritmetický průměr pěti paralel  SD. Pro statistické vyhodnocení byla použita jednocestná 

ANOVA. p<0,01, p<0,001 
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Obr. 15: IGFBP-3 zvyšuje schopnost adsorpce rVACV na buňky CV-1 

Adsorpci viru jsme stanovovali jako množství neadsorbovaných infekčních částic viru (PFU). Stejně jako 

v předešlém pokusu jsme infikovali buňky CV-1 viry  P13-SigE7LAMP-TK
-
 a P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3. V daných intervalech jsme inokulum odsáli a následně titrací stanovili počet PFU. Každá 

zobrazená hodnota představuje aritmetický průměr pěti paralel  SD. Pro statistické vyhodnocení byl 

použit t-test. p<0,05 

 

5.1.7. Povrch virionů P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 obsahuje 

více fosfatidylserinu než povrch virionů  

P13-SigE7LAMP-TK
-
 

Pro bližší charakterizaci mechanizmu, který by mohl být zodpovědný za lepší adsorpci viru 

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na buňky, jsme se rozhodli analyzovat strukturu virionu 

z hlediska obsahu PS. Jedním z mechanismů, které virus vakcinie využívá pro vstup do buňky je 

proces makropinocytózy, kdy virion vypadá jako apoptotické tělísko – tzv. apoptotické 

mimikry. 

Za tímto účelem jsme upravili metodu popsanou původně pro fluorescenční kvantitativní 

detekci virů HIV imobilizovaných na mikrokuličkách pokrytých protilátkami. V našem případě 

jsme použili její modifikovanou variantu pro detekci obsahu fosfatidylserinu ve virionech 

VACV. Při zavádění této metody jsme nejprve museli prokázat, že se na povrch mikrokuliček 

pokrytých proteinem G váže myší sérum. K mikrokuličkám jsme přidali buď neimunní myší 

sérum z neimunizovaných myší, nebo myší sérum neutralizující VACV. Pro vizualizaci 
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navázaného myšího séra jsme následně použili Fab fragment protilátky rozpoznávající myší 

imunoglobuliny (Ig) třídy IgG konjugovaný s flourochromem Alexa Fluor 488. Jak je patrné 

z obrázku 16, tak obě myší séra se stejnou měrou váží na mikrokuličky pokryté proteinem G. 

 

Obr. 16: Mikrokuličky pokryté G-proteinem váží myší sérum 

K mikrokuličkám pokrytým G-proteinem bylo přidáno neimunní myší sérum, anti-VACV mší sérum 

nebo PBS. Vazba myšího séra byla vizualizována pomocí IgG Fab fragmentu rozpoznávajícího myší IgG, 

který byl značen Alexa Fluor 488. Fluorescence byla měřena na průtokovém cytometru BD LSRFortessa 

 

V další fázi jsme museli ověřit, zda se na imobilizované sérum na mikrokuličkách 

specificky váže virus vakcinie. Přidali jsme tedy ke kuličkám s navázaným neimunním či anti-

VACV sérem viriony purifikované přes sacharózový gradient. Po jejich navázání jsme pak 

k jejich vizualizaci použili kombinaci králičího anti-VACV séra a sekundární protilátky 

rozpoznávající králičí Ig značené DyLight 649. Na základě tohoto experimentu se nám podařilo 

dokázat, že průměrná intenzita fluorescence je vyšší u mikrokuliček rozpoznávajících VACV 

než u kuliček pokrytých neimunním sérem (Obr. 17a). Abychom vyloučili, že případné 

pozorované rozdíly v obsahu PS jsou dány rozdílnou vazbou různých rekombinantních virů, 

pokus jsme zopakovali s různými rekombinantami. Ke kuličkám s imobilizovaným anti-VACV 

sérem jsme přidali suspenzi virionů virů P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3(b), P13-SigE7LAMP-TK
-
 nebo P13-SigE7LAMP-TK

-
(b) přečištěných přes 

sacharózový gradient, které obsahovaly 50µg proteinů. Výsledek experimentu je zachycen na 

obrázku 17b a je z něj patrně, že se všechny viry váží na mikrokuličky se stejnou intenzitou.  
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Obr. 17: G-proteinové mikrokuličky s navázaným anti-VACV sérem váží virus vakcinie 

K mikrokuličkám s navázaným myším neimunním sérem nebo anti-VACV sérem byla přidána virová 

suspenze. Pro vizualizaci bylo použito králičí anti-VACV sérum a oslí anti-králičí protilátka značená 

DyLight 649 (A). K mikrokuličkám byla přidána suspenze virů P13-SigE7LAMP-TK
-
, P13-SigE7LAMP-

TK
-
(b), P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) a vizualizována pomocí 

králičího anti-VACV séra a oslí anti-králičí protilátky značené DyLigth 649 (B). 

 

Nakonec jsme mohli přistoupit k analýze obsahu PS ve virionech rekombinantních virů.  

Za tímto účelem jsme navázali na mikrokuličky viriony viru P13-SigE7LAMP-TK
-
,  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo PBS, následně je barvili Annexinem V konjugovaným s  

PE a poté změřili intenzitu fluorescence na průtokovém cytometru. Nejvyšší hodnotu 

fluorescence vykazovaly kuličky pokryté viriony P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, která byla 

vyšší než fluorescence detekovaná na kuličkách s navázaným P13-SigE7LAMP-TK
-
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(Obr. 18A). Nejnižší intenzitu fluorescence jsme naměřili na kuličkách bez viru. Abychom 

pozorované rozdíly v obsahu PS potvrdili, experiment jsme zopakovali. Tentokrát jsme použili 

suspenze s nižším obsahem proteinů, 20 µg, a zahrnuli jsme také nezávisle připravené sesterské 

P13-SigE7LAMP-TK
-
(b) a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b). Podařilo se nám potvrdit, že 

pozorované chování platí i pro nezávisle připravené sesterské viry a že obsah PS u virů P13-

SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) je shodný (Obr. 18B). 

 

Obr. 18: Viriony viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 mají zvýšený obsah fosfatidylserinu 

Na mikrokuličky pokryté myším anti-VACV sérem byly navázány viry  P13-SigE7LAMP-TK
-
,  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo PBS a obarveny Annexinem V značeným PE (A). Pokus byl 

zopakován s nezávisle připravenými sesterskými viry P13-SigE7LAMP-TK
-
(b) a P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3(b) (B). Intenzita fluorescence byla změřena pomocí průtokového cytometru LSRFortessa. 
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5.2. Ovlivnění nádorového mikroprostředí imunizací 

proti M2-polarizovaným makrofágům asociovaným 

s nádory 

5.2.1. Nádory vyvolané buňkami MK16/ABC obsahují 

makrofágy 

V první řadě bylo nutné zjistit, zda jsou nádory indukované buňkami MK16/ABC 

infiltrovány M2 polarizovanými makrofágy, které exprimují endopeptidázu legumain. Za tímto 

účelem jsme myším subkutánně injikovali 5×10
5
 buněk MK16/ABC. Po té co nádory dorostly 

v nejdelším rozměru do velikosti 1 cm, jsme myši usmrtili a odebrali nádory. Ty jsme zafixovali 

v 10 % formalínovém pufru, zalili do parafínu a připravili histologické řezy. Připravené 

histologické řezy jsme obarvili krysí monoklonální protilátkou proti F4/80, abychom zobrazili 

makrofágy. Část vzorků jsme také barvili pomocí králičí polyklonální protilátky proti 

legumainu. Jak je vidět na obr. 19, tak se nám podařilo detekovat významnou infiltraci 

makrofágy. Část infiltrujících buněk produkuje také legumain. Histologie ovšem nemohla 

potvrdit, že se v případě buněk produkujících legumain jedná o makrofágy. 

Pro definitivní potvrzení jsme se rozhodli použít průtokovou cytometrii. 

F4/80 Legumain 

  

Obr. 19: Nádory indukované MK16/ABC jsou infiltrovány makrofágy a buňkami produkujícími 

legumain 

Zobrazen je histologický řez z nádoru vyvolaného buňkami MK16/ABC, který byl obarven protilátkami 

proti F4/80 či legumainu. 
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5.2.2. Optimalizace postupu pro izolaci makrofágů pro 

průtokovou cytometrii 

Pro přípravu jednobuněčné suspenze z nádorů jsme se rozhodli použít disociátor 

gentleMACS Octo, který umožňuje zpracovat více vzorků najednou. Bylo ovšem nutné vybrat 

správný protokol, který by dal nejvyšší výtěžek v podobě živých buněk. Rozhodli jsme se 

otestovat 5 protokolů, zahrnujících standardní protokoly od výrobce 

(http://www.miltenyibiotec.com/en/support/resources/data-sheets-and-manuals/protocols.aspx), 

protokol za použití trypsinu a hybridní protokol využívající postup pro izolaci lidských nádorů 

za použití programu pro disociaci myších nádorů (Tab.3). Z usmrcených myší jsme vyjmuli 

nádory, které jsme následně uchovávali na ledu v PBS. Nádory jsme následně rozřezali na 

kousky menší než 5 mm a k rozvolnění vložili do disociátoru pro použití jednoho z 5 protokolů. 

Po dokončení disociace jsme buňky stočili 10 min. při 300 g a 4°C. Buněčný pelet jsme 

resuspendovali v ACK pufru pro odstranění červených krvinek. Na konec jsme buňky ještě 

jednou stočili, ACK pufr odsáli a buňky resuspendovali ve vychlazeném PBS. Pro spočítání 

buněk a stanovení životnosti jsme použili ViCell XR. Zjistili jsme, že z hlediska počtu 

izolovaných buněk je nejlepší protokol na izolaci středně pevných lidských nádorů, pomocí 

kterého jsme získali 52,7×10
6
 buněk (Obr. 20). 

 

Obr. 20.: Porovnání různých protokolů pro disociaci nádorů MK16/ABC 

Pro podrobnosti k jednotlivým protokolům viz. Tab.3. Na grafu je znázorněn počet živých buněk. 
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Tabulka 3: Protokoly pro disociaci nádorů MK16 

1. Disociace pomocí 

trypsinu 

a) Ke kouskům nádorové tkáně bylo přidáno 5 ml Trypsinu. 

b) Následně byl 2x spuštěn program m_impTumor_03. 

c) Poté byly buňky rozvolněné trypsinem přemístěny do 50 ml zkumavky s  

25 ml D-MEM s 10% FBS. 

Ke zbylé nádorové tkáni bylo přidáno 5 ml čerstvého trypsinu a následovalo 

opakování bodu b) – c). Procedura byla opakována celkem 4x 

 

2. Disociace středně 

pevných lidských 

nádorů 

a) Ke kouskům nádorové tkáně bylo přidáno 5 ml Akutázy. 

b) Byl spuštěn program h_tumor_01. 

c) Po doběhnutí programu byl nádor umístěn na 30 min. na 37°C 

d) Následoval program h_tumor_02 

e) 37°C po dobu 30 min. 

f) Následoval 2x program h_tumor_02 

g) Buňky byly přefiltrovány přes autoklávovatelnou kovovou mřížku do 50 ml 

zkumavky. Zbytky nádoru na mřížce byly propláchnuty 2 ml PBS 

h) K buňkám ve zkumavce bylo přidáno 5 ml média D-MEM s 10% FBS. 

 

3. Disociace lidských 

nádorů s využitím 

myšího programu 

a) Ke kouskům nádorové tkáně bylo přidáno 5 ml Akutázy. 

b) Byl spuštěn program m_impTumor_01. 

c) Po doběhnutí programu byl nádor umístěn na 30 min. na 37°C 

d) Následoval program m_impTumor_02 

e) 37°C po dobu 30 min. 

f) Následoval 2x program m_impTumor_02 

g) Buňky byly přefiltrovány přes autoklávovatelnou kovovou mřížku do 50 ml 

zkumavky. Zbytky nádoru na mřížce byly propláchnuty 2 ml PBS 

h) K buňkám ve zkumavce bylo přidáno 5 ml média D-MEM s 10% FBS. 

 

4. Disociace pevných 

lidských nádorů 

a) Ke kouskům nádorové tkáně přidáno 5 ml Akutázy. 

b) Byl spuštěn program h_tumor_01. 

c) Po doběhnutí programu byl nádor umístěn na 30 min. na 37°C 

d) Následoval program h_tumor_01 

e) 37°C po dobu 30 min. 

f) Následoval 2x program h_tumor_01 

g) Buňky byly přefiltrovány přes autoklávovatelnou kovovou mřížku do 50 ml 

zkumavky. Zbytky nádoru na mřížce byly propláchnuty 2 ml PBS 

h) K buňkám ve zkumavce bylo přidáno 5 ml média D-MEM s 10% FBS 

 

5. Disociace myších 

nádorů 

a) Ke kouskům nádorové tkáně bylo přidáno 5 ml Akutázy. 

b) Byl spuštěn program m_impTumor_02. 

c) Po doběhnutí programu byl nádor umístěn na 30 min. na 37°C 

d) Následoval program m_impTumor_03 

e) 37°C po dobu 30 min. 

f) Následoval 2x program m_impTumor_03 

g) Buňky byly přefiltrovány přes autoklávovatelnou kovovou mřížku do 50 ml 

zkumavky. Zbytky nádoru na mřížce byly propláchnuty 2 ml PBS 

h) K buňkám ve zkumavce bylo přidáno 5 ml média D-MEM s 10% FBS. 
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Následně nás zajímalo, zda je možné v protokolu pro rozvolňování středně pevných 

lidských nádorů nahradit akutázu za dostupnější trypsin a jak toto ovlivní množství izolovaných 

makrofágů produkujících legumain. Je totiž známé, že trypsin může být vysoce agresivní a při 

delším působení zlyzovat buňky, popřípadě degradovat jejich povrchové antigeny. Vyjmuli 

jsme z myší (n=3) nádory, které jsme rozpůlili a připravili z nich jednobuněčné suspenze 

protokolem 2 za použití akutázy nebo trypsinu. Získané buněčné suspenze jsme následně barvili 

monoklonálními protilátkami proti povrchovým molekulám makrofágů, konkrétně CD11b a 

F4/80. Expresi legumainu jsme následně stanovovali pomocí polyklonální protilátky proti 

legumainu. Výsledné měření pomocí průtokového cytometru ukázalo, že při použití akutázy 

jsme schopni izolovat signifikantně více (***p=0,0004) makrofágů exprimujících legumain než 

v případě použití trypsinu (Obr. 21). 

 

Obr. 21: Použití akutázy při disociaci nádorů umožňuje izolaci většího množství makrofágů 

exprimujících legumain. 

Pomocí akutázy nebo trypsinu byla z nádorů připravena jednobuněčná suspenze. Množství legumain 

exprimujících makrofágů bylo stanoveno pomocí průtokového cytometru. Na grafu jsou znázorněny 

aritmetické průměry SD. Pro hodnocení statistické signifikance byl použit t-test. p < 0,001 

 

5.2.3. Výběr panelu protilátek pro detekci makrofágů 

Abychom mohli použít průtokovou cytomterii pro identifikaci M2 polarizovaných 

makrofágů asociovaných s nádory, bylo třeba navrhnout sadu protilátek pro jejich identifikaci. 

Celkem jsme se rozhodovali mezi dvěma variantami. První z nich byla založena na definici 

makrofágů na základě znaků F4/80 a MHC II. třídy, kdy jsme použili krysí monoklonální 

protilátku proti  F4/80 značenou PeCy5 a protilátku proti MHC II. třídy značenou PE. 

Optimalizovaným postupem jsme z nádorů připravili jednobuněčnou suspenzi, kterou jsme 
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obarvili výše zmíněným panelem. Pro analýzu přítomnosti makrofágů, jsme použili průtokový 

cytometr LSRFortessa a software FACSDiva 6.0 (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, 

USA). Zjistili jsme, že kombinace F4/80 a MHC II. třídy nevyděluje populaci makrofágů, ale 

vytváří kontinuum od F4/80 a MHCII negativních buněk k buňkám pozitivním (Obr. 22A). 

Abychom vyloučili, že pozorování není dáno chybou v postupu barvení nebo špatnou 

protilátkou, barvení jsme zopakovali. Při opakování jsme u myši nesoucí nádor provedli po 

usmrcení výplach peritonea 5 ml PBS se 3% FBS a získali peritoneální makrofágy. Jak je vidět 

na obrázku 22B, tak barvení peritoneálních makrofágů vyčlenilo populaci, kterou můžeme 

považovat za makrofágy. Oproti tomu barvení makrofágů izolovaných z nádorů opět přineslo 

stejný výsledek, jako je na obrázku 22A. Toto by mohlo souviset se značnou variabilitou 

exprese MHC II. třídy na makrofázích, kterou naznačuje i výsledek získaný z peritoneálních 

makrofágů, u nichž můžeme pozorovat fenotyp přecházející do MHC II
low

 až po MHC II
hi
. 

Navíc může být exprese MHC II u M2 polarizovaných makrofágů snížena. Rozhodli jsme proto 

makrofágy identifikovat jiným způsobem. 

 

Obr. 22: Použití detekčního panelu 1 neumožňuje jasně odlišit populaci makrofágů 

Makrofágy byly izolovány z nádorů vyvolaných MK16/ABC (A) nebo z peritonea (B) a obarveny 

protilátkami proti F4/80 a MHCII. 

 

Přistoupili jsme k testování druhého panelu, který definuje makrofágy jako buňky pozitivní 

na CD11b a F4/80. Pro barvení 10
6
 buněk jsme použili 100 ng protilátky proti CD11b značené 

FITC a 200 ng protilátky proti F4/80 značené eFluor780. Pro barvení legumainu jsme použili 

kombinaci 200 ng králičí polyklonání protilátky proti legumainu nebo izotypové kontroly a  

200 ng sekundární protilátky značené Alexa fluor 546. Na rozdíl od prvního panelu jsme 

v tomto případě získali populaci CD11b
+
 buněk, jejíž část exprimuje F4/80 a představuje 

makrofágy. (Obr. 23). 
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Obr. 23: Panel 2 umožňuje odlišit makrofágy asociované s nádory 

Makrofágy izolované z nádorů vyvolaných buňkami MK16/ABC byly obarveny pomocí F4/80 a CD11b. 

Na obrázku je zachycena strategie výběru populace, kdy je nejprve pomocí FSC a SSC vybrána populace 

buněk, pomocí FSC-H a FSC-A jsou vybrány jednotlivé buňky a následně je vynesena exprese F4/80 

proti CD11b. Makrofágy jsou pak určeny jako CD11b
+
F4/80

+ 
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5.2.4. Nádory MK16/ABC obsahují makrofágy exprimující 

legumain 

Poté, co jsme vybrali optimální panel detekčních protilátek, nás zajímalo jaké procento 

makrofágů izolovaných z nádorů exprimuje legumain. Skupině myší (n=6) jsme injikovali  

5 × 10
5 

buněk MK16/ABC stejně jako při přípravě histologických preparátů. Jakmile vzniklé 

nádory dosáhly v nejdelším rozměru 1 cm, myši jsme usmrtili a vyjmuli nádory. Tyto jsme 

následně rozvolnili na gentleMACS Octo a obarvili na CD11b, F4/80 a legumain. Zjistili jsme, 

že zhruba 48% všech makrofágů v nádorech exprimuje legumain (Obr. 24).  

 

Obr. 24: Nádory MK16/ABC obsahují infiltrující makrofágy exprimující Legumain 

Z nádorů byla pomocí disociátoru a enzymu akutázy připravena jednobuněčná suspenze a analyzována 

průtokovou cytometrií. Makrofágy byly detekovány pomocí průtokového cytometru jako CD11+F4/80+ 

buňky, jako kontrola barvení legumainu byla použita izotypová kontrola představující červenou linii na 

histogramu. 

 

5.2.5. Modifikace aminokyselinové sekvence legumainu 

snižují jeho stabilitu a mění buněčnou lokalizaci 

Imunizace proti tělu vlastním proteinům je spojena s celou řadou problémů. Jedná se 

především o výskyt tolerogenních mechanizmů, které brání vzniku autoimunitních onemocnění, 

a přispívají k nízké imunogennosti vlastních proteinů. Pro zvýšení imunogennosti jsme se 

rozhodli provést 3 druhy modifikací. Zaprvé, modifikace měnící stabilitu proteinu a zvyšující 

tím tvorbu peptidů v proteazomu, které mohou být prezentovány na molekulách MHC. Zadruhé, 

modifikace, které mění lokalizaci daného antigenu v buňce, čímž rovněž mohou přispívat k 

degradaci a k prezentaci peptidů na MHC.  Posledním druhem modifikace je zvýšení schopnosti 

aktivovat pomocné CD4
+ 

T-lymfocyty (TH) za využití tzv. pomocných epitopů. 
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Jako cíl pro modifikaci snižující stabilitu jsme vybrali RGD motiv, který se v genu pro 

legumain nachází. Bylo pozorováno, že mutace v tomto motivu mění lokalizaci a stabilitu PC-1 

(Lusson et al., 1997; Rovere et al., 1999).  Motiv RGD jsme pomocí cílené mutageneze změnili 

na motiv CGD (gen ozn. LgmnCGD) nebo RGG (gen ozn. LgmnRGG). Takto upravenými geny 

vloženými do expresního plazmidu pBSC jsme nejprve metodou kalcium-fosfátové precipitace 

transfekovali buňky 293T. Po 2 dnech kultivace při 37°C jsme buňky opláchli, zlyzovali 

smícháním s Laemmliho pufrem. Lyzáty jsme následně separovali na 10% SDS-PAGE gelu a 

nakonec metodou western-blot přenesli na PVDF membránu. Pro vizualizaci jsme použili 

kombinace králičí protilátky proti legumainu a sekundární anti-králičí protilátky konjugované 

s peroxidázou. Legumain je produkován jako pro-protein o molekulární hmotnosti 56 kDa. 

Autokatalytickým štěpením vzniká aktivní 46 kDa forma. Dalším proteolytickým štěpením 

může vzniknout ještě menší forma o molekulární hmotnosti 36 kDa, která se ovšem svou 

enzymatickou aktivitou neliší od 46 kDa (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000). Jak je patrné 

z obrázku 25A, tak v buňkách transfekovaných konstruktem LgmnRGG, je detekovatelný pouze 

nematurovaný legumain o velikosti 56 kDa. Změna v RGD motivu tedy vede ke snížení 

maturace legumainu. Abychom ověřili, zda změna RGD motivu ovlivňuje také distribuci 

proteinu v buňce, transfekovali jsme pomocí Lipofektaminu buňky 3T3 genovými konstrukty. 

Po 2 dnech od transfekce jsme buňky zafixovali ve 4 % paraformaldehydu, permeabilizovali a 

následně barvili. Pro barvení jsme opět použili králičí protilátku proti legumainu, ale jako 

sekundární protilátku jsme tentokrát použili kozí protilátku proti králičímu IgG konjugovanou 

s Alexa Fluor 546. Takto připravené konstrukty jsme studovali pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Zjistili jsme, že změna RGD motivu na RGG je spojena se změnou v buněčné 

lokalizaci, kdy nemutovaný legumain na rozdíl od LgmnRGG lokalizuje především do 

endoplazmatického retikula (Obr. 25B.). 
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A 

 

B Lgmn LgmnRGG 

  

Obr. 25: Modifikace genu pro legumain snižuje maturaci a mění buněčnou lokalizaci 

Buňky 293T byly transfekovány expresními plazmidy nesoucími modfikované geny pro legumain. Po 2 

dnech byly buňky zlyzovány a byl proveden western-blot. Membrána byla obarvena králičí polyklonální 

protilátkou proti legumainu (A). Buňky 3T3 byly transfekovány expresním plazmidem, po 2 dnech 

zafixovány ve 4% paraformaldehydu a obarveny králičí protilátkou proti legumainu. K vizualizaci na 

fluorescenčním mikroskopu byla použita sekundární protilátka značená AlexaFluor 546 (B). 

 

Druhou modifikací, kterou jsme provedli, bylo vložení pomocného epitopu p30 

odvozeného od tetanového toxinu (aa947-967) do genu pro legumain. Epitop p30 představuje 

univerzální pomocný epitop jehož flexibilní segment umožňuje vazbu na molekuly MHC II. 

Cílem této modifikace bylo zlomit toleranci proti tělu vlastním proteinům aktivací CD4
+
 TH 

lymfocytů. Gen pro legumain jsme modifikovali buď vložením samotného epitopu p30  

(ozn. Lgmn.TT1s) nebo jeho delší varianty TT1l (aa936-975, ozn. Lgmn.TT1l). Obě formy 

epitopu jsme vkládali do restrikčního místa rozpoznávaného restriktázou HindIII a to jak do 

genu pro Lgmn, tak do modifikované varianty LgmnRGG. I v případě těchto konstruktů jsme 

testovali, zda dochází ke změně v procesu maturace stejně jako v případě modifikace RGG. I 
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zde jsme pozorovali, že přidání TT1s i TT1l, blokuje vznik maturovaného legumainu o velikosti 

46 kDa (Obr. 25A).  

 

5.2.6. Modifikace genu pro legumain zvyšují jeho 

imunogennost 

Abychom stanovili, zda námi provedené modifikace genu pro legumain opravdu zvyšují 

jeho imunogennost, imunizovali jsme samice myšího kmene C57BL/6 pomocí genové pistole  

2 dávkami připravené DNA vakcíny, o celkovém množství 2µg DNA, 3 krát v 1 týdenních 

intervalech. Týden po podání poslední dávky DNA jsme myším odebrali sleziny, izolovali 

splenocyty a následně jsme detekovali imunitní odpověď na základě produkce IFN-γ metodou 

ELISPOT. Ke stimulaci splenocytů jsme použili 10 µg/ml peptidu Lgmn108-120 

(EDVTPENFLAVLR), který jsme vybrali na základě in silico predikce jeho vazby na MHC I. 

třídy a to jak alely H-2
b
 tak H-2

d
. 

Zjistili jsme, že obě modifikace RGD motivu statisticky signifikantně zvyšují 

imunogennost legumainu, ovšem modifikace GGD a RGG se svou imunogenností příliš neliší 

(Obr. 26).  

 

Obr. 26: Modifikace RGD motivu v genu pro legumain zvyšuje imunitní odpověď proti 

predikovanému epitopu Lgmn108-120. 

Ze slezin myší imunizovaných DNA vakcínami byly vyizolovány splenocyty, které byly použity pro 

stanovení počtu IFN-γ produkujících buněk metodou ELISPOT. Na grafu jsou znázorněny aritmetické 

průměry  SD. Pro statistické vyhodnocení byl použit t-test. p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001 
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V dalším kroku nás zajímalo, zda vložení TT1s a TT1l také způsobí zvýšení 

imunogennosti. Zajímalo nás také, zda kombinace TT1s či TT1l s modifikací RGD bude působit 

synergicky na další zvýšení imunogennosti. Zopakovali jsme tedy imunizační experiment, ale 

tentokrát jsme myši imunizovali pBSC bez inzertu, peptidem TT947-967 spolu s ODN CpG, 

Lgmn, Lgmn.TT1s, LgmnTT1l, LgmnRGG, LgmnRGG.TT1s, LgmnRGG.TT1l. Ukázalo se, že 

i v případě modifikace genu pro legumain inzercí TT1s nebo TT1l epitopu došlo 

k signifikantnímu zvýšení imunitní odpovědi v porovnání s nemodifikovaným genem  

(Obr. 27A). Kombinace modifikace RGD epitopu na RGG společně s inzercí pomocného 

epitopu TT1s nebo TT1l sice přinesla menší zvýšení imunogennosti, ale toto zvýšení nebylo 

statisticky signifikantní. Dále se co do síly pozorované imunitní odpovědi od sebe nelišily 

konstrukty s kratším TT1s od konstruktů s delším TT1l. Žádný rozdíl nebyl pozorovatelný mezi 

konstrukty  LgmnRGG.TT1s a LgmnRGGTT1l v porovnání s konstrukty Lgmn.TT1s resp. 

LgmnTT1l. Provedli jsme také testování imunitní odpovědi proti pomocnému epitopu TT, kdy 

jsme izolované splenocyty stimulovali peptidem odvozeným z epitopu p30 (TT947-TT967). 

Imunitní odpověď, kterou jsme v tomto případě detekovali pomocí metody ELISPOT, byla pro 

všechny konstrukty nesoucí epitop p30, ať už v kratší nebo delší formě, stejná (obr. 27B). Dále 

jsme vypozorovali, že imunitní odpověď proti epitopu TT je u všech 4 konstruktů o mnoho 

slabší, než odpověď detekovaná u myší imunizovaných peptidem TT947-967 v kombinaci 

s imunostimulačním motivem CpG. 
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Obr. 27: Inzerce epitopu p30 do genu pro legumain zvyšuje jeho imunogennost, ale kombinace 

s mutací v RGD motivu již další zvýšení nepřináší. Imunitní odpověď proti epitopu p30 je u fúzních 

genů nižší než imunizace peptidem v kombinaci s ODN CpG. 

Ze slezin imunizovaných myší byly vyizolovány splenocyty, které byly přes noc stimulovány peptidem 

Lgmn108-120 (A) nebo peptidem TT947-967 (B). Po stimulaci byl pomocí metody ELISPOT stanoven počet 

IFN-γ produkujících buněk. Na grafu jsou znázorněny aritmetické průměry  SD. Pro statistické 

vyhodnocení byl použit t-test. p < 0,05; p < 0,01 
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5.2.7. Vliv podání CpG na sílu indukované CTL odpovědi 

Imunizace DNA vakcínami biolistickou metodou může aktivovat jak TH1, tak TH2 typ 

adaptivní imunitní odpovědi. Zatímco TH2 odpověď podporuje spíše produkci protilátek a je 

asociována s agresivnějšími nádory, TH1odpověď je asociována s regresí nádorů a podporuje 

indukci protinádorových CD8
+
 CTL, které navíc pomáhá chránit před funkčním vyčerpáním. 

Abychom zjistili jestli CpG povede k posílení CD8
+
 CTL, injikovali jsme části myší v den 

vakcinace intraperitoneálně CpG ODN. Zjistili jsme, že přidání CpG ODN neovlivnilo produkci 

IFN-γ legumain specifickými CD8
+ 

lymfocyty (Obr. 28).  

 

Obr. 28: IP podání CpG nevede k posílení TH1 odpovědi 

Zopakovali jsme imunizační experiment stejně jako v předchozích případech, ale tentokrát jsme části 

myší intraperitoneálně (IP) podali 50 µg CpG ODN. Týden po poslední imunizace jsme provedli 

ELISPOT, ve kterém jsme stanovili počet IFN-γ produkujících buněk. Na grafu jsou znázorněny 

aritmetické průměry  SD. Pro statistické vyhodnocení byl použit t-test.  

5.2.8. Deplece Treg anti-CD25 protilátkou zvyšuje imunitní 

odpověď indukovanou konstrukty nesoucími epitop p30 

Imunizace proti tělu vlastním autoantigenům je často ztěžována v důsledku udržování 

periferní tolerance Treg. Jejich deplece před vakcinací pomocí anti-CD25 protilátky PC61 může 

vést ke zlomení tolerance a také ke zvýšení imunitní odpovědi CD8
+
 T-lymfocytů, příp. zvýšení 

avidity odpovídajících CD8
+
 T-lymfocytů. Z tohoto důvodu jsme se pokusili posílit 

indukovanou imunitní odpověď deplecí Treg. Opakovali jsme tedy imunizační experiment, 

tentokrát jsme ovšem části myší podali 4 dny před imunizací 200 µg PC61 anti-CD25 
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protilátky. V kontrolních myších byl třetí den po podání protilátky detekovatelný úbytek 

CD4
+
CD25

+
 T-lymfocytů o více než 70%. 

Deplece Treg vedla v tomto případě k signifikantnímu posílení imunitní odpovědi proti 

legumainu u myší imunizovaných modifikovaným genem LgmnRGG.TT1l (Obr. 29). Naopak 

v případě imunizace konstruktem LgmnRGG podání anti-CD25 protilátky žádný efekt nemělo.  

 

Obr. 29: Deplece Treg posiluje indukci TH1 odpovědi konstrukty s TT1l epitopem 

Při tomto opakování imunizačního experimentu jsme části myší 4 dny před imunizací intraperitoneálně 

(IP) podali 200 µg protilátky proti CD25. Pomocí metody ELISPOT jsme stanovili počet buněk 

produkujících IFN-γ. Na grafu jsou znázorněny aritmetické průměry  SD. Pro statistické vyhodnocení 

byl použit t-test. p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001 

 

5.2.9. Imunizace proti legumainu inhibuje růst nádorů 

indukovaných buňkami MK16/ABC 

Na konec jsme se rozhodli otestovat, zda jsou námi připravené DNA vakcíny schopny 

ovlivnit růst nádorů. Imunizovali jsme tedy myši DNA vakcínou nesoucí gen LgmnRGG.TT1l. 

Na základě analýzy imunitní odpovědi, jsme také u jedné skupiny myší přistoupili ke kombinaci 

deplece Treg a následné imunizaci. Týden po poslední imunizaci jsme myším injikovali  

5× 10
5 

buněk. Růst nádorů jsme pak monitorovali 2× týdně. 
 
Zjistili jsme, že imunizace proti 

legumainu signifikantně snížila růst nádorů (Obr. 30). Stejného výsledku jsme dosáhli i díky 

depleci Treg. Kombinace deplece Treg a následné imunizace již k inhibici růstu dále nepřispěla. 
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Obr. 30: Imunizace DNA vakcínou nesoucí modifikovaný gen LgmnRGG.TT1l inhibuje růst 

nádorů 

Zopakovali jsme imunizační experiment, ale tentokrát jsme části myší před imunizací podali protilátku 

proti CD25. Týden po poslední imunizaci jsme myším subkutánně injikovali 5×10
5
 buněk MK16/ABC. 

Růst nádorů jsme monitorovali dvakrát týdně. Na grafu jsou znázorněny aritmetické průměry  SD.  

Pro statistické vyhodnocení byla použita dvoucestná ANOVA. p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001 

 

 

5.2.10. Imunizace proti legumainu neovlivňuje množství 

makrofágů asociovaných s nádory 

Abychom zjistili, zda imunizace proti legumainu ovlivňuje množství makrofágů 

asociovaných s nádory, imunizovali jsme myši (n=6) DNA vakcínou LgmnRGG.TT1l. Týden 

po poslední imunizaci jsme myším injikovali MK16/ABC a čekali, až indukované nádory 

dorostou v nejdelším rozměru velikosti 1 cm. Myši s takovými nádory jsme usmrtili, nádory 

rozvolnili pomocí disociátoru a barvili pomocí detekčního panelu na přítomnost makrofágů 

exprimujících legumain. Zjistili jsme, že imunizace nemá vliv na zastoupení legumain 

exprimujících makrofágů (Obr. 31). 
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Obr. 31: Imunizace proti legumainu neovlivňuje množství makrofágů asociovaných s nádory 

exprimujícími legumain. 

Neimunizovaným a imunizovaným myším jsme injikovali buňky MK16/ABC. Poté, co nádory dosáhly 

velikosti 1 cm v nejdelším rozměru, jsme je vyjmuli a analyzovali infiltraci makrofágů exprimující 

legumain. 

 

5.2.11. Růst metastáz u myší imunizovaných proti legumainu 

Makrofágy asociované s nádory se podílejí na tvorbě metastáz. Bylo rovněž pozorováno, že 

buňky MK16/ABC jsou schopny spontánně metastazovat do plic a orgánů. Rozhodli jsme se 

tedy ověřit, zda je imunizace proti legumainu schopna ovlivnit tvorbu plicních metastáz. 

Pomocí genové pistole jsme imunizovali myši (n=6) pBSC, LgmRGG-TT1l, popř. jsme použili 

kombinace s podáním CpG ODN či deplecí Treg podáním protilátky proti CD25. Týden po 

ukončení imunizace jsme myším injikovali buňky MK16/ABC. Jelikož vývoj metastáz u buněk 

MK16/ABC koreluje s vývojem primárních nádorů, čekali jsme, až vzniknou nádory, jejichž 

objem přesahuje 1 cm
3
. Myši s takovými nádory jsme usmrtili a vyjmuli jsme jejich plíce, které 

jsme opláchli v PBS. Na vypreparovaných plicích jsme počítali vzniklé metastázy. V celé řadě 

skupin došlo k úhynu myší před tím, než dosáhl nádor velikosti 1 cm
3
. Všechny myši, jejichž 

nádor dosáhl velikosti 1 cm
3
, měly plicní metastázy a jejich počet se nijak nelišil mezi 

neimunizovanou a imunizovanou skupinou.  
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6. Diskuze 

6.1. Vliv exprese IGFBP-3 na protinádorovou 

imunoterapii 

Naše prvotní hypotéza předpokládala, že by vysoká hladina exprese IGFBP-3 zajištěná 

rekombinantním virem vakcinie mohla zpomalit růst nádorů a tak poskytnout čas pro indukci 

protinádorové imunitní odpovědi zacílené proti onkoproteinu E7. Vycházeli jsme při tom 

z pozorování, která ukázala snížení exprese IGFBP-3 v nádorových buňkách v důsledku 

hypermetylace promotoru či pozitivních regulačních elementů (Hanafusa et al., 2002;  

Lu et al., 2005). Snížení množství IGFBP-3 v nádorovém mikroprostředí zvyšuje zřejmě 

dostupnost IGF, které je následně schopné podávat prorůstové signály (viz. kapitola 2.1.2.1). 

Zároveň jsou buňky chráněny před indukcí apoptózy v důsledku internalizace IGFBP-3 a jeho 

transportu do jádra nebo jeho vazby na IGFBP-3R aktivující kaspázy (Micutkova et al., 2012; 

Schedlich et al., 2000; Lee et al., 2005; Ingermann et al., 2010). Buňky transformované HPV 

navíc díky E7 onkoproteinu mají schopnost snižovat množství IGFBP-3 v jádře zvýšenou 

polyubiquitinací a následnou degradací v proteazomu. Ačkoliv toto naznačuje, že použití našeho 

modelu není výhodné, je třeba počítat se schopností IGFBP-3 ovlivňovat buňky nádorového 

stromatu a také inhibiční dráhy nezávislé na jaderné lokalizaci. Bylo např. pozorováno, že 

inhibice signalizace z IGF-IR vede ke zvratu transformovaného fenotypu cervikálních 

nádorových buněk (Nakamura et al., 2000). 

Za účelem otestování naší hypotézy jsme zkonstruovali rVACV, jehož gen pro TK, byl 

přerušen vložením genu pro IGFBP-3 pod transkripční kontrolou časného promotoru H5 nebo 

syntetického časně-pozdního promotoru E/L, a zároveň nesl gen pro fúzní protein SigE7LAMP, 

který umožňuje indukci robustní imunitní odpovědi proti E7 onkoproteinu. Předpokládali jsme 

tedy, že nádory léčené podáním rVACV exprimujícími IGFBP-3 porostou pomaleji a budou 

lépe kontrolovány indukovanou imunitní odpovědí. 

Jelikož v dané době nebyly dostupné informace o vlivu exprese IGFBP-3 na VACV, bylo 

třeba provést charakterizaci připravených rekombinantních virů. Odhalili jsme několik rozdílů 

mezi viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a kontrolním virem 

P13-SigE7LAMP-TK
-
. Zjistili jsme, že infekce buněk CV-1 virem P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 vede k vyšší produkci IGFBP-3 než infekce virem P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3. 

Pozorování na jiných rVACV, jako např. rVACV exprimujícím IL-12 či Flt3L, ukazovala spíše 

vyšší expresi genů pod kontrolou E/L promotoru (Nemeckova et al., 2003;  

Zurkova et al., 2009). Na druhou stranu byly pozorovány případy, kdy příliš vysoká exprese 

proteinu interferovala s tvorbou infekčních virových partikulí, zatímco exprese pod kontrolou 



123 

 

H5 vznik rekombinantních virů umožňovala (Zurkova et al., 2011). Rekombinantní viry,  

u kterých by v infikovaných buňkách pod kontrolou E/L promotoru docházelo k vysoké hladině 

exprese IGFBP-3, by tak nemusely vznikat a to ze dvou důvodů. Jednak by IGFBP-3 mohlo 

interferovat se sestavením virové partikule, což přicházelo v úvahu, neboť jsme pozorovali,  

že dochází k jeho inkorporace do IMV. Za druhé, by mohlo docházet v důsledku vysoké hladiny 

IGFBP-3 k indukci apoptózy, která v případě kmene Praha není zcela inhibovaná 

antiapoptotickými mechanizmy jako např. u kmene WR (Liskova et al., 2011).  

Rozdíly v množství produkovaného IGFBP-3 se nepodařilo potvrdit in vivo, neboť myší 

sérum inaktivuje IGFBP-3. Možným vysvětlením je buď přímo degradace IGFBP-3 nebo 

zakrytí vazebných míst pro použité protilátky vazbou IGF-I v myším séru.  

V dalším kroku jsme testovali profylaktický a terapeutický účinek rVACV in vivo na našem 

modelu cervikálního karcinomu. Pro preventivní imunizaci jsme použili buňky MK16/ABC, 

které mají sníženou expresi MHC molekul I. třídy a jsou tudíž odolnější proti eliminaci  

CD8
+
 CTL než TC-1 buňky (Smahel et al., 2001). Opět jsme pozorovali rozdíly mezi 

jednotlivými rVACV. V případě preventivní imunizace byla průměrná velikost nádorů u myší 

imunizovaných virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantně menší než u myší 

imunizovaných virem P13-PreS2S a P13-H5-IGFBP-3. Podobně i u terapeutické imunizace 

měly myši léčené virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantně menší nádory než myši, 

kterým byl injikován kontrolní virus P13-SigE7LAMP-TK. Existuje několik možností 

vysvětlujících pozorovaný terapeutický efekt. Jednak je možné, že IGFBP-3 sám o sobě 

inhibuje růst nádorů, což by bylo v souladu s pozorováním, že virus P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 produkuje nejvíce IGFBP-3. Proti tomu ovšem svědčí pozorování z profylaktické 

a terapeutické imunizace, kdy rekombinantní viry exprimující pouze IGFBP-3 nebyly schopny 

ovlivnit růst nádorů. Druhým možným vysvětlením by mohlo být, že inzerce IGFBP-3 

ovlivňuje indukci imunitní odpovědi rekombinantním virem. Testování buněčné imunity 

pomocí metody ELISPOT ovšem odhalilo pouze nepatrné zvýšení buněčné imunitní odpovědi 

proti E7 onkogenu u viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3.  

Na druhou stranu jsme pozorovali výraznější rozdíly u odpovědi proti antigenům VACV, kdy 

buněčná odpověď byla vyšší u myší imunizovaných viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a  

P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 než u myší imunizovaných P13-SigE7LAMP-TK
-
. Další 

možnost by mohla spočívat v rozdílném množení rekombinantních virů, což se potvrdilo, neboť 

jsme při testování replikace rVACV in vivo pomocí qPCR pozorovali vyšší množení viru  

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 oproti ostatním virům, které ovšem v důsledku vysoké 

variability nebylo signifikantní. Pro potvrzení jsme tedy přistoupili k testování množení rVACV 

in vitro na buněčných liniích CV-1 a TC-1. Tyto buněčné linie jsme použili, jelikož CV-1 

představuje standardní linii pro virovou titraci a TC-1 lépe odpovídají myšímu modelu.  

Pokusy in vitro potvrdily, že se virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 množí signifikantně lépe 
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než ostatní rVACV bez ohledu na použitou buněčnou linii. Lepší množení jsme pozorovali i u 

viru P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3, ale pouze při použití CV-1 buněk.  

Abychom zjistili, zda je lepší množení viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 způsobeno 

vysokou hladinou IGFBP-3, rozhodli jsme se použít neutralizující polyklonální protilátku proti 

IGFBP-3. Pozorovali jsme, že i částečná neutralizace IGFBP-3 signifikantně snižuje replikaci 

viru. Naopak při použití stejné protilátky u viru P13-SigE7LAMP-TK
-
 došlo k signifikantnímu 

zvýšení množství produkovaného viru. Tento jev může být spojen s tím, že se ve stárnoucích 

buněčných kulturách CV-1 buněk hromadí IGFBP-3 a pravděpodobně způsobuje snížení 

buněčného metabolismu. Neutralizace IGFBP-3 by tomuto mohla zabránit. Metabolicky 

aktivnější buňky pak podporují lepší replikaci viru.  

Bylo pozorováno, že u rVACV může docházet k inkorporaci rekombinantních proteinů do 

různých částí virové partikule (Gomez a Esteban, 2001; Zurkova et al., 2010).  

Pro stanovení zda je tomu tak také u IGFBP-3, jsme přes sacharózový gradient purifikovali 

IMV virů P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-

TK
-
 a jejich nezávisle připravených sesterských virů. Použití sesterských virů bylo nutné pro 

vyloučení vlivu náhodných mutací. Analýza za použití metody Western-blot odhalila přítomnost 

alespoň 4 proužků v případě IMV P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3. Slabý signál jsme detekovali 

také v IMV P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3, což naznačuje menší množství integrovaného 

proteinu. Žádný signál jsme nedetekovali u viru P13-SigE7LAMP-TK
-
. Proteiny obsažené 

v proužku I představují glykosylované IGFBP-3 a jsou detekovatelné ve všech frakcích viru 

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3. Jistou výjimku představuje membránová frakce, kde byl 

IGFBP-3 detekován, ale pouze v nepatrném množství. Domníváme se, že proteiny obsažené v 

menších proužcích II a III, detekovaných především v matrixové frakci, představují buď 

neglykosylované IGFBP-3 anebo produkty proteolytického štěpení IGFBP-3 virovými 

proteázami během maturace virionu. Tato domněnka je založena na poznatku, že proteázy 

kódované VACV rozpoznávají aminokyselinovou sekvenci AGX , kde X může být A, S nebo T, 

ale ne N (Byrd a Hruby, 2006). Pomocí in silico analýzy jsme zmíněné AGX sekvence odhalili 

v aminokyselinové sekvenci IGFBP-3. Největší proužek IV, detekovaný především v solubilní a 

nesolubilní core frakci, představuje zřejmě komplex obsahující IGFBP-3. Pro zjištění zda 

inkorporace IGFBP-3 ovlivňuje proteinové složení IMV, jsme tyto separovali na SDS-PAGE a 

gel následně obarvili coomassie blue. Nedetekovali jsme žádné rozdíly mezi viry exprimujícími 

IGFBP-3 a virem P13-SigE7LAMP-TK
-
.  

Dále jsme přistoupili k analýze replikačního cyklu rVACV, abychom zjistili, která z jeho 

fází je ovlivněna IGFBP-3. Jako první jsme testovali možnost, že v důsledku integrace IGFBP-3 

či jiné strukturální změny dochází k lepší adsorpci viru na buňky nebo lepší penetraci do buňky. 

IGFBP-3 by mohl adsorpci a penetraci viru podporovat díky své C-koncové části, která 

obsahuje vazebné domény pro různé komponenty ECM a pro kaveolin-1 (Yamada a Lee, 2009). 
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Navíc bylo pozorováno, že peptidy odvozené od domény IGFBP-3 schopné vázat heparin 

mohou sloužit jako nosiče pro transport proteinů do buněk (Goda et al., 2008). Pro testování 

hypotézy, že IGFBP-3 pomáhá penetraci či adsorpci viru na buňky, jsme použili dva nezávislé 

testy. V penetračním testu jsme v daném časovém intervalu zastavili vstup viru do buňky 

pomocí neutralizujících protilátek proti VACV a následně sledovali rozdíly v počtu vzniklých 

plaků. Tento test ovšem neumožňuje odlišit, zda pozorované rozdíly nejsou dané lepší adsorpcí 

viru na buňky. Přistoupili jsme tedy ke stanovení míry adsorpce na základě množství 

neadsorbovaného viru v inokulu. Oba tyto testy v souladu s hypotézou, že IGFBP-3 podporuje 

adsorpci rVACV, ukázaly, že virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 adsorbuje na buňky lépe než 

kontrolní virus P13-SigE7LAMP-TK
-
. Ačkoliv tedy tyto výsledky naznačují, že IGFBP-3 

nesený IMV by mohl interagovat s ECM nebo buněčnými proteiny a tak podporovat lepší 

adsorpci viru, proti této hypotéze hovoří výsledky strukturní analýzy IMV. Je pravděpodobné, 

že v takovém případě by musel být IGFBP-3 detekovatelný v membránové frakci IMV, kde se 

ho podařilo detekovat pouze nepatrné množství.  

Pro objasnění lepší adsorpce P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na buňky jsme přistoupili 

k analýze obsahu PS v IMV.  K tomuto kroku nás vedla pozorování, která ukazují, že VACV 

pro vstup do buněk používá makropinocytózu a molekulární mimikry, kdy se díky PS ve své 

membráně tváří jako apoptotické tělísko (Mercer a Helenius, 2008; Mercer a Helenius, 2010). 

Bylo ovšem pozorováno, že různé kmeny VACV indukují různé formy makropinocytózy 

(Mercer et al., 2010). Zatímco kmen WR indukuje tvorbu tzv. membránových blebů, kmen 

IHD-J indukuje tvorbu filopodií. To je dáno především rozdílnou aktivací buněčných Rho 

GTPáz jednotlivými kmeny (Mercer et al., 2010). U IHD-J byla pozorována přednostní aktivace 

Cdc42, která se podílí na regulaci tvorby filopodií. Navíc použití dominantně negativní mutanty 

Cdc42 vedlo k signifikantnímu snížení infekce buněk. Naopak WR v buňkách aktivuje silněji 

Rac-1, ale na infekci se podílejí Rac1 i Cdc42 stejnou měrou (Mercer et al., 2010).  

Pro analýzu obsahu PS jsme přistoupili k použití metod průtokové virometrie, které 

využívají napojení virionů na různé nanočástice či mikročástice, barvení virionů pomocí 

fluorescenčně značených protilátek a následné měření pomocí průtokového cytometru 

(Arakelyan et al., 2013). Tyto metody byly použity pro detekci a analýzu vlastností virionů 

HIV, viru Nipah a Junin (Kim et al., 2009; Arakelyan et al., 2013; Landowski et al., 2014; 

Gaudin a Barteneva, 2015). Při stanovování obsahu PS ve virionech rVACV jsme vycházeli 

především z práce zabývající se detekcí a kvantifikací HIV pomocí magnetických částic 

pokrytých protilátkami proti GP120 a následným barvením virionů pomocí fluorescenčních 

nanočástic (Kim et al., 2009). V našem testu jsme imobilizovali purifikované IMV na 

mikrokuličkách pokrytých proteinem G a s navázanými protilátkami proti VACV. Výhodou 

tohoto přístupu je možnost použití FSC a SSC pro identifikaci komplexů mikrokuliček s viry. 

Ačkoliv se u VACV jedná o velký DNA virus, je z hlediska světelného rozptylu svou velikostí 
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kolem 300 nm na hraně detekovatelnosti běžného průtokového cytometru jako např.  

BD LSRFortessa (Headland et al., 2014). K určení obsahu PS na navázaných virionech jsme 

následně použili fluorescenčně značený protein Annexin V, který je schopen zakrytím PS 

v membráně snížit infektivitu VACV (Mercer a Helenius, 2008). Za pomoci této metody jsme 

zjistili, že virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 ve své membráně obsahuje více PS než  

P13-SigE7LAMP-TK
-
. Domníváme se tedy, že morfogeneze IMV v buňkách obsahujících 

vysoké množství pro-apoptotického proteinu IGFBP-3 vede ke vzniku virionů se zvýšeným 

obsahem PS. Tyto viriony jsou efektivněji macropinocytovány, což ve výsledku zlepšuje 

efektivitu infekce a způsobuje lepší množení viru. Virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 by se 

tak in vivo mohl déle udržet v hostiteli, což by vedlo k déle trvající stimulaci protinádorové 

imunitní odpovědi a zpomalilo růst nádorů TC-1 v případě terapeutické imunizace a 

MK16/ABC nádorů v případě imunizace profylaktické.  

6.2. Imunizace proti M2 polarizovaným TAM 

Před započetím testování DNA vakcíny proti legumainu bylo nutné ověřit, zda nádory 

vyvolané buňkami MK16 obsahují TAM a zda tyto exprimují legumain. Jako první jsme pro 

určení použili imunohistochemické metody, které ukázaly, že nádory obsahují makrofágy a 

buňky exprimující legumain. Histologie ovšem nebyla schopna zjistit, zda se u buněk 

exprimujících legumain jedná o makrofágy. Pro přesnější určení jsme se rozhodli použít 

průtokové cytometrie. Navrhli jsme tedy panel, ve kterém byly makrofágy definovány jako 

buňky exprimující F4/80 a MHC II. třídy. Testování ovšem ukázalo, že tento panel je nevhodný, 

jelikož nedokáže jasně vyčlenit skupinu TAM, ačkoliv je schopný detekovat např. peritoneální 

makrofágy. To je dáno zřejmě tím, že M2 polarizované TAM mohou mít sníženou expresi 

MHC II (Wang et al., 2011). Diferenciace M2 polarizovaných TAM je řízena IL-4, IL-10 a 

TGF-β, které snižují expresi transkripčního transaktivátoru CIITA řídícího expresi MHC II. 

třídy (O'Keefe et al., 1999; Lee et al., 1997). Na inhibici exprese CIITA se mohou podílet i 

dalšími molekuly nádorového mikroprostředí jako např. DcR3 (Chang et al., 2008). V nádorech 

se můžeme setkat s produkcí PGE2, který prostřednictvím svého receptoru aktivuje 

adenylátcyklázu produkující cAMP. Cyklické AMP následně aktivuje PKA, která fosforyluje a 

inaktivuje CIITA (Li et al., 2001).  

Rozhodli jsme se tedy TAM definovat jako buňky exprimující CD11b a F4/80. Tímto 

způsobem se nám podařilo jasně definovat populaci TAM, ve které jsme stanovovali expresi 

legumainu. Jelikož se legumain kromě endozomů a lysozomů vyskytuje na povrchu buněk 

v komplexu s integriny, kde se podílí na degradaci ECM, rozhodli jsme se pro detekci 

extracelulárním barvením (Liu et al., 2003; Liu et al., 2012; Dall a Brandstetter, 2013;  

Chen et al., 2001; Shirahama-Noda et al., 2003). Zjistili jsme, že 48% TAM v nádorech 

MK16/ABC exprimuje legumain. Během testování panelů detekčních protilátek jsme rovněž 
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testovali použití různých disociačních enzymů pro přípravu jednobuněčné suspenze z nádorů. 

Porovnávali jsme použití trypsinu (EC 3.4.21.4) a akutázy, která představuje směs enzymů 

mořských organizmů s proteolytickou a kolagenolytickou aktivitou. Zjistili jsme, že z hlediska 

výtěžku legumain exprimujících TAM se jako lepší jeví použití akutázy. Pozorovali jsme, že při 

použití trypsinu je množství detekovaných legumain
+
 TAM signifikantně nižší. To je zřejmě 

dáno tím, že trypsin jako agresivnější enzym může štěpit povrchové molekuly a způsobit 

disociaci legumainu z povrchu TAM. 

Následně jsme přistoupili k přípravě DNA vakcíny. Pro zvýšení imunogennosti legumainu 

jsme se rozhodli provést genové modifikace. Jako první jsme se rozhodli provést mutagenezi 

vazebného RGD motivu. Vycházeli jsme při tom z práce, ve které bylo pospáno, že mutace 

v RGD motivu PC-1 vedla ke změně lokalizace a stability (Lusson et al., 1997;  

Rovere et al., 1999). Předpokládali jsme, že snížení stability a změny lokalizace by mohlo vést 

ke zvýšené tvorbě antigenních peptidů. V souladu s touto hypotézou jsme pozorovali, že 

mutované legumainové proteiny mají inhibovanou maturaci a pozměněnou lokalizaci v buňce, 

což bylo spojeno se zhruba trojnásobným zvýšením imunogennosti oproti nemutovanému 

proteinu. Podobné zvýšení imunogennosti bylo pozorovatelné i v případě, kdy byl do sekvence 

pro legumain vložen pomocný epitop p30 odvozený od tetanového toxinu, schopný se vázat na 

MHC II. třídy a tak aktivovat pomocné CD4
+
 T-lymfocyty. Kombinace obou modifikací již 

další zlepšení nepřinesla. Předpokládáme, že to může být způsobeno srovnatelným efektem 

vložení epitopu p30 na maturaci a buněčnou lokalizaci.  

DNA vakcinace pomocí biolistické metody vede k indukci TH1 i TH2 imunity  

(Dean et al., 2003). I my jsme pozorovali, že proti pomocnému epitopu p30 použitému v DNA 

vakcínách proti legumainu odpovídají jak TH1, tak TH2 lymfocyty (Smahel et al., 2014). 

Cytokiny produkované TH2 lymfocyty podporují protilátkovou odpověď a mohou vést 

k diferenciaci supresorových M2 polarizovaných makrofágů (Ouyang et al., 1998;  

Usui et al., 2003; Mantovani et al., 2004; Baay et al., 2011). Naopak TH1 lymfocyty jsou 

důležitou součástí protinádorové imunity. Jsou důležité pro proces licencování, při kterém 

aktivují DC, z nichž se stávají lepší stimulátory protinádorových CD8
+
 CTL (Ridge et al., 1998; 

Bennett et al., 1997). Navíc TH1 lymfocyty podporují infiltraci CTL do nádorů a chrání je před 

funkčním vyčerpáním (Bos a Sherman, 2010; Aubert et al., 2011).  

Pro posílení indukce TH1 odpovědi jsme se rozhodli zkombinovat imunizaci pomocí genové 

pistole s IP podáním CpG-ODN, které funguje jako adjuvans posilující TH1 odpověď  

(Bode et al., 2011). Výsledky publikované naší laboratoří ukázaly, že systémové podání CpG 

motivů může posílit protinádorový efekt DNA imunizace pomocí genové pistole 

 (Smahel et al., 2011). Z molekulárního hlediska nemetylované CpG motivy mimikují 

bakteriální DNA, která představuje PAMP (Bode et al., 2011). Nemetylovaná DNA je 

rozpoznávána TLR-9 exprimovaným na pDC, který v nich prostřednictvím IRF7 indukuje 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/3.4.21.4
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produkci IFN I. třídy (Kumagai et al., 2008). Cytozolická TIR doména TLR-9 interaguje 

s adaptorovým proteinem MyD88. Ten interakcí s dalšími proteiny indukuje signální dráhy 

vedoucí k aktivaci NF-κB, AP-1 a IRF5, které indukují expresi prozánětlivých cytokinů jako 

jsou IL-6, IL-12 a TNF-α (Kumagai et al., 2008). Kromě produkce cytokinů dochází v pDC pod 

vlivem aktivace TLR-9 ke zvýšení exprese MHC II, kostimulačních molekul CD40, CD80 a 

CD86 (Bode et al., 2011). Nepodařilo se nám prokázat, že by podání CpG posílilo indukci TH1 

odpovědi proti legumainu (Smahel et al., 2014). Zároveň jsme nepozorovali žádný efekt na 

indukci CD8
+
 T-lymfocytů. Naopak, podání CpG u konstruktu LgmnRGG.TT1l vedla 

k mírnému snížení produkce IFN-γ CD8
+
 T-lymfocyty. Bylo pozorováno, že systémové podání 

CpG může snížit aktivaci CD8
+
 lymfocytů ve slezině a to v důsledku indukce IDO na CD19

+
 

DC (Smahel et al., 2011; Wingender et al., 2006; Mellor et al., 2005).  

Indukce imunitní odpovědi proti tělu vlastním antigenům může být inhibována Treg.  

Bylo popsáno, že jejich deplece protilátkou proti CD25 může posílit aktivaci CD8
+
 CTL 

(Chuang et al., 2009). V souladu s tímto pozorováním deplece Treg před imunizací 

signifikantně zvýšila imunitní odpověď proti legumainu při imunizaci konstruktem 

LgmnRGG.TT1l.  

Následně jsme přistoupili k ověření, zda imunizace konstruktem LgmnRGG.TT1l dokáže 

sama nebo v kombinaci s deplecí inhibovat růst nádorů. Zjistili jsme, že imunizace proti 

legumainu signifikantně inhibuje růst nádorů a to stejně dobře jako samotná deplece Treg. 

Kombinace deplece Treg a imunizace proti legumainu další zlepšení nepřinesla a velikost 

nádorů v této skupině myší byla nepatrně větší než u myší, které byly jen imunizovány 

LgmnRGG.TT1l. Ačkoliv je CD25 konstitutivně exprimováno na povrchu Treg, dochází k jeho 

indukci i na aktivovaných efektorových T-lymfocytech (Seddiki et al., 2006). Při podání  

anti-CD25 protilátky tak může rovněž docházet k eliminaci časně aktivovaných efektorových  

T-lymfocytů.  

Dále jsme analyzovali, zda je inhibice růstu nádorů spojena se snížením počtu legumain
+
 

TAM. Nepodařilo se nám prokázat, že by imunizace LgmnRGG.TT1l snižovala množství 

legumain
+
 TAM. Pro analýzu průtokovou cytometrií jsme vybírali vždy nádory, které byly 

v nejdelším rozměru velké min. 1 cm. Je možné, že u takto velkých nádorů dochází k akumulaci 

legumain
+
 TAM hlavně v hypoxických oblastech. Tento předpoklad je založen na pozorováních, 

která ukazují, že TAM preferenčně infiltrují hypoxické oblasti nádorů (Chanmee et al., 2014). 

Navíc bylo pozorováno, že ke zvýšené expresi legumainu dochází za hypoxických podmínek 

(Chen et al., 2015; Luo et al., 2006). V hypoxických oblastech dochází pod vlivem HIF-1α ke 

zvýšené produkci laktátu, který inhibuje funkci CD8
+
 CTL (Semenza 2009;  

Fischer et al., 2007). Navíc i samotné T-lymfocyty reagují na hypoxii zvýšením exprese HIF-

1α, který negativně reguluje signální transdukci z TCR a snižuje expresi pro-zánětlivých 

cytokinů (Kumar a Gabrilovich, 2014). Hypoxie podporuje aktivitu CD39 a CD73, což vede 
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k akumulaci imunosupresivního adenosinu (Kumar a Gabrilovich, 2014). Hypoxické podmínky 

mohou dále podporovat expresi koinhibiční molekuly PD-1L na TAM, což může vést k inhibici 

CD8
+
 CTL (Noman et al., 2014). Předpokládáme tedy, že by k eliminaci legumain

+
 TAM mohlo 

docházet v raných fázích, kdy jsou nádory ještě malé a CD8
+
 CTL mají lepší přístup k TAM. 

Díky odstraňování TAM by tak nádory byly ve svém růstu znevýhodněny. Nedá se ovšem 

vyloučit možnost, že legumain v nádorech exprimují i jiné buňky, jako např. samotné nádorové 

buňky MK16/ABC. Nicméně analýza MK16/ABC pomocí western-blotu expresi legumainu 

neprokázala (data nejsou ukázána). K jeho indukci by ovšem mohlo dojít in vivo pod vlivem 

hypoxie, což ovšem neukazují histologické řezy.  

Nepodařilo se nám rovněž prokázat, že by imunizace proti legumainu snižovala tvorbu 

plicních metastáz. Vývoj plicních metastáz u nádorů vyvolaných MK16/ABC koreluje 

s vývojem primárního nádoru (Mikyskova et al., 2000). Analyzovali jsme tedy myši, jejichž 

nádory dosáhly velikosti 1 cm
3
. Je možné, že je při této velikosti nádorů imunitní systém již 

vyčerpaný a nedokáže tvorbě metastáz zabránit. 
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7. Závěr 

Testovali jsme dvě strategie modulace nádorového prostředí. První strategie spočívala 

v konstrukci rekombinantních virů vakcinie nesoucích tumor supresorový gen IGFBP-3 a 

imunogen SigE7Lamp. Zjistili jsme, že nejvyšší exprese IGFBP-3 je dosaženo, pokud se gen 

nachází pod kontrolou časného promotoru H5. Pozorovali jsme, že vysoká hladina exprese 

IGFBP-3 korelovala s inhibicí růstu nádorů u myší imunizovaných virem P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3. Na druhé straně jsme ukázali, že samotná exprese IGFBP-3 růst nádorů neovlivňuje. 

Ve snaze objasnit mechanizmus pozorovaného inhibičního efektu, jsme zjistili, že se virus P13-

SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 množí signifikantně lépe než kontrolní virus P13-SigE7LAMP-TK
-
 a 

jeho lepší množení souvisí s vysokou hladinou exprese IGFBP-3. Strukturní analýza viru P13-

SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 odhalila několik odlišností od viru P13-SigE7LAMP-TK
-
. Zaprvé 

jsme zjistili, že v důsledku vysoké hladiny exprese IGFBP-3 dochází k jeho inkorporaci do IMV 

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, a že toto koreluje s lepší adsorpcí viru na buňky. Zadruhé jsme 

pozorovali, že vysoká hladina exprese pro-apoptotického IGFBP-3 způsobuje zvýšení množství 

PS v membráně IMV P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 oproti P13-SigE7LAMP-TK
-
. Pro přímé 

měření obsahu PS ve virionech rVACV jsme navrhli metodu, při které jsou viry pomocí 

protilátek proti VACV imobilizovány na mikrokuličkách. Množství PS jsme pak stanovovali 

pomocí průtokové cytometrie. Na základě těchto výsledků jsme navrhli hypotézu, v níž 

předpokládáme, že vysoká hladina IGFBP-3 vede ke zvýšení množství PS a jeho inkorporaci do 

IMV. Tyto IMV mohou následně efektivněji infikovat buňky v důsledku efektivnější indukce 

makropinocytózy. Efektivnější infekce pak umožňuje rVACV déle perzistovat v hostiteli, což je 

spojeno s delší stimulací imunitní odpovědi, která následně dokáže inhibovat růst nádorů 

vyvolaných buňkami TC-1. Naše pozorování tedy naznačují, že je možné měnit obsah PS 

v IMV VACV a tak ovlivňovat množení rekombinantních virů.  

Druhá strategie spočívala v konstrukci DNA vakcíny proti M2 polarizovaným TAM, které 

se vyznačují zvýšenou expresí endopeptidázy legumain. V první fázi jsme charakterizovali 

model cervikálního karcinomu založený na buňkách MK16/ABC z hlediska přítomnosti 

legumain
+
 TAM. Za použití imunohistochemie a průtokové cytometrie jsme zjistili, že nádory 

vyvolané buňkami MK16/ABC obsahují TAM, a že 48% z nich exprimuje legumain. Následně 

jsme přistoupili k přípravě DNA vakcíny, ve které jsme pro zvýšení imunogennosti legumainu 

navrhli dvě genové modifikace a to mutaci v sekvenci RGD a vložení pomocného epitopu p30. 

Ukázali jsme, že obě modifikace ovlivňují maturaci genu pro legumain a jeho buněčnou 

lokalizaci, což je spojeno se zvýšenou indukcí imunitní odpovědi proti legumainu. Zjistili jsme, 

že další kombinace mutageneze RGG a vložení epitopu p30 již k dalšímu zvýšení imunitní 

odpovědi nevede. Jelikož DNA vakcinace biolistickou metodou indukuje také TH2 odpověď, 

rozhodli jsme se posílit indukci TH1 a CD8
+
CTL odpovědi pomocí podání CpG nebo deplecí 



131 

 

Treg. Zjistili jsme, že zatímco podání CpG již k dalšímu zvýšení CTL odpovědi nevede, deplece 

Treg signifikantně posílila indukci imunitní odpovědi konstruktem LgmnRGG.TT1l. Imunitní 

odpověď indukovaná LgmnRGG.TT1l signifikantně potlačovala růst nádorů MK16/ABC a to 

stejně dobře jako samotná deplece Treg. Kombinace deplece Treg a následná imunizace 

LgmnRGG.TT1l již další zlepšení nepřinesla. Sledovali jsme, zda imunizace proti legumainu 

sníží množství legumain
+
 TAM v nádorech a bude schopna inhibovat tvorbu metastáz. 

Nepodařilo se nám prokázat, že by imunizace DNA vakcínou LgmnRGG.TT1l snížila množství 

legumain
+
 TAM v nádorech nebo byla schopna potlačit tvorbu plicních metastáz. Domníváme 

se, že imunizace proti legumainu inhibuje růst nádorů v raných fázích vývoje. Větší nádory se 

již kontrole imunitního systému vymykají, což umožňuje tvorbu plicních metastáz. Legumain
+
 

TAM se pak mohou ve větších nádorech akumulovat v hypoxických oblastech, kde nejsou 

přístupny k cytolýze CD8
+
 CTL. 

.  
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