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1     Úvod 

V předchozích experimentech vedených RNDr. Janem Ženkou, CSc. byl testován 

účinek TLR agonistů vyvolávajících zánětlivou infiltraci a PAMPs stimulujících fagocytózu 

nádorových buněk myšího melanomu B16-F10. Synergie mezi TLR agonisty a agonisty 

fagocytárních receptorů vedla k zánětlivé infiltraci a k zmenšení růstu nádorů (Janotová a kol., 

2014; Caisová a kol., 2016; Waldmannová a kol., 2016). Následně bylo zjištěno, že účinek 

této terapie může být zesílen pomocí monoklonálních protilátek anti-PD1 a agonistické 

protilátky anti-CD40. Při jejich použití bylo dosaženo zmenšení růstu nádorů a prodloužení 

přežití myší. Anti-CD40 byla dokonce schopna sama o sobě snížit růst nádorů melanomu 

(Nedbalová, 2017).  

Účinky obou terapií (terapie založená na synergii TLR agonistů a agonistů fagocytárních 

receptorů a terapie obohacená navíc o monoklonální protilátku) byly následně studovány na 

nádorové linii myšího pankreatického adenokarcinomu Panc02. 

Teoretická část této bakalářské práce se zaměřuje na shrnutí současných poznatků o 

regulačních T lymfocytech (Tregs), které potlačují protinádorovou imunitní odpověď a 

přispívají k rozvoji imunosupresivního tumorového mikroprostředí (TME) (Chaudhary a 

Elkord, 2016). 

Praktická část této bakalářské práce se zaměřuje na dva experimenty. První 

experiment se zabývá účinkem terapie založené na směsi TLR agonistů, agonistů 

fagocytárních receptorů a anti-CD40 na redukci nádorového růstu pankreatického 

adenokarcinomu. Tyto nádory rostly nikoliv 12 dní, ale 16 dní na rozdíl od předchozích 

pokusů. Cílem tak bylo otestovat účinek této terapie na nádory dosahující větších objemů. 

Druhý experiment se zabývá vylepšením terapie z prvního experimentu o monoklonální 

protilátku anti-CTLA-4. Důvodem pro její použití bylo zjištění, že Tregs exprimují molekulu 

CTLA-4 (Wing a kol., 2008), která se podílí na jejich supresivním účinku (Buchbinder a 

Desai, 2016). Tregs  jsou schopny potlačovat protinádorovou imunitní odpověď 

prostřednictvím inhibice aktivace a proliferace T buněk a mají vliv také na APC buňky 

(Buchbinder a Desai, 2016). Cílem bylo zjistit, zda deplece Tregs prostřednictvím anti-CTLA-

4 vylepší terapeutickou směs a podpoří vrozenou a získanou imunitu, která je supresivním 

účinkem Tregs potlačena. 
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2     Teoretická část 

2.1   Nádorová onemocnění 

V dnešní době lidé více umírají na nádorová onemocnění než na infekční nemoci tak, 

jak tomu bylo dříve. Lidé se dožívají vyššího věku, a tak riziko vzniku nádorového 

onemocnění je vyšší. Ve Spojených státech a řadě evropských zemí je rakovina druhou 

nejčastější příčinnou smrti hned po kardiovaskulárních onemocněních (Ruddon, 2007). V roce 

2016 bylo ve Spojených státech odhadnuto 1 685 210 nových případů s nádorovým 

onemocněním. Rakovina slinivky břišní z toho představovala 53 070 případů. Nejhůře na tom 

byly americké státy Kalifornie, Florida a Texas. Ve státech Kalifornie a Florida bylo také 

odhadnuto největší úmrtí na rakovinu slinivky břišní (Kalifornie – 4 390 případů, Florida – 

3 080 případů) v roce 2016 (Siegel a kol., 2016). Přehled deseti hlavních nádorových 

onemocněních ve Spojených státech v roce 2016 viz Obr.1. 

 

 

Obr.1: Odhad nových případů a úmrtí pro deset hlavních nádorových onemocnění ve 

Spojených státech v roce 2016 (Převzato ze Siegel a kol., 2016). 
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2.1.1  Obecná charakteristika  

Nádorová onemocnění představují skupinu chorob, pro kterou je charakteristický 

abnormální růst buněk a odlišný fenotyp ukazující na heterogenitu těchto buněk. 

Abnormálně proliferující populace nádorových buněk může napadat tkáně a metastazovat do 

vzdálených míst.  V normální tkáni je buněčná proliferace a smrt buněk v rovnováze. Existuje 

více než sto typů nádorových onemocnění, které se liší rychlostí růstu, schopností invaze, 

potenciálem metastazovat, možností diagnostiky, buněčnou diferenciací a odpovědí na léčbu 

(Ruddon, 2007).  

Mezi několik mechanismů, díky kterým mohou nádorová onemocnění uniknout 

imunitnímu systému patří například částečná ztráta prezentace nádorového antigenu buňkám 

imunitního systému. Díky nedostatečnému množství MHC I molekul dochází ke snížení 

schopnosti detekovat nádorové buňky cytotoxickými T lymfocyty. Vaskulární endoteliální 

růstový faktor (VEGF) se účastní angiogeneze v tumorovém mikroprostředí, zabraňuje 

maturaci dendritických buněk (DC) a podílí se na přísunu makrofágů asociovaných s nádorem 

(TAM), které mají imunosupresivní účinek (Levy a kol., 2013). Celkový přehled 

charakteristických znaků nádorových onemocnění viz Obr.2. 

 

 

Obr.2: Charakteristické znaky nádorových onemocnění (Převzato a upraveno z Hanahan a 

Weinberg, 2011). 
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2.1.2  Příčiny vzniku  

Zmíněný abnormální růst buněk, který je charakteristický pro nádorová onemocnění, je 

způsoben změnami exprese onkogenů a supresorových genů, kdy dochází k narušení 

rovnováhy mezi buněčnou proliferací a smrtí buněk (Ruddon, 2007). Onkogeny vznikají 

mutacemi normálních genů, proto-onkogenů, které kontrolují stupeň diferenciace, a jak často 

se buňky dělí (Sudhakar, 2009). Aktivace onkogenů tak způsobuje abnormální buněčnou 

proliferaci (Ruddon, 2007). Supresorové geny jsou normálními geny, které kontrolují 

buněčné dělení, opravu DNA a informují buňku o tom, kdy má zemřít (Sudhakar, 2009). 

Inaktivace a delece supresorových genů vede k narušení kontroly buněk (Ruddon, 2007). 

Existuje řada mechanismů, které způsobují pozměnění genové exprese. Jedním z nich 

může být přímé poškození DNA prostřednictvím genové mutace, translokace, amplifikace, 

delece nebo ztráty heterogenity (Ruddon, 2007). Většinou je potřeba 4-5 mutací na přeměnu 

normální buňky na buňku neoplastickou (Korniluk a kol., 2017). K poškození může také dojít 

prostřednictvím abnormální genové transkripce nebo translace. Důležitou úlohu hrají vnitřní 

a vnější faktory, které mohou mít vliv na poškození DNA. Vnějšími faktory jsou například 

chemikálie (arsen, kadmium a o-aminoazotoluen) a záření (ultrafialové a ionizující záření). 

Vnitřními faktory jsou defekty imunitního systému a genetické predispozice (Ruddon, 2007). 

K rozvoji nádorového onemocnění s velkou pravděpodobností také přispívají faktory, 

kterými jsou například strava, životní styl, kouření cigaret a věk. Některé virové infekce jsou 

také schopny vyvolat vznik nádoru. Vliv má i oxidativní poškození DNA, proteinů, lipidů a 

dalších makromolekul, které se akumuluje s rostoucím věkem (Ruddon, 2007). 

Průměrný věk, kdy je diagnostikováno nádorové onemocnění je 67 let. Výskyt 

nádorových onemocnění je u dětí poměrně vzácný, přesto je druhou nejčastější příčinou úmrtí 

dětí ve věku 1-14 let. Leukémie je u této věkové skupiny nejčastějším důvodem smrti 

(Ruddon, 2007). 

 

2.1.3  Klasifikace  

Hlavní rozdělení nádorů je na nádory maligní a benigní. Dále mohou být rozděleny podle 

tkáně, ve které vznikají. Například maligní nádory vznikají nejčastěji z epiteliální tkáně 

(karcinomy) (Ruddon, 2007). Nádory se mohou také rozdělovat podle orgánové lokalizace na 

nádory prostaty, prsu, plic, střeva, slinivky břišní a další (Siegel a kol., 2016).  
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Mezi hlavní charakteristiky maligního nádoru patří rychlý růst (řádově týdny až 

měsíce), schopnost invaze, ničení přilehlé zdravé tkáně a schopnost metastazovat. Maligní 

nádory metastazují prostřednictví lymfatického systému a krevních cév do lymfatických uzlin 

a dalších tkání.  Plíce a játra jsou nejčastějším místem výskytu metastáz. Jejich výskyt je 

obvykle nejdůležitějším prognostickým faktorem (Ruddon, 2007). Stejně tak jako buňky 

v primárních nádorech, tak i buňky v metastázách proliferují, jsou invazivní a pronikají do 

krevních cév, což může vést k tvorbě sekundárních metastáz (Friedl a Alexander, 2011).  

Benigní nádory nemají schopnost invaze a tvorby metastáz. Tyto nádory mohou pouze 

utlačovat normální tkáň. Ale i tento stav může být život ohrožující, pokud dochází k utlačování 

nervů nebo krevních cév. Benigní nádory rostou mnohem pomaleji. Jejich růst může probíhat 

i několik let. Benigní nádory se velice často podobají normální tkáni na rozdíl od maligních 

nádorů. Z počátku se některé maligní neoplastické buňky mohou strukturně a funkčně podobat 

normální tkáni, ale později vlivem vývoje, invaze a tvorby metastáz dochází k jejich odlišení 

od normálních buněk. Nádorové buňky mají také mnohem variabilnější tvar, větší jádro a větší 

poměr jádro – cytoplazma (Ruddon, 2007). 

 

2.1.4  Léčba  

 

2.1.4.1  Terapie 

2.1.4.1.1  Chirurgická léčba 

Odstranění nádoru pomocí chirurgického zákroku může být dostatečné u lokalizovaných 

nádorů malé velikosti, u kterých nejsou přítomny metastázy. Chirurgická léčba může také 

přispívat k zmenšení hmoty nádoru a usnadnit tím účinek chemoterapie nebo radioterapie 

(Klener a kol., 2006). 

 

2.1.4.1.2  Chemoterapie 

Chemoterapie zůstává stále hlavní součástí léčby zejména těch nádorových onemocnění, 

která nelze odstranit chirurgicky (Sawyers, 2004). Chemoterapie je založena na podávání 

cytostatik, která mohou mít přírodní i syntetický charakter, a mají vliv na dělení buňky. 

Existuje velké množství cytostatik, která působí na buňky vyskytující se v různých fázích 

buněčného cyklu. Cytostatika ovlivňují jak buňky nádoru, tak i normální buňky zdravé tkáně. 
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Chemoterapie se tak projevuje řadou nepříznivých vedlejších účinků, kterými jsou například 

narušení krvetvorby, porucha trávicí soustavy, nevolnost, poškození ledvin a buněk folikulů 

vlasů (Klener a kol., 2006).  

Po dávce chemoterapie dochází k opětovnému obnovení populace nádorových a 

zdravých buněk. Populace zdravých buněk je schopna se vrátit do původního počtu před 

chemoterapií mnohem rychleji na rozdíl od buněk nádorových. Přestože tímto způsobem 

dochází k odstranění viditelného nádoru a symptomů, tak je potřeba v léčbě neustávat a zničit 

nádorové buňky úplně (Klener a kol., 2006).  

Během 20. století došlo k vývoji nových metod léčby rakoviny kombinující chirurgii 

s chemoterapií a/nebo radioterapií (Sudhakar, 2009). Adjuvantní chemoterapie následuje po 

chirurgickém zákroku nebo radioterapii. Snahou je odstranit zbytek nádorových buněk. 

Neadjuvantní chemoterapie předchází chirurgický zákrok nebo radioterapii. Cílem je zmenšit 

nádor a tím ulehčit operační zákrok a vniknutí chemoterapeutika (Klener a kol., 2006). 

 

2.1.4.1.3  Radioterapie 

Radioterapie je založena na ionizujícím záření a je primární léčbou v řadě 

lokalizovaných nádorů (Levy a kol., 2013). Radioterapie nepříznivě ovlivňuje imunitní 

systém. Způsobuje supresi lymfocytů a hematopoetických progenitorových buněk díky 

nespecifickému zacílení ionizujícího záření (Chaudhary a Elkord, 2016).  

 Regulační T lymfocyty (Tregs) jsou relativně rezistentní vůči radioterapii. Jejich 

odpovědí na radioterapii je snížený potenciál apoptózy a vyšší proliferace in vivo (Chaudhary 

a Elkord, 2016).   

 

2.1.4.1.4  Hormonální terapie 

V 19. století bylo objeveno, že progrese některých nádorových onemocnění je spojena 

s produkcí určitých hormonů. V hormonální terapii se tak využívá řada inhibitorů, analogů 

hormonů a hormonů, které mají antagonistický účinek (Klener, 2006). 
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2.1.4.2  Imunoterapie 

Klasickými metodami léčení nádorů jsou chirurgická léčba, chemoterapie a radioterapie. 

Tyto metody ale nejsou bohužel specifické. Poškozují zdravou tkáň a snižují odpověď 

imunitního systému, který je účinkem chemoterapie a radioterapie také zasažen (Smith a kol., 

2014). 

Imunoterapie představuje odlišný způsob léčby nádorových onemocnění. Nezaměřuje 

se na samotný nádor, ale na imunitní systém hostitele (Couzin-Frankel, 2013). Využívá síly 

a specifičnosti imunitního systému pro léčbu nádorových onemocnění. Pokroky v buněčné a 

molekulární imunologii umožňují nahlédnout do podstaty interakcí mezi nádorovými buňkami 

a buňkami imunitního systému, a tím se podílí na hledání vhodných imunoterapií pro léčbu 

malignit (Blattman a Greenberg, 2004). 

V současné době existuje velké množství účinných imunoterapií a každý rok se objevují 

nové. Ačkoliv některé imunoterapie nemají schopnost redukovat velikost nádoru, tak spousta 

z nich významně zvyšuje medián přežití (Smith a kol., 2014). 

 

2.1.4.2.1  Klasifikace  

Aktivní imunoterapie zahrnuje nádorové vakcíny (vakcíny využívající dendritické 

buňky, proteinové, peptidové, DNA/RNA vakcíny a další) a checkpointové inhibiční 

molekuly. Vakcíny nepřímo zasahují nádorové buňky prostřednictvím aktivace imunitního 

systému, jehož buňky se poté podílí na likvidaci nádoru (Yamaguchi, 2016). 

Adoptivní imunoterapie využívá molekul nebo buněk, které přímo atakují nádorové 

buňky s cílem odstranění nádoru. Adoptivní imunoterapie využívá protinádorové protilátky, 

lymfocyty a cytokiny (Yamaguchi, 2016). 

 

2.1.4.2.2  Příklady imunoterapií 

Níže je zmíněno několik příkladů imunoterapií. 
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Imunoterapie založená na protilátkách  

První schválenou monoklonální protilátkou v roce 1997 byl rituximab (Smith a kol., 

2014), který se používá pro léčbu B lymfomu (Pescovitz, 2006). Tato monoklonální protilátka 

se váže na antigen CD20 a umožňuje depleci B buněk prostřednictvím ADCC (antibody-

dependent cell-mediated cytotoxicity), indukce apoptózy a komplementem zprostředkované 

cytotoxicity (Pescovitz, 2006). 

Protinádorová účinnost monoklonálních protilátek může být zesílena pomocí připojení 

radioizotopů, léčiv nebo tvorbou bispecifických rekombinantních protilátek, které se současně 

váží na nádorové buňky a aktivují receptory na efektorových buňkách (Blattman a Greenberg, 

2004). 

 

Imunoterapie založená na použití onkolytických virů  

Viry přirozeně vyvolávají silnou imunitní odpověď. Důvodem je jejich okamžité 

rozpoznání jako cizí prostřednictvím PRR receptorů (Smith a kol., 2014). Onkolytické viry se 

staly jednou z možných nadějí pro léčbu nádorů poté, co se zjistilo, že málo nebo nepatogenní 

viry vyvolají infekci, která někdy může vést k poklesu růstu nádoru. Důvodem je zlyzování 

nádorových buněk a uvolnění jejich antigenů, které mohou vybudit imunitní systém bojující 

proti nádoru (Hořejší a kol., 2017). 

 

Imunoterapie založená na modifikaci buněk 

Pro nádorovou imunoterapii mohou být využity in vitro modifikované NK a T buňky. 

Tyto buňky často obsahují protilátku a signální oblast, která je schopna NK a T buňky 

aktivovat po jejich setkání s buňkou nádorovou (Hořejší a kol., 2017). 

 

Imunoterapie založená na využití tumor infiltrujících lymfocytů  

Tumor infiltrující lymfocyty (TIL) jsou lymfocyty, které se nalézají uvnitř nádoru. TIL 

lymfocyty ale nejsou účinné v likvidaci nádorových buněk zejména díky přítomnosti 

Tregs v nádoru a nízkému množství protinádorových buněk. U TIL terapie jsou TIL lymfocyty 
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odstraněny z nádoru (Smith, 2014), namnoženy, v případě potřeby modifikovány a vráceny 

zpět do jedince (Hořejší a kol., 2017). Léčba pomocí TIL terapie je považována za jednu 

z nejúčinnějších forem imunoterapie (Smith a kol., 2014). 

 

Imunoterapie založená na využití kmenových buněk 

Pluripotentní charakter umožňuje kmenovým buňkám se stát prakticky jakýmkoliv 

typem buňky. Některé imunoterapie se zaměřují na využití této jejich schopnosti. Existují 

zprávy o úspěšné indukci pluripotentních kmenových buněk na antigen specifické T buňky, 

které mohou rozpoznat epitop antigenu melanomu MART-1 (Smith a kol., 2014). 

 

Imunoterapie využívající nanomedicíny 

Nanomedicína, která se objevila již v roce 1995, může poskytnout efektivní zacílení 

nádoru. Dvojí opouzdření chemoterapeutické látky umožňuje zacílit více než jeden 

charakteristický znak nádoru (Kydd a kol., 2017). Antigeny a cytokiny, které jsou přítomny 

na zlatých nanočásticích jsou chráněny před degradací (Smith a kol., 2014). Současné studie 

se zaměřují na tvorbu cílených nanočástic vůči tumorovému mikroprostředí nebo samotným 

nádorovým buňkám (Kydd a kol., 2017). 

 

Imunoterapie využívající blokování inhibičních checkpointových molekul 

Protinádorová terapie zaměřená proti negativním checkpointovým molekulám je hlavní 

součástí léčby některých malignit (Postow a kol., 2015). Blokování checkpointových molekul 

pomocí antagonistických monoklonálních protilátek ruší negativní signály, které snižují 

aktivaci T buněk nebo inhibují aktivitu efektorových T buněk v místě nádoru. Negativní 

signály přenášené k T buňkám vznikají interakcí CTLA-4 a PD-1 s jejich ligandy (Emens a 

Middleton, 2015). 

CTLA-4 se váže ke koreceptorům CD80 (B7-1) a CD86 (B7-2), které se nachází na 

povrchu APC. PD-1 se váže k ligandům PD-L1 (B7-H1) a PD-L2 (B7-DC), které jsou 

přítomny na APC, stromálních buňkách v místě nádoru a na samotných nádorových buňkách 

(Emens a Middleton, 2015). 
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Ipilimumab je lidská monoklonální protilátka Ig𝐺1, která blokuje CTLA-4 signál a je 

schválena pro léčbu pokročilého melanomu. Pembrolizumab a nivolumab jsou lidské 

monoklonální protilátky Ig𝐺4 blokující PD-1 signál (Emens a aMiddleton, 2015). 

Přesný mechanismus působení inhibitorů checkpointových molekul není plně znám. 

Tyto inhibitory checkpointových molekul mají pravděpodobně také vliv na depleci a narušení 

funkce Tregs. Ukázalo se totiž, že tumor infiltrující Tregs (TI 𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 ) up-regulují expresi řady 

checkpointových molekul jako například CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3 a GITR (Chaudhary 

a Elkord, 2016). Více informací o TI Tregs v kapitole 2.1.6.1. 

 

2.1.4.2.3  Regulační T lymfocyty a imunoterapie 

Tregs jsou slibným terapeutickým cílem (Chaudhary a Elkord, 2016). Exprimují řadu 

povrchových molekul, které mohou být specificky zacíleny protilátkami nebo 

farmakologickými inhibitory (Whiteside, 2015). Řada výzkumů se tak snaží najít cestu, jak 

depletovat Tregs  nebo narušit jejich supresivní funkce (viz Obr. 3). Porozumění 

mechanismů Tregs v nádorovém mikroprostředí (TME) je důležité pro vytvoření cílených 

imunoterapií. Bylo například zjištěno, že systémová deplece Foxp3+ Tregs může vést k 

nepříznivým událostem v imunitním systému (Chaudhary a Elkord, 2016). 

V současné době je velký zájem o vývoj terapií cílící Tregs v kombinaci 

s checkpointovou blokádou, tumorově specifickými vakcínami, radioterapií a chemoterapií. 

Důležité je vytvořit takovou terapii, která narušuje funkci TI Tregs, ale neovlivňuje periferní 

homeostázu imunitního systému (Liu a kol., 2016). 
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Obr.3: Přehled schválených a experimentálních terapií zaměřujících se na Tregs (Převzato 

z Chaudhary a Elkord, 2016). 

Zkratky: ADCC – antibody-dependent cell mediated cytotoxicity, ADPC – antibody-

dependent cellular phagocytosis, ATZB – atezolizumab, BV – bevacizumab, CTX – 

cyclophosphamide, CCR4 – C-C motif, DC – dendritická buňka, DZB – daclizumab, DPT – 

diptheria toxin, FDB – fludarabine, IPB – ipilimumab, MGZ – mogamulizumab, NIVO – 

nivolumab, ONTAK – denileukin difitox, PTX – paclitaxel, SNB – sunitinib (Chaudhary a 

Elkord, 2016). 

Metronomická chemoterapie je chemoterapie založená na podávání nižších dávek 

chemoterapeutik po delší dobu. Bylo zjištěno, že určitá léčiva podávaná za nižších dávek po 

delší dobu, dosahují širšího spektra imunostimulačních účinků (Liu a kol., 2016). 

 

Níže je zmíněno několik obecných informací o pankreatickém adenokarcinomu, který 

byl v praktické části této bakalářské práce použit. 
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2.1.5  Pankreatický adenokarcinom 

Pankreatický adenokarcinom se řadí mezi závažné nádorové onemocnění, na které umírá 

velké množství lidí. Přibližně 90 % pacientů na rakovinu slinivky břišní zemře a přitom 70 % 

z nich umírá v důsledku existence metastáz. Důvodem tak vysoké úmrtnosti je odolnost 

pankreatického adenokarcinomu vůči jakékoliv terapii a také pozdní diagnostika. 

Pankreatický adenokarcinom se většinou u pacientů odhalí až v pokročilém stádiu (Ryan a 

kol., 2014). 

 

2.1.5.1  Obecná charakteristika  

U 60 až 70 % případů je rakovina slinivky břišní lokalizována na hlavě slinivky, 20-25 

% na těle a ocasu. Symptomy jsou závislé na umístění nádoru. Pacienti s rakovinou slinivky 

břišní trpí často bolestí břicha, úbytkem váhy, slabostí a anorexií. Žloutenka je také častým 

projevem přítomnosti nádoru v hlavě slinivky. Nejméně u 50 % pacientů dochází k rozvoji 

diabetu (Ryan a kol., 2014). 

Genom pankreatického adenokarcinomu je charakterizován rozmanitými a rozsáhlými 

chromozomálními změnami. Pro pankreatický adenokarcinom je typický vyšší výskyt 

aktivovaných mutací v KRAS (>90 %), větší sklon k lokální invazi a vznik vzdálených 

metastáz. Metastázy vznikají primárně v játrech, dutině břišní a plicích.  Aktivace KRAS je 

nezbytná pro udržení růstu pokročilého pankreatického adenokarcinomu (Ryan a kol., 2014). 

Rakovina obecně má zvýšený metabolický požadavek na zásobu živin. Vzniklé 

hypovaskulární, fibrotické tumorové prostředí vede k extrémní hypoxii a omezené dostupnosti 

živin.  Pankreatický adenokarcinom se tak musí potýkat s metabolickým tlakem. KRAS 

onkogen ale podporuje získání extracelulárních živin, zejména glukózy (viz Obr. 4). Buňky 

pankreatického adenokarcinomu jsou závislé na vysokém stupni glykolýzy, která produkuje 

energii a poskytuje metabolické intermediáty pro biosyntetické reakce. KRAS se také podílí 

na nasměrování sérových lipidů a proteinů prostřednictvím makropinocytózy do nádorové 

buňky. Nádory s KRAS mutací jsou charakterizovány vysokým stupněm autofagie. Jedná se 

o proces, kdy organely a agregáty proteinů jsou recyklovány pohlcením pomocí autofagozómů 

a degradovány v lysozomech (Ryan a kol., 2014). 
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Obr.4: Metabolické reprogramování v buňkách pankreatického adenokarcinomu (Převzato a 

upraveno z Ryan a kol., 2014). 

 

2.1.5.2  Rizikové faktory  

Častější výskyt pankreatického adenokarcinomu je pozorován v rozvojových zemích a 

u mužů. Nejčastěji se s ním můžeme setkat převážně u jedinců, kteří dosáhli věku 71 let. U 

osob mladších 40 let je výskyt pankreatického adenokarcinomu ojedinělý. Uvádí se, že 

osobám, jejichž rodinní příslušníci onemocněli rakovinou slinivky břišní hrozí větší riziko 

rozvinutí této nemoci. Tato genetická složka má asi 5 až 10%-ní vliv (Ryan a kol., 2014). 

Přehled dalších rizikových faktorů viz. Tab. I. 

 

Tab. I: Rizikové faktory rakoviny slinivky břišní (Převzato a upraveno z Miho a kol., 2013). 

Rizikový faktor Kolikrát zvyšuje riziko  

Rodinná historie: rakovina slinivky břišní  

                               genetický syndrom 

1,8-13x  

2-132x 

Komplikace: diabetes mellitus 

                       obezita 

   chronická pankreatitida 

                      dědičná pankreatitida 

1,8-2,1x 

3,5x 

4-8x 

53x 

Další: kouření 2-3x 
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2.1.5.3  Mikroprostředí pankreatického adenokarcinomu 

Mikroprostředí pankreatického adenokarcinomu (viz Obr. 5,6) má důležitou úlohu 

v růstu nádoru a terapeutické odpovědi. Omezuje imunitní dohled a tvoří zánětlivý program, 

který podporuje tumorogenezi prostřednictvím komunikace nádorových buněk a buněk 

imunitního systému. Mikroprostředí je charakterizováno hustým stromatem, které se skládá 

například z proliferujících myofibroblastů (Ryan a kol., 2014), mezenchymálních a 

epiteliálních stromálních buněk (D. Xie a K. Xie, 2015). Dále obsahuje kolagen typu I, 

hyaluronovou kyselinu, komponenty extracelulární matrix a rozličné druhy zánětlivých buněk 

jako například makrofágy, žírné buňky, lymfocyty a plazmatické buňky. Buňky stromatu se 

mohou podílet na podpoření, nebo potlačení růstu nádorů a metastázování (D. Xie a K. Xie, 

2015). Bylo zjištěno, že zredukování myofibroblastů zrychluje tumorogenezi a vede 

k agresivním histologickým znakům (Ryan a kol., 2014). 

 

Obr.5: Histologické obrázky benigní slinivky břišní, pankreatitidy a adenokarcinomu (zleva 

doprava) (Převzato z Wilson a kol., 2009). 

Zkratky: AC – buňky adenokarcinomu se zvětšeným jádrem, WBC – bílá krvinka, BPC – 

benigní pankreatická buňka (Wilson a kol., 2009). 

 

 

Obr.6: Biologická charakteristika mikroprostředí pankreatického adenokarcinomu (Převzato 

a upraveno z Ryan a kol., 2014). 
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2.1.5.4  Nádorová linie Panc02 

Nádorová linie Panc02 byla poprvé indukována Corbettem a jeho kolegy aplikací 3-

metylcholantrenu do slinivky břišní C57BL/6 myšího kmene. V současné době je jednou 

z nejvyužívanějších nádorových buněčných linií (Partecke a kol., 2011). Pro Panc02 

nádorovou linii je charakteristická odolnost vůči jakémukoliv protinádorovému zásahu (Priebe 

a kol., 1992), agresivní a invazivní chování spojené s krátkým přežitím (Partecke a kol., 2011). 

Z těchto důvodů byla nádorová linie Panc02 použita v této bakalářské práci. 

 

Tato bakalářská práce se zaměřuje na shrnutí současných poznatků o regulačních T 

lymfocytech, které jsou zmíněny níže. 

 

2.1.6  Regulační T lymfocyty a nádorová onemocnění 

Regulační T lymfocyty (Tregs) u nádorových onemocnění potlačují protinádorovou 

imunitní odpověď a přispívají k rozvoji imunosupresivního tumorového mikroprostředí 

(TME). Větší podíl Tregs: efektorové T buňky (Teff) v tkáni tumoru představuje horší 

prognózy u řady nádorových onemocnění (rakovina vaječníku, duktální pankreatický 

adenokarcinom, rakovina plic, Non-Hodgkinův lymfom a melanom). Infiltrace a akumulace 

Tregs může naopak u některých malignit (kolorektální karcinom a karcinom žaludku) 

korelovat s pozitivní prognózou. U těchto nádorových onemocnění mají Tregs ochrannou 

úlohu (Chaudhary a Elkord, 2016). Bylo zjištěno, že indukované regulační T lymfocyty 

(iTregs) jsou schopné down-regulovat nadměrnou zánětlivou reakci u nádorových 

onemocnění, pro které jsou typické zánětlivé infiltráty. Tím chrání jedince před poškozením 

tkáně a růstem nádoru (Whiteside, 2014). Více informací o iTregs v kapitole 2.6. 

Různý dopad Tregs u odlišných nádorových onemocnění je dán typem tohoto 

nádorového onemocnění, stádiem, lokalizací a jedinečným TME u každého nádorového 

onemocnění (Chaudhary a Elkord, 2016). TME je tvořeno heterogenní populací buněk. 

Kromě Tregs obsahuje také například CD4+T buňky, CD8+T buňky, B buňky, makrofágy, DC 

buňky, NK buňky a žírné buňky. Zastoupení a fenotyp těchto buněk se liší v závislosti na 

nádoru. Fenotyp těchto buněk se může také lišit i mezi pacienty se stejným typem nádoru (Liu 

a kol., 2016). 
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Tregs jsou rekrutovány do místa nádoru prostřednictvím chemokinů, které jsou 

sekretovány nádorovými buňkami a buňkami vrozeného imunitního systému. V místě nádoru 

jsou aktivovány tumor asociovanými antigeny (TAA). Aktivované tumor infiltrující Tregs  (TI 

𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬) poté down-regulují protinádorovou aktivitu Teff buněk, cytotoxických T lymfocytů 

(CTL), NK a DC buněk. Mezi důležité interakce chemokin a chemokinový receptor patří: 

CCL17/22-CCR4, CCL5-CCR5, CCL28-CCR10, CXCL9/10/11-CXCR3 (Chaudhary a 

Elkord, 2016). CCL17/22-CCR4 je pravděpodobně jedna z hlavních interakcí, která je 

zodpovědná za migraci Tregs do nádoru. Nádorové a myeloidní buňky jsou primárním zdrojem 

CCL22 a CCL17. CCL22 a CCL17 se váží k chemokinovému receptoru CCR4, který je 

exprimován na Tregs. Bylo zjištěno, že CCL5/CCR5 interakce je zapojena do migrace Tregs 

u myší s rakovinou slinivky břišní (Liu a kol., 2016). 

Preklinické myší modely ukazují, že přítomnost Tregs je také důležitá pro tvorbu 

metastáz. Infiltrace metastáz Tregs buňkami je často spojena s horšími výsledky. Předpokládá 

se, že Tregs zde mají podobnou roli jako v TME. Pravděpodobně podporují imunitní toleranci 

a únik před imunitním systémem (Chaudhary a Elkord, 2016). 

 

2.1.6.1  Tumor infiltrující regulační T lymfocyty 

Předpokládá se, že se tumor infiltrující Tregs (TI Tregs) liší od periferních Tregs 

(Liu a kol, 2016). Pro TI Tregs je charakteristická větší supresivní aktivita než pro Tregs 

izolované z periferní krve a zdravé tkáně. Příčinnou je pravděpodobně jejich zvýšená aktivace 

v TME (Chaudhary a Elkord, 2016). Jedna ze studií předpokládá, že  Tregs  vstupují do 

buněčného cyklu mnohem rychleji než konvenční T buňky v počátcích tvorby nádorů (Liu a 

kol., 2016). 

Pro TI Tregs je často charakteristická up-regulace CD44 (marker paměťových a 

aktivovaných T buněk), down-regulace CD62L a CCR7 (markery naivních T buněk). Na 

myších modelech bylo dokázáno, že TI Tregs také exprimují vysoké hladiny molekul Helios a 

Neuropilin-1. Dále exprimují vysoké hladiny molekul, které jsou zodpovědné za jejich lepší 

supresivní funkce, jsou jimi například ICOS, CD39 a TIM-3 (Liu a kol., 2016), CTLA-4, 

PD-1 a LAG-3 (Chaudhary a Elkord, 2016). CTLA-4 podporuje supresi T buněk tím, že se 

přednostně váže na CD80/86 signální molekuly. Dochází tím tak k zablokování CD28 ko-

stimulačního signálu, který je potřebný pro aktivaci T buněk. LAG-3, TIM-3 a PD-1 jsou 
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inhibičními receptory, které negativně regulují funkci Teff buněk a CD8+ cytotoxických 

lymfocytů. Podporují také tvorbu a funkci Tregs (Chaudhary a Elkord, 2016). 

 

2.2   Regulační T lymfocyty a zánětlivé prostředí 

Důvodem pro vyhledání informací o zánětu a úloze Tregs v zánětlivém prostředí, bylo 

použití terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM v obou experimentech. Tato terapie je  

založena na vyvolání akutního zánětu v místě nádoru. 

 

2.2.1  Zánět 

Zánět představuje sled dějů, které reagují na rozličné antigeny vyvolávající infekci nebo 

na zranění vzniklá v důsledku fyzikálních a chemických podnětů. Zánět se tak podílí na 

obnovení integrity organismu (Hořejší a kol., 2017). 

Již ve starověkém Egyptě a Řecku došlo k objevení a pochopení zánětlivých 

mechanismů. Aulus Cornelius Celsus charakterizoval 4 hlavní znaky zánětu – bolest, otok, 

zvýšení teploty a zarudnutí. V roce 1871 zavedl Virchow pátý znak zánětu functio laesa 

(ztráta funkce). Mečnikov  jako první dokázal, že přítomnost cizí látky způsobila migraci 

buněk hostitele do místa poškození a fagocytózu, které vedly k zničení této cizorodé látky 

(Korniluk a kol., 2017). 

Vniknutí patogenu aktivuje zánětlivé buňky, makrofágy a žírné buňky, které produkují 

a uvolňují cytokiny a prozánětlivé chemokiny, které spolu s bakteriálními toxiny mají vliv na 

přísun cirkulujících leukocytů do místa zánětu. V případě, že nejsou zánětlivé buňky schopny 

eliminovat patogen, tak dochází k přeměně akutního zánětu na zánět chronický. Tato 

chronická fáze je charakterizována hyperintenzivní infiltrací poškozené tkáně leukocyty, což 

vede k tvorbě leukocytových infiltrátů. Tyto infiltráty byly poprvé popsány již Virchowem a 

odrážely počátek vývoje nádoru v místě chronického zánětu (Korniluk a kol., 2017). 

Na jedné straně může zánět pomáhat kancerogenezi, maligní transformaci, růstu nádoru, 

invazi a metastazování. Na druhé straně může zánět naopak stimulovat efektorové 

mechanismy imunitního systému, které mohou potlačovat růst nádoru. Propojení mezi 

kancerogenezí a zánětem je zprostředkováno prostřednictvím vnější a vnitřní cesty. Vnitřní 

cesta je aktivována genetickými změnami, které způsobují zánět a neoplasii. Transformované 
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buňky poté sekretují zánětlivé mediátory a tím tvoří zánětlivé mikroprostředí. Vnější cesta je 

řízena zánětem nebo infekcí, které zvyšují riziko vývoje nádoru v orgánech jako prostata, 

slinivka břišní, střeva, plíce a kůže.  Obě cesty vedou k aktivaci trankripčních faktorů jako je 

NF-κB, STAT-3 a HIF-1. Jejich aktivace vede k tvorbě prozánětlivých faktorů, kterými jsou 

chemokiny a cytokiny, které rekrutují a aktivují rozličné populace leukocytů jako jsou 

například makrofágy, žírné buňky, eozinofily a neutrofily do tumorového mikroprostředí 

(Multhoff a kol., 2012). 

 

2.2.1.1  Akutní zánět 

Akutnímu zánětu se také někdy přezdívá terapeutický zánět z důvodu jeho 

protinádorovému účinku. Zjištění dvojí role zánětu ve vývoji nádoru bylo pozorováno 

v Německu v 19. století. Bylo popsáno několik případů, kdy infekce streptokokem měla vliv 

na regresi neoplastických onemocnění. O 20 let později Coley vytvořil toxin, který byl tvořen 

suspenzí buněk gramnegativních bakterií, kterou podal pacientům s nádorovým 

onemocněním. Tato suspenze vyvolala aktivaci imunitního systému, který neútočil pouze proti 

bakterii, ale také se podílel na inhibici nádorového růstu (Korniluk a kol., 2017). 

V současné době je vyvolání akutního zánětu využíváno v některých terapiích 

(například rakoviny močového měchýře). Důležité je také zmínit, že patogen se snaží vyhnout 

odpovědi imunitního systému, což může vést k chronickému stavu, který naopak neoplastická 

onemocnění doprovází (Korniluk a kol., 2017). 

 

2.2.1.2  Chronický zánět 

Chronický zánět je někdy označován jako patologický zánět, který se účastní 

neoplastické transformace a stimulace růstu nádorů. Již v roce 1828 byl zaznamenán 

důkaz účasti chronického zánětu ve vývoji nádoru. Přibližně okolo 25 % nádorových 

onemocnění je spojeno s chronickým zánětem. Rakovina slinivky břišní a prostaty často 

vzniká v důsledku chronickém zánětu právě v těchto orgánech (Korniluk a kol., 2017). 

Chronický zánět je také jednou z charakteristik nádorových onemocnění, jejichž autory jsou 

Hanahan a Weinberg, 2011. Řada studií prokázala, že kromě schopnosti zánětu zvýšit riziko 

rakoviny, tak také podporuje progresi nádoru a tvorbu metastáz (Multhoff a kol., 2012). 

 



19 
 

2.2.2  Úloha regulačních T lymfocytů v zánětlivém prostředí 

Kromě pronádorového účinku Tregs potlačujících protinádorovou imunitní odpověď, 

byl za určitých podmínek zaznamenán také jejich protinádorový účinek, kdy byly schopny 

potlačit zánět doprovázející nádorové onemocnění (Grivennikov a kol., 2010). Dvojí role 

Tregs  u nádorových onemocněních a jejich diverzita zůstává bohužel stále blíže nepochopena. 

Kromě potlačení zánětu asociovaného s nádorovým onemocněním, jsou Tregs také 

pravděpodobně nezbytné pro regulaci chronického zánětu a zabránění tkáňového poškození. 

(Whiteside, 2015). Tregs jsou schopny v případě potřeby expandovat do místa tkáňového 

poškození. Oprava tkáně je zprostředkována prostřednictvím suprese produkce 

prozánětlivých chemokinů, aktivace endoteliálních buněk a prozánětlivé odpovědi buněk 

vrozeného a získaného imunitního systému (Arpaia a kol., 2015).  

Předpokládá se, že Tregs vystavené zánětlivým podmínkám získávají větší supresivní 

funkci. Prodělávají řadu funkčních, transkripčních a epigenetických změn v odpovědi na zánět 

(Van der Veeken a kol., 2016). Bylo také zjištěno, že v zánětlivém prostředí může malá 

subpopulace Treg buněk ztratit expresi a/nebo funkci transkripčního faktoru Foxp3 a fungovat 

tak jako efektorové T buňky zvané Th17, které produkují zánětlivé cytokiny (Li a Zheng, 

2015). Pravděpodobné je, že zánětlivé prostředí upřednostňuje konverzi Tregs na efektorové T 

buňky, a to zejména v přítomnosti vysokých hladin IL-6 (Littman a Rudensky, 2010). 

V předchozích letech byl velký zájem věnován interakci mezenchymálních stromálních 

buněk s Tregs (viz Obr.7). V souvislosti s akutním zánětem bylo zjištěno, že mezenchymální 

stromální buňky jsou schopny potlačit buňky imunitního systému zodpovědné za tkáňové 

poškození. Předpokládá se, že tato suprese může být uskutečněna přímo nebo prostřednictvím 

Tregs. U chronického zánětu dochází k indukci a aktivaci Tregs makrofágy, které tak 

pravděpodobně inhibují, nebo podporují fibrózu tkáně v závislosti na cytokinovém prostředí 

(Burr a kol., 2013). 
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Obr. 7: Interakce mezenchymálních stromálních buněk a Tregs v zánětlivém prostředí 

(Převzato z Burr a kol., 2013). 

 

2.3   Historie regulačních T lymfocytů 

Pojem supresorové T buňky byl zaveden na počátku 70. let 20. století (Workman a kol., 

2009). Jednalo se o T buňky, které byly schopny zvyšování i tlumení imunitní odpovědi 

(Sakaguchi a kol., 2007). Tato myšlenka existence supresorových T buněk byla ale později 

zapomenuta. Důvodem byl problém s prokázáním jejich existence (Workman a kol., 2009), 

nenalezením vhodného markeru pro odlišení supresorových T buněk od ostatních, 

nejednoznačný molekulární princip suprese (Sakaguchi a kol., 2007) a problém s absencí dnes 

běžně používaných molekulárních a buněčných prostředků (Workman a kol., 2009). 

V roce 1995 Sakaguchi spolu se svými kolegy popsal jedinečnou CD4+CD25+ T 

populaci (Workman a kol., 2009), která byla charakterizována neustálou expresí vysokého 

množství α řetězce receptoru pro interleukin 2 (CD25) (Josefowicz a kol., 2012). Za účelem 

vyhnutí se přetrvávajícímu skepticismu, který stále obklopoval „supresorové“ T buňky, 

dostala tato subpopulace označení regulační T lymfocyty (Tregs). Tato představa existence 

specifických subpopulací buněk, které jsou schopny inhibovat a regulovat imunitní odpovědi, 

vyvolala obrovský zájem (Workman a kol., 2009). 

V roce 2003 došlo k obrovskému posunu díky objevu transkripčního faktoru Foxp3, 

který je nezbytným regulátorem vývoje Tregs, jejich funkce a homeostázy. Genetické mutace 
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v genu kódující Foxp3 byly identifikovány u myší i u lidí. Důležitost Tregs byla poprvé 

objasněna u pacientů s mutacemi ve Foxp3. U těchto pacientů došlo k rozvoji systematického 

autoimunitního onemocnění zvané imunitní polyendokrinopatie a enteropatie vázaná na X 

chromosom (IPEX). Toto onemocnění způsobilo zvětšení sekundárních lymfatických orgánů. 

Došlo také ke vzniku na inzulinu závislého diabetu, ekzémů, potravinových alergií a 

doprovodných infekcí. Jedinou možnou léčbou je transplantace kostní dřeně. Spontánní 

mutace Foxp3 u myší známá jako scurfy vyvolává příznaky, které jsou velice podobné těm u 

pacientů s IPEX. Na základě těchto poznatků se došlo k závěru, že Tregs jsou velmi důležitými 

regulátory periferní tolerance a imunitních odpovědí (Workman a kol., 2009). 

 

2.4   Regulační T lymfocyty 

Regulační T lymfocyty (Tregs) jsou vysoce imunosupresivní buňky (Takeuchi a 

Nishikawa, 2016) produkované v thymu jako zralá subpopulace T buněk (Sakaguchi a kol., 

2008). Odlišení Tregs od ostatních T buněk je obtížné díky nepřítomnosti markerů, které by 

byly specifické pouze pro Tregs. Mezi markery, které jsou charakteristické pro Tregs ale i také 

pro T buňky patří molekuly CD25, CD127, CTLA-4, LAG-3, GITR a Foxp3 (Corthay, 2009). 

Fenotyp a funkční specializace Tregs je určena jejich lokalizací ve tkáni, aktivací, úrovní 

diferenciace a stádiem onemocnění (Chaudhary a Elkord, 2016). 

Tregs jsou podmnožinou CD4+ T buněk (Qiao a kol., 2017) a představují pouze okolo 5 

% těchto buněk (Whiteside, 2014). Pro Tregs  je charakteristická exprese transkripčního 

faktoru Foxp3 (Qiao a kol., 2017). Tento transkripční faktor je klíčový pro správný vývoj, 

zachování a funkci Tregs (Vignali, 2008). Kromě Foxp3 exprimují Tregs CTLA-4 a CD25, 

které jsou důležité pro řízení imunitních odpovědí, zabránění nepřiměřené zánětlivé reakci a 

zajištění tolerance vůči vlastním antigenům (Qiao a kol., 2017).  

Mezi hlavní funkce Tregs patří zachování homeostázy (Takeuchi a Nishikawa, 2016) 

vrozeného i získaného imunitního systému (Lei a kol., 2015), omezení vzniku chronických 

zánětlivých onemocnění a udržení periferní tolerance (Vignali a kol, 2008).  Tregs chrání 

zachováním homeostázy jedince před rozvojem autoimunitních chorob a alergií (Takeuchi a 

Nishikawa, 2016). V thymu je umožněn vývoj pouze těm T buňkám, které exprimují TCR 

reaktivní vůči cizím patogenům a jsou tolerantní vůči vlastním antigenům. Selekce v thymu 

ale není dokonalá, a tak malé množství potenciálně autoreaktivních T buněk může uniknout 
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do periferie, kde jejich autoreaktivní potenciál musí být utlumen mechanismy periferní 

tolerance. Tregs potlačují aktivaci těchto autoreaktivních T buněk in vivo (Tai a kol., 2012). 

Řada studií zjistila, že Tregs mají také schopnost zabránit odmítnutí transplantátu (Walsh a 

kol., 2004). Tento jejich terapeutický účinek je dobře dokumentován na zvířecích modelech 

(Tang a Bluestone, 2013). Bylo také zjištěno, že Tregs  zabraňují vzniku „sterilizing imunity“ 

proti patogenům (Workman a kol., 2009). „Sterilizing imunity“ chrání hostitele před virovou 

infekcí (Dutta a kol., 2016). 

Vyšší infiltraci  Tregs  je možné pozorovat u nádorových tkání, kde podporují růst 

nádoru prostřednictvím suprese protinádorové imunitní odpovědi. V nádorové tkáni se kromě 

 Tregs  nachází i imunosupresivní cytokiny a molekuly, které vytváří imunosupresivní síť 

(Takeuchi a Nishikawa, 2016). Tregs potlačují efektorové T lymfocyty (Teff) a antigen 

prezentující buňky (APC) (Hořejší a kol., 2013). Nedostatečné množství Tregs způsobené 

mutací v genu pro Foxp3 vede k rozvoji autoimunitních chorob a alergií u myší a lidí 

(Takeuchi a Nishikawa, 2016). Mezi tyto autoimunitní onemocnění patří například diabetes 

mellitus I typu (Vignali a kol., 2008). 

 

2.4.1  Exprimované molekuly 

Tregs jsou funkčně a fenotypově heterogenní subpopulací T buněk u myší a lidí. Nalezení 

spolehlivých povrchových markerů je nezbytné pro identifikaci Tregs a také pro odlišení 

jednotlivých podmnožin Tregs (Chen a Oppenheim, 2011). 

 Odlišení Tregs od ostatních T buněk je obtížné díky nepřítomnosti markerů, které by 

byly specifické pouze pro Tregs. Mezi markery, které jsou charakteristické pro Tregs ale i také 

pro T buňky patří molekuly CD25, CD127, CTLA-4, LAG-3, GITR a Foxp3 (Corthay, 

2009). 

 Také nTregs a iTregs spolu sdílejí markery, kterými jsou například CD25, GITR a 

CTLA-4 (Lin, 2013). nTregs na rozdíl od iTregs exprimují dále i vysoké hladiny molekul 

Helios, Neuropilin-1 (Takeuchi a Nishikawa, 2016), CD45RO, CD45RA (Chen a 

Oppenheim, 2011), PD-1 a CD73 (Lin a kol., 2013). Mezi další molekuly exprimované Tregs 

patří CD28, ICOS, TNFR2, OX40, FAS, chemokinový receptor CCR4 a další (Chen a 



23 
 

Oppenheim, 2011). Detailnější rozdělení markerů nTregs  typické zvlášť pro člověka a myš 

viz Tab. ΙΙ. 

 

Charakteristika některých molekul exprimovaných Tregs: 

Jako první byl identifikován α řetězec pro vysoce afinitní IL-2 receptor (CD25). U 

molekuly CD25 se předpokládalo, že by mohla být použita jako marker Tregs. Později se ale 

zjistilo, že je také exprimována T buňkami aktivovanými TCR ligací (Workman a kol., 2009). 

Transkripční faktor Foxp3 je výhradně exprimován u nTregs a u určitých periferních 

iTregs populací, které mají supresivní schopnost (Workman a kol., 2009). Tento transkripční 

faktor je vyžadován pro vývoj, zachování a supresivní funkci Tregs (Lourenço a Cava, 2011). 

Jeho exprese je také nezbytná pro diferenciaci tymocytů na Treg linii (Peterson, 2012). 

Roncarlo a Gregori přišli s myšlenkou, že v závislosti na podmnožině buňky nebo jejím stádiu 

diferenciace, může exprese Foxp3 vyvolat různé funkce u buněk, které tento transkripční 

faktor exprimují. Může působit jako pozitivní nebo negativní regulátor. Tento fakt souvisí 

s tím, že gen pro Foxp3 je často předmětem epigenetických modifikací, které pravděpodobně 

přispívají k různým funkcím Foxp3. Genetické mutace v genu pro Foxp3 jsou fatální u lidí i u 

myší.  Bylo zjištěno, že NF-κB signální dráha je klíčovým modulátorem Foxp3 exprese během 

vývoje nTregs a TNF-α je schopen inhibovat expresi Foxp3 u nTregs (Gol-Ara a kol., 2012). 

CTLA-4 je zkratka pro T lymfocyte-associated antigen 4 (Chen a Oppenheim, 2011). 

Jedná se o checkpointovou molekulu, která inhibuje aktivaci T buněk a jejich proliferaci. 

Důvodem je zachování self-tolerance a zamezení rozvoje autoimunitních reakcí (Bertrand a 

kol., 2015). CTLA-4 molekula je nezbytná pro funkci Tregs in vivo. Přibližně 40 % myších 

Tregs exprimuje CTLA-4. Vysoké hladiny CTLA-4 jsou také exprimovány lidskými Tregs 

(Chen a Oppenheim, 2011) a aktivovanými T buňkami (Wing a kol., 2008). 

ICOS je kostimulační receptor exprimovaný většinou myších Tregs. Tyto Tregs využívají 

IL-10 k potlačení funkcí DC buněk a TGF-ß k potlačení funkcí T buněk. Tregs neexprimující 

ICOS využívají ke své supresivní funkci pouze TGF-ß (Chen a Oppenheim, 2011). 

Helios je transkripční faktor, který se u lidských Tregs váže na promotor Foxp3 a tím 

zesiluje expresi Foxp3 (Elkord a kol., 2015). Neuropilin-1 (NRP1) je transmembránový 

glykoprotein. U myší je NRP1 exprimován u thymu odvozených Tregs, u kterých zesiluje 
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jejich imunosupresivní funkci. U lidí je NRP1 exprimován na plazmacytoidních dendritických 

buňkách (pDCs) (Chaudhary a kol., 2014). 

Pro většinu myších Tregs je také charakteristická nižší exprese CD127 v porovnání 

s Teff buňkami. Hladina CD127 exprimovaná myšími Tregs se liší v závislosti na jejich 

lokalizaci a aktivačním stavu (Chen a Oppenheim, 2011). 

LAG-3 je zkratka pro gen 3 aktivující lymfocyty (Chen a Oppenheim, 2011). Označuje 

se také jako CD223 molekula a hraje důležitou roli v Treg – APC interakci (Sakaguchi a kol., 

2009). LAG-3 se váže na MHC II molekulu exprimovanou na nezralé DC buňce (Lourenço a 

Cava, 2011) s vysokou afinitou. Tímto způsobem LAG-3 znemožňuje maturaci a schopnost 

DC buněk aktivovat Teff buňky (Liberal a kol., 2015). 

CD45RO a CD45RA molekuly jsou výhradně exprimovány určitými podmnožinami 

lidských CD4+ T buněk. CD45RO je charakteristická pro klidové nTregs. Molekula CD45RA 

je typická pro aktivované nTregs (Chen a Oppenheim, 2011). 

CD103 molekula je exprimována přibližně 10-30 % periferních Tregs u myší. Exprese 

CD103 není na rozdíl od exprese CD25 ukazatelem aktivačního stavu  Tregs (Chen a 

Oppenheim, 2011). 

GARP je povrchová buněčná molekula, která je exprimována více aktivovanými 

lidskými   Tregs než Teff buňkami. Exprese této molekuly je spojena s expresí Foxp3 a 

supresivní schopností Tregs (Chen a Oppenheim, 2011). 

CD39 je integrální membránový protein hydrolyzující ATP a ADP. Zvýšená exprese 

CD39 je u některých typů nádorů (například kolorektální rakovina a rakovina slinivky břišní) 

a u chronických lymfatických leukémií. Molekula CD39 se pravděpodobně účastní vývoje a 

progrese řady malignit (Antonioli a kol., 2013). 
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Tab. ΙΙ: Markery charakteristické pro nTregs u myší a lidí (Převzato z Chen, 2011). 

Markery 𝐧𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 

Myš Člověk 

CD25+ ICOS+ CD25+high ICOS+ 

Foxp3+ TNFR2+ Foxp3+ TNFR2+ 

CTLA-4+ CD39+ CTLA-4+ CD45RO+ 

CD103+ .... CD103+ HLA-DR+ 

CCR6+  CCR6+ GARP+ 

CD127−/low  CD127−/low …. 

LAG-3+  LAG-3+  

 

2.4.2  Mechanismy suprese  

Tregs provádí supresi několika způsoby (viz Obr.8): A) suprese pomocí inhibičních 

cytokinů, B) suprese cytolýzou, C) suprese metabolickým narušením a D) suprese změnou 

zrání a funkce dendritických buněk (DC) (Vignali a kol., 2008). 

 

A)             B) 

C) D)  

 

Obr. 8: Mechanismy suprese regulačních T lymfocytů (Převzato a upraveno z Liberal a kol., 

2015). 

 Zkratky: IDO – indolamin-2,3-dioxygenáza, Teff – efektorová T buňka (Liberal a kol., 

2015). 
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A)    IL-10 je protein o molekulové hmotnosti 18 kDa, který je produkován monocyty, DC 

buňkami, neutrofily, B lymfocyty, T lymfocyty a také Tr1 buňkami. Tr1 buňky jsou jedinými 

regulačními buňkami, které IL-10 produkují (Arce-Sillas a kol., 2016). 

Nejznámějším molekulárním mechanismem IL-10 je jeho imunosupresivní vliv na Teff 

buňky. Kostimulační molekula CD28 na Teff buňce zprostředkovává kontakt s APC. 

Produkovaný IL-10 se váže na svůj receptor na Teff buňce a inhibuje fosforylaci tyrosinu 

v molekule CD28. Dochází k inhibici signalizační kaskády vedoucí k translokaci NF-κB (viz 

Obr.9) (Arce-Sillas a kol., 2016). NF-κB rodina transkripčních faktorů ovlivňuje řadu 

biologických procesů. NF-κB signální dráha má vliv na vývoj T buněk, jejich aktivaci, 

diferenciaci a přežití. Reguluje také transkripci cytokinů a expresi chemokinů, které se účastní 

imunitních odpovědí (Oh a Ghosh, 2013). 

IL-10 u dendritických buněk a Tr1 buněk vyvolává další produkci IL-10. IL-10 také 

například inhibuje produkci zánětlivých cytokinů, kterým je IL-12. Tato inhibice způsobuje 

snížení odpovědi Th1 buněk, snížení produkce INF-γ a zvýšení fagocytární aktivity, která 

odstraňuje zbylé části buněk z místa zánětu (Arce-Sillas a kol., 2016). 

 

 

 

Obr.9: Mechanismus účinku IL-10.  

 

         TGF-ß je protein a multifunkční cytokin, který má řadu efektů na buňky. Potlačuje 

diferenciaci Teff buněk, podporuje diferenciaci naivních T buněk na Tregs  nebo Th17 buňky 

(Arce-Sillas a kol., 2016). Th17 buňky spouští imunitní odpověď proti extracelulárním 

bakteriím a houbám. Podílí se také na tvorbě autoimunitních onemocnění (Luckheeram a kol., 

2012). TGF-ß dále inhibuje proliferaci T a B buněk, aktivitu makrofágů, DC a NK buněk 

(Arce-Sillas a kol., 2016). 
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IL-35 je nedávno objeveným cytokinem, který je produkován Tregs. Jsou známy jeho 

dvě funkce. První je schopnost potlačovat proliferaci pomocných T buněk. Druhou funkcí je 

podpoření přeměny naivních T buněk na vysoce supresivní regulační T buňky (iTr35). Bylo 

také zjištěno, že IL-35 je schopen indukovat přeměnu B lymfocytů na B regulační buňky 

(Arce-Sillas a kol., 2016). 

B)    Mezi cytolytické mechanismy patří granzym A, granzym B a perforin (Lourenço a 

Cava, 2011). Granzym B je serinová proteáza, která umožňuje vyvolání apoptózy u Teff 

buněk. Během buněční interakce Treg – efektorová buňka dochází k exocytóze granzymu B a 

perforinu z granul Tregs do extracelulárního prostoru. Molekuly perforinu se zabudovávají do 

lipidové membrány cílových buněk (efektorová buňka), kde polymerizují v přítomnosti 

vápenatých iontů a tvoří transmembránový válec. Každý válec tvoří pór, kterým vstupuje 

granzym B do cílové buňky, u které je schopný vyvolat její apoptózu (Arce-Sillas a kol., 2016). 

5-30 % Tregs  je schopno v tumorovém mikroprostředí exprimovat granzym B a potlačovat 

funkci NK buněk a cytotoxických lymfocytů, které proti nádoru bojují (Lourenço a Cava, 

2011). Granzym A vyvolává cytolýzu stejným způsobem závislým na perforinu (Velaga a 

kol., 2015). 

 

C)       Tento typ suprese zahrnuje několik mechanismů, které vedou k metabolickému narušení 

Teff buněk. Tregs mohou soutěžit s ostatními T buňkami o IL-2, jakmile jsou schopny 

exprimovat vysoce afinitní IL-2R (CD25). Následkem toho aktivně se dělící Teff buňky trpí 

nedostatkem IL-2 a podstupují apoptózu (Liberal a kol., 2015). 

 Další supresivní mechanismus využívaný Tregs souvisí s expresí molekul CD39 a 

CD73. Tyto povrchové enzymy katalyzují degradaci extracelulárních nukleotidů (například 

ATP). Tato degradace vede k tvorbě pericelulárního adenosinu, který potlačuje funkci Teff 

buněk prostřednictvím aktivace adenosinového receptoru (Liberal a kol., 2015). 

 

D)       Tregs mohou interagovat s dendritickými buňkami (DC) prostřednictvím CTLA-4. Tato 

molekula je charakterizována vysokou afinitou k molekulám CD80 a CD86 exprimovaných 

na DC buňkách. Interakce mezi CTLA-4 na Tregs a CD80/86 na DC způsobuje řadu událostí. 

Jednou z nich je produkce IFN-γ, který je induktorem exprese indolamin-2,3-dioxygenázy 

(Arce-Sillas a kol., 2016). Tento enzym katalyzuje přeměnu aminokyseliny tryptofanu na 

kynurenin, který je toxický pro Teff buňky nacházející se v blízkosti DC buněk 
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(Sakaguchi, 2009). Tregs také negativně ovlivňují schopnost DC buněk zahájit imunitní 

odpověď (Liberal a kol., 2015).  

LAG-3 (CD223) hraje také důležitou roli v Treg – APC interakci (Sakaguchi a kol., 

2009). LAG-3 se váže na MHC II molekulu exprimovanou na nezralé DC buňce (Lourenço a 

Cava, 2011) s vysokou afinitou. Tímto způsobem LAG-3 znemožňuje maturaci a schopnost 

DC buněk aktivovat Teff buňky (Liberal, 2015). 

 

2.4.3  Klasifikace  

Regulační T lymfocyty můžeme rozdělit do dvou skupin (Onishi a kol., 2016). Toto 

rozdělení je na základě jejich místa vývoje (Workman a kol., 2009). První skupinou jsou 

přirozené regulační T lymfocyty (nTregs) (Onishi a kol., 2016), které se vyvíjí v thymu 

(Workman a kol., 2009) ze self-reaktivních tymocytů (Takeuchi, 2016). Jedná se o tymocyty, 

které exprimují TCR receptory se zvýšenou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC. 

nTregs (CD4+CD25+Foxp3+) můžeme dále rozlišit na klidové nTregs (CD45RA+Foxp3low) a 

aktivované nTregs (CD45RO+Foxp3high) (Peterson, 2012). nTregs jsou zásadní pro zachování 

self-tolerance a zabránění rozvoji autoimunity. Druhou skupinou jsou indukované T 

lymfocyty (iTregs), které se diferencují z naivních CD4+ T buněk suboptimální prezentací 

antigenu v periferii (Chaudhary a Elkord, 2016). Indukované Tregs můžeme rozdělit na 

Tr1(CD4+CD25lowFoxp3− ), Th3 Tregs (CD4+CD25−Foxp3−) (Qiao, 2017) a Tregs 

indukované IL-35 (iTr35) (Onishi a kol., 2016). Úlohou iTregs je zachovat periferní toleranci 

(Chaudhary a Elkord, 2016).  

 

Rozdělení regulačních T lymfocytů je znázorněno v Tab. ΙΙΙ. na základě výše uvedených 

informací. 

 

Tab. ΙΙΙ: Rozdělení regulačních T lymfocytů. 
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Ukázalo se, že kromě CD𝟒+ regulačních T lymfocytů existuje ještě další důležitá 

podmnožina Tregs, kterou jsou 𝐂𝐃𝟖+ supresorové buňky (CD8+CD25+Foxp3+ T buňky). Tato 

populace buněk byla nalezena u myší i lidí (Churlaud a kol., 2015). 

 

2.5   Přirozené regulační T lymfocyty  

Přirozené regulační T lymfocyty (nTregs ) jsou CD4+CD25+Foxp3+ T buňky vznikající 

v thymu v časných stádiích fetálního vývoje (14. týden vývoje) (Peterson, 2012). nTregs se 

diferencují ze self-reaktivních tymocytů (Takeuchi a Nishikawa, 2016). Jedná se o tymocyty, 

které exprimují TCR se zvýšenou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC (Peterson, 2012). 

nTregs  tvoří 5-10 % populace CD4+ T buněk u myší a 1-2 % populace CD4+T buněk u lidí 

(Lourenço a Cava, 2011). Fenotyp nTregs je díky expresi molekul CD25 a CTLA-4 velice 

podobný aktivovaným T lymfocytům (Hořejší a kol., 2013). 

nTregs jsou důležité pro inhibici efektorových buněk během infekce a v nádorech. Mají 

schopnost suprimovat následující buňky: CD4+T buňky, CD8+T buňky, dendritické buňky, 

NKT buňky, NK buňky, monocyty/makrofágy, B buňky, žírné buňky, bazofily, eozinofily a 

osteoblasty a další (Peterson, 2012). nTregs jsou také zásadní pro zachování self-tolerance a 

zabránění rozvoje autoimunity (Chaudhary a Elkord, 2016). Je také dokázáno, že nTregs 

mohou přenést svoje supresivní vlastnosti na T lymfocyty v kultuře. Přenos těchto 

supresivních vlastností je zprostředkován faktory jako IL-10 a TGF-ß (Gol-Ara a kol., 2012). 

 

2.5.1  Rozdělení  

nTregs můžeme rozlišit na klidové nTregs (CD45RA+Foxp3low) a aktivované nTregs 

(CD45RO+Foxp3high) (Peterson, 2012). Lidské CD4+CD25+ Tregs mohou být dále také 

rozděleny na základě exprese určitého integrinu. 𝐂𝐃𝟒+𝐂𝐃𝟐𝟓+ 𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 exprimující 𝛂𝟒ß𝟕 

integrin konvertují CD4+ T buňky na Tr1 buňky produkující IL-10. 𝐂𝐃𝟒+𝐂𝐃𝟐𝟓+ 𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 

exprimující integrin 𝛂𝟒ß𝟏 přeměňují CD4+ T buňky na Th3 buňky produkující TGF-ß 

(Jonuleit a Schmitt, 2003). Tr1 a Th3 buňky jsou podmnožinou indukovaných Tregs (iTregs) 

(Workman a kol., 2009). Více informací o iTregs v kapitole 2.6. 
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2.5.2  Vývoj  

nTregs se diferencují z tymocytů, které exprimují TCR se zvýšenou afinitou ke komplexu 

self-peptid-MHC (Peterson, 2012). 

Vývoj T buněk v thymu (tymocytů) zahrnuje několik dějů (viz Obr. 10). Nejprve 

dochází ke vstupu lymfoidní progenitorové buňky do thymu (Takahama, 2006). Tyto 

lymfoidní progenitorové buňky vznikají v kostní dřeni (Germain, 2002). Vstup těchto buněk 

do thymu není nepřetržitou událostí. Jedná se o nesouvislou a kontrolovanou událost, která se 

děje během embryogeneze a v dospělosti (Takahama, 2006). Časné T buňky postrádají expresi 

TCR, CD4 a CD8 a jsou označovány jako dvojitě negativní tymocyty (DN). Tyto dvojitě 

negativní tymocyty mohou být rozděleny do čtyř stádií diferenciace (DN1: CD44+CD25−, 

DN2: CD44+CD25+, DN3: CD44−CD25+, DN4: CD44−CD25−). Během vývoje těmito stádii 

exprimují tymocyty pre-TCR. Tento T buněčný receptor je tvořen nepřeskupeným pre-TCRα 

řetězcem a přeskupeným pre-TCRß řetězcem. Úspěšná pre-TCR exprese vede k buněčné 

proliferaci a nahrazení pre-TCRα řetězce nově přeskupeným TCRα řetězcem. Dochází tak 

k vytvoření αß T buněčného receptoru. αß-TCR+CD4+CD8+ dvojitě pozitivní tymocyty poté 

interagují s epiteliálními buňkami kůry kostní dřeně. Epiteliální buňky exprimují MHC I a 

MHC II molekuly asociované se self-peptidy. Osud dvojitě pozitivních tymocytů závisí na síle 

signálu (viz Obr.11), který je zprostředkován interakcí TCR s komplexem self-peptid-MHC. 

Během pozitivní selekce se pouze ty tymocyty, které exprimují TCR vázající se ke komplexu 

self-peptid-MHC I stávají CD8+ buňkami. Ty tymocyty, které exprimují TCR vázající se ke 

komplexu self-peptid-MHC II se stávají CD4+ pozitivními buňkami (Germain, 2002). 

Následuje negativní selekce, která se podílí na odstranění tymocytů, jejichž TCR se váže 

s vysokou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC (Palmer, 2003). Proces negativní selekce 

přispívá k odstranění self-reaktivních T buněk, a tak zabránění vzniku autoimunity 

(Takahama, 2006). Vzniklé pozitivní buňky jsou připraveny k exportu z dřeně do periferie 

(Germain, 2002). 

n𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 se diferencují z takto vzniklých CD4+ T buněk. Vývoj nTregs  je ovlivněn ko-

stimulačními molekulami, cytokiny, TCR, antigenní afinitou a konkrétním místem v thymu, 

kde dochází k setkání s antigenem. Pro vývoj nTregs  jsou důležité molekuly IL-2 a v menší 

míře TGF-ß (Workman a kol., 2009). IL-2 je nezbytný pro vývoj, funkci a homeostázu nTregs 

(Peterson, 2012). TGF-ß je vyžadován pro udržení Foxp3 exprese a supresivní funkce 

periferních nTregs  in vivo a in vitro (Workman a kol., 2009). 
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Komunikace mezi stromálními buňkami thymu a vyvíjejícími se thymocyty je velice 

důležitá. Poskytuje vhodné mikroprostředí, které podporuje a reguluje další vývoj tymocytů. 

Stromální buňky mikroprostředí thymu také produkují chemokiny, které hrají důležitou roli 

v nasměrování migrujících tymocytů (Takahama, 2006). Interakce mezi vyvíjejícím se 

tymocytem a medulárními epiteliálními buňkami thymu (mTECs), které exprimují Aire, 

pravděpodobně řídí vývoj tymocytů na 𝐓𝐫𝐞𝐠 buněčnou linii (Nomura a Sakaguchi, 2007). Aire 

je zkratka pro autoimunitní regulační gen, který má důležitou úlohu v expresi tkáňově 

specifických self-antigenů v thymu (Anderson a Su, 2011). Mutace v Aire vede ke vzniku 

autoimunitního onemocnění APECED (autoimmune polyendocrinopathy candidiasis 

ectodermal dystrophy). Defekt Aire pravděpodobně ovlivňuje negativní selekci self-

reaktivních T buněk (Nomura a Sakaguchi, 2007). 

 

Obr.10: Vývoj T lymfocytů a nTregs  (DN – dvojitě negativní, DP – dvojitě pozitivní). 
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Obr.11: Síla signálu TCR (Převzato z Josefowicz a kol., 2012). 

Síla signálu TCR řídí osud CD4+ tymocytů a diferenciaci regulačních T buněk. Nezralé 

CD4+ tymocyty získávají signál rozdílné síly prostřednictvím interakce TCR s komplexem 

peptid-MHC na APC. Silný TCR signál u většiny CD4+ tymocytů způsobuje apoptózu 

(programovaná buněčná smrt). Středně silný signál umožňuje CD4+buňkám uniknout deleci 

(Josefowicz a kol., 2012). 

 

2.6   Indukované regulační T lymfocyty  

Indukované regulační T lymfocyty (iTregs) jsou periferně indukovanými regulačními T 

lymfocyty (Zhang a kol., 2014), které představují další podmnožinu CD4+ T regulačních 

buněk (Jonuleit a Schmitt, 2003). iTregs se diferencují z naivních CD4+ T buněk suboptimální 

prezentací antigenu v periferii (Chaudhary a Elkord, 2016). iTregs mohou být také připraveny 

in vitro izolací CD4+ T buněk, které jsou následně aktivovány za přítomnosti IL-2 a TGF-ß1. 

Takto připravené buňky exprimují transkripční faktor Foxp3 in vitro (Schmitt a Williams, 

2013). 

Schopnost suprese iTregs není na rozdíl od nTregs závislá na buněčném kontaktu, ale je 

zprostředkována supresivními cytokiny IL-10 a TGF-ß (Jonuleit a Schmitt, 2003). Funkcí 

iTregs je zachovat periferní toleranci (Chaudhary, 2016). Předpokládá se, že 

CD4+CD25+ Tregs  a buňky produkující IL-10/TGF-ß (Tr1 a Th3) úzce spolupracují, aby 

zabránily vzniku autoimunitních reakcí in vivo (Jonuleit a Schmitt, 2003). iTregs představují 
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mocný terapeutický nástroj pro autoimunitní onemocnění, záněty a také protinádorovou léčbu 

(Workman a kol., 2009). 

V současnosti je velká naděje vkládána do transkripčního faktoru KLF2 (Kruppel-like 

factor 2). Kromě toho, že reguluje chronický zánět a je nezbytný pro vývoj iTregs (nikoliv 

nTregs), tak by mohl být vhodných markerem (Whiteside, 2015). 

 

Porovnání nTregs a iTregs viz Tab. IV. 

 

    Tab. IV: Porovnání charakteristiky nTregs a iTregs lymfocytů (Tr1, Th3) (Převzato z Jonuleit a 

Schmitt, 2003). 

 𝐂𝐃𝟒+𝐂𝐃𝟐𝟓+𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 𝐓𝐫𝟏 𝐓𝐡𝟑 

Fenotyp: 

CD25 

GITR 

CTLA-4 

Foxp3 

 

++ 

++ 

+++ 

++ 

 

+ 

- 

+ 

? 

 

+ 

? 

++ 

? 

Sekrece cytokinů: 

IL-10 

TGF-ß 

 

+/- 

+/- 

 

+++ 

+ 

 

+ 

+++ 

Diferenciační faktory ? Il-10, IFN-α TGF-ß, IL-4 

Supresivní mechanismus: 

In vitro 

In vivo 

 

 buněčný kontakt 

buněčný kontakt, IL-10, TGF-ß 

 

IL-10, TGF-ß 

IL-10, TGF-ß 

 

TGF-ß 

TGF-ß 

 

2.6.1  Rozdělení  

Na základě cytokinů způsobující jejich indukci rozlišujeme dvě hlavní podmnožiny 

iTregs, kterými jsou buňky typu 1 (𝐓𝐫𝟏) a pomocné T buňky typu 3 (𝐓𝐡𝟑). Tyto podmnožiny 

jsou tvořeny v přítomnosti odlišných cytokinů. Svoji supresivní aktivitu uskutečňují 

prostřednictvím sekretování stejných cytokinů, které jsou zodpovědné za jejich indukci. 

Těmito cytokiny jsou IL-10 a TGF-ß (Workman a kol., 2009). Tr1 buňky jsou 

charakteristické pro svoji obrovskou produkcí IL-10 a nízkou tvorbou TGF-ß. Th3 buňky 

naopak převážně produkují TGF-ß (Jonuleit a Schmitt, 2003). 
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2.6.2  Regulační lymfocyty typu 1  

Regulační lymfocyty typu 1 (Tr1) jsou buňkami, které produkují velké množství IL-10 

a malé množství TGF-ß (Jonuleit a Schmitt, 2003).  Dále produkují střední množství IL-5 a 

nízké hladiny IL-2 a IFN-γ. Od nTregs se liší odlišným cytokinovým sekrečním profilem, 

odpovědí na antigen, supresivními mechanismy a s největší pravděpodobností i některými 

buněčnými markery. nTregs jsou rekrutovány a aktivovány během časných imunitních 

odpovědí. Tr1 buňky jsou indukovány opakovanou antigenní stimulací a zasahují 

pravděpodobně později, aby snížily imunitní odpověď, obnovily a zachovaly toleranci. 

Mechanismy suprese Tr1 buněk nejsou založeny na buněčném kontaktu, ale jsou 

zprostředkovány prostřednictvím cytokinů, kterými jsou IL-10 a TGF-ß (Gol-Ara a kol., 

2012). 

Tr1 buňky také kontrolují aktivaci paměťových a naivních T buněk in vivo a in vitro. 

Potlačují imunitní odpověď zprostředkovanou Th1 a Th2 buňkami vůči patogenům, nádorům 

a aloantigenům (Jonuleit a Schmitt, 2003). 

Tr1 buňky jsou pravděpodobně schopny exprimovat některé chemokinové receptory 

na svém povrchu, které jsou běžně exprimovány Th1 (CXCR3 a CCR5) a Th2 buňkami 

(CCR3, CCR4 a CCR8). Za marker Tr1 buněk je považován receptor GATA 3 (ROG), který 

je ale také exprimován aktivovanými T buňkami (Gol-Ara a kol., 2012). 

Transkripční faktor Foxp3 není exprimován Tr1 buňkami neustále. Jejich aktivace vede 

k up-regulaci Foxp3 exprese, která dosahuje hladiny exprese tohoto transkripčního faktoru 

jako u aktivovaných T buněk. Toto zjištění souvisí s tím, že Tr1 buňky nepotřebují Foxp3 pro 

svoji supresivní funkci. Je zaznamenáno, že Tr1 mohou suprimovat konvenční T buňky 

nezávisle na Foxp3 expresi. Bylo dokonce prokázáno, že se Tr1 buňky mohou diferenciovat 

z naivních T buněk pacientů s onemocněním IPEX, kteří mají nedostatek transkripčního 

faktoru Foxp3 (Gol-Ara a kol., 2012). 

Tr1 buňky mohou být vytvořeny in vitro TCR stimulací v přítomnosti vysokých hladin 

IL-10. Předpokládá se, že přítomnost IFN-α je nezbytná pro účinnou diferenciaci Tr1 buněk 

spolu s IL-10. Opakovaná stimulace naivních CD4+ T buněk nezralými alogenními 

dendritickými buňkami také vede k indukci Tr1 buněk (Gol-Ara a kol., 2012). 

Identifikovány byly také CD𝟖+ 𝐓𝐫𝟏 buňky, které produkují IL-10 a vznikají stimulací 

naivních CD8+ buněk aktivovanými plazmacytoidními dendritickými buňkami nebo 
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myeloidními dendritickými buňkami in vitro. Supresivní funkce těchto buněk je 

zprostředkována prostřednictvím IL-10 (Gol-Ara a kol., 2012). 

 

2.6.3  Pomocné lymfocyty typu 3  

Pomocné lmfocyty typu 3 (Th3) jsou další podmnožinou iTregs. Tyto buňky sekretují 

zejména TGF-ß, který je důležitý pro diferenciaci těchto buněk. Prostřednictvím TGF-ß také 

uskutečňují svoji supresivní funkci (Gol-Ara a kol., 2012). 

Th3 regulační buňky byly identifikovány během zkoumání mechanismů asociovaných 

s orální tolerancí. Po příjmu cizího antigenu orální cestou jsou Th3 buňky schopny se 

diferencovat z naivních CD4+ T buněk (Gol-Ara, 2012). Orální tolerance je stav, kdy 

imunitní systém neodpovídá na antigeny přijaté ve stravě a na antigeny mikroflóry (Dubois a 

kol., 2003). 

Th3 buňky mají pravděpodobně významnou roli v řadě aspektů týkajících se modulace 

imunitního systému a T buněčné homeostázy. Th3 buňky poskytují pomoc při sekreci IgA a 

mají supresivní účinek vůči Th1 a Th2 buňkám (Gol-Ara a kol., 2012).  

 Exprese transkripčního faktoru Foxp3 je sporná. Některé studie detekovaly Foxp3 u 

Th3 buněk. Další studie naopak navrhují, že Th3 buňky neexprimují tento transkripční faktor 

(Gol-Ara a kol., 2012). 

 

2.6.4  𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 indukované IL-35  

Cytokin IL-35 je schopen vyvolat přeměnu naivních T buněk u myší a lidí na populaci 

regulačních buněk iTr35, které jsou novým a jedinečným členem rodiny regulačních T 

lymfocytů. Tato populace buněk není schopna supresivní funkce prostřednictvím IL-10 a 

TGF-ß, ale prostřednictvím IL-35. Tregs indukované IL-35 (iTr35) neexprimují transkripční 

faktor Foxp3. Tyto regulační buňky jsou pravděpodobně klíčovým mediátorem infekční 

tolerance a také pravděpodobně přispívají k progresi nádoru (Collison a kol., 2010). 
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2.6.5  Vývoj  

iTregs se diferencují z naivních CD4+ T buněk suboptimální prezentací antigenu 

v periferii (Chaudhary a Elkord, 2016). 

Vývoj T buněk v thymu (tymocytů) zahrnuje několik dějů (viz Obr. 12). Nejprve 

dochází ke vstupu lymfoidní progenitorové buňky do thymu (Takahama, 2006). Tyto 

lymfoidní progenitorové buňky vznikají v kostní dřeni (Germain, 2002). Vstup těchto buněk 

do thymu není nepřetržitou událostí. Jedná se o nesouvislou a kontrolovanou událost, která se 

děje během embryogeneze a v dospělosti (Takahama, 2006). Časné T buňky postrádají expresi 

TCR, CD4 a CD8 a jsou označovány jako dvojitě negativní tymocyty (DN). Tyto dvojitě 

negativní tymocyty mohou být rozděleny do čtyř stádií diferenciace (DN1: CD44+CD25−, 

DN2: CD44+CD25+, DN3: CD44−CD25+, DN4: CD44−CD25−). Během vývoje těmito stádii 

exprimují tymocyty pre-TCR. Tento T buněčný receptor je tvořen nepřeskupeným pre-TCRα 

řetězcem a přeskupeným pre-TCRß řetězcem. Úspěšná pre-TCR exprese vede k buněčné 

proliferaci a nahrazení pre-TCRα řetězce nově přeskupeným TCRα řetězcem. Dochází tak 

k vytvoření αß T buněčného receptoru. αß-TCR+CD4+CD8+ dvojitě pozitivní tymocyty poté 

interagují s epiteliálními buňkami kůry kostní dřeně. Epiteliální buňky exprimují MHC I a 

MHC II molekuly asociované se self-peptidy. Osud dvojitě pozitivních tymocytů závisí na síle 

signálu, který je zprostředkován interakcí TCR s komplexem self-peptid-MHC. Během 

pozitivní selekce se pouze ty tymocyty, které exprimují TCR vázající se ke komplexu self-

peptid-MHC I se stávají CD8+ buňkami. Ty tymocyty, které exprimují TCR vázající se ke 

komplexu self-peptid-MHC II se stávají CD4+ pozitivními buňkami (Germain, 2002). 

Následuje negativní selekce, která se podílí na odstranění tymocytů, jejichž TCR se váže 

s vysokou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC (Palmer, 2003). Proces negativní selekce 

přispívá k odstranění self-reaktivních T buněk, a tak zabránění vzniku autoimunity 

(Takahama, 2006). Vzniklé pozitivní buňky jsou připraveny k exportu z dřeně do periferie 

(Germain, 2002). 

Interakce takto vzniklých naivní CD4+ T buněk s dendritickou buňkou v periferii vede 

k indukci odlišných typů efektorových buněk (Th1, Th2 a Th17) a indukovaných regulačních 

T lymfocytů (Tr1, Th3) v závislosti na cytokinech, které jsou produkovány v mikroprostředí  

(Basset a kol., 2010). 
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Obr.12: Vývoj T lymfocytů a iTregs  (DN – dvojitě negativní, DP –  dvojitě pozitivní). 

 

2.7   CTLA-4 

CTLA-4 (T-lymphocyte associated antigen 4) je checkpointová molekula (Winograd a 

kol., 2015), která inhibuje aktivaci T buněk a jejich proliferaci. Důvodem je zachování self-

tolerance a zamezení rozvoje autoimunitních reakcí (Bertrand a kol., 2015). CTLA-4 je 

neustále exprimována 𝐓𝐫𝐞𝐠𝐬 (Wing a kol., 2008) intracelulárně a také na jejich povrchu 

(Chaudhary a Elkord, 2016). Exprese CTLA-4 je u Tregs kontrolována prostřednictvím 

transkripčního faktoru Foxp3.  Bylo zjištno, že CTLA-4 je také exprimována aktivovanými T 

buňkami (Wing a kol., 2008).  

Exprese CTLA-4 je nezbytná pro supresivní schopnost  Tregs in vivo a in vitro.   Tregs 

jsou schopny down-regulovat CD80 a CD86 na APC buňkách (Wing a kol., 2008). Dochází 

tak ke snížení kostimulačního signálu CD28, který je potřebný pro aktivaci T buněk 

(Buchbinder a Desai, 2016).  Tregs mohou také interagovat s APC buňkami prostřednictvím 

CTLA-4, která je charakterizována vysokou afinitou k CD80/CD86 (viz Obr 11). Interakce 

mezi CTLA-4 na Tregs a CD80/86 na APC způsobuje řadu událostí (Arce-Sillas a kol., 2016). 
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Tregs tak mohou například negativně ovlivňovat schopnost DC buněk zahájit imunitní 

odpověď (Liberal a kol., 2015) aktivací T buněk (Wing a kol., 2008) (viz Obr.13). 

Nedostatečná exprese CTLA-4 u Tregs vede k lymfoproliferaci, autoiumunitním 

onemocněním a nadprodukci IgE u myší (Wing a kol., 2008). Exprese CTLA-4 u Tregs je 

proto nezbytná pro zabránění vzniku autoimunity in vivo (Tai a kol., 2012). U 60 % pacientů 

léčených pomocí ipilimumabu dochází k rozvoji irAEs (immune related adverse events), které 

se projevují například poškozením kůže, gastrointestinálního traktu, neurologickými a 

hematologickými autoimunitními chorobami (Bertrand a kol., 2015). 

Inhibice CTLA-4 pomocí monoklonálních protilátek (Winograd a kol., 2015) zesiluje 

protinádorovou imunitu díky podpoření aktivace T buněk (viz Obr.13) a proliferace 

cytotoxických T lymfocytů (Bertrand a kol., 2015). Bylo zjištěno, že anti-CTLA-4 vede k 

pozměnění poměru efektorových T buněk:Tregs (Wolchok a Saenger, 2008). Schválenými 

monoklonálními protilátkami, které blokují CTLA-4 jsou ipilimumab (Buchbinder a Desai, 

2016) a tremelimumab (Chaudhary a Elkord, 2016). Ipilimumab a tremelimumab jsou 

monoklonálními protilátkami typu IgG1 a IgG2 (Chaudhary a Elkord, 2016). Ipilimumab je 

schválený pro léčbu pokročilého melanomu (Buchbinder a Desai, 2016). U myších modelů 

bylo zjištěno, že monoklonální protilátka anti-CTLA-4 uskutečňuje protinádorovou aktivitu 

prostřednictvím deplece Tregs (Chaudhary a Elkord, 2016). Deplece Tregs může být zesílena 

kombinací imunoterapie s chemoterapií (Curiel, 2007). 

 

  

Obr.13: Schéma aktivace T buněk, down-regulace T buněk a účinku anti-CTLA-4 (zleva 

doprava) (Převzato a upraveno z Bertrand a kol., 2015). 
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A – Aktivace T buněk vyžaduje interakci T buněčného receptoru s komplexem MHC-antigen 

a vazbu CD80/CD86 (B7) na APC s CD28 receptorem na T buňkách. B – CTLA-4 je schopna 

inhibovat proliferativní odpověď T buněk tím, že s nimi soutěží o vazbu s ligandem B7. C – 

Anti-CTLA-4 protilátka inhibuje CTLA-4 a tím umožňuje aktivaci a proliferaci T buněk 

(Bertrand a kol., 2015). 

 

2.7.1 Využití checkpointové blokády v léčbě pankreatického  

adenokarcinomu 

Pankreatický duktální adenokarcinom (PDA) je smrtelné a agresivní onemocnění, které 

je bohaté na fibroblasty, extracelulární matrix, zánětlivé leukocyty a je pro něho 

charakteristické husté stroma. Odhaduje se, že toto onemocnění se stane druhou nejčastější 

příčinnou smrti ve Spojených státech v roce 2025 (Winograd a kol., 2015). 

Pankreatický adenokarcinom je odolný vůči monoklonálním protilátkám. Agonistická 

monoklonální protilátka anti-CD40 spolu s chemoterapií je ale schopna indukovat T 

buněčnou imunitu a zvrátit rezistenci pankreatického adenokarcinomu k anti-PD-1 a anti-

CTLA-4. (Winograd a kol., 2015) PD-1 je také checkpointovou molekulou, která down-

reguluje aktivaci T buněk (Buchbinder a Desai, 2016). Schéma účinku anti-PD-1 a anti-

CTLA-4 viz Obr.14. 

 

 

Obr.14: Schéma účinku anti-CTLA-4 a anti-PD-1(Převzato z Buchbinder a Desai, 2016). 
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Inhibice CTLA-4 umožňuje aktivaci, proliferaci T buněk a také snižení supresivní 

schopnosti Tregs. Inhibice PD-1 umožňuje obnovení aktivity protinádorových T buněk. 

Současná inhibice CTLA-4 a PD-1 s velkou pravděpodobností vykazuje synergii a vede k delší 

protinádorové imunitní odpovědi. (Buchbinder a Desai, 2016). 

 

Winograd se svými kolegy testoval vliv anti-CTLA-4 a anti-PD-1 na růst PDA nádorů 

(viz Obr.15). V tomto pokusu bylo zjištěno, že léčba pomocí pouze anti-PD-1 nebo pouze anti-

CTLA-4 má minimální protinádorový účinek (Winograd a kol., 2015).  

 

 

Obr.15: Vlevo – Léčba PDA nádorů pomocí monoklonálních protilátek blokující PD-1 a 

CTLA-4, vpravo – Graf přežití v závislosti na použitých terapeutikách (Převzato z Winograd 

a kol., 2015). 

 

Winograd se svými kolegy dále provedl další pokus během kterého zjistil, že kombinace 

anti-CD40+chemoterapie+anti-PD-1/nebo anti-CTLA-4 a terapie založená na anti-

CD40+chemoterapie+anti-PD-1+anti-CTLA-4   způsobuje regresi subkutánních nádorů PDA 

u myšího kmene KPC, zlepšuje přežití (viz Obr.16) a také chrání před opětovným výskytem 

nádorů. S použitím CD4+ a CD8+ knockout myší bylo zjištěno, že protinádorový účinek byl 

zprostředkován T buňkami. V jejich nepřítomnosti nedošlo k inhibování růstu nádorů. 

Následně byla analyzována infiltrace T buněk v nádorech. Nádory myší léčené anti-PD-

1+anti-CTLA-4+anti-CD40+chemoterapie měly 7x vyšší podíl CD8+ T buněk: Tregs 

v porovnání s kontrolou. Myši, které byly léčeny pouze s anti-PD-1+anti-CTLA-4, nebo s anti-

CD40+chemoterapie nedosáhly takového zvýšeného podílu CD8+T buněk: Tregs jako myši 

léčené s anti-PD-1+anti-CTLA-4+anti-CD40+chemoterapie. K testování imunologické 
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paměti bylo myším následně aplikováno stejné množství buněk PDA linie, ale na opačný bok. 

U 67 až 86 % myší nedošlo k uchycení nádoru. Tento pokus ukazuje, že kombinovaná léčba 

u PDA vede k indukci protinádorové odpovědi s léčebným potenciálem. Naopak samotná 

checkpointová blokáda je dostačující například u myších modelů rakoviny střeva, melanomu 

a močového měchýře, kdy dochází k inhibici růstu nádorů a zlepšení přežití (Winograd a kol., 

2015). 

 

 

Obr.16: Vlevo – Léčba PDA nádorů pomocí monoklonálních protilátek blokující PD-1 a 

CTLA-4 v kombinaci s chemoterapií (G - Gemcitabine, Np – nab-paclitaxel), vpravo – Graf 

přežití v závislosti na použitých terapeutikách (Převzato z Winograd a kol., 2015). 
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3    Cíle práce 

• Studium regulačních T lymfocytů, jejich úloha v nádorovém onemocnění a možnosti 

jejich zacílení v nádorové imunoterapii. 

 

• Studium účinku terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manam-BAM+anti-CD40 na nádory 

pankreatického adenokarcinomu dosahující větších objemů. 

 

• Studium účinku terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-

CTLA-4 na růst nádorů pankreatického adenokarcinomu. 
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4    Praktická část 
 

4.1   Chemikálie 

Anti-CD40 (BioXCell, USA, clone FGK 4.5/FGK45) 

Anti-CTLA-4 (BioXCell, USA, clone 9H10) 

BAM, Biocompatible anchor for cell membranes (NOF Corporation, USA) 

D-MEM, Dulbecco’s modified eagle medium (Sigma-Aldrich, USA) 

EDTA, Ethylendiamineteraacetic acid (Sigma-Aldrich, USA) 

FCS, Fatal Calf Serum (Sigma-Aldrich, USA) 

HCl, kyselina chlorovodíková (Sigma-Aldrich, USA) 

LTA, Lipoteichoic acid from Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, USA) 

Manan (Sigma-Aldrich, USA)  

PBS, Phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich, USA) 

Poly (I:C), Polyinosinic:polycytidylic acid (Sigma-Aldrich, USA) 

R-848, Resiquimod (Torcis Bioscience, UK) 

Trypanová modř (Sigma-Aldrich, USA) 

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA) 

 

4.2   Laboratorní zvířata 

V těchto pokusech byly použity samice kmene C57BL/6N z chovu Charles River 

Laboratories. Myši byly čtyři týdny staré při příchodu do laboratoře. K pokusům byly použity 

ve věku 8 týdnů s hmotností 18-20 g. Myši byly chovány za standartních podmínek ve 

sterilních boxech s podestýlkou z dřevěné drtě ve zvěřinci Parazitologického ústavu, BC 

AVČR. Myši měly neustálý příjem sterilní vody a stravy ve formě suchých pelet. V místnosti 

byla udržována konstantní teplota 22 °C, relativní vlhkost 65 % a fotoperioda 12/12 hodin.  
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4.3   Nádorová buněčná linie 

Buňky myšího pankreatického adenokarcinomu Panc02 byly kultivovány v D-MEM 

s 10 % FCS obsahujícím penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 μg/ml), amfotericin B (0,25 

μg/ml), L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol (50 μM). Nádorové buňky, které věnoval 

darem prof. Lars Ivo Partecke (Greifswald, Německo), byly uchovány v termostatu za teploty 

37˚C v atmosféře nasycené vodními parami a 5% CO2. 

 

4.4   Příprava nádorových buněk Panc02 

Po odstranění média z kultivační nádobky byly nádorové buňky Panc02 3x propláchnuty 

sterilním PBS. Po propláchnutí byla provedena trypsinizace po dobu 5 minut v termostatu za 

teploty 37 °C (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS).  Po uplynutí této doby byla trypsinizace 

ukončena přidáním malého množství D-MEM s 10% FCS. Následně byly buňky 

centrifugovány 5 minut při přetížení 160g a teplotě 4 °C. Po centrifugaci došlo k odstranění 

média od peletu. K peletu buněk bylo přidáno D-MEM médium bez séra na objem 3 ml. Buňky 

byly následně rozvolněny pomocí Pasteurovy pipety. Z takto rozvolněné buněčné suspenze 

bylo napipetováno 30µl do zkumavky. Do této zkumavky bylo dále přidáno 30µl trypanové 

modři, umožňující rozlišení mrtvých a živých buněk. Počet buněk byl následně spočítán v 

Bürkerově počítací komůrce a jejich množství bylo upraveno na požadovanou koncentraci. 

 

4.5   Transplantace nádorových buněk 

Do předem vyholeného pravého boku myši bylo subkutánně aplikováno 0,1 ml D-MEM 

bez séra obsahující 400 000 nádorových buněk Panc02. 

 

4.6   Měření a výpočet velikosti nádorů 

Velikost nádorů byla měřena obden po dobu 30 dní pomocí kaliperu. Po ukončení terapie 

byla velikost nádorů kontrolována jednou za 14 dní. Následně byl spočítán objem nádorů 

pomocí vzorce V= π/6 A𝐵2. A představuje největší rozměr v mm a B nejmenší rozměr v mm. 
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4.7   Složení terapeutických látek 

 

Směs R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM 

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 mg poly (I:C)+0,5 mg LTA/ml 0,2 mM 

manan-BAM v PBS 

Směs R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 mg poly (I:C)+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-

CD40/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 

Anti-CD40+anti-CTLA-4  

0,4 mg anti-CD40 + 0,4 mg anti-CTLA-4/ml PBS 

Směs R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4  

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 mg poly (I:C)+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-

CD40 + 0,4 mg anti-CTLA-4/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 

 

4.8   Statistické vyhodnocení dat 

Data pro průměrný objem nádoru (AUC%) byla statisticky vyhodnocena v programu 

Statistica 13.2 pomocí jednocestné analýzy variance (ANOVA). Pro analýzu přežití byl použit 

Kaplan-Myerův test.  Data pro průměrný objem nádoru (AUC%) a vliv terapie na velikost 

nádoru byla graficky vyhodnocena v programu MS Excel 2016. V grafech je vyznačena 

střední chyba průměru (SEM). 

 

4.9   Experimenty 

 

4.9.1 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomocí směsi R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 

V tomto pokusu bylo použito 18 myší, kterým bylo transplantováno 4x105 nádorových 

buněk Panc02 do vyholeného pravého boku. Po 16 dnech byly myši náhodně rozděleny do 3 

skupin (A, B a K) (viz Tab. V) po 6 a byla zahájena terapie (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 
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16, 17, 18, 24, 25 a 26 bylo aplikováno 50 µl terapeutika intratumorálně. Měření nádorů 

probíhalo každý druhý den před aplikací terapeutika až do dne 30. Následně bylo 

zaznamenáváno přežití myší a každých 14 dní byl kontrolován přibližný stav velikosti a vzhled 

nádorů.  

 

Tab. V: Rozdělení myší do skupin podle aplikovaného terapeutika. 

Skupina Terapeutikum 

A 

R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-

BAM+anti-CD40 

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 mg POLY 

I:C+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-CD40/ml 0,2 mM manan-BAM v 

PBS 

 

B 

R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-

BAM 

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 mg POLY 

I:C+0,5 mg LTA + 0,4 mg /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 

 

K 

PBS 

PBS 

 

 

4.9.2 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomocí anti-CTLA-4 

v kombinaci se směsí R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 

V tomto pokusu bylo použito 24 myší, kterým bylo transplantováno 4x105 nádorových 

buněk Panc02 do vyholeného pravého boku. Po 16 dnech byly myši náhodně rozděleny do 4 

skupin (A, B, C a K) (viz Tab.VI) po 6 a byla zahájena terapie (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 

10, 16, 17, 18, 24, 25 a 26 bylo aplikováno 50 µl terapeutika intratumorálně. Měření nádorů 

probíhalo každý druhý den před aplikací terapeutika až do dne 30. Následně bylo 

zaznamenáváno přežití myší a každých 14 dní byl kontrolován přibližný stav velikosti a vzhled 

nádorů.  
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Tab. VI: Rozdělení myší do skupin podle aplikovaného terapeutika. 

Skupina Terapeutikum 

A 

R-848+poly (I:C)+LTA-manan-

BAM +anti-CD40 

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 

mg POLY I:C+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-CD40/ml 

0,2 mM manan-BAM v PBS 

 

B 

Anti-CD40+anti-CTLA-4 

0,4 mg anti-CD40 + 0,4 mg anti-CTLA-4/ml PBS 

  

C 

R-848+poly (I:C)-LTA+manan-

BAM +anti-CD40+ anti-CTLA-4 

0,5 mg R-848 (s 5,6 µl 3,5% HCl+50 µl PBS) + 0,5 

mg POLY I:C+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-CD40 + 0,4 

mg anti-CTLA-4/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 

 

K 

PBS 

PBS 
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5     Výsledky 

 

5.1  Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomocí směsi R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 

Cílem tohoto pokusu bylo otestovat účinek terapeutické směsi R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 na nádory dosahující větších objemů. Na Obr.17 je 

znázorněn průměrný objem nádoru pankreatického adenokarcinomu (AUC%) vůči kontrolní 

skupině. Z grafu je patrné, že terapeutická směs R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-

CD40 má oproti terapeutické směsi R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM větší vliv na 

redukci nádorového růstu. 

 

  

 

Obr.17: Průměrný objem nádoru (AUC%). 

 

Hladiny statistické významnosti: 

Hladiny statistické významnosti:  

 

0

20

40

60

80

100

120

140

A B K

P
rů

m
ěr

n
ý
 o

b
je

m
 n

ád
o
ru

 (
A

U
C

%
)

 

● p ≤ 0,05, ●●● p ≤ 0,005 
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Na Obr.18 je graficky zobrazen vliv výše zmíněných terapií na objem nádoru (mm3) 

v průběhu terapie trvající 30 dní. Odchylka hodnoty (den 18) pro kontrolní skupinu  je 

s největší pravděpodobností způsobena charakterem pankreatického adenokarcinomu. Pro 

pankreatický adenokarcinom je charakteristická nekróza tkáně a její následné odpadávání 

(Ženka, ústní sdělení). 

 

 

 

Obr.18: Vliv terapie na velikost nádoru. 

 

 

Po skončení terapie bylo sledováno přežití myší do dne 120 (viz Obr.19). Terapie R-

848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 vedla k vyléčení 4 myší z 6. Oproti tomu 

terapie založená na stejném složení bez anti-CD40 vedla k úmrtí všech 6 myší do 78. dne 

terapie.  
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Obr.19: Vliv terapie na přežití myší. 

 

Hladiny statistické významnosti: 

 

 

Přeživším myším bylo následně aplikováno 106 buněk Panc02 do pravého boku. 

Úspěšnost retransplantace byla sledována do 145. dne. U myší léčených terapií R-848+poly 

(I:C)+LTA+mana-BAM+anti-CD40 nedošlo k uchycení nádorových buněk. Tato odolnost 

ukazuje na zapojení získané imunity a tvorbu imunologické paměti. 

● p ≤ 0,05 
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5.2 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomocí anti-CTLA-4 

v kombinaci se směsí R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 

Cílem tohoto pokusu bylo vylepšit účinek terapeutické směsi R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 v předchozím pokuse o anti-CTLA-4. Bohužel terapie 

obohacená o anti-CTLA-4 nedosáhla účinnější redukce nádorového růstu oproti R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40. Nádory léčené směsí R-848+poly (I:C)+LTA+manan-

BAM+anti-CTLA-4 dosáhly 78% redukce objemu nádoru vůči kontrolní skupině. Terapie 

založená pouze na anti-CD40 a anti-CTLA-4 dosáhla jen 28% redukce průměrného objemu 

nádoru vůči kontrolní skupině. Naopak terapie bez anti-CTLA-4 dosáhla 87% redukce objemu 

nádoru vůči kontrolní skupině. 

 

Níže je na Obr.20 graficky zobrazen průměrný objem nádorů (AUC%). 

 

 

Obr.20: Průměrný objem nádoru (AUC%). 

Hladiny statistické významnosti: 
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Obr. 21 ukazuje vliv výše uvedených terapií na objem nádoru (mm3) v průběhu terapie 

trvající 30 dní. Odchylka hodnoty (den 18) pro kontrolní skupinu je s největší 

pravděpodobností způsobena charakterem pankreatického adenokarcinomu. Pro pankreatický 

adenokarcinom je charakteristická nekróza tkáně a její následné odpadávání (Ženka, ústní 

sdělení).  Přídavek anti-CTLA-4 k terapeutické směsi R-848 + poly(I:C) + LTA +manan-

BAM v prvních 18 dnech účinnost terapie mírně snižoval, pak jeho vliv byl zanedbatelný. 

Terapie pouze pomocí anti-CD40 a anti-CTLA-4 nevedla k výraznější redukci nádorového 

růstu ve srovnání s kontrolou. 

 

 

 

Obr.21: Vliv terapie na velikost nádoru. 

 

Třicátý den byla ukončena terapie a zahájeno sledování přežití myší do dne 120. Vliv 

terapie na přežití myší je zobrazen na Obr.22. Z grafu je patrné, že terapie pomocí R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 vedla k přežití 4/6 myší. Terapie, která byla obohacena 

ještě o anti-CTLA-4 vedla k přežití 3/6 myší. Terapie založená pouze na anti-CD40 a anti-

CTLA-4 se od kontrolní skupiny nelišila.   
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Obr.22: Vliv terapie na přežití myší. 

 

Hladiny statistické významnosti:  
 

● p ≤ 0,05, ●● p ≤ 0,01 

 

 

Přeživším myším bylo následně aplikováno 106 buněk Panc02 do pravého boku. 

Úspěšnost retransplantace byla sledována do 145. dne. U myší léčených terapií R-848+poly 

(I:C)+LTA+mana-BAM+anti-CD40 nedošlo k uchycení nádorových buněk. U myší léčených 

R-848+poly (I:C)+LTA+mana-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4 došlo k uchycení nádorových 

buněk u 1/3 myší. Tato odolnost ukazuje na zapojení získané imunity a tvorbu imunologické 

paměti. 
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6    Diskuze 

Tým vedený RNDr. Janem Ženkou, CSc. se již několik let zabývá otázkou nádorové 

imunoterapie se zaměřením se na mechanismy vrozené imunity. CD8+ cytotoxické T buňky 

jsou považovány za hlavní vykonavatele imunitních odpovědích vůči nádorům u myší a lidí. 

Zjištěno ale také bylo, že nejenom buňky získané imunity, ale i buňky vrozeného imunitního 

systému se mohou účastnit rozpoznání a destrukce nádorů (Hamaï a kol., 2010). Z buněk 

vrozené imunity mají pravděpodobně nejdůležitější úlohu NK buňky, které jsou schopny 

nádorové buňky rozpoznat a zlyzovat. NK buňky také úzce spolupracují s APC buňkami a 

napomáhají tak indukci T buněčné protinádorové imunitní odpovědi (Jacobs a kol., 2012). 

Velikost odpovědi získaného imunitního systému je závislá na časných signálech vrozené 

imunity vůči patogenům. Z toho vyplývá, že získaný a vrozený imunitní systémem jsou úzce 

propojeny (Le Bon a Tough, 2002).  

Tým vedený RNDr. Janem Ženkou, CSc. se zabývá aktivací vrozeného imunitního 

systému prostřednictvím terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM, která je neustále 

vylepšována, na redukci nádorových buněk B16-F10 a Panc02. Ale u i této terapie je potřeba 

zvažovat možný vliv získané imunity díky jejich úzkému propojení. 

Cílem této bakalářská práce bylo studovat účinek terapie na nádory dosahující větších 

objemů a pokusit se vylepšit účinek terapie na modelu pankreatického adenokarcinomu, u 

kterého nebylo zatím dosaženo vyléčení všech myší v experimentální skupině. Snahou tak 

bylo přispět k problematice spojené s imunoterapií pankreatického adenokarcinomu. 

 

V teoretické části této bakalářské práce byla studována úloha regulačních T lymfocytů, 

jejich role v nádorovém onemocnění a možnost jejich zacílení v nádorové imunoterapii. Na 

základě zjištěných informací je vhodnou kombinací anti-CTLA-4 s monoklonální protilátkou 

anti-CD40 a chemoterapií v léčbě pankreatického adenokarcinomu. 

V prvním experimentu je použita terapie založená na TLR agonistech (R-848+poly 

(I:C)+LTA) vyvolávajících zánětlivou infiltraci nádoru a PAMPs stimulujících fagocytózu 

nádorových buněk (manan) (Janotová a kol., 2014; Caisová a kol., 2016; Waldmannová a kol., 

2016). Je známo, že aktivace TLR receptorů vyvolává odpověď vrozeného i získaného 

imunitního systému. Během aktivace dochází k transkripci genů IFN typu I a prozánětlivých 

cytokinů jako například TNF-α, IL-1 a IL-6 (Adams, 2009). Ze studování účinku této terapie 
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na melanomu je známo, že kombinace TLR agonistů a agonistů fagocytárních receptorů vede 

k synergii vyvolávající zánětlivou infiltraci a aktivaci lektinové cesty komplementu. Dochází 

tím tak k redukci nádorového růstu (Waldmannová a kol., 2016). Aktivované zánětlivé buňky 

jsou schopny rozpoznat nádorové buňky díky jejich opsonizaci prostřednictvím agonistů 

fagocytárních receptorů. Ze zánětlivých buněk hrají pravděpodobně nejdůležitější úlohu 

neutrofily (Caisová a kol., 2016).  

U léčby pankreatického adenokarcinomu pomocí R-848+LTA+manan-BAM+poly (I:C) 

byl pozorován pozitivní vliv na redukci nádorů a nižší výskyt metastáz. Terapie ale nedosáhla 

takových výsledků jako u melanomu (Jandová, 2017), u kterého bylo dosaženo dokonce 

vyléčení 83 % myší (Caisová a kol., 2016). Ukázalo se tak, že tato terapie může být použita i 

v léčbě jiných nádorových onemocnění (Masáková, 2016), ale s nutností vylepšit její složení 

(Nedbalová, 2017). 

Vyšší odolnost pankreatického adenokarcinomu vůči terapii vedla k využití inhibitorů a 

aktivátorů checkpointových molekul. Vliv monoklonálních protilátek anti-PD-1 a anti-CD40 

byl nejprve studován u melanomu B16-F10. Bylo zjištěno, že samotná anti-PD-1 neměla na 

rozdíl od anti-CD40 vliv na redukci nádorového růstu a ani vliv samotné anti-CD40 nebyl 

výrazný. Kombinace R-848+LTA+manan-BAM-anti-CD40 vedla k 85% průměrné redukci 

nádorového růstu u melanomu. Bylo tak navrženo obohacení terapie o monoklonální 

protilátku anti-CD40, kdy bylo zjištěno, že kombinace anti-CD40 a směsi TLR agonistů 

s kotveným mananem vede k zesílení účinku terapie. Cytotoxický účinek vůči nádorovým 

buňkám B16-F10 a Panc02 vykazovaly NK buňky a neutrofily pouze v přítomnosti 

kotveného mananu v in vitro pokusech.  Tento cytotoxický účinek u pankreatického 

adenokarcinomu byl v porovnání s melanomem o něco nižší (Nedbalová, 2017).  

V této bakalářské práci vedla terapie založená na R-848+LTA+poly (I:C)+manan-

BAM+anti-CD40 k vyléčení 4 myší z 6. Nádory průměrně dosahovaly 13,2 % objemu 

kontrolní skupiny. Terapeutický účinek byl nižší než u terapie melanomu, kdy bylo vyléčeno 

5 z 6 myší (Nedbalová, 2017). Co se týče srovnání s terapií totožných Panc02 nádorů, je 

možno konstatovat, že účinnost terapie s počáteční velikostí nádorů klesá. V případě nádorů o 

30 mm3 je dosahováno 83% vyléčení, 40 mm3 80% (Jan Ženka, ústní sdělení) a v tomto 

experimentu, kdy nádory před zahájením terapie dosahovaly průměrné velikosti 79 mm3 bylo 

dosaženo 66% vyléčení. Možným důvodem je přítomnost  Tregs  potlačující protinádorovou 

imunitní odpověď (Chaudhary a Elkord, 2016) a také zvýšená odolnost pankreatického 
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adenokarcinomu vůči terapiím. Tato odolnost řadí pankreatický adenokarcinom mezi jedno 

z nejzávažnějších nádorových onemocnění (Ryan a kol., 2014). 

 

Co se týče úlohy jednotlivých složek terapeutické směsi použité v prvním pokusu, jedná 

se o tyto aktivity: 

Manan-BAM se podílí na opsonizaci nádorových buněk (Caisová a kol., 2016) a 

aktivaci lektinové cesty komplementu (Waldmannová a kol., 2016). 

R-848 je TLR7 agonista u myší a TLR7 a 8 agonista u lidí, který vykazuje synergii 

s manan-BAM. V předchozích letech byl studován vliv TLR4 agonisty, lipopolysacharidu 

(LPS), ale z důvodu jeho schopnosti vyvolat septický šok u lidí byl nahrazen R-848. R-848 je 

schopen indukovat zrání plazmacytoidních DC buněk (pDCs), podporovat produkci protilátek 

a zesilovat Th1 odpověď u myší. (Caisová a kol., 2016).  Maturace DC buněk je 

charakterizována up-regulací MHC II a kostimulačních molekul (CD80/86), které poskytují 

signály nezbytné pro aktivaci naivních T buněk (Pasare a Medzhitov, 2003). R-848 také 

v synergii s poly (I:C) indukuje velmi výraznou tvorbu IL-12 (Napolitani a kol., 2015). 

Poly (I:C) je TLR3 agonista který kromě výše popsané indukce tvorby IL-12 stimuluje 

zrání DC buněk u myší a lidí, čímž může zesílit prezentaci antigenu buňkám získané imunity. 

U poly (I:C) bylo zjištěno, že také zvyšuje odolnost myší vůči retransplantaci (Caisová a kol., 

2016). 

LTA je TLR2 agonista (Takeuchi, 1999). LTA indukuje aktivaci makrofágů, které 

produkují IL-12. LTA se kromě indukování tvorby IL-12 podílí také na produkci řady dalších 

cytokinů makrofágy jako například TNF-α, IL-6, IL-10 (Cleveland a kol., 1996). IL-12 je 

cytokinem zesilujícím aktivitu NK buněk (Cleveland a kol., 1996) a T buněk (Hessle a kol., 

2000). IL-12 dále zvyšuje produkci IFN-γ u NK a T buněk (Cleveland a kol., 1996) a 

podporuje vývoj CTL a Th1 buněk (Cleveland a kol., 1996). IL-12 je tak důležitým cytokinem 

spojující vrozený a získaný imunitní systém (Hessle a kol., 2000).  

CD40 molekula je členem rodiny TNFR, která je exprimována DC buňkami, makrofágy 

a B buňkami. CD40 je nezbytná pro T a B buněčnou odpověď. Bylo zjištěno, že synergie mezi 

anti-CD40 a TLR7 vede k expanzi CD8+ T buněk produkujících IFNγ a tvorbě paměťových 

buněk. Tato synergie vede k 10-20x vyšší odpovědi než při použití samotné monoklonální 

protilátky anti-CD40 (Ahonen a kol., 2004). Monoklonální protilátka anti-CD40 je obecně 
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schopna aktivovat APC buňky a podpořit protinádorovou odpověď zprostředkovanou T 

buňkami (Vonderheide a Glennie, 2013).  

 

V druhém experimentu jsme se přidáním protilátky anti-CTLA-4 ke směsi R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 pokusily zvýšit terapeutický účinek směsi na redukci 

růstu pankreatického adenokarcinomu. Monoklonální protilátka anti-CTLA-4 byla zavedena 

do terapeutické směsi díky přítomnosti Tregs v nádoru, které jsou schopny molekulu CTLA-4 

exprimovat (Wing a kol., 2008). CTLA-4 se podílí na supresivním účinku Tregs (Buchbinder 

a Desai, 2016), které jsou schopny ovlivnit APC buňky a inhibovat aktivaci a proliferaci T 

buněk (Buchbinder a Desai, 2016). Monoklonální protilátka anti-CTLA-4 zesiluje 

protinádorovou imunitu prostřednictvím podpoření aktivace T buněk (viz Obr.12), proliferace 

cytotoxických T lymfocytů (Bertrand a kol., 2015) a vede k pozměnění poměru efektorových 

T buněk:Tregs (Wolchok a Saenger, 2008). Cílem bylo zjistit, zda deplece Tregs 

prostřednictvím anti-CTLA-4 vylepší terapeutickou směs a podpoří vrozenou a získanou 

imunitu, která je supresivním účinkem Tregs potlačena. 

Terapie s anti-CTLA-4 vedla k výrazné redukci nádorového růstu vůči kontrolní 

skupině. Lepších výsledků v porovnání s terapií bez anti-CTLA-4 dosaženo ale nebylo. 

Redukce nádorového růstu nebyla nižší než u terapie bez anti-CTLA-4. Přesný důvod není 

znám. Možný je vliv zánětlivého prostředí na Tregs, které je terapií vyvoláno. Úloha Tregs 

v místě zánětu zůstává stále sporná. Některé studie tvrdí, že prozánětlivé prostředí vede ke 

snížení suprese Tregs, naopak některé studie tvrdí, že supresivní účinek Tregs narušen není 

(Zhao a kol., 2012). Je možné, že výsledný účinek terapie je založen na kombinaci účinku 

anti-CTLA-4, která má schopnost zesílit protinádorovou imunitu, a na účinku IL-6 a IL-12, 

které vznikají v průběhu terapie. V úvahu je potřeba brát, jak jejich možný supresivní účinek, 

který je popisován některými studiemi, tak i jejich vliv na diferenciaci Tregs na Th17 buňky. 

Tyto informace jsou popsány níže. 

 

Terapie použitá v této bakalářské práci je založena na směsi TLR agonistů. Je známo, 

že použití agonistů TLR (TLR 3, TLR 7/8 a TLR 9) vede například k zvýšení fagocytózy, up-

regulaci MHC a kostimulačních molekul (CD80, CD86 a CD40), produkci IFN typu I 

plazmacytoidními DC buňkami (pDC), IL-12 myeloidními DC buňkami (mDC) a produkci 
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IL-6 (Adams, 2009). U IL-12 byla zjištěna jeho schopnost zesílit aktivaci a proliferaci 

konvenčních T buněk i v přítomnosti Tregs. Zhao se svými kolegy předpokládá, že IL-12 je 

schopen indukovat tvorbu IFN-γ u Tregs , inhibovat proliferaci Tregs  a expresi Foxp3. IL-12 je 

tak pravděpodobně schopen snížit supresivní schopnost regulačních T lymfocytů. Možná je 

také konverze Tregs  na konvenční T buňky (Zhao a kol., 2012). 

  IL-6, který je také produkován aktivací TLR, pravděpodobně hraje důležitou roli 

v aktivaci T buněk prostřednictvím překonání suprese zprostředkované Tregs (Pasare a 

Medzhitov, 2003). Bylo také zjištěno, že IL-6 spolu s TGF-ß indukuje diferenciaci naivních T 

buněk na Th17 buňky a inhibuje diferenciaci iTregs (Kimura a Kishimoto, 2010) (viz Obr.23). 

Některé studie se domnívají, že i aktivované Tregs jsou schopny diferenciace na Th17 buňky 

v přítomnosti IL-6 (Xu a kol., 2007). Tyto efektorové T buňky (Li, 2015) jsou schopny 

produkovat zánětlivé cytokiny (Li a Zheng, 2015) a účastnit se indukce autoimunitních 

onemocnění a obrany proti bakteriím (Kimura a Kishimoto, 2010).  

Výsledek druhého experimentu podporuje představu, že primárně zánětlivé prostředí 

vyvolané aplikací terapeutika se třemi agonisty TLR receptorů samo o sobě potlačuje 

imunosupresivní účinek Tregs a tudíž jejich deplece prostřednictvím anti-CTLA-4 nemá již na 

účinek terapie vliv. 

 

  

Obr. 23: Účinek IL-6 na rovnováhu Th17 buněk a Tregs (Převzato z Kimura a Kishimoto, 

2010). 
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7    Závěr 

• V teoretické části této bakalářské práce bylo zjištěno, že vhodnou terapií v léčbě 

pankreatického adenokarcinomu je kombinace anti-CTLA-4, anti-CD40 a 

chemoterapie. 

 

• Účinnost terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 u Panc02 nádorů 

větších počátečních objemů klesá, nicméně i u rozvinutých nádorů je dosahováno 66% 

úplného vyléčení. 

 

• Terapie založená na R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4 

nevede k výraznější redukci nádorového růstu vůči terapie bez anti-CTLA-4. 

 

• K opětovnému uchycení nádorových buněk u terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-

BAM+anti-CD40 při retransplantaci nedošlo. U terapie R-848+poly 

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4 došlo k uchycení nádorových 

buněk u 1/3 myší. 

 

• IL-12 a IL-6, produkované touto terapií, mají na základě zjištěných informací vliv na 

funkci Tregs a jejich vliv by mohl vysvětlit neúčinnost přídavku anti-CTLA-4 k terapii. 

 

• Je potřeba provést odpovídající experimenty zaměřující se na bližší pochopení vlivu 

cytokinů, vznikajících v průběhu terapie, a zánětlivého prostředí na funkci Tregs. 
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8    Seznam použitých zkratek 

AC – buňka adenokarcinomu (adenocarcinoma cell) 

ADCC – buněčná cytotoxicita závislá na protilátkách (antibody dependent cellular 

cytotoxicity) 

ADP – adenosindifosfát (adenosine diphosphate) 

Aire – autoimunitní regulátor (autoimmune regulator) 

APC – antigen prezentující buňka (antigen presenting cell) 

APECED – autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal cystrophy 

ATP – adenosintrifosfát (adenosine triphosphate) 

BAM – bicompatible anchor for membrane 

BPC – benigní pankreatická buňka (benign pancreatic cell) 

CCL – chemokine (C-C motif) ligand 

CCR – chemokine (C-C motif) receptor  

CD – diferenciační skupina (cluster of differentation) 

CTL – cytotoxická T buňka (cytotoxic T cell) 

CTLA – cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 

CXCL – C-X-C motif chemokine ligand 

CXCR – C-X-C motif chemokine receptor 

DC – dendritická buňka (dendritic cell) 

D-MEM – dulbecco’s modified eagle medium 

DNA – deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid) 

EDTA – ethylendiamidtetraoctová kyselina (ethylendiamineteraacetic acid) 
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FAS – first apoptosis signal 

FCS – fetální bovinní sérum (fatal calf serum) 

HCl – kyselina chlorovodíková (hydrochlorid acid)  

HIF – hypoxia inducible factor  

HLA-DR – human lekocyte antigen-antigen D related 

ICOS – inducible co-stimulatory molecule 

IL – interleukin (interleukin) 

KRAS – K-ras 

LAG – lymphocyte-activation gene 

LTA – lipoteichoová kyselina (lipoteichoic acid) 

MART – melanoma-associated antigen recognized by T cells 

MHC – hlavní histokompatibilní komplex (major histocompatibility complex) 

NF-κB – nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NK – přirozený zabíječ (natural killer) 

NKT – NK T-lymfocyt (natural killer T cell) 

NRP – neuropilin 

PBS – fosfátový pufr (phosphate buffered saline) 

PD – programmed cell death protein 

POLY (I:C) – polyinosinic:polycytidylic acid 

PRR – pattern recognition receptor 

R-848 – resiquimod 
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RNA – ribonukleová kyselina (ribonucleic acid) 

STAT – signal transducer and activator of transcription 

TAA – tumor associated antigen 

TAM – tumor-associated macrophage 

TCR – T-buněčný receptor (T-cell receptor) 

Teff – efektorová T buňka (effector T cell) 

TGF – transforming growth factor 

TIM – T cell immunoglobulin and muci-domain 

TLR – toll like receptor 

TME – tumorové mikroprostředí (tumor microenvironment) 

TNF – tumor necrosis factor 

TNFR – tumor necrosis factor receptor 

VEGF – vaskulární endoteliální růstový faktor (vascular endothelial growth factor) 

WBC – bílá krvinka (white blood cell) 
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