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1 Úvod 

V dnešním světě je rakovina velice rozšířenou civilizační nemocí. Ačkoli se po světě udělalo 

již tolik výzkumů, nikdo ještě nenalezl léčbu, která by 100% fungovala na všechny typy 

nádorů. Vyspělou technologií v lékařství jsme však schopni detekovat nádorové buňky, 

zaměřovat je (targeting) a zpomalit jejich růst. Účinnou léčbou by však mohl být náš 

imunitní systém, na kterém je v podstatě založena tato práce. 

 

1.2 Rakovina obecně 

1.2.1 Vznik rakoviny 

V našem těle se nachází přes sto milionů buněk s různými funkcemi, rakovina však začíná 

různými změnami uvnitř buněk. Díky signálům, které buňky produkují, dochází ke kontrole 

buněčného dělení. Pokud však nějaký signál chybí nebo je poškozen, buňky se mohou začít 

přehnaně a nekontrolovatelně množit, růst a následně vytvářet novotvary zvané nádory. 

Některé typy rakoviny např. leukémie vznikají z krevních buněk, které se neformují v 

novotvary. Tyto poškozené buňky se hromadí v krvi a někdy také v kostní dřeni. Riziko 

vzniku rakoviny se zvyšuje se vzrůstajícím věkem a to díky akumulaci genetických změn v 

buněčných genech. 

Různé typy buněk zajišťují v těle různé funkce, avšak jedno mají společné, mají 

řídící středisko nazývané jádro. Uvnitř jádra se nacházejí chromozomy tvořené dlouhými 

řetězci DNA. Sama DNA je pak složená z tisíce genů, které ovlivňují chování buněk. Za 

normálních podmínek geny uvnitř buňky nebo náš imunitní systém zajišťují potřebné 

množství těchto buněk, které naše tělo potřebuje, aby zůstalo zdravé. Avšak při buněčném 

dělení může docházet k různým změnám v buňce. Genové změny uvnitř buněk se nazývají 

mutace.  
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Obvykle jsou buňky schopné tyto změny korigovat, pokud je však poškození 

nevratné, jsou schopné se samy zničit, a to apoptózou nebo jsou rozpoznány imunitním 

systémem jako chybné a jsou jím zabity. Tyto buněčné pochody chrání naše tělo před 

vznikem rakoviny. Obvykle však mutace na důležitých genech znamenají, že buňky 

neposlouchají pokyny a začnou se nekontrolovatelně množit. Nejsou schopny opravit 

defekty a nepodléhají apoptóze.  Ačkoli přeměnu zdravé buňky v mutovanou může způsobit 

mnoho aspektů, jednotlivé nádory se ve své genetické výbavě značně liší. Jediné, co je však 

spojuje je, že rakovinné buňky mění úroveň svého metabolismu dle své potřeby, což jim 

umožňuje rychlý růst a nadměrnou proliferaci. 

Jak už jsem se zmínila, vznik mutace v buňkách je způsobený změnami DNA 

v buněčném jádře. Trvalé poškození DNA může vyvolat mutageneze, jako je například 

substituce bází, inzerce/delece nebo jakékoliv chromozomální přestavby. Jakákoliv takováto 

genová nestabilita je základním krokem v rozvoji rakoviny. 

 

1.2.2 Funkce telomerázy v nádorových buňkách 

Stáří somatických buněk můžeme detekovat dle délky telomer. Pokaždé, když buňka projde 

dělící fází, dochází ke zkracování těchto telomer, což ovlivňuje životnost buňky. Díky 

opakujícím se nukleotidovým sekvencím nedochází ke ztrátě genetického materiálu. Počty 

buněčných dělení tedy mají vliv na délku telomer. Čím víc se buňka bude dělit, tím budou 

telomery kratší a tím pádem i kratší životnost dané buňky. Telomeráza je ribonukleoprotein, 

který má schopnost prodloužit telomery chromozomů. Ve zdravém organismu se však 

telomeráza vyskytuje pouze v proliferujících zárodečných buňkách, v běžných tělních 

buňkách je její aktivita blokována. Nádorové buňky mají schopnost aktivovat funkci 

telomerázy, což znamená, že nedochází ke zkracování telomer a buňka se stává nesmrtelnou 

(Altaner, 2008). 

1.2.3 Metabolismus nádorové buňky 

Na vzniku rakoviny má zásadní vliv genetická predispozice, onkogeny, ale i náš životní styl. 

Je již známo, že nadměrné slunění může přecházet v rakovinu kůže (melanom), kouření zas 

způsobovat změny v plicích a nakonec i špatná výživa může mít vliv na vznik rakoviny v 

gastrointestinálním traktu.   
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Všechny tyto aspekty mohou nakonec způsobit mutaci buněk a vznik rakovinného bujení.  

Aby mohla nádorová buňka neomezeně proliferovat či invazovat do tkáně, musí zcela 

změnit svůj metabolismus (Slaninová a Krejčí, 2013). 

Nádorové buňky začnou akumulovat velké množství glukózy a glutaminu za jejich 

velké spotřeby. Ve většině rakovinných buněk tedy můžeme najít výrazně zvýšený 

metabolismus glukózy, bez ohledu na zásobování kyslíkem. Toho si již v roce 1920 všiml 

německý biochemik Otto Warburg. Předpokládal, že zvýšená glykolýza je vyvolána 

narušením aktivity oxidativní fosforylace a nádorové buňky získávají ATP pouze 

z glykolýzy (Chen et al., 2014). I když je Warburgův efekt specificky popsán pro 

metabolické změny v nádorových buňkách, můžeme ho naleznout i u rychle se množících 

buněk, včetně buněk embryonálních. Je známo, že u rakovinných buněk se můžeme setkat 

s vyšším podílem mitochondriálních mutací, což může mít vliv na jejich funkčnost. Avšak 

nevratné defekty mitochondrie jsou i u těchto buněk velice vzácné. Je dokázáno, že pokud by 

nějakým způsobem byla potlačena glykolýza nádorové buňky, je buňka schopna obnovit 

funkci mitochondriálního metabolismu (Slaninová a Krejčí, 2013).
 

Nicméně v posledních letech byla hypotéza, která tvrdila, že dochází k nevratnému 

poškození mitochondrií u rakovinných buněk, vyvrácena. A to v důsledku zjištění, že 

zvýšená glykolýza u mnoha druhů rakoviny není doprovázena mitochondriálními defekty ani 

narušením oxidativní fosforylace (Chen et al., 2014). Je tedy pravděpodobné, že ve většině 

případů nemá poškození mitochondrie vliv na potlačení její funkce. Funkce 

mitochondriálního metabolismu je regulována na úrovni exprese, nebo aktivity proteinů 

zapojených do Krebsova cyklu či dýchacího řetězce. Nikdy však nemůže být úplně 

zastavena, protože vytváří membránový potenciál potřebný pro dělení mitochondrií a celé 

buňky (Slaninová a Krejčí, 2013). 

Kromě toho bylo zjištěno, že zvýšení glykolýzy má vliv nejen na syntézu ATP, ale 

také na syntézu ribonukleotidů a aminokyselin nutných pro růst, následné dělení, ale také 

působní na vznik redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NADPH)  

(Chen et al., 2014). Rakovinné buňky tedy získávají až 60 % ATP pomocí glykolýzy, 

zatímco tvorbu ATP v mitochondrii potlačí. Buňky tedy přechází na anaerobní glykolýzu a 

to i za dostatečného přísunu kyslíku.  Buňka je sice schopna pomocí respiračního řetězce 

získat více molekul ATP ve srovnání s anaerobní glykolýzou, avšak důvodem, proč 

rakovinné buňky získávají ATP právě anaerobní glykolýzou, je, že glykolýza oddělená od 

mitochondriálního metabolismu je až 100x rychlejší a v konečném důsledku za dostatečného 

množství glukózy je buňka schopna vyprodukovat větší množství ATP.  
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1.2.4 Pentózový cyklus nádorových buněk 

Pentozový cyklus je děj, který poskytuje redukované kofaktory NADPH a pětiuhlíkaté 

sacharidy a je napojený na proces glykolýzy. Buňka potřebuje replikovat svůj genom, 

vytvořit dostatečné množství MK pro výstavbu membrán a AK pro syntézu proteinů. Aby 

mohla buňka tvořit nové nukleotidy, musí z pentózového cyklu získat ribozu-5-fosfát, který 

je prekurzorem pro jejich tvorbu. NADPH vzniklý v pentózovém cyklu buňka používá 

k syntéze MK, lipidů a pro ochranu buňky před volnými radikály. Vzhledem ke zvýšenému 

metabolismu rakovinných buněk, dochází ke zvýšené tvorbě volných radikálů, které by 

mohly buňkám ublížit. Glutathion je tripeptid, který slouží jako ochránce před oxidačním 

stresem v buňce. Avšak aby mohl glutathion správně fungovat, potřebuje ke své činnosti 

NADPH, který získá právě z pentózového cyklu. Proto je pentózový cyklus pro rakovinné 

buňky velice důležitý. 

1.2.5 Vznik laktátu a jeho vliv na buněčné pochody 

Rychlost glykolýzy je ovlivněna množstvím NAD
+
, který je v procesu glykolýzy redukován 

na NADH (sloužící ke vzniku ATP).  Za běžných podmínek se NADH vrací do 

mitochondriální respirace, kde je opět přeměněn na oxidat. formu NAD
+
. Avšak díky tomu, 

že rakovinné buňky mají utlumený respirační cyklus, začnou buňky zvyšovat produkci 

laktátdehydrogenázy a přeměňovat pyruvát na laktát a to v cytosolu buňky. Během této 

reakce dochází k regeneraci NADH zpět na NAD
+
. Vysoké množství laktátu, které v buňce 

vzniklo, může ohrozit rychlost glykolýzy, která by se důsledkem okyselení mohla úplně 

zastavit, proto buňka expanduje laktát z cytosolu do vnějšího prostředí. Sekrecí laktátu 

dochází k vnějšímu okyselení prostředí, díky němuž jsou schopny nádorové buňky působit 

na cytotoxické T lymfocyty a tím zabránit ataku imunitního systému. Laktát také snižuje 

adhezi buněk a tím napomáhá vniku druhotných ložisek (Slaninová a Krejčí, 2013). 
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1.2.6 Volné radikály kyslíku (ROS) 

Volné radikály kyslíku (ROS) a reaktivní formy dusíku hrají dvojí roli. Působí jak škodlivě, 

tak příznivě na buňky našeho těla. ROS působí v buňkách jako sekundární poslové 

intracelulárních signálních kaskád, které vyvolávají a udržují onkogenní fenotyp 

rakovinných buněk, ale také jsou schopny vyvolat buněčné stárnutí a apoptózu a tím účinně 

působit proti rakovinným buňkám. Oxidační stres vyvolá v buňce redoxní dysbalanci, která 

je přítomna ve většině rakovinných buněk v porovnání s buňkami zdravými. Redoxní 

dysbalance je spojována s onkogenní stimulací (Valko et al., 2006). Volné radikály se také 

používají k terapii rozvinutých zhoubných nádorů (RTG ozařování a některá cytostatika);  

(Holeček, 2010). 

1.3 Imunoediting 

Je proces, který se skládá z imunitního dohledu a progrese nádoru. Je rozdělen do tří fází: 

eliminace, rovnováha, únik. 

 

I. Eliminace – tato fáze zahrnuje vrozené a adaptivní imunitní odpovědi na na nádorové 

buňky. Vrozená imunitní reakce zahrnuje několik efektorových buněk jako  NK, 

NKT, a γδ T, které jsou aktivovány zánětlivými cytokiny, uvolňovanými při 

nádorovém růstu. Do fáze eliminace se také zapojují makrofágy a stromální buňky, 

které obklopují nádorové buňky. Tato sekrece cytokinů přiláká další buňky 

imunitního systému, které následně produkují další prozánětlivé cytokiny jako IL-12, 

IFN-γ. Adaptivní imunitní odpověd je zprostředkována sekrecí perforinu, FasL a 

TRAIL, díky níž dochází k ataku NK buněk na nádorové buňky (Mori et al., 1997; 

Smyth et al., 2000; Takeda et al., 2001). 

 

II. Rovnovážná fáze – během této fáze jsou nádorové buňky (s neimunogenním 

fenotypem), které unikly ataku imunitního systému v eliminiační fázi, selektovány 

pro růst. 

 

III. Fáze úniku – během této fáze unikají nádorové buňky imunitním mechanismům, 

rostou a expandují do okolí (Kim et al., 2007). 
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1.4 Imunita  

1.4.1 Přirozená imunita 

Přirozená imunita zajišťuje první linii obrany proti cizorodým látkám. Jejím hlavním úkolem 

je rozpoznat struktury pro tělo cizí a tělu vlastní a poté zahájit obranou reakci. Aby mohly 

buňky přirozené imunity rozpoznávat struktury mikroorganismů, jsou vybaveny skupinou 

receptorů.  Tyto receptory se značně liší od receptorů adaptivní imunity. Zatímco receptory 

adaptivní imunity jsou pro každého jedince individuální, tudíž nemůžou být děděny; 

receptory přirozené imunity jsou kódovány v zárodečné DNA. Přirozená imunita je velmi 

důležitou složkou protinádorové obrany a to díky schopnosti rozeznat antigen bez předchozí 

prezentace pomocí MHC komplexu, jako je to u imunity adaptivní. 

 

Nespecifická imunita má schopnost rozeznávat:  

 

I. Vysoce konzervované bakteriální struktury zvané PAMPs díky PRR receptorům 

nacházejícím se především na makrofázích, dendritických buňkách a B lymfocytech. 

Rozpoznání PAMP struktur, buňkami přirozené imunity zprostředkuje okamžitou 

obranou reakci a to bez předchozí buněčné proliferace, jako je tomu u imunity 

adaptivní. 

 

II. Vzory endogenního původu, které vznikají v těle např. během apoptózy nebo při 

nekróze. Tyto buňky jsou schopny rozeznávat ACAMP (Apoptotic Cell Associated 

Molecular Pattern), které jsou rozpoznávány ACR receptory nacházejícími se na 

povrchu buněk vrozené imunity (Krejsek a Kopecký, 2004). 
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Alarminy (PAMPs, DAMPs) 

PAMPs tvoří různorodý soubor mikrobiálních molekul, které sdílejí řadu různých 

biochemických znaků (Janeway et al., 2007). Skládají se z látek tvořících bakteriální stěnu 

např. peptidoglykan (gram-pozitivní bakterie), lipopolysacharid (gram-negativní bakterie), 

bakteriální DNA, glukany (Krejsek a Kopecký, 2004). PAPMs jsou jedinečné pro mikroby a 

nejsou produkovány hostitelskými buňkami (Medzhitov et al., 2002). V porovnání s nimi, 

DAMPs (damage-associated molecular patterns) jsou molekuly, které iniciují imunitní 

odpověď v reakci na poranění, ischemii, poškození tkáně a to buď v nepřítomnosti, nebo 

přítomnosti patogenní infekce. Většina PAMPs a DAMPs jsou rozpoznávána PRR receptory 

(Tang at al., 2012). 

Tyto receptory jsou schopny rozlišovat znaky typické pro patogenní mikroorganismy. 

Tímto mechanismem reaguje vrozená imunita výhradně na poškozující faktory vnějšího 

prostředí. 

 

Dle funkčnosti rozeznáváme 3 třídy receptorů: sekretované, endocytární a signální. 

 

I. Sekretované receptory se váží na povrch antigenů a tím iniciují fagocytující buňky a 

komplement k rozpoznání daného antigenu. Mezi nejznámější PRR receptor tohoto 

typu patří MBL (Manan Binding Lectin); (Krejsek a Kopecký, 2004). Vylučované 

PRR receptory se vážou na mikrobiální buňky a označují je k destrukci 

komplementem nebo fagocytózou (Medzhitov et al., 2002). 

 

II. Endocytární receptory jsou exprimovány na povrchu fagocytujících buněk a 

zprostředkovávají vazbu fagocytů s mikroorganismy. Endocytární receptory iniciují 

usmrcování a rozklad mikroorganismů. Fragmenty antigenů jsou následně navázány 

na molekuly HLA II. třídy a prezentovány T lymfocytům na povrchu buněk 

prezentující antigen. Tato třída receptorů zahrnuje makrofágový receptor pro manózu 

(MMR, CD206) a Macrophage Scavenger Receptor (MSR, CD204). 
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III. Signální receptory aktivují NFkB signální systém, který působí na expresi genů. 

Produkty těchto genů regulují imunitní odpověď (Krejsek a Kopecký, 2004). Mezi 

signální receptory řadíme receptory zvané Toll, které byly poprvé identifikovány u 

Drozofily (Hashimoto et al., 1988). Tyto typy receptorů byly objeveny i u savců a 

byly pojmenovány jako Toll-like receptors (TLRs). Toll receptor je 

transmembránový protein s extracelulární doménou, který je složen z opakujících se 

domén bohatých na leucin (LRR) a z cytoplazmatické domény, která vykazuje 

homologie s cytoplazmatickou doménou lidského receptoru pro IL-1. Dokázalo se, že 

aktivní mutant lidského Toll transfektovaný do lidských buněčných linií může 

indukovat aktivaci NFkB a expresi NFkB regulačních genů pro zánětlivé cytokiny 

1L-1, IL-6 a IL-8 a stejně tak expresi kostimulační molekuly B7.1, která je nutná pro 

aktivaci naivních T buněk. (Medzhitov et al., 1997). 

 

Apoptotic Cell Receptor (ACR) 

ACR jsou receptory vyznačující se strukturální heterogenitou. Mezi ACR receptory patří 

skupina tzv. vychytávacích receptorů, která je exprimována na buňkách vrozené imunity. 

V závislosti na typu buňky, která pomocí těchto receptorů identifikuje ACAMP dochází 

k rozvoji imunitní odpovědi. Pokud dochází k identifikaci prostřednictvím makrofágů, 

dochází ke tvorbě cytokinů, které obecně snižují schopnost imunitního systému reagovat. 

Rozeznávání prostřednictvím dendritických buněk může vést k rozvoji imunitní reaktivity 

(Krejsek a Kopecký, 2004). 
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Kompartmenty vrozené imunity - jejich funkce v imunitním systému a 

protinádorové účinky. 

Mikroprostředí nádoru, vyznačující se chronickým zánětem obsahujícím stromální buňky, 

velké množství cév a zánětlivý infiltrát hraje důležitou roli při vývoji rakoviny (Coussens 

and Werb, 2002; Allavena et al., 2008; Hanahan and Weinberg, 2011). Široké spektrum 

leukocytů v mikroprostředí nádoru může vykonávat dvojí roli v rozvoji a progresi nádoru. 

Ve skutečnosti buňky imunitního systému můžou přímo potlačovat rozvoj a růst nádorových 

buněk, podílet se na indukci protinádorové imunitní odpovědi nebo mohou být přijaty 

nádorovými buňkami, které je ovlivňují v jejich prospěch a příznivě působit na růst 

nádorových buněk. Do tohoto buněčného infiltrátu spadají mnohé buňky imunitního 

systému, včetně makrofágů a neutrofilních granulocytů (Galdiero et al., 2013). 

 

Vrozenou imunitu můžeme rozdělit do dvou kategorií: 

 

I. Buněčná složka vrozené imunity, do které řadíme – dendritické buňky, makrofágy, 

eosinofilní granulocyty, žírné buňky, NK buňky, trombocyty, erytrocyty a neutrofilní 

granulocyty. 

 

II. Humorální složka vrozené imunity, do které spadá komplementový systém a 

interferonový systém. 

 

I. Dendritické buňky (DC) 

DC se nachází ve většině tkání a jejich úkolem je zachycovat a zpracovávat antigeny a 

prezentovat je spolu s MHC antigeny na jejich povrchu. DC zvyšují po aktivaci antigenem 

expresi genů kostimulačních molekul a migrují do lymfoidních orgánů (slezina a lymfatické 

uzliny), kde prezentují antigen T lymfocytům. Tyto reakce DC můžou být navozeny 

infekčními agens a zánětlivými produkty. DC jsou vlastně mobilní hlídky, které prezentují 

antigeny T lymfocytům a působí na expresi kostimulačních molekul, čímž indukují imunitní 

reakce. Další důležitou funkcí, je schopnost vyvolávat toleranci T buněk vůči antigenům, 

které jsou tělu vlastní (tzv. self-antigens), čímž minimalizují vznik autoimunitních nemocí. 

Po aktivaci T lymfocytů prostřednictvím zralých dendritických buněk mohou T buňky 

dokončit imunitní odpověď.   
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Tyto buňky prostřednictvím interakce s B lymfocyty zajišťují tvorbu protilátek a skrz 

makrofágy jsou schopny regulovat uvolňování cytokinů. Nezralé dendritické buňky jsou 

méně účinnými iniciátory imunitního systému, nejsou schopny aktivovat T lymfocyty. 

Avšak jsou velmi dobře vybaveny pro zachycení antigenů, což hraje klíčovou roli v indukci 

imunity, protože tyto antigeny mají schopnost navodit zrání a mobilizaci dendritických 

buněk (Banchereau a Steinman, 1998). 

 

II. Eozinofilní granulocyty 

Eozinofily jsou multifunkční leukocyty účastnící se zánětlivých procesů, alergických 

onemocnění a parazitární invaze (Gleich a Loegering, 1984; Weller, 1994; Rothenberg a 

Hogan, 2006). V reakci na různé podněty dochází k pronikání eozinofilů z cirkulace do 

zánětlivého ohniska, kde aktivují imunitní reakci prostřednictvím celé řady mechanismů. 

Aktivace eozinofilů probíhá za účasti receptorů pro cytokiny, imunoglobulinů a 

komplementu, může vést k vylučování prozánětlivých cytokinů IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,  

IL-12, IL-13, IL-16, IL-18 a TGF (transforming growth factor), chemokinů a lipidových 

mediátorů (Kita, 1996). Tyto molekuly mají prozánětlivý efekt, který zahrnuje zvýšenou 

funkci adhezních systémů, aktivaci a regulaci cévní propustnosti, sekreci hlenu a kontrakci 

hladkých svalů. 

Eozinofily mohou sloužit jako hlavní efektorové buňky, které způsobují poškození a 

dysfunkci tkáně a to uvolněním toxických granulí a lipidových mediátorů (Gleich a 

Adolphson, 1986). Bylo také prokázáno, že eozinofily jsou schopny provádět četné imunitní 

reakce, včetně prezentace antigenu (Shi et al., 2000; MacKenzie et al., 2001). Mohou 

zpracovávat a prezentovat různé mikrobiální, virové a parazitární antigeny (Shi, 2004) a 

sekretují celou řadu cytokinů, kterými jsou schopné podporovat T buněčnou proliferaci a 

polarizaci Th1, Th2 (Kita, 1996; Shi et al., 2000; MacKenzie et al., 2001; Marone, 2000). 

IL-5 dokonce reguluje růst, diferenciaci, aktivaci a životnost eozinofilů a dává signál pro 

expanzi a mobilizaci eozinofilů (Collins et al., 1995).  

U těchto buněk je také důležité zmínit jejich protinádorovou aktivitu. Ačkoliv jejich 

tumoricidní účinky nejsou dobře známy, četné studie prokázaly lepší prognózu spojenou 

s migrací eozinofilů do nádorových tkání. Degranulované eozinofilní buňky byly nalezeny u 

nádorů tlustého střeva (Pretlow, et al., 1983; Fernández‐Aceñero et al., 2000), 

spinocelulárního karcinomu (SCC); (Dorta et al., 2002), u rakoviny prostaty  

(Luna-Moré et al., 1997) a močového měchýře (Costello et al., 2005) atd.   
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V okolí nádoru byla pozorována lipidová zrna, pocházející právě z degranulovaných 

eozinofilů, pomocí nichž byla spuštěna protinádorová cytotoxická odpověď (Caruso et al., 

2011). U lidí jsou eozinofily často využívány pro imunoterapii pomocí IL-2 (Huland, 1992; 

Simon, et al., 2003), IL-4 (Tepper et al., 1992; Sosman et al., 1995), GM-CSF (granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor); (Bristol et al., 2003) nebo jsou využívány k výrobě 

vakcín (Schaefer et al., 2010). 

 

III. Žírné buňky (mastocyty) 

Žírné buňky jsou známé jako základní efektorové buňky, účastnící se alergických reakcí. 

Tyto buňky obsahují receptory pro IgE. Při styku s konkrétním antigenem, který je rozeznán 

buněčným receptorem vázajícím IgE, dochází k sekreci bioaktivních mediátorů. Tyto 

mediátory vyvolají počáteční iniciační fázi, která zahrnuje vaskulární reakce a exsudaci a 

přispívá k pozdní fázi zahrnující akumulaci leukocytů a hojení ran. Prekurzory těchto buněk 

cirkulují v krvi a lymfatických cévách a následně migrují do tkáně, kde dozrávají a získávají 

zde morfologické a funkční vlastnosti pod vlivem mikroenvironmentálních faktorů 

(Kirshenbaum et al., 1991; Mekori et al., 1993; Rodewald et al., 1996; Metcalfe et al., 1997; 

Galli, 1997; Kirshenbaum et al., 1999). Ačkoli tyto buňky sdílejí mnoho vlastností, nejsou 

homogenní populací. Obsahují totiž rozdílná cytoplazmatická granula. Tyto buňky se mohou 

lišit velikostí, strukturou cytoplazmatických granulí, obsahem mediátorů, citlivostí na 

stimulaci růstovými faktory a citlivostí na různé farmakologické agens  

(Mekori a Metcalfe, 200). 

Aktivace žírných buněk je zahájena po interakci antigenu (alergenu) s IgE 

protilátkou, která je připojena k buněčné membráně prostřednictvím FceRI receptoru. Tato 

vazba způsobuje aktivaci buněk a spouští produkci mediátorů a jejich uvolnění (Alber et al., 

1992; Metcalfe et al., 1997; Galli, 1997; Galli a Lantz, 1999).  

 

Aktivace má za následek 3 typy biologických účinků: 

A. Buňky začnou řízeně regulovat sekreci předem připraveného obsahu uvnitř 

granulí a následně ho uvolní pomocí exocytózy do okolí. Během této 

aktivace jsou uvolňovány mediátory jako je histamin, proteoglykany, 

proteázy a cytokiny (např. TNF α a IL-16).  

  



12 

 

B. Mastocyty enzymaticky syntetizují lipidové mediátory z prekurzorů 

uložených v buněčných membránách. Mezi tyto mediátory patří PGD2 

(prostaglandin D2), leukotrien C4 (LT) a faktor aktivující destičky (PAF).  

C. Žírné buňky zahájí transkripci, translaci a sekreci různých typů cytokinů 

jako jsou TNF-α, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor), SCF (stem cell factor), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6. IL-10, IL-13, IL-14 a 

IL-16 a expresi určitých chemokinů, např. macrophage inflammatory 

proteins (MIP) – MIP-1α a MIP-1β, T-cell activation gene 3, lymphotactin, 

monocyte chemotaktic protein-1. Opět v závislosti na typu žírných buněk a 

jejich stimulu (Galli et al., 1991; Metcalfe et al., 1997; Galli, 1997; Galli a 

Lantz, 1999). 

 

Vliv IL-3 na žírné buňky: 

Ukázalo se, že IL-3 a c-kit ligand (který se váže na SCF faktor kmenových buněk), 

podporují proliferaci a zrání žírných buněk u hlodavců, zatímco IL-3 má minimální přímý 

účinek na proliferaci těchto buněk u lidí, SCF po interakci s tyrosine kinázovým receptorem 

(c-kit receptor) indukuje u lidí růst žírných buněk a jejich diferenciaci  

(Kirshenbaum et al., 1992; Galli et al., 1993). 

 

IV. NK buňky (natural killers)  

NK buňky patří mezi cytotoxické lymfocyty. Po jejich aktivaci dochází k uvolňování 

cytotoxických granulí obsahující perforin a granzymy, které způsobí perforaci cílových 

buněk a následnou apoptickou smrt  (Lieberman, 2003; Voskoboinik et al., 2006). NK buňky 

jsou schopny produkovat celou řadu cytokinů a chemokinů např. IFN-γ, TNF, GM-CSF, 

MIP-1α a RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted)  

(Biron et al., 1999; Dorner et al., 2004). Témeř všechny lidské NK buňky exprimují CD16 

marker (Perussia et al., 1984; West et al, 1977), který je receptorem pro Fc fragment IgG. Za 

pomoci tohoto receptoru mohou NK rozpoznávat buňky potažené protilátkou  

(Ojo a Wigzell, 1978). 

 Lidské NK buňky rovněž exprimují CD56 znak, který je označován jako  neural cell 

adhesion molecule (Lanier et al., 1991). Téměř všechny lidské i myší NK buňky exprimují 

2B4 receptor. Tento receptor je vázán na CD48 buněčnou molekulu, která je obecně 

exprimována na hematopoetických buňkách (Brown et al., 1998).  
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Prostřednictvím alternativní vazby může 2B4 fungovat jako aktivační nebo inhibiční 

receptor (Schatzle et al., 1999).  Na NK však slouží jako aktivační receptor a může přispívat 

k lýze hematopoetické buňky exprimující CD48 (Nakajima et al., 1999).  Dalšími aktivátory 

NK buněk jsou  NKp46, NKp44, a NKp30 receptory. NKp46, NKp30 jsou výhradně 

exprimovány NK buňkami a jakákoliv blokace těchto receptorů zhoršuje lýzu cílových 

buněk NK buňkami (Sivori et al., 1997; Pende et al., 1999). NK buňky mohou být také 

nespecificky aktivovány pomocí cytokinů IL-2, IL-15, and IL-18 (Perussia et al., 1996). IL-2 

stimuluje NK buňky k proliferaci, sekreci cytokinů, k efektivnější lýze cílových buněk a 

pomáhá rozšiřovat škálu nádorů, které mohou lyzovat (Kehri et al., 1988) 

 

Rozdělení NK buněk 

Lidské NK buňky jsou charakterizovány CD3
- 
CD56

+ 
 znaky a tvoří 5 – 20 % lymfocytů 

periferní krve. Lze je rozdělit do dvou skupin CD56
bright

 a CD56
dim

. Skupina CD56
dim

 

převládá v krvi (přibližně 95 % NK buněk), v místě zánětu vykazuje vysoký cytotoxický 

potenciál a exprimuje MHC 1 receptory. Zatímco skupina CD56
bright 

převládá v lymfatických 

uzlinách (75 % NK buněk) a jejím hlavním úkolem je produkce cytokinu. V porovnání 

s předchozí skupinou je jejich cytotoxicita rapidně nižší a jsou považovány za prekurzory 

terminálně diferenciovaných CD56
dim

 (Lanier et al., 1983; Ferlazzo and Munz, 2004; Freud 

and Caligiuri, 2006; Chan et al., 2007).  

 

Schopnost NK buněk působit na nádorové a virem napadené buňky 

NK buňky patří mezi lymfocyty, u kterých byla poprvé identifikována schopnost zabíjet 

nádorové buňky a to bez záměrné imunizace či aktivace. Mají schopnost zabíjet virem 

napadené buňky a přednostně napadají buňky, které neexprimuji antigeny pomocí MHC1 

komplexu. Díky aktivaci NK buněčných receptorů a kostimulačních molekul jsou NK buňky 

schopny rozpoznávat nádorové a virem napadené buňky. Aktivované NK buňky jsou 

schopny působit na další buňky imunitního systému a tím ovlivňovat imunitní odpověď (Wu 

a Lanier,2003). Vazba TNF receptorů jako jsou Fas/CD95, TRAIL receptor a TNFR1 na 

nádorových buňkách s požadovanými ligandy FasL, TRAIL and TNF, které jsou 

exprimovány nebo sekretovány NK buňkami, přispívá za jistých okolností k cytotoxicitě NK 

buněk (Zamai et al., 1998, 2007; Voskoboinik et al., 2006). 
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NKT buňky 

NKT buňky jsou populací T lymfocytů, které sdílí některé charakteristické vlastnosti s NK 

buňkami. Tyto buňky nesou receptor NKR-P1A (CD161), který exprimují NK buňky 

(Lanier et al., 1994). Avšak složení TcR receptoru je odlišuje od klasických T lymfocytů. 

Díky tomuto receptoru jsou NKT buňky schopny rozeznat glykolipidové antigeny 

v prezentaci CD1d molekuly (Kawano et al., 1997; Joyce et al., 1998). Nedávné studie 

ukázaly, že CD1d váže glykosylphosphatidylinositol (GPI). Tento glykolipid se nachází na 

povrchu mnoha buněk a slouží jako kotva povrchových molekul nacházejících se na buněčné 

membráně, které např. regulují funkce komplementového systému (Schofield et al., 1999). 

Tyto molekuly se u různých organismů vyskytují v různých modifikacích. Tyto GPI by 

mohly zvyšovat schopnost NKT buněk rozpoznávat patogeny (Gumperz et al., 2000). NKT 

buňky vylučují IFNγ, který stimuluje imunitní odpověď Th1 buněk (Arase at el., 1996). Jsou 

však také schopny produkovat značné množství IL-4, které stimulují Th2 buňky (Yoshimoto 

et al., 1994).  

NKT buňky mohou buď potlačit protinádorovou odpověď prostřednictvím IL-13 nebo ji 

zprostředkovat pomoci IFNγ. IFNγ může podporovat funkci CTL (cytotoxických lymfocytů) 

a aktivovat NK buňky pravděpodobně přes Th1 buněčnou indukci. Na druhou stranu, po 

odstranění Th1 buněk, za předpokladu zvýšené imunitní odpovědi prostřednictvím Th2 

buněk, docházelo k inhibici CTL a potlačení protinádorové imunity  

(Smyth a Godfrey, 2000). Další protinádorová činnost NK buněk byla prokázána na pokusu 

s myšmi pomocí α-GalCer ligandu. Tento ligand patří mezi glykosfingolipidy a inhibuje růst 

nádoru prostřednictvím aktivace NKT buněk (Giaccone et al., 2002). 

 

V. Makrofágy 

Makrofágy jsou široce distribuované buňky imunitního systému, které hrají nezastupitelnou 

roli v udržování homeostázy a v obraně proti patogenům. V případě vrozené imunity 

zajišťují makrofágy okamžitou ochranu proti patogenům a koordinují infiltraci leukocytů. 

Makrofágy způsobují fagocytózu a následnou degranulaci apoptických buněk, mikrobů, 

případně neoplastických buněk (Gordon, 2003). Tyto procesy probíhají nezávisle na imunitní 

buněčné signalizaci. Odstranění zastaralých nebo apoptických buněk vede k minimální nebo 

nulové produkci imunitních mediátorů nestimulovanými lymfocyty (Kono a Rock, 2008).  
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Mezi receptory, které zprostředkovávají fagocytózu a tím zajišťují homeostatický 

stav patří scavenger receptors, fosfatidylserinové receptory, thrombospondin receptor, 

integriny a komplementové receptory (Erwig a Henson, 2007).  

Aktivace makrofágů může mít buď prozánětlivé nebo protizánětlivé účinky, přispívá 

k destrukci nebo regeneraci tkáně a k hojení ran (Mantovani et al., 2005). Makrofágy 

vykazují značnou plasticitu a mohou změnit svou fyziologii v reakci na signály z 

mikroprostředí. Tyto změny mohou vést ke vzniku různých populací těchto buněk a to 

s odlišnými funkcemi (Mosser a Edwards, 2009). U myší mohou být monocyty 

 (= makrofágy v krevním řečišti) rozlišeny na základě exprese markerů na buněčném 

povrchu:  

 

I. zánětlivé myší monocyty jsou definovány jako CCR2
+
 (CC-chemokinový 

receptor 2), CX3CR1
 low

 (CX3C- chemokinový receptor1) a GR1
+ 

 

II. rezidentní monocyty CCR
2-

 , CX3CR1
hi

, GR1
- 
(Geissmann et al., 2003). 

 

Lidské monocyty, které se svou fyziologií značně odlišují od myších monocytů, 

můžeme také rozdělit na základě exprese markerů na buněčném povrchu 

 (Strauss-Ayali et al., 2007). Klasické monocyty CD14
hi

, CD16
-
 nebo neklasické monocyty 

CD14
+
, CD16

+
. Přibližně 90 % lidských monocytů exprimuje na svém povrchu klasické 

markery, zatímco u myší populace jsou tyto markery zastoupeny rovnoměrně 

(Passlick et al., 1989). Makrofágy můžeme rozdělit do dvou skupin a to na M1 – klasicky 

aktivované makrofágy a M2 – alternativně aktivované makrofágy (Gordon, 2003). 

 

Klasicky aktivované makrofáfy (M1) 

Kombinace dvou signálů IFNγ (interferon-γ) a TNF (tumor-necrosis factor) aktivuje 

makrofágovou populaci, která zvýší sekreci prozánětlivých cytokinů a mediátorů (Mackanes, 

1977; O'Shea a Murray, 2008). Důležitým zdrojem IFNγ jsou NK buňky (natural killers). 

NK buňky reagují na stres a infekci produkcí IFNγ, který může iniciovat makrofágy 

k sekreci prozánětlivých cytokinů, produkci zvýšeného množství superoxidových aniontů a 

kyslíkových a dusíkatých radikálů, čímž zvyšuje jejich schopnost zabíjet (Dale et al., 2008). 

Avšak produkce IFNγ NK buňkami je obvykle přechodná, a proto je důležité udržet populaci 

aktivní a to za pomoci produkce IFNγ Th1 buňkami (T helper); (Nathan, 2008; Mackaness, 

1997; Gordon a Taylor, 2005; Gordon, 2007; O'Shea a Murray, 2008).  

  



16 

 

Pro klasicky aktivované makrofágy je typická produkce IL-1, IL-2 a IL-3, která má 

vliv na vývoj Th17 (Langrish et al., 2005; Veldhoen et al., 2006; Bettelli et al., 2006). 

 

Alternativně aktivované makrofágy (M2) 

M2 podskupina byla nadále rozdělena díky obrovským rozdílům v biochemii a fyziologii 

těchto buněk (Edward et al., 2006). Dělíme je tedy na makrofágy účastnící se hojení, 

regulační makrofágy a tumor asociované makrofágy (TAMs); (Mosser a Edwards, 2009). 

 

TAMs (tumor asociované makrofágy) 

Tyto buňky se vyznačují svými imunosupresivními vlastnosti a infiltrací do nádorové tkáně. 

Produkce IL-10, TGF-β a PGE rakovinnými buňkami a TAMs buňkami přispívá k potlačení 

protinádorové aktivity (Sica et al., 2002). TAMs jsou známé svou nízkou produkcí NO a 

nízkými cytotoxickými vlastnostmi (Dinapoli et al., 1996). Exprimují nízké hladiny 

prozánětlivých cytokinů  IL-12, IL-1β, TNF-α, aIL-6 a mají nízkou aktivitu jako antigen 

prezentující buňky (Mantovani et al., 2002). Avšak byla u nich objevena i protinádorová 

aktivita, viz. níže. 

 

VI. Neutrofily  

Dnes je známo, že neutrofily jsou klíčovými buňkami vrozené imunity a hrají důležitou roli 

v zamezení vlivu a odstranění počátečních škodlivých podnětů (Jaillon et al., 2013). 

Neutrofilní granulocyty tvoří 50 – 70 % leukocytů cirkulující krve. Tyto polymorfonukleární 

granulocyty migrují do tkání na popud chemotaktických signálů (Nourshargh et al., 2010). 

Po příchodu neutrofil do místa signalizace zastávají neutrofily celou řadu antibakteriálních 

funkcí, jako jsou výroba ROS, fagocytóza patogenů, mrtvých a umírajících tkání, 

degranulace s uvolněním různých druhů toxických látek a parakrinní signalizace dalším 

buněčným typům (Kolaczkowska et al., 2013).  

Aktivované neutrofilní granulocyty produkují růstové faktory, různé cytokiny 

s protizánětlivým i  prozánětlivým účinkem. Pokud však porovnáme tvorbu cytokinů s 

jejich tvorbou u mononukleárních fagocytů, je u neutrofilních granulocytů značně menší. 

Avšak tuto nevýhodu předčí počet neutrofilních granulocytů, který značně přesahuje 

množství mononukleárních fagocytů a navíc v místech obranného i poškozujícího zánětu 

dochází k jejich akumulaci.   
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Bakteriální produkty jako jsou LPS, N-fromylované oligopeptidy nebo biologicky 

aktivní komponenty hub, indukují tvorbu cytokinů u neutrofilních buněk (Krejsek a 

Kopecký, 2004). Neutrofily vímají zánětlivé podněty a okolní prostředí prostřednictvím 

buněčných povrchových receptorů, a to zejména receptorů spřažených s G proteinem (GPCR 

rodina). 

 

Regulace angiogeneze 

Neutrofily také exprimují širokou škálu angiogenních faktorů, které jsou schopné 

způsobovat nádorové angiogeneze. Za účasti chemoatraktatntu CXCL1 / MIP-2, který 

způsobí příliv neutrofilů, uvolňují biologicky aktivní látku VEGF-A (vascular endothelial 

growth factor A), což vede k angiogenezi in vivo (Scapini et al., 2004). Avšak mohou 

působit i protichůdně a to prostřednictvím anti-angiogenních mediátorů např. elastázy, která 

způsobí degradaci biologicky aktivních látek (VEGF-A, bFGF - basic fibroblast growth 

factor, α-defenzin) přispívajících k angiogenezi (Scapini et al., 2002; Chavakis et al., 2004; 

Ai et al., 2007). Neutrofily jsou také schopny exprimovat TRAIL ligand (TNF-related 

Apoptosis-Inducing Ligand), který je známý svou protinádorovou aktivitou (Cassatella, 

2006; Tecchio et al., 2013). 

 

TAN (tumor-associated neutrophils) 

 

V analogii s makrofágy, TAN (tumor-associated neutrophils) mohou uplatňovat 

protinádorové i pronádorové funkce. Výzkumy také naznačují, že neutrofily můžou být 

polarizovány na odlišný fenotyp v reakci na odlišné nádorové signály (Fridlender et al., 

2009, Mantovani, 2009 and Mantovani et al., 2011). 

Pronádorová aktivita TAN se vyznačuje mechanismy, jako jsou – přestavba extracelulární 

matrix, posílení invazne a metastázujícího růstu nádorových buněk, angiogeneze, buněčná 

proliferace nádorových buněk, lymfangiogeneze a inhibice protinádorového imunitního 

dohledu (Mantovani et al., 2008; Qian and Pollard, 2010; Mantovani et al., 2011). 

Protinádorová aktivita TAN a TAM – tyto buňky mohou vyvíjet protinádorovou 

aktivitu prostřednictvím přímé cytotoxické aktivity proti nádorovým buňkám a také skrze 

produkci velkého množství mediátorů (např. cytokinů, chemokinů a růstových faktorů), 

které způsobí infiltraci a aktivaci buněk adaptivní a přirozené imunity. (Mantovani et al., 

2002; Tecchio et al., 2013).  
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1.4.2 Adaptivní imunita 

Mezi hlavní složky adaptivní imunity patří T a B-lymfocyty, které prostřednictvím receptorů 

pro antigeny aktivují imunitní reakce. Tyto lymfocyty jsou schopné rozeznávat značné 

množství antignních struktur díky rekombinanci genových segmentů kódujících jejich 

receptory. Dalším hlavním znakem specifické imunity je imunologická pamět. Díky 

imunologické paměti jsou schopny zvyšovat imunitní reaktivitu po opakovaném setkání 

s antigenem. K jejímu rozvoji dochází až během života. 

 

T lymfocyty 

Tyto buňky vznikají v kostní dřeni a poté migrují do brzlíku, kde probíhá jejich maturace. 

Rozpoznání antigenu probíhá výhradně ve spojení s MHC molekulami.  

Rozeznáváme dva druhy: 

I. Th lymfocyty (CD4
+
, helper cells) – jsou typické pro svou sekreci cytokinů 

prostřednictvím nichž stimulují imunitní reakce. Můžeme je rozlišit na Th1, jejichž 

cytokiny aktivují mononukleární fagocyty, NK buňky a cytotoxické T lymfocyty 

k usmrcování mikrobů. 

Th2 jsou lymfocyty účastnící se boje proti parazitům a jsou schopny stimulovat  

B lymfocyty a další buňky imunitního systému (Bonilla a Oettgen, 2010). 

II. Tc lymfocyty (cytotoxic T cells, CD8
+
) – jejich úloha je monitorovat a zabíjet 

buňky, které jsou potenciální hrozbou pro hostitele. Např. buňky napadené virem a 

nádorové buňky (Andersen et al., 2006). 

B lymfocyty 

Vznikají z hematopoetických kmenových buněk v kostní dřeni. V jejich membráně je  

zakotvena protilátka, která slouží jako receptor pro antigen. Po rozpoznání antigenu, jsou 

 B lymfocyty schopny se za pomoci T lymfocytární stimulace diferencovat na plazmatické 

buňky, které produkují protilátky proti specifickému antigenu (Bonilla a Oettgen, 2010). 
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1.5 Reakce imunitního systému na nádory 

Díky komplexnímu systému imunitní obrany (produkce cytokinů, chemokinů atd.) je naše 

tělo schopno rozeznávat různé cizorodé látky a následně aktivovat imunitní systém, který 

vede k destrukci daného antigenu. Díky molekulovým strukturám, které se nacházejí na 

nádorových buňkách by mělo docházet k indukci imunitní odpovědi. Tyto struktury by měly 

mít antigenní charakter, to znamená iniciovat imunitní systém k obraně a aktivovat složky 

imunitního systému. Přítomnost nádorových buněk vede opravdu k aktivaci imunitního 

systému, ale ten vždy nemusí mít protektivní charakter. Nádorové buňky jsou schopny 

působit na buňky imunitního systému a stimulovat je k onkogenezi. To, že imunitní systém 

nereaguje na nádorové antigeny, může být způsobeno díky slabé imunogenitě těchto 

antigenů nebo abnormální regulací imunitní odpovědi. 

 

1.5.1 Nádorové antigeny 

Jsou látky, které jsou produkovány nádorovými buňkami a spouští imunitní odpověď 

organismu. Tyto antigeny jsou užitečnými markery pro identifikaci nádorových buněk. 

Dělíme je na nádorově specifické (TSA) a tumor asociované antigeny (TAA). 

 

TSA nádorově specifické antigeny jsou látky, které se vyskytují výhradně na 

nádorových buňkách (Philipps et al., 1985). Byly prokázány u nádorů vyvolaných 

chemickými a fyzikálními vlivy. Protinádorové odpovědi na tyto antigenty se účastní CD4
+  

a CD8
+
 T lymfocyty, které jsou aktivovány vazbou antigenu na MHC complex  

(Toes et al., 1999). 

TAA (antigeny spojené s nádory) lze lokalizovat nejen na buňkách nádorových, ale 

můžeme je pozorovat i na normálních tělních buňkách. Přítomnost v tělních buňkách je 

specifická svou nízkou koncentrací (Old a Chen 1998). Patří mezi ně např. MAGE 

(melanom asociovaný antigen), který je sice typický pro melanomové buňky, může být však 

exprimován i na běžných zdravých buňkách (Chomez et al., 2001).  
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1.6 Mechanismy úniku nádorových buněk útoku imunitního 

systému 

I. Nízká imunogenicita - vzhledem k tomu, že nádorové buňky vznikají mutací vlastní 

buněčné tkáně, můžou být pro rozvinutí imunitní odpovědi nedostatečně 

imunogenníí. 

 

II. Porucha prezentace antigenu – mutace nebo snížená regulace nádorových antigenů; 

mutace nebo nepřítomnost MHC genů potřebných pro prezenci antigenu imunitnímu 

systému; chybné zpracování antigenu (například nedostatek TAP = transporter 

associated with antigen processing). 

 

III. Exprese imunosupresivních faktorů a molekul – cytokinů (TGF-β, IL-10, VEGF), 

prostaglandinů. Pomocí TGF-β dochází k potlačení ataku cytotoxických lymfocytů. 

 

IV. Apoptotická rezistence – exprese anti-apoptických molekul nebo mutace apoptických 

molekul (Igney a Krammer, 2002). 
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1.7 N-formyl peptidy 

Mezi první chemotaktické faktory, které byly strukturálně definovány, patří N-formyl 

peptidy. Na rozdíl od jiných leukocytových chemoatraktantů, by mohly N-formylové peptidy 

původně pocházet z endogenních zdrojů, jako jsou mitochondriální proteiny prasklých 

hostitelských buněk nebo z exogenních zdrojů, jako jsou například proteiny napadajících 

patogenů.  

Studie naznačují, že N-formylová skupina byla rozhodující determinantou vazby 

ligandu na FPR a protože bakteriální a mitochondriální proteiny jsou jediné zdroje N-formyl 

peptidů v přírodě. Má se všeobecně za to, že tyto receptory byly vyvinuty, aby 

zprostředkovávaly migraci fagocytů do míst bakteriální invaze nebo poškozené tkáně (Le et 

al., 2002). 

 

1.8 Formyl peptidové receptory (FPR) a jejich dělení 

Tyto transmembránové receptory jsou schopné vázat formylové peptidy, které se vyskytují 

v organismu při vzniku infekce. Jsou umístěny především na leukocytech (Fu et al., 2006). 

Migrace leukocytů do místa bakteriální infekce a následná realizace imunitní kaskády se 

uskutečňuje tak, aby došlo k zabránění šíření patogenní invaze (Dorward et al., 2015).  

První GPCR (receptor spřažený s G proteinem), který byl popsán u lidských 

neutrofilů, byl formyl peptidový receptor (FPR), který při aktivaci spouští celou řadu kaskád, 

jako jsou chemotaxe, degranulace, produkce ROS a fagocytóza (Boulay at al., 1990; Ye RD, 

2009). První specifický agonista, který byl popsán pro tento receptor je eicosanoid. (Fu et al., 

2006). Eicosanoidy hrají důležitou roli v regulacích imunitní odpovědi a zánětlivém procesu 

(Krejsek a Kopecký, 2004). V dnešní době je známo mnoho agonistů pro tyto receptory. 

Funkční odpověď neutrofilů je spouštěna ligací těchto receptorů (Le et al., 2002).  

Obecně platí, že chemoatraktantní receptory se skládají z jednoho řetězce složeného 

z 350-370 aminokyselin, který prostupuje 7x skrz buněčnou membránu. Tento 

aminokyselinový řetězec obsahuje N-konec se třemi smyčkami, které jsou nezbytné pro 

interakci s ligandem a jsou umístěny na extracelulární straně membrány a C-konec, který 

obsahuje další tři smyčky, je důležitý pro intracelulární signalizaci a je umístěný na 

intracelulární straně membrány (Murphy, 1994 a 1997). 
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1.8.1 Lidské FPRs  

Lidské formyl peptidové receptory představují tři typy receptorů a to FPR1, FPR2/ALX a 

FPR3. Tyto receptory vykonávají různé role v iniciaci, propagaci a rozlišení zánětu. Pomocí 

low-strigency hybridizace s FPR, kde cDNA byla použita jako hybridizační sonda, byly 

klonovány z mRNA knihovny neutrofilů, receptory původně nazývané FPR-like 1 (FPRL1) 

a FPR-like 2 (FPRL2). Díky odlišným biochemickým a fyziologickým rolím, byly tyto 

receptory přejmenovány na FPR2/ALX a FPR3. Všechny tyto receptory jsou seskupeny na 

chromozomu 19q13.3 a sdílejí významné sekvenční homologie (Bao et al., 1992). Dříve se 

myslelo, že tyto receptory se vyskytují pouze na fagocytujících buňkách, tento pohled byl 

však přehodnocen z důvodu výskytu těchto receptorů i na jiných buňkách (Fu et al., 2006). 

Formyl peptidové receptory jsou přítomny na některých epitelových buňkách, zvláště těch, 

které mají sekreční funkce a na některých buňkách endokrinních jako jsou např. folikulární 

buňky štítné žlázy a buňky kůry nadledvin, neurony a hepatocyty (Becker et al., 1998). 

I. FPR1 

Tento receptor je exprimován na povrchu klidových neutrofilů. Exprese FPR1 je rapidně 

zvyšována v reakci na zánětlivé podněty. V in vitro pokusech tyto podněty zahrnují  

lipopolysacharid (LPS), faktor aktivující destičky, tumor necrosis faktor alfa a CpG 

oligonukleotid (O'Flaherty et al., 1991; Sengelov et al., 1994; Kitchen et al., 1996; Hayashi 

et al., 2003). Zvýšená exprese FPR1 receptoru byla také popsána u cirkulujících neutrofilů u 

pacientů s emfyzémem, Cronovou chorobou a sepsí (Tennenberg a Solomkin, 1988; Anton 

et al., 1989;  Stockley et al., 1994). Tato rychlá exprese FTR1 ukazuje, že dochází k syntéze 

FPR1 během neutrofilní maturace. V reakci na agonisty pak dochází k samotné mobilizaci 

těchto receptorů (Sengelov et al., 1994; Cowland a Borregaard, 1999). 

Mezi endogenní ligandy FPR1 patří cathepsin G, annexin A1 a za hlavní exogenní ligand 

FPR1 je považován fMLF (formyl-methionyl-leucyl fenylalanin); (Cooray  et al., 2013; 

Wang et al., 2014).  
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II. FPR2 

FPR2  v porovnání s FPR1 váže fMLF s nízkou afinitou (He et al., 2014). Tento typ 

receptorů je schopný vázat proteiny, peptidy a proteiny s ligandy včetně sérového amyloidu 

A, lipoxinu A4 a Annexinu A1(Ann A1) (Dufton a Perretti, 2010; Bozinovski et al., 2013; 

Yang et al., 2013). Důležitým rysem těchto ligand-specifických interakcí, je schopnost 

vyvolat prozánětlivý nebo protizánětlivý efekt. Vazba amyloidu A nebo leucinu-37 

s FPR2/ALX vyvolá zánětlivou reakci, dochází k aktivaci neutrofilů, uvolnění cytokinů a 

dojde ke zvýšenému toku neutrofilů do místa zánětu (El Kebir et al., 2007; Wan et al., 2011). 

Na rozdíl od vazby s AnnA1, která inhibuje migraci neutrofilů, podporuje jejich apoptózu  a 

nabádá makrofágy ke sníženému prozánětlivému fenotypu (Li et al., 2011). Lipoxin A4, opět 

skrz vazbu s FPR2/ALX vyvolá inhibici neutrofilní migrace za doprovodu zvyšujícího se 

náboru monocytů (Cooray et al., 2013). 

III. FPR3 

Na rozdíl od ostatních členů FPR rodiny, patří FPR3 k nejméně probádaným receptorům. 

Tento typ receptorů se nevyskytuje na neutrofilech, avšak byl nalezen na eozinofilních 

buňkách, monocytech, makrofázích a dendritických buňkách (Devosse et al., 2009). Mezi 

ligandy FPR3 patří F2L, což je vysoce konzervativní acetylovaný peptid odvozený z amino-

terminálního rozpadu hem vázajícího proteinu (Gao et al., 2007). Aktivace FPR3 je vyvolána 

nízkou nanomolární koncentrací F2L. F2L indukuje intracelulární tok vápníku, fosforylaci 

ERK 1,2 (ERK = Extracellular signal–regulated kinase). Fosforylace těchto kináz způsobí 

jejich dimerizaci a vstup do buněčného jádra. Internukleární ERK fosforyluje řadu 

transkripčních faktorů, které v konečné fázi působí na expresi cyklinu D1, který interaguje 

s Rb (retinoblastoma protein). Rb je tumor supresorový protein, který je nefunkční u 

několika hlavních druhů rakoviny. Jeho funkcí je zabránění nadměrnému buněčnému růstu 

inhibicí buněčného cyklu do té doby, než je buňka připravena se rozdělit. Vzájemná 

interakce mezi FPR3 a F2L ligandem indukuje chemotaxi a má vliv na produkci IL-12 

v dendritických buňkách, čímž brání v jejich maturaci (Cibula a Petružka, 2009). 
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1.8.2 Myší FPRs 

FPR1 byly pospány u několika druhů (koně, králíci, hlodavci) s výraznými rozdíly ve 

funkční odpovědi na formyl peptidy (Richard et al., 2009). V porovnání se třemi FPR 

lidskými receptory jsou v myším genomu kódované mnohonásobné FPR příbuzné receptory 

(Fpr1, Fpr 1-8 příbuzných sekvencí) z chromozomu 17A3.2. (Tiffany et al., 2011).  Fpr1 má 

s lidským FPR1 77 % homologií, je exprimován na podobných buněčných typech a stejným 

efektem indukuje chemotaxi neutrofilů, degranulaci, produkci cytosinů a fagocytózu (Gao et 

al., 1998). Geny Fpr2 a Fpr3 společně kódují receptory, které napodobují lidské FPR2/ALX 

(Richard et al., 2009). Fpr příbuzné sekvence 3, 4, 6 a 7 mají zřejmě úlohu jako 

chemoreceptory ve vomeronazálních neuronech (Jacobsonův orgán) navazující na čichový 

lalok (Rivière et al., 2009). Ačkoli lidský FPR1 vykazuje relativně velkou homologii s myší 

Fpr1, hlavním rozdílem je jejich afinita k fMLF, která je přibližně 100x menší u myši než u 

člověka (He et al., 2013). Tento rozdíl v afinitě je přičítán změnám v konformaci 

transmembránových a extracelulárních domén (Gao a Murphy, 1993). Je ale třeba 

podotknout, že i když se liší afinita receptoru pro fMLF, odvozeného od E.coli, afinita 

myšího Fpr1 zůstává pro ostatní bakteriální formylové peptidy (např. Staphylococcus 

aureus, Listeria monocytogenes, a mitochondriálně odvozené formyl peptidy) vysoká (He et 

al., 2013). 
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1.9 Terapie nádorů 

I. Chirurgické odstranění – problém však nastane, je-li tumor lokalizován v místech, 

kde odstranění nelze provést. 

 

II. Radioterapie – k léčbě je využíváno γ-záření, rentgenové paprsky, protony, neutrony. 

 

III. Chemoterapie – léčba pomocí cytostatik, které zabijí především dělící se buňky, 

nevýhodou je, že nepůsobí pouze na nádorové buňky, ale působí i na buňky zdravé. 

 

IV. Hormonální terapie – některé hormony ovlivňují růst nádorů zejména prsu a prostaty, 

zablokováním funkce těchto hormonů může dojít ke zpomalení či zástavě růstu. 

 

V. Imunoterapie – tento druh terapie je založen na stimulaci imunitního systému. 

Imunoterapie zahrnuje aktivaci lymfocytů, podáváni hotových protilátek, použití 

cytokinů (IL-2, IFN-γ), blokace TGF-bβ , výroba vakcín z nádorových buněk. 

 

Byla prováděna studie zkoumající biologickou aktivitu vakcíny, která obsahovala 

ozářené autologní buňky melanomu upravené tak, aby sekretovaly Granulocyte-Macrophage 

Colony-stimulating Factor (GM-CSF) u pacientů s metastatickým melanomem. Byla 

prováděna resekce metastatických lézí před a po vakcinaci. Zatímco u metastatických lézí, u 

kterých byla prováděna resekce před vakcinací, byla infiltrace buněk imunitního systému 

minimální u všech pacientů, metastatické léze resektované po vakcinaci byly hustě 

infiltorávány  

T lymfocyty a plazmatickými buňkami a ukazovaly značnou destrukci nádoru (alespoň 

 80 %), fibrózu a otok u většiny pacientů. Tyto výsledky ukazují, že vakcinace za pomoci 

ozářených autologních melanomových buněk iniciovaných k produkci GM-CSF aktivuje 

protinádorovu imunitu u lidí s metastázujícím melanomem (Soiffer et al., 1998). 
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2 Cíl práce 

I. Podrobná literární rešerše. 

 

II. Cytotoxický efekt neutrofilů na nádorové buňky s navázaným ligandem (fMLF-

DOPE). 

 

III. Porovnání dvou cytotoxických testů (Ziva 
TM

 TOX Ultrasensitive Cytotoxicity Assay 

a 
51

Cr release assay) pro hodnocení protinádorové aktivity neutrifilů in vitro. 
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3 Materiál a metody 

3.1 Chemikálie 

 Azid sodný 

 DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-α-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl 

(NOF Corporation, Japonsko) 

 Chroman sodný – roztok (Na2 
51

CrO4); (PerkinElmer, USA) 

 EDTA – kyselina ethylendiamintetraoctová (Sigma-Aldrich, USA) 

 FCS – fetální bovinní sérum (Sigma-Aldrich, USA) 

 f-MLF - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin (Sigma- Aldrich, USA) 

 L-glutamin (PAA-The Cell Culture Company, USA) 

 Merkaptoetanol (PAA-The Cell Culture Company, USA) 

 PBS - fosfátový pufr s chloridem sodným (pH 7,3-7,4), (Sigma-Aldrich, USA) 

 Penicilin/streptomycin antibiotika (PAA-The Cell Culture Company, USA) 

 PMA – phorbol 12-myristate 13-acetate (Sigma-Aldrich) 

 RPMI 1640 (Sigma- Aldrich, USA) 

 Scintilační roztok – Ultima Gold 
TM 

(PerkinElmer, USA) 

 Thioglykolát (Becton Dickinson, USA) 

 Triton X-100 (Serva, Německo) 

 Trypanová modř (Sigma-Aldrich, USA) 

 Trypsin (Sigma-Aldrich, USA) 

 Ziva 
TM

 TOX Ultrasensitive Cytotoxicity Assay (Jaden BioScience, USA) 
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3.2 Laboratorní zvířata 

V laboratorních pokusech byly použity myši kmene C57BL/6, samice z chovu Charles River 

Laboratories. Myši byly umístěny v jednotlivých sterilních boxech, v místnosti s teplotou 

 22 
o
C. K jídlu jim byly podávány granule a k pití měly k dispozici pitnou vodu ve sterilních 

lahvích. Váha myši byla okolo 20 g. 

 

3.3 Nádorové buňky 

V pokusech byly používány melanomové buňky B16-F10, které byly kultivovány v médiu 

RPMI 1640, které obsahovalo 10 % fetálního bovinního séra, 1 % antibiotik, 1 % glutaminu, 

0,1 % merkaptoetanolu. Buněčná kultivace probíhala v termostatu při teplotě 37 °C 

v atmosféřes 5% CO2. 

 

3.4 Příprava buněk a cytotoxický test Ziva 
TM

 TOX 

(Ultrasensitive Cytotoxicity Assay) 

Jako efektorové buňky, byly používány neutrofilní granulocyty získané z peritonea myši. 

Myši byl intraperitoneálně podán thioglykolát (1 ml 3% roztoku ve vodě), který způsobil 

zmnožení a migraci neutrofilů do peritonea. Po 4 hodinové inkubaci byla myš vypláchnuta  

4 ml vychlazeného PBS a veškerý peritoneální exudát byl odebrán injekční stříkačkou. 
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Postup: 

A) Nádorové buňky B16-F10 byly nejříve několikrát promyty sterilním pufrovaným 

fyziologickým roztokem (PBS). K  promytým buňkám byla přidána trypsinizační směs 

(0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS), která způsobila uvolnění buněk. Po dobu 

trypsinizace byly buňky umístěny v termostatu - 10 minut. Pak byly buňky resuspendovány 

v kultivačním mediu. Poté byly buňky obarveny trypanovou modří (5%) a spočteny. 

Spočtené buňky byly centrifugovány 5 minut při teplotě 4 °C a následně naředěny na 

koncetraci 5x10
4
/ml. Po naředění bylo k 1 ml nádorových buněk přidáo 100µl ligandu 

fMLF-DOPE (c= 0,5 mM) a směs byla inkubována po dobu 30 minut při teplotě 37 °C. Pak 

byly buňky 2x promyty mediem. 

 

B) Připravené buňky byly rozplněny do jamek 96 jamkového panelu s kulatým dnem (Nunc, 

Dánsko) v poměru 20:1 (E:C), v koncentraci - B16-F10 – 5x10
4
/ml, neutrofily – 10

5
/ml po 

100 l na jamku. Schéma destičky je znázorněno níže (Tab. I).  Do sloupce č. 2 (Tab. I), 

 bylo k nádorovým buňkám přidáno 20 µl azidu (0,1%), který způobil totální inhibici 

replikace DNA. Do sloupce č. 5 a 8 bylo k melanomovým buňkám přidáno 20µl volného 

ligandu fMLF (c= 0,5mM) a nakonec do sloupce č. 9 bylo přidáno 20 µl PMA (c= 1 mg/ml, 

ředěno 10
 
000x) jako pozitivní kontrola. Do všech jamek byl přidán BrdU Labeling Solution 

ředěný v poměru 1:100 (20l na jamku) a destička byla inkubována 4 hodiny při teplotě  

37 °C, v atmosféře s 5% CO2.  

 

C) Po uplynutí inkubační doby byla destička zcentrifugována a supernatant vylit. Do každé 

jamky (kromě kontroly) bylo přidáno 50 µl Fix Solution (způsobuje rozvolnění DNA a jeho 

fixaci k destičce). Obsah jamek byl promíchán a přenesen do 96 jamkového bílého panelu 

s plochým dnem (Corning, USA) a do destičky byla přidána pozitivní kontrola od výrobce 

(50 µl). Destička byla ve tmě inkubována 10 minut. Dále bylo přidáno 200 µl Strigency 

Solution, opět inkubováno ve tmě po dobu 10 minut. Poté bylo přidáno 350 µl Preparation 

Solution (ředěno 2:1 destilovanou vodou), inkubace 2 minuty ve tmě. Po 2 minutách bylo 

přidáno 50 µl anti-BrdU Antibody Conjugate Solution (ředěno 1:100 s Antibody Conjugate 

Diluent) a inkubováno ve tmě 20 minut. Mezi jednotlivými kroky byla destička 3-4x 

promyta promývacím pufrem (jamky musí být naplněny po okraj). Po promytí bylo přidáno 

2x Preparation Solution, 350 µl, opět byl vylit obsah, destička byla osušena a na závěr bylo 

přidáno 50 µl CDP Star. Po přidání CDP Star byla destička přemístěna do tmy a inkubována 

30 minut.  
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Výsledná cytotoxicita efektorových buněk byla měřena luminometrem (Synergy H1, BioTek 

Instruments, USA) a vypočítána dle následujícího vzorce. 

 

% specifické cytotoxicity = 1- ( 
RLU exp.−RLUspont.−RLUeff.

RLUmax−RLUspont−RLUeff
 ) 𝑥 100 

 

RLU exp = signál cytotoxických buněk + cílových buněk + BrdU 

RLU spont = signál cílových buněk + azid+ BrdU (nejmenší množství BrdU, které může 

být inkorporováno) 

RLU max = signál cílových buněk + BrdU (maximální množství BrdU, které může být 

inkorporováno) 

RLU eff = signál ze samotných efektorových buněk + BrdU 

 

V následující tabulce je znázorněno schéma destičky s použitými buňkami a chemikáliemi. 

 

Tab. I: Schéma destičky 

Jednotlivé složky byly pipetovány v pěti opakováních. 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

B16+ 

azid 

N B16 B16 + 

fMLF 

B16 + 

fMLF 

volný 

B16+N B16 + 

fMLF+N 

B16 + 

fMLF 

volný+N 

B16+ 

N+ 

PMA 
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3.5 Příprava buněk a cytotoxický test s použitím 
51

Cr 

 

Buňky byly připraveny stejným způsobem jako pro Ziva TM TOX Ultrasensitive 

Cytotoxicity Assay s tím rozdílem, že před tím než byl na buňky navázán ligand, byly 

nádorové buňky v objemu 50 l inkubovány s 50 µl 
51

Cr po dobu 30 minut. Po návázání 

ligandu a 
51

Cr byly buňky 3x promyty mediem a potřebné koncentrace (B16-F10 – 

5x10
4
/ml, neutrofily – 5x10

5
/ml na jamku, poměr C:E = 1:10) byly rozděleny po 100 l do 

96 jamkového panelu s kulatým dnem (Nunc, Dánsko). Destička byla inkubována po dobu 4 

hodin a následně stočena (5 minut). Do jedné triplikace byl k B16-F10 přidán Triton X-100 

30 µl/jamku (celkové uvolnění 
51

Cr). Jednotlivý obsah jamek byl promíchán a 30 µl z každé 

jamky bylo přeneseno do mikrozkumavek s 250µl scintilačního roztoku (k přeměně β záření 

na záření světelné). Vzorky byly měřeny na scintilačním počítači Tri-Carb 2900TR Liquid 

Scintillation Counter; Packard (PerkinElmer, USA) a výsledná cytotoxicita byla spočtena dle 

následujícího vzorce: 

 𝐶𝑦𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑡𝑎 (%) = (
Eu − Su

Mu − Su
) 𝑥 100 

 

Eu = experimentální uvolnění 
51

Cr 

Su = spontální uvolnění 
51

Cr 

Mu = maximální  uvolnění 
51

Cr 
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3.6 Princip testu Ziva 
TM

 Tox 

Cytotoxické testy se využívají v celé řadě důležitých lékařských výzkumů. Cytotoxicita 

odkazuje na schopnost určitého agens (buněčného nebo nebuněčného) cytotoxicky působit 

na cílovou buňku a tím jí zabít. Metody, které se používají pro detekci cytotoxicity nebo 

buněčné smrti jsou např.: příjem barviv (trypanová modř), uvolnění endogenních molekul 

(např. LDH a DNA fragmenty). Každá z těchto metod je závislá na narušení buněčné 

membrány nebo na rozpadu buňky jako výsledek cytotoxických účinků. Události, které 

vedou k poškození buněčné membrány, jsou závislé na druhu buněčné smrti. 

 

Ziva 
TM

 Tox je ultrasenzitivní cytotoxický test, založený na bázi ELISY, který 

používá chemiluminiscenční substrát pro detekci BrdU (značící látka), začleněné do DNA 

aktivně proliferujících buněk. Tento test stanovuje procento cytotoxického účinku na 

targetované buňky stanovením rozsahu inhibice DNA syntézy cílových buněk. To je 

prováděno meřením rozsahu začleněného BrdU, inkorporovaného do cílových buněk 

ovlivněných cytotoxickými buňkami, během nebo po cytotoxickém účinku. Za normálních 

podmínek dochází k rapidní proliferaci nádorových buněk, které při každém dělení začlení 

BrdU místo thyminu. Avšak působením efektorových buněk (v tomto případě neutrofilních 

granulocytů) dochází k narušení dělení nebo membrány cílových buněk, tudíž dojde ke 

zpomalení nebo zastavení dělení bez další inkorporace BrdU do DNA. Fixační roztok 

způsobí uvolnění DNA z buněk a navázání na destičku. Inkorporovaný BrdU je detekován 

specifickou protilátkou značenou alkalickou fosfatázou. Pak je do jamek přidán 

chemiluminiscenční substrát, jehož signál je poté měřen luminometrem.  
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3.7 Princip cytotoxické analýzy s použitím 
51

Cr 

Test je založený na uvolňování radioaktivního chromu z nádorových buněk. Během 

inkubace proniká radioaktivní chrom do cytoplazmy nádorových buněk, kde se váže na 

proteiny  intracelulárního prostoru. Díky cytotoxické aktivitě neutrofilů dochází k uvolnění 

51
Cr z cílových buněk. Následné přidání scintilačního roztoku způsobí přeměnu β-záření na 

záření světelné, které je měřeno za pomoci scintilačního počítače. 

 

3.8 Analýza dat 

K analýze dat byl použit program STATISTICA, konkrétně dvouvýběrový studentův T-test. 

 

3.9 Pokusy 

3.9.1 Pokus č. 1 

Cytotixický účinek neutrofilů na melanomové buňky B16 -F10 s navázaným 

ligandem (fMLF-DOPE). 

V tomto experimentu byl porovnán cytotoxický účinek neutrofilů na melanomové buňky 

v závislosti na navázaném ligandu fMLF – DOPE. 

Buňky melanomu B16-F10 a neutrofily byly připraveny způsobem, který byl popsán 

v kapitole Materiál a metody. Do 96 jamkového panelu s kulatým dnem pak byly přidány 

buňky v různých směsích, jejichž rozložení na destičce ukazuje Tab. I. Do všech jamek bylo 

přidáno 20 l BrdU labeling solution z cytotoxického testu Ziva-Tox, poté probíhala 

čtyřhodinová inkubace v termostatu (37 °C, 5% CO2) a dále se postupovalo podle návodu 

pro vyhodnocení cytotoxického testu, který je popsán výše. Pokus ve stejném schematu byl 

opakován 5x, ve výsledcích je zahrnut pouze reprezentativní výsledek.  
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3.9.2 Pokus č. 2 

Cytotoxický účinek na melanomové buňky B16-F10 založený na uvolnění 

radioaktivního chromu. 

Buňky byly na tento pokus připraveny stejným způsobem jako pro Ziva 
TM

 Tox s výjimkou 

jamek s azidem (Tab. 1). Melanomové buňky byly označeny 
51

Cr a inkubovány s neutrofily 

4 hodiny. Maximální uvolnění 
51

Cr bylo získáno přidáním Tritonu X-100 k cílovým 

buňkám. Cytotoxicita způsobená efektorovými buňkami byla poté měřena podle β-záření 

uvolněného 
51

Cr pomocí scintilačního počítače. 

 

3.9.3 Pokus č. 3 

Porovnání cytotoxického efektu neutrofilů na buňky s  navázaným a volným 

ligandem. 

Buňky pro tento pokus byly připraveny stejným způsobem jako v pokusu č. 1. Byl zde 

porovnáván cytotoxický efekt neutrofilních granulocytů na nádorvé buňky B16-F10, které na 

svém povrchu měly zakotvený ligand fMLF přes kotvu DOPE s cytotoxickým efektem na 

nádorové buňky, ke kerým byl přidán volný ligand bez ukotvení.  
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4 Výsledky 

4.1 Pokus č. 1  

Cytotoxický účinek neutrofilů na melanomové buňky B16-F10 s navázaným 

ligandem (fMLF-DOPE) 

Z grafu (obr. 1) je patrné, že cytotoxický efekt, neutrofilních granulocytů byl vyšší na 

nádorové buňky, které na svém povrchu nesly ligand. Rozdíl cytotoxického účínku mezi 

těmito skupinami (B16-F10+N / B16-F10+N+fMLF-DOPE) dosáhl statistické významnosti 

(p = 0,03). Obrázek (obr. 1) také znázorujě působení PMA, který aktivoval neutrofilní 

granulocyty k cytotoxickému efektu na nádorové buňky a je důkazem, že cytotoxický test 

Ziva 
TM

 Tox opravdu funguje. PMA slouží totiž jako pozitivní kontrola testu. 

 

 

Obr. 1: Cytotoxický efekt neutrofilů na nádorové buňky (skupina 1), na nádorové buňky 

s navázaným fMLF-DOPE (skupina 2) a na nádorové buňky s PMA (skupina 3 – pozitivní 

kontrola).  
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4.2 Pokus č. 2 

Cytotoxický účinek neutrofilů na melanomové buňky B16-F10 měřený pomocí 

uvolnění radioaktivního chromu 

Výsledky tohoto pokusu nepotvrdily výsledky získané testem Ziva 
TM

 TOX. Cytotoxický 

efekt neutrofilních granulocytů byl větší na buňky, které na svém povrchu nenesly žádný 

ligand ve srovnání s buňkami, které na své membráně nesly fMLF-DOPE. Rozdíl 

v cytotoxicitě mezi oběma skupinami se blížil hladině významnosti (Obr. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2: Cytotoxický efekt neutrofilnách granulocytů na buňky B16-F10 (skupina 1) a na  

B16-F10 + fMLF-DOPE (skupina 2) založený na uvolnění 
51

Cr. 

 

P= 0,08  



37 

 

4.3 Pokus č. 3 

Porovnání cytotoxického efektu neutrofilů na buňky s navázaných a volným 

ligandem 

Po srovnánní těchto dvou skupin je patrné, že volný ligand (fMLF-volný) stimuloval 

neutorifilní granulocyty k větší cytotoxicitě, v porovnání s ligandem vázaným  

(fMLF-DOPE) ; (Obr. 3).  

 

 

Obr. 3: Cytotoxický efekt neutrofilních granulocytů na buňky B16-F10 s vázaným liganden 

fMLF-DOPE (skupina 1) a za přítpmnosti volného ligandu fMLF (skupina 2). Měřeno 

testem Ziva 
TM

 Tox. 

 

 P= 0,061 
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Porovnání cytotoxického efektu neutrofilů na samotné nádorové buňky a buňky 

inkubované s volným fMLF ligandem ukázalo výrazně vyšší cytotoxicitu ve skupině 

s ligandem (Obr. 4). Ve skupině s volným ligandem bez neutrofilů byla naměřena 

cytotoxicita srovnatelná s cytotoxickým účinkem samotných neutrofilů. 

 

 

Obr. 4: Cytotoxický efekt neutrofilů na buňky B16-F10 (skupina 2) v porovnání 

s cytotoxickým efektem neutrofilů na stejné buňky za přítomnosti volného ligandu (skupina 

3) a kontrola v podobě cytotoxického efektu samotného volného fMLF na melanomové 

buňky bez efektorů (skupina 1).    
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5 Diskuze 

Imunoterapie se stala v poslední době důležitou složkou protinádorové léčby. Poslední 

výzkumy ukazují, že pasivní imunoterapie pomocí monoklonálních protilátek (mAbs) 

překonala aktivní imunituterapii, která ke své léčbe používá protinádorové vakcíny. 

Příkladem nejnovětší pasivní terapie je terapie pomocí CTLA-4 a PD-1 (Rowdo et al., 2015). 

 CTLA-4 (cytotoxický T lymfocytární antigen) je transmembárnový glykoprotein, který a 

hraje důležitou roli v homeostáze T lymfocytů a snižuje T buněčnou aktivaci (Linsley et al., 

1996). Byly vyvinuté různé humanizované monoklonální protilátky zaměřené na CTLA-4 

(např. Ipilimumab, IgG1 mAb, Tremelimumab, IgG2 mAb). Preklinické studie B1/BL6 na 

myším melanomu dokazují, že Gvax plus anti-CTLA-4 blokáda zvýšila příliv lymfocytů do 

nádorové tkáně (Quezada et al., 2006). Curran et al. (2010) na stejném experimentálním 

modelu prokázal, že léčba s anti CTLA-4 nebo anti PD-1 zvýšila poměr CD8
+  

Teff 

(efektorové T lymfocyty)/Treg (regulační lymfocyty) asi 10x, že poměr efektorů k 

nádorovým buňkám byl okolo 1-2/1000, ale pouze pokud obě mAbs byly kombinovány 

s buněčnými vakcínami (Curran et l., 2010). Waitz et al. také pozorovali, že kryoablace 

nádorů spojená s anti- CTLA-4 terapií zvýšila CD8
+ 

 a CD4
+
 infiltraci do nádorů u rakoviny 

prostaty na myším modelu (Waitz et al., 2012). Byly pozorovány různé protinádorové 

účinky u anti-CLTA-4 protilátek na myších modelech, nejúčinější byl IgG2 subtyp (Selby et 

al., 2013). 

PD-1 (programed cell death protein-1) je inhibiční receptor T-lymfocytů, který po 

vazbě s PD-L1 zábrání aktivaci T lymfocytů a jejich efektorových funkcí (Yokosuka et al., 

2012). PD-L1 je vysoce exprimován u několika lidských tumorů, především u melanomu 

(Zou a Chen, 2008). U myší je PD-1 vysoce exprimováno na Treg buňkách, které brání 

likvidaci nádorových buněk (Francisco et al., 2009). Většina nádorů je oblopená právě 

těmito buňkami. Blokace PD-1 může tedy zvýšit protinádorovou imunitní odpověď a to 

snížením počtu Treg lymfocytů uvnitř nádorů (Pardoll, 2012). 

Anti CTLA-4 a anti PD-1 monoklonální protilátky prokázaly významnou protinádorovu 

aktivitu (40-50 %) u pacientů s pokročilým CM (cutaneous melanoma); (Rowdo et al., 

2015). 
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Dalšími atraktivními cíli pro protinádorovou terapii se staly NK buňky, které hrají 

klíčovou roli ve vytváření protinádorové imunity prostřednictvím dendritických buněk. NK 

buňky jsou v těsném spojení s buňkami dendritickými a podporují rozvoj protinádorové 

imunitní odpovědi. Nedávné studie (Lion et al., 2012) ukázaly, že vakcinace dendritickými 

buňkami způsobí aktivaci NK buněk, které stimulují očkované DC i DC pacienta aby 

zvyšovaly protinádorovou aktivitu T lymfocytů. Dále stymulují NK buňky k přímému 

zabíjení nádorových buněk a redukci nádorové hmoty. 

To, že je přirozená imunina významným přínosem v boji proti nádorům, je dokázáno 

i ve studii Hicks et al., (2006) kde byla prokázána rezistence na nádorové buňky S180 u 

SR/CR (spontaneous regression/comlete resistence) myší, zprostředkovaná rapidní infiltrací 

leukocytů, především přirozené imunity. To, že rezistence vůči rakovině je zprostředkovaná 

vrozenou imunitou a to konkrétně NK buňkami, makrofágy a polymorfonukleárními 

leukocyty (PMN) bylo podloženo několika fakty. Bylo zjištěno, že složky přirozené imunity 

mají protinádorový efekt, který nevyžadoval předchozí vystavení antigenu. Během 

opakovaného testování byly buňky vrozené imuny hlavní efektorové buňky působící na 

redukci nádoru. Leukocyty z SR/CR myší účinně zabíjely nádorové buňky in vitro bez 

předchozího setkání s nádorovými buňkami in vivo. Tvoření rozet s infiltrovanými NK 

buňkami, neutrofily a makrofágy, bylo nutné pro následnou destrukci nádorových buněk 

pomocí cytolýzy. I přes nedostatek důkazů, že komponenty adaptivní imunity přispěly 

k rezistenci nádoru, nelze zcela vyloučit její pozitivní přínos v protinádorové odpovědi 

(Hicks et al., 2006). 

Dávné studie již prokázaly účinnost IL-2 v protinádorové terapii. Vysoké dávky 

rekombinantního IL-2, které byly podávány pacientům s rakovinou, způsobily zvýšení 

hladiny TNFα, který byl u pacientů detekován v plazmě (Mier et al., 1988).  

To, že buňky přirozené imunity opravdu napomáhají protinádorovému boji, můžeme 

demonstrovat na další studii (Costello et al., 2005), která prokázala lepší prognózu u 

rakoviny močového mechýře, spjenou s migrací eozinofilů do nádorové tkáně. NK buňky, 

makrofágy a PMN  jsou zas schopny zabíjet nádorové buňky bez předchozí stimulace (Hicks 

et al., 2006), TAN a TAM mohou přispívat k růstu nádoru, ale mohou vyvíjet i 

protinádorovu aktivitu prostřednictvím přímé cytotoxické aktivity a skrze produkci cytokinů, 

chemokinů a růstových faktorů (Mantovani et al., 2002; Tecchio et al., 2013). 
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Díky tomu, že jsme dnes už schopni objasnit dostatečné množství mechanismů, 

kterými imunitní systém bojuje proti nádorovému růstu, nebo příspívá k jeho rozvoji, 

dochází k pokroku v imunologické léčbě nádorů. Myslím si, že imunoterapie je nejlepší 

cestou protinádorové léčby. Ačkoliv je i chemoterapie účinnou a stále dosti využívanou 

léčbou, její účinky jsou agresivní a její efekt není přímo zaměřen na nádorové buňky. Podle 

mého názoru je nejúčinější metodou podávání uměle připravených monoklonálních 

protilátek, které jsou cílené proti určitým antigenům. Tato metoda přímo působí na nádorové 

buňky, tím, že umožňuje lymfocytům nádorovou buňku rozpoznat nebo protilátky zablokují 

receptor, který nádorová buňka potřebuje pro svůj život.  Aktivní imunizace je další, avšak 

podle mne méně účinná metoda protinádorové obrany. Díky odlišné antigenní výbavě 

nádorů a specifitě imunity, je totiž složité vyrobit univerzální vakcíny. 

Cílém mé práce bylo prokázat protinádorový účinek neutrofilů na nádorové buňky s 

navázaným fMLF-DOPE a in vitro pokusy přispět k experimentu Janotové et al. (2014), ve 

kterém je rozebírána fukce tohoto ligandu na myších modelech. Z výsledků vyplývá, že 

vazba fMLF-DOPE na nádorové buňky, zvýšila cytotoxickou aktivitu neutrofilních 

granulocytů a tím snížila počet nádorových buněk. Funkčnost agonistů fagocytárních 

receptorů byla prokázána i ve studii Janotové et al. (Janotová et al., 2014). V tomto pokusu 

byly agonisté testováni s LPS in vivo. Díky tomu, že LPS je agonistou TLR receptorů, 

docházelo k masivní zánětlivé reakci u nádorů. Efekt tohoto buněčného ilnfiltrátu byl veden 

přímo k buňkám nesoucím agonisty fagocytárních receptorů na svém povrchu. V této sérii 

experimentů, působil ukotvený fMLF spolu s LPS silnou redukci nádorového růstu, zatímco 

fMLF, který nebyl ukotven neměl v tomto experimentu žádný efekt. Důvodem, proč v mém 

experimentu měly neutrofily vyšší cytotoxický efekt po přidání volného ligandu, by mohlo 

být to, že pokusy in vitro mohou pouze částečně simulovat prostředí in vivo. Jednotlivé 

složky imunity spolu reagují a vzájemně se ovlivňují a tím vytvářejí účinný obranný efekt. 

Avšak dosažení těchto buněčných synergií je v pokusech in vitro téměř nemožné. Navíc 

jsme při testování in vitro zjistili, že samotný fMLF ligand zřejmě působil toxicky na 

nádorové buňky. Došli jsme k závěru, že vyhodnocení cytotoxického efektu neutrofilů 

pomocí uvolnění radioaktivního chromu, není vhodná metoda, zatímco cytotoxický test Ziva 

TM
 Tox byl vhodným testem pro detekci cytotoxicity. Je to způsobeno tím, že tyto dvě 

metody pracují absolutně odlišně. Zatímco Ziva 
TM

 Tox stanovuje inhibici replikace buněčné 

DNA, test pomocí 
51

Cr měří uvolnění chromu navázaného na proteinech cytoplazmy. Kromě 

toho se procento cytotoxicity pohybovalo výrazně pod 10 % a někdy dosahovalo i záporných 

hodnot. Tyto velmi nízké hodnoty jsou zatíženy velkou chybou.  
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6  Závěr 

- Fagocytarní ligand fMLF-DOPE, který byl navázán na povrch nádorových buněk 

stimuloval neutrofilní granulocyty k cytotoxickému efektu na nádorové buňky. 

 

- Samotný ligand měl zřejmě toxické účinky na nádorové buňky, vzhledem k tomu, že 

snižoval replikaci jejich DNA i bez přítomnosti neutrofilních granulocytů. 

 

- Vhodný test pro stanovení cytotoxické aktivity v in vitro pokusech se zdá být Ziva 
TM

 

TOX Ultrasensitive Cytotoxicity Assay, zatímco cytotoxický test založený na 

uvolňování radioaktivního chromu z cílových buněk se je pro měření cytotoxicity 

neutrofilů nevhodný. 
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