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Abstrakt

Maligni onemocnéni jsou celosvétové jednou z hlavnich pfi¢in umrti. Za vysokou
agresivitu nemoci mize schopnost nadorti uniknout imunitni odpovédi. Jednim z dillezitych
mechanismu, které k tomu nddory vyuzivaji, je snizeni povrchové exprese glykoproteinii

MHCI.

V této praci je popsana piiprava nadorové linie TC-1/dB2m s ireverzibiln€ snizenou
expresi B2m odvozené od mysi nddorové linie TC-1. Pritokovou cytometrii byla prokazana
inaktivace B2m, nicméné po stimulaci IFNy se na povrch dostavaly ve snizené mite tézké
fetézce MHCI, piedevsim tedy molekuly H2-D°. In vitro doslo ke snizeni proliferace
nadorovych bunék, in vivo pak ke snizeni rychlosti vzniku nadorti, za coz byly zodpovédné
zejména NK bunky, které¢ hraly ulohu hlavnich efektorovych bunék v imunité vedené proti
nadorim ustanovenym buiikami TC-1/dB2m. Po deaktivaci B2m nedoSlo k ovlivnéni
metastatické aktivity téchto bunék. Tyto buiiky nejsou citlivé k samostatné DNA imunizaci,
nicméné pii kombinaci DNA vakcinace s adjuvans ODN1826 doslo k opakovanému mirnému
zpomaleni nadorového ristu. Nadory ustanovené buitkami TC-1/dB2m obsahovaly vice CD4+
T lymfocyti, Treg, yo T lymfocytl a plazmacytoidnich dendritickych bun¢k a méné NK bunék
a makrofagli v porovnani snadory ustanovenymi puvodnimi TC-1 bunkami. Navic
kombinovana imunoterapie nezvySovala infiltraci nadordt TC-1/dB2m bunkami imunitniho

systému.

Nédorova linie TC-1/dB2m ptedstavuje klinicky relevantni model pro vyzkum

nadorové imunoterapie.

Kli¢ové slova: MHCI, B2m, CRISPR/Cas9, nadorova imunoterapie



Abstract

Malignant diseases are one of the major causes of death worldwide and the most
common reason is the ability of tumor cells to escape the immune system. One of the main
mechanisms used by tumors to avoid the immune response is downregulation of MHCI

expression.

In this thesis, the preparation of tumor cell line with irreversible downregulation of B2m
is described. Inactivation of B2m was confirmed by flow cytometry. However, MHCI heavy
chain H2-DP were expressed at the cell surface in a small amount after stimulation with IFNy.
In vitro proliferation of this clone was decreased. The tumor formation was delayed, and this
effect was mediated by NK cells that played the major role in antitumor immunity. Metastatic
activity of these cells was not affected after inactivation of B2m. TC-1/dB2m cells are not
sensitive to DNA immunization. In combined immunotherapy experiments with DNA
vaccinaton and ODN1826 adjuvant, a weak deceleration of tumor growth was achieved
repeatedly. TC-1/dB2m induced tumors contained more CD4+ T lymphocytes, Treg, y6 T
lymfocytes and plasmacytoid dendritic cells, and fewer NK cells and macrophages than tumors
induced by original TC-1 cells. Moreover, combined immunotherapy did not increase the

infiltration of the TC-1/dB2m tumors with immune cells.

The TC-1/dB2m tumor cell line represents a clinically relevant tumor model for further

tumor immunotherapy research.

Key words: MHCI, B2m, CRISPR/Cas9, cancer immunotherapy
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Uvod

Hlavnim nebezpe¢im nadorovych onemocnéni je jejich schopnost vyhnout se imunitni
odpovédi. Toho dosahuji pomoci riznych mechanismi, napt. snizenim produkce nadorovych
antigenti (Tsui et al., 2004), produkci ligandl zptsobujicich utlumeni ¢i apoptdzu aktivovanych
lymfocyti jakozto ligandu proteinu programované bunécné smrti 1 (PD-L1) ¢i ligandu
receptoru Fas (FasL) (Meng et al., 2004; Blank, Gajewski and Mackensen, 2005), produkei
molekul vedouci k ustanoveni imunosupresivniho nadorového mikroprosttedi (Kobayashi et
al.,2008) ¢i snizeni povrchové exprese molekul hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tiidy
(MHCI). Pravé ke snizeni exprese MHCI dochazi az u 90 % lidskych nadort (Cabrera et al.,
1996; Nie et al., 2001; Angell et al., 2014).

1. MHCI v nadorové imunité

Komplexy MHCI, u lidi zvané lidské leukocytarni antigeny (HLA), jsou transmembranové
glykoproteiny. Déli se na klasické izotypy HLA-A, HLA-B a HLA-C a neklasické izotypy
HLA-E, HLA-F, HLA-G, vazebny protein molekuly UL16 (ULBP), proteiny diferenciacni
skupiny 1 (CD1) a dalsi. Samotny HLA se skladd z tézkého fetézce o a lehkého fetézce
B2-mikroglobulinu (B2m). Jeho ulohou je prezentovat peptidy cytotoxickym CD8"
T lymfocyttim, které pak mohou zahéjit Fizenou imunitni odpovéd’. Jelikoz CD8" T lymfocyty
jsou hlavnimi efektrovymi buiikami v protinadorové imunité, je snizeni exprese MHCI
efektivnim nastrojem, jak se této imunitni odpovédi vyhnout. VétSina néddorti je zpocatku MHCI
pozitivni a negativnimi se stivaji postupem ¢asu prevazné kvuali pisobeni CD8" T lymfocytd,
které cytotoxicky ni¢i nadorové buiiky s normalni expresi MHCI. Tim dochdzi k T buné¢né
imunoselekci negativnich variant (Garrido ef al., 2016; Giannakis ef al., 2016). T bunécna
imunoselekce ovSem neni jedinym mechanismem vedoucim k postupné ztraté exprese MHCI,
jak ukazuje studie vedend Garrido et al. (2009), ve které byla postupna ztraita MHCI detekovana
po injikaci nadorovych buné¢k do imunodeficientnich mysi, coz bylo zplisobeno epigenetickymi

zménami (viz nize).

Snizeni exprese MHCI mtiZe byt reverzibilniho ¢i ireverzibilniho charakteru. Reverzibilni
snizeni vétSinou nevede k Uplné ztraté povrchové exprese MHCI. K opétovnému navyseni
exprese MHCI dochézi piisobenim riznych cytokintl, napt. interferonu y (IFNy) ¢i faktoru
nadorové nekrézy o (TNFa) (Pereira ef al., 2017). Toto snizeni byva Casto epigenetického

charakteru (hypermetylace, deacetylace) a postihuje kromé podjednotek samotného MHCI



1 komponenty masinérie zpracovavajici antigeny (APM) (Nie 2001; Vlkova et al., 2014). Co se
tykd samotnych gent kodujicich alely MHCI, vice jsou mutovany geny kodujici izotypy
HLA-A a HLA-B, nez geny kodujici izotyp HLA-C (Nie 2001; Rooney et al., 2015). Mezi
komponenty APM, jejichz exprese mize byt u nadorii snizend, se fadi proteiny s nizkou
molekuldrni hmotnosti (LMP) 2 a 7, pfenasSeCe asociované se zpracovanim antigenti (TAP)

1 a 2, kalretikulin ¢i tapasin (Shen ef al., 2007; Vlkova et al., 2014; Pereira et al., 2017).

U glioma byla prokézana souvislost snizeni exprese MHCI s aktivaci signalni drahy
nazvané integracni oblast genu wingless (Wnt draha) (Yang et al., 2019). Toto tvrzeni zaroven
podporuje fakt, ze zvySena exprese transkripcniho faktoru c-Myc je spojena se sniZzenou expresi
MHCI, pticemz c-Myc je gen, ktery je pfimo ovliviiovan signalizacni drahou Wnt/p catenin.
Zvréceni tohoto snizeni bylo dosaZeno pouZitim inhibitoru histonovych deacetylaz (Peltenburg
and Schrier, 1994; Yang et al., 2019). Mechanismus U¢inku inhibitord histonovych deacetyldz
je spojen s inhibici deacetylace u tumor supresorového genu, jehoz produktem je protein
diadenosin trifosfatdza kiehké histidinové triady (Fhit). Transkripéni umléeni genu Fhit
deacetylaci je zodpovédné za koordinované snizeni exprese gent kodujicich komponenty APM

a genu pro tézky tetézec MHCI (Romero et al., 2012).

Revezibilni snizeni exprese MHCI je indikatorem Spatné progndzy onemocnéni. Hlavni
nebezpedi tkvi v tom, ze diky snizeni povrchové exprese MHCI nejsou CD8" T lymfocyty
schopné rozpoznat nadorové buiky, ale jelikoZ sniZeni neni uplné, neaktivuji tyto bunky ani
ptirozené zabijece (NK buriky), které rozpoznavaji pravé bunky neexprimujici MHCI. Nicméné
nadory s reverzibilnim snizenim exprese MHCI vétSinou dobie odpovidaji na imunoterapii, a to
piedev§im zvysenim infiltrace nadori CD8" T lymfocyty (Watson, N.F.S. et al., 2006; Grzelak
A.etal.,2018).

Ireverzibilni snizeni exprese MHCI je zpiisobeno strukturdlnimi zménami v oblastech gent
kodujicich fetézec a MHCI, B2m ¢i komponenty APM. MiZze dochdzet ke ztratdm celych
chromozomu, jejich ¢asti ¢i bodovym mutacim v oblastech kédujicich dilezité geny pro
prezentaci antigenti. Casto dochazi ke ztraté heterozygozity (Bernal ef al., 2011; Reichel et al.,
2015). U nekterych nddorti znaci ireverzibilni snizeni exprese MHCI dobrou prognézu
onemocnéni, za coz jsou pravdépodobné zodpovédné NK buriky cilici na buiiky bez MHCI.
Nicméné€ ne u vSech nadort je ireverziblni snizeni exprese MHCI spojeno s lepsi prognozou
(Campo et al., 2014). Je tomu tak proto, Ze proces T bunééné imunoselekce vedouci k selekci

MHCIT negativnich variant je postupny a v mezi€ase dochdzi k ustanoveni imunosupresivniho
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prostiedi a pro NK buiiky je tudiz obtizné tyto nadory infiltrovat (Garrido et al., 2017). NK
buniky obecné infiltruji nadory v nizké mife. Zaroven nebyla prokazana pozitivni korelace mezi
snizenim exprese MHCI a zvySenou infiltraci CD56" NK butikami (Kikuchi ez al. 2007; Bernal
et al. 2011). Nadory mohou také pozméiovat expresi ligandi pro receptory NKG2D na NK

bunkach, ¢imz zabranuji jejich aktivaci (Li et al., 2013).

Dle vyzkumu Romero ef al. (2018) maji nadory bez MHCI, na rozdil od nadort s vysokou
expresi MHCI, nizkou metastatickou aktivitu. To odpovida tomu, Ze in vitro byla prokazana
spojitost inaktivace B2m se snizenim invazivity nadorovych bunék (Sun ez al., 2016). U mysiho
modelu bylo prokazano, Ze nadorové buriky s reverzibilné snizenou povrchovou expresi MHCI
jsou vSak schopny tvofit dormantni mikrometastaze. Tyto mikrometastaze jsou vétSinou MHCI
pozitivni a dokazou ptezivat v jedinci po dlouhou dobu. K jejich reaktivaci dochazi v ptipadé

imunosupresivniho stavu organismu (Romero ef al. 2014; Romero ef al., 2018).

Zmény exprese MHCI ovliviiuji typy bunék infiltrujicich nadory. U nadorl s vysokou
expresi MHCI byl postupem casu detekovéan pokles imunitnich bun¢k schopnych vést imunitni
odpovéd’, konkrétng CD8" a CD4" T lymfocyti. Tento pokles byl spojen s narustem poctu
regulacnich T lymfocyti. Po imunoterapii bylo dosazeno jejich opétovného navyseni
a zabranéni vzniku metastazi (Romero ef al., 2018), coz odpovida vyzkumu Carretero et al.
(2008), kdy u regresivniho melanomového nadoru s vysokou povrchovou expresi MHCI
detekovali obrovskou infiltraci nadorovych 1ézi CD8" a CD4" T lymfocyty. Progresivni nidory

s nizkou expresi MHCI naopak vykazovaly nizkou infiltraci lymfocyty.

Vzhledem ke své piimé ucasti na onkogenité, vzniku metastdzi, ristu nadord atd. mohou

byt molekuly MHCI ptipodobniovany tumor supresorovym gentim (Garrido et al., 2012).

2. Nadorova imunoterapie

V 1écbé nadoritt se ¢im dal Castéji vyuzivda kombinace konvenéni 1é€by (chemoterapie,
radioterapie) s imunoterapeutickymi pfistupy. Mezi ty se fadi napiiklad adoptivni pifenos
bun¢k, cytokinova 1écba, protilatkova 1écba, vyuziti imunostimulacnich latek a jiné (Hughes et

al., 2015; Rosenberg and Restifo, 2015; Swain et al., 2015; Gasser et al. 2018).

v

Mezi nejznaméjsi imunoterapeutika se fadi protilatky proti PD-1, PD-L1 a antigenu 4
asociovanému s cytotoxickymi T lymfocyty (CTLA-4). VSechny zminéné molekuly jsou

soucasti kontrolnich bodii imunitniho systému. Vazba PD-1 k PD-L1 plisobi imunosupresivné
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a jednou z jejich hlavnich funkci je inhibice proliferace aktivovanych T lymfocytid. PD-1 je
exprimovan na aktivovanych T a B lymfocytech. PD-L1 je exprimovan na mnoha buikach
imunitniho systému, a to pfedevSim po stimulaci cytokiny. Nadorové bunky produkuji ve
zvySené¢ mife PD-L1, ¢imZ inhibuji protinadorovou odpovéd vedenou cytotoxickymi
T lymfocyty (Blank, Gajewski and Mackensen, 2005). Pii pouziti protilatek proti PD-1 mutze
dochazet ke zvySené expresi jinych imunitnich kontrolnich bodl, napf. T-bunééného
imunoglobulinu obsahujiciho mucinovou doménu 3 (Tim-3) (Koyama et al., 2016 Shayan et
al., 2017), ¢imZ dochazi ke sniZeni efektu samotné 16¢by. Resenim je kombinace protilatky
proti PD-1 s protilatkou proti Tim-3. Existuje také spojitost exprese PD-1 s expresi
molekul MHCI. Erdogdu (2019) detekoval nesignifikantni inverzni korelaci exprese MHCI
a PD-1, kdy u primarnich nadorti byla povrchova expresse MHCI vysoka a exprese PD-1 nizka

a u metastazi naopak doslo ke zvysSeni exprese PD-1 a sniZeni exprese MHCI.

Ptikladem imunostimulaénich latek vyuzitelnych pro 1éEbu nadorti jsou syntetické
oligonukleotidy obsahujici nemetylované imunostimulacni CpG motivy (CpG ODN). CpG
ODN aktivuyji imunitni buiiky, napiiklad B lymfocyty a plazmacytoidni dendritické buiiky,
exprimujici Toll like receptory 9 (TLRY). Skrze n€ dochazi k aktivaci nuklearniho faktoru kB
(NFxB) akprodukci prozanétlivych cytokini (Klinman, 2004). Experimentalné byla
prokédzana ucinnost CpG ODN1826 proti nadoriim s vysokou i reverzibilng snizenou expresi

MHCI (Reini§, Simova and Bubenik, 2006).

K aktivaci NKT bunék se v nddorové terapii vyuziva glykolipid a-galaktosyl-ceramid. NKT
buiiky jsou pfemost’ujicim ¢lankem mezi pfirozenou a adaptivni imunitou, jelikoz dokézi
aktivovat jak NK bunky, tak i T a B lymfocyty. Mimo jiné pfispivaji i1 k aktivaci a maturaci
dendritickych bun¢k. Produkuji velké mnozZstvi cytokinl a dokdzi smétrovat imunitni odpovéd’
jak Th1, tak Th2 ¢i Th17 smérem. Kromé¢ atrakce dalSich imunitnich bunék je jejich funkei také
pfima lytickd aktivita zprostfedkovana perforinem a granzymem B (Robertson, Berzofsky and
Terabe, 2014). V kombinované imunoterapii nadorii byla prokdzana ucinnost kombinace DNA
vakcinace s a-galaktosyl-ceramidem proti nadoriim s reverzibilné snizenou expresi MHCI

(Grzelak et al., 2018).

DalSim imunoterapeutickym pfistupem je vyuZziti DNA vakcinace. Pfi té je do téla vpravena
antigenni ¢ast DNA v podobé plazmidu. Jednou z moznych cest podani je intradermalni
vakcinace naptiklad pomoci genové pistole, kdy je DNA transfekovana do nematurovanych

dendritickych bunék, tzv. Langerhansovych bunék, ¢i do keratinocytl. Langerhansovy buiky

12



poté prezentuji peptid na MHCI CD8" T lymfocytim. Intracelulirni DNA zarovefi aktivuje
DNA senzory, coz ma za nasledek produkci cytokinli a atrakci dal§ich bun€k imunitniho
systému (Yang et al. 2014). Kombinace DNA vakcinace s adjuvans ODN1826 se ukazala jako
u¢inna imunoterapie proti nadorim s reverzibilné sniZzenou expresi MHCI (Grzelak et al.,

2018).

3. CRISPR/Cas9

Pro editaci genii se dnes hojné uziva systém adaptivni imunity izolovany z bakterie
Streptococcus pyogenes zvany systém pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych

sekvenci neboli CRISPR/Cas9.

CRISPR/Cas9 se pouziva k editaci genii zahrnujici jejich modifikace, inaktivace ¢i
korekce. Vyuziva tzv. CRISPR RNA, ktera v komplexu s trans-aktivaéni RNA navede pomoci
komplementarity bazi nukledzu Cas9 k mistu, které ma byt modifikovano. Po piesttizeni vldken
DNA proteinem Cas9 muze dojit bud’ k nehomolognimu spojeni konct, které ma za nasledek
mutace, jeZ mohou vést k inaktivaci daného genu, nebo k homologni rekombinaci, ¢ehoz se

vyuzivé napiiklad pti opravach konkrétnich mutaci (Komor, Badran and Liu, 2017).

V této praci byl systém CRISPR/Cas9 vyuzit pro vytvotreni mysi nadorové linie TC-1
s inaktivovanym genem pro B2m. Podobného mechanismu vyuZili v nedavné dobé Das et al.,

(2017) pro vytvoieni mySiho modelu nadoru prsu a melanomu s inaktivovanym B2m.
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Zavér
Pomoci systému CRISPR/Cas9 byl v mysi nadorové linii TC-1 inaktivovan gen pro B2m. Touto
inaktivaci ztratily buniky TC-1/dB2m povrchovou expresi B2m i MHCI, coz bylo prokazano
prutokovou cytometrii. Po stimulaci IFNy doslo ke slabému zvyseni povrchové exprese MHCI,
piedevsim molekul H2-DP, které se na povrch buiiky dostavaly bez B2m. B2m se miize vazat
i s neklasickou molekulou MHCI — CD1d, nicmén¢ u CDId nebyla zaznamendna zména

povrchové exprese po inaktivaci B2m.

In vitro doslo u bun¢k TC-1/dB2m k signifikantnimu prodlouzeni doby zdvojeni, a to jak ve
srovnani s puvodnimi TC-1 buiikami, tak s bufikami TC-1/A9 s reverzibiln¢ snizenou expresi

MHCI.

In vivo doslo po inokulaci naddorovych bun¢k TC-1/dB2m do syngennich mysi C57BL/6
k oddaleni vzniku nadorti v porovnéni s ristem nadorti vyvolanych buitkami TC-1, a to i pfi
desetindsobném zvyseni ddvky inokulovanych bunék. Za to jsou pravdépodobné zodpovédné
NK1.1+ buiiky, které jsou hlavnimi efektorovymi buitkami v imunité vedené proti nadorim
vytvofenym buiikami TC-1/dB2m. Metastaticka aktivita nadorovych bun€k nebyla inaktivaci

B2m ovlivnéna.

Nédorova linie TC-1/dB2m neni, na rozdil od piivodnich bun¢k TC-1, citlivd na imunizaci
DNA vakcinou pBSC/PADRE.E7GGG vyvolavajici specifickou imunitni odpoveéd’ proti
onkoproteinu E7 lidského papilomaviru 16 (HPV16), ktery je nadorovymi bunkami
produkovan. Pfi pouZiti imunostimula¢nich latek doslo k opakované inhibici ristu nadort pti

kombinaci DNA vakcinace s adjuvans ODN1826.

Prutokovou cytometrii byla sledovana infiltrace nadori riiznymi imunitnimi buitkami. Z téchto
pokust vyplyva, Ze nadory vytvofené buitkami TC1/dB2m obsahuji vice plazmacytoidnich
dendritickych bunék, CD4+ T lymfocytl, regulacnich T bun¢k a y6 T lymfocytl v porovnani
s nadory vytvofenymi piivodnimi buikami TC-1 a bunikami TC-1/A9 s reverzibiln¢ snizenou
expresi MHCI. Zaroven obsahuji méné¢ NK bunc¢k a makrofagi asociovanych s nadory. Po
imunoterapii nedoSlo ke zvySeni Zadné z pozorovanych skupin imunitnich bun¢k, zatimco

nadory TC-1/A9 jsou imunitnimi buiikami infiltrovany ve zvySené mifte.
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Nadorova linie TC-1/dB2m ptedstavuje klinicky relevantni model néadorii indukovanych
buitkami bez povrchové exprese MHCI a bude dale vyuzivan pro testovani

imunoterapeutickych pfistupi.
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