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1. Seznam zkratek:

5-aza

S5AC
5caC
5fC
5hmC
smC

ABC

Ac-Lys
AID
AML
APM

APOBEC

BER

CNS

CPB
CSF
CTL
DNMT
ER

GAS

5-deoxyazacytidin

5-azacytidin
5-karboxylcytosin
5-formylcytosin
5-hydroxymethylcytosin
5-methylcytosin

ATP binding cassette

acetyl-lysin

aktivaci indukovana deamindza (activation induced deaminase)
akutni myeloidni leukémie

antigen prezentujici masinérie (antigen presenting machinery)

apolipoprotein B mRNA - editujici enzymaticky komplex
(apolipoprotein B mRNA - editing enzyme complex)

base excision repair

konservované nekodujici sekvence

(conserved non-coding sequences)

CREB vazajici protein (CREB Binding Protein)
kolonie stimulujici faktor (kolony stimulating factor)
cytotoxické T lymfocyty

DNA methyltransferaza

endoplazmatické retikulum

interferonem-y aktivované sekvence

(interferon-y activated sequence)



Gl

HAT
HDAC
HPV-16
ChlIP assay
IDH

IDO

IFN
IFNGR
IFNy

IL

IL-10
IRF

JAK
LMP
MBD
MBD4
MHC gpl

MHC

MRNA
MSP

NK

Golgiho aparat

histonacetylazy

histondeacetylazy

lidsky papillomavirus (human papillomavirus)
Chromatin Immunoprecipitation

geny pro izocitrat-dehydrogenazu
indoldioxygenaza

interferony

interferon-y receptor

interferon y

interleukiny

interleukin 10

faktor odpovidajici na interferon (interferon response factor)
Janusovy receptorové kinazy

low-molecular mass polypeptide

methyl vazajici doména (methyl binding domain)
methyl binding domain protein

MHC glykoproteiny I. tfidy

hlavni histokompatibilni komplex

(major histocompatibility complex)
mediatorova RNA
methylacné specificka PCR

natural killer



PA28
PCR
Runx3
STAT

TAPl a TAP2

T-bet

TDG
TET
TGF-B
TIL
TNF
Treg

TSA

aktivator proteasomu

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Runt-related transcription factor 3

Signal transducer and activator of transcription

transportéry asociované se zpracovanim antigenu (transporters

associated with antigen processing)

transkrip¢ni faktor asociovany s T-buitkami (T-cell asociated

transcription factor)

thymin-DNA-glykosylaza

ten-eleven translocation

transformujici rastovy faktor (transforming growth factor f3)
lymfocyty infiltrujici nador (tumor-infiltrating lymphocytes)
tumor nekrotizujici faktory

regulaéni T-lymfocyty

Trichostatin A

a-ketoglutarat

2-mikroglobulin



2. Abstrakt

IFNy je dulezity cytokin zprostfedkujici imunitni odpovéd’, véetn¢ imunity protinddorové.
IFNy ovlivituje expresi mnoha genti, které pak reguluji rizné procesy v bunce. V nadorovych
bunkach byly pozorovany defekty v signalni draze IFNy a chyby v regulaci exprese genti
indukovanych IFNy, napi. genl pro antigen prezentujici masinérii (APM) nebo hlavni
histokompatibilni komplex (MHC). Epigenetické mechanismy mohou hrat roli v regulaci
exprese genu pro IFNy a také genti IFNy regulovanych, véetné komponent jeho signalni
drahy. U lymfocyt z nddorii byla pozorovana omezena schopnost produkovat IFNy spojena
S epigenetickym uml¢enim genu pro IFNy. V néddorovych bunkach bylo prokézano
epigenetické umlceni exprese gent v signalni draze IFNy, jako transkrip¢nich faktord IRF

a dalSich gent regulovanych IFNy, napt. genti pro APM a MHC nebo indoldioxygenazu.

V ptipadé jejich aktivace pomoci IFNy byly pozorovany epigenetické zmény v regulacnich
oblastech téchto genil. [FNy se da tak povazovat za epigenetické agens. Epigenetické
modulatory dokézi aktivovat expresi nékterych gent regulovanych IFNy, ¢imz je mozno
Castecné vysvétlit imunomodulacni ucinky téchto agens. Epigenetické regulace gent fizenych

IFNYy jsou také dulezité pro tnik nadorovych bunék imunitni odpovédi.

Kli¢ova slova:

Interferon vy, epigenetika, methylace DNA, prezentace antigenu, signalni draha JAK-STAT



3. Abstract

IFNy is an important cytosine mediating imune responses, including antitumor immunity. It
can affect expression of a lot of genes, which regulate different cellular processes. In tumor
cells defects in signal cascade of IFNy and mistakes in expression of genes regulated by IFNy,
for example genes for antigen adjustment and presentation (APM) or genes for major
histocompatibility complex (MHC), were observed. Epigenetic mechanisms, can play a role
in regulation of expression of genes for IFNy, as well as in regulation of expression of genes
regulated by IFNy, including the components of the IFNy signalling pathway. In lymphocytes
from tumors the ability to produce IFNy was limited by epigenetic silencing of genes for
IFNy. In tumor cells, epigenetic silencing of genes regulated by IFNy, of genes of the IFNy
signaling cascade, for example IRF transcription factors, and other genes regulated by IFNy,
such as genes for APM, MHC or indoldioxygenase coding genes (IDO), was demonstrated.
In case of their activation by IFNy, epigenetic changes in regulation sequences of appropriate
genes, were observed. IFNy thus can be considered as an epigenetic agent. Epigenetic
modulators are able to activate expression of genes regulated by IFNy. By this way it’s
possible to explain some of immunomudullatory effects of these agents. Epigenetic
regulations of genes regulated by IFNy are important for immune escape of tumor cells from

antitumor immunity.

Key words:

Interferon vy, epigenetics, DNA methylation, antigen presentation, JAK-STAT signalling
pathway



4. Uvod

IFNy, patiici mezi IFN druhého typu, je cytokinem s pleiotropnimi ucinky. Je produkovéan
bunikami imunitniho systému, nicméné jeho receptory jsou exprimovany na vetSing
bunécnych populaci. IFNy indukuje obranu proti viram a dalSich patogeniim, indukuje

imunitni odpovéd’ a také hraje zasadni roli v protinddorové imunité.

V posledni dob¢ byly popsany epigenetické mechanizmy v regulaci interferonové signalni
drahy, exprese genu pro IFNy a u nékterych cilovych gentli regulovanych IFNy, zvlasté

v nadorovych bunkach. Pozornost byla vénovana zménam v DNA methylaci a v modifikaci
histont, v expresi genti zodpovédnych za upravu a prezentaci antigenu a také expresi MHC

gpl v nadorovych bunkach.

Cilem této prace bylo shrnout soucasny stav poznani o epigenetickych mechanismech
v regulaci exprese genu kodujicich IFNy, v interferonové signalni draze a také regulaci
exprese vybranych genti aktivovanych IFNy. Prace se vénuje hlavné zméndm v DNA

methylacich a modifikacich histont a epigenetickym modifikacim v nddorovych buiikéch.

5. IFNy a jeho funkce
5.1. Zarazeni a charakterizace interferonu

Interferony jsou vyznamnymi zéastupci cytokind, proteinovych signalnich molekul, které
zprostiedkovavaji komunikaci mezi butikami a hraji vyznamnou roli zvlasté v regulaci
imunity (Murphy K. P. et al., 2012). Existuje n€kolik rodin cytokinti: kolonie stimulujici
faktory (CSF), interferony (IFN), interleukiny (IL), rodina tumor nekrotizujicich faktort
(TNF) a nezatazené cytokiny. Nazev interferon pochézi ze skutecnosti, ze tyto latky v tkanové
kultufe interferuji s virovou replikaci. Interferony maji mnoho funkci. Kromé ochrany bun¢k
pted virovou infekci aktivuji a moduluji imunitni odpovéd’ a aktivuji buiiky imunitniho
systému, napt. NK buiiky a makrofagy. Ovliviiuji také prezentaci antigenu a zvysuji expresi
MHC gpl na povrchu bunék. Receptory pro jednotlivé interferony se po aktivaci vazi

na ptislusné Janusovy receptorové kindzy (JAK). Signalizace déle pokracuje ptes JAK/STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcription) signalni kaskadu a vede k fosforylaci

STAT proteint. Fosforylované STAT proteiny vstupuji do jadra a aktivuji transkripci celé



fady genitl. Interferony miizeme rozd¢lit na tfi tfidy. Dosud bylo identifikovano vice nez
dvacet riznych interferonti a jejich genii. Mezi interferony I. tfidy fadime IFNa a IFN, které
jsou syntetizovany pii virovych infekcich téméf ve vSech typech bunék. Mezi interferony II.
ttidy patii [FNy. Existuji jest¢ nedavno objevené interferony Ill. tfidy, a to IFNA. Pfedpoklada
se, ze maji podobnou funkci jako IFN a a IFN, jejich produkce je indukovana pies aktivaci

interferonem stimulovanych geni (Lazear H. M. et al., 2015).

511 IFNy

IFNy spolu s TNFa a dal§imi zanétlivymi cytokiny je klicovym cytokinem tzv. Thl imunitni
odpovédi. Signalizace pies signalni drahu IFNy mé rGzné biologické funkce, primarné
vztazené k obrané hostitele a regulaci imunity, véetné antivirové a antibakterialni obrany,
bunééného cyklu, apoptozy, zanétu a vrozené i ziskané imunity (Schroder K. et al., 2004).
Jednim ze zakladnich mechanizmu, jak vlivem IFNy dochazi ke zvySeni imunogenicity
bunék, je zvySeni exprese MHC gpl na povrchu profesiondlnich antigen prezentujicich bunék
(Dunn G. P. et al., 2006). IFNy také reguluje diferenciaci a funkci mnoha bunék imunitniho
systému. Je tzce zahrnut ve vSech aspektech imunitni odpovédi zprostiedkované Th-
lymfocyty i v regulaci diferenciace, aktivace a homeostazy T-bunék, potlacuje vyvoj Th-2
odpovédi, ale podporuje vyvoj regula¢nich T bunék (Treg) (Agnello D. et al., 2003). Tento
cytokin také aktivuje makrofagy. IFNy hraje zasadni roli i v protinadorové imunité. IFNy ma

tedy podstatnou tlohu v pfirozené imunitni odpovédi a ovliviuje jeji kvalitu.

Na rozdil od interferond 1. t¥idy, které jsou produkovany vSemi typy bunék, IFNy produkuji
aktivované buiiky imunitniho systému, napf. NK buiky, NKT buiiky, CD8 T buniky a CD4
(ptevazné Th1) T bunky. NK buiky vznikaji v kostni dfeni z lymfoidniho progenitoru.
Prozanétlivé interleukiny (IL-12 ve spolupraci IL- 18), které produkuji aktivované makrofagy,
stimuluji NK bunky k produkci IFNy. NK buiky exprimuji inhibi¢ni receptory, které
rozeznavaji MHC gpl. (Vyskytuji se na bunééném povrchu v komplexu s peptidovymi
fragmenty, produkovanymi buiikou). Ty jsou exprimovany v§emi bunikami, které maji jadro.
MHC molekuly slouzi jako znacka ,,vlastniho®. Pravé ztrata MHC gpl v kombinaci

S navazanim aktivacnich receptort na ligand na povrchu infikované nebo nadoroveé
pozménéné bunky vede k aktivaci NK bun¢k. Aktivované NK buniky pak produkuji velké
mnozstvi [FNy (Schoenborn J. R. et al., 2007). Dalsim vyznamnym producentem IFNy jsou
NKT bunky, které sdili jak charakteristiky NK bunék, tak 1 T bun€k. Na svém povrchu
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exprimuji receptory T bunék v asociaci s CD3 receptory a soucasné aktivaéni i inhibi¢ni
receptory NK bunék. ,,Invariantni NKT bunky ptispivaji do znacné miry k vrozené

I adaptivni protiinfekéni a protinadorové imunité. Jejich hlavni odpovédi na stimulaci
antigenem je to, Ze produkuji velké mnozstvi cytokint v¢éetn¢ IFNy, TNFa, IL-4, IL-5, IL-13,
granulocyty-makrofagy kolonie-stimulujici faktor (GM-CSF) a IL-2.“ (Schoenborn J. R. et
al., 2007). IFNy produkuji také T lymfocyty. CD4 T- bunky se diferencuji bud’to smérem

k Th-1 odpovédi, a v tom piipadé produkuji hodné¢ IFNy, nebo k Th-2 odpoveédi, a pak
produkuji mnohem mensi mnozstvi IFNy nez v prvnim ptipad¢ (Schoenborn J. R. et al, 2007).
Naivni T buriky potiebuji k tomu, aby se diferencovaly v IFNy produkujici buiiky, nékolikrat
vliv na expresi a aktiva¢ni stav specifickych receptort, signalizacnich molekul

a transkrip¢nich faktori, které zase zpétn€ podnécuji T buiiky k produkci vétsiho mnozstvi
IFNy (Murphy K. M. and Reiner S. L., 2002; Reiner S. L, 2005; Reiner S. L. and Seder R. A.,
1999). Cytotoxické T lymfocyty (CTL) produkuji velké mnozstvi IFNy po aktivaci IL-12

a IL-18. IFNy diky pozitivni zpétné vazb¢ zvysuje expresi MHC gpl na povrchu bunék, ¢imz
je ¢ini Iépe rozeznatelné pro CTL (Schoenborn J. R. et al., 2007). IFNy v sou¢innosti s IL-12
dale stimuluje TH; odpovéd'.

5.1.1.1. Regulace exprese genu IFNy

Jak jiz bylo feceno, IFNy je produkovan CD4+ Th1 buitkami, CD8+ cytotoxickymi T
buiikami, NK bunikami, NKT buitkami, makrofagy a dendritickymi buiikami. Gen pro IFNy
neni transkribovan v jinych typech bunéck, napt. v Th2 bunkach, vyvijejicich se T- buiikach
ani bunikach mimo imunitni systém, a je tedy regulovan tkanové specificky. V regulaci genu
pro IFNy (Ifng) je zahrnuto mnozstvi transkrip¢nich faktori, véetné T-bet, STAT4, Runx3,
GATAZ3, a HIx (Wilson C. B. et al., 2009). Transkrip¢ni faktor T-bet zajist'uje produkci IFNy
v CD4+ T bunkach (Szabo S. J. et al., 2000). CD8+ T bunky a NK bunky exprimuji jiny

transkrip¢ni faktor, zvany eomesodermin (Pearce E. L. et al., 2003).



5.1.1.2.  IFNy ajeho signdlni draha

IFNy stimuluje signalni drahu JAK-STAT. ,,Draha JAK-STAT slouZi jako principialni
signalni mechanizmus pro mnoho cytokini a rastovych faktort.” (Rawlings J. S. et al., 2004).
Je znamo, ze riizni ¢lenové rodiny STAT maji rizné efekty na imunitni odpovéd’ (Murphy K.

P.etal., 2012).

,Molekularni mechanizmy drahy JAK-STAT jsou tedy dulezité v reakci buiiky hostitele na
onemocnéni. (Gough D. J. et al., 2008). IFNy je nekovalentni homodimer, ktery se vaze na
IFGR1 komponentu receptorového komplexu pro IFN typu II (IFNGR1a IFNGR2). Receptor
pro IFNy se sklada ze dvou podjednotek IFN-gR1 a IFN-gR2. Navazadnim IFNy na
podjednotku IFN-gR2 se signal pienasi do buiiky. Tim jsou aktivovany kinazy Jak1 a Jak2.
Jak1 kinazy se vzajemné fosforyluji, coz vede k fosforylaci a dimerizaci proteinu STAT1
(Haan C. et al., 2006; Rodig S J. etal., 1998; Yeh T C. et al., 1999; Ealick S. E. et al., 1991,
Platanias L. C., 2005, Choi J. C. et al., 2007). Signalizace pak pokracuje ptes fosforylovany
homodimer STATI, ktery disociuje predtim, nez vstoupi do jadra, kde se navaze na DNA

Vv interferonem aktivovanych (GAS) oblastech, po ¢emz nasleduje transkripce IFNy
indukovanych gent (Bekisz et al., 2013).

Mezi hlavni geny, které reguluje draha JAK/STAT, patii interferon response faktory (IRFs).
Zatim je znamo 9 IRFs. Ovliviiuji fadu procesti v imunitnim systému, véetné vrozené

a adaptivni imunitni odpovédi, bunééného rustu a apoptdzy. Jednim z hlavnich gent
regulovanych touto kaskadou je IFN response factor 1 (IRF1), ktery funguje jako tumor
supresorovy gen (Kimura T. et al., 1995). ,,IRF 5 se podili na zpomaleni ristu bunék, kdezto
IRF5 a IRF 7 ovliviiyji bunééné starnuti. Potlaceni faktoru IRF 8 vede k nedostatecné

apoptoze a zvySeni pravdépodobnosti metastaz u nadort.“ (Yamashita M. et al., 2010).


http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/?term=Choi%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17237409
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Obr. 1: Draha JAK/STAT. Pievzato ze Zaidi M. R. et al., 2011

5.1.2. IFNy a protinddorovd imunita

IFNy hraje také zasadni roli v protinddorové imunité. Ditkazem protinddorového piisobeni
IFNy byl experiment S vyuzitim modelu fibrosarkomu Meth A vyvolaného pisobenim
methylchloranthrenu u BALB/c mysi. K indukci nespecifické imunitni odpovédi u téchto
mysi byl pouzit lipopolysacharid (LPS). Neodpovidavost nadoru na IFNy byla zajisténa

in vivo podanim mys$ich monoklonalnich protilatek proti IFNy. U mysi, kterym byly podany
spolu s LPS protilatky proti IFNy, doslo k rychlejsimu ristu nadort ve srovnani s kontrolnimi
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mySmi (Dighe A. S. et al., 1994). Dalsim dikazem o protinadorovém pusobeni IFNy je pokus

s myS$mi, které maji dominantni mutaci v a- fetézci receptoru pro IFNy (Dighe A. S. et al.,
1993; Tartaglia L. A. et al., 1992).

vvvvvv

na povrchu nadorovych bunék. MHC gpl, které umoziuji profesionalnim antigen-
prezentujicim bunkam (APC) vystavit fragmenty nddorové specifickych peptid zevnitf
bunky na svém povrchu. ,,Tim vyrazné zvySuje rozpoznani nadorovych bun¢k CTL a jejich
eliminaci. Také aktivuje makrofagy v Thl imunitni odpovédi a indukuje produkci chemokind,
které povolavaji specifické efektorové buiky do mista zanétu.” (Murphy K. P. et al., 2012).
,Kromé aktivace imunitniho systému mize IFNy ptsobit na nadorové buiilky piimo

a indukovat v nich oxidativni stres, vedouci k apoptdze nebo bunééné senescenci.*

(Hubackova et al., 2015).

Soucasné IFNy miize mit i pronadorové G¢inky. IFNy napt. ptispiva k diferenciaci
regulacnich T lymfocytt (Treg) a potlacuje odpoveéd’ Th2. Také zvySuje pocet makrofagl
infiltrujicich nador a vytvarejicich za urcitych situaci pronadorové mikroprostiedi (Zaidi M.
R. etal., 2011).

Modulace drah IFNy ma dtlezitou ulohu v tzv. imunoeditingu nadoru. Proces imunoeditingu
nadoru je rozdé€len do tii fazi: eliminace, rovnovaha a tinik (Dunn G. P. et al., 2006). Prvni
faze - eliminace (dfive znama jako imunitni dozor nad nddorem) se sklada z rozeznani
transformovanych bun¢k vrozenym nebo adaptivnim imunitnim systémem, a vede K zabiti
téchto bunék. ,,Faze rovnovéhy je subklinicka faze, ve které nador persistuje, ale diky

~INMT o Ge

imunitnimu systému se nesifi.“ Treti fazi je unik, k némuz dochézi kviili vy€erpani imunitniho
systému nebo vzniku riznych unikovych variant nadoru. V této fazi se nador zacne Sifit.

U nadori unikajicich imunitni odpovédi se ¢asto vyskytuji defekty v IFNy draze (napi. defekt
v expresi IFNGR1 ¢i JAK1 nebo abnormalni formy JAK2). Naopak plna funkce I[FNy pfispiva

k potlaceni nadoru (Dunn G. P. et al., 2006).
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6. Epigenetické regulace v expresi gent

Existuje n¢kolik definic epigenetiky, ale nejvice védcii souhlasi asi s touto definici:
»Epigeneticky znak je stabiln¢ déditelny fenotyp, ktery je vysledkem zmén na chromozému
beze zmény sekvence DNA.“ (Berger S. L. et al., 2009). Takovyto pienos informace je
mozny diky existenci epigenetickych signala. ,, Tyto signdly mizeme rozdélit na tii tfidy.
Vedou k ustanoveni stabilniho a dédi¢ného epigenetického stavu.” ,Epigenator™ je signalem
Z prosttedi, v némz organizmus zije. Tento signal spousti kaskady uvnitt bunék. Zptsobuje
vSechny epigenetické zmény, ke kterym dochazi pred prvnimi zménami na chromozému. Poté
se signal prenasi signalnimi drahami k ,,iniciatoru®. Tento signal je sice jen docasny, ale je
udrzovan v buiice dost dlouho na to, aby doslo na DNA k epigenetickym zménam.
,Epigeneticky iniciator” odpovida na signal epigenatoru a je potieba K piesné lokalizaci tiseku
na DNA, kde bude dochazet k epigenetickym zméndm. ,,Muze to byt DNA vazebny protein,
nekoddujici RNA nebo jiné molekuly, které se mohou vazat na DNA. Signal iniciatoru je
udrzovan pozitivni zpétnou vazbou. ,,Epigeneticky udrzovatel” je signal, ktery udrzuje
epigenetické zmény v dalSich generacich, ale neni dostate¢né silny na to, aby je inicioval.
Tyto modifikace zahrnuji DNA methylace, modifikace histont, pozici nukleosomi aj., véetné
methylace H3K4 and H3K27 a H3K9 a H4K20 v transkripénim umléeni.* (Berger S. L. et al.,
2009).

6.1. Prehled epigenetickych regulaci genové exprese

Epigenetické regulace hraji vyznamnou tlohu v riznych fyziologickych i patologickych
procesech véetné kancerogeneze. Tyto regulace genové exprese jsou dany napf. zmeénami

v methylaci DNA, modifikacemi histonu (acetylace, methylace, fosforylace, ubiquitylace,
sumoylace a ADP ribosylace) a také RNA interference (Hassan A. H. et al., 2002; Lister R. et
al., 2009; Sanchez R., Zhou M. M., 2009; Ray-Gallet D., Almouzni G., 2010). V této praci se

soustiedim hlavné na problematiku DNA methylace a modifikace histont.

,Nejlépe zdokumentované epigenetické modifikace jsou DNA methylace a modifikace
histoni. DNA methylace a modifikace histonti ovliviiuji genovou expresi tim, ze méni

DNA/proteinové interakce. Tyto epigenetické zmény mohou potlacit genovou expresi. Brani
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totiz transkripénim faktoriim, aby se navazaly na DNA.* Epigenetické modifikace vedou

I ke zménam struktury chromatinu (Hamm Ch. A. et al., 2015). Epigenetické zmény jsou,

na rozdil od mutaci DNA, vratné. Modifikace histontl, stejné tak jako modifikace bazi DNA,
se podileji na kondenzaci nebo rozvolnéni chromatinu. Histony maji pozitivni naboj, kdezto
DNA ma naboj negativni. To umoziuje soudrznost nukleosomu. Post-translacni epigenetické
modifikace histont rozvolnuji strukturu nukleosomu, protoze snizuji pozitivitu naboje
histonu. Tim oslabuji silu elektrostatické interakce s DNA. Navic post-transla¢ni modifikace
mohou zménit vazebna mista pro proteiny, které mohou mit dal$i dopady na strukturu

chromatinu i na genovou expresi (Lister L. et al., 2009).

PP _PPYYYY QG QA

510 R17 k26 | k27 K36 H3

56 5
O e POOOO®

K12 K20 [ H4

O Repressive marker @

Ac - acetylation
M - methylation

P - phosphorylation

Obr 2.: Kovalentni modifikace histonovych konct. Pfevzato z Tomasi T. B. et al., 2006

6.2. Mechanismy DNA demethylace

DNA methylace zapfi¢inuje fadu stavl transkripcni aktivace 1 transkripéniho umlceni. Také
slouzi jako vazebné misto pro methyl binding doménu (MBD) proteinti vazicich se na DNA

a Casto se podili na remodelaci chromatinu. Je soucasti korepresort transkripce (Rothbart, S.
B. el al., 2014). Nadbyte¢na DNA methylace se vyskytuje zejména na oblastech DNA, kde se
nachazi hodné cytosinu a guaninu, V tzv. CpG ostrovech (CpG islands), coz ¢asto vede

k nespravnému umlceni genti K onemocnéni (Jones P. A., Baylin S. B., 2002). DNA
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methylace CpG dinukleotidi je ¢astym epigenetickym mechanizmem, jak dosahnout umlceni
transkripce specifickych gentt béhem vyvojovych procesi (Okano M., et al., 1999; Cedar H.,
Bergman Y., 2009).

DNA methylace a jejiho udrzeni se Gc¢astni nékolik DNA methyltransferaz. U savcu se
vyskytuji tyto tifidy DNMT: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B. DNMT maji velkou afinitu
k hemimethylované DNA. Je dulezita pro embryonalni vyvoj a jeji mutace byvaji letalni.
DNMT 3A a DNMT3B methyluji DNA zejména de novo, ale jsou také udrzovacimi
methylazami (Hamm Ch. A. et al., 2015). Na de novo methylaci se podileji DNMT3, jejiz
fragment DNMT3L vazebné ptitahuje cely enzym k histonu H3, ale potlac¢uje methylaci
histonu H3K4 (Cedar H., Bergman Y., 2009).

Mechanizmy demethylace DNA muzeme rozdélit na aktivni a pasivni. K pasivni demethylaci
DNA dochazi béhem replikace. Je spojena se ztratou se ztratou 5- methylcytosinu (5mC)

béhem nasledujicich kol replikace bez piitomnosti enzymatické masinérie, ktera by udrzovala

DNA methylaci (Kohli R. M., Zhang Y., 2013).

Polomethylované dinukleotidy se vyskytuji v replikaénich vidlicich. U¢inkem DNMTS3 se
kopiruje vzor methylace z mateiské DNA do dcetiné (Rothbart S. B. et. al., 2014). V piipadé

absence nebo disfunkce DNA methyltransferaz k methylaci nascentnich fetézct nedochazi.
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Obr. 3: Dynamika histonti v replika¢ni vidlici. Pfevzato z Ray-Gallet D., Almouzni G., 2010

K aktivni demethylaci mize dochézet jak v délicich se, tak v ned¢licich se buiikéch.

Pti aktivni demethylaci DNA dochazi k nahrazeni methylcytosinu cytosinem pomérné
slozitymi mechanizmy, kterych se Gc¢astni fada enzymu. 5-mC mize byt modifikovan

na aminoskupiné nebo na methylové skupiné. Aminoskupina se deaminuje na karbonylovou
skupinu pomoci enzymu AID/APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme complex).
Tento enzym méni 5-mC na thymin a tim vytvaii chybny par G-T.“ (Moore L. D. et al.,2013).
Tato zména indukuje BER (base excision repair) mechanismus, jehoz ti¢inkem je thymin
nahrazen nemethylovanym cytosinem (Kohli R. M., Zhang Y., 2013, Moore L. D. et al.,
2013).

Neexistuje enzym, ktery by byl schopen piimo odstépit methylovou skupinu z 5-mC.
Soucasna piedstava je, Ze velkou roli pfi zahdjeni tohoto procesu hraje oxidace methylovych

skupin v methylcytosinu, dale odstranéni modifikované baze a jeji nahrazeni cytosinem.
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5-mC mohou byt oxidovany TET enzymy (ten- eleven translocation) na 5 —
hydroxymethylcytosiny (5hmC). 5hmC podstupuje dalsi oxidace na 5-formylcytosin (5fC)

a 5-karboxylcytosin (5caC). Tyto chemicky rizné modifikace cytosinu mohou byt specialné
rozeznavany ruznymi DNA-vazebnymi proteiny. Maji rozdilné sterické vlastnosti, které
mohou pfitahovat rizné odlisné modifikované baze, napf. guanin paruje s 5¢caC s podobnou
Cetnosti jako s C, ale jen malokdy s U. Jen mala ¢ast 5hmC je oxidovana na 5fC a je$té mensi
¢ast na 5caC. Tyto pfemény jsou mnohem pomalejsi nez preména SmC na ShmC (Hashimoto

H. et al., 2013). V piipad¢ 5fC a 5caC muze byt destabilizovana N-glykosidicka vazba.
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Obr. 4: Draha dynamickych modifikaci cytosinu. Pfevzato z Kohli R. M., Zhang Y., 2013

Pozménény cytosin je pak vystiizen methyl binding domain proteinem 4 (MBD4) nebo
thymin-DNA-glykosylazami (TDG). Tim je vytvoifeno abazické misto, jeZ je opraveno
pomoci BER systému (Kohli R. M. a Zhang Y., 2013).

Protoze se chybna methylace DNA vyskytuje ve velké mife u nddorovych bunék, mohla by
byt demethylace pies TET enzymy zptisobem, jak ovlivnit vyvoj naddoru. SniZena exprese

TET enzymi byla pozorovana u lidské rakoviny prsu, plic, jater, slinivky a prostaty (Kohli R.
M., Zhang Y., 2013).
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U akutni myeloidni leukémie (AML) byly pozorovany mutace v TET2 spolu s mutacemi

v genech pro IDH1 a IDH2 (geny pro izocitrat-dehydrogenazu). Tyto geny v nemutované
podob¢ umozituji preménu izocitratu na a-KG (o -ketoglutarat), kofaktor TET enzymu.
Mutace v IDH 1 a IDH 2 zptsobuji, ze je izocitrat preménén na a-hydroxyglutarat, ktery je
kompetitivnim inhibitorem a-KG. Tim by mohl inhibovat TET2 enzym a pfispivat

k nadorovému bujeni (Kohli R. M., Zhang Y., 2013).

6.3. Acetylace histont

Acetylace histonil je post-translaéni modifikace, kterd znamena piemisténi acetylové skupiny
z acetyl-CoA na g-aminoskupinu lysinového zbytku. Je katalyzovana enzymy histon-

acetylazami (HAT).

Naopak deacetylace histont je katalyzovana enzymy histon-deacetylazami (HDAC). Této
katalyzy se ucastni molekula vody, ktera se podili na ,,odstranéni acetylové skupiny z acetyl-
lysinu (Ac-Lys), pficemz regeneruje e-aminoskupinu.© (Hamm Ch. A. et al., 2015). Acetylace
histonti obvykle rozvolituje chromatinovou strukturu, coz umozni to, aby byl chromatin
transkripcné aktivni. Naopak deacetylace histonil zpisobuje, Ze se stane chromatinova
struktura vice kompaktni a méné pfistupna pro transkripci. U savel se vyskytuje 18 riznych
HDAC. HDAC maji v buiikach rtizné funkce, katalyzuji zmény na histonech

I na nehistonovych proteinech (Glozak M. A. et al., 2005; Yao Y. L., Yang W. M., 2011).
Nekteré jejich funkce se piekryvaji. Tyto enzymy se také nachéazeji v cytoplazmé (Robinson
R. etal., 2013). Na acetylované histony se vazi dalsi proteiny, zejména bromodomény, které

pak dale ovliviuji transkripci (Ray-Gallet D., Almouzni G., 2010).
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7. Epigenetické regulace ve draze IFNy
7.1.Epigenetické regulace signalni drahy IFNy

Epigenetické regulace signalni drahy IFNy mizeme rozdélit na regulace exprese genu
kodujiciho IFNy (Ifng), dale regulace exprese jednotlivych geni v signalni draze JAK/STAT
a transkripcnich faktorti IRF a nakonec genti regulovanych IFNy, napt. genti pro APM.

7.2.Epigenetické regulace genu pro IFNy

K enhancertim, jez maji zdsadni vliv na produkci IFNy, patfi, v této préci jiz zminéné,
transkripcni faktory Stat4 a T-bet. ,,Pro expresi Ifng jsou také dilezité konzervované

nekodujici sekvence (CNS) jako odpoveéd na Thl diferenciaéni signaly.*

Epigenetické modifikace se uplatiiuji napft. pii diferenciaci T lymfocytti na Th1/Th2, cozZ se
tyka methylace, acetylace, fosforylace, ubiquitinylace a sumoylace histoni H2A, H2B, H3

a H4. Tim se vytvoii specificky vzor ,histonovych znacek®, coZ ma pak za nasledek aktivaci
nebo umlceni genovych lokust, a tim smérovani imunitni odpovédi bud’ smérem k Th1 nebo

Th2.

Th1 odpovéd’ zvySuje pocet acetylovanych histonli H4 a methylovanych histoni H3K4 napfic¢
lokusem pro Ifng, které podporuji transkripci. CNS mohou bud’ aktivovat, nebo reprimovat
transkripci 1fng podle toho, jak jsou umisténé epigenetické ,,znac¢ky*. Transkripce Ifng je
zeslabena napt. methylaci CpG ostrovi, zejména téch, jez lezi dale nez 100kb od Ifng lokusu
(Aune T. M. et al., 2013).

,,VSeobecné se predpoklada, ze je DNMT1 nutna K udrzovani methylace Ifng lokusu u CD4 T
bunék v nediferencovaném stavu. Naopak DNMT 3 katalyzuje DNA methylaci promotoru
Ifng v odpovédi na diferenciac¢ni signaly Th2 a Th17, aby udrzela umlceni téchto
antagonistickych linii, dokonce i kdyz jsou znovu vystaveny diferenciacnim signaliim Th1.*

(Wilson C. B., et al., 2009).

U NK buné¢k chybi methylace genu pro IFNy, coz je v souladu s tim, Ze NK bunky produkuji
znacné mnozstvi IFNy pfi vyskytu bunék bez povrchovych MHC gpl v komplexu
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s normalnimi peptidy, vyskytujicimi se v bunce. U NK bunék uz predem existuje vzor
acetylace histonu H4 a H3K4 methylace (Chang S. and Aune T. M., 2005). Pti aktivaci
podstupuje histon H4 u NK bun¢k dalsi acetylaci.
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FIGURE 1 | Schematic illustrating transcription factors that bind to individual CNS across the IFNG locus, histone “marks” across the locus, and
degree of CpG dinucleotide methylation at the different CNS inT cell and NK cell lineages.

Obr 5.: Schematicka ilustrace transkripénich faktort, které se vazi na jednotlivé CNS napfic
Ifng lokusem, histonové ,,znac¢ky* napii¢ lokusem a stupen methylace CpG dinukleotidd

na riznych CNS v buné¢nych liniich T a NK bun¢k. Prevzato z Aune T. M. et al., 2013

Epigenetické regulace, pfedevs§im zmény methylace u promotoru genu pro IFNy, kdy dochazi
k methylaci CNS, se ¢asto vyskytuji u bungk, které by mély exprimovat IFNy a jsou uvnitf
nadoru. Zvysena methylace na CpG ostrovech promotoru genu pro IFNy je asociovana

se snizenou expresi tohoto genu. Tato nadmérna methylace oproti normalni tkani byla
popsana naptiklad u TIL v nadorech délozniho ¢ipku (Ma D. et al., 2014). Tento promotor je
hypermethylovan i u dal§ich nadorovych onemocnéni, napiiklad u TIL z kolorektalniho

karcinomu (Aune M. et al., 2013).

Methylace u promotoru Ifng je také velmi zvysena u lymfocyt v nadoru délozniho ¢ipku,
méné pak u lymfocytd, vyskytujicich intraepitelidlnich neoplaziich délozniho ¢ipku oproti
normalni tkani. To také koreluje s tim, ze u bun¢k produkujicich IFNy v téchto nadorovych

tkanich je snizena exprese IFNy mRNA. , Nicmén¢ nebyla prokazana piima souvislost mezi
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stadiem nadorového onemocnéni, progndzou pacienta a methylaci genu pro IFNy.* (Dong M.

etal., 2014).

7.3.Regulace gentii pro JAK/STAT a genu IRF

Rozeznavame 6 faktort STAT. Cytosolicky transkripéni faktor STAT1a a STATI1p (vznikaji
alternativnim splicingem téhoz genu) a také STAT? jsou aktivovany IFNa. IFNy aktivuje
faktory STAT1a a STATIP (Boehm U. etal., 1997). V experimentu, kdy byl sledovan
ucinek 5-deoxyazacytidinu (5-aza) na nadorové bunky HT29, bylo pozorovano, ze faktory
STAT1, STAT2, a STAT3 reagovaly na tento inhibitor DNMT a hromadily se

V buné¢ném jadie, zatimco STAT4, STATS5 a STAT6 nikoli. Z toho mizeme usuzovat,

ze inhibice DNMT povede ke zvyseni exprese genti pro STAT1, STAT2 a STAT3 (Karpf A.
R. etal., 1999).

Nadmérna methylace promotoru IRF zeslabuje transkripci genti pro IRF. Methylace DNA
spojena s uml¢enim IRF faktorti byla pozorovana u riznych nadorovych bunck. Promotory
pro IRF jsou methylovany u mnoha lidskych karcinomi, napt. u nddora zaludku a stfev, o¢ni
cocky, oesophagu a nasopharyngu, kosti, kolorektalniho karcinomu, naddort glie, respira¢niho
traktu, lidské myeloidni leukémie, akutni leukémie, nddort svalové tkané a délozniho ¢ipku.
Chybna methylace promotoru genu pro IRF4, predev§im v oblastech CpG ostrovii se
vyskytuje u chronické myeloidni leukemie. Demethylaéni agens, napt. 5-aza, snizuji de novo
i udrZzovaci methylaci promotoru tohoto genu (Ortmann Ch. A. et al., 2005). Intenzivné byla
studovana DNA methylace a jeji vliv na expresi faktoru IRF8. Faktor IRF8 je za
fyziologického stavu exprimovan, ale jeho exprese je sniZzena u mnoha lidskych nadori. IRF8
také zptisobuje, ze se buriky méné snadno dostanou do stavu apoptézy (McGough J. M. et al.,
2008).

Methylace promotoru IRF8 mé za nasledek naruseni jeho odpovédi na stimulaci IFNy.

Za methylaci IRF 8 jsou zodpovédné enzymy DNMT1 a DNMT3 (McGough J. M. et al.,
2008). Pfi vyzkumu riznych bunéénych nadorovych linii byla zjisténa snizena exprese IRF8
u,,6 ze 6 bunécnych linii u nadori nosohltanu, 14 ze 16 bunécnych linii u nadord oesophagu,
7 2 9 linii u nadort prsu, 3 ze 4 bunéénych linii u kolorektalniho karcinomu, 5 ze 7 bunéénych
linii u nadort plic, 4 ze 6 bunécnych linii u nadort délozniho hrdla a 3 ze 17 bunéénych linii

u nadort zaludku. (Lee K.Y. et al., 2008).
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Obr 6.:Uml¢eni promotoru pro IRF8 methylaci promotoru vV nadorovych bunéénych liniich.
A) exprese a methylace IRF8 v panelu nadorovych buné¢nych linii. Pfevzato z Lee K. Y.
etal., 2008

V dalsich studiich na liniich odvozenych z nadort zaludku byla zjisténa reverzibilné
potlacena exprese IRF4, IRF5 a IRF8, spojena s methylaci pfislusnych gent (Yamashita M.
et al., 2010). Aplikace 5-aza obnovila expresi téchto gend a zvysila inhibi¢ni ¢inek
interferont o, B a y na rast bun¢k. Ukazuje se tak, Ze demethylace IRF faktorti mize obnovit
protinadorové ucinky interferont a také, ze methylace napt. IRF4 by mohla slouzit jako

prognosticky znak pro rekurenci nadorového riistu.

7.4.Epigenetické regulace exprese genii zodpovédnych za upravu a prezentaci

antigenu

V idealnim pfipad¢ vSechny bunky v organizmu vystavuji fragmenty vlastnich nebo infekci
¢i nadorem pozménénych proteind v komplexu MHC gpl na svém povrchu tak, aby byly
rozeznatelné T lymfocyty. Cytosolické proteiny jsou oznaceny polyubikvitinilaci a jsou

V proteazomu rozloZeny na peptidové fragmenty, jez putuji do endoplazmatického retikula
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(ER). Na membran¢ ER se nachazeji dva ABC transportéry — transportéry asociované

s processingem antigenu (TAP1 a TAP2), které na tkor spotteby ATP transportuji peptidové
fragmenty do ER. V lumen ER dojde kK jejich poskladani s fetézci a a f2m (2-mikroglobulin)
a k vazbé do spravné konformace (Setiadi A. F. et al., 2005). Posléze jsou dopraveny

pies Golgiho aparat (GI) k povrchu bunky a vystaveny v komplexu s MHC gpl na bunééném
povrchu. Ty jsou pak rozeznany cytotoxickymi T lymfocyty, jejichz koreceptor CDS se
navaze na MHC gpl, coz vede v kone¢ném disledku k destrukci buiiky. Tyto dva transportéry
tvofi v membran¢ heterodimer a jejich mutace mtze zpusobit snizeni prezentace MHC gpl

na povrchu buniky (Murphy K et al., 2012).

U nadoru ve fazi uniku pfed imunitnim dozorem se ve zvysené mite vyskytuji

poruchy funk¢nosti jednotlivych ¢asti APM. ,,Nadorové bunky ¢asto neprezentuji na svém
povrchu antigeny prostiednictvim MHC gpl, a pokud ano, antigenni prezentace je slaba

a nevyvoléd imunitni odpovéd’. Navic se zde uplatiiuje mechanizmus periferni tolerance,
puvodné prevence toho, aby autoreaktivni T buiiky, které unikly selekci v thymu, zptisobily
autoimunitu.“ (Tomasi T. B. et al., 2006). U mnoha nadord byva vyssi incidence metastaz

a tim 1 horsi prognoza pro pacienty, pokud je snizena exprese MHC gpl na bunééném

povrchu.

ZyAntigenni prezentaci ¢asto potlacuji nevratné mutace v tézkém fetézci a v B2m HLA typu I,
jako ztrata heterozygozity, delece, mutace se ztratou smyslu a posuny ¢teciho ramce.* Déle se
objevuji mutace v genech pro TAP 1 a TAP2. Kromé ireverzibilnich mutaci mohou byt tyto
geny pouze uml¢eny. Toto umléeni je reverzibilni prostiednictvim IFNy (Chang Ch-Ch et al.,
2015).

,Nezadouci umlceni exprese gent dilezitych pro prezentaci antigenu v kontextu MHC gpl
obecné mohou byt jednak ,,tvrdé®, které jsou uz ireverzibilni a jednak ,,m&kké®, jez mohou
souviset s uml¢enim gent antigen prezentujici masinérie. Pravé mékka umlceni genti

pro APM mohou byt zvracena pomoci IFNy.“ (Seliger B. et al, 2008). Tim Ize zvysit napf.
nizkou expresi MHC gpl na buné¢ném povrchu nebo, jak jiz bylo fe¢eno, nedostate¢nou

transkripci genu TAP-1.

Ukazuje se, ze nadorové bunky maji schopnost regulovat skrze epigenetické mechanizmy
expresi riznych gent, které ovliviuji prezentaci antigenu. Jsou to naptiklad geny pro f2m,

geny pro tpravu antigenu TAP1 a TAP2, tapasin, proteiny o nizké molekularni hmotnosti 2
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a7 (LMP 2 a 7) a aktivator proteasomu 28 (PA28). U nadort s nizkou expresi MHC gpl byla
pozorovana nizka acetylace histonti uvnitt promotoru pro TAP1, DNA je proto nedostate¢né
ptistupna pro transkripci. Pisobeni [FNy v§ak umoznilo skrze CREB Binding Protein (CPB),
ktery ovlivituje acetylaci histond, tento stav zvratit (Setiadi F. et al., 2007). IFNy samotny
zvySuje expresi MHC gpl také tim, ze zptisobuje hyperacetylaci histonti H3 v promotoru
TAP-1 genu a dalsich gentt v MHC lokusu. Cela tato oblast DNA je vlivem IFNy
dekondezovana, tudiz se stava pristupnéjsi pro transkripci. To v kone¢ném dasledku souvisi
se zvysenou fosforylaci drahy JAK-STAT a na DNA se navaze remodelujici enzym BRG],
ktery zpusobi aktivaci RNA polymerazy Il a hyperacetylaci histona (Christova R. et al.,
2007).

V dalsich studiich bylo prokazano, Ze inhibitor HDAC Trichostatin A indukoval v nékolika
MHC gplI deficientnich nadorovych liniich expresi uml¢enych geni kodujicich komponenty
APM - TAP-1, TAP-2, LMP-2, LMP-7 a tapasin (Setiadi A. F. et al., 2008). V duasledku toho
doslo i ke zvySeni exprese MHC gpl na povrchu nadorovych bunék a jejich zvysené

imunogenicite.

V nasi laboratofi bylo také porovnavano pusobeni [IFNy a kombinace inhibitori
histondeacetylaz napt. Trichostatinu A (TSA) a butyratu sodného nebo inhibitoru DNA
methyltransferaz 5AC na nadorovych liniich S reverzibiln€ snizenou expresi MHC gpl.
Hypermethylace promotoru a acetylace histond byla zjisténa u nadorovych bunék
exprimujicimi HPV-16 virové antigeny E6/E7. Ukézalo se, Ze IFNy ma siln&;jsi efekt

na zvyseni exprese MHC gpl na povrchu nadorovych bunék nez kombinace TSA s 5AC
(Manning J. et al., 2007). Zvyseni exprese MHC gpl vlivem epigenetickych agens bylo
spojeno s indukei gent kodujicich TAP-1, TAP-2, LMP-2 a LMP-7. Toto zvySeni exprese
souviselo s demethylaci odpovidajicich sekvenci DNA a naopak acetylaci histont.

Demethylace téchto sekvenci byla prokazana methyla¢né specifickou PCR (MSP).

Zvysena exprese MHC gpl byla spojena také s vyssi citlivosti bunék oSetienych 5SAC nebo
TSA k lyze splenocyty z imunizovanych mysi. V experimentech in vivo byl také prokazan
synergicky/aditivni efekt kombinace pouziti SAC s imunoterapii MHC-deficientnich nadori

TC-1/A9 (Simova J. et al., 2011).

Spojeni DNA demethylace s indukci exprese umlé¢enych APM genii pomoci IFNy bylo

prokazano v dalSich experimentech. Jako vzorek byly pouzity linie nadorovych bunék
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TC1/A9, které na svém povrchu neexprimuji MHC gpl a bunky rakoviny prostaty TRAMP-
C2. Vlivem IFNy doslo k demethylaci sekvenci promotort genit TAP-1, TAP-2, LMP-2, ale
nebylo pozorovano podstatné snizeni methylace promotoru genu LMP- 7. Ddle bylo zjisténo,
ze IFNy indukoval acetylaci histont H3 v oblastech promotorti genti pro APM na lysinu 18.
Demethylace se objevila 2 hodiny po 1é¢bé IFNy a po 6 hodinach dosahla maxima.

Pro srovnani u 5-aza bylo dosazeno maxima po 24 hod, coz odpovida tomu, Ze nejprve
musela probéhnout replikace. I kdyz mechanismus indukce DNA demethylace zlistava
nejasny, z kinetiky je mozno usuzovat, ze na rozdil od u¢inka 5-aza, bude DNA demethylace
vlivem IFNy aktivni proces (Vlkova V. et al., 2014).

7.5.Regulace exprese IDO

Indoloxygenaza (IDO) je exprimovana V ur¢itych typech monocyti a dendritickych bunék
asociovanych s imunosupresi, makrofazich i v bunikach epitelu. Nadorové bunky casto také
vykazuji zvySenou expresi indoldioxygenazy 1 (IDO1). ,,IDO v bunce blokuje syntézu
tryptophanu a T-lymfocyty jsou velmi citlivé na nedostatek této aminokyseliny, proto IDO1
pusobi imunosupresivné.” (Xue Z. T. et al., 2012). Na moznou epigenetickou regulaci pomoci
DNA methylace ukazuji vysledky experimentl na nadorovych bunkach, ve kterych IFNy

v kombinaci se Zebularinem, coz je analog cytidinu, ktery pasobi jako inhibitor DNMT

a cytidindeaminazy, demethyluje promotor l1dol genu. Tim byla zvysena exprese IDO (Liu H.
et al., 2007). To by mohlo byt problémem v 1é¢bé nadorovych a naopak vyuzito v 1é¢bé

autoimunitnich onemocnéni.

8. Zaveér

Epigenetické regulace hraji dileZitou roli v regulaci exprese genu kddujici IFNy,

v signaliza¢ni draze [FNy a také aktivaci nekterych umlcenych genii regulovanych IFNy

V nadorovych buiikach. Dosavadni poznatky také ukazuji na to, ze IFNy je svym zpiisobem
epigenetické agens a regulace exprese gent vlivem IFNy zahrnuje epigenetické mechanizmy.
Na druhou stranu, jednim z u¢inka epigenetickych modulatortt mize byt také ovlivnéni
signalni drahy IFNy a exprese n€kterych genti regulovanych IFNy. Tim je moZno také

castecné vysvétlit nékteré imunomodulacni G€inky epigenetickych agens (inhibitorit DNA
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methyltransferaz a histondeacetylaz). Piikladem je obnova exprese MHC gpl v komplexu

s peptidovymi fragmenty na bunééném povrchu MHC-deficientnich nadorovych buné¢k, které
se mohou stat opét rozpoznatelnymi pro cytotoxické T bunky. Tyto vysledky ukazuji

na mozné synergické ucinky terapie pomoci epigenetickych agens v kombinaci s imunoterapii

nadoru.

Podstata a role epigenetickych mechanismil v regulaci signalni drahy IFNg prozatim jesté
nejsou zcela zndmy. Dalsi vyzkum by mohl pomoci objasnit mechanizmy rozdilného u¢inku
IFNYy na rtizné populace bunék, nékteré mechanizmy uniku nadorovych bunék imunitni
odpovédi a také, v neposledni fade, prispét k lepSimu pochopeni mechanizmu

imunomodulac¢nich a protinadorovych ucinkl epigenetickych agens.
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