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Abstrakt

Molekuly MHCI jsou konstitutivné exprimované na vsech jadernych buiikach organismu a hraji
kli¢ovou roli v prezentaci antigenti CD8" T lymfocytiim. Nadorové bunky vyuzivaji jako jeden
z nejcastejSich mechanisml vyhnuti se imunitni odpovédi prave snizeni exprese MHCI. To ma
za nasledek znemoznéni cytotoxickym CD8" T lymfocytim rozeznat nadorové bufiky a vést
proti nim imunitni odpovéd’. Jelikoz ke sniZeni exprese MHCI dochazi az u 90 % nékterych
typt nadort, je tfeba mit k dispozici klinicky relevantni model nadort s ireverzibilné snizenou

expresi MHCI, na kterém by bylo mozno testovat rizné imunoterapeutické piistupy.

Tato prace popisuje piipravu nové modelové linie nadorovych bunék TC-1 s ireverzibilné
snizenou expresi MHCI. Toho bylo dosazeno inaktivaci B2m, jeZ je soucasti MHCI molekuly,
pomoci syst¢tmu CRISPR/Cas9. Inaktivace B2m u modifikovanych bunéénych linii byla
ovéfena pritokovou cytometrii, western blotem a sekvenaci jednotlivych alel. Po této inaktivaci
doslo ke zpomaleni riistu nddorovych bunck jak in vitro, tak in vivo. Metastatickd aktivita bunék
nebyla ovlivnéna. Nadory vytvoiené bunikami s inaktivovanym B2m nejsou citlivé k DNA
imunizaci cilené proti onkoproteinu E7 z HPV16 provedené vakcinou pBSC/PADRE.E7GGG.
Hlavnimi efektorovymi buiikami v imunit& proti témto nadorim jsou NK1.1" bufiky. Pii
terapeutickych pokusech se opakované podafilo dosdhnout zpomaleni ristu nadoril pfti
kombinaci DNA vakcinace s adjuvans ODN1826 ve srovnani se samotnou DNA imunizaci. Pfi
kombinaci dvou adjuvancii, ODN1826 a a-Tim3, DNA vakcina protinddorovy ucinek

nezvySovala.

Klicova slova: MHCI, B2-mikroglobulin, naddory, protinddorova imunita, DNA imunizace,

CRISPR/Cas9



Abstract

MHCI molecules are constitutively expressed in all nucleated cells and play a key role in
antigen presentation to CD8" T lymphocytes. One of the tumor immune evasion strategies is
MHCI expression downregulation. This leads to an impaired recognition of tumor antigens by
CDS8" T lymphocytes that are unable to start the immune response. Since the MHCI expression
downregulation occurs in up to 90 % of some tumors it is neccesary to have a clinical relevant
tumor model without a MHCI surface expression that would be used for testing of

immunotherapeutic approaches.

This thesis describes a production of new model cell lines of TC-1 tumor cells with irreversibly
downregulated MHCI. That was achieved by an inactivation of B2m, which is a part of MHCI,
by gene editing using CRISR/Cas9. The B2m inactivation was confirmed by flow cytometry,
western blot and sanger sequencing of single alleles. The inactivation slowed down the cell
growth for both in vitro and in vivo. The cell metastatic activity was not affected. The tumors
established by cells without the B2m expression are not sensitive to DNA vaccine against
HPV16 E7 oncoprotein by a pBSC/PADRE.E7GGG vaccine. The main effector function
against these tumors possess the NK1.1" cells. In a therapeutic vaccination experiment it was
repeatedly achieved of tumor growth deceleration by combining DNA vaccination and
ODN1826 adjuvans. DNA vaccination did not increase an antitumo effect when using the

combination of ODN1826 and aTim-3.

Key words: MHCI, B2-microglobulin, tumors, antitumor immunity, DNA immunization,

CRISPR/Cas9
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou v dnesni dobé celosvétove jednou z hlavnich piicin umrti. V roce
2018 bylo v Evropé diagnostikovano odhadem 3,9 milioni novych pacientii a 1,9 miliont lidi

z diivodu nadorového onemocnéni zemftelo (Ferlay et al., 2018).

Jednim z diivodl silné agresivity malignich onemocnéni je schopnost nadorti uniknout
je schopnost nadorovych bunck snizit expresi proteinii hlavniho histokompatibilniho
komplexu I. tfidy (MHCI). Diky snizené expresi MHCI nejsou CD8" T lymfocyty schopny
nadorové bunky rozeznat a vést proti nim imunitni odpoveéd’. Dle dostupnych zdroji dochazi
ke snizeni exprese MHCI az u 90 % nékterych typli nadorii (Koopman et al. 2000, Angell et al.
2014). Ztoho divodu je potfeba mit k dispozici klinicky relevantni model nadort

s ireverzibiln¢ snizenou expresi MHCI.

V dnesni dobé¢ se rychle rozviji metody imunoterapie nadorti zamétené na stimulaci imunitniho
systému pacientt, kterd vede k tomu, ze imunitni systém je sam schopen reagovat na nadorové
buiiky a nicit je. Existuje n¢kolik typt imunoterapie, pficemz jednim z moZznych pfistupl je
vyuziti DNA vakcinace. Mezi jeji nejvétsi vyhody patii to, Ze pii jeji aplikace nedochazi
k riziku infekce, antigeny mohou byt prenzetovany jak na komplexu MHCI, tak na komplexu
MHCII a pti DNA vakcinaci dochézi k aktivaci jak ptfirozené, tak adaptivni imunity (Yang et
al. 2014).

Cilem této diplomové prace bylo editaci genové DNA pomoci systému CRISPR/Cas9 vytvoftit
modelovou nédorovou linii s ireverzibilni inaktivaci f2-mikroglobulinu (B2m), kterad povede
ke ztraté povrchové exprese MHCI. Po vytvoteni této linie ji bylo tfeba charakterizovat jak in
vitro, tak in vivo, a to zhlediska ristovych vlastnosti, onkogenicity a imunosenzitivity

v syngennich mysich za vyuziti DNA vakcinace.



2 Literarni prehled
2.1 Systém CRISPR

V dnesni dobé¢ existuje spousta metod, jak 1€Cit rizna onemocnéni. Na bakterialni nemoci mame
antibiotika, na virova antivirotika a rizné latky podporujici imunitni systém, pro prevenci
n¢kterych nemoci mame oc¢kovani, ale jeden typ onemocnéni ziistava stale velkym problémem.
Jde o geneticka onemocnéni zpisobené mutacemi DNA, které je mozné zvratit editaci genomu.
Abychom toho byli schopni, potfebujeme ucinny, efektivni a bezpecny nastroj. Jednim
z nejslibnéjSich nastrojii dneSni doby se stal systém vyuzivajici segmentii nahromadénych

pravideln€ rozmisténych kratkych palindromickych repetic (CRISPR).

Systémy CRISPR pochazeji z bakterii a archei a slouzi jako forma adaptivni imunity. DNA
z parazitl, pfedev§im z bakteriofagli, ktefi napadnou bakterii, je skladovana v bakteridlnim
genomu Vv lokusu CRISPR po kratkych tusecich zvanych spacery mezi palindromickymi
repeticemi. Po transkripci vznikd CRISPR RNA (crRNA), na kterou se navaze endonukledza
a transaktivaéni crRNA (tractRNA). Pokud dojde k reinfekci tim samym parazitem, crRNA
v komplexu s nukledzou a crRNA na zékladé komplementarity bazi rozpoznd invadujici
nukleovou kyselinu a nukledza ji degraduje (obr. 1). Aby komplex CRISPR/nukleaza rozeznal
nukleovou kyselinu a degradoval ji, je dilezité, aby na ni byl tzv. motiv sousedici

s protospacerem (PAM) (Komor, Badran and Liu, 2017).

Féze 1: Imunizace (_) virus Virus{‘)
> 4 Faze 2: Imunita
) infekce .
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A ' sn;}gr \ : — e
virova DNAN__ | e 21 R '\virove‘{)NA
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TracrRNA _ repetice A"" vznik maturovaného komplexu
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Obr. 1: Systém CRISPR/Cas9 a jeho role v adaptivni imunité bakterii. Na obrazku je zobrazen CRISPR systém
typu II. Pfevzato a upraveno (Zhao et al. 2014).



2.1.1 CRISPR/Cas9

Je znamo nékolik systémi CRISPR/nukledza. Pro editaci genové informace je nejCastéji
vyuzivéan systém CRISPR/Cas9 pochazejici z bakterie Streptococcus pyogenes a rozeznavajici
PAM sekvenci NGG. Pomoci single-guide RNA (sgRNA), coz je fizni RNA obsahujici crRNA
a tractRNA, rozeznava komplementarni sekvenci ur¢enou k editaci. Nukleaza Cas9 je schopna
piestfihnout dvouvlaknovou DNA za vzniku tupych koncti. Po pfestfizeni jsou vlakna opétovné
spojena jednim ze dvou rliznych mechanismti. Prvnim z nich je nehomologni spojeni konci,
které se déje s mnohem vyssi frekvenci. Pfi nehomolognim spojeni koncit dochdzi k mutacim
dané nukleové kyseliny — pfedevS§im delecim a inzercim. Vyuziva se toho napf. v pfipade
inaktivace genti. Druhym mechanismem je homologni rekombinace, ktera se vyuziva v ptipadé
presnych editaci genovych sekvenci. Aby k ni doslo, je tieba, aby byla pfitomna spravna verze
genu. Proto se pfi genetické manipulaci doddva i homologni sekvence, ktera zvysi
pravdépodobnost homologni rekombinace a pozadované editace nukleové kyseliny (Kick,

Kirchner, and Schneider 2017; Komor, Badran, and Liu 2017; obr. 2).

Nehomologni Homologni

- & - v
spojeni koncr rekombinace
-, Oprava dsDNA A

'|~mu||m|n|mm fﬁ]m IKE_LIH“””””“ r'ﬂlN- -
Id. LU 1 L Id [ATITITITITINITI TS L
e
Hﬂmﬁlﬂgnfn'rm‘;#mﬁﬁ

l sekvence LU,UJ,,UJJlLLLLU,l
jlm‘jllmlmlll}éﬂnnlm ' | TYTTTTTTTTTITTTTTTTT T TTT T
nzerce/delece ‘f. <' nova DNA [NV
ANNRNARNARANRRRARRR . RERIINNRNNANN]
Obr. 2: Genova editace pomoci CRISPR/Cas9. NUC — nukledza. Pfevzato a upraveno

(https.://www.quora.com/How-does-CRISPR-Cas9-work).

10



2.1.1.1 Zvireci modely

Technologie CRISPR/Cas9 se v dnesni dob¢ pouziva predev§sim na modifikaci genti zvifat
a bunéénych linii, které nasledné slouzi jako modelové systémy pro nejriznéjsi onemocnéni.
Ptiprava zvifecich modeli je diky této technologii mnohem rychlejsi, jednodussi a vysoce
ucinna. Zaroven je mozné cilit vice genli najednou a dosdhnout tak né¢kolikanasobnych mutaci
(Wang et al., 2013). CRISPR/Cas9 se hojn¢ vyuziva ve vyzkumu nadorovych onemocnéni.
Produkce mutovanych zvifat je jednokrokovd a mutovany mohou byt jak zarodecné, tak
somatické bunky (Mou et al, 2015). Napiiklad pfi pfipravé modeli pro leukemicka
onemocnéni se vyuzivaji hematopoetické kmenové buiiky, do kterych jsou vneseny virové
vektory s CRISPR/Cas9. Konkrétné byl pomoci CRISR/Cas9 doru¢eném v lentiviru do

recipientnich mysi vytvofen model pro akutni myeloidni leukémii (Heckl et al., 2014).

2.1.1.2 Lécba pomoci CRISPR/Cas9

Vyuziti samotné této technologie pro cilenou lécbu je vSak narocné z divodi moznych
off-target mutaci. U mySiho modelu retinitis pigmentosa byla pomoci editace DNA systémem
CRISPR/Cas9 ur¢ena bodovd mutace zodpovédna za toto onemocnéni. Pokus probihal na
mysich zygotach. K homologni rekombinaci doslo u 36,4 % zygot (4/11), z nichZ v 50 % doslo
1 k inzercim/delecim v mist¢ integrace. K pfesné integraci donorového templatu doslo u 2 mysi
atou 35,7 % a 18,8 % somatickych bun€k. Vzniklé mysi byly tedy mozaiky. I tato ¢astecna
oprava dané¢ mutace byla dostatecna k obnoveni funkce mutovaného genu (Wu et al., 2016).
Pii nasledném celogenomovém sekvenovani mysi s editovanym genomem Schaefer et al.
(2017) detekovali vysoké procento jednonukleotidovych variant, které jsou dle autorti
zpisobené off-target mutacemi. Nicméné brzy po vydani ¢lanku vyslo nékolik komentati, ve
kterych se jejich autoti shoduji na tom, ze metodika pokusu nebyla provedena spravné a mutace
nejsou zpusobené editaci pomoci CRISPR/Cas9, ale jde o varianty, které byly pravdépodobné
pfitomné v myS$im genomu jiz pted samotnou editaci (Kim ez al., 2018; Lescarbeau et al., 2018;

Wilson et al., 2018).

2.1.1.3 Klinické studie

S lidskymi buiikami upravenymi pomoci technologie CRISPR/Cas9 pravé probihaji prvni
klinické pokusy. Vysledky 1. faze klinickych testd pfednesli Lu et al. (2018) na vyrocnim
setkani americké asociace pro vyzkum rakoviny. Jejich vyzkum je zameéfen na pacienty
s nemalobunécnym plicnim karcinomem exprimujicim ligand proteinu programované bunééné
smrti 1 (PD-L1). Jako terapeutikum byly pacientim podany T lymfocyty s deletovanym genem
koédujicim protein programované bunééné smrti 1 (PD-1) pomoci CRISPR/Cas9. Dle
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dosavadnich vysledkli se u pacient objevily nékteré vedlejsi ucinky 1écby jako horecka ¢i

dysfunkce jater, nicméné¢ tyto ucinky nebyly siln¢ a proto tato 1écba pokracuje (Lu et al., 2018).

2.1.1.4 Editace embryi

Jednim z nejvice kontroverznich vyuziti této technologie je genova editace lidskych embryi.
Jelikoz existuji nemoci zpisobené mutaci jediného genu, jeho editace v prenatalnim stadiu by
mohla zabranit rozvoji onemocnéni. Tang et al. (2017) provedli pomoci CRISPR/Cas9 editaci
genomové DNA u lidskych zygot s 2 prvojadry. Jejich cilem bylo opravit DNA s mutaci
zpusobujici B-talasémii a deficit glukozo-6-fostat dehydrogendzy. U B-talasémie se jim podatilo
doséhnout editace DNA u 50 % embryi, z nichz u 50 % doslo k homologni rekombinaci. U
deficitu gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazy doslo k homologni rekombinaci u 100 % embryi,
z nichz jedno bylo opraveno spravné a z druhého se stala mozaika s ¢asti bun¢k opravenou.
Pokusy nebyly provedeny na dostate¢ném poctu vzorku, nicméné dosavadni vysledky jsou

slibné.

2.2 B2m a MHCI

Beta2-mikroglobulin (B2m) je glykoprotein hrajici zasadni roli v imunitnim systému. Jde totiz
o lehky fetézec MHCI. Jeho hmotnost je 12 kD a jeho gen je lokalizovan na chromozomu 15
(Faber et al., 1976). Nekovalentné se vaze k tézkému glykosylovanému o fetézci MHCI
o molekulové hmotnosti 44-49 kD, jehoz gen je lokalizovan na chromozomu 6 (Lamm et al.
1974; obr. 3). B2m neni glykosylovan a neni, narozdil od a fetézce, polymorfni (Berggard and

Bearn, 1968). Molekuly MHCI se nachézi na v§ech jadernych butikach lidského téla.

S Chromozom 15 Erm
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Chromazom & h
telomera dlcuhs remenko centromara  brathe ramanks  telomera
. ‘S ? e — -
2 S T R R T
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Obr. 3: Molekuly MHCI. a) Struktura MHCI skladajici se z tézkého fetézce a a B2m. b) Umisténi genit MHCI a
B2m na chromozomech. Pievzato a upraveno (https://microbeonline.com/difference-mhc-class-mhc-class-ii-

proteins; Paschen et al., 2006; Zhang et al., 2014).

12


https://microbeonline.com/difference-mhc-class-mhc-class-ii-proteins
https://microbeonline.com/difference-mhc-class-mhc-class-ii-proteins

Lidsky MHC se nazyva lidsky leukocytarni antigen (HLA). D¢li se na klasické a neklasické
MHCI molekuly. Mezi klasické patii HLA-A, HLA-B a HLA-C. Neklasickych je mnoho, mezi
hlavni se fadi HLA-E, HLA-F, HLA-G, proteiny diferencia¢ni skupiny 1 (CD1), polypeptidova
sekvence ptibuzna MHCI (MIC) A, MICB a vazebny protein molekuly UL16 (ULBP). Lisi se
v zastoupeni 1 ve funkci. Klasické MHCI izotypy jsou, narozdil od téch neklasickych, vysoce
polymorfni (Kirszenbaum et al., 1997). Pokud nebude feceno jinak, budou dale popisovany

klasické MHCI.

Mysi MHC se nazyva H-2. DéEli se na izotypy klasické a neklasické. Mezi klasické se tadi
H-2K, H-2D a H-2L. Mezi neklasické patii H-2M, H-2Q a H-2T (Stroynowski, 1990).

2.2.1 Funkce MHCI

MHCI molekuly na svém povrchu vystavuji peptidy z intracelularniho prostedi. Jedna se
o fragmenty proteind vzniklé degradaci v ubikvitin-proteazomalni draze. V ni jsou likvidovany
predevsim poskozené ¢i Spatné slozené cytosolické proteiny, regulac¢ni proteiny, které jiz
splnily svou funkci, defektni ribosomdlni produkty nebo virové proteiny v infikovanych
buiikach. V ptipadé€ procesu zkiizené prezentace dochdzi k vazbé exogennich antigenit MHCI
molekulou. Peptidy navazané na klasické MHCI jsou prezentovany cytotoxickym CD8"
T lymfocytiim, jejichz T-bunécné receptory jsou restringované na urcity typ komplexu MHCI
s peptidem. Pokud je na MHCI navazan peptid, ktery imunitni systém nerozeznava jako télu
vlastni, CD8" T lymfocyty zah4ji imunitni reakci (Leone et al., 2013). Zaroven hraji MHCI
molekuly dalezitou roli v pfirozené imunité, a to v reakci s pfirozenymi zabijeci (NK). Pro ty
je dulezita samotna pritomnost MHCI, jelikoz funguji jako ligandy inhibi¢nich receptori NK
bun¢k (KIR). Pokud chybi, licencované NK bunky zah4ji proti buitkdm bez MHCI silnou
cytotoxickou reakci (Moretta ef al., 2002). Funkce MHCI je tedy dvojiho typu — homeostaticka

a obranna.

Funkce neklasickych MHCI jsou rozli¢né. Naptiklad HLA-G se G¢astni pfedevSim prenatalni
imunity (Kovats et al., 1990) a HLA-E chrani bunky v pfipadé poklesu exprese klasickych
MHCI pied lyzi zpisobenou NK buitkami (Lee ef al., 1998). Role MHCI v protinddorové
imunité je velmi dilezitd. Skrze né mohou byt CD8" T lymfocytim prezentovany nadoroveé

specifické antigeny (TSA) a antigeny sdruzené s nadory (TAA).

2.2.2 Tvorba komplexu MHCI
Komplex MHCI se skladd v endoplazmatickém retikulu (ER). a fetézec je kotranslaénim

transportem translokovan do ER, kde je sloZen za pomoci chaperonti (kalnexin, protein vazajici
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imunoglobuliny (BiP)). Po pfipojeni B2m se komplex navaze na komplex proteinti umoznujici
navazani na MHCI (PLC), ktery je zodpovédny za navdzani vysokoafinnich peptidi. Mezi
proteiny PLC komplexu patii chaperon kalretikulin, protein-disulfid izomeraza A3 (PDIA3)
a tapasin, skrze ktery je komplex piipojen k pfenaseciim asociovanym se zpracovanim antigenti
(TAP1 a TAP2) (Springer, 2015). TAP proteiny piendsi do lumen ER peptidové fragmenty
proteintl, které byly degradovany v proteazomu. Komplexy MHCI s navazanymi peptidy jsou
transportovani skrze Golgiho apardt na povrch buniky. Obecné se proteinim ucastnicim se
procesu tvorby komplexu MHCI-peptid fikd komponenty masSinérie zpracovavajici antigeny

(APM) (Leone et al., 2013).

2.2.3 MHCI v protinddorové imunité

Role MHCI je v protinadorové imunité zcela zasadni. Zména jeho exprese je jednim ze
zékladnich mechanisml Uniku nédori imunitnimu systému. Mezi dal§i mechanismy patii
naptiklad snizeni az uplna ztrata TSA nebo TAA, vytvofeni imunosupresivniho nadorového
mikroprostfedi, zvySena produkce PD-1 na T Ilymfocytech a jeho ligandu PD-LI
produkovaného nadorovymi bunkami, které po vazbé indukuji apoptézu aktivovanych
T lymfocytil atd. (Garcia-Lora, Algarra and Garrido, 2003; Blank, Gajewski and Mackensen,
2005; Kobayashi et al., 2008). Ke zménam exprese MHCI dochézi u nékterych typt naddori az
z90 %. Jako ptiklad lze uvést nadory d€lozniho Cipku (90 %) (Koopman et al., 2000),
karcinomy jicnu (89 %) (Nie, 2001), papilarni karcinomy S§titné zlazy (89 %) (Angell et al.,
2014) ¢i Hodgkiniiv lymfom (59 %) (Reichel ef al., 2015).

Zmény povrchové exprese MHCI u nadorovych onemocnéni mohou byt reverzibilni ¢i
ireverzibilni. Tyto zmény jsou pfedevsim disledkem zmén v expresi genti pro a fetézec MHCI,
pro B2m ¢i nékterou z komponent APM. 'V ptipadé¢ reverzibilniho snizeni mize byt exprese
opét zvySena pomoci cytokintll, napi interferonu gamma (IFNy) ¢i IFNa (Pereira et al. 2017).
K ireverzibilnim zménam dochézi v disledku strukturnich zmén ve vySe jmenovanych genech

a pro obnoveni exprese je nutnd nahrada defektniho genu (Browning et al., 1996).

Mechanismu zpiisobujicich zmény exprese geni pro MHCI je cela fada. Nize jsou popsany

nejcastéjsi divody téchto zmén.

2.2.3.1 Reverzibilni zmény exprese MHCI
Zmény exprese MHCI mohou byt zpisobeny zménami v expresi genti kodujicich MHCI nebo

komponenty APM. U komponent APM mulZe dochiazet ke zméndm exprese napf.
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u B podjednotek imunoproteazomu zvanych proteiny s nizkou molekularni hmotnoti (LMP)

(Shen et al., 2007), u TAP proteinti, u kalretikulinu ¢i PDIA3 (Pereira et al. 2017).

Reverzibilni zmény jsou pfevazné zplisobeny epigenetickymi modifikacemi. U vSech genti
kodujicich klasické HLA izotypy a stejné tak u gent kddujicich komponenty APM dochézi
k hypermetylacim. Nejcastéji byvaji hypermetylovany geny pro HLA-B. K metylacim dochazi
u genu pro a fetézec MHCI, a to konkrétné na 5 konci mRNA v blizkosti promotoru, coz
zpusobuje transkripcni uml¢eni genli. Metylaci je mozno zvratit dodanim demetyla¢niho agens

napt. 5'-aza-2’-deoxycytidinu (Nie, 2001).

Dale mtze dochazet k deacetylacim histonti, které¢ opét vedou k transkripénimu umlceni genii
jak PLC komplexu, tak genti pro MHCI. Opétovného zvyseni exprese lze v takovém piipadé
dosédhnout dodanim inhibitoru histonovych deacetyldz, napt. Trichostatinu A (Setiadi et al.,
2008). Pomoci IFNy bylo dosazeno demetylace DNA MHCI a zaroven reacetylace histonu H3
(Vlkova et al., 2014).

Exprese HLA glykoproteinti mtze byt ovlivnéna také zménami exprese onkoproteinl, napf.
c-Myec, jehoz zvySena exprese koreluje se snizenou expresi MHCI. c-Myc je transkrip¢ni faktor,
ktery je schopen vazat se v oblasti promotoru pro gen HLA-B. Svou vazbou pokryje TATA box
a upstream signalni sekvenci CCAAT, ¢imZ promotor inaktivuje (Peltenburg and Schrier,

1994).

2.2.3.2 Ireverzibilni zmény exprese MHCI

Ireverzibilni zmény exprese jsou zplsobeny strukturnimi zménami v genech kodujicich
podjednotky MHCI. V ptipadé t€zkého fetézce MHCI mize jit o ztraty celého chromozomu 6
zpisobujici tplnou ztratu vSech alel kddovanych na daném chromozomu, o vicecetné delece na
chromozomu 6 vedouci ke ztrat¢ konkrétnich alel ¢i napiiklad bodové mutace vedouci ke

vzniku pfedcasného STOP kodonu a produkci nefunkéniho proteinu.

U genu B2m dochazi Casto k inzerénim a deleCnim mutacim v exonu 1 a exonu 2. Doposud byly
detekovany stovky konkrétnich mutaci u jednotlivych typti nadori. Naptiklad u Burkitova
G za C, resp. A za T, vedouci k znemozZnéni zahdjeni translace, a tedy produkci funkéniho
proteinu. Taktéz mize dojit ke zméndm vedoucim ke tvorbé pred€asného STOP kodonu, napf.
u melanomu byla detekovana substituce C za G v sekvenci TCA nachazejici se ve druhém
exonu vedouci ke vzniku TGA (Rosa et al., 1983; Benitez et al., 1998) nebo delece TTC
v repetitivni  sekvenci CTCTCTCTTTCT (Perez et al., 1999). Pii detailnéjSi analyze
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kolorektalniho karcinomu bylo detekovano nékolik typli mutaci, jez vSechny vedly ke zméné
Cteciho ramce. Jednalo se o dele¢ni ¢i inzertni mutace, z nichz nékteré byly bialelické.
V nékterych piipadech doslo ke ztraté heterozygozity (Bernal ef al., 2011). Bialelické mutace
a mutace v sestfihovych mistech. Tyto mutace vedou ke zménam cteciho ramce a ztraté

produkce B2m (Reichel et al., 2015).

Pokud je ireverzibilné¢ poskozen gen B2m, MHC molekuly se akumuluji v cytoplazmé
a nedochazi k jejich piesunu na povrch bunky. Pii dodani funkéniho B2m dochazi k obnoveni

povrchové exprese MHCI (Pereira et al. 2017).

2.2.3.3 Dopady zménéné exprese MHCI
Vliv zménéné exprese MHCI na postup nemoci, celkové pieziti a recidivitu neni jednotny, lisi

se v zavislosti na typu nddorového onemocnéni a stadiu nemoci.

U endometridlniho karcinomu, karcinomu plic ¢i kolorektalniho karcinomu koreluje sniZzena
exprese MHCI se zhorSenou progndzu (Kikuchi et al., 2007; Bijen et al., 2010; Simpson et al.,
2010) a to predev§im u nadorti s reverzibilnim snizenim MHCI. Je tomu tak proto, ze
nedostateéna exprese MHCI nedokaze stimulovat CD8" T lymfocyty k imunitni odpovédi,

nicméng exprese je dostatecna k tomu, aby nedoslo k aktivaci NK bun¢k (Watson et al., 2006).

Pii uplné ztraté exprese HLA glykoproteini, ke které u ireverzibilnich zmén exprese Casto
dochézi, mohou byt nadorové bunky atakovany NK buiikami, coZ vede ke zlepSeni prognozy
(Villegas et al., 2002). Napiiklad u karcinomu prsu je ireverzibilni snizeni MHCI spojeno
s lepsi prognézou (Reichel et al., 2015). U Hodgkinova lymfomu Madjd et al. (2005) detekovali
korelaci ireverzibilniho snizeni MHCI s leps$i progndzou, nicméné v novéjsi studii Hodgkinova
lymfomu je snizena exprese MHCI spojena naopak s horsi progndézou onemocnéni (Roemer ef
al., 2016). MiZe to byt zptsobeno tim, Ze v prvni studii urcili mutace jako ireverzibilni, ale ve
druhé studii jejich reverzibilita nebyla specifikovdna. Mohlo se tedy jednat o mutace
reverzibilni, které jsou spojovany s hor$i prognézou. Navzdory tomu Pereira et al. (2017)
u pacientil s nadory plic nenasli zadnou korelaci mezi inaktivaci B2m a recidivitou ¢i celkovym
prezitim.

Naproti tomu byla u pacienta s agresivnim melanomem pozorovana postupna ztrata exprese
MHCI zapfi¢inéna ireverzibilni mutaci v genu B2m. Prvné se mutace projevila u metastaticky

postizenych uzlin, kdy exprese MHCI i B2m byla heterogenni. Metastdze odebrand od pacienta

o 10 mésicli pozd¢ji se pfi imunohistochemické analyze ukazala byt heterogenni pro MHCI
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a zcela negativni pro B2m. Za ztratu B2m byla zodpovédna stejna mutace jako za prvotni ztratu
exprese B2m, a to bodova substituce G za T v kodonu 67 v exonu 2 vedouci ke vzniku
piedCasného STOP kodonu. Kombinace snizené exprese MHCI, nizké infiltrace CD8"
T lymfocyty a CD56" NK bungk, vedla ke vzniku rychle se rozvijejiciho velmi agresivniho typu

melanomu (Campo et al., 2014).

Tak jako u vySe zminéného melanomu, obecné je infiltrace nadora NK bunkami nizka a nebyla
prokéazana pozitivni korelace mezi ztratou exprese MHCI a zvySenou infiltraci nadord CD56"
NK bunkami (Sandel et al. 2005, Bernal et al. 2011, Kikuchi et al. 2007). Ztrata ¢i snizeni
klasickych  MHCI izotypi muze byt doprovazena zvySenou expresi MHCI izotypt
neklasickych, které poté brani aktivaci NK bun¢k. Nadorové buiikky mohou navic pozménovat
expresi aktivacnich receptori NKG2D na NK bunkach a jejich ligandl, napt. MICA, ktery

v sérové formé u hepatocelularniho karcinomu znaci zhorSenou prognézu (Li et al., 2013).

Co se ty€e infiltrace nadorti s pozménénou expresi MHCI lymfocyty, je pravdépodobné
rozdilnd u raznych typ nadort. V ptipad¢ kolorektadlniho karcinomu a gastrointestinalniho
karcinomu nebyla detekovana signifikantné pozménéna infiltrace T lymfocyty (Bernal et al.
2011, Janikovits et al. 2018), zatimco u papilarniho karcinomu §titné zlazy byla v ptipadé
snizené/chybéjici exprese MHCI zaroven niz$i hladina CD3" i CD8" T lymfocytt (Angell et
al., 2014). Snizena infiltrace CD8" T lymfocyti byla mimo jiné detekovana téz
u nemalobunéénych karcinomu plic a melanomt (Pereira et al. 2017, Kikuchi et al. 2007,

Campo et al. 2014).

2.3 Nadorova imunoterapie
Podle Svétové zdravotnické organizace jsou nadorovd onemocnéni celosvétove druhou

zpusoby 1écby.

Hlavnimi prostiedky 1é¢by nadort jsou radioterapie, chemoterapie a chirurgické odstranéni
nadoru. Tyto metody vSak vétSinou nejsou dostateCné. V soucasnosti se vyviji
imunoterapeuticka 1é¢ba malignich onemocnéni, ktera poméha imunitnimu systému pacienta,
aby byl schopny s nemoci bojovat. Nékterd imunoterapeuticka 1€¢iva se jiz bézné pouzivaji
a spousta jich pravé prochdzi klinickymi testy. Mezi imunoterapeutika se ftadi 1écba
protilatkami, z nichz specialni skupinu tvoii protilatky cilici na imunitni kontrolni body, dale
adoptivni pfenos bunck, cytokinova 1écba, 1é¢ba s vyuzitim bakterii — konkrétné bakterie

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) — a rizné typy vakcinace.

17



vvvvvv

U protilatek je dilezita jejich specifita. V idealnim pfipadé by mély byt specifické pro TSA, ale
ne vSechny nddory maji opravdu specifické antigeny, proto je mozné napiiklad vyuziti TAA,
jez jsou oproti pacientovym buiikkdm exprimovany na povrsich nadorovych bun¢k ve zvysené
mife. Tyto protilatky jsou G¢inné jen u nékterych typti nadorit a pouzivaji se v kombinaci
s jinymi typy lécby, vétSinou s chemoterapii. Jednou z nich je protilatka proti receptoru
epidermalniho rastového faktoru (tEGFR). Po navazani protilatky dochazi k zablokovani MAP
kinazové a Akt signalizace, coz vede u nadorovych bunék k apoptoze a tudiz k inhibici ristu
nadorii (Perez-Torres ef al., 2006). Hlavnimi efektorovymi buitkami zodpovédnymi za ucinek
aEGFR jsou Kupferovy bunky — makrofagy nachazejici se v jatrech, které jsou schopné
fagocytovat cirkulujici nddorové buiky oznacené protilatkou v zdvislosti na Fc receptorech
(Giil et al., 2014). Dnes jsou dostupné dvé komerc¢ni protilatky proti EGFR — Cetuximab
a Panitumumab. PGvodné byly urcené pro 1é¢bu kolorektdlniho karcinomu, pficemz jejich
ucinek je limitovan pouze na nadory s nemutovanym proteinem Ras (Douillard et al., 2013;
Van Cutsem ef al., 2015). Cetuximab byl také testovan napt. u nadorii hlavy a krku, kde se
setkal s rozporuplnymi vysledky (Vermorken et al. 2014, Ang et al. 2014). MozZna je to pravé
rozdilnou expresi proteinu Ras, nebo se pacienti zahrnuti do studii liSili v jiném znaku
ovliviyjicim ucinek 1écby. U karcinomu zaludku nedochdzi po ptfidani aEGFR ke klasické
1écbe ke klinické odpovédi (Lordick ef al. 2013). Dalsi pouZivané protilatky jsou naptiklad
Bevacizumab, ktera cili na riistovy faktor cévniho endotelu (Cui et al., 2013) nebo Pertuzumab
a Trastuzumab cilici na receptor pro lidsky epidermalni faktor 2 (HER2/neu) (Swain et al.,

2015).

Mezi protilatky blokujici kontrolni imunitni body se fadi pfedevsim protilatka proti antigenu 4
asociovanému s cytotoxickymi T lymfocyty (a¢CTLA-4), proti PD-1 (aPD-1), proti PD-L1
(aPD-L1) a proti T-buné¢nému imunoglobulinu obsahujicimu mucinovou doménu 3 (aTim-3)

(viz 2.3.1.2).

Adoptivni transfer buné¢k vyuziva autolognich bun¢k odebranych z nadoru, kultivovanych
a modifikovanych ¢i stimulovanych in vitro a navracenych zpatky do pacienta. Nejucinngj$im
typem adoptivniho transferu bunék je 1é€ba metastazujiciho melanomu pomoci lymfocyti
infiltrujicich nadory (TIL), kde mlize dochazet ke kompletni a trvajici regresi nadoru. TIL jsou
ziskany piimo z melanomu. Odebrané lymfocyty mohou byt poté testovany v kokultivacnim

v

testu s nadorovymi bunkami a ty nejreaktivnéjSi jsou namnozeny za ptitomnosti [L-2
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a ozafenych mononuklearnich bun€k a vraceny zpét do pacienta (Rosenberg and Restifo, 2015).
Ke klinické odpovédi dochazi u 40 — 50 % pacienti (Radvanyi et al., 2012; Besser et al., 2013).
Dalsi moznosti vyuziti adoptovniho transferu bunék je vlozeni T-bunétného receptoru nebo
chimerického antigenniho receptoru (CAR) a zaroven antigenu, ktery mé byt rozeznavan na
nadorovych bunkéch, do TIL. Dulezitym kritériem je vhodny vybér antigenu, jinak muze

dochazet k cytotoxicitdm jako vedlejsimu efektu 1é€by (Rosenberg and Restifo, 2015).

K cytokinové 1écbé se tadi napiiklad pouziti IL-2 ¢i IFN. IL-2 se vyuziva v Iécbé
metastazujiciho melanomu a u nadora ledvin. Pacienti odpovidajici na Ié¢bu maji delsi celkové
preziti (Hughes et al., 2015). U¢inek samostatné pouzivanych IFN neni dostate¢né silny, proto
se na mySim modelu hepatocelularniho karcinomu testovala kombinace lokalniho podani IFNa
a IFNA po chirurgickém odstranéni nadoru, kterd vedla ke kompletni remisi. Tohoto efektu bylo
dosazeno zvysenou infiltraci NK bun¢k do nadoru. Tyto NK buiky zaroven vykazovaly
zvySenou cytotoxitickou aktivitou, nicmén¢ po 1é¢be nedoslo k ustanoveni pamétovych bunck
(Lasfar et al., 2016). Dalsim cytokinem vyuzivanym v nddorové imunoterapii karcinomi
slinivky bfiSni a melanomu je naptiklad kolonie stimulujici faktor granulocytli a makrofagh

(GM-CSF) (Annels et al., 2014; Lawson et al., 2015).

Co se tyce 1écby pomoci bakterii, tak diky BCG se jiz v roce 1976 podafilo vylécit prvniho
pacienta s nadorem mocového méchyie (Morales, Eidinger and Bruce, 1976). Od té doby se
pouziti této metody rozsifilo a dnes je zcela béZnou soucésti 1éby tohoto typu nadoru.
Nevyhodou je, ze k dosazeni terapeutického efektu se pouziva infekce Zivou BCG, coz muize
zpusobovat nezadouci vedlejsi efekty 1é¢by (Asin et al., 2014). Z toho diivodu se hledd nahradni
feSeni, které by nemuselo zahrnovat infekci zivou bakterii. Jednim ze zpiisobl je vytvofit
rekombinantni bakterii produkujici Thl cytokiny. Dal§i moZnosti je pouzit mrtvé bakterie, ¢i
jejich cast, kterd by byla schopna stimulovat imunitni systém k protinadorové odpovédi (Kawai

etal.,2013).

Pro efektivni protinadorovou vakcinu je zcela zadsadni vybér spravného antigenu. VétSinou se
jedna o TAA, nicméné v takovém pripadé miize dochazet k selekci nddorovych bunék, které
TAA neexprimuji, nebo ho exprimuji ve snizené mife. U peptidovych vakcin je mozné vyuZzivat
pro vakcinaci kombinaci vice peptidi odvozenych od TAA, které poté indukuji T bunécnou
odpovéd’ specifickou pro nékolik antigent. Tento postup je v klinickych studiich testovan
v 1écbé glioblastomu, nadorech ledvin a kolorektadlnim karcinomu. ZvySeni ucinnosti
peptidovych vakcin mize byt dosazeno navazanim peptidu na dendritické buiky ex vivo ¢i
in vivo. Dal§imi typy vakcinace jsou napiiklad DNA a RNA vakciny. DNA vakcinace vykazuje
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slibné vysledky v mySim modelu, ale u primatt a lidi se tyto slibné vysledky zatim nepotvrdily

a je proto tieba pracovat na zptisobu jejich vylepSeni (Tagliamonte et al., 2014).

2.3.1 DNA vakciny

Jak jiz bylo vySe zminéno, jednim ze slibnych imunoterapeutickych piistupt v 1é€bé rakoviny
je DNA imunizace. Jeji hlavni vyhody tkvi v jednoduchosti, bezpecnosti a nizSich nakladech
v porovnani s jinymi typy vakcinace. DNA je do téla vpravena v podob¢ plazmidu obsahujiciho
konkrétni antigen/antigenni ¢ast, na ktery by mél reagovat imunitni systém. Nékteré savci
bunky jsou schopné po transfekci dlouhodobé exprimovat geny kodované plazmidovou DNA.
Po DNA vakcinaci dochazi k aktivaci bunééné i humoralni imunitni odpovédi proti danému

antigenu.

Nejcastéji jsou DNA vakciny do téla vnaSeny intradermalné ¢i intramuskuldrné. Pii
intradermalni vakcinaci dochéazi k transfekci keratinocyti a Langerhansovych bunék.
Langerhansovy builky jsou nematurované dendritické buiiky. Po transfekci zpracuji dendritické
buiiky antigen, putuji do lymfatické uzliny a zde skrze MHCI prezentuji antigeny CD8"
T lymfocytiim. Pfi intramuskularni vakcinaci jsou transfekovany myocyty. Z transfekovanych
bunék se mohou uvoliiovat antigeny, které jsou pozieny buitkami prezentujicimi antigen (APC),
jez poté tyto antigeny prezentuji pfes MHCII CD4" T lymfocytim. Piipadné muize dojit
k procesu zkiiZené prezentace a vystaveni antigenu pfes MHCI. JelikoZ plazmidy jsou
bakteridlniho pivodu, aktivuji také pfirozeny imunitni systém. Intracelularni DNA aktivuje
DNA senzory — napf. DNA dependentni aktivator faktord regulovanych IFN (DAI) ¢i
extrachromosomalni histon H2B, coZ vede k aktivaci faktoru regulujiciho interferony 3 (IRF3)
a produkci IFN. Bakteridlni DNA, resp. v ni obsazené imunostimulacni CpG motivy, dale
aktivuji Toll-like receptor 9 (TLR9) vedouci k aktivaci IRF7 a opét k produkci IFN. Cytokinova
produkce ptitahuje dal§i buiikky imunitniho systému jako jsou T a B lymfocyty (Yang et al.
2014).

Dtlezitym kritériem pro uc¢innost DNA vakcin je zptsob aplikace vakciny. DNA vakcinu je
mozno podavat napiiklad injekéné€, genovou pistoli, elektroporaci, pfipadné tetovaci jehlou
(Best et al., 2009; DeMuth ef al., 2013). Pfi intradermalni vakcinaci genovou pistoli dochéazi k
doruceni vakciny pfimo do APC. Plazmidova DNA je pfi pouziti genové pistole navdzana na
Castecky zlata a dochdzi k jejimu uvolnéni pii aplikaci vakciny stlacenym héliem. Pti

elektroporaci dochazi k naruseni bunééné membrany, coz vede k jednodussimu vniknuti DNA
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do bunky. Zaroven pfi elektroporaci dochazi v misté aplikace ke vzniku zanétu, coz piitahuje

APC (Yang et al., 2014).

DNA vakcinace jiz byla hojn¢ testovana v preklinickych a v poc¢atecnich klinickych studiich.
Jako priklad konkrétni studie 1ze uvést mysi pokusy u metastazujiciho karcinomu prsu, kdy po
aplikaci DNA vakcinace byly detekovany protilatky proti zvolenému antigenu. Slo o protilatky
typu IgG2a a IgG2b, skrze které dochazi k cytotoxicité zptisobené protilatkami, za kterou jsou
zodpovédné NK bunky. Diky vakcinaci doslo ke zmenSeni primarnich nadort a ubytku
metastazi co do poctu i velikosti v porovnani s kontrolnimi mysSmi (Witt et al., 2018). U mySiho
modelu mnohoéetného myelomu hraly po vakcinaci hlavni ulohu CD8" cytotoxické

T lymfocyty, které byly schopné nadorové buiiky cytolyticky nicit (Joseph-Pietras et al., 2010).

Pti testovani DNA vakcinace v klinickych studiich cilenych na karcinoembryonalni antigen
byla u 37 % pacientd detekovana specifickd T bunééna odpovéd, pricemz tyto T lymfocyty
produkovaly IFNy. Zaroveii byl detekovan docasny Ubytek karcinoembryondlniho antigenu
u 50 % pacienti. Vakcina se ukazala byt bezpecna, pusobici jen lehké vedlejsi ptiznaky, které
korelovaly s lep$i odpovidavosti na lécbu. Nicméné klinické dopady nebyly signifikantni
(Alberts et al., 2008). U metastazujiciho prsniho karcinomu ze zacatku nedoslo k jednotné
indukci T bunééné imunitni odpovédi specifické pro peptid, a¢ pozd¢jsi vysledky u pacientt,
kteti na 1écbu odpovidali pozitivné, ukazuji na signifikantni zvySeni T lymfocyta specifickych
proti testovanému peptidu HER2/neu. Pfeziv8i pacienti rovnéZz vykazovali dlouhodobou

protilatkovou odpovéd (Norell et al., 2010).

Nejuspésnéjsi je DNA vakcinace proti nadoriim zpisobenym viry, jelikoZ u vétSiny nadorti se
tak, aby nedoSlo k poSkozeni vlastnich bunék exprimujicich dané TAA. Virové onkoproteiny
jsou vsak cizorodymi antigeny. Naptiklad ve studii, ve které byla pouzita DNA vakcinace cilené
proti onkoproteiniim E6 a E7 lidského papilomaviru 16 (HPV16) a HPV18 v kombinaci
s elektroporaci pro 1é€bu karcinomu délozniho ¢ipku, Kim ef al. (2014) prokazali zvySenou
produkci IFNy, ktery byl produkovan jak specifickymi CD8" cytotoxickymi T lymfocyty, tak
CD4" pomocnymi T lymfocyty. Diky DNA vakcinaci do$lo k indukci Th1 odpovédi a produkci
cytokint jako je IL-2 a faktor nddorové nekrdzy a (TNFa). Po 36 tydnech od prvni vakcinace
bylo 78 % (7 z 9) pacientek bez 1ézi na ¢ipku, pficemz klinicky vysledek koreloval s indukci
polyfuncknich T lymfocytt.
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Obecné se da fict, ze v preklinickych studiich DNA imunizace prokazala slibné vysledky a
v klinickych studiich sice doslo k potvrzeni bezpecnosti a moznosti opakované¢ho podani,
nicméné efektivita nebyla piiliS vysoka. Proto je vhodné DNA vakcinaci kombinovat
s adjuvancii a zvazit nejefektivnéjsi zptisob podani. Jako adjuvancia je mozno vyuzit napiiklad
latky stimulujici imunitni systém nebo protilatky, které inhibuji imunosupresivni bunécné

mechanismy ¢i pfimo blokuji imunosupresivni buiiky.

2.3.1.1 Imunostimulacni latky

2.3.1.1.1 Stimulace imunitni odpovédi pomoci CpG oligodeoxynukleotid(
Syntetické CpG oligonukleotidy obsahuji nemetylovany CpG motiv (CpG ODN). Jelikoz CpG

u eukaryot jsou klasicky metylované, eukaryoticka burika je schopna tyto motivy skrze TLR9
rozeznat jako cizorodé. CpG motiv pusobi jako signal nebezpeci a skrze aktivaci TLR9 vede
k produkci prozanétlivych cytokinti jako jsou IL-1, IL-6, IL-18 a TNF a zaroven aktivuje Thl
imunitni odpovéd projevujici se produkci IFNy a IL-12. TLR9 jsou pfevazné exprimovany
B lymfocyty, které¢ maturuji v plazmatické bunky produkujici protiladtky a plasmacytoidnimi
dendritickymi buinkami, skrze které dochéazi k aktivaci, maturaci a proliferaci NK bunék,
T lymfocyti a monocyti/makrofagti (Klinman, 2004). Aby syntetické CpG ODN nebyly
degradovany nukledzami, v jejich cukrfosfatové kostfe byvd modifikovana fosfatova vazba
— dochazi k nahrazeni atomu kysliku sirou za vzniku fosforothioat (Krieg, Yi and Hartmann,

1999).

Existuje cela Skala syntetickych CpG ODN, jejichz mechanismy G¢inku se mohou lisit. Reini§
et al. (2006) prokazali, ze CpG ODN1826 dokaze efektivné zpomalit vznik a rist nadord
zpusobenych buikami transdukovanymi onkoproteiny E6 a E7 (HPV16), a to jak u nadord
s vysokou expresi MHCI, tak u nadoru s reverzibilné€ sniZzenou expresi MHCI. Naproti tomu
CpG ODNI585 dokézal zpomalit rGst pouze u nadorovych bunék s reverzibilné snizenou
expresi MHCI. Hlavni Glohu ve zpomaleni ristu nadord hraly NK1.17 buiiky. CpG ODN1826
ma silny i€¢inek mimo jiné pii kombinaci s chemoterapii (Jordan and Waxman, 2016). Dal§im
piikladem, kdy jsou CpG ODN v kombina¢ni terapii G¢inné, jsou konjugaty CpG s antisense
oligonukleotidy pienaSece signalu a aktivatoru transkripce 3 (STAT3) (Moreira et al., 2018).

CpG ODN byly tspésné pouZzity pii imunoterapii mnoha typd naddort u mysi. Jako ptiklad je
mozno uvést melanomy a kolorektalni karcinom, kdy v obou ptipadech doslo k inhibici ristu
plicnich metastazi (Kim et al., 2009). Syntetické oligonukleotidy jsou testovany i v klinickych
studiich, napt. v kombinované 1é€bé nemalobunécného karcinomu plic (Smith et al., 2014),

u kolorektalniho karcinomu (Chan ez al., 2015) & u melanomu (Ribas ef al., 2018). Uginek CpG
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ODN je testovan i v kombinované terapii s dal§imi latkami. Lécba je vétSinou dobie tolerovana.
Jednou z kombinacnich terapii je naptiklad spojeni adjuvantnich CpG ODN s dendritickymi
butkami s navazanym polypeptidem/proteinem E7 HPV16, kdy se adjuvantni ucinek CpG
ODN projevuje zvySenim protinddorového ucinku (Wang et al., 2014). Také pii kombinaci

s DNA vakcinaci doslo ke snizeni rustu nadorti (Smahel ez al., 2011).

2.3.1.1.2 Stimulace imunitni odpovédi pomoci a-galaktosyl-ceramidu
a-galaktosyl-ceramid (GalCer) je glykolipid, ktery je hlavnim aktivatorem NKT bunék typu L.

NKT buiky rozeznavaji GalCer pies jednu z neklasickych molekul MHCI — CD1d. NKT buriky
hraji ddlezitou roli v imunitnim systému, jelikoz jsou schopné aktivovat jak pfirozenou, tak
adaptivni imunitu a zaroven dokazi aktivovat jak Thl, Th2, tak i Th17 imunitni odpovéed.
Produkuji znacné mnozstvi cytokinti jako naptiklad IFNy, IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17,
IL-21, IL-22, TNFa nebo GM-CSF, kterymi aktivuji NK buiiky, T lymfocyty a B lymfocyty

a prispivaji k aktivaci a maturaci dendritickych bunék.

Protinadorovy efekt je zajistén bud’ skrze piimou lytickou aktivitu NKT bunék, které produkuji
perforin a granzym B, nebo aktivaci a rekrutaci ostatnich imunitnich bunc¢k. Nadory nejsou
pfiliS infiltrované NKT bunikami, proto se GalCer nevyuziva jako samostatna 1écba, ale jako
adjuvans aktivujici dal$i imunitni buiiky (Robertson, Berzofsky and Terabe, 2014). Jeho efekt
byl naptiklad testovan v kombinaci s peptidem odvozenym od antigenu nédorti varlat
NY-ESO-1, kdy dendritické bunky byly pulzovany peptidem i GalCer. U 37,5 % (3 z8)
pacientl doslo ke zvySeni mnoZstvi perifernich NKT bunék a zaroven ke zvySeni mnoZstvi
IFNy. Klinicka studie, kterou vedl Gasser et al. (2018), prokdzala v tomto vakcina¢nim

schématu bezpecnost pouzivani GalCer jako adjuvans.

2.3.1.2 Inhibice imunosupresivnich mechanismu

2.3.1.2.1 Inhibice vazby PD-1 k PD-L1
Jednémi z nejvyznaméSich blokac¢nich protilatek, které se vyuzivaji v protinadorové

imunoterapii, jsou aPD-1 a aPD-L1. PD-1 je ve zvySené mife exprimovan na aktivovanych
T a B lymfocytech. PD-L1 je konstitutivné exprimovan v lymfoidnich organech na APC, na
rezidentnich makrofazich a v privilegovanych organech (placenta, sitnice, slinivka btisni). Po
stimulaci cytokiny, napt. IFN ¢i TNF, je mozno nalézt inducibilni expresi na vétSin€ imunitnich
bun¢k jako jsou T lymfocyty, B lymfocyty, NK buinky, dendritické buiky
a monocyty/makrofagy a také na epiteliich ¢i endoteliich. Interakce PD-1 a PD-L1 funguje

imunosupresivng, hraje roli v udrzovani periferni tolerance a tlumi jak pfirozenou imunitu tim,
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ze v dendritickych bunikach snizuje produkci prozanétlivych cytokind, tak adaptivni imunitu
tim, ze inhibuje proliferaci aktivovanych T lymfocyti a limituje signalizaci skrze T receptory
(Yao and Chen, 2014). Zvysena exprese PD-1 na T lymfocytech zarovei koreluje se zvySenou

pravdépodobnosti mutaci B2m u nadorovych bun¢k (Janikovits et al., 2018).

V nadorech dochazi ¢asto ke zvySené produkci PD-L1, které¢ pak skrze PD-1 na aktivovanych
T lymfocytech inhibuji protinadorovou odpovéd’. Z toho divodu je PD-1/PD-L1 interakce
dalezitym imunitnim kontrolnim bodem. ZvySena exprese PD-L1 in vitro je zodpovédna za
snizenou schopnost T lymfocyth cytotoxicky nicit dané¢ bunky. V in vivo mySim modelu
zvySena exprese koreluje se zvysenou tumorigenezi 1 invazivnosti. Po dodani aPD-L1 dochazi
k do¢asnému zastaveni ristu nadord (Iwai et al., 2002). Klinické studie s aPD-1 zvanou
Nivolumab byly provedeny u rtiznych druhii karcinomt, napt. u melanomu (Topalian et al.,
2014), nemalobunééného karcinomu (Borghaei et al., 2015), metastazujiciho karcinomu jater
(Motzer et al., 2015), karcinomu ovarii (Hamanishi et al., 2015) ¢i Hodgkinova lymfomu
(Ansell et al., 2015). Dle téchto testl je terapie touto protilatkou vétSinou dobte snasena, avsak
objevuji se vedlejsi efekty. Pfi porovnani s dosud uzivanymi 1éCivy dochédzi k lepsi
odpovidavosti pacientll na 1écbu a prodlouzeni délky pfeziti. Nicméné k témto pozitivnim
vysledkiim dochézi pouze u mensi ¢asti pacientl, vétSinou kolem 20 %. Nivolumab je schvalen
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro 16¢bu nékterych typt melanomd,
karcinomi plic, nadort ledvin, Hodgkinova lymfom, karcinom®i mocového méchyie, nadort
hlavy ~a  krku, kolorektdlntho  karcinomu a  hepatocelularniho  karcinomu

(https://medlineplus.gov/druginfo/meds/a614056.html).

Jednim z diivodli nizké odpovidavosti pacientli na 1écbu oPD-1 je to, Ze pfi blokaci PD-1
zda byt zvySena exprese Tim-3 (viz 2.3.1.2.2) na CD4" a CD8" T lymfocytech infiltrujicich
nadory a to pfevazné na buinkach vazajicich aPD-1 (Koyama et al., 2016). Pravé bunky
pozitivni na PD-1 a zaroven na Tim-3 jsou konkrétné¢ u nédorti hlavy a krku ty nejvice
dysfunk¢ni. K tomuto zvySeni dochézi jak in vitro, tak in vivo. Kombinace aPD-1 s aTim-3
vede u mySiho modelu k vy$Simu protinddorovému ucinku a signifikantnimu zpomaleni rastu
nadort v porovnani se samotnou aPD-1 (Shayan et al., 2017). V kombinaci aPD-1 a a Tim-3
s radioterapii bylo u myS$iho modelu gliomu dosaZeno celkového pieziti u 100 % mysi (Kim et
al., 2017). Imunoterapie s aPD-1 byla pouzita i v kombinaci s chemoterapii a CpG ODN (viz
2.3.1.1.1), kdy u mysiho modelu u vSech nadort doSlo k regresi nadorti alespoit o 80 %

(Silvestrini et al., 2016). Pii kombinaci s DNA vakcinaci dochdzi ke zvysSeni protinddorového
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efektu oproti samotné DNA vakciné (Rekoske et al., 2015). To bylo prokdzéano i v klinické
studii zabyvajici se nddory hlavy a krku (Aggarwal et al., 2018).

2.3.1.2.2 Blokace Tim-3
Jednim z novéjSich a velmi slibnych cili blokacnich protilatek je protein Tim-3. Tim-3 je

exprimovan na mnoha buiikich imunitniho systému a to napfiklad na CD4" a CDS8"
T lymfocytech (Li et al, 2012), regulacnich T lymfocytech (Treg) (Bu et al., 2016),
makrofazich (Yan et al., 2015), NK buiikach (L. Xu ef al., 2015) ¢i zirnych bunkach (Phong et
al., 2015). Také se hojné vyskytuje na TIL a perifernich CD8" T lymfocytech pacientii
s nddorovym onemocnénim (B. Xu et al., 2015). Jeho funkce je rozli€na v riznych bunikach
aje zavisld na okolnich faktorech a také na ligandu, ktery se na né&j vaze. Zatim byly
identifikovany 4 ligandy Tim-3 — galektin 9, protein 1 vysoce mobilnich proteini znamy jako
HMGBI, bunééna adhezni molekula 1 karcinoembryonalniho antigenu znama jako CEACAM1
a fosfatidylserin. Tim-3 hraje roli v indukci periferni tolerance. Skrze vazbu galektinu 9
indukuje Tim-3 apoptdzu Th1 lymfocytt (Du et al., 2017). Vyssi exprese Tim-3 koreluje s nizsi
expresi [FNy (Xu et al., 2015).

Tim-3 je exprimovan na povrchu myeloidnich leukemickych kmenovych bun¢k (LSC), pticemz
na klasickych hematopoetickych kmenovych buitkach exprimovan neni (Jan et al., 2011).
Zaroven u akutni myeloidni leukémie je zvySend exprese jednoho z ligandii Tim-3 — galektinu
9. Tim-3 je u tohoto onemocnéni zodpoveédny za sebeobnovujici funkei LSC, ¢imz hraje roli
v progresi onemocnéni. Blokace galektinu 9 naruSujici funkci Tim-3 vedla k blokaci

sebeobnovy LSC (Kikushige et al., 2015).

Na NK buiikéch slouzi Tim-3 jako marker jejich aktivace a maturace (Ndhlovu et al., 2012).
U plicniho adenokarcinomu dochazi u NK bunék ke zvySeni exprese Tim-3, pfi€emz tato
zvySena exprese koreluje s kratSim ptezitim, s vyS§im vyskytem metastdzi v lymfatickych
uzlindch a s vys$§im nadorovym stadiem. aTim-3 zvySuje u NK buné¢k cytotoxicitu a produkci

IFNy (Xu et al., 2015).

U zirnych bunék zvySuje Tim-3 jejich degranulaci a pozitivné reguluje produkci cytokind,

piedevsim IL-6. (Phong et al., 2015).

U makrofagt byla prokézana spojitost zvySené exprese Tim-3 a polarizace na méné imunogenni
typ makrofagli M2, coz je hlavni typ makrofagt infiltrujicich nadory. Tim-3 reguluje polarizaci
makrofagl skrze produkci cytokint, hraje roli ve snizeni produkce IL-12 a naopak zvySeni

produkce IL-6, IL-10 a GM-CSF. ZvySena exprese Tim-3 skrze ovlivnéni polarizace makrofagt
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podporuje ruast hepatocelularniho karcinomu, jak bylo prokdazano u mysiho modelu (Yan et al.,

2015).

Zvysena exprese Tim-3 se objevuje téz u Treg infiltrujicich nadory, kde u ovarialniho
karcinomu koreluje s velikosti nadort. Tyto Treg jsou vice imunosupresivni nez Treg
z periferni krve, coz se projevuje zvysenou expresi IL-10. Aplikace aTim-3 je schopna zvratit
zvySenou inhibiéni aktivitu Treg vici CD8" T lymfocytim a sniZzit produkci IL-10 (Bu ef al.,

2016).

U vracejicich se lidskych nadord hlavy a krku, pfipadné u nadorti hlavy a krku u pacientt
puvodné 1écenych radioterapii ¢i chemoterapii, byla detekovana zvySena exprese Tim-3 spojena
s vy$§im vyskytem metastazi v lymfatickych uzlindch. Pomoci aTim-3 bylo mozné zménit
pomér CD4" a CD8" T lymfocytl vi¢i myeloidnim supresorovym buiikim (MDSC) ve
prospé&ch CD4" a CD8" T lymfocyti, ¢imz doslo ke zvyseni efektorovych T lymfocytt majici
za nasledek inhibici rstu nadorti. Snizeni MDSC bylo zpiisobeno sniZenim mnoZstvi

chemokinu CXCL1, k ¢emuz doslo pravé po blokaci Tim-3 (Liu ef al., 2017).

2.3.1.2.3 Deplece T reg pomoci protilatky proti CD25
Alfatetézec vysokoafinniho receptoru pro IL-2, neboli CD25, je protein exprimovany pievazné

na Treg. IL-2 je zcela zésadni pro fungovani imunitniho systému, potazmo pro udrzeni
homeostazy a supresivni funkce Treg. Je exprimovany v lymfatickych uzlindch, krvi

a s vysokou frekvenci také na Treg infiltrujicich nadory (Vargas et al., 2017).

Utinnost deplece Treg pomoci protilatky proti CD25 (aCD25) byla testovana u melanomového
modelu. Testovana byla injikace jedné davky oCD25 jak u naivnich mysi, tak u mysi
s nadorem. Pti profylaktické vakcinaci byla tispéSnost deplece 95-98 % v prvnich 21 dnech,
nasledné po 42 dnech doslo k obnoveni 64 % Treg z piivodniho mnozstvi. Pti terapeutické
vakcinaci doslo k depleci 87 %, ptic¢emz po 20 dnech bylo stale depletovano 86 % Treg (Tan
et al., 2013). Uginnost deplece Treg pfi profylaktické vakcinaci byla potvrzena i u modelu
gliomu, kdy jedna davka aCD25 vedla ke snizené infiltraci mozku CD4"CD25 FoxP3" Treg
a zarovef ke zvysené infiltraci efektorovych CD4"a CD8" T lymfocyti. Mimo jiné doslo pfi
depleci Treg ke zvySeni poétu CD45"CDI11b* myeloidnich bunék — makrofagi/granulocytt
(Maes et al., 2013).

Vysoka exprese CD25 byla detekovana u T-bunécné leukémie (ATL). V klinickych testech
byla testovana humanizovana protilatka Daclizumab, coz je protilatka proti CD25, ktera blokuje

vazbu IL-2 na jeho receptor. Daclizumab byl v testech velmi dobfe tolerovan, bez vaznéjsSich
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vedlejSich efektl a bez toxicity zavislé na davce, bohuzel také s nizkym tucinkem. Celkovée se
ucinek v L. a II. fazi klinickych testl projevil u 18 % pacientt (6 z 34), pti¢emz vSichni pacienti,
kteti na 1écbu reagovali, trp€li chronickou/doutnajici ATL (Berkowitz et al., 2014). Pti
testovani ucinku protilatky Daclizumab na metastazujici karcinomy prsu bylo in vitro potvrzeno
signifikantni snizeni CD4"CD25"FoxP3" T lymfocytl a navic bylo prokazano, ze CD45RA"®
Treg jsou po inkubaci s Daclizumabem schopny produkovat IFNy, tedy Ze doslo k selektivnimu
reprogramovani téchto Treg. Pii kombinaci s peptidovou vakcinou doslo v klinické studii
k vyznamnému zesileni imunitni odpovédi CD8" T lymfocytim proti konkrétnimu peptidu

(Rech et al., 2012).

Ac¢ CD25 pisobi jako atraktivni cil pro nadorovou terapii, klinické vysledky nebyly zcela
ptesvédcivé. Vargas et al. (2017) prokézali, ze aCD25 dokaze uUc¢inné depletovat Treg
nachazejici se v lymfatickych uzlindch a v krvi, ale uz ne Treg pfitomné v naddorech. Pro
zvySeni G¢innosti protilatky nahradili jeji konstantni ¢asti za mysi IgG2a a « konstantni ¢ast,
jelikoz tyto ¢asti pochazeji zizotypu spojeného s bunéfnou cytotoxicitou zavislou na
protilatkdch (ADCC). Takto upravena protilatka byla schopnd depletovat Treg v nddorech
a zvysit tak pomér CD4" a CD8" T lymfocyt produkujicich IFNy oproti regula¢nim buiikam
v nadoru. Za tento fakt je zodpovédny inhibi¢ni Fcy receptor IIb, ktery je hojné exprimovan na
nadorovych buiikach a je spojen pravé s ADCC. Jesté slibnégjSich vysledki dosahla takto
upravena protilatka v kombinaci s aPD-1 (Vargas et al., 2017).
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3 Cile prace

Prace se zabyva vyuzitim systému CRISPR/Cas9 k inaktivaci genu pro B2m u mysi nadorové
linie TC-1 a naslednou charakterizaci vzniklych klont in vitro a in vivo.
Dil¢i cile prace jsou nasledujici:

a) Inaktivace genu pro B2m pomoci systému CRISPR/Cas9

b) Ovéfeni inaktivace genu

c) Stanoveni onkogenity a imunosenzitivity ziskanych klont na syngennich mysich
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Inbredni mysi kmene C57BL/6NCrl (Charles River, Némecko)

Mysi nddorova linie TC-1 (Lin et al., 1996)

mysi plicni bunky transdukované onkogeny E6 a E7 z HPV16 a lidskym aktivovanym

H-ras

poskytl T.-C. Wu, Johns Hopkins University, Baltimore, MD
Mysi naddorova linie TC-1/A9 (Smabhel et al., 2003)

klon TC-1 s reverzibilng sniZzenou expresi molekul MHCI

piipravena v nasi laboratofi

Kompetentni bunky Escherichia coli XL-1 Blue

Plazmid pBlueScript
Plazmid pBSC

Plazmid pBSC/PADRE.E7GGG

4.1.2 Média
DMEM médium

SOC médium

DMEM
10 % (v/v) FBS
100 U/ml penicillin

100 pg/ml streptomycin
2 mM l-glutamine

2 % (w/v) trypton

0,5 % (w/v) kvasinkovy vytazek
10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl;

10 mM MgSO4

20 mM glukoza

v H,O
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Stratagene, USA
(Smahel et al., 2001)
(Smahel et al., 2001)

Sigma-Aldrich, USA
Biosera, Francie
ThermoFisher Scientific,
USA

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Bacto Laboratories,
Australie

Bacto Laboratories
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fluka, USA
Sigma-Aldrich



RPMI médium

LBM médium

4.1.3 Roztoky, chemikalie
LBM agar

Tris-Glycin-Metanol

Tankovy pufr

Promyvaci roztok pro WB

4X LB pufr

6X LB pufr

FACS pufr

RPMI

10 % (v/v) FBS

100 U/ml penicilin

100 pg/ml streptomycin

2 mM I-glutamine
0,1 % (v/v) merkaptoetanol
2 % (w/v) LB Broth low salt

v H,O

1% glukoza

Sigma-Aldrich

Biosera

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Sigma-Aldrich

Duchefa Biochemie,

Nizozemi

Sigma-Aldrich

0,1 mg/ml Carbenicillin disodium Duchefa Biochemie

3,5 % (w/v) LB AGAR high salt

25 mM Tris

192 mM glycin

15 % (v/v) metanol
3 mM (w/v) Tris
1,44 % (w/v) glycin
0,1 % (v/v) SDS
0,1% (v/v) Tween 20
v PBS

2,5 mM Tris

8 % (w/v) SDS

40 % (v/v) glycerol

20 % (v/v) merkaptoetanol

0,04 % (w/v) bromfenolova modf

v H,O

0,2 % (w/v) xylen cyanol
60 % (v/v) glycerol

60 mM EDTA

0,2 % (w/v) bromfenolovd modf

v H,O
2 % (v/v) FBS
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Duchefa Biochemie
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth, Némecko
SERVA, Némecko
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biosera,

SERVA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldric

SERVA

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biosera



Modifikovany Laemmliho

lyzacni pufr

Pufr pro izolaci CD4" bunék 1 mM EDTA

Roztok na pocitani bun¢k

Trypsin + EDTA 10X
Tris-Borate-EDTA
Lipofectamine 2000
Ampicilin
Formaldehyd

IFNy

Etanol

Butanol

BSA

GelRed

Octan sodny
Dimethylsulfoxid
Agar6za SeaKem LE
Agardza NuSieve 3:1

Fixable viability dye eFluor 455UV

Blue BandIT protein stain

Susené mléko s 0,25 % tuku

Peroxodisiran amonny
Akrylamis-bis
MgCl,

0,09 % (w/v) NaNj3 SERVA
v PBS Biosera,
4 % (v/v) SDS Sigma-Aldrich
20 % (v/v) glycerol Sigma-Aldrich
10 % (v/v) merkaptoetanol Sigma-Aldrich
2 mM EDTA Sigma-Aldrich
100 mM Tris-Cl, pH 8
v H,0
Sigma-Aldrich

2 % (v/v) FBS Biosera
v PBS Biosera
0,02 % (v/v) ethidium bromid SERVA
0,02 % (v/v) akridinova oranz Sigma-Aldrich
v PBS Biosera

Biosera

Sigma-Aldrich

Invitrogen, USA

Duchefa Biochemie

Dr. Kulich Pharma, Ceska Republika

PeproTech, USA
Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich

SERVA
Biotium, USA

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Lonza, Switzerland

Lonza

Affymetrix, USA

Amresco, USA

TATRA Hlinsko, Ceska republika

SERVA

NZYTech, Portugalsko
Fermentas, USA
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dNTP Fermentas, USA
Polyakrylamidovy gel:
Ma 2 gely Separacni gel (ml) Zaostiovaci gel
10% 12% 15% 4%
30% AAL-bis 3,33 3,99 5 0,67
Tris base, pH 8,8 2,5 2,5 2,5
Tris base, pH 6,8 1,25
10% SDS 0,1 0,1 0,1 0,05
H.0 4 3,3 2,3 3
10% APS 0,1 0,1 0,1 0,05
TEMED 0,01 0,01 0,01 0,004
Celkovy objem 10 10 10 5

TEMED: Tetramethylethylenediamin, AA-bis: Akrylamid-bis, APS: Peroxodisiran amonny

4.1.4 Protilatky

Priutokova cytometrie

FITC, anti-MHC Class I (2G5)
FITC, anti-H-2K5/H-2DP (28-8-6)
FITC, anti-H-2DP (28-14-8)
FITC, anti-H-2K® (CTKb)

PE, anti-CD1d (1B1)

FITC, anti-B2m (sc-32241)
FITC, anti-IgG

PE, anti-CD4 (S3.5)

Western blot

anti-B2m (893803)
anti-p-tubulin (TUB 2.1)
Px, sheep anti-mouse IgG

HRP, goat anti-rat IgG

[zotypové kontroly

FITC, mysi IgG2, (eBMG2b)
FITC, mysi 1gG2a4« (MOPC-173)
PE, mysi [gG2.
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Serotec, Velka Britanie

BD Pharmingen, USA
eBioscience, USA

Serotec

BD Pharmingen

Santa Cruz Biotechnology, USA
BD Pharmingen

Invitrogen

R&D Systems, USA
Sigma-Aldrich
GE Healthcare, Velka Britanie

Invitrogen

eBioscience
BD Pharmingen
BD Pharmingen



Protilatky a deplecni latky pouzité pro praci s mySmi

aNK1.1 (PK136) Exbio, Ceska Republika
aTim3 (RMT 3-23) Bio X Cell, USA
aPD-L1 (10F.9G2) Bio X Cell

aPD1 (RMP1-14) Bio X Cell

aCD25 (PC61.5.3) Bio X Cell

aCD4 (GK1.5) Bio X Cell

aCD8 (2.43) Bio X Cell

alFNy (P4-6A2) Bio X Cell

carrageenan [V Sigma-Aldrich

4.1.5 Imunostimulaéni latky

ODN1826 Generi Biotech, Cesk4 republika
tiida B, T*C*C*A*T*G*A*C*G*T*T*C*C*T*G*A*C*G*T*T, obsah GC 50 %
thiolatova vazba v sekvenci oligonukleotidil je znacena *

a-Galactosylceramid Abcam, Velka Britanie

4.1.6 Enzymy a pufry

EcoRI Jena Bioscience, Némecko
CutSmart pufr BioLabs, USA

T4 DNA ligaza BioLabs

Taq polymeraza + 10x pufr NZYTech

4.1.7 Oligonukleotidy pro CRISPR/Cas9 a primery pro PCR a sekvenaci
Oligonukleotidy B2m-a, B2m-b, B2m-c, B2m-d  Integrated DNA Technologies, USA
Sekvence viz niZe
U6 Forward sequencing primer, CRISPR kit Life Technologies, USA
5’- GGACTATCATATGCTTACCG -3’
Forward primer B2m-F Integrated DNA Technologies
5’- GTTCCACCCGCCTCACATTG -3’
Reverse primer B2m-R Integrated DNA Technologies
5’- CCTGGCCTGCTGTGTAAGTC -3’

4.1.8 Markery
Gene Ruler Low Range DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
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Prestained Protein Ladder PageRuler
Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder

4.1.9 Pristroje

Termalni cyklér PTC-200 Gradient
Termalni cyklér GeneQ

Inkubacni ttepacka SIF 6000R
Mikrocentrifuga 5424 R

Termoblok CHB-202

Laminarni box BioVanguard Green Line
CO; inkubator MCO 170AIC
Inkubator INCU-Line IL35

NanoDrop 2000

Pratokovy cytometr BD LSRFortessa
Fotodokumenta¢ni systém INGENIUS?
Mini systém pro gelovou elektroforézu

Owl™ EasyCast™ B1A

Zdroj pro gelovou elektroforézu Consort EV245

Systém pro vertikalni elektroforézu

SE 250 + SE 245

Zdroj pro SDS elektroforézu, WB PowerPac 1000

UV Ultra Bright transluminator MLB-21
Centrifuga Heraeus™ Megafuge™ 16R
Centrifuga Universal 320R

Termoblok Semi Dry Blotter

Amersham Imager 600

Kyvacka ProBlot Rocker 25

Termoblok s ttepackou Mixing Block MB-102
3D rota¢ni mixér RH-18

Genova pistole

Sonikator Power Sonic 603

Inverzni mikroskop NIB100F
Fluorescen¢ni mikroskop BX43
Airstream PCR kabinet

34

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

MJ Research, Kanada
Hangzhou Bioer Technology, Cina
Lab Companion, Korea
Eppendorf™, USA
Hangzhou Bioer Technology
Telstar, Spanélsko
Panasonic, Japonsko

VWR International, USA
ThermoFisher Scientific

BD Biosciences, USA
SynGene, Velka Britanie

ThermoFisher Scientific

Consort BVBA, Belgie

Hoefer, USA

Bio-Rad, USA

MaestroGen, Tchaj-wan
ThermoFisher Scientific
Andreas Hettich, Némecko
Cleaver Scientific, Velka Britanie
GE Healthcare Life Sciences
Labnet International, USA
Hangzhou Bioer Technology
Hangzhou Bioer Technology
Bio-rad, USA

Hwashin Technology, Korea
Novel, Cina

Olympus, Japonsko

ESCO, USA



Spektrofotometr Helios

4.1.10 Pocitacovy software
Clone Manager

Chromas

FlowJo v10.4.2

GraphPad Prism 6

GeneSys®

Crispr.mit.edu

NCBI databaze

4.1.11 Komer¢ni soupravy
GeneArt CRISPR Nuclease Vector kit
NucleoSpin Plasmid

NucleoBond Xtra Maxi

NEB PCR Cloning kit

Dynabeads FlowComp Human CD4
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin tissue

Big Dye Terminator, verze 3.1

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate
Rapid DNA ligation kit
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Thermo Corporation, USA

Sci-Ed Software, USA
Technelysium, Australie
FlowJo, LLC, USA
GraphPad Software, USA
Syngene
http://crispr.mit.edu/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Life Technologies, USA
Macherey-Nagel, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
New England Biolabs, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Macherey—Nagel, Némecko
Macherey—Nagel, Némecko
Applied Biosystems, USA

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA



4.2 Metody

4.2.1 Prace se systémem CRISPR/Cas9

4.2.1.1 Navrh oligonukleotidii

Pro praci se systémem CRISPR/Cas9 byly navrzeny oligonukleotidy komplementarni
k sekvenci genu B2m slouzici jako tzv. guide RNA vazajici se na cilovd mista pro mutagenezi.
Z databaze zvané Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI) byla stazena
nukleotidova sekvence genu B2m (NM_009735.3). Délka kodujici sekvence ¢ini u B2m 360
nukleotidl. Pro vyhledani cilovych mist pro vazbu komplexu CRISPR/Cas9 k DNA B2m byl
vyuzit online software http://crispr.mit.edu/, ktery vyhledava sekvence pied PAM sekvenci.
K préci byla pouzita Cas9 nukleaza z bakterie Streptococcus pyogenes, ktera vyuziva PAM
sekvenci NGG. Program nalezne vhodné oligonukleotidy o délce 20 bazi a sefadi je dle skore.
To je pfitazovano jednotlivym sekvencim na zéklad€ toho, s jakou pravdépodobnosti se budou
vazat pouze na jedno konkrétni misto bunééného genomu. Pro modifikaci genu B2m byly
vybrany 2 cilové sekvence. Pro naklonovani téchto oligonukleotidli do plazmidu CRISPR
Nuclease Vector byly navrzeny komplementarni oligonukleotidy s pfesahujicimi 3’ konci
(obr. 4). Tyto oligonukleotidy byly nasyntetizovany na objednavku firmou Integrated DNA

Technologies, Inc.

1. Komplementarni oligonukleotidy B2m-a a B2m-b odvozené z exonu 2 (nukleotidy

142-161)

L'-tcacgccacccaccggagaagtttt-3'
3'-caccgtcacgccacccaccggagaa- 5’

2. Komplementarni oligonukleotidy B2m-c a B2m-d odvozené z exonu 2 (nukleotidy

374-393)

S'-ccgagcccaagaccgtctacgttto= 3
3'- caccgeococgagoccaagaccgteotac—5'

Obr. 4: Oligonukleotidy pro praci se systémem CRISPR/Cas9. Sekvence nukleotidi jsou zobrazeny

s presahujicimi konci, zelené je zvyraznéna komplementarni oblast pedstavujici cilové misto.
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4.2.1.2 VloZeni oligonukleotidii do vektoru a transformace do Escherichia coli

Oligonukleotidy byly vlozeny do vektoru dle protokolu doporu¢eném v soupravé CRISPR
Nuclease Vector kit. Byl proveden annealing navrzenych jednovldknovych oligonukleotidii za
vzniku 50 uM dvouvldknovych oligonukleotidll s presahujicimi konci. Smichany byly vzdy
komplementarni oligonukleotidy B2m-a s B2m-b a B2m-c s B2m-d. Annealing se provadél
v termalnim cykléru PTC-200 Gradient dle tabulky 1 za vzniku komplementarnich paru
B2m-A a B2m-C. V prvnim kroku doSlo k zahiati reakéniho roztoku na 95 °C, aby se
oligonukleotidy nepérovaly spolu. V dal$ich krocich byla reakéni smés postupné ochlazovéna,
pii ¢emz dochdzelo k vazbé komplementarnich oligonukleotidi. Oligonukleotidy byly nejprve

ziedény vodou na 500 nM a néasledné na 5 nM pracovni koncentraci.

Tabulka 1: Program pro annealing oligonukletidt

Teplota Cas
1 95°C 4 min
2 -2,5°C 1 min
3 Opakovani kroku 2 26x%
4 25°C 0

Dvouvlaknové oligonukleotidy byly zaligovany do linearizovaného vektoru CRISPR Nuclease
vector (15ng/pl; obr. 5), obsahujiciho reportérovy gen pro lidsky protein CD4 (hCD4), za
vzniku plazmidid pB2m-A a pB2m-C. Pro vytvofeni konecné liga¢ni smési byly reagencie
z CRISPR Nuclease Vector kit doplnény reagenciemi ze soupravy Rapid DNA ligation kit
(tabulka 2). Liga¢ni smé&s byla inkubovana 2,5 hodiny v termalnim cykléru PTC-200 Gradient
pii 26 °C. Po ligaci byly vytvofené plazmidy transformovany do Z kompetentnich bunék
pfipravenych v nasi laboratofi (dle protokolu Z-Competent E. coli Transformation kit & Buffer
Set firmy Zymo Research). Jednalo se o kmen Escherichia coli XL-1 Blue, které byly smichany
v reakci 50 pl kompetentnich bunék a 3 pl ligaéni smési. Jako pozitivni kontrola byla pouzita
reakce 50 ul kompetentnich bun¢k s 5 pl plazmidu pBS (0,2 ng/ul). Smes byla inkubovana 10
minut na ledu. Bylo pfidano 200 pul SOC média. Inkubace probihala 1 hodinu pii 37 °C a 300
rpm na tfepacce Mixing Block MB-102. Buiiky byly vysety na Petriho misky s LBM agarem a
s 0,1 mg/ml ampicilinu. V bunikach, u kterych probéhla uspésnad transformace, doslo ke

zmnozeni vlozenych plazmidul a vytvofily se kolonie.
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Casd

Obr. 5: CRISPR Nuclease Vector do n¢hoz byly zaligovany oligonukleotidy. Jeho soucasti je Cas9 nukleéza,
reportérovy gen pro lidsky protein CD4, promotor U6, oligonukleotidy komplementarni k cilové sekvenci

(ctRNA), RNA (tractRNA) a polymeraza III (Pol III).

Tabulka 2: Liga¢ni reakce. Pro reakci byly pouzity reagencie ze dvou souprav — CRISPR Nulcease vector kit a

Rapid DNA ligation kit.

 Reagencie  Objem (k) Souprava

ds oligonukleotidy (5 nM) 1
vektor CRISPR 1 CRISPR
T4 DNA ligaza (2,5 U) 0,5 Rapid
ligacni pufr 5X 2 Rapid
voda bez DNaz/RNaz 5,5 CRISPR

4.2.2 Prace s DNA

4.2.2.1 Izolace plazmidové DNA

PlazmidovdA DNA byla izolovana po tUsp&iné transformaci. Usp&nost byla uréena dle
schopnosti bunék rist na selekénim antibiotiku. Z vyrostlych kolonii bylo vybrano nékolik
samostatné rostoucich klont, které byly pfeoCkovany na nové Petriho misky. Vybrané kolonie
byly pomoci paratka zaroven pieneseny do sklenéné¢ zkumavky s2 ml LBM média
a s ampicilinem o koncentraci 0,1 mg/ml. Nasledovala inkubace na tfepacce SIF 6000R pii 220
rpm a 37 °C pfes noc. Po no¢ni inkubaci byl obsah sklenénych zkumavek pielit do 2 ml
mikrozkumavek a déle se pokracovalo dle protokolu NucleoSpin Plasmid. 1zolovand DNA byla

dale sekvenovana.
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Po sekvenaci ovéfujici zainkorporovani oligonukleotidli B2m-A a B2m-C do plazmidu byla
op¢t provedena izolace plazmidové DNA, tentokrat ve vét§Sim mnozstvi. Vybrané kolonie byly
pfeockovany do 10 ml LBM média s ampicilinem o koncentraci 0,1 mg/ml a michany
v ttepacce SIF 6000R 8 hodin, pi1 220 rpm a 37 °C. Poté byly kultury pfeockovany do objemu
200 ml LBM média s ampicilinem o koncentraci 0,1 mg/ml a inkubovany pfes noc na tiepacce
pti 220 rpm a 37 °C. Dale se pokracovalo dle protokolu NucleoBond Xtra Maxi. Koncentrace

vyizolované DNA byla zméfena na spektrofotometru pti vinové délce 260-280 nm a spocitana

A260 x 50 x redéni
1000

dle vzorce: (ng/ul).

4.2.2.2 Priprava vzorki na sekvenaci
Pro ptipravu reakéni smési (10 ul) byla pouzita souprava Big Dye Terminator, verze 3.1.
Reakce probihala v cykléru PTC-200 Gradient viz tabulky 3 a 4. Pii praci byly vzorky

uchovavany na ledu a chranény pied svétlem.

Tabulka 3: Program cykléru pouzity pii ptiprave Tabulka 4: Reak¢ni smés pouzita pfi
vzorktl pro sekvenaci. pripravé vzorkl pro sekvenaci.
BTN
1 9%°C  1min ~ DNA 2
2 96 °C 30s Pufr 5X 1
3 50 °C 15s reakcni premix 2
4 60 °C 4 min primer 1,6 pM 2
5 Opakovani krok(i 2-4  39x H,0 3
6 10°C 00

Po inkubaci probehla precipitace octanem sodnym a etanolem (tabulka 5), aby doSlo

k odstranéni nezainkorporovanych dideoxynukleotidd, které slouzi jako termindtory syntézy.

Tabulka 5: Smés pro precipitaci.

3 M NaOAc, pH 4,6 3
95 % etanol 62,5
H20 24,5
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Nasledovala 15minutova inkubace pti pokojové teploté, 20minutova centrifugace v centrifuze
Eppendorf 5424 R pfi maximalni rychlosti a poté byl odsan supernatant. K peletu bylo pro
promyti vzorku ptidano 250 pl 70% etanolu a smés byla zcentrifugovana 5 min pfi maximalni
rychlosti. Byl odsan supernatant a zkumavka byla ponechéna oteviena ve tmé po dobu 15 minut,
aby doslo k vysuseni peletu DNA. Poté byl vzorek poslan na sekvenaci Sangerovou metodou
do laboratoie OMICS — Genomika v centru BIOCEV na genetickém analyzatoru ABI 3500
(Life Technologies). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programii Chromas a Clone

Manager.

Primery pouzité k sekvenaci
Oveéfeni inkorporace oligonukleotidi do plazmidu:

U6 Forward sequencing primer ze soupravy GeneArt CRISPR

Sekvenace jednotlivych alel pro ovéteni vneseni mutaci do genu B2m, navrzeny v programu
Clone Manager:
Forward primer B2m-F

Reverse primer B2m-R

4.2.2.3 Izolace genomové DNA z tkanovych kultur

Buiikky TC-1 obsahujici vloZeny plazmid CRISPR Nuclease vector byly zpasdzovany,
pfeneseny do 1,5 ml zkumavky, centrifugovany na centrifuze Hettich Universal 320R 5 min,
400 g pii 4 °C a supernatant byl vylit. Izolace DNA probihala dle protokolu soupravy
NucleoSpin Tissue. Pouze v krocich 6 a 7 byla zménéna centrifugace z 11 000 g na 20 000 g.
Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na NanoDropu 2000. Fragment genomové DNA

byl nasledn€ zmnozen pomoci metody PCR.

4.2.2.4 PCR pro zmnoZeni genomové DNA

Reakéni smés pro PCR (tabulka 6) byla pfipravovéana v Airstream PCR kabinetu, DNA byla
k reakci pfidana v laminarnim boxu BioVanguard. PCR reakce probihala v cykléru PTC-200
Gradient (tabulka 7).
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Tabulka 6: PCR smés. Tabulka 7: PCR program.

Reagencie Mnoizstvi Teplota Cas

DNA 4 ul 1 95°C 5 min

pufr 1X 2 94 °C 1 min

MgCl, 1,5 mM 3 55 °C 1 min

dNTP 0,2 mM 4 72°C 1 min

primery B2m-F + B2m-R 0,5 ul 5 Opakovani krokd 2-4 39 x

Taq polymeraza 2,5U 6 72 °C 4 min
H20 do 50 pl 7 10 °C 00

PCR primery byly navrzeny v programu Clone Manager (viz Primery pouzité k sekvenaci).

Délka amplikonu byla 354 nukleotidu.

4.2.2.5 Izolace fragmenti DNA z agar6zového gelu a urceni jeji koncentrace

Pro izolaci naamplifikovanych fragmentti DNA z gelu byl vyroben 2% agar6zovy gel — agardza
NuSieve GTG (ptiprava agar6zového gelu viz kapitola 3.2.2.8). K 50 ul vzorku po PCR bylo
pfidano 10 pl 6x LB pufru a vzorky byly poté rozpipetovany vzdy do 3 jamek. Pro stanoveni
velikosti fragmenti DNA byl pouzit marker Gene Ruler Low Range DNA Ladder. Pro
elektoroforézu byly nastaveny parametry: 100 V, 40 min. Po ukonceni elektroforézy byl gel
prosvicen na UV transiluminatoru MLB-21, aby doSlo ke zviditelnéni prouzkli markeru
a amplikont po PCR. ProuZek odpovidajici velikosti byl vyfezan skalpelem a déle se izolovala

DNA dle protokolu doporu¢eném v soupravé NucleSpin Gel and PCR Clean-up.

4.2.2.6 Klonovani DNA fragmenti

Fragmenty DNA vyizolované z agar6zového gelu byly zaligovany do plazmidu pMiniT 2.0.
Prace probihala dle protokolu soupravy NEB PCR Cloning kit, jejiz soucasti je i dany vektor.
K transformaci byly pouzity Z kompetentni buriky vyrobené v nasi laboratofi. Na Petriho misky
s 0,1 mg/ml ampicilinu bylo vyseto po 20 ul a 50 pl ligaéni smési od kazdého vzorku.
Nasledovala inkubace ptes noc pii 37 °C. Po vzniku bakterialnich kolonii byla z jednotlivych
namnozenych kolonii vyizolovana plazmidovd DNA a pomoci restrikéniho Stépeni
analyzovaného gelovou elektroforézou bylo ovéfeno, zda doSlo ke spravnému vlozeni

fragmentt.
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4.2.2.7 Stépeni restrikénimi endonukleazami
Fragmenty DNA vlozené do plazmidu pMiniT byly obklopeny restrikénimi misty pro
endonukledzu EcoRI. Pro §tépeni restrikéni endonukleazou EcoRI byla pfipravena reakéni smés

podle tabulky 8. Nasledovala inkubace 2 hodiny pii 37 °C v termobloku CHB-202.

Tabulka 8: Reakéni smés pro Stépeni restrikénimi endonukleazami.

Reagencie Mnoistvi

Cut Smart pufr 10X 2 ul

DNA 2 ul
EcoRlI 3U
H20 do 20 ul

4.2.2.8 Agarozova elektroforéza

Agarova elektroforéza byla pouzivana pro ovéfeni spravného vlozeni fragmentti do plazmidu
pMiniT (1% gel) a pro izolaci produktii z PCR (2% gel). Erlenmeyerova batika byla naplnéna
40 ml roztoku Tris-Borate-EDTA a 0,4 g, resp. 0,8 g agar6zy SeaKem LE, resp. agardzy
NuSieve GTG. Roztok byl zahiivan v mikrovinné troub¢ do rozpusténi agardzy. K roztoku byly
piidany 2 pl barviva GelRed. Roztok byl nalit do stojanku urceného k tuhnuti gelti. Gel byl po
ztuhnuti pfenesen do soupravy pro elektroforézu Owl EasyCast B1A. Pro zviditelnéni vzork
na gelu byl pouzit 6X LB pufr. Jako marker pro 1% gel byl pouZzit Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder, pro 2% gel byl pouZit marker Gene Ruler Low Range DNA Ladder. Jako zdroj
elektrické energie pro elektroforézu byl pouzit ptistroj Consort EV245. Elektroforéza
standardn¢ probihala 40 minut pod napétim 100 V. Vyhodnoceni bylo provadéno ve
fotodokumentaénim systému na foceni gelt INGENIUS3 a v programu GeneSys. Vybrané

klony se spravné vlozenym fragmentem do plazmidu pMiniT byly nésledné sekvenovany.

4.2.3 Prace s bunéénymi kulturami

Prace sbunéénymi kulturami probihala v lamindrnim boxu BioVanguard. Buiky byly

uchovavany v CO2 boxu MCO 170 TAC pfi teploté 37 °C a 5 % CO..

4.2.3.1 Pasazovani bunék

Bunééné linie TC-1 a TC-1/A9 jsou adherentni. Byly kultivovany v DMEM médiu
v kultivaénich lahvich o velikosti 25 cm?. P¥i pasaZovani bylo nejprve odsato staré médium,
bunky narostlé¢ na dn¢ kultivacni lahve byly omyty 2 ml PBS a inkubovéany 3 min v 0,5 ml

trypsinu s EDTA. Po tfech minutach bylo v mikroskopu NIB10OF zkontrolovano, zda se
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vSechny buiniky pustily ode dna. Pak byly bunky resuspendovany ve 2 ml média a spocitany
v Biirkerové komiirce. Na novou kultivaci bylo ponechano zhruba 5 x 10° bunék a doplnéno

DMEM médium do 5 ml.

4.2.3.2 Transfekce

Pred transfekci byly bunky TC-1 zpasazovany. Na misku o priméru 10 cm bylo nasazeno
3% 10° bungk v 10 ml DMEM média s2,5 pg/ml amfotericinu. Nasledovala 4hodinova
inkubace v CO» inkubéatoru. K transfekci plazmidi pB2m-A a pB2m-C do bun¢k TC-1 bylo
pouzito transfekéni ¢inidlo Lipofectamine 2000 v poméru DNA:lipofectamine = 1 pg:2,5 ul.
Pro tvorbu transfekéniho komplexu bylo pouzito 16 pg DNA. Do mikrozkumavky bylo
napipetovano DMEM médium bez antibiotik a bez fetalniho bovinniho séra (FBS)
s lipofectaminem v objemu 1 ml média + 40 pl lipofectaminu na misku. Smés byla zamichdna
a poté prob&hla Sminutova inkubace. Zatimco probihala inkubace, plazmidy byly ptfidany do
I ml DMEM média bez antibiotik a bez FBS. Ob& smési byly spojeny, promichany
a nasledovala inkubace pii pokojové teplot¢ po dobu 20 minut. Roztok byl poté opétovné
promichan a nakapan na misky s bunkami TC-1. Bunky pak byly ulozeny zpét do CO»
inkubdtoru. Druhy den bylo vyménéno médium, aby nedoslo k toxicité zptisobené transfekénim

¢inidlem. Celkové inkubace probihala 2 dny pii 37 °C.

4.2.3.3 Selekce bunék pomoci magnetickych kuli¢ek

Po transfekci byly izolovany butiky, u kterych doslo k pfenosu plazmidi pB2m-A a pB2m-C
do bun¢k TC-1. Jako selekéni marker slouzila molekula hCD4, jejiz gen byl soucasti vektoru.
Bunky narostlé na miskach byly zpasaZovany a v DMEM médiu pieneseny do zkumavek.
Bunky byly dvakrat zcentrifugovany v centrifuze Hettich Universal 320R 5 min, 400 g pii 4 °C
a resuspendovany v PBS. Aby ve vzorcich nezlstaly shluky bunék, byly buiiky pfefiltrovany
skrze filtry s oky o velikosti 70 um. Dale se pokracovalo dle protokolu Dynabeads FlowComp
Human CD4. Po filtraci nésledovala centrifugace s parametry viz vySe a builkky byly
resuspendovany v izola¢nim pufru v mnoZstvi 1 x 10% bunék/ml. K 300 pl roztoku bylo ptidano
15 ul protilatky FlowComp™ Human CD4 Antibody. Nasledovala 15minutova inkubace pfi
4 °C. K roztoku bylo pfidéno 1,5 ml izola¢niho pufru a vzorky byly zcentrifugovany 5 min, 400
g pi1 4 °C. K peletu bylo ptfidano 600 ml izolacniho pufru a 45 pl magnetickych kulic¢ek.
Nasledovala 15minutova inkubace za stalého michani v 3D rotaénim mixéru. Poté byl pfidan
1 ml izola¢niho pufru a zkumavky byly umistény na stojanek s magnety. Na magnet se pies
vazbu magnetickd kulicka — protilatka pfichytily CD4" buiiky. Supernatant byl odstranén,

bunky pfichycené k magnetu byly promyty 1 ml izola¢niho pufru a op€t umistény na magnet,
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aby se zvysila Cistota vzorku. Magnetické kulicky snavazanymi CD4" buiikami byly
resuspendovany v uvoliiovacim pufru, jez byl soucésti soupravy. Po 10minutové inkubaci za
stalého michani byl vzorek 10x nasan a vyséan pipetou, aby doslo k uvolnéni bunék z kulicek.
Kulicky byly vychytany na magnety. Uvolnéné bunky byly pieneseny do nové
mikrozkumavky, umistény na magnet pro dodate¢né ocisténi, zcentrifugovany s parametry viz
vyse a resuspendovany v médiu DMEM. Po izolaci byla ¢ast bunék analyzovana priitokovou
cytometrii, pii které bylo stanovené zastoupeni CD4™ a CD4" bunék pied a po izolaci. Zbylé
buiiky byly nafedény na koncentraci 8 x 10° bun&k/ml a nasazeny v mnozstvi 24 a 120 bun&k

v objemu 8 ml K DMEM média na 10centimetrové kultivacni misky.

4.2.3.4 Izolace jednotlivych kolonii

Z kultivaénich misek byly izolovany CD4" buiiky. Pomoci mikroskopu byly vybrany
samostatné rostouci kolonie. K izolaci byly pouZity valecky vyrobené z vrchni ¢asti 1ml
pipetové Spicky, které byly zasazeny ve vazeliné (obr. 6). Z kultivaéni misky bylo odsato
médium, bunky byly opldchnuty 2 ml PBS a na vybrané kolonie byl polozen vale¢ek. Do
valecku bylo napipetovano 20 ul trypsinu a nasledovala 3minutova inkubace. Poté bylo
k trypsinu pfidano 100 ul DMEM média a obsah valecku byl pfenesen na 24 jamkovou desticku
s 0,5 ml DMEM média v jamkach. U narostlych kloni bylo dale testovano pomoci sekvenace
(3.2.2.2), pritokové cytometrie (3.2.4.1) a western blotu (WB) (3.2.4.3), zda doslo k inaktivaci
genu B2m.

Obr. 6: Miska s vazelinou pouZita k izolaci jednotlivych bunék.
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4.2.3.5 Priprava bunééného lyzatu pro WB

Dva dny pfedem bylo na kultivaéni misky o préiméru 6 cm nasazeno 1 x 10° bunék. Buiiky pak
byly ztrypsinizovany, zresuspendovany v PBS a spocitany. Nasledovala Sminutova
centrifugace pii 845 ga 4 °C v centrifuze Eppendorf 5424 R. Vzorky byly pfi praci uchovavany
na ledu. K peletu byl pfidan modifikovany Laemmliho pufr v mnoZzstvi 1 ml na 2 x 107 bunék,
ktery je zodpovédny za lyzi bunck. Builkky byly promichany do vytvofeni homogenniho
roztoku. K vytvotenému lyzétu byl pfidan 4X LB pufr pro zvyraznéni vzorkl na gelu. Vzorky
byly denaturovany 3 minuty piti 98 °C v termalnim cykléru GeneQ. Ihned po denaturaci byly
vzorky dany zpét na led. Poté byly bud’ pouzity ihned pro analyzovani metodou WB, nebo

uloZeny do mrazaku na - 20 °C.

4.2.3.6 Méreni proliferace bunék in vitro
Buriky byly nasazeny v poétu 5 x 10° na kultivaéni misky o priméru 10 cm v 10 ml média
DMEM. U kazdé bunécné linie byla métena proliferace bez a po indukci 200 U/ml IFNy. Bunky

byly ztrypsinizovéany a pocitany v Biirkerové komurce po 24, 48 a 72 hodinach.

4.2.4 Detekce exprese inaktivovaného genu

4.2.4.1 Prutokova cytometrie

Povrchové barveni

Dva dny ptedem byly nasazeny butiky. V nékterych ptipadech byl dva dny pfedem k buitkdm
pfidan téZ IFNy v koncentraci 200 U/ml pro zvySeni exprese MHCI. Po dvoudenni inkubaci
byly buiiky ztrypsinizovany a spo&itany. Pro priitokovou cytometrii bylo pouzivano cca 5 x 10°
bunék. Ty byly pfeneseny v médiu do 2 ml zkumavek a zcentrifugovany v centrifuze Eppendorf
5424 R 5 min, 400 g pii 4 °C. Byl odstranén supernatant a pelet byl pfenesen ve 200 pul FACS
pufru na 96jamkovou desticku. Nasledovala centrifugace v ptistroji Heraeus™ Megafuge™
16R 5 min, 400 g pii 4 °C a odstranéni supernatantu. Ke vzorku byla pfidana protilatka
v objemu 50 pl (koncentrace viz tabulka 9), nasledovala 30minutova inkubace a promyti 150 pl
FACS pufru. V zévislosti na typu protilatky nasledovalo bud’ ptfidani sekundérni protilatky,
nebo opétovné promyti 200 pul FACS pufru a pfeneseni vzorku do plastovych zkumavek pro
prutokovou cytometrii. Pokud byla pfidana sekundarni protilatka, nasledovala 30minutova
inkubace. Vzorek byl poté dvakrat promyt FACS pufrem a pfenesen do vysSe zminénych
zkumavek. Vzorek byl méfen ve400 pl FACS pufru na pratokovém cytometru BD
LSRFortessa.
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Tabulka 9: Seznam protilatek pouzivanych k prutokové cytometrii. FITC = fluorescein isothiocyanate,

PE = phycoerythrin.

Nazev Fluorofor Isotyp Pouzita koncentrace
anti-MHC Class I FITC mysi [gG2p 0,5 ng/50 pul
anti-H-2K>/H-2DP mysi 1gG2, 0,5 ug/50 ul
anti-IgG FITC kozi IgG 0,5 ng/50 pul
anti-H-2K" FITC mysi [gG2, 0,25 pg/50 ul
anti-H-2DP FITC mysi [gG2, 0,125 pg/50 pl
anti-B2m mysi IgG2, 0,5 ng/50 pul
anti-CD1d PE krysi IgG2p« 0,5 ng/50 pul

4.2.4.2 SDS PAGE elektroforéza

Pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS
PAGE) byly pouzivany 10%, 12% a 15% polyakrylamidové gely. Nejprve byla nalita vrstva
separa¢niho gelu pfevrstvena tenkou vrstvou butanolu. Po ztuhnuti gelu byl butanol vylit
a odmyt vodou. Na vrstvu separa¢niho gelu byl nanesen zaostfovaci gel, do néjz byl umistén
hiebinek. Po ztuhnuti gelu bylo dle velikosti jamek naneseno mnozstvi vzorku fedéné v 4X LB
pufru. Jako marker byl pouzit Prestained Protein Ladder PageRuler. SDS PAGE elektroforéza
probihala zhruba 60 minut pti konstantnim proudu 20 mA v tankovém pufru. Poté byl gel bud’
barven roztokem Blue BANDit a focen na piistroji Amersham Imager 600, nebo byl dale

zpracovavan metodou western blot.

4.2.4.3 Western blot

Po SDS PAGE elektroforéze byl gel vloZzen do roztoku Tris-Glycin-Metanol a inkubovéan
20 minut na kyvacce Rocker 25. Pro western blot byla vyuzivana polyvinylidenfluoridova
membrana. Pfed pouzitim byla ponofena na 5 sekund do metanolu, promyta vodou a poté
vloZena na 5 minut do roztoku Tris-Glycin-Metanol. V pfistroji Semi Dry Blotter byl sestaven
tzv. blotovaci sendvi¢ — filtracni papir, polyvinyledenfluoridovd membrana, gel po
elektroforéze, filtracni papir. Blotovani probihalo 1 hodinu za konstantniho proudu 40 mA.
Membréna byla nasledné pienesena do plastové krabic¢ky a blokovana 1 hodinu blokovacim
roztokem na kyvacce. Jako blokovaci roztok byl pouzit 5% roztok suSen¢ho mléka
s 0,1% Tween 20 v PBS. Membrana pak byla 2x promyta v promyvacim roztoku 0,1% Tween
20 v PBS. K membrané byla pfidana primarni protilatka fedénd v blokovacim roztoku
(koncentrace dle tabulky 10). Inkubace probihala bud’ hodinu pfi pokojové teploté, nebo pies

noc pii 4 °C. Membrana byla promyta 6x 5 minut promyvacim roztokem. Nésledovala hodinova
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inkubace v sekundarni protilatce (koncentrace dle tabulky 10) pii pokojové teploté na kyvacce.
Membréna byla promyta 6x 5 minut promyvacim roztokem. Pro kontrolu mnozstvi nanesené¢ho
vzorku byla pouzita protilatka proti tubulinu. Vysledky byly zobrazeny metodou
chemiluminiscence. K vyvolani byla pouzita souprava SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity Substrate. Vyhodnoceni probihalo na piistroji Amersham Imager 600.

Tabulka 10: Seznam protilatek pouzivanych k western blotu.

Nazev Znacka Isotyp Koncentrace Redéni
Anti-B2m krysi IgG2a 1 mg/ml 2000x

Goat anti-rat IgG HRP kozi 1gG2., 2 mg/ml 6000x
Anti-B-tubulin mysi IgG1 2 mg/ml 2000x
Sheep anti-mouse IgG Px ov¢i IgG 2 mg/ml 5000x

4.2.5 Charakterizace vybranych kloni v mySim modelu

Pro in vivo charakterizaci vybranych klonti nadorovych bunék TC-1 po inaktivaci B2m byly
vyuzivany syngenni my$i CS57BL/6NCrl. Mysi byly ustijeny v Ceském centru pro
fenogenomiku. Vsechny pokusy byly provadény v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb na
ochranu zvifat proti tyrani. Pokusy byly zahajovany, kdyZ byly mysi staré¢ 7-9 tydnt. V kazdé

skuping¢ se nachéazelo 5 mysi samiciho pohlavi.

4.2.5.1 Priprava nadorovych bunék na inokulaci

Po rozmraZeni byly buiiky 3x zpasdZovany a poté byly nasazeny na kultiva¢ni misky o priméru
15 cm v mnozstvi 2 x 10°. Po dvou dnech byly butiky ztrypsinizovany a zcentrifugovany
20 min, 400 g pii 4 °C v centrifuze Hettich Universal 320R. Supernatant byl vylit, pelet byl
resuspendovan v PBS a buniky byly spocitany, cely proces byl 3x opakovan. Nasledné byly

buiiky natedény na pozadovanou koncentraci.

4.2.5.2 Onkogenita vybranych kloni

Pted injikovanim nadorovych bunék byly mysi uspany pomoci 200 pul smési roztokit Rometar
(c =20 mg/ml) a Narkamon (c = 100 mg/ml) smichanych v poméru 4:5. Nadorové buiiky byly
inokulovany subkutanné do zad mezi lopatky. Onkogenita, tedy schopnost riistu nddorovych
bunék, byla u vybranych klonl posuzovana vzhledem k onkogenité ptivodnich bunék TC-1 a od
nich odvozeného klonu TC-1/A9 s reverzibilné snizenou expresi MHCI. MySim byla nejprve
inokulovana davka 3 x 10*nadorovych bun&k ve 150 ul PBS. U vybranych klonii se testovala

i rychlost riistu nadori pfi vysSich davkach nadorovych bunék — 1 x 10° a 3 x 10°.
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4.2.5.3 DNA imunizace pomoci genové pistole

Pii DNA imunizaci byly mySim podavany 3 davky plazmidu pBSC/PADRE.E7GGG
v mnozstvi 2 pg pomoci genové pistole. Jedna se o pBSC plazmid obsahujici fuzni gen
skladajici se z onkogenu HPV16 E7 se 3 bodovymi mutacemi snizujicimi jeho onkogennost
(Smabhel et al., 2001) a ze sekvence koédujici epitop vazajici se na Pan HLA-DR (PADRE)
(Alexander et al. 1994; obr. 7). Pfi vyrobé naboji do genové pistole dochazi k navazani
plazmidu na ¢astecky zlata. Ty jsou poté pfi aplikaci genovou pistoli do mysi uvolnény z nabojt
stlacenym héliem pod tlakem 400 psi. Naboje byly vyrabény v nasi laboratoii dle navodu
popsaném dr. Smahelem (Smahel, 2013). Aplikace DNA vakciny byla pii jednotlivych
imunizacich provadéna v horni, spodni nebo stfedni ¢asti bficha vzdy 2 vystiely po 1 ug DNA.

Pted aplikaci byla mys v dané ¢asti biicha oholena holicim bfitem s pouZzitim holici pény.

b)
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Obr. 7: Plazmidy pouzivané k imunizacnim pokusim. a) Kontrolni plazmid pBSC. b) Plazmid
pBSC/PADRE.E7GGG. CMV - promotor z cytomegaloviru. lacZ — laktézovy operon. f1 (+) origin — replika¢ni
pocatek pomocného faga f1. Amp-r gene — gen pro ampicilinovou rezistenci. ColE1 origin — replika¢ni pocatek

z E. coli.

4.2.5.4 Preventivni DNA imunizace

Byla testovana citlivost vybranych klont k preventivni DNA imunizaci. DNA vakcina byla
aplikovéna ve 3 davkéch po 2 pg vzdy po tydnu, 4. tyden byly inokulovany nadorové bunky
v davee 3 x 10°. Buiiky TC-1 slouzily jako kontrola. Mysi byly imunizovany bud’ kontrolnim
plazmidem pBSC, nebo plazmidem pBSC/PADRE.E7GGG.
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4.2.5.5 Priprava imunostimulacnich latek
Lyofilizovany ODN1826 byl rozpustén v PBS na koncentraci 5 mg/ml a skladovan v alikvotech
pti -20 °C.

Lyofilizovany a-galactosylceramid (GalCer) byl rozmichan v dimethylsulfoxidu na
koncentraci 1 mg/ml, inkubovan v termobloku CHB-202 pti 80 °C po dobu 20 minut a nasledné
byl sonikovan v sonikdtoru Power Sonic 603 45 min. Rozpustény GalCer byl skladovan

v silikonizovanych zkumavkéch v alikvotech pii -20 °C.

4.2.5.6 Kombinovana imunoterapie

Kombinovana imunoterapie zahrnovala kombinaci terapeutické DNA vakcinace a vakcinace
protilatkami ¢i jinymi imunostimula¢nimi (IS) latkami pro stimulaci jak adaptivni, tak
ptirozené imunity. Pro testovani kombinované imunoterapie byl na zaklad¢ predchozich pokust
vybran jeden klon, TC-1/C9/6. DNA vakcina (pBSC/PADRE.E7GGGQG) byla podavana vzdy 3.,
6. a 10. den po inokulaci nadorovych bunék. Jako kontrolni plazmid byl pouzivan plazmid
pBSC. Protilatky a dalsi IS latky byly podévany intraperitonedlné v mnozstvi, jez je uvedeno
v tabulce 11. Jako kontrola pro IS latky byl podavan PBS. Probéhlo n¢kolik pokusii, pfi nichz
se postupné ménily kombinace jednotlivych protilatek a IS latek. Injikovani protilatek a IS latek

probihalo dle riznych ockovacich schémat (viz Vysledky).

Tabulka 11: Protilatky a imunostimulaéni latky pouzité ke stimulaci imunitniho systému u my$iho modelu.

IS latky + protilatky Mnoistvi (1g/200 pl PBS)

aTim3 200
aPD-1 200
aPD-L1 200
aCD25 200
ODN1826 50
GalCer 2

4.2.5.7 Méreni velikosti nadoru

Vznik a velikost nddorti byly nejprve posuzovany pohmatem a nasledné¢ méfeny posuvnym
meéfitkem. Méfena byla délka, Sitka a vyska nddoru. Ze zacatku byl vznik a rist nadoru sledovan
3x tydné. Od doby, kdy vSechny nebo témét vSechny mysi vyvinuly nador, se velikost nddoru
m¢éftila 2x tydn€. Pokud velikost nddoru v jakémkoliv sméru presahla 2 cm, byla mys utracena.
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Vypocet objemu nadort byl proveden v programu Microsoft Excel dle vzorce:
délka x Sitka X vySka
6 X1

Grafické zpracovani vysledku a statistickd analyza metodou zvanou dvoufaktorovd ANOVA
a mnohondsobnym srovnavacim testem Sidak byla provedena v programu Prism. Hodnota byla

povazovana za signifikantni, pokud p < 0,05.

4.2.5.8 Metastaze

U 5 mysi byl sledovan vyskyt plicnich metastazi. Témto my$im byla aplikovéna davka 3 x 10°
nadorovych bunék. Jakmile velikost nddoru pifesahla v jakémkoliv sméru 2 cm, byly mysi
usmrceny cervikalni dislokaci a vypitvany. Zpod hrudniho koSe byly vyjmuty plice. Ty byly
uskladnény ve formalinu a posliny na histologickou analyzu do Ceského centra pro
fenogenomiku. Vyskyt plicnich metastaz byl posouzen pod mikroskopem BX43 u fezl

obarvenych hematoxylinem a eosinem.

4.2.5.9 Deplece imunitnich bunék a neutralizace IFNy

V depleénim pokusu byly mysim inokulovany bud’ butiky TC-1 v mnoZstvi 3 x 10% nebo buiiky
TC-1/C9/6 v mnozstvi 3 x 10°. Deple¢ni latky aCD4, aCDS8, oNKI.1 a carrageenan IV
(Ishizaka, Kuriyama and Tsujii, 1989) byly injikovany ve 200 pl o koncentraci viz tabulka 12
a to 2 dny pied inokulaci nddorovych bunék a nasledné€ vzdy po 4 a po 3 dnech az do ukonceni
pokusu. alFNy byl injikovan ve 200 pl o koncentraci viz tabulka 12 a to 2 dny pfed inokulaci
nadorovych bunék a poté 5., 12., 19., 26. den po inokulaci. Jako kontrolni latka byl pouzit PBS.

Tabulka 12: Latky pouzité k depleci imunitnich bunék.

Deplecni latky Mnoistvi (1g/200 pl PBS)
aCD4 100
aCD8 100
aNK1.1 100
alFNy 300
carrageenan IV 1000
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5 Vysledky

5.1 Inaktivace genu B2m pomoci systému CRISPR/Cas9

Pro navrzeni oligonukleotidi komplementarnich k sekvenci mysiho genu B2m byla z databaze
NCBI stazena sekvence B2m a dle ni byla v online softwaru http://crispr.mit.edu/navrzena dvé
cilova mista pro CRISPR/Cas9 o délce 20 bazi. K cilovym mistim byly nasyntetizovany
presahujici 3 konce a zaroven byly nasyntetizovany komplementarni oligonukleotidové
sekvence. U oligonukleotidii byl nejprve proveden annealing, a to B2m-a s B2m-b a B2m-c
s B2m-d. Spojené komplementarni oligonukleotidy B2m-A a B2m-C byly nasledné ligaci
vlozeny do plazmidu CRISPR Nuclease vector. K transformaci liga¢ni smési a namnozeni
plazmidd byly pouzity kompetentni buniky Escherichia coli XL-1 Blue. Pfed samotnou
transformaci byla urcena transformacni u¢innost kompetentnich E. coli XL-1 Blue, ktera se
rovnala 8,16 x 107 CFU/ug. JelikoZ po transformaci nevyrostly zadné kolonie, byla provedena
nova ligace s pouzitim soupravy Rapid DNA ligation kit. Z narostlych kolonii rezistentnich na
ampicilin bylo 10 kolonii s plazmidem pB2m-A a 10 kolonii s plazmidem pB2m-C
pfeockovano a namnozeno. Po namnoZeni plazmidi v buiikidch byla vyizolovana plazmidova

DNA a sekvenaci bylo ovéteno spravné vlozeni oligonukleotida (obr. 8)

a)

gaaacaccgtcacgccacccaccggagaagttttag

gaaacaccgEcacgccacccaccggaga ttttag

gaaacaccgtcacgccacccaccggaga ttttag
b)

gaaacaccgecgagcccaagaccgtetaggttttag

gaaacaccgocgagcoccaagaccgtctaggttttag

gaaacacc%cgagccca_agaccgtc taggttttag

gaaacaccgecgagcccaagaccgtectaggttttag

Obr. 8: Vysledky sekvenace plazmidi. Na prvnim fadku je zobrazena referencni sekvence plazmidu vytvoreného
v Clone Manageru. V ¢erveném ramecku jsou znazornény vkladané oligonukleotidy B2m-a a B2m-c. a) Sekvence

plazmidovych DNA pB2m-A. B) Sekvence plazmidovych DNA pB2m-C.

Na zakladé sekvenace plazmidové DNA mizeme fict, Ze doSlo ke spravnému vloZeni
oligonukleotidi do plazmidu CRISPR Nuclease vector za vzniku plazmidi pB2m-A

a pB2m-C, a to u vSech sekvenovanych vzorkda.
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5.2 Transfekce plazmidi pB2m-A a pB2m-C do TC-1 bunék

K vytvotfeni nadorové linie s inaktivovanym B2m byly plazmidy pB2m-A a pB2m-C pomoci
lipofectaminu transfekovany do bun¢k TC-1. Soucasti téchto plazmidi byl reportérovy gen pro
lidsky protein CD4, ptes ktery byly pomoci magnetickych kuli¢ek izolovany transfekované
CD4" bufiky. 120 bunék vyizolovanych po transfekci plazmidem pB2m-A a 120 buné&k po
transfekci pB2m-C bylo nasazeno na kultiva¢ni misky a zbytek bun¢k byl pouzit pro ovéreni

uspésnosti transfekce a izolace transfekovanych bunék prutokovou cytometrii (obr. 9).

250 W u
200 -
4 CDd+
o 150 = 89,3
2 ]
35 L ]
o I 1
(&)
100 =
w _' /_/\
0 P : a
v
ID] 102 1[!3 Il]'I H]5
O D4+ burky

[[] Netransfekované bunky TC-1

Obr. 9: Vysledek pritokové cytometrie znacici uspé$nost izolace transfekovanych CD4* bungk TC-1. Buiiky byly
barveny protilatkou Human CD4 R-PE conjugate.

Z grafu vyplyva, ze ve vyizolovanych buiikach bylo 89,3 % CD4" bunék.

Na kultivaénich miskach narostlo ptes 20 kolonii. Z kazdé¢ misky bylo vybrano 8 jednotlivé
rostoucich koloniii, které byly vyizolovany a nasazeny na desticku. Z kolonii narostlych na
desti¢ce bylo vybrano 10, které byly poté znovu piepasazovany a jednotlivé klony byly

nasledné pouzity pro analyzu pratokovou cytometrii.

52



5.3 U klona s modifikovanym B2m nedochazi ke Kkonstitutivni
expresi MHCI na povrchu bunék
Pratokovou cytometrii byla ovétena inaktivace genu pro B2m, ktera vedla k zabranéni produkce
funk¢niho proteinu B2m. JelikoZ B2m je spolu s a fetézcem soucasti komplexu MHCI, ktery
se dostava na povrch bunék, pouzili jsme k detekci inaktivace B2m méteni povrchové exprese
MHCI. Dle vysledku z prutokové cytometrie byly vybrany klony, které se pouzivaly k dalsimu
testovani. Celkové bylo otestovano 27 klonl ziskanych po transfekci plazmidem pB2m-A
a24 klon po transfekci plazmidem pB2m-C. U vétSiny testovanych klont dochazelo

k povrchové expresi MHCI srovnatelné s piivodnimi TC-1 buiikami.

Z testovanych klont byly pro dalsi analyzu vybrany 2 — TC-1/C9 a TC-1/C20 (obr. 10) —
ziskané po transfekci plazmidem pB2m-C. Pii gatovani byly ve dvou krocich odstranény
dublety (SSC-A xSSC-W a FSC-A x FSC-W) a poté byla vybrana populace TC-1
(SSC-A x FSC-A; obr. 11).

200 [7] TC-1 buiiky

B Klon TC-1/C9

[] Klon TC-1/C20

B tzotypovi kontrola buiky TC-1
Nebarvené bunky TC-1

Count

FITC-A
Obr. 10: Prutokova cytometrie detekujici povrchovou expresi MHCI u vybranych klontt TC-1/C9 a TC-1/C20
v porovnani s pivodnimi bunikami TC-1. Buiiky byly barveny protilatkou FITC anti-mouse MHC Class 1. Bunky
TC-1 slouzici jako izotypova kontrola byly barveny protilatkou FITC mouse IgG2b.

Jednotlivé hufiky b2 Jednotlivé bufiky gg;

SSC-A FSC-A 88C-A

x X X
SsC-w FSC-W FSC-A

Obr. 11: Gatovaci strategie pro selekei bun¢k TC-1 a jejich klontl pro dalsi analyzu.
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Jak je patrné z grafu, u klonu TC-1/C20 byly detekovany jak buiiky MHCI", tak MHCT", coz
znamena, ze pochazi bud’ z vice nez jedné bunky, nebo u néj doslo k inaktivaci 2. alely B2m az
po vyseti bunék na misku. Jelikoz pti opakované pritokové cytometrii byla i u klonu TC-1/C9
detekovana MHCI" populace, byly oba klony, TC-1/C9 a TC-1/C20, dale rozklonovany
a opétovné testovany prutokovou cytometrii. Na obr. 11 jsou zobrazeny histogramy ziskané
z prutokové cytometrie vybranych klonti TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11. Produkce MHCI byla
porovnana s originalnimi TC-1, které jsou MHCI", a s klonem TC1/A9 s reverzibilné snizenou

produkci MHCI. Zaroven byla porovnana produkce MHCI po indukci IFNy (obr. 12).

TC-1 TC-1/A9
a00 = e B ["] Bufiky bez indukce IFNy
ul 3 ] " _ _
300 _: 0 ] | Bunky po indukci IFNy
1 - | .
E ] ‘5 300 T ] 1zotypova kontrola
¢ © w= | Nebarvené buiiky TC-1
100 = oo = |
] 1 |
I:l u |l| T l:}rq—rrrrrrrrrlrrrrrrr I:l - I|II T II]TFW
10 10° 10’ 10 10°
FITC-& FITC-A
~ TC1/c9/6 TC-1/C20/11
400 = I ] |
] | 300 = ,
300 = | ] I
E 3 | E 200 = I
S 200 - | i ] |
100 = I 100 =3 I
- | | |
o -i'rq—rnﬁl| il mayl mall mitl me o Lpill pitl meiti mel ma
i’ 10 10° i’ 10 10°
FITC-& FITC-A

Obr. 12: Pritokova cytometrie — porovnani povrchové exprese MHCI u bunék TC-1, klonu TC-1/A9 s reverzibilné
snizenou expresi MHCI a vybranych klont s inaktivovanym genem B2m. Buiiky byly barveny protilatkou FITC
anti-mouse H-2K"/H-2DP. Buiiky slouZici jako izotypova kontrola byly barveny protilatkou FITC mouse IgG2a,x.
Indukce IFNy pii koncentraci 200 U/ml probihala po dobu 2 dni.

Z vysledki pratokové cytometrie vyplyva, Ze oba zvolené klony jsou MHCI negativni, ale po
indukci IFNy vykazuji slabou pozitivu na MHCI. Mysi C57BL/6 maji dva lokusy kodujici tézké
feté¢zce MHCI — K a D. Pro zjisténi, zda dochézi ke zvySené povrchové expresi MHCI pouze
u molekul zjednoho lokusu K nebo D, nebo obou, byla provedena priatokova cytometrie

s protilatkami specifickymi pro jednotlivé lokusy (obr. 13).
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TC-1 TC-1/A9

400 <7 |:| Lokus D
[l Lokus D po indukci IFNy
= = Lokus K
g 8 B Lokus K po indukci IFNy
Nebarvené bunky TC-1
FITC-A FITC-A
TC-1/C9/6 TC-1/C20/11
500 3 400 =
400 = ]
1 00 -
g ww= e
=] il 3 P
3 200 = S 200 ] fw'"ll
100 _: 100 =
0o 0
! 10° 10! 10 1°
FITC-A FITC-A

Obr. 13: Prutokova cytometrie porovnavajici povrchovou expresi MHCI lokusti K a D u ptivodnich bunék TC-1,
klonu TC-1/A9 s reverzibilné snizenou expresi MHCI a vybranych klont s inaktivovanym genem B2m. Bunky
byly barveny protilatkami FITC MHC Class I H-2K" a FITC MHC Class I H-2D°. Indukce IFNy pfi koncentraci
200 U/ml probihala po dobu 2 dni.

Z prutokové cytometrie detekujici povrchovou expresi MHCI z jednotlivych lokusii vyplyva,
ze u klonu TC-1/C9/6 dochézi ke slabé indukci molekul z obou lokusli, nicmén& molekuly
z lokusu D se po ptisobeni IFNy dostavaji na povrch buiky ve vétsi mite. U klonu TC-1/C20/11

dochazi k silnéjsi indukci molekul z obou lokusti.
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5.4 Klony s modifikovanym B2m jsou negativni na povrchovou
expresi B2m

Jelikoz byl inaktivovan gen B2m a vSechny testované klony byly po indukci IFNy slabé

pozitivni na MHCI, byla priitokovou cytometrii otestovana povrchova exprese samotného B2m

(obr. 14).

TC-1 TC-1/A9
400 'E i o '; | I Bufiky bez indukce IFNy
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Obr. 14: Pritokova cytometrie — porovnani povrchové exprese B2m u bunék TC-1, klonu TC-1/A9 s reverzibilné
snizenou expresi MHCI a vybranych klont s inaktivovanym genem B2m. Bunky byly barveny primarni protilatkou
B2-Microglobulin a sekundarni protilatkou FITC goat anti-mouse Ig. Buriky slouzici jako izotypova kontrola byly

barveny sekundarni protilatkou FITC goat anti-mouse Ig. Indukce IFNy pii koncentraci 200 U/ml probihala po
dobu 2 dni.

Pratokovou cytometrii detekujici povrchovou expresi B2m bylo dokazano, ze u klonu

TC-1/C9/6 nedochézi k produkci funkéniho B2m, a to ani po indukci IFNy.
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5.5 Povrchova exprese CD1d nebyla ovlivnéna inaktivaci B2m
Jelikoz B2m mitize tvofit komplexy nejen s a fetézci MHCI, ale 1 s neklasickymi MHCI
molekulami CDI1d, byla provedena priitokova cytometrie pro detekci CD1d na povrchu
puvodnich bunék TC-1, u bunék TC-1/A9 sreverzibilné¢ snizenou expresi MHCI
a u vytvorenych klontt TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 (obr. 15).

TC-1 TC-1/A9
1 goo = | || Buiky bez indukce IFNy
G600 = 1 f
1A 1A Buriky po indukci IFNy
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“ ] © 1 | Nebarvené bufiky TC-1
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Obr. 15: Pratokova cytometrie porovnavajici povrchovou expresi CD1d u originalnich bun¢k TC-1, klonu
TC-1/A9 s reverzibilné snizenou expresi MHC I a vybranych klonti s inaktivovanym genem B2m. Bunky byly
barveny protilatkou PE Rat Anti-Mouse CD1d. Buiky TC-1 slouzici jako izotypova kontrola byly barveny
protilatkou PE anti-mouse IgG2a. Indukce IFNy pfi koncentraci 200 U/ml probihala po dobu 2 dni.

Dle histogramt z pritokové cytometrie lze usuzovat na to, Ze inaktivace B2m nezabranuje

vycestovani CD1d na povrch bungk.
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5.6 U vybranych kloni TC-1/C9 a TC-1/C20 nedochazi k produkci
B2m.

Zaroven s prutokovou cytometrii byla produkce B2m u vybranych klonit TC-1/C9/6
a TC-1/C20/11 testovana i pomoci WB (obr 16).

Obr. 16: Western blot porovnavajici produkci B2m u originalnich bun€k TC-1, klonu TC-1/A9 s reverzibilné

Tubulin

snizenou expresi MHC I a vybranych klonti s inaktivovanym genem B2m. Bunky byly nasazeny dva dny pfedem,
kazdy klon byl inkubovan i s 200 U/ml IFNy. Poté byly vytvofeny lyzaty s vyuzitim modifikovaného Laemmliho
lyza¢niho pufru. Vzorky byly analyzovany na 12% gelu SDS PAGE a pteblotovany na polyvinylidenfluoridovou
membranu, ktera byla barvena protilatkou proti B2m a protilatkou proti tubulinu. Velikost B2m je 12 kD. Tubulin
(55 kD) byl pouzit jako kontrola naneseného mnozstvi vzorku. Jako marker byl pouzit Prestained Protein Ladder

PageRuler.

Na vysledku z WB Ize vidét, ze u bun¢k TC-1 dochazi k produkci B2m, u klonu TC-1/A9
s reverzibilné sniZzenou expresi dochazi k nizké tvorbé B2m, ktera je zvySena po indukci IFNy
au vybranych kloni TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 k produkci B2m nedochazi, a to ani po indukci
IFNy.
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5.7 Inaktivace vSech alel B2m byla ovérena sekvenaci

Jelikoz ze zac4atku nebyla k dispozici protilatka detekujici expresi B2m a nedafilo se nim ziskat
bunécéné klony s uplnou inaktivaci povrchové exprese MHCI, uvazovali jsme o tom, Ze doSlo
k inaktivaci pouze jedné alely genu B2m. Byla proto provedena sekvenace jednotlivych alel
genu B2m. K tomu byla izolovana genomova DNA z vybranych klond po inaktivaci B2m.
Pomoci PCR byl namnozen zvoleny Usek o délce 354 nukleotidli obsahujici cilovou oblast
CRISPR/Cas9. PCR smés byla separovana na gelové elektroforéze a fragment o spravné
velikosti byl vyizolovan. Tento fragment DNA byl nasledné vlozen do vektoru pMiniT
(obr. 17), a to do klonovaci oblasti plazmidu s toxickym minigenem, ktery se vlozenim
fragmentu B2m inaktivoval, a tak umoZnil pfeZiti a proliferaci kompetentnich bun¢k

natransformovanych plazmidem.

BigZl 100
Afel 144

Ndel 208
Nrul 226

BsaXl 2541

Constitutive -

Promoter

Sapl 2526

a) Peil - Afllll 2409

Drdl 2307
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Toxic Minigene
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BseYl 2105
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lEcoRI IEE-rr'lrI
forward primer CRISPR/Cas9 reverse primer

Obr. 17: a) Plazmid pMiniT 2.0 s vyznacenymi §tépnymi misty a klonovaci oblasti. b) Namnozeny tisek genomové
DNA vybranych klonti obsahujici cilovou oblast CRISPR/Cas9 s vyznacenymi §tépnymi misty, ktery byl vkladan

do plazmidu.
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Pro ovéieni spravnosti vlozeni amplifikované oblasti B2m do plazmidu pMiniT byla z bakterii
vyizolovéana plazmidova DNA, ktera byla nasledné¢ nastépena restrikéni endonukleazou EcoRI.
V plazmidu pMiniT se na okrajich inzertu nachéazela 2 §t€pna mista pro EcoRI a ve vkladaném
useku se nachazelo 1 stépné misto pro EcoRI. Po nastépeni tedy vznikly 3 fragmenty DNA,
které by v pripadé nezméneéné genetické informace mely mit délku 119 part bazi, 235 part bazi
a 2538 partu bazi. Po pasobeni CRISPR/Cas9 a zaneseni mutaci do genu B2m se velikosti
fragmentl lehce liSi. Spravnost vloZeni byla testovana u bakteridlnich klonti odvozenych ze
4 bunécénych klont — TC-1/C9/1, TC-1/C9/6, TC-1/C9/15 a TC-1/C20/11. Velikost fragmentt
byla detekovana pomoci gelové elektroforézy (obr. 18), analyzovano bylo celkem 32 vzork.

Vzorky, u kterych doslo k o¢ekavanému §té€peni, jsou oznaceny hvézdickou.
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Obr. 18: Gelova elektroforéza znazoriujici fragmenty DNA vzniklé po nastépeni plazmidu pMiniT restrikéni

endonukleazou EcoRI. Jako marker byl pouzit Gene Ruler Low Range DNA Ladder.
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Dle elektroforézy byly vybrany klony urcené k sekvenaci (obr. 19). U vSech sekvenovanych
klont byly nalezeny mutace v cilovém mist¢ CRISPR/Cas9. Jednalo se piedevsim o delece,

v jednom piipad¢ byla prokdzana inzerce a v jednom substituce.

TC-1/C9/6
151 ctgcagagttaagcatgccagtatggoccgagcccaagaccgtctackggyg
11é ctgcagagttaagcatgcocagtatgg-———————=———————- ctackggg

ll% ctgcagagttaagcatgccagtatggccgagocccaagaccg—-—-tackggg
11% ctgcagagttaagcatgccagtatggccgagcocccaagaccg——-tackggg
118 ctgcagagttaagcatgccagtatggqocgagocccaagaccg—--tackggg
117 ctgcagagttaagcatgccagtatggccocgagccoccaagaccg——-tackggg

TC-1/C20/11

151 ctgcagagttaagcatgcoccagtatggocgagoccaagaccgret—ackggg
118 ctgcagagttaagcatgccagtatggoogagoccaagacogtcttacEkggg
117 ctgcagagttaagcgtgcocagtatggoogagoccaagacc———==== —=gg
118 ctgcagagttaagcatgccagtatggoogagoccaagaccgte-—-gcEggg
135 ctgcagagttaagcatgccagtatggoccgagcc—————————————— ————

Obr. 19: Sekvenace jednotlivych alel genu B2m. Mutované sekvence jsou vzdy porovnany s referencni sekvenci

originalniho fragmentu B2m na 1. fadku. Cervené je vyznaceno cilové misto CRISPR/Cas9.

Sekvenaci jednotlivych alel bylo ovéteno, ze doslo ke vzniku mutaci ve vSech alelach genu.
Vsechny nalezené mutace vedly ke zméné ¢teciho rdmce a vzniku pred¢asného STOP kodonu,

¢imz byla zablokovana translace, a tedy produkce kompletniho proteinu B2m.
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5.8 Bunécna linie TC-1/C9/6 s inaktivovanym B2m proliferuje

pomaleji in vitro

Pti provadéni predchozich pokust bylo zpozorovano, ze buiikky bez B2m proliferuji pomaleji
nez ptvodni TC-1 a klon TC-1/A9. Pro ovéieni byl proveden proliferacni pokus, ve kterém byla
srovnana rychlost ristu téchto 3 bunécnych linii (obr. 20) a byl spocitan jejich ¢as zdvojeni
(tabulka 11).

1.5*107'_._ TC-1
TC-1 + IFNy
—4— TC-1/A9

TC-1/A9 + IFNy
—— TC-1/C9/6
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Obr. 20: Proliferacni kiivka. Bunétné linie TC-1, TC-1/A9 a TC-1/C9/6 byly nasazeny na kultivaéni misky
o priméru 10 cm v mnoZstvi 5 x 10° bunék a nasledn& byly butiky spo&itany po 24, 48 a 72 hodinach. Indukce
200 U/ml IFNy probihala po dobu 2 dni. Graf zobrazuje vysledek 3 nezavislych experimentt. Statisticka
signifikance (**P < 0,01, ****P < 0,0001) rychlosti proliferace buné¢k TC-1/C9/6 v porovnani s buitkami TC-1
a TC-1/A9. Na grafu jsou vyznaceny stiedni chyby priméru (SEM).

Tabulka 11: Cas zdvojeni bun&énych linii TC-1, TC-1/A9 a TC-1/C9/6. Cas je uveden v hodinach.

TC-1 TC-1+IFNy TC-1/A9 TC-1/A9+I1FNy TC-1/C9/6 TC-1/C9/6 + IFNy
18,5 19,2 16,2 16,2 27,9 27,8

Po inaktivaci B2m rostla bunéc¢na linie TC-1/C9/6 signifikantn€ pomaleji neZ ptivodni bunky
TC-1 a buitky TC-1/A9. Cas zdvojeni se prodlouZil v porovnani s buitkami TC-1 z ptivodnich
18,5 hodin na 27,9 hodin. Indukce IFNy signifikantn¢ neovlivnila rychlost proliferace u Zadné

z linii, nicméné u bun¢k TC-1 doslo k prodlouzeni doby zdvojeni z 18,5 hna 19,2 h.
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5.9 Inaktivace B2m snizila rychlost rustu nadoru
Pro zjisténi onkogenity vybranych kloni s inaktivovanym B2m (obr. 21) byly nadorové bunky

inokulovéany do syngennich mysi C57BL/6NCrl.
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Obr. 21: Rust nadorti vyvolanych klony TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11. Buiky byly inokulovany subkutanné (s.c.)
v mnozstvi 3 x 10%. Jako kontroly slouzily ptivodni buiiky TC-1 a butiky TC-1/A9. Na grafu jsou vyznadeny stiedni
chyby priméru (SEM).

Vznik nador vyvolany klonem TC-1/C9/6 byl o n€kolik dni opozdén ve srovnani s nadory
tvofenymi pivodnimi buiikami TC-1 a od nich odvozeného klonu TC-1/A9, nicméné po vzniku
nadort byl jejich riist podobny. U mysi s inokulovanymi buitkami klonu TC-1/C20/11 se naddor

vytvofil pouze u jedné mysi.
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5.10 Riist nadord vyvolany buikami TC-1/C9/6 je rychlejsi po
inokulaci vét§Siho mnozstvi bunék
Jelikoz buiiky s inaktivovanym B2m tvofily nadory pozdéji nez piivodni buitky TC-1, byl

testovan rist nadorti pii podani nadorovych bunék ve vyssim mnozstvi (obr. 22).
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Obr. 22: Onkogenita nadorovych bunék pfi riznych koncentracich. Linie TC-1/C9/6 byla inokulovana s.c.
v mnozstvi 3 x 104, 1 x 103 a 3 x 10° bunék. Na grafu jsou vyznadeny stiedni chyby priméru (SEM).

Pti inokulaci nddorovych bun¢k ve vétsim mnozstvi doslo k rychlej§imu rlistu nadord, pficemz
ke vzniku nddort doslo u vSech mysi. Pro dalsi pokusy byla k vyvolani ristu nddort zvolena

davka 3 x 10° nadorovych bungk.
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5.11 Klony TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 nejsou citlivé k DNA
imunizaci

U klonti TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 byla testovana jejich citlivost k DNA imunizaci v porovnani

scistlivosti bunék TC-1 (obr. 23). KDNA imunizaci byl pouzit plazmid

pBSC/PADRE.E7GGG. Tato vakcina vyvolava specifickou imunitni odpovéd proti

onkoproteinu E7.
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Obr. 23: Citlivost k imunizaci u bunék TC-1 a u vybranych klond TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11. Mysi byly
imunizovany 3x vzdy 2 pg DNA — bud’ plazmidem pBSC/PADRE.E7GGG, nebo kontrolnim plazmidem pBSC.
Poté byly inokulovéany s.c. nidorové buiiky TC-1 v mnozstvi 3 x 10* nebo buiiky TC-1 C9/6 a TC-1/C20/11

v mnozstvi 3 x 10°. Na grafu jsou vyznaceny stiedni chyby priméru (SEM).
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Z grafl vyplyva, ze klony TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 nejsou citlivé k DNA imunizaci, narozdil
od bun¢k TC-1, po jejichz inokulaci nevznikl nddor u zadné mysi. Pfi vyssi davce nddorovych
buné&k vyrostly i nadory indukované buitkami TC-1/C20/11, a¢ pii davce 3 x 10* nddorovych

bunék vyrostl nador pouze u jedné mysi (viz 5.9).

5.12 Hlavni roli v protinadorové imunité hraji u nadoru
vyvolanych buiikami TC-1/C9/6 NK1.1" buriky

Pro zjisténi, které buiky zprostiedkovavaji u nadorti zptisobenych bunécnou linii TC-1/C9/6

protinadorovou odpovéd’, byly bun&tné populace CD4" T lymfocytd, CD8" T lymfocyth

a NK1.1" bungk depletovany protilatkami. Zaroven byl protilatkou neutralizovan cytokin IFNy.

Populace makrofagli byla depletovana sulfatovanym mukopolysacharidem carrageenan IV

(obr. 24).
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Obr. 24: Deplece populaci imunitnich bunék a neutralizace IFNy in vivo. CD4" T lymfocyty, CD8" T lymfocyty
aNKI1.1" bunky byly depletovany protilaitkami a makrofagy byly depletovany carrageenem. IFNy byl
neutralizovan protilatkou. aCD4 (100 pg), aCD8 (100 pg), aNK1.1 (100 ug) a carrageenan (1 mg) byly
injikovany dva dny pfed inokulaci nadorovych bunék a nasledné vzdy 2x tydné az do ukonceni pokusu. alFNy
(300 pg) byla injikovana dva dny pted inokulaci nadorovych bunék a poté 4x vzdy po tydnu. Pro tento pokus byly
mys§im inokulovény butiky TC-1 v mnozstvi 3 x 10* a bufiky TC-1/C9/6 v mnozstvi 3 x 103, Statisticka
signifikance udava porovnani (*P < 0,05, ****P < (0,0001) prumérné velikosti nadord po depleci imunitnich

populaci se skupinou bez deplece. Na grafu jsou vyznaceny stfedni chyby priméru (SEM).

V imunité proti nadorim vyvolanych bufikami TC-1/C9/6 hraji hlavni ulohu NK1.1" buiiky,
pii¢emz dulezitou roli hraje IFNy. CD8" a CD4" T lymfocyty nehraji pii ochrané pied nadory
roli. U bun&k TC-1 jsou hlavnimi efektorovymi bufikami CD8" T lymfocyty a NK1.1" buiky.
Diilezitou roli hraje téz produkce cytokinu IFNy. Makrofagy podporuji riist nadorti vyvolanych
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butkami TC-1, u nadort vyvolanych buitkami TC-1/C9/6 vSak jejich deplece neovlivnila rist

nadorq.

5.13 Nadory pochazejici z bunék s inaktivovanym B2m netvori
metastaze v plicich

Buiiky TC-1 aplikované subkutanné netvoii metastaze. Nicméné inaktivace MHCI mtize

ovlivnit metastatickou aktivitu nadorovych bunék. Proto byly plice mysi s inokulovanymi

buikami TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 vyjmuty a prohlédnuty, zda se v nich nevytvofily

makrometastazy viditelné okem. Jelikoz makrometastaizy nebyly nalezeny, byly plice

analyzovany v histologické laboratofi. Na mikroskopickych snimcich (obr. 25) nebyly nalezeny

mikrometastaze.
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TC-1/C9/6

Wi
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| TC-1/dGal9
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Obr. 25: Rezy plic. a) Mysim byly inokulovany nadorové buiiky TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 v mnozstvi 3 x 10°.
Poté, co velikost nadorl presahla v jakémkoliv sméru 2 cm, byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci a byly z nich
vyjmuty plice. Barveni hematoxylinem a eosinem. ZvétSeni 40x. b) Pro srovnani — plicni metastaze vytvorené
bunikami TC-1 s inaktivovanym galektinem 9. Zvétseni 100x.
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5.14 Teraupeutické pokusy

Po vytvoreni a charakterizaci klonl s inaktivovanym B2m byly provedeny imunoterapeutické
pokusy. Dle pfedchozich vysledka byl pro tyto pokusy zvolen klon TC-1/C9/6. Nejprve se
testoval ucinek DNA vakcinace v kombinaci s IS latkami ODN1826 a GalCer a protilatkami
aTim-3, aPD-L1 a aPD-1 (obr. 26).

Den |0 3 6 10 13 17
Inokulace DMA DMA DMA Injfkace |r‘|j'i|-{ace
nadorovych imunizace imunizace imunizace 15 latek IS latek
bunsk a protilatek a protilatek
Injikace
IS latek
a protilatek
25007 o= ,BSC + PBS 25007 e~ pBSC + PBS
-8 PADRE.E7GGG + PBS -8~ PADRE.E7GGG + PBS
+ ODN1826 |+ +aTim-3
2000 * GalCer 2000 + aPD-L1
+ aPD-1

1500 1500

1000 - 1000

R, . . . 3
Primeérna velikost nadord [mm?7]
Primérna velikost nadoru [mms]

500 500 -

d
P WY = _r“..‘
1 01— — 1 L A T 1

60 0 20 40 60
Dny po inokulaci bunék Dny po inokulaci bunék

Obr. 26: Imunoterapie nddorii. Mysim byly inokulovany s.c. nddorové bufiky v mnozstvi 3 x 10°, poté byly mysi
3x imunizovany 2 pg plazmidu pBSC/PADRE.E7GGG a nésledné jim byly 3% intraperitonedln€ (i. p.) podany
adjuvancia. K injikaci byly pouzity IS latky ODN1826 (50 pg) a GalCer (2 pg) a blokacni protilatky aTim3 (200
pg), oPD-1 (200 pg) a aPD-L1 (200 pg). Jako kontrolni plazmid byl pouzit pBSC a jako kontrola pro protilatky
a IS latky byl pouzit PBS. Statistickd signifikance udava porovnani (*P < 0,05) pramérné velikosti nadori se

skupinou imunizovanou pBSC/PADRE.E7GGG + PBS. Na grafu jsou vyznaceny stiedni chyby praméru (SEM).

Adjuvantni efekt se projevil u skupiny, kterd byla ockovana ODN1826. Velikost nadort 48. den
po inokulaci nadorovych bun¢k byla signifikantné niz8i v porovnani se skupinou, kterd byla
pouze imunizovana DNA vakcinaci. Podobné to bylo u skupiny o€kované protilatkou aTim-3,

u které byla zaznamenana signifikantné mensi velikost nadora 52. den po inokulaci nadorovych
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bun¢k. U skupin mysi, které¢ byly ockovany oPD-1 nebo oPD-L1 nebylo zaznamenéno
zmenSeni velikosti nadorti v porovnani se skupinou, ktera byla pouze imunizovana DNA

vakcinou, a proto s témito protilatkami nebyly provedeny dalsi pokusy.

V nasledném pokusu byl vyzkousen terapeuticky efekt kombinace vice IS latek ¢i kombinace

IS latek a protilatky proti Tim-3 (obr. 27).
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Obr. 27: Kombinovana imunoterapie nadord s vyuZzitim DNA vakcinace v kombinaci s protilatkou a/nebo IS
latkami. Nadorové buitky TC-1/C9/6 byly inokulovéany s.c. v mnozstvi 3 x 10°, poté byly mysi 3x imunizovény
2 ng plazmidu pPBSC/PADRE.E7GGG a nasledné jim byly 3x i.p. podany adjuvancia. K injikaci byla pouzita
blokaéni protilatka aTim3 (200 pg) a IS latky ODN1826 (50 pg) a GalCer (2 pg). Jako kontrolni plazmid byl
pouzit pBSC a pro kontrolu protilatky a IS latek byl pouzit PBS. Statisticka signifikance udava porovnani
(*P<0,05, **P < 0,01, **P < 0,001) pramérné velikosti nadorti se skupinou imunizovanou

pBSC/PADRE.E7GGG + PBS. Na grafu jsou vyznaceny stfedni chyby priméru (SEM).
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Z4dna z IS latek ani aTim-3 v kombinaci se samotnou DNA vakcinaci neprokazaly statisticky
vyznamny adjuvantni efekt. Kombinace DNA vakciny s ODN1826 a GalCer adjuvantni efekt
jednotlivych latek nezvysila. Jako nejlepSi kombinace se jevila kombinace ODNI1826
a aTim-3, kterd v signifikantni mife podpofila protinddorovy ucinek vakciny v porovnani
s terapii zahrnujici samotnou DNA imunizaci. Uginek se projevil i u kombinace DNA vakciny
s GalCer a aTim-3. Kombinace vakciny se vSemi tfemi adjuvantnimi latkami sice méla za
nasledek mirné snizeni velikosti nador v porovnani s poddnim samotného plazmidu s fuznim
genem PADRE.E7GGG, ale ucinek této terapie uz dale nezvysoval efekt kombinaci DNA

vakcinace se dvéma adjuvantnimi latkami.

V nasledném pokusu bylo testovano, zda je adjuvantni efekt vyse zminénych latek disledkem
kombinace s DNA vakcinaci, ¢i zda se projevi 1 bez ni. Pro zvySeni u€innosti byla prodlouzena
terapie na 5 injekci téchto latek. Zaroven byl testovan i adjuvantni u€inek dalsi latky — deplecni

protilatky aCD25 (obr. 28).
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Obr. 28: Testovani vlivu DNA imunizace na protinadorovou lécbu v kombinaci s protilatkami ¢i IS latkami.

Nadorové buiiky TC-1/C9/6 byly inokulovany s.c. v mnozstvi 3 x 10°. Poté byla polovina mys$i 3x imunizovana 2
pg plazmidu pPBSC/PADRE.E7GGG, druhé poloviné byl aplikovan kontrolni plazmid pBSC. a) DNA imunizace
v kombinaci s ODN1826. b) DNA imunizace v kombinaci s GalCer. ¢) DNA imunizace v kombinaci s aTim-3. d)

DNA imunizace v kombinaci s aCD25. e¢) DNA imunizace v kombinaci s ODN1826 a oTim-3. Statisticka

signifikance udava porovnani (*P < 0,05, ***P < 0,001) primérmé velikosti naddorti pii srovnani skupin

imunizovanych DNA vakcinou se skupinami imunizovanymi DNA vakcinou a ptfidanou protilatkou/IS latkou

a skupin neimunizovanych DNA vakcinou se skupinami neimunizovanymi DNA vakcinou s pfidanou

protilatkou/IS latkou. Na grafu jsou vyznaceny stiedni chyby praméru (SEM).
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Znovu se potvrdil adjuvantni efekt ODN1826, at’ uz v ptipad¢ jeho samostatného podani s DNA
vakcinou (obr. a) ¢i v kombinaci s aTim-3 (obr. e). Protinadorovy u¢inek kombinace ODN1826
a oTim-3 se projevil i bez DNA imunizace (obr e). Deplece Treg neméla prokazatelny

terapeuticky efekt (obr d).
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6 Diskuze

Nédorova onemocnéni jsou celosvétové jednou z hlavnich pfi¢in umrti. Pfispiva k tomu
1 skuteCnost, Zze nadorové buiiky jsou schopny vyhnout se imunitni odpovédi. Jednim z hlavnich
zpusobti, jak se nadorové bunky vyhybaji imunitni odpovédi, je snizeni povrchové exprese

molekul MHCI.

Tato diplomova prace se zabyva vytvofenim a charakterizaci nového klinicky relevantniho
modelu néadortt s ireverzibilné sniZenou povrchovou expresi MHCI, c¢ehoz bylo
dosaZeno inaktivaci B2m. Pro tuto inaktivaci byl vyuzit syst¢ém CRISPR/Cas9. K ovéteni, Ze
opravdu doslo inaktivaci genu B2m, byly vyuzity metody pratokové cytometrie, WB
a sekvenace Sangerovou metodou. /n vitro byla charakterizovana doba zdvojeni bunéc¢né linie
s inaktivovanym B2m a in vivo byla stanovena onkogenita, odpovidavost na DNA imunizaci
a schopnost tvofit plicni metastazy. Pomoci deple¢niho pokusu byly ur€eny bunky ucastnici se
imunity vedené proti nddorim zpusobenym builkami s inaktivovanym B2m. Nakonec bylo

provedeno nékolik imunoterapeutickych pokusti s vytvofenou bunécénou lini.

6.1 Vytvoreni kloni TC-1 bunék s inaktivovanym B2m a ovéreni
jeho inaktivace
Pomoci syst¢tmu CRISPR/Cas9 byly do genu B2m bun&tné linie TC-1 zaneseny mutace.
Predpokladalo se, Ze tyto mutace povedou k inaktivaci proteinu B2m, ¢imZ dojde k zamezeni
povrchové exprese MHCI. Ackoliv analyza povrchové exprese MHCI provedend priitokovou
cytometrii odhalila u vétSiny klont prakticky nezménénou expresi MHCI, podafilo se vybrat
2 populace bunénych kloni, TC-1/C9 a TC-1/C20, které obsahovaly jak buiiky MHCI", tak
buitky MHCT'. Tyto linie bud’ vznikly z vice neZ jedné buiiky, nebo doslo k inaktivaci druhé
alely B2m az po vyseti buné€k vyizolovanych po transfekci na kultiva¢ni misky. Po opétovném
rozklonovani téchto linii byly vybrany dva klony, TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11, u nichz bylo
prokézéno, Ze na jejich povrchu nedochazi ke konstitutivni expresi MHCI. Nicméné po indukci
IFNy, ktery skrze Jak/STAT dréhu zvySuje expresi genit pro MHCI a B2m (Darnell, Kerr and
Stark, 1994), doslo k ¢astecné povrchové expresi MHCI. Moznym vysvétlenim je skutecnost,
ze po indukci IFNy doslo ke zvySeni genové exprese o fetézce MHCI, ktery se ndsledné dostaval
povrchu bunék (Bix and Raulet, 1992). Tyto komplexy MHCI bez B2m jsou schopny vazat
peptidy s vyuzitim jinych kotvicich aminokyselin, pfi¢emz CD8" T lymfocyty jsou schopny

rozpoznavat takto prezentované epitopy (Schell et al., 2002).
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ProtoZe bylo popséano, Ze na povrch mysich bun¢k neprodukujicich protein B2m se dostavaji
zejména molekuly pochazejici z lokusu D (Bix and Raulet, 1992), bylo také testovano, zda se
1181 povrchova exprese molekul MHCI po indukei IFNy dle toho, z jakého lokusu pochazeji.
Pro ovéfeni této moznosti byla provedena prutokova cytometrie detekujici molekuly
z jednotlivych lokust K a D. U klonu TC-1/C9/6 doslo po indukci IFNy ke zvySené povrchové
expresi molekul MHCI z obou lokusti, nicméné molekuly z lokusu D se dostavaly na povrch ve

L4

veétsi mite. U klonu TC-1/C20/11 vsak doslo k silngjsi indukci molekul z obou lokusii.

Jelikoz nejprve nebyla k dispozici protilatka proti B2m a nedafilo se nam ziskat bunécné klony
s uplnou inaktivaci povrchové exprese MHCI, byla testovana moznost, ze doslo k inaktivaci
pouze jedné zalel B2m. Abychom tuto moznost ov¢tili, byla provedena sekvenace useku
genomové DNA vybranych kloni obsahujici cilové misto pro CRISPR/Cas9. Sekvenaci
Sangerovou metodou bylo prokazano, Ze doslo ke vzniku mutaci u vSech testovanych vzorki
a tedy k inaktivaci vSech alel B2m. Nejcastéji byly detekovany delece, v jednom ptipadé byla
nalezena inzerce a substituce, coz odpovida tomu, ze pii ptisobeni CRISPR/Cas9 dochazi po
preruSeni vldken a nehomolognim spojeni koncii k deleénim a inzer¢nim mutacim (Komor,
Badran and Liu, 2017). VSechny nalezené mutace vedly ke vzniku pfed¢asnych STOP kodont,
coz znamena, ze by mélo dochazet ke tvorb€ zkracené formy B2m. Ta je vSak pravdépodobné
nefunkéni a nedostavd se na povrch builkky, coz bylo potvrzeno pritokovou cytometrii
detekujici povrchovou expresi B2m. Pfi tvorbé zkracené formy by B2m mél byt detekovan
pomoci WB, coZ se vSak nepotvrdilo. To mize byt zpiisobeni tim, Ze monoklonalni protilatka

proti B2m nedetekuje zkracené formy B2m nebo jsou tyto formy nestabilni.

Jelikoz B2m se miize vazat kromé a fetézce 1 s molekulou CD1d patfici k neklasickym MHC
molekulam, bylo testovano, zda inaktivace B2m ovlivni povrchovou expresi CD1d. Tato
hypotéza nebyla potvrzena. CD1d se tedy dostava na povrch bunék i bez B2m a jeho inaktivace
ji neovlivni. CD1d miZe byt exprimovan bez B2m, coz vSak vede ke zménam v citlivosti ke

glykozylazam (Kim et al., 1999).

6.2 Zmény v proliferaci bunék in vitro

Pti provadéni pokust ovétujicich inaktivaci B2m bylo zpozorovano, Ze buiiky s inaktivovanym
B2m rostou pomaleji nez ptivodni buitky TC-1. Byl proto proveden proliferacni test a z n&j pak
byla spocitana doba zdvojeni. Doba zdvojeni se prodlouzila z 18,5 hodiny na 27,9 hodiny.
Pozorovani zpomaleni proliferace bunék po inaktivaci B2m je v souladu s vyzkumem Sun et al

(2016), naopak zvySend exprese B2m je spojena s vyssi proliferaci bunék (Nomura et al., 2006).
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Indukce IFNy neméla u bun¢k TC-1/C9/6 a TC-1/A9 vliv na dobu zdvojeni. U bun¢k TC-1
dobu zdvojeni prodlouzila z 18,5 h na 19,2 h. Plasobeni IFNy je vétSinou spojovano
s antiproliferacnimi U¢inky (Platanias et al., 1999; Stavropoulos et al., 1999), nicmén¢ bylo
prokdzéano, ze IFNy muZze nadorovou proliferaci naopak podporovat a to v zavislosti na
mnozstvi IFNy. Dle prizkumu He et al. (2005) na mySich vede dlouhodobé vystaveni
vysokému mnozstvi IFNy k inhibici ristu nadort a naopak dlouhodobé vystaveni malému
mnozstvi IFNy k jeho podpote. Kratkodobé ptisobeni IFNy v jakékoliv davce nemélo na rist
nadorovych bunék vliv. Je tedy mozné, Ze efekt IFNy se v naSem pokusu neprojevil, protoze

jeho plisobeni bylo pfili§ kratké, ptipadné by bylo tieba pouzitou davku dale optimalizovat.

6.3 Charakteristika kloni s inaktivovanym B2m in vivo

6.3.1 Onkogenita

Nejprve bylo zkoumdno, zda vybrané klony TC-1/C9/6 a TC-1/C20/11 tvoii nadory
v syngennich mysich. TC-1 buiiky tvofi nadory pii inokulaci 3 x 10* niddorovych bungk, proto
bylo toto mnozstvi pouzito i u vySe zminénych klont. K vytvotfeni nadorti doslo u v§ech mysi
inokulovanych buitkami TC-1/C9/6 a rust byl podobny jako u nadort vytvotenych po inokulaci
bunék TC-1, nicméné ke vzniku nadorit dosSlo o nékolik dni pozdé&ji. U mysi inokulovanych
butkami TC-1/C20/11 doslo k vytvofeni nadoru pouze u jedné mysi a taktéz s nékolikadennim
zpozdénim. Pozd¢jsi vznik nadord je pravdépodobné spojen s pomalejsi proliferaci bunck
TC-1/C9/6 in vitro. In vivo mize k pomalej§imu ristu nadoru pfispivat fakt, ze pti chybé&jici
expresi MHCI na povrchu bunék se tyto buiky stavaji cilem NK bunék. Pro ovéfeni této
hypotézy a pro zjisténi, jaké bunky hraji hlavni roli v protinddorové imunit€¢ mysi
inokulovanych TC-1/C9/6 buiikami, byly provedeny pokusy depletujici nékteré subpopulace
imunitnich bunék. Byla sledovana role CD4" T lymfocytt, CD8" T lymfocyti, NK1.1" bun&k
NK1.1" buiiky, kam se fadi NK a NKT buiiky, které mohou cilit nddorové butiky bez MHCI
a nadorové buiiky exprimujici CD1d molekulu. V literatufe je zvySena exprese B2m spojovana
s rychlej$im rastem nadoria (Josson et al., 2011), k ¢emuz pravdépodobné dochazi po aktivaci
PI3K/Akt drahy (Yang et al., 2009). Piivyssi ddvce nadorovych bun€k, konkrétné pti inokulaci
3 x 10° nadorovych bungk, doslo ke zvysené tvorbé nadord, pficemz nadory se vytvofily

u vSech mysi inokulovanych jak buikami TC-1/C9/6, tak bunkami TC-1/C20/11.

Dale bylo zkouméno, zda inaktivace B2m hraje roli v metastatické aktivit¢ bunék
s inaktivovanym B2m. Pavodni buniky TC-1, pokud jsou injikovany subkutdnné, metastazy
netvori. Nicméné mohou tvofit plicni metastdzy pii intraven6znim podani (Ji et al., 1998).

75



Nadorové buiikky v naSem pokusu byly podany subkutanné a zadné plicni metastazy nebyly
B2m vede k signifikantnimu sniZzeni migrace a invazivity nadorovych bunék in vitro (Sun et
al., 2016) a naopak zvysend exprese B2m je spojena s vyssi migraci a invazivitou nadorovych

bun¢k (Josson et al., 2011).

6.3.2 Imunosenzitivita

Pti testovani citlivosti bun¢k TC-1/C9/6 k DNA imunizaci proti papilomavirovému
onkoproteinu E7 byla potvrzena hypotéza, ze bunky ztrati svou schopnost odpovidat na DNA
vakcinaci, a¢ u TC-1 bunék je DNA vakcina schopna plné zabranit vzniku nadoru. To je
zplsobeno nejspiSe tim, Ze jednim z hlavnich G¢inkti DNA imunizace je aktivace CDS8"
T lymfocytil, které sice dle Thoreau et al. (2015) nejsou hlavnimi efektorovymi bunikami
v imunitni odpovédi proti nddorim vzniklym po inokulaci bunék TC-1, nicméné je zasadni
jejich kooperace s makrofagy, které pomoci fagocytdozy a produkce TNFa cytotoxicky nici
nadorové buriky. V naSem deplecnim pokusu vsak bylo prokazano, ze CD8" T lymfocyty se
imunitni odpovédi vedené proti nadorim z bun¢k TC-1/C9/6 neucastni. Tento pokus byl
proveden u mysi, které nebyly imunizované a je pravdépodobné, ze po imunizaci se bude
zastoupeni jednotlivych subpopulaci imunitnich bunék lisit. K tomu je v budoucnu potieba

provést deple¢ni pokus u imunizovanych mysi.

6.4 Terapeutické pokusy

Po in vitro a in vivo charakterizaci klonli s inaktivovanym B2m bylo s klonem TC-1/C9/6
provedeno né¢kolik terapeutickych imunizacnich pokusi. Cilem téchto pokust bylo zvysit
ucinnost DNA vakcinace ptidanim riznych adjuvans. V pfedchozim pokusu bylo sice zjisténo,
ze mys$i inokulované naddorovymi buitkami TC-1/C9/6 nejsou, narozdil od bunék TC-1, citlivé
k DNA imunizaci, ale pfedpokladali jsme, Ze aktivované CD8" a CD4" T lymfocyty by mohly
pfispivat k zesileni pfirozené imunity aktivované pomoci adjuvans (Thoreau et al., 2015; van
der Sluis et al., 2015). Jako adjuvancia se vyuzivala protilatka aTim-3, pfi¢emz Tim-3 hraje
roli v Sirokém spektru imunologickych procesi jako jsou aktivace NK bunék, aktivace zirnych
bunék ¢i polarizace makrofagii do typu M2. Dale se vyuZzivaly protilatky aPD-1 a aPD-L1,
pficemz PD-1 a PD-L1 vykazuji zvySenou expresi pii nddorovych onemocnénich vedouci
k inhibici proliferace a funkce aktivovanych T lymfocytd. Déle byly pouzity CpG ODN1826,
které aktivuji pfirozenou imunitu skrze TLR9 vedouci k polarizaci imunitni odpovédi smérem
k Thl ajejichz ucinek byl prokdzan u nadorti s vysokou a ireverzibilné snizenou expresi MHCI

(Reinis, Simovéa and Bubenik, 2006) a také GalCer, ktery aktivuje NKT buiiky. V nasich
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pokusech s buiitkami TC-1/A9 byl prokazan silny adjuvantni uc¢inek kombinace ODN1826
a aGalCer, proto jsme je pouzili i u bun¢k TC-1/C9/6 (Grzelak et al., 2018).

V prvnim pokusu byl testovan uc¢inek DNA vakcinace v kombinaci s jednotlivymi adjuvancii.
Po tomto pilotnim pokusu byly z dalSich pokust vyfazeny aPD-1 a aPD-L1, které neprokéazaly
umysi s inokulovanymi buitkami TC-1/C9/6 zadny terapeuticky efekt. Nesignifikantné snizena
ucinnost 1€cby pomoci aPD-1 a aPD-L1 byla prokdzéna i u pacientii s naddory plic, které
vykazovaly snizenou expresi MHCI (Pereira et al., 2017). Zarovenn mutace B2m vedouci ke
ztraté MHCI jsou spojeny se ziskanou rezistenci na aPD-1 po progresi onemocnéni (Zaretsky

et al., 2016).

Zbyvajici ti1 latky — oTim-3, ODNI1826 a GalCer, u nichZ se v prvnim pokusu projevil
adjuvantni efekt, byly pouzity v nasledném pokusu, kde byly mysi nejprve imunizovany DNA
vakcinou a nasledné bylo testovano, zda kombinace vybranych latek zvysi jejich protinadorovy
ucinek. V navazujicim terapeutickém pokusu byla sledovdna nezbytnost pouziti DNA

imunizace v kombinaci s imunostimula¢nimi latkami.

V téchto pokusech se opakované prokazal mirn¢ signifikantni i¢inek kombinace DNA vakciny
s ODN1826. Samotna DNA vakcinace ani samotné ODN1826 u bun€k TC-1/C9/6 nevede ke
zmenSeni pramérné velikosti nddort ani ke zpomaleni rlstu nadorti, z ¢ehoz vyplyva, zZe je
dilezitda kombinace obou imunoterapeutik. Jednim zmoznych zpisobt pfispéni DNA
vakcinace je indukce CD8" T lymfocyti specifickych proti onkoproteinu E7, které sice
nemohou cilit buiiky bez MHCI, ale mohou rozeznévat antigeny prezentované na dendritickych
burikach a makrofazich, které predtim pohltily nadorové buriky, coz by vedlo k aktivaci CD8"
T lymfocytii uvnitt nadort. Jejich u€inek by pak nespocival v cytotoxicité, ale v produkci
cytokini pfitahujicich dalsi buiiky imunitniho systému. ODN1826 aktivuje TLR9, coz vede
k polarizaci imunitni odpovédi typu Thl a k produkci prozanétlivych cytokini ptitahujicich
také dal$i bunky imunitniho systému. Jelikoz jednémi z hlavnich bunék exprimujicich TLR9
jsou plazmacytoidni dendritické buiiky, které aktivuji maturaci a proliferaci NK bun¢k,
T lymfocyti a monocytti/makrofagii, t¢inek ODN1826 by mohl spocivat pravé v aktivaci
NK bungk, které jsou hlavnimi butikami protinddorové imunity mysi s inokulovanymi buitkami
TC-1/C9/6, jak se ukazalo v naSem deple¢nim pokusu. Tento deple¢ni pokus byl vSak proveden
u mysi, které nebyly 1é¢eny Zadnou imunoterapii a je tedy mozné, Ze po imunoterapii se mohou
buniky Gc¢astnici se protinadorové imunity liSit. Kombinace ODN1826 a DNA vakcinace by tedy
mohla byt ¢innd diky tomu, ze skrze ODN1826 doslo k aktivaci dendritickych bunék, které
pohlcuji nddorové buiiky a na svém povrchu prezentuji antigeny aktivujici CD8" T lymfocyty.
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Ptekvapivé bylo zjisténo, ze pokud se zkombinuje uc¢inek ODN1826 s aTim-3, DNA imunizace
protinddorovy uc¢inek nezvysuje. Jednim z hlavnich G¢inku aTim-3 je aktivace NK bungk,
které, jak bylo feceno vyse, hraji hlavni roli v imunité nddora zpisobenych bunikami TC-1/C9/6,
pricemz ODN1826 jsou skrze aktivaci plazmacytoidnich dendritickych buné¢k taky schopny NK
bunky aktivovat, coz by mohlo znamenat, Ze pravé zvysena aktivace NK bunék skrze tato dvé

adjuvancia je zodpovédna za jejich slabé signifikantni terapeuticky efekt.

V nasledujicich pokusech bude testovano, které imunitni bunky infiltruji nddory vytvorené
bunkami TC-1/C9/6 a k jakym zménam dochazi v pfipadé, ze se tyto nadory vytvori po
imunoterapii mysi. Bunky pfispivajici k u¢inku imunoterapie budou zjistovany také pomoci
deplece in vivo. Tyto pokusy by mohly osvétlit, jaky je mechanismus protinadorového ucinku

jednotlivych adjuvans a DNA imunizace téchto nédort.
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7 Souhrn

Tato prace méla za cil inaktivovat gen B2m v nadorové linii TC-1, ovéfit tuto inaktivaci
nékolika metodami a nasledné klon charakterizovat z hlediska onkogenity a imunosenzitivity

v myS$im modelu.

Pomoci syst¢ému CRISPR/Cas9 se podafilo inaktivovat B2m, ktery je soucasti komplexu
MHCI. Tato inaktivace byla potvrzena pritokovou cytometrii a WB. Sekvenaci Sangerovou
metodou bylo potvrzeno, ze v genu B2m vznikly mutace, predevsim delece, ve vSech alelach

genu a vSechny z nalezenych mutaci vedly ke vzniku pted¢asného STOP kodonu.

In vitro pak byl charakterizovan pomalejsi rust bunék, kdy se doba zdvojeni protahla

z pivodnich 18,5 h u bunék TC-1 na 27,9 h u bunék TC-1/C9/6 s inaktivovanym B2m.

V myS$im modelu bylo potvrzeno, ze buiiky jsou onkogenni, tedy jsou schopné tvofit nadory,
nicméné vznik nadort je o nékolik dni opozdén oproti nddorim zplsobenym ptvodnimi
buntkami TC-1. Nadory tvofené po inokulaci bunék TC-1/C9/6 netvoii plicni metastaze a nejsou

citlivé k DNA imunizaci cilené proti onkoproteinu E7.

V terapeutickych pokusech zabyvajicich se kombinovanou imunoterapii nadort se podaftilo
opakované mirné zvysit protinddorovy efekt DNA vakciny pomoci adjuvans ODN1826.
Zaroven se protinadorovy efekt projevil u kombinace ajduvancii ODN1826 a aTim-3, pficemz

DNA imunizace tento efekt nezvySovala.

Vytvorend nadorova linie TC-1/C9/6 bude nadale vyuZzivana pro testovani imunoterapeutickych

pristupi.
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