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Abstrakt
CDA47 je tak zvany ,,don’t-eat-me* signal, ktery chrani bunky pied fagocytézou. Jeho

zvySend exprese na nadorovych buiikdch otevird novou moznost pro protinadorovou terapii.
Monoklonalni protilatky, které jsou dnes v klinickych testech, blokuji vazbu CD47 k
inhibi¢nimu receptoru SIRPA na povrchu makrofagu, a tim zvysuji jejich fagocytickou funkcni
kapacitu. Proto umoziuji pohlceni fagocytdzou a naslednou likvidaci nadorovych bunék. To,
zda bude bunka zlikvidovana, zavisi na urovni celkové exprese, strukturni konformaci a

stechiometrii CDA47.

Cilem mé diplomové prace je testovani a pfiprava metod pro zmapovani expresnich
parametri CD47 metodou pritokové cytometrie (FCM), kvantitativni PCR (qPCR) a
mikroskopie. K dosazeni tohoto cile jsem porovnala detailni vazebné vlastnosti komeréné
dostupnych protilatek v kompeti¢nich testech na bunéénych liniich. Po provedeni tSNE analyzy
jsem porovnala expresi CD47 s expresi dalSich povrchovych receptorti na primarnich buiikach
pacientli s karcinomem mocového méchyie. Zde jsem se zamétila na expresi CD47 v ramci
diferencia¢niho kontinua nddoru. Abych Iépe porozumeéla vztahu mezi expresi CD47 a
diferenciaénim stddiem nddorové bunky, provedla jsem qPCR a porovnala expresi CD47
S vybranymi transkripcnimi faktory. Nasledné jsem u dvou vybranych bunéénych linii ovétila
spravnost metodiky pro kvantifikaci probihajici fagocytézy v pacientskych vzorcich a jeji

funk¢éni odblokovani vybranymi CD47 protilatkami.

Klicova slova: CD47, povrchova exprese, 3D mikroskopie, transkripéni program,

fagocytdza, makrofag, karcinom, nddorova kmenova buiika, nadorovéa imunoterapie



Abstract
CDA47 is a so-called ,,don’t eat me* signal, which protects cells from phagocytosis. Its

high expresion on tumor cells brings new perspective to the tumor therapy. Monoclonal
antibodies, which are these days undergoing clinical trials, prevent CD47 binding to the SIRPA
inhibitory receptor on macrophages, and so they enhance their phagocytic functional capacity.
In this way they enable phagocytic removal of tumor cells. Overall expression, structural
conformation and stoichiometry of CD47 on a particular cell predestine whether it will be

phagocytised.

The aim of the thesis is to develop and test methods to characterise expression
parameters of CD47 via flow cytometry (FCM), quantitative PCR (qPCR) and microscopy. To
achieve this goal | performed competition tests of commercially available antibodies in order
to characterise their binding epitopes on cell lines. After performing tSNE analysis of primary
BCa patient samples | correlated CD47 expression with other cell surface markers. | focused
on CD47 expression in various differentiation stages of the tumor. To better understand the
relationship between CD47 expression and differentiation status of cells | performed qPCR
analysis of particular transcription factors. Using cell lines | examined method for phagocytosis

quantification, which will be used to measure phagocytosis rate in patient samples in the future.

Key words: CD47, surface expression, 3D microscopy, transcription program,

phagocytosis, macrophage, carcinoma, cancer stem cell, tumor immunotherapy



Obsah

ADSTIAKE -ttt sttt et e b e bt e s he e s et e st e b e e bt e bt e s heeeaeeeareeanean 5
Y o1 1 T OSSPSR POTRROPRR 6
(0] o 1F: | o PO POV UTOVPROTOPRRPP 7
SEZNAM ZKIATEK... . eeeeeiieeiee ettt et e sab e st e e bt e e st e e bb e e st e e s bt e e sabee s bt e e snteesreeesareenn 9
Lo UVOG ettt 10
Yo TUToF [ o VK €= VA o To . o -1 1 USRS 11
0% N \\F= Y [ Y g 1=Y T o 1ot TRV =1 o g Lo 1 { PR 11
2.1.1. N ETe [o] gl g a ool V=] o To N g =Yoo 1Y/ TSP PSP 11
2.1.1. Koncept nadorovych kmenovych bunék a souvislost s CDA7........cccceeevvciieeiccciee e e, 13
220 SEPUKEUF CDA7 ..ottt h e sttt et e bt e s bt e s bt e sat e st e s bt e be e bt e sbeesaeesaeeennean 16
2.3. CDA7 a 3 kliCové charakteristiky EXPraSse .......ciiiieeeiciiee et etee e e evee e e et e e 17
2.3.1. Funkce CDA7 v Nnddoroveé a zdrave thani .........coceereeiienieniieeeseeeee e 19
2.3.2. Interakce CD47 se SIRPA blokuje fagocytOzu ........cccuveiiveiiiiiiiiiie e 20
2.3.3. FAN RNV 1ol - Jo YotV Lo Y PP 21
2.4, Charakteristika CDA7 MADS .....oc.iiiiiiieeie ettt ettt st st sttt e bt e sbeesaeesaeeeneeen 22
2.4.1. Klinické studie bloKujici 0SU CDA7/SIRPA .......uvi ettt ettt ettt et et 23
D T V- V.21 o ol o T a4 V=T {1y USSR 26
2.5.1. VT4 o I oY L =T= {5 o 1Y PP 27
2.5.2. Bl eT 0] e To XY oTe Y g Vo I o PSPPI 27
2.5.3. Faktory oVIIVAUJICT @XPresi CDA7........uee ettt ettt e e e tte e e e tee e e e eabae e e e eabae e e e eataeeeenneeas 28
2.5.3.1. EMT a souvisejici transkripCni faktory (TF).....ccueeeeeciiee ettt e e 30
2.5.4.  Vyuziti inhibice inhibi¢nich imunitnich kontrolnich bodU .........ccccoeviviiiiinniee, 30
TR G [ PSPPSR PSRRPRP 33
L B V- Y -1 1 TSR PPPPPRN 34
A1, BUNBENEG TINIE .ttt ettt b e st st st e b e e b e e s bt e sbeesateenbeebeesbeesaeenas 34
4.2.  Klinické vzorky karcinomu mocCoVvEho MECNYFE ..........ooeeuiiiiiiieeeccee e 34
4.3, KUIEIVACNT MEAIA .eeieiiieiieceee ettt r e s e sane e 34
I o oY u 1 - 11 <A PR 35
4.5. Molekularné biologické soupravy a chemikalie pro gqPCR .......c.cooeeciiiiieciiiieeeee e 35
4.6, OStatni ChemMIKAIIE ....couiie ettt sttt e b e s e st 35
4.7.  PFIStIrOJE @ SOTLWAIE ...eeeieiiiie ettt ettt e ettt e e et e e et ae e e e tbae e e s asaeee e ssaeeaeaasaaeasanseneanan 36
TR Y 11 o o 1Y USSR 36

5.1.  Titrace MADbS @ KOMPELICNT tESt.....uviiiiiiiiee ittt e e e ebre e e s ebaeeeeeanes 36



5.2.  Zpracovani a analyza pacientskych VZOrkU..........coceeeueiiiiieeiiieeeciee et 37

5.3, Test fagoCytarni aKEiVILY ....coocceeee i s e e 38
5.4.  Fenotypizace povrchovych znak( bunécéné linie RT112 Heidelberg a méreni transkripce

vybranych genli POMOCT GPCR .......ooouiiiiieeccee ettt ettt e et e e e bt e e et e e s beeeebeeeebeeesteeesabeeeaseeesareeenns 38
5.5.  Indukce CD47 POMOCT CEBPA......ccccuiieiiciieee ettt ettt e et e e tte e e e e tte e e e ebte e e s ebteeeeebaeeeeeaseneeeeanes 40
5.6.  Bioinformaticka analyza koregulace exprese SeNU ........ccceeceeeecieeiieeesieeecieeeciee e sere e ree s 40
Y AYEY [ To | PRSP 41
6.1. Titrace protildtek @ KOMPELICNT tESt ..ccicuiiii i e e e e 41
6.2. Fenotypizace pacientsKYCh VZOrKU .........coouiiiiuiiiiiii ettt e 47
6.3, Test fagoCytArni AKEIVITY ....ccivciiee i e e enee 53
6.4. Fenotypizace bunécnych linii rodiny RT112 a méreni exprese TF pomoci gPCR ...................... 56
6.5. Indukce exprese CD47 pomoci ektopické indukce CEBPa..........cccccvrvveeeeeeeccciiieeeee e eecnveeeeean. 60
6.6.  Bioinformaticka analyza koregulace exprese SeNU ........cccceoveeecieeeeiieeeieeeeiee et 60
T DISKUZE .ttt b e b e s he e ettt e b e e bt e s he e sae e et e bt e be e bt e s beeehe e e e e eneean 61
7.1.  Titrace protildtek @ KOmMPetiCni tESt ...ccccuviii i e 61
7.2.  Fenotypizace pacientsKyCh VZOrKU ........coocueieieiiiciiiie ettt e 62
7.3, Test fagoCytaArni @KEIVITY .....ccccieee it e et e e e e bt e e e e bt e e e s ebee e e s enreeeeeanes 63

7.4.  Fenotypizace bunécnych linii rodiny RT112 a méfeni intracelularni exprese pomoci gPCR .... 65
T 4 Y- PSRRI 66
1 T B To T o] [ TV} (ol T3 o] o 4 T- Lol IR 66

10. S€ZNAM POUZItE HEEIATUNY it e e e ee e e e eabe e e s e sabaee e enareeas 72



Seznam zkratek
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IAP

ADCC
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TAM
IS
mAb
CSC
gPCR
FCM
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Immunotyrosine inhibitory motiv
Integrin Associated Protein

Antibody Dependent Cell Cytotoxicity

Complement Dependent Cascade
Bladder Carcinoma
Transcription factor
Tumor-associated macrophage
Imunne system

Monoclonal antibody
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Flow cytometry
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Reverse Transcription

Stochastic Neighbor Embedding
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Komplementova kaskada
Karcinom mocového méchyie
Transkripcni faktor
Nédorovy makrofag

Imunitni systém
Monoklonalni protilatka
Nadorové kmenové bunky
Kvantitativni PCR

Prutokova cytometrie

Ptirozeni zabijeci, NK bunky

Primeérna fluorescenéni intenzita

Reverzni transkripce



1. Uvod

Vedle klasické adaptivni imunitni odpovédi (T bunécné klony nebo protilatky cilici
nové vzniklé AA-mutace v kontextu MHC-I nebo nativni nadorové-specifické antigeny na
nadorovych bunkach) a pfirozené¢ ochrany (NK buiiky cilici stresem indukované neklasické
MHC-lIb — MICA/MICB na nadorovych bunkach nebo z nich mizejici MHC-I
histokompatibilni antigeny) je dal$i nové objevenou soucasti protinddorové imunitni odpovédi
fagocyticka aktivita makrofagu, ktera cili mizejici CD47 molekulu [1]. Za fyziologickych
podminek slouzi CD47 jako obrana vlastnich zdravych bun¢k diky své vazbé na inhibi¢ni
SIRPA receptor makrofagi, ktery brani odstranéni buiky nesouci CD47 [2]. Jeho zvySena
exprese na nadorovych bunikach zaroven znemoziuje makrofagim G¢inné odstranit neoplézii.
Zvysena exprese byla prokazana u pevnych i krevnich nadord [3-5], zvlasté u bunck
kmenového charakteru [6]. Proto se CD47 stal cilem nadorovych terapeutik, ktera jsou dnes ve

fazi klinickych test (viz Tab. 2, shrnuto v [7]).

Naopak sniZeni exprese CD47, nebo zmény jeho uspofadani na membranég, fagocytozu

dané bunky umozni [8-10].

Molekularni mechanismy, které stoji za schopnosti tohoto proteinu zabranit fagocytoze,
nebo ji naopak umoznit naptiklad v ptipad€ starych bunck, jsou popsany zatim pouze u
zdravych bunék [9-12]. Pro budouci uspéch terapie blokujici tento imunitni kontrolni bod je
nezbytné detailné popsat specifické molekuldrni formy CD47 exprimované na nadorovych
buiikach a jejich vliv na inhibici fagocytozy. Konkrétné se jedna o stupeii oligomerizace, miru

exprese a konformaci exprimovaného proteinu.

V této praci se zabyvam mapovanim expresnich parametrit CD47 v nadoru. Proto jsem
provedla kompeti¢nich FCM testy. Diky ziskanym datiim jsem uspotfadala jednotlivé klony
CDA47-specifickych protilatek (mAbs) do nékolika skupin podle podobnosti jejich reaktivity.
Vybrané klony zkazdé skupiny v budoucnosti budou slouzit k charakterizaci exprese
molekularnich druhi CD47, protoze jsou specifické pro rizné epitopy, a tudiz i rizné formy

CD47.

Déle jsem provedla test fagocytarni aktivity bunécnych linii OV10 a THP-1
Vv pritomnosti blokujicich a neblokujicich kloni monoklonalnich protilatek proti CD47. Tento

test v budoucnu poslouzi k méfeni fagocytdzy probihajici v pacientskych vzorcich.
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Z vysledki kompeticniho 1 fagocytarniho testu je zfejmé, ze nizkoafinni protilatky
MEM-120, MEM-122 a MEM-133 reaguji s podobnym epitopem CD47. Naproti tomu klon
BRIC-126, ktery je klonem blokujicim vazbu CD47-SIRPA [13], reaguje odlisné¢ od této
skupiny.

Déle jsem se vénovala vztahu CD47 ke kmenovému charakteru bun¢k. Tento aspekt je
terapeuticky vyznamny, protoze nadorova kmenova buika (CSC) je schopna ze své definice
vytvofit komplexni, heterogenni nadorovou tkan v xenotransplanta¢nim modelu [14, 15]. Tyto
bunky jsou také rezistentni k chemoterapeutickym prostfedkiim a jejich pfezivani v organismu
i po zdanlivém vyléceni nadoru zpusobuje opakujici se ataky onemocnéni [16, 17]. Pomoci
analyzy vicerozmérnych cytometrickych dat jsem studovala expresi CD47 pravé u této
populace, kterd je u karcinomu mocového méchyfe definovana fenotypem

CD90"CD44*CD49f" [18].

Expresi vybranych transkripénich faktorti asociovanych s kmenovosti bunck jsem pak
métila pomoci qPCR a porovnala s expresi CD47, CD44, CD49f a CD90 kvantifikovanou
pomoci FCM. Ziskana data jsem dale porovnala s bioinformatickou analyzou transkripénich

faktor provedenou v programu Genevestigator.

2. Soucasny stav poznani

2.1. Nador, definice, vlastnosti
V souvislosti s prodluzujici se délkou Zivota se nadorova onemocnéni stavaji jednou

Z nejrozsifenéjsich civiliza¢nich chorob. Podle statistik WHO pro rok 2015 se objevila mezi 10
nejcastéj$imi pfi¢inami tmrti ve vyvinutych zemich hned na 3 pfickach. Konkrétné se jedna o
nadory respiracniho traktu, prsu, tlustého stieva a rekta [19]. Nedostate¢na znalost fungovani
nadoru a predevSim nepiedvidatelnost 1écby vede K vysokému zajmu o tuto oblast ve

vyzkumnych tymech po celém svéte.

Nédorové bunky maji mnoho charakteristik, mezi néZ patii i schopnost uniknout
imunitnimu systému (IS) [20], jehoz Gkolem je udrzeni homeostazy v téle. Pravé imunoterapie
nadoril zaloZena na aktivaci pfisluSnych imunitnich bun¢k a mechanismi se dnes rychle rozviji

a je ucinnym nastrojem na poli 1€¢by (viz kapitola 2.4.1.).

2.1.1. Nador mocového méchyre
Nador mocového méchyte (Bladder Carcinoma, BCa) patii mezi karcinomy, tedy

nadory epitell. Jednd se o onemocnéni s vysokou prevalenci, ale v porovnani s ostatnimi
11



nadory s relativné nizkou mortalitou. S incidenci 429 800 novych piipadi se v roce 2012 BCa
zatradil na sedmou pficku mezi nadorovymi onemocnénimi. V témze roce vedlo ke smrti

pacienta 165100 piipadd [21]. Nejvice ohrozenou skupinou jsou muzi, kufaci.

Obr. &. 1 ukazuje jednotliva stadia BCa podle toho, do kterych tkani nador pronika. Cast
nadoru, ktera roste smérem do lumen, se nazyva exofytickd, naopak cast pronikajici smérem do
svaloviny je invazivni. ,,Staging*, neboli rozdéleni naddorti do stadii podle zasazené tkan¢, neni
jedinym kritériem klasifikace BCa. Podle toho, jak jsou buiiky diferencovany, rozlisSujeme 3

stupné (,,grades*), od diferencovaného nadoru (1. stupeii), po nador nediferencovany (3. stupen)
[22].

Ta ) Lumen
A,
- Urotel
- ——— Lamina Propria
= Svalovina
2 Y Y X /
¢ _— Tukova tkan
Neinvazivni BCa Invazivni BCa

Obr. ¢. 1 Stadia BCa podle zasazené tkané (TIS = ,,tumor in situ ). Upraveno podle
[22].

Nadory vznikaji — stejné jako zdrava tkan dospélého jedince — ze somatickych bunék
kmenového charakteru (nadorova kmenova burika, z anglického: ,,Cancer Stem Cell* — CSC).
Mutace, které zplisobily maligni zvrat dané CSC, je pak moZné pozorovat i u deefinych bunck
nadorové masy. Tento typ onemocnéni je vhodné tedy ¢lenit podle muta¢nich zmén na v
buiikach, které toto onemocnéni vyvolaly. Proto s ohledem na tyto parametry pfisla v roce 2015
skupina Liu a kol. s klasifikaci nadorovych onemocnéni na zakladé molekularni charakteristiky
a klinickych dat, ktera déli vSechna nadorova onemocnéni do 9 skupin, z nichz 8 obsahuje
zastupce BCa [23]. Tato studie reflektuje heterogenitu BCa. Podobn¢ i Hoadley a kol. vytvoiila
o rok dfive systematiku ¢lenici nadory do 11 skupin, BCa je zde zatazen v 7 skupinach [24].

Tato klasifikace je vSak zaloZena pouze na pfitomnosti molekuldrnich zmén jako jsou zmény
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exprese, DNA methylace, pocet kopii DNA a somatické bodové mutace. Ob¢ vySe zminlované
studie vSak nalezly pfibuznost BCa ptedevsim s nadory prsu, plic, endometria a hlavy a krku

[23, 24]. Z molekularniho hlediska je BCa velice diverzifikované onemocnéni.

Ptibuznost BCa a karcinomu prsu je ziejma i z vysledkii prace z roku 2017, kde autofi
roztadili pomoci xCell néstroje, ktery za timto ucelem vyvinuli, rizné druhy naddora podle jejich
piibuznosti na zakladé mikroprostiedi. To bylo umoznéno na zaklad¢ porovnani zastoupeni
genovych otiski pfitazenych specifickym bunéénym typim [25]. Kromé karcinomu prsu je zde

patrna ptibuznost s kolorektalnim adenomem a glioblastomem (viz obr. 2).
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Obr. 2. Pribuznost nadorovych onemocnéni podle vysledkii xCell. Prevzato z [25].

Studie z roku 2017 ¢leni invazivni BCa pouze do 5 skupin, a to na zaklad¢ ,,microarray*
dat 412 pacientu [26]. Tyto subtypy jsou prognosticky relevantni, protoze déli pacienty podle
predpokladané odpovédi na terapii [26].

2.1.1. Koncept nadorovych kmenovych bunék a souvislost
s CD47

U BCa bylo zjisténo, ze bunky nesouci povrchovy protein CD90 maji progenitorové
vlastnosti a Ize je oznacit jako CSC [18]. Jeste piesnéji jsou BCa CSC charakterizovany jako
CD90*CD44M"CD49M9 [18] (viz Obr. 3). Podle této a dalsich studii z laboratofe Irvinga L.
Weismana (Stanford University, CA, U.S.A.) jsou pravé tyto buiky schopné po
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xenotransplantaci do imunodeficitniho SCID mysiho modelu indukovat rst nadoru, a to véetné
naslednych vice diferenciovanych bunéénych populaci, které nenesou tyto znaky [18]. Piesto
bylo mozné takto definovanou kmenovou populaci identifikovat pouze u 50 % pacientli v dané
studii. Subpopulace CD90" bunék navic vykazuje zvy$enou rezistenci vici cisplating, pfi¢emz
rezistence vuci protinadorovym terapeutikim je jednou z charakteristik CSC [27]. CD44 je
prvnim znakem BCa CSC, objevenym jiz v roce 2009 ve stejné laboratofi. CD44" buiky maji
taktéz vysokou expresi KRTS, ktery je znakem bazélnich, tedy nediferencovanych bunck
epitelu mocového méchyte. Korelace exprese keratinli a povrchovych znakti je vhodnym
nastrojem pro hledani kmenové populace, protoze exprese keratinl v diferenciatnim kontinuu
buné&k je popsdna (viz obr. 3). Xenotransplanta¢ni testy ukdzaly, Ze pfi implantaci 102-10°
CD44" bunék do RAG2 /yc™ mysi dojde k vytvofeni heterogenniho nadoru [6]. V idedlnim
pfipadé by méla riist nddoru indukovat jiz jedind CSC transplantovana do zvifeciho modelu,
zZ ¢ehoz lze vyvodit, Ze klicova je zfejmé mira exprese CD44 a ne jeho pouha ptitomnost, a BCa
CSC tedy musi byt oznageny jako CD44"9" Navic neni CD44 jedinym funkénim znakem
odlisujicim CSC od zbytku nadoru. Proto ani takto nelze kompletné popsat tuto specifickou

populaci.

Na praci Volkmer a kol. navazuje studie z r. 2016, kde autofi pomoci xenotransplantace
bunék do mysich modelt a korelace s pacientskymi daty potvrdili, ze tento model ma

cw v

s diferencovanym BCa [28].

Souvislost mezi bunkou puvodu a typem nadoru dale popisuje Batavia a kol.
Neinvazivni nadory podle nich pochazi z intermediarni vrstvy urotelu, zatimco invazivni
karcinom vznika z bazalnich KRT5* bun&k [29]. Odlisné déleni neinvazivnich BCa nabizi
transkriptomova studie z roku 2016. Autofi zde déli onemocnéni do 3 tfid, kde prvni a druha
ttida jsou lumindlniho charakteru, ale liSi se agresivitou onemocnéni. Tteti tfida odpovida
bazalnimu typu a je charakteristickd vysokou expresi CD44. CD90 a CD133 jsou nabohacené
u tiidy druhé. Obé tyto tfidy maji vysokou expresi KRT14 [30].
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Obr. 3 Zmény v expresi povrchovych znakii a keratinii béhem diferenciace BCa burnky
(prevzato z [18]). K14 = cytokeratin 14, K5 = cytokeratin 5, K20 = cytokeratin 20.

Pravé bazalni typ je nejméné diferencovany a je pojitkem mezi riznymi studiemi.
Genomickd studie 238 pacientii déli BCa do 4 skupin. Luminalni BCa je charakteristicky
zvySenou expresi KRT20 a spada sem 41 % invazivnich BCa, dalsich 29 % z nich je zde
klasifikovano jako bazalni subtyp s vysokou expresi KRTS, KRT14, KRT16 a TF MYC. Dale
tato studie pfichazi s unikatni skupinou nediferencovaného imunitniho BCa, kam patii 11 %
zkoumanych vzorku s variabilni expresi bazalnich znak, ale siln¢ infiltrovanych imunitnimi
bunikami. Tato infiltrace je pozorovatelna i u posledniho, tzv. luminalniho imunitniho subtypu,

ktery navic exprimuje znaky luminalniho BCa [31].

Studie invazivniho BCa z roku 2018 déli toto onemocnéni do dvou skupin: bazalni BCa
a diferencovany BCa [32]. Na zakladé tohoto déleni jsou autofi schopni pfedem stanovit dobu
ptreziti pacienta. Analyza deregulovanych bunéénych drah v téchto subtypech BCa odhalila
vysokou expresi CTLA-4 a PD-L1 u bazalniho BCa. Na zakladé tohoto zji§téni autofi navrhuji
pouziti terapeutik blokujicich tyto proteiny piednostné u pacientl s bazalnim BCa. Déle se tento
subtyp vyznacuje deregulaci diferencia¢niho faktoru Stat3, zatimco u diferencované subtypu

prevazuje deregulace PPARG [32].
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D¢leni invazivniho BCa do dvou skupin, luminalni a bazalni, ptedklada i prace z roku
2014 [33]. Bazalni BCa exprimuje vysoké mnozstvi KRTS5 a KRT14 a CD44 a celkové je jeho
genovy otisk velmi podobny bazalnimu subtypu nddoru prsu, naopak pro luminalni BCa je
charakteristicky KRT20 a uroplakiny [33]. Stejné déleni je odvozeno i z celogenomového
profilovani mRNA z téhoz roku, které navic odhalilo, Ze vysoka aktivita p53 je zodpovédna za

rezistenci BCa vi¢i chemoterapii [34].

Zcela novy subtyp, ktery neodpovida Zadnému z vyse uvedenych, je tzv. ,,claudin-low*
BCa, tedy BCa s nizkou expresi klaudinu. Tento typ 1ze identifikovat na zaklad¢ exprese setu
40 genl a vyznacuje se vysokou expresi CTLA-4, PD-1 a je siln¢ infiltrovan imunitnimi

bunkami [35].

Jak presn¢ souvisi exprese CD47 se stavem diferenciace nadorové buiiky neni zatim
znamo. Nadorové buniky maji vesmes vysokou expresi CD47, v pripadé nékterych nadort 1ze
jako CD47" oznacit az 100 % neoplastickych bun&k [5]. VySe zminovana studie nadoru
mo&ového méchyie prokazala, ze CD44"" subset BCa bunék ma oproti CD44"°Y vyznamné
zvySenou expresi CD47 [6]. U pevnych nadort bylo stejné jako u nadort hematopoietického

preziti a je tedy negativnim prognostickym znakem [36, 37].

Jind studie BCa zroku 2014 piinasi celkovy pohled na BCa v kontextu celého
mocového méchyte pomoci endoskopické mikroskopie. Po zavedeni CD47 mAbs do lumen
mocového méchyfte 1ze pomoci fluorescencniho mikroskopu piesné lokalizovat nador. Autofi
dokladaji, Ze tzv. ,,umbrella cells®, tedy buiiky, které jsou na vnitini (luminalni) strané urotelu,

jsou ve zdravé tkani CD47", nebo ho exprimuji nedetekovatelné mnozstvi [38].

2.2. Struktura CD47

CDA47 je protein, ktery prochdzi pétkrat membranou. Na extracelularni stran¢ se nachézi
rozsahld imunoglobulinovd doména. Jednotlivé transmembranové useky se skladaji
Z helikélnich struktur, které jsou v cytoplazmatickém 1 extracelularnim prostoru propojené
smyckami. C konec se nachdzi na intracelularni strané¢ a v riznych bunécnych typech se

vyskytuje v ruznych sestiihovych variantach [1].

Rizné sestiihové varianty jsou pfednostné exprimovany v ur¢itych tkéanich téla.
Nejbéznéjsi izoformy in vivo jsou formy €. 2 a €. 4. [zoforma €. 1 je nejkratsi, ze vSech znamych

alternativnich forem. Izoforma ¢. 2 se vyskytuje pfedevSim na povrchu imunitnich buné¢k,
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fibroblastu a endotelu. Stejné bunécné typy exprimuji 1 izoformu ¢. 3, ackoliv pouze
V nepatrném mnozstvi. Naopak v jatrech a slinnych zlazach se izoforma ¢. 3 vyskytuje
prednostné. Izoforma €. 4, ktera je charakteristické nejdelsi cytoplasmatickou sekvenci, je zase

specificka pro periferni neurony a mozkové burky [1].

2.3. CD47 a 3 klicové charakteristiky exprese

CDA47 je exprimovany na vSech buiikach lidského téla, kterym zajiStuje ochranu pied
fagocytickym odstranénim. Jeho exprese vSak neni stala a rovnhomérna. Analyza provedena pod
vedenim mého Skolitele zamétend na rozsah exprese ve zdravé a nddorové tkéni je na obr. 4.
Ve zvySené mifte ji Ize pozorovat naptiklad na progenitorovych bunkach [12, 39, 40]. Erytrocyty
a leukocyty sice vykazuji stejnou miru exprese, ale 1isi se usporadanim molekul CD47 na

membrané, coz mize ovliviiovat interakce okolnich bunék s touto molekulou [41].
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Obr. 4 Exprese CD47 v riznych tkanich téla a v neopldziich, zpracovano pomoci

Genevestigator, autor J. Kuzmik [42]. Na ose x je vynesena exprese CDA47 v logaritmické Skale
(log2).
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S rostoucim stafim bunky dochazi bud’ ke snizeni exprese CD47 (erytrocyty,
trombocyty) [8], nebo ke shlukovani molekul CD47, coz bylo prokazano u mysSich
lymfocytarnich bun¢k a u lidské T-bunécné linie Jurkat [11]. Korelace mezi snizenim exprese
a stadiem apoptozy byla potvrzena u fibroblastl a neutrofilti, naopak buiiky Jurkat vykazovaly
Vv apoptotickém stadiu tvorbu shlukti CD47 na membrané [9]. Oba tyto mechanismy umozni
rozpoznani makrofagem a odstranéni nezadouci buiky z téla, ¢imz je zajiSténa homeostaza

potiebna pro spravné fungovani organismu.

Studie z roku 2015 vS8ak ptichazi se zcela opacnymi vysledky, které dokazuji, ze béhem
apoptdzy je uroven exprese CD47 neménnd a naopak vlivem rozpusténi lipidovych rafti
dochazi k rozvolnéni shlukii CD47, které jsou pfitomné za normalnich podminek [11]. Tomu
ale odporuje tvrzeni z roku 2001, Ze CD47 je pouze volné asociovan s periferii lipidovych raftii
(shrnuto v [43]). Zmény ve stechiometrii CD47 v prib&hu Zivota buiiky, zejména ve stadiu

apoptdzy, proto musi byt dikladnéji studovany, zejména pak na buitkach nadorovych.

Zména konformace CD47 vyvolana oxidativnim prostfedim navic indukuje vazbu TSP-
1, ¢imz vznika nové vazebné misto pro SIRPA [10]. Vazba C-koncového peptidu 4N1K
odvozeného z C-termindlni domény TSP-1 k molekule CD47 slouzi k opsonizaci buiiky pro
fagocytozu. Vazebna mista 4N1K a SIRPA se bud’ prekryvaji, nebo jsou blizko sebe a dochazi
tak ke stérickému branéni, které za normalnich okolnosti znemozituje vazbu obou partneri
najednou [44]. Teprve po oxidaci CD47, ktera je zpiusobena oxidativnim stresem a starnutim,
dochazi k vazb& obou téchto partnerli zaroven a ke spusténi fagocytdzy skrze CD47, ktery
slouzi jako ,,eat-me* signal [10]. Vysledky této prace vSak musi byt nahlizeny s opatrnosti,
protoze V experimentu byla pouzita koncentrace 4N1K o 10% mol/l vyssi, neZ je jeji fyziologicka
hodnota trombospondinu. Pfi takové koncentraci je dynamika vazeb odlisna a 4N1K se vaze i

na zdravé, neoxidované erytrocyty [45].

Pro vyslednou signalizaci skrze CD47 (aktivacni ¢i inhibi¢ni vzhledem ke spusténi

fagocytozy) je tedy zasadni nejen uroven exprese, ale i jeho stechiometrie a konformace.

Ze stejnych diivodl pravdépodobné dochazi i k selektivnimu snizeni exprese CD47 u
nékterych onemocnéni. Naptiklad u syndromu hemofagocytarni lymfohistiocytosy tak dochéazi
k odstranéni krevnich kmenovych bunék [39]. Naopak u aterosklerdzy, ktera je pfi¢inou
infarktd myokardu a mrtvic, dochazi k defektu v odstranovani starych a apoptotickych bunék,
které zGstavaji uvniti cév. Pfi pouziti CD47 protilatky dochazi k obnoveni mechanismti, které

tyto nezadouci bunky z téla odstrani [46].
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CDA47 je exprimovan také na téméert vSech buiikach pevnych nadort a to jak na ptivodnich
neoplaziich tak na buiitkach metastdz. Ukazuje to studie nadorti ovaria, mocového méchyrte,

prsu, jater, tlustého stfeva a glioblastomu z roku 2012 [5].

Studie z roku 2018 zabyvajici se extracelularnimi vacky (EV), které jsou prostfedkem
komunikace mezi butikami a jsou negativnim prognostickym znakem u nékterych nadorovych
onemocnéni, doklada, ze tyto EV nesou specificky obsah RNA, ktery je urCen jejich
povrchovym fenotypem. CD47* EV jsou napiiklad bohaté na miR-320a, ktera cili hsp20 a je
pii¢inou srde¢ni ischemie [47]. Tyto vysledky vSak byly ziskany na EV odvozenych od T-

bunéénych linii.

Jina prace stejného autorského kolektivu vSak na EV bunck karcinomu prsu dokazuje,
ze CD47 na EV na rozdil od nadorovych bunék neslouzi jako ,,don’t eat me* signal. Autofi se
domnivaji, ze to muze byt zpisobeno piili§ malou velikosti EV, ktera nestaéi k aktivaci SIRPA

receptoru v dostate¢ném mnozstvi, aby byla fagocytdza blokovana [48]. Tento efekt muze vSak

1

2.3.1. Funkce CD47 v nddorové a zdravé tkani

Zdravé erytrocyty prezivaji v krevnim obchu az 120 dni, zatimco erytrocyty zbavené
povrchového CD47 jsou z krve odstranény v fadu hodin [49]. Stejné vysledky vykazuji i
trombocyty [8]. CD47 je totiz tzv. ,,don’t eat me* signal, ktery se vyznamné podili na udrzeni
stalého vnitiniho prostiedi. Jeho vazba na SIRPA inhibi¢ni receptor na fagocytujici burice,

napiiklad makrofagu, totiz zabrani této bunce fagocytovat [49].

U karcinomu ovaria a glioblastomu bylo zji§téno, ze vysokd exprese mRNA pro CD47
je negativnim prognostickym znakem [5]. Tato studie také pomoci subkutannich xenografti
ZNSG mysi ovéfila, Ze ke zvySeni urovné fagocytarni aktivity pii zablokovani CD47
protilatkou dochazi i u TAMs (tumor-associated macrophages). Dale zkouseli v této studii
lécbu xenotransplantati nadortt v mysSich pomoci CD47 protilatek. Nadory byly vyléceny a
zlikvidovany véetné CSC, protoZze ani béhem 4-mési¢niho monitorovani po skonceni 1écby
nedoslo k relapsu naddoru. U spontdnné metastazujiciho vzorku naddoru mocového méchyie
transplantovaného do NSG mysi bylo patrné snizeni poctu metastaz pii 1é¢bé CD47-mAb z 24
metastaz v lymfatickych uzlindch u negativni kontroly na 1 metastazu u lé¢ené mysi [5].
Podobna studie zroku 2012 potvrdila tyto vysledky i pro nador hladkého svalstva -

leiomyosarkom [50].
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2.3.2. Interakce CD47 se SIRPA blokuje fagocytozu
SIRPA je exprimovan na myeloidnich, pfedev§im na fagocytujicich bunkach [51],

skladd se =ze tii extraceluldarnich imunoglobulinovych domén, transmembrianové a
cytoplasmatické domény. N-koncova extraceluldrni doména interaguje s CD47, coz spousti
intracelularni kaskadu vedouci k inhibici fagocytdzy [37]. Molekularni podstata tohoto efektu
spoc¢iva v pritomnosti tyrosinovych zbytka v intracelularni doméné SIRPA uspotadanych do
tzv. ITIM motivu [52]. Po vazbé CD47 a SIRPA dochazi k fosforylaci téchto zbytku, coz
aktivuje SHP fosfatazy, coz vede k defosforylaci myosinu IlA a inhibici fagocytozy [52].
SIRPA je za nativnich podminek exprimovan na bunkach ve form¢ dimeru. Ten je tvofen
interakci ektodomén. Misto pro tuto vazbu je vSak odlisSné od mista pro vazbu CD47.
Experimentalné bylo ovéteno, Ze zablokovani dimerizace SIRPA neblokuje vazbu CD47. Jedna
se tedy 0 dvé na dob¢ nezavislé udalosti, CD47 a SIRPA vytvafti vazebné pary v poméru 1:1

nezavisle na dimerizaci SIRPA [53].

Autofi studie z roku 2016 dokladaji, ze SIRPA™ i CD477" mysi maji podobny fenotyp
a nevykazuji ve sterilnich podminkach zadné znamky napadeni vlastni tkdn¢. Vazbou CD47 a
SIRPA tedy nedochazi k pifimé aktivaci, ale pouze k odstranéni inhibi¢niho mechanismu, ktery
jinak fagocytdze brani. Po indukci kolitidy vSak oproti zdravé kontrole dochazi k rozvoji
mohutngj$i imunitni odpovédi. Makrofagy totiz primarné neltoci na vlastni tkdné, coz je
zpisobeno dominanci IL-10 a TGF-f buiikami sleziny, které udrzuji makrofagy v neaktivnim
stavu. K fagocytoze vlastnich bunék pottebuji makrofagy aktivacni signal, kterym je napt. LPS
a TNF-a [2]. Obecné je tedy nereaktivita makrofagi vici vlastnim bunikam zajisténa témito
dvéma mechanismy (IL-10 prostiedi a exprese CD47), které se mohou castecné vzajemné
kompenzovat, coz dokazuje fakt, ze SIRPA™ i CD47” mysi maji téméf dvojnasobné zvysenou

expresi 1L-10 [2].

Z obr. 5 je ziejmé, ze epitopy pro vazbu SIRPA a blokujici mAb se ptekryvaji, a tudiz

se vazba téchto molekul vzajemné vylucuje [54].
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Povrch pokryty HU5F9-G4

Povrch pokryty SIRPA

Prekryv HU5F9-G4 a SIRPA

Obr. 5 IgV doména CD47 a epitopy pokryté vazbou se SIRPa a terapeutickou HU5F9-
G4 mAb (prevzato z [54]).

2.3.3. Aktivace fagocytozy

In vitro studie nadoru mocového méchyfe prokazala, ze pii inkubaci bunék
s monoklonalni protilatkou proti CD47 byly nadorové bunky fagocytovany [55]. Podobné dalsi
studie mysich imunodeficitnich modeld ukazuje, Ze pfi inhibici CD47 nadory vykazuji nizsi
schopnost uchytit se v organismu [56]. Tyto vysledky jsou piipisovany zvySeni fagocytarni
aktivity makrofagu in vivo, ktera je logickym nasledkem znemoznéni vazby CD47-SIRPA [57,
58].

Schopnost CD47 mAbs odblokovat fagocytézu byla od té doby mnohokrat potvrzena.
Napftiklad studie z roku 2016 doklada spusténi fagocytdzy bunék glioblastomu po inkubaci
s HU5F9-G4 protilatkou [59]. In vitro byl stejny efekt potvrzen u bunék akutni myeloidni
leukemie [36], ne-Hodgkinovského lymfomu [13], karcinomu plic [54, 56], karcinomu prsu
[60], mnohacetného myelomu [55]. In vitro schopnost zamezit ristu nadoru byla prokazana u
nadort pankreatu [61], leiomyosarkomu [50], hepatocelularniho karcinomu [62] a karcinomu
plic [54].

Ke spusténi fagocytézy vSak nestaci pouze odstranéni negativniho signalu, ale
fagocytujici bunika musi zérovein dostat aktivacni signdl v podobé¢ kalretikulinu, nebo naptiklad
fosfatidylserinu. Kalretikulin je na rozdil od fosfatidylserinu pfitomen i na neapoptotickych
bunkach. Na starych ¢i apoptotickych burikach se vaze na LRP (LDL-related receptor protein)
na fagocytech a skrze tuto vazbu vznika aktivacni signal. U zdravych bunék je vSak tento signal
blokovan CD47-SIRPA interakci [9]. Protichtidna role kalretikulinu a CD47 byla pozdéji

potvrzena i na lidskych leukémiich a karcinomech ovaria a BCa [63].
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Tento déj nemusi byt plné autonomni pro makrofagy, ale studie z roku 2015 poukazuje
na to, ze terapie blokaci CD47 souvisi s aktivaci CD8" T bunék, ktera je k jejimu spravnému
ucinku nezbytna, protoze pii depleci téchto bunék dochéazi k vyznamnému snizeni Géinku
terapie [64]. V mySich imunodeficitnich modelech postradajicich T buiiky ma terapie CD47-
mADbs UCinky az po vice nez trojnasobné dob¢ podavani tohoto prostiedku v porovnani s ,,wild
type™ mySmi. Ddle autofi dokladaji, ze pravé dendritické buiiky jsou diky zvySené produkci
IFN typu I zodpovédné za cross-priming a antigenné specifickou aktivaci téchto CD8" T bunék
[64].

2.4, Charakteristika CD47 mAbs
V soucasné dobé¢ jsou komercné dostupné desitky klontt CD47-specifickych protilatek

(viz vybrané klony v tab. 1). Informace o jejich epitopech a vzajemnych interakci v§ak chybi.

Klon B6H12, ktery blokuje vazbu CD47-SIRPA a je jednim z nejhojnéji pouzivanych,
je vysoce specificky pro lidské erytrocyty [65]. Vazba tohoto klonu neni zavisla na konformaci

CDA47 [10].

Z vysledkt ziskanych za pouziti klonu B6H12 vysly nésledné klinické testy, pro které
byl vytvofen humanizovany klon Hu-5F9G4 [66]. Dalsi z blokujicich klont, BRIC126, reaguje
krom¢& lidskych erytrocytli i s prase¢imi, u nichz taktéz zabrafuje navazani SIRPA [65].
Ackoliv mé stejné u¢inky na vazbu CD47-SIRPA jako B6H12, pokryva ziejmé jiny epitop.
Klon CIKm1, o kterém toho neni jinak z literatury mnoho zndmo, mé schopnost znacit nejen
lidské a praseci, ale i kravi erytrocyty [65]. Z toho 1ze usuzovat opét na odlisny epitop od

ptedchozich klond.

Naproti tomu klon 2D3 je jediny, o kterém je znamo, Ze neblokuje vazbu SIRPa, a
neindukuje tedy fagocytozu, zaroven nereaguje s prasecimi, krysimi, mySimi, ani kravimi

erytrocyty [65]. Lze tak predpokladat, ze tento klon ma unikatni vazebné vlastnosti.

Vedle nizké afinity je zvlastnosti klonu MEM-120 a MEM-122 jejich izotyp (IgM),
ktery tvofi pentamerni az hexamerni strukturu a obsahuje tak 5-krat vice vazebnych mist pro
antigen. Pravé vyssi valence umoziuje jejich stabilni vazbu na CD47. Oba klony byly vyvinuty

mym Skolitelem.
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Tab. 1 Vybrané klony CD47-specifickych protilatek a jejich vlastnosti znamé z

Klon Blokuje Induku-
SIRPA je

fagocy-
tozu

B6H12 Ano[5] Ano [5]

2D3 Ne[68] Ne [5]

1/1A4 Ano [69]

CC2C6 Ano[69]

BRIC126  Ano[13] Ano[5]

CIKm1

MEM120

MEM122

MEM133

REA220

literatury.
2.4.1.

proti CD47 Hu5F9-G4 (pochazejici z klonu 5F9). Mysi byly imunizovany fiznim proteinem
mySi Fc casti a lidské extracelularni domény CD47, indukované mysi protilatky byly
humanizovany a variabilni ¢ast takto vzniklé monoklonalni protilatky byla nasledné pfenesena
na 1gG4 [66]. To proto, aby byla snizena pravdépodobnost postizeni zdravych bun¢k téla

nesoucich CD47, protoze IgG4 aktivuje nejméné efektorovych mechanismii zavislych na Fc.

Efekt této terapie tedy spociva predevsim Vv aktivaci fagocytdzy makrofagy a zaroven se
snazi vyvarovat zapojeni dalSich mechanismt jako jsou komplement (CDC) a buné¢na toxicita
zéavisla na protilatkich (ADCC), aby nebyl terapeuticky ucinek pievazen negativnimi

vedlejSimi G€¢inky. Béhem testovani neprokazala tato protilatka na rozdil od pozitivnich kontrol

Vaze
preferencné
konformaci

Vaze
monomery/
shluky

Blokuje
THBS1

Ano
[44]

Nezavisle na
konformaci
[10]

vysokoafinni

[67]

Indukuje
tvorbu
shlukti na
erytrocytech,
coz vede ke
zvySeni
SIRPA
vazby[65]

Nizkoafinni,
shluky [41]
Vyssi afinita
nez ostatni
MEM [41]
Nizkoafinni,

shluky [41]

Klinické studie blokujici osu CD47/SIRPA

V roce 2015 byla vyvinuta v laboratoii Irvinga Weissmana humanizovana protilatka

Izotyp

IgG1
kappa

IgG1
kappa

1gG2b
IgG1
kappa
1gG2b
IgG1
kappa
IgM

IgM

1gG2a

IgG1

schopnost indukovat u bun¢k akutni myeloidni leukémie ani ADCC ani CDC [66].
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Pacientské vzorky byly xenotransplantovany do NSG imunodeficitnich mysi. Po
aplikaci HuSF9-G4 mAb doslo k eradikaci akutni myeloidni leukémie a také ke zvyseni
ucinnosti standartni protinddorové terapie rituximabem, mezi jehoz U€inky patii zvySeni
exprese MHC II, indukce apoptozy a indukce ADCC a CDC [66]. HUSF9-G4 byla denné
podavana po dobu 2 tydnti imunodeficitnim NSG mySim po xenotransplantaci primarnich
lidskych AML bunék. 2 z 10 mysi, které vykazovaly nejvyssi miru uchyceni nadoru, doslo po
ukoncenti terapie k relapsu nadoru. Zbylych 8 mysi bylo touto terapii zcela vyléceno a nador se
neobjevil ani béhem nasledujicich 22 tydni monitorovanych po ukonéeni 1é¢by [66]. Studie
nemalobunééného karcinomu plic ze stejné laboratote a tudiz se stejnym designem (14-denni
1écba HuS5F9-G4, NSG mysi model) prokézala schopnost zmens$it objem nadoru na 1/5

V porovnani s nadory mysi, kterym byla podavana negativni kontrola [54].

Vzhledem Kk vysoké expresi CD47 na erytrocytech byla jednim z kritickych a precizné
sledovanych parametri anémie, jejiz vznik se nabizi jako mozny vedlejsi efekt. U NSG mysi
s xenotransplantovanou AML pfi 1€¢bé Hu5F9-G4 doslo k rozvoji anémie, jejiz zavaznost byla
pfimo imérnd mnozstvi Hu5F9-G4. Nezédouci Gcinky terapie lze minimalizovat pouzitim
bispecifické mADb jako napiiklad v praci z roku 2018 [70], kde soucasné cileni CD47 a EGFR
vedlo ke zmenSeni nadoru (xenotransplantatu v NOD/SCID mysi), a zaroven oproti blokatorim

pouze osy CD47/SIRPa nevedlo ke snizeni poctu erytrocytt [70].
Od roku 2015 probihaji klinické studie HuSF9-G4 mAb [71-74] (viz tab. 2).

Dalsi humanizovanou protilatkou testovanou pro klinické vyuziti je CC-90002. Tato
protilatka byla vyvinuta firmou Celgene, ale literatura s jeho detailni charakteristikou neni

vefejnosti dostupna [75].

Kromé anti-CD47 mAbs byla vyvinuta také terapeutika odvozena od solubilniho SIRPA
proteinu, kterd funguji stejnym zplisobem. Do této skupiny patii TT1-621, coZ je N-terminalni
V doména SIRPA zfizovani s lidskym IgG1, pro jejiz spravnou funkci je nezbytnd exprese
FcyRII a FcyRI na makrofazich, protoze vazbou na tyto receptory dochazi ke spusténi

fagocytozy [76].

TTI1-621 v mysim NOD/SCID modelu inhibuje rast B lymfomu a AML
xenotransplantatt. V porovnani s dal$imi anti-CD47 mAbs (CC2C6, 2D3, BRIC126, B6H12 a
5F9) navic TTI-621 ma velmi nizkou afinitu k lidskym erytrocytiim, coz je zasadni predpoklad

pro co nejmensi vedlejsi efekt terapie, jakym je pravé anémie.
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Preklinicky vyzkum dokazuje, ze ucinek CD47-mAbs i vysoko-afinniho SIRPA
proteinu je umocnén kombinaci s nddorové-specifickymi terapeutickymi protilatkami jako
naptiklad rituximab [13, 77]. Pomoci my$iho modelu pracujiciho s mysi anti-CD47 mAb bylo
zjisténo, ze antagonismus CD47 umocnuje G¢inek PD-L1 mAbs na melanomové bunky linie
B16F10 [78]. Tyto vysledky nejsou piekvapivé vzhledem k tomu, ze kromé odblokovani
fagocytozy vede aplikace anti-CD47 mADbs k aktivaci makrofagi a tim k aktivaci adaptivniho

imunitniho systému.

ALX148 je dalsim testovanym terapeutikem, které bylo vytvotreno fizi N-terminalni D1
domény SIRPA s inaktivovanym Fc. Takto vytvofeny protein vaze lidsky CD47 s Kps=0,14
nM [79]. U hematologickych nadort bylo prokazano, ze ALX148 blokaci anti-fagocytického
signalu zvySuje efekt béznych terapeutik, jakymi jsou daratumumab, rituximab, a
obinutuzumab, zpusobuje aktivaci dendritickych bunék a nadorové makrofagy polarizuje
smérem k prozanétlivému fenotypu. Kromé¢ toho u mysi, ani u primatd nebyly po aplikaci

prokazany zmény v poctu perifernich krevnich bunék [79].

Presto je obtizné studovat efekt CD47-blokujicich terapeutickych mAbs na aktivaci
adaptivniho IS, a to proto, ze testovani téchto terapeutik bylo vétSinou provadéno predevsim na

imunokompromitovanych mysich modelech, které pravé adaptivni IS postradaji [66, 70, 76].

Terapeutika jsou testovana na leukémiich, lymfomech, ale i pevnych nadorech a do testa
jsou pfijiméni vétSinou pacienti s primarnimi 1 recidivujicimi malignitami bez dalSich
zdravotnich komplikaci, jako jsou naptiklad onemocnéni kardiovaskularniho systému a
autoimunitni poruchy [71-74]. Vyuziti fagocytozy, tedy mechanismu vrozené imunity, k terapii
nadorového onemocnéni je na tomto poli pfevratnou novinkou. Navic pii pouziti takovéto
terapie lze pfedpokladat, Ze ani vysokd mira mutace nadorovych buné€k nebude schopna
Vv pritbéhu ¢asu zajistit nadoru rezistenci vznikem ,,inikovych klont*, protoze CD47" butiky by
byly taktéZ odsouzeny k fagocytoze, protoze takové jsou rozpoznany jako télu cizi, nebo staré,

uréené k odklizeni.
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Tab. 2 Seznam klinickych studii vyuzivajicich CD47-blokujici terapeutika (Prevzato z

[7] a rozsireno[80])

2.5.

Vazebni partneri CD47

CD47 se jako membranovy protein ucastni interakci s extracelularni matrix a

mezibunééné komunikace.

Cis-interakce s CD95 (Fas) u T buné€k je nezbytna pro indukci bunétné smrti, protoze

buniky s deletovanym CD47 po navazani FasL, ani anti-Fas mAb nejsou schopné spustit

programovanou bunécnou smrt [81].
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Obr. 6 Vazebné interakce CD47. Prevzato z [40].

2.5.1. Vazba s integriny
CD47 byva také oznacovan jako IAP (z anglického ,integrin-associated

protein®, protein asociovany s integriny), protoze byl nejprve purifikovan v komplexu s avp3
integrinem [82]. Tato interakce je (podobné jako interakce s trombospondinem a SIRPa)
zprosttedkovana extracelularni IgV doménou. Na rozdil od dalSich dvou zminénych vazeb se
vSak jedna o cis interakci. Pozdé&ji byla dokumentovana cis-vazba na dal$i integriny allbf3,

a2pB1, aLP2, a a4B1(shrnuto v [43]).

2.5.2. Trombospondin

Trombospondin je protein exprimovany vétSinou télnich bunék. Kromé vazby CD47
interaguje s fadou membranovych proteind a proteini extracelularni matrix a zprostfedkovava
tak kontakt mezi buikami [83]. mezi jeho dal§i receptory patfi napiiklad vySe zminéné
integriny, asociované s CD47, nebo CD36 [83]. Receptory CD47 a CD36 jsou asociovany skrze
integrin 6B 1 a pfi navazani trombospondinu ¢i f-amyloidu na CD36 blokuje CD47 NO/cGMP

signalizaci

Vazba s CD47 ma vliv na adhezi bun¢k, aktivaci a agregaci trombocytl, apoptdzu,
proliferaci a podili se na tvorbé zanétlivého prostiedi [84]. Podle prace z roku 2012 navic vazba
trombospondinu (respektive jeho C-terminalniho peptidu 4N1K) na CD47 opsonizuje staré

erytrocyty pro fagocytozu [10].

Trombospondin dale zabranuje cis asociaci CD47 s VEGFR2 svou vazbou na CD47
[85]. Pii aktivaci (fosforylaci) VEGFR2 dojde K ptenosu signalu na CD47 a spusténi
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signaliza¢nich drah vedoucich k angiogenezi (NO, PKC, PI3K). V pfitomnosti trombospondinu
je signalizace skrze VEGFR2 znemoznéna a trombospondin tak pfispiva k inhibici angiogeneze
[85]. To je v souladu s vyse zmifiovanou anti-angiogenetickou funkci CD47 (viz kap. 2.5.3.

Faktory ovliviujici expresi CD47).

2.5.3. Faktory ovliviujici expresi CD47
Vzhledem Kk fyziologické funkci CD47, jeho pfednostni expresi v urlitych mistech

nadoru a na nediferencovanych bunikach [38] pfedpokladam, ze jeho exprese ¢i naopak absence

souvisi s udrzenim kmenového fenotypu buiilky a zaroven schopnosti migrovat a metastazovat.

Epigenetické modifikace a exprese transkripcnich faktorti jsou dva zplsoby, jak bunka
ovlada expresi proteinti. Oba tyto mechanismy souvisi se zménami v promotorové oblasti
cilového genu. Promotor CD47 je atypicky absenci charakteristické TATA oblasti a jeho jadro
nalezeny vazebné domény pro né€kolik transkripénich faktorti: CREB, AP-2, MAZ, SP1 a a-
Pal/NRF-1. Jeho vliv na expresi sestiihovych variant CD47 byl studovan na buné¢nych liniich
i primarnich bunkach hepatomu a neuroblastomu, kde byla potvrzena specificka exprese
izoformy 1, 2 a 4 [86]. Indukovana overexprese tohoto o-Pal/NRF-1 vedla ke zvySeni
transkripéni aktivity v promotorové oblasti CD47. Tento TF obecné zvySuje expresi genl

podporujicich rist buiiky.

Dale byla v promotorové oblasti CD47 nalezena vazebna sekvence pro HIF-1a (5'-
GCGTG-3") [60]. Ve své praci zroku 2015 Zhang a kol. dokazuje, Zze hypoxie, ktera je
typickym znakem nadorového mikroprostiedi, vede skrze tento TF ke zvySeni exprese CD47.
Navic bunky deficitni v tomto TF jsou vyznamné vice fagocytovany neZz bunky, které ho
exprimuji [60]. Pozitivni regulace CD47 skrze HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) byla
potvrzena u karcinomu prsu [60]. Vysoka uroven exprese HIF souvisi s vy$§im rizikem

metastaz a s vyss$i mortalitou [60].

Dalsi regulator, jehoz vazebné misto bylo nalezeno v promotoru CD47, je vSeobecny
transkripéni aktivator MYC [87]. Krom& CD47 pozitivné reguluje i expresi adaptivniho
imunitniho kontrolniho bodu PD-L1. SniZzen4 exprese MY C vede ke sniZzeni exprese CD47 (na
tietinu ptivodni exprese) a PD-L1 (na tfi ¢tvrtiny pavodni exprese). To vSak staci k inaktivaci
angiogeneze v nadoru a jeho regresi [87]. Pii deleci MYC a soucasném zachovani exprese
CDA47 a PD-L1 ale nedoslo k regresi nadorta [87]. Studie z roku 2013 naopak doklada, ze pti
signalizaci skrze CD47 dovniti buiiky dochazi ke sniZeni exprese c-MYC a dalSich kmenovych
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TF OCT-4, SOX-2 a KLF-4. Naopak pfi ztraté¢ CD47 se zvysuje exprese c-MYC a buiiky se
asymetricky déli, coz znamend, ze aplikace antagonisti CD47 vede k obnoveni ,,self-renewal*
potencialu [88]. Autofi také dokladaji, Ze signalizaci skrze CD47 1ze ovliviiovat in vivo hladinu
téchto kmenovych TF. Napiiklad rovnovaha mezi expresi CD47 a Sox2 muze byt v piipadé
nefyziologického zanétu posunuta ve prospéch Sox2* bunék, coz napomaha hojeni. Vyssi
exprese CD47 zaroven blokuje angiogenezi [88], coz je ve shod¢ s vySe zminovanou praci [87].
Rozpor mezi vySe zminovanymi studiemi je objasnén replikacni studii z roku 2018. Ta
potvrdila, ze pti zvysSené expresi MYC dochazi k nespecifické aktivaci 1 téch genti v buice,

které byly pied indukci abnormalni exprese neaktivni [89].

Podle studie lidskych embryonalnich kmenovych buné¢k (hESC) je exprese CD47
specificka pro populaci FOXA+ bunék a tyto buiiky 1ze pomoci CD47 vyselektovat. Tyto buiky
vykazuji zvySenou expresi SHH, FERD3L a SLIT2 [90]. U CD47* progenitorovych bun&k
mezencefalickych dopaminergnich neuronti byla zjisténa témét dvojnasobna exprese Sox2
oproti CD47" populaci, ktera navic mezi 11. a 16. dnem diferenciace klesla na méné nez
desetinu [90]. Exprese SHH je typicka pro bazalni vrstvu urotelu, a ztrata tohoto proteinu je

spojovana s tvorbou nadoru a jeho progresi do invazivniho stadia [14].

U hepatocelularniho karcinomu bylo zjiSt€no, ze zvySend exprese CD47, ktera je
zpusobena faktorem NFkB, je zodpovédna za rezistenci nadoru viéi chemoterapii [91]. Tento
TF je zodpovédny za vytvoreni zanétlivého prostiedi a produkci pyrogenti a dalSich pro-

zanétlivych cytokint [91].

U bunééné linie se stabilng transfekovanym vektorem zarucujicim expresi CEBPa byla
zjisténa 2,91krat zvySena exprese CD47 [92]. CEBPa je tedy dal$im vyznamnym faktorem
zvySujicim mnoZstvi pfitomného CD47. Zaroven bylo v roce 2016 dokazano, ze koexprese
CEBPa s tzv. ,,OSKM koktejlem* (OCT-4, SOX-2, KLF-4, MYC) zpusobuje dediferenciaci
lidskych B bunék a vede az k tvorbé iPSC (indukované pluripotentni kmenové buiky) [93].
Exprese téchto TF zpisobi rapidni dediferenciaci bunky, kterd vede jiz po jednom tydnu
k produkci bun€k exprimujicich Nanog, ktery je typicky embryonalni TF zodpovédny za
vysokou expresi OCT-4 [93].

Blizce ptibuzny TF CEBPp tvoii heterodimery s CEBPa. Mezi jim ovladané cilové
geny patii naptiklad IL-1, IL-6 a TNFa, coz jsou prozanétlivé proteiny indukované také NFkB

signalizact, které jsou zodpovédné za zvySeni télesné teploty. Déle indukuje expresi tzv. ,,multi-
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drug transportéru ABCC2 [94] a ABCBL1 [95], diky kterym se mohou buiiky zbavovat latek

jim nebezpecnych, naptiklad 1éCiv, a jsou tak rezistentni viici terapii.

2.5.3.1. EMT a souvisejici transkripcni faktory (TF)

Rozsiteni nadoru vtéle je umoznéno tzv. epitelidlné-mezenchymalni ptechod
(epithelial-mesenchymal transition, EMT). EMT je dé&j, kdy dochazi k pfeprogramovani bunky
tak, aby byla schopna migrovat v téle [96]. Pro vytvofeni metastazy je nutny nasledné i d¢;
opacny, tzv. mezenchymalné-epitelidlni pfechod (MET), kdy naopak dochazi ke zméné ve
prospéch epitelialniho fenotypu a builka tak mize v nové nice vytvofit metastazu [96, 97].
Vsechny tyto procesy jsou umoznény zménami v epigenetické regulaci, kterd vede ke zméné

fenotypu burky.

ZEB-1 je TF zodpovédny za indukci exprese IL-2, ktery podporuje diferenciaci T-bunck
V thymu. Tento TF je dale zodpovédny za indukci metastaz u nadori plic jako vedlejsi efekt

radioterapie [98].

Kromé ZEB-1 se na EMT podili i jeho homolog ZEB-2 [99], dale SNAIL-1, TWIST-1
a TWIST-2 [100].

Aby byla bunka schopna vytvofit v misté, kam doputovala, metastazu, musi mit zaroven
patficné kmenové vlastnosti. Transkripéni faktory a epigenetické zmény zodpovédné za

kmenovy charakter i mobilitu butiky se tak vzajemné dopliuji ¢i piekryvaji.

2.5.4, Vyuziti inhibice inhibic¢nich imunitnich kontrolnich
bodU

Stav IS zavisi na rovnovaze ¢i nerovnovaze aktivacnich a inhibi¢nich signéli. Inhibi¢ni
molekuly brani nadmérné aktivaci a autoimunitnim reakcim. Inhibice téchto kontrolnich
imunitnich bodu vede k aktivaci (nebo k pietrvani aktivovaného stavu) IS a lze ji tak vyuzit
jako terapeuticky prostiedek napiiklad u nadord, kde je selhani IS predpokladem pro rist

neoplazie [20].

Prikladem takové terapie jsou protilatky proti PD-1, PD-L1, CTLA-4. PD-1 a CTLA-4
jsou proteiny exprimované na T burikach, tvoii vazbu s PD-L1, respektive s CD80/CD86. a tim
zabrafuji nadmérné aktivaci IS. Naruseni osy CD80/CD86-CTLA-4 a PD-1-PD-L1
monoklonalni protilatkou vede k odstranéni inhibi¢niho signalu, tedy ke kontinualni aktivaci
piislusné T buiky, kterd nasledné zprostiedkuje zneskodnéni naddorovych bunék. Blokatory
PD-1-PD-L1 jsou dnes jiz pouzivanou klinickou praxi i pro BCa: pembrolizumab, nivolumab

30



a durvalumab byly schvaleny FDA v roce 2017, atezolizumab jiz o rok dfive, v kvétnu 2016
(v8e shrnuto v [101]). Studie dokazuji, Ze vlivem této 1é€by dochazi k regresi i u velmi
rezistentnich nadort a ¢asto k velmi dlouhé dob¢ pieziti bez opétovného vyskytu nadoru, ale
napiiklad v pfipad¢ inhibitora PD-L1/PD-1 je terapie uspé$na pouze u 20-30 % pacientu [102].
Chybi jasné vymezena vstupni kritéria, podle kterych by bylo mozné ptedem urcit, pro které

pacienty je 1é¢ba vhodna.

Inhibi¢ni kontrolni body jsou nezbytnou soucasti fungovani nejen adaptivniho, ale i
piirozeného IS. Na rozdil od vyse zminénych vSak inhibitory kontrolnich bodi ptirozeného IS

zatim nejsou schvaleny pro terapii nadori.

Mechanismy funkce osy CD47-SIRPA byly popsany vyse. Blokatory této osy jsou dnes
testovany v klinickych testech (shrnuto v [7], také viz tab. 2). Prediktivni stratifikace pacientt
pro tuto 1écbu zvysi jeji efektivitu. Proto je nezbytné studovat parametry CD47 na nadorovych
buitkach (exprese, stechiometrie, konformace), které ovliviiuji jeho vazbu na SIRPA a tak

zablokovani fagocytozy.

V roce 2017 byla publikovana prace charakterizujici dal§i kontrolni bod vrozené
imunity. Je jim molekula MHC I exprimovand na nddorovych bunikdch a inhibi¢ni receptor
makrofagi a NK bun¢k LILRBI1 [103]. Exprese MHC I totiz koreluje se snizenou schopnosti
makrofagl odstranit danou buniku. Analogicky k ose CD47-SIRPA dochazi pti zablokovani
LILRB1 signalizace monoklonalni protilatkou k aktivaci fagocytézy. Pii soucasném
zablokovani komponent obou os (CD47-SIRPA a MHC [-LILRB1) dochézi
k mnohonasobnému zvyseni fagocytické aktivity oproti kontrolam s blokaci pouze jedné
z téchto interakci [103]. Schopnost LILRB1 vazat rizné haplotypy MHC 1 je zajisténa vazbou
na B-2-mikroglobulinovou podjednotku MHC I molekuly, ktera je spolecna v§em haplotypiim

daného druhu. Zaroven je tato interakce praveé druhové specificka [103].

V soucasnosti jedinou imunoterapii vyuzivanou pro 1écbu nddoru mocového méchyte,
ktery je objektem mého zajmu, je vakcina BCG (Bacillus Calmette-Guérin), jejiz aplikace
vyvola imunitni reakci proti nadoru. BCG se k terapii nddoru mo€ového méchyte standartné
pouziva jiz od roku 1977 a je aplikovéana pacientlim s neinvazivni formou onemocnéni, které
predstavuje 75-80 % diagnostikovanych piipadd (Tis, T1, CIS) [104]. Jedna se o atenuovany
kmen Mycobacterium bovis, ktery byl jiz dfive pouzivan k vakcinaci proti Mycobacterium

tuberculosis [105]. Tato terapie snizuje pravdépodobnost progrese do invazivni formy
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onemocnéni az 0 26-27 % [104]. Opét zde ale chybi kli¢, podle kterého bychom byli schopni

predem urcit, zda bude dany pacient na 1é¢bu odpovidat, ¢i nikoli.
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3. Cile

Dlouhodobym cilem tohoto projektu je prediktivni stratifikace pacienti pro 1écbu
CDA47-blokujicimi mAbs. K dosazeni tohoto cile je zapotiebi nejprve dosahnout minoritnich

cilt, které jsou ty hlavni pro moji diplomovou praci:

e Zmapovani exprese CD47 a vybranych kmenovych znakt v bunécnych liniich

BCa

e Charakterizace exprese CD47 na primarnich bunkiach BCa v kontextu

nadorovych kmenovych bunék a jejich expresnich profila dle literatury

e Kaorelace vyskytu zjisténych populaci u ruznych pacienti v zavislosti na stupni

diferenciace a vyvoje nadoru (,,grading, staging®)

e Charakterizace epitopi CD47 na zéklad¢ vazby maximalniho poctu dostupnych

kloni CD47 monoklonalnich protilatek v kompeticnich FCM testech

e Na zakladé¢ kompeticnich testl stanovit klony specifické pro jednotlivé

molekularni formy CD47 a sestavit panel protilatek

e Mgieni fagocytdzy erytrocyti pomoci bunéénych linii in vitro — ustanoveni
metodiky pro méfeni fagocytdzy v pacientskych vzorcich véetné potvrzeni

inhibi¢ni funkce protilatek
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4. Materialy
Zkumavky 1,5ml a 2ml: Eppendorf

Zkumavky 15ml: Eppendorf
Zkumavky 50 ml: NUNC
96- a 384-jamkové desti¢ky: Sigma-Aldrich
4.1. Bunécné linie
Fenotypizace bunééné linie: RT112 Heidelberg
Kompeti¢ni test: Jurkat (ATCC)
THP-1 (DSMZ)
OV10 IAP+ (F. Lindberg, Washington University School of Medicine)
Mgéfeni fagocytozy in vitro: MonoMac-6 (DSMZ)
THP-1 (DSMZ)

VSechny  bunétné  linie  pochazi z ATCC  (https://www.lgcstandards-
atcc.org/?geo_country=cz) a z DSMZ (https://www.dsmz.de/), lidské erytrocyty byly
separovany z plné krve zdravych darcii a byly fedéné v HBSS.

4.2. Klinické vzorky karcinomu mocového méchyre
Vzorky nadoru mocového méchyie byly poskytnuty spolupracujicimi klinickymi
pracoviS§ti Thomayerovou nemocnici a Fakultni nemocnici Motol v Praze b&hem let
2014 —2018. Vzorky byly odebrany béhem radikalni cystektomie mocového meéchyie a

rozdéleny patologem na invazivni, exofytickou a normalni ¢ast.
Tyto vzorky prosly kontrolnim testovanim kvality a pfitomnosti nadorového fenotypu.
Tkanové blocky jsou skladovany v OTC (zdroj) po fixaci a stabilizaci v 30% sacharé6ze v -86 C.
4.3. Kultivacni média

e DMEM (10 % FCS), Sigma Aldrich, kultivace bez antibiotik, adherentni kultury

e RPMI (10 % FCS), Sigma Aldrich, kultivace bez antibiotik, suspenzni kultury
lidskych hematopoietickych linii

e IMDM (5 % FCS), UMG AV CR, kultivace bez antibiotik, linie OV10
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4.4, Protilatky
Antigen Klon Vyrobce Kat. ¢ Fluorochrom
CD47 B6H12 Invitrogen 17-0479-42 APC
CD47 2D3 Invitrogen 11-0478-42 FITC
CD47 CC2C6 Biolegend 323108 PE
CD47 MEM122 Exbio 1F-225-T100 FITC
CD47 MEM122 Exbio PB-225-T100 PB
CD47 MEM120 Exbio Ascit
CD47 MEM133 Exbio Ascit
CD47 CIKm1 HLDA | - Purifikat

Workshop
CD47 BRIC126 HLDA | - Purifikat
Workshop

CDA4of GoH3 Biolegend 313606 FITC
CD44 IM7 Biolegend 103056 PE/Dz594
CD90 5E10 Biolegend 328120 AF700
CD31 WM59 Biolegend 303122 BV605
CD326 9C4 Biolegend 324226 BV650
CD45 HI30 Biolegend 304048 BV785

4.5, Molekularné biologické soupravy a chemikalie pro gPCR

RNeasy Mini Kit 50, QIAGEN, kat. ¢. 74104

DNase | recombinant, Roche Diagnostics, REF. 04716728001

iTag Universal SYBR Green Supermix, Cat. No. 172-5121, BIORAD

4.6.

Ostatni chemikalie
NaNs: Sigma-Aldrich

EDTA: Sigma-Aldrich

KCI: Lachema

NaOH: Lachema

HCI: Lachema

FBS: Biosera

MgClz: Lachema

HBSS: Sigma-Aldrich
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e PBS: Sigma-Aldrich
e Hoechst 33342: Sigma-Aldrich
e Hoechst 33258: Sigma-Aldrich

e Liberaza TH: Sigma-Aldrich

4.7. Pfistroje a software
Pratokovy cytometr BD™ LSR 1I, BD Biosciences, San Jose, CA, USA

e Centrifuga Eppendorf, 5810 R

¢ GentleMACS™ Dissociator

e Stratagene Mx3005P qPCR cykler, Agilent

e Thermal Cycler T100, Bio-Rad

e FlowJo v10.4, LLC, BD Biosciences, San Jose, CA, USA

e GenEx v6, TATAA a multid, http://www.biomcc.com/genex-software.html

e Genevestigator, https://genevestigator.com/gv/index.jsp

e Cytobank, https://www.cytobank.org/index.html

5. Metody

5.1. Titrace mAbs a kompeticni test
Jednotlivé protilatky byly titrovany v rozsahu koncentraci fedéni 1/5 az 1/2560 (viz Obr.

7) na ektopicky exprimovaném CD47 v buiikach linie OV10 (OV10 CD47+). Pro dalsi
experimenty jsem pouzila protilatky podle fedéni v tabulce na Obr. 7, nebot pfi téchto

koncentracich poskytuji dostatené silny pozitivni signal.

Kompetice protilatek byla méfena na 4 riiznych typech bungk, a sice na bunikach T-ALL
linie Jurkat, OV10 CDA47+ transfektantech (dale jen OV10), myeloidni THP-1 linie a na
lidskych erytrocytech separovanych zplné krve zdravych darci. Abych se vyvarovala
odchylkdm zplsobenym nepifesnostmi v pipetovani a zaroven minimalizovala spotiebu
protilatek, ptipravila jsem smésné vzorky obsahujici vS§echny typy bunck. Bunécné linie proto
byly nejprve znaceny DDAO (pro kompetici s protilatkami zna¢enymi FITC) a CFSE (pro

kompetici s protilatkami znacenymi APC a PE) v koncentracich 0,1 uM, 2,5 uM a 5 uM. Dale
36


https://genevestigator.com/gv/index.jsp

byly buiiky inkubovany 5 min na ledu s neznac¢enymi blokujicimi mAbs (BRIC126, CIKm1,
MEM-120, MEM-122, MEM-133, 2D3 a B6H12; vSechny v koncentraci 1:20). Poté byly
pfidany znacené protilatky klonia CC2C6, B6H12, 2D3 a MEM-122 a vzorky byly nasledné
inkubovany a méteny ve 4 riznych experimentalnich podminkach: 10 min inkubace pii 4 °C,

10 min inkubace pii 37 °C, 1 hod inkubace pii 4 °C, 1 hod inkubace pii 37 °C.

5.2. Zpracovani a analyza pacientskych vzork(
Vzorky tkané BCa byly vloZeny do disociaéniho roztoku (1 alikvot 0,15 Wunsch/mg

liberazy TH ve 40 ml DMEM, 10% FCS) a disociovany v 37 °C po dobu 2-3 hodin za ti¢elem
vytvofeni suspenze pomoci gentleMACS™ Dissociator. Buiiky byly barveny 14 riznymi
monoklondlnimi protilatkami pro charakterizaci jejich povrchového fenotypu, jako negativni
kontroly byly zméfény separatni nebarvené vzorky. Kompenza¢ni matice byla vypoctena
automaticky z jednotlivé znacenych vzorkli v programu FlowJo, ve kterém byla data dale

zpracovavana.

CD47 byl znacen protilatkou klonu CC2C6, ktery byl v nasi laboratofi pouzivan jako
soucast 14-ti barevného panelu pro fenotypizaci pacientskych BCa vzorkd. Protoze je ale tento
klon konjugovan s fykoerytrinem, z n¢hoz ziskavame pfili$ silny signal, nelze data spravné

kompenzovat, a proto je v sou¢asné dobé tento panel modifikovan.

V1-A V3-A |V4-A B1-A B4-A GL-A |V2-A V5-A V6-A R1-A |R2-A R3-A |G2-A  G5-A

V1-A |1,0000 0,0668 0,0329 0,0046 0,0000 -0,0001 0,4064 0,0241 0,0080/-0,0002 -0,0001 0,0000 0,0000 0,00001

V3-A
V4-A
B1-A
B4-A
G1-A
V2-A
V5-A
V6-A
R1-A
R2-A
R3-A
G2-A
G5-A

0,19011,0000 0,7022 0,0005 0,0175
0,1116 0,0591/1,0000 0,0003 0,0139
0,0040 0,0050 0,0020 1,0000 0,0080
0,0065 0,0009 0,1217 0,0047 1,0000
0,0003 0,0185 0,0067 0,0031 0,0197
0,2859 0,2709 0,1381 0,0290/0,0013
0,08090,0010 0,0087/0,0004 0,0260
0,1181 0,0026 0,0044 0,0005 0,0003
0,0004 0,0001 0,0376/0,0001 0,0020
0,00720,0007 0,0014 0,0050 0,0258
0,0024 0,0002 0,0080/0,0005 0,0007
0,0008 0,0529 0,0267 0,0021 0,0945
0,0002 0,0002 0,0001 0,0004 0,0006

0,2732 0,0114 0,4096 0,1640
0,0013 0,0095 0,6368 0,1095
0,0005 0,0482/0,0010 0,0000
0,0009 0,0028 1,2977 0,3184
1,0000 0,0010 0,0038 0,0006
0,0020 1,0000 0,0912 0,0224
0,0001 0,00711,0000 0,2834
0,0003 0,0121 0,0196|1,0000
0,0001 0,0002 0,0156 0,0034
0,0007 0,0036 0,3187 0,0842
0,0005 0,0007 0,0047 0,1577
0,4261 0,0006 0,0163 0,0031
0,0076/0,0001 0,0003 0,0372

0,2906
0,3857
0,0005
0,5606
0,0003
0,0005
0,0254
0,0038
1,0000
0,1123
0,2279
0,0027
0,0003

-0,0023 0,0008

0,0426 0,3732 0,4493 0,5120
0,0261 0,0118 0,0172 0,0581
0,0000 0,0000 0,0005 0,0000
0,2098 0,1414|-0,0009 0,8556
0,0000 0,0000 0,2782 0,0232
0,0008 0,0000
0,0738 0,0452| 0,0001|0,0535
0,0037 0,0400| 0,0002|0,0495
0,0610 0,0254| 0,0011| 0,0443
1,0000 0,4336 0,0043 0,3936
0,0747/1,0000 0,0009 0,9803
0,0001 0,0002 1,0000/0,1416
0,0011 0,0182| 0,0025 1,0000

Tab. 3 A Kompenzacni matice vygenerovand v programu FlowJo.

Pro tSNE analyzu byly vybrany zivé a ¢aste¢né i mrtvé bunky (viz Obr. 9). To proto, ze

u nékterych vzorkii nebylo mozné rozlisit pfesnou hranici mezi témito populacemi. Nejprve
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jsem u vSech vzorka vybrala populaci CD45°CD31 (viz obr. 9), coZ je populace potencialné
nadorovych bun€k, protoze neexprimuje ani leukocytarni (CD45), ani endotelialni (CD31)
znaky. Naproti tomu u nadorovych bunék ocekdvam, ze muze, ale nemusi byt zachovana
exprese CD326, coz je znak epitelu, od kterého je BCa odvozen. Takto vybrané populace byly
nasledné¢ pomoci doplnku ,,Downsample plugin“ zmenSeny na 20000 bunck nahodnym
vybérem a nasledn¢ byly vSechny vzorky spojené do jednoho souboru podle typu tkané

(exofyticka ¢ast nador, invazivni ¢ast nadoru, normalni urotel) (,,concatenation®).

Takto pripravena data jsem dale analyzovala za pomoci dopliku ,,tSNE plugin‘ (1000
iteraci, perplexita=30, eta=200, theta=0,5). Tento plug-in slouzi k automatické analyze
viceparametrickych dat a béhem naslednych iteraci fadi ptibuzné burky tak, ze ve vysledném
grafu jsou nejbliZe k sobé ty, které maji stejny, nebo podobny expresni profil a takové buniky
pak vytvaii shluky (,,cluster*). Naopak buiiky neptibuzné budou od sebe v grafu vzdaleny. Tato
separace byla provedena na zaklad¢ dat ze vSech analyzovanych parametrt s vyjimkou V1-A:
Hoechst 33258, znaciciho DNA mrtvych bun¢k, protoze pti zahrnuti tohoto dominantniho
bimodalniho kanalu by zbyte¢né dochdzelo k rozpadu vSech shlukii na dva mensi, v ptipadé¢, ze

obsahuji zivé 1 mrtvé buiiky a vznikly obraz by byl neptehledny.

5.3. Test fagocytarni aktivity
K tomuto experimentu byly pouzity bunky linii THP-1 a MonoMac6. Erytrocyty

separované z plné krve zdravych darcth pomoci separace na Fickoll gradientu, byly znafeny
10uM CFSE a 10 uM pHrodo. Daéle byly inkubovany s riznymi CD47 mAb a s opsonizacni
protilatkou CD59. Poté byly erytrocyty a fagocytujici buiiky pfeneseny do polystyrenové 96-
jamkové desky, centrifugaci (300 G) ptivedeny do kontaktu a inkubovany 2 hodiny pti 37 °C.
Fagocytdza byla nasledné métena pii fyziologickém pH a déle po snizeni pH na 4,1. Vysledky

byly analyzovany za pomoci pomérného parametru pHrodo/CFSE.

5.4. Fenotypizace povrchovych znak( bunécné linie RT112

Heidelberg a méreni transkripce vybranych genli pomoci gPCR
Buiiky linie RT112 Heidelberg jsem kultivovala za riznych podminek a nasledné¢ jsem

kvantifikovala expresi CD47 (CC2C6, Biolegend), CD90 (5E10, Biolegend), CD44 (IM7,
Biolegend) a CD49f (GoH3, Biolegend) u odebranych vzorkt. Vzorky znacené piimo byly
inkubovény taktéz 20 min s primarné zna¢enou mAb (fedéni 1:80). Po promyti byl k vzorkiim

piidan Hoechst 33342 pro diskriminaci zivych a mrtvych bunék v koncentraci 0,1ug/ml.
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RNA byla izolovana pomoci komer¢niho kitu. Extrahovana RNA byla vodou nafedéna
na 12,5 ng/ul. Nasledné jsem provedla reverzni transkripci. Reakce byla provedena ve dvojici
pti celkovém objemu kazdé rakce 20 ul obsahujicim 100 ng RNA. Pro zvySeni Cistoty byly
vzorky (8 ul vzorku + 2 ul H20) inkubovany s 2 ul DNazy I, reakce byla nasledné inhibovana
10 min inkubaci v 75 °C. K vzorkiim byly nasledné pfidany 2 ul RT MasterMix1 (= 1 ul
nahodnych hexamerti + 1 ul dNTPs v poméru 1:1:1:1, dale je MM1). Po 5 min v 65 °C a
nasledném ochlazeni na ledé¢ bylo pfidano 6 ul RT MasterMix2 (=4 ul pufru+ 1 ul DTT + 1 ul
SuperScript Il RT, Invitrogen). Parametry nasledné RT jsou v tab. 4.

Nasledné byla kvantifikovana exprese vybranych transkripénich faktortt (OCT-4, SOX-
2, TWIST1, TWIST2, CEBPA, CEBPB, ¢c-MYC, ZEB1, ZEB2) a povrchovych receptori
CD44 a CD133 pomoci qPCR. Ke gPCR MasterMix (= 8,2 ul H,O + 10 ul SYBR Greenu + 0,4
ul forward primeru + 0,4 ul reverse primeru) byl pfidan 1 ul vzorku. Parametry (délka, pocet a

teplota cyklu jsou v Tab. 4).

Primery pouzité v experimentu byly darovany laboratoti Zdeitka Hodného, M.D.,

PhD., UMG, AV CR:

Gen Fwd primer Rev primer

OCT-4 CAGCTTGGGCTCGAGAAG CCTCTCGTTGTGCATAGTCG
SOX-2 CAAGATGCACAACTCGGAGA GCTTAGCCTCGTCGATGAAC
TWIST-1 GCAGGACGTGTCCAGCTC CTGGCTCTTCCTCGCTGTT
TWIST-2 GCAAGAAGTCGAGCGAAGAT GCTCTGCAGCTCCTCGAA
CEBPA AGGAGGATGAAGCCAAGCAGCT AGTGCGCGATCTGGAACTGCAG
CEBPB CGCTTACCTCGGCTACCA ACGAGGAGGACGTGGAGAG
C-MYC CCTACCCTCTCAACGACAGC ACTCTGACCTTTTGCCAGGA
ZEB-1 GGCATACACCTACTCAACTACGG TGGGCGGTGTAGAATCAGAGTC
ZEB-2 AATGCACAGAGTGTGGCAAGGC CTGCTGATGTGCGAACTGTAGG
CD44 CCAGAAGGAACAGTGGTTTGGC ACTGTCCTCTGGGCTTGGTGTT
CD133 TTTTGCGGTAAAACTGGCTAA CCATTTTCCATATTTTTCATG

Z naméfenych hodnot byla vypocitana relativni hodnota exprese R=2 (-ACt ), kde ACt

testovaciho vzorku=Ct cilového genu - Ct house-keeping genu. Tyto hodnoty byly ziskany za

pouziti programu GenEx v6 (http://www.biomcc.com/genex-software.html).
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A. Teplota Cas Opakovani

cyklu

Reverzni 65 °C 5 min 1
transkripce

0°C 1 min 1

25°C 5 min 1

50 °C 50 min 1

70 °C 15 min 1

15°C oo 1
gPCR 95 °C 10 min 1

95 °C 30s 40

55 °C 1 min

72 °C 1 min

95 °C 1 min 1

55 °C 30s 1

95 °C 30s 1

Tab. 4 Pribeh reverzni transkripce a kvantitativni PCR.

5.5. Indukce CD47 pomoci CEBPa
Buiiky s inducibilni expresi CEBPa byly vénovany laboratoti Meritxell Alberich Jorda,

UMG, AV CR, a byly kultivovany v RPMI s estradiolem (1 uM/ml ). Po 3 a 9 dnech indukce
jsem kvantifikovala expresi CD47 protilatkou klonu CC2C6 (Biolegend, 1:80).

5.6. Bioinformaticka analyza koregulace exprese genu
Pomoci programu Genevestigator® jsem provedla bioinformatickou analyzu s vyuZitim

nastroje ,,Gene Set Enrichment Analysis“. Diky datim z mRNA microarray experimenti
zafazenym V této databazi v kategorii ,,Reactome pathways“ a ,,Gene Ontology*“ jsem
porovnala expresi CD47 se skupinami gend, které jsou v Genevestigator zafazeny v téchto
kategoriich. Ze skupin, ve kterych byl CD47 pfitomen, jsem vybrala ty, které potencidlné
funkéné souvisi se signalizaci skrze CD47 (regulace fagocytozy, opsonizace, SIRPA interakce,
trombospondinové interakce, pienos signalu, regulace endocytozy, imunitni procesy, regulace
imunitnich procesii, lokalizace bunky, regulace signalizace, signalizace povrchovymi
receptory) a vtéchto skupinach jsem hledala geny, které jsem kvantifikovala v qPCR

experimentu.
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6. Vysledky

6.1. Titrace protilatek a kompeticni test
Pted pouzitim vSech znacenych protilatek jsem provedla jejich titraci. Pro dalsi pouziti

jsem zvolila koncentrace mAbs v tabulce na Obr. 7 C. VSechny mAbs jsou komer¢né dostupné

a byly dodany v satura¢nich koncentracich.

Pro studium molekularnich forem CD47 exprimovanych na bunkéach biologického
vzorku je nezbytné stanovit panel protilatek specificky reagujicich s témito jednotlivymi
formami. Proto jsem provedla kompeti¢ni test riznych klonti CD47-specifickych mAb na Obr.
8. Takovy test umoznuje ziskat informaci o tom, které mAbs pokryvaji stejny epitop cilové

molekuly, nebo stéricky brani navazani jiné protilatky

A

v. o_ p B
mr MFI pfi rdznych koncentracich mAbs /\ ~ Neg. kontrola
1/5
14000 70000 T
.
A 1/20
12000 60000 Py - 1/40
10000 50000 1/80
/ \\ 1/160
8000 40000 1/320
1/640
6000 30000 , 1/1280
/ \ 1/2560
4000 20000 T
0 1wt 10°
2000 10000 V1-A MFI
0 0 B6HI2 APC 1:40
0 2 4 6 8 10 12 Bodici MEMI22 FITC | 1:20
2D3_FITC MEM122_FITC MEM122_PB fada MEMI22 PB 1:20
2D3 FITC 1:20

—8— CC2C6_PE —8—B6H12_APC

Obr. 7 A. Titracni krivky 4 riuznych protilatek, kiivka klonu B6HI?2 je zobrazena na
vedlejsi ose. B. Histogramy fluorescencni intenzity riuznych koncentraci klonu MEM122 PB.

C. Tabulka dale pouzivanych koncentraci pro barveni danymi protilatkami.
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Obr. 8: A. Strategie ohraniceni cilové populace (anglicky ,,gating*): zobrazena jsou
data namérend po 1 hodiné inkubace pri 4 °C pro klon MEM-122 blokovany klonem BRIC-126.
B.Vysledky kompeticniho testu (podil vazebné aktivity) se znacenymi mAb CC2C6, MEM-122,
B6H12 a 2D3 po 10 minutdch a 1 hodiné inkubace. Vynesend data jsou priumeér ze 3 opakovani

téhoz experimentu. C. Absolutni hodnoty vysledkii jednoho z méreni.
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Obr. 20 A variabilita reaktivity mezi riiznymi experimentalnimi podminkami (teplota,
doba inkubace). B Souhrnny graf relativnich hodnot MFI kombinujici vsechny podminky a

v§echny kombinace mAbs.

Na obr. 20 Ize pozorovat trendy jednotlivych protilatek. Na zaklad¢ téchto trendd lze
testované protilatky podle podobnosti jejich reaktivity roziadit do 3 skupin: 1. BRIC-126 a
CIKm1, 2. MEM120, MEM-122 a MEM-133, kdy MEM-133 kompetuje i pfi 4 °C silné s
MEM-122 (MFI 3% u linie Jurkat) a méné s CC2C6 (MFI 26%), 3. 2D3, 4. B6H12 a CC2CS6.
Podle reaktivity s protilatkou 2D3 se navic vyznamn¢ podobaji vSechny protilatky prvnich dvou

zminovanych skupin.
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6.2. Fenotypizace pacientskych vzorkd
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Obr. 9 Vyber populaci bunék pro tSNE analyzu.

»Stochastic neighbour embedding™ (SNE) analyza byla zpracovana pomoci dvou
riznych programd. VviSNE analyza vytvoiena v programu Cytobank
(https://www.cytobank.org/index.html) vykazuje lepsi separaci jednotlivych populaci nez tSNE
analyza ve FlowJo. Na druhou stranu CD47-pozitivni buniky jsou lokalizovany vyhradné ve
velmi malych shlucich ,,rozdrobenych* v okrajich viSNE diagramu (viz Obr. 10), coz je znak
nespravné provedené analyzy, vétSinou zptusobené vysokou hodnotou ,,perplexity parametru.
Tyto populace se navic vzajemné prolinaji natolik, Ze ani neni moZné je dale analyzovat. Proto

byly pro dalsi analyzu vybrany vysledky z tSNE analyzy ve FlowJo.
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Jediny rozdil mezi vySe zminénymi softwary spocivd v tom, ze Cytobank bere jako
vychozi nastaveni os pro SNE analyzu osy skalovani Arcsinh. V programu FlowJo byla analyza
provedena s daty zobrazenymi na biexponencialni skale. Vzhledem k tomu, ze SNE algoritmus
Cytobank 1 FlowJo provadi analyzu na zakladé grafického zobrazeni, nikoli matematickych

hodnot dat, je ziejm¢ tento rozdil jednou z pficin odliSnosti ve vystupnich hodnotéch.
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Obr. 10 Porovndani programii Cytobank (vievo) a FlowJo (vpravo).

V tSNE plotech jsem manualné vybrala CD90*CD44*CD49f* populace bunék, které
fenotypové odpovidaji nediferencované bazalni (kmenové) populaci BCa (viz obr. 3).
Dale jsem analyzovala expresi CD47 u téchto populaci. Ze skalovych zobrazeni na obr.
11 vyplyva, Ze exprese CD90 je vSeobecné niz8i neZ u ostatnich znakl. To odpovida
teorii, ze jeho exprese je omezena pouze na buiikky kmenového charakteru. Bunky
exprimujici CD90 zaroven silné exprimuji CD47, ale exprese CD47 neni specificka pouze

pro CD90* populace.
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Na obr.11 B je ukazana zpétna analyza cilové populace, tzv. ,,backgating®, tedy zpétné
zobrazeni vyslednych populaci ziskanych ze SNE analyzy na parametrech ptvodni
»gatovaci strategie. U exofytického nddoru ma populace #1 vyssi expresi CD31 1 CDA45.
Ostatni vybrané populace jsou negativni na CD31, CD45 1 CD326. Pravdépodobné se
tedy jedna o nadorové bunky, které navic jiz natolik zménily sviij fenotyp, ze na rozdil

od zdravych urotelidlnich bun€k neexprimuji typicky epitelidlni znak CD326.
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Obr. 11 A. Heat-mapy exprese CD90, CD44, CD49f a CD47. B. Exprese CD31, CD326 a CD45
u populact bunék vybranych z tSNE analyzy
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Obr. 12 Souhrn exprese vsech mérenych znakii u vybranych populaci.



Z obr. 13 je patrné, ze zastoupeni vybranych populaci se mezi pacienty vyrazné lisi.

Dokonce ani pii porovnani pacientli podle typu nadoru (Tis, T1, T2, T3...) nevykazuji tato data

zadny trend (kompletni data viz 10. Dopliujici informace).
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Obr. 13 Zastoupeni jednotlivych populaci u vybranych pacientit (pacient T009 a T10-

typ T3a, pacient T043-typ T1).

Obr. 14 ukazuje heterogenitu exprese CD47 mezi pacienty (A) a mezi vybranymi

populacemi nadorovych bunék (B).
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Obr. 14 Exprese CD47 u jednotlivych pacientii a u vybranych populaci.

6.3. Test fagocytarni aktivity

Gatovaci strategie méfeni miry probihajici fagocytozy je na obr. 15. Podil fagocytujicich
bun¢k ze vSech bunck fagocytarni linie byl spocitan pii pH 7 a pH 4,1. Pfi sniZeni pH totiz
dochazi k navySeni pozitivniho signdlu 1 u erytrocyti, které jsou pouze ptichycené na povrchu
buiiky a zplsobuji tak faleSny pozitivni signal. Rozdil v téchto procentech ptedstavuje praveé
piispévek erytrocytl ptisedlych na bunéénou membranu makrofagi. Vysledny pocet
fagocytujicich bunék je vypocitan jako pocet pHrodo/CFSEP® pti pH7. Pfi pH4 méfim pocet
bun¢k, které fagocytovaly, nebo na sobé maji ptisedly erytrocyt a pravdépodobné jej teprve

budou fagocytovat.
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Obr. 15 A Vyber populaci pro analyzu podilu fagocytujicich bunék. B Pomérny signal
pHrodo/CFSE erytrocytit pri pH 4, 1.
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Obr. 16 Probihajici fagocytoza po zablokovani CD47 vybranymi klony protildtek (neg.
ctrl=opsonizované erytrocyty inkubované s fagocyty bez CD47 mADbs).

Oproti negativni kontrole jsem ziskala velmi slaby signal pti pouZziti mAb BRIC126, a
zéporny signal v pifipadé ostatnich klont. Tento rozdil miize byt dan riiznou opsonizaéni
aktivitou izotypt pouzitych mAbs (MEM-120 a MEM-122: IgM, MEM-133: 1gG2a, BRIC126:
IgG2b; viz tab. 1). Data byla ziskana pouze z jednoho opakovani experimentu, proto je potieba

jej zopakovat se zapracovanim piipominek (viz diskuze).
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6.4. Fenotypizace bunécnych linii rodiny RT112 a méreni exprese
TF pomoci gPCR

Tento experiment byl proveden ve spolupraci s Ustavem Biologie Lékaiské Fakulty
v Plzni Univerzity Karlovy v Praze. Kultivaci v riznych podminkach (zejména rtizna
konfluence bunék) jsem ziskala vzorky s riznou expresi téchto kmenovych znakt a CD47 (viz

obr. 17), které jsem dale vyuzila pro korelaci s expresi TF.
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Obr. 17 Exprese kmenovych znakit a CD47 u vzorkii ¢islo 1, 2, 5 a 6.
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GAPD TWIST TWIST
VZ. H HPRT OCT4 SOX2 c¢-MYC CEBPa CEBPb CD44 ZEB1 ZEB2 1 2 CD133

1 29,945 27,975 25,675 27,315 28,615 25,25 30,96 30,715 30,195 30,44

28,47 32,43 30,17 32,13 32,17 29,45

30,455 27,965 30,72 30,34 30,675 30,1 30,255

30,455 27,395 25,6 31,28 30,4 30,795 30,365 31,67

25,55 28,44 31,17 30,135 29,74

30,765 29,225 31,695 29,265 32,76 31,665

21,66 28,865 30,5 28,19 25,685 28,03 28,295 26,105 31,305 30,81 31,235 30,665 31,075

22,03 29,395 30,505 28,55 26,145 28,005 28,795 26,75 31,875 30,455 31 30,825 30,625

2
3
4
5
6 25,08
7
8
9

21,49 28,76 29,51 25,795 28,53 24,815 31,01 30,24 29,525

noCT | 29,625 29,665
Tab. 5 Ct jednotlivych vzorkii pro jednotlivé geny pred analyzou. Zobrazené hodnoty

byly vypocteny jako primer technickych duplikatii.

vzorek OCT4 SOX2 cMYC CEBPa CEBPb (D44  ZEB1 ZEB2 TWIST1 TWIST2 CD133

0,657 2,576 12,685 4,070 1,653 0,325 0,386 0,553 0,467
2,085 4,563 6,521 1,705 13,642 1,050 6,916

1,636 12,510

0,413 0,239 0,525 0,314

1,444
0,322 1,597 9,063 0,184 0,260 0,216

0,463 1,796 9,514 2,621 1,516 0,179 0,480 0,329 0,371 0,426
0,595 2,789 7,808 3,053 1,173 15,402 0,210 0,358 0,618 0,588 0,710

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Tab. 6 Relativni exprese jednotlivych genit vypoctena jako R=2-dCt. Tyto hodnoty jsou
vyneseny v grafech na obr. 11.

Z duplikatti Ct hodnot byl nejprve vypocten prumér (kde pramérna odchylka Ct pro
jednotlivé duplikaty byla 0,409). Vzorky, pro néZ nebyla naméfena Z4dna hodnota Ct, byly pro
vypocet nahrazeny hodnotou 40. Ziskané hodnoty pro kazdy vzorek byly normalizovany
hodnotami housekeeping genu HPRT. Tento gen byl vybran oproti GAPDH proto, ze jeho Ct
hodnoty jsou bliz§i hodnotdm méfenych vzorkltl. Z téchto mezivysledkt byly nasledné
vypodteny relativni hodnoty R=2"9! (viz tab. 6). Tyto hodnoty jsou v grafech na Obr. 18
porovnany s expresi CD47, CD44 a CD49f tak, jak byla zméfena pomoci FCM. Cela analyza
byla provedena v programu GenEX V6.

Z vysledkl je patrné, Zze zkoumané geny lze rozdélit do ne€kolika skupin s podobnymi
trendy exprese. Téméft identicky profil vykazuji SOX-2, OCT-4 a CEBPA, celkové vyssi, ale
podobnou expresi ma i c-MYC a CEBPB. Dalsi skupinu tvoii TWIST1 a TWIST2, ZEBI a
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ZEB2. CD44 a CD133 maji unikatni profil, kde exprese CD133 je velmi nizka, jeji vrcholy se
podobaji expresi TWIST1. CD44 je exprimovan ve vSech vzorcich, ale jeho profil neodpovida
expresi CD47 (tak, jak byla zmétena FCM). Negativni kontroly pro geny OCT-4, SOX-2,
TWIST-1 a TWIST-2 vykazuji hodnoty blizké hodnotam vzorkt. Proto je interpretace téchto
dat obtizna. Toto mlize byt zavinéno dimery primert, nebo jejich kontaminaci, ktera vede

k amplifikaci téchto nezadoucich molekul nukleovych kyselin, ¢imz vznika faleSny signal.
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Obr. 18 A Porovnani exprese CD47, CD90, CD44 a CD49f (méreno FCM, vedlejsi osa)
a mRNA pro vybrané geny (qPCR, hlavni osa). AU =, arbitrary unit*, arbitrdrni jednotka,

ktera byla vypoctena pro veétsi prehlednost grafu. Tyto hodnoty byly vypocteny pro CD47: 1
AU=MFI, pro CD9: 1 AU=MFI*80, pro CD44: 1 AU=MFI*6 a pro CD49f: 1 AU=MFI*3.
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6.5. Indukce exprese CD47 pomoci ektopické indukce CEBPa

Pro studium transkripénich faktorii ovliviiujicich expresi CD47 jsem pouzila
erytrocytarni bunécnou linii K562 s indukovatelnou expresi CEBPA. Po 9 dnech indukce
tohoto transkrip¢éniho faktoru estradiolem doslo pouze k nepatrnému navySeni exprimovaného
CDA47 (viz Obr. 19). V kratsim c¢asovém uUseku nebyl zaznamenan zadny rozdil (data

neukéazana).

SamplelD Mean : G1-A SamplelD Mean : G1-A

CEBPa inducibilnl Kion bez indukee/barvenn CD47 48536 Kontrolnf Kian pa indukei ED/barveno CD4T 425458

cEBPa inducibilnf Klan bez indukee 140 3001 Kontralni klon po indukei ED 178

T |cEBPa induciniinf Kian po incukci ED/anveno D47 42091 Kontralni Kion bez indukcedaneno CD47 42624

[ cEEPa inducibiinf Kion p indukei ED 122 [|wontroini kion bez incukee 14.0

200 -

|
‘ 100 \
200 \

7\

T T T T T — 2 T — T ) T .
10‘ 102 103 104 IEI5 10 10 10 10 10

Obr. 19 Exprese CD47 po indukci exprese C/EBPa. estradiolem (9 dni indukce vlevo, 3

it
Count

dny indukce vpravo).

Vzhledem Kk tomu, ze studium TF na liniich s inducibilnimi TF nebylo hlavnim

pfedmétem mé prace, dale jsem v experimentech tohoto typu nepokracovala.

6.6. Bioinformaticka analyza koregulace exprese genu
Signalizace povrchovymi CDA47Procesy Regulace Signalizace Gen
receptory IS lokalizacepovrchovymi
5 s p=0,0326 p=0,0378 receptory
E g p=0,041
g 31 1 1 1 CD47
E 20 1 0 1 MYC
£ g 0 1 0 1 CEBPA
2 0 1 0 0  CEBPB
z = 0 0 0 1 SOX2
8 0 0 1 1 SNAI1
~ 0 0 1 1 SNAI2
0 0 1 0  TWIST1

created with GENEVESTIGAT

Tab. 7 Exprese CD47 a TF ve vybranych setech genii.
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Déle jsem pokracovala ve studiu regulace exprese bioinformatickou analyzou
v programu Genevestigator. Z vysledkl ,,gene set enrichment analyzy, ktera umoziuje
porovnat expresi vybranych setii gentl, vyplyva, ze CD47 je exprimovan v buiikach spolus TF
uvedenymi v tab. 7 (z danych sett gent jsou vybrany pouze ty TF, které jsou relevantni pro

porovnani s vysledky qPCR experimentu).

7. Diskuze

Ve své praci jsem se vénovala kompeti¢nim testim anti-CD47 mAbs a vztahu mezi
epitopy, které pokryvaji. Dale jsem se zabyvala fenotypizaci pacientskych vzorki a vztahu mezi
expresi CD47 a kmenovym fenotypem. Zaroven jsem méfila schopnost bunécnych linii MM6
a THP1 fagocytovat erytrocyty pii inkubaci s anti-CD47 mAbs. Dale jsem pomoci qPCR
zkoumala vztah mezi expresi CD47, CD90, CD44 a CDA49f a expresi vybranych TF, které¢
reguluji kmenovy fenotyp a EMT.

7.1. Titrace protilatek a kompeticni test
Exprese CD47 jako povrchového znaku vlastnich tkani je vysokd na normalni i

nadorové tkani (viz obr. 4). Béhem diferenciace a starnuti vSak dochazi k jejim zménam (viz

2.3 CD47 a 3 kli¢ové charakteristiky exprese).

anti-CD47 mADs, pro které nebyly publikovana souhrnna data z kompeti¢nich testt

Data na obr. 8C dokazuji, Zze vazebna afinita je (podle o¢ekavani) zavisla na teplotg,

pficemz vys$si kompetice se odehrava pii 37 °C.

Z mych dat vyplyva, ze klon B6H12 ma vysokou afinitu ke svému epitopu, protoZe pri
37 °C ji nedokaze blokovat zadna jina z testovanych protilatek (inhibice od 0 % do 59 %).
Vzhledem Kk témto vlastnostem je tento klon hojné vyuzivan pro fenotypizaci a funk¢ni testy

[48, 62, 106, 107].

2D3 je jediny klon, o kterém je z literatury zndmo, ze neblokuje vazbu CD47-SIRPA
[65], ani vazbu CD47-TSP-1 [108]. Navic pfi propojeni molekul CD47 na povrchu buriky timto
klonem nedochazi k prenosu kostimulacnich signalti vedoucich k T bunécné proliferaci a
k motilit¢ B bungk, tak jako u klontit BRIC126 a B6H12 [106, 109]. Moje data ukazuji, ze pfi
blokovani timto klonem dokonce dochéazi v porovnani s pozitivni kontrolou k nartistu signalu
pfi znaceni klonem MEM-122. Mirny nariist oproti pozitivni kontrole je zaznamenan i u klonu
CC2C6. Tento efekt je zfejme zplisoben schopnosti klonu 2D3 indukovat tvorbu shluki CD47,
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ktera byla pozorovana na membranach erytrocytta [65]. MEM-122 je protilatka typu IgM
s pentamerni strukturou, ma tedy 10 vazebnych mist na jedinou molekulu. Tento klon je navic
nizkoafinni. To vysvétluje, pro¢ 1épe vaze shluky CD47 zpisobené piitomnosti 2D3. Naopak
jesté niz8i afinitu maji klony MEM-120 a MEM-133 [41], u kterych vSak tento efekt neni

pozorovatelny.

Rozdilny profil v mych datech vykazuji i protilatky klonu B6H12 a BRIC126, a¢ jsou
ob¢ blokujici [58]. To opét odpovida vysledktim Subramanian a kol. [65], kde autofi prokazali,
ze B6HI12 reaguje pouze s lidskymi erytrocyty, zatimco BRIC126 slabé vaze i CD47 na
prasecich erytrocytech. Profil, ktery vykazuje klon B6H12 se podoba tomu, ktery pfipada klonu
CC2C6. Dale BRIC126 a CIKm1 maji taktéz podobné vysledky, ale diky reaktivit¢ CIKm1
s kravimi erytrocyty [65], kterou BRIC126 postrada, vime, ze jejich epitopy se 1i§i. Oba tyto

klony vSak reaguji s prase¢imi erytrocyty.

7.2. Fenotypizace pacientskych vzorkd
Pomoci tSNE analyzy jsem schopnd identifikovat buiiky nadorové populace.

Identifikace nediferencované populace tak, jak je definovana v ¢lanku Volkmer a kol. z roku
2012 [18], tedy bunék pozitivnich pro CD90, CD44 a CD49f, je komplikovana zalezitost. Podle
o¢ekavani je populaci vymezenych nejpfisngj§im z téchto znakli, CD90"" ve srovnani
S populacemi pozitivnimi pro jiné znaky pomérné malo. Dokonce jsou tyto buiky také
CD44M9" ale exprese CD49f je u nich spise nizka. Proto se zd4, Ze jsem v danych vzorcich
pouze schopna nalézt populaci, kterd jiz béhem své diferenciace ztratila CD49f. Vysledky vSak
mohou byt zkresleny tim, Ze pouzitd CD49f mAb je znacena slabym fluorochromem FITC.
Zaroven tyto malo diferencované populace vykazuji vysokou expresi CD47, coz odpovida
hypotéze, ze exprese CD47 je zvySena praveé na nadorovych kmenovych bunkéch a tak zajistuje
jejich pieziti v organismu. Nabohaceni CD47 na nddorové populaci CD44" bunék popsal jiz
v roce 2009 Chan a kol. [37]. CD44" buiiky jsou hojné v agresivni skupiné BCa 3. tfidy tak, jak
je klasifikuje prace zroku 2016 [30]. Moje data potvrzuji, Ze tato populace zaroven silné
exprimuje CD47 (viz obr. 11), ale jeho exprese neni vylu¢na pouze pro tyto bunky. CD44 je

znak, ktery je asociovany s agresivitou nadoru také v dalSich pracich [30, 33].

Zastoupeni vybranych populaci se mezi pacienty vyrazné lisi. Na druhou stranu
Volkmer a kol. déli BCa do 3 zékladnich subtypt: bazalni (obsahujici populaci CD90" CD44*
CD49f"), intermedialni (neobsahuje CD90* CD44* CD49f" ) a diferencovany (neobsahuje
CD90" CD44" CD49f* , ani CD90" CD44" CD49f *) [18]. Dnes je vsak molekularni klasifikace
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jina, ktera déli BCa na luminalni a bazélni subtyp (viz 2.1.1. Koncept nadorovych kmenovych
bunék a souvislost s CD47). Autofi tvrdi, ze praveé nejméné diferencovana populace piitomna
v kazdém subtypu je zodpovédna za rozvoj nadoru, coz potvrzuje i Skowron a kol. [28]. Takova
populace CSC pak dava vzniknout pouze diferencovanéj$im populacim nez ona sama [18].
CD90 je znak charakteristicky pro agresivni formu luminalniho subtypu BCa [30]. Jeho exprese
se v mych datech omezuje pouze na nékolik populaci, které jsou zaroveti CD47" : exprese CD90
je 10-100-krat nizsi nez exprese CD47 (viz obr. 14). Dalsi prace analyzuji predevsim expresi
keratinu [18, 29] (viz obr. 3), které jsou u BCa velmi podrobné popsany, ale v tomto
experimentu nebyly predmétem mého zajmu. Pokud maji nadorové kmenové bunky zvysenou
expresi CD47 (jako v ptipad¢ leukémie [110], nadoru prsu [111], melanomu [112],
nemalobunééného karcinomu plic [54], leiomyosarkomu [50] a nehodgkinovského lymfomu
[13]) , na ktery se mlze vazat terapeuticka mAb, budou tyto bunky pfednostnim cilem této
terapie. Fagocytické odstranéni téchto bun¢k mize byt méfeno in vivo i in vitro. Potiebné je
pouze znat fenotyp CSC, na zékladé kterého je 1ze separovat. Jedinym zptisobem, jak ovéfit, ze

se opravdu jedna o CSC, je xenotransplantace do zvifecich modelu [18, 113].

Z podstaty CSC jde o velmi malou populaci bun¢k. Vzhledem k tomu, ze tSNE plug-in
ve FlowlJo je sice uzivatelsky piivétivy, ale postrada nékteré zakladni vlastnosti analyzy dat
(jako naptiklad moznost zopakovat analyzu se stejnym vysledkem) a dochazi k malé separaci
jednotlivych populaci, je mozZné, Ze je tato mala populace CSC nespravné zatazena jako soucést
nékteré z vétSich populaci, nebo rozptylena ve vysledném tSNE grafu tak, Ze ji nelze
identifikovat (viz malé populace na okrajich tSNE grafii na obr. 11). Pro vétsi spolehlivost
vysledkli je potieba provadét SNE analyzu v programu R, kde je moZzné nastavit i dalsi
parametry SNE analyzy tak, aby vysledky byly reproducibilni. tSNE plug-in ve FlowJo totiz
pro zrychleni analyzy pouZiva k rozdéleni bun¢k a uspotadani do vysledného tSNE grafu pouze
Cast bun¢k z dat, ktera do analyzy vstupuji. To vede k odchylkam mezi riznymi opakovanimi.
V programu R je mozné nastavit tzv. ,,seed option*, ktera slouzi k ukotveni populace buné€k, na

zaklade které je SNE graf vypocitan. Proto jsou vysledky reproducibilni.

7.3. Test fagocytarni aktivity
Existuje mnoho zpisobu kvantifikace fagocytarni aktivity makrofagt. Jesté castéjsi nez

cytometrické méfteni, které jsem zvolila pro svou praci vzhledem k metodickému zaméfeni
laboratofe, je stanoveni pomoci mikroskopické techniky [37, 114]. Pfi pouziti bunéénych linii
jsou bunky indukovany 50 ng/ml phorbol-12-myristat 13-acetat (PMA) po dobu 2 [115] az 3

[116] dnu, stejné jako v této praci. Moje data vSak dokazuji, ze obé bunécné linie (THP-1 i
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MMBS6) jsou schopné fagocytovat i bez indukce PMA. Po indukci dokonce dochdzi k ptilnuti
makrofagl k plastiku a ty pak musi byt pasdZzovany trypsinem, coz mtize mit vliv na vysledky
funk¢nich testti. Pro budouci aplikaci mnou ovéfené metodiky pro méfeni fagocytozy
pacientskych vzorkli bude vsak zapottebi indukovat pacientské makrofagy pomoci GM-CSF
(20ng/ml) [114]. Dalsi moznosti je kvantifikace fagocytozy in situ mikroskopicky ve tkaniovych

fezech.

Ke znaceni fagocytovanych ¢astic je nejéastéji pouzito barvivo CFSE [76, 114], nebo
pHrodo, coz je pH-senzitivni barvivo, které v niz§im pH vydava vétsi signal [117]. Pro svou
praci a vyhodnoceni vysledkd jsem pouzila lidské erytrocyty barvené kombinaci pHrodo a
CFSE a z toho odvozeny pomérny parametr pHrodo/CFSE, jehoz hodnota se snizujicim se pH
roste. Vzhledem k propadlé expiraci mnou pouzitych barviv jsem musela zvysit jejich

koncentraci pii barveni az na 10 uM oproti bézné pouzivanym 2,5 uM [56, 70, 114].

Standartni doba kokultivace makrofagl a fagocytovanych castic je 2 hodiny a jejich
pomérje 1:5[70, 76]. Na rozdil od doby inkubace nebyl tento podil bunék v mém experimentu
dodrZen. Vlivem §patného pipetovani se pohybuje pomér fagocytii viiéi erytrocytim v rozmezi
1:1 az 1:5. Oc¢ekavam, ze pfi upraveni tohoto poméru na standartni hodnotu, 1ze ziskat vyssi
podil fagocytujicich bunék, protoze bunky s fagocytickym potencidlem budou mit dostatek
erytrocytll v okoli, a proto jej doporucuji do dalSich experimentli. Stejné tak je pro lepsi
vysledky vhodné pied kokultivaci nechat makrofagy 2 hodiny v médiu bez séra [107], coz
nebylo v mém experimentu dodrzeno. Pro pfisti provedeni tohoto testu je také nezbytné zatadit

1zotypoveé kontroly pro analyzu vlivu Fc ¢asti mAb na fagocytozu.

Fagocytarni index (pocet fagocytovanych ¢astic na 100 makrofagi) blokujici B6H12
dosahuje v zavislosti na typu testu od 50 % [5, 118] aZ po vice nez 100 % [56]. BRIC126
dosahuje fagocytického indexu kolem 60 % [5]. A¢ neni tolik pouzivany jako B6H12, je to
siln¢ blokujici klon [58]. MEM-120, MEM-122 a MEM-133 jsou nizkoafinni klony, o kterych
neni znamo, zda blokuji CD47-SIRPA, ¢i nikoliv. Vzhledem k poméru signalu klont MEM a
BRIC126 vsak lze usuzovat, Ze klony rodiny MEM tuto vazbu neblokuji. Fagocytarni index
neni mozné z mych dat vypocitat kvtli Sirokému rozpéti pHrodo/CFSE signalu erytrocytt (viz
obr. 17). To je zifejm¢ zpusobeno pritomnosti zbytkii membran ve vzorku. Proto jsem data
vynesla jako procenta fagocytujicich bungk, jako v praci z roku 2016 [59], kde vSak hodnoty
negativnich kontrol dosahuji nejvyse 15 % a hodnoty pti blokovani CD47 jsou o jednotky, az

desitky procent vyssi.
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Vzhledem k metodické specializaci naSi laboratofe a s tim souvisejicim materialnim

zajisténim projektu jsem se vénovala pouze priatokové cytometrii (FCM), nikoliv mikroskopii.

7.4, Fenotypizace bunécnych linii rodiny RT112 a méreni

intracelularni exprese pomoci gPCR
gPCR je obecné nejpouzivangjsi a nejdostupnéj$i metodou pro korelaci exprese

transkripcnich faktor a proteinu naseho zajmu [87, 90]. Chromatinova imunoprecipitace a
nasledna DNA sekvenace (ChiP-seq) dale umoznuje studium interakci protein-DNA a

identifikaci vazebnych mist na DNA [60, 87, 91].

Exprese CD47 ma za nasledek snizeni exprese kmenovych TF (MYC, KLF-4,
SOX-2 a OCT-4) [88]. Naproti tomu jina studie dokazuje, ze pomoci CEBPA spolu s OCT-4,
SOX-2, KLF-4 a MYC lze vytvotit iPSC [93]. Pozitivni korelace mezi expresi SOX-2 a CD47
byla nalezena i v praci Lehnen a kol. [90]. Vysledky analyzy z programu Genevestigator v tab.
7 podporuji spiSe hypotézu, ze vysoka exprese CD47 je asociovana s kmenovym charakterem
buniky. Moje qPCR data neukazuji Zddnou vyraznou korelaci mezi CD47 a analyzovanymi TF.
Vsechny vzorky vSak vykazuji vysokou expresi MYC, ktery je zodpovédny za nespecifickou
aktivaci mnoha lokust [89]. Tento TF tak je ziejmé zodpovédny i za vysokou expresi CD47
v mych vzorcich, a souc¢asnou expresi OCT-4 a SOX-2, které by mély byt signalizaci skrze
CDA47 utlumeny [88]. Exprese OCT-4 a SOX-2 je vSak (oproti negativni kontrole) pomérné
nizka. I dalsi TF vykazuji zvySenou expresi pravé ve vzorcich, kde je MYC silné exprimovan

(vzorky €. 1,2 a6 a TF ZEB-1, ZEB-2, TWIST-1, TWIST-2, CD133, OCT-4, SOX-2, CEBPA)

Kviili nizkému nartstu signalu a dlouhé dobé odezvy (9 dni) ve FCM experimentu nelze
usuzovat na souvislost mezi CD47 a CEBPA, ackoliv z literatury je zndmo, ze CEBPA iniciuje
expresi CD47 [92]. Tento vysledek vSak miize byt zptisoben tim, Zze na bunikach krevni fady je
exprese CD47 sama o sob& vysoka, a proto se po indukci rozdil jiz téméef neprojevi a oproti

nestimulované kontrole nedojde k vyraznéj$Simu nardstu exprese.

ZEB-1, ZEB-2, TWIST-1 a TWIST-2 jsou pozitivni regulatory EMT a stim
souvisejicich metastaz [100]. Obecné lze fici, ze moje qPCR data dokazuji vyssi expresi CD47

u vzorktl s vyssi expresi téchto TF. Tento vztah vSak neplati pro vSechny vzorky.

FCM meéteni odhalilo stejny expresni profil CD44 a CD49f. Exprese CD44 naméfena
pomoci FCM a qPCR se vSak neshoduji. To mize byt zpiisobeno nepiesnosti laboratorni prace,

nebo nepfimou imérnosti mezi transkripci a expresi povrchového CD44.
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8. Zaver

Ve své praci jsem pomoci kompeti¢niho testu prokazala, ze rizné klony CD47 mADbs se
vazi k riznym epitopim CD47, na zéklad¢ ¢ehoz mohou byt rozdéleny do skupin s riznou
reaktivitou: 1. BRIC-126 a CIKm1, 2. MEM120, MEM-122 a MEM-133, 3. 2D3, 4. B6H12 a
CC2Ce6.

Dale jsem ovétila metodiku pro test fagocytarni aktivity, ktery bude po uprave (viz
diskuze) uzivan pro stanoveni probihajici fagocytdzy v pacientskych vzorcich. Timto testem
jsem potvrdila schopnost klonu BRIC126 blokovat CD47-SIRPA interakci, dalsi testované
klony MEM-120, MEM-122 a MEM-133 tuto vlastnost zfejm¢ nemaji.

Pomoci stochastické analyzy jsem identifikovala nejméné¢ diferencované populace
bun¢k ve vzorcich pacientli BCa. CD47 je vysoce exprimovan ve vSech téchto populacich.
Nenalezla jsem vSak Zadnou souvislost mezi zastoupenim jednotlivych kmenovych populaci a

stadiem nadoru.

Metodou qPCR jsem zjistila, Ze bunééna linie RT112 Heidelberg exprimuje velké
mnozstvi TF MYC, ktery je zodpovédny za nespecifickou transkripcni aktivaci mnoha dalSich
genl. Moje data ukazuji, ze exprese CD47 pozitivn¢ koreluje s expresi TF zodpovédnych za
EMT ZEB-1, ZEB-2, TWIST-1 a TWIST-2. Tyto vysledky je vSak nutné potvrdit opakovanim

experimentu.

Prace podobného zaméieni ptispéji k molekularni charakterizaci CD47 exprimovaného
na nadorovych buiikach. To pomize zvysit Gcinnost terapie blokujici signalizaci skrze tuto
molekulu. Znalost dnes pouzivanych imunoterapii BCa (BCG, PD-1/PD-L1 inhibitory, CTLA-

4 inhibitory) zatim tohoto bodu nedosahla.

9. Doplnujici informace

Obr. S1 Zastoupeni jednotlivych nediferencovanych populaci u jednotlivych pacientii pro
exofyticky (A) a invazivni (B) cast nadoru.

(Konkrétni pacient: ----- , soubor vsech pacientii: ----- )
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