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Abstrakt

CD47 je transmembranovy glykoprotein svysokou mierou expresie na zdravych a nddorovych
(kmenovych) bunkach. Miera expresie CD47 je zaporne korelovana s preZitim pacientov s nadorovym
ochorenim. Vazba CD47 so SIRPa, lokalizovanom na fagocyte, spusta vnutrobunkovd signalizaénu
kaskadu. Kone¢nym ucinkom tejto kaskady je defosforylacia nesvalového myozinu IlA, ktora narusa
jeho funkciu a akumulaciu do miesta fagocytickej synapsie. Blokovanie CD47-SIRPa signalizacnej osi
za pritomnosti pro-fagocytického signalu indukuje fagocytézu nddorovych buniek. Fagocyty nasledne
mozu plnit Ulohu antigén prezentujucich buniek a spustit protinddorova T bunkovu odpoved. Funkcia
CD47-SIRPa signalizanej osi vimunite robi ztejto osi ciel testovania protinddorove] liecby.
Preklinicky vyskum identifikoval terapeutickd ucinnost blokovania tejto signalizacnej osi. V sicasnosti
prebieha prva faza klinického testovania. NajcastejSim terapeutickym spésobom blokovania
signalizac¢nej osi CD47-SIRPa je pouZitie anti-CD47 blokujucich monoklonalnych protilatok. Pouzitim
tychto protilatok dochddza k miernej anémii. Avsak vyvijané su aj alternativne spdsoby blokovania
tejto signaliza¢nej osi. V tejto bakalarskej praci zhfiam vyskum spojeny s blokovanim CD47-SIRPa

signalizacnej osi ako protinadorove;j liecby.
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Abstract

CD47 is a transmembrane glycoprotein with a high expression in both, healthy and cancer (stem)
cells. Level of the CD47 expression is negatively correlated with survival of cancer patients. Binding of
CDA47 to SIRPq, localized on a phagocyte, triggers intracellular signaling cascade. The final effect of
this cascade is dephosphorylation of nonmuscle myosin-lIA, which disrupts its function and
accumulation to phagocytic synapse. The blockage of CD47-SIRPa signaling pathway in a presence of
the pro-phagocytic signal induces phagocytosis of cancer cells. Afterwards, phagocytes can serve as
the antigen presenting cells and prime T cell response. Role of CD47-SIRPa signaling pathway in
immunity has established this pathway as a target of cancer therapy testing. Preclinical research has
identified a positive therapeutic effect of blocking this signaling pathway. Nowadays, the first phase
of clinical trials is being conducted. The most prevalent approach of blocking CD47-SIRPa signaling
pathway in therapy is the use of anti-CD47 blocking monoclonal antibodies, which cause mild
anemia. However, alternative approaches of blocking this pathway are also being developed. In this
bachelor thesis, | have summarized the research related to the blockage of CD47-SIRPa signaling

pathway as a cancer therapy.
Keywords

CD47, SIRPa, expression profile, binding inhibition, cancer stem cells, cancer biomarker, clinical trials,

immunotherapy



Zoznam skratiek

AML
APC
cb
cOVA
CSC
DC

Fc
FcR

GFP

SF
IQR

ITIM

Ko
mAb
MHC
NMM
NOD
NSG

akutna myeloidna leukémia
antigén prezentujuca bunka
skupina povrchovych znakov
cytoplazmaticky ovalbumin
nadorova kmerova bunka
dendriticka bunka

protilatkovy konstantny fragment
receptor protilatkového konstantného
fragmentu

zeleny fluorescencny protein
imunoglobulin

superrodina

medzikvartilové rozpatie
imunitny systém

na tyrozine zaloZeny imunoreceptorovy
inhibi¢ny motiv

disocia¢nd konstanta
monoklonalna protilatka

hlavny histokompatibilny komplex
nesvalovy myozin

neobézny diabeticky

neobézny diabeticky scid gamma
p-hodnota

smerodajna odchylka

acute myeloid leukemia

antigen presenting cell

cluster of differentation
cytoplasmatic ovalbumin
cancer stem cell

dendritic cell

antibody fragment crystallizable
antibody fragment crystallizable
receptor

green fluorescent protein
immunoglobulin

superfamily

interquartile range

immune system
immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif

dissociation constant
monoclonal antibody

major histocompatibility complex
nonmuscle myosin

non-obese diabetic

non-obese diabetic scid gamma
p-value

standard deviation



Obsah

1. UVOO ettt ettt bbbttt bbbttt b bt bbb b e bbb s s et et s s nanas 1
1.1. Koncept nddorovych kKmeRovych BUNIEK ..........coiiiiiiiiiee e e 1
O o 1= o Yol Y o 7. F SRR 3
1.3. Uloha imunitného systému v N4ddorovom OChOIeNI...........ccveveveeieveeieeeieeeeeeeee s 3

1.3.1. UIOa MAKIOFAOV .....vveiiieeceeeeeeececee ettt ettt sttt sttt et s e stese s 4
1.3.2. UlONa T BUNIEK....cvviieiectcteteiececte ettt bttt bbb ae bbb s s setens 4
1.4. MOIEKUIY CDA7 @ SIRPO ...uveieiiieeeeeitee e ettt e ettt e e e ette e e e tte e e e e bee e e eeabaea e eabaeeeeensaeeeennseeeeeanseneeennsenas 4

2. MHEFA EXPIESIE CDAT ..o 6
2.1. Spojitost medzi zvySenou expresiou CD47 a vyskytom nadorového ochorenia...........c.cccuueeen.... 8
2.2. Expresia na nadorovych kmenovych bunkach ..o 9

3. SEPUKLUIA CDA7 oottt 10

4. INTErakeia CDAT-SIRPOL......cottiieeetieeite ettt ettt ettt et e e bt e sate st e s bt e be e beesbeesbeesabeebeenbeesaeesaeenas 11
4.1. CDA7-SIRPa ako os signalizacie inhibujlca fagocytOzu .......ccueeeeeiieiiiciiieeecee e, 12

5. Blokovanie CD47-SIRPa signalizacnej osi ako protinddorova lieCba..........cccouveeeeciieiicciieeicciiee s 14
5.1. Makrofagy ako efektory anti-CDA7 tErapie......ccccueeeeciuieeeeeiieeeeeieeeeecitee e eesireeeeeeree e s eeabaeeeeeareeas 14
5.2. T bunky ako efektory anti-CD47 Terapie .......ueeeecueieeeiiieeeeetee e et e et e e eeearee e e e arae e e eeabaee e eareeas 15
5.3. Alternativy anti-CDA7 MAD......ocouiiii et e e et e e e et e e e e eaba e e s eataee e e araeas 18
5.4. VedlajSie UCINKY BIOKOVANIA ....ccc.uviiieeiieeeeee ettt et e e e et e e e e araeas 19
5.5, KIINICKE tESTOVANTE. ...ttt sttt et e be e bt e st e e be e b e e nbeens 20

B. ZAVEN <.ttt bttt bt ekt e bt e ea e e e a et e bt e bt e be e bt e eheeeae e e bt e beeabeeehteeabeebeebeenbeenaes 22

7. POUZItA [EEIATUI c..eeeeieie ettt et b e bt e b e s he e s ae e e te e be e sbeesabesabesabeebeesbeennis 23



1. Uvod

Pred zacatim testovania novej protinddorovej lieCby je potrebné jej funkéné odovodnenie. To je
v pripade lieCby zameranej na blokovanie CD47-SIRPa signalizacnej osi nasledovné: pri¢inou zvySenej
miery expresie CD47 na nadorovych (kmenovych) bunkach je potlacenie protinddorovej odpovede
imunitného systému (dalej 1S) inhibiciou fagocytézy pomocou vazby s fagocytickym SIRPa.
Blokovanim tejto vazby, za pritomnosti pro-fagocytického signdlu, zvysuje fagocytézu nadorovych
buniek. Navyse, fagocyt moéze nasledne plnit Glohu antigén prezentujicej bunky (dalej APC)
a aktivovat T bunkovu odpoved. V tejto praci sa zaoberam vyskumom spojenym s racionalizaciou
blokovania CD47-SIRPa signalizacnej osi ako protinadorovej liecby. Pre lepSie pochopenie
mechanizmov zodpovednych za protinadorovy ucinok tohto blokovania, v Uvode v kratkosti opisem
koncept nadorovych kmenovych buniek (dalej CSC), fenomén fagocytézy, ulohu IS v nddorovom

ochoreni a interagujice molekuly.

1.1. Koncept nadorovych kmenovych buniek

Existuju dva zakladné modely, ktoré vysvetluji heterogenitu nadorov (Obrazok 1). Podstatnym
rozdielom medzi nimi je spdsob, akym vznikaju nové nddory. Kym v prvom modeli maju vSetky bunky
schopnost vytvorit novy nador, druhy model poukazuje na Specializované progenitorové typy buniek
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Obrazok 1 Dva modely heterogenity nadorov. (A) Vsetky naddorové bunky su schopné proliferacie,
samoobnovy a tvorby novych nadorov. (B) Vacsina nadorovych buniek ma iba obmedznd schopnost
proliferacie aiba CSC je schopnd samoobnovy a tvorby novych nadorov. Prevzaté od (Reya et al.
2001).



Z klinického hladiska je pre Uplné vylieCenie pacienta nutné odstranit vsetky bunky schopné vytvorit
novy nador. To je ale zpohladu druhého modelu pri klasickej liecbe chemo- a radioterapiou
problematické, pretoze CSC su pripisované crty klasickych kmenovych buniek, teda aj zvysena
odolnost vocéi bunkovému stresu, ktory je vyvolany tymito terapiami (Clevers 2011). Spolu
s ostatnymi pripisovanymi vlastnostami ako schopnost samoobnovy, dlhodobej neaktivity
a obsadzovania novych nik v organizme (Clevers 2011) je druhy model schopny vysvetlit recidivu
ochorenia aj po zdanlivo Uspesnej lieCbe, respektive vytvorenie metastdz aj po dlhsej dobe od liecby.
Z pohladu druhého modelu je teda pouzitie CSC-Ucinnej terapie nevyhnutné pre zabranenie tymto

javom. Prikladom vyvoja takejto terapie je vyskum v oblasti blokovania CD47-SIRPa signalizacnej osi.

Pre validaciu druhého modelu je klucova identifikacia CSC. Ich experimentalne urcovanie je zaloZzené
na rozdeleni kompletnej sady buniek nadoru pomocou bunkovych znakov (napriklad povrchovych
molekudl ako CD44, CD47, CD90 a CD133 (2.2. Expresia na nadorovych kmenovych bunkach)),
respektive ich kombindcii, na subpopuldcie. Nasleduje urcovanie schopnosti tychto subpopuldcii
vstiepit sa a obnovit povodnu heterogenitu nadoru v imunodeficientnych mysiach (Clevers 2011).
Tymto spbsobom boli CSC identifikované v akutnej myeloidnej leukémii (dalej AML), chronickej
myeloblastové] leukémii, glioblastdmoch, v karcindmoch prsnika, hrubého C¢reva, vajecnika a

pankreasu (Meacham a Morrison 2013). Avsak o funkcii takto identifikovanych CSC v pévodnom

nadore prebieha diskusia. Jej dovodom je metodologicky spbsob tejto identifikacie. Jeho
nedostatkom je proces xenotransplantacie, pocas ktorého su nadorové bunky vystavené stresu
a nasledne sa ocitnu v prostredi nezodpovedajicom pdvodnému nadoru, o mbze mat vplyv na ich
Zivotaschopnost a fenotyp (Clevers 2011). Inak povedané, xenotransplantované nadorové bunky su
pred, pocas a po procese vystavené navzajom odliSnym signdlom (vyznamnymi rozdielmi su iné
mikroprostredie ainy stav IS), ktoré vplyvaju na ich fyzioldgiu. Vyvinutie novych metdd a dalsi
vyskum v oblasti heterogenity nddorov je potrebny pre potvrdenie pritomnosti a fenotypovej stability
CSC v primarnych nadoroch. Najma otazka fenotypovej stability je klti¢ova pre odévodnenie pouZzitia
Specializovanych, na CSC mierenych terapii. Na CSC mierené terapie by v pripade nestability CSC
fenotypu neboli Uc¢inné, respektive ich Ucinnost by bola podmienena odstranenim vsetkych buniek

schopnych transformacie na CSC fenotyp.

Potreba potvrdenia pritomnosti a fenotypovej stability CSC neplati pre odévodnenie liecby zameranej
na blokovanie CD47-SIRPa interakcie. Dovodom je fakt, Ze CD47 je negativny regulator fagocytdzy
(4.1. CD47-SIRPa ako os signalizacie inhibujuca fagocytdzu), ktory svojou funkciou vo vSeobecnosti
napomaha vstiepeniu sa (nddorovych) buniek bez ohladu na skutoénl schopnost diferenciacie

a samoobnovy vstepovanych buniek. To znamenad, Ze medzi mierou expresie CD47 (a s nou suvisiacou
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regulaciou fagocytdzy) a kmeriovostou buniek nie je kauzalita (priamo pri¢inny vztah) a teda terapia

mierend na CD47 je podmienena expresiou tohto proteinu a nie CSC fenotypom cielovych buniek.

1.2. Fagocytodza

Fagocytdza je proces pri ktorom bunka-fagocyt, napriklad makrofag, alebo dendritickd bunka (dalej

DC) internalizuje casticu vacsiu ako 0,5 pum (Flannagan et al. 2012). Hoci povodna funkcia
v jednobunkovcoch je prijimanie potravy, najneskér u socidlneho druhu améby Dictyostelium
discoideum sa zacala ustanovovat rola fagocytdzy a Specializovanych fagocytov v prirodzenej imunite.
U tohto druhu améby existuju Specializované strdzne bunky schopné zvysenej miery detoxifikacie

a fagocytdzy patogénov (Chen et al. 2007). U stavovcov je fagocyt schopny plnit tlohu APC, ktora

aktivuje naivné T bunky prezentaciou antigénov na hlavnych histokompatibilnych komplexoch (dalej

MHC) a kostimulaéného signalu (McCracken et al. 2015). Tym prepajaju prirodzend a adaptivnu

zlozku IS. Okrem imunitnej Ulohy ma fagocytdza este ulohu v embryogenéze a telovej organizacii

mnohobunkovych organizmov.

Fagocytdza je iniciovand integrdciou signalizacnych kaskad stimulacnych a inhibi¢nych signalov na
membrane fagocytu, pricom nasledne, ak je vysledny signal pozitivny, dochddza k rozsiahlym
zmenam v cytoskelete, remodelacii bunkovej membrany asamotnej internalizacii ciela. Vazba
povrchovej molekuly CD47, nachadzajucej sa na cielovej bunke, so SIRPa je prikladom takéhoto

fagocytézu inhibujiceho signalu (Jaiswal et al. 2010). Naproti tomu vazba protilatkového

konstantného fragmentu (dalej Fc) na Fc receptor (dalej FcR) je prikladom stimulaéného signalu.

1.3. Uloha imunitného systému v nddorovom ochoreni

Uloha IS vo vyvoji nddorového ochorenia nie je zjavna. Vyskum indukovanych a spontannych nadorov
v mysich modeloch s netplnym IS preukézal schopnost tohto systému negativne regulovat nadorové

bujnenie (Vesely et al. 2011). To viedlo k navrhnutiu schopnosti vyhnit sa odpovedi IS ako jednej z

charakteristickych ¢ft nddorového bujnenia (Hanahan a Weinberg 2011). Tento navrh podporuje aj

vyssia imunogenita (schopnost vyvolat odpoved' IS) nadorov, ktoré vznikli v jedincoch s netplnym IS

(Vesely et al. 2011). Z toho mozno usudit, Zze v transformovanych bunkach sa hromadia mutacie,

ktorych efekt negativne reguluje odpoved IS proti nim aaZz po nahromadeni dostatku takychto
mutacii dojde k samotnému klinickému ochoreniu. Prikladom vysledku takéhoto procesu je zvySena
expresia CD47 v nadorovych bunkach (2.1. Spojitost medzi zvySenou expresiou CD47 a vyskytom

nadorového ochorenia).



Napriek negativnej reguldcii su imunitné bunky spajané aj so mutagénnym zapalovym prostredim,

podporujucim vyvoj nadoru (Hanahan a Weinberg 2011). V nasledujucich podkapitolach v kratkosti

zhrniem ulohu makrofagov a T buniek, ktoré su pre tuto pracu doélezité.

1.3.1. Uloha makrofagov

Existuje mnoho subpopuldcii makrofagov, ktoré sa pohybuju v rozmedzi od zapal podporujiceho
fenotypu M1 do zapal potlacujuceho a obnovu tkaniva podporujiceho M2 fenotypu (Jaiswal et al.
2010). M1 makrofagy su schopné fagocytdzy a krizovej prezentacie nadorovych antigénov, ale
transformaciou M2 makrofagov vznikaju nddorovo asociované makrofagy, ktoré podporuju

angiogenézu aich pritomnost je spojena so zhorSenym vyvojom ochorenia (Hanahan a Weinberg

2011).

1.3.2. Uloha T buniek
T bunky su schopné prirodzenej protinddorovej odpovede, avsak ta je zavisla od imunogenity nadoru.
Najvyssiu imunogenitu maju virusovo indukované nadory, pricom schopnost indukovat T bunkovu

odpoved ostatnymi typmi nadorov byva niekedy spochybriovana (Hanahan a Weinberg 2011). Pre

tuto pracu jeho doleZitd schopnost cytotoxickych CD8" T buniek antigén 3pecifickej odpovede na

nadorové bunky (McCracken et al. 2015).

1.4. Molekuly CD47 a SIRPa

CD47 je transmembranovy glykoprotein. Sklada sa z extraceluldarnej N-koncovej ektodomény,
patriacej do imunoglobulinovej superrodiny (dalej IgSF) domén, piatich membranou prechadzajucich

usekov a 4 az 36 aminokyselin dlhého intracelularneho C-konca (Lindberg et al. 1993; Reinhold et al.

1995). Je schopny cis-vazby s integrinmi avp3, allbp3 a a2B1, Rh antigénnym komplexom, SIRPa,
VEGFR2 a Fas receptorom, trans-vazby s TSP1 a medzibunkovej vazby so SIRPa a SIRPy (Soto-Pantoja
et al. 2013; Brown a Frazier 2001). Vazba TSP1 na CD47 znizuje bunkovi cGMP/NO signalizaciu, ¢im

sluzi ako regulator kardiovaskuldrnych funkcii, napriklad krvného tlaku, srdcovej cinnosti

a homeostazy krvnych dosticiek (Roberts et al. 2012). Okrem toho je TSP1-CD47 signalizacia schopna

zvysit bunkovl koncentraciu Ca”, regulovat hladinu cAMP a indukovat apoptdzu (Roberts et al.
2012). Funkcia CD47 ako receptoru, signalizujuceho do vnutra bunky, presahuje zaber tejto prace,

v ktorej sa zameriam iba na jeho schopnost negativne regulovat fagocytézu vizbou so SIRPa.

Vypoéitand molekulovd hmotnost CD47 je 32-35 kDa, v zavislosti od dizky C-konca, aviak

elekroforeticky bola uréend na ~45-55 kDa (Brown a Frazier 2001). Rozdiel je zapricineny

posttranskripénymi Gpravami, napriklad N-glykozilaciou IgSF domény. Znama je tiez >250 kDa tazka



proteoglykdnova izoforma, obsahujuca glykdzaminoglykdnové zvysky na Ser® a Ser’ IgSF domény

(Kaur et al. 2011).

SIRPa je transmembranovy protein exprimovany na neurénoch, monocytoch, subpopuldciach
makrofagov, Casti dendritickych buniek, granulocytoch a niektorych progenitorovych bunkdach kostnej

drene (Barclay a Berg 2014). Skladd sa ztroch extraceluldrnych IgSF domén, jedného

transmembrdnového Useku a cytoplazmatického C-konca, ktory obsahuje 4 tyroziny, tvoriace

2 imunoreceptorové, na tyrozine zaloZené inhibicné motivy (dalej ITIM) (Barclay a Berg 2014). Pre

tuto pracu je déleZitd jeho schopnost spustit signalizacni kaskadu, ktora negativne reguluje

fagocytdzu CD47 exprimujucich buniek (4.1. CD47-SIRPa ako os signalizacie inhibujlca fagocytdzu).

V dalsich castiach popiSem mieru expresie CD47, Strukturu CD47, afinitu a Struktdru tejto interakcie

a signaliza¢nl osu CD47-SIRPa.



2. Miera expresie CD47

Dva projekty RNA sekvenovania, publikované vo verejnej databdze The Human Protein Atlas, odhalili
pritomnost CD47 vo vsetkych (konkrétne v 32, respektive 28) meranych tkanivach ludského tela

(Tissue expression of CD47 - Summary - The Human Protein Atlas). Avsak fluorescenc¢né farbenie

protildtkami tento vysledok nepotvrdilo, kedZe az v 13 zo 44 testovanych tkanivach nebola

pritomnost CD47 tymto sp6sobom detegovana (Tissue expression of CD47 - Summary - The Human

Protein Atlas). Spolahlivost znaéenia protilatkami a odborna anotdcia dat z transkriptov este nebola

vykonana (Tissue expression of CD47 - Summary - The Human Protein Atlas). Dovodom rozdielnych

vysledkov mozZe byt nespecifickost protilatok a reguldcia expresie CD47, spdsobujuca kvantitativne

rozdiely medzi transkriptom a skuto¢nym mnozstvom proteinu schopného viazat protilatku.

Vysoka miera expresie CD47 je indikovand vysledkami experimentov detekcie transkriptu
technoldgiou hybridizaénych mikrocipov (Obrazok 2). Relativne hodnoty expresie su Standarizované
na hodnotu 1000 (¢o v logaritmickej stupnici s koeficientom 2 predstavuje hodnotu 10). Ta
predstavuje priemernd hodnotu expresie vsetkych transkriptov v experimentdlnej vzorke

(Geneinvestigator® user manual). Vsetky IQR (medzikvartilové rozpitia, vysvetlené v popise Obrazok

2) hodndt expresie sa nachadzaju v oblasti anotovanej ako oblast vysokej expresie, ktora je
definovana ako oblast nad hornym kvartilom vsetkych hodndt expresie v danej experimentalnej

vzorke (Geneinvestigator® user manual). Navyse, v Standardnej desiatkovej sustave su vSetky IQR

testovanych suborov vzoriek v rozmedzi jedného radu (to znamena v rozmedzi priblizne 3,3 jednotiek
na logaritmickej stupnici s koeficientom 2). V podobnom rozmedzi (od 12,47 po 15,45) sa nachadzaju
aj priemery jednotlivych suborov vzoriek. Hoci sa niektoré odlahlé hodnoty nachadzaju v oblasti
anotovanej ako stredna hodnota expresie, celkovo mozno zhrnit, Ze CD47 je vysokoexprimovany

protein v zdravych aj rakovinovych bunkach.
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. created with GENEVESTIGATOR
Obrazok 2 Skatulovy diagram (anglicky ,boxplot“) expresie CD47. Expresia CD47 v ludskych

tkanivach, bunkovych typoch a nadoroch merand pomocou relativného mnoZstva mRNA. Diagram
bol vytvoreny mojou vlastnou analyzou verejne dostupnych dat komerénym ndstrojom
Geneinvestigator® (Hruz et al. 2008) na zaklade 45606 hodndt expresie ziskanych z databazi Gene

Expression Omnibus (Edgar et al. 2002) a ArrayExpress (Kolesnikov et al. 2015) a nasledne upraveny.

Pouzil som vysledky platformy vyyinutej spolo¢nostou Affymetrix (GeneChip® Human Genome U133

Plus 2.0 Array | Affymetrix) mapované probou s identifikditorom 213857 _s_at, ktord bola nastrojom

Geneinvestigator® oznacenad ako najlepsia. Stupnica expresie je logaritmickd s koeficientom 2.
Medzikvartilové rozpétia (dalej IQR) medzi hornymi a dolnymi kvartilmi (to znamend hodnoty vacsie
ako najmensich 25 % hodndt z daného suboru vzoriek, ale zarovern mensie ako najvacsich 25 %
hodnét zdaného suboru) su zndzornené ¢&ervenymi obdiznikmi (anglicky ,box“). Median je
zndazorneny zvislou Ciarou. Fuzy (anglicky ,,whiskers”) predstavuju najnizsiu hodnotu nachadzajucu sa
vo vzdialenosti 1,5 nasobku IQR od dolného kvartilu a najvy$siu hodnotu nachadzajucu sa vo
vzdialenosti 1,5 nasobku IQR od horného kvartilu, pricom hodnoty mimo tento rozsah su znazornené
ako hviezdicky.



2.1. Spojitost medzi zvy$enou expresiou CD47 a vyskytom nadorového ochorenia

Priemerna hodnota relativnej expresie (anglicky ,,mean”) 23878 anatomickych vzoriek je podla
Obrazok 2 14,37 a priemernd hodnota relativnej expresie 21728 nddorovych vzoriek z rovnakého
obrdzku je 14,69. To je pri logaritmickej stupnici s koeficientom 2 v priemere o 25 % vyssia relativna
expresia CD47 v nadorovych vzorkach. P-hodnota (dalej p) vypocitand na zaklade poctu vzoriek,
priemerov a smerodajnych odchylok (dalej o) expresie nadorovych (0=1,14) a anatomickych vzoriek
(0=1,25) Welchovym t-testom (Welch's t-test), ktory testuje nulovu hypotézu rovnosti priemernych
hodné6t suborov vzoriek, v zavislosti od hodno6t priemerov, rozptylu a velkosti suborov, je nizsia ako
0,0001. To znamen4, Ze na tejto hladine pravdepodobnosti mozno nulovd hypotézu zamietnut. Inak
povedané, vyssSie spominanym sposobom som preukazal Statisticky vyznamnid  vySSiu
expresiu nddorovych vzoriek. AvSak napriek tomu tento vysledok nema velkd vypovednu hodnotu,
pretoZe je zaloZeny na porovnani celkovych hodnét expresie a jednotlivé pocty vzoriek z roznych
Casti tela (s r6znou mierou expresie) sa liSia. Navyse, r6zne su aj priemerné hodnoty podsuborov
anatomickych vzoriek tkaniv (13,95) a bunkovych typov (14,92). V neposlednom rade eSte raz
podotykam, Ze sa jedna o relativne hodnoty expresie transkriptu, ktorych prevod na skutocné
hodnoty expresie sa mi nepodarilo realizovat. PodrobnejSia Statistickd analyza, posudzujica
jednotlivé bunkové linie, by dokazala uspokojivejSie odpovedat na otdazku o korelacii vyskytu
nadorového ochorenia a zvySenej expresie CD47. Taka analyza ale z dovodu velkého mnoZstva
dostupnych dat presahuje tuto pracu. Preto sa v dalSej Casti svojej prace zameriam na data

publikované vo vedeckej tlaci.

Zvysend miera expresie CD47 v nadorovom bujneni bola namerand aj pomocou kvantitativnej
prietokovej cytometrie. Na nddorovych bunkach karcindmov Zalidka, hrubého creva, pluc, obliciek
a sarkémov bola v priemere 3,3-krat vyssia expresia CD47 ako na susednych nerakovinovych bunkach

(p nie je publikovana) (Willingham et al., 2012). V AML bola rovnakou metddou namerana 1,8-krat

vySSia expresia CD47 na rakovinovych bunkach oproti normdlnym kmenovym a multipotentnym

progenitorovym bunkam kostnej drene (p<0,005) (Majeti et al. 2009).

Spojitost medzi mierou expresie CD47 avyskytom nadorového ochorenia indikuje aj analyza
jednonukleotidovych polymorfizmov s potencidlnym vplyvom na expresiu CD47 na vzorke 613
pacientov s kolorektdlnym karcindmom. Analyza identifikovala Styri takéto polymorfizmy

v regulaénym oblastiach CD47 ako potencialne indikatory vyvoja ochorenia (Lascorz et al. 2013).

Zavazinost miery expresie CD47 v suvislosti s nddorovym ochorenim indikuje aj spojitost medzi
klinickym priebehom (skratenou dizkou preZitia pacientov) a mierou expresie CD47 v nadorovych

bunkach. Spojitost bola zistena analyzou jednonukleotidovych polymorfizmov s vplyvom na expresiu
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CD47 na vzorke 613 pacientov s kolorektdlnym karcindmom (Lascorz et al. 2013), analyzou miery

expresie CD47 mRNA u 383 pacientov s glidmom a u 191 pacientov s glioblastomom (Willingham et
al. 2012) a tiez v karcindme Zaludka na zaklade imunologického znacenia vzoriek od 115 pacientov

(Yoshida et al. 2015). Takato spojitost bola taktiez identifikovana v AML (Majeti et al. 2009), avsak ind

Studia Statisticky vyznamnu spojitost neidentifikovala (Galli_et al. 2015). Identifikovana bola aj

analyzou dvoch nezavislych datovych suborov 837 a 1117 pacientov s karcindmom prsnika (p<0,05)

(Zhang et al. 2015).

Publikovana bola aj spojitost medzi schopnostou proliferacie a mierou expresie CD47 v bunkach

karcindmu zaludka (Yoshida et al. 2015).

2.2. Expresia na nadorovych kmenovych bunkach

V tejto podkapitole v kratkosti predstavim expresiu CD47 na definovanych populaciach CSC. Vacsina
(77 az 97 %) CSC rakoviny pankreasu (CD133" buniek, dalej len skratkovito) je CD47* (Cioffi et al.
2015). Avsak hodnota CD47" buniek v CD133" subpopulécii pre porovnanie miery expresie CD47

a diferenéného $tadia bunky nie je publikovana (Cioffi et al. 2015). Dalej, CD47 expresia je zvy$ena na

CSC karcindmu mocového mechira (CD44") oproti CD44 subpopuldcii (p=0,03) (Chan et al. 2009),

CSC karcindmu prsnika (EPCAM*MET'CD44") oproti EPCAM*MET'CD44" subpopulécii (p=0,0005)
(Baccelli et al. 2013) a je tieZ zvy$end na CSC AML (Lin'CD34'CD38CD90’) v porovnani s klasickymi

hematopoetickymi kmefiovymi (Lin'CD34'CD38 CD90"; p=0,003) a multipotentnymi progenitorovymi
bunkami (Lin'CD34'CD38°CD90 CD45RA’; p=0,004) (Majeti et al. 2009). Avsak medzi mierou expresie

CD47 na CSC AML a suborom vsetkych buniek AML nie je rozdiel (p=0,5) (Majeti et al. 2009), co

indikuje nezmenenu expresiu CD47 pocas diferencidcie buniek AML. CSC karcindmu pecene,
identifikované ako dva klony buniek odolnych voci liecivu sorafenib, maju zvySenud mieru expresie

CD47 (p=0,01 a p=0,04) (Lo et al. 2015).

Na dobre definovanych CSC AML nie je CD47" znakom diferenciécie a Uloha ostanych definovanych
CSC populacii v primarnom nadore si zasluhuje dalsi vyskum (1.1. Koncept nadorovych kmenovych
buniek). Napriek tomu nie su pochybnosti, Ze CD47 je vysokoexprimovany protein a Ze miera jeho
expresie suvisi s nepriaznivym vyvojom nadorového ochorenia. To z neho robi ciel protinddorovej

liecby.



3. Struktara CD47

Struktira IgSF ektodomény CD47 je znazornenda na Obrazok 3. Cislovanie na Obrazok 3 a v texte tejto
prace je bez N-koncového, 18 aminokyselin signdlneho peptidu. Cys™, nachadzajici sa na
ektodoméne, tvori spolu s Cys**®, nachadzajucom sa na ektoplazmaztickej ¢asti transmembranovej

domény, disulfidicki vazbu (Rebres et al. 2001). V experimentdlnom modeli znazornenom na

Obrazok 3 bol, zdbvodu zabranenia tvorby nefyziologickych vizieb, Cys mutovany na Gly.
Ektodoména znazornena na Obrazok 3 krystalizovala vo forme diméru a C-koncové G vldkna si medzi
tymito doménami prehodené. Prehodenie tychto vlakien ani forma diméru nemaju preukdzany
biologicky vyznam, kedZe CD47 sa na SIRPa viaze ako monomér (Obrazok 4) s nerozliSitelnou
konformaciou (okrem slucky medzi F a G vldaknom, ktorej Uprava je nevyhnutnd pre spravnu polohu G

vldkna) (Hatherley et al. 2008). Navyse, analyza vysledkov gélovej filtracie nepreukazala pritomnost

dimerickej formy CD47 (Hatherley et al. 2008).

A “ E* i . c

AL . L
CcDb47 QLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNTTEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKST

— 10—

6’0 7'0 8I0 QIO 1(I)0 1 1IO 1 1|6
CcDh47 VPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVV

t@ﬁ?ga

Obrazok 3 Struktira ektodomény CD47 (A) Primarna a sekunddrna $truktura extraaceluldrnej IgSF
domény CD47. Valce predstavuju a-helixy a $ipky predstavuju B-listy. N-koncovy GIn', ktory cyklizuje
na pyroglutamat, je oznaceny obdiZnikom. Cys® je oznaeny hviezdi¢kou. Cys* a Cys®, tvoriace
disulfidicka vazbu, su zvyraznené Zltou. Miesta N-glykozilacie su zvyraznené fialovou. (B) Model
diméru extracelularnych IgSF ektodomén CD47 vytvoreny na zaklade krystalografickych dat difrakcie

v 1,9A rozlieni. Znalenie sekundarnych $truktir kore$ponduje so znalenim v (A). G vldkna
jednotlivych ektodomén su vtomto modeli prehodené. Prevzaté od (Hatherley et al. 2008),

upravené.
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4. Interakcia CD47-SIRPa

Interakcia medzi CD47 a SIRPa ma relativne nizku afinitu, disociacna konstanta (dalej Kp) bola podla
analyzy vysledkov zviacerych merani povrchovou plazmdénovou rezonanciou uréend na 0,6 pM

(Kwong et al. 2014), 1,2 uM (Hatherley et al. 2008) a na 0,7 uM (Hatherley et al. 2014). V tejto praci

budem dalej pracovat s hodnotou 0,8 uM, ktora je priemerom vyssie citovanych hodndt.

Model struktury interakcie je znazorneny na Obrazok 4. Miesta N-glykozilacie CD47 sa nachadzaju
mimo oblasti interakcie so SIRPa, takZie vdzba nie je tymto spOosobom ovplyvnend (Obrazok 4)

(Hatherley et al., 2008). V pripade >250 kDa tazkej izoformy CD47 sa glykozilované Ser® a Ser”

taktieZ nachadzaju mimo Casti interagujlcej so SIRPa (na Obrazok 4 je poloha Ser® oznadend $ipkou
a Ser”® sa nachadza na odvratenej strane molekuly). Aviak vizba tejto izoformy nebola preukazana a
kvoli velkosti glykdzaminoglykdnovych zvysSkov na tychto serinoch sa ich interferencia s vazbou neda
vylugit. Nepritomnost disulfidickej vazby medzi Cys™, nachadzajlicom sa na IgSF ektodoméne CD47, a
Cys**”, nachadzajicom sa na ektoplazmaztickej ¢asti transmembranovej domény, znizuje relevanciu
modelu na Obrazok 4. Zanik tejto vazby pomocou mutdcie jedného alebo oboch tychto cysteinov na
seriny zniZuje mnozstvo rozpustného fuzneho SIRPal-Fc proteinu viazuceho sa na membranovy CD47

priblizne o 30 az 50 % (Rebres et al. 2001). To indikuje, Ze nepritomnost tejto vdazby ma vplyv na

Strukturu vazbového miesta IgSF ektodomény CD47.

Obrazok 4 Struktira komplexu
CDA47 (zltou) a SIRPa (modrou).
Model komplexu

extracelularnej ektodomény

Miesta
N-glykozilacie

CD47 a N-koncovej domény

X a........l_'_

SIRPa  vytvoreny na zdklade
krystalografickych dat difrakcie
na dvoch formach krystalov v
1,85A a2,3A rozligeni. Pt
transmembrdanovych helixov
CD47 a disulfidickad vazba medzi

SIRPa (v experimentdlnom

modeli mutovanom na Gly; Zlta

5

gula) a Cys*® su znazornené

schematicky. Miesta N-
glykozilacie sui oznacené ako
ruzové gule. Ser® je oznateny
Sipkou. Rozhranie CD47-SIRPa vazby a na nej sa podielajuce slu¢ky su znazornené v detaile. Prevzaté
od (Hatherley et al. 2008), upravené.
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4.1. CD47-SIRPa ako os signalizacie inhibujuca fagocytozu

Pri aktivacii SIRPa pomocou CD47 dochadza, pravdepodobne pomocou aktivity Src kindz,

k fosforylacii dvoch ITIM, nachddzajlcich sa na cytoplazmatickej casti SIRPa (Barclay a Berg 2014).

Fosforylované ITIM aktivuju cytosolické tyrozinové fosfatdzy SHP-1 a SHP-2, ktoré nasledne svojou
aktivitou negativne reguluju vnutrobunkovl signalizaciu. Kone¢nym efektom tejto signalizacnej
kaskady v makrofagoch je defosforylacia nesvalového myozinu lIA (dalej NMM IIA). Pri funkcnej
CD47-SIRPa signalizacii je mnozstvo fosfotyrozinu v tomto proteine 3,3-ndsobne znizené (Tsai_a

Discher 2008).

Nevysvetlenym ostdva sp6sob aktivacie SIRPa pomocou CD47, kedZe experimenty s vysokoafinitnou
ektodoménou CD47 ukazali, ze samotna obsadenost SIRPa receptoru nie je dostacujica na spustenie

vnutrobunkovej signalizacie (Ho et al. 2015). Ho et al. sa domnievaju, Ze istd miera zhlukovania

a vytvorenie bunkového spoja s podmienkami aktivacie SIRPa pomocou CD47 (Ho et al. 2015), ale

pre objasnenie mechanizmu transdukcie signdlu cez membranu je potrebny dalsi vyskum.

Funkciu NMM 1A ako proteinu zodpovedného za internalizaciu ciela indikuje priama zavislost poctu
fagocytovanych cervenych krviniek od miery jeho (relativnej) expresie (Obrazok 5) (Tsai a Discher
2008). Experiment s mutovanymi formami tohto proteinu indikuje, Ze jeho defosforylacia ma vplyv

na jeho lokalizaciu do fagocytickej synapsie a na Uéinnost fagocytdzy (Tsai a Discher 2008). Okrem

toho, blokovanie CD47 pomocou monoklonalnej protilatky (dalej mAb) 3,8-ndsobne zvysilo
imunofluorescenciu NMM [IA v mieste kontaktu medzi makrofagom a erytrocytom (Tsai_a Discher
2008). To potvrdzuje NMM IIA ako efektor CD47 spustenej SIRPa signalizacie. Ulohu NMM IIA ako
efektoru CD47 signalizacie potvrdzuje aj jeho nepritomnost v okoli fagocytovanej nanocastice s na jej
povrchu prichytenym CD47. Nepritomnost NMM IIA  bola merand ako relativna intenzita

fluorescencie (Rodriguez et al. 2013).

‘g | == ShRBC GFP-NMMIIA ] Obrazok 5 Zavislost fagocytézy a expresie NMM
3 207 eoHuRBC , ,
(] ] NMM lIA KD S lIA. Model zavislosti fagocytdzy a expresie NMM
(=] ] + GFP-NMMIIA - . ;. , v ,
= 4 - [IA uréeny ako zavislost poctu fagocytovanych
E L WT‘/f, opsonizovanych cervenych krviniek na relativnej
8 ] . miere expresie NMM IIA. Hodnota koeficientu
o 1.0 nvm A ko R2 = 0.99 determindcie je 99 %. Prevzaté od (Tsai a
® ] ] Discher 2008), upravené.
N | s
© il /
c 0.57 ¥
Q 17
—
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NMM IIA, Relative Level of Expression



NMM IIA nie je kld¢ovy element pre zakladni mieru fagocytozy. Dokladom toho je neschopnost jeho

inhibitoru blebistatinu inhibovat fagocytézu (Tsai a Discher 2008). Okrem toho, priamka linearne;j

zavislosti fagocytdézy a miery jeho expresie pretina vertikdlnu os v kladnej, nenulovej hodnote
(Obrazok 5). To indikuje pritomnost zakladnej, na NMM IIA nezévislej miery fagocytézy (Obrazok 5,
Sedy pruh). Fagocytéza vsedej oblasti je zapriCinena opsonizdciou cervenych krviniek

imunoglobulinom G (dalej 1gG), ktory poskytuje pro-fagocyticky signal vdazbou na FcR.
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5. Blokovanie CD47-SIRPa signalizacnej osi ako protinadorova liecba

Zvysend miera expresie CD47 na nadorovych (kmernovych) bunkach a jeho uloha, spolu so SIRPa,
v inhibicii fagocytdzy robi z tychto proteinov ciele protinddorovej lieCby. Vyskum v tejto oblasti
prebieha v in vitro kultdrach, xenotransplantaénych a syngénnych mysich modeloch a v sucasnosti
prebieha aj prva faza klinického testovania. V tejto kapitole najprv tento vyskum zhrniem z pohladu
dvoch bunkovych typov protinddorovej imunitnej odpovede — makrofagov a T buniek. Vtomto
vyskume bola aZ na vynimky CD47-SIRPa signalizacia blokovana pomocou anti-CD47 mAb. V dalsich
Castiach kapitoly sa zameriam na alternativy k tomuto pristupu, vedlajSie Ucinky blokovania

a prebiehajuce klinické testovanie.

5.1. Makrofagy ako efektory anti-CD47 terapie

Pridanie anti-CD47 mAb do in vitro bunkovej kultdry indukuje fagocytézu makrofagmi rakovinovych

buniek karcindmu hrubého ¢reva (Tseng et al. 2013), Zalidka (Yoshida et al. 2015) a mocového

mechdra (Chan et al. 2009), adenokarcindmu pankreasu (Cioffi et al. 2015), AML (Majeti et al. 2009)

a suboru vzoriek karcindmov vajec¢nika, hrubého creva, prsnika a glioblastémov (Willingham et al.

2012). Vuvedenych studiach bola Standardne pouzitd anti-CD47 blokujuca protilatka B6H12 v
porovnani s kontrolou izotypickym IgG. Okrem toho, niektoré studie vykonali kontrolu aj v porovnani
s anti-CD47 neblokujucou protildatkou 2D3, ktord, podobne ako IgG kontrola, neindukovala

fagocytdzu (Majeti et al. 2009; Tseng et al. 2013; Willingham et al. 2012). Z toho vyplyva, Ze samotny

efekt opsonizacie protilatkami nie je dostatocny na vysvetlenie pozorovanej miery fagocytdzy. K tej

dochadza iba pri blokovani SIRPa vazbového miesta.

Autori Studii sa vacsinou nasledne zamerali na efekt pridania protilatky B6H12 do mysich in vivo
xenotransplantacnych modelov [udskej rakoviny. Na tento ucel boli zvolené imunodeficientné mysie
kmene (najcastejSie bolo pouZite NSG (,non-obese diabetic scid gamma“) mysi bez T, B a NK
bunkovej odpovede) z dovodu minimalizacie odpovede IS na xenotransplantat. Tieto experimenty
potvrdili terapeuticky efekt anti-CD47 mAb, kedZe mali vplyv na dizku preZitia xenotransplanta¢ného

modelu [udskej rakoviny karcindmu Zaludka (Yoshida et al. 2015), vajecnika (Willingham et al. 2012),

na velkost nadoru, ktory vznikol z buniek ludského osteosarkému (Xu et al. 2015), karcindmu prsnika

a hrubého creva (Willingham et al. 2012), adenokarcindmu pankreasu (Cioffi et al. 2015)

a glioblastému (Willingham et al. 2012), na schopnost tvorit metastaze rakovinovych buniek

ludského osteosarkdomu, karcindmu mocového mechura a dlazdicového karcinomu hlavy a krku (Xu
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et al. 2015) a na mnoZstvo a fagocytdzu rakovinovych buniek v modeli AML (Majeti et al. 2009). Tieto

experimenty boli vykonané v porovnani s izotypickou IgG kontrolou.

Autori vyssie citovanych s$tudii preukdzali Ucinnost anti-CD47 blokujluce] terapie a identifikovali
fagocytézu ako proces zodpovedny za efekt tejto terapie. Avsak pouzitie imunodeficientych mysi
spochybriuje tento zaver. Zasadnym nedostatkom je prave neuplnost IS, ktora zabrariuje skiimaniu
dalsich jeho zloZiek. Navyse, pouzitie NSG kmerna mohlo zvyraznit fagocyticky ucinok blokovania.
Pricinou je medzidruhové nastavenie modelov. NSG mysi maju mutaciu v géne pre SIRPa, ktora
zvysuje jeho afinitu k fudskému CD47 (Kp=0,08 uM) priblizne 59-ndsobne v porovnani s interakciou
s vlastnym, mysim CD47 (Kp=4,7 uM) a 10-ndsobne oproti ludskej CD47-SIRPa interakcii (Kp=0,8 uM)

(Kwong et al. 2014). Vyssia disociacna konstanta znamena v priemere Castejsi vyskyt interakcie CD47-

SIRPa a s nou spojenej signalizdcie. Z toho vtomto pripade vyplyva, Ze zakladnd miera fagocytdzy
xenotransplantovanych ludskych (rakovinovych) buniek je vtomto modeli znizena. To z nich robi

model ludskych xenotransplantidtov (Kwong et al. 2014). Avsak Statistickd vyznamnost testov je

z principu citlivda prave na zakladnd hodnotu testovaného javu a preto pridanie anti-CD47 mAb

blokujucich tuto vysokoafinitnu interakciu mohlo umelo zvysit vyznamnost pro-fagocytického ucinku.
V dalsej c¢asti sa zameriam na vyskum T bunkovej odpovede ako mechanizmu zodpovedného za

terapeuticky ucinok blokovania interakcie CD47-SIRPa.

5.2. T bunky ako efektory anti-CD47 terapie

Rolu T buniek v anti-CD47 terapii objasfiuju dve série experimentov, ktoré preukazali schopnost anti-

CD47 terapie aktivovat CD8' T bunkovu odpoved (Liu et al. 2015; Tseng et al. 2013).

Tseng et al. pripravili bunkovu liniu ludskych rakovinovych buniek hrubého c¢reva DLD1 exprimujucich
cytoplazmaticky ovalbumin a zeleny fluorescencny protein (dalej DLD1-cOVA-GFP bunky) (Tseng et al.
2013). Potom ukazali, Ze makrofagy kultivované in vitro s B6H12 protilatkou a DLD1-cOVA-GFP
bunkami st schopné tieto rakovinové bunky fagocytovat, krizovo prezentovat ovalbuminovy peptid

na MHC-1 a do prostredia uvolnit zapal podporujice cytokiny (Tseng et al. 2013). Pridanie B6H12

protilatky k DC v obdobnom in vitro experimente sice vyustilo do Statisticky vyznamnej miery

fagocytozy (p<0,05 oproti 1gG a 2D3 protilatkovej kontrole) (Tseng et al. 2013), ale relativne

mnozstvo fagocytujicich DC bolo nizSie ako u makrofagov (priblizne 3 % DC a priblizne 16 %

makrofagov) (Tseng et al. 2013). Autori Studie urcili mnoZstvo fagocytujucich DC ako primalé

a rozhodli sa DC dalej neskiimat.
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Vyssie spominanym spdsobom in vitro kultivované makrofagy su schopné zvysit proliferaciu
transgénnych ovalbumin 3pecifickych CD8" T buniek (dalej OT-I T buniek) a to v in vitro, ale aj in vivo

podmienkach (Tseng et al. 2013). Cytotoxicita takto aktivovanych OT-I T buniek proti DLD1-cOVA-GFP

bunkam bola overena v in vivo modeli. Ten bol pripraveny dodanim OT-I T buniek, vysSie popisanym
sposobom kultivovanych makrofagov a DLD1-cOVA-GFP buniek, v uvedenom poradi, do prijimajlcich
mysi. Objem nadoru 7 az 14 dni po pridani DLD1-cOVA-GFP buniek bol v kontrolnych mysiach
(pridané makrofagy boli kultivované za pritomnosti IgG kontrolnej protilatky) minimalny, rozdiel bol
pocas celej doby Statisticky vyznamny (p<0,05) a po 14 dnoch sa liSil uz priblizne o jeden rad (Tseng et
al. 2013).

Liu et al. potvrdili udlohu CD8" T buniek vanti-CD47 mAb terapii pouZitim in

vivo imunokompetentnych syngénnych mysich modelov (Liu et al. 2015). Docielili to meranim

objemu nadoru po pridani depletujicej anti-CD8 protilatky spolu s anti-CD47 mAb a porovnanim

s kontrolnou terapiou pozostdvajucou iba z anti-CD47 protilatky (p<0,01) (Liu_et al. 2015). Tym

poukazali na nutnost pritomnosti funkénych CD8" T buniek pre G&inok terapie. Pridanie depletujucej
anti-CD4 protilatky v obdobnom experimente nepreukazalo Statisticky vyznamny vysledok (Liu et al.
2015). To znamen3, Ze funkéné CD4" T bunky nie su v danom nastaveni potrebné pre protinddorovy

ucinok.

Liu et al. dalej ukazali zvy$enu schopnost nador infiltrujlcich DC kriZzovo prezentovat CD8" T bunkam
po anti-CD47 terapii (Liu et al. 2015). T4 u makrofagov nebola pozorovana (Liu et al. 2015). Dalej
ukazali, Ze znizenie mnoZstva DC odstranilo protinadorovy ucinok anti-CD47 mAb in vivo (Liu et al.
2015). Avsak zniZzenie mnoZstva makrofagov nemalo vyznamny ucinok na anti-CD47 terapiu (Liu et al.
2015). Na zaver ukazali, Ze in vitro kultivacia DC bez pritomnosti krvného séra (sp6sobom, aky pouZili
Tseng et al.) zvysuje ich apoptdzu a narusuje ich funkciu (Liu et al. 2015), ¢o mohlo ovplyvnit vyssie
citovany vysledok testu fagocytdzy namerany Tseng et al. Tymito experimentmi Liu et al. preukazali
nevyhnutnost DC pre protinddorovy Ucinok anti-CD47 terapie v in vivo modeli a poukazali na moznu

pric¢inu rozporu vysledkov s Tseng et al., ktori APC indukovali v nefyziologickom in vitro systéme.

Série experimentov Tseng et al. a Liu et al. ukazuju, Ze obidva skimané typy fagocytov, makrofagy aj
DC, su schopné krizovej prezenticie nddorovych peptidov a aktivdcie CD8" T bunkovej odpovede,
avSak nador infiltrujice DC sa javia ako kriticky bunkovy typ nevyhnutny pre potitivny ucinok
blokovania interakcie CD47-SIRPa in vivo. CD4" T bunkova odpoved nebola v tychto experimentoch

identifikovana ako vyznamna a preto ani nebola nasledne skimana (Liu et al. 2015; Tseng et al.

2013).
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Z dostupnych vysledkov sa da schematicky navrhnut princip Ucinku blokovania interakcie CD47-SIRPa
zaloZzenom na aktivacii T bunkovej cytotoxicity (Obrazok 6). Navyse, okrem okamZitej cytotoxickej T
bunkovej odpovede, pri tomto blokovani bola experimentom s opatovnym zavedenym nadorovych
buniek do mysi 30 dni po podstipeni Uspesnej anti-CD47 terapie preukdzand aj pritomnost
pamaétovej zlozky tejto odpovede (v 0 zo 7 mysi doslo k opdtovnému nadorovému bujneniu oproti 7

zo 7 v kontrolnej vzorke) (Liu et al. 2015).

Protilatky
Nadorovy "\
peptid na MHCH .* T !
=

Néadorova b.

Pro-fagocyticky
signal ' CD477_ ;

MHC-I:TCR @

Nadorovy
peptid na MHC

Proliferacia

Antigén
Specificka
cytotoxicita
© 2015 American Assoclation for Cancer Research

CCR Molecular Pathways AAGR

Obrazok 6 Aktivacia T bunkovej cytotoxicity krizovou prezentaciou nadorovych antigénov. Vazba
nadorového CD47 na fagocyticky SIRPa blokuje pro-fagocyticku signalizaciu nadorovej bunky
(Fagocyt 1). Blokovanie tejto vazby (napriklad pomocou protilatok) zvySuje mnozstvo fagocytovanych
nadorovych buniek (Fagocyt 2). Fagocyt je schopny fagocytovani nadorovld bunku spracovat
a nasledne prezentovat nadorovy peptid na MHC-I molekule naivnym CD8" T bunkdm, ktoré sa tymto
spdsobom, za pritomnosti kostimulacie, aktivuju (Fagocyt 3). Aktivované nador $pecifické CD8" T
bunky su schopné proliferacie a antigén Specifickej cytotoxickej aktivity na zostdvajucich nddorovych
bunkach. Prevzaté od (McCracken et al. 2015), upravené.
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5.3. Alternativy anti-CD47 mAb

Z dévodu zvySenia ucinnosti a odstranenia vedlajsich ucinkov (5.4. Vedlajsie ucinky blokovania) su
vyvijané aj alternativne sp6soby blokovania tejto interakcie. Jedna sa o blokovanie CD47 pomocou

rozpustnej vysokoafinitnej N-koncovej domény SIRPa (Weiskopf et al. 2013) a blokovanie SIRPa

pomocou CD47 peptidu odvodeného od CD47 IgSF domény (Rodriguez et al. 2013), pripadne celou

rozpustnou vysokoafinitnou ektodoménou CD47 (Ho et al. 2015). V nasledujicej podkapitole

v kratkosti zhrniem vyvoj tychto alternativnych sp6sobov blokovania.

Weiskopf et al. pouzili in vitro systém zobrazenia mutovanych N-koncovych, 14 kDa tazkych, IgSF

domén SIRPa (rezidua 1 aZz 118) na povrchu kvasinkovych klonov (Weiskopf et al. 2013). Nasledne

vykonali 10 kél selekcie mutantov na zaklade ich schopnosti viazat IgSF doménu CD47. Tym vytvorili
varianty FD6 a CV1 s dvanastimi, respektive deviatimi mutovanymi reziduami. K, vazby s CD47 urcena
meranim povrchovou plazménovou rezonanciou bola 41,3 pM (FD6), respektive 11,1 pM (CV1)

(Weiskopf et al. 2013). To je zvySenie afinity o Styri rady oproti klasickej CD47-SIRPa interakcii

(Kp=0,8 uM). Napriek tomu si variant FD6 zachoval podobnu Strukturu vazby ako ma klasicka CD47-
SIRPa interakcia (Obrazok 4), ¢o znadi, Ze sa viaze na rovnaky epitop CD47 ako klasicky SIRPa

(Weiskopf et al. 2013). Z toho vyplyva, Ze mdze byt jeho efektivnym antagonistom. Nasledne boli

tieto varianty fuzované s protilatkovym Fc (ten poskytuje pro-fagocyticky signdl) a ich schopnost
indukovat fagocytézu rakovinovych buniek in vitro bola potvrdend podobnym spdsobom ako

v predoslych studiach (5.1. Makrofagy ako efektory anti-CD47 terapie) (Weiskopf et al. 2013). Okrem

toho autori preukazali vysokd uGéinnost kombinovanych terapii pozostdvajicich z CV1 monoméru

a komercnych nador $pecifickych protilatok (Weiskopf et al. 2013). Tato Gcinnost bola vyssia ako

v pripade monoterapii pomocou spominanych lieciv (Weiskopf et al. 2013).

Rodriguez et al. pomocou pocitacovej simuldcie navrhli 21 aminokyselin dlhy peptid na zaklade

sekvencie okolo slucky medzi F a G B vldknom (Obrazok 3) (Rodriguez et al. 2013). T4 sa Ucastni vazby

so SIRPa (Obrazok 4, detail). Prichytenie tohto peptidu na povrch nanocastic inhibuje ich
fagocytdzu. Poléas cirkulacie v NSG mysSiach merany po 40 mindtach je v porovnani s

rekombinantnym CD47 o 65 % dlhsi (Rodriguez et al. 2013). Afinita uréovana vazbou biotinovaného

peptidu na nanocastice s naviazanym SIRPa a merana fluorescenciou bivalentnej biotinovej protilatky

prietokovou cytometriou stanovila K, na 0,16 uM (Rodriguez et al. 2013). To znaci 5-nasobne

zvysSenie afinity oproti klasickej interakcii CD47-SIRPa (Kp=0,8 uM). Avsak meranie afinity povrchovou

plazménovou rezonanciou nezistilo schopnost tohto peptidu viazat SIRPa (Hatherley et al. 2014).

Hatherley et al. sa domnievaju, Ze nepriama metdda meranie pouZita Rodriguezom et al. neposkytuje
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kvantitativne vysledky. Pri¢inou je pravdepodobne pouzitie bivalentnej protilatky, ktord v pripade
pritomnosti agregovaného CD47 ovplyviuje vysledok merania afinity aviditnymi efektmi vazby

(Hatherley et al. 2014). Protinadorovy ucinok vysokoafinitnych peptidov nebol skimany a preto je

potrebny dalsi vyskum v tejto oblasti.

Ho et al. vytvorili vysokoafinitni ektodoménu CD47 N3612 pridanim troch aminokyselin na N-koniec

tejto domény, ¢im zvadsili plochu interakcie so SIRPa (Ho et al. 2015). Priemerom dvoch

experimentov merania afinity povrchovou plazmdénovou rezonanciou je Kp stanovena na 1,4 nM, co
znadi zvysenie afinity oproti klasickej interakcii CD47-SIRPa (Kp=0,8 uM) o dva rady (Ho et al. 2015).
Autori nasledne potvrdili jej schopnost antagonistu klasického CD47 meranim fagocytozy
rakovinovych buniek in vitro (Ho et al. 2015). Avsak Statisticky vyznamny vysledok bol namerany iba

pri kombindcii s komerénymi, nador Specifickymi protildtkami (Ho et al. 2015).

CV1 a N3612 vo forme monoméru nedokazali indukovat fagocytézu, pretoze neposkytuji pro-
fagocyticky signdl. Poskytnutie tohto signalu komerénymi, nador Specifickymi protilatkami obnovilo

ucinok terapie (Weiskopf et al. 2013; Ho et al. 2015) a odstranilo anemicky efekt blokovania

(Rodriguez et al. 2013). Vdaka tomu pouzitie kombinovanej terapie predstavuje riesenie

nepriaznivych ucinkov tochto blokovania comu sa venujem v dalSej podkapitole.

5.4. Vedlajsie ucinky blokovania

Mnoho fyziologickych funkcii CD47 (1.4. Molekuly CD47 a SIRPa) a vysokd miera expresie CD47
v zdravych tkanivach a bunkovych typoch (Obrazok 2) vyvoldva otdzku o neZiaducich vedlajsich
ucinkoch anti-CD47 mierenych terapii. Pozorovana bola anémia v mysich modeloch po pridani anti-

CD47 mAb (Willingham et al. 2012) alebo fuzneho vysokoafinitného SIRPaFc proteinu (Weiskopf et al.

2013). Anémia vyvolana vysokoafinitnym fuznym SIRPaFc proteinom bola pozorovana aj u primatov

(Weiskopf et al. 2013). RieSenim je pouZitie kombinovanej terapie tohto proteinu vo forme

monoméru spolu s nador Specifickymi protilatkami. Kombinovana terapia zvySuje ucinnost

a odstranuje anemicky ucinok (Weiskopf et al. 2013).

Alternativnym rieSenim je pouZzitie SIRPa blokujucich terapii, napriklad N3612 terapie. Jej in vivo

toxicita nebola skimana.

Avsak aj blokovanie SIRPa mbze mat vaine nepriaznivé vedlajsie Ucinky, napriklad blokovanim

dozrievania B lymfocytov v slezine akostnej dreni (Kolan et al. 2015). To bolo autormi studie

nepriamo ukazané cez znizené mnoistvo zrelych B lymfocytov v krvi, slezine a kostnej dreni mysi
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s mutovanou SIRPa cytoplazmatickou doménou, zabranujicou bunkovej SIRPa signalizacii (Kolan et
al. 2015). Toto zniZenie bolo spojené so zvySenou apoptdzou dozrievajucich B lymfocytov (Kolan et al.
2015). Okrem toho mali tieto mysi priblizne o tretinu znizené mnozstvo krvnych T lymfocytov (Kolan

et al. 2015).
Doterajsi vyskum na zvieracich modeloch nezistil Ziadnu neprijatelnd toxicitu, ale bezpecnost
a vedlajsie ucinky u fudi dokaze objasnit az klinicky vyskum, ktory zhfriam v nasledujicej podkapitole.

5.5. Klinické testovanie

Pozitivne vysledky predoslych studii posunuli vyskum blokovania interakcie CD47-SIRPa do klinického
testovania (zhrnuté v Tabulka 1). Testovanie je v dobe pisania tejto prace (16. 8. 2016) v prvej faze,

zameranej na overenie bezpecnosti a uréenie tolerancie davkovania pre dalSie fazy testovania.

Identifikator KIir’1ické Typ lie€iva Liecivo Typ. P?éet Rc:k .
faza rakoviny | pacientov | ukoncenia
NCT02678338 1 anti-CD47 mAb | Hu5F9-G4 H 30 2018
NCT02641002 1 anti-CD47 mAb CC-90002 H 78 2019
NCT02367196 1 anti-CD47 mAb | CC-90002 PN, H 100 2018
NCT02663518 1 SIRPaFc TTI-621 H 156 2019

Tabulka 1 Prebiehajice klinické Studie blokovania interakcie CD47-SIRPa. Vysvetlivky: H —
hematologicky, PN — pevné nadory.

Konkrétne, v sucasnosti prebieha nabor pacientov na testovanie anti-CD47 mAb terapii: a/ 30
pacientov neodpovedajucich na liecbu AML, respektive ak maju recidivu tohto ochorenia, ktori budu
testovani na urlenie maximalnej tolerovanej davky (NCT02678338); b/ 78 pacientov
neodpovedajucich na liecbu AML, respektive ak maju recidivu tohto ochorenia alebo vysokorizikovy
myelodysplasticky syndrém, ktori budil testovani na urcenie tolerancie ddvkovania, predbeinej
ucinnosti  terapie, farmakokinetiky lie¢iva avyskyt a frekvenciu protilieCivovych protilatok
(NCT02641002); ¢/ 100 pacientov s pokrocilymi, recidivnymi alebo na liecbu neodpovedajlcimi
pevnymi nadormi, mnohondsobnym myeldémom alebo non-Hodgkinovym lymfémom, ktori budu
testovani na urcenie tolerancie davkovania, predbeZnej Ucinnosti terapie, farmakokinetiky lieciva

a vyskyt a frekvenciu protiliecivovych protilatok (NCT02367196).

Alternativny spOsob blokovania testuje Studia srozpustnym rekombinantnym fliznym SIRPaFc

proteinom na vzorke 156 pacientov neodpovedajucich na liecbu lymfému (alebo inej hematologickej
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malignitidy), resp. ak maju recidivu tohto ochorenia. Tito budu testovani na urcenie tolerancie

davkovania, predbeznej Gcinnosti terapie, farmakokinetiky a bezpecénosti lieciva (NCT02663518).

Predpokladand doba ukoncenia tychto Studii je v rokoch 2018-2019. V pripade pozitivnych vysledkov
mozno ocakavat druhd a nasledne tretiu fazu testovania s postupnym zvySovanim poctu pacientov.
Zamerom dalsich faz testovania je urcenie ucinnosti, potvrdenie bezpecnosti a monitorovanie

vedlajsich ucinkov terapii pred nasadenim do klinickej praxe.
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6. Zaver

V tejto praci som zhrnul vyskum v oblasti blokovania CD47-SIRPa signalizacnej osi ako protinadorovej
lieCby. Na expresnom profile CD47 som preukazal vysokd mieru expresie tohto proteinu na zdravych
i nadorovych ludskych bunkach. Statistickou analyzou vysledkov som preukazal zvy$enie expresie
na nadorovych bunkach, ale zaroven som diskutoval nedostatoénu vypovednu hodnotu tejto analyzy.
Zhrnul som spojitost medzi klinickym vyvojom ochorenia a mierou expresie CD47 na nadorovych
bunkdch. CD47 expresia je zvySena aj na CSC, avsak jej spojitost so skutotnym diferenciatnym

potencidlom nadorovych buniek sa mi nepodarilo preukazat.

V dalSej casti prace som opisal Struktdru interakcie CD47-SIRPa, ktorej disociatnd konstanta je
0,8 uM. SIRPa vnutrobunkova signalizdcia narusuje vytvorenie funkéného cytoskeletu v mieste
fagocytickej synapsie defosforylaciou NMM IIA. AvSak presny mechanizmus aktivacie SIRPa pomocou

CD47 si zasluhuje dalsi vyskum.

Preklinicky vyskum som zhrnul z pohladu makrofdgov a T buniek. Skutoénym protinddorovym
mechanizmom anti-CD47 terapie sa javi aktivacia CD8" T buniek pomocou kriZzovej prezentécie nador
infiltrujicimi DC. Anti-CD47 mAb produkuji miernu anémiu. Jej rieSenim je pouZitie vysokoafinitnej
N-koncovej IgSF domény SIRPa CV1, alebo vysokoafinitnej ektodomény CD47 N3612. Tie su
potvrdenymi antagonistami prirodzene sa vyskytujldcej vazby. Ich pouzitie vo forme kombinovanej

terapie s komerénymi nador Specifickymi protilatkami sa javi ako najucinejsi sposob blokovania.

V nasledujucich rokoch vysledky prebiehajlcich, pripadne buddcich klinickych Studii ukazu, Cdi
interakciu CD47-SIRPa blokujuca liecba je U¢inna a bezpecnd, ¢i dokaze zabranit recidive ochorenia a
¢i sa dlhoroc¢né usilie vedeckej komunity v tejto oblasti vyskumu premietne do zdravia vylieCenych

pacientov.
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