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ABSTRAKT 

Konjugáty protilátka-liečivo (ADC) reprezentujú relatívne novú triedu vysoko účinných 
protinádorových liečiv. Vďaka vysoko špecifickým monoklonálnym protilátkam sú schopné 
doručiť cytotoxický náklad priamo do nádorových buniek a tým minimalizovať poškodenie 
zdravých buniek. Jedným z hlavných faktorov, na ktorých závisí terapeutická účinnosť je výber 
vhodného antigénu, ktorý po väzbe konjugátu podlieha internalizácii. Ako potenciálne ciele 
boli vybrané proteíny Hsp90α a c-Met. Hsp90 predstavuje molekulárny chaperón, ktorý je 
nadmerne exprimovaný v nádorových bunkách a navyše môže byť translokovaný 
na membránu. Hsp90 prispieva k angiogenéze, motilite nádorových buniek alebo tvorbe 
metastáz. Druhý spomenutý, C-Met, predstavuje tyrozínkinázový receptor, ktorý hrá ústrednú 
úlohu v epiteliálnej morfogenéze a malígnej transformácii. Jeho zvýšená aktivita indukuje 
dráhy zodpovedné za proliferáciu, inváziu a migráciu malígnych buniek. 

V diplomovej práci bol študovaný potenciál využitia protilátok s anti-Hsp90 a anti-c-Met 
aktivitou v protinádorovej terapii. Experimentálna časť práce zahrňovala purifikáciu protilátky 
EEV1-2.1 s anti-Hsp90 aktivitou a jej následnú charakterizáciu. Ďalej zahrňovala 
charakterizáciu a selekciu dostupných klonov anti-c-Met protilátky. Zaoberala sa tiež výberom 
a optimalizáciou správnej stratégie konjugácie. Aktivita protilátok a od nich odvodených 
konjugátov bola skúmaná prostredníctvom fluorescenčnej mikroskopie či prietokovej 
cytometrie. In vivo experimenty boli ďalej zamerané na overenie účinnosti ADC sledovaním 
miery inhibície proliferácie vybraných nádorových línií. Výsledky diplomovej práce odhalili, 
že protilátka EEV1 neprechádza do buniek antigénom sprostredkovanou cestou, a nie je tak 
vhodná pre použite v konjugácii s cytostatickým liečivom. Na druhej strane, ADC konjugáty 
anti-c-Met protilátky vykazovali vysokú afinitu voči natívnemu antigénu, dochádzalo k ich 
internalizácii cez väzbu na antigén a navyše inhibovali proliferáciu c-Met exprimujúcich buniek 
OE33.    
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Konjugáty protilátka-liečivo, monoklonálne protilátky, eHsp90, c-Met, konjugácia, linker, 
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ABSTRACT 

Antibody-drug conjugates (ADCs) represent a relatively new class of highly potent anti-tumor 
drugs. Thanks to highly specific monoclonal antibodies, ADCs are able to deliver a cytotoxic 
payload directly to tumor cells and thus minimize damage to healthy cells. Therapeutic efficacy 
depends on the selection of an appropriate antigen that undergoes internalization upon 
conjugate binding. For this project, pro-oncogenic Hsp90α and c-Met were selected as potential 
targets. Hsp90 is a molecular chaperone that is overexpressed in tumor cells and, in addition, 
can be translocated to the membrane of these cells. Overexpressed Hsp90 contributes to 
angiogenesis, tumor cell motility or metastasis. C-Met is a receptor tyrosine kinase that plays 
a central role in epithelial morphogenesis and malignant transformation. Its increased activity 
induces pathways responsible for the proliferation, invasion and migration of malignant cells. 

The aim of the diploma thesis was to study the potential use of antibodies with anti-Hsp90 and 
anti-c-Met activities in anti-tumor therapy. The experimental part involved the purification 
of the EEV1-2.1 antibody with anti-Hsp90 activity and its subsequent characterization. 
Furthermore, it included the characterization and selection of anti-c-Met antibody clones. It was 
also focused on selection and optimization of the right conjugation strategy. The activity 
of the antibodies and their conjugates was examined by fluorescence microscopy and flow 
cytometry. In vivo experiments were further aimed at verifying the efficacy of ADC 
by monitoring the rate of inhibition of proliferation of selected tumor cell lines. The results 
revealed that the EEV1 antibody does not enter the cells specifically by antigen-mediated way, 
and is therefore not suitable for use in conjugation with a cytostatic drug. On the other hand, 
anti-c-Met antibody ADC conjugates exhibit high affinity for native antigen, internalization 
through antigen binding, and additionally inhibited proliferation of c-Met overexpressing OE33 
cells. 
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1 ÚVOD 
Nádorové ochorenia patria medzi najčastejšie smrteľné choroby, ktoré ročne spôsobujú 
približne 10 miliónov úmrtí po celom svete [1]. Medzi tradičné liečebné postupy patrí 
chemoterapia, rádioterapia alebo chirurgický zákrok. Cytotoxické látky používané 
v chemoterapii častokrát vykazujú nízky terapeutický index a závažné vedľajšie účinky, ktoré 
sa pripisujú účinku liečiva mimo cieľové tkanivá. Riešením by mohla byť cielená terapia 
monoklonálnymi protilátkami (mAb) v spojení s vysokoúčinnými cytotoxickými látkami. 
Konjugáty protilátka-liečivo (ADC) momentálne patria medzi najrýchlejšie rastúce skupiny 
liečiv v onkológii. Kombináciou imunoterapie a chemoterapie vytvárajú výnimočnú skupinu 
terapeutík, ktorá je vysoko špecifická a cytotoxická zároveň. ADC pozostávajú z troch 
kľúčových prvkov: monoklonálnej protilátky, ktorá sa selektívne viaže na antigén na povrchu 
nádorovej bunky, cytotoxického nákladu a štiepiteľného alebo neštiepiteľného linkera. Každá 
z týchto zložiek sa môže medzi ADC značne líšiť, čo vedie k obrovskej rozmanitosti štruktúr 
a následne k farmakologickým a klinickým vlastnostiam jednotlivých ADC [2]. K dnešnému 
dňu bolo schválených úradom FDA na klinické použitie 12 rôznych ADC [3]. 

Cieľom mnohých výskumov je nájsť vhodný cieľový antigén, ktorý sa nadmerne exprimuje 
na povrchu nádorových buniek a väzbou protilátky sa internalizuje do intracelulárneho 
priestoru. Potencionálnym terapeutickým cieľom by mohol byť extracelulárny Hsp90. Hsp90 
je molekulárny chaperón, ktorý je zodpovedný za skladanie de novo syntetizovaných proteínov 
a za opätovné skladanie nesprávne zložených proteínov. Hsp90 má významnú úlohu v malígnej 
transformácii, kde podporuje aktiváciu množstva mutovaných proteínov. V nádorových 
bunkách môže dochádzať k translokácii Hsp90 do membránového a extracelulárneho priestoru 
a jeho zvýšené hladiny korelujú so zlou prognózou [4].  

Vhodnú skupinu antigénov pre ADC terapiu predstavujú aj tyrozín kinázové receptory, ktoré 
sú často abnormálne exprimované nádorovými bunkami. Jedným z nich je aj c-Met, ktorý má 
abnormálnu aktivitu v mnohých typoch ľudských malignít, vrátane rakoviny obličiek, pečene, 
žalúdka, prsníka či mozgu. Po stimulácii ligandom indukuje niekoľko biologických odpovedí, 
ktoré spoločne vedú k programu známemu ako invazívny rast. Vysoká expresia týchto 
proteínov v niektorých typoch nádorov v porovnaní s nízkymi hladinami expresie v normálnych 
tkanivách, robí Hsp90 a c-Met atraktívny cieľ ADC terapie [5].  
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Protilátky 
Protilátky, známe aj ako imunoglobulíny (Ig), sú veľké globulárne proteíny, ktoré 
sú produkované imunitným systémom v odpovedi na prítomnosť baktérií, vírusov či iných 
patogénov. Pre ich unikátne vlastnosti našli široké využitie vo výskume a medicíne, kde 
sú využívané na diagnostické a terapeutické účely. Prvýkrát boli objavené v roku 1890 
nemeckým lekárom a bakteriológom Emilom von Behringom. V roku 1906 Paul Ehrlich 
zaviedol do lekárskej literatúry pojem imunoterapia. Prelomovým bol rok 1974, kedy Cesar 
Milstein a George F. Kohler pripravili prvé monoklonálne protilátky. Podarilo sa im to vďaka 
spojeniu B-lymfocytov s nesmrteľnými myelómovými bunkami. Takto vzniknuté hybridné 
bunky, ktoré dostali názov hybridomy, si zachovávajú kľúčové vlastnosti myelómových buniek 
ako aj B-lymfocytov, produkujú protilátky B-lymfocytu použitého pri fúzii, rýchlo sa delia 
a sú takmer nesmrteľné [6, 7, 8].  

Molekula imunoglobulínu je tvorená dvoma funkčne sa odlišujúcimi oblasťami, variabilnou 
(V) oblasťou a konštantnou (C) oblasťou. Konštantná oblasť interaguje s efektorovými 
bunkami, pričom variabilná oblasť rozpoznáva antigén. V závislosti od typu C oblasti  delíme 
imunoglobulíny do piatich hlavných tried: IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Triedy imunoglobulínov 
sa teda líšia v type izotypu ťažkého reťazca, ktoré sú označované ako α, ε, μ, δ, γ. Jednotlivé 
triedy izotypov sú produkované v rôznych fázach imunitnej odpovede a majú odlišné 
funkcie [9].  

Imunoglobulíny triedy G tvoria približne 75% sérových protilátok u ľudí, a sú preto 
najčastejším typom protilátok nachádzajúcim sa v krvnom obehu. Rovnako ide o terapeuticky 
najvýznamnejšiu a zároveň najviac študovanú triedu imunoglobulínov. Základná štruktúra IgG 
je tvorená štyrmi polypeptidovými reťazcami zloženými do tvaru písmena Y. Molekulová 
hmotnosť IgG je 150 kDa. IgG je zložený z dvoch identických ťažkých (H, 50 kDa) a dvoch 
identických ľahkých (L, 25 kDa) reťazcov. Reťazce sú navzájom stabilizované 
prostredníctvom disulfidových väzieb. Ľudské IgG sa ďalej delia do podtried na základe ich 
relatívneho zastúpenia v ľudskej plazme a to na IgG1-IgG4. Podobne je tomu aj u myších IgG, 
ktoré sa však delia na IgG1, IgG2a-c a IgG3. Každá podtrieda je kódovaná iným génom. 
Podtriedy sa ďalej líšia v počte a umiestnení disulfidových väzieb a v dĺžke takzvanej pántovej 
oblasti. Ľahký reťazec má 2 izotypy κ a λ, ktorých zastúpenie v molekule protilátky je 
individuálne variabilné. N-koncový úsek imunoglobulínu je tvorený štyrmi variabilnými 
úsekmi (V-domény), po dvoch na ťažkých (VH) a ľahkých reťazcoch (VL). Každá V-doména 
sa skladá z troch hypervariabilných úsekov, ktoré určujú antigénnu špecifitu protilátky. Oblasť 
VL-VH tak umožňuje väzbu antigénu, ku ktorému je komplementárna. Sekvencie C-koncových 
ľahkých ako aj ťažkých reťazcov sú na rozdiel od N-koncových sekvencií výrazne 
konzervovanejšie. Konštantná oblasť obsahuje tri sekvenčne vysoko konzervované domény 
CH1, CH2 a CH3. CH1 a CH2 sú prepojené pántovou oblasťou, ktorá spája ťažké reťazce vďaka 
disulfidovým väzbám. Ľahký reťazec obsahuje jednu konštantnú CL1 doménu, ktorá sa 
nachádza oproti CH1 doméne a je s ňou rovnako prepojená disulfidovými väzbami. Konštantné 
úseky zodpovedajú predovšetkým za efektorové funkcie protilátok, ako napríklad za väzbu 
komplementu alebo interakciu s Fc receptorom na imunokompetentných bunkách. Okrem 
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disulfidových väzieb, ktoré vzájomne prepájajú HC s LC v pántovej oblasti, molekula 
protilátky obsahuje aj vnútroreťazcové disulfidové väzby, ktoré stabilizujú H a L domény 
(obr. 1).  Vnútroreťazcový disulfid tvorí slučku, ktorá obsahuje asi 60 aminokyselín. IgG 
obsahuje okrem polypeptidových reťazcov aj jeden oligosacharidový reťazec, ktorý je 
naviazaný na CH2 doméne.  Glykozylácia zvyšuje konformačnú stabilitu a tiež má vplyv 
na schopnosť protilátky viazať antigén [10, 11, 12, 13, 14]. 

 
Obrázok 1: (A.) Schematické znázornenie štruktúry IgG, (B.) a jeho kryštálová štruktúra [14]. 

2.1.1 V(D)J rekombinácia 
V(D)J rekombinácia je špeciálny mechanizmus, vďaka ktorému sú produkované protilátky 
schopné rozlíšiť množstvo antigénov. Proces rekombinácie prebieha v skorých štádiách 
dozrievania T a B lymfocytov. Gény kódujúce reťazce imunoglobulínov sú zložené 
z niekoľkých typov génových segmentov. Gény ťažkého reťazca ľudského Ig obsahujú 
2 konštantné génové segmenty, 50 variabilných (V), 27 diverzitných (D) a 6 spojovacích (J) 
génových segmentov. Génový lokus ľahkého reťazca obsahuje V a J segmenty, ale je 
deficientný na D segmenty. V B-lymfocyte dochádza najskôr k DJ rekombinácii, čo znamená, 
že akýkoľvek úsek medzi vybraným D a J segmentom je vyštiepený. Po tomto procese 
dochádza k spojeniu jedného V segmentu s DJ oblasťou, pričom všetky segmenty medzi 
vybraným V a D segmentom sú vymazané z genómu. Výsledkom je primárny transkript 
ťažkého reťazca. Bunka môže následne zahájiť tvorbu génu pre ľahké reťazce. V prípade 
ľahkého reťazca ide len o VJ rekombináciu. Po expresii IgM a IgD sa bunka stáva zrelým 
B-lymfocytom. Po styku zrelej B-bunky s antigénom dochádza k mutáciám V segmentu. 
B-lymfocyty sa ďalej diferencujú v procese prepínania izotypov, ktorý je známy ako 
class-switching. Ide o rekombinačný proces, pri ktorom sa mení izotyp produkovaného 
imunoglobulínu. Pri tomto procese sú z génov ťažkých reťazcov štiepené konštantné úseky. Ak 
sú prítomné sekvencie, ktoré sa dajú eliminovať, môže class-switching prebiehať v bunke 
niekoľkokrát za sebou. Výsledná B-bunka produkuje protilátky jedného izotypu, prípadne 
jednej podtriedy [15].   
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2.1.2 Monoklonálne protilátky 
Použitie monoklonálnych protilátok (mAb) je jednou zo základných stratégií v liečbe 
onkologických ochorení. Pretože sa táto stratégia zameriava na cieľovú štruktúru, hovoríme 
o cielenej terapii, ktorá zamedzuje poškodeniu zdravého tkaniva v okolí tumoru.  

Pri imunizácii antigénom dochádza k stimulácii rôznych klonov B lymfocytov tvoriacich 
protilátky proti rôznym epitopom antigénu. Pre výzkum, diagnostiku alebo terapeutické 
aplikácie je však dôležité, aby protilátka mala presne definovanú špecifitu a pochádzala 
z jedného klonu. Spôsob prípravy monoklonálnych protilátok bol objavený G. Köhlerom a C. 
Milsteinom v roku 1975. Objav spočíval v spojení aktivovaných B buniek s bunkami myelómu. 
Takto vzniknuté hybridné bunky dostali názov hybridómy. Hybridóm má zachovanú schopnosť 
myelómu nekonečne sa deliť a produkovať protilátku ako B bunka, ktorej fúziou vznikol. Celý 
proces začína imunizáciou, ktorá predstavuje vpravenie špecifického antigénu 
do experimentálneho zvieraťa, v ktorom dôjde k aktivácii B lymfocytov a produkcii protilátok. 
V tomto momente je odobratá slezina zvieraťa a jednotlivé B-bunky sú následne fúzované 
s bunkami myelómu, ktoré sú zbavené génu pre transkripciu HPRGT (hypoxantin-guanin 
fosforibosyltransferáza). Rovnako je možné odobrať sérum obsahujúce zmes polyklonálnych 
protilátok (obr. 2). Ich hlavnou nevýhodou v porovnaní s monoklonálnymi protilátkami je ich 
veľká variabilita.  Fúzované bunky sú ďalej inkubované v HAT médiu. Výsledkom je 
odumretie nefúzovaných myelómových buniek, ktoré nedokážu produkovať nukleotidy 
a súčasné odumretie B-buniek z dôvodu ich krátkej životnosti. V médiu prežívajú len hybridy 
B-bunka-myelóm. V tejto fáze sa médium nariedi a nanesie do viacjamkovej doštičky tak, aby 
každá jamka obsahovala jednu hybridnú bunku. Primárnym skríningom sa identifikujú a vyberú 
hybridómy s produkciou vhodnej protilátky. Po selekcii sú klony kultivované a získavané 
väčšie tkanivové kultúry. V závislosti od typu kultúry je možné získať 1 až 60 μg/ml 
monoklonálnej protilátky [14, 16]. 
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Obrázok 2: (A.) Vpravenie antigénu s viacerými epitopmi do myši. (B.) Produkcia polyklonálneho 
antiséra s obsahom zmesi monoklonálnych protilátok špecifických pre rôzny epitop antigénu. (C.) Fúzia 
B-buniek s myelómovou líniou a selekcia klonov produkujúcich protilátky [14]. 

Za účelom liečby ľudí je potrebné modifikovať proteínové sekvencie nehumánnych 
monoklonálnych protilátok tak, aby sa čo najviac podobali protilátkam produkovaným 
prirodzene u ľudí. Prvé klinické štúdie pozorovali intravenóznu aplikáciu myších 
monoklonálnych protilátok do tela ľudských pacientov. Imunoglobulíny produkované 
hybridómovou technológiou indukovali u pacientov imunitnú odpoveď za tvorby anti-myších 
protilátok nazývaných HAMA (human anti-mouse antibodies). HAMA spôsobujú tvorbu 
imunokomplexov, čo znemožňuje väzbu na nádorový antigén, urýchľuje elimináciu liečiva 
z krvného obehu a môže spôsobiť sérové ochorenia či viesť k anafylaxii. Monoklonálne 
protilátky delíme podľa pôvodu ich štruktúry na myšie, chimerické, humanizované a ľudské. 
Chimerická protilátka obsahuje variabilné oblasti ľahkého a ťažkého reťazca myšej mAb 
a konštantné oblasti ľudskej protilátky. V ľudskom organizme može stále vyvolávať 
anti-chimerickú protilátkovú odpoveď proti myším variabilným oblastiam. Humanizované 
protilátky sú ľudské protilátky upravené tak, že ich variabilné oblasti sú komplementárne 
k myšej mAb [10, 17, 18].  

Problémom pri imunoterapii monoklonálnymi protilátkami je častokrát veľká molekulová 
hmotnosť protilátok. V porovnaní s bežne používanými cytostatikami je ich molekulová 
hmotnosť až 150x vyššia a dochádza tak k pomalšej distribúcii a podstatne nižšiemu prieniku 
do nádorového tkaniva. Bariéru vytvára aj zvýšený intersticiálny tlak vo vnútri nádoru, ktorý 
zabraňuje pasívnej difúzií imunoglobulínov do tumoru. Čas potrebný k difúzii protilátok 
k nádorovým bunkám predlžuje pomerne veľká vzdialenosť medzi krvnými cievami 
a interstíciom. U pacientov s objemnejšími nádormi je použitie monoklonálnych protilátok 
na liečbu limitujúce. Úspešnosť liečby môže ovplyvňovať aj heterogénna expresia antigénu. 
Znížené množstvo antigénov môže viesť k rezistencii nádorových buniek na imunoterapiu 
[19, 20]. 
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2.1.3 Produkcia a purifikácia protilátok 
Imunitný systém produkuje protilátky ako odpoveď na prítomnosť pre telo cudzých molekúl. 
Protilátky sú tvorené B-lymfocytmi a cirkulujú v krvi a lymfe, kde sa viažu na svoj špecifický 
antigén. Vďaka pokročilému vývoju techník produkcie protilátok dnes existujú rôzne spôsoby 
ich produkcie. Polyklonálne protilátky sa získavajú z krvného séra zvierat. Monoklonálne 
protilátky môžu byť produkované hybridómovými líniami alebo metódou myšieho ascitu. 
Ascitická metóda sa používa na produkciu mAb in vivo, kedy sa hybridómové bunky injekčne 
zavedú do peritoneálnej dutiny. V dutine sa v dôsledku zápalu tvorí ascitická tekutina, ktorá 
obsahuje vysoké koncentrácie protilátok. Vzniknutá tekutina sa odoberá a sú z nej purifikované 
protilátky. Na produkciu rekombinantných protilátok sa využívajú napríklad CHO bunky. Ide 
o bunky vaječníkov čínskeho škrečka, ktoré sa vyznačujú schopnosťou vykonávať 
posttranslačné modifikácie [21, 22].  

Protilátky môžu byť purifikované rôznymi chromatografickými ale aj nechromatografickými 
technikami. Medzi nechromatografické spôsoby purifikácie patrí precipitácia a extrakcia 
v systéme kvapalina-kvapalina. Medzi najpoužívanejšie chromatografické metódy patrí 
afinitná chromatografia, ktorej princípom je interakcia imunoglobulínu s ligandom. Táto 
technika je uprednostňovaná z dôvodu rýchlosti, jednoduchosti a vysokej selektívnosti. Princíp 
afinitnej chromatografie spočíva v imobilizácii ligandu na vhodný, najčastejšie polymérny 
nosič. Cieľová biomolekula je selektívne zachytená týmto ligandom, zatiaľ čo ostatné molekuly 
prechádzajú voľne kolónou. Cieľové biomolekuly sú následne uvoľnené z kolóny vhodnými 
elučnými činidlami. Pri elúcii dochádza k strate väzieb medzi ligandom a biomolekulou 
[23, 24].  

Pri purifikácii protilátok sú používané tri typy ligandov a to antigén, anti-protilátka 
a bakteriálne Fc receptory. Antigénne ligandy sa používajú pri izolácii špecifickej protilátky 
zo zmesi rôznych imunoglobulínov. Príkladom je purifikácia protilátky zo séra imunizovaných 
zvierat. Matrice s anti-protilátkami sa využívajú na získanie najmä potkaních monoklonálnych 
protilátok. Do tretej kategórie patria Fc receptory, ktoré majú niektoré baktérie a vírusy 
na svojom povrchu. Vďaka nim sa tieto mikroorganizmy dokážu vyhnúť imunitnej odpovedi 
hostiteľa. Najlepšie preštudované Fc receptory sú proteín A nachádzajúci sa na povrchu 
baktérie Staphylococcus aureus a proteín G nachádzajúci sa na baktériach rodu Streptoccocus. 
Gény týchto proteínov boli klonované a v súčasnej dobe sú vo veľkej miere produkované 
geneticky modifikovanými baktériami. Viažu sa na Fc fragment IgG. Proteín A s molekulovou 
hmotnosťou 42 kDa obsahuje päť extracelulárnych Ig-väzbových domén a je stabilný 
v rozmedzí pH 2-11. Proteín A sa dnes využíva na purifikáciu širokého spektra myších, 
králičích či ľudských IgG. Proteín G sa delí do dvoch skupín a to G a C. Proteín G skupiny G 
má molekulovú hmotnosť 65 kDa a skupiny C má 58 kDa. Obe skupiny sú stabilné v rozmedzí 
pH 4-8. Proteín G obsahuje tri homológne IgG-väzbové domény. Proteín G sa oproti proteínu A 
používa na purifikáciu potkaních či kozích IgG [24, 25, 26, 27]. 

2.1.4 Mechanizmus účinku terapie mAb 
V liečbe nádorových ochorení môžu byť monoklonálne protilátky využívané samostatne ako 
forma pasívnej špecifickej imunoterapie alebo vo forme konjugátov. Mechanizmus účinku 
terapeutických mAb môže byť priamy, kedy protilátka vplýva na bunkové funkcie 
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prostredníctvom inhibície alebo aktivácie signalizačných dráh, prípadne priamou aktiváciou 
apoptózy. Ďalším mechanizmom účinku je takzvaná cytotoxicita sprostredkovaná 
efektorovými bunkami závislá od protilátok (ADCC). Ide o obranný imunitný mechanizmus, 
kedy sú na povrchu membrány efektorovej bunky (NK bunka) viazané špecifické mAb viažúce 
sa na antigén nádorových buniek. Efektorové bunky potom aktívne lyzujú malígne bunky. 
Cytotoxicita závislá na komplemente (CDC) funguje na princípe väzby protilátky na antigén 
a následnom naviazaní komplementu, čím sa aktivuje komplex atakujúci membránu. 
Výsledkom CDC je komplementom sprostredkovaná lýza bunky. Ďalšia skupina protilátok sa 
zameriava na kontrolné body imunitného systému. Takéto protilátky sa viažu na receptory 
inhibujúce T-bunky (CTLA4, PD-1) alebo zabraňujú väzbe ligandu (obr. 3). Terapia 
bišpecifickými mAb využíva protilátky s funkčne odlišnými väzbovými doménami, čo 
umožňuje interakciu s dvoma cieľovými antigénmi naraz. Jedno rameno protilátky tak môže 
interagovať napríklad s antigénom nádorových buniek, pričom druhé rameno aktivuje antigény 
na imunitných efektorových bunkách [28]. 

Účinnosť terapie monoklonálnymi protilátkami sa môže výrazne zvýšiť konjugáciou s vysoko 
účinnými nákladmi ako sú cytotoxické liečivá, rádioaktívne značky, malé interferujúce RNA 
(siRNA) alebo imunotoxíny. Protilátky špecifické k nádorovým antigénom umožňujú 
umožňujú priame dodávanie toxínov do malígnych buniek s minimálnou systémovou 
toxicitou [28]. 

 
Obrázok 3: Znázornenie rôznych mechanizmov účinku terapie mAb: (A) protilátky bez záťaže, (B) 
bišpecifické mAb, (C) CAR T-bunky, (D) konjugované mAb [28] 
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2.1.5 Konjugáty protilátka-liečivo 
Konjugáty protilátka-liečivo (ADC) poskytujú unikátne spojenie chemoterapie a imunoterapie. 
Prvé predstavy o ADC mal pred takmer 100 rokmi nemecký lekár a vedec Paul Ehrlich, ktorý 
hovoril o protilátke ako o kúzelnej strele identifikujúcej cieľ. Už vtedy hovoril o potenciáli 
protilátky preniesť toxický liek do cieľa bez poškodenia organizmu. V osemdesiatych rokoch 
sa uskutočnili prvé klinické skúšky tohto konceptu. K získaniu farmaceuticky účinného ADC 
však predchádza náročná príprava, ktorá naráža na množstvo prekážok. Medzi kľúčové kroky 
prípravy ADC patrí výber vhodného cieľa, príprava monoklonálnej protilátky, výber 
cytotoxickej látky a výber spôsobu pripojenia tejto látky k protilátke [29, 30]. 

2.1.5.1 Výber cieľového antigénu 
Výber vhodného antigénu je prvým dôležitým krokom výskumu, od ktorého sa ďalej odvíja 
úspech alebo neúspech celého ADC. Cieľový antigén musí mať zvýšenú expresiu v nádorových 
bunkách oproti zdravým bunkám. Mal by byť na povrchu malígnych buniek, čo zabezpečí 
dostupnosť pre cirkulujúce ADC. V neposlednom rade sú dôležité internalizačné vlastnosti 
antigénu. Internalizáciou antigénu rozumieme prechod antigénu/receptoru z membrány 
do vnútrobunkového priestoru. Pokiaľ k tomuto procesu dochádza po naviazaní ADC, tak tým 
je umožnený transport konjugátu do bunky. Vo vnútry bunky dochádza k odštiepeniu 
cytotoxika a k jeho následnému účinku. Najviac cielenými antigénmi ADC sú HER2, CD19, 
CD33, CD22 a MSLN [31, 32, 33].  

2.1.5.2 Výber protilátky 
Hlavnou prednosťou použitia ADC v protinádorovej liečbe je doručenie liečiva priamo 
do nádorových buniek prostredníctvom vysoko špecifickej monoklonálnej protilátky. 
Protilátka by preto mala vykazovať vysokú afinitu k povrchovému antigénu malígnych buniek. 
Nízka afinita môže viesť k neefektívnej internalizácii vedúcej k uvoľneniu ADC mimo cieľ. 
Pre maximalizáciu účinnosti ADC je dôležitá rovnováha medzi veľkosťou molekuly 
a väzbovou afinitou, ktorá ovplyvňuje penetráciu ADC do nádoru. Miera internalizácie 
protilátky je ďalším dôležitým bodom pri vývoji ADC. Protilátka by zároveň nemala 
v organizme vyvolávať silnú imunitnú odpoveď, a preto sa v súčasnosti na terapeutické účely 
používajú konjugáty s humanizovanými mAb. Imunogenicita takýchto ADC je výrazne nižšia 
ako u ADC s myšou mAb [30, 34, 35].     

2.1.5.3 Linker 
Úlohou linkera je stabilizovať ADC komplex počas cirkulácie v krvnom obehu. Zabraňuje 
uvoľneniu cytotoxického liečiva mimo cieľové tkanivo a uchováva konjugát v neaktívnom 
a súčasne netoxickom stave. Linker by mal zároveň umožniť uvoľnenie cytostatika až po jeho 
internalizácii do bunkového priestoru. Ak linker pozostáva zo stabilných väzieb, ktoré 
odolávajú proteolitickej degradácii, tak hovoríme o neštiepiteľnom linkeri. Neštiepiteľné 
linkery uvoľňujú cytotoxické liečivá až po internalizácii ADC, ktorá zaháji degradáciu mAb 
zložky v lyzozóme. Oproti štiepiteľným linkerom sú stabilnejšie v krvnej plazme, ale zároveň 
sú závislé na lyzozomálnej degradácii. Patria sem napríklad tioéterové linkery a linkery na báze 
maleimidu [30, 35]. 
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Druhú skupinu tvoria štiepiteľné linkery. K ich štiepeniu dochádza pri zmene podmienok 
prostredia, ako napríklad zmena pH či redoxného potenciálu alebo v prítomnosti 
proteolytických enzýmov, ktoré sa vyskytujú v nádorových bunkách v hojnom počte. 

Podľa spôsobu štiepenia ich delíme na:  

1. Linkery labilné v kyslom prostredí 
2. Linkery citlivé na lyzozomálne proteázy 
3. Disulfidové linkery citlivé na glutatión 
4. Linkery štiepené β-glukuronidázou  

Linkery citlivé na kyslé prostredie sú v alkalickom prostredí stabilné. K štiepeniu linkera 
dochádza po internalizácii v lyzozómoch. Konjugát prechádza z neutrálneho medzibunkového 
prostredia do endozómov (pH 5-6) a následne do kyslého prostredia lyzozómov (pH 4,8). 
Vzhľadom na nestabilitu linkera v kyslom prostredí dôjde k uvoľneniu cytotoxického nákladu 
do bunky. Ich použitie však vykazuje mierne riziko nešpecifického uvoľňovania liečiva, a preto 
sú uprednostňované linkery fungujúce na inej báze. Najviac používanými sú linkery senzitívne 
na proteázy. Ide o linkery na báze peptidov, ktoré sú štiepiteľné katepsínom B. Katepsín B je 
v nádorových bunkách mnohonásobne viac exprimovaný ako v zdravých bunkách. Príkladom 
je linker valín-citrulín, ktorý je odolný aj voči zmenám pH. β-glukuronidové linkery sú štiepené 
proteázou β-glukuronidáza, ktorá je neaktívna pri fyziologickom pH a aktívna v lyzozomálnom 
prostredí s hodnotou pH 4,8. Glutatión-senzitívne disulfidové linkery sa štiepia na základe 
rozdielneho redoxného potenciálu cytoplazmy a krvnej plazmy. Glutatión, ako prirodzený 
antioxidant, sa nachádza v intracelulárnom ako aj extracelulárnom prostredí, kde je jeho 
produkcia stimulovaná stresovým stavom buniek. V nádorových bunkách je vo vyšších 
koncentráciách, a preto je disulfidový mostík tohto typu linkeru redukovaný až 
v intracelulárnom priestore nádorových buniek [30, 36].  

2.1.5.4 Výber liečiva 
V konjugátoch ADC musia byť použité najmä látky s vysokou stabilitou. Liečivo musí byť 
dostatočne toxické v koncentráciách, ktoré sa dajú dosiahnuť pri podávaní protilátok. Prvé 
ADC obsahovali bežne používané chemoterapeutické lieky, ktoré vykazovali minimálnu alebo 
žiadnu protinádorovú aktivitu. Keďže množstvo liečiva, ktoré sa môže dostať do bunky je 
obmedzené množstvom cieľového antigénu na bunkovom povrchu, musí byť liečivo vysoko 
účinné. Na konjugáciu sa uprednostňujú látky s nízkou molekulovou hmotnosťou, 
s dostatočnou rozpustnosťou, nízkou imunogenicitou a dlhším polčasom rozpadu. Liečivá 
používané v ADC sa rozdeľujú do dvoch hlavných kategórií a to na látky poškodzujúce 
štruktúru DNA a inhibítory mikrotubulov [30, 37]. 

Činidlá poškodzujúce DNA sú aktívne v rôznych fázach bunkového delenia. Patrí sem 
kalicheamicin radiaci sa do triedy protinádorových antibiotík. Kalicheamicin rozpoznáva 
krátku sekvenciu DNA, zastavuje replikáciu a indukuje zlomy v dvojvláknovej DNA, ktoré 
vedú k bunkovej smrti. Duokarmycín je silná cytotoxická alkylačná látka, ktorá sa viaže 
na malý žliabok DNA. Nepravidelnou alkyláciou narúša štrukturálnu integritu DNA. 
Doxorubicín inhibuje syntézu DNA interkaláciou do jej štruktúry [30, 37].  
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Medzi inhibítory mikrotubulov patria deriváty maytansínu. Maytansinoidy blokujú 
polymerizáciu tubulínu, ktorá vedie k zastaveniu mitózy a bunkovej smrti. Pri testoch 
na bunkových líniách in vitro preukázal maytansín 100-krát vyššiu cytotoxicitu ako klinicky 
používané alkaloidy vinca alebo taxol. Maytansinoidy sa kvôli svojej nedostatočnej nádorovej 
špecifickosti a riziku vážneho poškodenia zdravých buniek nemôžu používať samostatne ako 
protinádorové lieky. Ich vysokou cytotoxicitou sú ideálnymi kandidátmi pri cielenom dodávaní 
liečiv pomocou ADC. V klinickom vývoji ADC sa momentálne nachádzajú dva deriváty 
maytansínu a to DM1 a DM4  [30, 38].  

Auristatiny sú ďalšou skupinou antimikrotubulárnych činidiel. Ide o syntetické analógy 
odvodené od dolastínu 10 a to monomethyl auristatin E (MMAE) a monomethyl auristatin F 
(MMAF). Auristatiny inhibujú polymerizáciu tubulínu, výsledkom čoho je zastavenie 
bunkového cyklu a následná apoptóza. MMAF má z dôvodu nabitého fenylalanínu nižšiu 
aktivitu ako MMAE. MMAE je 50-200krát účinnejší v porovnaní s alkaloidom vinca, pričom 
porovnanie účinností týchto liečiv bolo testované na viacerých bunkových líniách. MMAE sa 
kvôli svojej vysokej cytotoxicite nemôže používať samostatne, ale iba v komplexe ADC 
[38, 39]. 

2.1.5.5 Mechanizmus pôsobenia ADC in vivo 
Vďaka spojeniu protilátka-liečivo sú nádorové bunky cielene vystavené vysoko účinným 
cytostatikám. ADC sa pacientovi podávajú intravenózne do krvného obehu. Po podaní cirkulujú 
v krvnom obehu tri zložky a to konjugát, mAb a molekuly cytotoxickej látky. Pomery zložiek 
sa medzi jednotlivými ADC líšia a to v závislosti na čistote produktu a stabilite linkera, pričom 
pomery zložiek sa môžu meniť v závislosti na čase. Po penetrácii do tkaniva musí ADC 
rozpoznať cieľový antigén, aby mohlo dôjsť k jeho internalizácii. Niektoré ADC majú 
protinádorovú aktivitu už v tomto kroku a to v prípade, že blokujú väzbu ligandu alebo narušujú 
schopnosť dimerizácie receptoru. Internalizácia komplexu antigén-ADC prebieha buď 
antigénom sprostredkovanou endocytózou alebo pinocytózou, ktorá na väzbe antigénu nie je 
závislá. Internalizácia začína pučaním membrány do vnútra bunky, výsledkom čoho je skorý 
endozóm s vyššou koncentáciou protónov vytvárajúcich kyslé prostredie. Skorý endozóm sa 
postupne transformuje do neskorého endozómu, ktorý fúzuje s lyzozómami. Lyzozómy 
poskytujú prostredie citlivé na štiepenie väčšiny linkerov, pretože má vhodné pH a je bohaté 
na proteázy, najmä katepsín B. V záverečnom štádiu sa cytotoxické liečivo uvoľňuje 
do cytoplazmy, kde môže plniť svoju funkciu (obr. 4) [30, 35, 40, 41]. 
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Obrázok 4: (1) Základná kompozícia ADC. (2) Naviazanie protilátky na antigén a endozomálna 
internalizácia komplexu antigén-ADC. (3) Štiepenie konjugátu a uvoľnenie cytotoxickej látky 
do cytoplazmy. (4) Cytotoxické látky narušujúce štruktúru DNA a inhibujúce polymerizáciu tubulínu. 
(5) Výsledkom je bunková smrť [42]. 

Rovnako ako u bežne používaných cytostatík, tak aj pri ADC si nádorové bunky dokážu 
vytvoriť mechanizmy ako sa stať voči tejto terapii rezistentnými. Bunky sa voči ADC môžu 
brániť znížením hladín cieľového antigénu na povrchu bunky, čím sa zníži množstvo prijatej 
cytotoxickej látky. Rezistencia sa ďalej vytvára v dôsledku zhoršených podmienok 
v lyzozómoch, a to zvýšením pH, ktoré vedie k zníženej aktivite proteolytických enzýmov. 
Ďalším známym mechanizmom je zvýšená regulácia ABC-transportérov, ktoré dokážu 
odstraňovať liečivo z bunkovej cytoplazmy [43, 44, 45].  

2.2 Hsp90 ako cieľový antigén pre ADC 
 
Proteíny tepelného šoku sú veľkou skupinou molekulárnych chaperónov, ktoré sú zodpovedné 
za skladanie de novo syntetizovaných proteínov, za opätovné skladanie nesprávne zložených 
proteínov a za degradáciu agregovaných proteínov. Sú to vysoko konzervované proteíny, ktoré 
sú produkované bunkou v odpovedi na vystavenie stresovým podmienkam. Ich zvýšená 
expresia v dôsledku tepelného stresu bola prvýkrát pozorovaná v laboratóriu talianskeho vedca 
Ferruccia Ritossu, ktorý neúmyselne ponechal Drosophilu melanogaster pri vyššej teplote. 
Nejedná sa však len o reakciu na tepelný stres, expresiu Hsps zvyšujú aj niektoré 
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enviromentálne a chemické faktory (γ-žiarenie, reaktívne formy kyslíka), hypoxia, vírusové 
infekcie, nestresové fyziologické stavy či patofyziologické stavy. Zvýšená expresia Hsps hrá 
významnú rolu aj pri malígnej transformácii [46, 47, 48, 49, 50].  

Príkladom stresu na bunkovej úrovni je aj chemoterapia a rádioterapia, kedy Hsps chránia 
bunku natoľko, že dokáže prežiť aj za inak smrteľných podmienok. Stimulácia expresie Hsps 
tak môže viesť až k rezistencii buniek na danú liečbu [51]. Ich cytoprotektívny účinok je 
zakomponovaný vo viacerých mechanizmoch. Hsps katalyzujú skladanie nesprávne zložených 
proteínov a tým zabraňujú ich agregácii. Zasahujú do procesu bunkovej smrti vďaka interakcii 
s kľúčovými efektormi apoptotického aparátu. Príkladom je Hsp27, ktorý sa viaže 
na cytochróm c a Hsp70 alebo Hsp90 vytvárajúce väzbu s faktorom aktivujúcim apoptotickú 
proteázu 1 (Apaf-1). Väzba s Apaf-1 zabráni aktivácii kaspáz a tým aj bunkovej apoptóze. 
Okrem toho Hsp70 interaguje s faktorom indukujúcim apoptózu dôsledkom čoho dochádza 
k inhibícii bunkovej smrti. V neposlednom rade Hsps prispievajú k prežitiu buniek tým, že 
degradujú alebo stabilizujú vybrané proteíny [52].    

2.2.1 Klasifikácia 
Proteíny Hsps sa na základe ich molekulovej hmotnosti delia do piatich hlavných rodín a to 
Hsp100, 90, 70, 60 a malých Hsp. Proteíny rodiny Hsp90 sa ďalej klasifikujú podľa ich 
bunkovej lokalizácie. V cytoplazme cicavcov sa nachádzajú proteíny Hsp90-α1, Hsp90-α2 
a Hsp90-β, v endoplazmatickom retikule Grp94 a v mitochondriách Trap1 (tab. 1) [48, 53]. 
Dve hlavné cytoplazmatické izoformy Hsp90-α a Hsp90-β sú vysoko homologické 
so vzájomnou sekvenčnou identitou 85 %. Na druhej strane, Grp94 zdieľa 50 % homológiu 
a Trap1 zdieľa len 34% homológiu so spomenutými cytoplazmatickými formami [48]. 

Tabuľka 1: Klasifikácia proteínov rodiny Hsp90 [53]. 

Rodina Názov 
génu 

Názov 
proteínu 

Umiestnenie 
v bunke 

HSP90A HSP90AA1 Hsp90-α1 

cytosol HSP90AA2 Hsp90-α2 
HSP90AB1 Hsp90-β 

HSP90B 
HSP90B1 Grp94 

endoplazmatické 
retikulum 

TRAP TRAP1 Trap1 mitochondrie 

2.2.2 Štruktúra Hsp90 
Hsp90 predstavuje flexibilný homodimérny proteín s molekulovou hmotnosťou 90 kDa. Každý 
monomér sa skladá z 3 funkčne odlišných domén: 25 kDa N-koncovej domény (NTD), 35 kDa 
strednej domény (MD) a 12 kDa C-koncovej domény (CTD) (obrázok 5). Eukaryotické 
chaperóny Hsp90 navyše obsahujú nabitý linker, ktorý sa nachádza medzi NTD a MD [54]. 

N-koncová doména obsahuje väzobné miesto pre adenín čo umožňuje väzbu molekuly ATP, 
ktorá je dôležitá pre aktivitu ATPázy. Vďaka ATPáze môže prebiehať chaperónový cyklus. 
Na toto miesto sa taktiež viažu klientské proteíny a inhibítory geldanamycín a radicicol, ktoré 
súperia o väzobné miesto práve s ATP [54, 55, 56]. 
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Dynamickú oblasť v štruktúre Hsp90 tvorí nabitý linker, ktorý má variabilné zloženie 
aminokyselín. Linker umožňuje zvyšovať flexibilitu proteínu v eukaryotických bunkách 
[57, 58]. 

MD slúži ako akceptor γ-fosfátu ATP. Táto oblasť sa spolu s NTD podieľa na modulácii funkcie 
ATPázy. Na túto oblasť sa viažu klientské proteíny a niektoré co-chaperóny ako napríklad Akt 
a eNOS [54, 59, 60]. 

Za homodimerizáciu proteínov je zodpovedná CTD. Dimerizačné rozhranie tvoria dva páry 
helixov, ktoré vytvárajú štvorzávitnicový zväzok. C-koncové rozhranie však nie je 
permanentne dimerizované, ale dimér sa veľmi rýchlou kinetikou otvára a zatvára. Súčasťou 
tejto domény je aj väzobné miesto pre kalmodulín a co-chaperóny. Cytoplazmatické Hsp90 
eukaryot obsahuje špeciálne miesto s pentapeptidovou sekvenciou MEEVD, ktorá sa zapája 
do väzby s co-chaperónmi obsahujúcimi tetratrikopeptidové repetície (TPR), príkladom 
takéhoto co-chaperónu je proteín Hop. Hop môže súčasne viazať Hsp70 aj Hsp90 
a sprostredkovať tak prenos klientského proteínu z Hsp70 na Hsp90.  CTD slúži aj ako 
alosterický regulátor aktivity N-koncovej ATPázy, pretože obsahuje miesto, ktoré sa otvára 
po obsadení väzobného miesta na NTD [48, 54, 61, 62]. 

 
Obrázok 5: Štruktúrne zmeny Hsp90 závislé na ATP. Kryštálová štruktúra Hsp90 v otvorenej (vľavo) 
a uzavretej (vpravo) konformácii. Funkčné domény sú farebne odlíšené a to N-koncová doména 
(zelená, N), stredná (fialová, M) a C-koncová doména (modrá, C). Väzobné miesto pre ATP sa nachádza 
na rozhraní N a M domény. C domény interagujú za vzniku diméru [63]. 

2.2.3 Regulácia aktivity Hsp90 
Hsp90 predstavuje kľúčový bunkový regulátor, a preto sú jeho hladina a funkcia pod prísnym 
dohľadom regulačných mechanizmov. Tvorbu Hsp90 na transkripčnej úrovni reguluje najmä 
transkripčný faktor tepelného šoku 1 (HSF1). V eukariotických bunkách patrí HSF1 k hlavným 
regulátorom reakcie na tepelný šok. Aktivita HSF1 je regulovaná chaperónmi, vďaka čomu je 
prepojený proteotoxický stres a expresia HSP. U cicavcov za nestresových podmienok 
dochádza k represii faktoru HSF1. Na druhú stranu, na reguláciu aktivity Hsp90 majú 
významný vplyv posttranslačné modifikácie (PTM), akými sú fosforylácia, acetylácia, 
nitrozylácia či ubiquitinácia. PTM majú vplyv napríklad na väzbu klientských proteínov 
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a co-chaperónov a ovplyvňujú konformačné zmeny molekuly Hsp90.  Zatiaľ čo 
hyperfosforylácia má negatívny vplyv na aktivitu Hsp90, určitá miera fosforylácie je 
pre skladanie určitých proteínov nevyhnutná. Acetylácia a nitrozylácia znižujú schopnosť 
Hsp90 interagovať s klientskými proteínmi čo vedie k ich destabilizácii a degradácii [62, 64]. 

2.2.4 Hsp90 ako potenciálny terapeutický cieľ 
Chaperón Hsp90 hrá významnú rolu počas malígnej transformácie,  kedy stabilizuje množstvo 
mutovaných a nadmerne exprimovaných proteínov zúčastňujúcich sa na týchto procesoch. 
Hsp90 podporuje aktiváciu mutovaných klientských proteínov, akými sú napríklad receptory 
steroidných hormónov, signálne kinázy a iné transkripčné faktory (tabuľka 2) [48, 57, 65].  

Tabuľka 2: Proteínový klienti Hsp90 a ich rola v karcinogenéze [66, 67, 68]. 

Klientský proteín  Úloha v karcinogenéze 
receptorové tyrozínkinázy, serín,  
receptory steroidných hormónov 

nekontrolovateľné šírenie 

telomerázy imortalizácia 
AKT, NF-κB, p53, c-Met, Apaf-1, survivin anti-apoptóza 
HIF1α, VEGFR, PI3K/AKT, RTKs, flt-3 angiogenéza 
IRAK3 vyhýbanie deštrukcii imunitným systémom 
ARNT, ARRB1, HIF-1α, HMG1, SREBF1 modifikácia energetického mechanizmu 
MAFG, NEK8, NEK9, NEK11 nestabilita a mutácia genómu 
IL-6, IL-8, IRAK1, IRAK2, IRAK3 zápal podporujúci rast nádoru 
MMP2, c-Met invázia a tvorba metastáz 

Expresia Hsp90 je v malígnych bunkách 2 až 10x vyššia ako v tých normálnych. Zvýšená miera 
proteosyntézy a následná nadmerná produkcia mutantných proteínov vyvoláva zvýšenú 
expresiu Hsp90. Hoci nejde priamo o onkogén, javí sa ako vhodný terapeutický cieľ. Inhibícia 
tohto cieľa by mohla viesť k prerušeniu mnohých signálnych transdukčných dráh a k potlačeniu 
vývoja a progresie nádorov [50, 69].  

Väčšina doposiaľ študovaných inhibítorov funguje na princípe kompetície na väzobnom mieste 
pre ATP v N-koncovej doméne a blokuje interakciu s co-chaperónmi. Na tomto princípe 
pracujú ansamycínové (geldanamycín, alvespimycín) a neansamycínové (luminespib, 
ganetespib) inhibítory. Novšie inhibítory indukujú štiepenie Hsp90 čím úplne potláčajú jeho 
aktivitu. Štiepenie je indukované rôznymi stimulmi, ako napríklad UVB žiarenie, askorbát, 
andrografolid, inhibítory proteazómu, faktor nádorovej nekrózy (TNF), kombinácia gefitinibu 
a vorinostatu, atď. [70]. Inhibícia Hsp90 sa zameriava na mechanizmy, ktoré umožňujú 
nádorovým bunkám adaptovať sa na stres. Môže byť veľmi prínosná, pretože obchádza 
problémy, ktoré častokrát nastávajú pri liečbe chemoterapeutikami. Nádorové bunky sa vďaka 
genetickej plasticite jednoducho adaptujú na nepriaznivé prostredie, ktoré nastáva 
pri ožarovaní, chemoterapii, nedostatku hormónov alebo rastových faktorov či hypoxii. 
To znamená, že transformujúce bunky sa stávajú nezávislými od hormónov, indukujú sa 
transkripčné reakcie zamerané na prežitie v nepriaznivom prostredí a aktivuje sa viac 
signálnych dráh, ktoré chránia bunku pred ďalším poškodením [57, 71]. 
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2.2.5 Extracelulárne Hsp90 
Pomerne nedávnym objavom bola existencia Hsp90 na povrchu buniek. Jedná sa 
o cytoplazmatické Hsp90, ktoré bolo translokované do extracelulárneho priestoru. 
V počiatkoch sa predpokladalo, že tento proteín sa nachádza v extracelulárnom priestore 
z dôvodu odumretia a lýzy nekrotických buniek [67, 72]. Teória však bola vyvrátená detekciou 
eHsp90 na povrchu živých nádorových buniek. Proteín bol tiež pozorovaný v extracelulárnych 
vezikulách pochádzajúcich z dendritických buniek a na neurónoch vo vyvíjajúcom sa 
nervovom systéme. Neskôr bolo eHsp90 identifikované na povrchu buniek melanómu, 
hepatómu, fibrosarkómu, monocytu, dermálneho fibroblastu, glioblastómu či karcinómu pľúc 
a prsníka [57, 73, 74, 75].  

Dnes vieme, že extracelulárne Hsp90 môže byť lokalizované v plazmatickej membráne, môže 
byť uvoľnené do extracelulárneho prostredia alebo môže byť súčasťou exozómov [76]. 
Mechanizmus vylučovania eHsp90 však nie je doposiaľ presne objasnený. Pôvodne sa myslelo, 
že proteíny sú sekretované pomocou vezikulárneho transportu z endoplazmatického retikula 
do Golgiho aparátu a následne na plazmatickú membránu. V sérii experimentov na ľudských 
keratinocytoch a nádorových bunkových líniách sa však ukázalo, že pri inhibícii transportu 
proteínov pomocou Brefeldinu A sa neznižuje sekrécia Hsp90. Naopak znížená exozomálna 
sekrécia pomocou dimethylamiloridu výrazne znižuje množstvo sekretovaného eHsp90. 
Transport Hsp90 z bunky do extracelulárneho priestoru je tak pravdepodobne umožnený 
pomocou exozómov. Nie je však objasnené či je Hsp90 neoddeliteľnou súčasťou exozómov 
alebo iba ich nákladom, avšak študované proteíny boli lokalizované prevažne na exozomálnom 
povrchu ako v luméne izolovaných exozómov. Rovnako tak je známa interakcia Hsp90 
s kalmodulínom, proteínom viažúcim vápnik. Prítomnosť takéhoto komplexu môže výrazne 
ovplyvniť sekréciu exozómu, pretože ide o proces závislý na vápniku [77, 78, 79]. 

Na povrchu buniek bolo pozorované vylučovanie Hsp90-α aj Hsp90-β. Podľa najnovších štúdií 
sa však izoforma β rýchlo degraduje zatiaľ čo izoforma α sa aktivuje a stabilizuje viaceré 
extracelulárne klientské proteíny [78, 80, 81]. 

Pri analýze vzoriek biopsie tumorov prsníka sa zistilo, že zvýšené množstvo eHsp90 na povrchu 
nádorových buniek súvisí so zvýšenou úmrtnosťou pacientov. Tento extracelulárny proteín je 
naozaj zodpovedný za zmeny v rôznych fyziologických a patofyziologických procesoch ako je 
angiogenéza, aktivácia monocytov, makrofágov a dendrických buniek, hojenie rán, bunková 
motilita, ale aj invázia nádorov a vznik metastáz. Väčšina doteraz študovaných liečiv sa 
zameriavala práve na intracelulárne Hsp90. Ideálne by bolo zamerať sa na prvok, ktorý je 
dôležitý pre inváziu malígnych buniek a nenachádza sa na povrchu zdravých buniek. 
Extracelulárny Hsp90 je preto veľmi nádejným terapeutickým cieľom [69, 82]. 

Aby sa eHsp90 podielalo na malígnej transformácii, tak musí interagovať s extracelulárnymi 
klientskými proteínmi alebo povrchovými receptormi. Interakcie sú v mnohých prípadoch 
umožnené vďaka prítomnosti co-chaperónov ako napríklad Hop, Hsp40, Hsp70 a p23, ktoré sa 
nachádzajú práve v extracelulárnom priestore [79].  
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Obrázok 6: Interakcia eHsp90 s klientskymi proteínmi a povrchovými  receptormi indukujúcimi 
intracelulárne signálne dráhy. eHsp90 sa nachádza v extracelulárnom priestore spolu s co-chaperónmi 
Hop, Hsp40, Hsp70 a p23 [79]. 

Príklad takejto spolupráce predstavuje väzba medzi humánnym epidermálnym receptorom 
(HER-2), eHsp90 a Cdc37, ktorá prispieva k pohyblivosti buniek. Signalizáciou HER-2 sa 
aktivuje ERK rastová dráha a dráha podporujúca prežitie buniek pomocou 
fosfatidylinozitol-3-kinázy (PI3K). HER-2 tiež aktivuje kinázu Src, ktorá je prítomná 
v proteínovom komplexe s fokálnou adhéznou kinázou. Tento proteínový komplex interaguje 
s integrínmi, ktoré premosťujú cytoskelet a extracelulárnu matrix (obr. 6). Reakcie sa účastní 
integrín β1, ktorý je kritický pre migráciu buniek. Normálne bunky sú závislé na väzbách 
s ECM. Pri strate prepojenia by nastala bunková smrť. Touto signálnou dráhou sa v nádorových 
bunkách podporuje proliferácia závislá od integrínu α5 a zvyšuje sa rezistencia k bunkovej 
smrti spôsobenej oddelením od ECM. Interakciou Hsp90 s TLR4 receptorom dôjde pomocou 
Src k transaktivácii receptoru epidermálneho rastového faktora. Nastáva tak epitelovo-
mezenchymálny prechod (EMT), ktorý zyšuje migráciu a inváziu nádorových buniek. Pri tomto 
procese strácajú polarizované, nepohyblivé epitelové bunky svoju polaritu a stávajú sa z nich 
pohyblivé a invazívne  mezenchymálne bunky. Tento proces je síce dôležitý 
pre bezproblémový vývoj a regeneráciu tkanív, ale ak nie je regulovaný môže podporovať vznik 
metastáz [79]. 

Väzba eHsp90 s LRP1 spôsobuje aktiváciu dráh AKT, ERK a NF-κB. Okrem toho dochádza 
k aktivácii receptoru EphA2, ktorý indukuje tvorbu lamellipódií dôsledkom čoho sa zvyšuje 
motilita a invazívnosť tumoru [83]. 

Pri rozvoji metastáz v organizme dochádza k disregulovanej prestavba ECM. Remodelácia 
ECM je dynamický proces, ktorý je dôležitý pre vývoj, udržanie homeostázy, motilitu buniek 
a hojenie normálnych tkanív. eHsp90 nepriamo ovplyvňuje remodeláciu aktiváciou niekoľkých 
proteáz, ktoré modifikujú ECM. V extracelulárnom priestore eHsp90 interaguje s aktivátorom 
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tkanivového plazminogénu (TPA) a s lysil oxidázou 2 (LOXL2). Z plazminogénu vzniká 
aktívny plazmín, ktorý uvoľňuje rastové faktory viažuce sa na ECM, remodeluje ECM, aktivuje 
MMP a štiepenie receptorov bunkového povrchu. LOXL2 modifikuje ECM zosieťovaním 
kolagénu, čím sa mení tuhosť matrice a dochádza k zvýšenej motilite a proliferácii. Zvýšená 
produkcia LOXL2 nádorovými bunkami je spájaná so zlou klinickou prognózou [79, 84, 85]. 

2.3 C-Met ako cieľový antigén pre ADC 
Receptory s tyrozínkinázovou aktivitou sú dôležitými mediátormi signálnej kaskády, ktoré 
určujú kľúčové úlohy v rôznych biologických procesoch. Ide o enzýmy, ktoré katalyzujú 
fosforyláciu vybraných tyrozínových zvyškov cieľových proteínov za spotreby ATP. Táto 
kovalentná posttranslačná modifikácia je kľúčovou zložkou bunkovej komunikácie. 
V nádorových bunkách sú však tieto signálne dráhy často geneticky pozmenené tak, že 
poskytujú bunkám selekčnú výhodu. Medzi takéto tyrozínkinázy patrí c-Met, známy aj ako 
HGFR, ktorý reprezentuje tyrozínkinázový receptor hepatocytového rastového faktora (HGF) 
[86, 87]. 

HGFR je za normálnych podmienok exprimovaný na povrchu epitelových buniek. Naviazanie 
ligandu HGF na tento receptor vedie k jeho aktivácii, ktorá je potrebná pre embryonálny vývoj, 
organogenézu a rast epitelu. HGF je produkovaný hlavne mezenchymálnymi bunkami, 
fibroblastami a bunkami hladkého svalstva. Je dôležitý pre správne fungovanie organizmu, 
pretože sprostredkúva regeneráciu tkaniva, embriogenézu a tvorbu svalov a nervov [88, 89]. 

Proteín HGFR je kódovaný génom MET, ktorý sa nachádza na ľudskom chromozóme 7 
a obsahuje 21 exónov a 20 intrónov. Jeho transkripcia je regulovaná prostredníctvom Ets, Pax3, 
AP2 a TCF-4. Rastový faktor HGF je kódovaný génom HGF, ktorý sa rovnako nachádza 
na ľudskom chromozóme 7 a obsahuje 18 exónov a 17 intrónov [90, 91].  

2.3.1 Štruktúra c-Met 
Samotný receptor HGFR je heterodimér a má približne 195 kDa. Je tvorený extracelulárnou 
α-podjednotkou a transmembránovou β-podjednotkou, ktoré sú spojené disulfidovou väzbou. 
α-reťazec má 50 kDa a tvorí časť Sema domény. Sema doména zahŕňa aj N-koncový úsek 
β-reťazca a je tvorená semaforínmi a plexínmi. Je zodpovedná predovšetkým za dimerizáciu 
receptora a väzbu HGF. Transmembránová β-podjednotka má 145 kDa. Jej extracelulárna časť 
obsahuje Sema doménu, PSI (plexín-semaforín-integrín) doménu a štyri IPT oblasti podobné 
štruktúre imunoglobulínu. PSI doména stabilizuje interakciu medzi HGFR a HGF. 
Intracelulárna oblasť pozostáva z juxtamembránovej domény, kinázovej domény 
a C-koncového úseku [89, 92, 93]. 

C-koncový úsek obsahuje dokovacie miesto potrebné pre HGFR sprostredkovanú signalizáciu. 
Po väzbe ligandu dochádza k dimerizácii receptoru za vzniku heterodiméru. Heterodimérny 
receptor autofosforyluje tyrozínové zvyšky Y1230, Y1234 a Y1235 v kinázovej doméne, 
pričom pravdepodobne fosforylácie tyrozínových zvyškov Y1234 a Y1235 vyvolajú 
konformačnú zmenu receptoru. Táto zmena následne sprístupní dokovacie miesto 
na C-koncovom úseku, čo vedie k transfosforylácii Y1349 a Y1356. Dokovacie  miesto sa tým 
stáva dostupným pre množstvo biomolekúl čím dochádza k aktivácii rôznych signálnych dráh. 
Pripájajú sa sem predovšetkým intracelulárne adaptorové molekuly, akými sú Gab1, Grb2, Src 
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či SHC. Aktivácia napríklad Grb2 vedie k fosforylácii MAP kináz ERK1 a ERK2, ktoré 
zahajujú bunkovú proliferáciu. Na druhej strane, fosforyláciou PI3K sa aktivuje signálna dráha 
Akt/PKB, udržujúca antiapoptotický stav bunky. Ďalšie signálne dráhy, na ktorých regulácii sa 
podieľa HGFR sú znázornené na obrázku 7 [86, 92, 94, 95].  

Pre významnú úlohu HGFR v bunkovom raste je jeho aktivita  v nenádorových bunkách prísne 
kontrolovaná. Aktivitu receptoru reguluje predovšetkým ubikvitín ligáza (PLCγ), ktorá 
aktivovaný receptor rozpozná a naviaže sa naň skrz Y1003 v juxtamembránovej doméne. 
Väzba ligázy následne vyvolá polyubikvitináciu receptoru , ktorá vedie k internalizácii HGFR 
prostredníctvom endocytózy. Defekty tohto regulačného procesu taktiež prispievajú 
k onkogénnemu potenciálu HGFR [96].  

 
Obrázok 7: Štrukturálne znázornenie c-Met receptora. HGF umožňuje dimerizáciu a fosforyláciu 
HGFR. Signálne a biologické dráhy sprostredkované HGF/HGFR [86]. 

2.3.2 Funkcia c-Met pri karcinogenéze 
V nádorových bunkách HGFR zohráva úlohu protoonkogénu. Deregulácia a následná 
abnormálna signalizácia HGFR môže nastať prostredníctvom troch mechanizmov a to 
výskytom špecifických genetických porúch, transkripčnou upreguláciou receptoru 
v neprítomnosti génovej amplifikácie či zvýšenou stimuláciou autokrinnými alebo 
parakrinnými ligandami. Poruchy na génovej úrovni zahŕňajú translokáciu, génové 
amplifikácie a aktivačné mutácie. HGFR je nadmerne exprimovaný v rôznych karcinómoch 
vrátane karcinómu žalúdka, pečene, hrubého čreva, prsníka, obličiek, štítnej žľazy a pľúc [88,  
90, 97]. Vysoké hladiny HGFR sú spojené so zvýšeným metastatickým potenciálom, 
rezistenciou voči rádioterapii a nepriaznivou prognózou. Najčastejšou príčinou deregulácie 
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HGFR je jeho zvýšená expresia v dôsledku amplifikácie génu MET, transkripčnej upregulácie 
alebo posttranskripčnými mechanizmami. Zvýšená expresia na bunkovom povrchu následne 
podporuje spontánnu dimerizáciu receptora nezávislú od ligandu. Kináza tak môže byť 
aktivovaná aj inými receptormi nezávislými od HGF. Patria sem integríny, CD44 a receptory 
Ron a EGF [97].  

Štúdie ukazujú, že tento tyrozínkinázový receptor sa amplifikuje v pokročilom štádiu 
kolorektálneho karcinómu a karcinómu žalúdka, čo vypovedá o jeho úlohe v procese tvorby 
metastáz. Expresia HGFR sa môže v rámci jedného nádoru líšiť, pretože nedostatočná difúzia 
kyslíka vo vnútri rastúceho nádoru podporuje expresiu tohto onkogénu. Hypoxia aktivuje 
c-MET promótor cez transkripčný faktor HIF1α, ktorý je regulovaný koncentráciou 
intracelulárneho kyslíka [5, 98, 99, 100]. 

HGFR, ako onkomarker podporujúci invazívnosť nádorových buniek, predstavuje vhodný cieľ 
protinádorovej terapie. Do klinických štúdií sa dostalo niekoľko nízkomolekulárnych 
inhibítorov HGFR, medzi  ktoré patria napríklad tivantinib, multikinázové inhibítory 
cabozantinib, foretinib a krizotinib. Do klinických štúdií sa ďalej dostali monoklonálne 
protilátky zacielené na ligand HGF alebo receptor HGFR. Príkladom monoklonálnej protilátky 
zameranej na ligand je rilotumumab, ktorá účinne blokuje aktiváciu HGFR. Ďalším príkladom 
je monovalentná anti-Met chimerická protilátka 5D5, klinicky známa aj ako Onartuzumab, 
ktorá inhibuje signalizáciu HGFR a spôsobuje internalizáciu receptora. Naopak, anti-Met 
bivalentné mAb DO-24 a DN-30 vykazovali agonistický účinok, a preto bol skonštruovaný 
monovalentný fragment DN-30 Fab s vysokou afinitou voči HGFR. DN-30 Fab vykazoval 
antagonistický účinok a inhiboval aktivitu receptoru [88, 101, 107]. 
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3 CIELE DIPLOMOVEJ PRÁCE 
 

Hlavné ciele diplomovej práce:  

• Výber a optimalizácia správnej stratégie pre prípravu kojugátov protilátka-fluorochrom 
a protilátka-cytostatikum s využitím monoklonálnej protilátky EEV1 (anti-Hsp90α).  

• Využitie fluorescenčne značených konjugátov monoklonálnej protilátky EEV1 
pre detekciu lokalizácie Hsp90α v nádorových bunkových líniách a detekciu možnej 
internalizácie ADC po väzbe na antigén Hsp90α.  

• Test účinku cytostaticky značených konjugátov monoklonálnej protilátky EEV1  na rast 
a delenie nádorových bunkových línií.  

Náplň diplomovej práce: 

• Purifikácia monoklonálnej protilátky EEV1-2.1 prostredníctvom afinitnej 
chromatografie. 

• Konjugácia protilátky s fluorochromom pre zobrazovacie metódy (fluorescenčná 
mikroskopia, prietoková cytometria). 

• Konjugácia protilátky s cytostatikom a následné testy cytotoxicity. 
• Porovnanie terapeutického potenciálu EEV1-2.1 s monoklonálnymi protilátkami proti 

ľudskému c-Met receptoru. 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Použité materiály a prístroje 
4.1.1 Prístrojové vybavenie 
NaNoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific)  

Sonikátor VibraCellTM (Sonocs & Materials, Inc.) 

Invertovaný fluorescenčný mikroskop Eclipse Ti-S (Nikon, Japonsko) 

Typhoon FLA 9500 (Cytiva) 

Centrifúga chladená multifunkčná Sorvall X4fPro (Thermo Fisher Scientific) 

Trepačka DUOMAX 1030 (Heildolph) 

Mikrocentrifúga FRESCO 21 (Thermo Fisher Scientific) 

AKTApure L1 (Cytiva) 

Prietokový cytometer FACSVerse 3 L 4/2/2 (Becton Dickinson) 

Dokumentárny zobrazovací systém ChemiDoc (Bio-Rad) 

Automatické zariadenie pre analýzu živých buniek INCUCYTE (Sartorius) 

Inkubátor s atmosférou CO2 Heracell (Thermo Fisher Scientific) 

4.1.2 Chemikálie 
Akrylamid (Sigma Chemical, USA) 

Akutáza (Sigma Aldrich, USA) 

APS (Sigma Chemical, USA)  

BODIPY FL maleimide (Lumiprobe) 

Coomassie Brilliant blue G250 (Applichem) 

Coomassie Brilliant blue R250 (Biorad) 

DBCO-NHS ester (MedChemExpress) 

Dimethylformamid (Sigma Aldrich, USA) 

Dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, USA) 

EDTA (Sigma Aldrich, USA) 

Hmotnostný štandard pre SDS-PAGE HyperPAGE ladder (Bioline, kat. č. BIO-33066) 

Kokteil fosfatázových inhibítorov, riedenie 1:100 (Sigma Aldrich, kat. č. P5726)  

Kokteil proteázových inhibítorov, riedenie 1:100 (Sigma Aldrich, kat. č. P8340) 

Kyselina chlorovodíková (Kulichpharma) 
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2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, USA) 

N3-PEG3-vc-PAB-MMAE (MedChemExpress) 

PMSF (Sigma Aldrich, USA) 

SDS (Roth) 

Sulfo-Cyanine5 maleimide (Lumiprobe) 

Sulfo-Cyanine5 NHS ester (Lumiprobe) 

Sušené mlieko (Laktino) 

TCEP: tris(2-carboxyethyl)phosphine (Invitrogen) 

Temed (Sigma Chemical, USA) 

TRIS (Applichem) 

Trypsín (Invitrogen)  

Tween-20 (Sigma Aldrich, USA) 

VcMMAE: konjugát valín-citrulín-monomethyl auristatín E (MedChemExpress) 

4.1.3 Roztoky a pufre 
Blokovací pufor: roztok 5% odtučneného sušeného mlieka v PBS s 0,1% Tween-20 

10X Blotovací pufor: Tris 30 g/l, glycín 145 g/l, H2O 

1X Blotovací pufor: 200 ml methanol, 100 ml 10X blotovací pufor, 700 ml H2O 

Bradfordovo činidlo: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina 
fosforečná 

ECL A (pH 9,5): 0,5 mM EDTA, 10 mM Luminol, 200 mM TRIS, 405 μM kyselina kumarová 
(Thermo Scientific, GB)  

ECL B (pH 5): 0,5 mM EDTA, 50 mM octan sodný, 8 mM tetrahydrát-peroxoboritan sodný 
(Thermo Scientific, GB) 

Elektroforetický pufor (pH 7,7): 50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, 0,1% SDS, 1 mM EDTA 

Farbiaci roztok na Coomassie: Coomassie R250 1 g/l, 50% metanol, 10% kyselina octová 

Glycínový pufor (pH 3): 0,1 M glycín-HCl 

Nanášací pufor LDS 4x: NuPAGE LDS Sample Buffer (Thermo Scientific, GB) 

NET pufor: 150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM Tris pH 8, 50 mM NaF, 5 mM EDTA pH 8, 
H2O, inhibítor proteáz 1:100, inhibítor fosfatáz 1:100, 1 mM PMSF 

Odfarbovací roztok na Coomassie: 50% metanol, 5% kyselina octová 

PBS Tween (pH 7,4): PBS + 0,1% Tween-20 
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PBS (pH 7,5): (phosphate buffer saline), NaCl 8 g/l, KCl 0,2 g/l, Na2HPO4 · 12 H2O 2,75 g/l, 
KH2PO4 0,2 g/l, Na2HPO4  0,32 g/l, H2O 

Tris-HCl (pH 7,5): Tris(hydroxymethyl)aminomethan (SigmaChemical, USA) 

4.1.4 Rastové médiá 
DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium): DMEM médium s prídavkom 10% fetálneho 
bovinného séra (Sigma Aldrich, USA), 1 mM pyruvát (Invitrogen Technologies, USA) a 1% 
zmes antibiotík penicilín a streptomycín (Biosera, France) 

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium): RPMI 1640 s prídavkom 10% 
fetálneho bovinného séra (Sigma Aldrich, USA), 2 mM L-glutamínu a 1% zmes antibiotík 
penicilín a streptomycín (Biosera, France) 

4.1.5 Bunkové línie 
H1299 – bunková línia ľudského nemalobunkového karcinómu pľúc odvodená z lymfatických 
uzlín. Línia H1299 je deficientná o nádorový supresorový proteín p53. 

OE33 – bunková línia odvodená z ľudského adenokarcinómu dolného pažeráka 73-ročnej 
pacientky. OE33 konštitutívne exprimujú antigény HLA-A, -B a -C a ICAM-1. 

4.1.6 Protilátky 
Primárne protilátky: 

EEV1-2.1 - myšia monoklonálna protilátka podtriedy IgG1 proti proteínu Hsp90α. EEV1-2.1 
sa viaže na epitop KEFEGKT Hsp90α (Moravian Biotechnology).  

Anti-c-Met - myšie monoklonálne protilátky vytvorené proti α-reťazcu ľudského c-Met cielené 
na rôzne epitopy tohto reťazca (tabuľka 3). Na produkciu monoklonálnych protilátok bolo 
vybraných 5 rôznych klonov hybridómov, z ktorých všetky produkujú izotyp IgG1 (Moravian 
Biotechnology). 

Tabuľka 3:Prehľad použitých klonov protilátok a sekvencie epitopov, ktoré rozpoznávajú. 

Protilátka c-Met Sekvencia epitopu Podtrieda 
Klon 2 QIEEPSQCPD IgG1 
Klon 8 KETKDGFMFL IgG1 
Klon 12 LEHPDCFPCQDCSSK IgG1 
Klon 13 FRDS IgG1 
Klon 18 LVVDTYYDDQ IgG1 

Sekundárne protilátky: 

GAM-AF647 - kozia polyklonálna protilátka proti myším imunoglobulínom s konjugovanou 
Alexa Fluor 647 (SouthernBiotech) 

GAM-HRP - kozia polyklonálna protilátka proti myším imunoglobulínom s konjugovanou 
peroxidázou (Jackson ImmunoResearch) 
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4.2 Metódy 
4.2.1 Purifikácia protilátky EEV1 
Protilátky boli produkované hybridómovými líniami v médiu Hybridoma SFM pracovníkmi 
RECAMO alebo priamo spoločnosťou Moravian Biotechnology. Po produkcii sa médium 
s bunkami stočilo v centrifúge (2000 g/10 min/4 °C) a supernatant bol prenesený do novej 
nádoby. Následne boli upravené pH roztoku prídavkom 50 mM boritanu sodného (pH 8,9) 
a iontová sila prídavkom 3 M NaCl. Pred aplikáciou na chromatograf sa médium obsahujúce 
protilátku prefiltrovalo cez 0,45 μm filter. Takisto všetky pufre boli pred použitím prefiltrované 
cez 0,22 μm filter a vychladené na teplotu 4 °C. Purifikácia prebiehala na chromatografe 
AKTApure L1 s použitím kolóny HiTrap rProtein A FF 1ml. V prvom kroku bola kolóna 
ekvilibrovaná premývacím/ekvilibračným pufrom (50 mM boritan sodný pH 8,9; 3 M NaCl) 
s 10 objemami kolóny (CV) pri prietoku 1 ml/min. Následne bol na kolónu aplikovaný roztok 
protilátky s prietokom 0,2 ml/min. Po naviazaní protilátky bola kolóna premytá ekvilibračným 
pufrom (20 CV, 1 ml/min). V ďalšom kroku bola kolóna premytá 10 mM boritanom sodným 
pH 8,9 s 3 M NaCl (10 CV, 1 ml/min). Zachytené protilátky boli z kolóny uvolnené elučným 
pufrom  (0,1 M glycín-HCl, pH 3) pri prietoku 1 ml/min a zozbierané do 1 ml frakcií 
prostredníctvom frakcionátoru F9-C. pH bolo zneutralizované prídavkom 100 mM Tris-HCl, 
pH 8.0.  Na záver bola kolóna ekvilibrovaná premývacím pufrom (5 CV, 1 ml/min). Signál bol 
zaznamenávaný konduktometrickým a UV detektorom, ktoré sú súčasťou chromatografu. 

4.2.2 Konjugácia protilátok pomocou maleimidu 
4.2.2.1 Značenie EEV1 cez -SH skupiny 
Pri konjugácii EEV1 boli použité magnetické guličky s imobilizovaným G proteínom. Najprv 
sa odobralo 20 μl suspenzie guličiek, ktoré sa trikrát premyli v 100 μl premývacieho pufru 
(PBS, pH 7,5). Premytie zahŕňalo prídavok 100 μl premývacieho pufru, premiešanie, 
umiestnenie na magnetický stojan a opatrné odsatie pufru. Po poslednom premytí bolo 
ku guličkám pridaných 75 μl roztoku protilátky EEV1 s koncentráciou 0,7 mg/ml. Protilátky sa 
inkubovali s guličkami  za stáleho miešania 1 hodinu pri laboratórnej teplote. Po naviazaní 
protilátky bol na magnetickom stojane odobratý supernatant, ktorý neskôr slúžil na overenie 
efektivity väzby protilátok na G proteín.  Ku guličkám s naviazanou protilátkou bol okamžite 
pridaný TCEP v molárnom pomere 1:150.  Redukcia prebiehala 30 min (rotačná trepačka, 
laboratórna teplota). Po redukcii bol TCEP odstránený trojnásobným premytím guličiek 
v 100 μl premývacieho pufru. Na sulfhydrilové skupiny bol následne naviazaný fluorochrom 
sulfo-cyanine5 maleimide. Fluorochrom bol pridávaný v 20-násobnom molárnom nadbytku 
a reakcia prebiehala cez noc pri 4 °C za stáleho miešania. Nenaviazaný fluorochrom bol 
odstránený trojnásobným premytím guličiek v 100 μl premývacieho pufru. Značená protilátka 
bola z guličiek eluovaná prídavkom 22,5 μl glycínového pufru pH 3 (inkubácia 10 min). Tento 
krok sa opakoval dvakrát. Na záver bolo upravené pH prídavkom 5 μl neutralizačného pufru 
(1M Tris-HCl, pH 8).  

4.2.2.2 Značenie anti-c-Met protilátok cez -SH skupiny 
Protilátky anti-c-Met klony 2 a 8 boli použité v koncentrácii 1 mg/ml. V prvom kroku prebehla 
čiastočná redukcia disulfidových väzieb v prítomnosti 25 μM TCEP (klon 8) alebo 50 μM 
TCEP (klon 2). Po hodinovej redukcii, ktorá prebiehala pri laboratórnej teplote, bol  TCEP 
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odstránený prostredníctvom ZEBA odsoľovacej kolóny (7 K MWCO, 2 ml). Aplikácia ZEBA 
kolóny obsahovala niekoľko krokov. V prvom kroku bol  odstránený uchovávací roztok 
stočením kolóny v centrifúge (2 min/ 1000 g). Kolóna bola následne ekvilibrovaná prídavkom 
PBS pH 7,5 s obsahom 0,5 mM EDTA a stočením v centrifúge (2 min/ 1000 g). Tento krok sa 
opakoval trikrát. Kolóna sa po ekvilibrácii premiestnila do novej skúmavky. V poslednom 
kroku sa roztok protilátky nechal pretiecť kolónou stočením v centrifúge (2 min/ 1000 g). 
Po redukcii a odstránení redukčného činidla ZEBA kolónou bol k protilátke pridaný 
fluorochrom (BODIPY FL maleimide) alebo konjugát linker-liečivo (vcMMAE) 
v 20-násobnom molárnom nadbytku pri zachovaní pomeru vcMMAE (5mM, v DMSO) k PBS 
1:50. Inkubácia prebiehala 1 hodinu pri laboratórnej teplote za stáleho miešania. Po inkubácii 
boli konjugáty protilátka-fluorochrom/ protilátka-vcMMAE purifikované prostredníctvom 
gélovej filtrácie na kolóne ZEBA, ktorá bola pripravená rovnakým spôsobom ako 
v predchádzajúcom kroku. Výsledná koncentrácia konjugovaných protilátok bola stanovená 
meraním absorbance pri 280 nm na prístroji NaNoDrop 2000c. 

4.2.2.3 Značenie anti-c-Met protilátok cez -NH skupiny 
Protilátky anti-c-Met (klony 2 a 8) s koncentráciou 1,2 mg/ml boli doplnené o 100 mM borát 
sodný pH 8,9. Následne bol k protilátkam o objeme 300 μl pridaný DBCO-NHS ester 
v 20-násobnom molárnom nadbytku. Inkubácia prebiehala 1 hodinu pri laboratórnej teplote 
za stáleho miešania. Nenaviazaný DBCO-NHS ester bol odstránený pomocou gélovej filtrácie 
na kolóne ZEBA (7 K MWCO, 2 ml). Ku konjugátu anti-c-Met-DBCO bol pridaný 
N3-PEG3-vc-PAB-MMAE v 10-násobnom molárnom nadbytku. Inkubácia prebiehala 
3 hodiny pri laboratórnej teplote za stáleho miešania. Po inkubácii boli konjugáty protilátka-
liečivo purifikované prostredníctvom gélovej filtrácie na kolóne ZEBA (7 K MWCO, 2 ml). 
Výsledná koncentrácia konjugovaných protilátok bola stanovená  meraním absorbance 
pri 280 nm na prístroji NaNoDrop 2000c. 

4.2.3 Konjugácia protilátok pomocou NHS derivátov 
Roztoky monoklonálnych protilátok EEV1-2.1 a anti-c-Met (klony 2 a 8) s koncentráciou 
1,2 mg/ml boli doplnené o 100 mM borát sodný pH 8,9. K protilátkam bol následne 
v 10-násobnom molárnom nadbytku pridaný sulfo-cyanine5 NHS ester. Inkubácia prebiehala 
1 hodinu pri laboratórnej teplote za stáleho miešania. Nenaviazaný sulfo-cyanine5 bol 
odstránený pomocou gélovej filtrácie na kolóne ZEBA (7 K MWCO, 0,5 ml) a konjugáty boli 
zároveň premiestnené do PBS pH 7,5 s prídavkom 0,5 mM EDTA (obr. 8). Výsledná 
koncentrácia protilátok bola stanovená meraním absorbance pri 280 nm na prístroji 
NaNoDrop 2000c. 
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Obrázok 8: Schématické znázornenie konjugácie mAb so sulfo-cyanine5 NHS ester (Cy5) a purifikačný 
proces konjugátu [102]. 

4.2.4 SDS-PAGE 
Bunkové lyzáty, vzorky značených a neznačených protilátok, prípadne kontrolné vzorky 
odoberané počas konjugácie boli zmiešané v pomere 3:1 so vzorkovým pufrom NuPAGE LDS 
s prídavkom β-merkaproethanolu v pomere 4:1. V prípade kontroly miery redukcie či rozpadu 
protilátok boli vzorky zmiešané v pomere 3:1 so vzorkovým pufrom NuPAGE LDS bez 
prítomnosti β-merkaproethanolu.  Vzorky boli po zmiešaní so vzorkovým pufrom 
denaturované varom po dobu 5 min a okamžite nanesené na gél v množstve 3-5 μg. SDS-PAGE 
bola vykonaná podľa štandardného protokolu s použitím 5% zaostrovacieho gélu a 10% 
deliaceho polyakrylamidového gélu. Spolu so vzorkami bol na gél nanesený hmotnostný 
štandard HyperPAGE ladder v objeme 3 μl. Elektroforéza prebiehala v elektroforetickom pufri. 
Prvá fáza elektroforézy prebiehala 10 min pri napätí 75 V, pričom druhá fáza prebiehala až 
do ukončenia prechodu proteínov pri napätí 135 V. 

Deliaci/spodný (10%) gél:   

8,73 ml destilovanej H2O  

10,03 ml 30% akrylamid  

11,24 ml 1,5M TRIS, pH 8.8  

80 µl 10% APS  

20 µl TEMED  

Zaostrovací/vrchný (5%) gél: 

7,06 ml destilovanej H2O 

1,68 ml 30% akrylamid  

1,26 ml 0,5M TRIS, pH 6.8  

50 µl 10% APS  

10 µl TEMED 
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4.2.5 Farbenie Coomassie Brilliant Blue 
Gél bol opláchnutý v destilovanej H2O a následne zafixovaný v roztoku 50% metanolu a 5% 
kyseliny octovej po dobu 10 min. Po fixácii bol inkubovaný s farbiacim roztokom Coomassie 
Brilliant Blue po dobu 30 min. Nenaviazané farbivo bolo odmyté odfarbovacím roztokom 
(50% metanol, 5% kyselina octová) až do úplneho odstránenia.  Gél bol na záver zoskenovaný 
prostredníctvom zobrazovacieho systému ChemiDoc MP. 

4.2.6 Westernový prenos 
Pre špecifickú vizualizáciu proteínov bol použitý westernový prenos s následnou 
imunodetekciou. Westernovým prenosom boli separované proteíny prenesené 
z polyakrylamidového gélu na nitrocelulózovú membránu BioTrace NT (Pall Corporation). 
Aparatúra bola zostavená v poradí: porézna podložka, 2x papier Whatman, gél s proteínmi, 
nitrocelulózová membrána, 2x papier Whatman a porézna podložka. Samotný prenos prebiehal 
v blotovacom pufri 1 hod pri napätí 100 V. Počas celej doby prenosu bola aparatúra chladená 
ľadom. Po prenose bola membrána blokovaná 1 hodinu v blokovacom pufri (5% roztok mlieka 
v PBS Tween). 

4.2.7 Imunodetekcia 
Primárne protilátky boli zmiešané s blokovacím pufrom na koncentráciu 1 μg/ml a  nanesené 
na zablokovanú membránu.  Inkubácia prebiehala cez noc pri 4 °C. Membrány boli následne 
premyté v PBS Tween (3x10 min). Vizualizácia bola umožnená naviazaním sekundárnych 
protilátok značených peroxidázou (GAM-HRP). Sekundárna protilátka bola zmiešaná 
s blokovacím pufrom v pomere 1:5000 a nanesená na membránu. Následná inkubácia 
prebiehala 1 hod pri laboratórnej teplote. Membrána bola premytá roztokom PBS 0,1% 
Tween-20 (3x10 min) a na záver roztokom PBS (2x10 min). Chemiluminiscencia bola 
detekovaná pomocou ECL, ktorý sa pripravil zmiešaním ECL A a ECL B v pomere 1:1. 
Inkubácia membrány s roztokom ECL prebiehala 5 min. Chemiluminiscenčný signál bol 
zachytený prostredníctvom zobrazovacieho systému ChemiDoc MP. 

4.2.8 Bunkové kultúry 
4.2.8.1 Kultivácia bunkových línií 
Bunková línia H1299 bola kultivovaná v DMEM médiu s prídavkom 10% fetálneho bovinného 
séra, 1 mM pyruvátu a 1% zmesy antibiotík penicilín a streptomycín. Bunková línia OE33 bola 
kultivovaná v médiu RPMI 1640 s prídavkom 10% fetálneho bovinného séra, 2 mM 
L-glutamínu a 1% zmesy antibiotík penicilín a streptomycín. Kultivácia prebiehala 
v inkubátore pri teplote 37 °C v atmosfére 5% CO2. Bunky boli pasážované pri konfluencii 
80-90 %, ktorá bola stanovená inverzným mikroskopom. Pri pasážovaní bolo z misiek 
s bunkami odsaté médium a bunky boli premyté sterilným PBS. Po premytí bol k bunkovej línii 
H1299 pridaný trypsín a inkubácia prebiehala 5 min pri 37 °C. K bunkovej línii OE33 bola 
pridaná akutáza a inkubácia prebiehala 15 min pri laboratórnej teplote. Účinok proteáz bol 
zastavený prídavkom kultivačného média. Bunková suspenzia bola stočená v centrifúge 
(1000 rpm, 5 min). Supernatant bol odstránený, bunkový pelet bol rozsuspendovaný v čerstvom 
médiu a prenesený v požadovanom množstve na novú Petriho misku. 
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4.2.8.2 Spracovanie buniek do peletu 
Misky s bunkami boli umiestnené na ľad, kde bolo odsaté médium a bunky boli premyté 
studeným PBS. Pomocou škrabky boli zoškriabané do 10 ml novo pridaného studeného PBS, 
v ktorom boli premiestnené do skúmaviek a stočené v centrifúge (10 min/1000 rpm/4 °C). 
Po stočení bol odstránený supernatant a pelet bol rozsuspendovaný v 1 ml studeného PBS. 
Bunková suspenzia bola prenesená do nových skúmaviek a opätovne stočená v centrifúge 
(10 min/1000 rpm/4 °C). Po odstránení supernatantu bol pelet zamrazený na -80 °C alebo 
podrobený lýze. 

4.2.8.3 Lýza buniek 
Pelety buniek OE33 a H1299 boli lyzované v NET pufri s prídavkom inhibítorov proteáz, 
inhibítorov fosfatáz a PMSF (100:1). Každá vzorka sa podrobila trikrát pulznej sonikácii (3x 
3 s). Po stočení v centrifúge (10 min/10000 g/4 °C) bol supernatant prenesený do nových 
skúmaviek. Po celú dobu boli lyzáty uchovávané na ľade. Celková koncentrácia proteínov 
v lyzátoch bola stanovená Bradfordovou metódou a následne upravená na rovnakú hodnotu.  
Proteínové lyzáty boli separované metódou SDS-PAGE.  

4.2.8.4 Stanovenie koncentrácie proteínov podľa Bradforda 
Bradfordovo činidlo bolo zriedené s H2O v pomere 1:4. Takto pripravené činidlo bolo zmiešané 
s lyzátom v pomere 1000 dielov bradfordovho činidla a jeden diel lyzátu a spoločne inkubované 
15 min pri laboratórnej teplote. Kolorimetrická zmena Coomassie Brilliant blue G250 bola 
pozorovaná na spektrofotometri pri vlnovej dĺžke 595 nm. 

4.2.9 Fluorescenčná mikroskopia 
Priama imunofluorescencia  

K bunkám H1299 alebo OE33 kultivovaných na 24 jamkovej doštičke bol pridaný 
fluorescenčne značený konjugát o koncentrácii 10 μg/ml. V prípade kompetície bola k bunkám 
okrem fluorescenčne značeného konjugátu (10 μg/ml) pridaná aj ekvivalentná avšak neznačená 
primárna protilátka o koncentrácii 100 μg/ml. Inkubácia prebiehala 2 hod pri 37 °C, 5% 
CO2.  Po odmytí voľných protilátok so sterilným PBS bolo k bunkám pridaných 0,5 ml média. 
Ako kontrola boli použité bunky bez prídavku značených protilátok. Bunky boli pozorované 
in vivo pomocou fluorescenčného mikroskopu Eclipse Ti-S.  

Nepriama imunofluorescencia 

K bunkám H1299 alebo OE33 kultivovaných na 24 jamkovej doštičke bola pridaná primárna 
protilátka o koncentrácii 10 μg/ml. Inkubácia prebiehala 2 hod pri 37 °C, 5% CO2. Po odmytí 
voľných protilátok so sterilným PBS boli naviazané protilátky detekované pomocou 
fluorescenčne značenej sekundárnej protilátky (GAM-AF647). Sekundárna protilátka bola 
pridaná k bunkám v koncentrácii 10 μg/ml  a inkubácia prebiehala 1 hod pri 37 °C, 5% CO2. 
Po odmytí voľnej protilátky GAM-AF647 so sterilným PBS bolo k bunkám pridaných 0,5 ml 
média. Bunky boli pozorované in vivo pomocou fluorescenčného mikroskopu Eclipse Ti-S.  

4.2.10 Prietoková cytometria 
Bunky H1299 alebo OE33 boli rovnako ako v kapitole (3.2.9) fluorescenčná mikroskopia 
pripravené aj pre účely prietokovej cytometrie. Boli napestované v 24 jamkovej doštičke a 
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ošetrené rovnakým spôsobom ako v prípade priamej a nepriamej imunofluorescencie. 
Po poslednom odstránení nenaviazaných protilátok však boli bunky H1299 oddelené 
od povrchu účinkom trypsínu  a bunky OE33 účinkom akutázy. Po stočení suspenzií 
v centrifúge (1000 g, 5 min) boli pelety rozsuspendované v médiu a prenesené do sterilných 
skúmaviek. Vzorky boli analyzované na prietokovom cytometri FACSVerse 3 L 4/2/2.  

4.2.11 Test životaschopnosti 
Do 96-jamkovej mikrotitračnej doštičky boli nasadené bunkové línie H1299 alebo OE33 
s počtom buniek 5 000 na jamku. Na druhý deň boli bunky ošetrené konjugátmi 
anti-c-Met-vcMMAE (klony 2 alebo 8) v koncentračnej rade 0,010; 0,020; 0,039; 0,078; 0,156; 
0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 μg/ml a v triplikátoch. Bunky boli v prítomnosti 
cytostatických konjugátov inkubované pri 37 °C, 5% CO2 a ich proliferácia bola monitorovaná 
prístrojom IncuCyte (obr. 9). Prístroj opticky zaznamenával zmenu konfluencie v čase 
pomocou časozbernej mikroskopie. Každé 4 hodiny boli zaznamenávané 4 snímky z každej 
jamky pri použití objektívu s 10-násobným priblížením. Celý proces monitorovania prebiehal 
3-5 dní.  

 

 
Obrázok 9: Prehľad postupu prípravy buniek na monitorovanie inhibície bunkového delenia pomocou 
ADC [103]. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Purifikácia EEV1-2.1 
Prvým krokom experimentálnej časti diplomovej práce bola purifikácia protilátky EEV1-2.1, 
ktorá špecificky rozpoznáva proteín Hsp90. Samotnú produkciu protilátky EEV1-2.1 vykonali 
pracovníci Recama. Produkcia zahŕňala namnoženie vybraného klonu hybridómovej línie 
v bezsérovom médiu určenom pre produkciu protilátok a samotnú produkciu protilátky touto 
líniou hybridómov. Súčasťou našej práce bolo túto protilátku vypurifikovať z pripraveného 
roztoku prostredníctvom kvapalinovej chromatografie. Na imunoafinitnú separáciu bola 
použitá kolóna s imobilizovaným proteínom A. V prvej fáze bol roztok s protilátkou doplnený 
o borát sodný (pH 8,9) a NaCl k zaisteniu vhodných podmienok pre efektívnu väzbu protilátky 
na kolónu. Po aplikácii a následnom premytí bola protilátka eluovaná v podmienkach nízkeho 
pH (Obr. 10/A.). Eluát bol zozbieraný do 1 ml frakcií, pričom frakcie B2-B4 poukazovali 
na základe absorbancie na prítomnosť protilátky (Obr. 10/B.). Koncentrácia jednotlivých 
frakcií bola dodatočne stanovená spektrofotometricky: B2 (5,45 mg/ml), B3 (9,95 mg/ml) 
a B4 (1,61 mg/ml). Pre kontrolu správnosti purifikácie bola časť roztoku protilátky separovaná 
na géle prostredníctvom SDS-PAGE bez prítomnosti redukčného činidla. Výsledky 
nešpecifického farbenia pomocou Coomassie brilliant blue potvrdzujú precipitáciu proteínu 
s molekulovou hmotnosťou približne 150 kDa, ktorý odpovedá molekulovej hmotnosti IgG 
a rovnako ukazujú na vysokú čistotu purifikovanej protilátky (Obr. 10/C.). Precipitácia proteínu 
s molekulovou hmotnosťou približne 125 kDa môže predstavovať čiastočne rozpadnutý 
fragment protilátky.   
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Obrázok 10: (A.) Schématické znázornenie purifikacného procesu [108]. (B.) Grafický priebeh 
purifikácie. (C.) Overenie čistoty EEV1-2.1 pomocou metódy SDS-PAGE.  

5.2 Overenie aktivity EEV1-2.1  
Aby sme overili, že purifikovaná monoklonálna protilátka EEV1-2.1 si zachovala anti-Hsp90 
aktivitu po produkcii a purifikácii, tak sme uskutočnili Westernový prenos s následnou 
imunodetekciou. 1 μg/ml purifikovanej protilátky bol použitý k detekcii purifikovaných 
proteínov Hsp90 ako pozitívna kontrola a HSF1 a p53 ako negatívna kontrola. Obrázok 11 
ukazuje, že EEV1-2.1 úspešne rozpoznáva denaturovaný proteín Hsp90. Súčasne bolo 
dokázané, že EEV1-2.1 nevykazuje žiadnu afinitu voči proteínom HSF1 (83 kDa) a p53 
(44 kDa).  



40 
 

 
Obrázok 11: Westernový prenos pre test anti-Hsp90 aktivity monoklonálnej protilátky EEV1-2.1. 
Primárna protilátka bola použitá v koncentrácii 1 μg/ml. Komplex bol vizualizovaný sekundárnou 
protilátkou značenou peroxidázou (GAM-HRP). Ako negatívna kontrola boli použité purifikované 
proteíny HSF1 a p53. 

5.3 Optimalizácia redukcie EEV1-2.1 
Pre účely značenia protilátky cez sulfhydrylové skupiny bola v prvom kroku optimalizovaná 
redukcia protilátky s využitím redukčného činidla tris(2-karboxyethyl)fosfín (TCEP). 
Na určenie správneho množstva činidla pre čiastočnú redukciu protilátky, ktorá ešte neovplyvní 
jej väzbovú aktivitu, bola zhotovená rada so zvyšujúcim sa pomerom TCEP k protilátke. 
Variabilne redukovaná protilátka bola následne separovaná prostredníctvom SDS-PAGE 
bez prítomnosti  β-merkaptoethanolu a gél bol zafarbený prostredníctvom Coomassie Brilliant 
Blue. Na obrázku 12/B možno pozorovať vplyv redukčného činidla na stabilitu protilátky 
cez výskyt menších fragmentov. Tieto fragmenty obsahujú plne zredukované thiolové skupiny 
prístupné pre značenie fluorochromom, a preto sa fluorescenčne značená protilátka javí 
rozpadnutá vo väčšej miere ako tomu naznačuje farbenie Coomassie Brilliant Blue (obr. 12/A). 
Na základe koncentračnej rady sme stanovili ideálny pomer mAb:TCEP v rozmedzí 1:100-250. 
Pri nižších koncentráciách redukčného činidla sú protilátky značené nedostatočne a pri vyššom 
pomere už strácajú stabilitu a začínajú sa rozpadať. V supernatante, ktorý reprezentuje 
nenaviazanú frakciu, nepozorujeme žiadne voľné protilátky a to poukazuje na vysokú efektivitu 
väzby protilátky na proteín G-nesúce magnetické guličky.   
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Obrázok 12: Závislosť miery rozpadu protilátky na množstve redukčného činidla. (A.) Fluorescenčná 
detekcia konjugátov EEV1-2.1-sulfo-Cy5 maleimide, ktoré boli pripravené značením protilátky po jej 
redukcii koncentračnou radou TCEP (excitácia 646 nm). (B.) Kvantitatívna detekcia protilátky 
EEV1-2.1 (1,5 μg/jamka) po jej čiastočnej redukcii a separácii prostredníctvom SDS PAGE. Na každú 
reakciu bolo použitých 5 μg EEV1-2.1 a 3,5 μl suspenzie guličiek. K protilátke bol pridávaný TCEP 
v rôznom množstve (viď. obrázok) a sulfo-Cy5 maleimide v 20-násobnom molárnom nadbytku (A.). 
(C.) Schématické znázornenie medzireťazcových disulfidových väzieb, ktoré sú cieľom pre čiastočnú 
redukciu a následné značenie (obrázok modifikovaný z [109]). 

5.4 Konjugácia EEV1-2.1 s fluorochromom pre zobrazovacie metódy  
Pre kontrolu efektivity značenia, detekciu lokalizácie Hsp90α v nádorových bunkových líniách 
a detekciu možnej internalizácie ADC po väzbe na antigén Hsp90α boli pripravené dve 
fluorescenčne značené varianty EEV1-2.1. Ich príprava sa líšila v molárnom pomere protilátky 
a redukčného činidla (mAb:TCEP). Po redukcii boli protilátky značené 20-násobným 
molárnym nadbytkom sulfo-Cy5 maleimide. U oboch značených konjugátov bola 
na Nanodrope v programe UV-VIS zmeraná absorbancia pri vlnovej dĺžke 280 nm a 646 nm. 
Z nameraných hodnôt boli vypočítané koncentrácia konjugátov a hodnota F/P, ktorá hovorí 
o počte molekúl fluorochromu naviazaných na molekulu protilátky. Konjugát pripravený 
redukciou protilátky so 150-násobným molárnym nadbytkom TCEP (konjugát 1:150) 
vykazoval vyššiu hodnotu F/P ako konjugát 1:100, avšak na SDS PAGE bez BME (obr. 13/A) 
vidieť, že časť molekúl sa rozpadla a umožnila tak efektívnejšie naviazanie fluorochromu 
(obr. 13/B). Pri nižšom množstve redukčného činidla je hodnota F/P síce nižšia, ale 
predpokladá sa vyššia stabilita protilátky. Pomer 1:100 bol preto zvolený za vhodnejší 
pre čiastočnú redukciu protilátky EEV1-2.1 pre následné značenia.  
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Konjugát redukovaný 100-násobným molárnym nadbytkom TCEP 
A280 = 1,13 
A646 = 1,25 
c (konjugát) = (A280 – (A503 x CF280)) / 1,4 = 0,77 μg/μl 
F/P = (A503 x Mw(mAb)) / (c(konjugát) x ε(S-Cy5-maleimide)) = 0,90 
 
Konjugát redukovaný 150-násobným molárnym nadbytkom TCEP 
A280 = 0,93 
A646 = 1,35 
c (konjugát) = (A280 – (A503 x CF280)) / 1,4 = 0,63 μg/μl 
F/P = (A503 x Mw(mAb)) / (c(konjugát) x ε(S-Cy5-maleimide)) = 1,25 
 
Prítomnosť β-merkaptoethanolu (BME) spôsobila úplný rozpad disulfidových mostíkov 
a disociáciu protilátky na ťažké (H ~ 50 kDa) a ľahké reťazce (L ~ 25 kDa). Za neredukčných 
podmienok sú viditeľné intaktné molekuly IgG1 (H2L2 ~ 150 kDa). Zvyšné precipitované 
proteíny na SDS-PAGE boli určené len orientačne na základe molekulovej hmotnosti. 
 

 
Obrázok 13: Analýza konjugátov pomocou SDS-PAGE. Vzorky boli denaturované a spracované 
za redukčných aj neredukčných podmienok. (A.) Detekcia protilátky EEV1-2.1 a jej menších fragmentov 
(1 μg/jamka). EEV1-2.1 reprezentuje vstupnú protilátku, Supernatant reprezentuje nenaviazanú frakciu. 
(B.) Fluorescenčná detekcia konjugátov EEV1-2.1-sufo-Cy5 maleimide. Na každú reakciu bolo 
použitých 52,5 μg EEV1-2.1 a 20 μl suspenzie guličiek. K protilátke bol pridávaný TCEP v rôznom 
množstve (viď. obrázok) a sulfo-Cy5 maleimide v 20-násobnom molárnom nadbytku.  

5.5 Detekcia Hsp90α v nádorových bunkách fluorescenčnou mikroskopiou 
Aby sme overili či dochádza k väzbe protilátky na natívny proteín eHsp90α a 
následnej internalizácii konjugátu, inkubovali sme bunky nádorovej línie H1299 
s fluorescenčne značeným konjugátom EEV1-sulfo-Cy5-maleimide. Bunková línia H1299 bola 
zvolená na základe zvýšených hladín extracelulárneho Hsp90. Výsledky ukazujú, že 
fluorescenčne značený konjugát prechádza do buniek nádorovej línie H1299 (obr. 14) a červené 
zhluky ďalej naznačujú prítomnosť konjugátu pravdepodobne v endozómoch.  

Aby sme overili, že konjugát prechádza do buniek antigénom sprostredkovanou endocytózou, 
bola vykonaná kompetícia s neznačenou protilátkou EEV1-2.1. Bunky boli tentokrát 
inkubované v prítomnosti značenej aj neznačenej protilátky, avšak výsledok kompetície 
nevykazoval významné zníženie fluorescenčného signálu. Z toho je pravdepodobné, že 
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konjugát prechádzal do buniek nešpecificky a prechod tak nebol sprostredkovaný špecifickou 
väzbou na antigén.  

 
Obrázok 14: Analýza lokalizácie fluorescenčne značených konjugátov EEV1-2.1-sulfo-Cy5-
maleimide. Bunková línia H1299 stabilne exprimujúca eHsp90α bola napestovaná na 6-jamkovej 
doštičke a vystavená pôsobeniu konjugátov 1:100 a 1:150 s koncentráciou 10 μg/ml. Do 2 jamiek bola 
pridaná neznačená mAb EEV1-2.1 s koncentráciou 50 μg/ml presne 30 min pred prídavkom konjugátu 
(kompetícia). Bunky boli inkubované 2 hod pri 37 °C, opláchnuté s PBS a po pridaní média boli 
podrobené fluorescenčnej mikroskopii. 

5.6 Overenie väzbovej špecifity pomocou prietokovej cytometrie 
Fluorescenčná mikroskopia odhalila prechod konjugátu do buniek, ale zároveň naznačila, že 
prechod môže byť sprostredkovaný nešpecificky. Aby sme tento fakt overili, bola vykonaná 
prietoková cytometria. Kompetičný test spočíval v ošetrení buniek H1299 nadbytkom 
neznačenej protilátky EEV1 (100 μg/ml) po dobu 30 minút pred prídavkom fluorescenčne 
značeného konjugátu. Bunky boli spolu s konjugátom inkubované ďalšie 2 hodiny a 
následne podrobené prietokovej cytometrii. Neznačená mAb by mala konkurovať väzbe 
konjugátu na antigén a znižovať tak intenzitu fluorescenčného signálu. Vzhľadom k tomu, že 
kompetícia neviedla k zmene intenzity fluorescenčného signálu (obr. 15), prietoková 
cytometria tak len podporila výsledky z mikroskopie, ktoré ukázali, že EEV1 neprechádza 
do cytosolu antigénom sprostredkovanou dráhou.  
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Obrázok 15: Analýza buniek ošetrených konjugátom alebo konjugátom v kompetícii s neznačenou 
protilátkou prietokovou cytometriou. Bunky línie H1299 boli ošetrené protilátkou EEV1-2.1 
(100 μg/ml). Po 30 min inkubácii bol pridaný konjugát 1:100 (10 μg/ml). Súčasne boli pripravené bunky 
ošetrené iba konjugátom 1:100 (10 μg/ml) a negatívna kontrola bez prídavku konjugátov. 

5.7 Charakterizácia klonov anti-c-Met protilátok 
Keďže protilátka EEV1 nevykazovala vlastnosti, ktoré sú nevyhnutné pre správne fungovanie 
ADC, tak sme pre porovnanie účinnosti a aktivity vybrali protilátky proti ľudskému c-Met 
receptoru. Bolo vybraných 5 klonov purifikovaných monoklonálnych protilátok s anti-c-Met 
aktivitou (klony 2, 8, 12, 13, 18), ktoré boli bližšie charakterizované a použité k príprave ADC.   

5.8 Výber bunkových línií 
Pre účely charakterizácie vybraných klonov protilátky s anti-c-Met aktivitou boli zvolené 
2 nádorové bunkové línie. Nádorová bunková línia OE33, ktorá reprezentuje líniu 
so zvýšenými hladinami receptoru c-Met a bunková línia H1299, ktorá sa vyznačuje nízkymi 
hladinami c-Met. Aby sme overili tento fakt a zároveň porovnali anti-c-Met aktivitu 
jednotlivých klonov, tak sme uskutočnili westernový prenos s následnou imunodetekciou 
endogénneho c-Met, ktorý bol získaný lýzou buniek OE33 a H1299. 

Výsledky imunodetekcie potvrdili zvýšenú hladinu c-Met u buniek OE33 a naopak len veľmi 
nízku hladinu endogénneho receptoru u buniek H1299. Na obrázku 16 sú vyznačené 
precipitované proteíny c-Met s molekulovou hmotnosťou 195 kDa a α-reťazec s molekulovou 
hmotnosťou 50 kDa, proti ktorému sú použité klony cielené.  

Tieto výsledky zároveň ukázali, že jednotlivé klony rozpoznávajú výhradne c-Met receptor, 
a sú preto vysoko špecifické. Najvyššiu afinitu k denaturovanému antigénu vykazovali klon 18 
a klon 12. Výrazne nižšiu afinitu vykazovali ostatné klony 13, 8 a 2.  
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Obrázok 16: Westernový prenos a imunodetekcia c-Met prostredníctvom jednotlivých klonov 
anti-c-Met protilátky. C-Met bol získaný z lyzátu buniek OE33 a H1299.  Protilátky boli použité 
v koncentrácii 1 μg/ml. Komplex bol vizualizovaný sekundárnou protilátkou značenou peroxidázou, 
GAM-HRP. 

5.9 Výber vhodného klonu fluorescenčnou mikroskopiou 
Prostredníctvom fluorescenčnej mikroskopie sme overili afinitu jednotlivých klonov anti-c-Met 
protilátky k natívnemu antigénu ako aj ich následnú schopnosť internalizácie. Na tieto účely 
boli použité bunkové línie OE33 a H1299, ktoré boli v predchádzajúcom kroku otestované 
na hladiny c-Met. Línia OE33 so zvýšenou hladinou c-Met bola použitá ako pozitívna kontrola, 
pričom H1299 s nízkou hladinou c-Met bola použitá ako negatívna kontrola. Bunkové línie boli 
inkubované v prítomnosti jednotlivých klonov anti-c-Met protilátky. Detekcia naviazaných 
primárnych protilátok bola umožnená väzbou fluorescenčne značenej sekundárnej protilátky 
(GAM-AF647) (metódy - nepriama imunofluorescencia). Výsledky fluorescenčnej 
mikroskopie ukazujú, že potenciálne najvyššiu afinitu k antigénu a s tým spojenú schopnosť 
internalizácie u bunkovej línie OE33 vykazovali klony 2 a 8 (obr. 17). U klonov 12, 13 a 18 
bola intenzita fluorescenčného signálu nižšia, čo môže značiť nižšiu afinitu týchto klonov 
k natívnej forme cieľového antigénu. Použitie bunkovej línie H1299 umožnilo potvrdiť, že 
fluorescenčný signál je sprostredkovaný špecificky cez väzbu primárnej protilátky na c-Met 
receptor. V prípade línie H1299 preto sledujeme výrazne znížený signál u klonov 2 a 8 a úplnú 
stratu signálu u ostatných klonov anti-c-Met (obr. 18).  Na základe týchto výsledkov boli klony 
2 a 8 vyhodnotené za protilátky s najvyššou anti-c-Met aktivitou.  
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Obrázok 17: Imunofluorescenčné pozorovanie internalizácie jednotlivých klonov anti-c-Met 
protilátok na bunkách OE33. Bunky boli ošetrené 10 μg/ml primárnej protilátky a inkubované 2 hod. 
Po premytí sa inkubovali s 10 μg/ml GAM-AF647 počas 1 hod.  
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Obrázok 18: Imunofluorescenčné pozorovanie internalizácie jednotlivých klonov anti-c-Met 
protilátok na bunkách H1299. Bunky boli ošetrené 10 μg/ml primárnej protilátky a inkubované 2 hod. 
Po premytí sa inkubovali s 10 μg/ml GAM-AF647 počas 1 hod. 
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5.10 Výber vhodného klonu prietokovou cytometriou 
Aby sme bližšie charakterizovali a kvantifikovali väzbovú afinitu jednotlivých klonov 
anti-c-Met protilátky k natívnemu antigénu, tak bola vykonaná prietoková cytometria 
s využitím bunkových línií OE33 a H1299. Bunky boli inkubované v prítomnosti jednotlivých 
klonov purifikovanej protilátky. Detekcia naviazaných primárnych protilátok bola umožnená 
väzbou fluorescenčne značenej sekundárnej protilátky (GAM-AF647). Výsledky prietokovej 
cytometrie ukázali, že najvyššiu intenzitu fluorescencie vykazovali bunky inkubované 
v prítomnosti klonu 2 a klonu 8 (obr. 19). Naopak klon 12 a klon 18 vykazovali nízku intenzitu 
fluorescencie. Prietoková cytometria tak podporila výsledky z fluorescenčnej mikroskopie, že 
klony 2 a 8 sa vyznačujú najvyššou anti-c-Met aktivitou. 

 
Obrázok 19: Analýza buniek (A.) OE33 a (B.) H1299 ošetrených jednotlivými klonmi anti-c-Met 
protilátky pomocou prietokovej cytometrie. Bunky boli ošetrené 10 μg/ml primárnej protilátky 
a inkubované 2 hod. Po premytí sa inkubovali s 10 μg/ml GAM-AF647 počas 1 hod. 

5.11 Optimalizácia podmienok značenia anti-c-Met protilátok 
Po overení anti-c-Met aktivity boli klony 2 a 8 vybrané pre prípravu ADC. Prvým nevyhnutným 
krokom bola optimalizácia množstva redukčného činidla TCEP pre jednotlivé klony. Oproti 
značeniu EEV1, ktoré bolo postavené na molárnom pomere protilátky a činidla, sme tentokrát 
zvolili stratégiu presne stanovenej molárnej koncentrácie redukčného činidla bez ohľadu 
na pracovnú koncentráciu protilátky. Ďalším rozdielom bol mechanizmus, ktorým sme 
prečisťovali roztok protilátky od nežiadúcich reagencií. Oproti magnetickým guličkám 
s imobilizovaným proteínom G, sme pri značení anti-c-Met protilátky používali ZEBA 
odsoľovacie kolóny.  

Klony 2 a 8 boli inkubované v prítomnosti rastúcej koncentrácie redukčného činidla TCEP. 
ZEBA kolóny nám následne umožnili odstrániť redukčné činidlo zo zmesi a previesť protilátku 
do roztoku s prídavkom 0,5 mM EDTA, ktorá bránila spätnej oxidácii cysteínových zvyškov. 
Variabilne redukovaná protilátka bola separovaná prostredníctvom SDS-PAGE bez prítomnosti 
β-merkaptoethanolu a gél bol zafarbený prostredníctvom Coomassie Brilliant Blue. Vplyv 
redukčného činidla je možné pozorovať cez výskyt menších fragmentov. Výsledky ukazujú, že 
optimálna koncentrácia činidla v reakčnej zmesi pre čiastočnú redukciu klonu 2 bola 50 μM. 
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Klon 8 už pri najnižšej zvolenej koncentrácii činidla strácal stabilitu a dochádzalo k jeho 
rozpadu (obr. 20/A), a preto bola odvodená pre ďalšie postupy koncentrácia redukčného činidla 
25 μM.  

V ďalšom kroku sme otestovali vplyv pH na efektivitu značenia cez sulfhydrylové skupiny. 
Po redukcii boli klony prevedené ZEBA kolónou do roztokov s rastúcim pH a naznačené. 
Fluorescenčne značené fragmenty boli separované prostredníctvom SDS-PAGE 
a fluorescencia bola zachytená prostredníctvom fluorescenčného skenera Typhoon. Na obrázku 
20/C možno pozorovať, že pri klone 2 vyššie pH mierne zvýšilo efektivitu značenia. Pri klone 
8 však pH nemalo vplyv na efektivitu značenia. Optimálne pH pre značenie oboch klonov 
protilátok tak bolo stanovené pH 7,5. 

 
Obrázok 20: (A.) Závislosť koncentrácie redukčného činidla na miere rozpadu protilátok. (B., C.) 
Závislosť pH na efektivitu značenia. (A.) Protilátky s koncentráciou 1 mg/ml boli redukované 
s rozdielnym množstvom TCEP (50-125 μM) 1 hodinu.  Rozpad protilátok bola detekovaný 
na SDS-PAGE géli (1,5 μg/jamka) pomocou Coomassie Brilliant Blue. (B.) Klony 2/8 boli redukované 
TCEP s koncentráciou 50/25 μM pričom reakčné podmienky boli rovnaké ako v experimente A. TCEP 
bol odstránený pomocou ZEBA kolóny ekvilibrovanej PBS s rôznymi hodnotami pH. Protilátky boli 
inkubované s BODIPY FL maleimide v 20-násobnom molárnom nadbytku, 1 hodinu. Po odstránení 
volných molekúl BODIPY FL maleimide boli konjugáty detekované na SDS-PAGE géli (1,5 μg/jamka) 
pomocou Coomassie Brilliant Blue. (C.) Intenzita fluorescenčného značenia bola sledovaná na prístroji 
Typhoon. 

5.12 Porovnanie aktivity anti-c-Met protilátky s aktivitou EEV1 in vivo 
Aby sme overili, že anti-c-Met protilátka prechádza narozdiel od EEV1 do buniek cez 
špecifickú väzbu na antigén, tak sme uskutočnili kompetičný test s využitím prietokovej 
cytometrie. S cieľom zvýšiť intenzitu fluorescenčného signálu značených konjugátov boli 
v experimente použité konjugáty značené  fluorochromom cez -NH skupiny. Primárne aminy 
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bočných reťazcov lyzínu reagovali so sulfo-cyanine5 NHS ester, ktorý bol pridávaný 
k protilátke v 10-násobnom molárnom nadbytku. Kompetičný test spočíval v ošetrení buniek 
OE33 a H1299 nadbytkom neznačenej protilátky (100 μg/ml) a fluorescenčne značeného 
konjugátu (10 μg/ml). Pomocou prietokovej cytometrie sme pozorovali či neznačené protilátky 
konkurovali väzbe značených konjugátov. 

V prípade kompetíčného testu na bunkovej línii OE33 bol pri oboch klonoch 2 aj 8 pozorovaný 
pokles fluorescenčného signálu. Neznačené protilátky  konkurovali väzbe značených protilátok 
na antigén. Je preto pravdepodobné, že  anti-c-Met konjugáty sa dostávajú do buniek špecificky 
a to antigénom sprostredkovanou cestou. Na bunkách H1299 nie je významný rozdiel 
fluorescencie medzi bunkami ošetrenými samotným konjugátom a konjugátom  v prítomnosti 
neznačenej mAb. Dôvodom je predovšetkým nízka hladina c-Met u týchto buniek. V prípade 
konjugátu s anti-Hsp90 aktivitou sme nepozorovali zmeny intenzity fluorescencie 
pri kompetičných testoch. Keďže však samotný konjugát prechádza do buniek, je z týchto 
výsledkov viditeľné, že tento prechod je nezávislý od väzby na antigén (obr. 21). 

Tabuľka 4 znázorňuje výsledok prietokovej cytometrrie vo forme priemernej intenzity 
fluorescencie. Ako je vidno z tabuľky najväčšia intenzita a teda aktivita bola zaznamenaná 
pri klone 2. Najväčší pokles pri kompetičnom teste vykazuje rovnako klon 2. Naopak aktivita 
EEV1 je nízka a kompetičný test vyšiel negatívne a bez zmeny intenzity. Ukazuje to oproti 
c-Met konjugátom na nešpecifický prechod EEV1 konjugátu do buniek. 

 
Obrázok 21: Analýza buniek OE33 a H1299 ošetrených konjugátom alebo konjugátom v kompetícii 
s neznačenou protilátkou prietokovou cytometriou. Bunky boli ošetrené neznačenými protilátkami 
(100 μg/ml). Po 30 min inkubácie pri 37 °C boli pridané konjugáty značené sulfo-Cy5 cez NH-skupiny 
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(10 μg/ml). Súčasne boli pripravené bunky ošetrené iba konjugátom (10 μg/ml) a kontrola bez prídavku 
konjugátov a protilátok. 

Tabuľka 4: Porovnanie priemerných hodnôt intenzity fluorescencie nameraných na bunkách OE33 
a H1299 ošetrenými značenými a neznačenými protilátkami. 

 
Konjugát 

OE33 H1299 
Priemer intenzity 

fluorescencie Rozdiel Priemer intenzity 
fluorescencie Rozdiel 

Kontrola 228 - 115 - 
Klon 2 10441 

7667 
557 

219 Klon 2 
kompetícia 2774 338 

Klon 8 4392 
3070 

349 
45 Klon 8 

kompetícia 1322 304 

EEV1 813 
36 

2895 
-209 EEV1 

kompetícia 777 3104 

 

5.13 Konjugácia anti-c-Met protilátok s cytostatikom 
Na základe vysokej anti-c-Met aktivity k natívnemu antigénu boli pre značenie cytostatikom 
vybrané klony 2 a 8. Protilátky boli značené cez sulfhydrilové skupiny, ktoré boli získané 
čiastočnou redukciou disulfidových väzieb pomocou TCEP. Na sulfhydrilové skupiny bol 
naviazaný konjugát vcMMAE. Štruktúra výsledkého ADC konjugátu je znázornená 
na obrázoku 22/A. 

ADC boli následne separované prostredníctvom SDS-PAGE bez prítomnosti  
β-merkaptoethanolu a gél bol zafarbený prostredníctvom Coomassie Brilliant Blue. Výsledky 
ukazujú, že po naznačení cytostatikom nedochádzalo k porušeniu štruktúry protilátok. 
Protilátky si zachovali svoju stabilitu aj po naznačení. Pre ukážku sme podrobili protilátky 
metóde SDS-PAGE v redukčných podmienkach, kde vidíme úplný rozpad protilátky na ľahké 
a ťažké reťazce. Zároveň sme potvrdili vysokú čistotu purifikovanej protilátky. 



52 
 

 
Obrázok 22: (A.) Chemická štruktúra konjugátu protilátka-vcMMAE [110]. (B.) Analýza konjugátov 
anti-c-Met 2-vcMMAE a anti-c-Met 8-vcMMAE pomocou SDS-PAGE. Overenie čistoty protilátok  
za redukčných aj neredukčných podmienok. 

5.14 Testy cytotoxicyty anti-c-Met protilátok 
Posledným krokom diplomovej práce bolo overiť špecifickú cytotoxicitu pripravených 
anti-c-Met konjugátov. Opäť boli použité bunkové línie OE33 a H1299, ktoré boli inkubované 
v rastovom médiu s rastúcou koncentráciou cytostatických konjugátov anti-c-Met-2-vcMMAE 
a anti-c-Met-8-vcMMAE značených cez –SH skupiny (0,010; 0,020; 0,039; 0,078; 0,156; 
0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 μg/ml). Systém IncuCyte zaznamenával zmeny konfluencie 
ovplyvnených buniek každé 4 hodiny po dobu 96 hodín. Na základe konfluencie bola 
programom IncuCyte stanovená miera účinnosti jednotlivých konjugátov, ktorá bola vyjadrená 
hodnotou EC50. EC50 vyjadruje polovicu maximálnej účinnej koncentrácie a teda dávku, 
pri ktorej 50% populácie vykazuje odozvu po špecifikovanom trvaní expozície. Pri tejto 
analýze sú stanovené hodnoty EC50 po 48 hodinovej expozícii buniek cytostatickým 
konjugátom. U bunkovej línii OE33 vykazoval konjugát klonu 8 hodnotu EC50 3,39 μg/ml, 
zatiaľ čo konjugát klonu 2 hodnotu EC50 8,94 μg/ml (obr. 23). Na základe anti-c-Met aktivity 
by sa predpokladalo, že konjugát klonu 2 bude vykazovať väčšiu cytotoxicitu a inhibovať 
proliferáciu vo väčšej miere ako konjugát klonu 8, avšak pri týchto testoch je zohľadnená aj 
efektivita značenia cytostatikom vcMMAE. Použitie línie H1299 ukázalo, že cytotoxický efekt 
je zapríčinený antigénom sprostredkovanou dráhou. Nízka hladina receptoru c-Met na povrchu 
buniek H1299 viedla pre nízky efekt k nehodnotiteľným údajom.  
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Obrázok 23: Závislosť konfluencie buniek OE33 a H1299 na množstve cytostatických ADC klonov 2 a 8 
konjugovaných cez -SH skupiny. 

Pre ďalšie overenie cytotoxického účinku boli protilátky konjugované s cytostatikom cez –NH 
skupiny modifikáciou bočných reťazcov lyzínu. Príprava takýchto konjugátov nezahŕňala 
redukciu disulfidových väzieb, a bola preto k protilátkam šetrnejšia. Protilátky si zachovali 
svoju funkčnú štruktúru, avšak pri tomto type značenia mohlo dôjsť k modifikácii protilátky 
v aktívnom mieste pre väzbu antigénu. Naopak výhodou tejto konjugácie je vyššia efektivita 
značenia a menšia spotreba cytostatika. Po odstránení azidu sodného pomocou ZEBA 
odsolovacej kolóny bola modifikovaná časť lyzínov mAb pomocou DBCO. Molekula DBCO 
následne reagovala s azidovou skupinou konjugátu N3-PEG3-vc-PAB-MMAE. Reakcia 
umožnila vznik heterogénnych konjugátov klonov 2 a 8.  

Cytotoxicita získaných konjugátov bola stanovená rovnakým spôsobom ako v prípade 
thiolových konjugátov. Na bunkách OE33 bola u konjugátu klonu 2 stanovená hodnota 
EC50 4,05 μg/ml (obr. 24). U konjugátu klonu 8 bola hodnota EC50 7,65 μg/ml. V tomto 
prípade sa potvrdilo, že konjugát s vyššou afinitou k receptoru, má zároveň väčší cytotoxický 
účinok. Rovnako ako v predchádzajúcom prípade použitie línie H1299 ukázalo, že cytotoxický 
efekt je zapríčinený antigénom sprostredkovanou dráhou. Nízka hladina receptoru c-Met 
na povrchu buniek H1299 viedla pre nízky efekt k nepresným údajom. 
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Obrázok 24: Závislosť konfluencie buniek OE33 a H1299 na EC50 ADC klonu 2 a 8 konjugovaných 
cez -NH skupiny 

Obrázok 25 znázorňuje zmenu konfluencie OE33 v prítomnosti cytostatických konjugátov 
anti-c-Met v čase 96 hodín. Z kriviek je jasne vidieť ako jednotlivé konjugáty inhibujú 
proliferáciu buniek. Nízke koncentrácie konjugátov nemajú viditeľný vplyv, pričom vysoké 
koncentrácie konjugátov takmer úplne zastavujú proliferáciu.  
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Obrázok 25: Inhibičný účinok ADC klonu 2 a 8 konjugovaných cez -SH a -NH skupiny na proliferáciu 
buniek OE33 
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6 DISKUSIA 
Prvou časťou práce bola optimalizácia procesu konjugácie protilátky EEV1. Z viacerých 
možných typov chemickej konjugácie bola vybraná modifikácia cysteínu. Modifikácia 
cysteínov prostredníctvom čiastočnej redukcie disulfidových väzieb síce poskytuje 
heterogénnu zmes konjugátov no vo výrazne nižšej miere ako napríklad modifíkácia lyzínu.  
Z toho dôvodu bola za vhodnejšiu metódu zvolená konjugácia cez thiolové skupiny. Štruktúra 
IgG je stabilizovaná disulfidovými mostíkmi, ktoré môžu byť redukované 
tris(2-karboxyethyl)fosfínom za vzniku thiolových respektíve sulfhydrylových skupín. Proces 
redukcie však musel prebehnúť v takej miere, aby nebola ovplyvnená väzbová aktivita a teda 
nedošlo k rozpadu protilátky na jednotlivé reťazce. Konjugát značený prostredníctvom 
sulfo-Cy5 maleimide, ktorý spĺňal spomínané požiadavky, bol použitý na detekciu eHsp90 
a sledovanie internalizačného procesu komplexu antigén-protilátka. Značená protilátka síce 
v malej miere prechádzala do buniek no v kompetícii s neznačenými protilátkami nedochádzalo 
ku zmene intenzity fluorescenčného signálu v bunkách. Išlo pravdepodobne o nešpecifický 
prechod konjugátu do buniek, ktorý nesúvisel s naviazaním konjugátu na antigén. V nedávnej 
štúdii Takakura a kol. [104] zistili, že niektoré fluorescenčné farbivá, medzi nimi aj sulfo-Cy5, 
môžu meniť účinnosť zacielenia a farmakokinetiku takýchto konjugátov. Proteíny konjugované 
so sulfo-Cy5 potom do buniek vstupujú na základe prítomnosti kladne nabitých lipofilných 
cyaninových skupín. Samotné fluorescenčné farbivo má potom vplyv na bunkovú absorpciu 
konjugátu. Sulfo-Cy5 maleimide bol vybraný kvôli dobrým optickým vlastnostiam a relatívne 
vysokému fluorescenčnému kvantovému výťažku. SO3 skupina zvyšuje hydrofilnosť molekuly 
čo umožnilo jednoduchú konjugáciu s protilátkami. 

Ako ukázali naše výsledky, protilátka EEV1 sa neviazala na membránový proteín Hsp90 
s dostatečnou efektivitou. Dôvodom mohla byť nízka väzbová afinita zvolenej protilátky 
k natívnemu proteínu eHsp90. Príkladom rozdielnej afinity k odlišným formám toho istého 
antigénu sú anti-c-Met protilátky, z ktorých každý klon vykazoval rozdielnu afinitu voči c-Met. 
Väzbe EEV1 protilátky k epitopu mohlo brániť aj konformačné usporiadanie proteínu eHsp90. 
Ďalším dôvodom mohla byť relatívne nízka expresia eHsp90 na povrchu buniek. Keďže vysoká 
väzbová špecifita protilátok je základom pre cielenú terapiu nádorov prostredníctvom ADC, 
bolo by bezúčelné pokračovať v konjugácii EEV1 s cytostatikom. Našim záverom je, že EEV1 
nie je vhodným prostriedkom na cielené doručenie liečiv prostredníctvom ADC. eHsp90 ale 
nemožno vylúčiť ako cieľ biologickej liečby. Ako uvádza Stellas a kol. [105] inhibícia eHsp90 
monoklonálnou protilátkou 4C5 môže obmedziť motilitu nádoru, inváziu a tvorbu metastáz 
rakoviny prsníka.   

Práca sa ďalej zameriavala na sledovanie rozdielov protilátok pri rozpoznávaní lineárnych 
a konformačných epitopov. Na tento experiment bolo vybraných päť klonov anti-c-Met 
protilátok. Povahou väzby polyklonálnych protilátok v sére imunizovaných myší sa zaoberali 
aj Forsström a kol. [106], ktorý pozorovali vyššie koncentrácie protilátok rozpoznávajúcich 
lineárne epitopy. Klony anti-c-Met protilátky vykazujúce vysokú afinitu voči natívnemu c-Met 
mali nízku afinitu voči denaturovanému c-Met. Naopak klony vykazujúce nízku afinitu voči 
denaturovanému c-Met vykazovali vysokú afinitu voči natívnemu proteínu. 
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Keďže dva klony anti-c-Met protilátky vykazovali vysokú anti-c-Met aktivitu a vysokú 
schopnosť internalizácie, tak boli predmetom ďalšieho výskumu. Protilátky prechádzali 
do buniek špecificky, a tak boli na záver práce konjugované aj s cytostatikom. Konjugácia 
prebiehala dvomi odlišnými spôsobmi. V prvom prípade išlo o konjugáciu cez thiolové skupiny 
a v druhom prípade boli modifikované primárne amíny bočných reťazcov lyzínu. Konjugácia 
cez amino skupiny bola pomerne jednoduchá, pretože molekula IgG obsahuje viac ako 80 ľahko 
dostupných lyzínových zvyškov, ktoré sa nachádzajú na jej povrchu. Proces nevyžadoval 
náročnú optimalizáciu množstva použitých reagencií a časov konjugácie. Problémom v celom 
procese bola iba prítomnosť azidu sodného v uchovávacom roztoku protilátok. Azid sodný bol 
použitý ako konzervačné činidlo na ochranu voči bakteriálnej a plesňovej infekcii. Z roztoku 
protilátok sa ho nepodarilo úplne odstrániť a s vysokou pravdepodobnosťou reagoval s DBCO. 
Azid tak bránil väzbe cytotoxickej látky. Konjugácia modifikáciou lyzínu je niekoľkonásobne 
efektívnejšia ako konjugácia cez SH skupiny. V terapeutických ADC sa však nevyužíva, 
pretože konjugáty majú vysokú heterogenitu. Tá má za následok suboptimálnu 
farmakokinetiku, stabilitu, účinnosť alebo znášanlivosť. Znamená to, že konjugáty sa medzi 
sebou môžu výrazne líšiť v počte molekúl cytotoxického liečiva. V práci bola konjugácia cez 
NH skupiny použitá na sledovanie zvýšeného cytotoxického účinku. Konjugácia cez thiolové 
skupiny bola pomerne náročná na optimalizáciu celého procesu. Základom bolo stanoviť presnú 
koncentráciu redukčného činidla, čas redukcie a zvoliť správny reakčný pufor. V prípade, že 
neboli splnené presné podmienky došlo k fragmentácii protilátok prípadne efektivita značenia 
nebola dostatočná.  

Zvýšená efektivita značenia cez – NH skupiny sa preukázala pri konjugáte klonu 2, kedy sa 
hodnota EC50 znížila takmer o polovicu. Vysokú cytotoxicitu vykazoval aj SH konjugát 
klonu 8. Bolo to pravdepodobne z dôvodu vyššej fragmentácie protilátok, keďže klon 8 bol 
menej stabilný. Pomerne vysoký cytotoxický účinok mali konjugáty aj na bunky H1299. 
Inhibícia proliferácie buniek H1299 nebola očakávaná, keďže bunky exprimujú nízke hladiny 
c-Met. Preto sa domnievame, že inhibícia mohla byť spôsobená prítomnosťou voľnej 
cytotoxickej látky. Voľné cytostatikum pravdepodobne nebolo pri purifikácii úplne odstránené. 
Klon 2 a 8 by mohli po efektívnejšej konjugácii dosiahnuť cytotoxický účinok ako niektoré 
klinicky testované ADC. C-Met ako cieľ biologickej terapie nádorov vykazuje omnoho 
sľubnejšie výsledky ako eHsp90.   
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7 ZÁVER 
Pomocou optimalizácie procesu konjugácie cez sulfhydrilové skupiny sa nám podarilo vytvoriť 
konjugát EEV1-2.1-sulfo-Cy5 maleimide, ktorý bolo možné použiť pri zobrazovacích 
metódach. Na základe pozorovaní z fluorescenčnej mikroskopie a prietokovej cytometrie sme 
zistili, že konjugát EEV1 neprechádza do buniek antigénom sprostredkovanou cestou. 
V prípade využitia EEV1-2.1 v nádorovej liečbe by tak nešlo o cielenú terapiu. Konjugát EEV1 
s cytotoxickou látkou by s vysokou pravdepodobnosťou vykazoval systémovú toxicitu. 
Na základe štúdií ale nevylučujeme eHsp90 ako cieľ biologickej terapie nádorov. Napriek 
neúspechu bol potenciál EEV1 porovnaný s protilátkami proti c-Met. Anti-c-Met protilátky 
klony 2 a 8 vykazovali vysokú afinitu k natívnemu proteínu. U oboch klonov bolo preukázané, 
že internalizácia je závislá na prítomnosti receptoru c-Met. Vďaka pozitívnym výsledkom bolo 
možné uskutočniť konjugáciu klonov 2 a 8 s cytotoxickou látkou. Testy životaschopnosti 
buniek preukázali, že oba konjugáty anti-c-Met-vcMMAE inhibovali proliferáciu nádorových 
buniek. Pre zvýšenie cytotoxického účinku boli protilátky konjugované s cytostatikom cez 
amino skupiny lyzínu, ktoré sú početnejšie ako sulfhydrilové skupiny. Optimalizácia procesu 
konjugácie bola jednoduchšia a protilátky si zachovali svoju funkčnú štruktúru. Pri konjugácii 
cez amino skupiny však hrozilo riziko modifikácie protilátky v aktívnom mieste. Vyššie 
koncentrácie anti-c-Met-N3-PEG3-vc-PAB-MMAE konjugátov takmer úplne inhibovali 
proliferáciu nádorových buniek OE33. Výsledky diplomovej práce odhalili potenciál klonov 2 
a 8 anti-c-Met protilátky v imunoterapii nádorových ochorení. ADC konjugáty s využitím 
klonov 2 a 8 by v budúcnosti mohli byť účinným nástrojom na cielenú liečbu c-Met pozitívnych 
nádorových ochorení.  
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9 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 
ADC  antibody drug conjugate 
ADCC  antibody-dependent cellular cytotoxicity 
Akt  protein kinase B 
AP2   adaptor complex 
Apaf-1  apoptotic protease activating factor 1 
APS  peroxodisíran amónny 
ARNT  aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 
ARRB1 arrestin beta 1 
ATP  adenosine triphosphate 
CD  cluster of differentiation 
CDC  complement-dependent cytotoxicity 
Cdc37  Cell Division Cycle 37 
c-Met  hepatocyte growth factor receptor 
CTD  C-terminal domain 
CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
CV  column volume 
DBCO  dibenzocyclooctyne group 
DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium 
DMF  dimethylformamid 
DMSO  dimethylsulfoxid 
EC50  polovica maximálnej účinnej koncentrácie 
ECM   extracellular matrix 
EDTA  kyselina etyléndiamíntetraoctová 
EGF  epidermal growth factor 
eHsp90  extracellular heat shock protein 90 
EMT  epithelial-mesenchymal transition 
eNos   endothelial nitric oxide synthase 
EphA2  ephrin type-A receptor 2 
ERK  extracellular signal-regulated kinases 
Ets  transkription factor family 
FDA  vládna agentúra USA na kontrolu liečiv a potravín 
FLT-3  fms like tyrosine kinase 3 
Gab1  GRB2-associated-binding protein 1 
GRB2  growth factor receptor-bound protein 2 
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HAMA human anti-mouse antibodies 
HAT  hypoxanthine-aminopterin thymidin 
HER2   human epidermal growth factor receptor 2 
HGF  hepatocyte growth factor 
HGFR  hepatocyte growth factor receptor 
HIF1α  hypoxia-inducible factor 1-alpha 
HMG1  high-mobility group protein 1 
Hop  Hsp70/90 organizing protein 
HPRGT hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 
HSF1  heat shock factor 1 
Hsp  heat shock protein  
Ig  imunoglobulín 
IL-6  interleukin 6 
IRAK  interleukin-1 receptor associated kinase 
LOXL2 lysyl oxidase homolog 2 
LRP1  low density lipoprotein receptor-related protein 1 
mAb  monoklonálne protilátky 
MAFG  transcription factor 
MD  middle domain 
MMAE monomethyl auristatin E 
MMAF monomethyl auristatin F 
MMP  matrix metalloproteinase 
MMP2  matrix metalloproteinase-2 
MSLN  mesothelin 
MWCO molecular weight cut-off 
NEK  serine/threonine-protein kinase  
NF-κB  nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cell 
NTD  N-terminal domain 
PBS  phosphate buffer saline 
PD-1  programed cell death 1 
PI3K  phosphoinositide 3-kinase 
PLCγ  phosphoinositide-specific phospholipase C 
PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 
PSI  plexin-semaphorin-integrin 
PTM  posttranslačné modifikácie 

https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/FamilyDisplayForward?familyId=274
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RECAMO regionálne centrum aplikovanej molekulárnej onkológie 
Ron  Macrophage-stimulating protein receptor 
RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute medium 
RTKs  receptor tyrosine kinase 
SDS-PAGE polyakrylamidová elektororéza s dodecylsíranom sodným 
SHC  transforming protein 
siRNA  small interfering RNA 
Src  proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
SREBF1 sterol regulatory element-binding transcription factor 1 
TCEP  tris(2-carboxyethyl)phosphine 
TCF-4  transcription factor 4 
TEMED N,N,N´,N´-tetramethylethyléndiamin 
TLR4  toll-like receptor 4 
TNF  tumor necrosis factor  
TPA   tissue plasminogen activator 
TRIS-Cl tris(hydroxymethyl)aminomethan   
Vc  valine-citrulline 
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor 
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