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ABSTRAKT

Konjugaty protilatka-liecivo (ADC) reprezentuju relativne novu triedu vysoko Géinnych
protinddorovych lie¢iv. Vdaka vysoko Specifickym monoklonalnym protilatkam st schopné
dorucit’ cytotoxicky naklad priamo do nadorovych buniek a tym minimalizovat’ poSkodenie
zdravych buniek. Jednym z hlavnych faktorov, na ktorych zavisi terapeuticka uc¢innost’ je vyber
vhodného antigénu, ktory po vazbe konjugatu podlieha internalizacii. Ako potencialne ciele
boli vybrané proteiny Hsp90a a c-Met. Hsp90 predstavuje molekularny chaperon, ktory je
nadmerne exprimovany Vv nddorovych bunkdch a navySe moze byt translokovany
na membranu. Hsp90 prispieva k angiogenéze, motilite nadorovych buniek alebo tvorbe
metastdz. Druhy spomenuty, C-Met, predstavuje tyrozinkinazovy receptor, ktory hra ustrednu
ulohu v epitelialnej morfogenéze a malignej transformécii. Jeho zvySena aktivita indukuje
drahy zodpovedné za proliferaciu, invaziu a migraciu malignych buniek.

V diplomovej praci bol Studovany potencial vyuZitia protilatok s anti-Hsp90 a anti-c-Met
aktivitou v protinadorovej terapii. Experimentalna ¢ast’ prace zahriovala purifikaciu protilatky
EEV1-2.1 santi-Hsp90 aktivitou ajej néasledni charakterizaciu. Dalej zahriiovala
charakterizaciu a selekciu dostupnych klonov anti-c-Met protilatky. Zaoberala sa tieZ vyberom
a optimalizaciou spravnej stratégie konjugacie. Aktivita protilatok a od nich odvodenych
konjugatov bola skumana prostrednictvom fluorescencnej mikroskopie ¢i prietokovej
cytometrie. In vivo experimenty boli d’alej zamerané na overenie t¢innosti ADC sledovanim
miery inhibicie proliferacie vybranych nadorovych linii. Vysledky diplomovej prace odhalili,
Ze protilatka EEV1 neprechadza do buniek antigénom sprostredkovanou cestou, a nie je tak
vhodna pre pouzite v konjugacii s cytostatickym lie¢ivom. Na druhej strane, ADC konjugaty
anti-c-Met protilatky vykazovali vysoku afinitu vo¢i nativnemu antigénu, dochadzalo k ich
internalizacii cez vazbu na antigén a navySe inhibovali proliferaciu c-Met exprimujtcich buniek
OE33.

KEUCOVE SLOVA

Konjugaty protilatka-lie¢ivo, monoklonalne protilatky, eHsp90, c-Met, konjugacia, linker,
MMAE, cielena nadorova terapia



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 Hsp90a 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.

KEYWORDS

Antibody-drug conjugates, monoclonal antibodies, eHsp90, c-Met, conjugation, linker,
MMAE, targeted cancer therapy
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1 UvOoD

Nédorové ochorenia patria medzi najCastejSie smrtelné choroby, ktoré ro¢ne sposobuju
priblizne 10 milibnov damrti po celom svete [1]. Medzi tradi¢né lieCebné postupy patri
chemoterapia, rédioterapia alebo chirurgicky zakrok. Cytotoxické latky pouZivané
v chemoterapii Castokrat vykazuju nizky terapeuticky index a zavazné vedl'ajsie u¢inky, ktoré
sa pripisuji u¢inku lie¢iva mimo cielové tkaniva. RieSenim by mohla byt cielena terapia
monoklonadlnymi protildtkami (mAb) v spojeni s vysokoucinnymi cytotoxickymi latkami.
Konjugaty protilatka-lie¢ivo (ADC) momentalne patria medzi najrychlejsie rastice skupiny
lie¢iv v onkologii. Kombinaciou imunoterapie a chemoterapie vytvaraju vynimoc¢nu skupinu
terapeutik, ktora je vysoko Specificka a cytotoxickd zaroven. ADC pozostavaju z troch
klacovych prvkov: monoklonalnej protilatky, ktora sa selektivne viaZe na antigén na povrchu
nadorovej bunky, cytotoxického nakladu a StiepiteI'ného alebo nestiepiteIného linkera. Kazda
z tychto zloziek sa méze medzi ADC znacne 1isit,, o vedie k obrovskej rozmanitosti Struktar
a nasledne k farmakologickym a klinickym vlastnostiam jednotlivych ADC [2]. K dneSnému
diu bolo schvalenych tiradom FDA na klinické pouZitie 12 réznych ADC [3].

Ciel'om mnohych vyskumov je najst’ vhodny cielovy antigén, ktory sa nadmerne exprimuje
na povrchu nadorovych buniek avézbou protilatky sa internalizuje do intraceluldrneho
priestoru. Potenciondlnym terapeutickym cielom by mohol byt extracelularny Hsp90. Hsp90
je molekularny chaperén, ktory je zodpovedny za skladanie de novo syntetizovanych proteinov
a za opatovné skladanie nespravne zloZenych proteinov. Hsp90 méa vyznamnu Glohu v malignej
transformacii, kde podporuje aktivdciu mnozZstva mutovanych proteinov. V nadorovych
bunkach moze dochadzat’ k translokacii Hsp90 do membranoveho a extracelularneho priestoru
a jeho zvy3ené hladiny koreluju so zlou prognézou [4].

Vhodnu skupinu antigénov pre ADC terapiu predstavuju aj tyrozin kinazove receptory, ktoré
st ¢asto abnormalne exprimované nadorovymi bunkami. Jednym z nich je aj c-Met, ktory ma
abnormalnu aktivitu v mnohych typoch l'udskych malignit, vratane rakoviny obliCiek, pecene,
zaltidka, prsnika ¢i mozgu. Po stimulacii ligandom indukuje niekol’ko biologickych odpovedi,
ktoré spolo¢ne vedu k programu znamemu ako invazivny rast. Vysokd expresia tychto
proteinov v niektorych typoch nadorov v porovnani s nizkymi hladinami expresie v normalnych
tkanivach, robi Hsp90 a c-Met atraktivny ciel’ ADC terapie [5].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Protilatky

Protilatky, zname aj ako imunoglobuliny (lg), st velké globularne proteiny, ktoré
su produkované imunitnym systémom v odpovedi na pritomnost’ baktérii, virusov ¢i inych
patogenov. Pre ich unikatne vlastnosti nasli Siroké vyuZitie vo vyskume a medicine, kde
st vyuzivané na diagnostické a terapeutické ucely. Prvykrat boli objavené vroku 1890
nemeckym lekarom a bakteriologom Emilom von Behringom. V roku 1906 Paul Ehrlich
zaviedol do lekarskej literatiry pojem imunoterapia. Prelomovym bol rok 1974, kedy Cesar
Milstein a George F. Kohler pripravili prvé monoklonalne protilatky. Podarilo sa im to vd’aka
spojeniu B-lymfocytov s nesmrtelnymi myelémovymi bunkami. Takto vzniknuté hybridne
bunky, ktoré dostali ndzov hybridomy, si zachovavaju kI'a¢ové vlastnosti myelémovych buniek
ako aj B-lymfocytov, produkuju protilatky B-lymfocytu pouZzitého pri fazii, rychlo sa delia
a sl takmer nesmrtel'né [6, 7, 8].

Molekula imunoglobulinu je tvorena dvoma funkéne sa odliSujucimi oblastami, variabilnou
(V) oblastou a konstantnou (C) oblastou. Konstantnd oblast’ interaguje s efektorovymi
bunkami, pricom variabilna oblast’ rozpoznava antigén. V zavislosti od typu C oblasti delime
imunoglobuliny do piatich hlavnych tried: IgM, IgD, 1gG, IgA a IgE. Triedy imunoglobulinov
sa teda liSia v type izotypu tazkého ret'azca, ktoré st ozna¢ované ako a, €, p, 6, y. Jednotlivé
triedy izotypov su produkované vroznych fazach imunitnej odpovede a maju odlisné
funkcie [9].

Imunoglobuliny triedy G tvoria priblizne 75% sérovych protilatok uludi, a su preto
najcastejSim typom protilatok nachadzajdcim sa v krvnom obehu. Rovnako ide o terapeuticky
najvyznamnejsiu a zaroven najviac Studovanu triedu imunoglobulinov. Z&kladna Struktura 1gG
je tvorena Styrmi polypeptidovymi retazcami zloZzenymi do tvaru pismena Y. Molekulova
hmotnost’ IgG je 150 kDa. IgG je zloZeny z dvoch identickych tazkych (H, 50 kDa) a dvoch
identickych  Tahkych (L, 25kDa) retazcov. Retazce su navzajom stabilizované
prostrednictvom disulfidovych véazieb. Cudské IgG sa d’alej delia do podtried na zaklade ich
relativneho zastUpenia v 'udskej plazme a to na 1gG1-1gG4. Podobne je tomu aj u mysich IgG,
ktoré sa vSak delia na 1gG1, IgG2a-c a lgG3. Kazda podtrieda je kdédovana inym génom.
Podtriedy sa d’alej lidia v poéte a umiestneni disulfidovych vézieb a v dizke takzvanej pantovej
oblasti. Cahky retazec ma 2 izotypy k aA, ktorych zastipenie v molekule protilatky je
individualne variabilné. N-koncovy usek imunoglobulinu je tvoreny Styrmi variabilnymi
usekmi (V-domény), po dvoch na tazkych (VH) a l'ahkych retazcoch (VL). Kazda V-doména
sa sklada z troch hypervariabilnych usekov, ktoré urcuji antigénnu $pecifitu protilatky. Oblast’
VL-VH tak umoziuje vdzbu antigénu, ku ktorému je komplementérna. Sekvencie C-koncovych
lahkych ako aj tazkych retazcov su na rozdiel od N-koncovych sekvencii vyrazne
konzervovanejSie. Konstantna oblast’ obsahuje tri sekvenéne vysoko konzervované domény
Cnl, CH2 a CH3. CH1 a CH2 sU prepojené pantovou oblastou, ktora spaja tazké retazce vdaka
disulfidovym védzbam. Dahky retazec obsahuje jednu kon$tantni CrLl doménu, ktora sa
nachadza oproti CH1l doméne a je s nou rovnako prepojena disulfidovymi vazbami. Konstantnée
Useky zodpovedaju predovsetkym za efektorové funkcie protilatok, ako napriklad za véazbu
komplementu alebo interakciu s Fc receptorom na imunokompetentnych bunkach. Okrem
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disulfidovych vézieb, ktoré vzajomne prepajaju HC s LC v pantovej oblasti, molekula
protilatky obsahuje aj vnutroretazcové disulfidové vézby, ktoré stabilizujd H a L domény
(obr. 1). Vnutroretazcovy disulfid tvori slu¢ku, Ktord obsahuje asi 60 aminokyselin. 1gG
obsahuje okrem polypeptidovych retazcov aj jeden oligosacharidovy retazec, ktory je
naviazany na Cn2 doméne. Glykozylacia zvySuje konformacnu stabilitu atiez ma vplyv
na schopnost’ protilatky viazat’ antigén [10, 11, 12, 13, 14].

P e ” B LCahky | =2

n, Tefazec

Vizobne miesto

Vizobné miesto R
pre antigén

pre antigén \

Pantova oblast’

. -
e Uy i Uy U LA \\-\

Ccoo-  Coo- ' - - Tazky refazec
Obréazok 1: (A.) Schematické znazornenie Struktary IgG, (B.) a jeho kryStalova Struktara [14].

2.1.1 V(D)J rekombinacia

V(D)J rekombinacia je Specialny mechanizmus, vdaka ktorému su produkované protilatky
schopné rozlisit mnozstvo antigénov. Proces rekombinacie prebieha v skorych Stadiach
dozrievania T aB lymfocytov. Gény kodujice retazce imunoglobulinov st zlozené
z nickol’kych typov génovych segmentov. Gény tazkého retazca l'udského Ig obsahuju
2 konStantné génove segmenty, 50 variabilnych (V), 27 diverzitnych (D) a 6 spojovacich (J)
génovych segmentov. Génovy lokus l'ahkého retazca obsahuje V aJ segmenty, ale je
deficientny na D segmenty. V B-lymfocyte dochadza najskor k DJ rekombinécii, ¢o znamena,
7e akykol'vek usek medzi vybranym D aJ segmentom je vyStiepeny. Po tomto procese
dochéadza k spojeniu jedného V segmentu s DJ oblastou, pricom vSetky segmenty medzi
vybranym V a D segmentom suU vymazané z genomu. Vysledkom je primarny transkript
tazkého retazca. Bunka moze nasledne zahajit' tvorbu génu pre lahké retazce. V pripade
l'ahkého retazca ide len o VJ rekombinaciu. Po expresii IgM a IgD sa bunka stva zrelym
B-lymfocytom. Po styku zrelej B-bunky s antigénom dochadza k mutacidm V segmentu.
B-lymfocyty sa d’alej diferencuju v procese prepinania izotypov, ktory je znadmy ako
class-switching. Ide o rekombina¢ny proces, pri ktorom sa meni izotyp produkovaného
imunoglobulinu. Pri tomto procese si z génov tazkych retazcov Stiepené konStantné Gseky. Ak
su pritomné sekvencie, ktoré sa daju eliminovat, moZe class-switching prebichat v bunke
niekol’kokrat za sebou. Vysledna B-bunka produkuje protilatky jedného izotypu, pripadne
jednej podtriedy [15].
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2.1.2  Monoklonalne protilatky

Pouzitie monoklonalnych protildtok (mAb) je jednou zo zé&kladnych stratégii v lie¢be
onkologickych ochoreni. PretozZe sa tato stratégia zameriava na cielovu Struktaru, hovorime
o cielenej terapii, ktord zamedzuje poSkodeniu zdravého tkaniva v okoli tumoru.

Pri imunizacii antigénom dochadza k stimulacii réznych klonov B lymfocytov tvoriacich
protilatky proti réznym epitopom antigénu. Pre vyzkum, diagnostiku alebo terapeutické
aplikécie je vSak dolezité, aby protilatka mala presne definovant Specifitu a pochadzala
z jedného klonu. Spésob pripravy monoklonalnych protilatok bol objaveny G. Kéhlerom a C.
Milsteinom v roku 1975. Objav spocival v spojeni aktivovanych B buniek s bunkami myelému.
Takto vzniknuté hybridné bunky dostali ndzov hybridomy. Hybriddbm ma zachovant schopnost’
myelomu nekonecne sa delit’ a produkovat’ protilatku ako B bunka, ktorej fiziou vznikol. Cely
proces zaCina imunizdciou, ktord predstavuje vpravenie Specifického antigénu
do experimentalneho zvierat'a, v ktorom déjde k aktivacii B lymfocytov a produkcii protilatok.
V tomto momente je odobrata slezina zvierata a jednotlivé B-bunky su nésledne fuzované
s bunkami myeldému, ktoré su zbaveneé génu pre transkripciu HPRGT (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza). Rovnako je mozné odobrat’ sérum obsahujlce zmes polyklonalnych
protilatok (obr. 2). Ich hlavnou nevyhodou v porovnani s monoklonalnymi protilatkami je ich
velka variabilita. FOzované bunky si d’alej inkubované v HAT médiu. Vysledkom je
odumretie nefGzovanych myelomovych buniek, ktoré nedokazu produkovat nukleotidy
a sucasné odumretie B-buniek z dévodu ich kratkej Zivotnosti. V médiu prezivaju len hybridy
B-bunka-myelom. V tejto faze sa médium nariedi a nanesie do viacjamkovej dosticky tak, aby
kazda jamka obsahovala jednu hybridnd bunku. Primarnym skriningom sa identifikuju a vyberu
hybridomy s produkciou vhodnej protilatky. Po selekcii s klony kultivované a ziskavané
vacsie tkanivové kultiry. V zavislosti od typu kultiry je mozné ziskat' 1 az 60 pg/ml
monoklonélnej protilatky [14, 16].
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Obrazok 2: (A.) Vpravenie antigénu s viacerymi epitopmi do mysi. (B.) Produkcia polyklonalneho
antiséra s obsahom zmesi monoklonalnych protilatok Specifickych pre rézny epitop antigénu. (C.) Fuzia
B-buniek s myelémovou liniou a selekcia klonov produkujucich protilatky [14].

Za ucelom lie¢by Tudi je potrebné modifikovat’ proteinové sekvencie nehumannych
monoklonédlnych protilatok tak, aby sa ¢o najviac podobali protildtkam produkovanym
prirodzene uTludi. Prvé klinické Stadie pozorovali intravendznu aplikaciu mysSich
monoklonalnych protilatok do tela Tudskych pacientov. Imunoglobuliny produkované
hybriddbmovou technoldgiou indukovali u pacientov imunitnti odpoved’ za tvorby anti-mySich
protilatok nazyvanych HAMA (human anti-mouse antibodies). HAMA spdsobuju tvorbu
imunokomplexov, ¢o znemoziuje vdzbu na nadorovy antigén, urychl'uje eliminaciu lieciva
z krvného obehu a méze spdsobit’ sérové ochorenia ¢i viest' k anafylaxii. Monoklonalne
protilatky delime podl'a povodu ich Struktary na mysie, chimerické, humanizované a l'udskeé.
Chimericka protilatka obsahuje variabilné oblasti 'ahkého a tazkého retazca mysSej mAb
a konstantné oblasti T'udskej protilatky. V Tudskom organizme moze stdle vyvolavat
anti-chimericka protilatkovit odpoved’ proti mySim variabilnym oblastiam. Humanizované
protilatky st l'udské protilatky upravené tak, ze ich variabilné oblasti su komplementarne
k mysSej mAb [10, 17, 18].

Problémom pri imunoterapii monoklondlnymi protilatkami je castokrat vel'ka molekulova
hmotnost’ protilatok. V porovnani s bezne pouzivanymi cytostatikami je ich molekulova
hmotnost’ az 150x vysSia a dochadza tak k pomal3ej distribdcii a podstatne nizSiemu prieniku
do nadorového tkaniva. Bariéru vytvara aj zvySeny intersticialny tlak vo vnutri nadoru, ktory
zabrafiuje pasivnej difuzii imunoglobulinov do tumoru. Cas potrebny k difuzii protilatok
k nddorovym bunkam predlzuje pomerne velkd vzdialenost medzi krvnymi cievami
a intersticiom. U pacientov s objemnejSimi nadormi je pouzitie monoklonalnych protilatok
na lie¢bu limitujuce. Uspesnost’ lietby moze ovplyviiovat’ aj heterogénna expresia antigénu.
Znizené mnozstvo antigénov moéze viest’ k rezistencii nadorovych buniek na imunoterapiu
[19, 20].
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2.1.3 Produkcia a purifikacia protilatok

Imunitny systém produkuje protilatky ako odpoved’ na pritomnost’ pre telo cudzych molekal.
Protilatky su tvorené B-lymfocytmi a cirkuluju v krvi a lymfe, kde sa viaZzu na svoj Specificky
antigén. Vd’aka pokro¢ilému vyvoju technik produkcie protilatok dnes existuju rézne spésoby
ich produkcie. Polyklonalne protilatky sa ziskavaju z krvného séra zvierat. Monoklonalne
protilatky mozu byt produkované hybridomovymi liniami alebo metddou mysieho ascitu.
Ascitickd metdda sa pouziva na produkciu mAb in vivo, kedy sa hybridomové bunky injekéne
zavedu do peritoneélnej dutiny. V dutine sa v désledku zapalu tvori asciticka tekutina, ktora
obsahuje vysoké koncentracie protilatok. VVzniknuta tekutina sa odobera a su z nej purifikované
protilatky. Na produkciu rekombinantnych protilatok sa vyuZivaju napriklad CHO bunky. Ide
0 bunky vaje¢nikov CcCinskeho Skrecka, ktoré sa vyznacuju schopnostou vykonavat
posttransla¢né modifikacie [21, 22].

Protilatky mozu byt purifikované r6znymi chromatografickymi ale aj nechromatografickymi
technikami. Medzi nechromatografické sposoby purifikacie patri precipitacia a extrakcia
v systéme kvapalina-kvapalina. Medzi najpouZivanejSie chromatografické metddy patri
afinitnd chromatografia, ktorej principom je interakcia imunoglobulinu s ligandom. Této
technika je uprednostiiovana z dévodu rychlosti, jednoduchosti a vysokej selektivnosti. Princip
afinitnej chromatografie spoc¢iva v imobilizacii ligandu na vhodny, najcastejSie polymérny
nosic¢. Ciel'ova biomolekula je selektivne zachytena tymto ligandom, zatial’ o ostatné molekuly
prechadzaju volne kolonou. Ciel'ové biomolekuly st nasledne uvolnené z kolony vhodnymi
eluénymi Cinidlami. Pri eltcii dochadza k strate vézieb medzi ligandom a biomolekulou
[23, 24].

Pri purifikacii protildtok su pouzivané tri typy ligandov ato antigén, anti-protilatka
a bakterialne Fc receptory. Antigénne ligandy sa pouZivaju pri izolacii Specifickej protilatky
zo zmesi roznych imunoglobulinov. Prikladom je purifikécia protilatky zo séra imunizovanych
zvierat. Matrice s anti-protildtkami sa vyuZivaju na ziskanie najma potkanich monoklonélnych
protilatok. Do tretej kategorie patria Fc receptory, ktoré maju niektoré baktérie a virusy
na svojom povrchu. Vd’aka nim sa tieto mikroorganizmy dokazu vyhniit' imunitnej odpovedi
hostitel'a. NajlepSie preStudované Fc receptory su protein A nachadzajuci sa na povrchu
baktérie Staphylococcus aureus a protein G nachadzajuci sa na baktériach rodu Streptoccocus.
Gény tychto proteinov boli klonované av sucasnej dobe st vo velkej miere produkované
geneticky modifikovanymi baktériami. ViaZzu sa na Fc fragment 1gG. Protein A s molekulovou
hmotnostou 42 kDa obsahuje pat extracelularnych Ig-vdzbovych domén a je stabilny
v rozmedzi pH 2-11. Protein A sa dnes vyuZiva na purifikaciu Sirokého spektra mysich,
krali¢ich ¢i 'udskych 1gG. Protein G sa deli do dvoch skupin ato G a C. Protein G skupiny G
méa molekulovii hmotnost’ 65 kDa a skupiny C méa 58 kDa. Obe skupiny su stabilné v rozmedzi
pH 4-8. Protein G obsahuje tri homoldgne 1gG-vazbové domény. Protein G sa oproti proteinu A
pouZiva na purifikaciu potkanich ¢i kozich 1gG [24, 25, 26, 27].

2.1.4 Mechanizmus ucinku terapie mAb

V lie¢be nadorovych ochoreni mézu byt monoklonalne protilatky vyuZivané samostatne ako
forma pasivnej Specifickej imunoterapie alebo vo forme konjugatov. Mechanizmus uéinku
terapeutickych mAb mobze byt priamy, kedy protiladtka vplyva na bunkové funkcie
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prostrednictvom inhibicie alebo aktivacie signaliza¢nych drah, pripadne priamou aktivaciou
apoptozy. Dalsim mechanizmom tg&inku je takzvana cytotoxicita sprostredkovana
efektorovymi bunkami zavisla od protilatok (ADCC). Ide o obranny imunitny mechanizmus,
kedy su na povrchu membrany efektorovej bunky (NK bunka) viazané Specifické mAb viazuce
sa na antigén nadorovych buniek. Efektorové bunky potom aktivne lyzuja maligne bunky.
Cytotoxicita zavisld na komplemente (CDC) funguje na principe vazby protilatky na antigen
a ndslednom naviazani komplementu, ¢im sa aktivuje komplex atakujuci membranu.
Vysledkom CDC je komplementom sprostredkovana lyza bunky. Dalsia skupina protilatok sa
zameriava na kontrolné body imunitného systému. Takéto protilatky sa viazu na receptory
inhibujace T-bunky (CTLA4, PD-1) alebo zabranuju viazbe ligandu (obr. 3). Terapia
bispecifickymi mAb vyuZiva protilatky s funkéne odliSnymi védzbovymi doménami, ¢o
umoznuje interakciu s dvoma cielovymi antigénmi naraz. Jedno rameno protilatky tak moze
interagovat’ napriklad s antigénom nadorovych buniek, pricom druhé rameno aktivuje antigény
na imunitnych efektorovych bunkéach [28].

Utinnost terapie monoklonalnymi protilatkami sa moZe vyrazne zvysit’ konjugaciou s Vysoko
ucinnymi nékladmi ako su cytotoxické lie€iva, radioaktivne znacky, malé interferujice RNA
(SIRNA) alebo imunotoxiny. Protilatky Specifické k nadorovym antigénom umoziuju
umozhuju priame dodavanie toxinov do malignych buniek s minimalnou systémovou
toxicitou [28].
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Obrazok 3: Zndzornenie réznych mechanizmov ucinku terapie mAb: (A) protildatky bez zdtaze, (B)
bipecifické mAb, (C) CAR T-bunky, (D) konjugované mAb [28]
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2.1.5 Konjugaty protilatka-lie¢ivo

Konjugaty protilatka-lie¢ivo (ADC) poskytuju unikatne spojenie chemoterapie a imunoterapie.
Prvé predstavy o ADC mal pred takmer 100 rokmi nemecky lekar a vedec Paul Ehrlich, ktory
hovoril o protilatke ako o kizelnej strele identifikujticej ciel. Uz vtedy hovoril o potencili
protilatky preniest’ toxicky liek do ciel’a bez poskodenia organizmu. V osemdesiatych rokoch
sa uskuto¢nili prvé klinické skusky tohto konceptu. K ziskaniu farmaceuticky u¢inného ADC
v8ak predchadza naro¢na priprava, ktora naraza na mnozstvo prekazok. Medzi klI'aicové kroky
pripravy ADC patri vyber vhodného ciel’a, priprava monoklonélnej protilatky, vyber
cytotoxickej latky a vyber spdsobu pripojenia tejto latky k protilatke [29, 30].

2.1.5.1 Vyber cielového antigénu

Vyber vhodného antigénu je prvym délezitym krokom vyskumu, od ktorého sa d’alej odvija
uspech alebo neuspech celého ADC. Ciel'ovy antigén musi mat’ zvySenud expresiu v nddorovych
bunkach oproti zdravym bunkam. Mal by byt na povrchu malignych buniek, ¢o zabezpeci
dostupnost’ pre cirkulujice ADC. V neposlednom rade su dolezité internalizaéné vlastnosti
antigénu. Internalizaciou antigénu rozumieme prechod antigénu/receptoru z membréany
do vnatrobunkového priestoru. Pokial’ k tomuto procesu dochadza po naviazani ADC, tak tym
je umozneny transport konjugatu do bunky. Vo vnutry bunky dochadza k odStiepeniu
cytotoxika a k jeho naslednému Géinku. Najviac cielenymi antigénmi ADC st HER2, CD19,
CD33, CD22 a MSLN [31, 32, 33].

2.1.5.2 Vyber protilatky

Hlavnou prednostou pouzitia ADC v protinadorovej liecbe je dorucenie lieiva priamo
do nadorovych buniek prostrednictvom vysoko 3pecifickej monoklonalnej protilatky.
Protilatka by preto mala vykazovat’ vysoku afinitu k povrchovému antigénu malignych buniek.
Nizka afinita moze viest’ k neefektivnej internalizacii veducej k uvol'neniu ADC mimo ciel’.
Pre maximalizaciu ucinnosti ADC je dolezitd rovnovaha medzi velkostou molekuly
a viazbovou afinitou, ktora ovplyviluje penetraciu ADC do nadoru. Miera internalizacie
protilatky je dalsim doélezitym bodom pri vyvoji ADC. Protildtka by zaroven nemala
Vv organizme vyvolavat’ silnt imunitn odpoved’, a preto sa v sucasnosti na terapeutické tcely
pouZivaju konjugaty s humanizovanymi mAb. Imunogenicita takychto ADC je vyrazne niZsia
ako u ADC s mySou mAb [30, 34, 35].

2.1.5.3 Linker

Ulohou linkera je stabilizovat’ ADC komplex pocas cirkulacie v krvnom obehu. Zabraiiuje
uvolneniu cytotoxického lie¢iva mimo ciel'ové tkanivo a uchovava konjugat v neaktivnom
a sucasne netoxickom stave. Linker by mal zaroveni umoznit’ uvolnenie cytostatika az po jeho
internalizacii do bunkového priestoru. Ak linker pozostava zo stabilnych vazieb, ktoré
odolavaju proteolitickej degradacii, tak hovorime o nestiepitelnom linkeri. NestiepiteI'né
linkery uvoliuju cytotoxické lie¢iva az po internalizicii ADC, ktor& zahaji degradaciu mAb
zlozky v lyzozéme. Oproti Stiepitelnym linkerom st stabilnejSie v krvnej plazme, ale zaroven
st zavislé na lyzozomalnej degradacii. Patria sem napriklad tioéterové linkery a linkery na baze
maleimidu [30, 35].
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Druht skupinu tvoria $tiepitelné linkery. K ich Stiepeniu dochadza pri zmene podmienok
prostredia, ako napriklad zmena pH ¢iredoxného potencialu alebo v pritomnosti
proteolytickych enzymov, ktoré sa vyskytuji v nddorovych bunkéch v hojnom pocte.

Podl'a sposobu $tiepenia ich delime na:

Linkery labilné v kyslom prostredi
Linkery citlivé na lyzozomalne proteazy
Disulfidové linkery citlive na glutation
4. Linkery Stiepené B-glukuroniddzou

wn e

Linkery citlivé na kyslé prostredie su v alkalickom prostredi stabilné. K Stiepeniu linkera
dochéadza po internalizacii v lyzozémoch. Konjugat prechadza z neutralneho medzibunkového
prostredia do endozémov (pH 5-6) a nasledne do kyslého prostredia lyzozémov (pH 4,8).
Vzhl'adom na nestabilitu linkera v kyslom prostredi dojde k uvol'neniu cytotoxického nakladu
do bunky. Ich pouzitie vSak vykazuje mierne riziko nespecifického uvolniovania lieciva, a preto
su uprednostiiované linkery fungujiice na inej baze. Najviac pouzivanymi su linkery senzitivne
na protedzy. lde o linkery na baze peptidov, ktoré su Stiepitelné katepsinom B. Katepsin B je
v nadorovych bunkach mnohonasobne viac exprimovany ako v zdravych bunkach. Prikladom
je linker valin-citrulin, ktory je odolny aj vo¢i zmenam pH. B-glukuronidové linkery su Stiepené
protedzou B-glukuronidaza, ktora je neaktivna pri fyziologickom pH a aktivna v lyzozomalnom
prostredi s hodnotou pH 4,8. Glutation-senzitivne disulfidové linkery sa Stiepia na zaklade
rozdielneho redoxného potencialu cytoplazmy a krvnej plazmy. Glutation, ako prirodzeny
antioxidant, sa nachadza v intracelularnom ako aj extracelularnom prostredi, kde je jeho
produkcia stimulovanad stresovym stavom buniek. V nadorovych bunkach je vo vysSich
koncentraciach, apreto je disulfidovy mostik tohto typu linkeru redukovany aZz
v intracelularnom priestore nadorovych buniek [30, 36].

2.1.5.4 Vyber lieciva

V konjugatoch ADC musia byt pouzité najmi latky s vysokou stabilitou. Lie¢ivo musi byt
dostatoéne toxické v koncentraciach, ktoré sa daji dosiahnut’ pri podavani protilatok. Prvé
ADC obsahovali bezne pouZivané chemoterapeutickeé lieky, ktoré vykazovali minimalnu alebo
Ziadnu protinadorovu aktivitu. Ked’ze mnozstvo lie¢iva, ktoré sa moze dostat’ do bunky je
obmedzené mnozstvom ciel'ového antigénu na bunkovom povrchu, musi byt lie¢ivo vysoko
ucinné. Na konjugaciu sa uprednostiiujii latky snizkou molekulovou hmotnost'ou,
s dostato¢nou rozpustnostou, nizkou imunogenicitou a dlh§im pol¢asom rozpadu. Lieciva
pouZivané v ADC sa rozdeluji do dvoch hlavnych kategorii ato na latky poSkodzujlce
StruktGru DNA a inhibitory mikrotubulov [30, 37].

Cinidla poskodzujuce DNA su aktivne v réznych fazach bunkového delenia. Patri sem
kalicheamicin radiaci sa do triedy protinadorovych antibiotik. Kalicheamicin rozpoznava
kratku sekvenciu DNA, zastavuje replikaciu a indukuje zlomy v dvojvlaknovej DNA, ktoré
vedu k bunkovej smrti. Duokarmycin je silna cytotoxicka alkyla¢na latka, ktord sa viaze
namaly Zliabok DNA. Nepravidelnou alkylaciou nartSa Strukturalnu integritu DNA.
Doxorubicin inhibuje syntézu DNA interkalaciou do jej Struktary [30, 37].
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Medzi inhibitory mikrotubulov patria derivaty maytansinu. Maytansinoidy blokuju
polymerizéciu tubulinu, ktord4 vedie k zastaveniu mitézy a bunkovej smrti. Pri testoch
na bunkovych liniach in vitro preukézal maytansin 100-krat vy3Siu cytotoxicitu ako klinicky
pouZivané alkaloidy vinca alebo taxol. Maytansinoidy sa kvoli svojej nedostato¢nej nadorove;j
Specifickosti a riziku vazneho poskodenia zdravych buniek nemdzu pouzivat’ samostatne ako
protinadorové lieky. Ich vysokou cytotoxicitou su idealnymi kandidatmi pri cielenom dodavani
liec¢iv pomocou ADC. V klinickom vyvoji ADC sa momentélne nachadzaju dva derivaty
maytansinu a to DM1 a DM4 [30, 38].

Auristatiny st d’alSou skupinou antimikrotubularnych Ccinidiel. Ide o syntetické anal6gy
odvodené od dolastinu 10 a to monomethyl auristatin E (MMAE) a monomethyl auristatin F
(MMAF). Auristatiny inhibuja polymerizaciu tubulinu, vysledkom ¢oho je zastavenie
bunkového cyklu a nésledna apoptéza. MMAF ma z dévodu nabitého fenylalaninu nizsiu
aktivitu ako MMAE. MMAE je 50-200krat G¢innejsi v porovnani s alkaloidom vinca, pri¢om
porovnanie ucinnosti tychto lie¢iv bolo testované na viacerych bunkovych liniach. MMAE sa
kvoli svojej vysokej cytotoxicite nembze pouzivat samostatne, ale iba v komplexe ADC
[38, 39].

2.1.5.,5 Mechanizmus p6sobenia ADC in vivo

Vdaka spojeniu protilatka-lieCivo st nddorové bunky cielene vystavené vysoko ucinnym
cytostatikam. ADC sa pacientovi podavaju intraven6zne do krvného obehu. Po podani cirkuluju
v krvnom obehu tri zloZky a to konjugat, mAb a molekuly cytotoxickej latky. Pomery zloZiek
sa medzi jednotlivymi ADC liSia a to v zavislosti na ¢istote produktu a stabilite linkera, pricom
pomery zloZiek sa mdZu menit’ v zavislosti na ¢ase. Po penetracii do tkaniva musi ADC
rozpoznat' cielovy antigén, aby mohlo dojst k jeho internalizacii. Niektoré ADC maju
protinadorovu aktivitu uz v tomto kroku a to v pripade, Ze blokuju vézbu ligandu alebo narusuju
schopnost’ dimerizacie receptoru. Internalizacia komplexu antigén-ADC prebieha bud’
antigénom sprostredkovanou endocyt6zou alebo pinocytdzou, ktord na vazbe antigénu nie je
zavisla. Internalizacia zacina pu¢anim membrany do vnutra bunky, vysledkom ¢oho je skory
endozdm s vyS$Sou koncentéciou protonov vytvarajucich kyslé prostredie. Skory endozém sa
postupne transformuje do neskorého endozému, ktory fuzuje slyzozOmami. Lyzozdémy
poskytuju prostredie citlivé na Stiepenie vacSiny linkerov, pretoze ma vhodné pH a je bohaté
na protedzy, najma Kkatepsin B. V zaveretnom $tadiu sa cytotoxické lie¢ivo uvolfuje
do cytoplazmy, kde mdze plnit’ svoju funkciu (obr. 4) [30, 35, 40, 41].
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Obrazok 4: (1) zakladna kompozicia ADC. (2) Naviazanie protilatky na antigén a endozomalna
internalizacia komplexu antigén-ADC. (3) Stiepenie konjugatu a uvolnenie cytotoxickej Ilatky
do cytoplazmy. (4) Cytotoxické latky naruSujice Struktiru DNA a inhibujlce polymerizaciu tubulinu.
(5) Vysledkom je bunkovad smrt [42].

Rovnako ako u beZne pouzivanych cytostatik, tak aj pri ADC si nadorové bunky dokazu
vytvorit’ mechanizmy ako sa stat’ vo¢i tejto terapii rezistentnymi. Bunky sa vo¢i ADC mozu
branit’ zniZzenim hladin cielového antigénu na povrchu bunky, ¢im sa znizi mnoZstvo prijatej
cytotoxickej latky. Rezistencia sa dalej vytvara v dbsledku zhorSenych podmienok
v lyzozémoch, ato zvySenim pH, ktoré vedie k zniZenej aktivite proteolytickych enzymov.
Dal§im znamym mechanizmom je zvySend regulacia ABC-transportérov, ktoré dokazu
odstranovat’ lie¢ivo z bunkovej cytoplazmy [43, 44, 45].

2.2 Hsp90 ako cielovy antigén pre ADC

Proteiny tepelného Soku su velkou skupinou molekuléarnych chaperénov, ktoré su zodpovedné
za skladanie de novo syntetizovanych proteinov, za opétovné skladanie nespravne zlozenych
proteinov a za degradaciu agregovanych proteinov. St to vysoko konzervované proteiny, ktoré
s produkované bunkou v odpovedi na vystavenie stresovym podmienkam. Ich zvySend
expresia v dosledku tepelného stresu bola prvykrat pozorovana v laboratériu talianskeho vedca
Ferruccia Ritossu, ktory neumyselne ponechal Drosophilu melanogaster pri vy33ej teplote.
Nejednd sa vSak len oreakciu na tepelny stres, expresiu Hsps zvySuju aj niektoré
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enviromentalne a chemické faktory (y-ziarenie, reaktivne formy kyslika), hypoxia, virusové
infekcie, nestresové fyziologické stavy ¢i patofyziologické stavy. ZvySena expresia Hsps hréa
vyznamn rolu aj pri malignej transformécii [46, 47, 48, 49, 50].

Prikladom stresu na bunkovej Grovni je aj chemoterapia a radioterapia, kedy Hsps chrania
bunku natol’ko, Ze dokaze prezit’ aj za inak smrtel'nych podmienok. Stimulécia expresie Hsps
tak modze viest’ az K rezistencii buniek na dand lie¢bu [51]. Ich cytoprotektivny ucinok je
zakomponovany vo viacerych mechanizmoch. Hsps katalyzuju skladanie nespravne zlozZzenych
proteinov a tym zabranuju ich agregacii. Zasahuju do procesu bunkovej smrti vd’aka interakcii
sklacovymi efektormi apoptotického aparatu. Prikladom je Hsp27, ktory sa viaze
na cytochrom ¢ a Hsp70 alebo Hsp90 vytvarajluce véazbu s faktorom aktivujicim apoptoticku
protedzu 1 (Apaf-1). Vazba s Apaf-1 zabrani aktivacii kaspaz a tym aj bunkovej apoptoze.
Okrem toho Hsp70 interaguje s faktorom indukujicim apoptézu dosledkom ¢oho dochadza
k inhibicii bunkovej smrti. V neposlednom rade Hsps prispievaju k preZitiu buniek tym, Ze
degraduju alebo stabilizuju vybrané proteiny [52].

2.2.1 Kilasifikacia

Proteiny Hsps sa na zaklade ich molekulovej hmotnosti delia do piatich hlavnych rodin a to
Hsp100, 90, 70, 60 a malych Hsp. Proteiny rodiny Hsp90 sa dalej klasifikuju podla ich
bunkovej lokalizacie. V cytoplazme cicavcov sa nachadzaju proteiny Hsp90-a1, Hsp90-a2
a Hsp90-pB, v endoplazmatickom retikule Grp94 a v mitochondriach Trapl (tab. 1) [48, 53].
Dve hlavné cytoplazmatické izoformy Hsp90-o a Hsp90-B st vysoko homologické
so vzajomnou sekven¢nou identitou 85 %. Na druhej strane, Grp94 zdiel'a 50 % homoldgiu
a Trapl zdiela len 34% homologiu so spomenutymi cytoplazmatickymi formami [48].

Tabulka 1: Klasifikacia proteinov rodiny Hsp90 [53].

Rodina Nazov Nazov Umiestnenie
génu proteinu v bunke

HSP90A HSP90AAL | Hsp90-au
HSP90AA2 | Hsp90-a2 cytosol
HSP90AB1 | Hsp90-B

HSP90B HSPYOBL | Grpod en(_joplazmatické

retikulum
TRAP TRAP1 Trapl mitochondrie

2.2.2  Struktdra Hsp90

Hsp90 predstavuje flexibilny homodimérny protein s molekulovou hmotnost'ou 90 kDa. Kazdy
monomér sa sklada z 3 funkéne odlisnych domeén: 25 kDa N-koncovej domény (NTD), 35 kDa
strednej domény (MD) a 12 kDa C-koncovej domeny (CTD) (obrazok 5). Eukaryoticke
chaperony Hsp90 navyse obsahuju nabity linker, ktory sa nachadza medzi NTD a MD [54].

N-koncova doména obsahuje vdzobné miesto pre adenin ¢o umoziuje viazbu molekuly ATP,
ktora je dolezitd pre aktivitu ATPazy. Vd’aka ATP&ze moze prebiehat’ chaperonovy cyklus.
Na toto miesto sa taktieZ viaZzu klientskeé proteiny a inhibitory geldanamycin a radicicol, ktoré
superia 0 vazobné miesto prave s ATP [54, 55, 56].
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Dynamickta oblast’ v Struktdre Hsp90 tvori nabity linker, ktory ma variabilné zloZenie
aminokyselin. Linker umoziuje zvySovat' flexibilitu proteinu v eukaryotickych bunkéch
[57, 58].

MD sluzi ako akceptor y-fosfatu ATP. Tato oblast’ sa spolu s NTD podiel'a na modul&cii funkcie
ATPazy. Na tato oblast’ sa viazu klientské proteiny a niektoré co-chaperdny ako napriklad Akt
a eNOS [54, 59, 60].

Za homodimerizaciu proteinov je zodpovednd CTD. Dimeriza¢né rozhranie tvoria dva pary
helixov, ktoré vytvaraju Stvorzavitnicovy zvazok. C-koncové rozhranie vSak nie je
permanentne dimerizované, ale dimér sa vel'mi rychlou kinetikou otvara a zatvara. Sti¢ast'ou
tejto domény je aj vazobné miesto pre kalmodulin a co-chaperény. Cytoplazmatické Hsp90
eukaryot obsahuje Specialne miesto s pentapeptidovou sekvenciou MEEVD, ktora sa zapaja
do vazby s co-chaperonmi obsahujucimi tetratrikopeptidové repeticie (TPR), prikladom
takéhoto co-chaperénu je protein Hop. Hop moze sucasne viazat Hsp70 aj Hsp90
a sprostredkovat’ tak prenos klientského proteinu z Hsp70 na Hsp90. CTD sldZi aj ako
alostericky regulator aktivity N-koncovej ATPazy, pretoZe obsahuje miesto, ktoré sa otvara
po obsadeni vdzobného miesta na NTD [48, 54, 61, 62].

Otvorena konformacia

Uzavreta konformécia

Obréazok 5: Struktirne zmeny Hsp90 zavislé na ATP. Krystalova Struktiara Hsp90 v otvorenej (viavo)
a uzavretej (vpravo) konformacii. Funkcéné domény su farebne odliSené ato N-koncova doména
(zelend, N), stredné (fialova, M) a C-koncova doména (modra, C). Vazobné miesto pre ATP sa nachadza
na rozhrani N a M domény. C domény interaguju za vzniku diméru [63].

2.2.3 Regulécia aktivity Hsp90

Hsp90 predstavuje klI'aicovy bunkovy regulator, a preto st jeho hladina a funkcia pod prisnym
dohl'adom regula¢nych mechanizmov. Tvorbu Hsp90 na transkripénej urovni reguluje najma
transkrip¢ny faktor tepelného Soku 1 (HSF1). V eukariotickych bunkach patri HSF1 k hlavnym
regulatorom reakcie na tepelny Sok. Aktivita HSF1 je regulovana chaperonmi, vd’aka ¢omu je
prepojeny proteotoxicky stres aexpresia HSP. U cicavcov za nestresovych podmienok
dochadza k represii faktoru HSF1. Na druhu stranu, na regulaciu aktivity Hsp90 majd
vyznamny vplyv posttranslaéné modifikacie (PTM), akymi su fosforylacia, acetylécia,
nitrozylcia ¢i ubiquitinacia. PTM maja vplyv napriklad na vézbu klientskych proteinov
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a co-chaperénov a ovplyviiuji konformaéné zmeny molekuly Hsp9O0. Zatial ¢o
hyperfosforylacia ma negativny vplyv na aktivitu Hsp90, urcitd miera fosforylacie je
pre skladanie ur¢itych proteinov nevyhnutnd. Acetylacia a nitrozylacia zniZzuji schopnost’
Hsp90 interagovat’ s klientskymi proteinmi ¢o vedie k ich destabilizacii a degradacii [62, 64].

2.2.4 Hsp90 ako potencidlny terapeuticky ciel’

Chaperdén Hsp90 hra vyznamnu rolu poc¢as malignej transformécie, kedy stabilizuje mnoZstvo
mutovanych a nadmerne exprimovanych proteinov zucastiiujacich sa na tychto procesoch.
Hsp90 podporuje aktivaciu mutovanych klientskych proteinov, akymi su napriklad receptory
steroidnych horménov, signélne kinazy a iné transkripéné faktory (tabul’ka 2) [48, 57, 65].

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

Klientsky protein Uloha v karcinogenéze
receptorové tyrozinkinazy, serin,
receptory steroidnych horménov
telomerazy imortalizacia
AKT, NF-xB, p53, c-Met, Apaf-1, survivin | anti-apopt6za
HIF1lo, VEGFR, PI3K/AKT, RTKs, flt-3 angiogenéza

nekontrolovatel'né Sirenie

IRAK3 vyhybanie deStrukcii imunitnym systémom
ARNT, ARRB1, HIF-1a, HMG1, SREBF1 | modifikacia energetického mechanizmu
MAFG, NEK8, NEK9, NEK11 nestabilita a mutacia gendbmu

IL-6, IL-8, IRAK1, IRAK2, IRAK3 zapal podporujuci rast nadoru

MMP2, c-Met invazia a tvorba metastaz

Expresia Hsp90 je v malignych bunkéch 2 az 10x vysSia ako v tych normalnych. Zvysena miera
proteosyntézy a naslednd nadmernd produkcia mutantnych proteinov vyvolava zvysenu
expresiu Hsp90. Hoci nejde priamo o onkogén, javi sa ako vhodny terapeuticky ciel’. Inhibicia
tohto ciel’a by mohla viest’ k preruseniu mnohych signalnych transdukénych drah a k potlaceniu
vyvoja a progresie nadorov [50, 69].

Vicsina doposial’ Studovanych inhibitorov funguje na principe kompeticie na vdzobnom mieste
pre ATP v N-koncovej doméne a blokuje interakciu s co-chaperénmi. Na tomto principe
pracuju ansamycinové (geldanamycin, alvespimycin) a neansamycinové (luminespib,
ganetespib) inhibitory. NovsSie inhibitory indukuja Stiepenie Hsp90 ¢im tuplne potlacaju jeho
aktivitu. Stiepenie je indukované réznymi stimulmi, ako napriklad UVB Ziarenie, askorbét,
andrografolid, inhibitory proteazému, faktor nddorovej nekrézy (TNF), kombinécia gefitinibu
a vorinostatu, atd. [70]. Inhibicia Hsp90 sa zameriava na mechanizmy, ktoré umoznuju
nadorovym bunkam adaptovat’ sa na stres. Moze byt vel'mi prinosna, pretoZze obchadza
problémy, ktoré ¢astokrat nastavaju pri liebe chemoterapeutikami. Nadorové bunky sa vd’aka
genetickej plasticite jednoducho adaptuji na nepriaznivé prostredie, Kktoré nastava
pri oZarovani, chemoterapii, nedostatku hormoénov alebo rastovych faktorov c¢&ihypoxii.
To znamena, Ze transformujlice bunky sa stavaju nezavislymi od hormoénov, indukuju sa
transkripné reakcie zamerané na preZitie v nepriaznivom prostredi a aktivuje sa viac
signalnych drah, ktoré chrania bunku pred d’alsim poskodenim [57, 71].
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2.2.5 Extracelularne Hsp90

Pomerne nedavnym objavom bola existencia Hsp90 na povrchu buniek. Jedna sa
o cytoplazmatické Hsp90, ktoré bolo translokované do extracelularneho priestoru.
V pociatkoch sa predpokladalo, Ze tento protein sa nachadza v extracelularnom priestore
z dévodu odumretia a lyzy nekrotickych buniek [67, 72]. Tetria v3ak bola vyvratena detekciou
eHsp90 na povrchu Zivych nadorovych buniek. Protein bol tieZz pozorovany v extracelularnych
vezikulach pochadzajucich z dendritickych buniek ana neurénoch vo vyvijajucom sa
nervovom systéme. Neskor bolo eHsp90 identifikované na povrchu buniek melanému,
hepatému, fibrosarkdmu, monocytu, dermalneho fibroblastu, glioblastdbmu ¢i karcinomu plac
a prsnika [57, 73, 74, 75].

Dnes vieme, Ze extracelularne Hsp90 moze byt lokalizované v plazmatickej membrane, méze
byt uvolnené do extracelularneho prostredia alebo méZze byt stéastou exozomov [76].
Mechanizmus vylucovania eHsp90 vSak nie je doposial’ presne objasneny. POvodne sa myslelo,
Ze proteiny su sekretované pomocou vezikularneho transportu z endoplazmatického retikula
do Golgiho aparétu a nasledne na plazmatick membranu. V sérii experimentov na l'udskych
keratinocytoch a nadorovych bunkovych liniach sa vSak ukazalo, Ze pri inhibicii transportu
proteinov pomocou Brefeldinu A sa nezniZuje sekrécia Hsp90. Naopak zniZzena exozomalna
sekrécia pomocou dimethylamiloridu vyrazne zniZuje mnozstvo sekretovaného eHsp90.
Transport Hsp90 z bunky do extracelularneho priestoru je tak pravdepodobne umoZneny
pomocou exozémov. Nie je viak objasnené ¢i je Hsp90 neoddelitelnou sti¢astou exozomov
alebo iba ich ndkladom, avSak Studované proteiny boli lokalizované prevazne na exozomalnom
povrchu ako v luméne izolovanych exozdmov. Rovnako tak je zndma interakcia Hsp90
s kalmodulinom, proteinom viazicim vapnik. Pritomnost’ takéhoto komplexu mdze vyrazne
ovplyvnit’ sekréciu exozému, pretoze ide o proces zavisly na vapniku [77, 78, 79].

Na povrchu buniek bolo pozorované vylu¢ovanie Hsp90-a aj Hsp90-B. Podl'a najnovsich stadii
sa vSak izoforma B rychlo degraduje zatial' ¢o izoforma a sa aktivuje a stabilizuje viaceré
extracelularne klientské proteiny [78, 80, 81].

Pri analyze vzoriek biopsie tumorov prsnika sa zistilo, Ze zvy$ené mnoZstvo eHsp90 na povrchu
nadorovych buniek savisi so zvySenou imrtnostou pacientov. Tento extracelularny protein je
naozaj zodpovedny za zmeny v roznych fyziologickych a patofyziologickych procesoch ako je
angiogenéza, aktivacia monocytov, makrofagov a dendrickych buniek, hojenie ran, bunkova
motilita, ale aj invazia n&dorov avznik metastdz. Vac¢sina doteraz Studovanych lieGiv sa
zameriavala prave na intracelularne Hsp90. Idealne by bolo zamerat’ sa na prvok, ktory je
délezity pre invaziu malignych buniek anenachddza sa na povrchu zdravych buniek.
Extracelularny Hsp90 je preto vel'mi nadejnym terapeutickym cielom [69, 82].

Aby sa eHsp90 podielalo na malignej transformaécii, tak musi interagovat’ s extracelularnymi
Klientskymi proteinmi alebo povrchovymi receptormi. Interakcie st v mnohych pripadoch
umoznené vd’aka pritomnosti co-chaperénov ako napriklad Hop, Hsp40, Hsp70 a p23, ktoré sa
nachadzaju prave v extracelularnom priestore [79].
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Obrazok 6: Interakcia eHsp90 s klientskymi proteinmi a povrchovymi receptormi indukujdcimi
intracelularne signélne drahy. eHsp90 sa nachadza v extracelularnom priestore spolu s co-chaperédnmi
Hop, Hsp40, Hsp70 a p23 [79].

Priklad takejto spoluprace predstavuje vazba medzi humannym epidermalnym receptorom
(HER-2), eHsp90 a Cdc37, ktora prispieva k pohyblivosti buniek. Signalizaciou HER-2 sa
aktivuje ERK rastovd drdha adraha podporujaca prezZitie buniek pomocou
fosfatidylinozitol-3-kindzy (PI3K). HER-2 tieZ aktivuje kindzu Src, ktord je pritomna
v proteinovom komplexe s fokalnou adhéznou kinazou. Tento proteinovy komplex interaguje
s integrinmi, ktoré premost’uju cytoskelet a extracelularnu matrix (obr. 6). Reakcie sa ucastni
integrin B1, ktory je kriticky pre migraciu buniek. Normalne bunky st zavislé na vidzbach
s ECM. Pri strate prepojenia by nastala bunkova smrt’. Touto signalnou drahou sa v nadorovych
bunkach podporuje proliferacia zavisla od integrinu a5 a zvySuje sa rezistencia k bunkovej
smrti sp6sobenej oddelenim od ECM. Interakciou Hsp90 s TLR4 receptorom déjde pomocou
Src k transaktivacii receptoru epidermalneho rastového faktora. Nastava tak epitelovo-
mezenchymalny prechod (EMT), ktory zySuje migraciu a invaziu nadorovych buniek. Pri tomto
procese stracaju polarizované, nepohyblivé epitelové bunky svoju polaritu a stavaju sa z nich
pohyblivé a invazivne mezenchymalne bunky. Tento proces je sice doblezity
pre bezproblémovy vyvoj a regeneraciu tkaniv, ale ak nie je regulovany méze podporovat’ vznik
metastaz [79].

Vdazba eHsp90 s LRP1 spbsobuje aktivaciu drah AKT, ERK a NF-kB. Okrem toho dochadza
k aktivacii receptoru EphA2, ktory indukuje tvorbu lamellipodii dosledkom ¢oho sa zvySuje
motilita a invazivnost’ tumoru [83].

Pri rozvoji metastaz v organizme dochadza k disregulovanej prestavba ECM. Remodelacia
ECM je dynamicky proces, ktory je dblezity pre vyvoj, udrzanie homeostazy, motilitu buniek
a hojenie normalnych tkaniv. eHsp90 nepriamo ovplyviuje remodelaciu aktivaciou niekol’kych
proteédz, ktoré modifikuju ECM. V extracelularnom priestore eHsp90 interaguje s aktivatorom
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tkanivového plazminogénu (TPA) as lysil oxidazou 2 (LOXL2). Z plazminogénu vznika
aktivny plazmin, ktory uvolfiuje rastové faktory viazuce sa na ECM, remodeluje ECM, aktivuje
MMP a Stiepenie receptorov bunkového povrchu. LOXL2 modifikuje ECM zosietovanim
kolagénu, ¢im sa meni tuhost’ matrice a dochadza k zvySenej motilite a proliferécii. ZvySena
produkcia LOXL2 nadorovymi bunkami je spajana so zlou klinickou progndzou [79, 84, 85].

2.3 C-Met ako ciel’ovy antigén pre ADC

Receptory s tyrozinkindzovou aktivitou st délezitymi mediatormi signalnej kaskady, ktorée
urCuju klacové ulohy v rdoznych biologickych procesoch. Ide oenzymy, ktoré katalyzujd
fosforylaciu vybranych tyrozinovych zvyskov cielovych proteinov za spotreby ATP. Tato
kovalentnd posttranslacnd modifikacia je kli€ovou zlozkou bunkovej komunikacie.
V nadorovych bunkéch st vSak tieto signalne drahy casto geneticky pozmenené tak, Ze
poskytuju bunkam selekéna vyhodu. Medzi takéto tyrozinkindzy patri c-Met, znamy aj ako
HGFR, ktory reprezentuje tyrozinkinazovy receptor hepatocytového rastoveho faktora (HGF)
[86, 87].

HGFR je za normalnych podmienok exprimovany na povrchu epitelovych buniek. Naviazanie
ligandu HGF na tento receptor vedie k jeho aktivacii, ktora je potrebna pre embryonalny vyvoj,
organogenézu arast epitelu. HGF je produkovany hlavne mezenchymalnymi bunkami,
fibroblastami a bunkami hladkého svalstva. Je déleZity pre spravne fungovanie organizmu,
pretoZe sprostredkiva regeneraciu tkaniva, embriogenézu a tvorbu svalov a nervov [88, 89].

Protein HGFR je kddovany génom MET, ktory sa nachadza na Pudskom chromozéme 7
a obsahuje 21 exdnov a 20 intrénov. Jeho transkripcia je regulovana prostrednictvom Ets, Pax3,
AP2 a TCF-4. Rastovy faktor HGF je kddovany genom HGF, ktory sa rovnako nachadza
na 'udskom chromozome 7 a obsahuje 18 exonov a 17 intronov [90, 91].

2.3.1 Struktdra c-Met

Samotny receptor HGFR je heterodimér a ma priblizne 195 kDa. Je tvoreny extracelularnou
a-podjednotkou a transmembranovou fB-podjednotkou, ktoré su spojené disulfidovou véazbou.
a-retazec ma 50 kDa a tvori ¢ast’ Sema domény. Sema doména zahfna aj N-koncovy Usek
B-retazca a je tvorena semaforinmi a plexinmi. Je zodpovedné predovietkym za dimerizaciu
receptora a vazbu HGF. Transmembranova B-podjednotka ma 145 kDa. Jej extracelularna Cast’
obsahuje Sema doménu, PSI (plexin-semaforin-integrin) doménu a Styri IPT oblasti podobné
Strukture imunoglobulinu. PSI doména stabilizuje interakciu medzi HGFR aHGF.
Intracelularna  oblast’ pozostava z juxtamembranovej domény, kindzovej domény
a C-koncoveho Useku [89, 92, 93].

C-koncovy Usek obsahuje dokovacie miesto potrebné pre HGFR sprostredkovanu signalizéciu.
Po vézbe ligandu dochadza k dimeriz&cii receptoru za vzniku heterodiméru. Heterodimérny
receptor autofosforyluje tyrozinové zvysSky Y1230, Y1234 a Y1235 v kindzovej doméne,
pricom pravdepodobne fosforylacie tyrozinovych zvySkov Y1234 a Y1235 vyvolajl
konforma¢nii zmenu receptoru. Tato zmena nasledne spristupni dokovacie miesto
na C-koncovom Useku, ¢o vedie k transfosforylacii Y1349 a Y1356. Dokovacie miesto sa tym
stva dostupnym pre mnozstvo biomolekul ¢im dochadza k aktivacii roznych signalnych dréh.
Pripéjaju sa sem predovsetkym intracelularne adaptorové molekuly, akymi su Gabl, Grb2, Src
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¢i SHC. Aktivacia napriklad Grb2 vedie k fosforylacii MAP kindz ERK1 a ERK2, ktoré
zahajuju bunkov proliferaciu. Na druhej strane, fosforylaciou PI3K sa aktivuje signalna draha
Akt/PKB, udrzujlica antiapoptoticky stav bunky. Dalsie signélne drahy, na ktorych regulacii sa
podiel'a HGFR su znazornené na obrdzku 7 [86, 92, 94, 95].

Pre vyznamnu Ulohu HGFR v bunkovom raste je jeho aktivita v nenddorovych bunkéch prisne
kontrolovana. Aktivitu receptoru reguluje predovSetkym ubikvitin ligaza (PLCy), ktora
aktivovany receptor rozpozna a naviaze sa nan skrz Y1003 v juxtamembranovej doméne.
Véazba ligazy nasledne vyvola polyubikvitinaciu receptoru , ktora vedie k internalizacii HGFR
prostrednictvom endocytézy. Defekty tohto regulacného procesu taktiez prispievaja
k onkogénnemu potencialu HGFR [96].
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Obrézok 7: Strukturalne znazornenie c-Met receptora. HGF umozije dimerizéaciu a fosforylaciu
HGFR. Signéalne a biologické drahy sprostredkované HGF/HGFR [86].

2.3.2 Funkcia c-Met pri karcinogenéze

V nadorovych bunkdch HGFR zohrava ulohu protoonkogénu. Dereguldcia a nasledna
abnormalna signalizdicia HGFR mézZe nastat’ prostrednictvom troch mechanizmov a to
vyskytom Specifickych genetickych porach, transkripnou upregulédciou receptoru
v nepritomnosti  génovej amplifikacie ¢izvySenou stimuldciou autokrinnymi alebo
parakrinnymi ligandami. Poruchy na génovej turovni zahfiaju translokaciu, génové
amplifikécie a aktivaéné mutacie. HGFR je nadmerne exprimovany v réznych karcinémoch
vratane karcindmu zaludka, pecene, hrubého ¢reva, prsnika, obli¢iek, $titnej zl'azy a pl'ic [88,
90, 97]. Vysoké hladiny HGFR su spojené so zvySenym metastatickym potencialom,
rezistenciou voéi radioterapii a nepriaznivou prognozou. NajcastejSou pri¢inou deregulacie
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HGFR je jeho zvySena expresia v dosledku amplifikacie génu MET, transkripénej upregulacie
alebo posttranskripénymi mechanizmami. ZvySena expresia na bunkovom povrchu nasledne
podporuje spontannu dimerizaciu receptora nezavisli od ligandu. Kindza tak méze byt
aktivovana aj inymi receptormi nezavislymi od HGF. Patria sem integriny, CD44 a receptory
Ron a EGF [97].

Stadie ukazuju, Ze tento tyrozinkinazovy receptor sa amplifikuje Vv pokro¢ilom §tadiu
kolorektalneho karcindmu a karcindbmu zaltdka, ¢o vypoveda o jeho ulohe v procese tvorby
metastaz. Expresia HGFR sa modze v ramci jedného nadoru lisit, pretoze nedostatocnd difizia
kyslika vo vnutri rasticeho nadoru podporuje expresiu tohto onkogénu. Hypoxia aktivuje
C-MET promoétor cez transkripény faktor HIFla, Ktory je regulovany koncentraciou
intracelularneho kyslika [5, 98, 99, 100].

HGFR, ako onkomarker podporujdci invazivnost’ nadorovych buniek, predstavuje vhodny ciel
protinddorovej terapie. Do Klinickych S§tadii sa dostalo niekol’ko nizkomolekularnych
inhibitorov HGFR, medzi  ktoré patria napriklad tivantinib, multikinazové inhibitory
cabozantinib, foretinib a krizotinib. Do klinickych Studii sa dalej dostali monoklonalne
protilatky zacielené na ligand HGF alebo receptor HGFR. Prikladom monoklonalnej protilatky
zameranej na ligand je rilotumumab, ktoré Gi¢inne blokuje aktivaciu HGFR. Dal3im prikladom
je monovalentna anti-Met chimericka protilatka 5D5, klinicky zndma aj ako Onartuzumab,
ktora inhibuje signalizaciu HGFR a spbsobuje internalizaciu receptora. Naopak, anti-Met
bivalentné mAb DO-24 a DN-30 vykazovali agonisticky G¢inok, a preto bol skonstruovany
monovalentny fragment DN-30 Fab s vysokou afinitou vo¢i HGFR. DN-30 Fab vykazoval
antagonisticky ucinok a inhiboval aktivitu receptoru [88, 101, 107].
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3 CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Hlavné ciele diplomovej préce:

e Vyber a optimalizacia spravnej stratégie pre pripravu kojugatov protilatka-fluorochrom
a protilatka-cytostatikum s vyuzitim monoklonalnej protilatky EEV1 (anti-Hsp90a.).

e VyuZitie fluorescentne znacenych konjugatov monoklondlnej protilatky EEV1
pre detekciu lokalizacie Hsp90a v nadorovych bunkovych liniach a detekciu moznej
internalizacie ADC po vazbe na antigén Hsp90a.

e Test ucinku cytostaticky znacenych konjugatov monoklonélnej protilatky EEV1 na rast
a delenie nadorovych bunkovych linii.

Napli diplomovej prace:

e Purifikacia ~monoklonalnej protiladtky EEV1-2.1  prostrednictvom  afinitnej
chromatografie.

e Konjugéacia protilatky s fluorochromom pre zobrazovacie metddy (fluorescenéna
mikroskopia, prietokova cytometria).

e Konjugacia protilatky s cytostatikom a nasledné testy cytotoxicity.

e Porovnanie terapeutického potencidlu EEV1-2.1 s monoklonalnymi protilatkami proti
I'udskému c-Met receptoru.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité materialy a pristroje

4.1.1 Pristrojové vybavenie

NaNoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific)

Sonikator VibraCellTM (Sonocs & Materials, Inc.)
Invertovany fluorescencny mikroskop Eclipse Ti-S (Nikon, Japonsko)

Typhoon FLA 9500 (Cytiva)

Centriftiga chladend multifunkénd Sorvall X4fPro (Thermo Fisher Scientific)

Trepacka DUOMAX 1030 (Heildolph)

Mikrocentrifiga FRESCO 21 (Thermo Fisher Scientific)

AKTApure L1 (Cytiva)

Prietokovy cytometer FACSVerse 3 L 4/2/2 (Becton Dickinson)
Dokumentarny zobrazovaci systém ChemiDoc (Bio-Rad)

Automatické zariadenie pre analyzu Zivych buniek INCUCYTE (Sartorius)
Inkubator s atmosférou CO2 Heracell (Thermo Fisher Scientific)

4.1.2 Chemikalie
Akrylamid (Sigma Chemical, USA)

Akutaza (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)

Hmotnostny Standard pre SDS-PAGE HyperPAGE ladder (Bioline, kat. ¢. BIO-33066)
Kokteil fosfatazovych inhibitorov, riedenie 1:100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P5726)

Kokteil proteazovych inhibitorov, riedenie 1:100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P8340)

Kyselina chlorovodikova (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)

Susené mlieko (Laktino)

TCEP: tris(2-carboxyethyl)phosphine (Invitrogen)
Temed (Sigma Chemical, USA)

TRIS (Applichem)

Trypsin (Invitrogen)

Tween-20 (Sigma Aldrich, USA)

VCcMMAE: konjugat valin-citrulin-monomethyl auristatin E (MedChemExpress)

4.1.3 Roztoky a pufre
Blokovaci pufor: roztok 5% odtu¢neného suseného mliecka v PBS s 0,1% Tween-20

10X Blotovaci pufor: Tris 30 g/l, glycin 145 g/l, H20
1X Blotovaci pufor: 200 ml methanol, 100 ml 10X blotovaci pufor, 700 ml H20

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina
fosfore¢na

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

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

Elektroforeticky 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 octova
Glycinovy pufor (pH 3): 0,1 M glycin-HCI

NanéaSaci 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,
H-0O, inhibitor protedz 1:100, inhibitor fosfatdz 1:100, 1 mM PMSF

Odfarbovaci roztok na Coomassie: 50% metanol, 5% kyselina octova

PBS Tween (pH 7,4): PBS + 0,1% Tween-20
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PBS (pH 7,5): (phosphate buffer saline), NaCl 8 g/I, KCI 0,2 g/l, Na2HPO4 - 12 H20 2,75 g/l,
KH2PO4 0,2 g/l, Na2HPO4 0,32 g/l, H20

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

4.1.4 Rastové média

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium): DMEM médium s pridavkom 10% fetalneho
bovinného séra (Sigma Aldrich, USA), 1 mM pyruvat (Invitrogen Technologies, USA) a 1%
zmes antibiotik penicilin a streptomycin (Biosera, France)

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium): RPMI 1640 s pridavkom 10%
fetdlneho bovinného séra (Sigma Aldrich, USA), 2 mM L-glutaminu a 1% zmes antibiotik
penicilin a streptomycin (Biosera, France)

4.1.5 BunkoVé linie
H1299 — bunkova linia 'udského nemalobunkového karcindmu pl'ac odvodena z lymfatickych
uzlin. Linia H1299 je deficientna o nadorovy supresorovy protein p53.

OE33 - bunkové linia odvodend z l'udského adenokarcindbmu dolného pazeraka 73-rocnej
pacientky. OE33 konstitutivne exprimuja antigény HLA-A, -B a -C a ICAM-1.

4.1.6 Protilatky
Primarne protilatky:

EEV1-2.1 - mySia monoklonélna protilatka podtriedy 1gG1 proti proteinu Hsp90o. EEV1-2.1
sa viaze na epitop KEFEGKT Hsp90a (Moravian Biotechnology).

Anti-c-Met - mySie monoklonalne protilatky vytvorené proti a-retazcu 'udského c-Met cielené
na rozne epitopy tohto retazca (tabulka 3). Na produkciu monoklonalnych protilatok bolo
vybranych 5 rdznych klonov hybridémov, z ktorych vSetky produkujd izotyp IgG1 (Moravian
Biotechnology).

Tabulka 3:Prehlad pouzitych klonov protilatok a sekvencie epitopov, ktoré rozpoznavaju.

Protilatka c-Met Sekvencia epitopu Podtrieda
Klon 2 QIEEPSQCPD IgG1
Klon 8 KETKDGFMFL 19G1
Klon 12 LEHPDCFPCQDCSSK lgG1
Klon 13 FRDS lgG1
Klon 18 LVVDTYYDDQ 1gG1

Sekundarne protilatky:

GAM-AF647 - kozia polyklonalna protilatka proti mySim imunoglobulinom s konjugovanou
Alexa Fluor 647 (SouthernBiotech)

GAM-HRP - kozia polyklonalna protilatka proti mySim imunoglobulinom s konjugovanou
peroxidazou (Jackson ImmunoResearch)
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4.2 Metddy

4.2.1 Purifikécia protilatky EEV1

Protilatky boli produkované hybridomovymi liniami v médiu Hybridoma SFM pracovnikmi
RECAMO alebo priamo spolo¢nostou Moravian Biotechnology. Po produkcii sa médium
s bunkami stoc¢ilo v centrifige (2000 g/10 min/4 °C) a supernatant bol preneseny do novej
nadoby. Nasledne boli upravené pH roztoku pridavkom 50 mM boritanu sodného (pH 8,9)
a iontova sila pridavkom 3 M NaCl. Pred aplikaciou na chromatograf sa médium obsahujuce
protilatku prefiltrovalo cez 0,45 pm filter. Takisto vSetky pufre boli pred pouZzitim prefiltrované
cez 0,22 um filter a vychladené na teplotu 4 °C. Purifikacia prebiehala na chromatografe
AKTApure L1 s pouZitim koldony HiTrap rProtein A FF 1ml. V prvom kroku bola koléna
ekvilibrovand premyvacim/ekvilibracnym pufrom (50 mM boritan sodny pH 8,9; 3 M NacCl)
s 10 objemami kolény (CV) pri prietoku 1 ml/min. Nasledne bol na kol6nu aplikovany roztok
protilatky s prietokom 0,2 ml/min. Po naviazani protilatky bola kolona premyta ekvilibraénym
pufrom (20 CV, 1 ml/min). V d’alSom kroku bola koloéna premyta 10 mM boritanom sodnym
pH 8,9 s 3 M NaCl (10 CV, 1 ml/min). Zachytené protilatky boli z kolény uvolnené elu¢nym
pufrom (0,1 M glycin-HCI, pH 3) pri prietoku 1 ml/min a zozbierané do 1 ml frakcii
prostrednictvom frakcionatoru F9-C. pH bolo zneutralizované pridavkom 100 mM Tris-HCI,
pH 8.0. Na zéver bola kolona ekvilibrovana premyvacim pufrom (5 CV, 1 ml/min). Signal bol
zaznamenavany konduktometrickym a UV detektorom, ktoré s sucast'ou chromatografu.

4.2.2 Konjugacia protilatok pomocou maleimidu

4.2.2.1 Znacenie EEV1 cez -SH skupiny

Pri konjugécii EEV1 boli pouzité magnetické gulicky s imobilizovanym G proteinom. Najprv
sa odobralo 20 pl suspenzie gulic¢iek, ktoré sa trikrat premyli v 100 pl premyvacieho pufru
(PBS, pH 7,5). Premytie zahffalo pridavok 100 pl premyvacieho pufru, premieSanie,
umiestnenie na magneticky stojan aopatrné odsatie pufru. Po poslednom premyti bolo
ku gulickam pridanych 75 pl roztoku protilatky EEV1 s koncentraciou 0,7 mg/ml. Protilatky sa
inkubovali s gulickami za staleho mieSania 1 hodinu pri laboratornej teplote. Po naviazani
protilatky bol na magnetickom stojane odobraty supernatant, ktory neskér sldZil na overenie
efektivity vizby protilatok na G protein. Ku gulickam s naviazanou protilatkou bol okamzite
pridany TCEP v molarnom pomere 1:150. Redukcia prebiehala 30 min (rota¢na trepacka,
laboratorna teplota). Po redukcii bol TCEP odstrdneny trojnasobnym premytim guliéiek
v 100 ul premyvacieho pufru. Na sulfhydrilové skupiny bol nésledne naviazany fluorochrom
sulfo-cyanine5 maleimide. Fluorochrom bol pridavany v 20-nasobnom molarnom nadbytku
a reakcia prebiehala cez noc pri 4 °C za staleho mieSania. Nenaviazany fluorochrom bol
odstraneny trojndsobnym premytim guli¢iek v 100 ul premyvacieho pufru. Zna¢ena protilatka
bola z guli¢iek eluovana pridavkom 22,5 ul glycinového pufru pH 3 (inkub&cia 10 min). Tento
krok sa opakoval dvakrat. Na zaver bolo upravené pH pridavkom 5 pl neutralizaéného pufru
(IM Tris-HCI, pH 8).

4.2.2.2 Znacenie anti-c-Met protilatok cez -SH skupiny

Protilatky anti-c-Met klony 2 a 8 boli pouZité v koncentréacii 1 mg/ml. V prvom kroku prebehla
Ciasto¢na redukcia disulfidovych vazieb v pritomnosti 25 uM TCEP (klon 8) alebo 50 uM
TCEP (klon 2). Po hodinovej redukcii, ktord prebiehala pri laboratérnej teplote, bol TCEP
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odstraneny prostrednictvom ZEBA odsol'ovacej kolony (7 K MWCO, 2 ml). Aplikacia ZEBA
kolény obsahovala niekol’ko krokov. V prvom kroku bol odstraneny uchovavaci roztok
sto¢enim kolony v centrifige (2 min/ 1000 g). Koldna bola nasledne ekvilibrovana pridavkom
PBS pH 7,5 s obsahom 0,5 mM EDTA a sto¢enim v centrifuge (2 min/ 1000 g). Tento krok sa
opakoval trikrat. Koldna sa po ekvilibrécii premiestnila do novej skimavky. V poslednom
kroku sa roztok protilatky nechal pretiect’ kolonou stocenim v centrifige (2 min/ 1000 g).
Po redukcii a odstraneni redukéného ¢inidla ZEBA kolénou bol k protilatke pridany
fluorochrom (BODIPY FL maleimide) alebo konjugat linker-lie¢ivo (veMMAE)
v 20-ndsobnom molarnom nadbytku pri zachovani pomeru veMMAE (5mM, v DMSO) k PBS
1:50. Inkubécia prebiehala 1 hodinu pri laboratdrnej teplote za stdleho mieSania. Po inkubécii
boli konjugéty protilatka-fluorochrom/ protilatka-vcMMAE purifikované prostrednictvom
gélovej filtracie na kolone ZEBA, ktord bola pripravend rovnakym sp6sobom ako
v predchadzajucom kroku. Vysledna koncentracia konjugovanych protilatok bola stanovena
meranim absorbance pri 280 nm na pristroji NaNoDrop 2000c.

4.2.2.3 Znacenie anti-c-Met protilatok cez -NH skupiny

Protilatky anti-c-Met (klony 2 a 8) s koncentraciou 1,2 mg/ml boli doplnené o 100 mM borat
sodny pH 8,9. Nasledne bol k protilatkam o objeme 300 ul pridany DBCO-NHS ester
v 20-nasobnom molarnom nadbytku. Inkubécia prebiehala 1 hodinu pri laboratérnej teplote
za stdleho mieSania. Nenaviazany DBCO-NHS ester bol odstraneny pomocou gélovej filtracie
na koléne ZEBA (7 K MWCO, 2 ml). Ku konjugatu anti-c-Met-DBCO bol pridany
N3-PEG3-vc-PAB-MMAE v 10-ndsobnom molarnom nadbytku. Inkubéacia prebiehala
3 hodiny pri laboratdrnej teplote za staleho mieSania. Po inkubécii boli konjugaty protilatka-
lie¢ivo purifikované prostrednictvom gélovej filtracie na koléne ZEBA (7 K MWCO, 2 ml).
Vyslednd koncentracia konjugovanych protilatok bola stanovenad meranim absorbance
pri 280 nm na pristroji NaNoDrop 2000c.

4.2.3 Konjugacia protilatok pomocou NHS derivatov

Roztoky monoklonalnych protilatok EEV1-2.1 a anti-c-Met (klony 2 a 8) s koncentréaciou
1,2 mg/ml boli doplnené o100 mM borat sodny pH 8,9. K protilitkam bol néasledne
v 10-ndsobnom molarnom nadbytku pridany sulfo-cyanine5 NHS ester. Inkubécia prebiehala
1 hodinu pri laboratornej teplote za staleho mieSania. Nenaviazany sulfo-cyanine5 bol
odstraneny pomocou gélovej filtracie na kolone ZEBA (7 K MWCO, 0,5 ml) a konjugaty boli
zaroven premiestnené do PBS pH 7,5 spridavkom 0,5 mM EDTA (obr. 8). Vysledna
koncentracia protilatok bola stanovend meranim absorbance pri 280 nm na pristroji
NaNoDrop 2000c.

33



IZEB-’L leoloma

o Yf-e Y-

Cv5 NHS ester Monoklonalua protilitka J

konjugovana s Cy5 1 )

Purifikovany konjugat

Obrazok 8: Schématické znazornenie konjugacie mAb so sulfo-cyanineb NHS ester (Cy5) a purifikacny
proces konjugatu [102].

424 SDS-PAGE

Bunkové lyzaty, vzorky znaCenych a neznaCenych protilatok, pripadne kontrolné vzorky
odoberan¢ pocas konjugacie boli zmiesané v pomere 3:1 so vzorkovym pufrom NUPAGE LDS
s pridavkom B-merkaproethanolu v pomere 4:1. V pripade kontroly miery redukcie ¢i rozpadu
protilatok boli vzorky zmieSané v pomere 3:1 so vzorkovym pufrom NuPAGE LDS bez
pritomnosti  B-merkaproethanolu. Vzorky boli po zmieSani so vzorkovym pufrom
denaturované varom po dobu 5 min a okamzite nanesené na gél v mnozstve 3-5 ug. SDS-PAGE
bola vykonanad podla Standardného protokolu s pouzitim 5% zaostrovacieho gélu a 10%
deliaceho polyakrylamidového gélu. Spolu so vzorkami bol na gél naneseny hmotnostny
Standard HyperPAGE ladder v objeme 3 ul. Elektroforéza prebiehala v elektroforetickom pufri.
Prva faza elektroforézy prebichala 10 min pri napéti 75 V, pri¢om druha faza prebiehala az
do ukoncenia prechodu proteinov pri napéti 135 V.

Deliaci/spodny (10%) gél:
8,73 ml destilovanej H20
10,03 ml 30% akrylamid
11,24 ml 1,5M TRIS, pH 8.8
80 pl 10% APS
20 pl TEMED
Zaostrovaci/vrchny (5%) gél:
7,06 ml destilovanej H20
1,68 ml 30% akrylamid
1,26 ml 0,5M TRIS, pH 6.8
50 pl 10% APS
10 ul TEMED
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4.2.5 Farbenie Coomassie Brilliant Blue

Gél bol oplachnuty v destilovanej H20 a nésledne zafixovany v roztoku 50% metanolu a 5%
kyseliny octovej po dobu 10 min. Po fixacii bol inkubovany s farbiacim roztokom Coomassie
Brilliant Blue po dobu 30 min. Nenaviazané farbivo bolo odmyté odfarbovacim roztokom
(50% metanol, 5% kyselina octova) az do Uplneho odstranenia. Gél bol na zaver zoskenovany
prostrednictvom zobrazovacieho systému ChemiDoc MP.

4.2.6 Westernovy prenos

Pre Specifickll vizualizaciu proteinov bol pouzity westernovy prenos s naslednou
imunodetekciou.  Westernovym  prenosom  boli  separované proteiny  prenesené
z polyakrylamidového gélu na nitrocelulézovi membranu BioTrace NT (Pall Corporation).
Aparatlra bola zostavena v poradi: porézna podlozka, 2x papier Whatman, gél s proteinmi,
nitrocelulézova membrana, 2x papier Whatman a porézna podlozka. Samotny prenos prebiehal
v blotovacom pufti 1 hod pri napiti 100 V. Pocas celej doby prenosu bola aparatura chladena
I'adom. Po prenose bola membrana blokovana 1 hodinu v blokovacom pufri (5% roztok mlieka
v PBS Tween).

4.2.7 Imunodetekcia

Priméarne protilatky boli zmieSané s blokovacim pufrom na koncentrdciu 1 pg/ml a nanesené
na zablokovani membranu. Inkubéacia prebiehala cez noc pri 4 °C. Membrany boli nasledne
premyté v PBS Tween (3x10 min). Vizualizacia bola umozZnena naviazanim sekundarnych
protildtok znacenych peroxiddzou (GAM-HRP). Sekundarna protildtka bola zmieSana
s blokovacim pufrom v pomere 1:5000 ananesena na membranu. Nasledna inkubacia
prebiehala 1 hod pri laboratérnej teplote. Membrana bola premytd roztokom PBS 0,1%
Tween-20 (3x10 min) ana zaver roztokom PBS (2x10 min). Chemiluminiscencia bola
detekovana pomocou ECL, ktory sa pripravil zmieSanim ECL A a ECL B v pomere 1:1.
Inkubacia membrany s roztokom ECL prebiehala 5 min. Chemiluminiscen¢ny signal bol
zachyteny prostrednictvom zobrazovacieho systému ChemiDoc MP.

4.2.8 Bunkové kultary

4.2.8.1 Kultivacia bunkovych linii

Bunkova linia H1299 bola kultivovana v DMEM médiu s pridavkom 10% fetalneho bovinného
séra, 1 mM pyruvatu a 1% zmesy antibiotik penicilin a streptomycin. Bunkové linia OE33 bola
kultivovanad v médiu RPMI 1640 s pridavkom 10% fetalneho bovinného séra, 2 mM
L-glutaminu a 1% zmesy antibiotik penicilin a streptomycin. Kultivacia prebiehala
v inkubatore pri teplote 37 °C v atmosfére 5% CO.. Bunky boli pasaZzované pri konfluencii
80-90 %, ktord4 bola stanovena inverznym mikroskopom. Pri pasdZovani bolo z misiek
s bunkami odsaté médium a bunky boli premyté sterilnym PBS. Po premyti bol k bunkovej linii
H1299 pridany trypsin a inkubécia prebiehala 5 min pri 37 °C. K bunkovej linii OE33 bola
pridana akutaza a inkubacia prebiehala 15 min pri laboratornej teplote. Uéinok protedz bol
zastaveny pridavkom kultivatného média. Bunkova suspenzia bola sto¢ena v centrifuge
(1000 rpm, 5 min). Supernatant bol odstraneny, bunkovy pelet bol rozsuspendovany v ¢erstvom
médiu a preneseny v poZadovanom mnoZstve na novu Petriho misku.

35



4.2.8.2 Spracovanie buniek do peletu

Misky s bunkami boli umiestnené na T'ad, kde bolo odsaté médium a bunky boli premyté
studenym PBS. Pomocou Skrabky boli zoSkriabané do 10 ml novo pridaného studeného PBS,
v ktorom boli premiestnené do skimaviek a stoéené v centrifuge (10 min/1000 rpm/4 °C).
Po sto¢eni bol odstraneny supernatant a pelet bol rozsuspendovany v 1 ml studeného PBS.
Bunkova suspenzia bola prenesend do novych skumaviek a opitovne stocena v centrifige
(10 min/1000 rpm/4 °C). Po odstraneni supernatantu bol pelet zamrazeny na -80 °C alebo
podrobeny lyze.

4.2.8.3 Lyza buniek

Pelety buniek OE33 a H1299 boli lyzované v NET pufri s pridavkom inhibitorov proteéz,
inhibitorov fosfatdz a PMSF (100:1). KaZda vzorka sa podrobila trikrat pulznej sonikacii (3x
3s). Po stoceni v centrifige (10 min/10000 g/4 °C) bol supernatant preneseny do novych
skamaviek. Po celu dobu boli lyzaty uchovavané na lade. Celkova koncentracia proteinov
v lyzatoch bola stanovena Bradfordovou metddou a nasledne upravena na rovnakd hodnotu.
Proteinové lyzaty boli separované metédou SDS-PAGE.

4.2.8.4 Stanovenie koncentracie proteinov podfa Bradforda

Bradfordovo ¢inidlo bolo zriedené s H20 v pomere 1:4. Takto pripravené ¢inidlo bolo zmieSané
s lyzatom v pomere 1000 dielov bradfordovho ¢inidla a jeden diel lyzatu a spolo¢ne inkubované
15 min pri laboratornej teplote. Kolorimetrickd zmena Coomassie Brilliant blue G250 bola
pozorovana na spektrofotometri pri vinovej dizke 595 nm.

4.2.9 Fluorescenéna mikroskopia
Priama imunofluorescencia

K bunkdm H1299 alebo OE33 kultivovanych na 24 jamkovej dosticke bol pridany
fluorescen¢ne znaceny konjugat o koncentracii 10 pg/ml. V pripade kompeticie bola k bunkam
okrem fluorescen¢ne znaceného konjugatu (10 pg/ml) pridana aj ekvivalentna avsak neznacena
primarna protilatka o koncentracii 100 pug/ml. Inkubédcia prebiehala 2 hod pri 37 °C, 5%
CO2. Po odmyti vol'nych protilatok so sterilnym PBS bolo k bunkam pridanych 0,5 ml média.
Ako kontrola boli pouzité bunky bez pridavku znacenych protilatok. Bunky boli pozorované
in vivo pomocou fluorescenéného mikroskopu Eclipse Ti-S.

Nepriama imunofluorescencia

K bunkam H1299 alebo OE33 kultivovanych na 24 jamkovej dosti¢ke bola pridana priméarna
protilatka o koncentracii 10 pg/ml. Inkubécia prebiehala 2 hod pri 37 °C, 5% CO2. Po odmyti
volnych protilatok so sterilnym PBS boli naviazané protilatky detekované pomocou
fluorescenéne znacenej sekundarnej protilatky (GAM-AF647). Sekundarna protilatka bola
pridana k bunkdm v koncentracii 10 ug/ml a inkubécia prebiehala 1 hod pri 37 °C, 5% CO:..
Po odmyti volnej protilditky GAM-AF647 so sterilnym PBS bolo k bunkam pridanych 0,5 ml
média. Bunky boli pozorované in vivo pomocou fluorescenéného mikroskopu Eclipse Ti-S.

4.2.10 Prietokova cytometria
Bunky H1299 alebo OE33 boli rovnako ako v kapitole (3.2.9) fluorescen¢na mikroskopia
pripravené aj pre ucely prietokovej cytometrie. Boli napestované v 24 jamkovej dosticke a
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oSetrené rovnakym spésobom ako v pripade priamej anepriamej imunofluorescencie.
Po poslednom odstraneni nenaviazanych protilatok vSak boli bunky H1299 oddelené
od povrchu G¢inkom trypsinu a bunky OE33 ucinkom akutizy. Po stoCeni suspenzii
v centrifage (1000 g, 5 min) boli pelety rozsuspendované v médiu a prenesené do sterilnych
skamaviek. Vzorky boli analyzované na prietokovom cytometri FACSVerse 3 L 4/2/2.

4.2.11 Test Zivotaschopnosti

Do 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky boli nasadené bunkové linie H1299 alebo OE33
spoétom buniek 5000 na jamku. Na druhy den boli bunky oSetrené konjugatmi
anti-c-Met-vcMMAE (klony 2 alebo 8) v koncentra¢nej rade 0,010; 0,020; 0,039; 0,078; 0,156;
0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pg/ml a v triplikatoch. Bunky boli v pritomnosti
cytostatickych konjugatov inkubované pri 37 °C, 5% CO:2 a ich proliferacia bola monitorovana
pristrojom IncuCyte (obr. 9). Pristroj opticky zaznamenaval zmenu konfluencie v Case
pomocou ¢asozbernej mikroskopie. Kazdé 4 hodiny boli zaznamenavané 4 snimky z kazdej
jamky pri pouZiti objektivu s 10-nasobnym pribliZzenim. Cely proces monitorovania prebiehal
3-5dni.

1. nao¢kovanie buniek

LT
LI

4. monitorovanie bunkového
[ﬂiim rastu a smrti na IncuCyte

Obrazok 9: Prehlad postupu pripravy buniek na monitorovanie inhibicie bunkového delenia pomocou
ADC [103].

3. pridavok ADC
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5 VYSLEDKY
5.1 Purifikacia EEV1-2.1

Prvym krokom experimentalnej Casti diplomovej prace bola purifikacia protilatky EEV1-2.1,
ktora Specificky rozpoznava protein Hsp90. Samotnu produkciu protilatky EEV1-2.1 vykonali
pracovnici Recama. Produkcia zahffiala namnozenie vybraného klonu hybridémovej linie
v bezsérovom médiu uréenom pre produkciu protilatok a samotni produkciu protilatky touto
liniou hybridémov. Sucastou nasej prace bolo tuto protilatku vypurifikovat’ z pripraveného
roztoku prostrednictvom kvapalinovej chromatografie. Na imunoafinitni separaciu bola
pouZitd koldna s imobilizovanym proteinom A. V prvej faze bol roztok s protilatkou doplneny
0 borat sodny (pH 8,9) a NaCl k zaisteniu vhodnych podmienok pre efektivnu vazbu protilatky
na kolénu. Po aplikacii a naslednom premyti bola protilatka eluovana v podmienkach nizkeho
pH (Obr. 10/A.). Eluat bol zozbierany do 1 ml frakcii, pricom frakcie B2-B4 poukazovali
na zaklade absorbancie na pritomnost’ protilatky (Obr. 10/B.). Koncentracia jednotlivych
frakcii bola dodato¢ne stanovena spektrofotometricky: B2 (5,45 mg/ml), B3 (9,95 mg/ml)
a B4 (1,61 mg/ml). Pre kontrolu spravnosti purifikacie bola cast’ roztoku protilatky separovana
na géle prostrednictvom SDS-PAGE bez pritomnosti redukéného cinidla. Vysledky
neSpecifického farbenia pomocou Coomassie brilliant blue potvrdzuja precipitaciu proteinu
s molekulovou hmotnostou priblizne 150 kDa, ktory odpoved4d molekulovej hmotnosti I1gG
a rovnako ukazuju na vysoku Cistotu purifikovanej protilatky (Obr. 10/C.). Precipitacia proteinu
s molekulovou hmotnostou priblizne 125 kDa moZe predstavovat ciastocne rozpadnuty
fragment protilatky.
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Obrazok 10: (A.) Schématické znazornenie purifikacného procesu [108]. (B.) Graficky priebeh
purifikacie. (C.) Overenie cistoty EEVI1-2.1 pomocou metody SDS-PAGE.

5.2 Overenie aktivity EEV1-2.1

Aby sme overili, Ze purifikovana monoklonalna protildtka EEV1-2.1 si zachovala anti-Hsp90
aktivitu po produkcii a purifikacii, tak sme uskuto¢nili Westernovy prenos s naslednou
imunodetekciou. 1 pg/ml purifikovanej protilatky bol pouZity k detekcii purifikovanych
proteinov Hsp90 ako pozitivna kontrola a HSF1 a p53 ako negativna kontrola. Obrazok 11
ukazuje, Ze EEV1-2.1 UspeSne rozpoznava denaturovany protein Hsp90. Sucasne bolo
dokazané, ze EEV1-2.1 nevykazuje ziadnu afinitu vo¢i proteinom HSF1 (83 kDa) a p53
(44 kDa).
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Obrazok 11: Westernovy prenos pre test anti-Hsp90 aktivity monoklonalnej protilatky EEV1-2.1.
Primarna protilatka bola pouZitd v koncentracii 1 pg/ml. Komplex bol vizualizovany sekundarnou
protilatkou znacenou peroxidazou (GAM-HRP). Ako negativna kontrola boli pouZité purifikované
proteiny HSF1 a p53.

5.3 Optimalizacia redukcie EEV1-2.1

Pre Gcely znacenia protilatky cez sulthydrylové skupiny bola v prvom kroku optimalizovana
redukcia protilatky s vyuzitim redukéného <¢inidla tris(2-karboxyethyl)fosfin  (TCEP).
Na urcenie spravneho mnozstva ¢inidla pre ¢iasto¢nu redukciu protilatky, ktora eSte neovplyvni
jej véazbovu aktivitu, bola zhotovena rada so zvySujicim sa pomerom TCEP k protilatke.
Variabilne redukovana protilatka bola nasledne separovana prostrednictvom SDS-PAGE
bez pritomnosti B-merkaptoethanolu a gél bol zafarbeny prostrednictvom Coomassie Brilliant
Blue. Na obrézku 12/B mozno pozorovat’ vplyv redukéného ¢inidla na stabilitu protilatky
cez vyskyt mensich fragmentov. Tieto fragmenty obsahuju plne zredukované thiolové skupiny
pristupné pre znacenie fluorochromom, apreto sa fluorescentne znaCena protilatka javi
rozpadnuta vo vacsej miere ako tomu naznacuje farbenie Coomassie Brilliant Blue (obr. 12/A).
Na zéklade koncentra¢nej rady sme stanovili idedlny pomer mAb: TCEP v rozmedzi 1:100-250.
Pri nizsich koncentraciach reduk¢éného ¢inidla st protilatky znacené nedostatoéne a pri vyssom
pomere uZ stracaju stabilitu a zacinaju sa rozpadat. V supernatante, ktory reprezentuje
nenaviazanu frakciu, nepozorujeme ziadne vol'né protilatky a to poukazuje na vysoku efektivitu
vazby protilatky na protein G-nesuce magnetické gulicky.
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Obrazok 12: Zavislost’ miery rozpadu protilatky na mnozstve redukéného éinidla. (A.) Fluorescencnd
detekcia konjugatov EEV1-2.1-sulfo-Cy5 maleimide, ktoré boli pripravené znacenim protildtky po jej
redukcii koncentracnou radou TCEP (excitdcia 646 nm). (B.) Kvantitativna detekcia protilatky
EEV1-2.1 (1,5 ug/jamka) po jej ciastocnej redukcii a separacii prostrednictvom SDS PAGE. Na kazdu
reakciu bolo pouZitych 5 ug EEVI-2.1 a 3,5 ul suspenzie guliciek. K protilatke bol pridavany TCEP
v rznom mnozstve (vid. obrdzok) a sulfo-Cy5 maleimide v 20-nasobnom molérnom nadbytku (A.).
(C.) Schématické znazornenie medziretazcovych disulfidovych vizieb, ktoré su cielom pre cCiastocni
redukciu a ndsledné znacenie (obrazok modifikovany z [109]).

==

5.4 Konjugéacia EEV1-2.1 s fluorochromom pre zobrazovacie metddy

Pre kontrolu efektivity zna¢enia, detekciu lokalizacie Hsp90a v nadorovych bunkovych liniach
a detekciu moznej internalizacie ADC po vézbe na antigén Hsp90a boli pripravené dve
fluorescenéne znacené varianty EEV1-2.1. Ich priprava sa liSila v molarnom pomere protilatky
aredukéného c¢inidla (MADb:TCEP). Po redukcii boli protilatky znacené 20-nasobnym
moladrnym nadbytkom sulfo-Cy5 maleimide. U oboch znacenych konjugatov bola
na Nanodrope v programe UV-VIS zmerana absorbancia pri vinovej dizke 280 nm a 646 nm.
Z nameranych hodnoét boli vypocitané koncentracia konjugatov a hodnota F/P, ktord hovori
0 pocte molekul fluorochromu naviazanych na molekulu protilatky. Konjugét pripraveny
redukciou protilatky so 150-ndsobnym molarnym nadbytkom TCEP (konjugat 1:150)
vykazoval vysSiu hodnotu F/P ako konjugéat 1:100, avSak na SDS PAGE bez BME (obr. 13/A)
vidiet’, Ze ¢ast’ molekdl sa rozpadla a umozZnila tak efektivnejSie naviazanie fluorochromu
(obr. 13/B). Pri nizSom mnozstve redukéného ¢inidla je hodnota F/P sice niZSia, ale
predpokladd sa vyS3Sia stabilita protilatky. Pomer 1:100 bol preto zvoleny za vhodnejsi
pre ¢iastocnu redukciu protilatky EEV1-2.1 pre néasledné znacenia.
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Konjugét redukovany 100-nasobnym molarnym nadbytkom TCEP
A2go =1,13

Aess = 1,25

¢ (konjugat) = (Azso — (Asos X CF2s0)) / 1,4 = 0,77 pg/pl

F/P = (As03 X MW(mab)) / (C(konjugat) X &(s-Cys-maleimide)) = 0,90

Konjugét redukovany 150-nasobnym molarnym nadbytkom TCEP
A2s0 = 0,93

Aess = 1,35

¢ (konjugat) = (Azso — (Asos X CFas0)) / 1,4 = 0,63 pg/pl

F/P = (As03 X MW(mab)) / (C(konjugat) X &(S-Cys-maleimide)) = 1,25

Pritomnost’ B-merkaptoethanolu (BME) sp6sobila Uplny rozpad disulfidovych mostikov
a disociéciu protilatky na tazké (H ~ 50 kDa) a l'ahké retazce (L ~ 25 kDa). Za neredukénych
podmienok su viditelné intaktné molekuly IgG1l (HzL2 ~ 150 kDa). Zvy3né precipitované
proteiny na SDS-PAGE boli ur¢ené len orienta¢ne na zaklade molekulovej hmotnosti.

(A.) SDS PAGE, Coomassic o & (B.) SDS PAGE, Cy5 (646 nm)
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Obrazok 13: Analyza konjugatov pomocou SDS-PAGE. Vzorky boli denaturované a spracované
za redukcnych aj neredukcnych podmienok. (A.) Detekcia protilatky EEV1-2.1 a jej menSich fragmentov
(1 ug/jamka). EEV1-2.1 reprezentuje vstupn( protilatku, Supernatant reprezentuje nenaviazanu frakciu.
(B.) Fluorescencnd detekcia konjugdatov EEVI-2.1-sufo-Cy5 maleimide. Na kazdu reakciu bolo
pouzitych 52,5 ug EEVI-2.1 a 20 ul suspenzie guliciek. K protilatke bol pridavany TCEP v r6znom
mnozstve (vid. obrazok) a sulfo-Cy5 maleimide v 20-nasobnom molarnom nadbytku.

5.5 Detekcia Hsp90a v nadorovych bunkéach fluorescenénou mikroskopiou

Aby sme overili ¢i dochddza kvdzbe protilitky na nativny protein eHsp90a a
naslednej internalizécii  konjugatu, inkubovali sme bunky néadorovej linie H1299
s fluorescenéne zna¢enym konjugatom EEV1-sulfo-Cy5-maleimide. Bunkové linia H1299 bola
zvolend na zéaklade zvySenych hladin extracelularneho Hsp90. Vysledky ukazuja, Ze
fluorescen¢ne znaCeny konjugat prechadza do buniek nadorovej linie H1299 (obr. 14) a ¢ervené
zhluky d’alej naznac¢uju pritomnost’ konjugétu pravdepodobne v endozémoch.

Aby sme overili, Ze konjugat prechadza do buniek antigénom sprostredkovanou endocytézou,
bola vykonand kompeticia sneznacenou protilatkou EEV1-2.1. Bunky boli tentokréat
inkubované v pritomnosti znaCenej aj neznacenej protilatky, avSak vysledok kompeticie
nevykazoval vyznamné znizenie fluorescenéného signalu. Z toho je pravdepodobné, Ze
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konjugat prechadzal do buniek nedpecificky a prechod tak nebol sprostredkovany Specifickou
vazbou na antigén.

Kompeticia 1:5 (konjugat:mAb)
Konjugit 1:100 Konjugat 1:100

Kontrola bez mAb

Konjugat 1:150 Kompeticia 1:5 (konjugat:mAb)
Konjugat 1:150

Obrézok 14: Analyza lokalizdacie fluorescenéne znacenych konjugdtov EEVI1-2.1-sulfo-Cy5-
maleimide. Bunkova linia H1299 stabilne exprimujica eHsp90a bola napestovana na 6-jamkovej
dosticke a vystavend psobeniu konjugatov 1:100 a 1:150 s koncentraciou 10 xg/ml. Do 2 jamiek bola
pridand neznacenda mAb EEV1-2.1 s koncentraciou 50 ug/ml presne 30 min pred pridavkom konjugatu
(kompeticia). Bunky boli inkubované 2 hod pri 37 °C, oplachnuté s PBS a po pridani média boli
podrobené fluorescencnej mikroskopii.

5.6 Overenie vazbovej Specifity pomocou prietokovej cytometrie

Fluorescen¢na mikroskopia odhalila prechod konjugétu do buniek, ale zaroven naznacila, ze
prechod moze byt sprostredkovany neSpecificky. Aby sme tento fakt overili, bola vykonana
prietokovd cytometria. Kompetiény test spocival v oSetreni buniek H1299 nadbytkom
neznacenej protilatky EEV1 (100 pg/ml) po dobu 30 minat pred pridavkom fluorescenéne
znafeného konjugatu. Bunky boli spolu s konjugatom inkubované dalSie 2 hodiny a
nasledne podrobené prietokovej cytometrii. Neznacena mAb by mala konkurovat védzbe
konjugatu na antigén a znizovat’ tak intenzitu fluorescenéného signalu. Vzhl'adom k tomu, Ze
kompeticia neviedla k zmene intenzity fluorescenéného signalu (obr. 15), prietokova
cytometria tak len podporila vysledky z mikroskopie, ktoré ukézali, Ze EEV1 neprechéadza
do cytosolu antigénom sprostredkovanou drahou.
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EEV1-2.1-sulfo-Cy5 maleimide 2 hod.
450

400
350

300

g
£ 0
=
z Kontrola APC-A
o 200
] EEV1-Cy5 APC-A
(o
150 EEV1-kompeticia APC-A

100

50

0 102 10° 104 10°
Intenzita fluorescencie (APC-A)

Obrazok 15: Analyza buniek oSetrenych konjugatom alebo konjugatom v kompeticii s neznacéenou
protilatkou prietokovou cytometriou. Bunky linie H1299 boli oSetrené protilatkou EEV1-2.1
(100 wg/ml). Po 30 min inkub@cii bol pridany konjugat 1:100 (10 ug/ml). Suicasne boli pripravené bunky
oSetrené iba konjugatom 1:100 (10 w«g/ml) a negativna kontrola bez pridavku konjugatov.

5.7 Charakterizacia klonov anti-c-Met protilatok

Ked'ze protildtka EEV1 nevykazovala vlastnosti, ktoré st nevyhnutné pre spravne fungovanie
ADC, tak sme pre porovnanie u¢innosti a aktivity vybrali protilatky proti 'udskému c-Met
receptoru. Bolo vybranych 5 klonov purifikovanych monoklonalnych protilatok s anti-c-Met
aktivitou (klony 2, 8, 12, 13, 18), ktoré boli bliZSie charakterizované a pouzité k priprave ADC.

5.8 Vyber bunkovych linii

Pre ucely charakterizacie vybranych klonov protilatky s anti-c-Met aktivitou boli zvolené
2 nddorové bunkové linie. Nadorova bunkovd linia OE33, ktord reprezentuje liniu
so zvySenymi hladinami receptoru c-Met a bunkova linia H1299, ktora sa vyznacuje nizkymi
hladinami c-Met. Aby sme overili tento fakt azaroven porovnali anti-c-Met aktivitu
jednotlivych klonov, tak sme uskutocnili westernovy prenos s naslednou imunodetekciou
endogénneho c-Met, ktory bol ziskany lyzou buniek OE33 a H1299.

Vysledky imunodetekcie potvrdili zvySenu hladinu c-Met u buniek OE33 a naopak len vel'mi
nizku hladinu endogénneho receptoru u buniek H1299. Na obrazku 16 st vyznaené
precipitované proteiny c-Met s molekulovou hmotnost'ou 195 kDa a a-retazec s molekulovou
hmotnost'ou 50 kDa, proti ktorému su pouzité klony cielené.

Tieto vysledky zaroven ukazali, Ze jednotlivé klony rozpoznavaju vyhradne c-Met receptor,
a su preto vysoko Specifické. NajvysSiu afinitu k denaturovanému antigénu vykazovali klon 18
a klon 12. Vyrazne niZ8iu afinitu vykazovali ostatné klony 13, 8 a 2.
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Obrazok 16: Westernovy prenos a imunodetekcia c-Met prostrednictvom jednotlivych klonov
anti-c-Met protilatky. C-Met bol ziskany z lyzatu buniek OE33 a H1299. Protilatky boli pouZité
v koncentracii 1 ug/ml. Komplex bol vizualizovany sekunddrnou protilatkou znacenou peroxiddazou,
GAM-HRP.

5.9 Vyber vhodného klonu fluorescenénou mikroskopiou

Prostrednictvom fluorescenénej mikroskopie sme overili afinitu jednotlivych klonov anti-c-Met
protilatky k nativnemu antigénu ako aj ich naslednt schopnost’ internalizacie. Na tieto ucely
boli pouzité bunkové linie OE33 a H1299, ktoré boli v predchadzajucom kroku otestované
na hladiny c-Met. Linia OE33 so zvy3enou hladinou c-Met bola pouZzita ako pozitivna kontrola,
pri¢om H1299 s nizkou hladinou c-Met bola pouZita ako negativna kontrola. Bunkové linie boli
inkubované v pritomnosti jednotlivych klonov anti-c-Met protilatky. Detekcia naviazanych
primarnych protilatok bola umoznena vazbou fluorescenéne znacenej sekundarnej protilatky
(GAM-AF647) (metdédy - nepriama imunofluorescencia). Vysledky fluorescenénej
mikroskopie ukazuju, Ze potencidlne najvyssiu afinitu k antigénu a s tym spojenu schopnost’
internalizacie u bunkovej linie OE33 vykazovali klony 2 a 8 (obr. 17). U klonov 12, 13 a 18
bola intenzita fluorescencného signalu nizsia, o mbZe znalit’ nizsiu afinitu tychto klonov
Kk nativnej forme ciel'ového antigénu. PouZitie bunkovej linie H1299 umoznilo potvrdit, Ze
fluorescenény signal je sprostredkovany Specificky cez vdzbu primarnej protilatky na c-Met
receptor. V pripade linie H1299 preto sledujeme vyrazne znizZeny signal u klonov 2 a 8 a GpInu
stratu signalu u ostatnych klonov anti-c-Met (obr. 18). Na zaklade tychto vysledkov boli klony
2 a 8 vyhodnotené za protilatky s najvyssou anti-c-Met aktivitou.
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Obréazok 17: Imunofluorescenéné pozorovanie internalizacie jednotlivych klonov anti-c-Met
protilatok na bunkach OE33. Bunky boli oSetrené 10 ug/ml primarnej protilatky a inkubované 2 hod.
Po premyti sa inkubovali s 10 ug/ml GAM-AF647 pocas 1 hod.
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Obréazok 18: Imunofluorescenéné pozorovanie internalizdcie jednotlivpch klonov anti-c-Met
protilatok na bunkach H1299. Bunky boli oSetrene 10 xg/ml primarnej protilatky a inkubované 2 hod.
Po premyti sa inkubovali s 10 ug/ml GAM-AF647 pocas 1 hod.
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5.10 Vyber vhodného klonu prietokovou cytometriou

Aby sme blizSie charakterizovali a kvantifikovali vazbov( afinitu jednotlivych klonov
anti-c-Met protilatky k nativnemu antigénu, tak bola vykonand prietokova cytometria
s vyuzitim bunkovych linii OE33 a H1299. Bunky boli inkubované v pritomnosti jednotlivych
klonov purifikovanej protilatky. Detekcia naviazanych primarnych protilatok bola umoznena
védzbou fluorescenéne znaCenej sekundarnej protilatky (GAM-AF647). Vysledky prietokovej
cytometrie ukazali, Ze najvysSiu intenzitu fluorescencie vykazovali bunky inkubované
v pritomnosti klonu 2 a klonu 8 (obr. 19). Naopak klon 12 a klon 18 vykazovali nizku intenzitu
fluorescencie. Prietokova cytometria tak podporila vysledky z fluorescenénej mikroskopie, Ze
klony 2 a 8 sa vyznacuju najvyssou anti-c-Met aktivitou.

(A) OE33 (B,
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Obrazok 19: Analyza buniek (A.) OE33 a (B.) H1299 oSetrenych jednotlivymi klonmi anti-c-Met
protilatky pomocou prietokovej cytometrie. Bunky boli oSetrené 10 wg/ml primarnej protilatky
a inkubované 2 hod. Po premyti sa inkubovali s 10 ug/ml GAM-AF647 pocas 1 hod.

5.11 Optimalizacia podmienok znadenia anti-c-Met protilatok

Po overeni anti-c-Met aktivity boli klony 2 a 8 vybrané pre pripravu ADC. Prvym nevyhnutnym
krokom bola optimalizacia mnozstva redukéného ¢inidla TCEP pre jednotlivé klony. Oproti
znaceniu EEV1, ktoré bolo postavené na molarnom pomere protilatky a ¢inidla, sme tentokrat
zvolili stratégiu presne stanovenej molarnej koncentracie redukéného cinidla bez ohladu
na pracovni koncentraciu protilatky. Dal§im rozdielom bol mechanizmus, ktorym sme
precistovali roztok protilaitky od neZziaducich reagencii. Oproti magnetickym gulickdm
s imobilizovanym proteinom G, sme pri znaCeni anti-c-Met protilatky pouZivali ZEBA
odsol'ovacie koldny.

Klony 2 a 8 boli inkubované v pritomnosti rastiicej koncentracie redukéného ¢inidla TCEP.
ZEBA kolény ndm nasledne umoznili odstranit’ redukéné ¢inidlo zo zmesi a previest’ protilatku
do roztoku s pridavkom 0,5 mM EDTA, ktora branila spatnej oxidacii cysteinovych zvyskov.
Variabilne redukovana protilatka bola separovana prostrednictvom SDS-PAGE bez pritomnosti
B-merkaptoethanolu a gél bol zafarbeny prostrednictvom Coomassie Brilliant Blue. Vplyv
reduk¢ného ¢inidla je mozné pozorovat’ cez vyskyt mensich fragmentov. Vysledky ukazujt, Ze
optimélna koncentracia ¢inidla v reakénej zmesi pre ¢iasto¢nt redukciu klonu 2 bola 50 uM.
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Klon 8 uz pri najnizSej zvolenej koncentracii Cinidla stracal stabilitu a dochadzalo k jeho
rozpadu (obr. 20/A), a preto bola odvodena pre d’alSie postupy koncentracia reduk¢éného ¢inidla
25 uM.

V d’alSom kroku sme otestovali vplyv pH na efektivitu znacenia cez sulthydrylové skupiny.
Po redukcii boli klony prevedené ZEBA kolénou do roztokov s rasticim pH a naznacené.
Fluorescencne znaCené fragmenty boli separované prostrednictvom SDS-PAGE
a fluorescencia bola zachytena prostrednictvom fluorescenéného skenera Typhoon. Na obrazku
20/C mozno pozorovat, ze pri klone 2 vysSie pH mierne zvysilo efektivitu znacenia. Pri klone
8 vSak pH nemalo vplyv na efektivitu znacenia. Optimalne pH pre znaCenie oboch klonov
protilatok tak bolo stanovene pH 7,5.
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Obréazok 20: (A.) Zavislost’ koncentracie redukéného Cinidla na miere rozpadu protilatok. (B., C.)
Zavislost’ pH na efektivitu znacenia. (A.) Protilatky skoncentraciou 1 mg/ml boli redukované
s rozdielnym mnoZstvom TCEP (50-125 uM) 1 hodinu. Rozpad protilatok bola detekovany
na SDS-PAGE géli (1,5 ug/jamka) pomocou Coomassie Brilliant Blue. (B.) Klony 2/8 boli redukované
TCEP s koncentraciou 50/25 uM pricom reakcéné podmienky boli rovnaké ako v experimente A. TCEP
bol odstraneny pomocou ZEBA koldny ekvilibrovanej PBS s réznymi hodnotami pH. Protilatky boli
inkubované s BODIPY FL maleimide v 20-nasobnom molarnom nadbytku, 1 hodinu. Po odstraneni
volnych molekal BODIPY FL maleimide boli konjugaty detekované na SDS-PAGE géli (1,5 ug/jamka)
pomocou Coomassie Brilliant Blue. (C.) Intenzita fluorescencného znacenia bola sledovand na pristroji
Typhoon.

5.12 Porovnanie aktivity anti-c-Met protilatky s aktivitou EEV1 in vivo

Aby sme overili, Ze anti-c-Met protiladtka prechadza narozdiel od EEV1 do buniek cez
Specificki vdzbu na antigén, tak sme uskutocnili kompetiény test s vyuZitim prietokovej
cytometrie. S cielom zvysit' intenzitu fluorescenéného signalu znacenych konjugatov boli
Vv experimente pouzité konjugaty znacené fluorochromom cez -NH skupiny. Primarne aminy
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bo¢nych retazcov lyzinu reagovali so sulfo-cyanine5 NHS ester, ktory bol pridavany
k protilatke v 10-nasobnom molarnom nadbytku. Kompeti¢ny test spocival v oSetreni buniek
OE33 a H1299 nadbytkom neznacenej protilatky (100 pg/ml) a fluorescenéne znaceného
konjugéatu (10 pug/ml). Pomocou prietokovej cytometrie sme pozorovali ¢i neznac¢ené protilatky
konkurovali vézbe znaCenych konjugatov.

V pripade kompeti¢ného testu na bunkovej linii OE33 bol pri oboch klonoch 2 aj 8 pozorovany
pokles fluorescencného signalu. Neznacené protilatky konkurovali vdzbe znacenych protilatok
na antigén. Je preto pravdepodobné, Ze anti-c-Met konjugaty sa dostavaju do buniek Specificky
a to antigénom sprostredkovanou cestou. Na bunkdch H1299 nie je vyznamny rozdiel
fluorescencie medzi bunkami oSetrenymi samotnym konjugatom a konjugatom v pritomnosti
neznaCenej MADb. Dévodom je predovSetkym nizka hladina c-Met u tychto buniek. V pripade
konjugatu santi-Hsp90 aktivitou sme nepozorovali zmeny intenzity fluorescencie
pri kompetiénych testoch. Ked'Ze vSak samotny konjugat prechadza do buniek, je z tychto
vysledkov viditeI'né, ze tento prechod je nezavisly od vdzby na antigén (obr. 21).

Tabul'ka 4 znazornuje vysledok prietokovej cytometrrie vo forme priemernej intenzity
fluorescencie. Ako je vidno z tabul’ky najvédcésia intenzita a teda aktivita bola zaznamenana
pri klone 2. Najviacsi pokles pri kompeticnom teste vykazuje rovnako klon 2. Naopak aktivita
EEV1 je nizka a kompeti¢ny test vySiel negativne a bez zmeny intenzity. Ukazuje to oproti
c-Met konjugatom na neSpecificky prechod EEV1 konjugatu do buniek.
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Obrazok 21: Analyza buniek OE33 a H1299 oSetrenych konjugatom alebo konjugatom v kompeticii
S neznacenou protilatkou prietokovou cytometriou. Bunky boli oSetrené neznacenymi protilatkami
(100 wg/ml). Po 30 min inkubécie pri 37 °C boli pridané konjugaty znacené sulfo-Cy5 cez NH-skupiny
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(10 pug/ml). Sucasne boli pripravené bunky osetrené iba konjugdatom (10 ug/ml) a kontrola bez pridavku
konjugatov a protilatok.

Tabul’ka 4: Porovnanie priemernych hodndt intenzity fluorescencie nameranych na bunkach OE33
a H1299 osetrenymi znacenymi a neznacenymi protilatkami.

OE33 H1299 |
Konjugat Priemer |nten;|ty Rozdiel Priemer |nten-2|ty Rozdiel
fluorescencie fluorescencie
Kontrola 228 - 115 -
Klon 2 10441 557
Klon 2 » 9774 7667 338 219
kompeticia
Klon 8 4392 349
Klon 8 N 1322 3070 304 45
kompeticia
EEV1 813 2895
EEVL 777 36 3104 209
kompeticia

5.13 Konjugécia anti-c-Met protilatok s cytostatikom

Na zaklade vysokej anti-c-Met aktivity k nativnemu antigénu boli pre znacenie cytostatikom
vybrané klony 2 a 8. Protilatky boli znacené cez sulthydrilové skupiny, ktoré boli ziskané
C¢iasto¢nou redukciou disulfidovych vézieb pomocou TCEP. Na sulthydrilové skupiny bol
naviazany konjugat VCMMAE. Struktira vysledkého ADC konjugatu je znazornena
na obrazoku 22/A.

ADC boli nasledne separované prostrednictvom SDS-PAGE bez pritomnosti
B-merkaptoethanolu a gél bol zafarbeny prostrednictvom Coomassie Brilliant Blue. Vysledky
ukazuju, ze po naznaceni cytostatikom nedochadzalo k poruSeniu Struktary protilatok.
Protilatky si zachovali svoju stabilitu aj po naznaceni. Pre ukazku sme podrobili protilatky
metdde SDS-PAGE v redukénych podmienkach, kde vidime Uplny rozpad protilatky na 'ahké
a tazké retazce. Zaroven sme potvrdili vysoku Cistotu purifikovane;j protilatky.
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Obrazok 22: (A.) Chemicka Struktara konjugatu protilatka-veMMAE [110]. (B.) Analyza konjugatov
anti-c-Met 2-vcMMAE a anti-c-Met 8-vcMMAE pomocou SDS-PAGE. Overenie Ccistoty protildtok
za redukcnych aj neredukcnych podmienok.

5.14 Testy cytotoxicyty anti-c-Met protilatok

Poslednym krokom diplomovej prace bolo overit’ Specifickii cytotoxicitu pripravenych
anti-c-Met konjugatov. Opét boli pouzité bunkové linie OE33 a H1299, ktoré boli inkubovane
v rastovom médiu s rasticou koncentraciou cytostatickych konjugéatov anti-c-Met-2-vcMMAE
a anti-c-Met-8-veMMAE znaéenych cez —SH skupiny (0,010; 0,020; 0,039; 0,078; 0,156;
0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pug/ml). Systém IncuCyte zaznamenaval zmeny konfluencie
ovplyvnenych buniek kazdé 4 hodiny po dobu 96 hodin. Na zaklade konfluencie bola
programom IncuCyte stanovena miera u¢innosti jednotlivych konjugétov, ktora bola vyjadrena
hodnotou EC50. EC50 vyjadruje polovicu maximalnej G¢innej koncentracie a teda davku,
pri ktorej 50% populécie vykazuje odozvu po Specifikovanom trvani expozicie. Pri tejto
analyze su stanovené hodnoty EC50 po 48 hodinovej expozicii buniek cytostatickym
konjugatom. U bunkovej linii OE33 vykazoval konjugat klonu 8 hodnotu EC50 3,39 ug/ml,
zatial’ ¢o konjugat klonu 2 hodnotu EC50 8,94 pug/ml (obr. 23). Na zaklade anti-c-Met aktivity
by sa predpokladalo, ze konjugat klonu 2 bude vykazovat’ vicsiu cytotoxicitu a inhibovat’
proliferaciu vo vicsej miere ako konjugat klonu 8, avSak pri tychto testoch je zohl'adnena aj
efektivita znacenia cytostatikom veMMAE. Pouzitie linie H1299 ukazalo, ze cytotoxicky efekt
je zapri¢ineny antigénom sprostredkovanou drahou. Nizka hladina receptoru c-Met na povrchu
buniek H1299 viedla pre nizky efekt k nehodnotiteI'nym Gdajom.
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Obréazok 23: Zavislost konfluencie buniek OE33 a H1299 na mnozstve cytostatickych ADC klonov 2 a 8
konjugovanych cez -SH skupiny.

Pre d’al$ie overenie cytotoxického ucinku boli protilatky konjugované s cytostatikom cez —-NH
skupiny modifikaciou boénych retazcov lyzinu. Priprava takychto konjugatov nezahfiiala
redukciu disulfidovych véazieb, a bola preto k protilatkam SetrnejSia. Protilatky si zachovali
svoju funk¢énu $truktaru, avsak pri tomto type znacenia mohlo dojst’ k modifikacii protilatky
v aktivnom mieste pre vazbu antigénu. Naopak vyhodou tejto konjugéacie je vyssia efektivita
znaCenia a menSia spotreba cytostatika. Po odstraneni azidu sodneho pomocou ZEBA
odsolovacej kolony bola modifikovana ¢ast’ lyzinov mAb pomocou DBCO. Molekula DBCO
nasledne reagovala sazidovou skupinou konjugatu N3-PEG3-vc-PAB-MMAE. Reakcia
umoznila vznik heterogénnych konjugatov klonov 2 a 8.

Cytotoxicita ziskanych konjugatov bola stanovend rovnakym sposobom ako v pripade
thiolovych konjugatov. Na bunkach OE33 bola u konjugétu klonu 2 stanovena hodnota
EC50 4,05 ug/ml (obr. 24). U konjugéatu klonu 8 bola hodnota EC50 7,65 pg/ml. V tomto
pripade sa potvrdilo, Ze konjugat s vysSou afinitou k receptoru, ma zaroven vacsi cytotoxicky
uc¢inok. Rovnako ako v predchadzajucom pripade pouZzitie linie H1299 ukéazalo, Ze cytotoxicky
efekt je zapri¢ineny antigénom sprostredkovanou drahou. Nizka hladina receptoru c-Met
na povrchu buniek H1299 viedla pre nizky efekt k nepresnym tdajom.
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Obrazok 24: Zavislost konfluencie buniek OE33 a H1299 na EC50 ADC klonu 2 a 8 konjugovanych

cez -NH skupiny

Obrazok 25 znazoriiuje zmenu konfluencie OE33 v pritomnosti cytostatickych konjugétov
anti-c-Met v ¢ase 96 hodin. Z kriviek je jasne vidiet' ako jednotlivé konjugaty inhibuju
proliferaciu buniek. Nizke koncentracie konjugatov nemaju viditelny vplyv, pricom vysoké
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koncentrécie konjugatov takmer Uplne zastavuju proliferaciu.
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Priemerna konfluencia buniek OE33 v ¢ase -SH konjugaty
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Obrazok 25: Inhibic¢ny ucinok ADC klonu 2 a 8 konjugovanych cez -SH a -NH skupiny na proliferaciu
buniek OE33
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6 DISKUSIA

Prvou Castou prace bola optimalizacia procesu konjugacie protilatky EEV1. Z viacerych
moznych typov chemickej konjugacie bola vybrana modifikacia cysteinu. Modifikacia
cysteinov prostrednictvom Ciastocnej redukcie disulfidovych vézieb sice poskytuje
heterogénnu zmes konjugatov no vo vyrazne nizSej miere ako napriklad modifikacia lyzinu.
Z toho ddévodu bola za vhodnejsiu metddu zvolena konjugacia cez thiolové skupiny. Struktira
IgG je stabilizovand disulfidovymi  mostikmi, ktor¢é moézu byt redukované
tris(2-karboxyethyl)fosfinom za vzniku thiolovych respektive sulfhydrylovych skupin. Proces
redukcie vSak musel prebehnut’ v takej miere, aby nebola ovplyvnena vézbova aktivita a teda
nedoSlo krozpadu protilatky na jednotlivé retazce. Konjugat znaleny prostrednictvom
sulfo-Cy5 maleimide, ktory spiial spominané poziadavky, bol pouzity na detekciu eHsp90
a sledovanie internalizacného procesu komplexu antigén-protilatka. Znacena protilatka sice
v malej miere prechadzala do buniek no v kompeticii s nezna¢enymi protilatkami nedochadzalo
ku zmene intenzity fluorescenéného signalu v bunkach. ISlo pravdepodobne o neSpecificky
prechod konjugatu do buniek, ktory nestvisel s naviazanim konjugatu na antigén. V nedavnej
Stadii Takakura a kol. [104] zistili, Ze niektoré fluorescen¢né farbiva, medzi nimi aj sulfo-Cy5,
mdzu menit’ u¢innost’ zacielenia a farmakokinetiku takychto konjugatov. Proteiny konjugované
so sulfo-Cy5 potom do buniek vstupuji na zaklade pritomnosti kladne nabitych lipofilnych
cyaninovych skupin. Samotné fluorescen¢né farbivo ma potom vplyv na bunkovU absorpciu
konjugatu. Sulfo-Cy5 maleimide bol vybrany kvéli dobrym optickym vlastnostiam a relativne
vysokému fluorescenénému kvantovému vytazku. SOs skupina zvySuje hydrofilnost molekuly
¢o umoznilo jednoduchu konjugaciu s protilatkami.

Ako ukézali naSe vysledky, protilatka EEV1 sa neviazala na membranovy protein Hsp90
s dostate¢nou efektivitou. Dovodom mohla byt nizka vézbova afinita zvolenej protilatky
k nativnemu proteinu eHsp90. Prikladom rozdielnej afinity k odliSnym formam toho istého
antigénu su anti-c-Met protilatky, z ktorych kazdy klon vykazoval rozdielnu afinitu voci c-Met.
Vazbe EEV1 protilatky k epitopu mohlo branit’ aj konforma¢né usporiadanie proteinu eHsp90.
Dal§im dovodom mohla byt relativne nizka expresia eHsp90 na povrchu buniek. Ked'ze vysoka
vazbova Specifita protilatok je zakladom pre cielend terapiu nadorov prostrednictvom ADC,
bolo by beztcelné pokracovat’ v konjugacii EEV1 s cytostatikom. NaSim z&verom je, Ze EEV1
nie je vhodnym prostriedkom na cielené dorucenie lie¢iv prostrednictvom ADC. eHsp90 ale
nemozno vylucit’ ako ciel’ biologicke;j lie¢by. Ako uvadza Stellas a kol. [105] inhibicia eHsp90
monoklonalnou protilatkou 4C5 méze obmedzit’ motilitu nddoru, invaziu a tvorbu metastaz
rakoviny prsnika.

Praca sa d’alej zameriavala na sledovanie rozdielov protilatok pri rozpoznavani linearnych
a konformacnych epitopov. Na tento experiment bolo vybranych pét klonov anti-c-Met
protilatok. Povahou vézby polyklonalnych protilatok v sére imunizovanych mysi sa zaoberali
aj Forsstrom a kol. [106], ktory pozorovali vysSie koncentracie protilatok rozpoznavajucich
linedrne epitopy. Klony anti-c-Met protilatky vykazujice vysoku afinitu vo¢i nativnemu c-Met
mali nizku afinitu vo¢i denaturovanému c-Met. Naopak klony vykazujice nizku afinitu voci
denaturovanému c-Met vykazovali vysoku afinitu vo¢i nativnemu proteinu.
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KedZze dva klony anti-c-Met protilatky vykazovali vysoku anti-c-Met aktivitu a vysokul
schopnost’ internalizacie, tak boli predmetom dalSieho vyskumu. Protilatky prechadzali
do buniek Specificky, atak boli na zaver prace konjugované aj s cytostatikom. Konjugacia
prebiehala dvomi odlisnymi spdsobmi. V prvom pripade i$lo o konjugaciu cez thioloveé skupiny
a vV druhom pripade boli modifikované primarne aminy bo¢nych retazcov lyzinu. Konjugacia
cez amino skupiny bola pomerne jednoduchd, pretoZze molekula IgG obsahuje viac ako 80 'ahko
dostupnych lyzinovych zvyskov, ktoré sa nachadzaju na jej povrchu. Proces nevyZadoval
naro¢nt optimalizaciu mnozstva pouzitych reagencii a ¢asov konjugacie. Problémom v celom
procese bola iba pritomnost’ azidu sodného v uchovavacom roztoku protilatok. Azid sodny bol
pouzity ako konzervac¢né ¢inidlo na ochranu voéi bakterialnej a plesiiovej infekcii. Z roztoku
protilatok sa ho nepodarilo Gplne odstranit’ a s vysokou pravdepodobnost'ou reagoval s DBCO.
Azid tak branil vézbe cytotoxickej latky. Konjugacia modifikaciou lyzinu je niekol’konasobne
efektivnejSia ako konjugécia cez SH skupiny. V terapeutickych ADC sa vSak nevyuZiva,
pretoZze konjugdty maju vysoku heterogenitu. T4 ma za néasledok suboptimalnu
farmakokinetiku, stabilitu, u¢innost’ alebo znasanlivost. Znamena to, Ze konjugaty sa medzi
sebou mozu vyrazne liSit’ v poéte molekul cytotoxického lie¢iva. V préci bola konjugécia cez
NH skupiny pouzitd na sledovanie zvySeného cytotoxického ucinku. Konjugacia cez thiolové
skupiny bola pomerne naro¢na na optimalizaciu celého procesu. Zdkladom bolo stanovit presna
koncentraciu redukéného ¢inidla, ¢as redukcie a zvolit’ spravny reakény pufor. V pripade, Ze
neboli splnené presné podmienky doslo k fragmentacii protilatok pripadne efektivita znacenia
nebola dostato¢na.

Zvysena efektivita znacenia cez — NH skupiny sa preukézala pri konjugate klonu 2, kedy sa
hodnota EC50 znizila takmer o polovicu. Vysok( cytotoxicitu vykazoval aj SH konjugét
klonu 8. Bolo to pravdepodobne z dovodu vyssSej fragmentacie protilatok, ked’ze klon 8 bol
menej stabilny. Pomerne vysoky cytotoxicky ucinok mali konjugaty aj na bunky H1299.
Inhibicia proliferacie buniek H1299 nebola ocakévana, ked’Ze bunky exprimuju nizke hladiny
c-Met. Preto sa domnievame, Ze inhibicia mohla byt spdsobend pritomnostou volnej
cytotoxickej latky. VolI'né cytostatikum pravdepodobne nebolo pri purifikacii Gplne odstranené.
Klon 2 a 8 by mohli po efektivnejSej konjugacii dosiahnut’ cytotoxicky Gc¢inok ako niektoré
Klinicky testované ADC. C-Met ako ciel’ biologickej terapie nadorov vykazuje omnoho
sl'ubnejsie vysledky ako eHsp90.
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7 ZAVER

Pomocou optimalizacie procesu konjugacie cez sulfhydrilové skupiny sa nam podarilo vytvorit
konjugat EEV1-2.1-sulfo-Cy5 maleimide, ktory bolo mozné pouzit' pri zobrazovacich
metddach. Na z&klade pozorovani z fluorescenénej mikroskopie a prietokovej cytometrie sme
zistili, Ze konjugat EEV1 neprechadza do buniek antigénom sprostredkovanou cestou.
V pripade vyuZitia EEV1-2.1 v nadorovej liebe by tak neslo o cielend terapiu. Konjugat EEV1
s cytotoxickou latkou by svysokou pravdepodobnostou vykazoval systémova toxicitu.
Na zaklade studii ale nevylu¢ujeme eHsp90 ako ciel’ biologickej terapie nddorov. Napriek
neuspechu bol potencidl EEV1 porovnany s protilatkami proti c-Met. Anti-c-Met protilatky
klony 2 a 8 vykazovali vysoku afinitu k nativnemu proteinu. U oboch klonov bolo preukézané,
Ze internalizécia je zavisla na pritomnosti receptoru c-Met. Vd’aka pozitivnym vysledkom bolo
mozné uskuto¢nit’ konjugaciu klonov 2 a 8 s cytotoxickou latkou. Testy Zivotaschopnosti
buniek preukézali, Ze oba konjugaty anti-c-Met-vcMMAE inhibovali proliferaciu nadorovych
buniek. Pre zvySenie cytotoxického Gcinku boli protilatky konjugované s cytostatikom cez
amino skupiny lyzinu, ktoré su pocetnejsie ako sulfhydrilové skupiny. Optimalizacia procesu
konjugacie bola jednoduchSia a protilatky si zachovali svoju funkénu §truktaru. Pri konjugécii
cez amino skupiny vSak hrozilo riziko modifikacie protilatky v aktivnom mieste. VysSie
koncentracie anti-c-Met-N3-PEG3-vc-PAB-MMAE konjugatov takmer uplne inhibovali
proliferaciu nadorovych buniek OE33. Vysledky diplomovej préace odhalili potencial klonov 2
a 8 anti-c-Met protilatky v imunoterapii naddorovych ochoreni. ADC konjugaty s vyuzitim
klonov 2 a 8 by v buducnosti mohli byt u¢innym nastrojom na cielent lie¢bu c-Met pozitivnych
nadorovych ochoreni.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ADC
ADCC
Akt
AP2
Apaf-1
APS
ARNT
ARRB1
ATP
CD
CDC
Cdc37
c-Met
CTD
CTLA4
CVv
DBCO
DMEM
DMF
DMSO
EC50
ECM
EDTA
EGF
eHsp90
EMT
eNos
EphA2
ERK
Ets
FDA
FLT-3
Gabl
GRB2

antibody drug conjugate
antibody-dependent cellular cytotoxicity
protein kinase B

adaptor complex

apoptotic protease activating factor 1
peroxodisiran amonny

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
arrestin beta 1

adenosine triphosphate

cluster of differentiation
complement-dependent cytotoxicity

Cell Division Cycle 37

hepatocyte growth factor receptor
C-terminal domain

cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
column volume

dibenzocyclooctyne group

Dulbecco's modified Eagle's medium
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

polovica maximalnej u¢innej koncentracie
extracellular matrix

kyselina etyléndiamintetraoctova
epidermal growth factor

extracellular heat shock protein 90
epithelial-mesenchymal transition
endothelial nitric oxide synthase

ephrin type-A receptor 2

extracellular signal-regulated kinases
transkription factor family

vladna agentira USA na kontrolu lie¢iv a potravin
fms like tyrosine kinase 3
GRB2-associated-binding protein 1
growth factor receptor-bound protein 2
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HAMA
HAT
HER2
HGF
HGFR
HIFla
HMG1
Hop
HPRGT
HSF1
Hsp

IL-6
IRAK
LOXL2
LRP1
mADb
MAFG
MD
MMAE
MMAF
MMP
MMP2
MSLN
MWCO
NEK
NF-xB
NTD
PBS
PD-1
PI3K
PLCy
PMSF
PSI
PTM

human anti-mouse antibodies
hypoxanthine-aminopterin thymidin
human epidermal growth factor receptor 2
hepatocyte growth factor

hepatocyte growth factor receptor
hypoxia-inducible factor 1-alpha
high-mobility group protein 1

Hsp70/90 organizing protein
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
heat shock factor 1

heat shock protein

imunoglobulin

interleukin 6

interleukin-1 receptor associated kinase
lysyl oxidase homolog 2

low density lipoprotein receptor-related protein 1
monoklonalne protilatky

transcription factor

middle domain

monomethyl auristatin E

monomethyl auristatin F

matrix metalloproteinase

matrix metalloproteinase-2

mesothelin

molecular weight cut-off
serine/threonine-protein kinase

nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cell
N-terminal domain

phosphate buffer saline

programed cell death 1

phosphoinositide 3-kinase
phosphoinositide-specific phospholipase C
phenylmethylsulfonyl fluoride
plexin-semaphorin-integrin

posttranslaéné modifikacie
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RECAMO
Ron
RPMI-1640
RTKSs
SDS-PAGE
SHC
SiRNA

Src
SREBF1
TCEP
TCF-4
TEMED
TLR4

TNF

TPA
TRIS-CI
Vc

VEGFR

regionalne centrum aplikovanej molekularnej onkoldgie
Macrophage-stimulating protein receptor

Roswell Park Memorial Institute medium

receptor tyrosine kinase

polyakrylamidova elektororéza s dodecylsiranom sodnym
transforming protein

small interfering RNA

proto-oncogene tyrosine-protein kinase

sterol regulatory element-binding transcription factor 1
tris(2-carboxyethyl)phosphine

transcription factor 4
N,N,N",N"-tetramethylethyléndiamin

toll-like receptor 4

tumor necrosis factor

tissue plasminogen activator
tris(hydroxymethyl)aminomethan

valine-citrulline

vascular endothelial growth factor receptor
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