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ABSTRAKT

Konjugaty protildtka-liecivo (ADC) reprezentuju relativne novu triedu vysoko ucinnych
protinadorovych lieciv. Vd’aka vysoko §pecifickym 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 ucinnost’ je vyber
vhodného antigénu, ktory po vizbe konjugitu podlieha internalizicii. Ako potencidlne ciele
boli vybrané proteiny Hsp90a a c-Met. Hsp90 predstavuje molekuldrny chaperdn, ktory je
nadmerne exprimovany v nadorovych bunkidch a navySe mdze byt translokovany
na membranu. Hsp90 prispieva k angiogenéze, motilite nddorovych buniek alebo tvorbe
metastdz. Druhy spomenuty, C-Met, predstavuje tyrozinkindzovy receptor, ktory hrd dstrednu
ulohu v epitelidlnej morfogenéze a malignej transformdcii. Jeho zvySend aktivita indukuje
drahy zodpovedné za proliferdciu, invdziu a migraciu malignych buniek.

V diplomovej prici bol Studovany potencidl vyuzitia protildtok s anti-Hsp90 a anti-c-Met
aktivitou v protinddorove;j terapii. Experimentalna Cast’ prace zahrriovala purifikéaciu protilatky
EEV1-2.1 santi-Hsp90 aktivitou ajej néslednd charakteriziciu. Dalej zahriiovala
charakteriziciu a selekciu dostupnych klonov anti-c-Met protildtky. Zaoberala sa tieZ vyberom
a optimalizdciou sprdvnej stratégie konjugicie. Aktivita protildtok a od nich odvodenych
konjugatov bola skimana prostrednictvom fluorescencnej mikroskopie ¢i prietokovej
cytometrie. In vivo experimenty boli d’alej zamerané na overenie ucinnosti ADC sledovanim
miery inhibicie proliferdcie vybranych nadorovych linii. Vysledky diplomovej prace odhalili,
Ze protilatka EEV1 neprechddza do buniek antigénom sprostredkovanou cestou, a nie je tak
vhodnd pre pouzite v konjugécii s cytostatickym lieCivom. Na druhej strane, ADC konjugaty
anti-c-Met protilatky vykazovali vysoka afinitu voc¢i nativhemu antigénu, dochadzalo k ich
internalizdcii cez vdzbu na antigén a navySe inhibovali proliferdciu c-Met exprimujicich buniek
OE33.

KEUCOVE SLOVA

Konjugaty protildtka-liecivo, monoklonalne protilatky, eHsp90, c-Met, konjugicia, linker,
MMAE, cielend nadorové 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 UVOD

Nadorové ochorenia patria medzi najcastejSie smrtelné choroby, ktoré roCne spdsobuju
priblizne 10 miliénov umrti po celom svete [1]. Medzi tradi¢né lieCebné postupy patri
chemoterapia, rddioterapia alebo chirurgicky zdkrok. Cytotoxické latky pouZivané
v chemoterapii Castokrat vykazuja nizky terapeuticky index a zavazné vedl'ajSie ucinky, ktoré
sa pripisuju ucinku lie¢iva mimo cielové tkaniva. RieSenim by mohla byt cielend terapia
monoklondlnymi protildtkami (mAb) v spojeni s vysokoucinnymi cytotoxickymi latkami.
Konjugaty protildtka-lie¢ivo (ADC) momentalne patria medzi najrychlejSie rastice skupiny
lie¢iv v onkoldgii. Kombindciou imunoterapie a chemoterapie vytvaraju vynimo¢nu skupinu
terapeutik, ktora je vysoko S§pecifickd a cytotoxicka zaroven. ADC pozostavaju z troch
kI'aicovych prvkov: monoklonalnej protilatky, ktord sa selektivne viaze na antigén na povrchu
nadorovej bunky, cytotoxického nakladu a stiepitelného alebo nestiepitelného linkera. Kazda
z tychto zloziek sa mdze medzi ADC znacne lisit, ¢o vedie k obrovskej rozmanitosti Struktur
a nasledne k farmakologickym a klinickym vlastnostiam jednotlivych ADC [2]. K dneSnému
diu bolo schvalenych uradom FDA na klinické pouzitie 12 roznych ADC [3].

Cielom mnohych vyskumov je najst vhodny cielovy antigén, ktory sa nadmerne exprimuje
na povrchu nddorovych buniek a vidzbou protilitky sa internalizuje do intracelularneho
priestoru. Potencionalnym terapeutickym cielom by mohol byt extracelularny Hsp90. Hsp90
je molekuldrny chaperdn, ktory je zodpovedny za skladanie de novo syntetizovanych proteinov
a za opdtovné skladanie nespravne zloZenych proteinov. Hsp90 md vyznamnu dlohu v malignej
transformdcii, kde podporuje aktiviciu mnoZstva mutovanych proteinov. V nadorovych
bunkach moze dochéadzat k translokacii Hsp90 do membranového a extraceluldrneho priestoru
a jeho zvysené hladiny koreluju so zlou prognézou [4].

Vhodnt skupinu antigénov pre ADC terapiu predstavuji aj tyrozin kindzové receptory, ktoré
su ¢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,
zaludka, prsnika ¢i mozgu. Po stimulacii ligandom indukuje niekol'’ko biologickych odpovedi,
ktoré spolocne vedu k programu znamemu ako invazivny rast. Vysokd expresia tychto
proteinov v niektorych typoch nddorov 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

Protildtky, zndme aj ako imunoglobuliny (Ig), si velké globularne proteiny, ktoré
su produkované imunitnym systémom v odpovedi na pritomnost baktérii, virusov ¢i inych
patogénov. Pre ich unikdtne vlastnosti naSli Siroké vyuZitie vo vyskume a medicine, kde
su vyuzivané na diagnostické a terapeutické ucely. Prvykrat boli objavené v roku 1890
nemeckym lekdrom a bakteriologom Emilom von Behringom. V roku 1906 Paul Ehrlich
zaviedol do lekdrskej 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 hybridné
bunky, ktoré dostali ndzov hybridomy, si zachovavaji klI'iCové vlastnosti myelémovych buniek
ako aj B-lymfocytov, produkujd protildtky B-lymfocytu pouZzitého pri fizii, rychlo sa delia
a su takmer nesmrtel'né [6, 7, 8].

Molekula imunoglobulinu je tvorend dvoma funkéne sa odliSujucimi oblastami, variabilnou
(V) oblastou a konstantnou (C) oblastou. Konstantnd oblast’ interaguje s efektorovymi
bunkami, priCom variabilna oblast rozpozndva antigén. V zdavislosti od typu C oblasti delime
imunoglobuliny do piatich hlavnych tried: IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Triedy imunoglobulinov
sa teda liSia v type izotypu t'azkého retazca, ktoré st oznaCované ako a, €, p, 9, y. Jednotlivé
triedy izotypov su produkované vroznych fdzach imunitnej odpovede a maju odliSné
funkcie [9].

Imunoglobuliny triedy G tvoria priblizne 75% sérovych protilitok uludi, a sd preto
najcastej§im typom protilatok nachddzajicim sa v krvnom obehu. Rovnako ide o terapeuticky
najvyznamnejsiu a zaroveii najviac Studovanu triedu imunoglobulinov. Zdkladna Struktira IgG
je tvorena Styrmi polypeptidovymi retazcami zlozenymi do tvaru pismena Y. Molekulova
hmotnost’ IgG je 150 kDa. IgG je zloZeny z dvoch identickych tazkych (H, 50 kDa) a dvoch
identickych lahkych (L, 25kDa) retazcov. Refazce st navzdjom stabilizované
prostrednictvom disulfidovych vizieb. Ludské IgG sa d’alej delia do podtried na zdklade ich
relativneho zastipenia v I'udskej plazme a to na IgG1-IgG4. Podobne je tomu aj u mySich IgG,
ktoré sa vSak delia na IgGl, IgG2a-c a I[gG3. Kazd4 podtrieda je kédovand inym génom.
Podtriedy sa d’alej lidia v poéte a umiestneni disulfidovych vizieb a v dizke takzvanej pantove;
oblasti. Cahky retazec ma 2 izotypy x aA, ktorych zastipenie v molekule protilatky je
individudlne variabilné. N-koncovy usek imunoglobulinu je tvoreny Styrmi variabilnymi
usekmi (V-domény), po dvoch na tazkych (VH) a I'ahkych retazcoch (VL). Kazda V-doména
sa skladd z troch hypervariabilnych usekov, ktoré uruju antigénnu Specifitu protilatky. Oblast
VL-VH tak umoziuje vizbu antigénu, ku ktorému je komplementéarna. Sekvencie C-koncovych
l'ahkych ako aj tazkych retazcov su na rozdiel od N-koncovych sekvencii vyrazne
konzervovanejSie. KonS§tantna oblast’ obsahuje tri sekven¢ne vysoko konzervované domény
Cul, Cu2 a Cu3. Cul a Cu2 st prepojené pantovou oblast'ou, ktora spaja tazké retazce vd’aka
disulfidovym vidzbam. Llahky retazec obsahuje jednu konstantni CrLl doménu, ktord sa
nachddza oproti Cul doméne a je s fiou rovnako prepojend disulfidovymi vdzbami. KonStantné
useky zodpovedajui predovSetkym za efektorové funkcie protilatok, ako napriklad za vézbu
komplementu alebo interakciu s Fc receptorom na imunokompetentnych bunkdch. Okrem
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disulfidovych vizieb, ktoré vzdjomne prepdjajd HC s LC v pédntovej oblasti, molekula
protilatky obsahuje aj vnutroretazcové disulfidové vizby, ktoré stabilizuji H a L domény
(obr. 1). Vnutroretazcovy disulfid tvori sluc¢ku, ktord obsahuje asi 60 aminokyselin. IgG
obsahuje okrem polypeptidovych retazcov aj jeden oligosacharidovy retazec, ktory je
naviazany na Cu2 doméne. Glykozyldcia zvySuje konformacnu stabilitu atiez ma vplyv
na schopnost’ protildtky viazat’ antigén [10, 11, 12, 13, 14].
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Obrdzok 1: (A.) Schematické zndzornenie struktiiry IgG, (B.) a jeho krystdlovd Struktiira [14].

2.1.1 V(D)J rekombinacia

V(D)J rekombindcia je Specidlny mechanizmus, vdaka ktorému st produkované protilatky
schopné rozlisit mnozstvo antigénov. Proces rekombindcie prebieha v skorych Stadidch
dozrievania T aB lymfocytov. Gény kddujice retazce imunoglobulinov su zlozené
z niekol’kych typov génovych segmentov. Gény tazkého retazca l'udského Ig obsahuju
2 konStantné génové segmenty, 50 variabilnych (V), 27 diverzitnych (D) a 6 spojovacich (J)
génovych segmentov. Génovy lokus lahkého retazca obsahuje V alJ segmenty, ale je
deficientny na D segmenty. V B-lymfocyte dochddza najskor k DJ rekombinécii, ¢o znamena,
ze akykol'vek tsek medzi vybranym D alJ segmentom je vystiepeny. Po tomto procese
dochddza k spojeniu jedného V segmentu s DJ oblastou, pricom vSetky segmenty medzi
vybranym V aD segmentom si vymazané z genému. Vysledkom je primdrny transkript
tazkého refazca. Bunka mdze nasledne zahgjit' tvorbu génu pre I'ahké retazce. V pripade
I'ahkého retazca ide len o VJ rekombindciu. Po expresii IgM a IgD sa bunka stdva zrelym
B-lymfocytom. Po styku zrelej B-bunky s antigénom dochddza k mutdcidm V segmentu.
B-lymfocyty sa dalej diferencuji v procese prepinania izotypov, ktory je zndmy ako
class-switching. Ide o rekombinacny proces, pri ktorom sa meni izotyp produkovaného
imunoglobulinu. Pri tomto procese si z génov t'azkych retazcov Stiepené konstantné useky. Ak
su pritomné sekvencie, ktoré sa daju eliminovat, mdZe class-switching prebiehat’ v bunke
niekol'kokrat za sebou. Vyslednd B-bunka produkuje protilatky jedného izotypu, pripadne
jednej podtriedy [15].

11



2.1.2 Monoklonalne protilatky

Pouzitie monoklondlnych protilitok (mAb) je jednou zo zdkladnych stratégii v liecbe
onkologickych ochoreni. Pretoze sa tato stratégia zameriava na ciel'ovu §trukturu, hovorime
o cielenej terapii, ktord zamedzuje poSkodeniu zdravého tkaniva v okoli tumoru.

Pri imunizécii antigénom dochddza k stimuldcii r6znych klonov B lymfocytov tvoriacich
protildtky proti réznym epitopom antigénu. Pre vyzkum, diagnostiku alebo terapeutické
aplikicie je vSak dolezité, aby protilditka mala presne definovanud Specifitu a pochddzala
z jedného klonu. Sp6sob pripravy monoklondlnych 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 hybridémy. Hybridém ma zachovant schopnost’
myelomu nekonecne sa delit’ a produkovat protilatku ako B bunka, ktorej fuziou vznikol. Cely
proces zafina imunizdciou, ktord predstavuje vpravenie Specifického antigénu
do experimentalneho zvierat'a, v ktorom dojde k aktivacii B lymfocytov a produkcii protildtok.
V tomto momente je odobratd slezina zvierata a jednotlivé B-bunky su ndsledne fizované
s bunkami myeldmu, ktoré si zbavené génu pre transkripciu HPRGT (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferdza). Rovnako je mozné odobrat’ sérum obsahujice zmes polyklondlnych
protildtok (obr. 2). Ich hlavnou nevyhodou v porovnani s monoklonalnymi protilatkami je ich
velka variabilita. Fuzované bunky si dalej inkubované v HAT médiu. Vysledkom je
odumretie nefizovanych myeldmovych buniek, ktoré nedokdzu produkovat nukleotidy
a sucasné odumretie B-buniek z dovodu ich kratkej zivotnosti. V médiu preZivaji len hybridy
B-bunka-myeldm. V tejto fize sa médium nariedi a nanesie do viacjamkovej do§ticky tak, aby
kazd4 jamka obsahovala jednu hybridnt bunku. Primarnym skriningom sa identifikuji a vybera
hybridémy s produkciou vhodnej protilatky. Po selekcii su klony kultivované a ziskavané
vacsie tkanivové kultary. V zdvislosti od typu kultiry je mozné ziskat 1 az 60 pg/ml
monoklondlnej protilatky [14, 16].
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Obrdzok 2: (A.) Vpravenie antigénu s viacerymi epitopmi do mysi. (B.) Produkcia polyklondlneho
antiséra s obsahom zmesi monoklondlnych protildtok specifickych pre rozny epitop antigénu. (C.) Fiizia
B-buniek s myelomovou liniou a selekcia klonov produkujiicich protildtky [14].

Za ucelom lieCby Tludi je potrebné modifikovat proteinové sekvencie nehumdnnych
monoklonalnych protilatok tak, aby sa Co najviac podobali protilatkam produkovanym
prirodzene uludi. Prvé klinické Stidie pozorovali intravenéznu aplikdciu mySich
monoklondlnych protilditok do tela ludskych pacientov. Imunoglobuliny produkované
hybridémovou technolégiou indukovali u pacientov imunitnii odpoved’ za tvorby anti-mysich
protildtok nazyvanych HAMA (human anti-mouse antibodies). HAMA spodsobuji tvorbu
imunokomplexov, ¢o znemoziuje vdzbu na nadorovy antigén, urychluje eliminaciu lieCiva
z krvného obehu a moze spdsobit sérové ochorenia ¢i viest k anafylaxii. Monoklondlne
protilatky delime podl'a povodu ich §truktiry na mysie, chimerické, humanizované a l'udské.
Chimericka protilatka obsahuje variabilné oblasti I'ahkého a tazkého retazca mySej mAb
a kon§tantné oblasti l'udskej protilatky. V Tudskom organizme moze stidle vyvolavat
anti-chimericku protilatkovii odpoved proti mysim variabilnym oblastiam. Humanizované
protilatky su l'udské protilatky upravené tak, ze ich variabilné oblasti si komplementarne

k mygej mAb [10, 17, 18].

Problémom pri imunoterapii monoklonalnymi protilatkami je Castokrat velka molekulova
hmotnost' protildtok. V porovnani s bezne pouzivanymi cytostatikami je ich molekulova
hmotnost az 150x vysSia a dochddza tak k pomalSej distribicii a podstatne niZ§iemu prieniku
do nadorového tkaniva. Bariéru vytvdra aj zvySeny intersticidlny tlak vo vnitri nddoru, ktory
zabrafiuje pasivnej difuzii imunoglobulinov do tumoru. Cas potrebny k difdzii protildtok
k nddorovym bunkam predlzuje pomerne velkd vzdialenost medzi krvnymi cievami
a intersticiom. U pacientov s objemnej$imi nddormi je pouZzitie monoklondlnych protildtok
na lie¢bu limitujice. Uspesnost’ liedby médze ovplyviiovat aj heterogénna expresia antigénu.
Znizené mnozstvo antigénov moze viest k rezistencii nddorovych 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 molekdl.
Protilatky su tvorené B-lymfocytmi a cirkuluju v krvi a lymfe, kde sa viazu na svoj Specificky
antigén. Vd’aka pokrocilému vyvoju technik produkcie protildtok dnes existuji r6zne sposoby
ich produkcie. Polyklondlne protildtky sa ziskavaji z krvného séra zvierat. Monoklondlne
protilatky moézu byt produkované hybriddmovymi liniami alebo metédou mysSieho ascitu.
Ascitickd metdda sa pouziva na produkciu mAb in vivo, kedy sa hybridomové bunky injekéne
zavedud do peritonedlnej dutiny. V dutine sa v dosledku zdpalu tvori asciticka tekutina, ktora
obsahuje vysoké koncentricie protilatok. Vzniknut4 tekutina sa odoberd a su z nej purifikované
protilatky. Na produkciu rekombinantnych protilatok sa vyuzivaji napriklad CHO bunky. Ide
o bunky vajeCnikov cCinskeho Skrecka, ktoré sa vyznacCuju schopnostou vykonavat
posttranslaéné modifikacie [21, 22].

Protilatky mozu byt purifikované réznymi chromatografickymi ale aj nechromatografickymi
technikami. Medzi nechromatografické spOsoby purifikdcie patri precipiticia a extrakcia
v systéme kvapalina-kvapalina. Medzi najpouZivanejSie chromatografické metédy patri
afinitnd chromatografia, ktorej principom je interakcia imunoglobulinu s ligandom. Této
technika je uprednostiiovana z dévodu rychlosti, jednoduchosti a vysokej selektivnosti. Princip
afinitnej chromatografie spociva v imobilizdcii ligandu na vhodny, najcastejSie polymérny
nosic. Cielova biomolekula je selektivne zachytena tymto ligandom, zatial’ ¢o ostatné molekuly
prechddzaji vol'ne kolonou. Ciel'ové biomolekuly su ndsledne uvolnené z kolény vhodnymi
elunymi Cinidlami. Pri eldcii dochddza k strate vézieb medzi ligandom a biomolekulou
[23, 24].

Pri purifikdcii protildtok sd pouZivané tri typy ligandov ato antigén, anti-protildtka
a bakteridlne Fc receptory. Antigénne ligandy sa pouZivaju pri izol4cii Specifickej protildtky
zo zmesi rOznych imunoglobulinov. Prikladom je purifikdcia protilatky zo séra imunizovanych
zvierat. Matrice s anti-protildtkami sa vyuZivaji na ziskanie najmi potkanich monoklonélnych
protildtok. Do tretej kategérie patria Fc receptory, ktoré maji niektoré baktérie a virusy
na svojom povrchu. Vd’aka nim sa tieto mikroorganizmy dokazu vyhnut imunitnej odpovedi
hostitel'a. NajlepSie prestudované Fc receptory su protein A nachddzajici sa na povrchu
baktérie Staphylococcus aureus a protein G nachddzajuici sa na baktériach rodu Streptoccocus.
Gény tychto proteinov boli klonované a v sti¢asnej dobe si vo vel'kej miere produkované
geneticky modifikovanymi baktériami. Viazu sa na Fc fragment IgG. Protein A s molekulovou
hmotnostou 42 kDa obsahuje piat extracelularnych Ig-vdzbovych domén a je stabilny
v rozmedzi pH 2-11. Protein A sa dnes vyuZiva na purifikdciu Sirokého spektra mysSich,
krali¢ich ¢i 'udskych IgG. Protein G sa deli do dvoch skupin a to G a C. Protein G skupiny G
md molekulova hmotnost 65 kDa a skupiny C md 58 kDa. Obe skupiny st stabilné v rozmedz{
pH 4-8. Protein G obsahuje tri homol6gne [gG-vizbové domény. Protein G sa oproti proteinu A
pouZziva na purifikdciu potkanich ¢i kozich IgG [24, 25, 26, 27].

2.14 Mechanizmus ucinku terapie mAb

V lie¢be nadorovych ochoreni mézu byt monoklondlne protilatky vyuzZivané samostatne ako
forma pasivnej Specifickej imunoterapie alebo vo forme konjugdtov. Mechanizmus ucinku
terapeutickych mAb moze byt priamy, kedy protilitka vplyva na bunkové funkcie
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prostrednictvom inhibicie alebo aktivacie signalizaCnych drah, pripadne priamou aktiviciou
apoptézy. Dal§im mechanizmom uinku je takzvana cytotoxicita sprostredkovana
efektorovymi bunkami zdvisl4 od protildtok (ADCC). Ide o obranny imunitny mechanizmus,
kedy st na povrchu membrany efektorovej bunky (NK bunka) viazané Specifické mAb viaZice
sa na antigén nddorovych buniek. Efektorové bunky potom aktivne lyzuji maligne bunky.
Cytotoxicita z4visld na komplemente (CDC) funguje na principe vizby protildtky na antigén
a ndslednom naviazani komplementu, ¢im sa aktivuje komplex atakujici membrénu.
Vysledkom CDC je komplementom sprostredkovan4 1yza bunky. Dalsia skupina protilatok sa
zameriava na kontrolné body imunitného systému. Takéto protilatky sa viaZzu na receptory
inhibujice T-bunky (CTLA4, PD-1) alebo zabranuju vizbe ligandu (obr. 3). Terapia
bisSpecifickymi mAb vyuziva protilatky s funkéne odliSnymi vézbovymi doménami, co
umoziuje 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 bunkéch [28].

Utinnost terapie monoklonalnymi protilatkami sa moze vyrazne zvysit konjugaciou s vysoko
ucinnymi nakladmi ako su cytotoxické lieciva, radioaktivne znacky, malé interferujice RNA
(siRNA) alebo imunotoxiny. Protildtky Specifické k nadorovym antigénom umoziuju
umoziuju priame dodavanie toxinov do malignych buniek s minimdlnou systémovou
toxicitou [28].

(A) Protilatky CDC
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Obrdzok 3: Znazornenie roznych mechanizmov ucinku terapie mAb: (A) protildtky bez zdataze, (B)
bispecifické mAb, (C) CAR T-bunky, (D) konjugované mAb [28]
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2.1.5 Konjugaty protilatka-lie¢ivo

Konjugéty protildtka-liecivo (ADC) poskytuju unikatne spojenie chemoterapie a imunoterapie.
Prvé predstavy o ADC mal pred takmer 100 rokmi nemecky lekdr a vedec Paul Ehrlich, ktory
hovoril o protilitke ako o kuzelnej strele identifikujuce;j ciel. Uz vtedy hovoril o potencidli
protilatky preniest toxicky liek do ciel'a bez poSkodenia organizmu. V osemdesiatych rokoch
sa uskutocnili prvé klinické skusky tohto konceptu. K ziskaniu farmaceuticky uc¢inného ADC
vSak predchadza naro¢na priprava, ktorad naraza na mnozstvo prekazok. Medzi kl'ucové kroky
pripravy ADC patri vyber vhodného ciela, priprava monoklondlnej protilatky, vyber
cytotoxickej latky a vyber sposobu pripojenia tejto latky k protilatke [29, 30].

2.1.5.1 Vyber ciel’ového antigénu

Vyber vhodného antigénu je prvym ddlezitym krokom vyskumu, od ktorého sa d’alej odvija
uspech alebo neuspech celého ADC. Cielovy antigén musi mat’ zvySenu expresiu v nddorovych
bunkdch oproti zdravym bunkdm. Mal by byt na povrchu malignych buniek, ¢o zabezpeci
dostupnost’ pre cirkulujice ADC. V neposlednom rade si dolezité internalizacné vlastnosti
antigénu. Internalizdciou antigénu rozumieme prechod antigénu/receptoru z membrany
do vnutrobunkového priestoru. Pokial’ k tomuto procesu dochddza po naviazani ADC, tak tym
je umozZneny transport konjugitu do bunky. Vo vnitry bunky dochddza k odStiepeniu
cytotoxika a k jeho naslednému ucinku. Najviac cielenymi antigénmi ADC si HER2, CD19,
CD33, CD22 a MSLN [31, 32, 33].

2.1.5.2 Vyber protildtky

Hlavnou prednostou pouzitia ADC v protinddorovej liecbe je dorucenie lie¢iva priamo
do nddorovych buniek prostrednictvom vysoko Specifickej monoklondlnej protilatky.
Protilatka by preto mala vykazovat' vysoku afinitu k povrchovému antigénu malignych buniek.
Nizka afinita mdze viest’ k neefektivnej internalizécii vedicej k uvolneniu ADC mimo ciel’.
Pre maximalizaciu ucCinnosti ADC je ddlezita rovnovaha medzi velkostou molekuly
a vazbovou afinitou, ktora ovplyviiuje penetraciu ADC do nadoru. Miera internalizicie
protilatky je dalsim dolezitym bodom pri vyvoji ADC. Protilitka by zaroveni nemala
v organizme vyvolavat' silni imunitni odpoved’, a preto sa v suCasnosti na terapeutické ucely
pouzivaji konjugdty 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. Zabrafiuje
uvolneniu cytotoxického lie¢iva mimo cielové tkanivo a uchovdva konjugdt v neaktivnom
a sucasne netoxickom stave. Linker by mal zaroveri umoznit’ uvolnenie cytostatika az po jeho
internalizdcii do bunkového priestoru. Ak linker pozostiva zo stabilnych vizieb, ktoré
odoldvaju proteolitickej degradicii, tak hovorime o nestiepitelnom linkeri. NestiepiteIné
linkery uvol'fiuju cytotoxické lieCiva az po internalizacii ADC, ktord zahdji degraddciu mAb
zlozky v lyzozome. Oproti Stiepitelnym linkerom su stabilnejSie v krvnej plazme, ale zaroven
su zavislé na lyzozomélnej degraddcii. Patria sem napriklad tioéterové linkery a linkery na baze
maleimidu [30, 35].
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Druht skupinu tvoria $tiepitelné linkery. K ich Stiepeniu dochddza pri zmene podmienok
prostredia, ako napriklad zmena pH ¢iredoxného potencidlu alebo v pritomnosti
proteolytickych enzymov, ktoré sa vyskytuji v nddorovych bunkach v hojnom pocte.

Podla sposobu Stiepenia ich delime na:

Linkery labilné v kyslom prostredi
Linkery citlivé na lyzozomélne protedzy

wn =

Disulfidové linkery citlivé na glutation
4. Linkery Stiepené B-glukuroniddzou

Linkery citlivé na kyslé prostredie si v alkalickom prostredi stabilné. K Stiepeniu linkera
dochédza po internalizicii v lyzozomoch. Konjugét prechddza z neutrdlneho medzibunkového
prostredia do endozémov (pH 5-6) a ndsledne 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 uvoliiovania lieciva, a preto
su uprednostiiované linkery fungujice na inej baze. Najviac pouzivanymi su linkery senzitivne
na protedzy. Ide o linkery na baze peptidov, ktoré su Stiepitelné katepsinom B. Katepsin B je
v nddorovych bunkdch mnohondsobne viac exprimovany ako v zdravych bunkach. Prikladom
je linker valin-citrulin, ktory je odolny aj voci zmenam pH. B-glukuronidové linkery st Stiepené
protedzou B-glukuronidaza, ktord je neaktivna pri fyziologickom pH a aktivna v lyzozomédlnom
prostredi s hodnotou pH 4,8. Glutation-senzitivne disulfidové linkery sa Stiepia na zaklade
rozdielneho redoxného potencidlu cytoplazmy a krvnej plazmy. Glutation, ako prirodzeny
antioxidant, sa nachddza v intracelulirnom ako aj extraceluldirnom prostredi, kde je jeho
produkcia stimulovand stresovym stavom buniek. V nddorovych bunkdch je vo vysSich
koncentraciach, apreto je disulfidovy mostik tohto typu linkeru redukovany az
v intraceluldrnom priestore nddorovych buniek [30, 36].

2.1.5.4 Vyber lieCiva

V konjugatoch ADC musia byt pouzité najmé latky s vysokou stabilitou. Liecivo musi byt
dostatoCne toxické v koncentracidch, ktoré sa daju dosiahnut pri podavani protilatok. Prvé
ADC obsahovali bezne pouZivané chemoterapeutické lieky, ktoré vykazovali minimalnu alebo
ziadnu protinadorovu aktivitu. Ked'Zze mnozstvo lieCiva, ktoré sa moze dostat’ do bunky je
obmedzené mnozstvom ciel'ového antigénu na bunkovom povrchu, musi byt lie¢ivo vysoko
ucinné. Na konjugaciu sa uprednostiiuji latky s nizkou molekulovou hmotnostou,
s dostato¢nou rozpustnost'ou, nizkou imunogenicitou a dlhsim polcasom rozpadu. Lieciva
pouzivané v ADC sa rozdeluja do dvoch hlavnych kategorii ato na latky poskodzujice
Struktiru DNA a inhibitory mikrotubulov [30, 37].

Cinidla poskodzujice DNA su aktivne v réznych fizach bunkového delenia. Patri sem
kalicheamicin radiaci sa do triedy protinddorovych antibiotik. Kalicheamicin rozpozndva
kratku sekvenciu DNA, zastavuje replikdciu a indukuje zlomy v dvojvlaknovej DNA, ktoré
vedu k bunkovej smrti. Duokarmycin je silna cytotoxicka alkylacna latka, ktord sa viaZze
na maly Zliabok DNA. Nepravidelnou alkyldciou nardSa Strukturdlnu integritu DNA.
Doxorubicin inhibuje syntézu DNA interkaldciou do jej Struktdry [30, 37].
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Medzi inhibitory mikrotubulov patria derivity maytansinu. Maytansinoidy blokuji
polymeriziciu tubulinu, ktord vedie k zastaveniu mitézy abunkovej smrti. Pri testoch
na bunkovych linidch in vitro preukazal maytansin 100-krat vysSiu cytotoxicitu ako klinicky
pouZzivané alkaloidy vinca alebo taxol. Maytansinoidy sa kvoli svojej nedostatonej nadorovej
Specifickosti a riziku vazneho poskodenia zdravych buniek nemozu pouzivat' samostatne ako
protinddorové lieky. Ich vysokou cytotoxicitou sd idedlnymi kandiddtmi pri cielenom doddvani
lie¢iv pomocou ADC. V klinickom vyvoji ADC sa momentdlne nachddzaji dva derivaty
maytansinu a to DM1 a DM4 [30, 38].

Auristatiny st dalSou skupinou antimikrotubularnych cinidiel. Ide o syntetické analégy
odvodené od dolastinu 10 a to monomethyl auristatin E (MMAE) a monomethyl auristatin F
(MMAF). Auristatiny inhibuji polymerizdciu tubulinu, vysledkom ¢&oho je =zastavenie
bunkového cyklu a néslednd apoptéza. MMAF mé z dovodu nabitého fenylalaninu niZSiu
aktivitu ako MMAE. MMAE je 50-200krat ucinnej$i v porovnani s alkaloidom vinca, pri¢om
porovnanie ucinnosti tychto lieCiv bolo testované na viacerych bunkovych liniach. MMAE sa
kvoli svojej vysokej cytotoxicite nemdzZe pouzivat samostatne, ale iba v komplexe ADC
[38, 39].

2.1.5.5 Mechanizmus posobenia ADC in vivo

Vdaka spojeniu protilatka-lieCivo st nadorové bunky cielene vystavené vysoko ucinnym
cytostatikdm. ADC sa pacientovi podavaji intravendzne do krvného obehu. Po podani cirkuluji
v krvnom obehu tri zloZky a to konjugét, mAb a molekuly cytotoxickej latky. Pomery zloZiek
sa medzi jednotlivymi ADC liSia a to v zavislosti na Cistote produktu a stabilite linkera, pricom
pomery zloziek sa mo6Zu menit’ v zavislosti na ¢ase. Po penetracii do tkaniva musi ADC
rozpoznat cielovy antigén, aby mohlo dojst kjeho internalizcii. Niektoré ADC maji
protinddorovu aktivitu uz v tomto kroku a to v pripade, Ze blokuji vizbu ligandu alebo narusuji
schopnost dimerizdcie receptoru. Internalizicia komplexu antigén-ADC prebieha bud’
antigénom sprostredkovanou endocytézou alebo pinocytézou, ktord na vizbe antigénu nie je
zévisla. Internalizacia zacCina puanim membrany do vnutra bunky, vysledkom ¢oho je skory
endozém s vy$Sou koncentdciou proténov vytvdrajicich kyslé prostredie. Skory endozém sa
postupne transformuje do neskorého endozému, ktory fuzuje slyzozémami. Lyzozémy
poskytuju prostredie citlivé na Stiepenie vacsiny linkerov, pretoze ma vhodné pH a je bohaté
na proteazy, najmd katepsin B. V zaverenom S§tadiu sa cytotoxické lieCivo uvoliuje
do cytoplazmy, kde mdze plnit’ svoju funkciu (obr. 4) [30, 35, 40, 41].
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Obrdzok 4: (1) Zdkladnd kompozicia ADC. (2) Naviazanie protildtky na antigén a endozomdlna
internalizdcia komplexu antigén-ADC. (3) Stiepenie konjugdtu a uvolnenie cytotoxickej ldtky
do cytoplazmy. (4) Cytotoxické ldtky narusujiice Struktiiru DNA a inhibujiice polymerizdciu tubulinu.
(5) Vysledkom je bunkova smrt [42].

Rovnako ako u beZne pouZivanych cytostatik, tak aj pri ADC si nddorové bunky dokdzu
vytvorit mechanizmy ako sa stat’ voci tejto terapii rezistentnymi. Bunky sa voci ADC mozu
branit’ znizenim hladin cielového antigénu na povrchu bunky, ¢im sa znizi mnozstvo prijatej
cytotoxickej latky. Rezistencia sa dalej vytvara v dosledku zhorSenych podmienok
v lyzozémoch, a to zvySenim pH, ktoré vedie k zniZenej aktivite proteolytickych enzymov.
Dalsim znamym mechanizmom je zvySena regulacia ABC-transportérov, ktoré dokdzu
odstraniovat’ lie¢ivo z bunkovej cytoplazmy [43, 44, 45].

2.2 Hsp90 ako ciel’ovy antigén pre ADC

Proteiny tepelného Soku si vel'kou skupinou molekuldrnych chaperénov, ktoré si zodpovedné
za skladanie de novo syntetizovanych proteinov, za opédtovné skladanie nespravne zloZenych
proteinov a za degradiciu agregovanych proteinov. Su to vysoko konzervované proteiny, ktoré
si produkované bunkou v odpovedi na vystavenie stresovym podmienkam. Ich zvySend
expresia v dosledku tepelného stresu bola prvykrit pozorovana v laboratdriu talianskeho vedca
Ferruccia Ritossu, ktory nedmyselne ponechal Drosophilu melanogaster pri vyssej teplote.
Nejednd sa vSak len oreakciu na tepelny stres, expresiu Hsps zvySuji aj niektoré
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enviromentdlne a chemické faktory (y-Ziarenie, reaktivne formy kyslika), hypoxia, virusové
infekcie, nestresové fyziologické stavy Ci patofyziologické stavy. ZvySend expresia Hsps hra
vyznamndu rolu aj pri malignej transformdcii [46, 47, 48, 49, 50].

Prikladom stresu na bunkovej drovni je aj chemoterapia a rédioterapia, kedy Hsps chrdnia
bunku natolko, ze dokaze prezit aj za inak smrtelnych podmienok. Stimuldcia expresie Hsps
tak moze viest az k rezistencii buniek na danud liecbu [51]. Ich cytoprotektivny ucinok je
zakomponovany vo viacerych mechanizmoch. Hsps katalyzuju skladanie nespravne zloZenych
proteinov a tym zabranuju ich agregacii. Zasahuju do procesu bunkovej smrti vd’aka interakcii
s kIaCovymi efektormi apoptotického aparatu. Prikladom je Hsp27, ktory sa viaZe
na cytochrém ¢ a Hsp70 alebo Hsp90 vytvérajice védzbu s faktorom aktivujicim apoptoticki
protedzu 1 (Apaf-1). Vizba s Apaf-1 zabrdni aktivicii kaspdz a tym aj bunkovej apoptdze.
Okrem toho Hsp70 interaguje s faktorom indukujicim apoptézu désledkom €oho dochadza
k inhibicii bunkovej smrti. V neposlednom rade Hsps prispievaju k prezitiu buniek tym, Ze
degraduju alebo stabilizuji vybrané proteiny [52].

2.2.1 Klasifikacia

Proteiny Hsps sa na zdklade ich molekulovej hmotnosti delia do piatich hlavnych rodin a to
Hsp100, 90, 70, 60 a malych Hsp. Proteiny rodiny Hsp90 sa d’alej klasifikuju podla ich
bunkovej lokalizdcie. V cytoplazme cicavcov sa nachddzaji proteiny Hsp90-ai, Hsp90-a2
a Hsp90-B, v endoplazmatickom retikule Grp94 a v mitochondridch Trapl (tab. 1) [48, 53].
Dve hlavné cytoplazmatické izoformy Hsp90-o a Hsp90-f su vysoko homologické
so vzdjomnou sekvencnou identitou 85 %. Na druhej strane, Grp94 zdiel'a 50 % homoldgiu
a Trapl zdiela len 34% homoldgiu so spomenutymi cytoplazmatickymi formami [48].

Tabulka 1: Klasifikdcia proteinov rodiny Hsp90 [53].

Rodina Nazov Nazov Umiestnenie
génu proteinu v bunke

HSP90A HSP90AAI | Hsp90-ou
HSP90AA2 | Hsp90-02 cytosol
HSP90ABI | Hsp90-B

HSP90B HSPOOBI Grpo4 enc}oplazmatické

retikulum
TRAP TRAPI Trapl mitochondrie

2.2.2  Struktira Hsp90

Hsp90 predstavuje flexibilny homodimérny protein s molekulovou hmotnostou 90 kDa. Kazdy
monomér sa sklada z 3 funkcne odliSnych domén: 25 kDa N-koncovej domény (NTD), 35 kDa
strednej domény (MD) a 12 kDa C-koncovej domény (CTD) (obrdzok 5). Eukaryotické
chaper6ény Hsp90 navySe obsahuju nabity linker, ktory sa nachddza medzi NTD a MD [54].

N-koncova doména obsahuje vdzobné miesto pre adenin ¢o umoziuje vizbu molekuly ATP,
ktord je dolezitd pre aktivitu ATPazy. Vdaka ATPaze mdze prebiehat chaperénovy cyklus.
Na toto miesto sa taktieZ viaZu klientské proteiny a inhibitory geldanamycin a radicicol, ktoré
sdiperia o vizobné miesto prave s ATP [54, 55, 56].

20



Dynamicka oblast v Struktire Hsp90 tvori nabity linker, ktory ma variabilné zloZenie

aminokyselin. Linker umozfiuje zvySovat flexibilitu proteinu v eukaryotickych bunkach
[57, 58].

MD sluzi ako akceptor y-fosfatu ATP. Tato oblast sa spolu s NTD podiel'a na modulicii funkcie
ATP4zy. Na tdto oblast sa viazu klientské proteiny a niektoré co-chaperény ako napriklad Akt
a eNOS [54, 59, 60].

Za homodimerizéiciu proteinov je zodpovednd CTD. Dimerizacné rozhranie tvoria dva pary
helixov, ktoré vytvdraji Stvorzdvitnicovy zvidzok. C-koncové rozhranie vSak nie je
permanentne dimerizované, ale dimér sa vel'mi rychlou kinetikou otvara a zatvdra. Sucast'ou
tejto domény je aj vdzobné miesto pre kalmodulin a co-chaperény. Cytoplazmatické Hsp90
eukaryot obsahuje Specidlne miesto s pentapeptidovou sekvenciou MEEVD, ktord sa zapdja
do vidzby s co-chaperénmi obsahujicimi tetratrikopeptidové repeticie (TPR), prikladom
takéhoto co-chaperénu je protein Hop. Hop modze suCasne viazat Hsp70 aj Hsp90
a sprostredkovat’ tak prenos klientského proteinu z Hsp70 na Hsp90. CTD slazi aj ako
alostericky reguldtor aktivity N-koncovej ATP4zy, pretoze obsahuje miesto, ktoré sa otvara
po obsadeni vdzobného miesta na NTD [48, 54, 61, 62].

Uzavreta konformécia

Otvorena konformacia

Obrdzok 5: Struktiirne zmeny Hsp90 zdvislé na ATP. Krystdlova Struktiira Hsp90 v otvorenej (viavo)
a uzavretej (vpravo) konformdcii. Funkcné domény si farebne odliSené ato N-koncovd doména
(zelend, N), strednd (fialovd, M) a C-koncovd doména (modrd, C). Viizobné miesto pre ATP sa nachddza
na rozhrani N a M domény. C domény interagujii za vzniku diméru [63].

2.2.3 Regulacia aktivity Hsp90

Hsp90 predstavuje kl'i€ovy bunkovy regulator, a preto st jeho hladina a funkcia pod prisnym
dohl'adom regula¢nych mechanizmov. Tvorbu Hsp90 na transkripénej tirovni reguluje najmi
transkripény faktor tepelného Soku 1 (HSF1). V eukariotickych bunkach patri HSF1 k hlavnym
reguldtorom reakcie na tepelny Sok. Aktivita HSF1 je regulovana chaperonmi, vdaka ¢omu je
prepojeny proteotoxicky stres aexpresia HSP. U cicavcov za nestresovych podmienok
dochéddza k represii faktoru HSF1. Na druhd stranu, na reguldciu aktivity Hsp90 maji
vyznamny vplyv posttranslaéné modifikacie (PTM), akymi sd fosforyldcia, acetylécia,
nitrozyldcia ¢i ubiquitindcia. PTM maji vplyv napriklad na vizbu klientskych proteinov
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a co-chaperénov a ovplyviiuji konformacné zmeny molekuly Hsp90. Zatial  ¢o
hyperfosforyldcia mad negativny vplyv na aktivitu Hsp90, urcitd miera fosforylacie je
pre skladanie urcitych proteinov nevyhnutnd. Acetyldcia a nitrozyldcia zniZuji schopnost
Hsp90 interagovat’ s klientskymi proteinmi ¢o vedie k ich destabilizacii a degradacii [62, 64].

2.2.4 Hsp90 ako potencialny terapeuticky ciel’

Chaperén Hsp90 hra vyznamni rolu po¢as malignej transformécie, kedy stabilizuje mnoZstvo
mutovanych a nadmerne exprimovanych proteinov zucastiiujucich sa na tychto procesoch.
Hsp90 podporuje aktiviaciu mutovanych klientskych proteinov, akymi su napriklad receptory
steroidnych horménov, signdlne kindzy a iné transkripéné faktory (tabulka 2) [48, 57, 65].

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

Klientsky protein Uloha v karcinogenéze

receptorové tyrozinkindzy, serin,

. . nekontrolovatel'né Sirenie
receptory steroidnych horménov

telomerdzy imortalizdcia

AKT, NF-kB, p53, c-Met, Apaf-1, survivin | anti-apoptdza
HIF1o, VEGFR, PI3K/AKT, RTKs, fIt-3 angiogenéza

IRAK3 vyhybanie deStrukcii imunitnym systémom
ARNT, ARRBI1, HIF-10, HMG1, SREBF1 | modifikicia energetického mechanizmu
MAFG, NEKS8, NEK9, NEK11 nestabilita a mutdcia genému

IL-6, IL-8, IRAKI, IRAK2, IRAK3 zépal podporujici rast nddoru

MMP2, c-Met invazia a tvorba metastaz

Expresia Hsp90 je v malignych bunkdch 2 az 10x vySSia ako v tych normélnych. ZvySend miera
proteosyntézy a ndslednd nadmernd produkcia mutantnych proteinov vyvoldva zvySend
expresiu Hsp90. Hoci nejde priamo o onkogén, javi sa ako vhodny terapeuticky ciel. Inhibicia
tohto ciel'a by mohla viest k preruseniu mnohych signalnych transdukcénych drah a k potlaceniu
vyvoja a progresie nadorov [50, 69].

Viacsina doposial’ Studovanych inhibitorov funguje na principe kompeticie na vizobnom mieste
pre ATP v N-koncovej doméne a blokuje interakciu s co-chaperénmi. Na tomto principe
pracuji ansamycinové (geldanamycin, alvespimycin) aneansamycinové (luminespib,
ganetespib) inhibitory. Novsie inhibitory indukuju Stiepenie Hsp90 ¢im uplne potlacaju jeho
aktivitu. Stiepenie je indukované réznymi stimulmi, ako napriklad UVB Ziarenie, askorbit,
andrografolid, inhibitory proteazému, faktor nddorovej nekrézy (TNF), kombinécia gefitinibu
a vorinostatu, atd’. [70]. Inhibicia Hsp90 sa zameriava na mechanizmy, ktoré umoziiuju
nadorovym bunkam adaptovat’ sa na stres. MoOze byt vel'mi prinosnd, pretoze obchadza
problémy, ktoré Castokrat nastavaju pri lieCbe chemoterapeutikami. Nddorové bunky sa vd’aka
genetickej plasticite jednoducho adaptuji na nepriaznivé prostredie, ktoré nastiva
pri oZarovani, chemoterapii, nedostatku hormoénov alebo rastovych faktorov c¢i hypoxii.
To znamend, Ze transformujice bunky sa stivaji nezdvislymi od horménov, indukuji sa
transkripné reakcie zamerané na preZitie v nepriaznivom prostredi a aktivuje sa viac
signdlnych drdh, ktoré chrania bunku pred d’al§im poskodenim [57, 71].
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2.2.5 Extracelularne Hsp90

Pomerne nedidvnym objavom bola existencia Hsp90 na povrchu buniek. Jednd sa
o cytoplazmatické Hsp90, ktoré bolo translokované do extraceluldrneho priestoru.
V pociatkoch sa predpokladalo, ze tento protein sa nachadza v extraceluldirnom priestore
z dovodu odumretia a 1yzy nekrotickych buniek [67, 72]. Tedria vSak bola vyvratend detekciou
eHsp90 na povrchu Zivych nddorovych buniek. Protein bol tieZ pozorovany v extracelularnych
vezikuldch pochddzajicich z dendritickych buniek ana neurénoch vo vyvijajicom sa
nervovom systéme. Neskor bolo eHsp90 identifikované na povrchu buniek melanému,
hepatému, fibrosarkému, monocytu, dermdlneho fibroblastu, glioblastému ¢i karcinému pluc
a prsnika [57, 73, 74, 75].

Dnes vieme, Ze extraceluldrne Hsp90 moze byt lokalizované v plazmatickej membrane, mdze
byt uvolnené do extraceluldarneho prostredia alebo mdze byt sucastou exozémov [76].
Mechanizmus vylucovania eHsp90 vsak nie je doposial’ presne objasneny. Povodne sa myslelo,
Ze proteiny su sekretované pomocou vezikuldrneho transportu z endoplazmatického retikula
do Golgiho apardtu a nasledne na plazmaticki membranu. V sérii experimentov na l'udskych
keratinocytoch a nddorovych bunkovych linidch sa vSak ukdzalo, Ze pri inhibicii transportu
proteinov pomocou Brefeldinu A sa nezniZuje sekrécia Hsp90. Naopak zniZend exozomadlna
sekrécia pomocou dimethylamiloridu vyrazne zniZuje mnoZstvo sekretovaného eHsp90.
Transport Hsp90 z bunky do extracelularneho priestoru je tak pravdepodobne umoZneny
pomocou exozémov. Nie je vSak objasnené ¢i je Hsp90 neoddelitelnou sucastou exozémov
alebo iba ich ndkladom, avSak Studované proteiny boli lokalizované prevazne na exozomédlnom
povrchu ako v luméne izolovanych exozémov. Rovnako tak je zndma interakcia Hsp90
s kalmodulinom, proteinom viazicim vapnik. Pritomnost’ takéhoto komplexu moze vyrazne
ovplyvnit' sekréciu exozomu, pretoze ide o proces zavisly na vapniku [77, 78, 79].

Na povrchu buniek bolo pozorované vylucovanie Hsp90-a aj Hsp90-B. Podl'a najnovsich §tadii
sa vSak izoforma B rychlo degraduje zatial Co izoforma o sa aktivuje a stabilizuje viaceré
extraceluldrne klientské proteiny [78, 80, 81].

Pri analyze vzoriek biopsie tumorov prsnika sa zistilo, Ze zvySené mnozstvo eHsp90 na povrchu
nadorovych buniek suvisi so zvySenou umrtnostou pacientov. Tento extraceluldrny protein je
naozaj zodpovedny za zmeny v roznych fyziologickych a patofyziologickych procesoch ako je
angiogenéza, aktivicia monocytov, makrofigov a dendrickych buniek, hojenie ran, bunkova
motilita, ale aj invdzia nddorov a vznik metastdz. VacSina doteraz Studovanych lieciv sa
zameriavala prave na intraceluldarne Hsp90. Idedlne by bolo zamerat’ sa na prvok, ktory je
dolezity pre invdziu malignych buniek anenachddza sa na povrchu zdravych buniek.
Extracelularny Hsp90 je preto vel'mi nddejnym terapeutickym cielom [69, 82].

Aby sa eHsp90 podielalo na malignej transformadcii, tak musi interagovat’ s extraceluldrnymi
klientskymi proteinmi alebo povrchovymi receptormi. Interakcie si v mnohych pripadoch
umoznené vd'aka pritomnosti co-chaperénov ako napriklad Hop, Hsp40, Hsp70 a p23, ktoré sa
nachddzajui prave v extraceluldrnom priestore [79].
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Obrdzok 6: Interakcia eHsp90 s klientskymi proteinmi a povrchovymi receptormi indukujiicimi
intraceluldrne signdlne drdhy. eHsp90 sa nachddza v extraceluldrnom priestore spolu s co-chaperonmi
Hop, Hsp40, Hsp70 a p23 [79].

Priklad takejto spoluprice predstavuje vidzba medzi humiannym epidermdlnym receptorom
(HER-2), eHsp90 a Cdc37, ktorad prispieva k pohyblivosti buniek. Signalizdciou HER-2 sa
aktivuje ERK rastovd drdha adrdha podporujica prezitie buniek pomocou
fosfatidylinozitol-3-kindzy (PI3K). HER-2 tiez aktivuje kindzu Src, ktord je pritomna
v proteinovom komplexe s fokdlnou adhéznou kindzou. Tento proteinovy komplex interaguje
s integrinmi, ktoré premostuju cytoskelet a extraceluldrnu matrix (obr. 6). Reakcie sa uc€astni
integrin 1, ktory je kriticky pre migraciu buniek. Normélne bunky st zavislé na viazbach
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 spdsobenej oddelenim od ECM. Interakciou Hsp90 s TLR4 receptorom ddjde pomocou
Src k transaktivicii receptoru epidermdlneho rastového faktora. Nastdva tak epitelovo-
mezenchymalny prechod (EMT), ktory zySuje migraciu a invdziu nddorovych buniek. Pri tomto
procese stracajui polarizované, nepohyblivé epitelové bunky svoju polaritu a stdvaji sa z nich
pohyblivé ainvazivne mezenchymdlne bunky. Tento proces je sice dolezity
pre bezproblémovy vyvoj a regenerdciu tkaniv, ale ak nie je regulovany mdze podporovat’ vznik
metastaz [79].

Vizba eHsp90 s LRP1 spdsobuje aktiviciu dréh AKT, ERK a NF-kB. Okrem toho dochddza
k aktivdcii receptoru EphA2, ktory indukuje tvorbu lamellipodii désledkom ¢oho sa zvySuje
motilita a invazivnost’ tumoru [83].

Pri rozvoji metastdz v organizme dochddza k disregulovanej prestavba ECM. Remodel4cia
ECM je dynamicky proces, ktory je doleZity pre vyvoj, udrZanie homeostdzy, motilitu buniek
a hojenie normalnych tkaniv. eHsp90 nepriamo ovplyviiuje remodelaciu aktivaciou niekol'kych
protedz, ktoré modifikuji ECM. V extraceluldrnom priestore eHsp90 interaguje s aktivitorom
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tkanivového plazminogénu (TPA) as lysil oxiddzou 2 (LOXL2). Z plazminogénu vznika
aktivny plazmin, ktory uvolnuje 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 dochddza k zvySenej motilite a proliferdcii. ZvySena
produkcia LOXL.2 nddorovymi bunkami je spdjand so zlou klinickou prognézou [79, 84, 85].

2.3 C-Met ako ciel’ovy antigén pre ADC

Receptory s tyrozinkindzovou aktivitou si dolezitymi medidtormi signdlnej kaskidy, ktoré
urcuju klicové ulohy v réznych biologickych procesoch. Ide o enzymy, ktoré katalyzuji
fosforylaciu vybranych tyrozinovych zvyskov cielovych proteinov za spotreby ATP. Tato
kovalentna posttranslacna modifikacia je klucovou zlozkou bunkovej komunikacie.
V nadorovych bunkdch st vSak tieto signalne drahy cCasto geneticky pozmenené tak, Ze
poskytuju bunkam selekénii vyhodu. Medzi takéto tyrozinkinazy patri c-Met, zndmy aj ako
HGFR, ktory reprezentuje tyrozinkinidzovy receptor hepatocytového rastového faktora (HGF)
[86, 87].

HGFR je za normdlnych podmienok exprimovany na povrchu epitelovych buniek. Naviazanie
ligandu HGF na tento receptor vedie k jeho aktivicii, ktora je potrebnd pre embryondlny vyvoj,
organogenézu arast epitelu. HGF je produkovany hlavne mezenchymdlnymi bunkami,
fibroblastami a bunkami hladkého svalstva. Je doleZity pre sprdvne fungovanie organizmu,
pretoZe sprostredkiva regeneréciu tkaniva, embriogenézu a tvorbu svalov a nervov [88, 89].

Protein HGFR je kédovany génom MET, ktory sa nachadza na T'udskom chromozéme 7
a obsahuje 21 exénov a 20 intrénov. Jeho transkripcia je regulovand prostrednictvom Ets, Pax3,
AP2 a TCF-4. Rastovy faktor HGF je kédovany génom HGF, ktory sa rovnako nachddza
na l'udskom chromozoéme 7 a obsahuje 18 exénov a 17 intrénov [90, 91].

2.3.1 Struktira c-Met

Samotny receptor HGFR je heterodimér a ma priblizne 195 kDa. Je tvoreny extraceluldrnou
a-podjednotkou a transmembranovou B-podjednotkou, ktoré si spojené disulfidovou vézbou.
a-retazec ma 50 kDa a tvori Cast Sema domény. Sema doména zahfiia aj N-koncovy usek
B-retazca a je tvorend semaforinmi a plexinmi. Je zodpovednd predovsetkym za dimerizaciu
receptora a vizbu HGF. Transmembrinova B-podjednotka ma 145 kDa. Jej extracelularna Cast’
obsahuje Sema doménu, PSI (plexin-semaforin-integrin) doménu a Styri IPT oblasti podobné
Struktire imunoglobulinu. PSI doména stabilizuje interakciu medzi HGFR a HGF.
Intracelularna  oblast pozostdva zjuxtamembrdnovej domény, kindzove] domény
a C-koncového useku [89, 92, 93].

C-koncovy usek obsahuje dokovacie miesto potrebné pre HGFR sprostredkovand signalizaciu.
Po vizbe ligandu dochéddza k dimerizicii receptoru za vzniku heterodiméru. Heterodimérny
receptor autofosforyluje tyrozinové zvySky Y1230, Y1234 a Y1235 v kinidzovej doméne,
pricom pravdepodobne fosforylacie tyrozinovych zvySkov Y1234 a Y1235 vyvolaju
konforma¢nii zmenu receptoru. Tato zmena ndsledne spristupni dokovacie miesto
na C-koncovom tuseku, ¢o vedie k transfosforylécii Y1349 a Y1356. Dokovacie miesto sa tym
stdva dostupnym pre mnozstvo biomolekul ¢im dochddza k aktivicii ro6znych signdlnych dréh.
Pripdjaju sa sem predovSetkym intracelularne adaptorové molekuly, akymi si Gabl, Grb2, Src
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¢1 SHC. Aktivacia napriklad Grb2 vedie k fosforyldcii MAP kindz ERK1 a ERK2, ktoré
zahajuji bunkovu proliferdciu. Na druhej strane, fosforyldciou PI3K sa aktivuje signédlna draha
Akt/PKB, udrZujiica antiapoptoticky stav bunky. Dalsie signalne drahy, na ktorych regulacii sa
podiel'a HGFR su znazornené na obrazku 7 [86, 92, 94, 95].

Pre vyznamnu dlohu HGFR v bunkovom raste je jeho aktivita v nenddorovych bunkdach prisne
kontrolovand. Aktivitu receptoru reguluje predovSetkym ubikvitin ligdza (PLCy), ktora
aktivovany receptor rozpoznd a naviaze sa nan skrz Y1003 v juxtamembridnovej doméne.
Viizba ligdzy nésledne vyvola polyubikvitindciu receptoru , ktord vedie k internalizdcii HGFR
prostrednictvom endocytdzy. Defekty tohto regulaéného procesu taktiez prispievaju
k onkogénnemu potencidlu HGFR [96].

Met

Plasmaticka membréna

G cr Motilita
TK TK
/ m _, Negpativna
. Y1 23 regulacia Met
Nega‘fnf_na Y123 GPISK
regulacia Met
-~ SHP2 AKUPKB
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STAT3
Angiogenéza * Erk/MAPK
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Transtormacia
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Obrdzok 7: Strukturdlne zndzornenie c-Met receptora. HGE umoziuje dimerizdciu a fosforyldciu
HGFR. Signdlne a biologické drdhy sprostredkované HGF/HGFR [86].

2.3.2 Funkcia c-Met pri karcinogenéze

V nddorovych bunkdch HGFR zohrdva ulohu protoonkogénu. Dereguldcia andsledna
abnormdlna signalizicia HGFR moze nastat prostrednictvom troch mechanizmov a to
vyskytom S§pecifickych genetickych porach, transkripnou upregulaciou receptoru
v nepritomnosti  génovej amplifikdcie ¢izvySenou stimuldciou autokrinnymi alebo
parakrinnymi ligandami. Poruchy na génovej urovni zahffiaju translokaciu, génové
amplifikdcie a aktivatné mutacie. HGFR je nadmerne exprimovany v réznych karcindmoch
vratane karcinomu zaludka, peCene, hrubého Creva, prsnika, obliCiek, Stitnej zl'azy a pl'ic [88,
90, 97]. Vysoké hladiny HGFR su spojené so zvySenym metastatickym potencidlom,
rezistenciou voci radioterapii a nepriaznivou prognézou. NajcastejSou pricinou deregulacie
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HGFR je jeho zvySend expresia v dosledku amplifikacie génu MET, transkripénej upregulacie
alebo posttranskripcnymi mechanizmami. ZvySend expresia na bunkovom povrchu nésledne
podporuje spontdnnu dimerizdciu receptora nezdvisli od ligandu. Kindza tak modze byt
aktivovand aj inymi receptormi nezdvislymi od HGF. Patria sem integriny, CD44 a receptory
Ron a EGF [97].

Stddie ukazujdi, 7e tento tyrozinkinizovy receptor sa amplifikuje v pokrodilom §tadiu
kolorektdlneho karcinému a karcinému zaludka, ¢o vypoveda o jeho ulohe v procese tvorby
metastdz. Expresia HGFR sa mdZe v rdmci jedného nadoru lisit’, pretoze nedostato¢na difizia
kyslika vo vnitri rasticeho nddoru 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 podporujuci invazivnost' nddorovych buniek, predstavuje vhodny ciel
protinddorovej terapie. Do klinickych Stidii sa dostalo niekolko nizkomolekuldrnych
inhibitorov HGFR, medzi  ktoré patria napriklad tivantinib, multikindzové inhibitory
cabozantinib, foretinib a krizotinib. Do klinickych $tadii sa d’alej dostali monoklonalne
protilatky zacielené na ligand HGF alebo receptor HGFR. Prikladom monoklondlnej protildtky
zameranej na ligand je rilotumumab, ktord u¢inne blokuje aktiviciu HGFR. Dalsim prikladom
je monovalentnd anti-Met chimerickd protildtka 5DS5, klinicky zndma aj ako Onartuzumab,
ktora inhibuje signaliziciu HGFR a spOsobuje internaliziciu receptora. Naopak, anti-Met
bivalentné mAb DO-24 a DN-30 vykazovali agonisticky ucinok, a preto bol skonstruovany
monovalentny fragment DN-30 Fab s vysokou afinitou vo¢i HGFR. DN-30 Fab vykazoval
antagonisticky uc¢inok a inhiboval aktivitu receptoru [88, 101, 107].
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3 CIELE DIPLOMOVE]J PRACE

Hlavné ciele diplomovej prace:

e Vyber a optimalizdcia spravnej stratégie pre pripravu kojugatov protildtka-fluorochrom
a protilatka-cytostatikum s vyuzitim monoklondlnej protilitky EEV1 (anti-Hsp90a,).

e Vyuzitie fluorescencne znaCenych konjugatov monoklondlnej protilitky EEV1
pre detekciu lokalizacie Hsp90a v nddorovych bunkovych linidch a detekciu moznej
internalizacie ADC po vizbe na antigén Hsp90a.

e Test ucinku cytostaticky znacenych konjugatov monoklondlnej protilaitky EEV1 na rast
a delenie nadorovych bunkovych linii.

Napln diplomovej prace:

e Purifikdcia ~monoklondlnej protilitky EEV1-2.1 prostrednictvom afinitnej
chromatografie.

e Konjugicia protildtky s fluorochromom pre zobrazovacie metddy (fluorescenna
mikroskopia, prietokova cytometria).

e Konjugicia protildtky s cytostatikom a ndsledné testy cytotoxicity.

e Porovnanie terapeutického potencidlu EEV1-2.1 s monoklonalnymi protildtkami 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)

Centrifiiga chladend multifunkéna Sorvall X4fPro (Thermo Fisher Scientific)
Trepacka DUOMAX 1030 (Heildolph)

Mikrocentrifuga FRESCO 21 (Thermo Fisher Scientific)

AKTApure L1 (Cytiva)

Prietokovy cytometer FACSVerse 3 L 4/2/2 (Becton Dickinson)
Dokumentarny zobrazovaci syst¢ém 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)

Akutdza (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 fosfatdzovych inhibitorov, riedenie 1:100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P5726)
Kokteil proteazovych inhibitorov, riedenie 1:100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P8340)

Kyselina chlorovodikova (Kulichpharma)



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)

VcMMAE: konjugét valin-citrulin-monomethy] auristatin E (MedChemExpress)

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

10X Blotovaci pufor: Tris 30 g/1, glycin 145 g/1, 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 (pH9,5): 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/, 50% metanol, 10% kyselina octova
Glycinovy pufor (pH 3): 0,1 M glycin-HCI

Nanasaci 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,
H20, 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/, Nax2HPO4 - 12 H20 2,75 g/1,
KH2PO4 0,2 g/1, Na2HPO4 0,32 g/1, H.0

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

4.14 Rastové média

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium): DMEM médium s pridavkom 10% fetdlneho
bovinného séra (Sigma Aldrich, USA), 1 mM pyruvét (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 l'udského nemalobunkového karcinomu pl'uc odvodena z lymfatickych
uzlin. Linia H1299 je deficientnd o nddorovy supresorovy protein p53.

OE33 - bunkové linia odvodend z l'udského adenokarcinomu dolného pazerdka 73-rocne;j
pacientky. OE33 konsStitutivne exprimuju antigény HLA-A, -B a -C a I[CAM-1.

4.1.6 Protilatky
Primdrne protilatky:

EEV1-2.1 - myS$ia monoklondlna protilatka podtriedy IgG1 proti proteinu Hsp90a. EEV1-2.1
sa viaze na epitop KEFEGKT Hsp90a (Moravian Biotechnology).

Anti-c-Met - mySie monoklondlne protildtky vytvorené proti a-retazcu l'udského c-Met cielené
na rozne epitopy tohto retazca (tabulka 3). Na produkciu monoklondlnych protilatok bolo
vybranych 5 réznych klonov hybridémov, z ktorych vSetky produkuju izotyp IgG1 (Moravian
Biotechnology).

Tabulka 3:Prehlad pouZitych klonov protilatok a sekvencie epitopov, ktoré rozpozndvaji.

Protilatka c-Met Sekvencia epitopu Podtrieda
Klon 2 QIEEPSQCPD IgG1
Klon 8 KETKDGFMFL IgG1
Klon 12 LEHPDCFPCQDCSSK IgG1
Klon 13 FRDS IgGl1
Klon 18 LVVDTYYDDQ IgG1

Sekunddrne protildtky:

GAM-AF647 - kozia polyklondlna protildtka proti mySim imunoglobulinom s konjugovanou
Alexa Fluor 647 (SouthernBiotech)

GAM-HRP - kozia polyklondlna protildtka proti my$Sim imunoglobulinom s konjugovanou
peroxiddzou (Jackson ImmunoResearch)
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4.2 Metody

4.2.1 Purifikacia protilaitky EEV1

Protilatky boli produkované hybridémovymi liniami v médiu Hybridoma SFM pracovnikmi
RECAMO alebo priamo spolo¢nostou Moravian Biotechnology. Po produkcii sa médium
s bunkami stocilo 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 aplikdciou na chromatograf sa médium obsahujice
protilatku prefiltrovalo cez 0,45 um filter. Takisto vSetky pufre boli pred pouzitim prefiltrované
cez 0,22 um filter a vychladené na teplotu 4 °C. Purifikdcia prebiehala na chromatografe
AKTApure L1 s pouzitim kolény HiTrap rProtein A FF 1ml. V prvom kroku bola kol6na
ekvilibrovana premyvacim/ekvilibraénym pufrom (50 mM boritan sodny pH 8,9; 3 M NaCl)
s 10 objemami kolény (CV) pri prietoku 1 ml/min. Ndsledne bol na kolénu aplikovany roztok
protilatky s prietokom 0,2 ml/min. Po naviazani protilatky bola koldna premyta ekvilibraénym
pufrom (20 CV, 1 ml/min). V d’alSom kroku bola koléna premytad 10 mM boritanom sodnym
pH 8,9 s 3 M NaCl (10 CV, 1 ml/min). Zachytené protilatky boli z kolony 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 zdver bola kol6éna ekvilibrovand premyvacim pufrom (5 CV, 1 ml/min). Signdl bol
zaznamendvany konduktometrickym a UV detektorom, ktoré su sti¢ast'ou chromatografu.

4.2.2 Konjugacia protilatok pomocou maleimidu

4.2.2.1 Znacenie EEVI cez -SH skupiny

Pri konjugécii EEV1 boli pouzité magnetické gulicky s imobilizovanym G proteinom. Najprv
sa odobralo 20 pl suspenzie guliiek, ktoré sa trikrat premyli v 100 pl premyvacieho pufru
(PBS, pH 7,5). Premytie zahfiialo pridavok 100 pul premyvacieho pufru, premiesanie,
umiestnenie na magneticky stojan a opatrné odsatie pufru. Po poslednom premyti bolo
ku guli¢kdm pridanych 75 pl roztoku protilaitky EEV1 s koncentraciou 0,7 mg/ml. Protilatky sa
inkubovali s gulickami za stdleho mieSania 1 hodinu pri laboratérnej teplote. Po naviazani
protilatky bol na magnetickom stojane odobraty supernatant, ktory neskor slizil na overenie
efektivity vazby protilatok na G protein. Ku gulickam s naviazanou protilatkou bol okamzite
pridany TCEP v moldarnom pomere 1:150. Redukcia prebiehala 30 min (rotacna trepacka,
laboratérna teplota). Po redukcii bol TCEP odstraneny trojnidsobnym premytim guli¢iek
v 100 pl premyvacieho pufru. Na sulthydrilové skupiny bol nasledne naviazany fluorochrom
sulfo-cyanine5 maleimide. Fluorochrom bol priddvany v 20-ndsobnom moldrnom nadbytku
areakcia prebiehala cez noc pri 4 °C za stidleho mieSania. Nenaviazany fluorochrom bol
odstraneny trojndsobnym premytim guli¢iek v 100 ul premyvacieho pufru. Znacena protilatka
bola z guli¢iek eluovana pridavkom 22,5 ul glycinového pufru pH 3 (inkubécia 10 min). Tento
krok sa opakoval dvakrat. Na zdver bolo upravené pH pridavkom 5 pl neutralizacného pufru
(1M Tris-HCI, pH 8).

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

Protilatky anti-c-Met klony 2 a 8 boli pouZité v koncentricii 1 mg/ml. V prvom kroku prebehla
Clastocna redukcia disulfidovych vézieb v pritomnosti 25 pM 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). Aplikdcia ZEBA
kolony obsahovala niekol’ko krokov. V prvom kroku bol odstraneny uchovévaci roztok
stoCenim koldny v centrifiige (2 min/ 1000 g). Koléna bola nésledne ekvilibrovand pridavkom
PBS pH 7,5 s obsahom 0,5 mM EDTA a stoenim v centrifige (2 min/ 1000 g). Tento krok sa
opakoval trikrat. Kolona sa po ekvilibracii 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 cinidla ZEBA kolénou bol k protildtke pridany
fluorochrom (BODIPY FL maleimide) alebo konjugit linker-liecivo (vcMMAE)
v 20-ndsobnom moldrnom nadbytku pri zachovani pomeru veMMAE (5SmM, v DMSO) k PBS
1:50. Inkub4cia prebiehala 1 hodinu pri laboratérnej teplote za stdleho mieSania. Po inkubécii
boli konjugaty protilatka-fluorochrom/ protildtka-vcMMAE purifikované prostrednictvom
gélovej filtraicie na kolone ZEBA, ktord bola pripravend rovnakym spOosobom ako
v predchddzajicom kroku. Vyslednd koncentrdcia konjugovanych protilatok bola stanovena
meranim absorbance pri 280 nm na pristroji NaNoDrop 2000c.

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

Protilatky anti-c-Met (klony 2 a 8) s koncentrdciou 1,2 mg/ml boli doplnené o 100 mM borat
sodny pH 8,9. Nasledne bol k protilitkam o objeme 300 ul pridany DBCO-NHS ester
v 20-ndsobnom moldrnom nadbytku. Inkubdcia prebiehala 1 hodinu pri laboratérnej teplote
za stdleho mieSania. Nenaviazany DBCO-NHS ester bol odstrdneny pomocou gélovej filtracie
na koléne ZEBA (7 K MWCO, 2 ml). Ku konjugitu anti-c-Met-DBCO bol pridany
N3-PEG3-vc-PAB-MMAE v 10-ndsobnom moldrnom nadbytku. Inkubdcia prebiehala
3 hodiny pri laboratornej teplote za stadleho mieSania. Po inkub4cii boli konjugéty protildtka-
lieCivo purifikované prostrednictvom gélovej filtracie na koléne ZEBA (7 K MWCO, 2 ml).
Vyslednd koncentrdcia konjugovanych protildtok bola stanovend meranim absorbance
pri 280 nm na pristroji NaNoDrop 2000c.

4.2.3 Konjugacia protilatok pomocou NHS derivatov

Roztoky monoklonédlnych protildtok EEV1-2.1 a anti-c-Met (klony 2 a 8) s koncentraciou
1,2 mg/ml boli doplnené o 100 mM bordt sodny pH 8,9. K protilitkam bol ndasledne
v 10-ndsobnom moldrnom nadbytku pridany sulfo-cyanine5 NHS ester. Inkubdacia prebiehala
I hodinu pri laboratérnej teplote za stileho mieSania. Nenaviazany sulfo-cyanineS bol
odstraneny pomocou gélovej filtracie na koléne ZEBA (7 K MWCO, 0,5 ml) a konjugéty boli
zarovenl premiestnené do PBS pH 7.5 spridavkom 0,5 mM EDTA (obr. 8). Vysledna
koncentracia protilaitok bola stanovend meranim absorbance pri 280 nm na pristroji
NaNoDrop 2000c.
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Obrdzok 8: Schématické zndzornenie konjugdcie mAb so sulfo-cyanine5 NHS ester (Cy5) a purifikacny
proces konjugdtu [102].

4.24 SDS-PAGE

Bunkové lyzaty, vzorky znacenych a neznacenych protilatok, pripadne kontrolné vzorky
odoberané pocas konjugacie boli zmieSané v pomere 3:1 so vzorkovym pufrom NuPAGE LDS
s pridavkom PB-merkaproethanolu v pomere 4:1. V pripade kontroly miery redukcie ¢i rozpadu
protildtok 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 okamzZite nanesené na gél v mnozstve 3-5 pg. SDS-PAGE
bola vykonana 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 pl. Elektroforéza prebiehala v elektroforetickom pufri.
Prva faza elektroforézy prebiehala 10 min pri napéti 75 V, priCom druha fdza prebiehala az
do ukoncenia prechodu proteinov pri napati 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 ul 10% APS
20 ul 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 ul 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 fixécii bol inkubovany s farbiacim roztokom Coomassie
Brilliant Blue po dobu 30 min. Nenaviazané farbivo bolo odmyté odfarbovacim roztokom
(50% metanol, 5% kyselina octovd) az do dplneho odstrdnenia. Gél bol na zdver zoskenovany
prostrednictvom zobrazovacieho systému ChemiDoc MP.

4.2.6 Westernovy prenos

Pre Specifickd vizualizdciu proteinov bol pouzZity westernovy prenos s ndslednou
imunodetekciou.  Westernovym  prenosom boli  separované proteiny prenesené
z polyakrylamidového gélu na nitrocelul6zovi membrinu BioTrace NT (Pall Corporation).
Aparatira bola zostavend v poradi: porézna podlozka, 2x papier Whatman, gél s proteinmi,
nitrocelul6zovd membréna, 2x papier Whatman a porézna podlozka. Samotny prenos prebiehal
v blotovacom pufti 1 hod pri napéti 100 V. Pocas celej doby prenosu bola aparatira chladend
I'adom. Po prenose bola membrédna blokovand 1 hodinu v blokovacom pufri (5% roztok mlieka
v PBS Tween).

4.2.7 Imunodetekcia

Primdrne protilatky boli zmieSané s blokovacim pufrom na koncentriciu 1 pg/ml a nanesené
na zablokovand membranu. Inkubécia prebiehala cez noc pri 4 °C. Membrény boli nasledne
premyté v PBS Tween (3x10 min). Vizualizicia bola umoZnend naviazanim sekunddrnych
protildtok znaCenych peroxiddizou (GAM-HRP). Sekundarna protildtka bola zmieSana
s blokovacim pufrom v pomere 1:5000 ananesend na membranu. Néislednd inkubdcia
prebiehala 1 hod pri laboratérnej teplote. Membrdna bola premytd roztokom PBS 0,1%
Tween-20 (3x10 min) ana zdver roztokom PBS (2x10 min). Chemiluminiscencia bola
detekovand pomocou ECL, ktory sa pripravil zmieSanim ECL A a ECL B v pomere 1:1.
Inkubdcia membrdny s roztokom ECL prebiehala 5 min. Chemiluminiscencny signal bol
zachyteny prostrednictvom zobrazovacieho systému ChemiDoc MP.

4.2.8 Bunkové kultiry

4.2.8.1 Kultivdacia bunkovych linii

Bunkova linia H1299 bola kultivovand v DMEM médiu s pridavkom 10% fetdlneho bovinného
séra, 1 mM pyruvétu a 1% zmesy antibiotik penicilin a streptomycin. Bunkova linia OE33 bola
kultivovand v médiu RPMI 1640 s pridavkom 10% fetdlneho bovinného séra, 2 mM
L-glutaminu a 1% zmesy antibiotik penicilin a streptomycin. Kultivicia prebiehala
v inkubdtore pri teplote 37 °C v atmosfére 5% COz. Bunky boli pasdZované pri konfluencii
80-90 %, ktord 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 inkubdcia prebiehala 5 min pri 37 °C. K bunkovej linii OE33 bola
pridand akutdza a inkubdcia prebiehala 15 min pri laboratomej teplote. Uginok proteaz bol
zastaveny pridavkom kultivaéného média. Bunkova suspenzia bola stocena v centrifige
(1000 rpm, 5 min). Supernatant bol odstrdneny, bunkovy pelet bol rozsuspendovany v ¢erstvom
médiu a preneseny v poZadovanom mnoZzstve na nova Petriho misku.
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4.2.8.2 Spracovanie buniek do peletu

Misky s bunkami boli umiestnené na l'ad, kde bolo odsaté médium a bunky boli premyté
studenym PBS. Pomocou $krabky boli zoSkriabané do 10 ml novo pridaného studeného PBS,
v ktorom boli premiestnené do skumaviek a stocené v centrifige (10 min/1000 rpm/4 °C).
Po stoceni bol odstraneny supernatant a pelet bol rozsuspendovany v 1 ml studeného PBS.
Bunkova suspenzia bola prenesend do novych skimaviek a opdtovne 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). Kazd4 vzorka sa podrobila trikrdt pulznej sonikécii (3x
3's). Po stoceni v centrifige (10 min/10000 g/4 °C) bol supernatant preneseny do novych
skamaviek. Po celu dobu boli lyzaty uchovavané na l'ade. Celkova koncentracia proteinov
v lyzatoch bola stanovend Bradfordovou metddou a nésledne upravend na rovnaku hodnotu.
Proteinové lyzaty boli separované metédou SDS-PAGE.

4.2.8.4 Stanovenie koncentrdcie proteinov podla Bradforda

Bradfordovo ¢inidlo bolo zriedené s H2O v pomere 1:4. Takto pripravené €inidlo bolo zmieSané
s lyzatom v pomere 1000 dielov bradfordovho Cinidla a jeden diel lyzétu a spolo¢ne inkubované
15 min pri laboratérnej teplote. Kolorimetrickd zmena Coomassie Brilliant blue G250 bola
pozorovand na spektrofotometri pri vinovej dizke 595 nm.

4.2.9 Fluorescentna mikroskopia
Priama imunofluorescencia

K bunkdm H1299 alebo OE33 kultivovanych na 24 jamkovej doSticke bol pridany
fluorescencne znaceny konjugét o koncentracii 10 pg/ml. V pripade kompeticie bola k bunkdm
okrem fluorescencne zna¢eného konjugatu (10 pg/ml) pridana aj ekvivalentna avSak neznaCena
primdrna protildtka o koncentracii 100 pg/ml. Inkubécia prebiehala 2 hod pri 37 °C, 5%
COz. Po odmyti vol'nych protilatok so sterilnym PBS bolo k bunkdm pridanych 0,5 ml média.
Ako kontrola boli pouZité bunky bez pridavku znacenych protilatok. Bunky boli pozorované
in vivo pomocou fluorescencného mikroskopu Eclipse Ti-S.

Nepriama imunofluorescencia

K bunkdm H1299 alebo OE33 kultivovanych na 24 jamkovej dosticke bola pridand primarna
protildtka o koncentrécii 10 pg/ml. Inkubdcia prebiehala 2 hod pri 37 °C, 5% COz. Po odmyti
volnych protilatok so sterilnym PBS boli naviazané protilitky detekované pomocou
fluorescencne znacenej sekunddrnej protilitky (GAM-AF647). Sekunddrna protilidtka bola
pridand k bunkdm v koncentrécii 10 pg/ml a inkubdcia prebiehala 1 hod pri 37 °C, 5% CO:a.
Po odmyti vol'nej protilitky GAM-AF647 so sterilnym PBS bolo k bunkdm pridanych 0,5 ml
média. Bunky boli pozorované in vivo pomocou fluorescencného 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 spdsobom ako v pripade priamej anepriamej imunofluorescencie.
Po poslednom odstrdneni nenaviazanych protildtok vSak boli bunky H1299 oddelené
od povrchu u¢inkom trypsinu a bunky OE33 uc¢inkom akutdzy. Po stoCeni suspenzii
v centrifige (1000 g, 5 min) boli pelety rozsuspendované v médiu a prenesené do sterilnych
skimaviek. 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
s poctom buniek 5000 na jamku. Na druhy den boli bunky oSetrené konjugdtmi
anti-c-Met-veMMAE (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 triplikdtoch. Bunky boli v pritomnosti
cytostatickych konjugatov inkubované pri 37 °C, 5% CO:z a ich proliferacia bola monitorovana
pristrojom IncuCyte (obr. 9). Pristroj opticky zaznamendval zmenu konfluencie v Case
pomocou ¢asozbernej mikroskopie. Kazdé 4 hodiny boli zaznamendvané 4 snimky z kazdej
jamky pri pouZiti objektivu s 10-ndsobnym pribliZenim. Cely proces monitorovania prebiehal
3-5 dni.

L
T

4. monitorovanie bunkového
miiiiim rastu a smrti na IncuCyte

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

1. nao¢kovanie buniek

3. pridavok ADC
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5 VYSLEDKY

5.1 Purifikacia EEV1-2.1

Prvym krokom experimentélnej Casti diplomovej prace bola purifikacia protilatky EEV1-2.1,
ktora Specificky rozpozndva protein Hsp90. Samotnu produkciu protildtky EEV1-2.1 vykonali
pracovnici Recama. Produkcia zahrfilala namnozenie vybraného klonu hybridomovej linie
v bezsérovom médiu ur¢enom pre produkciu protilatok a samotnd produkciu protildtky touto
liniou hybridémov. Sucastou nasej prace bolo tito protilatku vypurifikovat' z pripraveného
roztoku prostrednictvom kvapalinovej chromatografie. Na imunoafinitni separdciu bola
pouzitd koléna s imobilizovanym proteinom A. V prvej faze bol roztok s protilatkou doplneny
o borat sodny (pH 8,9) a NaCl k zaisteniu vhodnych podmienok pre efektivnu vizbu protildtky
na kolénu. Po aplikdcii a ndslednom premyti bola protildtka eluovand 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 dodatoCne stanovena spektrofotometricky: B2 (5,45 mg/ml), B3 (9,95 mg/ml)
a B4 (1,61 mg/ml). Pre kontrolu spravnosti purifikécie bola Cast’ roztoku protilatky separovana
na géle prostrednictvom SDS-PAGE bez pritomnosti redukéného c¢inidla. Vysledky
neSpecifického farbenia pomocou Coomassie brilliant blue potvrdzuji precipiticiu proteinu
s molekulovou hmotnostou priblizne 150 kDa, ktory odpoved4a molekulovej hmotnosti IgG
a rovnako ukazuju na vysoku Cistotu purifikovanej protilatky (Obr. 10/C.). Precipiticia proteinu
s molekulovou hmotnostou priblizne 125 kDa modze predstavovat’ ciastoCne rozpadnuty
fragment protilatky.
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Obrdazok 10: (A.) Schématické zndzornenie purifikacného procesu [108]. (B.) Graficky priebeh
purifikacie. (C.) Overenie cistoty EEVI-2.1 pomocou metody SDS-PAGE.

5.2 Overenie aktivity EEV1-2.1

Aby sme overili, Ze purifikovand monoklondlna protildtka EEV1-2.1 si zachovala anti-Hsp90
aktivitu po produkcii a purifikdcii, tak sme uskutoCnili Westernovy prenos s ndslednou
imunodetekciou. 1 pg/ml purifikovanej protildtky bol pouzity k detekcii purifikovanych
proteinov Hsp90 ako pozitivna kontrola a HSF1 a p53 ako negativna kontrola. Obrazok 11
ukazuje, Ze EEV1-2.1 udspeSne rozpoznava denaturovany protein Hsp90. Sucasne bolo
dokdzané, ze EEV1-2.1 nevykazuje ziadnu afinitu voci proteinom HSF1 (83 kDa) ap53
(44 kDa).
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Obrdzok 11: Westernovy prenos pre test anti-Hsp90 aktivity monoklondlnej protildatky EEV1-2.1.
Primdrna protildtka bola pouZitd v koncentrdcii 1 ug/ml. Komplex bol vizualizovany sekunddrnou
protildatkou znacenou peroxiddzou (GAM-HRP). Ako negativna kontrola boli pouZité purifikované
proteiny HSF1 a p53.

5.3 Optimalizacia redukcie EEV1-2.1

Pre ucely znacenia protilatky cez sulthydrylové skupiny bola v prvom kroku optimalizovand
redukcia protilatky s vyuzitim redukéného cCinidla tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP).
Na urcenie spravneho mnozstva €inidla pre ¢iasto¢nu redukciu protildtky, ktord este neovplyvni
jej védzbovu aktivitu, bola zhotovend rada so zvySujicim sa pomerom TCEP k protilétke.
Variabilne redukovand protildtka bola nésledne separovand prostrednictvom SDS-PAGE
bez pritomnosti f-merkaptoethanolu a gél bol zafarbeny prostrednictvom Coomassie Brilliant
Blue. Na obrdzku 12/B mozno pozorovat’ vplyv redukéného cCinidla na stabilitu protilatky
cez vyskyt mensSich fragmentov. Tieto fragmenty obsahuji plne zredukované thiolové skupiny
pristupné pre znaCenie fluorochromom, apreto sa fluorescencne znacend protilatka javi
rozpadnuta vo vac¢Sej miere ako tomu naznacuje farbenie Coomassie Brilliant Blue (obr. 12/A).
Na zdklade koncentracnej rady sme stanovili idedlny pomer mAb:TCEP v rozmedzi 1:100-250.
Pri niz8ich koncentraciach redukcného Cinidla su protilatky zna¢ené nedostatocne a pri vysSom
pomere uZ stracaju stabilitu a zacCinaji sa rozpadat. V supernatante, ktory reprezentuje
nenaviazanu frakciu, nepozorujeme ziadne vol'né protilatky a to poukazuje na vysoku efektivitu
vizby protildtky na protein G-nesuce magnetické gulicky.
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Obrdzok 12: Zavislost’ miery rozpadu protildtky na mnoZstve redukcéného cinidla. (A.) Fluorescencnd
detekcia konjugdtov EEVI-2.1-sulfo-Cy5 maleimide, ktoré boli pripravené znacenim protildatky po jej
redukcii koncentracnou radou TCEP (excitdicia 646 nm). (B.) Kvantitativna detekcia protildtky
EEVI-2.1 (1,5 ug/jamka) po jej ciastocnej redukcii a separdcii prostrednictvom SDS PAGE. Na kaZdii
reakciu bolo pouZitych 5 ug EEVI-2.1 a 3,5 ul suspenzie guliciek. K protildtke bol priddvany TCEP
v roznom mnoZstve (vid. obrdzok) a sulfo-Cy5 maleimide v 20-ndsobnom moldrnom nadbytku (A.).
(C.) Schématické zndzornenie medziretazcovych disulfidovych vizieb, ktoré su cielom pre ciastocnu
redukciu a ndsledné znacenie (obrdzok modifikovany z [109]).

5.4 Konjugacia EEV1-2.1 s fluorochromom pre zobrazovacie metédy

Pre kontrolu efektivity znacenia, detekciu lokalizacie Hsp90a v nddorovych bunkovych linidch
a detekciu moznej internalizicie ADC po vidzbe na antigén Hsp90a boli pripravené dve
fluorescencne znacené varianty EEV1-2.1. Ich priprava sa liSila v molarnom pomere protilatky
aredukéného Ccinidla (mAb:TCEP). Po redukcii boli protilatky znacené 20-ndsobnym
moldrnym nadbytkom sulfo-Cy5 maleimide. U oboch znafenych konjugatov bola
na Nanodrope v programe UV-VIS zmerand absorbancia pri vinovej dizke 280 nm a 646 nm.
Z nameranych hodnét boli vypocitané koncentracia konjugdtov a hodnota F/P, ktord hovori
o pocte molekal fluorochromu naviazanych na molekulu protilatky. Konjugéat pripraveny
redukciou protilitky so 150-ndsobnym moldrnym nadbytkom TCEP (konjugit 1:150)
vykazoval vys$Siu hodnotu F/P ako konjugét 1:100, avSak na SDS PAGE bez BME (obr. 13/A)
vidiet, ze Cast molekil sa rozpadla a umoznila tak efektivnejSie naviazanie fluorochromu
(obr. 13/B). Pri nizS8om mnozstve reduk¢ného Cinidla je hodnota F/P sice niz§ia, ale
predpokladd sa vysSia stabilita protildtky. Pomer 1:100 bol preto zvoleny za vhodnejsi
pre ¢iastocnu redukciu protilatky EEV1-2.1 pre nasledné znacenia.
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Konjugat redukovany 100-nasobnym molarnym nadbytkom TCEP
Azg0=1,13

Aes6 = 1,25

¢ (konjugat) = (A2s0 — (As03 x CF280)) / 1,4 = 0,77 pg/pl

F/P = (A503 X MW(mab)) / (C(konjugit) X E(S-Cy5-maleimide)) = 0,90

Konjugat redukovany 150-nasobnym molarnym nadbytkom TCEP
A280=0,93

Ae46 = 1,35

¢ (konjugat) = (A2s0 — (As03 x CF280)) / 1,4 = 0,63 pg/ul

F/P = (A503 X MW(mab)) / (C(konjugit) X €(S-Cy5-maleimide)) = 1,25

Pritomnost B-merkaptoethanolu (BME) spdsobila uplny rozpad disulfidovych mostikov
a disocidciu protildtky na tazké (H ~ 50 kDa) a I'ahké retazce (L ~ 25 kDa). Za neredukcnych
podmienok su viditeIné intaktné molekuly IgG1l (Ha2L2 ~ 150 kDa). Zvysné precipitované
proteiny na SDS-PAGE boli urcené len orientacne na zaklade molekulove; hmotnosti.

(A.) SDS PAGE, Coomassic o & (B.) SDS PAGE, Cy5 (646 nm)
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Obrdzok 13: Analyza konjugdtov pomocou SDS-PAGE. Vzorky boli denaturované a spracované
za redukcnych aj neredukcnych podmienok. (A.) Detekcia protilatky EEV1-2.1 a jej mensich fragmentov
(1 pg/jamka). EEV1-2.1 reprezentuje vstupnii protildtku, Supernatant reprezentuje nenaviazani frakciu.
(B.) Fluorescencnd detekcia konjugatov EEVI-2.1-sufo-Cy5 maleimide. Na kaZdi reakciu bolo
pouZitych 52,5 ug EEVI-2.1 a 20 ul suspenzie guliciek. K protildtke bol priddvany TCEP v réznom
mnozstve (vid. obrazok) a sulfo-Cy5 maleimide v 20-ndsobnom moldrnom nadbytku.

5.5 Detekcia Hsp90o v nadorovych bunkach fluorescenénou mikroskopiou

Aby sme overili ¢ dochadza kvézbe protilatky na nativny protein eHsp90a a
ndslednej internalizacii  konjugédtu, inkubovali sme bunky nddorovej linie H1299
s fluorescencne zna¢enym konjugatom EEV 1-sulfo-Cy5-maleimide. Bunkova linia H1299 bola
zvolend na zdklade zvySenych hladin extraceluldirneho Hsp90. Vysledky ukazuju, Ze
fluorescencne znaceny konjugat prechaddza do buniek nadorovej linie H1299 (obr. 14) a Cervené
zhluky d’alej naznacuju pritomnost’ konjugatu pravdepodobne v endozémoch.

Aby sme overili, Ze konjugat prechddza do buniek antigénom sprostredkovanou endocytézou,
bola vykonand kompeticia s neznaCenou protilitkou EEVI1-2.1. Bunky boli tentokrat
inkubované v pritomnosti znacCenej aj neznaCenej protilatky, avSak vysledok kompeticie
nevykazoval vyznamné znizenie fluorescencného signalu. Z toho je pravdepodobné, Zze
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konjugat prechddzal do buniek neSpecificky a prechod tak nebol sprostredkovany Specifickou
védzbou 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

Obrdzok 14: Analyza lokalizdcie fluorescencéne znacenych konjugdtov EEV1-2.1-sulfo-Cy5-
maleimide. Bunkovd linia HI1299 stabilne exprimujiica eHsp90o. bola napestovand na 6-jamkovej
dosticke a vystavend pdsobeniu konjugdtov 1:100 a 1:150 s koncentrdciou 10 ug/ml. Do 2 jamiek bola
pridand neznacend mAb EEVI-2.1 s koncentrdciou 50 ug/ml presne 30 min pred pridavkom konjugdtu
(kompeticia). Bunky boli inkubované 2 hod pri 37 °C, opldchnuté s PBS a po pridani média boli
podrobené fluorescencnej mikroskopii.

5.6 Overenie vizbovej Specifity pomocou prietokovej cytometrie

Fluorescen¢na mikroskopia odhalila prechod konjugatu do buniek, ale zaroven naznacila, ze
prechod mdzZe byt sprostredkovany neSpecificky. Aby sme tento fakt overili, bola vykonand
prietokovd cytometria. Kompeti¢ny test spocival v oSetreni buniek H1299 nadbytkom
neznacene] protilatky EEV1 (100 pg/ml) po dobu 30 minut pred pridavkom fluorescencne
znaceného konjugatu. Bunky boli spolu s konjugdtom inkubované dalSie 2 hodiny a
ndsledne podrobené prietokovej cytometrii. Neznacena mAb by mala konkurovat vézbe
konjugdtu na antigén a znizovat tak intenzitu fluorescencného signalu. Vzhladom k tomu, Ze
kompeticia neviedla k zmene intenzity fluorescen¢ného signalu (obr. 15), prietokova
cytometria tak len podporila vysledky z mikroskopie, ktoré ukézali, Ze EEV1 neprechddza
do cytosolu antigénom sprostredkovanou drahou.
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Obrdzok 15: Analyza buniek oSetrenych konjugdtom alebo konjugdtom v kompeticii s neznacenou
protildtkou prietokovou cytometriou. Bunky linie HI1299 boli oSetrené protildtkou EEVI-2.1
(100 ug/ml). Po 30 min inkubdcii bol pridany konjugdt 1:100 (10 ug/ml). Sucasne boli pripravené bunky
oSetrené iba konjugdtom 1:100 (10 ug/ml) a negativna kontrola bez pridavku konjugdtov.

5.7 Charakterizacia klonov anti-c-Met protilatok

Ked'ze protildtka EEV1 nevykazovala vlastnosti, ktoré si nevyhnutné pre spravne fungovanie
ADC, tak sme pre porovnanie ucinnosti a aktivity vybrali protildtky proti ludskému c-Met
receptoru. Bolo vybranych 5 klonov purifikovanych monoklondlnych 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 charakterizdcie vybranych klonov protildtky s anti-c-Met aktivitou boli zvolené
2 nddorové bunkové linie. Nddorovd bunkova 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 a zaroven porovnali anti-c-Met aktivitu
jednotlivych klonov, tak sme uskutoCnili westernovy prenos s ndslednou imunodetekciou
endogénneho c-Met, ktory bol ziskany 1yzou buniek OE33 a H1299.

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

Tieto vysledky zaroven ukazali, Ze jednotlivé klony rozpozndvaji vyhradne c-Met receptor,
a su preto vysoko Specifické. NajvysSiu afinitu k denaturovanému antigénu vykazovali klon 18
a klon 12. Vyrazne niZSiu afinitu vykazovali ostatné klony 13, 8 a 2.
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Obrdzok 16: Westernovy prenos a imunodetekcia c-Met prostrednictvom jednotlivych klonov
anti-c-Met protildtky. C-Met bol ziskany z lyzdtu buniek OE33 a HI1299. Protildtky boli pouZité
v koncentrdcii 1 ug/ml. Komplex bol vizualizovany sekundarnou protilatkou znacenou peroxidazou,
GAM-HRP.

5.9 Vyber vhodného klonu fluorescen¢nou mikroskopiou

Prostrednictvom fluorescen¢nej mikroskopie sme overili afinitu jednotlivych klonov anti-c-Met
protilatky k nativnemu antigénu ako aj ich nasledni schopnost’ internalizacie. Na tieto ucely
boli pouzité bunkové linie OE33 a H1299, ktoré boli v predchddzajicom kroku otestované
na hladiny c-Met. Linia OE33 so zvySenou hladinou c-Met bola pouZzitd ako pozitivna kontrola,
pricom H1299 s nizkou hladinou c-Met bola pouZitd ako negativna kontrola. Bunkové linie boli
inkubované v pritomnosti jednotlivych klonov anti-c-Met protildtky. Detekcia naviazanych
primédrnych protilatok bola umoznend vizbou fluorescencne znacenej sekundarnej protilatky
(GAM-AF647) (metédy - nepriama imunofluorescencia). Vysledky fluorescencnej
mikroskopie ukazuju, Ze potencidlne najvysSiu afinitu k antigénu a s tym spojend schopnost’
internalizdcie u bunkovej linie OE33 vykazovali klony 2 a 8 (obr. 17). U klonov 12, 13 a 18
bola intenzita fluorescenéného signalu nizsia, co mdze znacit niz§iu afinitu tychto klonov
k nativnej forme cielového antigénu. PouZitie bunkovej linie H1299 umoznilo potvrdit, Ze
fluorescencny signal je sprostredkovany Specificky cez vazbu primarnej protilatky na c-Met
receptor. V pripade linie H1299 preto sledujeme vyrazne zniZeny signdl u klonov 2 a 8 a uplnd
stratu signdlu u ostatnych klonov anti-c-Met (obr. 18). Na zdklade tychto vysledkov boli klony
2 a 8 vyhodnotené za protilatky s najvysSSou anti-c-Met aktivitou.
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Obrdazok 17: Imunofluorescenéné pozorovanie internalizdcie jednotlivych klonov anti-c-Met
protildtok na bunkdch OE33. Bunky boli osetrené 10 ug/ml primdrnej protildtky a inkubované 2 hod.
Po premyti sa inkubovali s 10 ug/ml GAM-AF647 pocas I hod.
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Obrdzok 18: Imunofluorescencné pozorovanie internalizdcie jednotlivych klonov anti-c-Met
protildtok na bunkdch H1299. Bunky boli oSetrené 10 ug/ml primdrnej protildtky a inkubované 2 hod.
Po premyti sa inkubovali s 10 ug/ml GAM-AF647 pocas I hod.
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5.10 Vyber vhodného klonu prietokovou cytometriou

Aby sme blizSie charakterizovali a kvantifikovali véizbovd afinitu jednotlivych klonov
anti-c-Met protilatky k nativnemu antigénu, tak bola vykonand prietokovd cytometria
s vyuZitim bunkovych linii OE33 a H1299. Bunky boli inkubované v pritomnosti jednotlivych
klonov purifikovanej protildtky. Detekcia naviazanych primarnych protilatok bola umoznena
vazbou fluorescencne znacenej sekundarnej protilatky (GAM-AF647). Vysledky prietokovej
cytometrie ukdzali, 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 fluorescencnej mikroskopie, Ze
klony 2 a 8 sa vyznacuju najvyssou anti-c-Met aktivitou.
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Obrdzok 19: Analyza buniek (A.) OE33 a (B.) H1299 oSetrenych jednotlivymi klonmi anti-c-Met
protildtky pomocou prietokovej cytometrie. Bunky boli oSetrené 10 ug/ml primdrnej protildtky
a inkubované 2 hod. Po premyti sa inkubovali s 10 ug/ml GAM-AF647 pocas 1 hod.

5.11 Optimalizacia podmienok znacenia 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 reduk¢ného ¢inidla TCEP pre jednotlivé klony. Oproti
znaceniu EEV1, ktoré bolo postavené na molarnom pomere protilatky a Cinidla, sme tentokrat
zvolili stratégiu presne stanovenej molarnej koncentracie redukcného cCinidla bez ohladu
na pracovni koncentriciu protilatky. Dal§im rozdielom bol mechanizmus, ktorym sme
precistovali roztok protilatky od neziaducich reagencii. Oproti magnetickym gulickam
s imobilizovanym proteinom G, sme pri znaceni anti-c-Met protildtky pouZzivali ZEBA
odsol'ovacie kolony.

Klony 2 a 8 boli inkubované v pritomnosti rastiicej koncentracie redukéného cinidla TCEP.
ZEBA kolony nam nasledne umoznili odstranit’ redukcné Cinidlo zo zmesi a previest’ protilatku
do roztoku s pridavkom 0,5 mM EDTA, ktord branila spétnej oxidédcii cysteinovych zvyskov.
Variabilne redukovana protildtka bola separovand prostrednictvom SDS-PAGE bez pritomnosti
-merkaptoethanolu a gél bol zafarbeny prostrednictvom Coomassie Brilliant Blue. Vplyv
reduk¢ného ¢inidla je mozné pozorovat' cez vyskyt mensich fragmentov. Vysledky ukazuju, ze
optimalna koncentracia Cinidla v reak¢nej zmesi pre ¢iasto¢nu redukciu klonu 2 bola 50 uM.
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Klon 8 uz pri najnizsej zvolenej koncentracii Cinidla stracal stabilitu a dochddzalo k jeho
rozpadu (obr. 20/A), a preto bola odvodena pre d’alSie postupy koncentracia redukéného Cinidla
25 uM.

V d’alSom kroku sme otestovali vplyv pH na efektivitu znacenia cez sulfhydrylové skupiny.
Po redukcii boli klony prevedené ZEBA kolénou do roztokov s rasticim pH a naznacene.
Fluorescentne znaCené fragmenty boli separované prostrednictvom SDS-PAGE
a fluorescencia bola zachytena prostrednictvom fluorescencného skenera Typhoon. Na obrdzku
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
protildtok tak bolo stanovené pH 7,5.
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Obrdzok 20: (A.) Zdvislost’ koncentrdcie redukcného Cinidla na miere rozpadu protildtok. (B., C.)
Zavislost pH na efektivitu znaclenia. (A.) Protildtky s koncentrdciou 1 mg/ml boli redukované
s rozdielnym mnozstvom TCEP (50-125 uM) 1 hodinu. Rozpad protildtok bola detekovany
na SDS-PAGE géli (1,5 ug/jamka) pomocou Coomassie Brilliant Blue. (B.) Klony 2/8 boli redukované
TCEP s koncentrdciou 50/25 uM pricom reakcné podmienky boli rovnaké ako v experimente A. TCEP
bol odstrdneny pomocou ZEBA kolony ekvilibrovanej PBS s roznymi hodnotami pH. Protildtky boli
inkubované s BODIPY FL maleimide v 20-ndsobnom moldrnom nadbytku, 1 hodinu. Po odstrdneni
volnych molekiil BODIPY FL maleimide boli konjugdty detekované na SDS-PAGE géli (1,5 ug/jamka)
pomocou Coomassie Brilliant Blue. (C.) Intenzita fluorescencného znacenia bola sledovana na pristroji
Typhoon.

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

Aby sme overili, Ze anti-c-Met protildtka prechddza narozdiel od EEV1 do buniek cez
Specificki vdzbu na antigén, tak sme uskutoCnili kompeti¢ny test s vyuZitim prietokovej
cytometrie. S cielom zvysit intenzitu fluorescenéného signalu znaCenych konjugétov boli
v 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 priddvany
k protilatke v 10-ndsobnom moldrnom nadbytku. Kompeti¢ny test spocival v oSetreni buniek
OE33 a H1299 nadbytkom neznaCenej protilatky (100 pug/ml) a fluorescencne znaceného
konjugatu (10 pg/ml). Pomocou prietokovej cytometrie sme pozorovali ¢i neznacené protilatky
konkurovali vizbe znacenych konjugatov.

V pripade kompeti¢ného testu na bunkove;j linii OE33 bol pri oboch klonoch 2 aj 8 pozorovany
pokles fluorescencného signalu. Neznacené protilatky konkurovali vazbe znaCenych protilatok
na antigén. Je preto pravdepodobné, Ze anti-c-Met konjugdty sa dostdvaji 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
neznacene] mAb. Dovodom je predovsetkym nizka hladina c-Met u tychto buniek. V pripade
konjugatu s anti-Hsp90 aktivitou sme nepozorovali zmeny intenzity fluorescencie
pri kompeticnych testoch. Ked'ze vSak samotny konjugéat prechadza do buniek, je z tychto
vysledkov viditel'né, ze tento prechod je nezavisly od vidzby na antigén (obr. 21).

Tabul'ka 4 znazornuje vysledok prietokove] cytometrrie vo forme priemernej intenzity
fluorescencie. Ako je vidno z tabulky najvédcsia intenzita a teda aktivita bola zaznamenana
pri klone 2. Najvacsi pokles pri kompetiénom teste vykazuje rovnako klon 2. Naopak aktivita
EEV1 je nizka a kompeticny test vySiel negativne a bez zmeny intenzity. Ukazuje to oproti
c-Met konjugdtom na neSpecificky prechod EEV1 konjugédtu do buniek.
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Obrdzok 21: Analyza buniek OE33 a H1299 oSetrenych konjugdtom alebo konjugdtom v kompeticii
s neznacenou protildatkou prietokovou cytometriou. Bunky boli oSetrené neznacenymi protildtkami
(100 ug/ml). Po 30 min inkubdcie pri 37 °C boli pridané konjugdty znacené sulfo-Cy5 cez NH-skupiny
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(10 ug/ml). Sucasne boli pripravené bunky oSetrené iba konjugdtom (10 ug/ml) a kontrola bez pridavku
konjugdtov a protildtok.

Tabulka 4: Porovnanie priemernych hodnot intenzity fluorescencie nameranych na bunkdch OE33
a H1299 oSetrenymi znacenymi a neznacenymi protildtkami.

OE33 H1299 |
Konjugat Priemer lnten.znty Rozdiel Priemer 1nten.11ty Rozdiel
fluorescencie fluorescencie
Kontrola 228 - 115 -
Klon 2 10441 557
Klon 2 » 2774 7667 338 219
kompeticia
Klon 8 4392 349
Klon 8 » 1322 3070 304 45
kompeticia
EEV1 813 2895
EEVL 777 36 3104 209
kompeticia

5.13 Konjugacia anti-c-Met protilatok s cytostatikom

Na zdklade vysokej anti-c-Met aktivity k nativnemu antigénu boli pre znaCenie cytostatikom
vybrané klony 2 a 8. Protilatky boli znacené cez sulfhydrilové skupiny, ktoré boli ziskané
¢iasto¢nou redukciou disulfidovych vézieb pomocou TCEP. Na sulfhydrilové skupiny bol
naviazany konjugit vcMMAE. Struktira vysledkého ADC konjugitu je zndzornend
na obrazoku 22/A.

ADC boli nésledne prostrednictvom  SDS-PAGE  bez
-merkaptoethanolu a gél bol zafarbeny prostrednictvom Coomassie Brilliant Blue. Vysledky

separované pritomnosti
ukazuji, ze po naznaCeni cytostatikom nedochadzalo k poruseniu Struktdiry protilatok.
Protilatky si zachovali svoju stabilitu aj po naznaceni. Pre ukazku sme podrobili protilatky
metéde SDS-PAGE v redukénych podmienkach, kde vidime dplny rozpad protilatky na I'ahké
a tazké retazce. Zaroven sme potvrdili vysoku cistotu purifikovanej protilatky.
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Obrdzok 22: (A.) Chemickd Struktiira konjugdtu protildtka-veMMAE [110]. (B.) Analyza konjugdtov
anti-c-Met 2-veMMAE a anti-c-Met 8-veMMAE 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 S§pecificki cytotoxicitu pripravenych
anti-c-Met konjugatov. Opat’ boli pouzité bunkové linie OE33 a H1299, ktoré boli inkubované
v rastovom médiu s rasticou koncentraciou cytostatickych konjugatov anti-c-Met-2-veMMAE
a anti-c-Met-8-vcMMAE znacenych cez —SH skupiny (0,010; 0,020; 0,039; 0,078; 0,156;
0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pg/ml). Systém IncuCyte zaznamendval zmeny konfluencie
ovplyvnenych buniek kazdé 4 hodiny po dobu 96 hodin. Na zdklade konfluencie bola
programom IncuCyte stanovend miera uc¢innosti jednotlivych konjugatov, ktora bola vyjadrena
hodnotou EC50. EC50 vyjadruje polovicu maximalnej Gc€innej koncentracie a teda davku,
pri ktorej 50% populédcie vykazuje odozvu po Specifikovanom trvani expozicie. Pri tejto
analyze si stanovené hodnoty EC50 po 48 hodinovej expozicii buniek cytostatickym
konjugatom. U bunkovej linii OE33 vykazoval konjugat klonu 8 hodnotu EC50 3,39 pg/ml,
zatial’ ¢o konjugat klonu 2 hodnotu EC50 8,94 ng/ml (obr. 23). Na zdklade anti-c-Met aktivity
by sa predpokladalo, ze konjugat klonu 2 bude vykazovat' vacsiu cytotoxicitu a inhibovat
proliferaciu vo vacSej 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 zapriCineny antigénom sprostredkovanou drahou. Nizka hladina receptoru c-Met na povrchu
buniek H1299 viedla pre nizky efekt k nehodnotitelnym tdajom.
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Obrdzok 23: Zavislost konfluencie buniek OE33 a H1299 na mnoZstve cytostatickych ADC klonov 2 a 8
konjugovanych cez -SH skupiny.

Pre d’alSie overenie cytotoxického ucinku boli protilatky konjugované s cytostatikom cez -NH
skupiny modifikaciou boénych retazcov lyzinu. Priprava takychto konjugatov nezahriiala
redukciu disulfidovych vizieb, a bola preto k protilditkam SetrnejSia. Protildtky si zachovali
svoju funkénu Struktiru, avSak pri tomto type znacenia mohlo ddjst’ k modifikécii protilatky
v aktivnom mieste pre vizbu antigénu. Naopak vyhodou tejto konjugdcie je vysSia efektivita
znaCenia a mensia spotreba cytostatika. Po odstraneni azidu sodného pomocou ZEBA
odsolovacej kolény bola modifikovana cast’ lyzinov mAb pomocou DBCO. Molekula DBCO
nasledne reagovala s azidovou skupinou konjugitu N3-PEG3-vc-PAB-MMAE. Reakcia
umoznila vznik heterogénnych konjugatov klonov 2 a 8.

Cytotoxicita ziskanych konjugidtov bola stanovend rovnakym spdsobom ako v pripade
thiolovych konjugdtov. Na bunkdch OE33 bola ukonjugitu klonu 2 stanovend hodnota
EC50 4,05 pg/ml (obr. 24). U konjugétu klonu 8 bola hodnota EC50 7,65 pg/ml. V tomto
pripade sa potvrdilo, Ze konjugdat s vys$Sou afinitou k receptoru, ma zaroven vacsi cytotoxicky
ucinok. Rovnako ako v predchadzajicom pripade pouzitie linie H1299 ukézalo, Ze cytotoxicky
efekt je zapriCineny antigénom sprostredkovanou drdhou. Nizka hladina receptoru c-Met
na povrchu buniek H1299 viedla pre nizky efekt k nepresnym tdajom.
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Obrdzok 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 konjugéatov
anti-c-Met v Case 96 hodin. Z kriviek je jasne vidiet ako jednotlivé konjugaty inhibuju
proliferaciu buniek. Nizke koncentracie konjugatov nemaju viditelny vplyv, priCom vysoké
koncentracie konjugitov takmer Uplne zastavuju prolifericiu.
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Priemerna konfluencia buniek OE33 v ¢ase -SH konjugaity
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Obrdzok 25: Inhibicny ucinok ADC klonu 2 a 8 konjugovanych cez -SH a -NH skupiny na proliferdciu
buniek OE33
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6 DISKUSIA

Prvou cCastou prace bola optimalizacia procesu konjugacie protilatky EEV1. Z viacerych
moznych typov chemickej konjugécie bola vybrand modifikdcia cysteinu. Modifikacia
cysteinov prostrednictvom Ciastoénej redukcie disulfidovych vézieb sice poskytuje
heterogénnu zmes konjugitov no vo vyrazne nizSej miere ako napriklad modifikdcia lyzinu.
Z toho dovodu bola za vhodnejsiu metédu zvolena konjugécia cez thiolové skupiny. Struktira
IgG je stabilizovand disulfidovymi mostikmi, ktoré¢ moézu byt redukované
tris(2-karboxyethyl)fosfinom za vzniku thiolovych respektive sulfhydrylovych skupin. Proces
redukcie vSak musel prebehnat v takej miere, aby nebola ovplyvnend vizbova aktivita a teda
nedoslo k rozpadu protilatky na jednotlivé retazce. Konjugat znaleny prostrednictvom
sulfo-Cy5 maleimide, ktory spifial spominané poziadavky, bol pouZity na detekciu eHsp90
a sledovanie internalizacného procesu komplexu antigén-protilatka. ZnaCena protilatka sice
v malej miere prechddzala do buniek no v kompeticii s neznacenymi protilatkami nedochadzalo
ku zmene intenzity fluorescen¢ného signalu v bunkéch. ISlo pravdepodobne o neSpecificky
prechod konjugétu do buniek, ktory nestvisel s naviazanim konjugatu na antigén. V neddvne;j
Stidii Takakura a kol. [104] zistili, Ze niektoré fluorescencné farbiva, medzi nimi aj sulfo-CyS5,
mozu menit Ucinnost’ zacielenia a farmakokinetiku takychto konjugatov. Proteiny konjugované
so sulfo-Cy5 potom do buniek vstupuji na zdklade pritomnosti kladne nabitych lipofilnych
cyaninovych skupin. Samotné fluorescencné farbivo ma potom vplyv na bunkovi absorpciu
konjugatu. Sulfo-Cy5 maleimide bol vybrany kvdli dobrym optickym vlastnostiam a relativne
vysokému fluorescenénému kvantovému vytazku. SOs skupina zvySuje hydrofilnost molekuly
¢o umoznilo jednoduchu konjugéciu s protilatkami.

Ako ukézali naSe vysledky, protilitka EEV1 sa neviazala na membranovy protein Hsp90
s dostate¢nou efektivitou. Dovodom mohla byt nizka vazbova 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.
Vizbe EEV1 protildtky k epitopu mohlo branit’ aj konformacéné usporiadanie proteinu eHsp90.
Dalsim dévodom mohla byt relativne nizka expresia eHsp90 na povrchu buniek. Ked'ze vysoka
vizbova Specifita protildtok je zdkladom pre cielenu terapiu nddorov prostrednictvom ADC,
bolo by beztucelné pokracovat’ v konjugécii EEV1 s cytostatikom. Nasim zdverom je, Zze EEV1
nie je vhodnym prostriedkom na cielené dorucenie lie€iv prostrednictvom ADC. eHsp90 ale
nemozno vylucit’ ako ciel biologickej liecby. Ako uvadza Stellas a kol. [105] inhibicia eHsp90
monoklonalnou protilatkou 4C5 mdze obmedzit' motilitu nddoru, invdziu 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 pat klonov anti-c-Met
protilatok. Povahou viézby polyklonélnych protildtok v sére imunizovanych mysi sa zaoberali
aj Forsstrom a kol. [106], ktory pozorovali vysSie koncentricie protilatok rozpoznavajicich
linearne epitopy. Klony anti-c-Met protilatky vykazujice vysoku afinitu voci nativnemu c-Met
mali nizku afinitu vo¢i denaturovanému c-Met. Naopak klony vykazujuce nizku afinitu voci
denaturovanému c-Met vykazovali vysoku afinitu voci nativnemu proteinu.
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Kedze dva klony anti-c-Met protilatky vykazovali vysokd anti-c-Met aktivitu a vysoku
schopnost’ internalizacie, tak boli predmetom dalSieho vyskumu. Protilatky prechadzali
do buniek Specificky, a tak boli na zdver priace konjugované aj s cytostatikom. Konjugicia
prebiehala dvomi odliSnymi spdsobmi. V prvom pripade i$lo o konjugédciu cez thiolové skupiny
a v druhom pripade boli modifikované primarne aminy bo¢nych retazcov lyzinu. Konjugécia
cez amino skupiny bola pomerne jednoducha, pretoZe molekula IgG obsahuje viac ako 80 'ahko
dostupnych lyzinovych zvyskov, ktoré sa nachddzaji na jej povrchu. Proces nevyzadoval
narocnu optimalizaciu mnozstva pouzitych reagencii a ¢asov konjugacie. Problémom v celom
procese bola iba pritomnost’ azidu sodného v uchovavacom roztoku protildtok. Azid sodny bol
pouzity ako konzervacné Cinidlo na ochranu voci bakterialnej a plesiiove] infekcii. Z roztoku
protilatok sa ho nepodarilo uplne odstranit’ a s vysokou pravdepodobnostou reagoval s DBCO.
Azid tak branil vizbe cytotoxickej latky. Konjugécia modifikaciou lyzinu je niekol'’konasobne
efektivnejSia ako konjugicia cez SH skupiny. V terapeutickych ADC sa vSak nevyuZiva,
pretoze konjugdty maji vysokd heterogenitu. T4 md =za ndsledok suboptimélnu
farmakokinetiku, stabilitu, u¢innost alebo znaSanlivost. Znamena to, Ze konjugity sa medzi
sebou mozu vyrazne lisit’ v pocte molekul cytotoxického lieCiva. V praci bola konjugécia cez
NH skupiny pouzitd na sledovanie zvyseného cytotoxického ucinku. Konjugacia cez thiolové
skupiny bola pomerne narocna na optimalizaciu celého procesu. Zakladom bolo stanovit presnu
koncentraciu reduk¢ného ¢inidla, cas redukcie a zvolit spravny reakény pufor. V pripade, Ze
neboli splnené presné podmienky doslo k fragmentacii protilatok pripadne efektivita znacenia
nebola dostatoCna.

Zvysena efektivita znaCenia cez — NH skupiny sa preukdzala pri konjugate klonu 2, kedy sa
hodnota EC50 znizila takmer o polovicu. Vysoki cytotoxicitu vykazoval aj SH konjugit
klonu 8. Bolo to pravdepodobne z dovodu vysSej fragmentacie protilatok, ked'ze klon 8 bol
menej stabilny. Pomerne vysoky cytotoxicky ucinok mali konjugaty aj na bunky H1299.
Inhibicia proliferacie buniek H1299 nebola ofakavana, ked’ze bunky exprimuji nizke hladiny
c-Met. Preto sa domnievame, Ze inhibicia mohla byt spdsobena pritomnostou volnej
cytotoxickej latky. Vol'né cytostatikum pravdepodobne nebolo pri purifikécii iplne odstranené.
Klon 2 a 8 by mohli po efektivnejSej konjugécii dosiahnut’ cytotoxicky ucinok 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 optimalizécie procesu konjugécie cez sulfhydrilové skupiny sa nam podarilo vytvorit
konjugat EEV1-2.1-sulfo-Cy5 maleimide, ktory bolo mozné pouzit pri zobrazovacich
metddach. Na zdklade pozorovani z fluorescencnej mikroskopie a prietokovej cytometrie sme
zistili, Ze konjugidt EEV1 neprechddza do buniek antigénom sprostredkovanou cestou.
V pripade vyuzitia EEV1-2.1 v nadorovej liecbe by tak neslo o cielenu terapiu. Konjugdt EEV1
s cytotoxickou latkou by s vysokou pravdepodobnostou vykazoval systémova toxicitu.
Na zaklade studii ale nevyluCujeme eHsp90 ako ciel' biologickej terapie nadorov. Napriek
netspechu bol potencidl EEV1 porovnany s protildtkami proti c-Met. Anti-c-Met protildtky
klony 2 a 8 vykazovali vysoku afinitu k nativnemu proteinu. U oboch klonov bolo preukdzané,
Ze internalizdcia je zavisla na pritomnosti receptoru c-Met. Vd'aka pozitivnym vysledkom bolo
mozné uskutocnit’ konjugéciu klonov 2 a 8 s cytotoxickou litkou. Testy Zivotaschopnosti
buniek preukdazali, Ze oba konjugaty anti-c-Met-veMMAE inhibovali proliferaciu nddorovych
buniek. Pre zvySenie cytotoxického ucinku boli protilatky konjugované s cytostatikom cez
amino skupiny lyzinu, ktoré su pocetnejSie ako sulfhydrilové skupiny. Optimalizacia procesu
konjugécie bola jednoduchsia a protilatky si zachovali svoju funk¢nu Struktaru. Pri konjugacii
cez amino skupiny vSak hrozilo riziko modifikdcie protilatky v aktivnom mieste. VysSie
koncentracie anti-c-Met-N3-PEG3-vc-PAB-MMAE konjugatov takmer uplne inhibovali
proliferdciu nddorovych buniek OE33. Vysledky diplomovej prace odhalili potenciél klonov 2
a 8 anti-c-Met protildtky v imunoterapii nddorovych ochoreni. ADC konjugdty s vyuZitim
klonov 2 a 8 by v budtcnosti mohli byt u€innym nastrojom na cielent lieCbu c-Met pozitivnych
nadorovych ochoreni.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ADC
ADCC
Akt
AP2
Apaf-1
APS
ARNT
ARRBI1
ATP
CD
CDC
Cdc37
c-Met
CTD
CTLA4
Cv
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 amoénny

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 ucinnej 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 lieciv 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
HMGI1
Hop
HPRGT
HSF1
Hsp

Ig

IL-6
IRAK
LOXL2
LRP1
mAb
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
monoklondlne protildtky

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
RTKs
SDS-PAGE
SHC
siRNA

Src
SREBF1
TCEP
TCF-4
TEMED
TLR4

TNF

TPA
TRIS-CI
Ve

VEGFR

regiondlne centrum aplikovanej molekuldrnej onkolégie
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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