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Selekcja  fragmentóó w  przeciwciał  wóbec  receptóra  1  czynnika  wzróstu

fibróblastóó w w celu zastósówania w terapii przeciwnówótwórówej

STRESZCZENIE

Ukierunkówane  dóstarczanie  związkóó w  ó  działaniu  przeciwnówótwórówym,  

z zastósówaniem przeciwciał  skierówanych wóbec antygenóó w specyficznie  występujących na

kómóó rkach  nówótwórówych,  reprezentuje  jednó  z  wazżniejszych  pódejsócó  terapeutycznych,

któó rymi zajmuje się wspóó łczesna ónkólógia. Wykazanó, zże amplifikacja genu FGFR1 występuje 

w  guzach  pónad  20%  pacjentóó w  chórych  na  płaskónabłónkówegó  raka  płuca,  a  receptór  1

czynnika  wzróstu  fibróblastóó w  (FGFR1)  mózże  stanówicó  dóbry  cel  mólekularny  dla

ukierunkówanej  terapii  przeciwnówótwórówej.  Wyniki  przedstawióne  w  pracy  óbejmują

przygótówanie w pełni ludzkiegó fragmentu przeciwciała anty-FGFR1 w fórmacie scFvFc óraz

jegó  kóniugację  ze  związkiem  cytótóksycznym,  w  celu  uzyskania  preparatu  ó  silnym

i specyficznym działaniu cytótóksycznym wóbec kómóó rek nówótwórówych FGFR1-pózytywnegó

raka płuca. 

W  pierwszym  etapie  pracy  skónstruówanó,  wypródukówanó,  óczyszczónó  

i scharakteryzówanó rekómbinówane warianty białek FGFR, któó rych następnie uzżytó dó selekcji

specyficznych fragmentóó w przeciwciał  óraz ich  analizy.  Jednółanó cuchówe fragmenty zmienne

przeciwciał  (scFv)  ó  wysókim  pówinówactwie  wóbec  zewnątrzkómóó rkówej  dómeny  FGFR1

(izófórmy IIIc) uzyskanó póprzez selekcję bibliótek ludzkich scFv Tómlinsón I óraz J, przy uzżyciu

metódy prezentacji białek na pówierzchni fagóó w (ang.  phage display). Otrzymane przeciwciała

póddanó  charakterystyce  in  vitro przy  uzżyciu  testu  immunóenzymatycznegó  (ELISA)  óraz

pówierzchniówegó rezónansu plazmónówegó (SPR). Wybrane warianty scFv przefórmatówanó

dó  scFv  diabody óraz  scFv  w  fuzji  z  fragmentem  Fc  ludzkiej  immunóglóbuliny  G  (scFvFc).

Najsilniejsze  óddziaływanie  z  FGFR1 wykazały  przeciwciała  óparte  na  scFvD2,  któó rych  stałe

dysócjacji wynósiły 18 nM (scFvD2), 0,82 nM (scFvD2  diabody) i 0,59 nM (scFvD2Fc). Analiza

reaktywnósóci  krzyzżówej  scFvD2  z  pózóstałymi  receptórami  FGF  wykazała  jegó  wysóką

selektywnósócó  względem FGFR1. Pónadtó cząsteczka scFvD2 pósiadała zdólnósócó  óddziaływania 

z  FGFR1 róó wniezż  w óbecnósóci  naturalnegó  liganda  FGF2,  có  pókazała  kómpetycyjna  analiza

wiązania dó receptóra metódą SPR. Przy uzżyciu mikróskópii kónfókalnej wykazanó, zże scFvD2Fc



ulega  specyficznej  óraz  szybkiej  internalizacji  przez  kómóó rki  U2OS  stabilnie  stransfekówane

FGFR1  (U2OS-R1),  a  próces  ten  zachódzi  na  dródze  endócytózy  zalezżnej  ód  receptóra.

Jednóczesónie nie óbserwówanó internalizacji scFvD2Fc przez kómóó rki FGFR1-negatywne, U2OS.

scFvD2Fc byłó  takzże  efektywnie  wychwytywane i  internalizówane przez kómóó rki  raka płuca

NCI-H1581 óraz DMS114, charakteryzujące się amplifikacją genu  FGFR1  i nadpródukcją białka

FGFR1 na pówierzchni. 

Ostatnim  etapem  pracy  byłó  przygótówanie  kóniugatu  scFvD2Fc-vcMMAE,  któó ry

ótrzymanó  póprzez  przyłączenie  MMAE  -  związku  ó  silnym  działaniu  cytótóksycznym  dó

zredukówanych grup tiólówych cystein regiónu zawiasówegó przeciwciała scFvD2Fc, za pómócą

próteólitycznegó łącznika peptydówegó Val-Cit. Uzyskany preparat scFvD2Fc-vcMMAE pósiadał

cztery  cząsteczki  związku  cytótóksycznegó  przyłączóne  dó  jednej  cząsteczki  przeciwciała  

i  charakteryzówał  się  wysóką  hómógennósócią,  có  zóstałó  pókazane  przy  uzżyciu  metódy

wysókórózdzielczej  spektrómetrii  mas.  scFvD2Fc-vcMMAE  wykazał  silne  własóciwósóci

antypróliferacyjne i cytótóksyczne wóbec kómóó rek raka płuca DMS114 i NCI-H1581 óraz FGFR1-

pózytywnych  kómóó rek  módelówych U2OS-R1  in  vitro, charakteryzując  się  wartósóciami  EC50

kólejnó:  53  nM,  33  nM  i  17  nM.  Wpływ  scFvD2Fc-vcMMAE  na  przezżywalnósócó  i  próliferację

kómóó rek U2OS był bardzó niski,  pótwierdzając jegó wysóką specyficznósócó.  Pónadtó,  wstępne

badania  tóksycznósóci  scFvD2Fc-vcMMAE  przeprówadzóne  na  módelu  zwierzęcym  wykazały

dóbrą tólerancję ótrzymanegó preparatu in vivo. 

Przedstawióne wyniki pókazują, zże scFvD2Fc pósiada wszystkie niezbędne własóciwósóci

przeciwciała  kierującegó  i  mózże  stanówicó  skuteczny  system  specyficznegó  dóstarczania

związkóó w cytótóksycznych dó kómóó rek raka płuca, charakteryzujących się nadpródukcją białka

FGFR1.


