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Selekcja fragmentéw przeciwciat wobec receptora 1 czynnika wzrostu

fibroblastow w celu zastosowania w terapii przeciwnowotworowej

STRESZCZENIE

Ukierunkowane dostarczanie zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym,
z zastosowaniem przeciwciat skierowanych wobec antygenéw specyficznie wystepujgcych na
komoérkach nowotworowych, reprezentuje jedno z wazniejszych podejs¢ terapeutycznych,
ktérymi zajmuje sie wspotczesna onkologia. Wykazano, Ze amplifikacja genu FGFR1 wystepuje
w guzach ponad 20% pacjentow chorych na ptaskonabtonkowego raka ptuca, a receptor 1
czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR1) moze stanowi¢ dobry cel molekularny dla
ukierunkowanej terapii przeciwnowotworowej. Wyniki przedstawione w pracy obejmuja
przygotowanie w petni ludzkiego fragmentu przeciwciata anty-FGFR1 w formacie scFvFc oraz
jego koniugacje ze zwigzkiem cytotoksycznym, w celu uzyskania preparatu o silnym
i specyficznym dziataniu cytotoksycznym wobec komérek nowotworowych FGFR1-pozytywnego
raka ptuca.
W  pierwszym etapie pracy skonstruowano, wyprodukowano, oczyszczono

i scharakteryzowano rekombinowane warianty biatek FGFR, ktérych nastepnie uzyto do selekc;ji
specyficznych fragmentéw przeciwciat oraz ich analizy. Jednotancuchowe fragmenty zmienne
przeciwciatl (scFv) o wysokim powinowactwie wobec zewnatrzkomoérkowej domeny FGFR1
(izoformy IlIc) uzyskano poprzez selekcje bibliotek ludzkich scFv Tomlinson I oraz ], przy uzyciu
metody prezentacji bialek na powierzchni fagéw (ang. phage display). Otrzymane przeciwciata
poddano charakterystyce in vitro przy uzyciu testu immunoenzymatycznego (ELISA) oraz
powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR). Wybrane warianty scFv przeformatowano
do scFv diabody oraz scFv w fuzji z fragmentem Fc ludzkiej immunoglobuliny G (scFvFc).
Najsilniejsze oddziatywanie z FGFR1 wykazaty przeciwciata oparte na scFvD2, ktérych state
dysocjacji wynosity 18 nM (scFvD2), 0,82 nM (scFvD2 diabody) i 0,59 nM (scFvD2Fc). Analiza
reaktywnosci krzyzowej scFvD2 z pozostalymi receptorami FGF wykazata jego wysoka
selektywnos$¢ wzgledem FGFR1. Ponadto czasteczka scFvD2 posiadata zdolno$¢ oddziatywania
z FGFR1 réwniez w obecno$ci naturalnego liganda FGF2, co pokazata kompetycyjna analiza

wigzania do receptora metoda SPR. Przy uzyciu mikroskopii konfokalnej wykazano, ze scFvD2Fc



ulega specyficznej oraz szybkiej internalizacji przez komoérki U20S stabilnie stransfekowane
FGFR1 (U20S-R1), a proces ten zachodzi na drodze endocytozy zaleznej od receptora.
Jednocze$nie nie obserwowano internalizacji scFvD2Fc przez komoérki FGFR1-negatywne, U20S.
scFvD2Fc bylo takze efektywnie wychwytywane i internalizowane przez komorki raka ptuca
NCI-H1581 oraz DMS114, charakteryzujace sie amplifikacja genu FGFR1 i nadprodukcjg biatka
FGFR1 na powierzchni.

Ostatnim etapem pracy bylo przygotowanie koniugatu scFvD2Fc-veMMAE, ktory
otrzymano poprzez przylaczenie MMAE - zwigzku o silnym dziataniu cytotoksycznym do
zredukowanych grup tiolowych cystein regionu zawiasowego przeciwciata scFvD2Fc, za pomoca
proteolitycznego tacznika peptydowego Val-Cit. Uzyskany preparat scFvD2Fc-vcMMAE posiadat
cztery czasteczki zwigzku cytotoksycznego przytaczone do jednej czasteczki przeciwciata
i charakteryzowat sie wysoka homogennos$cig, co zostalo pokazane przy uzyciu metody
wysokorozdzielczej spektrometrii mas. scFvD2Fc-veMMAE wykazat silne wiasciwosci
antyproliferacyjne i cytotoksyczne wobec komdrek raka ptuca DMS114 i NCI-H1581 oraz FGFR1-
pozytywnych komoérek modelowych U20S-R1 in vitro, charakteryzujac sie wartoSciami EC50
kolejno: 53 nM, 33 nM i 17 nM. Wplyw scFvD2Fc-vcMMAE na przezywalno$¢ i proliferacje
komérek U20S byt bardzo niski, potwierdzajac jego wysoka specyficzno$¢. Ponadto, wstepne
badania toksycznosci scFvD2Fc-vcMMAE przeprowadzone na modelu zwierzecym wykazatly
dobrg tolerancje otrzymanego preparatu in vivo.

Przedstawione wyniki pokazuja, Zze scFvD2Fc posiada wszystkie niezbedne wtasciwosci
przeciwciata kierujagcego i moze stanowi¢ skuteczny system specyficznego dostarczania
zwigzkéw cytotoksycznych do komérek raka ptuca, charakteryzujacych sie nadprodukcjg biatka
FGFRI1.



