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2. STRESZCZENIE

Choroby nowotworowe s3 jedng z wiodgcych przyczyn zgondw w krajach rozwinietych. Od wielu
lat jedng z najbardziej obiecujgcych form walki z nowotworami jest immunoterapia. Niestety,
pomimo jej niezwykle dynamicznego rozwoju wcigz istnieje duza grupa nowotwordw ktére sg
odporne na ten rodzaj terapii. ROR-1 i Mezotelina sg biatkami, ktérych obecnosé w zdrowych
tkankach dorostych ludzi jest bardzo niewielka, natomiast podlegaja wysokiej nadekspresji w
wielu réznych typach nowotworéw gdzie sg zaangazowane miedzy innymi w proliferacje i
przezywalno$é. Ponadto w duzej liczbie przypadkéw ich obecnos¢ na powierzchni komodrek
nowotworowych zostata skorelowana z gorszymi prognozami dla pacjentéw. PD-L1 z kolei jest
jednym z najlepiej opisanych punktéw kontroli uktadu odpornosciowego. Receptor ten zostat
zidentyfikowany jako zrédto ucieczki przed kontrolg uktadu immunologicznego dla wielu
rodzajéw nowotwordw. Celem projektu byta produkcja i analiza potencjatu
przeciwnowotworowego zestawu symetrycznych przeciwciat bispecyficznych : ROR-1 x PD-L1 i
Mezotelina x PD-L1 w formatach IgG1 i IgG4. Przeciwciata uzyskano z dwdch systeméw ekspresji
w komoérkach ssaczych: produkcji przejsciowej w komdrkach HEK293 i stabilnych linii
komodrkowych CHO. Otrzymane przeciwciata bispecyficzne posiadaty zgodne z oczekiwanymi
parametry fizyko-chemiczne i wykazywaty zdolnos¢ wigzania celéw molekularnych oraz blokady
interakcji PD-1/PD-L1 ze zblizong sitg jak referencyjne przeciwciata monospecyficzne. Dodanie
badanych przeciwciat do ko-kultury komérek PBMC z komérkami nowotworowymi (linii Pancl,
Panc 05.04, BT20 i RL95-2) prowadzito do istotnie zwiekszonej lizy komdrek nowotworowych
wzgledem analogicznych kombinacji przeciwciat monospecyficznych, a poziom tej lizy zalezny byt
od stezenia przeciwciat. Ponadto w ko-kulturach z komérkami Pancl i RL95-2 zaobserwowano
znaczaco podniesiony poziom cytokin (IL-10, TNFa, IFNy, Granzym B) oraz zmniejszenie wielkosci
subpopulacji limfocytéw T regulatorowych (CD4+ CD25+ CD127low FoxP3hi oraz CD4- FoxP3+).
Przeciwciata Mezotelina x PD-L1 promowaty skuteczniejszg odpowiedz przeciwnowotworowa niz
przeciwciata ROR-1 x PD-L1. Przeciwciata klasy IgG1 wykazywaty nieznacznie wyzszg aktywnos¢
od przeciwciat klasy 1gG4. Podsumowujac, zastosowanie przeciwciat bispecyficznych do
jednoczesnej blokady receptorow ROR-1 i PD-L1 lub Mezoteliny i PD-L1 jest nowatorskim i
obiecujgcym podejsciem do terapii nowotworéw. Niewatpliwie jednak, koniecznym jest

potwierdzenie ich skutecznosci w bardziej skomplikowanych modelach, w szczegdélnosci in vivo.



3. ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death in developed countries. For many years, one of the
most promising forms of cancer treatment has been immunotherapy. Unfortunately, despite its
highly dynamic development, there remains a significant group of cancers that are resistant to
this type of therapy. ROR-1 and Mesothelin are proteins that have minimal presence in healthy
adult tissues but are highly overexpressed in many different types of cancers, where they are
involved in processes such as proliferation and survival. Moreover, their presence on the surface
of cancer cells has been correlated with poorer patient prognoses in many cases. PD-L1, in turn,
is one of the best-characterized immune checkpoint regulators, identified as a source of immune
evasion for many types of cancer. The goal of this project was the production and analysis of the
anti-cancer potential of a set of symmetric bispecific antibodies: ROR-1 x PD-L1 and Mesothelin
x PD-L1 in IgG1l and IgG4 formats. The antibodies were produced using two mammalian
expression systems: transient production in HEK293 cells and stable cell lines in CHO cells. The
obtained bispecific antibodies exhibited the expected physicochemical properties and
demonstrated the ability to bind molecular targets and block PD-1/PD-L1 interactions with
similar efficacy to reference monospecific antibodies. Adding the studied antibodies to co-
cultures of PBMCs and cancer cells (lines Pancl, Panc 05.04, BT20, and RL95-2) led to significantly
increased cancer cell lysis compared to similar combinations of monospecific antibodies, with
the level of lysis depending on the antibody concentration. Additionally, in co-cultures with
Pancl and RL95-2 cells, a significantly elevated level of cytokines (IL-10, TNFa, IFNy, Granzyme
B) and a reduction in regulatory T-cell subpopulations (CD4+ CD25+ CD127low FoxP3hi and CD4-
FoxP3+) were observed. The Mesothelin x PD-L1 antibodies promoted a more effective anti-
cancer response than the ROR-1 x PD-L1 antibodies, and IgG1 antibodies exhibited slightly higher
activity than IgG4 antibodies. In summary, the use of bispecific antibodies for the simultaneous
blockade of ROR-1 and PD-L1 or Mesothelin and PD-L1 receptors is an innovative and promising
approach to cancer therapy. However, confirming their effectiveness in more complex models,

particularly in vivo, remains essential.



4. WYKAZ SKROTOW

ADCC - Antibody dependent cellular cytotoxicity
ADCP — Antibody ependent cellular phagocytosis
ALL - Acute lymphoblastic leukemia

APC - Antigen Presenting Cell

APS - Ammonium Persulfate

ATCC - American Type Culture Collection
BCA - Bicinchoninic Acid

BSA - Bovine Serum Albumin

CAR-T - Chimeric Antigen Receptor T cell
CDC — Component dependent cytotoxicity
CDS - Chromatographic Data System

CHO - Chinese Hamster Ovary

CRS — Cytokine Release Syndrome

DC — Dendritic cells

DLBCL - Diffuse large B cell ymphoma
DMSO — Dimethyl Sulfoxide

DNA - Deoxyribonucleic Acid

EC50 - Half maximal effective concentration
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic Acid
EGFR - Epidermal growth factor receptor
EMA - European Medicines Agency

EMT - Epithelial-Mesenchymal Transition
EPC - Endothelial Progenitor Cells

Fab - Fragment antigen binding

Fc - Fragment crystallizable

FDA - Food and Drug Administration
GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HC - Heavy Chain

HEK - Human Embryo Kidney

HRP - Horseradish Peroxidase

HVEM - Herpesvirus entry mediator

IC50 - Half maximal inhibitory concentration



IFNy — Interferon gamma

IL-2 - Interleukina 2

IL-6 — Interleukina 6

IL-10 — Interleukina 10

IMAC - Immobilized Metal Affinity Chromatography
irAEs - Immune-Related Adverse Events

KiH - Knob Into Hole

LB - Lysogeny Broth

LC - Light Chain

MHC - Major Histocompatibility Complex

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NF-kB - Nuclear Kactor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NK - Natural Killer

0D600 - Optical Density at 600 nanometers

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS - Phosphate Buffered Saline

PBST - Phosphate Buffered Saline Tween

PCR - Polymerase Chain Reaction

PD-1 - Programmed cell death protein 1

PD-L1 - Programmed death-ligand 1

PE - Phycoerythrin

PEI - Polyethylenimine

PES - Polyethersulfone

PVDF - Polyvinylidene Fluoride

RCF - Relative Centrifugal Force

ROR-1 — Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 1
RPM - Revolutions Per Minute

RT - Room Temperature

scFv - single chain variable fragment

SD - Standard Deviation

SDS - Sodium Dodecyl Sulfate

SEC - Size Exclusion Chromatography

TAA - Tumor Associated Antigens

TAE - Bufor TRIS Acetic Acid EDTA
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TAM - Tumor-Associated Macrophages

TE - Bufor TRIS EDTA

TEMED - N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
Th - Helper T-cell (CD4+)

TIL - Tumor Infiltrating Lymphocyte

TMB - 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

TNFa - Tumor necrosis factor alfa

Treg - regulatory T cells

TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethane

U - unit

UPLC - Ultra (High) Performance Liquid Chromatography
v/v - volume per volume

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor

w/v - weight per volume
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5. WSTEP

5.1. Immunoterapia nowotworéw

5.1.1. Podstawy immunoterapii

Immunoterapia jest przetomowym podejsciem w leczeniu choréb nowotworowych
wykorzystujgcym wiasny uktad odpornosciowy organizmu do identyfikacji i zwalczania komérek
nowotworowych. Strategia ta opiera sie na koncepcji, ze uktad odpornosciowy, gdy jest
odpowiednio stymulowany lub przeprogramowany, moze przezwyciezy¢é mechanizmy
pozwalajgce nowotworom unikaé¢ nadzoru immunologicznego (D. S. Chen & Mellman, 2013).
Skomplikowana sie¢ komodrek i sygnatow uktadu odpornosciowego jest naturalnie
zaprojektowana do ochrony organizmu przed infekcjami i nowotworami, ale komorki
nowotworowe mogg rozwija¢ zaawansowane metody ukrywania sie przed odpowiedzig
immunologiczng lub jej ttumienia (Hanahan & Weinberg, 2011). Procesy te obejmujg ekspresje
punktéw kontroli uktadu odpornosciowego, ktére hamujg aktywacje immunologiczng,
wydzielanie czynnikdw immunosupresyjnych oraz zmiany w prezentacji antygendw, co
przyczynia sie do niezdolnosci uktadu odpornosciowego do skutecznego celowania i niszczenia
komodrek nowotworowych (Dutta et al., 2023).

Immunoterapia ma na celu przeciwdziatanie tym strategiom poprzez wzmacnianie
odpowiedzi immunologicznej przeciwko nowotworom, poprzez zwiekszenie ogdlnej aktywnosci
uktadu odpornosciowego lub poprzez celowanie w specyficzne elementy, ktére mogg prowadzi¢
do bardziej skoncentrowanego ataku na komoérki nowotworowe (Pardoll, 2012). To podejscie
opiera sie na gtebszym zrozumieniu podwdjnych rél uktadu odpornosciowego, zaréwno jako
supresora rozwoju nowotworu, jak i jako potencjalnego promotora progresji nowotworu w
okreslonych kontekstach (Grivennikov et al.,, 2010). Rozwdj i wdrazanie immunoterapii sg
uzaleznione od wyjasnienia tych ztozonych interakcji i identyfikacji celéw molekularnych, ktére
mozna modulowac¢ w celu osiggniecia korzysci terapeutycznych (Ribas & Wolchok, 2018).

Dynamiczny rozwdj immunoterapii oznaczat znaczng zmiane paradygmatéw leczenia
nowotwordw, oferujgc nadzieje na bardziej skuteczne i mniej toksyczne terapie. W
przeciwienstwie do tradycyjnych metod, takich jak chemioterapia i radioterapia, ktore
bezposrednio atakujg komorki nowotworowe, ale réwniez uszkadzajg zdrowe tkanki, mechanizm
dziatania immunoterapii ma na celu bardziej selektywne dziatanie, atakujac specyficznie komarki

nowotworowe przy jednoczesnym oszczedzeniu zdrowych komdrek (Couzin-Frankel, 2013). Ta
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selektywnos¢ jest szczegdlnie wazna w redukcji efektéw ubocznych i poprawie jakosci zycia
pacjentéw poddawanych leczeniu (Fragkiadakis & Spiliotopoulou, 2022).

Ponadto, potencjat dfugotrwatej pamieci immunologicznej, podobnej do tej, ktdra jest
nabywana dzieki szczepionkom, sugeruje, ze immunoterapia moze zapewnié trwate odpowiedzi
i dtugoterminowg kontrole nad nowotworem, zmniejszajgc prawdopodobieristwo nawrotu
(Waldman et al., 2020). Koncepcja ta jest poparta obserwacjami klinicznymi, gdzie pacjenci
doswiadczyli przedtuzonych remisji po immunoterapii, nawet po zaprzestaniu leczenia (H. Kim et

al., 2022).

Jednym z centralnych punktdw w koncepcji immunoterapii sg punkty kontroli uktadu
immunologicznego. Sg to receptory zaangazowane w ztozong sie¢ szlakdw regulacyjnych, ktére
utrzymujg réwnowage miedzy aktywacja a tolerancja immunologiczng, zapewniajgc, ze
odpowiedz immunologiczna jest wystarczajgco silna, aby zwalczaé infekcje i nowotwory, nie
powodujgc uszkodzen zdrowych tkanek (Guo et al., 2023). Centralnymi punktami kontroli uktadu
immunologicznego sg CTLA-4 (ang. Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4) i PD-1 (ang.
Programmed cell Death protein 1) (Topalian et al., 2015). Oba te receptory majg za zadanie
ogranicza¢ odpowiedZ immunologiczng przez hamowanie aktywacji limfocytow T. CTLA-4
konkuruje z CD28 (receptorem stymulujgcym aktywacje limfocytéw) o wigzanie biatek CD80 i
CD86, by nastepnie poprzez szlak sygnalizacyjny w ktdry zaangazowana jest kinaza PI3K
promowac anergie limfocytéw T, apoptoze i spadek produkcji IL-2 (Rudd et al., 2009). Natomiast
PD-1 wigze dwa ligandy — PD-L1 i PD-L2, a nastepnie poprzez zaburzenie kaskady sygnalizacyjnej
receptora TCR (na drodze defosforylacji) — réwniez wywotuje efekty hamujace aktywacje
limfocytéw T (Parvez et al., 2023). W regulacje uktadu immunologicznego zaangazowane s3
réwniez inne punkty kontrolne, dla przyktadu OX-40, CD40, VISTA i LAG-3. OX40 i CD40 maja
dziatanie stymulujgce uktad immunologiczny, podczas gdy VISTA i LAG-3 negatywnie go reguluja
(Mahoney et al., 2015). Wyjgtkowo interesujgcym przypadkiem jest receptor HVEM (ang.
Herpesvirus entry mediator), ktéry moze wigza¢ 3 rozne biatka — LIGHT, BTLA i CD160. W
zaleznosci od zwigzanych biatek receptor HVEM moze stymulowaé aktywacje limfocytéw T
(LIGHT) lub ja hamowa¢ (CD160, BTLA) (Sedy & Ramezani-Rad, 2019). Receptoréw zaliczanych
do grupy punktéw kontroli uktadu odpornosciowego jest wiele, ich rola w ucieczce spod kontroli
uktadu immunologicznego moze byc¢ rézna w zaleznosci od typu nowotwordw, a wykorzystanie

ich w immunoterapii moze by¢ zalezne rowniez od zastosowanej formy terapii.
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5.1.2. Formy immunoterapii

Immunoterapia jest koncepcjg spdjng w swoim celu — nakierowanie silnej odpowiedzi
immunologicznej na walke z nowotworem, jednakze Srodki wykorzystywane do osiggniecia tego
celu mogg byé bardzo zréinicowane. Sposrdd nich wyrdzni¢é mozna: terapie wirusami
onkolitycznymi, szczepionki przeciwnowotworowe, terapie cytokinami, terapie CAR-T,
przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko antygenom specyficznym dla nowotwordw i
inhibitory punktéw kontroli uktadu odpornosciowego (Y. Zhang & Zhang, 2020).

Wirusy onkolityczne (OV) sg podejsciem w terapii nowotwordw, wykorzystujgcym
genetycznie zmodyfikowane lub naturalnie wystepujgce wirusy do selektywnego zakazania i
niszczenia komdrek nowotworowych. Wirusy te mogg bezposrednio powodowa¢ lize komodrek
nowotworowych oraz stymulowaé¢ odpowiedZ immunologiczng przeciwnowotworowg
(Hemminki et al., 2020). Znaczacym sukcesem klinicznym byto zatwierdzenie przez FDA
talimogenu laherparepweku (T-VEC), onkolitycznego wirusa opryszczki do leczenia
zaawansowanego czerniaka. Terapia T-VEC wykazata nie tylko skuteczno$¢ w zmniejszaniu
rozmiaru guza, ale takze dawata efekty systemowe, zwiekszajgc ogdlne przezycie u niektdérych
pacjentéw (Fukuhara et al.,, 2016). Niemniej jednak, kliniczne zastosowanie wiruséw
onkolitycznych jest obarczone wieloma wyzwaniami. Sukces tego rodzaju terapii czesto
ograniczajg ztozone interakcje miedzy wirusem a mikrosrodowiskiem guza, a takze odpowiedz
immunologiczna gospodarza, ktéra moze przedwczesnie usung¢ wirusa zanim ten osiggnie efekt
terapeutyczny (Lawler et al., 2017). Jednakze, ciggle trwajace badania i préby kliniczne testuja
rézne strategie zwiekszania skutecznosci terapii wirus onkolitycznymi, takie jak tgczenie ich z
inhibitorami punktéw kontrolnych i innymi terapiami immunologicznymi (Cook & Chauhan,
2020).

Szczepionki przeciwnowotworowe majg na celu stymulowanie uktadu odpornosciowego do
rozpoznawania i eliminowania komérek nowotworowych poprzez intensywng prezentacje
antygendw specyficznych dla nowotworéw (Saxena et al., 2021). Mozna je podzieli¢ na kilka
rodzajéw, w tym szczepionki DNA, szczepionki RNA, szczepionki oparte na peptydach, szczepionki
z komorek dendrytycznych oraz szczepionki oparte na wektorach wirusowych i bakteryjnych (T.
Fan et al.,, 2023). Mimo obiecujgcej koncepcji, wyniki badan klinicznych nie zawsze byty
pozytywne. Dla przyktadu, terapeutyczna szczepionka przeciwnowotworowa Sipuleucel-T
wykazata pewne sukcesy w leczeniu raka prostaty, jednak wiele innych szczepionek nie osiggneto
zamierzonych celéw (Baxevanis & Perez, 2016). Sukces szczepionek przeciwnowotworowych
czesto zalezy od ich zdolnosci do skutecznego prezentowania antygendw i indukowania silnej

odpowiedzi limfocytow T. Potgczenie szczepionek przeciwnowotworowych z innymi terapiami,
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takimi jak inhibitory punktéw kontrolnych, wykazato potencjat w zwiekszaniu ich skutecznosci
poprzez przetamanie wywotane] przez guz supresji uktadu odpornosciowego (van der Burg et al.,
2016). Wcigz jednakze istniejg wyzwania zwigzane z optymalizacjg formulacji szczepionek i
identyfikacjg najbardziej odpowiednich antygenéw — zapewniajgcych wystarczajgco silng
odpowiedz immunologiczng, przy zachowaniu niskiej immunotoksycznosci (Buonaguro &
Tagliamonte, 2020).

Terapia cytokinowa wykorzystuje biatka modulujgce uktad odpornosciowy (cytokiny) do
wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej organizmu na nowotwory. Cytokiny, takie jak
interleukina-2 (IL-2) i interferon-alfa (IFN-a), sg wykorzystywane w leczeniu nowotworow. IL-2
okazata sie skuteczna w leczeniu przerzutowego raka nerki i czerniaka (Bulgarelli et al., 2021), a
IFN- o w terapii biataczki wtochatokomédrkowatej (Bohn et al., 2016). Ponadto inne cytokiny takie
jak: interleukiny -12, -15 i -21 oraz czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw i
makrofagéw (GM-CSF) byty testowane w badaniach klinicznych (Waldmann, 2018). Jednakze,
kliniczne zastosowanie terapii cytokinowej napotkato znaczgce wyzwania z powodu wysokiej
toksycznosci i ograniczonej skutecznosci, przede wszystkim z powodu zdolnosci do generowania
odpowiedzi immunologicznej w tkankach zdrowych, prowadzac do efektéw ubocznych i
ogélnoustrojowego zapalenia (Rallis et al., 2021). Jedng z odpowiedzi na te problemy jest
opracowanie biatek fuzyjnych przeciwciato-cytokina (immunocytokiny), ktére dazg do
zwiekszenia specyficznosci i zmniejszenia toksycznosci terapii cytokinowych poprzez skierowanie
odpowiedzi immunologicznej w miejsca guza (Neri, 2019). Ostatnie badania podkreslaja
potencjat tgczenia terapii cytokinowej z innymi srodkami immunoterapeutycznymi, takimi jak
inhibitory punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego, aby wzmocni¢ odpowiedzi
przeciwnowotworowe przy minimalizowaniu dziatan niepozgdanych (Bonati & Tang, 2021).

Terapia CAR-T (ang. Chimeric Antigen Receptor T-cell) polega na genetycznej modyfikacji
limfocytéw T pacjenta w celu zwiekszonej ekspresji receptoréw specyficznych dla antygendéw
komoérek rakowych. Dzieki temu zmodyfikowane limfocyty T moga precyzyjnie niszczy¢ komorki
nowotworowe. Terapia ta wykazata znaczng skutecznos¢, szczegdlnie w przypadku nowotwordw
hematologicznych, takich jak ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) i chtoniak rozlany z duzych
komorek B (DLBCL). Dla przyktadu terapia CAR-T celujgca w CD19 uzyskata zatwierdzenie przez
FDA z powodu istotnie zwiekszonej remisji nowotworu (Long et al., 2018). Jednakze terapia CAR-
T napotyka réwniez na liczne wyzwania i ograniczenia. Jednym z gtéwnych probleméw jest czas
utrzymywania sie zmodyfikowanych limfocytdow T w organizmie pacjenta. Innym istotnym
problemem s3 powaine skutki uboczne, takie jak zespdt uwalniania cytokin (CRS) i

neurotoksycznos$é, ktdre mogg nawet zagraza¢ zyciu (Shah & Fry, 2019). Dodatkowo,
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mechanizmy opornos$ci, w tym utrata lub modyfikacja antygendéw, mogg prowadzi¢ do
niepowodzenia leczenia u znacznej liczby pacjentow (Majzner & Mackall, 2018).

Przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko antygenom nowotworowym mogg zabijac
i ogranicza¢ wzrost komdrek nowotworowych poprzez rézne mechanizmy. Gtdwng Sciezky jest
blokada receptoréw i ligandéw zaangazowanych w proces wzrostu i proliferacji komdrek
nowotworowych, ale wyrdzni¢ réwniez warto mechanizmy w ktére zaangazowane sg komorki
uktadu immunologicznego — cytotoksycznos¢ zalezng od przeciwciat (ADCC), cytotoksycznosc
zalezng od dopetniacza (CDC) czy tez fagocytoze zalezng od przeciwciat (ADCP) (Zahavi & Weiner,
2020). W wielu przypadkach terapie oparte przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko
antygenom nowotworowym osiggnety znaczgce sukcesy i stanowig czesto pierwszg lub drugg
linie leczenia. Jako przyktady mozna wymieni¢: Rituximab skierowany przeciwko biatku CD20
stosowany powszechnie w leczeniu chtoniakédw komérek B (Teo et al., 2016), Trastuzumab
celujgcy w biatko HER2, uzywany w terapii HER2-pozytywnych nowotwordw piersi (Swain et al.,
2023), czy tez Cetuximab, ktdrego celem jest receptor epidermalnego czynnika wzrostu (EGFR) —
wykorzystywany w leczeniu ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi (Kabolizadeh et al., 2012) lub
tez nowotworu jelita grubego (Xie et al., 2020). Pomimo znaczacych sukceséw na wielu polach
walki z nowotworami przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko antygenom
nowotworowym napotykajg wiele przeszkdd ograniczajacych ich skutecznos¢. Dla przyktadu
mozna wymienié problemy z penetracjg guzéw litych (M. Bordeau & P. Balthasar, 2021) lub tez
skutki uboczne w obrebie uktadu immunologicznego: choroba posurowicza, zespét rozpadu
guza, a nawet sztorm cytokinowy (Hansel et al., 2010). Wiele obiecujgcych rezultatow sprawia
jednak, ze technologia przeciwciat monoklonalnych jest ciggle rozwijana, zaréwno na polu
podejscia terapeutycznego (terapie kombinowane) jak i zakresu dziatania, poprzez tworzenie
koniugatow przeciwciat z réznymi czgsteczkami (Si et al., 2021).

Punkty kontroli uktadu immunologicznego s3 integralng czescig uktadu odpornosciowego,
ktére sg wykorzystywane przez komérki nowotworowe do unikania odpowiedzi
immunologicznej, pozwalajagc im na niekontrolowany wzrost. Blokujac te biatka, inhibitory
punktéw kontrolnych mogg przywréci¢ zdolnos¢ uktadu odpornosciowego do atakowania
komodrek nowotworowych, eliminacje ich lub zahamowanie wzrostu (Alturki, 2023). Wszystkie
dotychczasowe zatwierdzone do terapii nowotwordw inhibitory punktéw kontroli to przeciwciata
monoklonalne (D. Wang et al., 2023). Jednakze podejscie eksperymentalne nie ogranicza sie do
przeciwciat, rownolegle testowane sg inne technologie, takie jak: aptamery (Bertrand, 2023),
zwigzki drobnoczgsteczkowe (Hec-Gatgzka et al., 2024), peptydy (Sasikumar & Ramachandra,
2020) czy technologie degradujace biatka (Mikitiuk et al., 2023).
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Dotychczasowo  gtownie  eksplorowanymi punktami kontroli ~w  terapiach
przeciwnowotworowych byty receptory zaangazowane w dwie $ciezki: PD-1/PD-L1 i CTLA-
4/CD80/CD86. Przeciwciata skierowane przeciwko PD-1 i PD-L1 stosowane sg szeroko w terapii
niedrobnokomdrkowego raka pftuca — pembrolizumab (Reck et al.,, 2016); raka
nerkowokémérkowego — nivolumab (Motzer et al., 2015); czerniaka — atezolizumab (Madden &
Kasler, 2019) czy raka trzonu macicy — durvalumab (Westin et al., 2024). Ipilimumab —
przeciwciato skierowane przeciwko CTLA-4, jest z kolei wykorzystywane w terapii miedzy innymi:
raka prostaty (Beer et al., 2017) lub raka watrobokomdrkowego (Kaseb et al., 2022). Jednakze
wraz ze wzrostem wiedzy na temat funkcjonowania uktadu immunologicznego w kontekscie
wzrostu nowotwordw wytypowano rowniez inne potencjalne cele dla inhibitoréw punktéw
kontrolnych, np.: LAG-3, TIGIT, TIM-3, Vista (Q. Sun et al., 2023). Wiele z nich jest obecnie na
roznym etapie badan klinicznych. Pomimo tego, ze ta klasa immunoterapeutykéw nazywana jest
inhibitorami zalicza sie do niej réwniez czgsteczki stymulujgce uktad immunologiczny. OX40,
CDA40 czy 4-1BB to ko-stymulujgce czgsteczki, ktdre posrdd wielu innych sg obiecujgcymi celami
molekularnymi w tej dziedzinie immunoterapii (Kraehenbuehl et al., 2022).

Pomimo wielu sukceséw na polu terapeutycznym stosowanie inhibitoréw punktéw
kontrolnych nie jest pozbawione wad. Jednym z gtéwnych wyzwan sg zdarzenia niepozgdane
zwigzane z uktadem odpornosciowym (irAE), ktére zwigzane sg z ogdlnoustrojowa stymulacjg
uktadu odpornosciowego, i mogg prowadzi¢ do zapalenia réznych narzadéw, takich jak skéra,
watroba, ptuca i gruczoty dokrewne (Kyi & Postow, 2016). Dodatkowo, skutecznos¢ inhibitorow
punktéw kontrolnych jest czesto ograniczona przez opornosé pierwotng i nabytg. Opornos¢
pierwotna wystepuje, gdy mikrosrodowisko guza nie zawiera wystarczajacej liczby infiltrujgcych
komodrek odpornosciowych lub posiada mechanizmy hamujgce aktywacje odpornosci, takie jak
obecnos¢ immunosupresyjnych komadrek lub cytokin (Jenkins et al., 2018). Oporno$¢ nabyta
moze rozwija¢ sie po poczatkowych odpowiedziach, gdy guzy ewoluuja, aby unika¢ wykrycia
przez uktad odpornosciowy, czasami poprzez utrate docelowych antygendw lub zwiekszenie
ekspresji alternatywnych punktéw kontrolnych, takich jak LAG-3 i TIM-3 (Barrueto et al., 2020).
Ponadto istnieje potrzeba znalezienia niezawodnych biomarkerdéw, ktére pozwolg przewidziec
jacy pacjenci bedg beneficjentami terapii inhibitorami punktéw kontrolnych, poniewaz tylko u
czesci pacjentdw obserwuje sie pozytywng odpowiedz na te forme leczenia (Darvin et al., 2018).

Immunoterapia niewatpliwie zrewolucjonizowata podejscie do zwalczania choréb
nowotworowych. Jednakze wcigz istnieje szereg przeszkdéd i problemow, ktdre stawiajg
wymagania dalszych, intensywnych, prac nad pogtebieniem zrozumienia i ulepszaniem

immunoterapii w walce z nowotworami. Jednym z koronnych przyktadow moze byc
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nieskuteczno$¢ immunoterapii w zwalczaniu nowotwordw trzustki (Laface et al., 2023).
Podejmuje sie wiele réznych préb zwiekszenia skutecznosci immunoterapii. Terapie
kombinowane, koniugaty przeciwciat czy tez wnikliwa selekcja pacjentdw skutkujg nierzadko
znaczgcg poprawg wynikéw leczenia. W niniejszej pracy zaproponowano potfaczenie dwéch form
immunoterapii: przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom nowotworowym i inhibitoréw

punktu kontroli uktadu immunologicznego.

5.2. Przeciwciata monoklonalne

5.2.1. Struktura przeciwciat

Przeciwciata (immunoglobuliny) sg glikoproteinami  nalezagcymi  do  nadrodziny
immunoglobulin (I1gSF), produkowanymi w trakcie swoistej odpowiedzi immunologicznej przez
plazmoblasty i komérki plazmatyczne (Nutt et al., 2015). Struktura przeciwciat obejmuje dwa
tancuchy ciezkie (HC) oraz dwa tancuchy lekkie (LC), z ktérych kazdy zawiera domeny zmienne
odpowiedzialne za wigzanie antygenu oraz domeny state petnigce funkcje efektorowe
(Schroeder & Cavacini, 2010). W zaleznosci od réznic w budowie domen statych tancuchéw
ciezkich, rozrdéznia sie piec klas przeciwciat: IgA, IgD, IgE, 1gG oraz IgM. Immunoglobuliny klasy
IgG wystepujg w najwieksze] iloSci w organizmie, a obecnie wszystkie przeciwciata dostepne na
rynku farmaceutycznym nalezg do tej klasy (Valenzuela & Schaub, 2018). Przeciwciata IgG s3
duzymi czgsteczkami o masie molekularnej okoto 150 kDa, sktadajgcymi sie z dwdch tancuchow
ciezkich (kazdy okoto 50 kDa) oraz dwdch fancuchoéw lekkich (kazdy okoto 25 kDa). tancuch ciezki
zawiera cztery domeny immunoglobulinowe stabilizowane przez wigzania disiarczkowe, z czego
trzy (CH1, CH2 oraz CH3) sg konserwatywne, a jedna jest zmienna (VH). Najwiekszg zmiennoscig
wykazuja sie rejony determinujace dopasowanie (CDR1, CDR2 i CDR3). tancuch lekki sktada sie
z jednej domeny zmiennej (VL) i jednej statej (CL) (H. Liu & May, 2012). tancuchy ciezkie i lekkie
sg pofaczone wigzaniami disiarczkowymi, tworzac dwa miejsca wigzania antygenu na
powierzchni przeciwciata. Przeciwciata monoklonalne to populacja immunoglobulin, w ktérej
kazde przeciwciato ma powinowactwo do tego samego epitopu antygenu. Taka populacja
pochodzi z jednego klonu komaérki plazmatycznej lub w przypadku produkcji przeciwciat w innych
systemach ekspres;ji, z linii komdrkowej wywodzgacej sie od pojedynczej komaorki produkujgcej

dane przeciwciato — tzw. linii monoklonalnej (Ehlers et al., 2021).
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie przeciwciata klasy 1gG.
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Przeciwciata typu 1gG mogg zostac¢ podzielone na 4 podklasy (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), gdzie
numeracja podklasy odpowiada porzadkiem poziomowi wystepowania danego przeciwciata w
surowicy zdrowe]j osoby (lgG1>IgG2>IgG3>IgG4) (Schroeder & Cavacini, 2010). Pomimo ponad
90% podobienstwa w sekwencji aminokwasowej, kazda z podklas IgG wykazuje szereg
unikalnych cech, ktore wptywajg na ich zdolnosé do wigzania antygenu, typ wigzanego antygenu,
formowanie kompleksu immunologicznego, funkcje efektorowe oraz czas péttrwania w surowicy
(Vidarsson et al.,, 2014). Przeciwciata monoklonalne obecnie stosowane w terapiach
przeciwnowotworowych sg w znacznej wiekszosci klasy 1gG1 lub 1gG4. Przeciwciata 1gG1 s3
wysoce skuteczne w angazowaniu receptoréw Fc i aktywowaniu uktadu dopetniacza, co czyni je
szczegdllnie odpowiednimi do terapii wymagajacych silnych funkcji efektorowych uktadu
odpornosciowego, takich jak cytotoksycznos¢ zalezna od przeciwciat (ADCC) i cytotoksycznosc
zalezna od dopetniacza (CDC) (Damelang et al., 2023). Z kolei przeciwciata IgG4 wykazujg bardzo
niskie lub w niektérych warunkach zadne funkcje efektorowe (Vidarsson et al., 2014). Rdznice te
sg istotne w kontekscie terapii przeciwnowotworowych z dwéch powoddéw: po pierwsze,
potencjalnej skutecznosci w angazowaniu komérek ukfadu odpornosciowego do zabijania
komérek nowotworowych, po drugie potencjalnej immunotoksycznosci i zwigzanych z nig
skutkéw ubocznych. Dodatkowgq cechg charakterystyczng przeciwciat klasy 1gG4 jest specyficzna
budowa regionu Hinge - ktéra umozliwia proces nazywany wymiang ramion Fab (ang. Fab-arm
exchange). W jego trakcie przeciwciato rozpada sie na pét — zachowujac jeden tancuch ciezki i
jeden lekki, by nastepnie w sposdb spontaniczny potgczyc sie z drugg potowa przeciwciata, nie
koniecznie tego samego, finalnie skutkujgc wytworzeniem nowego, biwalentnego przeciwciata

(Kolfschoten et al., 2007). W przypadku przeciwciat terapeutycznych jest to zjawisko
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niepozadane i aby go unikna¢ stosuje sie mutacje punktowg w regionie Hinge, wymieniajgc w
pozycji 228 seryne na proline (Handlogten et al., 2020). Taki zabieg zastosowano w niniejszej

pracy.

5.2.2. Produkcja przeciwciat monoklonalnych

Pozyskiwanie przeciwciat specyficznych wzgledem sprecyzowanych celéw molekularnych jest
dtugim i skomplikowanym procesem. W najbardziej rozpowszechnionym wariancie rozpoczyna
sie zwykle od immunizacji zwierzat (najczesciej myszy), izolacji splenocytéw, generacji mysich
hybrydom i nastepnie analizy przeciwciat produkowanych przez poszczegdlne populacje
hybrydom pod katem pozadanych cech (Laustsen et al., 2021). Istniejg réwniez inne metody
pozyskiwania przeciwciat lub fragmentdw przeciwciat, niewykorzystujgce modeli zwierzecych,
np. phage display (Ledsgaard et al., 2018). Ostatecznie kluczowe jest pozyskanie sekwencji
aminokwasowej przeciwciata, jego domen zmiennych (VH i VL) lub co najmniej regionéw
warunkujgcych dopasowanie (CDR). Na poczatku rozwoju technologii przeciwciat
monoklonalnych prébowano wykorzystywaé w petni mysie przeciwciata — uzyskane z
wygenerowanych hybrydom. Byto to jednak obarczone licznymi problemami — niskim czasem
pottrwania przeciwciat w ludzkim organizmie, malejacej skutecznosci i skutkami ubocznymi
zwigzanymi z wytwarzaniem ludzkich anty-mysich przeciwciat (Kimiz-Gebologlu et al., 2018).
Dlatego tez, dzieki rozwojowi technik inzynierii genetycznej, obecnie stosuje sie przeciwciata
chimeryczne (fragmenty wigzace antygeny mysie, regiony state ludzkie), humanizowane i w petni
ludzkie (Simpson & Caballero, 2014).

W przemysle farmaceutycznym znaczna czes$¢ przeciwciat monoklonalnych produkowana jest
w ssaczych komérkach zawiesinowych, z czego az 80% dostepnych na rynku przeciwciat w
komadrkach CHO (W. J. Xu et al., 2023). Komérki CHO posiadajg szereg zalet, ktdore wyrdzniajg je
sposrad innych potencjalnych systemow ekspresji: 1) dobry wzrost w chemicznie zdefiniowanym,
wolnym od surowicy medium, 2) stosunkowe bezpieczenstwo pod wzgledem replikacji ludzkich
patogennych wirusow, 3) zdolnos$¢ do ekspresji biatek terapeutycznych z modyfikacjami post-
translacyjnymi zblizonymi do ludzkich (J. Y. Kim et al., 2012). Ponadto, znaczng przewagg nad
innymi liniami komdrkowymi, jest tatwos$¢ wytwarzania klonéw komdrkowych zdolnych do
stabilnej produkcji pozadanego biatka terapeutycznego, w zadowalajgcych ilosciach (z punktu
widzenia przemystu farmaceutycznego) i o jakosci odpowiedniej dla wykorzystywania u ludzi
(Fischer et al., 2015). Inne linie komodrkowe wykorzystywane do produkcji przeciwciat

monoklonalnych to NSO, SP2/0, HEK293 i PER.C6 (Posner et al., 2019).
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5.2.3. Przeciwciata monoklonalne w terapii nowotworéw

Pierwszym zarejestrowanym przez agencje FDA przeciwciatem do walki z nowotworami byto
chimeryczne przeciwciato anty-CD20 — Rituximab (Neves & Kwok, 2015). Od tego czasu na rynek
medyczny wprowadzono niemal 100 rdinych przeciwciat monoklonalnych i czasteczek
pochodnych (Crescioli et al.,, 2024), zaréwno specyficznych wzgledem antygendw

nowotworowych jak i inhibitoréw punktéw kontroli uktadu immunologicznego.

Tabela 1. Zestawienie przyktadowych przeciwciat monoklonalnych stosowanych w terapiach
przeciwnowotworowych (AntibodySociety, 2024).

Cel Pierwsze Data zatwierdzenia
Nazwa Format
molekularny wskazanie do uzycia w UE
Nowotwor
Humanizowane
Dostarlimab PD-1 endometrium 2021
IgG4
macicy
Isatuximab CD38 Chimeryczne IgG1 Szpiczak mnogi 2020
Humanizowane Nowotwor
Atezolizumab PD-L1 2017
IgG1 pecherza
Humanizowane
Pembrolizumab PD-1 Czerniak 2015
lgG4
Ramucirumab VEGFR2 Ludzkie 1gG1 Rak zotadka 2014
Ipilimumab CTLA-4 Ludzkie 1gG1 Czerniak 2011
Humanizowane
Bevacizumab VEGF Rak jelita grubego 2005
IgG1
Humanizowane
Trastuzumab HER2 Rak piersi 2000
IgG1

Przeciwciata monoklonalne odniosty niewatpliwy sukces na wielu polach walki z
nowotworami. Stanowig one czesto pierwszg lub drugg linie terapeutyczna, sg tez szeroko
wykorzystywane w terapiach kombinowanych. Na podstawie sukceséw przeciwciat
monoklonalnych opartych na formacie IgG inne formaty przeciwciat (np. fragmenty przeciwciat,
przeciwciata bispecyficzne) oraz pochodne przeciwciat (np. koniugaty przeciwciat z lekami (ADCs)
i immunocytokiny) sg intensywnie badane i stopniowo wprowadzane do terapii szerokiej grupy

nowotwordow (Jin et al., 2022).
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5.3. Przeciwciata bispecyficzne

5.3.1. Koncepcja i zalety przeciwciat bispecyficznych

Przeciwciata bispecyficzne sg innowacyjng klasg terapeutycznych  przeciwciat
zaprojektowanych do rozpoznawania i wigzania dwéch odrebnych epitopéw. Ta podwdjna
specyficznos¢ umozliwia im angazowanie sie w rézne funkcje biologiczne, ktorych przeciwciata
monospecyficzne nie sy w stanie osiggna¢. Zostato dowiedzione, ze terapie kombinowane z
wykorzystaniem dwdéch réznych monospecyfycznych przeciwciat monoklonalnych mogg dawacd
znaczacg poprawe w terapii nowotwordw (Henricks et al., 2015). Jednakze podejscie takie
zwigzane jest z ryzykiem znaczgcego podniesienia toksycznosci terapii (Boutros et al., 2016;
Wolchok et al.,, 2017). W odpowiedzi na te problemy rozpoczeto intensywne rozwijanie
technologii przeciwciat bispecyficznych, ktérych potencjalne zalety wykraczajg poza zmniejszong
toksycznosé. W zaleznosci od wybranych celéw molekularnych i zastosowanych formatéw
przeciwciata bispecyficzne mogg pozwalaé miedzy innymi na: 1) skuteczniejszg rekrutacje
komérek uktadu odpornosciowego prowadzac tym samym do zwiekszenia efektu
cytotoksycznego (Ma et al., 2021); 2) jednoczesng blokade wiecej niz jednego szlaku
sygnalizacyjnego i tym samym zwiekszong skuteczno$¢ w ograniczaniu wzrostu nowotworéw
(Brinkmann & Kontermann, 2017); 3) podniesienie specyficznosci terapii (G. Fan et al., 2015); 4)
docieranie w miejsca niedostepne dla przeciwciat monospecyficznych, np. pokonanie bariery
krew-mozg (Pardridge, 2016) lub zwiekszenie penetracji guzow litych (Kopp et al., 2024); 5)

zwiekszonej stabilnosci i czasu péttrwania w surowicy (G. Fan et al., 2015).

5.3.2. Formaty przeciwciat bispecyficznych

Przeciwciata bispecyficzne mogg zosta¢ ogdlnie podzielone na dwa rodzaje: podobne do IgG
(ang. IgG-like, posiadajgce fragment Fc) i niepodobne do IgG (ang. non-IgG like, pozbawione
fragmentu Fc). Przeciwciata podobne do IgG zachowujg funkcje efektorowe zwigzane z
fragmentem Fc, takie jak cytotoksycznosc¢ zalezna od przeciwciat (ADCC), cytotoksycznosé zalezna
od dopetniacza (CDC) oraz fagocytoza zalezna od przeciwciat (ADCP) (Spiess et al., 2015). Ponadto
obecno$¢ fragmentu Fc utatwia oczyszczanie oraz poprawia rozpuszczalnos$é i stabilnosc
przeciwciat. Dodatkowo, przeciwciata bispecyficzne w formatach podobnych do IgG zazwyczaj
majg dtuzszy okres poéttrwania w surowicy dzieki wiekszemu rozmiarowi i zdolnosci wigzania
receptora FcRn (Kontermann & Brinkmann, 2015). Przeciwciata niepodobne do IgG s3g znacznie
mniejsze, co prowadzi do lepszej penetracji tkanek (Kontermann & Brinkmann, 2015).

Przeciwciata bispecyficzne podobne do I1gG moga by¢ dalej podzielone na formaty

symetryczne i asymetryczne. Formaty symetryczne sg to najczesciej petne przeciwciata wigzace
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jeden cel molekularny, z dotgczonymi fragmentami przeciwciat wigzgcymi drugi cel molekularny
(Labrijn et al., 2019). Taki przeciwciata sg zwykle tetrawalentne (majg 4 miejsca wigzania
antygenu w uktadzie 2+2) (Brinkmann & Kontermann, 2017). Symetryczne formaty przypominaja
natywne przeciwciata, ale réznig sie rozmiarem i architekturg. Te rdznice mogg negatywnie
wptywac na korzystne wiasciwosci charakterystyczne dla normalnych przeciwciat (takie jak
stabilno$¢ i rozpuszczalno$é) i tym samym pogarsza¢ witasciwosci fizykochemiczne i/lub
farmakokinetyczne tych czasteczek (Chames & Baty, 2009). Bliska odlegtos¢ miejsc wigzacych
antygen moze jednak utrudnia¢ optymalne zaangazowanie obu celdw jednoczesnie, potencjalnie
zmniejszajgc funkcjonalnosé (C. Wu et al., 2009). Duzg zaletg praktyczng symetrycznych
przeciwciat bispecyficznych jest koniecznosé ekspresji tylko jednego lub dwdch tarncuchow
polipeptydowych, co zmniejsza znacznie ilo$¢ pracy w etapach generowania linii komdrkowych.
Jako przyktadowe formaty symetrycznych przeciwciat bispecyficznych mozna wymienié: IgG-
(ScFv), — gdzie do C-korica petno formatowego przeciwciata podtgczone sg dwa fragmenty ScFy;
(ScFv)s-Fc — w miejsce fragmentdéw Fab przeciwciata dwa fragmenty ScFv i ponownie dwa
fragmenty ScFv podtaczone do C-konca; mAb2 — gdzie na C-koricu petno formatowego
przeciwciata wstawiono krotkie fragmenty pochodzace z domeny zmiennej taricucha lekkiego

drugiego przeciwciata (Labrijn et al., 2019).

Rycina 2. Przyktadowe formaty symetrycznych przeciwciat bispecyficznych. Zaadaptowane z (Labrijn et
al., 2019).
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Format przeciwciat asymetrycznych zaktada, ze kazda potowa przeciwciata wigze jeden
antygen. Przeciwciata takie w wiekszosci wypadkdéw sg biwalentne (w formacie 1+1) (Labrijn et
al., 2019). Ta asymetria wprowadza jednak wyzwania zwigzane z zapewnieniem prawidtowego
parowania taficuchdw ciezkich i lekkich podczas produkcji, czesto wymagajgc zaawansowanych
technik inzynieryjnych, takich jak metoda knob-into-hole lub technologia CrossMab, aby
promowac prawidtowe ztozenie i funkcjonalnosc¢ (Klein et al., 2019). Ponadto, wieksze wyzwanie
stanowi réwniez generowanie linii komdrkowych z powodu koniecznosci ekspresji jednoczesnie

trzech lub czterech tancuchéw polipeptydowych (Madsen et al.,, 2024). ROwniez proces
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oczyszczania przeciwciat asymetrycznych moze by¢ bardziej skomplikowany, ze wzgledu na
koniecznos¢ usuniecia zle ztozonych przeciwciat — Zzadna z technologii wymuszajacych
odpowiednie parowanie fancuchéw lekkich i ciezkich nie jest skuteczna w 100 procentach (C.
Wang et al., 2018). Poniewaz wiekszo$¢ asymetrycznych formatdéw scisle przypomina naturalne
przeciwciata i nie zawiera dodatkowych nienatywnych domen przeciwciat ani sekwencji linkeréw,
uwaza sie, ze majg one najnizszy potencjat immunogennosci (Labrijn et al., 2019). Wsréd
formatdéw asymetrycznych wyrézni¢ mozna: IgG (KiH) — w ktérym parowanie tancuchéw ciezkich
wymuszone jest przez mutacje knob-into-hole; Fab-ScFv-Fc (KiH) — w ktérym jedno ramie
przeciwciata jest natywne, a drugie zastgpione jest fragmentem ScFv, parowanie tancuchéw
ciezkich wymuszone jest przez mutacje knob-into-hole; czy ScFv-Fc (KiH) —w ktérym oba ramiona
Fab zastgpione sg przez fragmenty ScFv, parowanie tancuchéw ciezkich wymuszone przez
mutacje knob-into-hole (Brinkmann & Kontermann, 2017). Specyfika asymetrycznych
przeciwciat bispecyficznych sprawia, ze dostepnych do rozwazenia formatéw jest znacznie wiecej
niz w przypadku przeciwciat symetrycznych, co moze pozwalaé na wiekszy potencjat
optymalizacyjny.

Rycina 3. Przyktadowe formaty asymetrycznych przeciwciat bispecyficznych. Zaadaptowane z (Brinkmann
& Kontermann, 2017).
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Przeciwciata nie-podobne do IgG stanowig minimalistyczne podejscie do tworzenia
bispecyficznych czgsteczek. Tak jak wspomniano wyzej, sg pozbawione fragmentu Fc, i jest to
proste pofgczenie fragmentdéw przeciwciat zdolnych do wigzania antygendw (Labrijn et al., 2019).
Wiekszos¢ z nich zbudowana jest na podstawie fragmentdw ScFv (ang. Single chain fragment
variable) — ktdre sktadajg sie tylko z fragmentéw zmiennych taricucha ciezkiego i lekkiego (G. Fan
et al., 2015). Ich rézna aranzacja moze prowadzi¢ do tworzenia np.: Tandem-ScFv — dwa ScFv
potgczone elastyczng sekwencjg linkerowg, Diabody — gdzie fragment zmienny tancucha
ciezkiego jednego przeciwciata potaczony jest z fragmentem zmiennym tancucha lekkiego
drugiego przeciwciata, i na odwroét, czy DART (ang. Dual-affinity retargeting molecules) ktére w

swojej strukturze przypominajg Diabody, jednakze sg stabilizowane dodatkowym mostkiem
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disiarczkowym (Zhang, 2023). Warto zauwazy¢, ze technologie przeciwciat nie podobnych do IgG
bardzo czesto wykorzystywane sg przy tworzeniu przeciwciat bispecyficznych podobnych do IgG,
zaréwno w formatach symetrycznych jak i asymetrycznych.

Rycina 4. Przyktadowe formaty przeciwciat bispecyficznych nie podobnych do IgG. Zaadaptowane z (G.
Fan et al., 2015).
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Z punktu widzenia mechanizmu dziatania przeciwciata bispecyficzne mozna podzieli¢ na
funkcjonujgce w uktadzie -trans i -cis (Madsen et al., 2024). Przeciwciata dziatajgce w uktadzie -
trans wigzg dwa cele molekularne znajdujac sie na réznych komdérkach, tym samym mogac je do
siebie zbliza¢ — np. komdrki nowotworowe i komérki uktadu odpornosciowego. Przeciwciata
funkcjonujace w uktadzie -cis celujg w biatka znajdujace sie na tych samych komérkach, np. dwa
rézne receptory wazne w proliferacji i wzroscie nowotwordw, lub dwa rézne punkty kontroli

uktadu immunologicznego.

5.3.3. Przeciwciata bispecyficzne w terapii nowotworéw

Rozwdj technik inzynierii genetycznej, a tym samym umozliwienie wzglednie szybkiego
generowania przeciwciat bispecyficznych w réznych formatach, sprawit ogromny wzrost
zainteresowania wykorzystaniem tej technologii w terapiach przeciwnowotworowych (Wei et al.,
2022). Pierwszym zarejestrowanym przeciwciatem bispecyficznym byt Catumaxomab,
skierowany przeciwko CD3 i EpCAM (antygen adhezyjny komadrek nabtonkowych, ang. epithelial
cell adhesion molecule). Byto to szczurzo-mysie przeciwciato z zachowanym fragmentem F,
stosowane do terapii wodobrzusza zwigzanego z nowotworami gastrycznymi i jajnikow
(Frampton, 2012). Zostato ono wycofane z rynku medycznego w 2017 roku, jednakze z przyczyn
ekonomicznych. Od tego czasu kilka innych przeciwciat bispecyficznych zostato zatwierdzonych

do terapii (Tabela 2), a bardzo wiele jest na réznych etapach badan klinicznych (Wei et al., 2022).
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Tabela 2. Przeciwciata bispecyficzne zarejestrowane do uzycia w terapiach przeciwnowotworowych

(AntibodySociety, 2024).

Cele Pierwsze Data zatwierdzenia
Nazwa Format
molekularne wskazanie do uzycia w UE
Asymetryczne,
Talquetamab CD3xGPRC5D Szpiczak mnogi 2023
podobne do IgG4
Asymetryczne,
Epcoritamab CD3xCD20 Chtoniak rozlany 2023
podobne do 1gG1
Asymetryczne,
Glofitamab CD3xCD20 podobne do IgG1, Chtoniak rozlany 2023
2+1 CrossMab
Asymetryczne,
Teclistamab CD3xBCMA Szpiczak mnogi 2022
podobne do 1gG4
Asymetryczne,
Mosunetuzumab CD3xCD20 Chtoniak grudkowy 2022
podobne do 1gG1
CD3x
Tebentafusp Tandem ScFv Czerniak oka 2022
IMCgp100
Asymetryczne, Niedrobnokom-
Amivantamab EGFRXMET 2021
podobne do 1gG1 -orkowy rak ptuca
Ostra biataczka
Blinatumomab CD3xCD19 Tandem ScFv 2015
limfoblastyczna

Jak fatwo zauwazy¢, znaczna czes$¢ zarejestrowanych przeciwciat bispecyficznych skierowana
jest przeciwko CD3 oraz antygenom specyficznym dla nowotwordw. Takie potgczenie umozliwia
tworzenie synapsy immunologicznej, podobnej do naturalnego kompleksu receptora limfocytéw
T (TCR) i gtéwnego peptydu kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC) (H. Xu et al., 2015). Prowadzi
to do aktywacji limfocytéw T, a tym samym do wydzielania cytokin zapalnych i czasteczek
cytolitycznych, a dalej do eliminacji komdrek nowotworowych. Wiele przeciwciat bispecyficznych
obecnie testowanych w badaniach klinicznych réwniez zaktada taki mechanizm dziatania (Wei et
al.,, 2022). Jednakze, nie brakuje innych propozycji wykorzystania technologii przeciwciat
bispecyficznych. Dla przyktadu mozna wymieni¢: 1) celowanie rownoczesnie w dwa antygeny
nowotworowe (Amivantamab — Tabela 2, lub Zenocutuzumab przeciwciato HER2 x HER3 obecnie

czekajgce na zatwierdzenie przez agencje FDA); 2) celowanie w dwa punkty kontroli uktadu
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odpornosciowego, np. PD-1 x CTLA-4 (badanie kliniczne NCT05235542) lub PD-1 x TIM3 (badanie
kliniczne NCT05216835); 3) celowanie w punkt kontroli uktadu odpornosciowego i antygen
nowotworowy, np. Mezotelina x CD47 (badanie kliniczne NCT05403554) lub PD-1 x HER2
(badanie kliniczne NCT04162327).

5.4. Cele molekularne: ROR-1, Mezotelina i PD-L1

54.1. ROR-1

ROR-1 (ang. Receptor tyrosine kinase-like orphan 1) nalezy do rodziny kinaz tyrozynowych i
jest biatkiem transmembranowym, ztozonym z 5 domen: 3 zewnatrzkomérkowe (domene
Kringle, domene bogatg w cysteine i domene immunoglobulinowg), rejon transmembranowy, 2
wewnatrzkomodrkowe (domene kinazowa i domene bogatg w proline) i motyw serynowo-
treoninowy (Kamrani et al., 2019). Biatko to sktada sie z 937 aminokwaséw i w petnej formie ma
mase teoretyczng ok. 104 kDa, jednakze modyfikacje post-translacyjne, przede wszystkim liczne
glikozylacje na N-koncu, skutkujg masg faktyczng ok. 130 kDa (Reddy et al., 1997). Sformutowanie
»orphan” w nazwie biatka wynikato poczatkowo z braku zidentyfikowanych ligandéw, jednakze
dalsze badania wykazaty, ze wigze biatko Wnt-5a (J. Yu et al., 2016). Trwajg spory dotyczgce
faktycznej aktywnosci katalitycznej ROR-1. Z jednej strony brakuje mu kilku silnie
konserwowanych aminokwasdw obecnych w innych kinazach tyrozynowych (Green et al., 2008),
niektére badania wykazywaty, ze ROR-1 jest pseudokinaza bez wewnetrznej aktywnosci
katalitycznej (Borcherding et al., 2014), a raportowana aktywnos$¢ wynika z zanieczyszczenia
kofaktorami lub innymi kinazami (Bainbridge et al., 2014). Inne badania z kolei wykazaty wysoka
aktywnosé w fosforylacji biatka c-Src, w uktadzie komérkowym HEK293 i COS7 (Yamaguchi et al.,
2012).

Wydaje sie, ze biologiczna istotnos¢ biatka ROR-1 skupiona jest w fazie rozwoju
embrionalnego. Badania na myszach wykazaty, ze petni waing role w rozwoju uktadéow
szkieletowego, krgzeniowo-oddechowego i nerwowego (Oishi et al., 1999), biorgc udziat w
procesach agregacji, migracji, rdznicowania komérek i angiogenezy (Green et al., 2008) a takze
w metabolizmie i sygnalizacji komdrkowej podczas embriogenezy (Matsuda et al., 2001). U ludzi
ekspresja ROR-1 jest gtéwnie ograniczona do embrionu i ptodu i praktycznie nie wystepuje u
dorostych, z wyjatkiem bardzo niskich pozioméw w adipocytach komdrkach trzustki, ptuc i
pewnych subpopulacji limfocytéw B (Baskar et al., 2008). Sytuacja wglagda diametralnie inaczej
w przypadku nowotwordw. Nadekspresje ROR-1 wykazano miedzy innymi w: przewlektej

biataczce limfoblastycznej (Baskar et al., 2008), biataczce wtochatokomdrkowej i chtoniaka z
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komorek ptaszcza (Daneshmanesh et al., 2013), nowotworach trzustki, prostaty, piersi, jajnika i
ptuc (S. Zhang et al., 2012). Ponadto w przypadku nowotwordw trzustki, jajnika, piersi i ptuc
nadekspresje ROR-1 powigzano z groszg progresjg choroby (S. Zhang et al., 2012). Proponowane
modele zaangazowania ROR-1 w promocje nowotworzenia obejmujg miedzy innymi: promocje
proliferacji komdrek nowotworowych poprzez szlaki sygnalizacyjne kinaz AKT i MAPK i
przerzutowania poprzez szlak sygnalizacyjny kinaz SRC (Aghebati-Maleki et al., 2017). Tak wiec,
zaktada sie, ze sygnalizacja ROR-1 bierze udziat w przezyciu, proliferacji i przerzutowaniu
nowotwordw (Hojjat-Farsangi et al., 2014)

W zwigzku z minimalng obecnoscia w tkankach zdrowych i duzym nagromadzeniem w
komérkach nowotworowych, receptor ROR-1 zostat wytypowany jako obiecujgcy kandydat do
celowania w terapiach przeciwnowotworowych. Cirmtuzumab jest humanizowanym
monoklonalnym przeciwciatem anty-ROR-1 wprowadzony do badan klinicznych fazy 1. i fazy 1./2.
(w kombinacji z irbutinibem) w leczeniu chtoniakéw z komadrek ptaszcza i przewlektych biataczek
limfocytowych (Choi et al., 2018; Lee et al., 2021). W badaniach przed-klinicznych przeciwciato
to wykazato zdolno$¢ do eliminacji ludzkich komdrek nowotworowych przewlektej biataczki
limfocytowej oraz guzdéw litych piersi i trzustki jako koniugat z monometylowa aurystatynga E (Cui,
Widhopf, et al., 2013). Inne przeciwciata monoklonalne anty-ROR-1 réwniez wykazywaty
obiecujgce wyniki, skutecznie promujgc Smieré¢ komodrek nowotworu trzustki (Daneshmanesh et
al., 2013), czerniaka (Hojjat-Farsangi et al., 2013)a takze hamujac przerzutowanie nowotworow
piersi (Cui, Zhang, et al., 2013). Receptor ROR-1 zostat wykorzystany jako potencjalny cel w terapii
CAR-T, ktéra na wczesnych etapach badan wykazata podobng skutecznos$¢ w terapii chtoniaka z
komorek ptaszcza jak terapia CAR-T skierowana przeciwko CD19 (Hudecek et al., 2013). W innym
badaniu  drobnoczgsteczkowe inhibitory ROR-1 powodowaty apoptoze komdrek
nowotworowych pochodzacych z trzustki, a efekt ten byt dodatkowo wzmacniany w kombinacji
z erlotinibem lub ibrutinibem (Daneshmanesh et al., 2018). ROR-1 zostat wykorzystany réwniez
jako cel molekularny dla przeciwciat bispecyficznych (CD3xROR-1) w formacie Tandem ScFv,
wykazujac promocje lizy komdrek nowotworowych trzustki, piersi i jajnika w obecnosci ludzkich

limfocytéw T (Gohil et al., 2017).

5.4.2. Mezotelina
Mezotelina jest glikoproteing zakotwiczong w bfonie komérkowej za pomoca
glikofosfatydyloinozytolu (GPl). Poczgtkowo gen MSLN koduje 69 kDa biatko prekursorowe (pre-

pro-mezotelina). Nastepnie, po odcieciu sekwencji sygnalnej, do seryny w miejscu 598 dodawana

28



jest kotwica GPI, a po zakotwiczeniu w btonie biatko prekursorowe jest przecinane w pozycji R295
przez furyne, skutkujgc powstaniem dwadch fragmentéw — zakotwiczonej mezoteliny (40 kDa) i
biatka wydzielanego — ang. megakaryocyte-potentating factor (31 kDa) (Faust et al., 2022).
Ponadto forma zakotwiczona moze ulegaé¢ dodatkowym cieciom przez obecne w macierzy
miedzykomadrkowej proteazy, czego wynikiem jest powstawanie rozpuszczalnych fragmentéw
mezoteliny (X. Liu et al., 2020).

U dorostego cztowieka mezotelina wykrywana jest w niewielkich ilosciach w osierdziu,
optucnej i otrzewnej (Hilliard et al., 2021). Biatka zakotwiczone w btonie przez GPI czesto s3
zaangazowane w sygnalizacje miedzykomdrkowa i procesy adhezji (Paladino et al.,, 2015),
jednakze doktadna rola mezoteliny u zdrowych oséb nie zostata okreslona. W badaniach w
modelach mysich z inaktywacja genu MSLN nie wykazano wptywu mezoteliny na rozwdj i
zdolnosci reprodukcyjne myszy, tym samym sugerujac, ze funkcjonalnosé tego biatka nie jest
kluczowa dla przezycia (Bera & Pastan, 2000).

Rola mezoteliny jest znacznie lepiej opisana w konteksécie nowotworéw. Nadekspresja tego
biatka zostata wykazana w przypadku m.in.: miedzybtoniaka, raka jajnika, gruczolakoraka trzustki,
raka ptuc czy macicy (Faust et al., 2022). W niektérych przypadkach nadmierng ilo$¢ mezoteliny
powigzano réwniez ze ztosliwoscig i agresywnosciag nowotworu (Weidemann et al.,, 2021).
Miedzybtoniak i rak jajnika to dwa typy nowotwordw, w ktérych ekspresja mezoteliny jest
wyjatkowo wysoka. Nowotwory te produkujg rowniez CA125/MUC16, biatko z rodziny mucyn,
ktére jest zdolne wigzac zakotwiczong w btonie forme mezoteliny. Interakcja ta promuje migracje
nowotwordw przez Sciezke sygnalizacyjng SGK3/FOXO3 (Huo et al., 2021). Co interesujgce
btonowa forma mezoteliny wigze réwniez formy rozpuszczalne, prowadzgc do nadekspresji
metaloproteinazy macierzy-7 (MMP-7) poprzez szlaki sygnalizacyjne MAPK/ERK i JNK (M. C.
Chang et al, 2012). MMP-7 promuje nowotworzenie poprzez hamowanie apoptozy,
zmniejszanie adhezji komodrek oraz indukowanie angiogenezy (Liao et al., 2021). Nadekspresja
mezoteliny promuje réwniez tranzycje epitelialno-mezenchymalng, proces bardzo istotny w
inwazji nowotwordow (He et al., 2017). Inne badania dowodzg zwigzku nadekspresji mezoteliny
z: wiekszg proliferacja komdrek nowotworowych poprzez szlak sygnalizacyjny STAT-3 (Bharadwaj
et al., 2008) oraz przezycia nowotworu poprzez sygnalizacje IL-6 (Bharadwaj et al., 2011) a takze
kinaz MAPK/ERK i PI3K/Akt (Z. Tang et al., 2013). Podsumowujgc, dotychczasowe badania
wykazujg potencjalng role nadekspresji mezoteliny w adhezji komdrek nowotworowych, rozwoju
nowotworu, jego proliferacji, przezycia i inwazji odlegtych tkanek.

Podobnie jak w przypadku receptora ROR-1, niewielka obecnos¢ w tkankach zdrowych i

potencjalnie duze znaczenie w funkcjonowaniu komédrek nowotworowych, sprawia, ze
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mezotelina jest dobrym kandydatem na cel w terapii nowotwordéw. W zwigzku z tym zostata
wykorzystana w rdéznych formach immunoterapii, takich jak: przeciwciata monoklonalne,
koniugaty przeciwciat, szczepionki przeciwnowotworowe, terapia CAR-T czy przeciwciata
bispecyficzne. Amatuximab (MORAb-009) jest chimerycznym przeciwciatem monoklonalnym
anty-Mezotelina. Badania przed-kliniczne dowiodty, Zze skutecznie blokuje wigzanie
CA125/MUC16 jak rowniez promuje wystepowanie cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat.
Jego skutecznos¢ w badaniach w mysim modelu ptaskonabtonkowego raka skéry wykazaty niska
skuteczno$¢ w monoterapii, jednakze w kombinacji z chemioterapeutykami (Taxol lub
gemcitabina) zahamowanie wzrostu nowotworu byto znaczne. W tych samych badaniach
wykazano réwniez, ze po zwigzaniu mezoteliny przeciwciato jest internalizowane do komérki,
dajac podwaliny pod dalsze badania zwigzane z koniugatami przeciwciat (Hassan et al., 2007).
Amatuximab zostat wprowadzony do badan klinicznych, w ktérych dowiedziono skutecznej
inhibicji adhezji komérek nowotworowych w trakcie przerzutowania (Hassan et al.,, 2010).
Mechanizm internalizacji przeciwciata po zwigzaniu z mezoteling zostat wykorzystany w
przypadku zwigzku Anetumab ravtansine (BAY-94 9343) — ludzkim przeciwciele 1gG1 anty-
mezotelina, potagczonym wigzaniem disiarczkowym z inhibitorem tubulin — maytansine. Po
internalizacji wigzanie disiarczkowe jest przecinane uwalniajgc inhibitor, co prowadzi do
zahamowania polimeryzacji mikrotubuli ostatecznie skutkujgc apoptozg komdrek
nowotworowych. Badania in-vitro wykazaty silnie cytotoksyczny efekt na liniach komdrkowych
pochodzacych z nowotwordw jajnika, trzustki, nie drobnokomodrkowego raka ptuca i
miedzybtoniakdw, jednoczesnie badania in vivo w mysich modelach nowotwordw (trzustki,
jajnika i miedzybtoniaka) rowniez skutkowaty obiecujgcymi wynikami (Golfier et al., 2014).
Zwigzek ten, w kombinacji z pegylowang liposomalng doxorubicyng, nie wykazat znacznych
efektow toksycznych i pomysinie przeszedt badania kliniczne fazy | (Santin et al., 2023). ABBV-
428 jest bispecyficznym, symetrycznym przeciwciatem monoklonalnym zaprojektowanym jako
antagonista mezoteliny i agonista CD40. W eksperymentach in-vivo w mysich modelach raka
piersi osiggnieto znaczace zahamowanie wzrostu nowotworu (Ye et al., 2019). W 1 fazie badan
klinicznych wykazano bezpieczny profil stosowania, jednakze wstepne wyniki dotyczace
aktywnosci przeciwnowotworowej wskazujg raczej na stabilizacje choroby niz jej zwalczanie
(Luke et al., 2021). Inne bispecyficzne przeciwciato, w formacie Tandem-ScFv — CD3 x mezotelina
(NAV-003), wykazywato znaczg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg zaréwno in-vitro (linie
komodrkowe miedzybtoniaka, raka trzustki i jajnika), jak i in-vivo (mysie modele miedzybtoniaka,

komorki nowotworowe pochodzace od pacjentéow) (Grasso et al., 2023).
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543. PD-L1

PD-L1 (ang. Programmed Death Ligand 1) znane réwniez jako B7-H1 lub CD274 jest biatkiem
transmembranowym  typu 1., zbudowanym z  zewnatrzkomdrkowej = domeny
immunoglobulinowej, hydrofobowego rejonu transmembranowego i krétkiego fragmentu
wewnatrzkomdrkowego z trzema silnie konserwowanymi motywami aminokwasowymi (Escors
et al., 2018). Na domene zewnatrzkomérkowa sktada sie rejon staty (blizej btony komérkowej) i
rejon zmienny wraz z motywami warunkujgcymi dopasowanie (CDR), ktére formujg kompleks z
receptorem PD-1, podobny w swojej charakterystyce do rozpoznania antygenu przez
przeciwciata (Zak et al., 2015). W zdrowych tkankach interakcja pomiedzy PD-L1 i PD-1 jest
kluczowa dla utrzymania homeostazy immunologicznej (C. Sun et al., 2018). PD-1 wystepuje na
powierzchni limfocytow T, podczas gdy PD-L1 na komdrkach pochodzenia hematopoetycznego,
w tym na limfocytach T, limfocytach B, makrofagach i komdrkach dendrytycznych (DC), a takze
na niehematopoetycznych komdrkach zdrowych tkanek, takich jak komérki srédbtonka
naczyniowego, keratynocyty, komorki wysp trzustkowych czy astrocyty (Zhou et al.,, 2023).
Interakcja PD-1/PD-L1 zmienia aktywnos¢ limfocytéw T na wiele sposobdw, hamujac proliferacje,
przezywalnos¢, produkcje cytokin oraz inne funkcje efektorowe (Patsoukis et al., 2020). Ekspresja
PD-L1 jest regulowana poprzez wigzanie czynnikdéw transkrypcyjnych z promotorem jego genu,
aktywowanych przez szereg czgsteczek sygnalizacyjnych, takich jak IFNy, IL-2, IL-10 czy TNF. Szlaki
sygnalizacyjne prowadzace do ekspresji PD-L1 mogg by¢ rézne w zaleznosci of rodzaju czgsteczki
sygnalizacyjnej, typu komorki lub stanu fizjologicznego (Escors et al., 2018). Dla przyktadu
interferon gamma (IFNy) produkowany przez komérki T aktywuje szlak kinaz JAK/STAT, co
prowadzi do aktywacji transkrypcyjnej interferonowego czynnika regulacyjnego 1 (IRF1), ktéry
nastepnie wigze sie z promotorem PD-L1 (Garcia-Diaz et al., 2017). PD-L1 moze réwniez wigzac
sie bezposrednio z CD80 na tej samej komédrce, co prowadzi do zaburzenia struktury
homodimeru CD80, zmniejszajgc spektrum potencjalnych partneréw wigzacych CD80 (Beenen
etal., 2022). Taka sytuacja prowadzi¢ moze do cze$ciowej inhibicji szlaku PD-1/PD-L1, jak rowniez
CTLA-4/CD80, nie zaburzajac jednocze$nie wigzania CD28/CD80 — utrzymujgc stymulacje uktadu
odpornosciowego (Zhao et al., 2019).

Komodrki nowotworowe wykorzystujg naturalnie wystepujgcy mechanizm regulujacy
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego, jakim jest interakcja PD-1 i PD-L1, aby uniewrazliwic¢
sie na przeciwnowotworowe dziatanie uktadu immunologicznego. Ciggta nadekspresja PD-L1
zostata zidentyfikowana wsrdd wielu rodzajéw nowotwordw (Escors et al., 2018). Powigzane jest
to z anormalng aktywacjg Sciezek sygnalizacyjnych w komadrkach nowotworowych, takich jak:

AKT-mTOR (Lastwika et al., 2016), Ras (Coelho et al., 2017) czy MEK-ERK (Ota et al., 2015). W
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wielu przypadkach nadmierna ekspresja PD-L1 powigzana jest z gorszg prognozg przebiegu
choroby. Takie zjawisko mozna zaobserwowaé miedzy innymi dla: nowotworéw przetyku (L. Chen
et al., 2014), raka zotgdka (Qing et al., 2015) czy trzustki (Geng et al., 2008). Zwigzek pomiedzy
nadekspresjg PD-L1 a przebiegiem choroby nie zawsze jest jasny. Dla przyktadu, w przypadku
nowotwordow ptuc czes$¢ analiz wykazuje, ze zwiekszona ilos¢ PD-L1 na powierzchni komdrek
nowotworowych jest potencjalnym predyktorem gorszego przebiegu choroby (Azuma et al.,
2014; Mu et al., 2011), podczas gdy inne badania prowadzg do kompletnie odwrotnych
whnioskéw (Velcheti et al.,, 2014; Yang et al., 2014). Istniejg rowniez przypadki, w ktdrych
dotychczasowe dane jednoznacznie wskazujg na pozytywny zwigzek pomiedzy nadekspresjg PD-
L1 a lepsza prognozg, takie jak rak endokrynny skéry (Lipson et al., 2013). Informacje te sugeruja,
ze zwigzek pomiedzy ekspresjg PD-L1 a przebiegiem choroby w duzej mierze zalezy od typu, a
nawet podtypu nowotworu, jak rdwniez jego stadium. Oczywiscie w tych rozwazaniach nalezy
uwzglednic, ze wysoka ekspresja PD-L1 jest powigzana z lepszym rokowaniem jedynie ze wzgledu
na mozliwos¢ zastosowania terapii celujgcej w PD-L1, jak na przyktad w czerniakach (Taube et al.,
2012).

Interakcja ~ PD-1/PD-L1  wzbudza  zainteresowanie jako cel w  terapiach
przeciwnowotworowych witasciwie od momentu jej odkrycia (C. Sun et al., 2018).
Dotychczasowo na rynku europejskim i amerykanskim do terapii nowotwordéw zatwierdzono 3
przeciwciata monoklonalne — Atezolizumab (2017 rok, pierwsze to wskazanie rak pecherza),
Durvalumab (2018 rok, pierwsze - wskazanie rak pecherza) i Avelumab (2017 rok, pierwsze
wskazanie rak - neuroendokrynny skory) (Akinleye & Rasool, 2019). Dwa inne przeciwciata —
Cosibelimab (kolczystokomdrkowy rak skéry) i Sugemalimab (niedrobnokomérkowy rak skory) —
oczekujg wfasnie na zatwierdzenie do uzycia w Stanach Zjednoczonych. Ponadto 4 inne
zatwierdzone zostaty tylko na rynku chifskim (AntibodySociety). Terapie wykorzystujgce inhibicje
PD-L1 okazaty sie skuteczne w przypadku réznych rodzajéw nowotwordéw. Co prawda pierwsze
rejestracje przeciwciat anty-PD-L1 dotyczyty wykorzystania ich w monoterapii, jednakze dalsze
badania wskazaty, ze ich efektywnos¢ w niektérych przypadkach rosnie w kombinacji z
chemioterapeutykami lub innymi przeciwciatami monoklonalnymi (Akinleye & Rasool, 2019). Dla
przyktadu, atezolizumab w kombinacji z vemurafenibem i cobimetinibem zwieksza czas wolny od
postepu choroby o Srednio 5 miesiecy u pacjentéw z czerniakiem (E. Chang et al., 2021). Osoby
chore na drobnokomérkowego raka ptuc leczone durvalumabem w kombinacji z cisplatyng i
etopozydem wykazywaty srednio o 3 miesigce dtuzszy czas przezycia (FDA, 2020). Z kolei pacjenci
cierpiacy na raka nerki otrzymujacy avelumab w kombinacji z axitinibem wykazywali czas wolny

od postepu choroby Srednio o ponad 5 miesiecy dtuiszy w poréwnaniu do chemioterapii
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sunitinibem (Motzer et al., 2019). Niestety, nie we wszystkich rodzajach nowotwordéw inhibicja
PD-L1 przynosita dobre rezultaty. Jako przyktady mozna wymienié raka trzustki, niektore podtypy
nowotworu piersi czy raka prostaty (Majidpoor & Mortezaee, 2021). Innym problemem jest fakt,
ze nawet wsrdd nowotwordw ktére zostaty wytypowane jako odpowiednie do leczenia
inhibitorami PD-L1, nie u wszystkich pacjentéw terapia taka przynosi spodziewane rezultaty (Q.
Tang et al., 2022). Zjawisko to nazywa sie opornoscig na inhibitory PD-L1 i mozna je podzieli¢ na
opornos¢ pierwotng i nabytg. Opornos¢ pierwotng odnosi sie do pacjentdw, ktérzy nie reagowali
na terapie anty-PD-L1 od samego poczatku. Do przyczyn takiego stanu rzeczy zalicza sie miedzy
innymi: silnie immunosupresyjne $rodowisko nowotworu (Antonios et al., 2017), niska
immunogenno$¢ nowotworu (Kawakami et al., 2020), rearanzacje w genie ALK i mutacje
epidermalnego czynnika wzrostu (EGFR) (Gainor et al., 2016) czy wykluczenie limfocytow T ze
srodowiska nowotworu (Mariathasan et al., 2018). Opornoscig nabytg okresla sie natomiast
sytuacje, w ktorej pacjent poczgtkowo dobrze reagowat na terapie anty-PD-L1, jednakze z czasem
skuteczno$é takiego leczenia znacznie zmalata. Wptyw na to mogg miec: zjawisko ,wyczerpania”
(ang. exhaustion) i utraty funkcji efektorowych limfocytow T (Huang et al.,, 2017), zmiany
ekspresji antygendw nowotworowych i sktadnikdw mikrosrodowiska nowotworu (Bai et al.,
2017; Veldman et al., 2020), a takze ekspresja innych punktéw kontroli uktadu odpornosciowego,
a tym samym ominiecie szlaku PD-1/PD-L1 (Koyama et al., 2016).

Inhibitory PD-L1 niewatpliwie odniosty ogromny sukces na polu terapii
przeciwnowotworowych. Jednakze jak wskazano powyzej wciaz istnieje potrzeba rozwijania tej
technologii, tak aby przezwyciezy¢ pojawiajgce sie przeszkody. Dlatego tez intensywnie rozwijane
sg inne niz przeciwciata monospecyficzne technologie celujgce w PD-L1. Dla przyktadu mozna
wymieni¢ przeciwciata bispecyficzne (np. PD-L1 x CTLA-4, PD-L1 x TIM3, PD-L1 x VEGF) (T. Fan et
al., 2023), inhibitory peptydowe, inhibitory drobnoczasteczkowe, aptamery (J. Liu et al., 2021)
czy technologie degradacji biatek (Mikitiuk et al., 2023).
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6. CEL PRACY

Celami pracy byto:

e Wyprodukowanie biatek (ROR-1, Mezotelina, PD-L1) i przeciwciat (anty-ROR-1, anty-
Mezotelina, anty-PD-L1) referencyjnych w produkcji przejsciowej lub stabilnych liniach
komorkowych.

e Wyprodukowanie 4 symetrycznych przeciwciat bispecyficznych (w formacie 1gG1-ScFv; i
1gG4-ScFv,) ROR-1 x PD-L1 i Mezotelina x PD-L1 w produkcji przejsciowej i w stabilnych
liniach komdrkowych.

e Analiza parametrow fizyko-chemicznych wyprodukowanych biatek i przeciwciat.

e Ocena potencjalnych roznic miedzy przeciwciatami bispecyficznymi
wyprodukowanymi w systemie przejsciowym i w stabilnych liniach.

e Analiza poziomu ekspresji celéow molekularnych (ROR-1, Mezotelina, PD-L1) na
powierzchni wykorzystywanych komérek nowotworowych.

e Okreslenie wptywu przeciwciat bispecyficznych na indukcje lizy komdrek
nowotworowych (RL95-2, BT20, Pancl, Panc 05.04) przez ludzkie jednojgdrzaste
komorki krwi obwodowej (PBMC) w odniesieniu do przeciwciat monospecyficznych i
terapii kombinowanych.

e Ocena zmiany w profilu produkowanych cytokin przez komérki PBMC w ko-kulturze z
komadrkami nowotworowymi i w obecnosci przeciwciat bispecyficznych.

e Analiza subpopulacji limfocytow T CD4+ po ko-kulturze z komdérkami nowotworowymi w

obecnosci przeciwciat bispecyficznych.
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/. MATERIALY | METODY

7.1. Materiaty

7.1.1. Materiaty zuzywalne i odczynniki

7.1.1.1. Hodowle bakteryjne

Odczynniki wykorzystywane do hodowli bakteryjnych zostaty wymienione w Tabeli 3.

Tabela 3 Odczynniki wykorzystywane przy hodowlach bakteryjnych

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Komadrki kompetentne DH5a Thermo Fisher Scientific ECO112
Podtoze LB BTL P-0279
Ampicylina Cayman Chemical Company 14417
Kanamycyna Carl Roth T832.2
Agar bakteriologiczny BTL S-0001

7.1.1.2. Inzynieria genetyczna

Odczynniki wykorzystywane do prac zwigzanych z inzynierig genetyczng (oczyszczanie, ligacja,

analiza restrykcyjna DNA, PCR, elektroforeza DNA itp.) zostaty wymienione w Tabeli 4.

Tabela 4 Odczynniki wykorzystywane do prac zwigzanych z inzynierig genetyczna.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Zestaw do oczyszczania DNA EURx E3500
(miniprep)
Zestaw do oczyszczania DNA Thermo Fisher K2100-04
(midiprep)
Zestaw do oczyszczania DNA Thermo Fisher K2100-07
(maxiprep)
Zestaw do oczyszczania DNA EURx E3540
z zelu agarozowego
Zestaw do oczyszczania DNA EURx E3520
po reakcjach
enzymatycznych
Bufor Ligazy DNA T4 New England Biolabs B0202S
Ligaza DNA T4 New England Biolabs M0202
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Odczynnik Producent Numer katalogowy
Bufor CutSmart™ New England Biolabs B7204S
BamHI-HF New England Biolabs R3136
Xhol New England Biolabs RO146
Kpnl-HF New England Biolabs R3142
HindlIlI-HF New England Biolabs R3104
Sall New England Biolabs RO138
Nhel-HF New England Biolabs R3131
Nrul-HF New England Biolabs R3192
Mlul-HF New England Biolabs R3198
Agaroza Thermo Scientific R0492
Midori Green Nippon Genetics MGO04
2-propanol Chempur 117515002
Polimeraza Phusion New England Biolabs MO0530
Bufor 5x Phusion HF New England Biolabs BO518SVIAL
DMSO New England Biolabs BO515AVIAL
dNTP Mix New England Biolabs N0447
Startery Genomed N/D

7.1.1.3. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE i western blot

Odczynniki i materiaty

zuzywalne

wykorzystywane

elektroforezy w zelu

poliakrylamidowym oraz analizy Western blot zostaty wymienione kolejno w Tabeli 5 i Tabeli 6.

Tabela 5 Odczynniki wykorzystywane do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym oraz analizy Western

blot.
Odczynnik Producent Numer katalogowy
Akrylamid (Acryl/BIS™ 19:1) VWR 0496
TRIS Fisher Bioreagents BP152-1
SDS VWR 0227
Btekit bromofenolowy VWR 0449
Gliceryna Chempur 114433204
TEMED VWR 0761
APS VWR M133
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Odczynnik Producent Numer katalogowy
2-merkaptoetanol VWR 0482
Glicyna Sigma Aldrich 33226
Metanol Chempur 116219904
Przeciwciata anty-ludzkie Thermo Fisher 31789
IgG, biotynylowane
Przeciwciata anty-HisTag Southern Biotech 4603-08
biotynylowane
Przeciwciata anty-mysie IgG Thermo Fisher 31430
skoniugowane z HRP
Koniugat streptawidyna-HRP Pierce 21124
BSA Fisher Bioreagents BP9702
Mleko w proszku PanReac AppliChem A0830
NaCl VWR 27810.295
KCl VWR 0395
Na;HPO, Chempur 117992300
KH,PO, VWR 26925.295
TWEEN 20 VWR M147

Tabela 6 Materiaty zuzywalne wykorzystywane do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym oraz analizy

Western blot.

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Membrana PVDF Cytiva 10600023
Bibuty do western blot Cytiva 10426880

7.1.1.4. Chromatografia analityczna

Odczynniki i materiaty zuzywalne niezbedne do prowadzenia eksperymentéw z zakresu

chromatografii analitycznej zostaty wymienione kolejno w Tabeli 7 i Tabeli 8.

Tabela 7 Odczynniki wykorzystywane do chromatografii analityczne;.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Kwas octowy VWR 20104.334
Chlorek potasu VWR 26925
Chlorek sodu VWR 26925
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Odczynnik Producent Numer katalogowy
NazHPO4 VWR TS44814
NaH;PO4 VWR 470302-664

Octan sodu VWR 0602

TRIS Alfa Aesar 31801
TRIS-HCI VWR 0234
Standard wielko$ci biatek Sigma Aldrich 69385

Tabela 8 Materiaty zuzywalne wykorzystywane do chromatografii analitycznej.

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Kolumna, biatko A Tosoh 0023483
Kolumna SEC Waters 186005226
Fiolki HPLC Polygen 1109 2275
Zakretki do fiolek Chrom4 C39RE-09B
Strzykawki 3 mL Henke Sass Wolf 8300005762
Filtry strzykawkowe 0,22 um VWR 514-0073
7.1.1.5. Chromatografia preparatywna
Odczynniki i materiaty zuzywalne niezbedne do prowadzenia prac zwigzanych z

chromatografig preparatywng przedstawione sg kolejno w Tabeli 9 i Tabeli 10.

Tabela 9 Odczynniki wykorzystywane do chromatografii preparatywnej

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Ztoze — Protein A (MabSelect Cytiva 17543804
Sure)
Ztoze niklowe Cytiva 17371202
(Ni Sepharose excel)

Kwas octowy Carl Roth T179
Imidazol Aldrich Chemistry 1202
Na;HPO, VWR 1544814
NaH2PO4 VWR 470302-664

Chlorek sodu VWR 26925

Wodorotlenek sodu VWR 28244.295
TRIS Alfa Aesar 31801
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Odczynnik

Producent

Numer katalogowy

TRIS-HCI

VWR

0234

Tabela 10 Materiaty zuzywalne wykorzystywane do chromatografii preparatywnej

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Kolumna SEC (HiLoad 26/600 Cytiva 28-9893-36
Superdex 200 pg)
Kolumna ze ztozem z niklem Cytiva 17524701
(HisTrap HP), 1 mL
Kolumna szklana YMC 10/200M0V
Sterylizujace filtry kapsutowe mdi DKS55101AARX301
200 cm?
7.1.1.6. ELISA

Odczynniki i materiaty zuzywalne wykorzystywane przy testach immunoenzymatycznych

(ELISA) zostaty wymienione kolejno w Tabeli 11 i Tabeli 12.

Tabela 11 Odczynniki wykorzystywane do testéw ELISA.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
TMB Sigma Aldrich T0440
BSA Fisher Bioreagents BP9702
Przeuwc!a’fa anty-ludzkie Thermo Fisher 31789
IgG, biotynylowane
Przeciwciata anty-HisTag Southern Biotech 4603-08
biotynylowane
H,S04 POCH 575000115
TWEEN 20 VWR M147

Tabela 12 Materiaty zuzywalne wykorzystywane do testéw ELISA.

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Ptytki 96-dotkowe Thermo Fisher 439454
Reze'rwuar}/ na odczynniki do BIOLOGIX 55-1025
pipet wielokanatowych
Folia do ptytek greiner bio-one 676001
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7.1.1.7. Linie komorkowe

Linie komérkowe uzyte w projekcie zostaty przedstawione w Tabeli 13.

Tabela 13 Linie komdrkowe wykorzystywane w projekcie.

Linia komoérkowa Producent Numer katalogowy

CHO-K1 ATCC CCL-61
Freestyle 293F Thermo Fisher R79007

RL95-2 ATCC CRL-1671

Panc-1 ATCC CRL-1469

Panc 10.05 ATCC CRL-2547

Panc 05.04 ATCC CRL-2557
BT20 ATCC HTB-19

7.1.1.8. Hodowle komdérek zawiesinowych

Odczynniki i materiaty zuzywalne wykorzystywane do hodowli komérek zawiesinowych

zostaty wymienione kolejno w Tabeli 14 i Tabeli 15.

Tabela 14 Odczynniki wykorzystywane przy hodowlach komérek zawiesinowych

Odczynnik Producent Numer katalogowy
BalanCD CHO Growth A Fujifilm Irvine Scientific 94120
BalanCD HEK Fujifilm Irvine Scientific 94137
L-glutamina Carl Roth HNO08.3
G418 Disulfate TOKU-E G021-100ML
Higromycyna B PAN Biotech P06-08100
D-Glukoza VWR 0188
OptiMEM gibco 31985070
Polietylenoimina Polysciences 23966
DMSO Sigma Aldrich 2650
NaOH STANLAB 011-002-00-6

Tabela 15 Materiaty zuzywalne wykorzystywane przy hodowlach komérek zawiesinowych.

Przedmiot

Producent

Numer katalogowy

Kolby Elrenmeyera 125 mL

Nalgene

TMO04115-0125
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Przedmiot Producent Numer katalogowy
Kolby Elrenmeyera 250 mL Corning CLS431144
Kolby Elrenmeyera 500 mL Corning CLS431255
Kolby Elrenmeyera 1 L Corning CLS431147
Kolby Elrenmeyera 2 L Corning CLS431145
Ptytki 96-dotkowe Greiner Bio-One 655161
nietraktowane
Ptytki 24-dotkowe VWR 734-2779
nietraktowane
Ptytki 6-dotkowe NEST 703001
nietraktowane
Mini bioreaktor Corning 431720
Zestaw do filtracji prézniowej Nalgene 566-0020
500 mL
Zestaw do filtracji prézniowej Nalgene 567-0020
1L
Szkietka do automatycznego NanoEnTek EVS-050
licznika komdrek
Kuwety do elektroporacji BTX 45-0126
Krioprobéwki VWR 10018-754

7.1.1.9. Hodowle komérek adherentnych.

Odczynniki i materiaty zuzywalne niezbedne do hodowli komérek adherentnych zostaty

przedstawione kolejno w Tabeli 16 i Tabeli 17.

Tabela 16 Odczynniki wykorzystywane do hodowli komdrek adherentnych.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
EMEM PAN Biotech P04-08056
DMEM:F12 PAN Biotech P04-41250
RPMI-1640 PAN Biotech P04-18047
DMEM PAN Biotech P04-03596
Ham’s F12 PAN Biotech P04-14500
FBS PAN Biotech P30-19375

Rekombir;s(\;\;;:(r;a insulina Sigma 19278

Trypsyna-EDTA 0,25% Thermo Fisher 25200-072
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Odczynnik

Producent

Numer katalogowy

DPBS

PAN Biotech

P04-361000

Tabela 17 Materiaty zuzywalne wykorzystywane do hodowli komérek adherentnych.

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Ptytki 6-dotkowe traktowane NEST 703001
Ptytki 24-dotkowe NEST 702001
traktowane
Ptytki 96-dotkowe NEST 701001
traktowane
Kolby 75 cm? traktowane VWR 734-2313
Zestaw do ﬁ|t;‘.afjl prézniowej Nalgene 567-0020
Szkle’fk.a d(? automzf\tycznego NanoEnTek EVS-050
licznika komarek
Krioprobéwki VWR 10018-754

7.1.1.10. Analiza zdolno$ci blokowania $ciezki PD-1/PD-L1.

Odczynniki i materiaty zuzywalne niezbedne do przeprowadzenia analizy zdolnosci

blokowania $ciezki PD-1/PD-L1 zostaty przedstawione kolejno w Tabeli 18 i Tabeli 19.

Tabela 18 Odczynniki do analizy zdolnosci blokowania $ciezki PD-1/PD-L1.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Test blokady chiezkl PD-1/PD- Promega 11250
Odczynnik do wywotywania Promega 67940

luminescenc;ji Bio-Glo™

Tabela 19 Materiaty zuzywalne do analizy zdolnosci blokowania s$ciezki PD-1/PD-L1.

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Ptytki 96-dotkowe biate Thermo Fisher 136101
Rezerwuary na odczynniki do BIOLOGIX 95-1025

pipet wielokanatowych
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7.1.1.11. Izolacja jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC).
Odczynniki niezbedne w procesie izolacji jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC)

zostaty przedstawione w Tabeli 20.

Tabela 20 Odczynniki wykorzystywane do izolacji komorek PBMC.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Medium z gradientem Cytiva 17144002
gestosci
DPBS PAN Biotech P04-361000
FBS PAN Biotech P30-19375
DMSO Sigma Aldrich 2650
RPMI-1640 ATCC 30-2001

7.1.1.12. Cytometria przeptywowa.
Odczynniki i materiaty zuzywalne wykorzystane w cytometrii przeptywowej zostaty

wymienione kolejno w Tabeli 21 i Tabeli 22.

Tabela 21 Odczynniki wykorzystywane w cytometrii przeptywowej

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Przeciwciato aLnlty-Iudzkle PD- Thermo Fisher 14-5983-82
Przeciwciato anty-ludzkie Thermo Fisher PAG-14725
ROR-1
Przeciwciato an'ty-ludzka Thermo Fisher MA551862
Mezotelina
Przeciwciato anty-mysie I1gG, BD Biosciences 550589
wyznakowane PE
Przeciwciato anty-krélicze .
Thermo Fisher A10542
IgG, wyznakowane PE
BSA Fisher Bioreagents BP9702
NaCl VWR 27810.295
KCl VWR 0395
Na;HPO4 Chempur 117992300
KH2PO4 VWR 26925.295
Etanol 96% STANLAB 603-002-00-5

43



Odczynnik Producent Numer katalogowy
eBioscience™ Essential ThermoFisher A42925
Human Treg Phenotyping Kit
eBioscience™ Fixable .
Viability Dye eFluor™ 506 ThermoFisher 65-0866-14
eBioscience™ Flow ThermoFisher 00-4222-26
Cytometry Staining Buffer
UitraComp eBeads ThermoFisher 01-2222-42
Compensation Beads

Tabela 22 Materiaty zuzywalne wykorzystywane w cytometrii przeptywowej

Przedmiot Producent Numer katalogowy
Probéwki do cytometru Corning 352008
przeptywowego
Ptytki 96-dotkowe, v-shape Thermo Fisher Scientific 277143
Rezerwuary na odczynniki do BIOLOGIX 25-1025
pipet wielokanatowych

7.1.1.13. Analiza cytotoksycznosci w ko-kulturze PBMC/komorki nowotworowe.

Odczynniki i materialy zuzywalne niezbedne do przeprowadzenia eksperymentéw
wykazujacych zmiany w potencjale cytotoksycznym komérek PBMC w obecnosci badanych

przeciwciat zostaty przedstawione kolejno w Tabeli 23 i Tabeli 24.

Tabela 23 Odczynniki wykorzystywane w testach cytotoksycznosci.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
FBS PAN Biotech P30-19375
EMEM PAN Biotech P04-08056
DMEM:F12 PAN Biotech P04-41250
RPMI-1640 PAN Biotech P04-18047
DMEM PAN Biotech P04-03596
MTT PanReac AppliChem A2231
SDS VWR 0227
HCI Chempur 115752837
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Tabela 24 Materiaty zuzywalne wykorzystywane w testach cytotoksycznosci.

Przdmiot Producent Numer katalogowy
Ptytki 96-dotkowe NEST 701001
traktowane
Rezerwuary na odczynniki do BIOLOGIX 25-1025
pipet wielokanatowych

7.1.1.14. Analiza poziomu cytokin.
Odczynniki i materiaty zuzywalne niezbedne do przeprowadzenia analizy poziomu cytokin w

hodowlach komdérkowych zostaty przedstawione kolejno w Tabeli 25 i Tabeli 26.

Tabela 25 Odczynniki wykorzystywane do analizy poziomu cytokin.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Human Granzyme B DuoSet R&D Systems DY2906-05
ELISA
Human IL-2 DuoSet ELISA R&D Systems DY202-05
H TNF-alpha D
uman TNF-alpha DuoSet R&D Systems DY210-05
ELISA
H IFN- D
uman [FN-gamma DuoSet R&D Systems DY285B-05
ELISA
Human IL-10 DuoSet ELISA R&D Systems DY217B-05
TMB Sigma Aldrich T0440
BSA Fisher Bioreagents BP9702
H,S04 POCH 575000115
TWEEN 20 VWR M147

Tabela 26 Materiaty zuzywalne wykorzystywane do analizy poziomu cytokin.

Przdmiot Producent Numer katalogowy
Przedmiot Producent Numer katalogowy
Ptytki 96-dotkowe Thermo Fisher 439454

Rezerwuary na odczynniki do

A | BIOLOGIX 25-1025
pipet wielokanatowych
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7.1.2. Aparatura

Lista aparatury wykorzystanej do wykonania badan zostata przedstawiona w Tabeli 27.

Tabela 27 Lista aparatury wykorzystanej przy realizacji projektu

Aparatura Model Producent
I&ﬁ?:;g;ncigrzz New Brunswick S41i Eppendorf
Inkubator CO; CellXpert C170 Eppendorf
Inkubator CO» INCO108med Memmert
Inkubator z wytrzasaniem Al 70 Minitron Infors
Wiréwka MPW-352R MPW
Wirdwka 5415 R Eppendorf
Wirdwka preparatywna 12-21M Beckman

Chromatograf
wysokocisnieniowy

Vanquish UHPLC system +
CDS Chromeleon 7.2

Thermo Fisher Scientific

Chromatograf preparatywny

AKTA Pure 25

GE Healthcare

Czytnik mikroptytek Spark Tecan
Komora laminarna BIO130 A2 Alpina
Zestaw jednokanatowych
pipet automatycznych (0,1 -
2,5 uL; 2-20uL; 20-200 Research plus Eppendorf
pL; 100 - 1000 pL; 0,5-5
mL)
Pipeta 12-kanatowa
30 - 300 L Research plus Eppendorf
Pipeta 12-kanatowa
10 - 100 L Research plus Eppendorf
Pipeta 8-kanatowa
30 - 300 L Research plus Eppendorf
Pipeta 8-kanatowa
10 - 100 L Research plus Eppendorf
i - -1
Pipeta 8 kanz’lf_owa 0,5-10 Research plus Eppendorf
Automatyc’zny licznik EVE NanoEnTek
komérek
. VisiScope 1T415 PH + kamera
Mikroskop VisiCam 5.0 plus VWR
Mikroskop konfokalny SP8X Leica
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Aparatura Model Producent
Cytometr przeptywowy FACScalibur BD Biosciences
System wizualizacji membran ChemiDoc BIO-RAD

i zeli

Transiluminator

Fast Gene Blue/White LED

Nippon Genetics

Tab
Systgm do elektroforezy w Mini Gel || VWR
zelu agarozowym
System do elektroforezy w Mini-PROTEAN Tetra Cell BIO-RAD

zelu poliakrylamidowym

Zasilacz do elektroforezy

PowerPro 3AMP

Cleaver Scientific

System do transferu western

Trans-Blot Turbo

BIO-RAD

blot
. Zamrazarka U445 2.5 Telstar
niskotemperaturowa
Elektroporator GenePulser xCell BIO-RAD
System CFX 96 Touch C1000
Termocykler Touch Thermal Cycler BIO-RAD
Spektrometr UV-VIS UV-1600PC VWR

pH-metr FiveEasy Plus FP20 Mettler Toledo
Konduktometr SevenCompact S231 Mettler Toledo
Waga laboratoryjna PS 4500.3Y.M RADWAG
Waga analityczna AS 60/220.X2 RADWAG
System do demineralizacji HLP 5UV Hydrolab
wody
Autoklaw Vapour Line 135 EU VWR
Dewar BSS-750 VWR
Wytrzasarka 3500 Adg/s;::;j Orbital VWR
Wytrzasarka Rocker 2D Basic VWR
Mieszadto magnetyczne MR HEI-TEC Heidolph
Worteks REAX TOP VWR
Pompa prézniowa Rocker 400 Rocker
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7.2. Metody

7.2.1. Projektowanie konstruktéw genetycznych
W ramach prac zaprojektowano konstrukty genetyczne dla przeciwciat bispecyficznych,
monospecyficznych i receptordw ktére te przeciwciata majg wigzaé. Sekwencje aminokwasowe,

wraz ze zrodtem pochodzenia zostaty przedstawione w Tabeli 28.

Tabela 28. Zrédtowe sekwencje aminokwasowe z ktérych projektowane byty konstrukty genetyczne.

Przeciwciato anty-ROR-1 (Wniosek patentowy: W02016172726A1)

tancuch ciezki

QVQLOQQSGAELRPGASVTLSCKASGYTFSDYEMHWVIQTPVHGLEWIGAIDPETGGTAYNQKFKGKAILT
ADKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCTGYYDYDSFTYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

tancuch lekki

DIVMTQSQKIMSTTVGDRVSITCKASQNVDAAVAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRYTGVPDRFTGSGSGT
DFTLTISNMQSEDLADYFCQQYDIYPYTFGGGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Przeciwciato anty-Mezotelina (Wniosek patentowy: US8206710B2)

tancuch ciezki

QVQALOQSGPELEKPGASWKISCKASGYSFTGYTMNWWKQSHGKSLEWIGLITPYNGASSYNQKFRGKA
TLTVDKSSSTAYMDLLSLTSEDSAWYFCARGGYDGRGFDYWGSGTPWTWSSASTKGPSWFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVD

tancuch lekki

DIELTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSY
SLTISSVEAEDDATYYCQQWSKHPLTFGSGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKDNALQSGNSQESVTEQDSKPSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Przeciwciato anty-PD-L1 (Atezolizumab) (Numer dostepu Drugbank: DB11595)
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tancuch ciezki

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFT
ISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

tancuch lekki

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

ROR-1 ektodomena aminokwasy 30-406 (Numer dostepu Uniprot: Q01973)

QETELSVSAELVPTSSWNISSELNKDSYLTLDEPMNNITTSLGQTAELHCKVSGNPPPTIRWFKNDAPVVQ
EPRRLSFRSTIYGSRLRIRNLDTTDTGYFQCVATNGKEVVSSTGVLFVKFGPPPTASPGYSDEYEEDGFCQPY
RGIACARFIGNRTVYMESLHMQGEIENQITAAFTMIGTSSHLSDKCSQFAIPSLCHYAFPYCDETSSVPKPR
DLCRDECEILENVLCQTEYIFARSNPMILMRLKLPNCEDLPQPESPEAANCIRIGIPMADPINKNHKCYNST
GVDYRGTVSVTKSGRQCOQPWNSQYPHTHTFTALRFPELNGGHSYCRNPGNQKEAPWCFTLDE
NFKSDLCDIPACDSKDSKEKNKMEILY

Mezotelina ektodomena aminokwasy 296-580 (Numer dostepu Uniprot: Q13421)

EVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKKWELEACVDAALLATQMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPES
VIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLEVNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGQLDKDTLDTLTAFYP
GYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPQDLDTCDPRQLDVLYPKARLAFQNMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLK
ALSQQNVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKAEERHRPVRDWILRQRQDDLDTLGLGL
QG

PD-L1 ektodomena aminokwasy 19-238 (Numer dostepu Uniprot: QONZQ7)

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLK
DQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGY
PKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHP
PNER
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Przeciwciata bispecyficzne projektowane byly w formacie symetrycznym, w ktérym scFv

celujgce w PD-L1 podtgczone jest do C-koica domeny CH3 przeciwciata anty-ROR-1 lub anty-

Mezotelina. Dla obu przeciwciat bispecyficznych zastosowano dwa rodzaje fragmentu Fc — IgG1 i

IgG4, otrzymujgc tym samym 4 przeciwciata bispecyficzne: R2_7_1 (anty-ROR-1/anty-PD-L1

IgG1), R2_7 2 (anty-ROR-1/anty-PD-L1 1gG4), R2_8 1 (anty-Mezotelina/anty-PD-L1 IgG1),

R2_8 2 (anty-Mezotelina/anty-PD-L1 1gG4). Przeciwciata monospecyficzne zaprojektowano w

formacie IgGl — R1_A6 (anty-PD-L1, atezolizumab), R1_A7 (anty-ROR-1), R1_A8 (anty-

Mezotelina). Do ektodomen receptordw przytaczony zostat fragment Fc IgG1 (do oczyszczania z

wykorzystaniem chromatografii powinowactwa na biatku A) oraz His-Tag (6-krotnie powtdrzony

aminokwas histydyna — do celéw analitycznych). Schematyczne przedstawienie konstruktow

genetycznych zestawione zostato w Tabeli 29, natomiast schematyczne przedstawienie formatu

przeciwciat bispecyficznych na Rycinie 5.

Tabela 29. Schematyczne przedstawienie zaprojektowanych konstruktéw genetycznych.

Schemat zaprojektowanego konstruktu genetycznego

Biatko
PD-L1
mesE ] e [ e [ ]
ROR-1
| ROR-1(30-406) | HHHHHH | IEGR | FclgGl |
Mezotelina
| Mezotelina (296-580) | HHHHHH | IEGR | FclgGl |
R1_A6
C
R1_A7
C
R1_A8
C
Re-r D D GED GED-( D D)
N C
scFv
—@ED-CE D«
R2_7_2

(GGGGS] (GGGGS]

scFv
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Rycina 5. Schematyczne przedstawienie zaprojektowanych przeciwciat bispecyficznych.

“ "“ "“ "“ " ' Anty -ROR-1 |
YAvAV AV g

noa o o
0 Anty-PD-L1 scFv

R2 7 1 R2 7 2 R2 8 1 R2 8 2

Zaprojektowane konstrukty genetyczne zostaly zsyntezowane zewnetrznie, przez firme
Eurofins Genomics oraz dostarczone w dostepnych komercyjnie wektorach do klonowania
udostepnianych przez dostawce: pEX-A128 lub pEX-A258, warunkujacych opornos¢ na
ampicyline. Otrzymane liofilizaty plazmidéw zostaty zawieszone w buforze Tris-EDTA (TE), w
objetosci koniecznej do uzyskania stezenia 100 ng/uL, a nastepnie wykorzystane do

transformacji komorek kompetentnych.

7.2.2. Hodowla bakteryjna i przygotowanie komdrek kompetentnych

Komérki E. coli DH5a hodowano w pozywce LB, wzbogaconej ampicyling (100 pug/mL). W
przypadku komdrek nietransformowanych nie dodawano antybiotykéw. Jesli nie wskazano
inaczej, hodowle prowadzono przez noc w temperaturze 37°C, przy wytrzgsaniu 180 RPM w
inkubatorze Infors Al 70 Minitron.

Z nocnej hodowli komérek DH5a przygotowano sSwiezg hodowle o objetosci 120 mL,
rozcienczajac jg w stosunku 1:100 (v/v). Gdy ODeoo 0siggneto warto$é miedzy 0,8 a 1,0, komorki
odwirowano przy 4000 RCF przez 10 minut w temperaturze 4°C. Supernatant usunieto, a osad
zawieszono w 10 mL zimnego, 100 mM chlorku magnezu. Nastepnie komérki ponownie
odwirowano. Procedure ptukania chlorkiem magnezu i wirowania powtdrzono. Komorki
zawieszono w 10 mL zimnego, 100 mM chlorku wapnia i inkubowano na lodzie przez 10 minut.

Komorki odwirowano przy 4000 RCF przez 10 minut w temperaturze 4°C. Po usunieciu
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supernatantu, osad zawieszono w 4 mL zimnego roztworu 100 mM chlorku wapnia z 20%
glicerolu. Uzyskang zawiesine rozdzielono do mikroprobéwek wirdwkowych po 50 pL i

zamrozono w temperaturze -80°C..

7.2.3. Transformacja
Do transformacji komérek kompetentnych stosowano zwykle 100 ng DNA plazmidowego.
Transformacja prowadzona byta metodg szoku cieplnego, zgodnie z informacjami

przedstawionymi w Tabeli 30.

Tabela 30 Warunki transformacji komérek kompetentnych

Warunki Czas
Léd 30 minut
42°C 45 sekund
Lod 2 minuty
0,5 mL LB bez antybiotykdw, 37°C 25— 45 minut

LB z ampicyling; 37°C; 5-10 mL z
wytrzgsaniem 180 RPM dla hodowli
zawiesinowych lub szalka Petriego dla
hodowli na podtozu statym

Hodowla przez noc

7.2.4. Oczyszczanie DNA

Plazmidowy DNA przeznaczony do dalszych proceséw klonowania zostato oczyszczone przy
uzyciu komercyjnego zestawu do izolacji plazmidowego DNA, zgodnie z zaleceniami producenta
(EURX).

Podobnie, w przypadku izolacji plazmidowego DNA w wiekszej skali, ktére miato by¢
stosowany do elektroporacji lub przejsciowej produkcji biatek na kolejnych etapach badan,
zastosowano komercyjny zestaw do oczyszczania plazmidowego DNA. Zestaw ten zapewnia
odpowiednig czystos¢ preparatu, niezbedng do wymienionych zastosowan. Proces oczyszczania
przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta (Thermo Fisher Scientific).

Oczyszczanie fragmentow DNA wycietych z Zelu agarozowego oraz po reakcjach
enzymatycznych (trawienie restrykcyjne) obywato sie z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
zestawdw przeznaczonych do tego typu zastosowan; oczyszczanie prowadzono zgodnie z

zaleceniami producenta (EURX).
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7.2.5. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi
Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi byto prowadzone wedtug zalecen producenta
enzymoéw (New England Biolabs). Warunki przyktadowej reakcji trawienia zostaty przedstawione

ponizej (Tabela 31).

Tabela 31 Warunki przyktadowej reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

Warunek Wartos¢
BamHI-HF 0,5 uL
Xhol 1uL
DNA plazmidowe 10 uL
Bufor CutSmart 10x 2 uL
Woda 6,5 pL
Temperatura inkubacji 37°C
Czas trawienia 260 minut

W przypadku rutynowego trawienia restrykcyjnego stosowano 1-2 U/ug DNA.

Linearyzacja plazmidowego DNA do przeznaczonego do dalszych prac z hodowlami ssaczymi
byta przeprowadzana z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych w stosunku 0,5 — 1 U/ug DNA
przez noc. Catkowita objeto$¢ reakcji byta tak dobrana, aby objetos¢ uzytych enzymow nie
przekraczata 10% catkowitej objetosci reakcji. Objetos¢ buforu do trawienia zostata odpowiednio

dostosowana, aby uzyskac koricowe stezenie buforu na poziomie 1x.

7.2.6. Elektroforeza w zelu agarozowym
Elektroforeza w zelu agarozowym (dtugos$¢ 6 cm, 1% agaroza) byta prowadzona przy uzyciu
buforu TAE pod napieciem 100 V przez 30-40 minut. Po elektroforezie, zel barwiono przez 15-25

minut (midori Green) i wizualizowano w $wietle niebieskim.

7.2.7. Lligacja

Konstrukty genetyczne wyciete z dostarczonych plazmidéw do klonowania lub przygotowane
poprzez ligacje elementéw pozyskanych z biblioteki elementéw genetycznych zostaty
wklonowane do plazmidéw do ekspresji: pcDNA3.1(+) (ThermoFisher Scientific) — do produkcji
przejSciowej, pREC3G (Recepton) lub pREC3H (Recepton) — do produkcji w stabilnych liniach
komodrkowych.

Ligacje prowadzono z wykorzystaniem rekombinowanej ligazy faga T4 (New England Biolabs),

w warunkach kontrolowanej temperatury. Stosunek molowy wstawki DNA do wektora zawierat
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sie w zakresie 5:1 do 10:1. Stosowano 80-100 ng wektora. Przyktadowe warunki ligacji

przedstawiono w Tabeli 32.

Tabela 32 Przyktadowe warunki ligacji fragmentu DNA do wektora.

Element Wartos¢
Fragment DNA 15 uL
Wektor 2 uL
Ligaza lpul
Bufor 10x 2 uL
Temperatura 21°C
Czas 1h

Po zakonczonej ligacji cato$¢ mieszaniny ligacyjnej byta uzyta do transformacji komadrek
kompetentnych i wysiewana na szalki Petriego.
7.2.8. Reakcja PCR

Startery do reakcji PCR syntetyzowane byly zewnetrznie (Genomed lub SigmaAldrich).

Przyktadowy sktad mieszaniny reakcyjnej oraz schemat reakcji przedstawione zostaty kolejno w

Tabeli 33 i Tabeli 34.

Tabela 33 Przyktadowy sktad mieszaniny do reakcji PCR

Sktadnik Objetos¢ [uL]

Polimeraza Phusion (New England
Biolabs)

0,2

Bufor do reakcji (5x)

Mieszanina dNTPs

Starter Forward (roztwér 10 uM)

Starter Reverse (roztwér 10 uM)

(SR I R Y N RSP N

Matryca (1 ng/ulL)

Woda 9,8

Tabela 34 Przyktadowy profil temperaturowy reakcji PCR

Temperatura [°C] Czas [s]
98 180
98 20
60 30 x30
72 15
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Temperatura [°C]

Czas [s]

72

300

10

7.2.9.

Elektroforeze w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) prowadzono w buforze TRIS-glicyna

Elektrofreza w zelu poliakrylamidowym (SDS-Page)

(sktad 10x stezonego buforu przedstawiony w Tabeli 35).

Tabela 35 Sktadniki buforu do elektroforezy SDS-PAGE

Sktadnik buforu llosé
TRIS 30,29 g
Glicyna 144 g
SDS 10g
o Do koricowej objetosci
Woda dejonizowana 1000 mL

Do przeprowadzenia rozdziatu stosowano Zzele poliakrylamidowe — zel zageszczajacy 5%, zel

rozdzielajacy 10% lub 12%. Sktadniki zeli zostaty przedstawione kolejno w Tabeli 36 i Tabeli 37.

Tabela 36 Sktad 10% i 12% poliakrylamidowych Zzeli rozdzielajgcych.

Sktadnik zelu rozdzielajacego | Objetosé —zel 10% [mL] | Objgtosc —zel 12% [mL]
Woda dejonizowana 2,400 2,150
Acrylamide/N,N .—meth.ylene—b|s— 1,250 1,500

acrylamide mix
; . . ~ 0
Tris (1,5 M; pH 8,8; SDS-0,39% 1,300 1,300
w/v)

APS 10% 0,050 0,050
TEMED 0,004 0,004

Tabela 37 Sktad 5% poliakrylamidowego zelu zageszczajacego.

Sktadnik zelu zageszczajacego Objetos¢ — zel 5% [mL]
Woda dejonizowana 1,470
Acrylamide/N,N"—metherne—bis— 0,250
acrylamide mix
Tris (1,0 M; pH 6,8; SDS-0,39% w/v) 0,260
APS 10% 0,020
TEMED 0,002
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Elektroforeze prowadzono zaréwno w warunkach redukujacych, jak i nieredukujgcych. W obu
wypadkach do odpowiedniej ilosci biatka (zwykle miedzy 1-3 pg) dodawano 5x stezony bufor do
prébek (250 mM TRIS, 40% glicerol (v/v), 8% SDS (w/v), 0,1% btekit bromofenolowy (w/v); w
przypadku warunkow redukujgcych dodatkowo 5% 2-merkaptoetanolu (v/v)) w stosunku 4:1
(v/v)) do stezenia 1x, a nastepnie podgrzewano przez 5 min w 95°C.

Rozdziat prowadzono stosujgc napiecie 120 V przez 20 minut (wyjscie prébek z zelu
zageszczajgcego), a nastepnie zwiekszano napiecie do 180 V. Po zakoriczonym rozdziale zel
inkubowany byt przez 15 — 30 minut w barwniku (FastGene Q-Stain), a nastepnie odbarwiany
wodg dejonizowang (1 — 24 h).

7.2.10. Okreslanie stezenia biatek posiadajgcych fragment Fc wykorzystaniem ultra

wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej

Stezenia biatek zawierajgcych fragment Fc byto okresSlane przy uzyciu ultra
wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (UPLC), z zastosowaniem kolumny z wypetnieniem
optaszczonym biatkiem A (Tosoh), co umozliwia analize prébek bez koniecznosci ich
wczesniejszego oczyszczania. Probka hodowli byta wirowana przy 4400 RCF przez 5 minut, po
czym uzyskany supernatant byt filtrowany przez filtr strzykawkowy z hydrofilowg membrang (PES
lub PVDF) o porach nie wiekszych niz 0,22 um.

Na zréwnowazong kolumne (bufor réwnowazacy: 20 mM NaHPO4 + 150 mM NaCl, pH 7,0)
aparat automatycznie nastrzykiwat 10 x 0,1 mL prébki. Po nastrzyku kolumna byta ponownie
ptukana buforem réwnowazgcym, a nastepnie biatka eluowano 100 mM kwasem octowym, pH
3,0.

Stezenie biatka byto okreslane poprzez porédwnanie powierzchni piku analizowanej prébki do
krzywej kalibracyjnej.

7.2.11. Analityczna chromatografia wykluczania

Analityczna chromatografia wykluczania (SEC) byta stosowana do okreslania wielkosci biatek
i czystosci preparatu. Przed rozpoczeciem analizy kolumna (ACQUITY UPLC Protein BEH SEC,
Waters) zostata zréwnowazona buforem 100 mM NaHPO4, pH 6,8, przy przeptywie 0,3 mL/min.
Na kolumne nastrzykiwano wczesniej przefiltrowany (membrana PES/PVDF, 0,22 um) lub
zwirowany (16000 RCF, 10 min) preparat biatka, zawierajgcy okoto 10 pg analizowanego biatka.
Analiza byta przeprowadzana przy przeptywie 3 mL/min. Masa molekularna zostata okreslona
przez poréwnanie czasu retencji analizowanej prébki z czasem retencji pikdw wzorca (Protein

Standard Mix, Sigma Aldrich).
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7.2.12. Hodowle komédrkowe

7.2.12.1. Linie ssaczych komadrek zawiesinowych

Szczegdtowe informacje dotyczgce warunkéw hodowli i sktadu medium hodowlanego dla

ssaczych linii komdrek zawiesinowych przedstawione zostaty w Tabeli 38.

Tabela 38 Szczegétowe informacje dotyczace warunkéw hodowli ssaczych komérek zawiesinowych.

Medium i -
inii Pochodzenie . Warunki hodowli Pasaz
Nazwa linii suplementacja
BalanCD CHO + 8mM
L-glutamina +/- 37°C, 8% CO,,
Jajnik chomiczaka | antybiotyki do selekcji wytrzgsanie 135 0,15-0,6 x 10°
CHO K1 .. .
pregowanego (genetycyna lub RPM (przy orbicie komoérek /mL
higromycyna) — jesli 25 mm)
potrzebne
° 0,
Ludzkie, 37°C, 8% CO,,

Freestyle 293F

embrionalne
komorki nerki

BalanCD HEK + 4mM L-
glutamina

wytrzgsanie 135
RPM (przy orbicie
25 mm)

0,15-0,6 x 10°
komoérek /mL

7.2.12.2. Linie ludzkich nowotworowych komérek adherentnych.

Szczegdtowe informacje dotyczgce warunkéw hodowli i sktadu medium hodowlanego dla

ludzkich, nowotworowych linii komdrek adherentnych przedstawione zostaty w Tabeli 39.

Tabela 39 Szczegétowe informacje dotyczgce warunkéw hodowli ludzkich, nowotworowych komaérek

adherentnych.
e Pochodzenie Medium i Warunki hodowli Pasaz
Nazwa linii suplementacja
Panc-1 Nowotwar trzustki DMEM + 10% FBS 37°C, 5% CO, PAS1:2do 1:4
Gruczolakorak RPMI1640 + 15% FBS + 37°C, 5% CO, PAS1:2do 1:4
Panc 10.05 . 10 U/mL ludzkiej
trzustki . .
insuliny
Gruczolakorak RPMI1640 + 15% FBS + 37°C, 5% CO, PAS 1:2 do 1:5
Panc 05.04 . 20 U/mL ludzkiej
trzustki . .
insuliny
Nowotwor DMEM:F12 + 10% FBS 37°C, 5% CO, PAS 1:2 do 1:5
RL95-2 endometrium + 0,005 mg/mL
macicy ludzkiej insuliny
BT20 Nowotwar piersi EMEM + 10% FBS 37°C, 5% CO, PAS 1:2 do 1:4
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7.2.12.3. Hodowla komdrek zawiesinowych

7.2.12.3.1. Rozmrazanie bankdw komdrek zawiesinowych

Banki komdrkowe wyjete z ciektego azotu byty inkubowane w 37°C, w fazni wodnej i az do
momentu catkowitego rozmrozenia banku. Nastepnie, byty one przeniesione pod komore
laminarng, gdzie sterylnie byty transferowane do odpowiedniego, wczesniej przygotowanego i
nagrzanego do 37°C medium hodowlanego. Zwykle, bank zawierat 10x10° komdrek, a objetos¢
medium hodowlanego wynosita 30mL, tym samym stezenie komdrek w hodowli po rozmrozeniu

wynosito w przyblizeniu 0,3 x 10° komdrek/mL.

7.2.12.3.2. Pasazowanie komorek zawiesinowych

Komérki zawiesinowe pasazowane byty po uptywie czasu zaleznym od gestosci inokulacji przy
poprzednim pasazu. Przy planowanym pasazu co 2 dni gestosci inokulacji wynosita 0,6 x 10°
komérek/mL, co 3 dni — 0,3 x 10® komdrek/mL, co 4 dni — 0,15 x 10® komdrek/mL.

Przed rozpoczeciem procedury przygotowywania medium mierzono stezenie komodrek w
hodowli z wykorzystaniem automatycznego licznika komérek Eve (NanoEntek). Nastepnie, w
sposéb aseptyczny, przygotowywano odpowiednig objetos¢ medium, w zaleznosci od dalszych
potrzeb. Medium pozostawiano do ogrzania w 37°C przez co najmniej 2 godziny. Finalnie
odpowiednig objetos¢ hodowli przenoszono do $wiezego medium i hodowano zgodnie z
informacjami zawartymi w Tabeli 34. Hodowle prowadzono w jednorazowych, sterylizowanych
fabrycznie kolbach Erlenmeyera (Thermo Fisher Scientific, Corning), oraz na wczesnych etapach
rozwoju linii komérkowych, w mini bioreaktorach o pojemnosci 50 mL (Corning). Objetos¢
robocza wynosita maksymalnie potowe nominalnej pojemnosci kolby, natomiast w przypadku

mini bioreaktoréw, objetos¢ robocza stanowita 10% ich nominalnej pojemnosci.

7.2.12.3.3. Przygotowywanie bankéw komarek zawiesinowych

Banki komérek zawiesinowych przygotowywane byty w standardowym medium hodowlanym
z dodatkiem 10% DMSO. Docelowa ilo$¢ komérek w kazdym z bankéw wynosita 10 x 10°
komorek, przy objetosci banku réwnej 1mL.

Objetos¢ hodowli niezbedna do przygotowania okreslonej liczby bankéw byta wirowana przy
200 RCF przez 5 minut. Nastepnie usuwano supernatant i zawieszano osad komérkowy w zimnym
medium przeznaczonym do bankowania, po czym porcjowano go do krioprobowek.
Krioprobdéwki inkubowano w Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific) przez 15 minut w
temperaturze 4°C, nastepnie w -80°C przez noc, a ostatecznie przenoszono je do

przechowywania w fazie gazowej ciektego azotu.

58



7.2.12.4. Hodowla komorek adherentych

7.2.12.4.1. Rozmrazanie bankdéw komdrek adherentnych

Banki komdrkowe wyjete z ciektego azotu byly inkubowane w 37°C, w fazni wodnej i az do
momentu catkowitego rozmrozenia banku. Nastepnie, byty one przeniesione pod komore
laminarng, gdzie sterylnie byty transferowane do odpowiedniego, wczesniej przygotowanego,
zimnego medium hodowlanego (9mL, w 15mL probdwce). Nastepnie mieszanina byta wirowana
(125 RCF, 7 minut), supernatant usuniety, a pozostaty osad komdrkowy zawieszony w 15mL,
nagrzanego do 37°C, medium hodowlanego. Tak przygotowang hodowle przenoszono nastepnie
do butelki hodowlanej o powierzchni wzrostowej 75 cm? i pozostawiono w inkubatorze bez

wytrzasania (37°C, 5% CO,).

7.2.12.4.2. Pasazowanie hodowli komdrek adherentnych.

Przed rozpoczeciem faktycznego procesu pasazowania komoérek adherentnych
przygotowywano najpierw wszystkie odczynniki niezbedne do pracy (medium hodowlane,
trypsyna, dPBS) i ogrzewano je do 37°C, przez minimum 2 godziny. Po uptywie tego czasu
usuwano znad komérek stare medium hodowlane, komérki przeptukiwano 10mL dPBS (w celu
usuniecia resztek FBS, ktdry hamuje dziatanie trypsyny), dodawano 2-3mL trypsyny, a nastepnie
pozostawiano w inkubatorze (37°C, 5% CO,) na 5-15 minut, w zaleznosci od tempa odklejania sie
komérek od powierzchni ptytki. W momencie, gdy zauwazono odklejenie wiekszosci komorek
(potwierdzone obserwacjg pod mikroskopem), do komérek dodawano medium hodowlane do
koncowej objetosci 10mL. Nastepnie dokonywano pomiaru stezenia komodrek i przenoszono je
do swiezego medium hodowlanego w objetosci zaleinej od dalszych planowanych prac.
Wszystkie stosowane media posiadaty dodatek czerwieni fenolowej, dlatego tez w toku hodowli,
jezeli zauwazono wyrazne zazoétcenie hodowli (Swiadczgce od zakwaszeniu srodowiska, ktére
moze by¢ szkodliwe dla prawidtowego wzrostu) — wymieniano medium na $wieze (zwykle co 2-3
dni). Do kolejnego pasazu przystepowano po osiggnieciu przez hodowle co najmniej 70% stopnia

konfluenciji.

7.2.12.4.3. Przygotowywanie bankéw komdérek adherentnych

Banki komdrek adherentnych przygotowywane byty w standardowym medium hodowlanym
z dodatkiem 5% DMSO. Docelowa ilo$¢ komdrek w kazdym z bankéw wynosita 2-4 x 10° komérek,
przy objetosci banku rownej 1mL.

Hodowle przygotowywano zgodnie z opisem w punkcie 6.2.12.4.2, do momentu pomiaru
komodrek — odpowiednig objetos¢ hodowli przenoszono do sterylnej probowki i wirowano

(125RCF, 7 minut). Nastepnie usuwano supernatant i zawieszano osad komdrkowy w zimnym
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medium przeznaczonym do bankowania, po czym porcjowano go do krioprobdéwek.
Krioprobdéwki inkubowano w aparacie Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific) przez 15 minut w
temperaturze 4°C, nastepnie w -80°C przez noc, a ostatecznie przenoszono je do

przechowywania w fazie gazowej ciektego azotu.

7.2.13. Produkcja biatek w ssaczych komérkach zawiesinowych

7.2.13.1. Produkcja biatek w stabilnych liniach komdérkowych CHO K1
7.2.13.1.1. Transfekcja komaérek CHO K1

Do transfekcji komérek CHO K1 wykorzystywano metode elektroporacji. Komérki byty
pasazowane co najmniej 2-krotnie przed przystgpieniem do transfekcji. Stosowane DNA byto
liniowe (linearyzacja zgodnie z punktem 6.2.5) i oczyszczone z uzyciem wtasciwego zestawu do

oczyszczania (zgodnie z punktem 6.2.4). Warunki elektroporacji zostaty zestawione w Tabeli 40.

Tabela 40 Parametry elektroporacji komdrek CHO K1

Parametr Wartos¢
Napiecie [V] 300
Czas pulsu [ms] 18
[los¢ pulséw 1
Przerwa miedzy pulsami N/D
Szerokos¢ kuwety [mm] 4
llos¢ komdrek [min] 1
Objetos¢ elektroporacji [pL] 400
Stezenie komdrek [mIn kom./mL] 2,5
llos¢ DNA [ug] 5-25
Medium do elektroporacji OptiMEM
Objetosé po elektrporacji [mL] 3,4

Bezposrednio po elektorporacji komadrki przeniesione byty na 6-dotkowa ptytke hodowlang i
umieszczone w inkubatorze (37°C, 8% CO), w medium bez selekcji. Nastepnego dnia do
wszystkich dotkéw dodawano medium z obecnymi antybiotykami, na ktdére opornosc
warunkowaty stosowane plazmidy (genetycyna, higromycyna lub oba). Nastepnie w dniu 3i5 od
procesu transfekcji stopniowo zwiekszano stezenie antybiotykdw (stezenie dobierane na
podstawie obrazu mikroskopowego hodowli), by w koricu w dniu 5 przenies¢ hodowle z 6-

dotkowych ptytek do mini-bioreaktoréow (objetos¢ hodowli 5mL, 37°C, 8% CO,, wytrzgsanie 135
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RPM). Od tego momentu dalsze zwiekszanie, utrzymywanie statego lub zmniejszanie stezenia
antybiotykéw zalezato od kondycji hodowli — gtdwnym parametrem oceny byt wzrost komorek i
ich zywotnosé. Zwiekszanie stezenia nastepowato do momentu osiggniecia bardzo niskiej
zywotnosci przez hodowle kontrolng (elektroporowang bez dodatku DNA warunkujacego
opornos¢ na antybiotyki) — ponizej 30%. Po zakoriczeniu selekcji weryfikowano skutecznosc
transfekcji poprzez analize ilosci produkowanego biatka — dla biatek posiadajgcych fragment Fc

poprzez UHPLC (opisane w sekcji 6.2.10).

7.2.13.1.2. Produkcja biatek w stabilnych liniach CHO K1

Produkcja biatek w stabilnych liniach komdrkowych CHO K1 odbywata sie poprzez
rozmrozenie banku komérkowego oraz ekspansje inokulum, prowadzong zgodnie z ogdlnymi
zasadami hodowli komérek CHO (sekcja 6.2.12 i nastepujace podsekcje). Hodowla produkcyjna
byta prowadzone przez 7-10 dni, w zaleznosci od jej kondycji, tj. zywotnosci komorek.

Zywotnoé¢ komérek oraz stezenie glukozy w hodowli mierzono w dniu 3., 5.i 7., a takze w
miare mozliwosci, przy wydtuzonych hodowlach, w kazdym kolejnym po dniu 7. W zaleznosci od
wyniku pomiaru, stezenie glukozy uzupetniano do poziomu 4 g/L poprzez dodanie sterylnego
roztworu glukozy o stezeniu 0,2 g/L.

Ostatniego dnia hodowli ponownie mierzono parametry hodowli (liczbe komaérek, zywotnosé
komorek, stezenie glukozy), po czym catg objetos¢ wirowano przy ($rednio) okoto 7750 RCF.
Ostatnim krokiem odzysku pierwotnego byta filtracja przez sterylizujgcy filtr kapsutowy z
hydrofilowa membrang PES lub PVDF o porach nie wiekszych niz 0,22 um. Tak uzyskany filtrat
poddawano dalszemu oczyszczaniu z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa lub

mrozono w temperaturze -80°C do pdzniejszego oczyszczenia.

7.2.13.2. Produkcja biatek w systemie przejsciowym w komérkach Freestyle293F

Komorki Freestyle293F hodowano w odpowiedniej objetosci (sekcja 6.2.12 i nastepujgce
podsekcje) , aby ich stezenie w dniu transfekcji nie przekroczyto 3 x 106 komérek/mL. Komorki
pasazowano do 90% koricowej, zaktadanej objetosci hodowli przy gestosci 10 x 10° komérek/mL.
Pozostate 10% medium pozostawiano w temperaturze pokojowej. Adaptacja komdrek do
Swiezego medium trwata co najmniej 3 godziny. W pozostawionych 10% medium zawieszano
DNA i odczynnik do transfekcji (PEI 25K linear, Polysciences) w stosunku 1 pg DNA na 1 milion
komoérek oraz 30 pL odczynnika o stezeniu 1 mg/mL na 10 mL hodowli. Tak przygotowane
medium pozostawiano na 30 minut w celu uformowania komplekséw DNA-PEI. Po zakoriczeniu
inkubacji mieszanine medium-DNA-PEI przenoszono do hodowli, tym samym uzyskujgc 100%

zaktadanej objetosci. Hodowla prowadzona byta od 5-10 dni, w zaleznosci od jej kondycji. W
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dniach 3, 5i 7 mierzono stezenie komdrek, ich zywotnosc¢ oraz stezenie rozpuszczonej glukozy —
w miare potrzeby suplementowano hodowle 0,2 g/L roztworem glukozy do finalnego stezenia 4
g/L. Ostatniego dnia hodowli ponownie mierzono parametry hodowli (liczbe komorek,
zywotnos¢ komoérek, stezenie glukozy), po czym catg objetos¢ wirowano przy srednio okoto 7750
RCF. Ostatnim krokiem odzysku pierwotnego byta filtracja przez sterylizujgcy filtr kapsutowy z
hydrofilowa membrang PES lub PVDF o porach nie wiekszych niz 0,22 um. Tak uzyskany filtrat
poddawano dalszemu oczyszczaniu z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa lub

mrozono w temperaturze -80°C do pdzniejszego oczyszczenia.

7.2.14. Oczyszczanie biatek

7.2.14.1. Chromatografia powinowactwa — Biatko A

Chromatografia powinowactwa wykorzystujgca biatko A byta stosowana jako pierwszy etap
oczyszczania konstruktéw zawierajgcych fragment Fc (przeciwciat lub biatek chimerycznych).
Kolumna wypetniona ztozem (MabSelectSure, Cytiva) byta przygotowana poprzez
zrébwnowazenie buforem rownowazgcym (4 objetosci kolumny; bufor 20 mM NaHPO4 + 150 mM
NaCl, pH 7,0). Nastepnie, mieszanina uzyskana w trakcie odzysku pierwotnego (opisanego w
punkcie 6.2.13.) naktadano na kolumne, zapewniajgc 4-minutowy czas kontaktu. Kolumna byta
nastepnie ptukana 3 objetosciami kolumny buforu réwnowazgcego oraz 4 objetosciami kolumny
40 mM roztworu octanu sodu, pH 5,0. Biatka zwigzane do ztoza byty eluowane 40 mM roztworem
octanu sodu, pH 3,3. Cato$¢ procesu prowadzona byta na zautomatyzowanym aparacie do
chromatografii — Akta Pure 25. Uzyskany preparat biatka byt natychmiast neutralizowany poprzez
doprowadzenie pH do zakresu 6,8—7,0 przy uzyciu 1 M roztworu TRIS, pH 8,0.

W przypadku stosowania oczyszczonego biatka w testach komdrkowych bez dalszych etapéw
oczyszczania, preparat poddawano wymianie buforu na PBS z wykorzystaniem koncentratorow
(minimum 3 objetosci pierwotnego preparatu), filtrowano przez filtr sterylizujacy, aseptycznie

porcjowano i przechowywano w temperaturze -80°C.

7.2.14.2. Chromatografia wykluczenia

Preparatywna chromatografia wykluczania (SEC) byta stosowana jako drugi krok oczyszczania,
majacy na celu eliminacje agregatéw, zanieczyszczen pozostatych po chromatografii
powinowactwa oraz ewentualnych frakcji zawierajgcych produkty degradacji. Uzywano kolumny

Superdex 200 pg 26 x 600 (Cytiva). Kolumna byta réwnowazona PBS. Prébki przed natozeniem na
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kolumne byty dostosowywane do pH 7,4. Rozdziat prowadzono nieprzerwanie, przy przeptywie
1 mL/min. Cato$¢ procesu prowadzona byta na zautomatyzowanym aparacie do chromatografii

— Akta Pure 25.

7.2.15. ELISA

Test ELISA zostat zastosowany do okre$lenia sity wigzania ligandéw i przeciwciat do
receptoréw i/lub celéw molekularnych. Ptytki zostaty optaszczone 50 plL roztworu biatka w
okreslonym stezeniu i inkubowane przez noc w 4°C. Nastepnego dnia ptytki byty rownowazone
w temperaturze pokojowej przez minimum 1 godzine, nastepnie wyptukane (4 x 300 pL PBST) i
zablokowane 1% roztworem BSA (1 godzina, temperatura pokojowa, bez wytrzgsania).

Testowane biatka wigzgce sie do biatek optaszczonych na ptytce zostaty rozciericzone do
zadanych stezen w PBS, a nastepnie 50 pL przygotowanych roztworéw dodano do wybranych
studzienek, po uprzednim usunieciu roztworu blokujgcego. Ptytke inkubowano przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem. Nastepnie ptytki wyptukano (4 x 300 uL PBST),
dodano po 50 plL przygotowanego roztworu przeciwciat pierwszorzedowych (zaleznie od
testowanych zwigzkéw) i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej bez
wytrzasania. Kroki ptukania i inkubacji powtdrzono z przeciwciatami drugorzedowymi lub
koniugatem streptawidyna-HRP.

Wszystkie dotki wyptukano 6 x 300 puL PBST. Do wywotania reakcji uzyto 100 pl/dotek
wczesniej ogrzanego do temperatury pokojowej TMB. Po 6 minutach reakcje zatrzymano poprzez
dodanie 100 pL/dotek 0,2 M H,SO4. Absorbancja byta odczytywana przy 450 nm i 655 nm

(odjecie tta), przy uzyciu czytnika mikroptytek Tecan Spark.

7.2.16. Analiza blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1

Weryfikacja zdolnosci badanych czasteczek do blokowania $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1
prowadzona byta z uzyciem komercyjnie dostepnego testu (Promega). Test ten opiera sie na
zastosowaniu ko-kultury dwéch rodzajéw komarek: linii adherentnej CHO K1 z ekspresjg PD-L1 i
linii zawiesinowe] Jurkat z ekspresjg PD-1. Blokada szlaku PD-1/PD-L1 skutkuje produkcjg
lucyferazy, dzieki ktérej (po zastosowaniu odpowiedniego odczynnika) mozna zmierzy¢ sygnat
biolumienscencyjny, proporcjonalny do efektywnosci blokady. Adherentne komorki CHO K1
hodowane byly w medium: Ham’s F12 + 10% FBS + 250 pg/mL genetycyna + 200 pg/mL
higromycyna. Zawiesinowe komarki Jurkat hodowane byty w medium: RPMI11640 + 10% FBS +
500 pg/mL genetycyna + 200 pg/mL higromycyna + 1 mM Sodium Pyruvate + 0,1 mM MEM
NEAA. Zgodnie z zaleceniami producenta adherentne komdrki CHO-K1 pasazowane byty w

rezimie 2-,3- i 4- dniowym, przy gestosci inokulacji: pasaz co 2 dni—0,04-0,03 x10° komérek/cm?,
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pasaz co dwa dni — 0,01-0,02 x10° komdrek/cm? pasaz co 4 dni 0,0075-0,01 x10° komdrek/cm?.
Zawiesinowe komoérki Jurkat hodowane byty w rezimie 2- i 3-dniowym, przy gestosci inokulacji:
pasaz co 2 dni— 0,4 x10® komdrek/mL, pasaz co 3 dni — 0,25 x10° komdrek/mL.

W pierwszym dniu eksperymentu komérki adherentne CHO K1 byty przygotowywane jak do
pasazu, po pomiarze ilosci i ich zywotnosci, odpowiednia objetosé¢ hodowli byta wirowana (10
min, 200 RCF) i zawieszana w takiej iloéci medium hodowlanego aby osiggna¢ stezenie 0,4 x10°
komdrek/mL, a nastepnie przeniesiona na 96-dotkowg, biatg, ptaskodenng ptytke (100 pL na
dotek). Ptytka pozostawiona zostata na noc w inkubatorze (37°C, 5% CO;). Nastepnego dnia
medium znad komdrek adherentnych byto usuwane, a w jego miejsce dodawano: 40 plL
zawiesiny komorek Jurkat o stezeniu 1,25 x108 komérek/mL (medium : RPMI1640 + 1% FBS) i 40
uL seryjnie rozcienczanych testowanych przeciwciat (medium RPMI1640 + 1% FBS). Tak
przygotowang ko-kulture komorek pozostawiano w inkubatorze na 6 godzin (37°C, 5% CO,). Po
uptywie tego czasu ptytke rbwnowazono w temperaturze pokojowej przez co najmniej 5 minut,
a nastepnie do dotkdw dodawano 80 uL odczynnika wywotujgcego reakcje bioluminescenc;ji (Bio-
Glo™ (Promega). Po dodaniu odczynnika ptytke dodatkowo inkubowano przez 15 minut w

ciemnosci, a nastepnie przystepowano do odczytu sygnatu na czytniku mikroptytek Tecan Spark.

7.2.17. Analiza poziomu ekspresji receptoréw na powierzchni komérek nowotworowych

Do analizy poziomu ekspresji wykorzystywano komérki uzyskiwane w trakcie rutynowych
pasazy ludzkich nowotworowych adherentnych linii komdrkowych.

Po trypsynizacji, stezenie komérek byto okreslane za pomocy automatycznego licznika, a
nastepnie 0,4 x 10° komdrek zostato przeniesione do mikroprobéwek wiréwkowych. Komorki
byty wirowane przy 1300 RCF przez 3 minuty, a nastepnie inkubowane w zimnym 0,5% roztworze
BSA w PBS, zawierajgcym mysie przeciwciato anty-ludzkie PD-L1 (1:50, Thermo Fisher Scientific,
nr kat. 14-5983-82), krélicze przeciwciata anty-ludzkie-ROR-1(1:10, Thermo Fisher, nr kat. PA5-
14725) lub krélicze przeciwciata anty-ludzka-Mezotelina(1:100, Thermo Fisher, nr kat. MA5-
51862). Po 60 minutowej inkubacji na lodzie, komdrki zostaty dwukrotnie wyptukane 0,5%
roztworem BSA w PBS i kolejno inkubowane przez 60 minut na lodzie, w ciemnosci, w 0,5%
roztworze BSA w PBS zawierajgcym ll-rzedowe przeciwciata anty-mysie-IgG znakowane
fikoerytryng (1:350, BD Biosciences, nr kat. 550589), lub ll-rzedowe przeciwciata anty-krdlicze-
IgG znakowane fikoerytryng (1:250, Thermo Fisher, nr kat. A10542). Nastepnie, komaorki zostaty
poddane dwukrotnemu ptukaniu i zawieszone w zimnym 0,5% roztworem BSA w PBS. Analizie

poddano 10000 komodrek z kazdej prébki. Dla kontroli tta pomijano etap inkubacji z
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przeciwciatami I-rzedowymi. Do analizy wykorzystano cytometr BD FACSCalibur; do analizy

wynikéw wykorzystano oprogramowanie Cell Quest Pro (wersja 5.2.1).

7.2.18. lzolacja ludzkich jednojadrzastych komérek krwi obwodowe;j

Ludzkie jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) izolowane byty z kozuszkow
leukocytarnych (otrzymanych z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w
Gdansku) poprzez wirowanie w gradiencie gestosci (Ficoll Paque-Plus™). W skrdcie, otrzymane
kozuszki rozcieficzane byty dPBS w stosunku 1:1, a nastepnie 20 mL tak otrzymanej mieszaniny
naktadane byto na 25 mL roztworu Ficoll-Paque Plus. Prébki wirowane byty w 400 RCF przez 30
minut (z powolnym rozpedzaniem sie i wytgczonym hamulcem wirdwki), a nastepnie odbierano
frakcje zawierajgcg komorki PBMC. Frakcje ptukano dwukrotnie dPBS (pomiedzy ptukaniami,
wirowanie 10 minut, 300 RCF) w celu usuniecia zanieczyszczen ptytkami krwi. Komérki PBMC
liczono z wykorzystaniem automatycznego licznika komdérek i bankowano (medium: 90% FBS,
10% DMSO; objetosé bankdw: 2 mL; liczba komérek w banku: 20 x 10® komérek/mL lub 30 x 108
komodrek na mL). W razie potrzeby komorki rozmrazano i hodowano w medium RPMI1640 z

dodatkiem 10% FBS.

7.2.19. Test cytotoksycznosci w ko-kulturze komérek nowotworowych z komérkami
jednojadrzastymi krwi obwodowej

Dzien przed planowanym eksperymentem, ludzkie komérki nowotworowe zostaty przesiane
na ptytke 96-dotkowa w stezeniu 3 x 10* komérek na dotek, w odpowiednim kompletnym
medium hodowlanym dla danej linii komérkowej. Réwnoczednie, komdrki PBMC zostaty
rozmrozone i przeniesione do wczesniej nagrzanego do 37°C medium RPMI 1640 zawierajgcego
10% FBS, po czym pozostawiono je na noc w inkubatorze. Nastepnego dnia do komodrek
nowotworowych dodawano PBMC w stosunku 1:10 oraz testowane zwigzki w odpowiednich
stezeniach. Tak przygotowane ptytki byty inkubowane przez 120 godzin w temperaturze 37°C,
przy 5% CO2 w atmosferze.

Po zakonczeniu okresu inkubacji usuwano medium wraz z komérkami PBMC znad pozostatych
komodrek nowotworowych, na nastepnie dotki ptukano dwukrotnie (100 uL dPBS na dotek).
Nastepnie do kazdej studzienki dodano 90 pL medium RPMI1640 + 10% FBS oraz 20 uL roztworu
MTT o stezeniu 5 mg/mL i inkubowano przez 2 godziny. Nastepnie, do wszystkich studzienek
dodano 100 pL rozpuszczalnika MTT zawierajgcego 10% SDS i 0,01 N HCI, po czym ptytki
pozostawiono na noc w inkubatorze (37°C, 5% CO2). Nastepnego dnia absorbancja byta mierzona
przy 570 nm, z odcieciem tta przy 690 nm, za pomoca czytnika mikroptytek Tecan Spark. Procent

lizy komdrek obliczano jako stosunek sygnatu w prébkach zawierajgcych testowane zwigzki
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(komorki nowotworowe + PBMC + testowane zwigzki) do kontroli (komérki nowotworowe +

PBMC).

7.2.20. Analiza poziomu cytokin w ko-kulturze komérki nowotworowe/komérki PBMC

Poziom cytokin mierzony byt na prébkach pochodzacych znad ko-kultur komodrek
nowotworowych i komdérek PBMC, z dodatkiem badanych przeciwciat bispecyficznych lub
kontroli. Hodowle takie prowadzone byty na ptytkach 6-dotkowych, podobnie jak w przypadku
analizy cytotoksycznosci, przez 120 godzin, przy stosunku komérek PBMC do komdrek
nowotworowych — 10:1, oraz stezeniu testowanych zwigzkdw: 50nM dla przeciwciat
bispecyficznych, 50 nM dla przeciwciat monospecyficznych, 50nM + 50nM dla kombinacji
przeciwciat monospecyficznych. Po zakonczeniu inkubacji medium znad adherentnych komdrek
nowotworowych byto zbierane, wirowane (10 minut, 300 RCF) i filtrowane (filtry strzykawkowe,
grubos¢ poréw 0,2 um).

Ptytka 96-dotkowa zostata optaszczona 100 puL odpowiedniego przeciwciata wigzgcego (IL-2 i
TNF-a—4 pg/mL; IL-10 i INF-y - 2 ug/mL; Granzym B - 800 ng/mL) i inkubowana przez noc w 4°C.
Nastepnego dnia ptytka byta réwnowazona w temperaturze pokojowej przez co najmniej 45
minut, i wyptukana — 3 x 300uL buforem do ptukania (1xPBS + 0,05% Tween 20). Nastepnie,
ptytka byta blokowana buforem do rozcienczania reagentow (1% BSA w PBS, pH 7,2-7,4) i
inkubowana przez godzine w temperaturze pokojowej. Procedura ptukania zostata powtdrzona.
Nastepnie do kazdego dotka dodano 100 pL préobek lub kolejnych punktéw krzywych
standardowych (IL-2 i TNF-a — 1000-15,6 pg/mL; IL-10 — 2000- 31,2 pg/mL, INF-y — 600-9,38
pg/mL; Granzym B — 2500-39,1 pg/mL)) rozciericzonych w wyzej opisanym buforze i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Procedura ptukania zostata powtérzona. Nastepnie
do stosownych dotkéw dodano 100 pL przeciwciat detekcyjnych (IL-2 — 100 ng/mL, TNF-a, IL-10
i Granzym B 50 ng/mL; INF-y - 200 ng/mL). Na ptytke naklejona zostata nowa folia adhezyjna i
nastepnie inkubowana byta ona przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Procedure ptukania
powtdrzono. Dodano 100 pL roztworu Streptawidyna-HRP (rozcienczenie 1:40) i inkubowano
ptytke przez 20 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Procedure ptukania powtdrzono.
Nastepnie, do wszystkich dotkéw dodano 100 pL TMB i inkubowano przez 20 minut w
temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Ostatecznie do wszystkich dotkdw dodano 100 pL buforu
hamujacego reakcje barwng (0,2 m H,SO,4). Pomiar prowadzono z wykorzystaniem czytnika

mikroptytek — pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450 nm (z odcieciem tta przy 655 nm).
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7.2.21. Okreslenie zmian w populacji regulatorowych limfocytéw T w ko-kulturze komérek
nowotworowych i komdérek PBMC w obecnosci badanych przeciwciat.

Do okreslenia zmian w subpopulacji limfocytéw regulatorowych wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw eBioscience™ Essential Human Treg Phenotyping Kit (Thermo Fisher, A42925).
Przed rozpoczeciem wiasciwej analizy przeprowadzono testowe pomiary na nietraktowanych
komodrkach PBMC w celu wybrania odpowiedniego bramkowania komodrek i kompensacji
sygnatu. Bramkowanie przeprowadzono na niebarwionych, permabilizowanych komdrkach
PBMC. Kompensacje sygnatu wykonano z wykorzystaniem permabilizowanych komérek PBMC
wyznakowanych tylko jednym rodzajem przeciwciat dla kazdego badanego parametru: CD4 (CD4
(RPA-T4)-FITC- Mouse IgG1, kappa), CD25 (CD25 (CD25-4E)- PerCP-eFluor710- Mouse 1gG1,
kappa), CD127 (CD127 (eBioRDR5) - PE- Mouse lgG1l, kappa), FoxP3 (FoxP3 (PCH101) —
eFluord50- Rat 1gG2a, kappa), Viability (eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 506). Po
przeprowadzeniu kompensacji sprawdzono czy sygnat pochodzacy z dwéch réznych przeciwciat
nie naktada sie na siebie poprzez analize permabilizowanych komdrek PBMC barwionych:
dwoma rodzajami kazdego z przeciwciatl, trzema rodzajami kazdego z przeciwciat, czterema
rodzajami kazdego z przeciwciat i petnego zestawu barwienia. Uzyskane parametry pomiaru
zapisano i wykorzystano do wtasciwych analiz.

Analizowane komadrki PBMC pochodzity z ko-kultur komérek nowotworowych i komdrek
PBMC, z dodatkiem badanych przeciwciat bispecyficznych lub kontroli. Hodowle takie
prowadzone byty na ptytkach 6-dotkowych, podobnie jak w przypadku analizy cytotoksycznosci,
przez 120 godzin, przy stosunku komérek PBMC do komérek nowotworowych — 10:1, oraz
stezeniu testowanych zwigzkéw : 50nM dla przeciwciat bispecyficznych, 50 nM dla przeciwciat
monospecyficznych, 50nM + 50nM dla kombinacji przeciwciat monospecyficznych. Po
zakonczeniu inkubacji zawiesinowe komérki PBMC znad adherentnych komdrek
nowotworowych byty liczone (1x10° komdrek na jeden test) i odpowiednia objeto$é¢ wirowana
(5 minut, 200 RCF) i jednokrotnie ptukana (Flow Cytometry staining buffer). Nastepnie, komorki
zostaty zawieszone w 100 pL buforu do barwienia i dodano do nich po 5 plL roztworu przeciwciat:
anty-CD4, anty-CD25, anty-CD127 oraz 1 pL barwnika znaczgcego zywotnosc¢. Prébki inkubowano
w lodzie przez 30 minut. Po uptywie tego czasu komérki byty dwukrotnie ptukane 2 mL buforu
do barwienia (wirowanie 5 minut, 200 RCF). Po zakoriczonym ptukaniu do komoérek dodano 1 mL
roztworu do permabilizacji (1X Foxp3 Fixation/Permeabilization) Solution i inkubowano 30 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie, komorki dwukrotnie ptukano 2mL odpowiedniego buforu
(1X Permeabilization Buffer) — wirowanie 5 minut, 500 RCF. Po zakoriczonym ptukaniu komorki

zawieszono w 100 pL buforu i dodano 5 pL przeciwciat anty-FoxP3 (inkubacja 30 minut, RT). Po
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zakonczonej inkubacji ponownie dwukrotnie ptukano komorki, zawieszono w 180 pL buforu do
barwienia i przeniesiono na ptytke 96-dotkowa. Analiza prowadzona byfa z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego Attune CytPix (Thermo Fisher) wyposazonego w oprogramowanie

Attune Cytometric Software (wersja 6.21).

7.2.22. Analiza danych.

Analiza statystyczna danych prowadzona byta z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad
Prism (wersja 10.0.2). Krzywe oraz wartosci ECso dla testow ELISA i blokady $ciezki sygnalizacyjne
PD-1/PD-L1 obliczane byty za pomocg modelu: log(inhibitor) vs. response -- Variable slope (four
parameters). Dla pozostatych testdw przyjeto nastepujgce symbole oznaczajgce istotnosé
statystyczna: p>0,5 — ns (non significant), p< 0,05 - *, p< 0,01 - **, p< 0,001 - ***, p< 0,0001 -
**EX IstotnosC statystyczna dla lizy komérek nowotworowych obliczana byta za pomoca
parametrycznego testu t-studenta dla préb niesparowanych. Istotnosc¢ statystyczna dla pomiaru
stezenia cytokin oraz okreslania subpopulacji limfocytéw T regulatorowych obliczana bytfa za
pomocg dwuczynnikowego testu ANOVA po ktérym dokonywano wielokrotnych poréwnan

testem Tukey’a.

68



8. WYNIKI

8.1. Produkcja biatek i przeciwciat referencyjnych

Pierwszym etapem realizacji projektu byta produkcja biatek (ROR-1, Mezotelina, PD-L1) i

przeciwciat (anty-ROR-1, anty-Mezotelina, anty-PD-L1) ktére niezbedne byly do okreslenia

prawidtowego funkcjonowania przeciwciat bispecyficznych oraz stuzyly jako kontrole w czesci

eksperymentéw  dotyczgcych

analizy potencjatu

przeciwnowotworowego. Sekwencje

aminokwasowe oraz schematyczne przedstawienie konstruktéw genetycznych przedstawione

zostaty w sekcji 6.2.1. Biatka ROR-1 i Mezotelina oraz przeciwciata anty-ROR-1 i anty-Mezotelina

wyprodukowane zostaty w systemie przejsciowym w komadrkach HEK293 (Tabela 41).

Tabela 41. Szczegdtowe informacje dotyczace produkcji przejsciowej i oczyszczania biatek i przeciwciat

referencyjnych.
Stezenie zywych komérek . .. Stezenie Catkowita ilos¢
. . . Zywotnosc :
Biatko w 7 dniu hodowli [%] biatka oczyszczonego
[liczba komorek x 105/mL] ° [mg/mL] biatka [mg]
ROR-1 (R1_045) 5,5 80 0,19 0,95
Mezotelina
6,1 86 0,37 1,85
(R1_046)
Anty-ROR-1
6,6 88 0,27 2,6
(R1_AT)
Anty-Mezotelina
6,2 84 0,98 8,5
(R1_A8)

Supernatant po odwirowaniu hodowli komodrkowych poddany zostat

oczyszCzaniu z

wykorzystaniem chromatografii powinowactwa (ztoze z biatkiem A), a nastepnie oczyszczone

biatka analizie SDS-Page w warunkach redukujgcych i nieredukujgcych oraz chromatografii

wykluczenia (SEC).
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Rycina 6. Obraz zelu SDS-Page dla biatka ROR-1 i przeciwciata anty-ROR-1.

250 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

M — Marker, 1 — przeciwciato anty-ROR-1 (R1_A7) warunki redukujgce, 2 — ROR-1 (R1_045) warunki
redukujgce, 3 — przeciwciato anty-ROR-1 (R1_A7) warunki nieredukujgce, 4 — ROR-1 (R1_045) warunki
nieredukujace

Rycina 7 Obraz zelu SDS-Page dla biatka Mezoteliny i przeciwciata anty-Mezotelina.
M 1 2 M 3 4

250 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

M — Marker, 1 — przeciwciato anty-Mezotelina (R1_A8) warunki redukujgce, 2 — Mezotelina (R1_046)
warunki redukujace, 3 — przeciwciato anty-Mezotelina (R1_A8) warunki nieredukujace, 4 — Mezotelina

(R1_046) warunki nieredukujace
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Rycina 8. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla biatka ROR-1.

Standard UV_VIS_1 WVL:280 nm
ROR-1 R1-045 UV_VIS_1 WVL:280 nm

-44,3 kDa - 10,900
140 ;2 - 150 kDa - 9,982

130 4 - 17 kDa - 13,320

120

110
\1-670 kDa-7,328

100

70,112 kDa - 16,440

Rycina 9. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla biatka Mezoteliny.

7 1- 20230913 SEC #5 Standard
1 2-20230913 SEC #15 Mezoteling R1-045
mAU

UV_VIS_1 WVL:280 nm
UV_VIS_1 WVL:280 nm

-44,3 kDa - 10,900
140 ;2150 kDa - 9,92

130 4 -17 kDa - 13,320

120

10
\1.670 kDa-7,328

100

0
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Rycina 10. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciata anty-ROR-1.

B 1- 20040515 SEC # e
7 2. 20240515 SEC 234 SEC Standar

UV_VIS_1 WVL:280 nm
mAU

130

120

10

100

517 kDa - 13,552

|1-670 kDa-7,307

Rycina 11. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciata anty-Mezotelina.

77 1-20230813 SEC #8 Standard UV_VIS_1 WVL:280 nm
B 2- 20230913 SEC#14 UV_VIS_1WVL2

o= R1_AB WYL280 nm

mAU

w75
250 |
2125 Il
2000 ‘ |
1875 ‘ |
175,0 ‘
1625 ‘ ‘
1500

.2|.1|50 KDa - 9,585 44,3 kDa - 10,863
137,56 H

‘ 4 - 17 kDa - 13,290
|

125 1.670 kDa - 7308 |

100,0

Teoretyczna masa biatek referencyjnych ROR-1 i Mezoteliny (w potgczeniu z fragmentem Fc i
His-tagiem, Tabela 29) to odpowiednio 60 kDa i 70,1 kDa. Analizujgc obraz zeli SDS-Page mozna
stwierdzi¢, ze uktad prazkéw dla Mezoteliny jest zgodny z oczekiwanymi - >70 kDa w warunkach

redukujgcych. W przypadku biatka ROR-1, w warunkach redukujgcych zaobserwowa¢ mozna 3
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prazki, dwa powyzej 70 kDa i jeden na wysokosci 35 kDa. Prazek na wysokosci 35 kDa jest
najprawdopodobniej samym fragmentem Fc ktory zostat odciety od biatka na ktéryms z etapow
produkcji lub oczyszczania. Natomiast obecnos¢ dwdch pozostatych prazkéw moze swiadczy¢ o
tym ze biatko to wystepuje w dwdch formach — monomerycznej i dimerycznej. Obraz
chromarograméw wskazuje natomiast, ze w warunkach natywnych biatko Mezotelina jest
trimerem, natomiast ROR-1 dimerem. Obraz zeli SDS-Page i chromatograméw dla obu
przeciwciat referencyjnych jest zgodny z oczekiwaniami.

Biatko PD-L1 oraz przeciwciato anty-PD-L1 zostaty wyprodukowane w stabilnych liniach

komodrkowych CHO K1.

Rycina 12. Obraz zelu SDS-Page dla biatka PD-L1 i przeciwciata anty-PD-L1.

M 1 2 M 3 4 M

180 kDa
130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

40 kDa

35 kDa

25 kDa

M —marker, 1 — PD-L1 (R1_002) warunki redukujace, 2 — przeciwciato anty-PD-L1 (R1_A6) — warunki
redukujgce, 3 — PD-L1 (R1_002) warunki nieredukujace, 4 — przeciwciato anty-PD-L1 (R1_A6) warunki

nieredukujgce
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Rycina 13. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla biatka PD-L1.

17 1- 20230108 SEC #3

st UV_VIS_1 WVL:280 nm

c 1 2 - 20230104 SEC #10 2.1 R10021200S 0,98 UV_VIS_1 WVL:260 nm
mAl

o ﬁ

100 ‘ “

20+ ‘| ‘ 7-0,112 kD

15-44,3 kDa - 11,593

|3-150 kDa -9,672

\6-17 kDa- 13,223

Rycina 14. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciata anty-PD-L1.

1 1-20230104 SEC #13 R1_A6 UV_VIS_1 WVL:280 nm
220 7 2- 20230104 SEC #17 St UV_VIS_1 WVL:280 nm
maU
210
200
180 1
I
180 H
l
160 ‘ “
150+ | ‘
140 ‘
130 ‘
|
110 ‘ ‘
100 ‘
w ‘ ‘ 70,112 kD
- \
” ‘ \
‘ |5-443kDa- 11585
= %150 kDa- 2,685
| 6-17 kDa- 13235
40
30
2
104
-10-
min
00 To 20 70 ) 50 ) 70 70 90 180 o 20 130 140 50 €0 170 50

Analiza SDS-Page wskazuje, ze preparat biatka PD-L1 i przeciwciata anty-PD-L1 jest wysokiej
jakosci, brak widocznych agregatéw lub produktéw degradacji. Wysokos¢ prazkow jest zgodna z
teoretycznymi masami molekularnymi. Podobne wnioski mozna wyciggna¢ z analizy
chromatograficznej. Ponadto mozna wnioskowaé, ze PD-L1 w warunkach natywnych przyjmuje

struktury multimeryczne (di- lub trimer).
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8.2. Produkcja przeciwciat bispecyficznych

Nastepnym etapem byto wyprodukowanie przeciwciat bispecyficznych. Schematyczne

przedstawienie konstruktéw genetycznych zestawione zostato w podrozdziale 6.2.1.

W pierwszym kroku przeprowadzono produkcje przejsciowg w komdrkach HEK293.

Tabela 42. Szczegétowe informacje dotyczace produkcji przejsciowej i oczyszczania przeciwciat

bispecyficznych.
Stezenie zywych komérek . Y, Stezenie Catkowita ilos¢
.. . . Zywotnosc .
Przeciwciato w 7 dniu hodowli [%] biatka oczyszczonego
’ o .
[liczba komorek x 10¢/mL] [mg/mL] biatka [mg]
R2_7_1 4,6 79 0,16 0,80
R2_7_2 4.3 78 0,21 1,05
R2_8_1 4.0 75 0,24 1,2
R2_8 2 4,2 74 0,19 0,95

250 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

Rycina 15. Obraz zelu SDS-Page dla przeciwciat ROR-1 x PD-L1

M 1 2 M 3 4

—— —

s

— ———
p—, Lo

M-Marker, 1 — R2_7_1 warunki redukujagce, 2 —R2_7_2 warunki redukujace, 3 —R2_7_1 warunki

nieredukujace, 4 — R2_7_2 warunki nieredukujace
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Rycina 16. Obraz zelu SDS-Page dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1.

M 1 2 M 3 4
250 kDa— T — —
130 kDa

100 kDa
70kDa

55kDa

]

35kDa W

2%5kDa W -

M-Marker, 1 —R2_8_1 warunki redukujgce, 2 — R2_8_2 warunki redukujgce, 3 —R2_8_1 warunki

nieredukujgce, 4 — R2_8 2 warunki nieredukujace

Rycina 17. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciat ROR-1 x PD-L1.

Standard UV VS WAL:280nm
LA V1S 1 WL 280 nm ]
8l irisnaled R4 W WIS 1 WiLZi0m §
3
150 o
J - 44,3 kDa - 10,900
190 2 - 150 kDa - 9.92

417 kDa - 13320

\

1-670 kDa 1.3)“

7.0,112 kDa - 16,440

00 10 20 ) 40 50 [ 70 [ 0 100 10 120 132 140 180 160 [ 180 19,0 204
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Rycina 18. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1.

Standend \UV_VIS_1 WWL:260 nm
R2B1 UN_MIS_t WL 250 nm

- 44,3 kDa - 10,900
0 3150 kDa - 0,3

4 17 kDa - 13,320

1670 kDa 7320

70,912 kDa - 16,440

Na podstawie powyzszych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wyprodukowane przeciwciata
bispecyficzne posiadajg prawidtowg strukture. Wynik elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
w warunkach redukujgcych wskazuje na prawidtowe wysokosci prazkéw odpowiadajgcych
tanncuchom ciezkim i lekkim przeciwciat. Rozdziat w warunkach nieredukujgcych wskazuje na brak
degradacji przeciwciat. Teoretyczna masa przeciwciat bispecyficznych wynosi okoto 200 kDa — co
zgadza sie z analizg chromatograficzng (piki odpowiadajace przeciwciatom obecne tuz przed
standardem masy 150 kDa). Dla przeciwciata R2_7_2 mozna zaobserwowa¢ frakcje agregatow
przed gtéwnym pikiem, stanowi to jednak niewielka cze$s¢ preparatu i wynika
najprawdopodobniej ze sposobu przechowywania prébki. Co wazne, brak jest strukturalnych
réznic pomiedzy klasami przeciwciat (IgGl i 1gG4) — rdinice w wysokosci pikéw na
chromatogramach wynikajg z réznic w stezeniach nastrzykiwanych préb.

W przemysle farmaceutycznym standardem jest produkcja przeciwciat terapeutycznych w
stabilnych liniach komérkowych. Z tego wzgledu oraz z powodu niskiej wydajnosci produkcji w
systemie przejSciowym (Tabela 43) omawiane przeciwciata bipecyficzne zostaty réwniez
wyprodukowane w stabilnych liniach komdrkowych CHO K1. Po wyprowadzeniu stabilnej linii,
przystgpiono do produkcji i nastepnie do oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii

powinowactwa.
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Tabela 43. Szczegétowe informacje dotyczace produkcji przeciwciat bispecyficznych w stabilnych liniach

komorkowych.
Stezenie zywych
¢ . Sk Catkowita
komorek Zywotnosé Objetos¢ hodowli ilos¢
W wli i
Przeciwciato w 10 dniu hodowli . 1€
. R [%] [mL] oczyszczonego
[liczba komorek x biatka [meg]
10/mL] &
R2_7_1 9,4 97 860 9,87
R2.7 2 9,4 94 475 4,21
R2_8_1 9,4 94 470 3,73
R2_8_2 8,8 94 850 8,35

Rycina 19. Wynik oczyszczania przeciwciata R2_7_1 na drodze chromatografii powinowactwa.

1500

50 0 550

Niebieska linia to odczyt sygnatu UV.

78



Rycina 20. Wynik oczyszczania przeciwciata R2_7_2 na drodze chromatografii powinowactwa.

© n ® % 100 o 20 1% 190 % 150 0 180 0 20 20 20 0

Niebieska linia to odczyt sygnatu UV.

Rycina 21. Wynik oczyszczania przeciwciata R2_8_1 na drodze chromatografii powinowactwa.

Niebieska linia to odczyt sygnatu UV.
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Rycina 22. Wynik oczyszczania przeciwciata R2_8_2 na drodze chromatografii powinowactwa.

=s§E§E§§§§§E§§§E§§§E§§§§§§§§§§§5§E§§§§i

Ty >

e £ Elock lssuec) (ocesséfg) (Compietad) >

7 18 18 190 195 200 205 20 216 220 26 20 206 240 246 20 2 20 26

Niebieska linia to odczyt sygnatu UV.

Po wyprodukowaniu i oczyszczeniu przeciwciat ze stabilnych linii komérkowych sprawdzono
czy ich jakosé w ujeciu fizyko-chemicznym rézni sie od przeciwciat wyprodukowanych w systemie

przejsciowym.

Rycina 23. Obraz zelu SDS-Page w warunkach redukujacych dla przeciwciat bispecyficznych
wyprodukowanych w systemie przejsciowym i w stabilnych liniach.

130

100

70

55

40

35

25

M-Marker, 1 —R2_7_1 CHO, 2 —R2_7_1 HEK293, 3 -R2_7_2 CHO, 4—R2_7_2 HEK293,5-R2_8_1
CHO, 6 —R2_8_1 HEK293, 7 — R2_8_2 CHO, 8 —R2_8_2 HEK293
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Rycina 24. Obraz zelu SDS-Page w warunkach nieredukujgcych dla przeciwciat bispecyficznych
wyprodukowanych w systemie przejsciowym (HEK293) i w stabilnych liniach (CHO).

M-Marker, 1 —R2_7_1 CHO, 2 —R2_7_1 HEK293, 3 —R2_7_2 CHO, 4 —R2_7_2 HEK293, 5—R2_8_1 CHO,
6—R2_8_1HEK293, 7—R2_8_2 CHO, 8 —R2_8_2 HEK293

Na podstawie obrazu zeli poliakrylamidowych prowadzonych w warunkach redukujgcych i
nieredukujacych nie stwierdzono réznic w jakosci pomiedzy przeciwciatami wyprodukowanymi

w systemie przejsciowym i w stabilnych liniach komérkowych.

Rycina 25. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciat ROR-1 x PD-L1 wyprodukowanych w
stabilnych liniach komérkowych.

1 1- 20240815 sec 223 272 VWIS 1 WL280 nm
M 2 20040515 e 226 R2T1 VISt WYL280 nm
7 3- 20240515 SEC #25 SEC Standard UV_VIS_1 WVL:280 nm

mAU

5-17 kDa - 13,547

5-150 kDa-9,925 f\

11-670 kDa -7,298

00 1.0 20 30 40 50 80 70 80 90 100 10 120 130 140 150 16.0 170 180 19,0 200
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Rycina 26. Wynik analizy chromatografii wykluczenia dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1
wyprodukowanych w stabilnych liniach komérkowych.

UV_VIS_1 WVL:280 nm

SEC Standard UV_VIS 1 WVL:280 nm

5-17 KDa - 13,547

|
| 3-150kDa-9925

11-670 kDa -7,298

00 30 20 30 40 50 60 70 8.0 90 10,0 1.0 12,0 130 140 15,0 160 17,0 18,0 190 200

Wynik analizy chromatograficznej pokrywa sie z wczesniejszymi rezultatami dla przeciwciat
wyprodukowanych w systemie przejSciowym. Jedyng zauwazalng rdzinicg jest obecnosé
niewielkich pikdéw o wielkosci mniejszej niz 17kDa. Stanowig one najprawdopodobniej produkt
niespecyficznej degradacji przeciwciat, ktéra wynikneta ze zbyt dtugiego przechowywania ich w
temperaturze 4°C. Niemniej jednak, taka obserwacja prowadzi do wniosku o koniecznosci
dostosowywania buforu formulacyjnego przeciwciat, tak aby zwiekszy¢ ich stabilnos¢ w

warunkach chtodniczych i unikngé¢ wymogu kazdorazowego zamrazania preparatéw.
8.3. Wyprodukowane przeciwciata bispecyficzne wigzg swoje cele

molekularne z podobng skutecznoscia co przeciwciata

monospecyficzne.

W celu weryfikacji zdolnosci przeciwciat do wigzania odpowiednich celéw molekularnych

przeprowadzono testy ELISA.
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Rycina 27. Wigzanie ROR-1 do przeciwciat bispecyficznych ROR-1 x PD-L1 i przeciwciata anty-ROR-1.

. - R271
E: - R272
< o4 - R1 A7
= _
oy
c
©
2
o 149
(%3]
o]
<
0 T T I
0.1 1 10

stezenie ROR-1 [ug/mL]

R2_7_1ECso=0,22 pg/mL; R2_7_2 ECso = 0,21 ug/mL; R1_A7 ECso = 0,14 pg/mL

Rycina 28. Wigzanie Mezoteliny do przeciwciat bispecyficznych Mezotelina x PD-L1 i przeciwciata aty-
Mezotelina.

2.5
- R2 81

'8 2.0 = R2 82
< -4 R1_AS8
8 1.54
(&)
8
2o 1.04
o
8 05_
20

o
o

T T T
0.1 1 10

stezenie Mezoteliny [ug/mL]

R2_8_1ECso=0,24 ug/mL; R2_8_2 ECso = 0,26 pg/mL; R1_A8 ECso = 0,23 pg/mL

Rycina 29. Wigzanie PD-L1 do przeciwciat bispecyficznych ROR-1 x PD-L1, Mezotelina x PD-L1 oraz
przeciwciata anty-PD-L1.

A) B)
2.0 2.0+
- R2_71 -+ R2.8_1
g 5 - R272 3 = R28B2
ERL & 15
= -+ R1_AE & -+ R1_A6
3 o -
0 o
1.0 -
5 g
] o
2 0.5+ 2 0.5-
< =4
041 ! 10 0.1 1 10
stezenie PD-L1 [ug/mL] stezenie PD-L1 [ug/mL]

R2_7_1ECso=0,1291 ug/mL; R2_7_2 ECso = 0,1319 pg/mL; R2_8_1 ECso = 0,1308 pg/mL; R2_8 2
ECso = 0,1215 pg/mL; R1_A6 ECso = 0,1393 pg/mL
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Wyprodukowane przeciwciata bispecyficzne wigzg swoje cele molekularne w podobny
sposdb jak referencyjne przeciwciata monospecyficzne. Zaréwno wartosci ECso jak i
charakterystyka krzywych wigzania sg do siebie bardzo zblizone. Informacja ta jest istotna w
szczegdlnosci w kontekscie wigzania PD-L1. Co prawda zastosowany format przeciwciat sprawia,
ze maja dwa miejsca wigzania tego biatka, podobnie jak referencyjne przeciwciato
monospecyficzne, jednakze fakt ze elementem odpowiadajgcym za tg interakcje jest fragment
ScFv a nie petne ramie Fab, mdgt wzbudza¢ obawy o rdznice w kinetyce wigzania. Nie wystepujg
istotne réznice w wigzaniu celdw molekularnych pomiedzy tymi samymi przeciwciatami réznych
klas (1gG1 i 1gG4).

Po wyprodukowaniu przeciwciat bispecyficznych w stabilnych liniach komadrkowych
postanowiono zweryfikowa¢ czy nie wystepujg rdinice w zdolnosci wigzania celow

molekularnych wzgledem przeciwciat wyprodukowanych w systemie przejsciowym.

Rycina 30. Wigzanie ROR-1 do przeciwciat bispecyficznych ROR-1 x PD-L1 wyprodukowanych w stabilnych
liniach komorkowych (CHO) oraz w systemie przejsciowym (HEK293) i przeciwciata anty-ROR-1.

A) B)

— _]-

} . -+ R2_7_1HEK293 -+ R2_7_2HEK293
I A = R2_7_1CHO B = = R2_7 2CHO
< 5 -+ R1_A7 < 2 -+ R1_A7
] o
rl s,

c £
3 3
5 11 5 1
2 )
< E
0 T T T 0 T T T
0.1 1 10 01 1 10
Stgzenie ROR-1 (ug/mL] Stezenie ROR-1 [ug/mL]

A) R2_7_1 HEK293 ECso = 0,67 pg/mL; R2_7_1 CHO ECso = 0,67 pg/mL; B) R2_7_2 HEK293 ECso = 0,64
pg/mL; R2_7_2 CHO ECso = 0,65 pug/mL; R1_A7 ECs0 = 0,75 pg/mL

Rycina 31. Wigzanie Mezoteliny do przeciwciat bispecyficznych Mezotelina x PD-L1 wyprodukowanych w
stabilnych liniach komérkowych (CHO) oraz w systemie przejsciowym (HEK293) i przeciwciata aty-

Mezotelina.
A) B)
ke
3-
i &4 -~ R28_1THEK293 _ _ i A s R2_8_2 HEK293
H§ = R2_8_1CHO f A : |=i='[ -+ R2_8_2CHO
< 2 -+ R1_A8 5 2 = -+« R1_A8
X g
[ c
o m
£ 2
s 14 5 14
3 a
< g
0 T T T 0 T T .
0.1 1 10 0.1 1 10
Stezenie Mezoteliny [ug/mL] Stezenie Mezoteliny [ug/mL]

A)R2_8_1 HEK293 ECso = 0,13 pg/mL; R2_8_1 CHO ECso = 0,12 pg/mL; B) R2_8_2 HEK293 ECso = 0,11
pg/mL; R2_8 2 CHO ECso = 0,11 ug/mL; R1_A8 ECs0 = 0,13 pg/mL
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Rycina 32. Wigzanie PD-L1 do przeciwciat bispecyficznych ROR-1 x PD-L1 i Mezotelina x PD-L1
wyprodukowanych w stabilnych liniach komérkowych (CHO) oraz w systemie przejsciowym (HEK293)
oraz przeciwciata anty-PD-L1.
A) B)
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Stezenie PD-L1 [pg/mL] Stezenie PD-L1 [ug/mL]

A) R2_7_1 HEK293 ECso = 0,36 pg/mL; R2_7_1 CHO ECso = 0,35 pg/mL; B) R2_7_2 HEK293 ECso = 0,40
ug/mL; R2_7 2 CHO ECso = 0,38 pg/mL; A) R2_8_1 HEK293 ECso = 0,40 pg/mL; R2_8 1 CHO ECso = 0,39
pg/mL; B) R2_8 2 HEK293 ECso = 0,40 pg/mL; R2_8_2 CHO ECso = 0,40 pg/mL; R1_A6 ECso = 0,38 pg/mL

Nie zaobserwowano istotnych rdinic pomiedzy przeciwciatami wyprodukowanymi w
systemie przejsciowym i w stabilnych liniach komdérkowych. Ponownie charakterystyka krzywych
wigzania, jak i wyliczone wartosci ECso sg bardzo zblizone do przeciwciat referencyjnych. Nie

wystepujg istotne rdznice pomiedzy tymi samymi przeciwciatami réznych klas (IgG1 i IgG4).

8.4. Wyprodukowane przeciwciata bispecyficzne skutecznie blokujg Sciezke

sygnalizacyjng PD-1/PD-L1.

Analiza zdolnosci do inhibicji $ciezki sygnalizacyjnej PD-1/PD-L1 zostata przeprowadzona z
wykorzystaniem testu biologicznego: PD-1/PD-L1 blockade bioassay (Promega). Oparty jest on o
pomiar bioluminescencji w ko-kulturze komérek adherentnych CHO-K1 i zawiesinowych Jurkat
(podrozdziat 6.2.16). Po wyprodukowaniu przeciwciat bispecyficznych w systemie przejSciowym

sprawdzono ich zdolnos¢ do blokowania tej interakcji.
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Rycina 33. Inhibicja interakcji PD-1/PD-L1 przez przeciwciata bispecyficzne wyprodukowane w systemie
przejsciowym.
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R2_7 1ECso=0,83nM;R2_7 2 ECso=0,79 nM; R2_8 1 ECso = 0,88 nM; R2_8_2 ECso = 0,79 nM.

W eksperymencie tym zostato potwierdzone, ze badane przeciwciata bispecyficzne majg ten
sam potencjat blokowania $ciezki sygnalizacyjnej PD-1/PD-L1. Zaréwno charakterystyka krzywej
inhibicji, jak i wyliczone wartosci ECsp we wszystkich przypadkach sg do siebie bardzo zblizone.
Jest to spodziewany efekt, poniewaz wszystkie z badanych przeciwciat bispecyficznych majg takie
same fragmenty blokujgce wigzanie PD-1/PD-L1.

Nastepnie, podobnie jak w przypadku testéw ELISA, postanowiono zweryfikowaé, czy
wystepujg roznice w tych wifasciwosciach pomiedzy przeciwciatami wyprodukowanymi w
systemie przejSciowym i w stabilnych liniach komérkowych. Ponadto, sprawdzono réwniez czy

sita te] inhibicji jest r6zna od przeciwciata monospecyficznego anty-PD-L1 (Atezolizumab).
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Rycina 34. Inhibicja interakcji PD-1/PD-L1 przez przeciwciata bispecyficzne wyprodukowane w systemie
przejsciowym i w stabilnych liniach komoérkowych, w odniesieniu do przeciwciata monospecyficznego
anty-PD-L1.
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A) R2_7_1 HEK293 ECs50 = 0,61 nM; R2_7_1 CHO ECso = 0,65 nM; B) R2_7_2 HEK293 ECs0 = 0,0,63 nM;
R2_7_2 CHO ECso = 0,64 nM; A) R2_8_1 HEK293 ECso = 0,65 nM; R2_8_1 CHO ECso = 0,64 nM; B) R2_8_2
HEK293 ECso = 0,61 nM; R2_8_2 CHO ECso = 0,68 nM; R1_A6 ECs0 = 0,61 nM

Powyzsze wyniki wskazujg na brak istotnych réznic w zdolnosci do inhibicji interakcji PD-1/PD-
L1 pomiedzy przeciwciatami bispecyficznymi wyprodukowanymi w systemie przejsciowym i w
stabilnych liniach komérkowych. Co istotne, zdolnos$¢ do inhibicji tego szlaku nie odbiega od
wynikéw uzyskanych dla referencyjnego przeciwciata anty-PD-L1. Podobnie jak w przypadku
testow ELISA, inny charakter fragmentu wigzgcego cel molekularny (petne ramie Fab i fragment
scFv), mégt wzbudzaé obawy o gorszy profil inhibicji.

Na podstawie rezultatéw otrzymanych w analizie fizyko-chemicznej, badaniu zdolnosci
wigzania celéw molekularnych i inhibicji szlaku PD-1/PD-L1, stwierdzi¢ mozna, ze przeciwciata
bispecyficzne wyprodukowane w systemie przejsciowym i w stabilnych liniach komdrkowych sg

sobie rownowazne.

8.5. Testowane nowotworowe linie komdrkowe majg rézny poziom

ekspresji celéw molekularnych (ROR-1, Mezotelina, PD-L1)

W celu zbadania poziomu ekspresji receptoréw (ROR-1, Mezotelina i PD-L1) na powierzchni
komodrek nowotworowych wykorzystano metody cytometrii przeptywowej. Do analiz uzyto

hodowli komadrkowych (Pancl, RL95-2, BT20 i Panc 05.04) bedacych na etapie 8 pasazu od czasu
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rozmrozenia komdrek. Dane przedstawione sg jako $rednia warto$é fluorescencji uzyskanej po
inkubacji z odpowiednimi przeciwciatami |- i ll-rzedowymi, po odcieciu wartosci tta (sygnat

fluorescencji uzyskany z komaérek barwionych tylko przeciwciatami ll-rzedowymi).

Rycina 35. Poziom ekspresji celéw molekularnych na wykorzystywanych nowotworowych liniach
komorkowych.
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Jak widaé na powyzszym wykresie wszystkie wytypowane cele molekularne sg obecne na
powierzchni wykorzystywanych linii nowotworowych. Szczegdlnie uwage zwraca bardzo wysoki
poziom ROR-1 na powierzchni komdrek linii Pancl — dla pozostatych linii wartos¢ ta jest na
podobnie niskim poziomie. Mezotelina jest obecna w niewielkiej ilos¢ na wszystkich liniach —
najwyzszg wartos¢ obserwuje sie dla linii Panc 05.04. PD-L1 wystepuje w najwiekszej ilosci na
linii BT20, w $redniej na linii Panc 05.04 i jest go bardzo mato na liniach RL95-2 i Pancl. Nalezy
pamietac ze wynik ten jest raczej orientacyjny, mozna spodziewac sie zmian w ilosci badanych
receptoréw na powierzchni komérek nowotworowych w zaleznosci od warunkéw hodowli (np.
ko-kultury z komérkami PBMC) czy dodatku badanych przeciwciat bispecyficznych Iub

referencyjnych.
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8.6. Wyprodukowane przeciwciata bispecyficzne istotnie zwiekszajg lize
komdrek nowotworowych w poréwnaniu do kombinaciji przeciwciat

monospecyficznych.

Dla oceny potencjatu  przeciwnowotworowego  wyprodukowanych  przeciwciat
bispecyficznych przygotowano ko-kultury (w stosunku E:T — 10:1) ludzkich jednojadrzastych
komorek krwi obwodowej (PBMC) z komérkami linii nowotworowych (RL95-2, BT20, Pancl, Panc
05.04). Przeciwciata bispecyficzne dodawane byty do takich ko-kultur w stezeniu 10 nM. Aby
utrzymac ten sam stechiometryczny stosunek miejsc wigzania celéw molekularnych stezenie
referencyjnych przeciwciat monospecyficznych réwniez ustalono na 10 nM. Hodowle
utrzymywane byly przez 120 godzin, a nastepnie po usunieciu komérek PBMC, ilos¢ zywych
komérek nowotworowych oznaczana byta za pomocg odczynnika MTT. Liza komdrek okreslana
jest jako procent obnizonego sygnatu absorbancji wzgledem ko-kultury bez dodatku przeciwciat
(PBMC + komérki nowotworowe). Ze wzgledu na wysokg zmiennos$¢ w aktywnosci komdrek
PBMC pomiedzy dawcami krwi (Appleby et al., 2013), kazdy z wynikéw jest Srednig z co najmniej

3 powtdrzen i zastosowaniu co najmniej 3 donoréw komorek.

Rycina 36. Poziom lizy komdrek nowotworowych trzustki w obecnosci komaérek PBMC, przeciwciat
bispecyficznych i kombinacji przeciwciat monospecyficznych.
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A) R2_7_1vs A7+A6 p<0,0001, R2_7_2 vs A7+A6 p=0,0006; B) R2_7_1 vs A7+A6 p<0,0001,
R2_7_2 vs A7+A6 =0,0169; C) R2_8 1 vs A8+A6 p=0,069, R2_8_2 vs A8+A6 = 0,0068; D) R2_8_1
vs A8+A6 p<0,0001. R2_8_2 vs A8+A6 p=0,0016
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Rycina 37. Poziom lizy komérek nowotworowych endometrium macicy (RL95-2) i piersi (BT20) w
obecnosci komdrek PBMC, przeciwciat bispecyficznych i kombinacji przeciwciat monospecyficznych.
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A)R2_7_1vs A7+A6 p=0,0002 , R2_7_2 vs A7+A6 p=0,0163; B) R2_7_1 vs A7+A6 p=0,0199,
R2_7_2 vs A7+A6 = 0,0186; C) R2_8_1 vs A8+A6 p<0,0001, R2_8_2 vs A8+A6 = 0,0006; D) R2_8_1
vs A8+A6 p=0,0003. R2_8_2 vs A8+A6 p<0,0001

Na podstawie powyzej zaprezentowanych wykreséow wywnioskowaé mozna ze badane
przeciwciata bispecyficzne promujg lize testowanych komérek nowotworowych (Pancl, Panc
05.04, BT20, RL95-2) w obecnosci ludzkich komérek PBMC. We wszystkich wypadkach wynik
uzyskiwany dla przeciwciat bispecyficznych byt istotnie wyzszy niz dla analogicznych terapii
kombinowanych przeciwciatami monospecyficznymi. Site efektu posréd linii komdrkowych
mozna uszeregowal wedtug nastepujgcego schematu: RL95-2 > BT20 > Panc 05.04 > Pancl.
Ponadto, zgodnie z oczekiwaniami, przeciwciata klasy 1IgG1 wykazujg wyzszy poziom promoc;ji lizy
komdrek nowotworowych, jednakze nalezy podkresli¢, ze réznica ta jest istotna statystycznie
jedynie dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1 w linii komérkowej BT20. Jednoczesnie, w przypadku
linii RL95-2 réznice w uzyskiwanych wynikach pomiedzy klasami przeciwciat sg nieznaczne.
Analizujac powyisze wykresy catosciowo warto zauwazy¢, ze przeciwciata Mezotelina x PD-L1

skuteczniej promuja lize komdrek nowotworowych niz przeciwciata ROR-1 x PD-L1.
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8.7. Skutecznosc przeciwciat bispecyficznych zalezy od zastosowanego
stezenia.
Nastepnym etapem projektu byto zbadanie wptywu stezenia przeciwciat bispecyficznych na
poziom lizy komérek nowotworowych w obecnosci ludzkich komdérek PBMC. Do tego celu
zastosowano 3 linie komdrkowe (Pancl, BT20 i RL95-2) i badano nastepujgce stezenia

przeciwciat: 500 nM, 250 nM, 100 nM, 50 nM i 10 nM. Kazdy punkt pomiarowy jest $rednig z 3

niezaleznych powtdrzen z wykorzystaniem jednego donora komérek PBMC.

Rycina 38. Poziom lizy komdrek nowotworowych endometrium macicy (RL95-2) w obecnosci komorek
PBMC i réznych stezen przeciwciat bispecyficznych.
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Rycina 39. Poziom lizy komérek nowotworowych piersi (BT20) w obecnosci komérek PBMC i roznych
stezen przeciwciat bispecyficznych.
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Rycina 40. Poziom lizy komérek nowotworowych trzustki (Pancl) w obecnosci komérek PBMC i réznych
stezen przeciwciat bispecyficznych.
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Dla linii komdrkowej RL-95-2 zastosowanie przeciwciat w stezeniu 10 nM skutkowato lizg na
poziomie okoto 70% dla uktadu Mezotelina x PD-L1 i okoto 40% dla ROR-1 x PD-L1. Podniesienie
stezen prowadzito do zwiekszonej eliminacji komdrek nowotworowych, przy czym efekt ten byt
bardziej widoczny dla przeciwciat ROR-1 x PD-L1. W przypadku linii BT20 mozna zauwazy¢
maksymalny efekt dziatania juz w stezeniu 50 nM dla przeciwciat R2_7 1, R2 8 1i R2 8 2,
natomiast dla przeciwciata R2_7_2 w stezeniu 100 nM. Skuteczno$¢ eliminacji komdrek linii BT20
jest bardzo wysoka, powyzej 90% lizy dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1 i blisko 80% dla
przeciwciat ROR-1 x PD-L1. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach linia Pancl wydaje sie
by¢ najbardziej odporna na terapie badanymi przeciwciatami bispecyficznymi. Przeciwciata ROR-
1 x PD-L1 w stezeniu 10 nM nie wykazujg praktycznie zadnej promocji lizy komédrek
nowotworowych, a ich efektywnos$é rosnie wraz ze stezeniem skutkujgc lizg na poziomie 50% w
stezeniach 250 i 500 nM. Rdézinica w efektywnosci w stezeniu 10 nM w pordwnaniu do
poprzednich eksperymentéw wynika najprawdopodobniej z zastosowanych komdrek PBMC, a
konkretniej ich donora. Ponownie, przeciwciata Mezotelina x PD-L1 wykazujg wyzszg aktywnos¢
w promocji lizy komérek Pancl, prowadzac do lizy na poziomie okoto 50% (R2_8_1) i 30%
(R2_8_2) w stezeniu 10 nM az do koto 80% w stezeniu 500 nM. We wszystkich przypadkach

utrzymany zostat trend wyzszej wydajnosci przeciwciat klasy 1gG1 niz IgG4.

8.8. Wyprodukowane przeciwciata bispecyficzne prowadzg do wzrostu

produkcji cytokin prozapalnych w komérkach PBMC.
Oznaczanie poziomu cytokin (IL-2, IL-10, IFNy, TNFa i Granzym B) produkowanych przez
komorki PBMC w ko-kulturze z komdrkami nowotworowymi przeprowadzone zostato za pomoca
testow ELISA. Do analiz wybrano 2 linie komdrkowe — RL95-2 (niska odporno$¢ na badang

terapie) i Pancl (wysoka odpornos¢ na badang terapie). Przeciwciata bispecyficzne stosowane
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byty w stezeniu 50 nM, przeciwciata monospecyficzne w terapii kombinowanej w stezeniu 50 nM
+ 50 nM, natomiast w prébkach nietraktowanych (PBMC + komodrki nowotworowe) nie
dodawano zadnych zwigzkéw. Ko-kultury komdrek PBMC i komérek nowotworowych
prowadzone byty przez 120 godzin. Rdwnolegle, przez ten sam czas, utrzymywano hodowle
samych komérek PBMC, jednakze we wszystkich przypadkach ilos¢ cytokin w takiej hodowli byta
ponizej granicy detekcji testow. Kazdy wynik jest srednig z 3 niezaleznych powtérzen z
wykorzystaniem jednego donora komdrek PBMC. Po zakoriczone] ko-kulturze pozostate komarki
nowotworowe zostaty zebrane i policzone celem zobrazowania skutecznos$ci promocji lizy

komodrkowej przez przeciwciata:

Rycina 41. Stezenie zywych komorek nowotworowych po 5 dniowej ko-kulturze z komérkami PBMC,
dodatkiem przeciwciat bispecyficznych lub kombinacji przeciwciat monospecyficznych.
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Rycina 42. Stezenie cytokin w ko-kulturach komérek PBMC i komérek nowotworowych endometrium
macicy (RL95-2) i trzustki (Pancl) z dodatkiem przeciwciat bispecyficznych ROR-1 x PD-L1 i kombinacji
przeciwciat monospecyficznych anty-ROR-1 i anty-PD-L1.
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A) RL95-2: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001; Pancl: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2
vs A6+A7 p<0,0001. B) RL95-2: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p=0,01; Pancl: R2_7_1 vs A6+A7
p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p=0,008. C) RL95-2: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001; Pancl:
R2_7_1vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001. D) RL95-2: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7
p<0,0001; Pancl: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001. E) RL95-2: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001,

R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001; Pancl: R2_7_1 vs A6+A7 p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001.
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Rycina 43. Stezenie cytokin w ko-kulturach komérek PBMC i komérek nowotworowych endometrium
macicy (RL95-2) i trzustki (Pancl) z dodatkiem przeciwciat bispecyficznych Mezotelina x PD-L1 i
kombinacji przeciwciat monospecyficznych anty-Mezotelina i anty-PD-L1.
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A) RL95-2: R2_8_1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6+A8 p<0,0001; Pancl: R2_8_1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8_2
vs A6+A8 p<0,0001. B) RL95-2: R2_8_1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8 2 vs A6+A8 p<0,0001; Pancl: R2_8 1 vs A6+A8
p<0,0001, R2_8_2 vs A6+A8 p<0,0001. C) RL95-2: R2_8_1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6+A8 p<0,0001; Pancl:
R2_8 1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6+A8 p<0,0001. D) RL95-2: R2_8 1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6+A8
p<0,0001; Pancl: R2_8_1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8 2 vs A6+A8 p<0,0001. E) RL95-2: R2_8 1 vs A6+A8 p<0,0001,

R2_8_2 vs A6+A8 p<0,0001; Pancl: R2_8_1 vs A6+A8 p<0,0001, R2_8 2 vs A6+A8 p<0,0001.
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Powyzsze wyniki wskazujg ze zastosowanie przeciwciat bispecyficznych, zaréwno ROR-1 x PD-
L1 jak i Mezotelina x PD-L1 skutkuje istotnie zwiekszong produkcjg cytokin: IL-10, IFNy, TNFa i
Granzymu B w poréwnaniu do kombinacji przeciwciat monospecyficznych, przy jednoczesnym
obnizeniu produkcji IL-2. Efekt ten obserwowany jest zaréwno dla linii nowotworowej RL95-2 jak
i Pancl. Stezenie cytokin w prébkach pochodzacych z ko-kultury PBMC i komdrek
nowotworowych RL95-2 jest wiekszosci przypadkéw wyzsze niz dla komérek Pancl. Wyjatkiem
jest produkcja IL-2 w terapii anty-Mezotelina/anty-PD-L1. Dla linii komérkowej RL95-2 rdznica w
stezeniu cytokin pomiedzy przeciwciatami ROR-1 x PD-L1 i Mezotelina x PD-L1 jest znaczaca
jedynie w przypadku IL-10. Z kolei dla linii Pancl zauwazyé mozna znacznie wiekszg produkcje
cytokin w przypadku stosowania przeciwciat Mezotelina x PD-L1. Réwnoczesnie, w wiekszosci
przypadkow zauwazyé mozna istotnie wyzszg produkcje cytokin przy zastosowaniu przeciwciat
klasy 1IgG1 w poréwnaniu do IgG4. Brak takiego stanu rzeczy obserwuje sie jedynie w przypadku
produkcji IFNy w ko-kulturze PBMC/Pancl traktowane] przeciwciatami Mezotelina x PD-L1 (IFNy;
Pancl; R2_8 1vs R2_8 2 —p=0,1755). Podsumowujac, dla cytokin IL-10, IFNy, TNFa i Granzym
B zaobserwowac¢ mozna korelacje pomiedzy skutecznoscia terapii (RL95-2 vs Pancl i IgG1 vs
1gG4) a ich zwiekszong produkcjg. W przypadku IL-2 zaleznos¢ ta nie wystepuje — podwyzszona
produkcja tej cytokiny obserwowana jest dla nisko skutecznych terapii (A6+A7 i A6+A8) i w

mniejszym stopniu dla ko-kultur nietraktowanych (Komarki nowotworowe + PBMC).

8.9. Badane przeciwciata bispecyficzne wptywajg na zmiany w

subpopulacjach limfocytéw T CD4+.

W celu okreslenia zmian w subpopulacjach limfocytéw T CD4+ wykorzystano panel
przeciwciat sprzezonych z fluorochromami i dalszg analize z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego. Oznaczanymi markerami limfocytéw byty CD4, CD25, CD127 i FoxP3. Ko-kultury
komodrek PBMC i komérek nowotworowych prowadzone byly przez 120 godzin. Réwnolegle,
przez ten sam czas, utrzymywano hodowle samych komodrek PBMC w celu okreslenia
poczatkowych udziatdéw poszczegdlnych subpopulacji. Kazdy wynik jest srednig z 3 niezaleznych
powtdrzen z wykorzystaniem jednego donora komérek PBMC. Dane przedstawione zostaty jako

procent komérek pozytywnych wzgledem okreslonych markeréw w ustalonej bramce odczytu.

8.9.1. Zastosowanie przeciwciat bispecyficznych ROR-1 x PD-L1 i Mezotelina x PD-L1 prowadzi
do zmniejszenia populacji limfocytéow T regulatorowych.
Pierwszym etapem badan byto sprawdzenie zmian w subpopulacji limfocytéw T

regulatorowych. Limfocyty takie charakteryzujg sie nastepujgcym profilem markerdw:
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CD4+CD25+CD127low, a wsrdd tej populacji szczegdlnie duzg zdolno$é do immunosupresji majg

te o wysokiej ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3.

Rycina 44. Procentowa ilo$¢ limfocytéw T CD4+ CD25+ CD127low.

A) CD4+ CD25+ CD127low B) CD4+ CD25+ CD127low
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A) RL95-2: R2_7_1vs A6 + A7 p=0,0011, R2_7_2 vs A6 + A7 p=0,015; Pancl: R2_7_1vs A6 + A7
p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p=0,0001. B) RL95-2: R2_8_1 vs A6 + A8 p=0,0012, R2_8 2 vs A6 + A8
p=0,0025; Pancl: R2_8_1vs A6 + A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6 + A8 p<0,0001.

Powyzsze wykresy wskazujg ze, wielkos¢ subpopulacji limfocytéw T regulatorowych maleje
po zastosowaniu badanych przeciwciat bispecyficznych. Dla linii komérkowej RL95-2 procentowy
udziat tych limfocytéw jest podobny zaréwno dla przeciwciat ROR-1 x PD-L1 jak i Mezotelina x
PD-L1 i wynosi okoto 4% wszystkich komdérek PBMC w bramce odczytu — istotnie mniej niz w
prébach z kombinacjg analogicznych przeciwciat monospecyficznych. W przypadku linii Pancl
sytuacja jest podobna z wyjgtkiem przeciwciata R2_7_2 ktére w mniejszym stopniu ogranicza te
subpopulacje limfocytdw. Dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1 brak jest istotnych réznic pomiedzy
klasami przeciwciat, podczas gdy dla przeciwciat ROR-1 x PD-L1 istotna rdznica wystepuje w
przypadku linii Pancl (p<0,0001). Mozna réwniez zauwazyé, ze wielkos¢ tej subpopulacji jest
znacznie mniejsza w prébie PBMC nietraktowane, co wskazuje, ze ko-kultura z komdrkami

nowotworowymi prowadzi do zwiekszenia ilosci limfocytow T regulatorowych.
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Rycina 45.Procentowa ilos¢ limfocytéw T CD4+ CD25+ CD127low FoxP3+.

A CD4+ CD25+ CD127low FoxP3+ B CD4+ CD25+ CD127low FoxP3+
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A) RL95-2: R2_7_1 vs A6 + A7 p=0,0009, R2_7_2 vs A6 + A7 p=0,0344; Panc1: R2_7_1vs A6 + A7
p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p=0,2146. B) RL95-2: R2_8_1 vs A6 + A8 p<0,0001, R2_8 2 vs A6 + A8
p<0,0001; Pancl: R2_8_1 vs A6 + A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6 + A8 p=0,018.

Zastosowanie badanych przeciwciat bispecyficznych prowadzi réwniez do obnizenia
limfocytéw T regulatorowych z wysoka ekspresjg czynnika transkrypcyjnego FoxP3. W przypadku
linii RL95-2 brak jest istotnych réznic pomiedzy przeciwciatami ROR-1 x PD-L1 i Mezotelina x PD-
L1. Réznice uwidaczniajg sie dla bardziej odpornej na terapie linii Pancl, gdzie przeciwciata
Mezotelina x PD-L1 w wiekszym stopniu ograniczajg wielko$¢ tej subpopulacji. Ponownie,
przeciwciato R2_7_2 w ko-kulturze komérek PBMC z linig Pancl w mniejszym stopniu ogranicza
ilo$¢ limfocytow CD4+CD25+CD127lowFoxP3+ niz przeciwciato R2_7 1 (p=0,0005). W
pozostatych przypadkach brak jest istotnych réznic pomiedzy klasami przeciwciat. Co ciekawe,
pomimo ze dla PBMC nietraktowanych ilos¢ limfocytow T regulatorowych jest dosé niska (okoto
2%) to wsréd nich znaczng cze$é stanowig te o wysokiej ekspresji FoxP3, a ich ilo$¢ jest
ograniczana w ko-kulturze z komérkami nowotworowymi.

Innym rodzajem immunosupresyjnych limfocytéw T regulatorowych sg limfocyty o markerach

CD4-FoxP3+.
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Rycina 46. Procentowa ilo$¢ limfocytéw T CD4- FoxP3+.
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A) RL95-2: R2_7_1vs A6 + A7 p=0,3079, R2_7_2 vs A6 + A7 p=0,5592; Pancl: R2_7_1vs A6 + A7
p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p=0,0033. B) RL95-2: R2_8_1 vs A6 + A8 p<0,0001, R2_8 2 vs A6 + A8
p=0,0049; Pancl: R2_8 1 vs A6 + A8 p=0,0008, R2_8_2 vs A6 + A8 p=0,0143.

W ograniczaniu tej populacji limfocytéw znacznie efektywniejsze wydajg sie by¢ przeciwciata
Mezotelina x PD-L1, ktére zaréwno dla linii RL95-2 jak i Panc 1 obnizajg ich ilos¢ do ponizej 10%.
W podobny sposéb dziatajg przeciwciata ROR-1 x PD-L1, jednakze jedynie dla linii Pancl, w
przypadku linii RL95-2 brak jest istotnych rdinic wzgledem kombinacji przeciwciat
monospecyficznych. Brak jest réwniez istotnych réznic pomiedzy klasami przeciwciat. Warto
zwrdéci¢ uwage na fakt, ze w prébie PBMC nietraktowane ilos¢ limfocytéw tej subpopulacji jest

bardzo niska i rosnie znaczgco po ko-kulturze z komérkami nowotworowymi.

8.9.2. Przeciwciata Mezotelina x PD-L1 zwiekszajg subpopulacje limfocytéw CD4+CD25-CD127-
Limfocyty T CD4+CD25-CD127- okreslane sg jako efektorowa subpopulacja limfocytéw T CD4+

o potencjalnie istotnym znaczeniu w odpowiedzi przeciwnowotworowej (Péguillet et al., 2014).
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Rycina 47. Procentowa ilo$¢ limfocytéw T CD4+ CD25- CD127-.

A CD4+ CD25- CD127- B CD4+ CD25- CD127-
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A) RL95-2: R2_7_1vs A6 + A7 p>0,9999, R2_7_2 vs A6 + A7 p=0,9607; Pancl: R2_7_1vs A6 + A7
p<0,0001, R2_7_2 vs A6+A7 p<0,0001. B) RL95-2: R2_8_1 vs A6 + A8 p<0,0001, R2_8 2 vs A6 + A8
p<0,0001; Pancl: R2_8_1 vs A6 + A8 p<0,0001, R2_8_2 vs A6 + A8 p=0,9915.

Przeciwciata ROR-1 x PD-L1 nie promujg zwiekszania subpopulacji limfocytéw CD4+CD25-
CD127- w poréwnaniu do kombinacji analogicznych przeciwciat monospecyficznych. Dla linii
RL95-2 wielko$¢ tej subpopulacji jest podobna zaréwno dla przeciwciat bispecyficznych,
kombinacji przeciwciat monospecyficznych jak i komdrek PBMC nietraktowanych. W przypadku
linii Pancl zastosowanie przeciwciat bispecyficznych skutkuje mniejszg iloscig tego rodzaju
limfocytéw niz uzycie kombinacji przeciwciat monospecyficznych. Jednoczesnie efekt jest ten
wyrazniejszy dla przeciwciat klasy 1gG4 niz 1IgG1 (Pancl, R2_7 1 vs R2_7_2 p<0,0001). Z drugiej
strony przeciwciata Mezotelina x PD-L1 prowadzg do istotnego zwiekszenia subpopulacji
limfocytéw CD4+CD25-CD127- wzgledem kombinacji przeciwciat monospecyficznych.
Przeciwciato klasy IgG1 (R2_8_1) wywotuje taki efekt zaréwno dla linii RL95-2 jak i Panc1, podczas
gdy klasy 1gG4 (R2_8_2) jedynie dla linii RL95-2. Réwniez w tym przypadku, dla linii Pancl
przeciwciato klasy 1gG1 istotnie zwieksza wielkos¢ tej subpopulacji limfocytow wzgledem klasy

lgG4 (Pancl, R2_8_1vs R2_8_2 p<0,0001).
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9. DYSKUSIA

Przeciwciata bispecyficzne stanowig innowacyjng klase biologicznych czasteczek
terapeutycznych budzacych coraz wieksze zainteresowanie szczegdlnie na polu walki z
nowotworami. Specyfika ich funkcjonowania, a wiec zdolno$¢é do wigzania dwdch antygenéw
jednoczesnie, w potgczeniu z mnogoscig mozliwych do wyboru formatéw budowy daje nadzieje
na przezwyciezenie trudnosci napotykanych szczegdlnie w immunoterapii nowotwordéw
(Brinkmann & Kontermann, 2017). Dotychczasowo znaczna czes$¢ zaakceptowanych do uzycia u
ludzi przeciwciat bispecyficznych opiera sie o schemat CD3 x TAA (ang. Tumor-associated
antigen), zaktadajacy przede wszystkim aktywacje i fizyczne zblizanie limfocytow T do komadrek
nowotworowych (Wei et al., 2022). Ponadto, na réznych etapach badan klinicznych znajduja sie
przeciwciata o innych mechanizmach dziatania: celujgce w dwa rdézne antygeny nowotworowe,
celujgce w dwa rdézne punkty kontroli uktadu odpornosciowego lub celujgce jednoczesnie w
punkt kontroli uktadu immunologicznego i antygen nowotworowy. ROR-1 i Mezotelina to dwa
biatka btonowe wystepujace w bardzo niewielkich ilosciach w zdrowych tkankach (Baskar et al.,
2008; Hilliard et al., 2021). Jednoczesnie obserwuje sie ich znaczng nadekspresje w rdznych
rodzajach nowotwordw, ktdra nierzadko skorelowana jest z gorszymi prognozami choroby (Faust
et al.,, 2022; S. Zhang et al., 2012). PD-L1 z kolei jest jednym z gtéwnych punktéw kontroli uktadu
odpornosciowego o bardzo istotnej roli w utrzymywaniu prawidtiowej homeostazy
immunologicznej (C. Sun et al., 2018). Receptor ten jest czesto wykorzystywane przez nowotwory
do ucieczki z pod kontroli uktadu immunologicznego (Escors et al., 2018). W niniejszej pracy
zastosowano podejscie celowania jednoczes$nie w antygen nowotworowy i punkt kontroli uktadu
odpornosciowego. Wyprodukowane zostaty 4 przeciwciata bispecyficzne: ROR-1 x PD-L1 IgG1
(R2_7_1), ROR-1 x PD-L1 IgG4 (R2_7_2), Mezotelina x PD-L1 IgG1 (R2_8_1) i Mezotelina x PD-L1
IgG4 (R2_8_2) — w symetrycznym formacie IgG(ScFv)2, gdzie petne przeciwciato skierowane jest
przeciwko antygenom nowotworowym (ROR-1 lub Mezotelina) a do jego fragmentu Fc
dotgczone sg dwa fragmenty ScFv anty-PD-L1.

Przeciwciata zostaty wyprodukowane w dwéch systemach ekspresji w komérkach ssaczych —
na poczatku w systemie przejSciowym w komdrkach HEK293 i nastepnie w stabilnych liniach
komérkowych CHO. W produkcji przejsciowe]j uzyskiwane ilosci przeciwciat to okoto 5-6 mg/L w
7 dniowej hodowli. Dostepne dane literaturowe wskazuje Zze przeciwciata bispecyficzne
produkowane w systemie przejsciowym sg w granicach 30-100 mg/L (Q. Wang et al., 2019). Inne

badania, w ktérych analizowano symetryczne przeciwciata bispecyficzne HER2 x PD-L1 dowodzg
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wydajnosci na poziomie 10-70 mg/L w zaleznosci od zastosowanego formatu (Madsen et al.,
2024). Nalezy jednak pamietac, ze wydajnos¢ produkcji w systemie przejsSciowym zalezy m.in. od:
1) linii uzywanych komérek HEK, 2) medium hodowlanego, 3) wektora do ekspresji czy tez 4)
odczynnika do transfekcji. Biorac pod uwage fakt, ze hodowle produkcyjne opisywane w tej pracy
trwaty tylko 7 dni (brak danych dla produkcji w referowanej literaturze), a komoérki nie byty
suplementowane w trakcie hodowli specjalnymi pozywkami — spodziewac¢ sie mozna ze
wydajnos¢ jest zblizona do dolnych granic opisywanych w literaturze. Przeniesienie produkcji do
stabilnych linii CHO podyktowane byto po czesci stosunkowo niskg produktywnoscig w systemie
przejsciowym, ale przede wszystkim mozliwoscig wiekszej kontroli nad produkcjg przeciwciat i
szybszym procesem (po generacji stabilnych linii) uzyskiwania biatek. W opisywanym projekcie,
wydajnos$¢ produkcji w stabilnych liniach wynosita okoto 10-12 mg/L. W poréwnaniu do
raportowanych wydajnosci — w granicy 0,3-1,2 g/L (Q. Wang et al., 2019) — wydaje sie by¢ to
bardzo niskg wartoscia. Nalezy jednak pamietaé, ze w tym wypadku produkcja wykonywana byta
z puli komodrek po selekcji antybiotykowej. Zwykle, produkcje w stabilnych liniach wykonuje sie z
wykorzystaniem linii komdrkowej po dwdch rundach klonowania (izolacji najlepszych
producentdéw z pojedynczych komorek), czesto réwniez po pierwszej rundzie klonowania
dokonuje sie dodatkowej transfekcji. Ponadto produkcja najczesciej zachodzi w bioreaktorach, z
kontrolowanymi warunkami pH, stezenia tlenu i dwutlenku wegla czy temperatury,
suplementacjg hodowli specjalnymi pozywkami, czy tez obnizeniem temperatury w procesie po
zakonczeniu fazy logarytmicznego wzrostu. Wszystkie te czynniki znaczaco przyczyniajg sie do
podniesienia produktywnosci stabilnej linii komdrkowej. Analiza parametréw fizykochemicznych
wskazuje na wtasciwg mase i prawidtowe ztozenie przeciwciat. Nie stwierdzono rdznic w obrazie
zeli poliakrylamidowych (w warunkach redukujacych i nieredukujacych) pomiedzy tymi samymi
przeciwciatami réznych klas, jak réwniez pomiedzy tymi samymi przeciwciatami pochodzacymi z
produkcji przejsciowej i ze stabilnych linii komdrkowych. Podobne wnioski wyciggnag¢ mozna
analizujagc chromatogramy bedace rezultatem analizy chromatografii wykluczenia. Jedyne co
zwraca uwage to pojawienie sie sygnatéw za gtdwnym pikiem odpowiadajgcym wiasciwym
przeciwciatom — swiadczacych najprawdopodobniej o wystepowaniu niespecyficznej degradacji
biatek. Wskazuje to na koniecznos$¢ optymalizacji buforu do przechowywania przeciwciat.
Badane przeciwciata bispecyficzne wigzg swoje cele molekularne (ROR-1, Mezoteling, PD-L1)
z podobng charakterystykg jak referencyjne przeciwciata monoklonalne. Sita wigzania —
okreslana przez parametr EC50 - przeciwciat ROR-1 x PD-L1 do biatka ROR-1 w poczgtkowych
eksperymentach obliczona zostata na 0,20 pug/mL w poréwnaniu do 0,14 pg/mL dla przeciwciata

anty-ROR-1. Natomiast podczas weryfikacji potencjalnych réznic pomiedzy przeciwciatami
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pochodzgcymi z réznych systemow produkcji wartosci wynosity $rednio 0,65 pg/mL dla
przeciwciat bispecyficznych i 0,75 pg/mL dla przeciwciata anty-ROR-1. Rozbieznosci wystgpity
réwniez dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1 w tescie wigzania do biatka Mezoteliny - srednio 0,25
pug/mL dla przeciwciat bispecyficznych i 0,23 pg/mL dla przeciwciata anty-Mezotelina w
pierwszym eksperymencie i odpowiednio 0,12 pg/mLi 0,13 pg/mL w poréwnaniu przeciwciat z
réznych systemoéw ekspresji. Zmiana w wartosciach ECsp nastgpita tez w tescie wigzania
wszystkich przeciwciat bispecyficznych do PD-L1 w poréwnaniu do przeciwciata anty-PD-L1
(Atezolizumab). Pierwsze eksperymenty wykazaty wigzanie przeciwciat bispecyficznych do PD-L1
ze Srednig wartoscig ECso 0,13 pg/mL i przeciwciata anty-PD-L1 0,14 pg/mL, podczas gdy w
nastepnym tescie wyniki te zwiekszyty sie do, odpowiednio 0,40 pg/mL i 0,38 pug/mL. Nalezy
zauwazy¢, ze wykonywane testy ELISA nie sg metodami analitycznymi po walidacji, tym samym
nie zostat ustalony przedziat ufnosci w ktérym wyniki testu uznaje sie za réwnowazne. Co istotne
zmiany te wystepujg réwniez dla referencyjnych przeciwciat monospecyficznych, dlatego tez
wyniki te nalezy ocenia¢ dla kazdego eksperymentu oddzielnie. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze nie wystepujg réznice w wigzaniu celdw molekularnych: pomiedzy tymi samymi
przeciwciatami réznych klas, pomiedzy przeciwciatami bispecyficznymi wyprodukowanymi w
réznych systemach ekspresji oraz pomiedzy przeciwciatami bispecyficznymi i referencyjnymi
przeciwciatami monospecyficznymi. Zaleznos¢ taka wystepuje dla ROR-1, Mezoteliny i PD-L1 i
dotyczy zaréwno wartosci EC50 jak i charakterystyk krzywych wigzania. Podobne rezultaty
otrzymane zostaty w przypadku zdolnosSci blokowania interakcji PD-1/PD-L1 — brak istotnych
réznic w obliczonych wartosciach EC50 pomiedzy przeciwciatami réznych klas i réznych
systemoéw ekspresji w odniesieniu do referencyjnego przeciwciata anty-PD-L1. Uzyskane wyniki
sg réwniez zblizone, choé wyzsze, do danych literaturowych —0,79 nM i 0,61 nM dla przeciwciata
anty-PD-L1 (Atezolizumab) w poréwnaniu do 0,42 nM (Skalniak et al., 2017). Test blokady $ciezki
sygnalizacyjnej jest testem komdrkowym, tym samym drobne rdznice takie jak liczba pasazy,
uzywany licznik komdrek, wykorzystywane odczynniki i materiaty zuzywalne itp. moga wptywaé
na rozbieznosci pomiedzy dwoma niezaleznymi eksperymentami, a tym bardziej pomiedzy
dwoma laboratoriami. Niemniej jednak, opisane wyzej rezultaty sg bardzo istotne z punktu
widzenia dalszych badan. Dzieki tej weryfikacji mozna mie¢ przekonanie, ze wszelkie réznice w
dalszych eksperymentach wynikajg z charakterystyki przeciwciat lub ich klasy, a nie réznic w
jakosci preparatéw biatek.

Immunoterapia, cho¢ niewatpliwie skuteczna w leczeniu wielu nowotwordw, w niektorych
przypadkach okazuje sie bardzo mato wydajna. Jednym z koronnych tego przyktadéw s3

nowotwory trzustki (Laface et al., 2023), ktdre jednoczesnie stanowig ogromne wyzwanie ze

103



wzgledu na wysokg $miertelno$é — 5-letnie prognozowane przezycie dla chorych wynosi zaledwie
8% (Banerjee et al., 2018). Z tego powodu dwie z czterech badanych linii komdrkowych stanowig
wtasnie linie nowotworéw trzustki — Pancl i Panc 05.04. Dwie pozostate to linia nowotworu
endometrium macicy (RL95-2) i nowotworu piersi (BT20). Wszystkie z tych czterech linii
komodrkowych posiadajg na swojej powierzchni cele molekularne dla badanych przeciwciat.
Badane przeciwciata bispecyficzne, w stezeniu 10 nM, w obecnosci ludzkich komdérek PBMC,
promujg lize wszystkich testowanych komdrek nowotworowych. Najbardziej wrazliwg na
proponowane terapie linig komérkowa wydaje sie by¢ linia RL95-2. Zastosowanie przeciwciat
ROR-1 x PD-L1 prowadzi do lizy komdrek tej linii na Srednim poziomie bliskim 40% zaréwno dla
klasy I1gG1 jak i IgG4, co jest istotnie lepszym rezultatem niz kombinacja przeciwciat anty-ROR-1 i
anty-PD-L1 ( 18%). Réwniez w przypadku przeciwciat Mezotelina x PD-L1 nie mozna stwierdzic¢
istotnych rdznic w efektach wywotywanych przez przeciwciato klasy 1gG1 (54%) i 1gG4 (53%),
jednakze przewaga wzgledem kombinacji przeciwciat monospecifycznych jest jeszcze wieksza
(13%). W przypadku linii BT20 i Panc 05.04 efekt cytotoksyczny jest podobny. Przeciwciata ROR-
1 x PD-L1 promuja lize na nastepujgcym poziomie: BT20 — R2_7_1 (28%), R2_7 2 (25%); Panc
05.04 — R2_7_1 (35%), R2_7_2 (27%), co jest we wszystkich wypadkach istotnie lepszym
rezultatem niz kombinacja anty-ROR-1/anty-PD-L1 (BT20 — 10%, Panc 05.04 — 11%). Ponownie,
sita efektu cytotoksycznego jest wieksza dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1: BT20: R2_8_1 (47%),
R2_8_2 (31%), Panc 05.04: R2_8_1 (39%), R2_8_2 (30%). Sa to istotnie lepsze rezultaty niz te
otrzymywane w wyniku zastosowania kombinacji przeciwciat anty-Mezotelina i anty-PD-L1
(BT20-6%, Panc 05.04 — 12%). Zdecydowanie najbardziej odporna na proponowane formy terapii
jest linia Pancl. Przeciwciata ROR-1 x PD-L1 indukujg lize komérek tej linii na poziomie: R2_7 1
(18%) i R2_7_2 (16%), podczas gdy zastosowanie przeciwciat Mezotelina x PD-L1 skutkuje
lepszymi rezultatami: R2_8 1 (25%) i R2_8 2 (20%). Skuteczno$¢ kombinacji przeciwciat
monospecyficznych, zaréwno anty-ROR-1/anty-PD-L1 (A6+A7 — 4%) jak i anty-Mezotelina/anty-
PD-L1 (A6+A8 —6%) jest bardzo niska i istotnie gorsza niz analogiczne przeciwciata bispecyficzne.

Powyzsze wyniki dowodzg istotnej przewagi jednoczesnej blokady ROR-1 i PD-L1 oraz
Mezoteliny i PD-L1 poprzez zastosowanie przeciwciat bispecyficznych nad kombinacja
przeciwciat monospecyficznych. Trudno jednakze znalezé korelacje pomiedzy poziomem
ekspresji wykorzystywanych celow molekularnych a sitg efektu cytotoksycznego komdérek PBMC
w obecnosci przeciwciat. Dla przyktadu, pomimo wysokiej ekspresji ROR-1 na powierzchni
komodrek Pancl liza tych komodrek byta na dos¢ niskim poziomie, jednoczesnie efekt
cytotoksyczny dla linii RL95-2 byt stosunkowo silny, pomimo niewielkiej ilosci zaréwno ROR-1 jak

i Mezoteliny. Nalezy jednak pamietac, ze okreslenie poziomu ekspresji celéw molekularnych
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zostato przeprowadzone na hodowlach z okreslonego momentu, bez dodatku komérek PBMC
czy badanych przeciwciat. Mozna spodziewac sie ze profil ekspresji tych receptoréw zmienia sie
w zaleznosci od cyklu komérkowego, czasu trwania hodowli, a w szczegdlnosci w obecnosci
komodrek uktadu immunologicznego (Abbasov et al., 2021; Rostagno et al., 1996). Tak wiec dla
proby lepszego zobrazowania zaleznosci pomiedzy dostepnoscig celdw molekularnych a
skutecznos$cia terapii nalezatoby przebadac¢ komérki nowotworowe z réznych etapéw hodowli i
ko-kultur z komdrkami PBMC. Niemniej jednak, faktem pozostaje znaczaca przewaga w promocji
lizy uzyskiwanej po zastosowaniu przeciwciat bispecyficznych wzgledem kombinacji
analogicznych  przeciwciat monospecyficznych. Mechanizm opisywanych przeciwciat
bispecyficznych mozna okresli¢ jako in-cis, czyli wigzanie receptoréw znajdujgcych sie na tych
samych komodrkach. Jednakie w sytuacji, gdzie w otoczeniu znajduje sie wiele komdrek
nowotworowych, przeciwciato takie moze funkcjonowac¢ réwniez in-trans, pomiedzy dwoma
réznymi komérkami nowotworowymi. Sita wigzania antygendw przez przeciwciata bispecyficzne
oraz monospecyficzne powinna byé taka sama, ze wzgledu na tg sama sekwencje aminokwasowg
rejondw warunkujgcych dopasowanie. Pewne obawy mogtoby budzi¢ dostosowanie sekwencji
do formatu symetrycznych przeciwciat bispecyficznych, a w szczegdlnosci przeksztatcenie czesci
anty-PD-L1 z petnego przeciwciata do fragmentu ScFv, jednakze testy ELISA oraz blokady
interakcji PD-1/PD-L1 nie wykazaty réinic wzgledem przeciwciat monospecyficznych.
Niewatpliwie, dla petnego potwierdzenia tych samych wtasciwosci, warto bytoby przeprowadzi¢
analizy kinetyki wigzania metodami SPR lub BLI. Mato jednak prawdopodobne jest by tak
znaczace réznice wynikaty z niewielkich zmian w zdolnosci wigzania celéw molekularnych.
Przeciwciata bispecyficzne majg zdolno$¢ wigzania dwdch antygendw jednoczesnie, co
oczywiscie nie zachodzi w przypadku kombinacji przeciwciat monospecyficznych. Mechanizm ten
moze prowadzié sieciowania receptoréw na powierzchni komdrek nowotworowych i tworzenia
niefizjologicznych komplekséw (Michaelson et al., 2009), a przez to prowadzi¢ do zaburzonej
transdukcji wewnatrzkomoérkowych sygnatéw (Chu et al., 2015; Li et al., 2020) lub tez zwiekszaé
immunogenno$¢ komoérek nowotworowych (Y. Wang et al., 2010). Wigzanie takie moze réwniez
prowadzi¢ do zaburzenia kinetyki internalizacji receptoréw i relokacji w obrebie bfony
komodrkowej (Gajate & Mollinedo, 2007). W srodowisku nowotwordw zidentyfikowane zostaty
limfocyty T cytotoksyczne posiadajgce na powierzchni PD-L1 (CD8+PD-L1+) (Zheng et al., 2022)
ktérych funkcje jednoznacznie promujg opornos¢ nowotwordw na efektorowe dziatanie uktadu
immunologicznego (Diskin et al.,, 2020). Inng populacjg z ekspresjg PD-L1 sg limfocyty
regulatorowe (CD4+CD25+PD-L1hi), ktérych wspdtobecnosé z limfocytami efektorowymi

CD8+PD-1hi koreluje z lepszg odpowiedzig na terapie PD-1/PD-L1 (S. P. Wu et al., 2018). W
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sSwietle tych informacji mozna zatozyé dodatkowy mechanizm warunkujgcy przewage
skutecznosci przeciwciat bispecyficznych. Przeciwciata monospecyficzne anty-PD-L1 rdéwniez
oddziatujg z tymi limfocytami, z tg rdznicg, ze zdolnos$¢ jednoczesnego wigzania dwéch
antygendéw przeciwnowotworowych moze prowadzi¢ do fizycznego zblizenia komérek ukfadu
odpornosciowego i komdrek nowotworowych, a tym samym do wiekszej ekspozycji na komaorki
nowotworowe i ostatecznie silniejszej aktywacji limfocytéw efektorowych.

Zgodnie z oczekiwaniami catkowite wartosci lizy komérek nowotworowych otrzymywane dla
przeciwciat klasy 1gG1 sg wyzsze niz te dla klasy IgG4. Jednakze, z powodu wysokich odchylen
standardowych wynikajgcych z duzej zmiennosci w aktywnosci komérek PBMC w zaleznosci od
ich donora — istotnos¢ statystyczna osiggnieta zostata jedynie w przypadku przeciwciat
Mezotelina x PD-L1 testowanych na linii nowotworowej BT20 (BT20: R2_8_1vsR2_8_ 2 p=0.034).
Analizujac wykresy poziomu lizy komdrkowej w zaleznosci od stezenia przeciwciat faktycznie
mozna stwierdzi¢ ze w niskich stezeniach (10 nM), w wiekszosci wypadkow, przeciwciata klasy
IgG1 dajg lepsze wyniki niz 1gG4. Jednakze, rdznice te zacierajg sie w wyzszych stezeniach, dla
przeciwciat Mezotelina x PD-L1 50 nM we wszystkich testowanych liniach, podczas gdy dla
przeciwciat ROR-1 x PD-L1 100 nM w linii BT20 i 250 nM w liniach RL95-2 i Pancl. Wskazuje to na
fakt, ze funkcje efektorowe zwigzane z fragmentem Fc tracg na znaczeniu w wyzszych stezeniach
przeciwciat, a osiggane wyniki zwigzane sg raczej z mechanizmem interakcji z celami
molekularnymi. Niemniej jednak, nawet w nizszych stezeniach réznice pomiedzy klasami nie sg
bardzo duze, co moze miec istotne znaczenie w dalszych rozwazaniach, szczegdlnie pod katem
mnimalizacji potencjalnych skutkdw ubocznych. Przeciwciata klasy 1gG1 ze wzgledu na funkcje
efektorowe (ADCC, CDC) a takze dtuiszy czas pottrwania w surowicy uznane sg za bardziej
immunogenne (Goulet & Atkins, 2020). W zwigzku z tym, nawet jezeli skutecznos$¢ przeciwciat
klasy 1gG4 jest nizsza, ale wcigz zadowalajaca, bardziej racjonalne moze by¢ wybranie ich do
dalszych badan, minimalizujgc tym samym ryzyko powaznych skutkéw ubocznych.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze zastosowanie przeciwciat bispecyficznych Mezotelina x PD-L1
skutkuje wyzszym poziomem eliminacji komérek nowotworowych niz ROR-1 x PD-L1. Jednakze,
w przypadku eksperymentéw przeprowadzonych na wielu donorach komérek PBMC w
stezeniach przeciwciat 10 nM rdznica ta jest istotna statystycznie jedynie dla przeciwciat klasy
IgG1 w linii BT20 (BT20: R2_7_1vsR2_8 1 p=0,0135). Podobnie jak w przypadku réznic pomiedzy
klasami przeciwciat, srednie wartosci lizy sg wieksze dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1,
natomiast stosunkowo duze odchylenia standardowe powodujg, ze przewaga ta nie jest istotna
statystycznie. Poréwnanie to prezentuje sie inaczej w eksperymencie w ktérym testowano zakres

stezen z wykorzystaniem jednego donora komérek PBMC. W tej sytuacji przeciwciata Mezotelina
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x PD-L1 skutkujg istotnie lepsza promocjg lizy komdrek nowotworowych we wszystkich
testowanych stezeniach i na wszystkich testowanych liniach — poréwnujac przeciwciata tej samej
klasy (R2_7_1vsR2_8 1iR2_7_2vsR2_8 2).Znaczacy przewage mozna zauwazy¢ szczegdlnie
w przypadku linii Pancl, ktéra okresli¢ mozna jako najodporniejszg na testowane przeciwciata.
Wynik taki sugerowac moze, ze istotnie przeciwciata Mezotelina x PD-L1 skuteczniej prowadzg
do eliminacji komérek nowotworowych niz ROR-1 x PD-L1, jednakze sita tego efektu zalezy od
charakterystyki limfocytow.

Obecnos¢ badanych przeciwciat bispecyficznych, zaréwno ROR-1 x PD-L1 jak i Mezotelina x
PD-L1, prowadzi do znacznego zwiekszenia produkcji cytokin prozapalnych. Analizie poddane
zostaty prébki pochodzace z 5-dniowej ko-kultury komdrek nowotworowych (RL95-2 i Pancl) i
komérek PBMC. We wszystkich przypadkach dodatek przeciwciat bispecyficznych (1gG1 i 1gG4)
prowadzit do istotnego zwiekszenia stezenia TNFa, IFNy, Granzymu B i IL-10 zaréwno wzgledem
kombinacji przeciwciat monospecyficznych jak i kontroli nietraktowanych (PBMC + komorki
nowotworowe). IFNy, Granzym B i IL-2 to cytokiny ktérych produkcja taczona jest z aktywacjg
komérek uktadu immunologicznego, prowadzgca do efektéw antyproliferacyjnych,
apoptotycznych i nekrotycznych w komérkach nowotworowych (Lan et al., 2021). TNFa cho¢
pierwotnie zidentyfikowany jako czagsteczka anty-nowotworowa, moze réowniez petni¢ role
promujgce wzrost i przezycie nowotwordw, szczegdlnie w przypadku przedtuzonej ekspozycji
(Montfort et al., 2019). IL-10 z kolei przez dtugi czas wigzana byta z promowaniem opornosci
nowotwordw na dziatanie uktadu immunologicznego, jednakze, podobnie jak w przypadku TNFa,
odkryto jej dualistyczne dziatanie. Obecnie spekuluje sie ze w poczatkowych fazach wzrostu
nowotworu IL-10 dziata anty-nowotworowo, m.in. poprzez stymulacje limfocytéw
cytotoksycznych czy promowanie produkcji IFNy, natomiast jezeli nowotwdr rozwinie sie i
zacznie produkowad IL-10R sygnalizacja IL-10 ma dziatanie immunosupresyjne (Mannino et al.,
2015). W SsSwietle tych informacji mozna spodziewa¢ sie, ze zwiekszona liza komérek
nowotworowych w obecnosci badanych przeciwciat bispecyficznych jest skorelowana z
podniesieniem produkcji TNFa, IFNy, IL-10 i Granzymu B. Co wiecej wyniki te sg spdjne z
poprzednimi obserwacjami: 1) wyzsza produkcja tych cytokin obserwowana jest dla bardziej
wrazliwej na terapie linii RL95-2 w pordéwnaniu do Panc 1 (z wyjgtkiem IFNy i przeciwciat
Mezotelina x PD-L1), 2) przeciwciata klasy 1gG1 zwykle prowadzg do wyzszej produkcji tych
cytokin niz te klasy 1gG4 (poza kilkoma przypadkami gdzie stezenie jest na bardzo zblizonym
poziomie), 3) zastosowanie przeciwciat Mezotelina x PD-L1 skutkuje wyzszymi poziomami
omawianych cytokin, szczegdlnie w przypadku linii Pancl. Szczegdlnie interesujacy i jednoczesnie

nie wpisujgcy sie w opisywany trend jest poziom IL-2. Jak wspomniano wczesniej zwiekszenie
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produkcji tej cytokiny zwykle tgczy sie z podniesiong odpowiedzig immunologiczng i wieksza
wydajnoscig eliminacji komdrek nowotworowych. W przypadku badanych przeciwciat jest zgota
inaczej, IL-2 w stosunkowo niewielkiej ilo$ci obecna jest w prdobkach w ktérych zastosowano
kombinacje przeciwcial monospecyficznych i w jeszcze mniejszej w kontroli nietraktowane;j.
Warto jednak zaznaczy¢ ze IL-2 petni raczej role wspierajgcg promujac przezycie, proliferacje i
aktywacje limfocytow cytotoksycznych a nie ma bezposredniej funkcji efektorowej (Pol et al.,
2020). Ponadto obnizenie produkcji IL-2 przez limfocyty cytotoksyczne zwigzane jest z ich
postepujacym ,wyczerpaniem”, przy jednoczesnym zwiekszaniu jej produkcji przez limfocyty
regulatorowe (Kwon, 2021). W zwigzku z tym spekulowa¢ mozna, ze brak detekcji IL-2 w
probkach traktowanych badanymi przeciwciatami bispecyficznymi wynika z albo przerzucenia
catej aktywnosci limfocytow na funkcje efektorowe lub tez uchwycenia stanu hodowli w ktérym
limfocyty cytotoksyczne przestajg produkowaé IL-2 ale limfocyty regulatorowe jeszcze nie
hamujg ich aktywnosci. Analogicznie, podwyzszony poziom IL-2 w prdbkach z kombinacjg
przeciwciat monospecyficznych moze wynikaé z ciggtej proby ekspansji limfocytéw lub tez
rozpoczetego procesu hamowania odpowiedzi immunologicznej przez limfocyty regulatorowe.
Limfocyty regulatorowe charakteryzujg sie wystepowaniem markeréw powierzchniowych
CD4 i CD25 przy jednoczesnie niskim poziomie receptora CD127 (CD4+CD25+CD127low) (N. Yu
et al, 2012). Duza czes¢ z nich posiada konstytutywng, wysoky ekspresje czynnika
transkrypcyjnego FoxP3. Zostaly one zidentyfikowane jako limfocyty regulatorowe o duzym
potencjale w hamowaniu odpowiedzi immunologicznej na nowotwory (Tanaka & Sakaguchi,
2017), a redukcja wielkosci tej subpopulacji jest wigzana z lepszg odpowiedzig pacjentéw na
immunoterapie (lglesias-Escudero et al., 2023). Zastosowanie badanych przeciwciat
bispecyficznych prowadzi do obnizenia wielkosci subpopulacji CD4+CD25+CD127low w
poréwnaniu do kombinacji przeciwciat monospecyficznych jak i ko-kultur nietraktowanych.
Jednoczes$nie przyrost tego rodzaju limfocytow jest wiekszy w ko-kulturze komérek PBMC z
komodrkami Pancl niz RL95-2, co koreluje z wydajnoscig lizy komdrek nowotworowych.
Skutecznosc ograniczania tej subpopulacji jest wieksza przy zastosowaniu przeciwciat Mezotelina
x PD-L1 niz ROR-1 x PD-L1, cho¢ efekt ten jest znacznie wyrazniejszy w przypadku linii Pancl.
Warto zwrdcié¢ uwage na znaczace zwiekszenie wielkosci tej subpopulacji w ko-kulturach
PBMC/komadrki nowotworowe w poréwnaniu do hodowli samych komérek PBMC — $wiadczy to
o aktywnosci komodrek nowotworowych w wygaszaniu odpowiedzi immunologicznej. Podobne
wyniki obserwuje sie w bardziej specyficznej subpopulacji — CD4+CD25+CD127lowFoxP3+, przy
czym w tym wypadku widaé znacznie wiekszg przewage przeciwciat Mezotelina x PD-L1, w

szczegdlnosci dla linii Pancl. Co interesujgce, zauwazy¢ mozna, ze wielkos¢ tych subpopulacji dla
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kombinacji przeciwciat monospecyficznych jest wieksza niz dla ko-kultur nietraktowanych, co
pokrywa sie z obserwacjg dotyczacg produkcji IL-2 i pozwala sktaniaé sie ku hipotezie, ze w
hodowlach tych rozpoczat sie proces ,wyczerpania” limfocytow cytotoksycznych sterowany przez
limfocyty regulatorowe. Zastosowany uktad badawczy pozwolit na analize innej subpopulacji
limfocytéw regulatorowych — CD4-FoxP3+. Sg to w znacznej mierze limfocyty CD8+FoxP3+ ktére
zostaty zidentyfikowane jako wysoce immunosupresyjne w réznych rodzajach nowotwordéw (Hao
et al., 2020; Kiniwa et al., 2007). Podobnie jak dla limfocytéw regulatorowych CD4+, rowniez w
tym przypadku zastosowanie opisywanych przeciwciat bispecyficznych prowadzi do obnizenia
wielkosci subpopulacji. Podczas dodatkowych analiz zidentyfikowano jedno z potencjalnych
zrédet lepszych wynikdw uzyskiwanych przy zastosowaniu przeciwciat Mezotelina x PD-L1
wzgledem ROR-1 x PD-L1. Odpowiadad za to moze zwiekszona obecnosc¢ limfocytéw CD4+CD25-
CD127-. Ich wystepowanie zostato skorelowane z lepszg odpowiedzig na terapie nowotworu
piersi (Péguillet et al., 2014), i mozna wnioskowac o ich aktywnosci przeciwnowotworowej.
Podsumowujac, w niniejszej pracy zaproponowano wykorzystanie przeciwciat bispecyficznych
ROR-1 x PD-L1 i Mezotelina x PD-L1 do zwalczania nowotwordw. Jest to pierwsze zaraportowane
wykorzystanie takiej kombinacji celdow molekularnych dla przeciwciat bispecyficznych.
Opisywane przeciwciata zostaty zaprojektowane w formacie symetrycznym, podobnym do IgG,
zaréowno w klasie 1gG1 jak i IgG4. Do produkcji przeciwciat wykorzystano system przejsciowy i
stabilne linie komdrkowe, w obu przypadkach osiggajgc wtasciwe parametry fizyko-chemiczne, a
takze zdolno$¢ do wigzania celéw molekularnych i blokowania interakcji PD-1/PD-L1 na
podobnym poziomie jak referencyjne przeciwciata monospecyficzne. Dodanie ich do ko-kultur
komodrek nowotworowych i komérek PBMC prowadzito do efektywnej lizy komodrek
nowotworowych, zaleznej od zastosowanego stezenia przeciwciat. Eliminacja komorek
nowotworowych przebiegata na drodze aktywacji limfocytdw T o czym $wiadczg podniesione
stezenia cytokin prozapalnych oraz obnizone wielkosci subpopulacji limfocytéw T
regulatorowych. Wstepne wyniki sugerujg wiekszy potencjat przeciwciat Mezotelina x PD-L1.
Jednoczesnie w obu przypadkach udato sie osiggngé zadowalajgce rezultaty zaréwno dla
przeciwciat klasy IgG1 jak i 1gG4, co moze pozwoli¢ w przysztosci na zredukowanie potencjalnych
skutkéw ubocznych terapii. Uzyskane wyniki, cho¢ niewatpliwie obiecujace, nie pozwalajg jednak
w petni stwierdzi¢ czy takie przeciwciata mogtyby stanowi¢ nowg forme terapii nowotworéw. Z
catg pewnoscig nalezatoby zweryfikowac ich potencjat w bardziej zaawansowanych modelach
nowotworow, przede wszystkim w modelach zwierzecych. Wysoce immunosupresyjne
mikrosrodowisko nowotworéw a takze bardziej ztozona konstrukcja jakim jest guz moga

znaczgco ostudzi¢ nadzieje. Jednakze, sam fakt, ze jednoczesne celowanie w ROR-1 i PD-L1 lub
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Mezoteline i PD-L1 skutkuje znaczacym ograniczeniem wzrostu komérek nowotworowych jest
obiecujgcym punktem wyjscia. Technologia przeciwciat bispecyficznych jest bardzo
wszechstronnym podejsciem, a mnogos¢ dostepnych formatéw pozwala na przezwyciezenie
wielu problemdw. Tak wiec, dalsza weryfikacja potencjatu opisywanych przeciwciat moze
doprowadzi¢ do zmiany stosowanych formatéw, tak aby osiggnac¢ wyzszg wydajnos¢, wiekszg
penetracje guza lub tez lepszy profil farmakokinetyczny i farmakodynamiczny. Innym podejsciem
moze by¢ proba zwiekszenia efektywnosci przeciwciat poprzez dodanie kolejnych miejsc
wigzania, lub tez zwiekszenie specyficznosci np. poprzez dodanie fragmentu anty-CD3 celem

wiekszej aktywacji limfocytow T.
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10.

10.

WNIOSKI

Otrzymane przeciwciata bispecyficzne posiadaty zgodne z oczekiwaniami parametry
fizykochemiczne i zdolnosci wigzania celéw molekularnych z sitg zblizong jak referencyjne
przeciwciata monospecyficzne.

Sita blokady interakcji PD-1/PD-L1 jest podobna jak dla przeciwciata anty-PD-L1
(Atezolizumab).

Zastosowanie badanych przeciwciat bispecyficznych prowadzito do istotnie wiekszej lizy
komérek nowotworowych niz kombinacja przeciwciat monospecyficznych, a sita tego
efektu zalezata od stezenia przeciwciat.

Dodanie przeciwciat bispecyficznych do ko-kultury komérek nowotworowych z
komadrkami PBMC prowadzi do istotnie wyzszej produkcji cytokin (TNFa, IFNy, Granzym
B, IL-10) w poréwnaniu do kombinacji przeciwciat monospecyficznych i istotnie nizszej
produkgji IL-2.

W takim samym uktadzie badawczym obserwuje sie istotne zmniejszenie wielkosci
subpopulacji immunosupresyjnych  limfocytéw  T-regulatorowych -  zaréwno
CD4+CD25+CD127lowFoxP3+ jak i CD4-FoxP3+.

Wykorzystanie przeciwciat Mezotelina x PD-L1 prowadzi do zwiekszenia potencjalnie
silnie antynowotworowej subpopulacji limfocytéw T CD4+CD25-CD127-.

Przeciwciata bispecyficzne klasy 1gG1 wykazujg nieznacznie wyzszg aktywnos¢ niz klasy
1gG4.

Zastosowanie przeciwciat Mezotelina x PD-L1 prowadzi do wyzszej lizy komodrek
nowotworowych, produkcji cytokin i wiekszego zmniejszenia subpopulacji limfocytéow T
regulatorowych w poréwnaniu do przeciwciat ROR-1 x PD-L1.

Jednoczesna blokada ROR-1 i PD-L1 lub Mezoteliny i PD-L1 jest nowatorskim i
interesujgcym podejsciem do zwalczania komérek nowotworowych.

Obiecujace wyniki badan in-vitro stanowig podstawe do dalszych badan in-vivo, ktére
pozwolg w bardziej precyzyjny sposéb okresli¢ potencjat przeciwnowotworowych

badanych przeciwciat bispecyficznych.
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