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Konjugaty protilatka-1é¢ivo (ADC) jsou velmi aktualni terapeutickou skupinou kancerostatik. Tvofi je monoklonalni
protilatka, nejcastéji typu IgG, na kterou je pies vhodny linker (kovalentni fetézec) konjugovana jedna nebo vice molekul
cytotoxického 1é¢iva. Konjugovana forma 1é¢iva ma vyrazné niz$i toxicitu nez forma volna, kterou v terapii nelze uzivat
samostatng. Databaze SUKL registruje zatim 9 ADC piipravkd pro pouziti v onkologii. Vzhledem k tomu, e moznych
kombinaci pard protilatka-1écivo je obrovské mnozstvi, do roku 2025 se ocekava ,,boom* této oblasti a az Ctyinasobny
nartist prodeji. V krevni cirkulaci smétuje ADC ptipravek specificky k antigenu pfitomnému na povrchu nadorové bunky.
Linker mezi protilatkou a lécivem musi byt stabilni v prostiedi krevni cirkulace a teprve az po internalizaci konjugatu byt
v cilové nadorové buiice zcela degradovan nebo ziistat vazany na 1é¢ivo po degradaci proteinové ¢asti konjugatu (tzv. $té-
pitelné nebo nestépitelné linkery). Nasledné 1é¢ivo zplisobi riznymi mechanismy apoptdzu nadorové burniky. Léciva pouzi-
o derivaty auristatini a maytansinti. V soucasné 3. generaci vyvijenych konjugat se zkousi i méné toxicka 1é¢iva na bazi
kamptothecintll, amanitint aj. Lécivo s linkerem je k mAb pfipojeno pomoci riznych biokonjugacnich metod. Zde se uplat-
fiuje cela skala technik syntetické chemie, piicemz biokonjugace mize byt bud’ nespecifickd nebo specifickd. Konjugova-
telné jsou predevsim periferni aminokyseliny protilatky — cystein, lysin, histidin, tyrosin, glutamin a redukované disulfido-
vé mustky mezi dvéma tézkymi nebo mezi tézkym a lehkym fetézcem. Pro specifickou konjugaci byly vyvinuty napf. tech-
niky glykoinzZenyrstvi, zaloZené na N-glykosylaci protilatky na asparaginu (N297). Konjugaéni techniky, ale i syntéza
,,nahé“ humanni mAb jsou predmétem utajovaného ,.know-how* fady progresivnich firem a laboratofi, které v oblasti
ADC ptipravki ptisobi.
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Obsah ale vySe uvedeny referat nezahrnuje velmi aktualni terape-

utickou skupinu kancerostatik, v nichz se pravé synergicky

1. Uvod kombinuji velké a malé molekuly: konjugaty protilatka-

2. Molekularni struktura konjugati protilatka-1é¢ivo 1&¢ivo, angl. Antibody-Drug Conjugates (ADC pfipravky).

2.1. Linker Tento predlozeny referat 1ze chapat jako volné pokracova-
2.2. Légivo ni tématu o sméfovani vyvoje 1éciv do budoucna.

3. Mechanismus terapeutického u¢inku Proporce mezi kazdoro¢né nové schvalovanymi 1é¢i-

4. Priprava konjugatl protilatka-1é¢ivo vy obsahujicimi bud’ pouze malé nebo pouze velké mole-

4.1. Biosyntéza proteinové ¢asti piipravku kuly (bioléciva) je v posledni dekadé ustalena. Podle sta-

4.2. Biokonjugace tistik FDA (cit.z) pripadaji zhruba dvé tfetiny na malé

5. Zavér molekuly a jedna tfetina na bioléCiva (obr. 1). Dnes se

vSak na trhu velmi dynamicky prosazuji kancerostatické
ADC pftipravky, ve kterych se spojuje jedna velka mole-

1. Uvod kula s malymi molekulami do jedné entity. Pokud pomine-
me teoretické koncepty a ivahy P. Ehrlicha, G. Mathého

V roce 2022 publikoval Radl a spol.' referdt na téma: a dalsich o budoucim sméfovani v 1é€bé rakoviny pred

° h ’ . 3 . . N o ~r_ 7

Budou 1é¢ivy budoucnosti malé molekuly nebo biologicka mnoha desitkami let’, tak historie ADC piipravkl zacina
lé¢iva? Odpovédi na tuto otazku je presvédéeni autorl v roce 2000, kdy byl firmou Wyeth na trh uveden pfipra-
tohoto ¢lanku, Ze do budoucna trh s 1é¢ivy opanuje rozum- vek Mylotarg pro 1é¢bu leukémie. Ten byl vSak vroce
na rovnovaha mezi obéma typy. S tim lze uréité souhlasit, 2010 dobrovolné v USA stazen firmou Pfizer (ta koupila
Chem. Listy /17, 319-329 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230319
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Pocty schvalenych léciv FDA v letech 2013-2022
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Obr. 1. Pomér mezi terapeutickymi malymi a velkymi molekulami (biolé¢ivy, biologiky) schvalenymi FDA za posledni dekadu

firmu Wyeth vroce 2009), protoze se neprokazal jeho
terapeuticky benefit ve srovnani s chemoterapii (1écba
malymi molekulami). Nicméné€ po prezkoumani, pti zmé-
né davkovaciho rezimu, v roce 2017 FDA a v roce 2018
EMA Mylotarg opét registrovaly®.

O tom, Ze problematika je vysoce atraktivni, svédci
i ptipravované specialni &islo asopisu Molecules® véno-
vané pouze ADC ptipravkim a planované k vydani v roce
2023.

Statni Gstav pro kontrolu 16¢iv (SUKL)® uvadi ve své
databazi registrovanych 1¢kii v ATC skupiné L: cytostatika
a imunomodulacni 1é¢iva, a podskupiné LO1F: monoklo-
nalni protilatky a konjugaty protilatka-1écivo, celkem
55 registrovanych piipravkl, z ¢ehoz 9 pfipada na ADC
pripravky (tab. I).

Tabulka I

ADC pftipravky se historicky déli do tii generaci,
pfi¢emz jednotlivé generace se od sebe 1isi jak typy pouzi-
tych protilatek (viz dale), tak typy pouzitych malych mo-
lekul a specifitou a zptisobem jejich umisténi na molekule
protilatky’.

Formulace téchto pfipravkid jsou vesmés kapalné
1ékové formy pro injekéni nebo infuzni aplikaci. Je evi-
dentni, ze moznych kombinaci parti protilatka-1éCivo je
obrovské mnozstvi a zdaleka ne vSechny byly syntetizova-
ny a terapeuticky testovany vzhledem k moznym cilim.
A to je bezesporu vyzva a piilezitost pro farmaceuticky
a biotechnologicky vyzkum. Vyvoj dalSich generaci smétuje
k vy&si homogenité, stabilité a u¢inku ADC piipravki®.

Piipravky typu konjugat protilatka-1é¢ivo registrované v databazi SUKL® *

Ptipravek Konjugat protilatka-1é¢ivo Lécba

Adcetris brentuximab-vedotin nadorové onemocnéni lymfocytl
Besponsa inotuzumab-ozogamicin lymfoblasticka leukémie

Blenrep belantamab-mafodotin sarkomy kostni diené

Enhertu trastuzumab-deruxtekan karcinom prsu

Kadcyla trastuzumab-emtansin karcinom prsu

Mylotarg gemtuzumab-o0zogamicin myeloidni leukémie

Padcev enfortumab-vedotin karcinom moc¢ového méchyte

Polivy polatuzumab-vedotin difuzni velkobunéény nador B-lymfocyta
Trodelvy sacituzumab-govitekan karcinom prsu

*Ne vSechny pripravky registrované FDA (ta jich schvalila zatim 11) jsou registrované i v Evropé (EMA)
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2. Molekularni struktura konjugata
protilatka-lé¢ivo

Jak vyplyva z nazvu, ADC piipravek obsahuje velkou
molekulu rekombinantni monoklonalni protilatky (mAb).
V soucasné dob¢é obecné ustupuji do pozadi chimérni pro-
tilatky, obsahujici variabilni oblasti plivodem z jiného
organismu nez lidského a konstantni oblasti lidského pi-
vodu. Tento typ protilatky je vyuzit naptiklad v pfipravku
Adcetris’. U vétsiny soucasnych konjugétti se setkavame
s protilatkami humanizovanymi (obsahujicimi pouze hy-
pervariabilni oblasti ze zvifete), pfiCemz vyvoj smétuje
k plné humannim protilatkdm. Vysledkem téchto uprav je
logicky polocas a zlepseni efektorovych funkei'®'!. Tyto
protilatky, predevsim isotypy IgG, jsou konjugované
vruznych mistech na lehkém nebo tézkém fetézei
s jednou nebo vice malymi molekulami cytotoxického
1é¢iva (M, = 300-1000), obr.2. Realn¢ se vzdy jedna
o statisticky rozptyl, tzn., ze na jednu molekulu mAb
v 1é¢ivém pripravku primérné pfipada 1-8 molekul 1é¢iva
(hodnota DAR, Drug Antibody Ratio). Toto 1éCivo je
v terapii nékdy oznacovano jako bojova hlavice nebo uzi-
teCny naklad (war head, payload). Konjugovana forma
1é¢iva ma vyrazné nizsi toxicitu nez forma volna, kterou
v terapii nelze uzivat samostatné. Kovalentni spojka
(konjugace) mezi protilatkou a 1é¢ivem se oznacuje jako
linker, coz je rizné dlouhy a funkéné optimalizovany mo-
lekularni fetézec'?. Strukturng dileZitymi parametry ADC
ptipravki, z nichz kazdy ma vliv na findlni G¢innost, jsou:
— sekvence aminokyselin v mAb,

— posttransla¢ni modifikace mAb,

—  pozice konjugace 1é¢ivo-linker na mAb,

— struktura linkeru a jeho stabilita,

—  prumérné zatiZzeni mAb 1é¢ivem (hodnota DAR).

NH,*

Lehky
Fetézec

Téiky
fetézec
CO0O" COO-
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Tyto parametry lze urcit na zéklad¢ studia molekular-
ni 3D struktury ADC piipravku. V soucasnosti jsou
k dispozici dvé zasadni experimentdlni metodiky: RTG
monokrystalové difrakce (SCXRD — Single Crystal X-Ray
Diffraction) a hmotnostni spektrometrie (MS). U obou
metod je vSak problémem velikost zkoumanych konjuga-
ti. Proto se n€kdy strukturni studie omezuji na fragmenty
mAb a sice Fy, a F. (viz obr. 2). Fragmentace ovSem ne-
znamena omezeni interpretace struktury zkoumaného kon-
jugatu.

Nejlépe 1ze molekularni strukturu ADC piipravki
studovat pomoci SCXRD (cit."?), a ptip. dalsimi difrakéni-
mi technikami (neutronova ¢i elektronova difrakce“),
pokud se podaii vykrystalizovat vhodny monokrystal. To
ale neni viibec jednoduché a predstavuje to hlavni omeze-
ni difrakénich metod. V databazi PDB (cit.'®) Ize nalézt
jen nékolik struktur celych protilatek, ale tisice konjugatt
léciva s F,, fragmentem, protoze fragmenty krystalizuji
snadngji. Druhou metodou jsou rtizné techniky hmotnostni
spektrometrie, napi. ESI/LC/MS nebo CXL/MS, které asi
nejlépe umoziuji urcit vazebné misto 1é¢iva na protilatce
a které jsou pro studium konjugétii nabizeny i komer&ng'®.
Prehledovym ¢lankem o soucasnych strategiich LC/MS
pro feSeni struktury konjugati je prace Xiaoyu a spol.'”.
Z dalsich potencialnich metod pfichdzi v tvahu NMR
spektroskopie v roztoku'® a kryoelektronova mikrosko-
pie', ale tyto metody jsou vétsinou pouzity v tandemu
s MS, protoze jejich rozliseni je obecns nizsi*’.

Tlustraci strukturni studie konjugétu trastuzumab-
emtansin (piipravek Kadcyla®') metodou LC-MS je prace
Chena a spol.” (obr. 3). Trastuzumab obsahuje 88 molekul
lysinu a 4 N-koncové skupiny, které lze konjugacnimi
kroky modifikovat. Vysledné konjugaty se skladaji z dil-
¢ich populaci, které se 1isi poctem pfipojenych 1éCiv a také
umisténim jejich linkerti na trastuzumab. Linker je tvofen

Konstantnioblast lehkého retézce

Variabilnioblastlehkého fetézce

Disulfidovy mustek
Konstantnioblast téZkého fetézce

Variabilni oblast tézkého retézce
Lécivo (war head, payload)

Linker

Obr. 2. Schéma molekularni struktury ADC pripravku protilatka-lécivo
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Trastuzumab
(anti-HER-2)

maleimidomethyl

cyklohexan-1-karboxylatovy linker

(MCC)

emtansin
MCC+DM1

Obr. 3. Trastuzumab-emtansin (Kadcyla)

stabilnim thioetherovym miistkem oznacovanym jako
MCC. Kovalentn¢ pfipojené lé¢ivo se nazyva mertansin
(DM1). Pojem emtansin oznacuje komplex MCC-DMI1,
tzn. linker-1é¢ivo. V Kadcyle pfipada na jednu molekulu
trastuzumabu v priméru ~3,5 molekuly 1é¢iva (DAR).
Piipravek Kadcyla je vrabén firmou Roche a byl schvélen
FDA i EMA v roce 2013.

2.1. Linker

Linker je vazebna spojka mezi protilatkou a 1é¢ivem
(obr. 4). Po intravenézni aplikaci ADC piipravku musi
linker vydrzet nerozpojeny v prostiedi krevni cirkulace
(ptisobeni enzymi). Jinak by doslo k nezddoucimu uvol-
néni cytotoxického 1éCiva v necilové tkdni. Teprve
v cilové nadorové bunce se linker bud rozpoji
(dekonjuguje) nebo zlstane vazany na léCivo. Linkery
proto délime na $tépitelné a nestépitelné. Konstrukce lin-
keru vyrazné ovliviluje farmakokinetiku a farmakodyna-
miku, terapeutické parametry a selektivitu ADC pii-
pravku®.

Stépitelné linkery jsou konstruovany tak, aby byly
stabilni v extracelularnim a nestabilni v intracelularnim
prostiedi nadorové bunky. Citlivymi parametry stability
jsou pH, redoxni potencial nebo ptitomnost specifickych
lysozomélnich enzymi. Nejcast&j$imi typy Stépitelnych
linkera® jsou:
hydrazonovy linker ($tépitelnd je hydrazonova vazba
hydrolyzou v kyselém intracelularnim prostfedi endo-
zomi (pH 5-6) a lysozomi (pH 4,8)).
disulfidovy linker (Stépitelna je disulfidova vazba
hydrolyzou pii vys$Si koncentraci intracelularniho
glutathionu (1-10 mmol 1))
dipeptidovy linker (tento linker je St€pen katepsinem
B — lysozomalni proteasou, kterd je nadmérné produ-
kovana v nékterych typech nadorovych bunék). Neja-
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mertansin (DM1)

spesnéji jsou Stépeny vazby Val-Cit a Val-Ala.

Dalsim typem Stépitelnych linkert, ktery je vSak vyu-
zivany méné cCasto neZz linkery uvedené vySe, je
B-glukuronidovy linker, ktery je rozpoznavan a hydrolyzo-
van B-glukuronidasou.

Prikladem nestépitelného linkeru je substituovany
stabilni thioetherovy fetézec, ktery odolava proteolytické
degradaci, coz zajiStuje vyssi stabilitu celého ADC pfi-
pravku. Nestépitelné linkery ovSem musi byt konstruova-
ny tak, aby nesnizovaly Géinek ptipojeného 1éC¢iva, ptip.
vhodné modifikovaly jeho vlastnosti. Po degradaci protei-
nové ¢asti ADC pripravku, tedy protilatky, je na vznikajici
molekule 1é¢ivo-linker zachovana nejméné jedna amino-
kyselina, nejéastéji lysin nebo cystein®. Jednou z vyhod
nesteépitelnych linkerd je moznost ovlivnéni finalnich
vlastnosti malé molekuly (lé¢iva), napfiklad jejich hydro-
fility apod.*. Zavérem je nutné zdiraznit, 7e v soudasné
dobé nelze jednoznacné soudit, které typy linkerd jsou pro
ACD ptipravky vhodnéjsi, zda Stépitelné ¢i nestépitelné.

2.2. Lécivo

Pozadavky kladené na malou cytotoxickou molekulu
— 1éCivo, jsou vysoké a je narocné je vSechny beze zbytku
vyplnit. Jde pfedev§im o dostatecnou tcéinnost a rozpust-
nost ve vode, schopnost obchazet mechanismy zpisobujici
multilékovou rezistenci, nizkou imunogenitu a moznost
vytvofeni vhodné chemické vazby (handle) pro piipojeni
k linkeru. Béhem vyvoje ADC ptipravka se ukazala jako
nevhodna napf. chemoterapeutickd 1é¢iva na bazi doxoru-
bicinu, methotrexatu, rostlinnych Vinca alkaloidi
(vincristin, vinblastin, vinorelbin) aj. U druhé generace
byly jako cytotoxicka 1é¢iva pouzity hlavné derivaty od-
vozené od dvou skupin antimitotickych latek: auristatini
a maytansini'Z.
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Obr. 4. Stépitelné a nestépitelné linkery

Auristatiny®® jsou komplexni analoga dolastatinu 10.
Tento pentapeptid je metabolitem moiského slimaka zeje
usatého (Dolabella auricularia), zvaného motsky zajic,
z kterého miize byt izolovan. Jednotlivé derivaty rozlisuje-
me pismeny, napf. auristatin E, auristatin F, apod. (obr. 5).
Kromé toho existuji i jejich derivaty, napf. monomethyl-
auristatin E, monomethylauristatin F apod. Skala t&chto
latek je tedy Siroka. Auristatiny patii mezi tzv. destabiliza-
tory mikrotubuld, nebot’ svou vazbou rozvraceji potiebnou
rovnovahu mezi neustalym piidavanim a odebiranim tubu-
linovych jednotek, a tim zastavuji moznost déleni nadoro-
vych bun¢k. To nakonec vede k apoptdze. Tyto latky jsou
100 az 1000krat toxictejsi nez doxorubicin.

Maytansiny®2® (viz obr. 3) neboli derivaty maytansi-
nu, jsou latky odvozené od makrolidu maytansinu, ktery
lze izolovat z kury afrického kefe Maytenus ovatus, ale
také z mechti a mikroorganismti. Maytansin inhibuje poly-
meraci tubulinu, coZz vede k mitotickému bloku
a apoptdze. Mechanismus G¢inku maytansind je tedy po-
dobny jako u auristatind, stejn€ jako jejich toxicita vzhle-

Obr. 5. Auristatiny®
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Thioetherovy linker

Dipeptidovy linker
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zkousky se samotnymi maytansiny nebo auristatiny ukaza-
ly, ze jim nékdy vzhledem k vysoké systémové toxicité
zcela chybi terapeutické okno, tzn., Ze minimalni 1é¢iva
koncentrace je soucasné i minimalni toxickou koncentraci.

Léciva, ktera ptisobi jinym mechanismem nez jako
inhibitory tubulinu, jsou kalicheamiciny nebo duokarmy-
ciny, fazené mezi bakterialni protinadorova antibiotika.
V obou ptipadech se jedna o latky zptsobujici poskozeni
DNA. Ptikladem ADC piipravku, obsahujiciho tento typ
Iéciv, mize byt jiz vySe zmihovany gemtuzumab-
ozogamicin (Mylotarg)*"*".

Soucasny vyzkum se zaméiuje na mén¢ toxicka 1éc¢i-
va neZ jsou inhibitory tubulinu. Slibnou skupinou jsou
kamptotheciny (kamptothecin a derivaty topotekan, irino-
tekan a belotekan). Tyto inhibitory topoisomerasy jsou
zhruba stejné toxické jako doxorubicin. Piikladem pfti-
pravku obsahujiciho tento druh malé molekuly je nedédvno
schvaleny sacituzumab-govitecan (Trodelvy)®, viz tab. 1.

V dlouhodobé perspektivé budou nepochybné zkou-
mana vSechna 1éCiva, kterd néjakym mechanismem ovliv-
fuji bunécny cyklus a vedou k apoptoze. Jedna se napft.

il
(0]

Auristatin E Auristatin F
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o inhibitory topoisomerasy, inhibitory transkripce, Bcl-x1
inhibitory, inhibitory tyrosinkinasy, inhibitory HSP90,
inhibitory translace, inhibitory proteazomu, 1é¢iva ovliv-
fujici mitochondridlni metabolismus aj.*. Testuji se ama-
nitiny (obsazené v muchomirce zelené), pyrrolobenzodia-
zepiny, indolinobenzodiazepiny®', thailanstatin, karmafy-
ciny - aj.

Pro tplnost 1ze doplnit, ze protilatky je mozné pouzit
i k cileni radionuklidd. Pfikladem je ptipravek Zevalin
(ibritumomab-tiuxetan)*, ktery reprezentuje prvni schva-
lenou radioimunoterapii. V tomto piipad¢ je vyuZivana
mysi protilatka cilend na antigen CD20, ktery je pfitomen
na B-lymfocytech. Jako radionuklid je v tomto ptipadé
vyuzivano yttrium 90 [*Y]. Na rozdil od konjugat
s 1é¢ivy neni u konjugatt s radionuklidy nutna jejich inter-
nalizace do buiiky a dochazi k usmrceni jak buriky cilové
(nddorové), na kterou se konjugat vazal, tak bun€k v jejim
blizkém okoli*.

3. Mechanismus terapeutického ucinku

Pro pochopeni mechanismu uc¢inku ADC ptipravk je
nutné si uvédomit, Ze protilatka zde hraje podstatné veétsi
roli, nez by se na prvni pohled mohlo zdat a neni jen pros-
tym nosi¢em 1éCiva do cilové nadorové bunky. Konjugat
synergicky kombinuje vlastnosti cytotoxické malé mole-
kuly 1éCiva s dalezitymi vlastnostmi protilatky, jako je
napf. selektivni vazba k vhodnému antigenu. Zarovenl
muze byt timto zplisobem vhodné ovlivnéna stabilita, far-

Receptor schopny

dimerizace s HER2 “_7_ . ) o,
P T aktivace dimerizaci

Receptor

HER2 ‘—L
N

-

i signdl Lﬁ
\ "/
_Saktivace étépenim
Zdrava burika
(HER2 receptor zajistuje prenos signal(
pro rast, déleni a preziti bunky)
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makokinetika ¢i schopnost pfekonat mechanismy 1ékové
rezistence. ADC pripravky jsou tedy skvélou kombinaci
imunoterapie a chemoterapie.

Z hlediska mechanismu ucinku ADC pfipravek
v krevni cirkulaci specificky sméfuje k cilovému antigenu,
produkovanému na povrchu nadorovych bunck. Cilovy
antigen protilatky musi mit v nadoru vysokou expresi, byt
na povrchu nadorové buiiky snadno pfistupny a konecné
musi mit vyrazné internalizacni vlastnosti (umoznujici
konjugatu snadny vstup do bunky). Soucasné terapie mifi
na 8 riznych antigend a receptorti (viz jejich déleni
v databazi SUKL)®. Po internalizaci je protilatka degrado-
vana a v nadorové buiice pasobi 1é¢ivo volné nebo ve spo-
jeni s nestépitelnym linkerem.

Jako nazorny ptiklad terapeutického ucinku volné
protilatky v kontrastu s mechanismem ucinku ADC pfi-
pravku muze slouzit dvojice sestavajici ze samotné huma-
nizované protilatky pouZzivané k lécbé HER-2 pozitivni
rakoviny prsu a HER-2 pozitivniho metastazujiciho karci-
nomu zaludku (pfipravek Herceptin, —trastuzumab)®*
a z ptipravku obsahujiciho obdobnou protilatku, tentokrat
vSak konjugovanou s cytostatickym 1é¢ivem (ptipravek
Kadcyla, trastuzumab-emtansin), viz obr. 6. I u pfipravku
Kadcyla je hlavni indikaci terapie HER-2 pozitivni rakovi-
ny prsu’'. Pro tyto typy nadorovych onemocnéni je typic-
ka nadprodukce receptoru, ktery se Gcastni fady signalnich
drah ovliviiujicich bun&&nou proliferaci a apoptozu®.

Z hlediska terapie je dilezita skuteCnost, Ze neni
znam zadny extracelularni ligand pro receptor HER-2,
ktery by byl zodpovédny za jeho aktivaci. K té dochazi

Nadorova HER2+ burika

(Nadprodukce HER2 receptoru zpGsobuje
prilisnou stimulaci ristu a déleni bunky)

Herceptin / s l

2. Inhibice dimerizace

—— 1.aktivace bunék =«
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- I 3. Inhibice proteolytické
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4. Indukce internalizace
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"-‘ a degradace HER2
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i s konjugdtem do bunky
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Obr. 6. Srovnani mechanismu u¢inku pripravki Herceptin a Kadcyla
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béhem jeho dimerizace s nékterym dalsim c¢lenem této
rodiny receptord, pficemz dimerizaci indukuji pravé ligan-
dy téchto receptorli. Druhou moZnou cestou vedouci
k aktivaci receptoru HER-2 je odStépeni jeho extracelulér-
ni domény. Pisobenim piipravku Herceptin®', ktery se
specificky vaze na extracelularni doménu receptoru
HER-2, dochéazi k zamezeni moznosti jeho dimerizace
a tim tedy k potlaceni signalti sméfujicich k aktivaci proli-
ferace a inhibici apoptozy. Inhibovana je i aktivace recep-
toru HER-2 od$tépenim extracelularni domény. Tim vSak
funkce protilatky (trastuzumab) v pfipravku Herceptin
nekonci. Fc fragment trastuzumabu je schopen zprostred-
kovat bunéfnou cytotoxicitu zdvislou na protilatkdch
(ADCC), jejiz aktivace vede ke zni¢eni nadorové bunky.
Dalsim ptredpokladanym mechanismem ptisobeni Hercep-
tinu je jeho vliv na internalizaci HER-2 receptoru a jeho
degradaci®**.

V piipravku Kadcyla® je primarni funkci protilatky
jeji vazba na HER-2 receptor, zaroven vsak je ale schopna
zprostfedkovavat vSechny terapeutické ucinky, které byly
zminény vySe pro Herceptin. Po vazbé ADC piipravku na
HER-2 receptor dochazi k internalizaci celé molekuly
ADC endocytézou do nitra buiiky a nasledné k proteoly-
tické degradaci protilatky v lysozomu. Degradaci této
proteinové Casti celého ADC pripravku dochazi k uvolnéni
cytotoxickych produktii — katabolitti (primarné molekuly
lysin-MCC-DM1), které inhibuji tvorbu mikrotubulii
(zabranuji polymerizaci tubulinu) a zptsobu;ji tedy apopto-
zu cilové buiky. Pfitomna protilaitka umoziuje cileny
ucinek cytotoxické latky pouze v nadorovych buiikach,
které nadmérné produkuji receptor HER-2. Diky nizké
permeabilité nevykazuje katabolit lysin-MCC-DM1 neZza-
douci vedlejsi ucinky.

Srovnani mechanismu G¢inku obou téchto terapeutik,
tedy pfipravki Herceptin a Kadcyla, je ilustrovano na
obr. 6. Z n€¢j mimo jiné jasné plyne zakladni rozdil v ptiso-
beni, zatimco Herceptin do nadorové buiky nevstupuje,
konjugét ptitomny v pfipravku Kadcyla ano.

4. Ptiprava konjugati protilatka-1é¢ivo

ADC piipravky zahrnuji tii proménné — protilatku,
linker a 1é¢ivo a zjevné neexistuje univerzalni strategie
jejich ptipravy. Béhem vyvoje vyrobniho procesu je nutné
se vyporadat s celou fadou otazek, napiiklad:

Jak vybrat spravnou protilatku? Kde a jak pfipojit
linker k protilatce? Jaky druh linkeru pouzit? Kolik mole-
kul 1é¢iva pripojit? Jak propojit linker a 1é¢ivo? Pfipojit
nejdiive linker k 1éCivu a potom konjugovat s mAb nebo
drive konjugovat linker a mAb a teprve potom na néj pfi-
pojit 1é¢ivo? Jaka je optimalni 1ékova zatéz?

Kromé toho je ziejmé, ze pro kazdy ADC ptipravek
budou odpovédi odlisné. V nasledujicich tadcich budou
nastinény piiklady moznych strategii syntézy ADC pii-
pravku.
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4.1. Biosyntéza proteinové ¢asti pfipravku

Dfive neZ je mozné piikro€it k ptipravé ADC pfi-
pravku, je nutné vyrobit ,,nahou’ monoklonalni protilatku,
coz vyzaduje znacnou znalost modernich technologii.
Podrobny popis vSech metod, v soucasné dobé vyuziva-
nych v pfipravé chimérnich, humanizovanych ¢i pIn¢ hu-
mannich protilatek, by pfesahoval ramec tohoto piispevku,
proto odkazujeme na piislusnou literaturu®’. Pro piedstavu
uvedeme alespoii jeden z moZnych pfistup, a to propojeni
hybridomové technologie a genového inZenyrstvi. Na
zacatku celého procesu je nezbytné vhodnym antigenem
imunizovat laboratorni zvife, obvykle mys. Nasleduje fuze
slezinnych bungk, schopnych produkovat protilatky,
s buiikami nadorovymi, které vzniklému hybridomu po-
skytnou schopnost nekone¢ného déleni. Tato etapa vyvoje
protilatky je zakoncena vybérem hybridomu produkujici-
ho protilatku o pozadované specifité. V této fazi se stale
jedna o protilatku plné mysiho ptivodu. Pomoci sekveno-
vani je nasledné¢ mozné zjistit potadi nukleotidli v sekven-
ci, kterou je tato mysi protilatka kodovana''.

V nasledujici fazi je vyuzito skutecnosti, ze je znama
kompletni nukleotidova sekvence lidského genomu®™.
Metodami genového inZenyrstvi je pak mozné pfipravit
kombinovanou nukleotidovou sekvenci, ktera obsahuje jak
¢asti mysiho ptivodu, odvozené od sekvence ziskané hyb-
ridomovou technologii, tak &asti ptvodu humanniho™.
Takto ziskana sekvence je vlozena do bunék vhodnych pro
produkci. Nejéastéji jsou vyuzivany bunky z vajecniki
kietika &inského (CHO buiiky)*.

Vyse zminovanym zpisobem je mozné ziskat proti-
latky chimérni ¢i humanizované. Pro pfipravu protilatek
plné humannich bylo nutné vyvinout metody jesté sofisti-
kovangj§i, mezi které patii napfiklad metoda fagového
displaye ¢i produkce v mysich, jejichz genom byl pozmé-
nén tak, aby nebyly schopné produkce mysich protilatek,
ale pouze protilatek lidskych®'.

4.2. Biokonjugace

Naslednym procesem je biokonjugace (zkracené kon-
jugace), coz je chemicka strategie umoznujici kovalentni
spojeni dvou molekul, z nichZ alespoii jedna je biomole-
kula (v ptipadé ADC piipravki monoklonalni protilatka).
Vyvoj téchto metod probiha jiz piiblizné dvé desetileti
a stale jsou zavadény techniky nové, které umoziuji pres-
nou kontrolu poc¢tu malych molekul zavadénych do konju-
gatu a zaroveil i mist, ve kterych k vazb& dochazi***%
K dispozici je aktudlné mnoho strategickych variant
a pestra Skala nastroji syntetické chemie. Hlavni vyuZziva-
né pristupy zahrnuji strategie klasické chemické syntézy
a moderni metody biologické katalyzy pomoci specificky
piisobicich enzymt®.

Biosyntéza ADC piipravkl se potyka s celou fadou
specifickych problémi, které souvisi mimo jiné se selekti-
vitou procesu. Chemoselektivni modifikace jednoho ¢i
vice mist na protilatce je tak predmétem ,.know-how* fady
vyvojovych a servisnich biotechnologickych laboratofi,
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které svoje sluzby nabizeji na webu: Seattle Genetics,
Genentech, ImmunoGen, Regeneron, Abzena, Arco Bio-
systems, Wuxibiologics, Lonza molecules, Spirogen,
Synthon, Medchemexpres aj.

Atraktivnimi misty pro biokonjugaci na protilatce
jsou aminokyseliny situované na vné&jSim povrchu mole-
kuly  proteinu, pfedev§im tedy  aminokyseliny
s ionizovatelnou skupinou v postrannim fetézci, jako jsou
lysin, cystein, histidin nebo tyrosin. Nejcasteji jsou modi-
fikovany skupiny: -NH,, -NH, —SH, -COOH, -NC(NH,),
atd. U lysinu miZe nukleofilni skupina —NH, napfiklad
reagovat s elektrofilnim N-hydroxysukcinimidovym ¢ini-
dlem za vzniku amidu (tab. II)**. V tomto piipadé se jedna
o nespecifickou konjugaci, protoze molekul lysini je
v protilatce nekolik desitek (uvadi se, ze primérna proti-
latka obsahuje cca 80 lysinl) a ztoho je priblizné
10 pristupnych pro modifika¢ni reakce. Zaroven neni
mozné zarucit, ze nebudou modifikovany molekuly lysint
nezbytné pro interakci antigenu a protilatky. Pfesto patfi
tato metodika k jedném z nejpouzivanéjsich a byla vyuzita

Tabulka II

Chem. Listy /17, 319-329 (2023)

napfiiklad pfti ptipraveé ptripravk Besponsa, Mylotarg nebo
Kadcyla**.

Jind synteticka strategie cili v protilatce IgG1 na Ctyfi
disulfidové mistky tvofené thiolovymi skupinami v postran-
nich fetézcich cysteintl, dva spojujici lehky a tézky fetézec
adva umisténé v pantové oblasti tézkych fetézcl (viz
obr. 2). Redukce téchto ¢tyt mustkd, napf. tris(2-karboxy-
ethyl)fosfinem (TCEP), generuje osm thiolovych skupin,
které jsou schopné reagovat napf. s maleimidovym linke-
rem (tab. II), coz umoziuje vazbu az osmi molekul léciva
(maximalni hodnota DAR = 8). Tato technologie byla
vyuzita napiiklad pii vyrob& piipravku Adcetris®. Jesté
modernéj$im pfistupem je pak produkce protilatek, do
jejichz sekvence je pomoci genetické upravy vnesen novy
cystein, ktery mize byt cilen¢ modifikovan za vzniku
ADC ptipravku (THIOMAB)*+¢.

Vzhledem k tomu, Ze v§echny monoklondlni protilat-
ky jsou N-glykosylované bud’ na asparaginu (N297) nebo
v jeho nejbliz§im okoli (jedna se tedy o umisténi na Fc
fragmentu), tak technika tzv. glykoinzenyrstvi umoziuje

Modifikace postrannich fetézct vn&jsich cysteint a lysindi v protilatce*

Funkéni skupina
v postrannim

aminokyselinovém Cinidlo Produkt
Fetézci
. =
sulfhydrylova g-¢
(thiclova) : S-S mistek .
skupina Cys SH R /\/S’s‘R'
disulfid

sulfhydrylova

O

AR
H

HrT]IH[]SkUF]IHa
Lys

X
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; H
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skupina Cys thioether /\/S/\[r R
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konjugaci slé¢ivem na sacharidové &asti protilatky®.
V tomto ptipad¢ se jedna o polohové-specifickou konjuga-
ci a jeji vyhody jsou nasnadé — moznost kontroly DAR
a heterogenity vznikajictho produktu. Pravé v pribéhu
téchto procesli jsou Casto vyuzivany vysoce specifické
katalytické schopnosti enzymii*’. Lze zvolit piimou kon-
jugaci 1éciva spojené¢ho s linkerem na protilatku nebo
nejdiive syntetizovat tzv. bioortogonalni vazbu, ktera je
potom funkcionalizovana léCivem. Béznym ptikladem
bioortogonalnich reakci jsou ketonové a aldehydové modi-
fikacni reakce*’. V tomto scénafi se ketonova nebo alde-
hydové funkéni skupina spoji s proteinem pomoci amino-
oxy skupiny (H,N-O-) nebo karbohydrazidové skupiny
(-C(=0)-NH-NH,) za vzniku stabilnich oximovych nebo
hydrazonovych vazeb.

V predchazejicich odstavcich byly ptedstaveny jen
nékteré z moznych metod biokonjugace. Pro ucelenéjsi
vycet a podrobnéjsi popis doporucujeme souhrnné publi-
kace™* ™,

Zaverem popisu technologie ADC pftipravki je nutné
pfipomenout, ze samotnou syntézou proces nekonéi. Vy-
sledny produkt je nutné vhodné purifikovat, aby splioval
pozadavky kladené na 1&Civé ptipravky. Vzhledem
k rozdilnym vlastnostem jednotlivych ADC ptipravki
bylo vyvinuto jen velmi malo obecnych technik pro ¢isténi
produktli biokonjugacnich reakci. Pouzivany byvaji rtizné
chromatografické techniky (gelova permeacni chromato-
grafie, afinitni ¢i ionexova chromatografie, chromatografie
s hydrofobni interakci apod.), obvykle v kombinaci
s tangencialni filtraci. V tad¢ pripadu je vSak tfeba vyvi-
nout purifikacni metody jedinec¢né pro zvolenou biokon-

jugacni reakci’>***,

5. Zavér

ADC konjugaty predstavuji ,,boom* v 16€bé rakoviny.
V soucasnosti je ve vyvoji asi 200 ADC ptipravki a do
roku 2025 se ocekava jejich az Ctyfnasobny nardst pro-
dejt®. To vsak neznamena konec chemoterapeutik a dal-
Sich uspéSnych kancerostatik Siroce pouZzivanych
v soucasné terapii. Ugelem je 1é¢bu co nejpiesnéji zacilit
pouze na nadorové buiiky a vyhnout se poskozeni bunck
zdravych, tzn. omezit velmi nepiijemné vedlej$i Gcinky.
A v tomto ohledu jsou ADC konjugaty vyznamnym kro-
kem vpied. I proto se uvazuje v budoucnu o jejich vyuziti
i v dalsich indikacich (ateroskleroza, bakterémie apod.)™.
Vyvoj v nejbliz§i dobé ukaze, zda nadéje vkladané do
ADC pfiipravkd budou naplnény.

Seznam zkratek

ADC Antibody-Drug Conjugate

ADCC Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
API Active Pharmaceutical Ingredient

ATC Anatomicko-terapeuticko-chemicka
Bel-x1 transmembranovy protein

CD20 B-lymfocytarni antigen CD20
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CXL-MS Chemical Crosslinking-Mass Spectrometry

DAR Drug Antibody Ratio

DMI1 maytansine derivative

ECI-LC-MS  Electrospray-Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry

EMA European Medicines Agency

FDA Food and Drug Administration

Fap fragment antigen-binding region

F. fragment crystallizable region

HER-2 Human Epidermal Growth Factor receptor 2

HSP90 Heat shock protein 90

mAb monoclonal antibody

MCC 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-1-
-carboxylate

PDB Protein Data Bank

SCXRD Single Crystal X-Ray Diffraction

SUKL Statni Gstav pro kontrolu 1éCiv

TCEP tris(2-carboxyethyl) phosphine

Val-Cit valin-citrulin
Val-Ala valin-alanin
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B. Kratochvil* and E. BeneSova® (“ Department of
Solid State Chemistry, University of Chemistry and Tech-
nology Prague, ® Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology Prague,
Czech Republic): Antibody-Drug Conjugates, the Com-
bination of Large and Small Therapeutic Molecules

Antibody-drug conjugates are a promising therapeu-
tic class of cytostatic agents. They consist of a monoclonal
antibody, usually of the IgG type, to which one or more
molecules of a cytotoxic drug are conjugated via a suitable
linker (covalent chain). The conjugated form of the drug
has significantly lower toxicity than the free form, which
cannot be used alone in therapy. The Czech State Institute
for Drug Control database has so far registered 9 antibody-
drug conjugates for use in oncology. Given the vast num-
ber of possible combinations of antibody-drug pairs,
a boom in sales is expected by 2025. In the blood circula-
tion, the antibody-drug conjugate specifically targets the
antigen expressed on the surface of the tumor cell. The
linker between the antibody and the drug must be stable in
the blood circulation environment and only be completely
degraded in the target tumor cell after internalization of
the conjugate or remain bound to the drug after degrada-
tion of the protein part of the conjugate (the so-called
cleavable or non-cleavable linkers). Subsequently, the
drug causes apoptosis of the tumor cell by various mecha-
nisms. The drugs used in the 2nd generation antibody-
drug conjugates were up to 1,000 times more toxic than
the chemotherapeutic drug doxorubicin and were mainly
auristatin and maytansine derivatives. Less toxic drugs
based on camptothecins, amanitins, etc. are also being
tested in the current 3rd generation of conjugates under
development. The linker drug is attached to the antibody
by various bioconjugation methods. Here, a range of syn-
thetic chemistry techniques are applied, and bioconjuga-
tion can be either non-specific or specific. In particular,
the peripheral amino acids of the antibody — cysteine, ly-
sine, histidine, tyrosine, glutamine and reduced disulfide
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bridges between the two heavy chains or between the
heavy and light chains — are conjugated. For a specific
conjugation, e.g. glycoengineering techniques based on
N-glycosylation of antibody on asparagine (N297) have
been developed. Conjugation techniques, as well as the
synthesis of "naked" human antibodies are the subject of
classified "know-how" of a number of commercial pro-
gressive companies and laboratories.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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