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przeciwciata monoklonalne*

W 1975 roku w angielskim czasopismie Nature ukazata sie praca G. Kohlera
i C. Milsteina pt. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specficity, ktéra stata sie prawdziwym przetomem w immunologii
i w 1984 roku przyniosta autorom Nagrode Nobla. Naukowcy ci przedstawili
metode, dzieki ktérej mozna byto ,uniesmiertelnia¢” limfocyty B, zmuszajac je
do nieograniczonej produkcji przeciwciat o wymaganej swoistosci (Kshler
i Milstein 1975).

W tamtym czasie byta znana od dawna zdolno$¢ komérek nowotworowych
do nieograniczonej proliferacji w warunkach hodowli in vitro. Wiedziano takze,
ze pojedynczy limfocyt B moze produkowaé tylko jeden rodzaj przeciwciata
(NossALi Lederberg 1958). Kohler i Milstein zatozyli, ze przez potaczenie (fuzje)
dwu réznych komoérek o wymienionych wyzej wiasciwosciach, bedzie mozna
otrzymac¢ jedng komorke hybrydowg, ktéra zachowa wiasciwosci komorek,
z ktorych powstata.

Aby w pelni zrozumie¢ na czym polegata wartos¢ opisanej metody, trzeba
wyjasnic¢, ze otrzymanie dobrej surowicy poliklonalnej (przeciwciata poliklonal-
nego) byto, i pozostaje nadal, jedng z bardziej zmudnych i niewdziecznych prac
laboratoryjnych. Najpierw nalezy przygotowac¢ — to znaczyjak najlepiej oczyscié
— antygen. (Jesli nie oczysci sie dobrze antygenu, otrzymuje sie surowice owielu
swoistosciach, a likwidowanie niepozgdanych swoistosci prowadzi zwykle do
obnizenia aktywnosci tej surowicy). Nastepnie trzebawielokrotnie immunizowac
mate zwierzeta laboratoryjne — myszy, szczury, kréliki, lub, jesli ma to by¢ na
przykiad przeciwbakteryjna surowica odpornosciowa, duze zwierzeta, takie jak
kozy, owce czy konie.

W przypadku wiekszosci antygenéw uzywanych do immunizacji otrzymuje
sie pozytywne rezultaty, ale czeste sg tez sytuacje, gdy zwierze nie odpowiada
produkcjg przeciwciat na immunizacje, nie wiadomo z jakiego powodu lub
odpowiada bardzo stabo. Dodatkowo w trakcie immunizacji zmienia sie specyfi-
cznos¢, powinowactwo i miano przeciwciatw surowicy. Surowica konwencjonal-
na jest bowiem produktem poliklonalnej stymulacji limfocytéw B. Otrzymana,
nawet po immunizacji dobrze oczyszczonym antygenem, jest mieszaning prze-
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Artykut pod takim samym tytutem autorstwa HENRYKI DtugoNSKIEJ i W iestawy RUDNICKIEJ ukazat sie
w Kosmosie 1992, t. 41 nr 4.
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ciwciat reagujgcych z ré6znymi epitopami (determinantami) jednego antygenu.
Poza tym, przeciwciata wystepujgce w surowicy konwencjonalnej réznia sie
klasg, powinowactwem, mianem i wtasciwosciami efektorowymi, co powoduje,
ze praktycznie kazda surowica od poszczegélnego zwierzecia (a nawet pobrana
od jednego zwierzecia, ale w r6znym czasie) jest unikatowg mieszaning réznych
przeciwciat. Stezenie zadanych przeciwciat w surowicy rzadko przekracza 10%.
Dlatego czesto trzebaje oczyszczac z innych immunoglobulin normalnie wyste-
pujacych w surowicy (Campbet1 1984). Z powodu swojej wewnetrznej heterogen-
nos$ci surowice konwencjonalne czesto sa zbyt mato specyficzne do wykrywania
bardziej subtelnych réznic, na przykiad do wykrywania antygendéw o niskiej
ekspresiji, czy obecnych tylko na bardzo niewielkiej frakcji komorkowej.

Kohler i Milstein zaproponowali alternatywng metode otrzymywania przeciw-
cial. Homogenne przeciwciato, reagujgce tylko z jednym determinantem antyge-
nowym, jest produkowane przez klon komoérek pochodzacy od jednej komoérki
hybrydowej (stad nazwa — monoklonalne), ktéra powstata przez fuzje komarki
produkujgcej przeciwciato z nowotworowg komoérka plazmatyczng. W czasie
przygotowywania komoérek hybrydowych mozna prowadzié¢ selekcje klonu komao-
rek tak, aby uzyskaé przeciwciato o oczekiwanej swoistosci, wybranej klasy lub
o innych, wybranych wiasciwosciach biologicznych. Komorki hybrydowe —
hybrydoma, mozna namnazac in vitro lub in vivo. Daje to mozliwos¢ uzyskania
praktycznie nieograniczonych ilosci monospecyficznego przeciwciata, ktére mo-
ze byc¢ uzyte przyktadowo w diagnostyce, w terapii, w badaniach naukowych,
a takze w detekcji, produkcji i oczyszczaniu réznych biatek. Prawie 100% biatka
w nadsaczu z hodowli komérek hybrydowych to interesujace nas przeciwciato,
a w ptynie wysiekowym, uzyskiwanym z jamy otrzewnowej zwierzecia mozna
otrzymac bardzo wysokie — 20 mg/ml| — stezenie przeciwciata o niewielkiej
zawartosci zanieczyszczajgcych immunoglobulin mysich (Campbell 1984).

Nie znaczy tojednak, ze przeciwciata poliklonalne sg w chwili obecnej zupetnie
zbedne. Tansze przeciwciata poliklonalne sag czesto dogodniejsze w uzyciu, ponie-
waz w odréznieniu od przeciwciat monoklonalnych, tatwo wywotuja reakcje
immunoprecypitacji i hemaglutynacji. Wyniki takich testéw nadaja sie do od-
czytania gotym okiem, jako prazki w zelach lub jako zagregowane komoérki.

Przeciwciata monoklonalne natomiast moga by¢ uzyte do wykrywania $lado-
wych ilosci badanych biatek (10 ng/ml), ale testy takie wymagajg wysokooczy-
szczonych, czesto znakowanych radioaktywnie odczynnikow oraz specjalistycz-
nego sprzetu do odczytania reakcji. Ostatnio, gdy do immunizacji sg uzywane
oczyszczone antygeny i gdy metody oczyszczania immunoglobulin zostaty zna-
cznie ulepszone, specyficznos¢ przeciwciat konwencjonalnych zostata znacznie
podwyzszona (Catty 1988). Tak wiec w zaleznosci od potrzeb mozna stosowac
przeciwciata monoklonalne lub konwencjonalne. Do bardzo szczegélnych celéw,
sg stosowane mieszaniny, tak zwane koktaile przeciwciat monoklonalnych, ktére
umozliwiaj gc panowanie nad proporcjami przeciwciatw mieszaninie, tgczg zalety
przeciwciat monoklonalnych i konwencjonalnych (Brun DEL Re 1985).

Tabela 1zawiera zestawienie i poréwnanie wtasciwosci przeciwciat monoklo-
nalnych i konwencjonalnych.
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Tabela 1

Poréwnanie wtasciwosci przeciwciat konwencjonalnych i monoklonalnych

Wiasciwosci

Swoistos¢

Powinowactwo

Klasa

Zawartos¢ przeciwciata

Zanieczyszczajace
immunoglobuliny

Czystos$¢ antygenu

Zdol no$¢ do precypitacji
i aglutynacji

Zdolnos$¢ do aktywizacji
komplementu

Przeciwciata

konwencjonalne

poli-, oligo- lub monoswoiste,
reagujace z réznymi determinan-
tami antygenowymi (epitopami)
jednego antygenu

zmienna (zwierze, czas)

zmienne (zwierze, czas)

mieszanina przeciwciat réznych
klas

do 1mg/mi
ponad 90%

im bardziej oczyszczony antygen
tym bardziej swoiste przeciwciata

zwykle reaktywne w testach precy-
pitacyjnych i aglutynacyjnych

zwykle cytotoksyczne w reakcji z
komplementem

monoklonalne

monoswoiste, reagujgace z poje-
dynczymi determinantami anty-
genowymi

stata, standardowa

state, moze by¢ wybrane w czasie
selekgji

jedna klasa, moze by¢ wybrana
w czasie selekcji

do 100 pg/ml w hodowli in vitro
do 20 mg/ml w ptynie wysiekowym
0% w hodowli

do 10% w phynie wysiekowym
oczyszczenie antygenu wskazane
ale niekonieczne

zwykle nieaktywne w testach precy-
pitacyjnych i aglutynacyjnych

czesto nie wywotuja reakcji cyta-
toksycznej, zaleznej od komple-

mentu

OTRZYMYWANIE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

IMMUNIZACJA

Pierwszym etapem pracy prowadzacej do uzyskania przeciwciata monoklo-
nalnego o zgadanej swoistosci jest immunizacja zwierzecia, ktérego komoérki,
zwykle komdorki $ledziony, zostang nastepnie uzyte do fuzji. Etap ten jest
podobny do immunizacji zwierzat przeprowadzanej w celu uzyskania surowicy
odpornosciowej, lecz w tym drugim przypadku uzyskanie surowicy z krwi
immunizowanego zwierzecia konczy proces. Przy produkcji przeciwcial mono-
klonalnych jest to dopiero poczatek pracy. Zwierzeta doswiadczalne, ktdre beda
dawcami ,,uczulonych” limfocytow B, sg wielokrotnie szczepione dootrzewnowo,
czasem dozylnie, wybranym antygenem rozpuszczalnym lub komdérkowym.
W réznych laboratoriach sg stosowane z powodzeniem rézne schematy immu-
nizacji. Czasem immunizacja trwabardzo krétko, aczasemjest wydtuzona nawet
dojednego roku. Zwykle w przypadku immunizacji myszy, ostatnie szczepienie
wybranym antygenem jest przeprowadzane 3-4 dni przed pobraniem komorek
do fuzji. Przed fuzjg nalezy sprawdzi¢, czy w surowicy immunizowanego zwie-
rzecia mozna wykiy¢ interesujgce nas przeciwciata poliklonalne. Wynik pozy-
tywny potwierdza skutecznos¢ immunizacji, ale nie przesgdza o pozytywnym
wyniku fuzji. Wynik negatywny kwalifikuje zwierze do dalszej immunizacji. Test
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jest przeprowadzany takze w celu wyprébowania metody przesiewowej, ktora
bedzie nastepnie uzyta do selekcji klonéw komdérkowych, produkujacych prze-
ciwciata o pozadanych swoistosciach i innych wiasciwosciach biologicznych.

Najczesciej sg produkowane obecnie komoérki hybrydoma, w ktérych ,uczu-
lona” komérka B pochodzi od myszy lub szczura. Produkcja ludzkich komoérek
hybrydowych jest hamowana zaréwno przez brak dobrych, ludzkich linii pla-
zmocytoma, jak i trudnosci z uzyskaniem limfocytow B. Limfocyty B pochodzg
zwykle z limfocytéw krwi obwodowej albo z weztéw lub Sledzion pobranych
w czasie operacji. Liczba limfocytow B jest jednak stosunkowo niska, poniewaz
ze wzgledow etycznych, nie przeprowadza sie specjalnej immunizacji dawcéw
komorek B, totez wydajnos¢ fuzji jest bardzo niska. Czasami prébuje sie tez
uczula¢ in vitro ludzkie limfocyty B na r6zne antygeny. Immunizacja taka trwa
3-5 dni. Wymaganej est do niej bardzo ztozone medium, w ktorego sktad wchodzg
przynajmniej trzy interleukiny: 11-2, 11-4, 11-6 oraz rézne niespecyficzne immu-
nostymulatory, jak na przyktad dipeptyd muramylowy. Immunizacje takg prze-
prowadza sie uzywajac bardzo niskich stezen antygenu. Wyniki immunizacji in
vitro sg jednak niepowtarzalne i nieprzewidywalne. Jesli udaje sie ,immunizo-
wac” komoérki B in vitro i przeprowadzi¢ fuzje, to znakomita czes¢ przeciwciat
produkowanych przez komoérki hybiydomajest klasy IgM. Przeciwciata tej klasy
sprawiajag znaczne klopoty przy oczyszczaniu i sg niedogodne do stosowania
w wielu testach immunologicznych (Borrebaeck 1988).

FUZJA

Po uzyskaniu limfocytéw B, zdolnych do produkcji przeciwciat reagujgcych
z antygenem uzytym do immunizacji, przystepuje sie do zasadniczego etapu
produkcji przeciwciat monoklonalnych, to jest do potgczenia (fuzji) uczulonych
limfocytéw z komérkami plazmocytoma. W chwili obecnej istnieje wiele mysich
i szczurzych linii plazmocytoma, ktére moga by¢ uzywanejako partnerzy do fuzji.
Sg to linie z defektem genetycznym, zwykle dotyczacym enzymu HGPRT (fosfo-
lybozylo transferaza hypoksantynowo-guaninowa). Dodatkowg cecha wielu linii
plazmocytoma, ktéra kwalifikuje linie jako dobrego partnera do fuzji, jest utrata
zdolnosci produkcji wkasnych immunoglobulin. (Komérki produkujace whasne
immunoglobuliny po hybrydyzacji produkuja mieszaniny przeciwciat, co wyma-
ga dodatkowego oczyszczenia interesujgcego nas przeciwciata).

Najczesciej stosowanym czynnikiem wywotujacym tgczenie sie bton komoér-
kowych jest glikol polietylenowy (PEG). Powoduje on sklejanie sie bton komoér-
kowych, ale mechanizmjego dziatania nie jest w petni poznany. Glikol polietyle-
nowy jest polimerem o masie czgsteczkowej od 200 do 20 000. Do fuzji uzywa
sie PEG 600-6000, ale zwykle, takze w naszym laboratorium, uzywanyjest PEG
1500. Zwykle reakcje tgczenia komodrek przeprowadza sie uzywajac 50% roztwo-
ru PEG w temperaturze 37°C w czasie 1-3 minut. Czasem obniza sie stezenie
PEG, awydtuza czas fuzji. Po doktadnym odptukaniu PEG, ktory jest toksyczny
dla komérek przy dituzszym kontakcie, komorki sg wysiewane do odpowiednio
przygotowanych, plastykowych ptytek hodowlanych 24- lub 96-dotkowych.
Komorki sg hodowane po fuzji w medium hodowlanym wzbogaconym o HAT.
Medium HAT (skrét od hypoksantyna, aminopteryna, tymidyna) to medium
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selekcjonujace, nie pozwalajgce na wzrost komdrek majacych defekt dotyczacy
enzymu HGPRT. Aminopteiyna zawarta w medium HAT jest silnym inhibitorem
reduktazy dihydrofoliowej — enzymu uzywanego przez komérki do produkcji
puiyn i piiymidyn de novo. Normalne komoérki wystawione na dziatanie ami-
nopteryny uruchamiajg zastepcze szlaki metaboliczne produkcji piiymidyn,
z udziatem kinazy tymidynowej (ktéra uzywa zawartgw medium HAT tymidyne).
Puryny natomiast mogg by¢ produkowane z egzogennej hypoksantyny przy
udziale enzymu HGPRT.

Na iysunku 1 zaznaczono, ze do fuzji sg uzywane zwykle komoérki plazmo-
cytoma HGPRT“. Komoérki te w miedium HAT nie majg szansy podja¢ proliferacji,
jesli nie ulegng fuzji z HGPRT+ limfocytami B. Z kolei czas zycia limfocytow B in

IMMUNIZACJA MYSZY HODOWLA KOMOREK PLAZMOCYTOMA
I I - I 3
KOMORKI SLEDZIONY KOMORKI PLAZMOCYTOMA
HGPRT+ HGPRT-
OGRANICZONY " NIESMIERTELNE "

CZAS ZYCIA
PRODUKCJA - BRAK PRODUKCJI
PRZECIWCIAL PRZECIWCIAL

ocR
ft

FUZJA KOMOREK C PEG >

HODOWLA in vitro V MEDIUM Z HAT

I HN
O <P
OGRANICZONY CZAS HGPRT
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SELEREZIA KLONOW
HGPRT
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Rys. 1 Schemat otrzymywania przeciwciat monoklonalnych.
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vitro jest ograniczony, tak wiec w hodowli z medium HAT maja szanse przezy¢
tylko komérki bedace hybrydami — limfocytu B i komorki plazmatycznej.

PRZESIEW | KLONOWANIE KOMOREK HYBRYDOWYCH

Jestwiele metod immunologicznych, ktére moga by¢ zastosowane do wykry-
wania komodrek produkujacych przeciwciata o wymaganych swoistosciach
i wiasciwosciach. Metody przesiewowe, uzywane do wyboru klonéw pozytyw-
nych, musza by¢ proste i szybkie (Catty 1988, Langone i Vanahis 1986,Goding
1983). Z drugiej jednak strony muszg dawac¢ odpowiedz jednoznaczna, gdyz
w ciggu kilku godzin trzeba zadecydowa¢, ktére klony produkujace przeciwciata
nalezy podda¢ dalszemu subklonowaniu. Z duzej liczby klonéw pozytywnie
reagujacych z antygenem nalezy wybrac takie, ktére przynajmniej potencjalnie,
beda najlepsze do celu, do ktérego sa przygotowywane. Jesli przeciwciato ma by¢
uzywane w tescie cytotoksycznym, to metoda selekcji powinien byc¢ test cytoto-
ksyczny. Bardzo czesto bowiem przeciwciata wyselekcjonowane, na przyktad na
podstawie reakcji w tescie fluorescencyjnym, zupetnie nie wykazujg aktywnosci
w reakcji cytotoksycznej z komplementem.

Klonowanie komorekjest przeprowadzane zwykle metoda seryjnych rozcien-
czen, to znaczy takiego rozcienczania i wysiewania komoérek na ptytki, aby
wjednym dotku umiescic¢ tylkojedng komorke zdolng do wzrostu w postaci klonu
i do produkcji przeciwciata. W czasie klonowania kilkakrotnie sprawdza sie
wiasciwosci przeciwciat produkowanych przez te klony komérek. Jesli po Kilku
podziatachjednej komorki uzyskamy klon komérek produkujacych przeciwciato,
mozemy je nazwac przeciwciatem monoklonalnym. W czasie przesiewu i klono-
wania pozytywne hodowle nalezy przechowywaé w ciektym azocie, stwarzajac
sobie mozliwos¢ wykorzystania ich w przysztosci, gdyby uzyskane klony, produ-
kujace przeciwciata, okazaty sie nie satysfakcjonujgce. Po uzyskaniu jednego
klonu produkujgcego dobre przeciwciato, namnaza sie ten klon tak, by otrzymac
potrzebne ilosci przeciwciata.

ZASTOSOWANIE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH

Jak juz wczesniej wspomniano, przeciwciata monoklonalne sg stosowane sze-
rokow podstawowych badaniach biomedycznych a takze w diagnostyce iw terapii.
Najczesciej sa stosowane w przypadku schorzern immunologicznych, hematolo-
gicznych i onkologicznych (Beveritey 1986, G rignani i wspotaut. 1985, Vaickus
i Foon 1991). Zastosowania kliniczne sg poprzedzone zawsze wieloletnimi bada-
niami, ktérych celem jest charakterystyka subpopulacji normalnych komoérek
u zdrowego cztowieka i zmian towarzyszacych stanom chorobowym. Szczegélnie
duzo uwagi poswiecono limfocytom T i B, tojest komérkom, ktére biorg udziat
w wiekszosci reakcji odpornosciowych organizmu (P tak 1987, Mackiewicz 1991).
Najlepiej zostaty scharakteryzowane limfocyty T, warunkujgce komorkowa
odpowiedZz organizmu (Beveritey 1986). Tabela 2 przedstawia najwazniejsze
antygeny powierzchniowe limfocytow T cztowieka (odpowiedniki tych antygenow
znajdujq sie na komérkach T wszystkich ssakow).
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Tabela 2
Markery powierzchniowe limfocytéw T

Antygen Reaktywnos¢
cdH tymocyty, niedojrzate limfocyty
CD 2 receptor dla SRBC2, pan T
CD 3 komponenta receptora dla antygenu pan T
CD 4 komoérka helperowa/induktorowa
CD 5 panT + B CLL3
CD 6 panT + B CLL
CDh 7 pan T
CD 8 komorka supreserowa/cytotoksyczna
CD 25 receptor dla IL-24, aktywowane limfocyty T

1CD — cluster of differentiation «— antygen réznicowania
2SRBC — sheep red blood cells — krwinki czerwone owcy

3BCLL — B chronic lymphocytic leukemia— chroniczna biataczka limfocytarna wywodzaca sig z limfocytéw B
4|L-2 — interleukina 2

Antygeny CD2, CD3 i inne antygeny typu pan T sg uzywane do oznaczenia
catkowitej liczby limfocytdw T u pacjentéw. Wzajemnie wykluczajace sie, na
limfocytach obwodowych, antygeny CD4 i CD8 dzielg te limfocyty na dwie gtdwne
subpopulacje, to znaczy CD4+ — helperowe (pomocnicze) i CD8+— cytotoksy-
czne (supresorowe). U zdrowych osobnikéw proporcja limfocytow CD4 do CD8
wynosi okoto 2. W niektdérych stanach patologicznych ogélna liczba limfocytéw
ulega zmianie (zwiekszeniu lub zmniejszeniu) a proporcja limfocytéw CD4+ do
CD8+ ulega odwréceniu. Liczbe i proporcje limfocytéw T okresla sie czesto
w zaburzeniach immunologicznych, w chorobach autoimmunologicznych, po
przeszczepach szpiku lub narzadéw wewnetrznych. Ostatnio stwierdzono bardzo
interesujacg korelacje miedzy liczbg limfocytow CD4+ a konwersjg pacjentow
seropozytywnych w petnoobjawowa posta¢ AIDS. W duzej grupie oséb badanych
(ponad 600 o0s6b, z czego 300 osb6b z grupy wysokiego lyzyka) stwierdzono w tym
okresie gwattowny spadek liczby limfocytéw CD4+. Spadek ten nastepowat po
charakterystycznym dla wielu choréb wirusowych podwyzszeniu liczby limfocy-
téow CD8+ zaraz po zakazeniu (Scott i Kaufman 1991). W pewnych stanach
chorobowych ma miejsce proliferacja limfocytow T, ktore rozpoznaja i niszcza
wiasne komaorki lub komorki przeszczepianych narzadow, na przyktad serca czy
nerki (tzw. reakcja GvH — graft versus host — reakcja przeszczep przeciwko
gospodarzowi). Dotychczas pacjentom takim podawano cytotoksyczne preparaty
powodujgce ogdlna immunosupresje. Po poznaniu réznych subpopulacji limfo-
cytéw T, biorgcych udziat w tych reakcjach i po okresleniu ich markeréw
powierzchniowych, sg podejmowane, z coraz wiekszym powodzeniem, proby
obnizenia liczby i funkcji tych komdrek. Zastosowanie kliniczne znalazto juz
przeciwciato anty CD3, ktdre jest szczegblnie skuteczne w stanach ostrego
odrzucania przeszczepionej nerki (Ortho Multicenter Transplant Study Groups.
1985). Stwierdzono, ze bardzo korzystne efekty powoduje stosowanie jednoczes-
nie Kilku przeciwciatmonoklonalnych (QiNiwspotaut. 1989). Podjeto takze proby
stosowania przeciwciata anty CD25, ktére powinno eliminowa¢ komorki akty-
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wowane czyli te, ktére w danym momencie biorg udziat w reakcji immunologi-
cznej, oszczedzajgc jednoczesnie inne komorki immunologicznie kompetentne.

Okreslono takze calg grupe antygenow charakterystycznych dla limfocytow
B, ktorych aktywnos¢ stanowi o sprawnosci odpowiedzi humoralnej organizmu
(Zora 1987). Najwazniejsze z nich sg przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3
Markery powierzchniowe limfocytéw D

Antygen Reaktywnos¢
Cbh19 komorki pre D
CD 10 komorki pre B, CALLA2
CD 19 pan B
CD 20 pan B
CD 21 dojrzate limfocyty B
CD 22 snb populacja limfocytéw B
CD 23 aktywowane limfocyty B
CD 24 pan B
CD 72 pan B
CD 75 dojrzale limfocyty B
CD 78 pan B

'CD — cluster of differentiation— antygen réznicowania
"CALLA— common acute lymphoblastic leukemia antigen

Precyzyjne okreslenie markeréw fenotypowych normalnych limfocytow T i B
doprowadzito do stwierdzenia, ze niektore z nich mogg by¢ markerami nowotwo-
rowymi, na przykiad antygen CD 10, charakterystyczny dla wczesnych stadiow
rozwojowych normalnych limfocytéw B ma wysoka ekspresje na komodrkach
CALLA+ ostrej biataczki limfatycznej (Beveriey 1986). Antygeny CD5 i CD6,
wystepujgce normalnie na limfocytach T, wystepuja takze na limfocytach B
w przewlekiej biataczce limfatycznej.

Najszersze zastosowanie znalazty przeciwciata monoklonalne w diagnostyce
chorob ukitadu krwiotwdrczego. W wielu nowotworach hematologicznych, ko-
morki zmieniajg swojg morfologie i wtasciwosci tak, ze prawidtowe okreslenie
komorki, ktoérej ta zmiana dotyczy, jest trudne lub niemozliwe. Typowanie
rodzaju komorek, ktoére ulegly procesowi nowotworzenia, na przyktad w biata-
czkach u dzieci, jest szczeg6lnie wazne, poniewaz w zaleznosci od rodzaju
biataczki sg stosowane rézne rodzaje lekéw i schematy leczenia. Przy dobrze
zdiagnozowanej biataczce i odpowiednio dobranej chemioterapii catkowite wy-
leczenia mozna uzyskac¢ nawet u 90% pacjentow.

Najwieksze nadzieje wigzano z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych
w diagnostyce i terapii nowotworéw. Oczekiwano przede wszystkim wykazania
istnienia specyficznych antygenéw nowotworowych TSA (tumor specific anti-
gens). Zastosowanie bardzo czutych odczynnikéw, jakimi sg przeciwciata mono-
klonalne, pozwolito na stwierdzenie, ze tylko w bardzo nielicznych przypadkach
istniejg antygeny swoiste dla nowotworu. Do takich antygenéw zaliczy¢ mozna
immunoglobuliny produkowane przez nowotworowe limfocyty B, czy biatka
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bedace produktem zmutowanych onkogenéw komdérkowych. Inne wykrywane
antygeny, to raczej antygeny towarzyszace nowotworom — TAA (tumor associa-
ted antigens). Antygeny te majg wysoka ekspresje na komérkach nowotworo-
wych, ale wykry¢ je mozna takze na komérkach prawidtowych, na przykiad
pochodzacych z tego samego listka zarodkowego, lub na komérkach tej samej
tkanki w réznych okresach rozwoju osobniczego (np. w okresie ptodowym;
RadzikowskilW iedtocha 1988). Antygenami najlepiej poznanymi, ktére znalazty
zastosowanie w diagnostyce oraz monitorowaniu postepéw leczenia (Kawiak
1991) przyktadowo sa:

AFP — alfa fetoproteina, wystepujaca w rakach watroby,jader, jajnika,

CEA— antygen karcinoembrionalny (carcinoembrional antigen) wystepujacy
w rakach przewodu pokarmowego,

R-HCG — beta gonadotropina kosméwkowa wystepujaca w rakach jader,
macicy ijajnika.

Trwaja takze proby znalezienia markeréw dla innych typéw nowotworéw, na
przykiad dla niewrazliwych na chemioterapie czerniakéw czy rakéw trzustki.
Z ostatnich lat pochodzg proby praktycznego wykorzystania receptora dla
epitelialnego czynnika wzrostowego ( EGFR )jako markera nowotworéw wywo-
dzacych sie z komérek nabtonkowych. EGFR wystepuje na komérkach normal-
nych tkanek z bardzo niska ekspresja. Znacznie podwyzszong ekspresje EGFR
stwierdzono w wielu typach nowotwordéw cztowieka, takich jak przykiadowo
nowotwory mozgu, ptuc, nerek czy pecherza. Komoérki niektérych nowotworéw
majg ekspresje EGFR podwyzszong nawet 1000 razy, co umozliwito radio-
immunolokalizacje tych nowotwordw przy zastosowaniu przeciwciata anty —
EGFR wyznakowanego promieniotworczym izotopem indu (In111) (Gotdenberg
i wspétaut. 1989).

Przeciwciata, ktére wykazujg wybiérczg reaktywnos¢ z antygenem swoistym
lub towarzyszgcym nowotworom, moga by¢ uzywane do diagnostyki i terapii
w postaci natywnej lub po zmodyfikowaniu. Podawanie przeciwciat w formie
natywnej ma zwykle na celu wywotanie reakcji cytotoksycznej, zaleznej od
komplementu CDC (complement dependent cytotoxicity) lub reakcji typu ADCC
(antibody dependent cell cytotoxicity), w ktérej komérki gospodarza, gtéwnie
monocyty i makrofagi, mogg niszczy¢ optaszczone przeciwciatem komaorki nowo-
tworu. Czesto jednak stosuje sie mysie przeciwciata w formie zmodyfikowanej,
na przyktad przez usuniecie z przeciwciata fragmentu, ktory nie jest konieczny
do zwigzania sie przeciwciata z antygenem, a na ktdéry powstaje najsilniejsza
odpowiedZ immunologiczna (Hate i wspoétaut. 1988). Inny czesto stosowany
spos6b modyfikacji przeciwciatl to wspomniane juz wczesniej przylaczanie do
przeciwciata izotopow promieniotworczych, pozwalajgce na lokalizacje guza
nowotworowego i przerzutéw (Gotdenberg i Wspétaut. 1989, Divgi | wspétaut.
1991), a czasem takze na lokalne napromieniowanie tkanki nowotworowej, co
moze dac¢ widoczny efekt leczniczy. Do przeciwciat przytaczano takze leki prze-
ciwnowotworowe lub inne wysoko toksyczne preparaty. Pozwala to znacznie
ograniczy¢ uboczne dziatanie toksyczne tych lekéw na komérki normalne.
Lekami, ktdre byty z powodzeniem zastosowane po skoniugowaniu z przeciwcia-
tami monoklonalnymi, sa miedzy innymi daunorubicyna, chlorambucil czy
metotreksat (Sedracek 1988). Poza lekami przeciwnowotworowymi do taczenia
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z przeciwciatami wybrano takze toksyny roslinne i bakteryjne, ktére sa najsil-
niejszymi ze znanych trucizn komorkowych. Do zabicia jednej komorki jest
potrzebna teoretycznie jedna czgsteczka (praktycznie mniej niz 10 czgsteczek)
rycyny — toksyny uzyskiwanej z nasion rgcznika (Ricinus communis). Preparaty
uzyskane przez potgczenie przeciwciata z toksyng sg nazywane immunotoksy-
nami. Majg one bardzo wysoka aktywnos¢ cytotoksyczng in vitro ograniczong
tylko do tych komorek, ktére na powierzchni maja antygen, z ktérym reaguje
przeciwciato uzyte do wytworzenia immunotoksyny (Wiedtociia i wspoétaut.
1989, Paprocka i wspoétaut. 1990). Immunotoksyny sa obecnie stosowane,
z duzym powodzeniem, do eliminaciji in vitro réznych typéw komérek (biataczko-
wych, nowotworowych i limfocytéw T) przed transplantacjami szpiku. Do zasto-
sowania w terapii sa przygotowywane, miedzy innymi, dwie immunotoksyny —
Xoma Zyme 791 i Xoma Zyme H-65. (Byers i wspOtaut. 1989, Byers i wspétaut.
1990).Pierwsza z nich rozpoznaje antygen obecny na komdrkach nowotworow
pochodzacych zjajnika i okreznicy, a druga reaguje z limfocytami CD5+ chroni-
cznej biataczki szpikowej typu B oraz chioniaka typu T. Jako czynnik toksyczny
w obydwu immunotoksynach zostat zastosowany tancuch A rycyny. Efektywnos¢
dziatania immunotoksyn u pacjentéw jest, niestety, znacznie nizsza niz w syste-
mach eksperymentalnych in vitro, ale zachowuja one swoistos¢ dziatania.

Ocena rzeczywistej przydatnosci terapeutycznej immunotoksyn wymaga
jednak czasu. Przedkliniczne i kliniczne przetestowanie jednego preparatu trwa
bowiem odjednego do trzech lat. Nastepnie aktywnos$¢ preparatu jest oceniana
i sg podejmowane préby tworzenia nastepnej generacji leku o poprawionych
wiasciwosciach farmakologicznych o zmienionej toksycznosci, lub immunogen-
nosci (ViTETTA i wspoOtaut. 1993).

Tak jak w przypadku natywnych przeciwciat, istnieje wiele probleméw
zwigzanych z terapeutycznym zastosowaniem immunotoksyn. Najwazniejsze
wynikaja z braku dostepnosci do catego guza nowotworowego, cojest spowodo-
wanejego masa i stabym unaczynieniem. Znaczng przeszkode stanowi tez wolny
antygen, ztuszczony z komorek nowotworowych, krazacy w surowicy pacjenta,
ktoiy, jako tatwiej dostepny, w pierwszej kolejnosci reaguje z przeciwciatem lub
immunotoksyna, neutralizujgc je. Komérki nowotworowe sa zwykle zréznicowa-
ne pod wzgledem ekspresji antygenu. Komorki o niskiej ekspresji lub negatywne
nie sg zabijane. Duzym problemem terapeutycznym jest takze, powstajgca
w trakcie stosowania przeciwciat i immunotoksyn, odpowiedZ immunologiczna
pacjenta na podawane, gtéwnie mysie, przeciwciata. Odpowiedz tego typu (HAMA
— human anti mouse ) moze catkowicie zniwelowac terapeutyczng efektywnosc¢
preparatu (Sedracek 1988). Podjeto wiec proby, by na drodze manipulacji
genetycznych, z mysich przeciwciatzachowacjedynie rejony V — odpowiedzialne
za swoistos¢ przeciwciata, natomiast rejony state C zastgpi¢ fragmentami prze-
ciwciat ludzkich. Uzyskane w ten sposéb przeciwciata, (nazywane czesto huma-
nized, chimeric lub CDR grafted antibodies) maja rzeczywiscie znacznie lub
nawet catkowicie zmniejszong immunogennos¢ (Winter i Harris 1993).

Z wieloma problemami, wyniktymi przy stosowaniu przeciwciat w klinice,
badacze juz sie uporali, co pozwala mie¢ nadzieje na postep w stosowaniu
przeciwciat monoklonalnych w klinice w najblizszym czasie. Wydaje sie, ze
przynajmniej niektore nowotwory cztowieka bedg mogty by¢ leczone bardziej
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efektywnie niz obecnie, przy stosunkowo ograniczonej toksycznosci ogolnej
postepowania leczniczego (Hate i wspotaut. 1988, Byers i wspotaut. 1989)

MONOCLONAL ANTIBODIES

Summary

The technique of cell fusion has been applied to solve different problems in biomedical sciences,
like, e.g., that of recessive or dominant nature of malignancy, but the most frequently it is applied
for production of monoclonal antibodies.

In the paper, general properties and applications of monoclonal antibodies are presented. The
results of therapeutic attempts at using monoclonal antibodies are still less impressive than
expected. It seems however possible that understanding of the fate of an antibody injected into the
patient’s organism will lead to considerably improved therapeutic result.

LITERATURA

Bevertey P. C., 1986. Monoclonal Antibodies. Methods in Hematology, t 3, Churchill Livingstone,
Oxford.

BorrebaeckC. A. K., 1988. In Vitro Immunization in Hybricloma Technology Progress inBiotechnology.
t 5, Elsevier , The Netherlands, Amsterdam.

Brun delRe G. U, SternA., C., Baumgartner C., KnappW., IlirtA., MorellA., Bucher U., WagnerH.
P., 1985. Purging of bone marrow with the anti Calla antibodies VIL-AL, VIB-E3 and VIB-C5 as a
prerequisitefor autologous bone marrow transplantation Exp. Hematol. 13, Suppl. 17, 54-62.

Byers V. S., Henslee P. J., Kernan N. A., 1990. Use of an anti-pan T-lymphocyte ricin A chain
invnunotoxin in steroid resistant acute Graft versus llost Disease. Blood, t. 75, 7, 1426-1432.

ByersV. S., Rodvien R, GrantK., DurrantlL., G., Hudson H. K., Baldwin R. W., Scannon P. J., 1989.
Phase | study of monoclonal antibody ricin A chain immunotoxin, XomaZyme 791 inpatients with
metastatic colon cancer. Cancer Res. 49, 6153-6160.

Campbell A., 1984. Monoclonal antibody technology. Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, t. 13, Elsevier, Amsterdam.

catty D.,1988. Antibodies, t. 1 A practical approach IRL Press, Oxford.

Divgi C. R, Welt S., Kris M., Real F. X,, Yenh S., GrallaR, 1991. Phase | and imaging trial of indium
111-labeled Anti-Epidermal Growth Factor Receptor Monoclonal Antibody 225 in patients with
squamous cell lung carcinoma. J. Natl. Cancer Inst. t 83, 2, 97-105.

Goding J. W., 1983. Monoclonal Antibodies: Principles and practice. Academic Press, Orlando.

Goldenberg A., Masui ll., DivigiC., KamrathlL, PentlowK., MendelsonJ., 1989. Imaging of human
tumor xenograft with Indium-111-labeled Anti Epidermal Growth Factor Receptor monoclonal
antibody. J. Natl. Cane. Inst. t 81, 21, 1616-1625.

Grignani F., Martelli M. F., Mason C. Y., 1985. Monoclonal Antibodies in Haematology. Raven Press,
New York.

HaleG., Clark M. R, Marcus R, WinterG., DyerM.J. S., PhillipsJ. M., WaldmanH., 1988. Remission
Induction in non Hodgkin Lymphoma with Reshaped Human Monoclonal Antibody Campath 1H.
Lancet. 2, 1394-1395.

Kawiak J., 1991. Ultrastrulctura ifunkcja komoérki t 5, PWN, Warszawa.

Konter G., Mitstein, 1975. Continuous cultures offused cells secreting antibody of predefined
specificity. Nature. 365, 495-497.

Langone J. J., van Vunakis H., 1986. Immunochemical Techniques, Methods in Enzymology. t. 121.
Academic Press, Orlando, USA.

Mackiewicz S., 1991. Immunologia PZWL, Warszawa.

NossalG. J. V., Lederberg J., 1958. Antibody production by single cells. Nature. 188, 1419-1420.

OrLho Multicenter Transplant Study Groups, 1985. A randomized clinical trial of OKT4 monoclonal

antibody for acute rejection of cadaveric renal transplantants. New England J. Med. 313,
337-3425.



284 Maria Paprocka

Paprocka M., Wiedlocha A., Radzikowski C., 1990. Mouse L1210V leukemia as a model to analyse
efficiency of leukemie cell elimination by immunotoxin, antibody and complement and cytostatic
agents. In Vivo. 4, 209-214.

PrAKW., 1987. Podstawy immunologii. Podrecznik dla studentéw medycyny. PZWL, Warszawa.

Qin S., Cobbold S., Benjamin R, Wartaman M., 1989. Induction of classical transplantation tolerance
in the adult J. Exp. Med. t. 169, 779-794.

Radzikowski C., Wiedlocha A., 1988. Przeciwciala monoklonalne i ich zastosowanie w onkologii
Problemy Biotechnologii. Wszechnica PAN, Ossolineum.

Scott P., Kaufman s., 1991. The role of T subsets and cytokines in the regulation of infection
Immunology Today, t 12, 10, 346-348.

SedtlacekH. H., 1988. Monoclonal Antibodies in Tumor Therapy. Karger, Munchen.

Szkudlarek J., Steuden J., Satwa J., Radzikowski C., 1984. Cell surface antigens ofL1210 leulcemia
recognized by monoclonal antibodies. Arch. Immunol. Ther. Exper. 32, 671-675.

VaickusL., FoonK. A., 1991. Overview ofmonoclonal antibodies in the diagnosis and therapy o fcancer.
Cancer Invest. 2, 195-209.

VitettaE.S.,Thorpe P.E., unrJ., 1993. Immunotoxins: magic bullets or misguided missies? Immuno-
logy Today, t 14, 6, 252-259.

W iedlocha A., Saltwa J.. Paprocka M., Steuden J., Radzikowski C., 1989. Specific killing of mouse
leulcemic cells with a-chain immunotoxin Arch. Immunol. Ther. Exper. 37, 101-113.

Winter G., llarrisw. J., 1993. Humanized antibodies. Immunology Today, t 14, 6, 243-246.

Zot1aH., 1987. The surface antigens of human B lymphocytes. Immunology Today, t. 8, 10, 308-315.



