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Poznan

d chwili uzyskania przez Kohlera i Milsteina (1) pierwszych przeciwciat
monokionainych mineto ponad 15 fat; dokonat sie olbrzymi postep w na-

ukach med}*cznych, a szczegdlnie immunologii. Wiele z tego postepu zawdzie-

cza sie zresztg uzyskaniu znakomitego narzedzia badawczego, ktorym okazaty
sie przeciwciata monoklonatne (w identyfikacji z wysoka specyficznoscig sub-
stancji biologicznych i chemicznych). Obecnie znacznie wzrosty ,,wymagania”
wobec przeciwciat monokionainych. Oczekuje sie ich wielorakiego wykorzy-
stania w: naukach medycznych, monitorowaniu czynnikéw bakteryjnych, to-
ksycznych, zanieczyszczen produktdéw zywnosciowych itd. Przeciwciata mo-
noklonalne stanowig od kilku fat podstawowy skiadnik zestawow wykrywa-
jacych rozmaite substancje lub komoérki w testach: radioimmunologicznym,
immunosorbentowym z uzyciem znacznika enz}matycznego, odczynach
immunocytologicznych lub cytometrii przeptywowej. Oczekuje sie jeszcze
szerszego stosowania przeciwcial monokionainych w diagnostyce medycznej
i immunoterapii, zwkaszcza za$ postepu w identyfikacji i terapii nowotworow
oraz modulacji odpowiedzi immunologicznej, tj. zaréwno jej wzmacnianiu lub
supresji. Ta ostatnia mozliwo$¢ byltaby przydatna w wygaszaniu procesu
autoimmunologicznego (choréb wywodzacych sie z odczynu wobec tkanek
wiasnych) oraz w transplantologii dla wyhamowania odczynéw przeciw prze-
szczepianym narzadom lub szczegdlnego ich przypadku tzw. reakcji przeciw
gospodarzowi, zdarzajacej sie w transplantacji szpiku. Oprdcz klasycznie
uzyskiwanych mysich przeciwciat monokionainych, produkowanych przez
laboratoryjnie uczulane na dang substancje myszy, dostepne sg obecnie tzw.
przeciwciata ludzkie uzyskane droga unieSmiertelnienia limfocytéw B. Ludz-
kie przeciwciata monoklonatne sa bardzo chetnie stosowane w immunoterapii
i dotad zarejestrowano ich uzycie przeciw szeregowi patogendw, tj. cytomega-
lowirusowi (CMV), wirusowi opiyszczki (potpasiec), réznym serotypom bakterii
rodziny Pseudomonas, Klebsiella czy Escherichia. W przypadku, proby terapii
eksperymentalnej posocznicy wywotanej bakteriami Gram ujemnymi, zaob-
serwowano u poddanych leczeniu pacjentéw obnizenie $miertelnosci po za-
stosowaniu przeciwciata klasy IgM skierowanego przeciw lipidowi A endoto-
ksyny (2). W innych prébach wykorzystano przeciwciata monoklonatne skie-
rowane przeciw tzw. czgsteczkom adhezywnym obecnym na leukocytach
ludzkich, tj. czasteczkom wobec siebie komplementarnym, okreslanym jako
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LFA-1 {lymphocyteJunctional antigen = antygen funkcjonalny limfocytéw) oraz
ICAM-1 {intercellular adhesion molecule = czgsteczka adhezji miedzykomor-
kowej). Struktury te stuzg do utrzymywania wiezi pomiedzy komdrkami,
a blokowEtne przez przeciwciata monoklonalne powoduja np. hamowanie aku-
mulacji granulocytéw obojetnochtonnych obnizajac stopien uszkodzenia tka-
nek (model zwierzecy) w bakteryjnym zapaleniu opon, szoku pokr-wotocznsnn,
po wypetnieniu wsierdzia w wyniku urazu (3). Ponadto proponuje sie uzycie
przeciwciat monoklonalnych w leczeniu zawatu mie$nia sercowego, zatrucia
polekowego czy dla celéw immunoantykoncepcji (4). Jakkolwiek marzenie
0 magicznej broni, ktorg bytoby utworzenie koktajlu z wielu przeciwciat
0 dziataniu na przykiad przeciwnowotworowym nie spetnito sie, to badania
nad efektywnym wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych dynamicznie
postepuja. W niniejszym artykule przedstawiono; 1) ,,inzynieri¢” modyfikujaca
str*ukture i funkcje przeciwcicita, 2) wazniejsze stmktury komdrkowe bedace
obiektem dziatania przeciwciat monoklonalnych, 3) genetyczne préby kon-
strukcji przeciwcial, 4) ludzkie przeciwciata monoklonalne, 5) przeciwciata
0 podwojnej swoistosci, 6) przeciwciata ,,uzbrojone” czdmnikiem cytotoksycz-
nym (toksyng lub izotopem).

1. Modyfikacje struktury i funkcji przeciwciata

Na rys. 1 przedstawiono schematycznie strukture przeciwciata, tj. trzy gtowne
domeny czesci statej immunoglobuliny (CHI, CH2, CH3 — constant heavy
= domeny czesci statej tancucha ciezkiego), jedng domene zmienng tancucha
ciezkiego, mniejszy fragment zawiasowy, gczacy miedzy sobg domeny tancu-
cha ciezkiego oraz fancuch lekki sktadajacy sie z domeny stalej oraz zmiennej.

Przekonstruowanie czasteczki przeciwciata mysiego pojawito sie jako prob-
lem badawczy, gdy wykazano, ze przeciwciato mysie nie wspdtpracuje zado-
walajgco z ludzkim komplementem, przez co pomniejszona jest jego funkcja
terapeutyczna. Jakkolwiek niektdre izotypy przeciwciat zwierzecych wydajniej
petnig swoje funkcje efektorowe u cztowieka niz inne (np. szczeg6lnie korzys-
tne sg 72a, tj. 1gG2a u myszy oraz 72b u szczura), to jednak ich obcosc¢
gatunkowa powoduje powstanie silnej odpowiedzi antyglobulinowej u cztowie-
ka znoszacej ich efekt terapeutyczny. Wobec znacznych trudnosci w uzyski-
waniu ludzkich przeciwciat monoklonalnych, zdecydowano sie na zastgpienie
fragmentu stalego immunoglobuliny mysiej fragmentem ludzkim, wigzac
w ten spos6b mysig domene zmienng z domenami statymi immunoglobuliny
ludzkiej (chimeryczne przeciwciato mysie — 5). Obnizyto to znacznie immu-
nogennos¢ przeciwciata chimerycznego u cztowieka (6), niemniej czasteczka
ta zachowuje pewng szczatkowa immunogenno$¢ wskutek zachowanej stru-
ktury podstawowej czesci zmiennej (tzw. struktury kartki (j — 7).

Poszczeg6lne domeny immunoglobulin sktadajg sie z podstawowych struk-
tur biatkowych P opisywanych w literaturze jako stnrktuiy kartkowe” lub
~hairnonijkowe” oraz petli peptydowych. Struktury p skladajg sie z konser-
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Ins. 1. Strukturalne modyfikacje przeciwciata. Wystepujace skréty: Fc (constant fragment
= staty fragment przeciwciata), Fab (cmtigen binding fragment = fragment przeciwciata wiazacy
antygen), Fv (variablefragment = fragment zmienny), scFv (single chain Fvfragment = pojedynczy
tancuch fragmentu zmiennego), dAb (antibody domain = domena przeciwciata), m.r.u. (minimal
recognition unit = minimalna jednostka ,,rozpoznajgca” cintygen). (Schemat wg T. Waldmanna).

watywnych sekwencji aminokwasowych, natomiast petle peptydowe sg kon-
serwatywne W domenach statych, a h3rperzmienne w domenie zmiennej. Po-
wstata zatem zmodyfikowana czgsteczka przeciwciata ludzkiego (rys. 1) po-
przez dotgczenie do immunoglobuliny ludzkiej tylko hyperzmiennych (pocho-
dzacych z przeciwciata myszy) petli (8). Przy tej modyfikacji okazato sie, ze
dla funkcji przeciwciata niezbedne jest zorientowanie struktur (3w taki sposéb
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aby umozliwity one upakowanie zaréwno czesci zmiennej taricuchéw ciezkiego
jak i lekkiego. Jakkolwiek hyperzmienne petle przeciwciata stanowig w zna-
komitej przewadze miejsca kontaktéw immunoglobuliny z antygenem, to nie
bez znaczenia dla funkcji przeciwciata jest system powigzan pomiedzy kon-
serwatywn3mii strukturami P a rejonami hyperzmiennymi (9).

Jednym z ciekawych fenomendw byto utworzenie tzw. przeciwciat o pod-
wobjnej swoistosci (nie przedstawiono tego na rys. 1). Budowa ich, (oméwiona
bardziej szczegbétowo w oddzielnym podrozdziale), moze zosta¢ osiggnieta po-
przez technike fuzji dwdch réznych hybrydom produkujacych przeciwciata
przeciw oddzielnym epitopom (10) w taki sposéb, ze kazdy pojedynczy tanriuch
zmienny (sktadajacy sie z czesci zmiennych jednego tancucha ciezkiego i jed-
nego tancucha lekkiego) reaguje z jedng deteiminantg antygenowa. Komplet-
na, dimerowa foirna immunoglobuliny, w takim prlypadku, reagowac bedzie
z dwoma, roznymi determinantami antygenowymi.

Nowg funkcje efektorows ,,0dziedziczyto” przeciwciato poprzez fuzje fragmen-
téw gendw kodujacych fragment wigzacy antygen (Fab) oraz gendéw toksyny
(11) lub enz)rmu (12). W ten sposob, np. aktywator plazminogenu moze by¢
dostarczony do miejsca krzepniecia poprzez fragment przeciwciata wigzacy fi-
bryne. Efektem tego moze by¢ miejscowa aktywacja plazminogenu (13) oraz
odwrotnie dotgczona czasteczka, np. fragmentu statego przeciwciata moze uzu-
petnia¢ funkcje efektorowg innego biatka, jak ma to miejsce w przirpadku
immunoadhezyny CD4 (rys. 1). Czasteczka CD4 wigze sie z glikoproteing
gpl20 wystepujacg na powierzchni komorki zainfekowanej wirusem HIV, na-
tomiast potgczenie CD4 z fragmentem Fc¢ umozliwia immunoadhezynie nabycie
funkcji cytolitycznej w winiiku odczsmu komérkowego wigzanego z obecnoscia
przeciwciat (tzw. ADCC) aktywowanych i wigzanych przez fragment Fc (14).

Zaréwno kompletna czgsteczka przeciwciala (0 m.cz. 150 Kd), jak i jej
mniejsze fragmenty (0 m, cz. od 12-50 Kd) moga zachowa¢ aktywnos$¢ wig-
zania antygenu. Mate fragmenty moga by¢ sprzezone, np. z radioizotopami,
ktére z kolei mogg mie¢ znaczenie w tworzeniu obrazu pewnego narzadu,
wzglednie mogg by¢ przydatne w celach leczniczych, gdyz tatwiej przenikaja
do kompartmentéw tkankowych (15). Co prawda mate fragmenty przeciwciat
sg szybciej usuwane z krazenia (16), to jednak czasami moze to by¢ powazna
zaletg, np. przy usuwaniu lekéw lub ich metabolitéw. Za pomoca krystalo-
grafii udato sie z fragmentéw Fab przeciwciata wyodrebnié¢ jeszcze mniejsze
czgsteczki przeciwciata o zachowanej funkcji — Fv (17). Niestety, fragmenty
Fv sa heterodimerami zwigzanymi niekowalencyjnie, a przez to ulegaja one
tatwej dysocjacji (18). Bardziej stabilne kompleksy Fv, tj. scFv (rys. 1), moga
by¢ tworzone poprzez zwigzanie heterodimeru hydrofilnym peptydem tacza-
cym (19) lub indukowanie nowych mostkéw dwusiarczkowych pomiedzy do-
menami (18). Pojedyncze domeny fragmentu zmiennego tancucha ciezkiego
immunoglobuliny (tzw. dAb, lys. 1) lub minimalne jednostki wiEtzace antygen,
izw. m.r.u. wymagajga jeszcze intensywnych wysitkéw dla uzyskania ich wia-
Sciwej efektywnosci dziatania, np. poprzez dotgczenie matych elementéw
wspomagajacych.
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2. Komorkowe struktury powierzchniowe:
obiekty dziatania przeciwciat monoklonalnych

Stosowanie przeciwciat monoklonalnych wynika z checi oddziafywania
czynnikami wybiérczo hamujac}rmi odpowiedZ immunologiczng. Najszerzej do-
tad klinicznie uzywanym przeciwciatem jest tzw. OKT3 skierowane przeciw
markerowi CD3 roznicowania limfocytéw T.

2.1. Przeciwciato anty-CD3

Przeciwciato anty-CD3 to znacznik kompleksu receptora na antygen lim-
focytow T, ktéry znajduje sie na wszystkich komérkach T, Przeciwciatlo za-
stosowano dla wyttumienia” ostrej reakcji odrzucania przeszczepu (nerki).
Stwierdzono w ok. 93% przypadkéw odwrdécenie ostrej reakcji odrzucenia
przeszczepu, co w poréwnaniu z 75% efektywnoscia przy stosowaniu srodkéw
konwencjonalnych, czyni uZ3rwanie tego przeciwciata bardzo obiecujgcym (20).
Istniejg jednak pewne skutki uboczne stosowania przeciwciata OKT3. Akty-
whnje ono limfocyty T, czemu towarzyszy uwalnianie czynnika martwiczego
guza (TNF — tumor necrosis factoij, interferonu y oraz interleukmy 2 (IL-2).
Powoduje to wystgpienie ostrych objawdw klinicznych takich jak: wysoka tem-
peratura, wymioty, biegunka czy zaktécenie oddechu.

2.2. Przeciwciata monoklonalne skierowane przeciw polimorficznym
podjednostkom a i p ludzkiego receptora na antygen limfocytéw T
(TCR — T celi receptoi)

Przeciwciatlo monoklonalne (BMA 031) skierowane przeciw czesci statej
kompleksu TCR uzyto z sukcesem w leczeniu ostrej reakcji odrzucania prze-
szczepu typu przeszczep przeciw gospodarzowi (21)(GVHD — graft versus host
disease).

Inne stosowane przeciwciata skierowane byly przeciw rejonom hyperzmien-
nym kompleksu TCR (wigzacym antygen) i taczyly sie z determinantg idioty-
powa rejonu hyperzmienego, ulegajaca ekspresji na komoérkach biataczkowych
(22). Stwierdzono 80% spadek liczby komorek biataczkowych po infuzji prze-
ciwciata, jednak przy wystgpieniu pewnych skutkéw ubocznych typu: tem-
peratura, dreszcze, mdtosci, wymioty, biegunka, krotki oddech.

Przeciwciata skierowane przeciw idiotypowym fragmentom, charakterysty-
cznym dla danego rejonu zmiennego poszczegélnych komplekséw TCR, przy
wystepujacej oligoklonalnosci TCR dla danej jednostki chorobowej (np. w in-
dukowanym u myszy eksperymentalnym zapaleniu mézgu — odpowiedniku
stwardnienia rozsianego u cztowieka) moga prowadzi¢ (u myszy) do wygasze-
nia reakcji autoimmunotogicznej (23).
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2.3. Przeciwciata monoklonaine skierowane przeciw idiotypom
immunogiobuiin wystepujgcym na iimfocytach B

Przeciwcieita te znane jako antjadiotypowe uzywane sg w leczeniu pacjen-
téw z chioniakiem limfocytow B (24). U potowy leczonych pacjentéw zauwa-
zono przynajmniej czeSciowg poprawe objawow. W trakcie dojrzewania, w ko-
morkach B zachodzi tzw, zjawisko hypermutacji, powodujace powstanie ol-
br:”miiego zréznicowania idiot3rpowego wewnatrz populacji limfocytéw B, tak
ze niektére nowotworowe zmienione komérki B nie sg rozpoznawane przez
przeciwciata antyidiotypowe.

2.4. Przeciwciala rozpoznajqce struktury powierzchniowe,
odpowiedziaine za interakcje miedzykomorkowe

Przeciwciata o ktérych wspomniano w czesci wstepnej artykutu, skierowa-
ne przeciw strukturom LFA-1 i ICAM-1 hamuja reakcje odrzucania przeszcze-
pu oraz GVHD (25).

Odbywajg sie takze préoby kliniczne z przeciwciatami skierowanymi przeciw
strukturom CD4 i CD8, odgrywajacym wazng role w aktywacji limfocytéw T,
rozpoznawaniu produktéw genéw kompleksu zgodnosci tkankowej itd. Prze-
ciwciata te powodujg supresje reakcji odrzucenia przeszczepu, GVHD lub re-
akcji autoimmunologicznych (26). Stosowanie przeciwciat anty-CD4 powoduje
obnizenie liczby komdrek typu helper, co np. u myszy prowadzi do przezycia
przeszczepu wysepek Langerhansa trzustki (27). Ponadto zaobserwowano, ze
podawanie przeciwciat anty-CD4 powoduje ostabienie objawoéw zapalenia sta-
wow indukowanego u szczura typem 1l kolagenu, zapalenia mézgu u myszy
oraz nuzliwosci miesni na tle autoimmunologicznsrm (26).

2.5. Przeciwciata skierowane przeciw fancuchowi a receptora
interleukiny 2, o indukowanej ekspresji na aktywowanych lub
patologicznych limfocytach T (anty IL-2Ra).

Przeciwciala te znane tez jako anty-Tac sg szczeg6lnie uzyteczne, gdyz
tancuch a receptora nie wystepuje na komorkach spoczimkowych. Znalazty
zastosowanie w usuwaniu aktywowanych limfocytéw T zaangazowanych w re-
akcjach odrzucania przeszczepu, odczynach autoimmunologicznych, biatacz-
kach (28).

3. Genetyczne aspekty uzyskiwania przeciwciat monokionalnych

Obok tradycyjnie stosowanej metodyki uzyskiwania przeciwciat monoklo-
nalnych dimamicznie rozwijajg sie badania wykorzystujgce techniki biologii
molekularnej. Wéréd nich mozna wyréznic¢ techniki dotyczace: a) zmian stru-
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ktury przeciwciata, b) klonowania przeciwciat (lub ich fragmentéw) z naste-
powg transfekcjg, c) tzw. klonowania bezpo$redniego przy zastosowaniu te-
chniki PCR z nastepowg ekspresja, d) stosowania myszy o uposledzonej od-
pornosci komorkowo-humoralnej, tolerujgcych komdrki badz tkanki ludzkie
(myszy SCID).

A. Zmiany struktury przeciwciat opisano w rozdz. 1. Gtéwnie chodzi tu
0 zmniejszenie odczynu organizmu na immunoglobuliny np. poprzez zamiane
czesci statej przeciwciata mysiego na ludzkie (rys. 1, przeciwciato chimeryczne,
zmodyfikowane przeciwciato ludzkie). Na przyktad stosujgc wersje chimery-
czna przeciwciata mysiego skierowanego przeciw antygenowi guza jelita zaob-
serwowano odczyn ze strony organizmu na to przeciwciato tylko w 10% przy-
padkdéw (29) szczepionych matp cynomolgus. Stosuje sie tez zamiane domeny
statej na nalezacg do innej podklasy immunoglobuliny dla uzyskania odpo-
wiedniego efektu efektorowego przeciwciata. Na przykiad ~humanizacja” my-
siego przeciwciata anty-Tac spowodowata przedtuzenie ,,zywotnosci” tego prze-
ciwciata z 38 na 103 godziny (29). W innym przypadku zamiana podklasy
na ludzka immunoglobuline IgGIl (przeciwciato CAMPATH-1) zwiekszyto jego
efektywno$¢ w reakcji typu ADCC (30).

B. Klonowanie i transfekcja genéw dla immunoglobulin;

— konstruowanie heterohybiydoma. Gen kodujacy cze$¢ zmienng ludz-
kiego przeciwciata (skierowane przeciw tezcowi) zostat sklonowany, a naste-
pnie ulegt ekspresji w linii komérkowej szpiczaka mysiego SP 2/0 wraz z se-
kwencjami promotora (31). W Wsmiku tego doswiadczenia uzyskano stabilng
linie komoérkowa, wydzielajacg znacznie wieksze ilosci przeciwciat niz orygi-
nalna heterohybiyda;

— konstruowanie ludzkiej hybiydoma. Obejmuje transfekcje DNA uzyska-
nego z komorki nowotworowej do linii komérkowej produkujacej przeciwciato,
wzglednie transfekcje DNA z linii produkujacej przeciwciata do linii komar-
kowej szpiczaka (32).

C. Najbardziej modne obecnie techniki wykorzystujg reakcje PCR dla uzy-
skania DNA przeciwciata lub jego fragmentu, ktory za pomoca wektora prze-
niesiony jest do uktadu ekspresji komdrkowej, wzglednie ekspresja fragmentu
przeciwciata osiggana jest na samym wektorze:

— uzywajac ,,uniwersalnych” primeréw dla fragmentu Fab przeciwciata
(ograniczajgcych odpowiedni odcinek replikowanej nici DNA) oraz reakcji PCR
mozna uzyska¢ sekwencje genoéw dla czesci zmiennej przeciwciata (33). Wpro-
wadzajac za$ miejsca restrykcyjne do sekwencji primeréw, mozna pocigé od-
cinki amplifikowanego DNA i wklonowa¢ do komorki bakteryjnej lub ssakéw
dla osiagniecia ekspresji. (Sekwencje zrearanzowanych gendéw czesci zmien-
nych immunoglobuliny przepiS3wane sg z mRNA na cDNA droga odwrotnej
transkrypcji). Materiatem wyjsciowym moze by¢ linia hybrydoma, niestabilna
hybry'~doma (heterohybrydoma), pojed>Ticza komérka hybrydomy lub limfocyt
B (albo jego klon). Ekspresja biatka o ograniczonej ztozonosci w komdrce
bakteryjnej (szeroko stosowany ukiad E. coli) powoduje mozliwo$¢ uzyskania
jedynie fragmentéw immunoglobuliny — Fab lub Fv;
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— klonowanie (z heterogennej mieszaniny komoérek) czesei zmiennyeh tan-
euehéw eiezkiego i lekkiego, ktore taczg sie w uktadzie ich ekspresji w sposéb
losowy, dat wyjscie do niezwyktej techniki zwanej ~kombinowang biblioteka”
klonéw {combinatorial library). Okoto 1000 réznych tancuchoéw ciezkich i 1000
lekkich moze w jej efekcie przyniesé ok. 5 x 10® klonéw czasteczek Fab (uktad
ekspresji w E. colt 34) lub Fv (na powierzchni faga — 35).

D. Wprowadzenie nie przegrupowanych segmentéw genow ludzkich immu-
noglobulin do komoérek rozrodczych myszy moze doprowadzi¢ do przeprowa-
dzenia prawidlowej rearanzacji sekwencji genowych i produkcji tudzkich prze-
ciwcial. Taka transgeniczna mysz moze by¢ uzyta do produkcji biotechno-
logicznej (36). Do przedjadrza myszy wprowadzono minilocus taricucha ciez-
kiego immunoglobuliny M, skfadajgcego sie z niezrearanzowanych segmentéw
V [variable— zmienny), D [diversity — odpowiedzialny za r6znorodnos$¢ cza-
steczki), J [joining — #gczacy). Fragmenty genu przegrupowane zostaty
w tkankach timfoidalnych myszy, a ok. 4% timfocytéw B produkowato fan-
cuch ciezki p w ilosci ok. 50 pg na ml surowicy.

4. Ludzkie przeciwciata monoklonaine

Ze wzgledu na wywotywanie odczdmu antyglobulinowego, mysie przeciw-
ciata monoklonaine zastepuje sie (dla celéw terapeutycznych) przeciwciatami
tudzkimi. Ludzkie przeciweiata monoklonaine w sposéb naturalny lepiej tez
wspotpracujg z innymi komponentami ukifadu immunologicznego cztowieka
(uktad dopetniaeza, reakcja typu ADCC i in.). Jednakze technologia uzyski-
wania ludzkich przeciwciat monoklonalnych jest nadal daleka od opanowania,
a wiekszo$¢ uzyskiwanych tradycyjna drogg ludzkich przeciwciat monoklo-
nalnych charakteryzuje sie niskim powinowactwem do antygenu przez co nie
daje sie wykorzystywaé w praktyce (37). Istnieje kilka metod uzyskiwania
ludzkich linii komérkowych produkujacych przeciwciata, tj. a) klasyczna fuzja
ludzkich limfocytow B krwi obwodowej z linig partnerska (fuzji) o charakterze
nowotworowym (linia partnerska moze byé zaréwno ludzka jak mysia), b)
unieSmiertelnienie ludzkieh limfoeytéw B poprzez ieh transformacje wirusem
Epstein Barr (EBV), ¢) polgezenie obu technik poprzez preselekeje transfor-
mowanyeh komorek produkujacych przeciwciata z nastepowa fuzjg z linig
partnerska (ludzka lub inng). Problemy przedstawionych tu technik to: niski
odsetek komérek B uczulonych na dany antygen u eztowieka, niska wydaj-
nos¢ fuzji pomiedzy komoérkami ludzkimi lub w przypadku tzw. heterohybry-
doma niska stabilno$¢ tego tworu (wskutek eliminaeji z hybrydu, zwlaszeza
chromosoméw ludzkich) oraz niska wydajno$¢ produkcji przeciwciat przez
linie transformowane EBV wskutek stabo rozwinietego uktadu sekrec}(jnego
biatek w komérkaeh limfoblastoidalnych. Prébg przezwyciezenia tych trudno-
§ci bylo potaczenie obu teehnik co polepszyto wydajnos¢ fuzji, stabilnos¢ i se-
krecje przeciwciat uzyskanych metodg EBV — hybiydoma. Szezegéty techni-
czne wymienionych podejs¢ badawczych opisano w pracy przegladowej (38).
Metoda ta posiada jednak inne naturalne ograniczenia. Statymi probtemami
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sg niska pula uczulonych limfocytow krazacych oraz uzaleznienie od stanu
immunologicznego osobnika, od ktérego pobiera sie komorki (zwykle niski
stopienn immunizacji osobnika jest przyczyng uzyskiwania w hybiydoma prze-
ciwciat o niskim powinowactwie). Poniewaz przedstawione techniki wykorzy-
stuja naturalnie Avystepujace, uczulone komorki, uzyskiwanie limfocytéw B
0 wybranych swoistosciach, np, wobec tkanek wiasnych, embrionalnych lub
nowotworowych jest w pewnych sytuacjach niemozliwe. W zwigzku z tym
nabraty znaczenia techniki wspomagajace uczulenie limfocsidéw lub powodu-
jace zwiekszenie liczby takich komorek poprzez stosowanie réznych czynnikow
sprzyjajacych produkcji przeciwciat lub proliferacji i réznicowaniu komorek
nalezacych do linii B.

Zamierzenia te, mozna w pewnych przypadkach, osiagng¢ przez uczulanie
limfocytow in vivo, zwhaszcza wobec antygendw bakteryjnych lub wirusowych,
podlegajacych naturalnemu szczepieniu (39). Powstato szereg metod uczula-
nia ludzkich limfocytbw B w warunkach in vitro, w podstawowych dwoch
uktadach doswiadczalnych, tj. wtérnej lub pierwotnej stymulacji antygenowej
(40). Zbadano tez wptyw poszczegblnych cytokin zaréwno na podtrz3rmywanie
produkcji przeciwciat przez linie hybiydoma, linie transformowane (EBV) (41),
jak réwniez na uktady uczulania limfocytéw B w warunkach in vitro (42).

Interesujgcym uktadem doswiadczalnym jest wykorzystanie myszy SCID
dla indukcji odpowiedzi humoralnej na wybrany antygen (43,44). Myszy SCID
pozostajgce w stanie tolerancji wobec komérek cztowieka sg idealndrm, dtu-
gotrwatym inkubatorem (repopulowanych ludzkich limfocytow do jamy
otrzewnej) zaréwno dla indukcji odpowiedzi humoralnej typu pierwotnego jak
1 wtornego. Uczulane in situ limfocyty mogltyby by¢ wykorzystane dla kon-
strukcji hybiydoma po uprzednim ich pozyskaniu z myszy. Inng mozliwoscia
jest bezposrednie wykorzystanie precypitowanych z surowicy mys” immuno-
globulin ludzkich.

Obecnie najbardziej obiecujgca technologia jest wykorzystanie manipulacji
genetycznych dla konstrukcji ludzkiej hybiydoma, co opisano w poprzednim
podrozdzicde. Potaczenie techniki uczulania limfocytéw in vitro lub in situ
z bezposrednim klonowaniem fragmentéw genéw odpowiedzialnych za kodo-
wanie czesci zmiennej immunoglobuliny moze by¢ metoda najszybciej prowa-
dzaca do celu.

5. Przeciwciata o podwadjnej swoistosci

Przeciwciata te mozna uzy¢ jako nosniki izotopéw, tokssm, lekéw cytoto-
ksycznych lub czynniki ~przenoszace” komérke efektorowg (cytotoksyczng)
w poblize celu (45). Szczegdlnie ta ostatnia rola w3rwotata duze zainteresowa-
nie badawcze wobec wykor”stania ich w praktyce. Przeciwciata o podwdjnej
swoistosci mozna uzyskac technika fuzji dwéch hybrydom (kwadroma) lub
poprzez preparatyke chemiczna (wiazanie krzyzowe monomeréw dwoéch roz-
nych przeciwciat, wytwcirzanie mostkéw dwusiarczkowych itd.). Mozna tez
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wytwarzac je za pomocg technik bezposredniego klonowania (geny réznych
czesci zmiennych tancuchéw ciezkich i lekkich wprowadzone do faga lub E,
colO- Pojedyncze tancuchy peptydowe Fv moga by¢ taczone za pomoca pep-
tydowych ,tinkeréw”. Oczjwidscie przeciwciata te powinny aktywowac¢ komorki
efektorowe zgodnie z ich funkcjg i regutami kierujgcymi odpowiedzig immu-
nologiczng, a zatem w zgodzie z tzw. restrykcjg immunologiczng (antygen
znajduje sie na komdrce posiadajacej ten sam zestaw antygenow zgodnosci
tkankowej co efektorowa).

Na rys. 2 zobrazowano graficznie przykfady dziatania przeciwciat o pod-
wajnej swoistosci. Najszerzej wykorzystane sg cytotoksyczne komérki T oraz
tzw. naturalni zabdjcy (NK — natural killer). Interesujgce sg przyktady C i D
(rys. 2), ze wzgledu na fakt, ze standardowe mysie przeciwciata anty-Tac nie
wspotpracujg z leukocytami cztowieka, np. w reakcji typu ADCC. Jednak
przeciwciata o podwdjnej swoistosci, anty-Tac-CD3 tub anty-Tac-CD16 wspo6t-
pracuja z ludzkimi komdrkami efektorowymi i doprowadzajg do zniszczenia
komarek z receptorem dla IL-2. W przedstawionym przykfadzie E (rys. 2) —
uktad modelowy zostat opracowany dla komdérek szczura (46).

Innym przyktadem wykorzystania przeciwciata o podwdjnej swoistosci to
przyspieszenie rozpuszczenia skrzepu. Przeciwciato byto no$nikiem swoistosci
wobec tkankowego aktywatorowa ptazminogenu (tPA — tissue plasminogen
activator) i fibryny (4). Przeciwciata o podwojnej swoistosci z pewnoscig za-
wierajg w sobie olbrzymie mozliwosci aplikacyjne.

6. Immunotoksyny

w probach immunoterapii stosuje sie szereg toksim komoérkowych pocho-
dzenia roslinnego lub bakteryjnego w sprzezeniu z odpowiednim przeciwcia-
tem monokitonainym (30). Podstawowg strategig postepowania jest wyselekcjo-
nowanie takiej toksyny aby jako czynnik komorkobojczy nie miata ona mo-
zliwosci wigzania sie z komorkami per se, ale byla kierowana do miejsca
wigzania przez odpowiednie przeciwciato. Wiekszo$¢ toksyn zawarta w immu-
nokoniugatach dziata w cytoptazmie komoérki docelowej, gdzie hamujg synteze
biatka. Po zwigzaniu sie z antygenem powierzchniowym, immunotoksyny po-
bierane sg droga endocytozy, a nastepnie dostarczane” do endosomoéw. Nie-
ktore toksyny, jak np. btonicy, przemieszczaja sie nastepnie poprzez uktad
bton do cytoptazmy, inne jak rycyna przechodza do ukitadu Golgiego, skad
raczej ich mata czes$¢ moze sie przemiesci¢ do cytoptazmy. Niestety, wiekszos¢
z nich przedostaje sie do lizosoméw, w ktorych sg degradowane. W cytopla-
zmie, klinicznie uzyweme immunotoksyny badz oddziatujg hamujgco na kom-
pleks ADP — [adenosine diphosphate = dwufosforan adenozyny) czynnik wy-
diuzania tancucha 2 (biosynteza biatka) — w ten sposob dziata egzotoksyna
Pseudomonas — wzglednie inaktywujg podjednostke 60S rybosomu w taki
spos6b, ze obnizajg jej zdolno$¢ do wigzania sie z czynnikiem 2 (elongacji)
— w taki spos6b dziata rycyna. Niestety, aby zabi¢ komorke, w jej cytoptazmie
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Immu noglobulina

Anty-tancuch
N\ \ likki immunoglobulinjr

Lomori optatzczenle
Inowoti 7\ iwciatami
rowa 7\) przeciwciatami

Rys. 2. Przyktady stosowania przeciwciat o podwadjnej swoistosci.
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musi znajdowaé sie ok. 10 czgsteczek toksyny. Poniewaz nie wszystkie czg-
steczki zwigzane do powierzchni komérki ulegajg internalizacji i przemiesz-
czeniu do cytoplazmy, liczba zwigzanych do powierzchni komérki endotoksyn
musi by¢ znacznie wyzsza.

Dla osiggniecia efektywnosci danej immunotoksyny (47) musi by¢ spetnio-
nych kilka warunkow;

A. Immunokoniugat musi reagowac swoiscie i nie taczy¢ sie z ,,normalny-
mi” komdrkami (tkankami). Nieswoiste przyleganie toksyn do tkanek ludzkich
moze by¢ zniesione poprzez modyfikacje czasteczki. Poniewaz glikoproteiny
toksyn pochodzenia roslinnego zawierajg mannoze (przylegajgca do komorek
uktadu retikulosrodbtonkowego) lub fukoze (Yaczacy sie z receptorami na he-
patocytach) pozadana jest deglikozylacja czasteczkKi.

B. Sprzezenie toks}my z przeciwciatlem nie moze narusza¢ swoistosci czy
aktywnosci wigzania przeciwciata monoklonalnego.

C. Immunotoksyna musi podlega¢ internalizacji w pecherzykach endoso-
mow. Zatem toks}my kierowane do komérkowych struktur powierzchniowych
ulegajacych w naturalny sposéb internalizacji majg przewage nad immunoto-
ksjmami wigzacymi sie do struktur btony komérkowej nie podlegajacych in-
ternalizacji w normalnych warunkach.

D. Aktywna komponenta toksimy musi ulec przemieszczeniu do cytopla-
zmy komérki docelowej. Jednak rézne wiasciwosci podjednostek funkcjonal-
nych toksyny mogg posiada¢ wykluczajace sie cechy. Tak zatem usuniecie
fancucha B toksdmy rycynowej obniza jej nieswoiste wigzanie do tkanek
zmniejszajac jednoczes$nie zdolno$¢ pozostatego tancucha A do przemieszcza-
nia sie przez ukiad bton pecherzykéw endosomalnych.

Postep w konstruowaniu efektywnych immunotoksyn ilustrujg badania
nad skutecznos$cig dziatania immunokoniugatu z egzotoksyng Pseudomonas
(PE — Pseudomonas exotoxin] dotaczong do przeciwciata anty-Tac (przeciw
receptorowi IL-2) wigzacego sie z komdrkami ostrej biataczki limfatycznej typu
T (48). Znan3rm jest fakt ograniczonego stosowania egzotoksyny Pseudomonas,
ze wzgledu na mozliwo$¢ wigzania sie jej z komdrkami watroby, wywotujac
efekt hepatotoksyczny. Z pomoca przyszta analiza funkcjonalna delecyjnych
mutantéw egzotoksyny (49). Czasteczka o0 m. 66 kD posiada 3 domeny. Do-
mena 11 odpowiedzialna jest za hamowanie kompleksu ADP-czynnik elonga-
cji; domena 1l warunkuje przemieszczenie sie toksyny do cytozolu, natomiast
domena ! odpowiedzialna jest za nieswoiste wigzanie sie czgsteczki. Czaste-
czka PE 40, z ktorej usunieto domene | 0 m.cz. 26 kD, zachowata zdolno$¢
interakcji z kompleksem ADP, jednakze gdy uzywano jej w formie pojedynczej
molekuty — jej efekt komorkobdjczy byt znacznie obnizony. Nastepnie zasto-
sowano technike bezposredniego klonowania i ekspresji w E. coli pojedynczych
tancuchow peptydowych czesci zmiennych tancuchoéw ciezkiego i lekkiego
immunoglobuliny (11). Peptydy te fgczono fragmentem wigzacym. Za pomoca
inzynierii genetycznej wyprodukowano nastepnie zmodyfikowang czastke
PE40, ktdra potaczono taricuchem peptydowym z fragmentami Fv konstruujac
czasteczke [anty-Tac(Fv)-PE40].
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7. Przeciwciata monoklonalne zwigzane z pierwiastkami
promieniotworczymi

Droga toksyn do cytozolu jest nader skomplikowana. Poza tym toksyny
per se wywotujg odpowiedZ immunologiczng, ktéra moze zablokowaé ich dzia-
fanie. Stad alternatywnie dla immunotoksyn poczeto konstruowac inne immu-
nokoniugaty, np. przeciwciata zwigzane z izotopami. Detekcja za pomoca zna-
kowanych izotopowe przeciwciat jest dos¢ powszechnie stosowana wobec
antygenu karcynoembrionalnego lub uzupetnia irme techniki identyfikacji gu-
za nowotworowego. Jakkolwiek cate czasteczki 1gG sg bardziej efektywne bio-
logicznie niz ich fragmenty, to molekuty F(abj2 lub Fab sg uzywane prefe-
rencyjnie dla uwidocznienia ogniska nowotworowego ze wzgledu na lepsza
penetracje tkanek i szybszy potowiczny rozpad. Guzy o $rednicy 0,5 cm bar-
dzo czesto niewykrywalne metodami tradycyjnej radiologii moga by¢ identyfi-
kowane przez przeciwciala ze sprzezonymi izotopami.

Do danego przeciwciata monoklonalnego mozna zwigza¢ izotop o specyfi-
cznych wiasciwosciach, tciki koniugat moze by¢é cytotoksyczny wobec komorki
z odlegtosci rownej jej kilku $rednic, przez co moze zabija¢ nie tylko komorke
docelowg, ale takze sasiadujace z nig inne komdrki patologiczne. Efekt koni-
cowy nie zalezy od internalizacji immunokoniugatu do komorki.

Przeciwciatlo moze by¢ bezposrednio zwigzane z izotopem lub za posred-
nictwem czynnika chelatujacego. Aby immunokoniugat byt efektywny biolo-
gicznie musi spetnia¢ pewne warunki:

a) sprzeganie czynnika chelatujgcego z przeciwciatem monoklonatnym nie
moze powodowac upos$ledzenia swoistosci przeciwciata;

b) znakowanie izotopem lub chelatowanie nie powinno zmieniaé¢ dystrybu-
cji czy katabolizmu przeciwciata;

¢) zwigzek chelatujgcy nie powinien przedwcze$nie uwalniaé¢ przeciwciala
lub izotopu (przed wykonaniem funkcji docelowej).

Istnieje catly szereg izotopow promieniotworczych o emisjach typu vy, P lub
a. lzotopy emitujace promieniowanie P jakkolwiek bardziej efektywne niz emi-
tery y, nie sg optymalne, ze wzgledu na niskg energie liniowa, ktéra powoduje
nieefektywna csdotoksyczno$¢ wobec komdrki docelowej przy zachowanej to-
ksycznosci wobec wzglednie odlegltych normalnych tkanek. Jednakze pewne
izotopy p, takie jak Re"®", Re"®®, Cu®” byfy z sukcesem stosowane
w immunoterapii. Na przyktad sprzezony z przeciwciatem przeciw fenytynie
1i3i byl uzywany w leczeniu hepatoma, a sprzezony z tym samym przeciw-
ciatem spowodow” kompletng remisje choroby Hodgkina u 4 na 8 le-
czonych pacjentow (50).

Na przysztos¢ pokiada sie nadzieje w konstruowaniu stabilnych immu-
nokoniugatow z emiterami a, ktére moga by¢ niezwykle efektywne wobec
komdrek docelowych nie powodujgc uszkodzen tkanki odleglej od ataku
immunologicznego (51). lzotopy emitujg czastki a obdarzone duzg energig, od
6-9 MeV, (dziesieciokrotnie wyzsze niz y lub P) na krotkie odlegtosci (40 -
80 |im). Odpowiednimi pierwiastkami promieniowania a dla uzytku Klinicz-
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nego sg "Has, ™2pb Qy Chelatowany do przeciwciata anty-Tac

0 aktywnosci promieniowania 0,5 pCi lub ekwiwalentnie 12 rad/ml elimino-
wat ponad 98% proliferujgcych komdrek o ekspresji IL-2R nie uszkadzajgc
komérek nie posiadajacych ekspresji tego receptora (52).

Uwagi koncowe

Przeciwciata monoklonalne to ciggle nie wykorzystcme czynniki immunolo-
giczne o duzym potencjale diagnostyczninn, terapeutycznym i badawczym,
a zatem niewatpliwej wartosci komercyjnej. Dostrzezenie zwiaszcza tej ostat-
niej korzysci spowodowato w ostatnich latach znaczny wzrost zainteresowania
tymi ciatami biologicznie czZqmnymi przez duze osrodki biotechnologiczne, kt6-
re przejety na siebie ciezar badawczy dotyczacy ich wdrazania. Nalezy oceni¢
to pozytywnie, gdyz technologie zwigzane z wytwarzaniem przeciwciat mono-
klonalnych sg bardzo kosztoAvne, a przez to niemozliwe do realizacji w wielu
osrodkach uniwersyteckich. Duze zainteresowanie produkcja ciat biologicznie
czynnych, szczegélnie w walce z AIDS lub innymi chorobami wirusow)nni
(przy braku efektywnych wirusobdjczych srodkéw farmakologicznych) oraz
schorzeniami nowotworowymi powoduje dynamiczny rozwdj badan. Nie nalezy
zapomina¢, ze znakomita wiekszo$¢ tzw. zestawow diagnostycznych, wykry-
wajacych m.in. wirusy HfV lub z6ttaczki wyposazana jest w przeciwciata mo-
noklonalne. Ze szczeg6lng uwaga Sledzi sie postep w wytwarzaniu przeciwciat
droga manipulacji genetycznej, ktéra teoretycznie jest w stanie wytworzyé
wszystkie warianty przeciwciat powstajgce w organizmach zywych. Roéwniez
w naszym kraju wprowadzenie potprzemystowej produkcji przeciwciat wypro-
wadzitoby nas z niewygodnej i bardzo kosztownej pozycji chronicznego im-
portera. Ta sytuacja, przy trudnej ekonomicznie dyspozycji kraju, moze spo-
wodowac dalszy regres we wprowadzaniu nowoczesnej terapii medycznej.
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The application of monocionai antibodies to medicai treatment

Summary

In this review contemporary trends in the application of monoclonal antibodies are presented.
There is discussed antibody reengineering for humanization of mouse monoclonal antibodies to
avoid anti-globulin reaction of patient. Recent modifications of antibody fragments are also out-
lined. The most common antigenic structures exposed to antibody attack are characterized. Some
aspects of human monoclonal antibody production are briefly described. Three most promising
therapeutic antibodies — bispecific antibodies, immunotoxins, and radiolabeled immunocon-
jugates — are presented.
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