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Przeciwciata monoklonalne: odkrycie i zastosowanie

Streszczenie: W artykule omoéwiono historie opracowania technologii fuzji
limfocytdw dla produkcji przeciwciat monoklonalnych (mAbs), czgsteczek, ktore
sg dzi$ niezastgpionym narzedziem badawczym w réznych dziedzinach badan
podstawowych, diagnostyce i terapii medycznej. Opisano réwniez poszczegdlne
grupy przeciwciat monoklonalnych oraz niektére ich zastosowania w terapii
nowotwordéw.
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Wstep

W 1975 roku Georges Kohler (1946-1995) i César Milstein (1927-2002)
opracowali technike fuzji limfocytu B (pochodzacego od myszy) z komdrka
szpiczaka (nowotworu), ktéra doprowadzita do otrzymania komoérek
hybrydowych nazwanych hybrydomami. Komodrki te posiadaty cechy obu
komoérek rodzicielskich: niesmiertelnos$é¢ komérki nowotworowej i zdolnos$¢ do
masowe] produkcji specyficznych przeciwciat, takich jak wytwarzane przez
uzytg do fuzji komédrke B. Wszystkie hybrydomy, pochodzace od jednej komorki
hybrydowej uzyskanej w wyniku fuzji, produkujg przeciwciata o jednym,
znanym rodzaju swoistosci. Takie pochodzgce z jednego klonu hybrydom
przeciwciata nazywa sie przeciwciatami monoklonalnymi. Mogg by¢ one
uzywane zaréwno w badaniach podstawowych, w diagnostyce oraz praktyce
klinicznej, wiele z nich stosuje sie jako leki dla osdb cierpigcych na raka,
artretyzm i choroby serca. Kohler i Milstein otrzymali za swoje odkrycie
Nagrode Nobla wraz z Nielsem Jerne’m w roku 1984.

1. Odkrycie przeciwciat monoklonalnych

Aby zdac¢ sobie sprawe z drogi, ktéra zawiodta uczonych do odkrycia
metody wytwarzania przeciwciat monoklonalnych, musimy cofnac¢ sie o prawie
pot wieku. Niels Kai Jerne (1911-1994) pracowat wéwczas nad teorig, ktéra
wyjasniataby proces powstawania réznorodnosci przeciwciat. W jaki sposoéb jest
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to bowiem mozliwe, aby uktad odpornosciowy produkowat przeciwciata
rozpoznajgce witasciwie kazdy mikroorganizm (bakterie, grzyby, drozdze,
wirusy) czy inne pasozyty? Niels Jerne byt pierwszym naukowcem, ktéry
wysunat teorie selekcji naturalnej w formowaniu przeciwciat (1955). W
przeciwienstwie do owczesnych tez podstawg jej byta selekcja dziatajgca na
poziomie komdrkowym. Jerne argumentowat, ze pojawienie sie antygenow nie
wywotuje procesu tworzenia przeciwciat przeciwko danemu, okreslonemu
antygenowi na zasadzie instrukcji (kiedy to antygen dostawszy sie do komarki
stuzy jako matryca, na ktdrej odpornosciowe biatko zwija sie przestrzennie,
tworzac w ten sposdb konfiguracje komplementarng do antygenu). Twierdzit
on, iz antygen powoduje ,naturalng selekcje” przeciwciat rozpoznajgcych go.
Frank Macfarlane Burnet udoskonalit hipoteze Jerne’a, znang obecnie jako
Jteoria selekcji klonalnej”, wysuwajgc wniosek, iz mozliwe jest powstanie
ogromne;j liczby klondw limfocytéw, gotowych do swoistej odpowiedzi na wiele
réznych antygendw, natomiast juz po wtargnieciu antygenu do organizmu
dochodzitoby jedynie do selekcji wyszukujgcych i rozpoznajacych go limfocytow
okreslonego klonu [1-3].

Drugie wazne odkrycie Jerne’a okazato sie mie¢ niespodziewanie duze
znaczenie praktyczne. Przedstawit on rewolucyjng metode tysinek
hemolitycznych, ktéra pozwolita immunologom na uwidocznienie i okreslenie
liczby produkujgcych przeciwciata limfocytéw B bez uzycia mikroskopu, na
zwyktej szalce Petriego. W metodzie tej wylewa sie cienkg warstwe zelu
agarowego, zawierajgcego zawiesine komodrek $ledziony myszy (uczulonych
czerwonymi krwinkami barana), wymieszang z zawiesing erytrocytéw baranich,
do szalki Petriego. Ptytke te poddaje sie inkubacji (kilka godzin w temperaturze
37°C), nastepnie na jej powierzchnie nalewa sie $wiezg surowice Swinki
morskiej jako Zrodto uktadu dopetniacza. Po ponownej inkubacji trwajgcej okoto
45 minut oblicza sie liczbe plamek hemolizy, widocznych na ptytce. Plamki te sg
to miejsca, w ktdrych wydzielane sg przeciwciata rozpoznajgce antygeny na
powierzchni erytrocytdw baranich. Poniewaz w obecnosci dopetniacza
przeciwciata te wywotujg rozpad krwinek czerwonych (hemolize), plamki
hemolizy przez analogie do lizy bakterii pod wptywem bakteriofaga nazwano
Lysinkami”. Jak wypowiedziat sie Niels Jerne: ,Kiedy wrdcitem [do
laboratorium] z moich ferii bozonarodzeniowych w styczniu 1963 roku, mdj
wspotpracownik pokazat mi ptytke z setkami malutkich tysinek, ktére po
wybarwieniu tfa [zawierajgcego czerwone krwinki] benzydyng wygladaty jak
gwiazdy na bezchmurnym niebie”. Bez tego odkrycia bardzo niewygodne
i czasochtonne bytoby wykrywanie komdérek hybrydowych produkujgcych
przeciwciata monoklonalne [1,4,5].

Milstein, ktory réwniez interesowat sie zagadnieniem powstawania
i wystepowania réznorodnosci przeciwciat, wierzyt, ze problem ten zostanie
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rozwigzany dzieki okresleniu ich struktury chemicznej. W latach 1965 - 1970
uczony pracowat nad wyjasnieniem istnienia regiondw statych i zmiennych w
czasteczce przeciwciata. Istniaty bowiem miliony réznych struktur przeciwciat,
a struktury te pochodzity przeciez z biatka, ktore miato w czesci statej
niezmienng podstawowg sekwencje aminokwaséw zakodowang przez jeden z
kilku gendw.

Okoto roku 1970 Milstein i jego wspodtpracownicy nabrali przekonania,
ze liczba pojedynczych gendw kodujgcych sekwencje podstawows jest nieduza,
a powstawanie niekoniczacej sie rdézinorodnosci przeciwciat zachodzi w
procesach somatycznych, w wyniku mutacji, zdarzajgcych sie z ogromna
czestoscig (hipermutacji) w obrebie wybranego odcinka genu. Aby to
udowodni¢, uczeni potrzebowali jednorodnych preparatéw przeciwciat do
badania sekwencji aminokwaséw w tych biatkach. Jednakze sekwencjonowanie
przeciwciat izolowanych z surowic odpornosciowych byto niemozliwe, poniewaz
nie dato sie ich wyodrebni¢ z mieszaniny bardzo rdinych przeciwciat
wytwarzanych przez rézne limfocyty. Jedynym wyjgtkiem zdarzajgcym sie w
naturze sg szpiczaki — nowotwory limfocytéw B, wywodzace sie z jednej
komérki wyjsciowej i wytwarzajace monoklonalne biatko immunoglobulinowe.
Nieznana jest jednak na ogét swoistosé takiej immunoglobuliny, wiec nie mozna
badac¢ w jaki sposdb ewentualne mutacje mogg wptywac na jej oddziatywanie z
antygenem.

W czasie, gdy Milstein pracowat nad zagadnieniem rdéznorodnosci
przeciwciat, jego wspotpracownik Cotton przygotowywat inny typ
eksperymentu, ktéry okazat sie wazniejszy niz na poczatku sagdzono. Dotyczyt on
fuzji dwoch komodrek szpiczaka w hodowli, u ktorego badano zjawisko
wytgczenia allelicznego, zapobiegajgce reorganizacji genéw u drugiego z pary
homologicznych chromosomoéw w komdrce B, ktdra zsyntetyzowata juz po
jednym rodzaju tancuchéw H i L. Przeprowadzona fuzja wykazata, ze zjawisko
allelicznego wyfaczenia gendw nie byto dominujgce. Wrecz przeciwnie, fuzja
pozwolita otrzyma¢ mieszannca z kodominacyjng ekspresjg fancuchéow
przeciwciat pochodzacych od obu komérek rodzicielskich.

Milstein przyjechat na poczatku lat 70. do Basel Institute z wynikami
swoich badan, aby wygtosi¢ wyktad, po ktérego wystuchaniu na zawsze
zmienito sie zycie Kohlera. Przytgczyt sie on do gtdwnego projektu badawczego
Milsteina i wspdtpracownikéw, jakim bylo poszukiwanie somatycznych
mutantéw w komoérkach produkujgcych przeciwciata. Wzigt takze udziat w
innym, mniejszym projekcie, badajgcym fenotypowa ekspresje somatycznych
komérek hybrydowych powstatych z fuzji komodrek szpiczaka ze zmutowanymi
komdrkami tego nowotworu.

W czasie tych badan, grupa uczonych zrozumiata, ze nie mozna
przeprowadza¢, jak w poprzednich doswiadczeniach, ,przesiewu”



88 Katarzyna Adamczyk

zmutowanych komoérek w celu znalezienia mutantéw ze zmienionymi
wtasciwosciami elektroforetycznymi, poniewaz bytaby to metoda zbyt
czasochtonna. Jedyng drogg naprzéd wydawato sie uzycie linii komdrkowej
szpiczaka zdolnej do ekspresji przeciwciat. Mozna by bada¢ w ten sposéb
mutanty, opierajac sie na zdolnosci tych komdrek do wytwarzania przeciwciat o
znanej swoistosci. Chociaz byty wéwczas znane komorki szpiczaka zdolne do
spetnienia tej roli, zadne nie okazaty sie odpowiednie. Pézniejsza wypowiedz
Milsteina: ,Poniewaz nie moglismy zdoby¢ gotowej linii komadrek, ktére robityby
to, co chcieliby$my, byliSmy zmuszeni jg skonstruowaé. W ten sposdb drobny
eksperyment, ktéry przeprowadzilismy w ramach badan dotyczacych
hybrydyzacji komérek szpiczaka rozwinat sie w metode produkcji hybrydom”
[6].

Kéhler zajmowat sie w owym czasie poszukiwaniem sposobu na
uzyskanie odpowiedniej ilosci przeciwciat z hodowli komérek B, potrzebnej do
badan. Nie byto to mozliwe, poniewaz limfocyty B nie zyjg dtugo in vitro. Po
wystuchaniu seminarium Milsteina, Kohler znalazt wreszcie rozwigzanie tego
problemu. Uczony préobowat odkryé, jak zmienne i state regiony lekkich i
ciezkich faincuchéw przeciwciat wspdtdziatajg powodujac  wytworzenie
swoistosci antygenowej. Rozwazyt fuzje komodrek B, ktére produkujg
przeciwciata przeciwko znanemu antygenowi, z komdrkami szpiczaka, aby
uczyni¢ je niesmiertelnymi - w ten sposéb mogtyby bez korca proliferowa¢ w
pozywce, wydzielajgc przy tym przeciwciata o pozgdanej swoistosci. W
pierwszym etapie doswiadczenia immunizowano myszy przeciw antygenom
erytrocytéw baranich. Po immunizacji myszy mozna stwierdzi¢ w $ledzionie
zwierzecia komorki  wytwarzajgce  przeciwciata przeciwko antygenom
erytrocytarnym, przy czym kazda komodrka produkuje przeciwciata jednego
rodzaju (erytrocyty baranie niosg na sobie antygeny I, I, i/lub Il — stad
przeciwciata anty-l, anty-Il i anty-lll). Kéhler i Milstein dokonali fuzji komdrek
limfocytéw B pobranych ze $ledziony immunizowanego zwierzecia z dostepna
linig komorek szpiczaka, tworzgc klon komdrkowy o cechach hybrydy.

Do wykrycia hybrydom (hybryd komérek B i szpiczaka), ktore wydzielaty
przeciwciata przeciwko czerwonym krwinkom barana zastosowano metode
tysinek opracowang przez Jerne’a. Komorki te wydzielaty do srodowiska tylko
jeden typ przeciwciata antyerytrocytarnego, przeciwko jednemu antygenowi,
np. anty-l. Otrzymano w ten sposéb klony komdrek, syntetyzujgcych to samo
przeciwciato, dlatego obecnie stosuje sie okreslenie przeciwciata monoklo-
nalne. Milstein zrozumiat wéwczas, ze wykorzystanie nowo odkrytej metody do
wytwarzania przeciwciat monoklonalnych ma wieksze znaczenie, niz ich gtéwny
cel, jakim byly w owym czasie badania nad réznorodnoscia przeciwciat [1,6,7].

Milstein odtozyt na razie na bok zagadnienie réznorodnosci przeciwciat,
aby skupi¢ sie na zademonstrowaniu praktycznego znaczenia przeciwciat
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monoklonalnych w réznych dziedzinach badan podstawowych i w diagnostyce
klinicznej. Uczony byt w stanie wykazaé, ze hybrydowe komorki szpiczaka
nadawaty sie do uzycia w produkcji standardowych odczynnikéw, takich jak
przeciwciata antyhistaminowe i antyallotypowe, do badan powierzchni
komdrek antygendw nowotworowych. Procedura ta rowniez pozwalata na
dostarczanie odczynnikdw do frakcjonowania komdrek. Przeciwciata
monoklonalne mogty takze zosta¢ uzyte jako odczynniki do okreslania grup krwi
w neurofarmakologii, oraz na duzg skale w oczyszczaniu naturalnych
produktéw. Sg to podstawowe z ogolnych zastosowan przeciwciat
monoklonalnych; na poczatku, po wynalezieniu technologii produkcji hybrydom
byto jeszcze mozliwe krétkie streszczenie jej zastosowan. Obecnie jednak
zastosowanie przeciwciat monoklonalnych w badaniach podstawowych,
biochemii klinicznej, diagnostyce, terapii medycznej i w przemysle jest tak
rozpowszechnione, iz nie da sie go tatwo podsumowac [6].

Po dokonanych odkryciach ani Milstein ani Kohler nie ubiegali sie o ich
opatentowanie. Prawie dziesie¢ lat zabrato Komisji Nobla uznanie waznosci
odkrycia metody produkcji przeciwciat monoklonalnych. W 1984 roku Jerne,
Milstein i Kohler dzielili Nagrode Nobla z dziedziny Fizjologia i Medycyna
otrzymang ,za teorie zasad zréznicowania, rozwoju i kontroli dziatania uktadu
odpornosciowego oraz za odkrycie mechanizméw rzadzacych powstawaniem
przeciwciat monoklonalnych”. Bez Nielsa Jerne’a nie bytoby bowiem teorii
dotyczacych réznicowania sie przeciwciat, nie bytoby zatozonego przez niego
Instytutu Immunologii w Bazylei, rewolucyjnej metody tysinek hemolitycznych,
czy w koncu seminarium Milsteina. Bez Milsteina nie bytoby technologii
produkcji hybrydom. Gdyby zas nie Kéhler, musielibysmy czeka¢ jeszcze pewnie
bardzo dtugo aby wszystkie te odkrycia potgczyty sie w jedno [1].

2. Otrzymywanie przeciwciat monoklonalnych

Przeciwciata monoklonalne otrzymuje sie w wyniku fuzji limfocytéw B, ktore
determinujg swoisto$¢ produkowanych przez hybrydy przeciwciat, z komérkami
szpiczaka (nowotworu, ktéry wywodzi sie z limfocytéw B) dostarczajgcymi
hybrydzie rybosomy oraz aparat Golgiego, lecz przede wszystkim
umozliwiajgcymi jej nieograniczong proliferacje in vitro.

Przed fuzjg limfocyty B uczula sie antygenem, nastepnie miesza sie je z
komérkami szpiczaka, dodajgc substancji utatwiajacych fuzje bton (np. glikol
polietylenowy). Tylko niektére komorki ulegajg fuzji, jednak poniewaz fuzji
mogg ulega¢ zaréwno dwa limfocyty jak i dwie komérki nowotworowe,
otrzymuje sie niewiele pozadanych hybryd, w dodatku nie wszystkie z nich
wytwarzajg przeciwciata. Do fuzji z komdrkami B uzywa sie specyficznych linii
komoérek szpiczaka. Przede wszystkim powinny to by¢ komodrki pozbawione
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mozliwosci wytwarzania wtasnych przeciwciat, poniewaz gdyby prawidtowo je
wytwarzaty, bardzo trudno bytoby wyizolowa¢ z hodowli przeciwciata
produkowane przez hybrydy, o pozgdanej swoistosci. Oprdocz tego, pozgdane sg
takie komorki szpiczaka, ktére wykazujg jakis defekt metaboliczny, np. nie
syntetyzujg waznego dla nich enzymu. Dzieki temu po fuzji w selektywnym
$rodowisku mozna tatwo ,pozby¢ sie” komdrek nowotworowych, ktére nie
ulegty fuzji z limfocytami, pozostawiajgc tylko komorki hybrydowe (limfocyty
ging w hodowli po krétkim czasie). Nastepnie rozciericza sie zawiesiny
hodowlane, aby uzyska¢ pojedyncze hybrydy, ktére wysiewa sie do oddzielnych
mikroptytek z dotkami (ze studzienkami). Caty czas kontroluje sie ptyn z dotkéw
na obecnos$¢ przeciwciat. Jezeli w jednym dotku znajduje sie jedna komoérka
hybrydowa, wszystkie pochodzace od niej przeciwciata bedg identyczne, wiec
bedga to przeciwciata monoklonalne [8].

3. Terapia z uzyciem przeciwciat monoklonalnych

W leczeniu ludzi czy zwierzat zastosowanie przeciwciat monoklonalnych polega
gtéwnie na ich bezposrednim podawaniu w postaci czystej lub zmodyfikowane;.
Jedne z pierwszych badan w dziedzinie immunoterapii nowotwordéw dotyczyty
zdolnosci czasteczek przeciwciat do pobudzania uktadu immunologicznego do
walki z czasteczkami chorobotwérczymi. Jednak poniewaz samo podanie
przeciwciat nie byto wystarczajgce w walce z nowotworem, zaczeto rozwazac
mozliwosci uzycia przeciwciat monoklonalnych jako specyficznych nosnikdéw
przenoszgcych leki, radioizotopy czy toksyny [9].

3.1. Przeciwciata monoklonalne nieskoniugowane

Aktywujac uktad immunologiczny, przeciwciata monoklonalne nieskoniugowane
indukujg niszczenie komoérek nowotworowych, na drodze dwdéch gtéwnych
mechanizméw, jakimi sg cytotoksycznos¢ zalezna od przeciwciat oraz
cytotoksycznos¢ zalezna od komplementu (dopetniacza). Cytotoksycznosé
zalezna od dopetniacza indukowana jest przez zwigzanie antygendw
znajdujgcych sie na komodrce docelowej przez przeciwciato (poprzez jego
fragmenty Fab). Fragment Fc wigze sktadniki dopetniacza, uruchamiajac
kaskade enzymdw, co prowadzi do wytworzenia kompleksu atakujgcego btone
komérkowa komérki nowotworowej. Cytotoksycznosc zalezna od przeciwciat
(ADCC - ang. Antibody Dependent Cell Cytotoxicity) to proces, w ktérym
przeciwciato dziata jak facznik, wigzacy ze sobg komédrke docelowa
(nowotworowg) i komodrke efektorowa (T lub NK). Komdrka docelowa jest
niszczona przez zblizong do niej komdrke NK lub fagocyt, w procesie lizy lub
fagocytozy. Mechanizm ADCC wykorzystujg takie przeciwciata monoklonalne
jak: trastuzumab, rituksimab, alemtuzumab. Trastuzumab wykorzystuje réwniez
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mechanizm blokowania receptoréw, ktéry polega na tym, iz przeciwciato wigzac
sie do receptoréow komérki nowotworowej, blokuje miejsce wigzania do tych
receptorow innych czasteczek, na przyktad pobudzajgcych wzrost komodrek
nowotworowych. W ten sposdb wzrost guza zachodzi wolniej [10-12].

Tradycyjne mysie przeciwciata monoklonalne majg ograniczone
zastosowanie w terapii cztowieka, z uwagi na dos¢ szybka inaktywacje przez
komérki uktadu immunologicznego cztowieka. Po podaniu przeciwciat
pochodzgcych od gryzonia system odpornosciowy cztowieka rozpoznaje je jako
obce biatko i tworzy przeciwciata przeciwko przeciwciatom mysim, co
okreslamy jako odpowiedZz HAMA (human anti mouse antibody). Ta reakcja na
mysie przeciwciata moze wywotywa¢ w organizmie cztowieka symptomy
podobne do grypy, reakcji alergicznych, a w najciezszych przypadkach
prowadzi¢ do Smierci. Sprawia to, iz mysie przeciwciata monoklonalne nie moga
by¢ stosowane w leczeniu ludzi przez zbyt dtugi czas, a czasem w ogdle nie jest
to mozliwe. W dodatku czas przezywania mysich przeciwciat in vivo jest dos¢
krétki — wszystko to znacznie ogranicza efektywnosc¢ terapii [13].

3.1.1. Przeciwciata chimeryczne i humanizowane

Z pomocg inzynierii genetycznej konstruuje sie chimeryczne
przeciwciata monoklonalne w ten sposdb, ze regiony state taricuchow ciezkiego
(H) i lekkiego (L) mysiego przeciwciata monoklonalnego danej klasy zastepuje
sie na poziomie DNA regionami statymi ludzkich tancuchéw H i L innego
przeciwciata tej samej klasy. W utworzonej tak czasteczce tylko regiony
zmienne (V), o znanej specyficznosci antygenowej, pochodzg od myszy,
natomiast reszta genu, okoto 75%, jest pochodzenia ludzkiego. Procedura
wytwarzania przeciwciat chimerycznych znacznie ostabia immunogennosc
przeciwciat, chociaz nie likwiduje jej jeszcze catkowicie. Chimeryczne
przeciwciata nie sg jednak tak szybko eliminowane z krazenia jak zwykte
przeciwciata monklonalne. U ludzi stosowane jest miedzy innymi przeciwciato
Infliximab (Remicade®), obiecujgce w walce z chorobami
autoimmunologicznymi, takimi jak reumatoidalne zapalenie stawéw [14].

Rituksimab jest chimerycznym przeciwciatem monoklonalnym,
stosowanym w leczeniu nawrotowych oraz opornych chioniakéw
nieziarnicznych o niskim stopniu ztosliwosci. Przeciwciato to skierowane jest
przeciwko biatku powierzchniowemu CD20, ktére znajduje sie na zdrowych
limfocytach B, oraz na wiekszosci chtoniakéw wywodzacych sie z komérek B. Po
zwigzaniu rituksimabu z antygenem, na drodze cytotoksycznosci zaleznej od
uktadu dopetniacza, badz komdrkowej zaleznej od przeciwciat, dochodzi do lizy
komdrek nowotworowych. Przeciwciato rituksimab zostato zarejestrowane w
1997 roku przez US Food and Drug Administration (FDA) [15,16].
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Mozna obecnie produkowadé przeciwciata, ktére posiadajg tylko regiony
hiperzmienne pochodzace od myszy, natomiast reszta DNA pochodzi od
cztowieka. Takie przeciwciata, zawierajagce okoto 95% sekwencji ludzkich
nazywamy ,ucztowieczonymi” czyli humanizowanymi. Do przeciwciat
humanizowanych nalezy przeciwciato Vitaxin, ktére wigze sie do integryn
naczyniowych znajdywanych w naczyniach krwionosnych guzéw (nieobecnych
w normalnej tkance). W prébach klinicznych Vitaxin powodowat kurczenie sie
guzdw bez szkodliwych skutkéw ubocznych. Natomiast Herceptin®
(trastuzumab) wigze HER2, ktory jest receptorem dla epidermalnego czynnika
wzrostu (EGF) znajdujacego sie na niektérych komdrkach nowotworowych (np.
raka piersi, chtoniaka) [8,17].

3.1.2. Ludzkie przeciwciata monoklonalne

Catkowicie ludzkie przeciwciata monoklonalne mozna utworzy¢ przez
fuzje limfocytéw B cztowieka z komdrkami szpiczaka. Jest to jednak dosé¢ trudng
procedurg, poniewaz wcigz niedostepna jest odpowiednia ludzka linia komdrek
szpiczaka jako partner do fuzji, trudno tez zwykle uzyskaé¢ odpowiednie
limfocyty. Opracowano zatem kilka alternatywnych strategii otrzymywania
ludzkich przeciwciat monoklonalnych:

a) fuzja ludzkich limfocytow z komérkami szpiczaka myszy — prowadzi jednak
czesto do powstania hybryd ktére s3g niestabilne i tracg ludzkie
chromosomy.

b) transformacja ludzkich limfocytéw wirusem Epsteina-Barr (EBV) -
stosowana od wielu lat, w celu uzyskania niesmiertelnych ludzkich
komorek B.

¢) fuzja ludzkich limfocytow B transformowanych wirusem EBV z komérkami
szpiczaka myszy [14,18].

Powyisze strategie prowadzace do wytworzenia ludzkich przeciwciat
monoklonalnych sg czesto zawodne ze wzgledu na koniecznos¢ stosowania
wiruséw, ograniczong swoisto$¢ wytwarzanych przeciwciat monklonalnych oraz
niskg wydajnos¢. Wcigz opracowywane sg nowe strategie, miedzy innymi udato
sie otrzymac myszy, ktdre cierpig na ciezki niedobér odpornosci. Ich limfocyty
zastepuje sie limfocytami cztowieka; po uczuleniu okreslonym antygenem
zwierze wytwarza odpowiednie ludzkie komdrki B, ktére mozna nastepnie
poddaé fuzji z mysimi liniami komédrek szpiczaka. Wyhodowano takze inne
myszy — transgeniczne — ktdre charakteryzujg sie brakiem gendw kodujacych
immunoglobuliny (s3 one zdezaktywowane). Do limfocytéw B gryzoni
wprowadza sie geny immunoglobulinowe cztowieka. Pierwszy dokonany
eksperyment opierat sie na wprowadzeniu do przedjadrza myszy minilocus
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tancucha ciezkiego  immunoglobuliny M, ktéry ztozony byt z
niezrearanzowanych segmentéw V (variable — zmienny), D (diversity —
odpowiedzialnych za rdéznorodnosé czasteczki) oraz J (joining — taczacy). W
komédrkach myszy doszto do rearanzacji, czego skutkiem byta produkcja
przeciwciat posiadajgcych ludzki tancuch ciezki p (charakterystyczny dla klasy
IgM) przez okoto 4% mysich limfocytéw B [8,19].

Przeciwciata monoklonalne uzyskiwa¢é mozina takie z ,bibliotek”
prezentowanych na fagach (phage display). W tej technice fragmenty DNA
kodujgce czesci zmienne przeciwciat pochodzace z réinych limfocytéw B sg
wprowadzane do bakteriofaga, w ktérym ulegajg ekspresji jako fragmenty Fy
(biatkowe fragmenty reagujgce specyficznie z antygenem, ztozone wytacznie z
czesci zmiennych immunoglobulin). DNA moze by¢ réwniez wprowadzane
bezposrednio do bakterii (np. Escherichia coli); po zakazeniu bakteriofagami
bakterie syntetyzujg biatka kodowane przez geny immunoglobulinowe
i wiaczajg je do nowo powstatych bakteriofagéw. Kazdy z bakteriofagow
»prezentuje” taki fragment Fv na swojej powierzchni; stuzg one jako wzorzec do
produkcji specyficznych przeciwciat monoklonalnych, dlatego zbiér regionéw Fv
utworzony na fagach nazywa sie bibliotekg. Badacze mogg uzyé antygenu
bedacego potencjalnym celem, na przyktad receptora na komdérkach
nowotworowych, do wychwycenia z ,biblioteki” tych bakteriofagéw, ktore
zawierajg gen kodujgcy najbardziej swoiste przeciwciato dla danego antygenu.
W celu produkcji duzych ilosci pozadanych przeciwciat, wprowadza sie
odpowiednie bakteriofagi do komodrek bakterii i hoduje in vitro, nastepnie
sprzega sie otrzymany fragment F, z czescig statg pochodzacy z ludzkiej
immunoglobuliny [19,20].

3.2. Skoniugowane przeciwciata monoklonalne

Dziatanie sprzezonych przeciwciat monoklonalnych polega na
dostarczaniu do komdrek nowotworowych réznorodnych czynnikdéw, ktére je
niszczg, takich jak radioizotopy (radiofarmaceutyki), toksyny, enzymy czy leki.
Dostarczanie przez przeciwciata lekéw cytotoksycznych w okolice guza stwarza
mozliwos¢ osiggniecia duzego ich stezenia, poniewaz nie wystepuje
koniecznos¢ ograniczenia dawki leku z uwagi np. na objawy niepozadane.
Przeciwciata monoklonalne skoniugowane 1z innymi czynnikami bywajg
nazywane , magicznymi kulami”, poniewaz specyficznie taczac sie z okreslonym
antygenem przenoszg swdj ,tadunek” tam, gdzie jest potrzebny, minimalizujgc
uszkodzenia zdrowych komodrek w innych czesciach ciata. Wcigz jednak
przeciwciata te wywotujg wiele skutkéw ubocznych [21].
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3.2.1. Immunotoksyny

Immunotoksyny wytwarzane s przez chemiczne pofaczenie
przeciwciata z toksyng. Toksyna moze by¢ zwigzana z fragmentem Fc lub
fragmentem Fab przeciwciata (z fragmentem Fab jesli jest to przeciwciato o
podwadjnej swoistosci). Zasada dziatania takich koniugatéw polega na tym, ze po
przytagczeniu sie do danego antygenu, np. na powierzchni komorki
nowotworowej, toksyna moze zniszczy¢é te komérke, bez szkody dla innych,
zdrowych komadrek organizmu.

Do produkcji immunotoksyn wykorzystano najskuteczniejsze toksyny,
takie jak bakteryjna egzotoksyna A Pseudomonas czy dyfterotoksyna.
Przeciwciata sprzega sie rowniez z toksynami roslinnymi (abryna, rycyna), a
takze grzybowymi (a-sarcyna, a-amanityna), przy czym rycyna i dyfterotoksyna
wykazujg szczegdlnie duzg aktywnos¢. Poréwnujac, do zabicia komérki
nowotworowej potrzeba okofo miliona czasteczek klasycznego leku
przeciwnowotworowego lub jednej czasteczki toksyny.

Po zwigzaniu sie z antygenem powierzchniowym, immunotoksyny
pobierane sg do wnetrza komorki docelowej; wiekszos¢ z nich dziata w
cytoplazmie, gdzie blokujgc kompleks ADP (difosforanu adenozyny), niezbedny
do wydtuzania tancucha biatkowego w procesie biosyntezy, hamujg synteze
biatka. Tak dziata miedzy innymi egzotoksyna A Pseudomonas. Droga toksyn do
cytoplazmy jest jednak dos$¢ skomplikowana, poza tym wiele z nich ulega
zniszczeniu w lizosomach. Inne toksyny, np. rycyna, mogg rowniez oddziatywaé
inaktywujgco na podjednostke 60S rybosomu, obnizajgc jej zdolnos$¢ do
wigzania sie z czynnikiem elongacji [8, 19].

Wciaz istniejg jednak pewne problemy w stosowaniu immunotoksyn na
wiekszg skale, miedzy innymi duzy rozmiar wiekszosci takich koniugatow, co
ogranicza ich penetracje w gtagb tkanek. Poniewaz toksyny mogg dziataé
zaréwno na komorki nowotworow, jak i na zdrowe komorki (posiadajg one
bowiem wspélne antygeny powierzchniowe), obawiano sie iz w czasie terapii
immunotoksyny mogg doprowadzi¢ do eliminacji zbyt duzej liczby komdrek
prawidtowych. Wykazano jednak, iz nie zawsze jest to grozne, poniewaz w
niektérych przypadkach prekursory komarek krwi mogg tatwo ulec odtworzeniu
po zaprzestaniu terapii. Immunotoksyny w terapii nowotwordw stosuje sie w
raku jajnika (dootrzewnowo), raku pecherza (dopecherzowo), w zapaleniu opon
na tle nowotworowym (podoponowo) a takze w biataczce, chtoniaku, raku
sutka, raku okreznicy, raku ptuc [8,12].

Ozogamycyna gemtuzumabu (Mylotarg) jest potgczeniem przeciwciata
anty-CD33 z kalicheamycyng - kompleksem oligosacharydéw, ktére indukujg
rozcinanie DNA. Antygen CD33 wykrywany jest na blastach u chorych na ostrg
biataczke szpikowa. Mylotarg wigze sie z duzg liczbg receptoréw
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powierzchniowych i szybko ulega weciggnieciu do komorki, gdzie zostaje
uwolniony aktywny lek. Jest pierwszg immunotoksyng, ktéra daje obiecujgce
rezultaty w walce z biataczkg, jednak wcigz wystepuje wiele skutkdéw
ubocznych, miedzy innymi grozna choroba zakrzepowa naczyn watroby, ktérej
objawy to podwyiszone stezenie bilirubiny i podwyiszenie aktywnosci
aminotransferaz. Jest to zespdt o duzej Smiertelnosci, wystgpienie objawow
jest przyczyng odraczania kolejnej dawki leku, a w konsekwencji — nawrotu
choroby [10, 17].

3.2.2. Przeciwciata skoniugowane z radioizotopami

Przeciwciata monoklonalne mogg by¢ powigzane z radioizotopami,
takimi jak: jod 131, itr 90, bizmut 212, miedz 67, ren 186 i 188. Takie koniugaty
doprowadzajg do zniszczenia komérki przez uszkodzenie DNA pod wptywem
promieniowania. Czesto jednak wykazujg one cytotoksycznos¢ wzgledem
komérki juz z odlegtosci réwnej kilku jej srednicom, co sprawia, iz rdwniez
sgsiadujgce komodrki mogg ulegac zniszczeniu. Z tego wzgledu przeciwciata
monoklonalne sprzezone z radioizotopami s szczegélnie efektywne w
przypadku préb leczenia nowotwordw litych. Otrzymano dobre wyniki w
probach stosowania radiofarmaceutykéw w leczeniu biataczek, raka jelita
grubego oraz chtoniakdw nieziarnicznych, gdzie zaobserwowano wysoki
odsetek remisji [8, 19].

Dwa najczesciej stosowane koniugaty przeciwciat monoklonalnych z
radioizotopami to Ibritumomab tiuxetan (Zevalin) oraz tositumomab (Bexxar).
Ibritumomab, skierowany przeciwko antygenowi CD20, sprzezony jest z
izotopem Itru 90, ktéry emituje czastki B. Moze by¢ stosowany w leczeniu
chorych na nawrotowe lub oporne chtoniaki grudkowe o niskim stopniu
ztosliwosci lub chtoniaki nieziarniczne. Przeciwciatem mysim sprzezonym z
jodem 131, réwniez skierowanym przeciwko CD20 jest **'| — tositumomab. Jest
ono fatwo dostepne i proste do sprzezenia, z tego wzgledu czesto uzywa sie go,
oprocz terapii, takze w diagnostyce. Tositumomab stosowany jest gtdwnie w
leczeniu chtoniakéw nieziarnicznych, czesto u chorych opornych na leczenie
rituksimabem, u ktérych doszto do nawrotu choroby. Przeciwciato to u okoto
30% pacjentéw powoduje catkowitg remisje.

Proces leczenia nowotwordow za pomocg przeciwciat sprzezonych z
radioizotopami wymaga duzej ostroznosci, majacej na celu przede wszystkim
niedopuszczenie aby taki koniugat dostat sie do zdrowych tkanek (np. ptuc,
Sledziony, watroby). Najczesciej podaje sie najpierw przeciwciato
nieskoniugowane, np. rituximab, a dopiero potem koniugat przeciwciat
monklonalnych z radioizotopem. Skutki uboczne stosowania przeciwciat
sprzezonych z radioizotopami sg podobne do reakcji na rituximab, gtéwnym
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objawem jest mielosupresja szpiku kostnego, a takze napromieniowanie tkanek
zwigzane z dtugim okresem krazenia koniugatow we krwi. U niewielkiej liczby
chorych moze wystgpic¢ ostra biataczka, lub dochodzi do rozwoju infekcji [10,
21].

3.2.3. Przeciwciata o podwdjnej swoistosci

Przeciwciata o podwdjnej swoistosci uzyskuje sie najczesciej sprzegajac
chemicznie dwa rdézne przeciwciata. Powstajg w ten sposdb immunoglobuliny
mogace reagowac z dwoma réznymi antygenami, poniewaz zawierajg cztery
fragmenty Fab, po dwa z kazdego przeciwciata. Przeciwciata bispecyficzne to
rowniez pofgczone chemicznie dwa rdézne fragmenty Fab, pochodzace od
réznych przeciwciat, oraz tak zwane podwadjne hybrydy. Produktem fuzji dwdch
linii komodrek hybrydowych, czyli czterech komdrek wyjsciowych, jest
kwadroma (Rys. 1).

komarka B, komorka komdrka B, komarka
anty-1 sZpiczaka anty-2 sZpiczaka

hybrydoma H,

fuzja

kwadroma

Rysunek 1. Produkcja kwadromy za pomoca hybrydyzacji hybrydom.
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Komodrka ta moze produkowal przeciwciata o rdinej kombinacji
tancuchéw ciezkich i lekkich, pochodzacych od obu partneréw fuzji. Nieliczne z
nich bedg przeciwciatami o podwdjnej swoistosci, zawierajgcymi dwa
fragmenty Fab pochodzace od dwdch réznych linii hybrydom.

Przeciwciata bispecyficzne mogg stuzy¢ jako nosniki izotopdw, toksyn,
czy tez lekéw cytotoksycznych. Najczesciej jednak wykorzystywane sg jako
czynniki pobudzajgce komérke efektorowg (cytotoksyczng) do zniszczenia
nowotworu, poniewaz majg one te witasciwos¢, iz jeden fragment Fab
skierowany jest przeciwko antygenom zwigzanym z  komodrkami
nowotworowymi, natomiast drugi moze wigza¢ miedzy innymi antygeny
powierzchniowe komdrek T (CD3) lub komdrek NK (CD16). Takie przeciwciato
zbliza zatem limfocyt T do komérki nowotworowej, jednocze$nie aktywujac go i
zwiekszajgc jego zdolnosci cytotoksyczne, co skutkuje zniszczeniem komérki
nowotworowej. Inne przeciwciata bispecyficzne majg jeden fragment Fab
skierowany przeciwko antygenom TAA na komdrce nowotworowej, natomiast
drugi przeciwko antygenom powierzchniowym CD64 (FcyRI) obecnym na
powierzchni makrofagéw Iub antygenom CD89 (FcaR) obecnym na
neutrofilach. Jeszcze inne mogg do jednego z fragmentéw Fab przytgczac
toksyne.

W terapii stosuje sie miedzy innymi przeciwciata bispecyficzne
skierowane przeciwko antygenom nowotworowym oraz zwigzkowi
chemicznemu DTPA (kwas 2-etyleno-3-amino-5-octowy). Takie bispecyficzne
przeciwciata monoklonalne po wprowadzeniu do organizmu fgcza sie jednym
fragmentem Fab z antygenem komorki nowotworowej. Nastepnie podaje sie
pacjentowi DTPA zwigzany z radioaktywnym itrem, ktory faczy sie z drugim
fragmentem Fab przeciwciata. Emitowane przez itr promieniowanie prowadzi
do zniszczenia komodrki nowotworowej, a takze komérek sasiednich, natomiast
nadmiar DTPA jest usuwany z organizmu [8, 22].

Interesujgcym przyktadem zastosowania przeciwciat bispecyficznych w
terapii biataczek jest mozliwosé wigzania sie tych przeciwciat z receptorem dla
IL-2 (interleukina 2 — biatko wytwarzane przez pobudzone limfocyty T,
niezbedne do ich aktywacji) czyli antygenem CD25 (IL-2R alfa — podjednostka o
receptora dla IL-2, inaczej antygen Tac). Limfocyty T zmienione nowotworowo
w ostrej biataczce limfatycznej typu T charakteryzujg sie niezwykle duzg iloscig
antygenu CD25 na swojej powierzchni, w przeciwienstwie do normalnych
limfocytow T. Przeciwciata o podwdjnej swoistosci, anty-CD25-CD3 (drugie
ramie Fab wigze komdrke T) oraz anty-CD25-CD16 (wigzgce komdrke NK)
prowadzg do zniszczenia komérek z receptorami dla IL-2 przez aktywacje
komérek efektorowych [19, 23].

Prébuje sie konstruowaé przeciwciata o podwdjnej lub potrdjnej
swoistosci (tréjspecyficzne) charakteryzujgce sie zmniejszonymi wymiarami.
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Przeciwciata o potrdjnej swoistosci (sprzegniete trzy czasteczki przeciwciat),
wigzgce dwie rdoine czagsteczki na limfocycie T cytotoksycznym, mocniej go
aktywuja i silniej wigzg z komadrkg nowotworowa. Uzyskiwane rézne potaczenia
przeciwciat wykazujg coraz lepszg efektywnosé przeciwnowotworowsg [8].

3.2.4. Przeciwciata monoklonalne sprzezone z enzymami

Koniugaty przeciwciat monoklonalnych z enzymami, ktdre katalizujg
przemiany nieczynnych form lekéw, indukujg przeksztatcenie nieczynnego
proleku w aktywny lek przeciwnowotworowy. Pacjentom podaje sie
przeciwcialo monoklonalne zwigzane z enzymem, specyficzne wzgledem
antygendéw powierzchniowych komodrki nowotworowej. Dzieki temu enzym
zostaje dostarczony w poblize guza. Nastepnie podaje sie nieczynny lek
(prolek), ktory jest aktywowany przez enzym do postaci czynnej, niszczacej
komérki nowotworowe. Taka forma terapii nazywana jest terapig
»przeciwciato-enzym-prolek”. Pozwala ona na ograniczenie toksycznosci
stosowanych chemioterapeutykdw, poniewaz czynny zwigzek niszczacy
komoérki nowotworowe powstaje tylko w tych miejscach, w ktérych znajduje sie
aktywujacy go enzym sprzezony z przeciwciatem monoklonalnym. Jednym z
czesciej stosowanych w terapii nowotworéw jest przeciwciato monoklonalne
sprzezone z deaminazg cytozyny, ktdra katalizuje przemiane 5- Fluorocytozyny
(prolek) w 5- Fluorouracyl, - silny czynnik chemioterapeutyczny [8, 24].

3.2.5. Immunoliposomy

Oprécz tworzenia koniugatéw z radioizotopami czy toksynami,
przeciwciat monoklonalnych mozna uzyé¢ rowniez do optaszczenia sztucznie
tworzonych liposomow wypetnionych odpowiednim lekiem. Liposomy te s3 to
mate, kuliste pecherzyki, otoczone btong fosfolipidowa; przeciwciata zakotwicza
sie w ich btonie sprzegajac chemicznie niepolarne fragmenty btony z
czagsteczkami specyficznych przeciwciat monoklonalnych. Najwiekszg zaletg
immunoliposomoéw jest duza wydajnos$¢ transportu, oraz zmniejszenie efektow
ubocznych dzieki koncentracji leku jedynie w miejscu docelowym. Przenoszone
przez liposomy leki przeciwnowotworowe to najczesciej mitomycyna C,
daunorubicyna oraz metotreksat.

Immunoliposomy sg jednak dos¢ niestabilne, poniewaz bfona
fosfolipidowa jest strukturg potptynng o stosunkowo matej odpornosci
mechanicznej. Wynika z tego problem, zaréwno przy wprowadzaniu takiego
koniugatu do organizmu, jak i podczas przechowywania. Kolejng przeszkoda
jest czesty wychwyt tych struktur przez komodrki zerne (makrofagi) ukfadu
immunologicznego. Naukowcy prébujg zwiekszaé trwatos¢ bton liposomow, a
jednoczesnie zmniejszac ich rozpoznawalnos¢ przez uktad limfatyczny. Niestety,
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zwiekszenie stabilnosci bton powoduje zwiekszenie trudnosci w uwalnianiu
transportowanego leku [25].

Zakonczenie

W latach osiemdziesigtych badania nad przeciwciatami monoklonalnymi
przyjeto z duzym optymizmem. Jako pociski z trucizng czy radioaktywnym
izotopem miaty rozpozna¢ komoérki nowotworowe i uwolni¢ $miercionosny
tadunek, nie szkodzac zdrowym komérkom. Terapeutyczne rozczarowania
tamtych lat, kiedy przeciwciata monoklonalne — , magiczne kule”- traktowane
jako cudowny lek okazaty sie niewypatem, nie poszty na marne, zwiekszyty tylko
zapat uczonych w kierunku tworzenia coraz lepszych i lepiej tolerowanych
przeciwciat monoklonalnych. Teraz, po trzydziestu latach, gdy zastosowanie
inzynierii  genetycznej pozwala na produkcje catkowicie ludzkich
monoklonalnych przeciwciat, by¢ moze dzieki rozwojowi nauki i medycyny
ustyszymy znowu o cudownych lekach na raka i inne choroby — ,, magicznych
kulach”.
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Katarzyna Adamczyk

Monoclonal antibodies — discovery and application

Abstract: In the article the development of lymphocyte fusion for the
production of monoclonal antibodies (mAbs) is described. Monoclonal
antibodies are unique research tool, that can be used in various areas of basic
research, in clinical diagnosis and in the treatment of diverse diseases, including
cancer. The article presents separate groups of monoclonal antibodies and their
application in cancer treatment.

Keywords: cancer treatment, diagnostics, lymphocyte fusion



	chemia13.pdf

