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Monoklonale Antikorper : 
Chemie, Funktion und Anwendungsmoglichkeiten 

Von Friedrich Robert Seiler*, Peter Cronski, Roland Kurrle, Cerhard Luben, 
Hans-Peter Harthus, Wolfgang Ax, Klaus Bosslet und Hans-Cerhard Schwick 

Professor Rolf Sammet zum 4.5. Geburtstag gewidmet 

Im Dezember vergangenen Jahres wurde der Nobel-Preis fur Medizin oder Physiologie an 
die Naturforscher N. K .  Jerne. C. Milstein und G. Kohler verliehen. Diese drei Immunolo- 
gen haben grundlegend zum Verstandnis der Antikorpersynthese durch die einzelne Im- 
munzelle beigetragen. Die in den sechziger Jahren aufgestellte Regel, aus einer Immunzelle 
geht nur ein Antikorpertyp hemor, wurde von ihnen allgemein bestiitigt und gilt heute als 
Dogma. Jerne erarbeitete wesentliche Erkenntnisse uber die Antikorpervielfalt, und mit sei- 
nem Jerne-Plaque-Test (1963) wurde die Darstellung und Analyse einer einzelnen, antikor- 
perproduzierenden Immunzelle in vitro ermoglicht. Damit hatte das Studium der Immun- 
zellinteraktion und der Kooperation von Lymphozytensubpopulationen, die zur Antikor- 
perbildung fuhrt, entscheidende Impulse und wichtige methodische Voraussetzungen erhal- 
ten. Kohler und Milstein gelang es 1975, die Antikorperproduktion einer schon immunolo- 
gisch spezifisch gepragten, sterblichen Immunzelle durch Zellverschmelzung (Hybridisie- 
rung) mit einer unsterblichen, krebsartigen Immunzelle (Myelomzelle) auf Dauer zu stabili- 
sieren, d. h. zu immortalisieren Die Hybridzelle und der daraus gezuchtete Hybridzellklon 
erzeugen praktisch unbegrenzt und unabhangig von einem animalen Organismus in Zell- 
kultur einen homogenen Antikorper rnit der jeweils gewiinschten, konstanten Bindungsspe- 
zifitiit, einen monoklonalen Antikorper. Dieser wissenschaftliche Durchbruch war der An- 
fang einer neuen und enorm stimulierenden, biotechnologischen Entwicklung, die sich mit 
rasantem Tempo in Laboratorien verschiedener Fachrichtungen ausbreitete und die es 
heute ermoglicht, naturwissenschaftliche, technische und medizinische Probleme aufzugrei- 
fen und teilweise schon zu losen, die bisher nicht hatten analysiert werden konnen. 

1. Einleitung 

Antikorper als Trager der Imrnunitiit wurden vor 95 Jah- 
ren von Emil uon Behring im Serum eines gegen ein toxi- 
sches Agens gefeiten Organismus entdeckt"]. Fur den me- 
dizinisch-therapeutischen Erfolg rnit dem lmmunserum 
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von zuvor spezifisch geimpften Tieren erhielt er 1901 den 
ersten Nobelpreis fur Medizin. Doch erst in den Jahren 
zwischen 1950 und 1970, als die Proteinstrukturchemie 
und die Immunchemie durch viele neue analytische und 
praparative Methoden befliigelt wurden, die Anwendung 
der Immundiagnostik rnit Antikorpern sich durchsetzte 
und die immunologische Forschung durch neue medizini- 
sche Probleme wie beispielsweise das der Transplantatab- 
stoBung gefordert wurde, erst lange nach der Entdeckung 
also konnte die Struktur der Antikirrpermolekule aufge- 
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klart und ein besseres Verstandnis ihrer Funktionsbreite 
erreicht werden. 

1972 wurden G. M .  Edelman['] und R .  R .  PorterI3' filr 
ihre Beitrage zur Aufklarung der Antikorperstruktur rnit 
dem Nobel-Preis ausgezeichnet. Bei ihren Arbeiten war 
auch die Analyse pathologisch vorkommender Myelom- 
proteine hilfreich, die sich als Antikorpermolekiile, 
-teilmolekiile oder -fragmente monoklonaler Herkunft her- 
ausstellten, die jeweils von einem entarteten Immunzell- 
klon unkontrolliert produziert werden und in ungewohn- 
lich hohen Konzentrationen im Serum oder im Urin der 
Patienten vorkommen. Dem Immunologen wiederum wa- 
ren die malignen Zellen, die diese Proteine pathologisch 
produzieren, die Myelomzellen. wichtiges Hilfsmittel, um 
ihr Ziel, die Entwicklung immortalisierter Immunzellhybride 
und die technische Gewinnung monoklonaler Antikorper in 
vitro, zu erreichen. Insofern reiht sich die letztjahrige Wiir- 
digung der Arbeiten von N .  K .  Jemer4' sowie C. Milstein 
und G. K6hlert5' rnit dem Nobel-Preis in diese fast hun- 
dertjahrige Entwicklung ein. 

Mit diesem Aufsatz iiber monoklonale Antikorper wol- 
len wir nun aber nicht versuchen, die immense und immer 
noch steigende Flut von Publikationen auf diesem neuen 
Gebiet zu referieren. Vielmehr sollen die Besonderheiten 
von monoklonalen Antikorpern hervorgehoben und den he- 
teroklonalen sowie den polyklonalen Antikbrpern gegen- 
iibergestellt werden, um beispielhaft deutlich werden zu 
lassen, welche neue Dimension beim Verstandnis der Anti- 
korpervielfalt und -funktion rnit den monoklonalen Anti- 
korpern erreicht worden ist. Es soll demonstriert werden, 
wie sich ein monoklonaler Antikorper als Einzelstruktur 
aus dem zuvor nur integriert Uberschaubaren Verband ei- 
ner Antikorperfamilie mit in Grenzen variierenden Struk- 
turen und Eigenschaften herauslbsen 1aDt und damit plotz- 
lich eine eigene Bestimmung, Bedeutung und Verwendung 
erhalten kann. Vor allem soll hier anhand von Beispielen 
auf die neuen technischen und medizinischen Anwen- 
dungsmoglichkeiten aufmerksam gemacht werden, die sich 
schon heute ergeben haben oder gegenwartig abzeichnen. 

2. Antikorperbildung 

2.1. Antikorperbildung in vivo 

Dringen fremde Substanzen oder Infektionserreger in 
den Organismus von Wirbeltieren ein oder werden Organe 
von einem Spender- auf ein Empfangerindividuum ver- 
pflanzt, so wehrt sich der Korper iiber seinen Immunappa- 
rat rnit Abwehrreaktionen, die normalerweise zur Elimina- 
tion der Fremdstoffe aus dem Kbrper fiihren. Die Triiger 
des Immunsystems sind die weiaen Blutkorperchen, die 
Immunzellen. Das sind einerseits phagozytierende Zellen 
wie Granulozyten und Makrophagen und andererseits die 
Lymphozyten, die in zwei Gruppen aufgeteilt werden, die 
T-Lymphozyten (Thymus-gepragt) und die B-Lymphozyten 
(Knochenmark-abgeleitet; Bursa-fabricius-gepragt). Aus 
den ruhenden B-Lymphozyten entstehen im Verlauf einer 
Immunantwort iiber mehrere Entwicklungsstufen, meist 
unter Einwirkung von T-Lymphozyten und ihrer hormon- 
artigen Irnrnunfaktoren, schlieBlich die enddifferenzierten 
Plasmazellen, deren Aufgabe nur noch die Antikorpersyn- 
these ist. Antikorper sind Proteine und gehoren zur groBen 

Gruppe der Immunglobuline (siehe Abschnitt 3). Sie sind 
in der Lage, sich mit Teilstrukturen (Determinanten) auf 
der Oberflache der Fremdstoffe, der Antigene, hochspezi- 
fisch zu verbinden und damit deren Elimination aus dem 
Korper in Gang zu bri~~gen[~.']. 

Antikarper sind von V-Genen (variabler Teil; siehe Ab- 
schnitt 3) und von C-Genen (konstanter Teil) auf der DNA 
codiert. Beide Gengruppen sind auf einem Chromosom lo- 
kalisiert, aber durch ein Intron getrennt, das fur die Syn- 
these keine Rolle spielt. Zur Synthese wird erst der kom- 
plette DNA-Abschnitt samt Intron in RNA transkribiert ; 
das Intron wird dann herausgeschnitten, wodurch der ver- 
kiirzte RNA-Strang, die mRNA, entsteht. Diese mRNA co- 
diert die Sequenz der Aminosiiurekette eines Antikorper- 
molekiils, das an den Ribosomen synthetisiert wird. Nach 
der Vereinigung von meist zwei schweren und zwei leich- 
ten Ketten uber Disulfidbriicken und der Glykosylierung 
der schweren Ketten wird das fertige Antik6rpermolekiil 
aus der Plasmazelle geschleust. 

Ein entscheidendes Funktionsmerkmal eines Antikbr- 
permolekiils ist seine Spezifitat fiir nur eine Determinante 
auf einem Antigen. Das heiDt auch, daD eine immunolo- 
gisch gepragte, enddifferenzierte B-Zelle und ihr korre- 
spondierender Antikorperproduzent, die Plasmazelle, nur 
einen Antikorpertyp einer Spezifitat herstellt, sozusagen 
einen monoklonalen Antikorper. Der Organismus produ- 
ziert auf einen Antigenreiz aber immer eine Antikorperfa- 
milie rnit verwandtem Reaktions- und Spezifititsmuster, 
also heteroklonale Antikorper ; er ist damit wirkungsvoller 
in seiner Abwehr und vielfach abgesichert. Zu einer sol- 
chen Familie zahlen Antikorper verschiedener Spezifitaten 
gegen unterschiedliche Determinanten auf einem Antigen, 
aber auch solche, die sich in der PaDform und dann auch 
in der Bindungsstarke unterscheiden. Es ist deshalb fast 
unmoglich, aus einem heteroklonalen Serum einen mono- 
klonalen Antikorper zu isolieren, da sich in der Regel diese 
spezifitatsverwandten Antikorpermolekiile in ihren prote- 
inchemischen Eigenschaften zu sehr gleichen. Die Isolie- 
rung einer Plasmazelle und die Anziichtung eines Klons 
daraus zur Produktion einheitlicher (monoklonaler) Anti- 
korper ist nicht moglich, da diese Zellen in Nahrmedium 
nicht sehr lange uberleben. 

2.2. Antikorperbildung in vitro 

Erst die bahnbrechenden Arbeiten von G. Kohler und C. 
MilsteinI5] haben die in-vitro-Synthese eines monoklonalen 
Antikerpers mit gewIinschter Spezifitat in praktisch belie- 
biger Menge moglich gemacht. Sie haben spezifisch gegen 
das zellulare Antigen Schaferythrozyten geprtigte B-Lym- 
phozyten aus der Milz immunisierter Mause gewonnen, sie 
rnit einer Maus-Myelomzellinie (X63-Ag8) unter Zusatz ei- 
nes fusionsfordernden Agens (Sendai-Virus, Polyethylen- 
glykol4000; Dimethylsulfoxid) in engen Kontakt gebracht 
und damit eine Zellverschmelzung (Hybridisierung) er- 
reicht. Das Fusionsgemisch wurde in einem selektiven 
Nahrmedium (HAT-Medium, enthalt Hypoxanthin, Ami- 
nopterin und Thymidin) kultiviert, in dem nur Hybridoma- 
zellen wachsen konner~['.~]. 

Die Myelomzelle ist als Tumonelle zwar unsterblich 
und wiichst in Nahrmedium, ihr fehlt aber das Enzym Hy- 
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poxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT), 
und sie kann in HAT-Medium nicht iiberleben. Aminopte- 
rin, ein Antagonist der Folsaure-Reduktase, blockiert den 
Hauptsyntheseweg fur Purine und Thymidin. Somit kon- 
nen sich in HAT-Medium nur Zellen vermehren, die das 
Enzym HGPRT besitzen, das fur den Seitenweg der DNA- 
Synthese exogen zugefiihrtes Hypoxanthin brauchbar 
macht. Hybridomazellen sind HGPRT+ und enthalten au- 
Derdem auch das Enzym Thymidin-Kinase (sie sind TK+), 
womit sie exogen zugefiihrtes Hypoxanthin und Thymidin 
uber den Syntheseseitenweg verwerten koinnen. Dies ist 
auch bedeutsam fiir Varianten von Myelomlinien, die auf 
einen Thymidin-Kinase-Defekt hin selektiert worden 

Die Hybridzellen sind nicht alle automatisch brauchbare 
Produzenten fur monoklonale Antikorper, denn sie enthal- 
ten Chromosomen beider Elternlinien und konnen prinzi- 
piell je zwei Arten schwerer und leichter Antikarperketten 
herstellen. Ein monoklonaler Antikorper besteht aber nur 
aus je einer Art schwerer und leichter Ketten, die nur von 
den Chromosomen der Milzzelle codiert werden sollten, 
denn iiber die Spezifitiit der fusionierten Milzzelle wird die 
Antikorperspezifitat selektiert. WBhrend der ersten Zelltei- 
lungen verlieren Hybridzellen Chromosomen, es verringert 
sich die Chromosomenzahl von etwa 112 (40 vom B-Lym- 
phoblasten und 12 von der Myelomzelle) auf eine stabilere 
Anzahl von etwa 70 bis 80. Damit konnen die Proteine 
nicht mehr synthetisiert werden, die auf den verlorenge- 
gangenen Chromosomen codiert sind; es findet also ein 
ReinigungsprozeB wahrend dieser Phase der Klonierung 
statt. Daher mu8 man besonders sorgfaltig auf brauchbare 
Klone selektieren, um die gewiinschten Hybridome und 
monoklonalen Antikorper zu erhalten. Die selektierten 
und stabilisierten Klone werden schlieDlich nach Elimina- 
tion und Absterben aller unerwiinschten Zellen und un- 
brauchbaren Hybridzellen kontinuierlich in Gewebekultur 
oder in der Bauchhohle der Maus (hahere Antikbrperaus- 
beute) vermehrt. Zur Stammhaltung werden Anteile in 
fliissigem Stickstoff eingefroren; sie kdnnen so praktisch 
unbegrenzt aufbewahrt und jedeneit wieder in Zellkultur 
genommen werden. 

sind[8. 101. 

3. Antikorper: Grundstruktur und Funktion 

Die Strukturauflclarung der Antik6rpermolekille von der 
Primilrstruktur bis hin zum exakten dreidimensionalen 
Aufbau["-'31 brachte Erkenntnisse uber ihre Biosynthese 
und ihre genetische Determination und ermoglichte ein 
weiterftihrendes Verstlndnis ihrer biologischen Bedeutung 
und Funktion. 

Alle Antikorpermoiekiile sind nach dem gleichen 
Schema aufgebaut, wobei sie vier Strukturbesonderheiten 
gemeinsam haben (Abb. l)114.151: 
- Antikorper sind symmetrisch und bestehen beim Im- 

munglobulin G (IgG) aus zwei gleichlangen, schweren 
H-Ketten (50 kDa) sowie aus zwei gleichlangen, leichten 
L-Ketten (25 kDa). Die L-Ketten flankieren die H-Ket- 
ten von deren Aminoende her; L- und H-Ketten sind 
uber verschiedene Bindungsarten miteinander ver- 
kniipft. Es konstituieren sich so zwei antigenbindende 
Molekulbereiche, die Fab-Teile (Fragment antigen bin- 

Abb. I. Modrll riner Immunglobulin-ti-Molekulr. Koi: Irichk k i t en  (L- 
Ketten); hellblau und gelb: schwere Ketten (H-Kctten); dunkelblau: Gelenk- 
stiick (hinge-Region): wei0: Disulfidbrijcken. Links unten: Ergebnis dcr 
Spaltung mit Pepsin [F(ab?, und pFc]. Rechts unten: Ergebnis der Spaltung 
mit Plasmin oder Papain [Fab und Fc]. Weitere Details siehe Text. 

ding). Die noch freien Halften der H-Ketten verbinden 
sich miteinander und bilden den Molekiilstamm (Fc-Be- 
reich; Fragment crystallizable). Die Gesamtstruktur hat 
dann die T- oder die bekanntere Y-Form (Abb. 1). 

- Sowohl die H- als auch die L-Ketten setzen sich aus ei- 
nem Grundbaustein zusammen, bei dem es sich um eine 
in ungefahr gleicher Weise gefaltete Polypeptidkette 
(Faltblattstruktur) mit jeweils etwa 110 Aminosauren 
und einem Molekulargewicht von ca. 12 kDa handelt. 
Die L-Ketten bestehen immer aus zwei solcher Grund- 
bausteine (Domanen), die H-Ketten von IgG bei- 
spielsweise aus vier und die von IgM aus funf. Die Do- 
manen sind uber kune, bewegliche Polypeptidstiicke 
(switch region) verbunden, die im Bereich der Verkniip- 
fung der H-Ketten iiber Disulfidbriicken das funktionell 
wichtige Gelenkstuck (hinge region) des Antikbrpermo- 
lekiils enthalten. Diese Region erlaubt eine groBe Be- 
weglichkeit der Fab-Arme bei der Interaktion mit dem 
Antigen; sie ist aber auch besonders exponiert fur den 
Angriff von Proteasen. So spalten die Enzyme Plasmin, 
Papain und bestimmte Leukozyten-Proteasen das IgG- 
Molekiil in einen Fc- und zwei Fab-Fragmente (Abb. 1, 
unten rechts). Pepsin und bestimmte Gewebskathepsine 
spalten IgG in das noch bivalent bindungsfiihige 
F(ab')*- und in das pFc-Fragment (Abb. 1, unten links). 

- In den jeweils ersten N-terminalen Domanen der H- und 
L-Ketten gibt es variable Sequenzen (V-Domiinen), wiih- 
rend alle iibrigen Domiinen einer jeweiligen Immunglo- 
bulinklasse weitgehend konstante Aminosauresequen- 
zen haben (C-Domanen). Die C-Domiinen garantieren 
somit die strukturelle und funktionelle Einheitlichkeit 
einer Ig-Klasse, wahrend die V-Domanen mit den je- 
weils drei oder vier hypervariablen Regionen die Spezi- 
fitatsvielfalt fur die Bindung aller maglichen Antigene 
bedingen. Zur Bindung eines Antigens bilden die V-Do- 
manen von H- und L-Ketten zusammen eine PaBform, 
die sozusagen als Hand des Antikorpermolekuls das An- 
tigen greifen und festhalten. 
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- Ein wesentliches und stabilisierendes Strukturmerkmal 
sind die Disulfidbriicken. Jede Domane enthalt eine in- 
trachenare Briicke im Faltblattbereich. Die L-Ketten 
sind mit den H-Ketten und diese auch miteinander in 
der hinge-Region iiber interchenare Disulfidbriicken 
verkniipft. Innerhalb der Subklassen variiert die Anzahl 
der Briicken zwischen den H-Ketten. Kohlenhydratreste 
sind in der CH2-Domane lokalisiert; sie verhindern eine 
intensive Protein-Protein-Interaktion in diesem Doma- 
nenbereich. 

3.1. Human-Immunglobuline 

Wie die Zusammenstellung der Human-Immunglobu- 
line in Abbildung 2 zeigt, gibt es bei aller Einheitlichkeit 
im Aufbau der Immunglobuline auch deutliche Unter- 
schiede: in der Anzahl der die H-Ketten bildenden Doma- 
nen, der Anzahl und Lokalisierung von Disulfidbriicken 
und im Zusammenbau der Grundmolekiile, beispielsweise 
zu Dimeren (IgA) oder Pentameren (IgM). Die Immunglo- 
bulinklassen werden als IgG, IgA, IgM, IgD und IgE ent- 
sprechend ihrer unterschiedlich aufgebauten H-Ketten 
und der damit verschiedenen Gesamtstruktur definiert; die 
H-Ketten wiederum werden mit den korrespondierenden 
griechischen Buchstaben benannt (y-, a-, p-, 6- und E-Ket- 
te). Fur die L-Ketten aller Immunoglobulinklassen und 
-subklassen (z. B. IgGl bis IgG4) gibt es nur zwei Varianten, 
Kappa- und Lambda-Ketten (K und A). 

Abb. 2. Modellstrukturen der Klassen der Human-lmmunglobuline und der 
Subklassen von IgG und 1gA. Die Kelten setzen sich aus gleichartigen, an- 
einandergereihten Bauelementen, den DomPnen ( I) zusammen; diese sind 
iiber Switch-Peptide (-) und Disulfidbriicken (----) verbunden. J :  J-Ket- 
te; SC: sekretorische Komponente. Weilere Erlauterungen siehe Text. 

Die fiinf immunologisch und biochemisch gut unter- 
scheidbaren Klassen von Antikorpermolekiilen kommen 
im Organismus in stark unterschiedlichen Mengen vor und 
erfiillen dort auch verschiedene Funktionen. Neben den 
unterschiedlichen Molekulargewichten, den verschiedenen 
Halbwertszeiten etc. sind vor allem die immunologischen 
Besonderheiten der einzelnen Ig-Klassen hervorzuheben: 
IgE ist der Hauptmediator der Allergie, IgD wahrschein- 
lich ein wichtiger Rezeptor auf lymphoiden Zellen in der 
Friihphase der Differenzierung, IgM der natiirliche Anti- 
korper der ersten Abwehrphase in der sogenannten Pri- 
marreaktion mit besonderer Bedeutung fur die Lyse von 
Bakterien, IgA der Haupttrager der Abwehr in Sekreten 
und auf Schleimhauten mit auffalligen Aktivitaten gegen 
Wren und das sekretorische IgA der wichtigste Antikorper 
im Colostrum. Fur IgA gibt es einige Strukturvarianten, 
die auch funktionelle Bedeutung haben. Das 1gA-Dimer, 
iiber eine J-Kette verbunden und mit einer sekretorischen 
Komponente versehen, ist die saureresistente Form von 
IgA. IgG, das fast alle Funktionsmerkmale von Antikar- 
pern aufweist, hat dariiber hinaus noch die Aufgabe des 
passiven Immunschutzes beim Foten wahnunehmen, da es 
als einziges Immunglobulin die Placentaschranke passie- 
ren kann. IgG macht 75 bis 80% der Immunglobuline im 
Organismus aus: Etwa 180g Blut mit 80g zellfreiem 
Plasma enthalten rund 1.3 g Immunglobuline; davon ist 
rund 1 g IgG. 

Neben Strukturvarianten von IgA gibt es auch vier Sub- 
klassen von IgG, die sich hauptsachlich durch Anzahl und 
Lage der Disulfidbriicken unterscheiden. Bemerkenswerte 
funktionelle Unterscheidungsmerkmale sind derzeit noch 
kaum bekannt. IgGl macht etwa 60%, IgG2 etwa 30% des 
Gesamt-IgC aus, und nur je 5% entfallen auf IgG3 und 
IgG4. 

3.2. Maus-Immunglobuline 

Wegen Schwierigkeiten bei der Herstellung von huma- 
nen monoklonalen Antikorpern (siehe Abschnitte 5.4.4) 
spielen Antikorper der Maus noch die Hauptrolle. Eine 
Zusammenstellung der Maus-IgG-Subklassen, die als mo- 

Abb. 3. Modellstrukturrn der IgC~-bubklassen der Maur. Vergleiche auch mit 
Abbildung 2. 
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noklonale Antikorper bekannt sind, findet sich in Abbil- 
dung 3, wobei IgM nicht enthalten ist. Es kann allerdings 
davon ausgegangen werden, daB Kenntnisse uber Human- 
Antikorper wegen der Strukturverwandtschaft grundsatz- 
lich auf die der Maus iibertragbar sind; sekundare Funk- 
tionen, die iiber den Fc-Teil der Antikorper verursacht 
werden, unterscheiden sich jedoch wesentlich, wie dies ja 
auch innerhalb der humanen Ig-Klassen gilt. Bei der in- 
vivo-Anwendung von Maus- I mmunglobulinen am Men- 
schen spielt die Reaktivitat dcs Fc-Teils mit humanen Fc- 
Rezeptorstrukturen eine wichtige Rolle. 

Fc-vermittelte Antikotpenvirkungen 

Friiher dachte man bei Antikorpern vor allem an spezifi- 
sche Abwehr und Kontrolle von infektiosen Erregern und 
Giften. Heute weiB man, daB es notwendig ist, Folgereak- 
tionen zu beriicksichtigen, die iiberwiegend Fc-vermittelt 
sind. Diese Reaktionen haben kontrollierende und regula- 
torische Funktionen (Tabelle 1 ). Aunerdem sind Antikor- 
per nicht nur humoral aktiv, sondern sie vermitteln auch 
zwischen zellularer und humoraler Immunitat uber Fc-be- 
dingte Mechanismen. 

Tdbelle I .  Fc-vermittelte Reaktionen und Funktionsmerkmale von IgG. die 
meist erst durch Antigen-AntikOrper-Interaktion induziert werden. 

Bindung an Fc-Rezeptoren im Organismus 
Regulation der IgG-Synthese: positive 'negative RUckkopplung 
Komplementaktivierung fiber Clq (klassisch) 
Phagozytose (wenn Ober Fc-Rezeptoren vermittelt) 
Thrombozytenaktivierung und -aggregation 
AntikBrper-vermittelte zellullre Cytotoxizitilt (ADCC) 
biologische Halbwertszeit der Antikarper (durch Kohlenhydrat der Cy2-Do- 
mane) 
Placentapassage (passive Immunitat drs Foetus) 

Zur Induktion der Fc-Aktivitlt bedarf es zunhchst der 
Bindung des Antikorpers an das passende Antigen, die iib- 
licherweise zur Vernetzung oder Polymerisierung im Anti- 
gen-Antikorper-Komplex fuhrt, oder einer antigenunab- 
hangigen, artifiziellen in-vitro-Aggregation, die gewohn- 
lich wahrend der ublichen lsolierungsverfahren fur IgG 
aus dem Serum geschehen kann. Jedenfalls miissen die Fc- 
Teile mehrerer Immunglobulinmolekiile zusammenkom- 
men, damit Reaktionsfolgen initiiert werden. 

Der Fc-Stamm bindet an den Fc-Rezeptor, der auf sehr 
unterschiedlichen Kompartimenten des Korpers zu finden 
ist. Am besten bekannt ist sein Vorkommen auf den Ober- 
flachenmembranen verschiedener Zellen. Gut untersucht 
sind beispielsweise bestimmte Lymphozytenpopulationen, 
Granulozyten, Makrophagen, Thrombozyten und Mastzel- 
len. 

Eine wichtige Rolle spielt der Fc-Rezeptor und damit 
der Fc-Teil des Antikarpers in der Steuerung der Antikor- 
perbildung; so ist fur IgG eine negative Ruckkopplung auf 
die Synthese nachgewiesen worden. 

Zu den wichtigen Sekundarfunktionen als Folge der 
Bindung von Antikarpern an das Antigen gehort die Akti- 
vierung des Komplementsystems. Dies ist ein Plasmaprote- 
insystem aus mittlerweise gut charakterisierten Einzelkom- 
ponenten (ie nach Betrachtungsweise zehn bis zwanzig); 
dam zlhlen Proenzyme und Enzyme, Aktivatoren und In- 
hibitoren, die durch Aktivierung der Starterkomponenten 
(C1 oder C3) in einer kaskadcnartigen Reaktionsfolge eine 
Reihe wichtiger biologischer und physiologischer Prozesse 

steuern. Diese konnen humoraler (besonders iiber die Ana- 
phylatoxine C3a und C5a) oder zellularer Art sein (Uber- 
sichten in: 16*']). Am wichtigsten ist meist die lytische Zer- 
storung der betroffenen Zellen, zellularen Organismen 
oder Bakterien. 

Die Aktivierung des Komplementsystems geschieht ent- 
weder auf dem klassischen Weg, wobei C1 aktiviert wird 
und C l q  zunachst an die Fc-Teile (2.B. von Immunkom- 
plexen) gebunden werden muB, oder iiber den alternativen 
Weg (,,Properdin-Weg"), der erst mit der Spaltung von C3 
in C3b und C3a beginnt, nicht Fc-abhangig ist und auch 
als zellstandiger Mechanismus in Verbindung mit Makro- 
phagen gesehen werden kannr'6.'71. Demnach mundet der 
klassische Weg uber die fur ihn spezifische Startreaktions- 
sequenz (C I - c C 4 4 2 )  in den alternativen. Eine Spaltung 
von C3 und damit eine Aktivierung des alternativen Wegs 
ist jedoch auch durch einige Enzyme, z.B. Plasmin, 
Thrombin, Gewebs- und Bakterienproteasen, sowie durch 
verschiedene andere Substanzen moglich. 

Eine vereinfachte und noch sehr vorlaufige Zusammen- 
stellung einiger Fc-Funktionen der Maus-IgG-Subklassen 
findet sich in Tabelle 2. Vor allem fur die Reaktion von 
Maus-IgG mit humanen Zellen, die Fc-Rezeptoren tragen, 
gibt es nur sparliche Informationen vergleichender Unter- 
suchungen ; diese Angaben sind obendrein nur schemati- 
siert zu bewerten. Es sind einige Fc-Funktionen ausge- 
wahlt, die bei den splter zu behandelnden technischen 
und medizinischen Anwendungen wichtig sind. 

Tabelle 2. Fc-abhangige Effektorfunktionen von Immunglobulin-Subklassen 
der Maus. 

Sub- Komplement-Lysis Staphylokokken-Protein A Fc-Rezeptor 
klassen (Kaninchen-C) Bindung Elution bei pH (human) 

IgG 1 - + 6.0 +/- 
IgC 2a + + + +  4.5-5.0 + 
IgC2b + + / + + +  + + + 3.0-3.5 +/-  
IgC3 + + +  4.0-4.5 + 

4. Reinigung und Fragmentierung von Antikorpern 

4.1. Isolierung 

Hybridzellen, die monoklonale Antikorper produzieren, 
werden entweder in speziellen Ndhrmedien, die neben es- 
sentiellen Aminosauren, Vitaminen und Salzen das Serum- 
protein Albumin oder fotales Kalberserum enthalten, oder 
in der Bauchhohle von Mausen vermehrt. Wahrend in 
Zellkulturiiberstanden meist Antikarperkonzentrationen 
von 1-20 pg/mL erzielt werden, sind die in der serosen 
Fliissigkeit der Bauchhohle (Ascites-Flussigkeit) erreichba- 
ren Werte bis um den Faktor 1000 heher. Da bei der Anti- 
korperisolierung aus Zellkulturiiberstanden sehr groBe Vo- 
lumen bewaltigt werden miissen, wird manchmal trotz 
schwierigerer Trennprobleme aufgrund der vie1 gr6Beren 
Produktvielfalt der zweite Kultivierungsmodus bevonugt. 
Bei der Gewinnung aus Ascites-Flussigkeit mu13 der mono- 
klonale Antikarper aus einem Proteingemisch, das eine se- 
rumiihnliche Zusammensetzung aufweist, isoliert werden 
(Abb. 4). Hierfur werden auch erfolgreiche Methoden ein- 
gesetzt, die sich bei der Reinigung polyklonaler Antikorper 
be w ah rt habed' *I. 
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Abb. 4. Mikrozonenelektrophorese von Ascites-Hussigkeit der Maus (unteres 
Rofil) und der daraus isoliertcn IgG-Fraktion (obcres Rofil). 

Weil die etablierten Verfahren jedoch fiir polyklonale 
Immunglobulingemische optimiert wurden, kbnnen sich 
bei den monoklonalen Antikorpern dann besondere Pro- 
bleme ergeben, wenn das Produkt eines Klons proteinche- 
misch betriichtlich von den Durchschnittseigenschaften ei- 
nes heteroklonalen Gemischs abweicht. Deshalb empfiehlt 
es sich, bei der Isolierung eines monoklonalen Antikorpers 
Trennmethoden und -bedingungen spezifisch auf seine Ei- 
genschaften hin auszuwiihlen und anzupassent's. Die Gel- 
filtration, der die MolekiilgrbDe als Trennprinzip zugrunde 
liegt, ist hgufig ein geeigneteres Reinigungsverfahren als 
die Anionenaustauschchromatographie, bei der die zum 
Teil recht unterschiedliche Ladung der Antikorpermole- 
kiile zur Anreicherung genutzt wird. Ebenso hat sich auch 
die fraktionierende Prazipitation mit Hilfe eines Neutral- 
sakes wie Ammoniumsulfat oder bei monoklonalen Anti- 
kbrpern der Klasse IgG die Verwendung von trggergebun- 
denem Staphylokokken-Protein-A bewtihrt. Daran binden 
die IgG-Subklassen mit teilweise recht hoher Minitiit, so 
daO die Trennung von anderen Proteinen der Ascites-Fliis- 
sigkeit in einem eleganten Einstufenverfahren erfolgen 
kann (siehe auch Tabelle 2)[20-24. 

Da die Ascites-Fliissigkeit eine serumahnliche Protein- 
zusammensetzung aufweist und somit auch polyklonale 
Immunglobulinanteile der ,,produzierenden" Maus ent- 
hiilt, kiinnen sich weitere Probleme ergeben. Denn bei ei- 
nem Klon von nur maBiger Produktivitiit wird die spezifi- 
sche Aktivitiit der die monoklonalen Antikbrper enthalten- 
den Fraktion durch die nicht abtrennbaren polyklonalen 
Immunglobuline erniedrigt. Fiir die Herstellung sogenann- 
ter Immuntoxine (siehe Abschnitt 5.4.2) sind diese Pro- 
dukte weniger geeignet. 

4.2. Enzymatische Fragmentierung 

Bei der Herstellung bestimmter Antikorperfragmente 
mit Hilfe von Proteasen wie Pepsin, Plasmin oder Papain 
spielt die Subklassenzugehorigkeit eine wichtige Rolle 
(siehe Abb. 1). So fiihrt im allgemeinen die klassische Me- 
thode, nach der aus humanem polyklonalem IgG natiirli- 
cher Subklassenzusammensetzung mit einer Pepsinfermen- 

tation F(ab')z-Fragmente gewonnen ~ e r d e n ' ~ ' ~ ,  auch bei 
Mause-Antikiirpern der Subklasse IgG2 zum Erfolg. 

Aus der Subklasse IgGl kann mit voraktiviertem Papain 
in einem thiolfreien Reaktionsmilieu nach vorheriger Opti- 
mierung von Enzymmenge und Fermentationsdauer, von 
Antikorper zu Antikorper durchaus variierende Parameter, 
eine F(ab'),-Praparation hergestellt werden"". Die Abwe- 
senheit von SH-Agentien, die iiblicherweise zur Papainak- 
tivierung eingesetzt werden (Cystein, Mercaptoethanol, 
Dithiothreitol etc.), empfiehlt sich wegen der sonst magli- 
chen Heterogenitat der Reaktionsprodukte nach partieller 
Spaltung der drei Disulfidbriicken, die die schweren Ket- 
ten verkniipfen. Aus F(ab12-Praparationen konnen nun 
leicht durch eine reduzierende Spaltung der hinge-Region- 
Disulfidbriicken die monovalenten Fab'-Fragmente herge- 
stellt werden. Eine Kombination aus Anionenaustausch- 
und Gelpermeationschromatographie ermoglicht meist in 
befriedigender Weise eine Trennung der IgG, F(ab')z, Fab', 
Fc und Papain enthaltenden Reaktionsansatze. 

Die Aussagen zur Isolierung und enzymatischen Spal- 
tung monoklonaler Antikorper verdeutlichen, daD kein fiir 
alle Falle giiltiges Standardverfahren existiert, sondern 
daB individuelle, den gegebenen proteinchemischen Ei- 
genschaften der betreffenden monoklonalen Immunglobu- 
line angepaBte Methoden eingesetzt werden miissen. 

5. Anwendungen monoklonaler Antikorper 

5.1. Anwendung in Biochemie und Biotechnologie 

Monoklonale Antikorper sind fur vielfaltige Anwendun- 
gen in der Grundlagenforschung verfiigbar. Abgesehen 
von ihrer direkten medizinischen Verwendbarkeit (Ab- 
schnitt 5.4) wie beispielsweise der Herstellung von Anti- 
korper-Arzneimittel-Konjugaten (z. B. Immuntoxine; Ab- 
schnitt 5.4.2), sind vor allem die analytischen Moglichkei- 
ten fur alle naturwissenschaftliche Fachrichtungen enorm 
ausgeweitet worden; hierauf kann nur teilweise eingegan- 
gen werden (Abschnitte 5.2 und 5.3). 

An eine feste Phase gebundene monoklonale Antikbrper 
eignen sich in der Affinitatschromatographie als Hilfsmit- 
tel zur Isolierung bestimmter Antigene aus einer heteroge- 
nen Mischung. Die Isolierung von Interferon oder anderen 
Immunfaktoren sei als Beispiel hierfur e r ~ a h n t [ ~ ~ ~ .  Ebenso 
werden monoklonale Antikarper in der Gentechnologie zu 
diesem Zweck verwendet. So kann man mit ihrer Hilfe 
iiber Genbanken, die in E. coli oder h-Phagen kloniert wur- 
den, DNA-Fragmente isolieren, die interessant erschei- 
nende Epitope (Antigendeterminanten) viraler Hullpro- 
teine c~dieren['~I. 

Die Kombination monoklonaler Antikorper verschiede- 
ner Spezifitaten erlaubt haufig aufgrund charakteristischer 
Reaktionsmuster die Unterscheidung und Klassifizierung 
von Antigenen. In diesem Zusammenhang sei auch auf die 
Charakterisierungsmoglichkeit diverser Zellsubpopulatio- 
nen hingewiesen (siehe Abschnitt 5.3)[24,"1. 

Haufig werden in der Proteinchemie Konformationsan- 
derungen als auslosendes Prinzip bestimmter Reaktions- 
folgen diskutiert. Als Beispiel sei hier die Aktivierung der 
ersten Komplementkomponente, des C 1-Komplexes, auf 
dem klassischen Weg angefiihrt. Dieser Aktivierungsvor- 
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gang kann durch eine Wechselwirkung der Clq-Subkom- 
ponente rnit Antigen-Antikorper-Komplexen ausgelost 
werden. Primar indert sich die Konformation der Sub- 
komponente, wobei ein Epitop freigelegt wird, dessen 
Nachweis erst kurzlich mit Hilfe eines monoklonalen Anti- 
korpers gelang12s1. 

Nicht nur Konformationsanderungen, sondern auch en- 
zymatische Spaltungen sind fiir viele kaskadenartig ablau- 
fende Reaktionsfolgen eine notwendige Voraussetzung 
(Komplementaktivierung, Blutgerinnung etc.). Bei derarti- 
gen Prozessen wird meist ein Reaktionspartner, der keine 
enzymatische Aktivitat aufm eist (Zymogen). durch eine 
spezifische Protease gespalten, die ihm in der Aktivie- 
rungskaskade eine Stufe vorgdagert ist. Durch diesen Vor- 
gang wird das Zymogen zu einem Enzym, das die Reakti- 
onsfolge fortsetzen kann. Der Ablauf ist schematisch in 
Abbildung 5 skizziert. Das Zqrnogen sei ein typisches Pro- 
tein rnit einem Satz antigener Determinanten (A, B, C und 
D), die sich mit entsprechenden monoklonalen Antikor- 
pern gut einzeln nachweisen und identifizieren lassen. 
Nach enzymatischer Spaltunp und der damit verbundenen 
Strukturanderung entstehen neue Epitope (E und F), ge- 
gen die wiederum monoklonale Antikorper produziert 
werden konnen. Mit deren Hilfe lassen sich nun die neu 
entstandenen Enzyme selektb und spezifisch nachweisen, 
was mit polyklonalen Antikorpern oft nicht oder nur unter 
erheblich groneren Schwierigkeiten moglich ware. 

5 tymogen 

D C 

Enzym 

Abb. 5. Oben: Schematische Darstelluirg einer Polypeptidkettc mit vier ver- 
schiedenen Epitopen (A, B, C und 1)). Unten: Durch cine cnzymatischc 
Spaltung dcr Kettc entstehen zwei n e w  antigene Determinanten (E und F). 

Antikorper konnen als meist bivalente Molekiile rnit An- 
tigenen geniigender GrolJe und ausreichender Zahl antige- 
ner Determinanten priizipitierende Immunkomplexe bil- 
den. Der EinfluD molekularer Parameter, wie Konzentra- 
tion, Affinitat oder Heterogenitat der verschiedenspezifi- 
schen, am Prlzipitationsvorga ng beteiligten Antikorperpo- 
pulationen ist mit polyklonalcn Antikorpergemischen nur 
bedingt zu untersuchen. Definierbare Reaktionsbedingun- 
gen sowie monoklonale Immunglobuline und Kombinatio- 
nen davon konnen auch hier helfen, ungeloiste Probleme 
zu bearbeiten. 

Auch das Studium der Antikorperstruktur und -vielfalt, 
der Variabilitilt der Antigenbindungsstellen sowie speziel- 
ler Molekiilbereiche (z. B. des Fc-Teils), an die haufig Ef- 
fektorfunktionen gekniipft sind, wird durch monoklonale 
Antikorper moglich. Damit kdnnen Zusammenhange zwi- 
schen Struktur und Wirkung \owie der genetischen Deter- 
mination und der individualspezifischen Bedeutung besser 
untersucht werden. 

Diese Beispiele sollten nur einen kleinen Eindruck von 
den vielen Verwendungsmogl~chkeiten monoklonaler Anti- 

korper vermitteln und verdeutlichen, welch wertvolles 
Werkzeug dem Natunvissenschaftler damit zur Verfiigung 
steht. 

5.2. Allgemeine Diagnostik 

5.2.1. Vorteile monoklonaler Antikciqer bei 
Immunoassay-Systemen 

Polyklonale Antiseren sind durch ihre Heterogenitat 
charakterisiert. Die Benutzung hochreiner Antigene zur 
Immunisierung, die spezielle Auswahl von Tieren und Im- 
munadsorptionstechniken haben zwar schon in der Ver- 
gangenheit die Entwicklung von sensitiven Testsystemen 
mit hoher Spezifitiit und Reproduzierbarkeit ermoglicht, 
die Probleme blieben jedoch bei diesen Antiseren: So un- 
terscheiden sich Serumchargen, die von verschiedenen Tie- 
ren oder Tiergruppen oder von einem Tier zu verschiede- 
nen Zeiten gewonnen werden, in ihrer Antikorpenusam- 
mensetzung; sie zeigen in der Regel keine identischen Re- 
aktionsmuster. Dariiber hinaus ist der niedrige Anteil von 
spezifischen Antikbrpern (ca. 1-15%) sehr oft von Nach- 
teil. 

Aufgrund ihrer groDen Spezifitlt, Identitat und unbe- 
grenzten Verfiigbarkeit bieten sich monoklonale Antikiir- 
per heutzutage als diagnostische Reagentien an. Speziell 
fur Immunoassay-Systeme haben sie zahlreiche Vorteile. 
Am meisten werden kompetitiue Bindungstests (RIA, EIA; 
Abb. 6a) sowie Sandwich-Tests (IRMA, ELISA; Abb. 6b) 
benutzt. In kompetitiven Tests werden markierte Antigene, 
in Sandwich-Tests markierte Antikorper venvendet. Bis 
jetzt sind beide Systeme rnit wesentlichen Nachteilen be- 
haftet. Die kompetitiven Tests benbtigen reines Antigen, 
welches ohne h d e r u n g  der lmmunreaktivitat markiert 
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Abh. 0.  a)  I’rinrip dcr b.unlpetlti\en Irnniunuar>.t)r. KI:\= Kadiuimmunoas- 
say; EIA= Enzymimmunoassay. Das mit einem Enzym E markierte Antigen 
und unmarkicrtes Antigen reagiercn kompctitiv mit dem trHgergebundcncn 
AntikOrpcr, so daB sich die unbekannte Menge Antigen bcstimmcn IU t ,  
wenn zum Vergleich cine Reaktion mit rcinem Antigen bekannter Konzen- 
tration durchgeftihrt wird. Ein ReagcnstibcrschuB ist zu vermeiden. b) Prin- 
zip dcr Sandwich-Immunoassays: IRMA= Immunoradiometrischer Assay; 
ELISA = Enyme-linked-immunosorbcnt-assay. Das zu bcstimmcndc Anti- 
gen wird von dcm trsgcrgcbundenen Antik6rper gebunden und durch eincn 
enzymmarkienen Zweitantikarper quantitativ bestimmt. Dicsc Testsystcme 
ben6tigen gr0Berc Mcngcn an gereinigtem (hochspezifischem) Antikarper 
und kannen mit eincm ReagenstiberschuB ablaufen. 
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werden mu@ die Referenzkurve ist nicht linear, und die 
Reaktion kann nicht in Gegenwart eines Uberschusses an 
Reagens ablaufen. 

Beim Sandwich-Test benotigt man groRe Mengen affini- 
tatschromatographisch gereinigter Antikorper. Da eine Mi- 
schung von Antikorpern unterschiedlicher Affinitatskon- 
stanten vorliegt, ist die Eichkurve nur in einem schmalen 
Testbereich linear. Ein Vorteil gegenuber kompetitiven 
Tests ist die Moglichkeit, Festphase und markierte Anti- 
korper im UberschuD einzusetzen, wodurch fur den Test 
eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit erreicht werden 
kana  IRMA und ELSA sind daher Testsysteme, die die 
Vorteile monoklonaler Antikorper, namlich Spezifitat, 
Identitiit und unbeschrankte Verfugbarkeit, voll ausschdp- 
fen konnen. 

Beim Sandwich-Test (Abb. 6b) wird die Festphase (Mi- 
krotiterplatten, Rohrchen, Glas- und Plastikperlen) rnit 
monoklonalen Antikorpern beschichtet. Im ersten Schritt 
reagiert das Antigen mit dem an die Festphase gebunde- 
nen Antikorper. Im zweiten Inkubationsschritt reagiert ein 
isotopenmarkierter oder enzymmarkierter monoklonaler 
Antikorper rnit dem Festphasen-Antikorper-Antigen-Kom- 
plex. Die Proben werden in einem y-Szintillationszahler 
ausgewertet, oder es wird eine Substratlosung zu den Pro- 
ben zugegeben und die Enzymaktivitat bestimmt. Die An- 
tigenkonzentration wird mittels einer Referenzkurve ermit- 
telt. 

Die Vorteile von monoklonalen Antikorpern bei Immu- 
noassay-Systemen konnen wie folgt zusammengefaBt wer- 
den: 

- Einheitliche Affinitatskonstanten und Homogenitgt des 
Materials errnaglichen meist kurzere Inkubationszeiten. 

- Ausgezeichnete Standardisierung der Reagentien erlaubt 
eine hohere Reproduzierbarkeit. 

- Durch die homogene Affinitiit monoklonaler Antikorper 
wird die Festphase optimaler ausgenutzt. Verfiilschun- 
gen (high-dose hook effects), die bei hohen Antigenmen- 
gen in Testproben auftreten konnen, werden teilweise 
vermieden. 

- Hat man zwei monoklonale Antikorper gefunden, die 
zwei Epitope eines Antigens erkennen und in einem 
Sandwich-Assay zusammenwirken, dann reicht ein Inku- 
bationsschritt, da die an die Festphase gebundenen An- 
tikorper und die markierten Antikorper nicht um die 
Bindungsstellen konkumeren. 

- Die Eichkurven sind uber einen grbDeren MeDbereich li- 
near, so dalj die Zahl der Eichpunkte verringert werden 
kann. 

- Mit monoklonalen Antikorpern unterschiedlicher Affi- 
nitatskonstanten konnen die Empfindlichkeit und der 
MeBbereich des Testsystems variiert ~erden’*’~. 

5.2.2. Anwendungsbeispiele 

WirkstoSfnach weis (drug monitoring) 

Der erste Immunoassay fur einen Wirkstoff wurde vor 
ungefahr 15 Jahren fur Digoxin, ein Herzglykosid, be- 
schrieben. Heute ist der Nachweis von Substanzen im na- 
nomolaren Bereich moglich, und die aktive Form eines 
Wirkstoffs kann von nahe verwandten Metaboliten unter- 

schieden werden. Es gibt schon zahlreiche Veroffentli- 
chungen, die die Anwendung monoklonaler Antikorper fur 
das drug monitoring beschreiben. Wiederum zuerst wurde 
Digoxin untersucht, da es ein ungeladenes und chemisch 
gut definiertes Hapten ist. Margolis et al. und Mudgett et 
al.[30,311 erhielten hochaffine monoklonale Antikorper, die 
eine Molekulunterscheidung erlaubten, wie sie mit kon- 
ventionellen Digoxin-spezifischen Antiseren nicht moglich 
gewesen war. 

Kafo  et aLL3’] haben monoklonale Antikorper gegen das 
Antitumormittel Methotrexat (MTX) hergestellt. Kompeti- 
tive Bindungs-RIAs ergaben, da13 die Spezifitatsmuster fur 
monoklonale und konventionelle Antikorper fur MTX und 
Strukturanaloga ahnlich waren, obwohl die monoklonalen 
Antikorper weniger stark mit Folsaure und anderen Deri- 
vaten kreuzreagierten. Hoebeke at al.”’] konnten hochaffine 
monoklonale Antikorper gegen p-adrenerge Liganden und 
tricyclische Antidepressiva (Alprenolol, Nortriptylin) her- 
stellen. AuBer fur das Studium der Rezeptor-Ligand-Struk- 
turbeziehungen konnten die Antikorper auch zur quantita- 
tiven Bestimmung dieser Substanzen in biologischen Fliis- 
sigkeiten verwendet werden. 

Tumormarker- Diagnostik 

Monoklonale Antikorper sind besonders fur die Tumor- 
diagnostik und den Nachweis tumorassoziierter Antigene 
geeignet (Abschnitt 5.3). Gegen die bereits existierenden 
Marker, wie das carcinoembryonale Antigen (CEA), a-Fe- 
toprotein (AFP), Choriogonadotropin (human chorion go- 
nadotropin, hCG), oZ-Mikroglobulin (P2M), Ferritin und 
die saure Prostata-Phosphatase sind schon haufig mono- 
klonale Antikorper hergestellt worden, und es gibt gute 
Hinweise, daB damit in der Turnordiagnose und 
-uberwachung eine hohere Spezifitiit und Empfindlichkeit 
erreicht werden kann (siehe auch Abschnitt 5.4. l)[34-361. 

Weitere und neue Antigene werden mit monoklonalen 
Antikorpern erfaBbar (siehe auch Abschnitte 5.3.4 und 
5.4). Koprowski et al. beschrieben einen monoklonalen An- 
tikorper, der spezifisch mit einem Oberflachenantigen auf 
colorectalen Turnorzellen reagiertL3’I. Dieses Antigen 
wurde spater als Kohlenhydratantigen CA 19-9 bezeichnet. 
Mit einem Inhibitions-RIA konnten die Autoren zeigen, 
daD erhohte CA-19-9-Spiegel nur in Seren von Patienten 
mit Tumoren im colorectalen Bereich, im Magen und im 
Pankreas auftreten. CA 19-9 konnte also ein nutzlicher Tu- 
mormarker sein. Dies gilt ebenfalls fur CA 125, ein weite- 
res Kohlenhydratantigen. Basr et al. haben einen monoklo- 
nalen Antikorper gegen dieses Antigen beschrieben, das 
auf den meisten nicht-mucosen, epithelialen Ovarialcarci- 
nomen exprimiert i ~ t ” ~ ] .  

Polypeptidhonnone 

Ein weiterer wichtiger Anwendungsbereich ist der spezi- 
fische Nachweis von Polypeptidhormonen. Die Hypophy- 
senhormone Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH), 
Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) und luteinisieren- 
des Hormon (LH) sowie hCG sind komplexe Molekule mit 
einer Vielzahl von Antigendeterminanten. Diese Glykopro- 
teine haben die gleichen a-Untereinheiten und unterschei- 
den sich nur in Teilen ihrer 0-Untereinheiten. Durch die 
Schwierigkeiten, spezifische Antiseren gegen sie herzustel- 
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len, war es bis jetzt kaum moglich, gute immundiagnosti- 
sche Testsysteme zu entwickeln. 

Heute gibt es monoklonale Antikorper mit Spezifitgt fur 
die a- oder fl-Untereinheit[391 und fur Konformationsepito- 
pe[401, die nur rnit dem intakten Molekul reagieren. Durch 
Kombination dieser drei Anti horpertypen kdnnen Testsy- 
steme entwickelt werden, in tlenen entweder nur das in- 
takte Molekiil oder nur die frcie Untereinheit nachgewie- 
sen wird. 

Friihere Untersuchungen mit monoklonalen Antikor- 
pern lieBen einige Nachteile in1 Prazipitations- und Agglu- 
tinationsverhalten erwarten. I n  den letzten Jahren wurden 
jedoch auch solche beschrieben, die sehr wohl zur Prazipi- 
tation und Agglutination in dcr Lage sindl‘l]. Rahamim et 
al. erhielten einen monoklonalen Antikorper gegen die @- 
Untereinheit von hCG, der hCG-beschichtete Erythrozy- 
ten agglutiniert. Aufgrund der Empfindlichkeit, Spezifitat 
und Affinitat eignet sich diescr monoklonale Antikorper 
zum Nachweis von hCG in biologischen Fliissigkeiten sehr 
gut. Weitere interessante monoklonale Antikorper wurden 
auch gegen L-Thyroxin, T4, und L-Triiodthyronin, T3, ent- 
~ i c k e l t [ ~ * ~ .  Sie haben eine verhesserte Spezifitat und wer- 
den schneller gebunden. 

Mikrobiologische Diagnostik 

Wichtig sind monoklonale Zntikorper fur die differen- 
tielle Diagnose viraler, bakterieller und parasitarer Infek- 
tionskrankheiten geworden, d.1 rnit ihnen die Erreger spe- 
zifisch nachgewiesen werden konnen. Es wurden sogar 
vollig neue Diagnosemoglichheiten erschlossen. So konn- 
ten Wiktor et al.t431 a n  Gehirnzellausstrichen Tollwut-infi- 
zierte Tiere zuverlassig erkennen. Auch die Diagnose von 
Krankheiten, die durch sexuellen Kontakt iibertragen wer- 
den, wie Herpes, Chlamydia rrachomatis, Neisseria gonor- 
rhoeae wurde erleichtertlul. Bi\ vor kunem warder  direkte 
Nachweis von Chlamydia-Infektionen uberhaupt noch 
nicht moglich. Mit monoklonalen Antikorpern ergeben ure- 
thrale und cervicale Ausstrit he mit der Immunfluores- 
zenztechnik fur Chlamydia-Inl‘ektion bereits nach 30 min 
charakteristische Reaktionsmuster. Diese Resultate wur- 
den durch Ruijs et al.[451 bestatigt, die den raschen Nach- 
weis von C.  trachomatis aus urethralen Ausstrichen und 
Harnsedimenten durch monohlonale Antikorper rnit kon- 
ventionellen Kulturmethoden verglichen. 

Auch die Klassifizierung von Herpes-simplex-Viren 
(HSV) in zwei Subgruppen erbrachte, wie Nowinski et aLfM1 
iiber Immunfluoreszenzstudien rnit HSV-I- und -11-spezifi- 
schen, monoklonalen Antikbrpern zeigten, eine vbllige 
Ubereinstimmung mit den Erpebnissen der Restriktionsen- 
donuclease-Analyse der viralen DNA. Franze1461 gelang 
ebenfalls eine Differenzierunp von HSV I und I1 in einem 
ELISA-Test. 

Manchmal haben monoklonale Antikorper bei viralen 
oder bakteriellen Infektionen eine zu hohe Spezifitlt, ins- 
besondere, wenn bei einer VielLahl von Stammen keine ge- 
meinsame Antigendeterminanie vorhanden ist. Dann kann 
jedoch oft eine Mischung von monoklonalen Antikorpern 
zur Immundiagnose angewendet werden. Beispielsweise 
haben Nowinski et al. eine Mhchung von drei monoklona- 
len Antikorpern fur ihre Studirn rnit Neisseria gonorrhoeue 
genutzt[”l. Diese Mischung identifizierte 99.6% der gete- 

steten Proben ohne Kreuzreaktion rnit 17 anderen Neisse- 
ria-verwandten Spezies. 

Weiterhin werden monoklonale Antikorper in IgM-An- 
tikorpertests benutzt: Die Bestimmung von virusspezifi- 
schen IgM-Antikbrpern ist oft vorteilhafter fur den Nach- 
weis von frischen Virusinfektionen als die Messung des 
IgG-Antikorpertiteranstiegs (siehe Abschnitt 3.1). Die An- 
tikorper werden als Antihuman-IgM-Fangerantikorper auf 
der Festphase einge~etzt[~’~. 

Wands et al.[481 verbesserten rnit hochaffinen monoklo- 
nalen Antikorpern den Nachweis des Hepatitis-B-Oberfla- 
chenantigens (HBsAg) in Humanseren. Richman et al.[4”1 
konnten Influenzaviren in Zellkulturen nachweisen, die 
zuvor mit Untersuchungsproben von erkrankten Patienten 
infiziert worden waren. Mit monoklonalen Antikorpern 
sollte auch der Nachweis der Antigenvariation auf Influ- 
enzavirusmolekiilen moglich sein; dies ware von sehr gro- 
Bem epidemiologischen Interesse. 

5.2.3. Heterobispezifische Antikhper 

Heterobispezifische Antikorper (Hybridantikorper) sind 
durch zwei Bindungsstellen charakterisiert, die von zwei 
verschiedenen Immunglobulinen herriihren. Die beiden 
Bindungsstellen konnen gegen unterschiedliche Epitope 
eines Antigens gerichtet sein, oder sie zeigen ahnliche Spe- 
zifitat bei unterschiedlichen H-Ketten aufgrund der Zu- 
sammensetzung aus verschiedenen Subklassen. Hybridan- 
tikorper kbnnen sehr groBe Vorteile bei Immuntests, in der 
Immunhistochemie und in der Immuntherapie aufweisen. 

Bis vor kurzem konnten Hybridantikorper nur auf che- 
mischem Weg hergestellt werden. Disulfidbriicken wurden 
durch vorsichtige Reduktion selektiv gespalten, und die 
dissoziierten Halbmolekiile von zwei unterschiedlichen 
Immunglobulinen wurden dann wieder - ebenfalls vor- 
sichtig - oxidativ verkniipft. 

Ein neuer, eleganter Weg wurde durch die Hybridoma- 
technik gangbar. Wenn Zellen zweier Hybridklone fusio- 
niert werden, sind die daraus entstehenden Hybrid-Hybri- 
doma befiihigt, Hybrid-Antikorpermolekule zu produzie- 
ren, wobei die synthetisierten Immunglobulinketten durch 
die Gene beider Fusionspartner bestimmt ~erden[’ . ’~~.  
Eine Anwendung dieser Technik fur eine spezielle immun- 
histochemische Methode wurde von Milstein und Ctiel10~~’~ 
beschrieben, die einen bispezifischen, Anti-Somatostatin- 
Anti-Peroxidase-Antikorper herstellen konnten. 

Hybridantikorper kbnnten viele Anwendungsmoglich- 
keiten finden. Nicht zuletzt sollten sie einen Einschritt-Im- 
munoassay ermbglichen, bei dem der bispezifische Anti- 
korper das Antigen auf der einen Seite und das Indikator- 
molekiil (Peroxidase, Phosphatase) auf der anderen Seite 
bindet. Heterobispezifische Antikorper konnten auch be- 
sondere Vorteile ak Immuntoxine (Abschnitt 5.4.2) haben: 
Als Antigen gebundene Toxine konnten zum Ziel der zwei- 
ten Antikorperbindungsstelle transportiert ~ e r d e n [ ~ * I .  Wei- 
tere Beispiele fur die Herstellung von Hybridantikbrpern 
durch Zellfusion wurden von Marfinis et al. beschrie- 
benls3]. 

5.2.4 PerspeMven 

Die absolute Epitopspezifitat monoklonaler Antikorper 
ermoglicht durch eine Auswahl von zwei oder drei mono- 
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klonalen Antikdrpern, die rnit eng benachbarten Antigen- 
determinanten reagieren, die Konzipierung neuer Immun- 
analysen, beispielsweise auf der Grundlage von Fluores- 
zenzanregung durch Energietran~fer['~]: Zwei monoklonale 
Antikorper, die benachbarte Epitope erkennen, werden rnit 
zwei Indikatormolekiilen konjugiert, wobei fiir Fluores- 
zenzlbschung Rhodamin und Fluorescein benutzt werden 
kdnnen. Auch die Verwendung von zwei Enzymen ware 
denkbar, wobei das erste Enzym das Substrat fur das 
zweite produzieren muB. 

5.3. Zelldiagnostik 

Zweifellos wird derzeit die Zelldiagnostik durch den 
Einsatz von monoklonalen Antikorpern besonders tiefgrei- 
fend veriindert. Es erdffnete sich ein Zugang zu biologi- 
schen Strukturen, die rnit klassischen biochemischen und 
immunologischen Verfahren uberhaupt nicht oder nur iiu- 
Berst muhsam nachweisbar waren. Wie in Abbildung 7 
schematisch gezeigt, ist es zum einen mdglich, bei- 
spielsweise neue, auf einer Zellmembranoberfliiche expri- 
mierte Strukturen zu entdecken, hochspezifisch nachzu- 
weisen und biochemisch zu charakterisieren; zum anderen 
kann man rnit entsprechend vielen verschiedenen Antikbr- 
pern die Oberflache einer Zelle durchmustern und neu be- 
schreiben. Man kann nun Strukturen definieren, die erst in 
Verbindung rnit einer Zellaktivierung, rnit einem Zell- 
wachstum oder rnit einer Zelldifferenzierung exprimiert 
werden. Bei Immunzellen wird man bald in der Lage sein, 
alle Zellpopulationen und Subpopulationen charakterisie- 
ren und gegebenenfalls neu zuordnen zu konnen, die zwi- 
schen der urspriinglichen Knochenmarksstammzelle und 
den enddifferenzierten, funktionsbestimmten Immunzellen 
liegen (siehe Abschnitte 5.3.1 und 5.3.2). Mit diesem enonn 
wirksamen Instrument zur Differenzierung der Zellpopu- 
lationen des Immunsystems hofft man Informationen zu 
gewinnen, mit denen wertvolle Riickschliisse auf Immun- 
reaktionen gezogen werden kbnnen"51. 

In gleicher Weise wird heute versucht, spezifische 
Wachstums-, Differenzierungs- und Aktivierungsmarker 
auf TumoRellen zu finden und zu charakterisieren, struk- 
turell und funktionell verstehen zu lernen, um damit viel- 
leicht neue Erkenntnisse iiber Entstehung und Ausbreitung 
von Tumoren zu gewinnen sowie iiber Regulations- und 
mbgliche Gegenregulationsmechanismen (siehe Abschnitte 
5.3.3 und 5.3.4). 

5.3.1. Methoden und Anwcndungsbcreiche 

Antikbrper binden an Oberflachendeterminanten auf 
Zellen und in Geweben. Man kann die Antikorper zum 
Nachweis direkt markieren; indirekt gelingt der Nachweis 
durch Fluoreszenzfarbstoff- oder enzymmarkierte Anti- 
Maus-Immunglobuline (Immunhistochemie; siehe auch 
Abb. 6-9). Komplement-aktivierende monoklonale Anti- 
kbrper sind auch fur die Komplement-vermittelte Cytolyse 
geeignet, die als Mikromethode bei Histokompatibilitiits- 
tests eine Rolle spielt (Abb. 7). 

Beim direkten Nachweis zellulgrer Antigene iiber Im- 
munfluoreszenz werden Fluorescein- oder Rhodamin-mar- 
kierte monoklonale Antikdrper benutzt; beim indirekten 

n 

W 

+i i  lmmunhistologie Fluoreszenz- Cytolyse Rosettierung 

Zell-ELISA 
und andere 
Methoden 

und -cytologic cytometrie 

Abb. 7. Schematische Dantellung von Testmethoden fur monoklonale Anti- 
k6rper gcgen zellst&ndige Antigene: Eine Zellc, die in diesem Beispiel schc- 
matiach vier vcrschiedene Antigene auf der ZellobertlHche expnmicrf von 
denen beispielswcisc nur ein Antigen zcllpopulationsspezif~ch sein soll, 
wird von eincm spezifischen monoklonalen Antikarper (MA) erkannt. ge- 
bunden und damit quantifizierbar; das Antigen als Zellober~lllchendetcrmi- 
nantc ermBglicht damit auch die Bcstimmung der Anzahl dcr dieses Antigen 
tragendcn Zcllen. Dam ist entweder der MA direkt markiert (direkte Metho- 
de). odcr ein markierter Zweitantik6rper, in dicsem Fall ein Anti-MA. bindct 
zusatzlich an den schon gebundenen MA (indirekte Methode). Da dcr MA 
meist ein Maus-lgG ist, ist der Zweitantikarper z. B. cin Kaninchen-Anti- 
Maus-lgG. Unter Rosettisierung versteht man die nngf6mige Antagerung 
von Erythrozyten um Lcukozyten heNm. 

Immunfluoreszenznachweis werden markierte Zweitanti- 
korper verwendet. Die Auswertung geschieht durch Aus- 
ziihlen untet dem Mikroskop oder heute zunehmend auto- 
matisch an einem Durchflukytofluorimeter. 

In der Immunhistologie und -cytologic werden mono- 
klonale Antikorper an Kryostatschnitten, an Cytozentrifu- 
gen- und Ausstrichpriiparaten sowie an Paraftinschnitten 
eingesetzt. Dabei ist auffallend, daB alle bekannten mono- 
klonalen Antikdrper sich fur die Anwendung am Kryostat- 
schnitt eignen, ein Teil erlaubt die Verwendung an Cyto- 
zentrifugen- und Ausstrichpriiparaten, aber nur ganz we- 
nige eignen sich fur eine Anwendung an Formalin-fixier- 
ten, in Paraffin eingebetteten Schnitten. Rosettierung, Zell- 
ELISA und Zell-RIA sind aufwendige und sehr spezielle 
Methoden, die sich noch nicht fiir die Routineanwendung 
empfehlen lassen (Abb. 7). 

Monoklonale Antikdrper ermbglichen die Beobachtung 
von Strukturen an lebenden Zellen und die gleichzeitige 
Erkennung von deren Funktion im Immunsystem. Dieses 
war rnit anderen Mitteln bisher nicht moglich. Mit mono- 
klonalen Antikdrpern konnen auch die menschlichen lym- 
phoiden und myeloiden Zellpopulationen in lymphati- 
schen Geweben und bei Infiltration in erkrankten Organ- 
bereichen identifiziert werden. Der Pathologie und Histo- 
logie eroffnet sich damit die vereinfachte Beurteilung hi- 
stologischer Schnitte, da nicht mehr allein anhand der 
Morphologie und des Fiirbeverhaltens bewertet werden 
muB. 

Zahlreiche systemische Erkrankungen beruhen auf Fehl- 
regulationen des Immunsystems oder gehen mit Stdrungen 
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der zelluliiren Immunitilt einher. Dazu ziihlen primiire Im- 
mundefizienz, erworbene Immundefekte (z. B. ,,Acquired 
Immune Deficiency Syndrom" (AIDS)), Autoimmuner- 
krankungen, Leukamien, Lymphome und Infektionskrank- 
heiten. Fehlfunktionen im Immunsystem hiingen meist mit 
Veriinderungen in den unterschiedlichen Lymphozytenpo- 
pulationen zusammen. Sowohl die Aktivierbarkeit der 
Lymphozyten als auch ihre Effektorfunktionen kiinnen 
gleichermaBen beeintrilchtigt sein. 

Tabelk 3. Monoklonale Antikbrper z u r  Klassifizierung von Humanleukozy- 
ten [a, b]. 

Differen- Zclltyp Charaktcrisicrtc ausgewahltc Anti- 
zierungs- und Zellpopulation kbrper mit 
cluster (CD) Antigen Cluster-SpcLifitat 

C D  3 T, p19-29 

CD 4 T, PSS 

CD S T, p67 

CD 6 T. pl20 

C D  7 T. p41 

CD 8 T, p32-33 

CD 9 nT-nB. p24 
CD 10 nT-nB. pl00 

CD 11 M. G 

CD IS G 

CD 16 G, NK 

CD 25 T 

cortkale Thy- 
mozyren 
E-Ro*encn 
bildcnde T- 
Lymphozyten 
nife  r-Lym- 
phoz\ten 

T-Zcl Itubpo- 
pulation; Ober- 
wiegrnd T-Helfer- 
Lymphozyten 
Pan-I Lym- 
phozmn; B- 
Zellsuhpopulation 
reife I-Lym- 
phozmn; B- 
Zellsubpopulation 
Pan-7-Lym- 
phoz\ien 
Ohcnciegend T- 
Supprrssorrellen 
und < vtotoxische 
T-Lyniphozyten 
Monozyten 
R B - R  Zellen, 
Polyrnorph 
kernipc (CALLA) 
Monwyten 
Gran ulozyten ; 
einigr Kno- 
chcnniarkzcllcn 
Granulozytcn 

Granulozyten, 
NK-Tcllen (Fc- 
Rneptor) 
aktivicrte T- 
Lymphozyten 

T6; M241; SK9/ 
Leu 6 
T11; 9.6; S2/Leu 
56 

T3, BW 264156 
(BMA 030); SK7/ 
Leu 4 
T4; BW 264/123 
(BMA 041): 
MT321 (BMA 040) 

TI; T101; UCHT2 

T12.1; T411; 12.1.5 

3AIA; 4A; 4H9/ 
Leu 9 
W; BW 135/80 
(BMA 081); 
UCHT4 

BA2 
JS, VIL-A1 

Ki-MS (BMA 
0350): VIM-I2 

VIM-C6 (BMA 
0200) 
BW 243/41; 
VEP13 (BMA 
070); BW 20912 
TAC; TlA 

[a] Modifiziert nach [65]. Erghzungen: Lrgebnisse des 2. Int. Workshop and 
Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens, Boston 1984. @J] 
Abkiirzungcn : Thy = Thymozyten ; 1 - T-Lymphozytcn; nT-nB - nonT- 
nonB-Zellen; M = Monozyten, Makrophagcn; G=Granulozytcn; NK-na- 
turlichc Killemllen; p =  Protein. Die Ahklrmngcn in der letzten Spalte sind 
die unpriinglichcn individuellen Labor-. Instituts- oder Finnenabkiirmngen, 
die dcrreit noch gcbriiuchlich und auch in F'ublikationen zu tinden sind. Die 
Klonc sind durch die Workshop-Komitees als Refercnzklone deklariert wor- 
den. [c] Molekulargcwicht in kDa. 

Die Phanotypcharaktensierung von Thymozyten, Kno- 
chenmarkzellen und peripheren Lymphozyten mit mono- 
klonalen Antikarpern ermaglicht bei Patienten rnit pri- 
miirer Immundefizienz eine bessere Definition dieser kom- 
plexen Erkrankungen. Bei Immundefuienz und Autoim- 
munerkrankungen ist oftmals das Verhiiltnis von T-Helfer- 

zellen (T4) zu T-Suppressorzellen (T8) gestiirt. Bei AIDS 
ist beispielsweise die Konzentration der T-Helfenellen 
stark erniedrigt und bei Autoaggressionserkrankungen oft- 
mals die der T-Suppressonellen. 

Abb. 8. Alkalische-anti-alkalischc Phosphatase-Reaktion (APAAP) mit ci- 
nem monoklonalcn anti-alkalische-Phosphatase-Antikbrper und einem un- 
konjugiertcn Kaninchcn-anti-Maus-Immunglobulin-Briickenantikbrper (rot- 
blaue Fast-Red/HBmalaun-Methode). Kryostatschnitt ciner menschlichcn 
Tonsille. Links: T8-positivc Suppressor-T-Lymphozyten im paracorticalen 
Bereich; rechts: dcndritischc Reticulumzellen im Keimzentrum cines Folli- 
kels (Vergrbkrung ca. 2SOfach; Praparation: lnstitut fiir Pathologic der Uni- 
versitat Kid). 

Die Bedeutung der monoklonalen Antikorper fur die 
Diagnose liegt also auf dem Gebiet der Zellcharakterisie- 
rung. Man kann Zellen, die morphologisch nur schwer 
oder Iiberhaupt nicht sicher zu erkennen und einzuordnen 
waren, nunmehr auffnden und definieren. Mit T-Lympho- 
zytenmarkern (Tabelle 3) ist es miiglich geworden, die 
Reifung der T-Lymphozyten vom Knochenmark bis hin 
zum peripheren Blut zu verfolgen und weitgehend zuver- 
liissig Differenzierungsstadien zuzuordnen. Analog m6chte 
man nur zu gerne die Differenzierung und das Wachstum 
von Tumorzellen und anderen sich differenzierenden zel- 
lularen Systemen beobachten. Fur die Hiimatologen wer- 
den die Marker fur B-Zellen zunehmend an Bedeutung ge- 
winnen, denn der GroBteil der malignen lymphatischen 
Erkrankungen des Menschen entsteht aus der unregulier- 
ten Proliferation von B-Lymphozyten unterschiedlicher 
Entwicklungsstadien. Reife B-Lymphozyten wurden und 
werden noch immer uber zelloberfliichenmembranstiindige 
Immunglobuline nachgewiesen. Friihe Entwicklungssta- 
dien von B-Lymphozyten im Knochenmark, in denen 
Oberfliichenimmunglobuline noch nicht exprimiert sind, 
kiinnen mit monoklonalen Antikiirpern identifiziert, wer- 
den, AuBer den im Blut zirkulierenden B-Lymphozyten 
lassen sich auch die B-Lymphozyten in den peripheren 
lymphatischen Organen, besonders in deren Keimzentren, 
erkennen. Hierdurch sind weitere Differenzierungsantige- 
ne, die besonders fiir die Lymphomforschung von Bedeu- 
tung sind, erkennbar geworden (Abb. 8). 
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Fiir die Charakterisierung von myelomonozytaren Zel- 
len hat sich durch die Hybridoma-Technologie ein vollig 
neues Bild ergeben; wir verfiigen heute bereits uber eine 
Vielzahl monoklonaler Antikorper gegen myeloische Dif- 
ferenzierungsantigene, wobei man grob drei Antikbrper- 
gruppen unterscheidet : Antikorper, die rnit Granulozyten 
und rnit Monozyten, solche, die nur rnit Granulozyten und 
solche, die nur mit Monozyten reagieren (siehe auch Ta- 
belle 3). 

Auch Thrombozytenantigene konnen heute mit mono- 
klonalen Antikorpern bei der Charakterisierung unreifer 
Blasten eingesetzt werden. So ist es moglich geworden, un- 
reife und atypische Vorstufen der Thrombozyten zu identi- 
fizieren, die bisher hochstens elektronenmikroskopisch er- 
kannt werden konnten. 

5.3.2. Lymphowen und lmmunologie 

Die Aktivierung des Immunsystems als Antwort auf die 
Konfrontation rnit einem naturlichen Immunogen ist eine 
PuDerst komplexe Reaktion. Selbst unter in-vitro-Bedin- 
gungen ist eine wirksame Stimulation der zellularen Kom- 
ponenten des Immunsystems nur dann moglich, wenn alle 
Parameter beriicksichtigt werden, die fur den kaskadenar- 
tigen Ablauf einer Immunreaktion notwendig sind. Einer- 
seits sind die zellularen Wechselwirkungen sowohl auf der 
Induktions- und Differenzierungsebene als auch in der Ef- 
fektorphase von den im Haupthistokompatibilitatskom- 
plex codierten Strukturen abhangig und werden auf diese 
Weise genetisch kontrolliert. Andererseits werden wesent- 
liche Signale, die eine Differenzierung von immunreakti- 
ven Zellen ermoglichen, erst durch verschiedene Immun- 
mediatoren ~ e r m i t t e l t ~ ~ ~ , ~ ~ ] .  Sowohl die Kenntnisse der 
Kontrolle zellularer lmmunreaktionen als auch der Nach- 
weis der an den jeweiligen lmmunreaktionen beteiligten 
Immunfaktoren ermoglichte die Aufklarung grundlegen- 
der Immunmechanismen. Durch eine Vielzahl sehr auf- 
wendiger Experimentalsysteme konnten die beteiligten 
Zellpopulationen definiert und ihre Funktion beschrieben 
werden. 

Mit den klassischen Methoden der Leukozytendifferen- 
zierung war es meist nicht moglich, anhand der Zellmor- 
phologie eine Funktionszuordnung auf der Ebene der ein- 
zelnen Zellen durchzufuhren. Die Beschreibung der Lym- 
phozytenpopulationen war somit fur T-Zellen auf funktio- 
nelle Systeme (Induktion der DNA-Synthese durch die 
Mitogene Phytohamagglutinin (PHA) und Concanavalin 
A; durch Antik6rper-vermittelte zellulare Cytotoxizitat 
(ADCC), naturliche Killenellen (NK), cytotoxische T- 
Lymphozyten (CTL)) oder auf phanotypische Marker ein- 
geschrankt. Die Bestimmung des Differenzierungsgrades 
von B-Lymphozyten beruhte in analoger Weise auf der In- 
teraktion rnit verschiedenen Aktivatoren (Lipopolysaccha- 
rid (LPS), Pokeweed Mitogen (PWM), Staphylokokkus au- 
reus, Convan I (SAC) u.a.) und dem Nachweis von cyto- 
plasmatischem oder Oberflachenimmunglobulin. Erst mit 
entsprechenden monoklonalen Antikorpern gelang die 
Aufklarung des Zusammenhangs zwischen dem Phanotyp 
eines Lymphozyten und seiner F ~ n k t i o n ' ~ ~ - ~ ~ ] .  Inzwischen 

konnte mehrfach gezeigt werden, daD das durch den mo- 
noklonalen Antikorper erkannte Antigen nicht nur eine 
Markerstruktur fur die jeweilige Funktion der Zelle ist, 
sondern da13 es selbst an Zellfunktionen (z.B. als Rezep- 
tor) beteiligt i~ t~" - '~~ .  

Um eine internationale Vergleichbarkeit von monoklo- 
nalen Antikbrpern zu gewahrleisten, die zur Differenzie- 
rung von Humanleukozyten eingesetzt werden konnen, 
wurde 1982 in Paris auf dem Ersten internationalen Work- 
shop fur Humanleukozyten-Differenzierungsantigene eine 
Zuordnung zu charakteristischen Differenzierungsantige- 
nen vorgenomrnen1651. Die Charakterisierung unterschiedli- 
cher Differenzierungsstadien durch monoklonale Antikor- 
per wurde auf dem FolgekongreB 1984 in Boston weiter 
ausgearbeitet, was sich in neu formulierten Differenzie- 
rungsclustern ausdriickte (Tabelle 3). 

Die Spezifitat eines Antileukozyten-Antikorpers und da- 
mit die Zugehorigkeit zu definierten Clustern beriicksich- 
tigt jedoch nur partiell die Anforderungen an monoklonale 
Antikorper fur therapeutische Zwecke (siehe Abschnitt 
5.4.3). 

Monoklonale Antikorper, die an den T3-Kornplex bin- 
den, sind als T-Lymphozyten-aktivierend beschrieben wor- 
dentw1, wenn sie auch an den Fc-Rezeptor von Monozyten 
binden konnen167491. Wir konnten jedoch vier monoklo- 
nale Antikorper gegen den T3-Komplex isolieren, von de- 
nen nur die Antikorper BW 264156 (CD3b) und BW 2421 
55 (CD3a) humane T-Zellen aktivieren konnen, wahrend 
BW 2391341 (CD3b) und BW 242/412 dies nicht vermo- 
gen. Die Spezifitat dieser Antikarper wurde an isolierten 
Zellpopulationen rnit Doppelmarkierungs- und Comodu- 
lationsexperimenten sowie durch kompetitive Bindungs- 
tests bestimmt. Die Aktivierung von T-Zellen fuhrt zur 
Modulation des T3-Komplexes, zur Induktion der DNA- 
Synthese, zur Freisetzung von Immunmediatoren wie In- 
terleukin-2 und y-Interferon und zur IgM-Synthese in vitro 
(Tabelle 4). Ubereinstimmend zeigte sich in allen Testsy- 

Tabelle 4. Aktivierung der T-Zellen durch CD3-Antikorper [a]. 

Anti- lsotyp Mitogenitit lnduktion der T3-Modulation 
kBrper [b] IgM-Synthese 

R NR R NR R NR 
~~ 

Leu 4 IgGI + - + - + - 
BW 264156 IgG Za + + + + + + 
OKT3 IgGZa + + + + + + 
BW 239/341 1gG Zb - - - -  - - 
BW 242/412 IgG Zb - - - -  - - 
BW 242155 IgG 3 + + + + + + 
[a] Periphere Blutlymphozyten von gesunden Blutspendern wurden entspre- 
chend ihrer ReaktivitBt rnit AntiCT3-Antikarpern der IgG I-Subklasse als re- 
aktiv (R) oder nicht redktiv (NR) klassifiziert [146]. [bl BW: Firma Behring- 
werke; Leu 4: Firma Becton Dickinson: OKT3: Firma Ortho. 

stemen, da13 nur die Bindung von AntbT3-Antikorpern der 
lsotypen IgG2a und IgG3 zu einer T-Zellaktivierung fuhr- 
ten, wahrend die entsprechenden Antikorper des Isotyps 
lgG2b dies nicht bewirken konnenl7"]. 

Bei der therapeutischen Verwendung von monoklonalen 
Maus-Antikorpern miissen somit auch Fc-vermittelte Im- 
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munreaktionen berucksichtigt werden. Fur die Verwen- 
dung von monoklonalen Antikorpern des Clustertyps 
CD3, die T-Zellen aktivieren. muD dies zumindest dann 
beriicksichtigt werden, wenn sie zur Immunsuppression, 
z. B. bei Organ- und Knochenmarktransplantationen ein- 
gesetzt werden sollen (siehe Abschnitt 5.4.3). 

5.3.3. Leukimien und Lymphome 

Die vergleichende Phanot) pcharakterisierung von nor- 
malen und malignen Zellen dr4 hlmatopoetischen Systems 
rnit Hilfe monoklonaler Antihcirper ist ein entscheidender 
Fortschritt bei der Suche nach dem zellulgren Ursprung 
lymphatischer Erkrankungen und deren Klassifizierung 
und damit auch bei Prognose.tellung und Therapie. Mali- 
gne lymphatische Erkrankunpen entstehen durch unkon- 
trollierte Expansion eines ncoplastischen lymphatischen 
Zellklons, der in einem bestiinmten Stadium der Reifung 
steckengeblieben ist. Die Zellrri eines solchen Klons expri- 
mieren die Oberflachenmarker des entsprechenden norma- 
len Zelltyps, wodurch sie mil monoklonalen Antikarpern 
leicht zu identifizieren sind Selten treten zustitzliche 
Merkmale fremder Zellinien auf .  

Die akuten lymphatischen Lt irkiimien (ALL) werden ent- 
sprechend dem Differenzierungsstadium der beteiligten 
Zelltypen in funf Hauptgruppen aufgeteilt: 1. Undifferen- 
zierte ALL, 2. Common-ALL (CALL), 3. pra-B-ALL, 4. B- 
ALL und 5 .  T-ALL. 60-70% aller ALL-Falle lassen sich der 
Common-ALL zuordnen. Bei dieser Leukamieform wurde 
auf der Membran der Blasten rnit monoklonalen Antikor- 
pem (der bekannteste ist VIL 41) ein Differenzierungsan- 
tigen rnit einem Molekulargrwicht von ca. 100000 Da 
nachgewiesen, das erstmals 1975 als Common acute lymph- 
atic leukemia antigen (CALLA) bezeichnet wurde (Tabelle 
3). Es handelt sich hierbei nicht um ein leukimiespezifi- 
sches, sondern um ein normales Differenzierungsantigen, 
das in Spuren auch bei normden Knochenmarkslympho- 
zyten nachgewiesen werden kmn. 

Bei der undifferenzierten A1 L wird kein CALLA expri- 
miert, die Zellen der pra-B-Zr 11-Leuklmien werden durch 
den Nachweis intracytoplasmdtischer Immunglobulinket- 
ten (p-Ketten) charakterisiert Akute Leukamien vom B- 
Zell-Typ sind selten (1-5%). M m  findet auf den Blasten B- 
Ly’mphozyten-Antigene, wie hie auch bei reifen B-Zellen 
zu finden sind und zusatzlich Membranimmunglobuline 
auf der Oberflache der Zellen (meist vom 1gM-Isotyp). 

Mit ca. 20% stellen die T-ALL die zweitgr6Dte Gruppe 
der akuten lymphatischen Leukamien. Auf den Blasten bei 
dieser Leukamieform findet man mit monoklonalen Anti- 
korpern typische Marker der T-Zell-Differenzierung, wie 
das T11-Antigen und den E-Kezeptor, oder bei der corti- 
cothymozytaren Form den normalen, cortikalen Thymozy- 
tenmarker T6. Zusatzlich konnen die Marker T9 (Transfer- 
rin-Rezeptor) und TI0 (ham.itopoetische Vorlauferzelle) 
nachgewiesen werden. 

Chronische lyrnphatische Leukiimien (CLL) entstehen aus 
der malignen, monoklonalen I’roliferation von B-Lympho- 
zyten, die in ihrer Entwicklung angehalten wurden. Ledig- 
lich 5% der CLL-Ftille stammen aus dem peripheren T- 

Zell-Kompartiment; sie tragen die Marker T3, T10 und 
entweder T4 oder T8. 

Die sogenannten Non-Hodgkin-Lymphorne gliedern sich 
nach ihren Oberflilchenmarkern in eine heterogene 
Gruppe der lymphoblastischen Lymphome, die Antigene 
des Thymus exprimieren oder, wie z. B. das Burkitt-Lym- 
phom, eindeutig zum B-Zelltypus gehoren rnit Oberfla- 
chen-IgM und Epstein-Barr-Virus-typischem Membranan- 
tigen. T-Lymphome der Haut und das Sezary-Syndrom 
entstehen durch maligne Proliferation der Helfer-T-Lym- 
phozyten (T4). 

Die myeloischen Leukiimien werden nach morphologi- 
schen Kriterien beurteilt. lntensiv gesucht werden mono- 
klonale Antikbrper, die unreife myeloische Blasten erken- 
nen konnen: zur Zeit ist man noch gezwungen, mit einer 
Kombination von Antikorpern zu arbeiten, z. B. den Anti- 
korpern VIM C6 und VIM D2, rnit denen man alle myeloi- 
schen Leukamien erfassen kann. Zur Unterscheidung von 
monozytarer und granulozytarer Form einer Leukamie 
konnen die Antikorper VIM C6 oder VIM D2 schon heute 
eingesetzt werden (siehe Tabelle 3). 

5.3.4. Zmmunhistochemie und Tumor 

Die histologische Diagnose der aus soliden Geweben 
entstandenen Tumoren ist hauptsachlich von der Interpre- 
tation der Gewebeschnitte durch den Pathologen abharr- 
gig. Werden konventionelle, histomorphologische Metho- 
den zur Klassifizierung benutzt, treten insbesondere dann 
bei verschiedenen Beobachtern Diskrepanzen auf, wenn 
zur Untersuchung nur sehr wenig Biopsiematerial zur Ver- 
fugung steht. Aber auch bei Routineuntersuchungen sind, 
speziell bei Lungencarcinomen unterschiedlicher Histolo- 
gie zweifelhafte Interpretationen m o g l i ~ h ~ ~ ’ ~ ;  hier konnten 
Marker fur eine Unterscheidung zwischen Adenocarcino- 
men der Lunge und Mesotheliomen sehr hilfreich ~einl’~]. 

Reagentien zur Klassifizierung von Metastasen, die sich 
von nicht entdeckten Primarcarcinomen, Sarcomen oder 
Melanomen unterschiedlichster Herkunft ableiten, wurden 
die Auswahl einer adtiquaten, patientenspezifischen The- 
rapie erlei~htem’~~].  Voraussetzung fur die Entwicklung 
von solchen Reagentien ist die selektive Verteilung von 
Antigenen oder Antigendeterminanten (Epitopen) auf den- 
jenigen Gewebetypen, die es zu unterscheiden gilt. Mono- 
klonale Antikorper sind dann ideale Reagentien fur den 
immunhistochemischen Nachweis von Markerepitopen, 
wenn sie rnit Strukturen reagieren, die auf bestimmten Tu- 
monypen sehr stark exprimiert sind, jedoch nicht oder nur 
in geringem AusmaD auf anderen. 

Die indirekte Immunpero~idase-Methode[~~~ und die 
Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode~7s1 sind die am haufig- 
sten benutzten Techniken zur Beurteilung der Gewebever- 
teilung von Epitopen, die rnit monoklonalen Antikorpern 
definiert wurden. Besonders wenn rnit Formalin-fixierten 
Gewebeschnitten gearbeitet wird, ergeben diese Techniken 
eine sehr prbise histochemische Farbreaktion in einer gut 
erhaltenen Gewebestruktur. Die Farbstoffverteilung er- 
mdglicht quantitative Reaktivitatsunterschiede in definier- 
ten Kompartimenten der Gewebeschnitte, z. B. in Tumor- 
zellbereichen, Stromakomponenten oder in nicht-malignen 
Strukturen, zu bestimmen. 
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Mit dieser Methodik kann die Feinspezifitiit von mono- 
klonalen Antikorpern auf allen verfugbaren Humangewe- 
ben iiberpriift werden, weil unerwiinschte Reaktivittiten 
entdeckt werden. Extensive Spezifitiitsanalysen wurden 
bisher nur mit einigen wenigen monoklonalen Antikorpern 
durchgefiihrt, die Formalin-resistente Epitope erken- 

Mit derartigen Antikorpern konnen indirekte Immun- 
peroxidase-Tests an Formalin-fixierten, in Paraffin einge- 
betteten Geweben durchgefiihrt werden. Ein Beispiel ist in 
Abbildung 9 gegeben, wo der monoklonale Antikiirper 
BMA 130b (Behring-Diagnostika) mit einem Pankreascar- 
cinom reagiert (Braunfiirbung an den Tumonellarealen), 
jedoch keine Reaktion mit dem Gewebe einer chronischen 
Pankreatitis zeigt. Monoklonale Antikorper, die Formalin- 
sensitive Epitope erkennen, konnen nicht in gleicher Weise 
getestet werden, da  frisches oder gefrorenes Humange- 
webe nur in eingeschriinktem Umfang zur Verfiigung 
steht[s1-831. 

neni76-Sol- 

Die Mehrzahl der bisher existierenden monoklonalen 
Antikorper, die unter Verwendung von Zellinien induziert 
und selektiert wurden, binden an Formalin-sensitive Epi- 
tope, wodurch die Analyse der Feinspezifitiit auf vielen 
Humangeweben kaum durchgefiihrt werden kann[84-871. 
Diese Antikorper spielen insbesondere bei der Aufkliirung 
der physiologischen Funktionen von Zellobefliichenanti- 
genen eine Rolle. Beispiele dafiir sind die Rezeptoren fiir 
Wachstumsfaktoren, fiir Hormone und fur Anhaftungsfak- 

Ebenso kann die Verteilung von Antigenen auf 
Zellmembranen oder die Heterogenitat von Zellpopulatio- 
nen untersucht ~ e r d e n r ~ ~ - ~ ~ ] .  

In Verbindung rnit Makrophagen und Killerzellen ver- 
mogen monoklonale Antikorper unterschiedlicher Isoty- 
pen, die Glycoproteine oder Glycolipidmolekule auf Tu- 
monellmembranen erkennen, in extrem unterschiedlichem 
MaDe Zielzellen zu l y ~ i e r e n [ ~ . ~ ~ ~ .  Monoklonale Antikor- 
per, die mit Isotopen, Toxinen, Cytostatica oder immuno- 
genen Molekiilen gekuppelt sind, werden voraussichtlich 
eine bedeutende Rolle beim in-vivo-Nachweis und bei der 
Therapie von Tumorerkrankungen spielen (siehe Ab- 
schnitte 5.4.1 und 5.4.2). 

5.4. Medizini.de Anwendungsmiiglichkeiten 

5.4. I .  Tumorlokalkation: Radioimmunszin~q& uon 
Tumoren 

Bei der in-vivo-Diagnostik bbsartiger Tumoren versucht 
man seit mehreren Jahnehnten mehr oder weniger erfolg- 
los, szintigraphische Methoden einzusetzen. Dabei werden 
dem Patienten gammastrahlende Substanzen intravenos 
verabreicht in der Hoffnung, da13 diese durch die Blutzir- 
kulation an den Tumor herangetragen werden, sich dort 
anreichern und dann mit einem Strahlendetektor nachge- 
wiesen werden konnen. Fur den Radioaktivitiitsnachweis 
stehen mit sogenannten Gammakameras ausgekltigelte 
Techniken zur Verfiigung. 

Die Idee, die Spezifitiit von Antikorpern gegen Tumoren 
in vivo fur die Radioaktivitiitsanreicherung im betreffen- 
den Tumor zu nutzen, geht auf Pressman zuriick; er fand, 
daD man ein Antikorpermolekiil unter Erhalt seines Bin- 

Abb. 9. Links: Indirekte Immunperoxidase-F2rbung an Formalin-fi- 
xierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeschninen von einem Pan- 
kreascarcinom. Die Braunfarbung zeigt die Reaktion mit den Tu- 
morzellarealen an. Rechts: Keine Reaktion mit dem Gewebe einer 
chronischen Pankreatitis. Leichte GegenfArbung des Gewebes mit 
H2matoxilin (Vergr6Berung ca. 250fach). 

dungsvermogens mit radioaktivem Iod markieren kann1%] 
und daD sich gegen einzelne Organe gerichtete Antikiirper 
nach Radioiodmarkiemng und in-vivo-Applikation im be- 
treffenden Organ, beispielsweise der Niere, anrei~hern~~’~. 
Der Weg zur Auswertung dieses Prinzips fur den Tumor- 
nachweis schien offen, er scheiterte jedoch zuniichst an 
dem damals noch unuberwindbaren Problem der unspezi- 
fischen Bindung an nicht zum Tumor gehorigen Gewebe. 
Auch war die Anreicherung meist nicht durch Antigene 
des Tumors, sondern durch Fibrin bedingt, das sich im Tu- 
morbereich aufgrund der dort ablaufenden entziindlichen 
Vorgiinge vermehrt ablagerte. Aus dieser Beobachtung ent- 
stand die Idee, spezifische Anti-Fibri~~-AntikBrper[~~] zu 
verwenden; jedoch brachte auch dies nicht den erhofften 
Durchbruch bei der Tumordarstellung. 

Schon damals war klar, daD eine der wichtigsten Bedin- 
gungen fur eine erfolgreiche Immunszintigraphie die Rein- 
heit des eingesetzten Antikorpers ist. Bisher standen je- 
doch nur Hyperimmunseren zur Verfugung, deren Immun- 
globulinfraktion auch nach ihrer Abtrennung von den iib- 
rigen Serumproteinen hochstens 1% des spezifischen Anti- 
korpers enthalten. 
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Ein wichtiger Fortschritt gelang mit der Nutzung von 
Antikorpern gegen eine Reihe sogenannter tumorassoziier- 
ter Antigene. Diese Proteine werden haufig in groBer 
Menge von bestimmten Tumorarten produziert und in das 
Blut abgegeben, wo sie mit empfindlichen analytischen 
Methoden nachgewiesen werdcn konnen1"91. Man kann sie 
aus Blutserum oder Tumorgewebe isolieren und dann fiir 
die Aftinittitschromatogphie zur Hochreinigung der ent- 
sprechenden Antikbrper aus xenogenen Immunseren nut- 
Zen. 

Die wichtigsten systematischen Untersuchungen dieser 
Art (Antigene, Tumoren, Befunde) sind in Tabelle 5 wie- 
dergegeben. Aus dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, 
daB nicht alle Arbeitsgruppen so iibeneugende Ergebnisse 
erzielt haben wie diejenige uni Goldenberglloz Beson- 

Tabclle 5. For die Radioimmundetektion von Tumoren im Menschen einge- 
setzte polyklonalc AntikOrper (affnitatsgereinigt). 

Antigen OrI des Tumors Anzahl Lit. 
dcr Fiillc 
(positiv/ 
gesamt) 

carcino- 
embryonales 
Antigen 
( C W  

mcnschliches 
Choriogonado- 
tropin (hCG) 

a-Fetoprotein 
(AFP) 

Colon 
Mamma 
medullare Schilddriisc 

Colon, Rectum, d3crdcm 
Lunge, Kehlkopl. medullare 
Schilddriise 

Colon, Rectum, Pankrcas 
verschiedene andere Organe 

Colon, Rectum 
Ovarien 
Lunge 
Pankreas 
Mamma 

Magen 
verschiedene andere Organe 

Colon, Rectum primiir) 
Colon, Rectum ( Hetastascn) 

Colon, Rectum ( primiir) 
Colon, Rectum I Metastasen) 

Lunge, Becken. Untcrlcib 
(Chorion-Carcinom) 
Gehirn. Lunge, Untcrlcib 
(Teratom) 
Testes (Teratom) 

UtCNS 

1 /2 
3/23 
015 

28/31 

22/53 

35/41 
21/24 
12/17 
4/8 
9/14 
28/31 
5/6 
25/39 

10/12 
49/53 

4/5 
8/11 

9/14 

3/1 

8/12 

ders gegen die Verwendung des am haufigsten genannten 
carcinoembryonalen Antigens (CEA) ist einzuwenden, daB 
es mit einer Reihe tihnlicher und im Organismus weit ver- 
breiteter Proteine kreuzreagiert, so daD die Bedingung der 
Tumorspezifitlt sicher nur unbefriedigend erfiillt ist. 

Monoklonale Antikorper sollten bei der Liisung des 
Spezifitiitsproblems den entscheidenden Durchbruch brin- 
gen; dariiber hinaus diirften ihre vielen qualitativen Vor- 
teile die Standardisierung und Anwendung der Radioim- 
mundetektion in breitem MaBstab ermoglichen. Leider 
kann man die bisher bekanntgewordenen Tumorantigene 
allenfalls als tumorassoziiert bezeichnen, da  sie in geringe- 
rer Menge auch in normalem Gewebe zu finden sind. 

Tabelle 6 zeigt, daB unter klinischen Bedingungen bisher 
erst wenige monoklonale Antikbrper (mit unterschiedli- 

chem Erfolg) auf eine beschrankte Anzahl von Tumorarten 
angewendet werden konnten. Wesentlich mehr Erfahrung 
hat man jedoch bereits am Tiermodell gewonnen, das in 
der uberwiegenden Zahl der Fglle xenogene Tumortrans- 
plantate auf athymischen Nacktmiiusen["'l benutzt. Diese 
Versuchsanordnung gilt als wichtiges praklinisches Testsy- 
stem, obwohl sie das in-vivo-Verhalten der Antikbrper aus 
mehreren Griinden hiiutig etwas gunstiger aussehen llBt 
als die Anwendung am Menschen. 

Die Beurteilung der Antikiirperbindung im transplan- 
tierten Tumor (Xenograft) erfolgt entweder durch Szinti- 
graphie mit der Gammakamera oder durch Berechnung 
von Lokalisierungsindizes (L.I.)[1181, wie in den Abbildun- 
gen 10 und 11 an einem Beispiel gezeigt ~ i r d l ' ~ ~ .  In Abbil- 
dung 10 werden die zeitabhtingige Anreicherung der Ra- 

Abb. 10. Radioimmunszintigramm eincr Nacktmaus mit Coloncarcinom-Xc- 
nograft an dcr linkcn Seite (wciOcr Weil); monoklonaler AntikOrpcr BW 431 
( F(ab')2-Fragment cines monoklonalcn AntikOrpcrs gegen carcinoembryona- 
Ics Antigen), markicrt mit '"I; Gammakamera-Aufnahmen nach 1 h, 16 h, 
24 h, 2 d, 3 d, 6 d und 1 d. Die SchilddrUse dcs Tieres (S) war nicht blockicrt, 
so daB sich auch hicr "'I anreichcrn konnte (Aufnahmcn von A .  Schwan ct 
al., Hocchst AG). 

dioaktivitat im Tumor und die gleichzeitige Abnahme im 
zentralen Bereich der Maus deutlich. Abbildung 11 zeigt 
erhbhte L.1.-Werte und somit spezifische Antikurperanrei- 
cherung nur im Tumor. Das Verfahren nutzt die von Press- 
man et a1.1'201 erstmals beschriebene Doppelmarkierungs- 
methode zur in-vivo-Bestimmung tumordarstellender Anti- 
korper. 
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Abb. 1 1 .  Anreicherung von monoklonalem Antikorper BW 431 im Coloncar- 
cinom-Xenograft in der Nacktmaus nach 3 d (drei Tiere: --. -. -. -). L.I. > 1 
bedeutet spezifiscke Anreicherung des monoklonalen Antiktirpen. Organe: 
Blut (I) ,  Blase (2). Hen (3). Darm (4), Nieren (5, 6). Leber (7), Milz (8). 
Lunge (9). Schilddriise (lo), Kopf (1 1). Muskulatur (12), Magen (13), Tumor 
(14). Restkilrper (IS). 

Tabelle 6. Klinische Stodien zur Radioimmundetektion von Tumoren mit 
monoklonalen Antikorpern. 

Anti- Antigen Tumorart Positive Lit. 
kbrper Befunde/ 

Gesamtzahl 

17-1A Colon- Coloncarcinom 319 [I071 
carcinom- 31/59 I W  
Zellinie 22/38 "091 

1Y-9 Mono- Coloncarcinom 10/13 [I071 
sialo- 
gangliosid 

791T/36 Osteosar- Coloncarcinom 8/ I I Ill01 
com-Zellinie Rektumcarcinom 5 /  12 

LICR-LON-M8 Milch- Mammacarcinom 11/14 [Ill1 
fettkii- 
gelchen- 
membran 

membran- 
antigen von 
Melanoma) 

embryonales 
Antigen 

Anti-p97 p97 (Zell- Melanom 22/25 [I121 

MAb VII 23 carcino- Coloncarcinom 14/28 [I131 

MAb 35 carcino- Coloncarcinom 18/24 [1141 
[F(ab'hl embryonales 

HMFGl Milch- Ovarialcarcinom 11/12 
HMFG2 fettkii- Coloncarcinom 4/6 

Antigen 

I1141 

gelchen- Ovarialcarcinom 35/40 [I 161 
membran 

Auf die wichtige Frage, wie grolj ein Tumor mindestens 
sein muB, damit er mit der Radioimmunszintigraphie ent- 
deckt werden kann, gibt es wegen der Vielfalt der einfluR- 
nehmenden Parameter keine eindeutige Antwort. Auch fur 
seine Detektion mit monoklonalen Antikorpern gilt als 
Empfindlichkeitsgrenze beim Menschen unter giinstigen 
Bedingungen immer noch ein Mindestdurchmesser von 
etwa 1 cm oder eine Mindestmasse von 0.1 g[12'l. Fur Tier- 
modell-Versuche sind allerdings auch schon Tumordurch- 
messer von ca. 1 mm angegeben 

Das Ergebnis der Szintigraphie hangt stark vom Verhalt- 
nis der Radionuclidaufnahme in Tumor und umgebendem 
Gewebe ab. Subtraktionsverfahren, bei denen andere che- 
mische Substanzen zur Markierung des Blutpools (z. B. 
w"'Tc-Humanserumalbumin) oder zur Darstellung der un- 
spezifischen Aufnahme im reticuloendothelialen System 
(z. B. 99mTc-Schwefelkolloid) herangezogen werden, fuhren 
haufig zu falsch positiven B e f ~ n d e d ~ ~ ' .  Wenn dieses Prin- 
zip angewendet wird, so sollte fur die Darstellung des Hin- 
tergrundes ein unspezifisches Antikorperpraparat genom- 
men werden, das mit demselben Radioisotop nach dersel- 
ben Methode markiert worden Uberlegungen, dalj 
Unspezifitat durch Fc-vermittelte Bindung an Fc-Rezepto- 
ren des zellularen Immunsystems mitverursacht werden 
konnte, fiihrten zur Benutzung der Antikorper-Fragmente 
F(ab'), und Fab anstelle des kompletten Molekiils. Beide 
haben obendrein den Vorteil, daR sie wesentlich schneller 
als das ganze Molekul aus dem Blutkreislauf ins Gewebe 
penetrieren und iiber die Niere ausgeschieden werden, so 
dalj bei ihnen die stdrende Restaktivitat im Blut schneller 
abklingt (Clearance) und der Tumor damit schneller aus 
dem Untergrund hervortritt. Welchem der beiden Frag- 
mente der Vorzug zu geben ist, erscheint zur Zeit noch un- 
klar. Wegen seiner schnellen und direkten Clearance 
scheint Fab fur erhohte Untergrundstrahlung im Bereich 
der Nieren verantwortlich zu ~ e i n [ ' ~ ~ I ,  doch wurde auch bei 
F(ab')2 von storender Radionuclidanreicherung in Nieren 
und Blase berichtet, was durch die schnellere Metabolisie- 
rung hervorgerufen wird. Ob diese Effekte die Tumordar- 
stellung beeintrachtigen, hangt naturlich von der Lage des 
Tumors ab. Immerhin kann hier mit tomographischen Auf- 
nahmetechniken bedeutend mehr Klarheit geschaffen wer- 
den als mit der einfachen Szintigraphie. 

Um optimale Szintigramme zu erhalten, mussen mog- 
lichst viele markierte Antikorper den Tumor erreichen und 
auf den Tumorzellen gebunden werden. Deshalb ist die 
Vaskularisierung des Tumorgewebes und die Antigen- 
dichte auf den Zellen fur das AusmaB der Antikorperbin- 
dung von groBer Wichtigkeit. Wahrend sich die Vaskulari- 
sierung kaum beeinflussen IIljt, konnte man bei nicht aus- 
reichender Antigendichte anstelle eines Antikorpers meh- 
rere gegen verschiedene Epitope der Zelloberflache gerich- 
tete Antikorperarten verwenden. Dieses Vorgehen ist auch 
deswegen vorteilhaft, weil die Antigenstruktur von Tumor- 
zellmembranen nicht nur von Patient zu Patient, sondern 
im selben Patienten von Ort zu Ort variieren kannl'Ogl. We- 
nig Spielraum gibt es dafur, die Radionuclidanreicherung 
im Zielgewebe iiber einen hoheren Markierungsgrad des 
Antikorpers zu versttirken. Starkere Markierung bedeutet 
haheres Risiko der Schadigung des Antikorpers sowie gro- 
ljere Neigung zu unspezifischer Bindung und beschleu- 
nigte Metabolisierung. In diesem Punkt sind monoklonale 
Antikorper oft wegen ihrer einheitlichen Struktur starker 
gefahrdet als heteroklonale. 

Ohne an dieser Stelle auf die Szintigraphie naher einge- 
hen zu konnen, sei doch erwahnt, dal3 fur die derzeit be- 
nutzten Gammakameras das am haufigsten verwendete 
Radionuclid 13'1 (y: 0.36 MeV, f1,2=8.0 d) nicht optimal 
ist. Besser geeignet erscheint das Isotop Iz3I mit einer 
Gammastrahlung von hauptsachlich 1.60 MeV; seine kurze 
Halbwertszeit (13.3 h) wirft jedoch haufig Probleme bei 
der Zulieferung auf. Kurze Halbwertszeiten sind aber ge- 

I56 Angew. Chem. 97 (198s) 141-163 



nerell wegen der damit verbundenen geringeren Strahlen- 
belastung des Patienten von Interesse. Doch mu13 bei der 
Radioimmunszintigraphie beriicksichtigt werden, da13 
brauchbare Tumor/Hintergrund-Verhaltnisse im allgemei- 
nen friihestens erst nach 2 d erhalten werden, es sei denn, 
man verwendet Fab- oder F(ah'),-Fragmente wie oben be- 
schrieben. Aus diesem Grunde hat das in der klassischen 
Organdarstellung fast ausschlieBlich benutzte 9 9 m T ~  (y : 
0.14 MeV, t1,>=6.1 h) hier keine sehr groBe Chance. Gro- 
Bere Aussichten auf Erfolg haben komplexbildende Radio- 
nuclide wie "'In (y: 0.17, 0.25 MeV, f1,*=2.8 d) oder "Ga 
(y: 0.09,0.18, 0.30,0.39 MeV, t ,  ?=3.3 d), obwohl sie nicht 
direkt, sondern iiber einen Chelatbildner wie Diethylen-tri- 
amino-pentaessigslure (DTPA) an das Antikorpermolekiil 
gebunden werden konnen. Die Brauchbarkeit speziell von 
" 'In fur die Radioimmunszintigraphie von Tumoren hat 
sich bereits erwiesen''OO1, obwohl bei diesem Radionuclid 
haufig Probleme mit unspezifischer Anreicherung in Le- 
ber, Milz und Nieren auftreten. 

Die monoklonalen Antikorper haben in den wenigen 
Jahren, die sie zur Verfiigung stehen, ihre Eignung fur die 
Radioimmundetektion bereits unter Beweis gestellt; die 
Radioimmunszintigraphie hat sich schon heute konkurrie- 
renden Nachweismethoden einschliel3lich der Rontgen- 
Computertomographie als ebenbiirtig gezeigt. Auf diesem 
Gebiet sind in allernkhster Leit durch das Aufdecken 
neuer Antikorperspezifitaten, Testen vorhandener Antikor- 
per auf Spezifitat und Aviditat (Starke der Antigen-Anti- 
korper-Bindung), Fortfiihrung der Standardisierung von 
Antikorperfragmenten sowie Verbesserung der Abstim- 
mung der MeBtechnik auf die Strahleneigenschaften der 
Radionuclide bedeutende, wenn nicht gar spektakulare Er- 
folge zu erwarten. Dieser Entwicklung folgen erste thera- 
peutische Anwendungen mit radioaktiv markierten Anti- 
korpern (Radioimmuntherapie), die an einigen wenigen 
Zentren schon durchgefiihrt werden[l2'J. Zudem ergeben 
Lokalisationsexperimente wichtige Hinweise fur die 
spatere Anwendung von Immuntoxinen oder Immuncyto- 
statica (siehe nachsten Abschnitt). 

5.4.2. Immuntoxine: Probleme bei der Herstellung und 
An wendungsmGglichkeiten 

Unter Immuntoxinen und bestimmten Antikorper- Wirk- 
stofl-Konjugaten versteht man cytotoxische Agen- 
 tier^[''^-'^'^', die iiber eine spezifische Antikorperbindungs- 
stelle selektiv ihre Zielzelle, z. B. eine Tumonelle, errei- 
chen sollen. Dort sol1 das toxische Agens in den Stoff- 
wechsel der Zelle eingreifen und ihr Absterben verursa- 
chen. 

Bei der Herstellung dieser Konjugate miissen verschie- 
dene Probleme geldst werden, von denen im folgenden ei- 
nige genannt seien. Zunachst mu13 ein moglichst affiner 
Antikorper der erforderlichen Spezifittlt in reiner und nati- 
ver Form isoliert werden (Tabelle 7). Hier bieten sich be- 
sonders die monoklonalen Immunglobuline an, die gegen- 
wlrtig aber im wesentlichen nur von der Maus stammen; 
bei einer spateren in-vivo-Anwendung am Menschen kon- 
nen damit Antigenitatsprobleme auftreten. Es stellt sich 
auch die Frage, welche Immunglobulinklasse oder 
-subklasse besonders geeignet ist. Denn mit ihrer Wahl 
wird entschieden, welche biologische und Fc-vermittelte 

Tabelle 7. Immuntoxine: Probleme, die mit dem Antikarper verkniipft sind. 

Problem magliche Msung 

SpezifitWAffnitat monoklonale Antiktirper 
Reinheit/NativitBt spezielle Fraktionierung 
Antigenitat humane monoklonale Antikarper 
Pharmakokinetik 

chemische Modifizierbarkeit 
enzymatische Spaltbarkeit Wahl der geeigneten Klasse oder Subklasse 

Aktivitaten der Antikorper einmal ausiiben kann und wel- 
che chemischen Modifikationen anwendbar sind. Die bei 
der Isolierung oder Enzymspaltung zur Herstellung be- 
stimmter Antikorperfragmente auftretenden Probleme sind 
schon in Abschnitt 4.2 diskutiert worden. 

Bei der Auswahl der toxischen Komponente kann zwi- 
schen unterschiedlichen Wirkprinzipien gewahlt werden 
(Tabelle 8); es stehen verschiedene Toxine, Cytostatica 
oder auch Radionuclide zur Verfugung. Bei Toxinen wie 
Ricin, Abrin oder Diphtherietoxin handelt es sich um ho- 
teine, die die Proteinsynthese hemmen konnen. Man kann 
bei ihnen zwischen zwei funktionell unterschiedlichen Mo- 
lekulbereichen unterscheiden: einem, der die toxische Ak- 
tivitat enthalt (A-Kette oder A-Fragment) und einem, auf 
dern die Bindungsstelle fur Zelloberflachenrezeptoren lo- 
kalisiert ist (B-Kette oder B-Fragment). Um unerwiinschte 
Wechselwirkungen mit anderen Zellen als denen des Ziel- 
gewebes (,,Targetzellen") zu vermeiden, mu13 vor der 
Kupplung an den Antikorper oder das Antikorperfragment 
entweder die A-Kette (A-Fragment) vom Gesamtmolekul 
abgetrennt oder die betreffende Bindungsstelle fur Koh- 
lenhydrate auf der B-Kette inaktiviert werden. Ganz allge- 
mein bieten sich Toxin-Antikorper-Konjugate bei geringer 
Antigendichte auf der Zielzelle an, da schon wenige Toxin- 
molekiile den Zelltod verursachen konnen. 

Tabelle 8. Immuntoxine: Probleme, die mit der toxischen Komponente ver- 
kniipft sind. 

Problem magliche LBsung 

Auswahl des toxischen Agens 
(Toxin, Cytostaticum, Radionuclid 
etc.) 
Unerwiinschte Wechselwirkungen Modifizierung der toxischen 

Quantitgt am Zielort Carrier-Molekiile 

Ennittlung der Antigendichte 
auf der Zielzelle 

Komponente 

Auch niedermolekulare Cytostatica wie Methotrexat 
und die zu den Anthracyclinen geharenden Adriamycin 
und Daunomycin konnen verwendet werden; diese Ver- 
bindungen konnen die Zellteilung inhibieren. Grundsatz- 
lich lassen sich diese Substanzen direkt an ein Antikorper- 
molekul kuppeln. Da im Vergleich zu den Toxinen relativ 
grol3e Mengen benotigt werden, um eine Zelle zu zerst6- 
ren, miissen viele Molekule an den Antikorper gebunden 
werden. Dabei wird jedoch im allgemeinen die spezifische 
Bindungsaktivitat des Immunglobulins e~niedrigt~'~']. Des- 
halb zieht man in vielen Fsllen die Verwendung von TrB- 
gennolekulen (Carrier-Molekiilen) in Betracht: Ein Trager- 
molekiil wird, mit Cytostatica beladen, an ein Antikorper- 
molekiil gekuppelt. 

Die Probleme, die sich dem Biochemiker stellen, wenn 
er den Antikorper (das spezifische Bindungsprinzip oder 
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die ,,Zieleinrichtung") mit dem Toxin (dem toxischen Prim 
zip) zu einem Konjugat verkniipft, sind in Tabelle 9 zu- 
sammengefaDt. Die Strategie der Kupplung muD grund- 
satzlich so sein, daB die Aktivitat beider Komponenten 

Tabelle 9. Immuntoxinc: Probleme, die mit dcr Herstellung von Konjugaten 
aus Antikdrpcrn und cytotoxischen Agentien verknopft sind. 

Problem mbglichc Usung 

AktivitWStabilitgt I 
Wahl dcr gecignetcn Kupplungsmc- 
thode 

reproduzicrbarc Herstellung 
Ausbeute 
in-vivo-Spaltbarkcit der Konjugat- 

Heterobifunktionelle Reagentien 

len 

prinzips 

bindung J 
Bildung von Homopolymeren 
Statistische Bindung Auswahl spezifischer Bindungsstcl- 

Antigcnitat/Ldslichkeit Auswahl dcs gecignetcn Kupplungs- 

miiglichst unbeeintriichtigt bleibt. Kupplungsmethode und 
Spacer miissen so gewiihlt werden, daB stabile Konjugate 
reproduzierbar und mit guter Ausbeute entstehen; im Re- 
gelfall mussen die Konjugate durch einen Reinigungs- 
schritt erst von iiberschiissigen Ausgangskomponenten ge- 
trennt werden. Andernfalls besteht die Gefahr, daR die 
nicht an ein cytotoxisches Agens gekuppelten, freien Anti- 
kbrpermolekiile kompetitiv am spiiteren Reaktionsgesche- 
hen teilnehmen und somit die Effektivitiit der Konjugate 
vemngern. Besonders wichtig ist, daR die Bindung zwi- 
schen Antikorper und Toxin nach der Endocytose im Pha- 
gosom wieder gel6st werden kann, damit das toxische 
Prinzip zur Wirkung k 0 m m t 1 ' ~ ~ - ~ ~ ~ ~ .  

Sind wie bei einer Toxin-Antikiiirper-Kupplung zwei 
Proteine zu verkniipfen, so ergeben sich spezielle Probleme 
(Abb. 12). Aufgrund der mehr oder weniger statistischen 
Verteilung bestimmter, hiiufig zu Kupplungsreaktionen be- 
nutzter Gruppierungen (&-Aminogruppe des Lysins, Carb- 
oxygruppe der Glutamin- oder Asparaginsiiure), erfolgt 

I 
@' 
c 

Y 
MAY + ZA 

t 

Abb. 12. Probleme. die bei einer Kupplung von monoklonalen AntikOrpern 
(MA) an cytotoxische Agentien (ZA) auftreten kdnncn, zeigt die untere Bild- 
hUfte: Es kann zur Bildung von Homopolymeren kommen und AntikOrper- 
bindungsstellen kOnncn blockiert werdcn. Angestrebt werden Konjugationcn 
Dber Gruppierungen [z. B. Kohlenhydratanteil im Fc-Bereich (oben links) 
oder SH-Gruppcn ehemaliger Inter-H-Ketten-DisulfidbrilcLcn im Fab'-Frag- 
ment (oben rechts)], die keinc Beeintrilchtigung der AntikOrperbindungsstelle 
vcrursachcn. 

die Konjugatbildung je nach Reaktivitat iiber unterschied- 
liche Molekiilorte, also auch iiber solche, die in der Nahe 
der Antikiirperbindungsstelle liegen ; dies kann zur Blok- 
kade dieser Stelle fiihren. 

Heterobifunktionelle Kupplungsreagentien sind grund- 
satzlich vorzuziehen, denn sie helfen, die Bildung von Ho- 
mopolymeren zu verhindern, also von Antikiirper-Antikbr- 
per- und Toxin-Toxin-Konjugaten. Die erhaltenen Substi- 
tutionsgrade sind immer nur gemittelte Werte. Es existie- 
ren also sowohl h6her als auch niedriger substituierte 
Konjugate, von denen die hiiher substituierten eine grb- 
Bere Chance haben, an der spilteren Reaktion teilzuneh- 
men. In vielen Fallen ist bei erhohter Substitution die spe- 
zifische Antikiirperaktivitat geringer. An diesem Beispiel 
wird auch klar, daB in Konjugaten iiberschiissige, nicht an 
der Kupplung beteiligte Gruppierungen erhalten bleiben 
kiinnen, die fiir eine spatere Applikation zusiitzliche Pro- 
bleme aufwerfen. 

Ideal waren also Methoden, bei denen zur Konjugatbil- 
dung Gruppierungen verwendet werden, die aufgrund ih- 
rer Position im Molekiil keine Beeintrlchtigung der Anti- 
korperbindungsstelle erwarten lassen. Der vorwiegend im 
Fc-Bereich des Molekiils gelegene Kohlenhydratanteil 
oder die im Fab'-Fragment vorhandenen SH-Gruppen der 
ehemaligen Inter-H-Ketten-Disulfidbriicken entsprechen 
diesen Anforderungen. So lassen sich SH-Gruppen mit 
verschiedenen Reagentien in aktivierte Disulfidbriicken 
iiberfiihren, die ihrerseits wieder mit der SH-Gruppe einer 
Ricin-A-Kette das gewiinschte Konjugat bilden. 

H 

Abb. 13. Synthcse von Konjugaten aus monoklonalen Antikdrpcrn (MA) und 
cytotoxischen Agenticn (CA): Mit Hilfe dcs hetcrobifunktionellcn Rcagens 
N-Succinimidoyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) kdnnen in monoklo- 
nale AntikOrper aktivierte Disulfidbrllcken eingefilhrt werden. Uber SH- 
Cruppen, die cntwedcr im cytotoxischen Age- bercits vorhandcn sind (Re- 
aktionsweg @) oder cingcfilhrt wcrden mossen (z. B. mit lminothiolan; Re- 
aktionswcg @), erfolgt anschlieBend die Rcaktion zum gewtinschten K u p p  
lungsprodukt. 

Oft kiinnen jedoch viele Methoden entweder aufgrund 
hoher Verluste bei der Herstellung der Fab'-Fragmente 
oder aufgrund schlechter Ausbeuten bei der Kupplungsre- 
aktion nicht eingesetzt werden. Dann bleibt die M6glich- 
keit Uber Aminogruppen des ungespaltenen Immunglobu- 
lins mit Hilfe spezieller Reagentien (SPDP u. a.) aktivierte 
Disulfide henustellen, die dann in analoger Weise zur 
Synthese der Konjugate verwendet werden kiinnen (Abb. 
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13). Somit miissen letztlich immer pragmatisch Kompro- 
misse gesucht werden. 

- 
W - .-.-.-. 
W U \ nichtreaktives IT 

'.. reaktives IT + Lactose 

Ricin 

c 
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Abb. 14. Dosisabhangige Beeinflussung der Proteinsynthese in einem in- 
vitro-Zcllsystcm durch Ricin-Antik~rpcr-Konjugatc. Die lmmuntoxine (IT) 
wurdcn in Gcgcnwart von 0.1 mol/L Lactose getestet, um die unspezifische 
Zellbindung ubcr die Ricin-B-Kettc N unterdrOcken (weitere Erlauterungcn 
siche Text). 

In Abbildung 14 ist die dosisabhangige Wirkung eines 
Ricin- Antikbrper-Konjugates in einem in-vitro-Zellsystem, 
in dem die Proteinsynthese iiber den 14C-Leucin-Einbau 
quantitativ gemessen wurde, dargestellt. Da in diesem Ex- 
periment nicht die Ricin-A-Kette, sondern das vollstandige 
Toxinmolekiil an den monoklonalen AntikUrper gekuppelt 
wurde, muBte die auf der B-Kette lokalisierte unspezifi- 
sche Bindungsstelle fiir ubiquitlr vorkommende Kohlen- 
hydrat-Zelloberfl8chenstrukturen mit terminaler Galaktose 
durch Zusatz von Lactose (0.1 mol/L) blockiert werden. 
Das reaktive Immuntoxin weist eine mit dem freien Ricin 
vergleichbare Wirkung auf, wahrend ein analoges Konju- 
gat rnit einem nicht-reaktiven monoklonalen Antikbrper 
urn etwa vier Gr6Benordnungen (Spezifitatsfaktor) weniger 
toxisch ist. 

Es ist deutlich geworden, wie sehr man im individuellen 
Fall mangels detaillierter Kenntnisse auf ein empirisches 
Vorgehen angewiesen ist. Fiir die in-vivo-Anwendung von 
cytotoxischen Agentien, die an Antikbrper gebunden sind, 
gilt dies ganz besonders: Wie in Abbildung 15 schematisch 
angedeutet, erwarten wir, daB das Konjugat zunachst mit 

Tomn Ir B Ric in)  

\ In! 

?iotain 

Abb. IS.  Schematische Darstellung der in-vivo-Wirkungsmechanismen von 
lmrnuntoxinen und cytotoxischen Agenticn (weiten Erlautcrungcn siehe 
Text). A - Rczcptor. n -2ellantigen. + -Cytostaticum, EF- Elongations- 
faktor, Lys - Lysosom. 

einem membranstandigen Antigen der Zielzelle reagiert11321. 
Die richtige Antikbrperspezifitat einerseits und die Stabili- 
tat des Antigens andererseits gewtihrleisten also, da13 der 
auf der Zelloberflache entstehende Antigen-Antik6rper- 
komplex nicht wieder schnell abgeschilfert, sondern durch 
Endocytose in die Zelle aufgenommen wird. Das cytotoxi- 
sche Prinzip wird anschlie5end im Phagosom wieder frei- 
gesetzt, um letztlich die Proteinsynthese oder die DNA-Re- 
plikation zu inhibieren. Bei einer Tumortherapie sollte 
diese Blockade mehr als 99.99% der Targetzellen inaktivie- 
ren und abtbten, um effektiv zu sein['33*1341 . Ei ne Variabili- 
tiit des Zielantigens, wie sie bei Tumormetastasen auftritt, 
begrenzt die Wirksarnkeit. Mechanismen, die die unspezi- 
fische Aufnahme von Agentien auch in Nicht-Targetzellen 
ermaglichen, kbnnen zu Nebenreaktionen mit allen Kon- 
sequenzen fiihren. Sicherlich wird die Verwendung der re- 
lativ kleinen, monovalenten Antikbrperfragmente mit ih- 
ren auch im Konjugat kiirzeren Halbwertszeiten vorteilhaft 
sein. 

5.4.3. Tramphutation 

Bei der therapeutischen Nutzung von monoklonalen 
Antikbrpern der Maus miissen auch Fc-vermittelte Im- 
munreaktionen bedcksichtigt werden (siehe Abschnitt 
5.3.2). Fiir die Verwendung von monoklonalen Antikbr- 
pern des Typs CD3 mit T-Zell-aktivierenden Eigen- 
schaften muB dies zumindest dann bedacht werden, wenn 
sie zur Immunsuppression (bei Organ- und Knochen- 
marktransplantationen) eingesetzt werden. Klinische Er- 
fahrung mit Antik6rpern der CD3-Spezifittit ist bisher je- 
doch nur mit einem T-Zell-aktivierenden Antikdrper 
(OKT3) vorhanden. Dieser Antikorper diente im wesentli- 
chen zur Behandlung von Nierentransplantationspatien- 
ten, und zwar sowohl prophylaktisch als auch bei akuten 
AbstoB~ngskrisen~'~'-'~~. In der allogenen Knochenmark- 
transplantation wurde OKT3 zur Vermeidung von Trans- 
plantat-Wirt-Reaktionen (graft-versus-host(GvH)-Reaktio- 
nen) sowohl zur in-vitro-Eliminierung immunreaktiver T- 
Zellen eingesetzt als auch zur in-vivo-Behandlung bei aku- 
ter G~H-Reaktion[ '~*. '~~].  Wahrend bei Organtransplanta- 
tionen und bei allogener Knochenmarktransplantation bei 
Leukamiepatienten mit OKT3 ein iiberwiegend positiver 
Therapieeffekt emielt werden konnte, war eine OK=-in- 
vitrolin-vivo-Therapie bei schweren kombinierten Immun- 
defekten (severe combined immune deficiency (SCID)) 
nicht in der Lage, GvH-Reaktionen zu vermeiden[la! 

Sowohl bei der Organ- als auch bei der allogenen Kno- 
chenmarktransplantation wurden auch monoklonale Anti- 
kbrper mit anderen Spezifitaten als CD3 eingesetzt. Die 
der jeweiligen Auswahl der monoklonalen AntikUrper zu- 
grundeliegenden fjberlegungen und Experimente k6nnen 
hier nicht im einzelnen diskutiert, sondern nur exempla- 
risch aufgezeigt werden. Bei der allogenen Knochenmark- 
transplantation wurde Cumpath I verwendet, ein monoklo- 
naler Ratten-Antikorper der IgM-Klasse mit breiter Reak- 
tivitiit auf mononucleare Zellen; er wurde genutzt, weil er 
mit Humankomplement Zielzellen wirksam lysieren 
kann1'411. Zum Ausschalten von Escape-Mechanismen und 
zur exakteren Definition von Zielzellpopulationen werden 
oft Mischungen von mehreren Antikarpern bevonugt, wo- 
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bei die Zellelimination entweder uber eine Komplement- 
vermittelte Cytolyse erfolgt oder die Antikorper als Im- 
muntoxin direkt wirksam ~ e r d e n ~ ' ~ ~ . ' ~ ~ ] .  

Bei Organtransplantationen wird rnit einem Anti-T12- 
Antikorper ahnlich wie bei OKT3 ebenfalls der immunre- 
aktive T-Lymphozyt als Zielzelle getroffen[Ia1. Eine andere 
Population von Zielzellen liegt der Therapie rnit CBLl zu- 
grunde. Dieser Antikorper konnte in der Lage sein, die 
wahrend einer Transplantatabstohngsreaktion aktivierten 
B-Lymphozytenklone zu eliminieren[1451. 

5.4.4. Human-Hybridome 

Monoklonale Antikorper der Maus besitzen gegenuber 
konventionellen Antiseren zwar den entscheidenden Vor- 
teil der Monospezifitat, fur die Beurteilung der therapeuti- 
schen Brauchbarkeit mu13 jedoch die Gesamtheit des Im- 
munglobulinmolekiils beriicksichtigt werden, da in kom- 
plexen Immunreaktionen vielfach Fc-vermittelte Immun- 
mechanismen eine Rolle spielen (siehe Abschnitt 3.2). Auf- 
grund des Polymorphismus von humanen Fc-Rezeptoren 
konnen Maus-Immunglobuline der Subklasse IgGl oder 
IgG2b nicht oder nur eingeschrlnkt in analoger Weise wie 
Human-Immunglobuline prozessiert ~ e r d e n [ ~ ' . ' ~ ~ ] .  Fc-ver- 
mittelte lmmunreaktionen wie die zellulare Cytolyse 
(ADCC) konnen deshalb nicht mit gleicher Wirksamkeit 
wie rnit Kaninchen- oder Human-Antikorpern ablaufen. 
AuBerdem sind Maus-Immunglobuline fur das menschli- 
che Immunsystem Antigene, so daD es nach in-vivo-Appli- 
kation von monoklonalen Antikorpern der Maus zur Bil- 
dung von Anti-Maus-Ig-Antikorpern kommen kann. Bei 
hohen Titern konnen solche Anti-Maus-Ig-Antikorper die 
Therapie beeintrachtigen. Derartige Schwierigkeiten sind 
bei der Anwendung monoklonaler Antikorper humanen 
Ursprungs nicht zu erwarter~[l~~]. 

Prinzipiell lassen sich humane monoklonale Antikorper 
durch drei grundlegend verschiedene Techniken herstel- 
len: 
- durch Epstein-Barr-Virus(EBV)-Transformation von B- 

- durch Zellfusion in Analogie zum Maussystem und 
- durch Heterohybride Maus-Mensch (Maus-Myelom- 

Zellinie). 
Fur die Herstellung antigenspezifischer, monoklonaler 

Antikorper humanen Ursprungs ist die Verfugbarkeit von 
passend stimulierten Humanlymphozyten bisher haufig 
der limitierende Faktor. Wahrend bei der Maus das Im- 
munsystem in der Regel uber eine in-vivo-Immunisierung 
aktiviert werden kann - nur in Ausnahmefallen, z. B. bei 
extrem geringen Antigenmengen, waren in-vitro-Immuni- 
sierungen vorteilhafter - mu13 die Stimulation humaner B- 
Zellen fur die Mehrzahl der Antigene in vitro erfolgen. 
Erst Verbesserungen der Kulturbedingungen, wie sie z. B. 
durch Verwendung von serumfreiem Iscove-Medium mog- 
lich sind, und Optimierung der Hilfe der T-Zellen fur die 
Stimulation der B-Zellen erlaubten fur ausgewahlte Anti- 
gene eine effektivere in-vitro-Induktion der humanen Ig- 
Synthese. Dank des zunehmenden Verstandnisses der Ak- 
tivierungsmechanismen der Lymphozytenstimulation und 
der biochemischen Charakterisierung der daran beteiligten 
Faktoren ist es seit kunem moglich, gezielt auch in die 

Lympho~yten['~"'~~1, 

Differenzierung und Proliferation der B-Lymphozyten ein- 
zugreifen[56. 151.1521 . w enn es mit Hilfe gentechnologisch 
hergestellter Mediatoren (B-Zellwachstumsfaktor (BCGF), 
B-Zelldifferenzierungsfaktor (BCDF), Interleukin-2, y-In- 
terferon) gelingt, selektiv antigenspezifische Vorlluferzel- 
len zu expandieren, ware damit die Voraussetzung ge- 
schaffen, gezielt humane monoklonale Antikorper mit ho- 
her Ausbeute herzustellen; die Immortalisierung der B- 
Lymphozyten (Transformation oder Fusion) wurde dann 
eine untergeordnete Rolle spielen. 

Seit Olsson und Kaplan die ersten monoklonalen Anti- 
korper humanen Ursprungs bes~hrieben[ '~~],  wurden sehr 
unterschiedliche Wege zur Isolierung aktivierter B-Lym- 
phozyten beschritten. Wurden anfangs hauptsachlich mo- 
noklonale Antikorper gegen Antigene isoliert, bei denen 
der Blutspender naturlich oder kunstlich immunisiert wor- 
den war, so konnen nun auch humane monoklonale Anti- 
korper rnit Spezifitat gegen Tumoren uber die Fusion von 
Lymphozyten aus den Tumor-drainierenden Lymphknoten 
hergestellt werden. In Tabelle 10 ist eine Auswahl huma- 
ner monoklonaler Antikorper rnit unterschiedlichen Spezi- 
fitaten zusammengestellt. 

Tabelle 10. Spezifititen von humanen monoklonalen Antikbrpern. 

Bindungsspezifittlt filr Lit. 

Tetanus-Toxoid [a] 1159. 1601 
Diphtherie-Toxoid [a] IW 
Schaferythrozyten 11561 
Thyrotropin-Rezeptor US81 

I1591 Haemophilus influencae B. 
Keyhole-Limpet-Hamocyanin 11611 
Influenza [I541 
F'neumokokken [W 
humane monoklonale Antikbrper mit Reaktivitat gegen 
Human-Tumorzellen (Colon, Lunge, Brust, Gliom, 
Melanom und andere) 

[a] Ein Toxoid ist ein Toxin, dessen Antigenitat erhalten ist, dem aber die to- 
xische Wirkung durch lnaktivierung genommen wurde. 

[157, 162-1661 

Es erscheint bemerkenswert, daB Xeno-Hybride, die auf 
Fusionen von Humanzellen rnit Mauszellen beruhen, mit 
relativ hoher Produktivitat herstellbar ~ i n d [ " ~ . ' ' ' . ~ ~ .  '''I. 

Die in-vivo-Anwendung humaner monoklonaler Antikor- 
per beschrankt sich bisher auf Fallstudien bei Tumorpati- 
e n t e ~ ~ ~ ' ~ ~ ] ,  rnit der Isolierung solcher Antikorper gegen wei- 
tere, unterschiedliche Spezifitaten ergeben sich jedoch ins- 
besondere fur die Tumortherapie neue Aussichten. 

Auch fur die Gewinnung von Hyperimmunseren, spezi- 
fisch gegen bakterielle und virale, infektiose Erreger, fur 
die geeignete und gut vertrlgliche Impfstoffe nicht oder 
nur schwierig herstellbar sind, waren humane monoklo- 
nale Antikorper sehr erwiinscht. 

5.4.5. Probleme bei der Anwendung 
monoklonaler AntikZtper am Menschen 

Die in-vivo-Applikation monoklonaler Antikorper, seien 
sie nun an cytotoxisch wirksame Agentien gekuppelt oder 
nicht, wirft Probleme auf, denen vor allem Gesundheitsbe- 
horden bei ihrer Zulassung als Arzneimittel Rechnung tra- 
gen mussen. Bisher sind monoklonale Antikorper nur in 
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relativ beschranktem MaB fur die Therapie am Menschen 
genutzt worden, so daB noch keine allgemeine Aussage 
uber Vertraglichkeit und Nebenwirkungen gemacht wer- 
den kann[l6'I. Es ist verstandlich, daB bei diesen neuartigen 
Arzneimitteln zunachst an alle nur denkbaren Sicherheits- 
vorkehrungen und Priifungen gedacht wird. Natiirlich muB 
je nach Anwendungszweck (Antitumortherapie, Immun- 
modulation, Immunsuppression, passive Immunisierung, 
Diagnose etc.) eine Schaden-Nutzen-Bilanierung vorge- 
nommen werden. Sicherlich wird im Laufe der Zeit die 
sich ansammelnde Erfahrung helfen, Kriterien von wirk- 
lich praktischer Bedeutung zu erkennen. 

So stellt man schon an die zur Fusionierung verwende- 
ten Zellen (Myelomlinien, B-Lymphozyten) und an die 
klonierte Hybridomlinie, die den betreffenden monoklona- 
len Antikorper produziert, hohe Anforderungen bezuglich 
Freiheit von Bakterien, Viren (besonders wichtig: lympho- 
zytare Choriomeningitis(LCM)- und respirutory-enteric-or- 
phan(RE0)-Viren Typ 3 )  und Mykoplasmen. Das Reini- 
gungsverfahren fur monoklonale Antikorper sol1 reprodu- 
zierbar gewahrleisten, Viren und unerwiinschte Makromo- 
lekule, einschliel3lich DNA, zu entfernen. Natiirlich miis- 
sen auch Steditst, Pyrogenfreiheit, Stabilitat des Endpro- 
dukts sowie dessen biochemische (z. B. Subklassenzugeho- 
rigkeit, elektrophoretische Beweglichkeit, Aggregatgehalt) 
und funktionelle Charakterisierung (z. B. spezifische Akti- 
vitat, Titer) gesichert sein. Ebenso mussen allgemeine und 
spezifische pharmakologische und toxikologische Untersu- 
chungen am Tier die Unbedenklichkeit des Produkts fur 
die Anwendung am Menschen wahrscheinlich machen. 
Alle hier nur auszugsweise aufgezahlten Untersuchungen 
mussen selbstverstandlich ausreichend dokumentiert wer- 
den. 

6. Zusammenfassung und Ausblick 

Die Erfolge immunologischer Forschung der vergange- 
nen einhundert Jahre liegen in der Begriindung der Anti- 
korpertherapie, dem Erkennen vieler Infektionserreger 
und dem Bereitstellen zahlreicher Impfstoffe sowie im 
Ausbau der Immundiagnostik. Vor allem in den letzten 
zwanzig Jahren hat diese Wissenschaft das Immunsystem 
genauer erforscht und damit ermoglicht, neue Therapiefor- 
men aufzugreifen. 

Der Zugang zu monoklonalen Antikorpern hat nun ei- 
nen weiteren Meilenstein in der Immunologiegeschichte 
gesetzt: Die Entdeckung, sie in vitro durch immortalisierte 
Hybridzellklone produzieren zu konnen, ist weit uber die 
Immunologie hinaus fur viele Bereiche von Wissenschaft, 
Technik und Medizin von allgemeinem Interesse gewor- 
den. 

Die besonderen Vorteile monoklonaler Antikorper zeig- 
ten sich am schnellsten in der Immundiagnostik. Die Dis- 
kussion iiber ihre ifberlegenheit gegenuber den konventio- 
nellen, heteroklonalen Antikorperpraparaten dauert je- 
doch noch an. Offensichtlich sind die Vorteile monoklona- 
ler Antikorper fur die Feinanalyse und fur die Differenzie- 
rung von Oberflachenstrukturen, z. B. bei Immunzellen, 
Tumorzellen, Parasiten, Bakterien und Viren. Aber auch 
die histologische Differenzierung von Gewebestrukturen 
darf interessante Fortschritte erwarten. 

Weit wichtiger aber konnten neue medizinische Anwen- 
dungen werden, was sich aus Pilotstudien auch schon ab- 
zeichnet. Die Lokalisation von Tumoren in einem leben- 
den Organismus mit radioaktiv markierten monoklonalen 
Antikorpern zeitigt erste Erfolge, auch wenn sich die Su- 
che nach geeigneten Antikorpern noch aufwendig und 
schwierig gestaltet. Das Ziel ist, fur sehr viele Tumorarten 
spezifische oder tumorassoziierte Antigene neu aufzufin- 
den und zu charakterisieren und zugleich nachzuweisen, 
daB derartige Substanzen auf normalem Gewebe nicht 
oder nur in vernachlassigbar niedriger Konzentration vor- 
kommen. Das nachste Ziel ist dann die Tumortherapie, 
entweder rnit monoklonalen Antikorpern direkt oder rnit 
Antikorperkonjugaten (mit Radionucliden in geeigneter 
Dosierung, rnit Tumorcytostatica oder rnit Toxinen). Es 
gibt sehr ermutigende Anfangserfolge bei einigen wenigen 
Tumorarten, doch sind hier die Ergebnisse weiterer klini- 
scher Priifungen abzuwarten. 

Auch fur immunregulatorische Therapien finden, neben 
den heute gentechnologisch zuganglichen Immunmediato- 
ren, monoklonale Antikorper starkere Beachtung. Erste 
klinische Studien in der Organ- und Knochenmarktrans- 
plantation belegen den Wert dieser Behandlungsart. Hoff- 
nungen kniipfen sich auch an Antikorper, die uner- 
wunschte Immunreaktionen bei Autoaggressionserkran- 
kungen vielleicht zu behandeln erlaubten, etwa durch 
Inaktivierung und Elimination von immunologisch falsch 
gepragten Erkennungsstrukturen. 

Inwieweit die konventionelle Immunsubstitution rnit ho- 
mologen, menschlichen Antikorperpraparaten durch die 
spezifischen, monoklonalen Antikorper ersetzbar ist, hangt 
vom Fortschritt auf dem Gebiet der Human-Hybridome 
ab. Diese Systeme arbeiten noch nicht so gut wie die 
Maussysteme. Weitere Verbesserungen sind notwendig, 
und vor allem mussen Methoden der in-vitro-Stimulierung 
von noch ungepragten B-Lymphozyten mit beliebigen An- 
tigenen entwickelt werden. Dies ist zwar prinzipiell mog- 
lich, aber noch nicht im gewunschten Ausmal3 und in be- 
liebiger Richtung. 

Weltweit wird mit und uber monoklonale Antikorper in- 
tensiv geforscht, so daB vermutlich rasch viele ungeloste 
Fragen geklart und verbesserte Methoden entwickelt wer- 
den. Auch die Einbeziehung gentechnologischer Metho- 
den fur die Herstellung von Antikorpern oder der manch- 
ma1 vorteilhafteren Antikorperfragmente sollte interes- 
sante Resultate bringen. 

Der revolutionierenden Hybridomatechnologie stehen 
leider eher konventionelle Produktionsverfahren gegen- 
uber: Die heutigen Zellkulturmethoden sind vergleichs- 
weise unterentwickelt und deshalb meist noch sehr teuer. 
Wenn man bedenkt, daR fiir die Herstellung von 1 kg eines 
Antikorpers, eine Menge, die fur eine etablierte Therapie 
sicherlich erforderlich ist, ca. 100000 L Zellkultur ange- 
setzt werden miifiten, dann werden Grenzen deutlich. 
Doch gibt es auch hier schon Anstrengungen, Methoden 
zu entwickeln, fiir die gleiche Antikorpermenge nur 1000 
bis 10000 L Zellkultur zu benbtigen. Diese ungiinstige Si- 
tuation ist auch bei der Herstellung von rekombinantem 
Protein in Siiugetierzellkulturen gegeben. Die Anforderun- 
gen zweier moderner Biotechnologien werden sicherlich 
den dringend notwendigen Fortschritt in der Zellkultur- 
technologie sehr beschleunigen. 
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