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Monoklonale Antikorper:
Chemie, Funktion und Anwendungsmoglichkeiten

Von Friedrich Robert Seiler*, Peter Gronski, Roland Kurrle, Gerhard Liiben,
Hans-Peter Harthus, Wolfgang Ax, Klaus Bosslet und Hans-Gerhard Schwick

Professor Rolf Sammet zum 65. Geburtstag gewidmet

Im Dezember vergangenen Jahres wurde der Nobel-Preis fiir Medizin oder Physiologie an
die Naturforscher N. K. Jerne. C. Milstein und G. Kéhler verliehen. Diese drei Immunolo-
gen haben grundlegend zum Verstindnis der Antikorpersynthese durch die einzelne Im-
munzelle beigetragen. Die in den sechziger Jahren aufgestellte Regel, aus einer Immunzelle
geht nur ein Antikorpertyp hervor, wurde von ihnen allgemein bestitigt und gilt heute als
Dogma. Jerne erarbeitete wesentliche Erkenntnisse iiber die Antikérpervielfalt, und mit sei-
nem Jerne-Plaque-Test (1963) wurde die Darstellung und Analyse einer einzelnen, antikér-
perproduzierenden Immunzelle in vitro ermdéglicht. Damit hatte das Studium der Immun-
zellinteraktion und der Kooperation von Lymphozytensubpopulationen, die zur Antikor-
perbildung fiihrt, entscheidende Impulse und wichtige methodische Voraussetzungen erhal-
ten. Kohler und Milstein gelang es 1975, die Antikérperproduktion einer schon immunolo-
gisch spezifisch geprigten, 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 geziichtete Hybridzellklon
erzeugen praktisch unbegrenzt und unabhéngig von einem animalen Organismus in Zell-
kultur einen homogenen Antikérper mit der jeweils gewiinschten, konstanten Bindungsspe-
zifitdt, einen monoklonalen Antikérper. 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 ermdglicht, naturwissenschaftliche, technische und medizinische Probleme aufzugrei-
fen und teilweise schon zu lgsen, die bisher nicht hitten analysiert werden kdnnen.

1. Einleitung

Antikorper als Triager der Immunitit wurden vor 95 Jah-
ren von Emil von Behring im Serum eines gegen ein toxi-
sches Agens gefeiten Organismus entdeckt!"), Fiir den me-
dizinisch-therapeutischen Erfolg mit dem Immunserum
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von zuvor spezifisch geimpften Tieren erhielt er 1901 den
ersten Nobelpreis fiir Medizin. Doch erst in den Jahren
zwischen 1950 und 1970, als die Proteinstrukturchemie
und die Immunchemie durch viele neue analytische und
priparative Methoden befliigelt wurden, die Anwendung
der Immundiagnostik mit Antikdrpern 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 Antikdrpermolekiile aufge-
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kldrt und ein besseres Verstindnis ihrer Funktionsbreite
erreicht werden.

1972 wurden G. M. Edelman'® und R. R. Porter™ fir
ihre Beitrige zur ‘Aufklirung der Antikérperstruktur mit
dem Nobel-Preis ausgezeichnet. Bei ihren Arbeiten war
auch die Analyse pathologisch vorkommender Myelom-
proteine hilfreich, die sich als Antikdérpermolekille,
-teilmolekiile oder -fragmente monoklonaler Herkunft her-
ausstellten, die jeweils von einem entarteten Immunzell-
klon unkontrolliert produziert werden und in ungewéhn-
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 Antikérper in
vitro, zu erreichen. Insofern reiht sich die letztjahrige Wiir-
digung der Arbeiten von N. K. Jerne!! sowie C. Milstein
und G. Kéhler™ mit dem Nobel-Preis in diese fast hun-
dertjahrige Entwicklung ein.

Mit diesem Aufsatz iiber monoklonale Antikdrper 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 Antikérpern hervorgehoben und den he-
teroklonalen sowie den polyklonalen Antikérpern gegen-
iibergestellt werden, um beispielhaft deutlich werden zu
lassen, welche neue Dimension beim Verstindnis der Anti-
kérpervielfalt und -funktion mit den monoklonalen Anti-
korpern erreicht worden ist. Es soll demonstriert werden,
wie sich ein monoklonaler Antikérper als Einzelstruktur
aus dem zuvor nur integriert iiberschaubaren Verband ei-
ner Antikérperfamilie mit in Grenzen variierenden Struk-
turen und Eigenschaften herauslésen 1iB8t und damit plétz-
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 gegenwiirtig abzeichnen.

2. Antikorperbildung
2.1. Antikérperbildung in vivo

Dringen fremde Substanzen oder Infektionserreger in
den Organismus von Wirbeltieren ein oder werden Organe
von einem Spender- auf ein Empfingerindividuum ver-
pflanzt, so wehrt sich der Kérper iiber seinen Immunappa-
rat mit Abwehrreaktionen, die normalerweise zur Elimina-
tion der Fremdstoffe aus dem Kérper fithren. Die Triger
des Immunsystems sind die weiBen Blutkérperchen, 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-geprigt) und die B-Lymphozyten
(Knochenmark-abgeleitet; Bursa-fabricius-geprigt). Aus
den ruhenden B-Lymphozyten entstehen im Verlauf einer
Immunantwort iber mehrere Entwicklungsstufen, meist
unter Einwirkung von T-Lymphozyten und ihrer hormon-
artigen Immunfaktoren, schlieBlich die enddifferenzierten
Plasmazellen, deren Aufgabe nur noch die Antikérpersyn-
these ist. Antikorper sind Proteine und gehoren zur grofen
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Gruppe der Immunglobuline (siche Abschnitt 3). Sie sind
in der Lage, sich mit Teilstrukturen (Determinanten) auf
der Oberfliche der Fremdstoffe, der Antigene, hochspezi-
fisch zu verbinden und damit deren Elimination aus dem
Korper in Gang zu bringen!®7,

Antikorper sind von V-Genen (variabler Teil; siche 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 fiir 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 Aminosiurekette eines Antikérper-
molekiils, das an den Ribosomen synthetisiert wird. Nach
der Vereinigung von meist zwei schweren und zwei leich-
ten Ketten iiber Disulfidbriicken und der Glykosylierung
der schweren Ketten wird das fertige Antikdrpermolekiil
aus der Plasmazelle geschleust.

Ein entscheidendes Funktionsmerkmal eines Antikér-
permolekiils ist seine Spezifitit fiir nur eine Determinante
auf einem Antigen. Das heiit auch, daBl eine immunolo-
gisch geprigte, enddifferenzierte B-Zelle und ihr korre-
spondierender Antikdrperproduzent, die Plasmazelle, nur
einen Antikorpertyp einer Spezifitit herstellt, sozusagen
einen monoklonalen Antikorper. Der Organismus produ-
ziert auf einen Antigenreiz aber immer eine Antikérperfa-
milie mit verwandtem Reaktions- und Spezifititsmuster,
also heteroklonale Antikérper; er ist damit wirkungsvoller
in seiner Abwehr und vielfach abgesichert. Zu einer sol-
chen Familie zdhlen Antikorper verschiedener Spezifititen
gegen unterschiedliche Determinanten auf einem Antigen,
aber auch solche, die sich in der PaBform und dann auch
in der Bindungsstirke unterscheiden. Es ist deshalb fast
unmdéglich, aus einem heteroklonalen Serum einen mono-
klonalen Antikdrper zu isolieren, da sich in der Regel diese
spezifititsverwandten Antikérpermolekiile 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 mdglich, da diese Zellen in Nihrmedium
nicht sehr lange {iberleben.

2.2, Antikirperbildung in vitro

Erst die bahnbrechenden Arbeiten von G. Kdhler und C.
Milstein®™ haben die in-vitro-Synthese eines monoklonalen
Antikorpers mit gewlinschter Spezifitit in praktisch belie-
biger Menge moglich gemacht. Sie haben spezifisch gegen
das zelluldre Antigen Schaferythrozyten geprigte B-Lym-
phozyten aus der Milz immunisierter Miuse gewonnen, sie
mit einer Maus-Myelomzellinie (X63-Ag8) unter Zusatz ei-
nes fusionsférdernden Agens (Sendai-Virus, Polyethylen-
glykol 4000; Dimethylsulfoxid) in engen Kontakt gebracht
und damit eine Zellverschmelzung (Hybridisierung) er-
reicht. Das Fusionsgemisch wurde in einem selektiven
Nihrmedium (HAT-Medium, enthilt Hypoxanthin, Ami-
nopterin und Thymidin) kultiviert, in dem nur Hybridoma-
zellen wachsen kénnen®®?),

Die Myelomzelle ist als Tumorzelle zwar unsterblich
und wichst in Ndhrmedium, 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 Folsiure-Reduktase, blockiert den
Hauptsyntheseweg fiir Purine und Thymidin. Somit kén-
nen sich in HAT-Medium nur Zellen vermehren, die das
Enzym HGPRT besitzen, das fiir den Seitenweg der DNA-
Synthese exogen zugefiihrtes Hypoxanthin brauchbar
macht. Hybridomazellen sind HGPRT* und enthalten au-
Berdem auch das Enzym Thymidin-Kinase (sie sind TK*),
womit sie exogen zugefiihrtes Hypoxanthin und Thymidin
iiber den Syntheseseitenweg verwerten kénnen. Dies ist
auch bedeutsam fiir Varianten von Myelomlinien, die auf
einen Thymidin-Kinase-Defekt hin selektiert worden
sind®® 1%,

Die Hybridzellen sind nicht alle automatisch brauchbare
Produzenten fiir monoklonale Antikdrper, denn sie enthal-
ten Chromosomen beider Elternlinien und kénnen prinzi-
piell je zwei Arten schwerer und leichter Antikdrperketten
herstellen. Ein monoklonaler Antikdrper besteht aber nur
aus je einer Art schwerer und leichter Ketten, die nur von
den Chromosomen der Milzzelle codiert werden sollten,
denn iiber die Spezifitit der fusionierten Milzzelle wird die
Antikdrperspezifitat selektiert. Wahrend der ersten Zelltei-
lungen verlieren Hybridzellen Chromosomen, es verringert
sich die Chromosomenzahl von etwa 112 (40 vom B-Lym-
phoblasten und 72 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 wihrend dieser Phase der Klonierung
statt. Daher muf3 man besonders sorgfiltig auf brauchbare
Klone selektieren, um die gewiinschten Hybridome und
monoklonalen Antikdrper zu erhalten. Die selektierten
und stabilisierten Klone werden schlieBlich nach Elimina-
tion und Absterben aller unerwiinschten Zellen und un-
brauchbaren Hybridzellen kontinuierlich in Gewebekultur
oder in der Bauchhdhle der Maus (hdhere Antikdrperaus-
beute) vermehrt. Zur Stammhaltung werden Anteile in
flissigem Stickstoff eingefroren; sie konnen so praktisch
unbegrenzt aufbewahrt und jederzeit wieder in Zellkultur
genommen werden.

3. Antikorper: Grundstruktur und Funktion

Die Strukturaufklirung der Antikdrpermolekille von der
Primérstruktur bis hin zum exakten dreidimensionalen
Aufbau'"'-'¥! brachte Erkenntnisse iiber ihre Biosynthese
und ihre genetische Determination und ermdéglichte ein
weiterfiihrendes Verstindnis ihrer biologischen Bedeutung
und Funktion.

Alle Antikdrpermolekiile sind nach dem gleichen
Schema aufgebaut, wobei sie vier Strukturbesonderheiten
gemeinsam haben (Abb. 1)I'*13);

- 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
iiber verschiedene Bindungsarten miteinander ver-
knilpft. Es konstituieren sich so zwei antigenbindende
Molekiilbereiche, die Fab-Teile (Fragment antigen bin-
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Abb. 1. Modell eines Immunglobulin-G-Molekils. Rot: leichte Ketten (L-
Ketten); heliblau und gelb: schwere Ketien (H-Ketten); dunkelblau: Gelenk-
stiick (hinge-Region); weiB: Disulfidbriicken. Links unten: Ergebnis der
Spaltung mit Pepsin [F(ab); und pFc). Rechts unten: Ergebnis der Spaltung
mit Plasmin oder Papain [Fab und Fc]. Weitere Details siche Text.

ding). Die noch freien Hilften 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 ungefihr gleicher Weise gefaltete Polypeptidkette
(Faltblattstruktur) mit jeweils etwa 110 Aminosduren
und einem Molekulargewicht von ca. 12 kDa handelt.
Die L-Ketten bestehen immer aus zwei solcher Grund-
bausteine (Doménen), die H-Ketten von IgG bei-
spielsweise aus vier und die von IgM aus fiinf. Die Do-
miénen sind iber kurze, bewegliche Polypeptidstiicke
(switch region) verbunden, die im Bereich der Verknilp-
fung der H-Ketten iiber Disulfidbriicken das funktionell
wichtige Gelenkstiick (hinge region) des Antikdrpermo-
lekiils enthalten. Diese Region erlaubt eine groBe Be-
weglichkeit der Fab-Arme bei der Interaktion mit dem
Antigen; sie ist aber auch besonders exponiert fiir den
Angriff von Proteasen. So spalten die Enzyme Plasmin,
Papain und bestimmte Leukozyten-Proteasen das IgG-
Molekill in einen Fc- und zwei Fab-Fragmente (Abb. 1,
unten rechts). Pepsin und bestimmte Gewebskathepsine
spalten IgG in das noch bivalent bindungsfihige
F(ab’),- und in das pFc-Fragment (Abb. 1, unten links).

- In den jeweils ersten N-terminalen Dominen der H- und
L-Ketten gibt es variable Sequenzen (V-Dominen), wih-
rend alle Gibrigen Dominen einer jeweiligen Immunglo-
bulinklasse weitgehend konstante Aminosduresequen-
zen haben (C-Dominen). Die C-Doménen garantieren
somit die strukturelle und funktionelle Einheitlichkeit
einer Ig-Klasse, wihrend die V-Dominen mit den je-
weils drei oder vier hypervariablen Regionen die Spezi-
fitdtsvielfalt fir die Bindung aller méglichen Antigene
bedingen. Zur Bindung eines Antigens bilden die V-Do-
minen von H- und L-Ketten zusammen eine PaBform,
die sozusagen als Hand des Antikérpermolekiils das An-
tigen greifen und festhalten.
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- Ein wesentliches und stabilisierendes Strukturmerkmal
sind die Disulfidbriicken. Jede Domine enthilt eine in-
trachenare Briicke im Faltblattbereich. Die L-Ketten
sind mit den H-Ketten und diese auch miteinander in
der hinge-Region tiiber interchenare Disulfidbriicken
verkniipft. Innerhalb der Subklassen variiert die Anzahl
der Briicken zwischen den H-Ketten. Kohlenhydratreste
sind in der C:-Domine lokalisiert; sie verhindern eine
intensive Protein-Protein-Interaktion in diesem Domi-
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 Domi-
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-, -, - und &-Ket-
te). Fir die L-Ketten aller Immunoglobulinklassen und
-subklassen (z. B. [gG1bis [gG4) gibt es nur zwei Varianten,
Kappa- und Lambda-Ketten (x und A).

—-——— 1gG 1

:,: [ :
—— -———
——— 1gG 2 mm—am  19A2(Amy-)
—— -

}

I9G 3 |gA2 (Amg+)

IH
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e g0
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- .

Abb. 2. Modellstrukturen der Klassen der Human-Immunglobuline und der
Subklassen von IgG und IgA. Die Ketten setzen sich aus gleichartigen, an-
einandergereihten Bauelementen, den Domiinen (wm) zusammen; diese sind
iber Switch-Peptide ( } und Disulfidbriicken (----) verbunden. J: J-Ket-
te; SC: sekretorische Komponente. Weitere Erlauterungen siche Text.
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Die fiinf immunologisch und biochemisch gut unter-
scheidbaren Klassen von Antikérpermolekiilen 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, 1gD wahrschein-
lich ein wichtiger Rezeptor auf lymphoiden Zellen in der
Frithphase der Differenzierung, IgM der natiirliche Anti-
korper der ersten Abwehrphase in der sogenannten Pri-
mirreaktion mit besonderer Bedeutung fiir die Lyse von
Bakterien, IgA der Haupttriger der Abwehr in Sekreten
und auf Schleimhiuten mit auffilligen Aktivititen gegen
Viren und das sekretorische IgA der wichtigste Antikorper
im Colostrum. Fiir IgA gibt es einige Strukturvarianten,
die auch funktionelle Bedeutung haben. Das IgA-Dimer,
Uiber eine J-Kette verbunden und mit einer sekretorischen
Komponente versehen, ist die siureresistente Form von
IgA. 1gG, das fast alle Funktionsmerkmale von Antikor-
pern aufweist, hat darilber hinaus noch die Aufgabe des
passiven Immunschutzes beim Féten wahrzunehmen, da es
als einziges Immunglobulin die Placentaschranke passie-
ren kann. IgG macht 75 bis 80% der Immunglobuline im
Organismus aus: Etwa 180 g 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 hauptsichlich durch Anzahl und
Lage der Disulfidbriicken unterscheiden. Bemerkenswerte
funktionelle Unterscheidungsmerkmale sind derzeit noch
kaum bekannt. IgG1 macht etwa 60%, 1gG2 etwa 30% des
Gesamt-IgG aus, und nur je 5% entfallen auf IgG3 und
I1gG4.

3.2. Maus-Immunglobuline

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

Abb. 3. Modellstrukturen der 1gG-Subkiassen der Maus, Vergleiche auch mit
Abbildung 2.
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noklonale Antikdrper bekannt sind, findet sich in Abbil-
dung 3, wobei IgM nicht enthalten ist. Es kann allerdings
davon ausgegangen werden, dal Kenntnisse iiber Human-
Antikorper wegen der Strukturverwandtschaft grundsatz-
lich auf die der Maus iibertragbar sind; sekundire 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-Immunglobulinen am Men-
schen spielt die Reaktivitdt des Fc-Teils mit humanen Fc-
Rezeptorstrukturen eine wichtige Rolle.

Fc-vermittelte Antikérperwirkungen

Frither dachte man bei Antikdrpern vor allem an spezifi-
sche Abwehr und Kontrolle von infektiésen Erregern und
Giften. Heute weill man, daB es notwendig ist, Folgereak-
tionen zu beriicksichtigen, die iiberwiegend Fc-vermittelt
sind. Diese Reaktionen haben kontrollierende und regula-
torische Funktionen (Tabelle 1). Auflerdem sind Antikér-
per nicht nur humoral aktiv, sondern sie vermitteln auch
zwischen zelluldrer und humoraler Immunitit iiber Fc-be-
dingte Mechanismen.

Tabelle 1. Fc-vermittelte Reaktionen und Funktionsmerkmale von IgG, die
meist erst durch Antigen-Antikdrper-Interaktion induziert werden.

Bindung an Fc-Rezeptoren im Organismus

Regulation der IgG-Synthese: positive “negative Riickkopplung
Komplementaktivierung iiber Clq (klassisch)

Phagozytose (wenn dber Fc-Rezeptoren vermittelt)
Thrombozytenaktivierung und -aggregation

Antikdrper-vermittelte zelluldre Cytotoxizitdt (ADCC)

biologische Halbwertszeit der Antikdrper (durch Kohlenhydrat der Cy2-Do-
mine)

Placentapassage (passive Immunitit des Foetus)

Zur Induktion der Fc-Aktivitit bedarf es zunichst der
Bindung des Antikérpers an das passende Antigen, die iib-
licherweise zur Vernetzung oder Polymerisierung im Anti-
gen-Antikorper-Komplex fithrt, oder einer antigenunab-
hidngigen, artifiziellen in-vitro-Aggregation, die gewohn-
lich wihrend der iiblichen Isolierungsverfahren fir 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-
flichenmembranen 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 Antikoérpers in der Steuerung der Antikor-
perbildung; so ist fiir IgG eine negative Riickkopplung auf
die Synthese nachgewiesen worden.

Zu den wichtigen Sekundirfunktionen als Folge der
Bindung von Antikdrpern an das Antigen gehort die Akti-
vierung des Komplementsystems. Dies ist ein Plasmaprote-
insystem aus mittlerweise gut charakterisierten Einzelkom-
ponenten (je nach Betrachtungsweise zehn bis zwanzig);
dazu zihlen Proenzyme und Enzyme, Aktivatoren und In-
hibitoren, die durch Aktivierung der Starterkomponenten
(C1 oder C3) in einer kaskadenartigen Reaktionsfolge eine
Reihe wichtiger biologischer und physiologischer Prozesse
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steuern. Diese konnen humoraler (besonders iiber die Ana-
phylatoxine C3a und C5a) oder zelluldrer Art sein (Uber-
sichten in: ™). Am wichtigsten ist meist die Iytische Zer-
storung der betroffenen Zellen, zelluliren Organismen
oder Bakterien.

Die Aktivierung des Komplementsystems geschieht ent-
weder auf dem klassischen Weg, wobei C1 aktiviert wird
und Clq zunichst an die Fc-Teile (z. 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 zellstindiger Mechanismus in Verbindung mit Makro-
phagen gesehen werden kann!'®'"", Demnach miindet der
klassische Weg iiber die fiir ihn spezifische Startreaktions-
sequenz (C1—-C4—C2) 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 vorldufige Zusammen-
stellung einiger Fc-Funktionen der Maus-IgG-Subklassen
findet sich in Tabelle 2. Vor allem fiir die Reaktion von
Maus-IgG mit humanen Zellen, die Fc-Rezeptoren tragen,
gibt es nur spirliche Informationen vergleichender Unter-
suchungen; diese Angaben sind obendrein nur schemati-
siert zu bewerten. Es sind einige Fc-Funktionen ausge-
wihlt, die bei den spiter zu behandelnden technischen
und medizinischen Anwendungen wichtig sind.

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

Sub- Komplement-Lysis  Staphylokokken-Protein A Fc-Rezeptor
klassen  (Kaninchen-C) Bindung  Elution bei pH (human)
IgG1 - + 6.0 +/~
1gG2a ++ + + 4.5-5.0 +

IgG2b ++/+++ ++ + 3.0-3.5 +/—

IgG 3 + ++ 4.0-4.5 +

4. Reinigung und Fragmentierung von Antikorpern
4.1. Isolierung

Hybridzellen, die monoklonale Antikérper produzieren,
werden entweder in speziellen Ndhrmedien, die neben es-
sentiellen Aminosiuren, Vitaminen und Salzen das Serum-
protein Albumin oder fétales Kilberserum enthalten, oder
in der Bauchhthle von Miusen vermehrt. Wahrend in
Zellkulturiiberstinden meist Antikérperkonzentrationen
von 1-20 pug/mL erzielt werden, sind die in der serdsen
Fliissigkeit der Bauchhéhle (Ascites-Fliissigkeit) erreichba-
ren Werte bis um den Faktor 1000 héher. Da bei der Anti-
kérperisolierung aus Zellkulturiiberstinden sehr groBe Vo-
lumen bewiltigt werden miissen, wird manchmal trotz
schwierigerer Trennprobleme aufgrund der viel groBeren
Produktvielfalt der zweite Kultivierungsmodus bevorzugt.
Bei der Gewinnung aus Ascites-Flissigkeit mu3 der mono-
klonale Antikdrper aus einem Proteingemisch, das eine se-
rumihnliche Zusammensetzung aufweist, isoliert werden
(Abb. 4). Hierfiir werden auch erfolgreiche Methoden ein-
gesetzt, die sich bei der Reinigung polyklonaler Antikdrper
bewihrt haben!'8,
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Globuline Albumin

Abb. 4. Mikrozonenclekirophorese von Ascites-Flissigkeit der Maus (unteres
Profil) und der daraus isolierten IgG-Fraktion (oberes Profil).

Weil die etablierten Verfahren jedoch fiir polyklonale
Immunglobulingemische optimiert wurden, kénnen sich
bei den monoklonalen Antikorpern dann besondere Pro-
bleme ergeben, wenn das Produkt eines Klons proteinche-
misch betrichtlich von den Durchschnittseigenschaften ei-
nes heteroklonalen Gemischs abweicht. Deshalb empfiehit
es sich, bei der Isolierung eines monoklonalen Antikérpers
Trennmethoden und -bedingungen spezifisch auf seine Ei-
genschaften hin auszuwihlen und anzupassen!'”. Die Gel-
filtration, der die MolekiilgroBe als Trennprinzip zugrunde
liegt, ist hdufig ein geeigneteres Reinigungsverfahren als
die Anionenaustauschchromatographie, bei der die zum
Teil recht unterschiedliche Ladung der Antikérpermole-
kiile zur Anreicherung genutzt wird. Ebenso hat sich auch
die fraktionierende Prazipitation mit Hilfe eines Neutral-
salzes wic Ammoniumsulfat oder bei monoklonalen Anti-
kérpern der Klasse IgG die Verwendung von trigergebun-
denem Staphylokokken-Protein-A bewihrt. Daran binden
die IgG-Subklassen mit teilweise recht hoher Affinitit, so
daB die Trennung von anderen Proteinen der Ascites-Flis-
sigkeit in einem eleganten Einstufenverfahren erfolgen
kann (siche auch Tabelle 2)?°-%2.

Da die Ascites-Fliissigkeit eine serumihnliche Protein-
zusammensetzung aufweist und somit auch polyklonale
Immunglobulinanteile der ,produzierenden* Maus ent-
hilt, konnen sich weitere Probleme ergeben. Denn bei ei-
nem Klon von nur maBiger Produktivitit wird die spezifi-
sche Aktivitit der die monoklonalen Antikdrper enthalten-
den Fraktion durch die nicht abtrennbaren polyklonalen
Immunglobuline erniedrigt. Fur die Herstellung sogenann-
ter Immuntoxine (siche 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
(sieche Abb. 1). So fiihrt im allgemeinen die klassische Me-
thode, nach der aus humanem polyklonalem IgG natiirli-
cher Subklassenzusammensetzung mit einer Pepsinfermen-
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tation F(ab’)-Fragmente gewonnen werden'®), auch bei
Mause-Antikdrpern der Subklasse 1gG2 zum Erfolg.

Aus der Subklasse IgG1 kann mit voraktiviertem Papain
in einem thiolfreien Reaktionsmilieu nach vorheriger Opti-
mierung von Enzymmenge und Fermentationsdauer, von
Antikorper zu Antikdrper durchaus variierende Parameter,
eine F(ab’),-Priparation hergestellt werden'"’, Die Abwe-
senheit von SH-Agentien, die iiblicherweise zur Papainak-
tivierung eingesetzt werden (Cystein, Mercaptoethanol,
Dithiothreitol etc.), empfiehlt sich wegen der sonst mégli-
chen Heterogenitit der Reaktionsprodukte nach partieller
Spaltung der drei Disulfidbriicken, die die schweren Ket-
ten verkniipfen. Aus F(ab’),-Priparationen kdnnen 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"),, Fab’,
Fc und Papain enthaltenden Reaktionsansitze.

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

5. Anwendungen monoklonaler Antikérper
5.1. Anwendung in Biochemie und Biotechnologie

Monoklonale Antikérper sind fiir vielfiltige 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 Maglichkei-
ten fiir 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 Antikdrper
eignen sich in der Affinit4dtschromatographie als Hilfsmit-
tel zur Isolierung bestimmter Antigene aus einer heteroge-
nen Mischung. Die Isolierung von Interferon oder anderen
Immunfaktoren sei als Beispiel hierfiir erw#hnt!'>*. Ebenso
werden monoklonale Antikdrper in der Gentechnologie zu
diesem Zweck verwendet. So kann man mit ihrer Hilfe
iiber Genbanken, die in E. coli oder A-Phagen kloniert wur-
den, DNA-Fragmente isolieren, die interessant erschei-
nende Epitope (Antigendeterminanten) viraler Hiillpro-
teine codieren?,

Die Kombination monoklonaler Antikorper verschiede-
ner Spezifititen erlaubt hiufig aufgrund charakteristischer
Reaktionsmuster die Unterscheidung und Klassifizierung
von Antigenen. In diesem Zusammenhang sei auch auf die
Charakterisierungsmdglichkeit diverser Zellsubpopulatio-
nen hingewiesen (siche Abschnitt 5.3)?%27,

Haufig werden in der Proteinchemie Konformationsén-
derungen als auslosendes Prinzip bestimmter Reaktions-
folgen diskutiert. Als Beispiel sei hier die Aktivierung der
ersten Komplementkomponente, des C1-Komplexes, auf
dem klassischen Weg angefiihrt. Dieser Aktivierungsvor-
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gang kann durch eine Wechselwirkung der C1q-Subkom-
ponente mit Antigen-Antikorper-Komplexen ausgeltst
werden. Primir dndert sich die Konformation der Sub-
komponente, wobei ein Epitop freigelegt wird, dessen
Nachweis erst kiirzlich mit Hilfe eines monoklonalen Anti-
korpers gelang!?®.

Nicht nur Konformationsinderungen, 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 Aktivitit aufweist (Zymogen), durch eine
spezifische Protease gespalten, die ihm in der Aktivie-
rungskaskade eine Stufe vorgelagert 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 Zymogen sei ein typisches Pro-
tein mit einem Satz antigener Determinanten (A, B, C und
D), die sich mit entsprechenden monoklonalen Antikr-
pern gut einzeln nachweisen und identifizieren lassen.
Nach enzymatischer Spaltung und der damit verbundenen
Strukturinderung entstehen neue Epitope (E und F), ge-
gen die wiederum monoklonale Antikérper produziert
werden konnen. Mit deren Hilfe lassen sich nun die neu
entstandenen Enzyme selektiv und spezifisch nachweisen,
was mit polyklonalen Antikérpern oft nicht oder nur unter
erheblich groBeren Schwierigkeiten méglich wire.

A B
’ Zymogen
[+] C
A B E
R
Enzym
2]
D [+ F

Abb. 5. Oben: Schematische Darstellung einer Polypeptidkette mit vier ver-
schiedenen Epitopen (A, B, C und I)). Unten: Durch eine enzymatische
Spaltung der Kette entstehen zwei neve antigene Determinanten (E und F).

Antikérper kdnnen als meist bivalente Molekiile mit An-
tigenen geniligender GroBe und ausreichender Zahl antige-
ner Determinanten prizipitierende Immunkomplexe bil-
den. Der EinfluB molekularer Parameter, wie Konzentra-
tion, Affinitit oder Heterogenitit der verschiedenspezifi-
schen, am Prizipitationsvorgang beteiligten Antikdrperpo-
pulationen ist mit polyklonalen Antikdrpergemischen nur
bedingt zu untersuchen. Definierbare Reaktionsbedingun-
gen sowie monoklonale Immunglobuline und Kombinatio-
nen davon kénnen auch hier helfen, ungeldste Probleme
zu bearbeiten.

Auch das Studium der Antikérperstruktur und -vielfalt,
der Variabilit4t der Antigenbindungsstellen sowie speziel-
ler Molekiilbereiche (z. B. des Fc-Teils), an die hiufig Ef-
fektorfunktionen gekniipft sind, wird durch monoklonale
Antikorper moglich. Damit konnen Zusammenhange zwi-
schen Struktur und Wirkung sowie der genetischen Deter-
mination und der individualspezifischen Bedeutung besser
untersucht werden.

Diese Beispiele sollten nur einen kleinen Eindruck von
den vielen Verwendungsmoglichkeiten monoklonaler Anti-
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korper vermitteln und verdeutlichen, welch wertvolles
Werkzeug dem Naturwissenschaftler damit zur Verfiigung
steht.

5.2. Allgemeine Diagnostik

5.2.1. Vorteile monoklonaler Antikorper bei
Immunoassay-Systemen

Polyklonale Antiseren sind durch ihre Heterogenitit
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 Spezifitit 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 Antikdrperzusam-
mensetzung; sie zeigen in der Regel keine identischen Re-
aktionsmuster. Dariiber hinaus ist der niedrige Anteil von
spezifischen Antikérpern (ca. 1-15%) sehr oft von Nach-
teil.

Aufgrund ihrer groBen Spezifitit, Identitit und unbe-
grenzten Verfiigbarkeit bieten sich monoklonale Antikdr-
per heutzutage als diagnostische Reagentien an. Speziell
fiir Immunoassay-Systeme haben sie zahlreiche Vorteile.
Am meisten werden kompetitive Bindungstests (RIA, EIA;
Abb, 6a) sowie Sandwich-Tests (IRMA, ELISA; Abb. 6b)
benutzt. In kompetitiven Tests werden markierte Antigene,
in Sandwich-Tests markierte Antikérper verwendet. Bis
jetzt sind beide Systeme mit wesentlichen Nachteilen be-
haftet. Die kompetitiven Tests benétigen reines Antigen,
welches ohne Anderung der Immunreaktivitit markiert

a)

Antikorper Antigen- Chromagen
an Enzym-
Festphase Konjugat
Antigen o; °
2 ot ot
inkubieren k<@
* . ¢ .E —lp ¢ o Io
waschen
. .E o’e
b)
Antikorper Antikorper Chromogen
an Enzym-
Festphase Kanjugat
Antigen ° ‘; o
L 3 >E o>t o’e
inkubieren inkubieren
s ﬂ + +
waschen waschen 0%
¢ >E &>£ H
L
Abb. 6. a) Prinzip der kompetitiven lmmunoassays: RIA = Radivimmunoas-

say; EIA = Enzymimmunoassay. Das mit einem Enzym E markierte Antigen
und unmarkiertes Antigen reagieren kompetitiv mit dem trigergebundenen
Antikdrper, so daB sich die unbekannte Menge Antigen bestimmen l1agt,
wenn zum Vergleich eine Reaktion mit reinem Antigen bekannter Konzen-
tration durchgefilhrt wird. Ein ReagenstiberschuB ist zu vermeiden. b) Prin-
zip der Sandwich-Immunoassays: IRMA = Immunoradiometrischer Assay:
ELISA = Enzyme-linked-immunosorbent-assay. Das zu bestimmende Anti-
gen wird von dem trigergebundenen Antikdrper gebunden und durch einen
enzymmarkierten Zweitantikdrper quantitativ bestimmt. Diese Testsysteme
bendtigen groBere Mengen an gereinigtem (hochspezifischem) Antikdrper
und kénnen mit einem ReagensiiberschuB ablaufen.
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werden muB, die Referenzkurve ist nicht linear, und die
Reaktion kann nicht in Gegenwart eines Uberschusses an
Reagens ablaufen.

Beim Sandwich-Test benotigt man grofie Mengen affini-
tatschromatographisch gereinigter Antikérper. Da eine Mi-
schung von Antikorpern unterschiedlicher Affinititskon-
stanten vorliegt, ist die Eichkurve nur in einem schmalen
Testbereich linear. Ein Vorteil gegeniiber kompetitiven
Tests ist die Méoglichkeit, Festphase und markierte Anti-
korper im UberschuB einzusetzen, wodurch fir den Test
eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit erreicht werden
kann. IRMA und ELISA sind daher Testsysteme, die die
Vorteile monoklonaler Antikdrper, ndmlich Spezifitit,
I1dentitiit und unbeschrinkte Verfiigbarkeit, voll ausschép-
fen koénnen.

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

Die Vorteile von monoklonalen Antikérpern bei Immu-
noassay-Systemen kénnen wie folgt zusammengefafit wer-
den:

- Einheitliche Affinitatskonstanten und Homogenitit des
Materials ermdglichen meist kiirzere Inkubationszeiten.

- Ausgezeichnete Standardisierung der Reagentien erlaubt
eine hohere Reproduzierbarkeit.

- Durch die homogene Affinitit monoklonaler Antikérper
wird die Festphase optimaler ausgenutzt. Verfilschun-
gen (high-dose hook effects), die bei hohen Antigenmen-
gen in Testproben auftreten kdnnen, werden teilweise
vermieden.

- Hat man zwei monoklonale Antikérper 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 Antikérper nicht um die
Bindungsstellen konkurrieren.

- Die Eichkurven sind iiber einen gréBeren Mefbereich li-
near, so daB die Zahl der Eichpunkte verringert werden
kann.

- Mit monoklonalen Antikdrpern unterschiedlicher Affi-
nitdtskonstanten konnen die Empfindlichkeit und der
MeBbereich des Testsystems variiert werden!?,

5.2.2. Anwendungsbeispiele

Wirkstoffnachweis (drug monitoring)

Der erste Immunoassay fiir einen Wirkstoff wurde vor
ungefdhr 15 Jahren fir Digoxin, ein Herzglykosid, be-
schrieben. Heute ist der Nachweis von Substanzen im na-
nomolaren Bereich méglich, und die aktive Form eines
Wirkstoffs kann von nahe verwandten Metaboliten unter-
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schieden werden. Es gibt schon zahlreiche Veroffentli-
chungen, die die Anwendung monoklonaler Antikorper fir
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.P%3! erhielten hochaffine monoklonale Antikorper, die
eine Molekillunterscheidung erlaubten, wie sie mit kon-
ventionellen Digoxin-spezifischen Antiseren nicht moglich
gewesen war.

Kato et al.®? haben monoklonale Antikérper gegen das
Antitumormittel Methotrexat (MTX) hergestellt. Kompeti-
tive Bindungs-RIAs ergaben, dal} die Spezifititsmuster fiir
monoklonale und konventionelle Antikérper fiir MTX und
Strukturanaloga dhnlich waren, obwohl die monoklonalen
Antikorper weniger stark mit Folsdure und anderen Deri-
vaten kreuzreagierten. Hoebeke at al.?* konnten hochaffine
monoklonale Antikdrper gegen p-adrenerge Liganden und
tricyclische Antidepressiva (Alprenolol, Nortriptylin) her-
stellen. AuBer fiir das Studium der Rezeptor-Ligand-Struk-
turbeziehungen kénnten die Antikérper auch zur quantita-
tiven Bestimmung dieser Substanzen in biologischen Fliis-
sigkeiten verwendet werden.

Tumormarker-Diagnostik

Monoklonale Antikérper sind besonders fiir 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), p,-Mikroglobulin (f;M), Ferritin und
die saure Prostata-Phosphatase sind schon hiufig mono-
klonale Antikérper hergestellt worden, und es gibt gute
Hinweise, daB damit in der Tumordiagnose und
-iberwachung eine hohere Spezifitdt und Empfindlichkeit
erreicht werden kann (siehe auch Abschnitt 5.4.1)14-3¢,

Weitere und neue Antigene werden mit monoklonalen
Antikoérpern erfaBbar (sieche auch Abschnitte 5.3.4 und
5.4). Koprowski et al. beschrieben einen monoklonalen An-
tikorper, der spezifisch mit einem Oberflichenantigen auf
colorectalen Tumorzellen reagiert®”. Dieses Antigen
wurde spiter als Kohlenhydratantigen CA 19-9 bezeichnet.
Mit einem Inhibitions-RIA konnten die Autoren zeigen,
daB erhéhte 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 niitzlicher Tu-
mormarker sein. Dies gilt ebenfalls fiir CA 125, ein weite-
res Kohlenhydratantigen. Bast et al. haben einen monoklo-
nalen Antikérper gegen dieses Antigen beschrieben, das
auf den meisten nicht-mucdsen, epithelialen Ovarialcarci-
nomen exprimiert ist'>*.

Polypeptidhormone

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 Molekiile mit
einer Vielzahl von Antigendeterminanten. Diese Glykopro-
teine haben die gleichen a-Untereinheiten und unterschei-
den sich nur in Teilen ihrer B-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 Antikérper mit Spezifitit fiir
die a- oder B-Untereinheit® und fiir Konformationsepito-
pe®”, die nur mit dem intakten Molekiil reagieren. Durch
Kombination dieser drei Antikdrpertypen kdnnen Testsy-
steme entwickelt werden, in denen entweder nur das in-
takte Molekiil oder nur die freie Untereinheit nachgewie-
sen wird.

Frithere Untersuchungen mit monoklonalen Antikor-
pern lieBen einige Nachteile im Priizipitations- und Agglu-
tinationsverhalten erwarten. In den letzten Jahren wurden
jedoch auch solche beschrieben, die sehr wohl zur Prizipi-
tation und Agglutination in der Lage sind“". Rahamim et
al. erhielten einen monoklonalen Antikérper gegen die B-
Untereinheit von hCG, der hCG-beschichtete Erythrozy-
ten agglutiniert. Aufgrund der Empfindlichkeit, Spezifitit
und Affinitit eignet sich dieser monoklonale Antikérper
zum Nachweis von hCG in bivlogischen Fliissigkeiten sehr
gut. Weitere ‘interessante monoklonale Antikérper wurden
auch gegen L-Thyroxin, T4, und L-Triiodthyronin, T3, ent-
wickelt!*d, Sie haben eine verbesserte Spezifitit und wer-
den schneller gebunden.

Mikrobiologische Diagnostik

Wichtig sind monoklonale Antik&rper fiir die differen-
tielle Diagnose viraler, bakteneller und parasitiirer Infek-
tionskrankheiten geworden, da mit ihnen die Erreger spe-
zifisch nachgewiesen werden konnen. Es wurden sogar
vollig neue Diagnosemoglichkeiten erschlossen. So konn-
ten Wiktor et al."*® an Gehirnzellausstrichen Tollwut-infi-
zierte Tiere zuverlissig erkennen. Auch die Diagnose von
Krankheiten, die durch sexuellen Kontakt iibertragen wer-
den, wie Herpes, Chlamydia irachomatis, Neisseria gonor-
rhoeae wurde erleichtert'*, Bis vor kurzem war der direkte
Nachweis von Chlamydia-Infektionen iiberhaupt noch
nicht méglich. Mit monoklonalen Antikérpern ergeben ure-
thrale und cervicale Ausstriche mit der Immunfluores-
zenztechnik fiir Chlamydia-Infektion bereits nach 30 min
charakteristische Reaktionsmuster. Diese Resultate wur-
den durch Ruijs et al.*¥ bestitigt, die den raschen Nach-
weis von C. trachomatis aus urethralen Ausstrichen und
Harnsedimenten durch monoklonale Antikdrper mit kon-
ventionellen Kulturmethoden verglichen.

Auch die Klassifizierung von Herpes-simplex-Viren
(HSV) in zwei Subgruppen erbrachte, wie Nowinski et al.*Y
iiber Inmunfluoreszenzstudien mit HSV-I- und -Il-spezifi-
schen, monoklonalen Antikérpern zeigten, eine vbllige
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Restriktionsen-
donuclease-Analyse der viralen DNA. Franze*® gelang

ebenfalls eine Differenzierung von HSV 1 und 1l in einem
ELISA-Test.

Manchmal haben monoklonale Antikérper bei viralen

oder bakteriellen Infektionen eine zu hohe Spezifitit, ins-

besondere, wenn bei einer Vielzahl von Stimmen keine ge-
meinsame Antigendeterminante vorhanden ist. Dann kann
jedoch oft eine Mischung von monokionalen Antikdrpern
zur Immundiagnose angewendet werden. Beispiclsweise
haben Nowinski et al. eine Mischung von drei monoklona-
len Antikérpern fiir ihre Studien mit Neisseria gonorrhoeae
genutzt®!), Diese Mischung identifizierte 99.6% der gete-
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steten Proben ohne Kreuzreaktion mit 17 anderen Neisse-
ria-verwandten Spezies.

Weiterhin werden monoklonale Antikdrper in IgM-An-
tikorpertests benutzt: Die Bestimmung von virusspezifi-
schen IgM-Antikdrpern ist oft vorteilhafter fiir den Nach-
weis von frischen Virusinfektionen als die Messung des
IgG-Antikérpertiteranstiegs (sieche Abschnitt 3.1). Die An-
tikorper werden als Antihuman-IgM-Fingerantikoérper auf
der Festphase eingesetzt™’,

Wands et al.*® verbesserten mit hochaffinen monoklo-
nalen Antikérpern den Nachweis des Hepatitis-B-Oberfli-
chenantigens (HBsAg) in Humanseren. Richman et al."*’!
konnten Influenzaviren in Zellkulturen nachweisen, die
zuvor mit Untersuchungsproben von erkrankten Patienten
infiziert worden waren. Mit monoklonalen Antikdrpern
sollte auch der Nachweis der Antigenvariation auf Influ-
enzavirusmolekiilen moglich sein; dies wire von sehr gro-
Bem epidemiologischen Interesse.

5.2.3. Heterobispezifische Antikorper

Heterobispezifische Antikérper (Hybridantikérper) 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 dhnliche Spe-
zifitit bei unterschiedlichen H-Ketten aufgrund der Zu-
sammensetzung aus verschiedenen Subklassen. Hybridan-
tikorper kdnnen sehr groBe Vorteile bei Immuntests, in der
Immunhistochemie und in der Immuntherapie aufweisen.

Bis vor kurzem konnten Hybridantikérper nur auf che-
mischem Weg hergestelit 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 befihigt, Hybrid-Antikérpermolekiile zu produzie-
ren, wobei die synthetisierten Immunglobulinketten durch
die Gene beider Fusionspartner bestimmt werden® %,
Eine Anwendung dieser Technik fiir eine spezielle immun-
histochemische Methode wurde von Milstein und Cuello®®"
beschrieben, die einen bispezifischen, Anti-Somatostatin-
Anti-Peroxidase-Antikorper herstellen konnten.

Hybridantikérper konnten viele Anwendungsmoglich-
keiten finden. Nicht zuletzt sollten sie einen Einschritt-Im-
munoassay ermdglichen, 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 als Immuntoxine (Abschnitt 5.4.2) haben:
Als Antigen gebundene Toxine konnten zum Ziel der zwei-
ten Antikdrperbindungsstelle transportiert werden™. Wei-
tere Beispiele fiir die Herstellung von Hybridantikérpern
durch Zellfusion wurden von Martinis et al. beschrie-
ben3.

5.2.4 Perspektiven

Die absolute Epitopspezifitit monoklonaler Antikdrper
erméglicht durch eine Auswahl von zwei oder drei mono-
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klonalen Antikdrpern, die mit eng benachbarten Antigen-
determinanten reagieren, die Konzipierung neuer Immun-
analysen, beispielsweise auf der Grundlage von Fluores-
zenzanregung durch Energietransfer®: Zwei monoklonale
Antikérper, die benachbarte Epitope erkennen, werden mit
zwei Indikatormolekiilen konjugiert, wobei fir Fluores-
zenzldschung Rhodamin und Fluorescein benutzt werden
kénnen. Auch die Verwendung von zwei Enzymen wire
denkbar, wobei das erste Enzym das Substrat fir das
zweite produzieren muB.

5.3. Zelldiagnostik

Zweifellos wird derzeit die Zelldiagnostik durch den
Einsatz von monoklonalen Antikérpern besonders tiefgrei-
fend verindert. Es eréffnete sich ein Zugang zu biologi-
schen Strukturen, die mit klassischen biochemischen und
immunologischen Verfahren iiberhaupt nicht oder nur du-
Berst mihsam nachweisbar waren. Wie in Abbildung 7
schematisch gezeigt, ist es zum einen mdéglich, bei-
spiclsweise neue, auf einer Zellmembranoberfliche expri-
mierte Strukturen zu entdecken, hochspezifisch nachzu-
weisen und biochemisch zu charakterisieren; zum anderen
kann man mit entsprechend vielen verschiedenen Antikor-
pern die Oberfliche einer Zelle durchmustern und neu be-
schreiben. Man kann nun Strukturen definieren, die erst in
Verbindung mit einer Zellaktivierung, mit einem Zell-
wachstum oder mit einer Zelldifferenzierung exprimiert
werden. Bei Immunzellen wird man bald in der Lage sein,
alle Zellpopulationen und Subpopulationen charakterisie-
ren und gegebenenfalls neu zuordnen zu kénnen, die zwi-
schen der urspriinglichen Knochenmarksstammzelle und
den enddifferenzierten, funktionsbestimmten Immunzellen
liegen (siehe Abschnitte 5.3.1 und 5.3.2). Mit diesem enorm
wirksamen Instrument zur Differenzierung der Zellpopu-
lationen des Immunsystems hofft man Informationen zu
gewinnen, mit denen wertvolle Riickschlisse auf Immun-
reaktionen gezogen werden konnen'**),

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

5.3.1. Methoden und Anwendungsbereiche

Antikdrper binden an Oberflichendeterminanten auf
Zellen und in Geweben. Man kann die Antikérper 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-
korper sind auch fiir die Komplement-vermittelte Cytolyse
geeignet, die als Mikromethode bei Histokompatibilitéits-
tests eine Rolle spielt (Abb. 7).

Beim direkten Nachweis zellulirer Antigene {iber Im-
munfluoreszenz werden Fluorescein- oder Rhodamin-mar-
kierte monoklonale Antikdrper benutzt; beim indirekten
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Immunhistologie  Fluoreszenz- Cytolyse Rosettierung

und -cytologie cytometrie Zell-ELISA
und andere
Methoden

Abb. 7. Schematische Darstellung von Testmethoden tiir monoklonale Anti-
kdrper gegen zellstindige Antigene: Eine Zelle, dic in dicsem Beispiel sche-
matisch vier verschiedene Antigene auf der Zelloberfliche exprimiert, von
denen beispielsweise nur ein Antigen zellpopulationsspezifisch sein soll,
wird von einem spezifischen monoklonalen Antikdrper (MA) erkannt, ge-
bunden und damit quantifizierbar; das Antigen als Zelloberflichendetermi-
nante ermdglicht damit auch die Bestimmung der Anzahl der dieses Antigen
tragenden Zellen. Dazu ist entweder der MA direkt markiert (direkte Metho-
de), oder ein markierter Zweitantikorper, in diesem Fall ein Anfi-MA, bindet
zusitzlich an den schon gebundenen MA (indirekte Methode). Da der MA
meist ein Maus-1gG ist, ist der Zweitantikdrper z.B. ein Kaninchen-Anti-
Maus-1gG. Unter Rosettisierung versteht man die ringfrmige Anlagerung
von Erythrozyten um Leukozyten herum.

Immunfluoreszenznachweis werden markierte Zweitanti-
korper verwendet. Die Auswertung geschieht durch Aus-
zdhlen unter dem Mikroskop oder heute zunehmend auto-
matisch an einem DurchfluBcytofluorimeter.

In der Immunhistologie und -cytologie werden mono-
klonale Antikérper an Kryostatschnitten, an Cytozentrifu-
gen- und Ausstrichpriparaten sowie an Paraffinschnitten
eingesetzt. Dabei ist auffallend, daB alle bekannten mono-
klonalen Antikdrper sich fiir die Anwendung am Kryostat-
schnitt eignen, ein Teil erlaubt die Verwendung an Cyto-
zentrifugen- und Ausstrichprdparaten, aber nur ganz we-
nige eignen sich fiir 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 Antikérper ermdglichen die Beobachtung
von Strukturen an lebenden Zellen und die gleichzeitige
Erkennung von deren Funktion im Immunsystem. Dieses
war mit anderen Mitteln bisher nicht méglich. Mit mono-
klonalen Antikérpern kénnen 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 Firbeverhaltens bewertet werden
muf.

Zahlreiche systemische Erkrankungen beruhen auf Fehl-
regulationen des Immunsystems oder gehen mit Stérungen
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der zelluldren Immunitét einher. Dazu zihlen primire Im-
mundefizienz, erworbene Immundefekte (z.B. ,,Acquired
Immune Deficiency Syndrom* (AIDS)), Autoimmuner-
krankungen, Leukimien, Lymphome und Infektionskrank-
heiten. Fehlfunktionen im Immunsystem hiingen meist mit
Verinderungen in den unterschiedlichen Lymphozytenpo-
pulationen zusammen. Sowohl die Aktivierbarkeit der
Lymphozyten als auch ihre Effektorfunktionen kdénnen
gleichermaBen beeintrichtigt sein.

Tabelle 3. Monoklonale Antikdrper zur Klassifizierung von Humanleukozy-

ten [a, b).

Differen- Zelityp Charakterisierte ausgewdhlite Anti-

zierungs- und Zellpopulation korper mit

cluster (CD)  Antigen Cluster-Spezifitat

CD1 Thy, p45-12[c] corticale Thy- T6; M241; SK9/
mozyten Leu 6

CcD2 T, pS0 E-Rosetten T11; 9.6; $S2/Leu
bildende T- 56
Lymphozyten

CD3 T, p19-29 reife I-Lym- T3, BW 264/56
phozyten (BMA 030); SK7/

Leu 4

CD4 T, p55 T-Zeltsubpo- T4; BW 264/123
pulation; dber- (BMA 041);
wicgend T-Helfer- MT321 (BMA 040)
Lymphozyten

CcDS5 T, p67 Pan-T-Lym- T1; T101; UCHT2
phozyien; B-

Zellsubpopulation

CDé6 T, p120 reife T-Lym- T12.1; T411; 12.1.5
phozyten; B-

Zellsubpopulation

CD7 T. pdl Pan-T-Lym- 3A1A; 4A; 4HY/
phoziten Leu9

CD8 T, p32-33 Uberwiegend T- T8; BW 135/80
Suppressorzellen (BMA 081);
und cvtotoxische UCHT4
T-Lymphozyten

ch9 nT-nB, p24 Monuzyten BA2

CD 10 nT-nB, p100 Pri-B Zellen, J5, VIL-Al
Polymorph
kemige (CALLA)

CD 11 M, G Monozyten Ki-M5 (BMA
Granulozyten; 0350); VIM-12
einige Kno-
chenmarkzellen

CD 15 G Granulozyten VIM-C6 (BMA

0200)

CD 16 G, NK Granulozyten, BW 243/41;
NK-Zclen (Fec- VEP13 (BMA
Rezeptor) 070); BW 209/2

CD 25 T aktivierte T- TAC; TIA
Lymphozyten

[a] Modifiziert nach [65]. Erginzungen: Lrgebnisse des 2. Int. Workshop and
Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens, Boston 1984. [b]
Abkiirzungen: Thy=Thymozyten; 7 =T-Lymphozyten; nT-nB=nonT-
nonB-Zellen; M =Monozyten, Makrophagen; G =Granulozyten; NK =na-
tiartiche Killerzellen; p= Protein. Die Abkirzungen in der letzten Spalte sind
die ursprilnglichen individuellen Labor-. Instituts- oder Firmenabkarzungen,
die derzeit noch gebruchlich und auch tn Publikationen zu finden sind. Die
Klone sind durch die Workshop-Komitees als Referenzklone deklariert wor-
den. [c] Molekulargewicht in kDa.

Die Phinotypcharakterisierung von Thymozyten, Kno-
chenmarkzellen und peripheren Lymphozyten mit mono-
klonalen Antikdrpern ermdglicht bei Patienten mit pri-
mirer Immundefizienz eine bessere Definition dieser kom-
plexen Erkrankungen. Bei Immundefizienz und Autoim-
munerkrankungen ist oftmals das Verhdltnis von T-Helfer-
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zellen (T4) zu T-Suppressorzellen (T8) gestért. Bei AIDS
ist beispielsweise die Konzentration der T-Helferzellen
stark erniedrigt und bei Autoaggressionserkrankungen oft-
mals die der T-Suppressorzellen.

Abb. 8. Alkalische-anti-alkalische Phosphatase-Reaktion (APAAP) mit ei-

nem anti-alkalische-Phosphatase-Antikérper und einem un-
konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Immunglobulin-Brilckenantikarper (rot-
blaue Fast-Red/Himalaun-Methode). Kryostatschnitt einer menschlichen
Tonsille. Links: T8-positive Suppressor-T-Lymphozyten im paracorticalen
Bereich; rechts: dendritische Reticulumzellen im Keimzentrum eines Folli-
kels (VergrdBerung ca. 250fach; Priparation: Institut fur Pathologie der Uni-
versitat Kiel).

Die Bedeutung der monoklonalen Antikorper fiir 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 auffinden und definieren. Mit T-Lympho-
zytenmarkern (Tabelle 3) ist es mdoglich geworden, die
Reifung der T-Lymphozyten vom Knochenmark bis hin
zum peripheren Blut zu verfolgen und weitgehend zuver-
ldssig Differenzierungsstadien zuzuordnen. Analog méchte
man nur zu gerne die Differenzierung und das Wachstum
von Tumorzellen und anderen sich differenzierenden zel-
luliren Systemen beobachten. Fiir die Himatologen wer-
den die Marker fiir 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 iiber zelloberflichenmembranstindige
Immunglobuline nachgewiesen. Frithe Entwicklungssta-
dien von B-Lymphozyten im Knochenmark, in denen
Oberflaichenimmunglobuline noch nicht exprimiert sind,
kénnen mit monoklonalen Antikdrpern 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 myelomonozytiren Zel-
len hat sich durch die Hybridoma-Technologie ein vollig
neues Bild ergeben; wir verfiigen heute bereits iiber eine
Vielzahl monoklonaler Antikdrper gegen myeloische Dif-
ferenzierungsantigene, wobei man grob drei Antikorper-
gruppen unterscheidet: Antikorper, die mit Granulozyten
und mit Monozyten, solche, die nur mit Granulozyten und
solche, die nur mit Monozyten reagieren (siehe auch Ta-
belle 3).

Auch Thrombozytenantigene kénnen heute mit mono-
klonalen Antikérpern 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. Lymphozyten und Immunologie

Die Aktivierung des Immunsystems als Antwort auf die
Konfrontation mit einem natiirlichen Immunogen ist eine
duBerst komplexe Reaktion. Selbst unter in-vitro-Bedin-
gungen ist eine wirksame Stimulation der zelluliren Kom-
ponenten des Immunsystems nur dann méglich, wenn alle
Parameter beriicksichtigt werden, die fiir den kaskadenar-
tigen Ablauf einer Immunreaktion notwendig sind. Einer-
seits sind die zelluliren Wechselwirkungen sowohl auf der
Induktions- und Differenzierungsebene als auch in der Ef-
fektorphase von den im Haupthistokompatibilitdtskom-
plex codierten Strukturen abhingig und werden auf diese
Weise genetisch kontrolliert. Andererseits werden wesent-
liche Signale, die eine Differenzierung von immunreakti-
ven Zellen ermdéglichen, erst durch verschiedene Immun-
mediatoren vermittelt®®>”, Sowohl die Kenntnisse der
Kontrolle zelluldrer Immunreaktionen als auch der Nach-
weis der an den jeweiligen Immunreaktionen beteiligten
Immunfaktoren ermoglichte die Aufklirung 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 e¢in-
zelnen Zellen durchzufiihren. Die Beschreibung der Lym-
phozytenpopulationen war somit fiir T-Zellen auf funktio-
nelle Systeme (Induktion der DNA-Synthese durch die
Mitogene Phytohidmagglutinin (PHA) und Concanavalin
A; durch Antikdrper-vermittelte zellulire Cytotoxizitit
(ADCC), natiirliche Killerzellen (NK), cytotoxische T-
Lymphozyten (CTL)) oder auf phianotypische Marker ein-
geschrinkt. Die Bestimmung des Differenzierungsgrades
von B-Lymphozyten beruhte in analoger Weise auf der In-
teraktion mit verschiedenen Aktivatoren (Lipopolysaccha-
rid (LPS), Pokeweed Mitogen (PWM), Staphylokokkus au-
reus, Convan I (SAC) u.a.) und dem Nachweis von cyto-
plasmatischem oder Oberflichenimmunglobulin. Erst mit
entsprechenden monoklonalen Antikérpern gelang die
Aufkldrung des Zusammenhangs zwischen dem Phinotyp
eines Lymphozyten und seiner Funktion!*®-%®, Inzwischen
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konnte mehrfach gezeigt werden, dal das durch den mo-
noklonalen Antikdrper erkannte Antigen nicht nur eine
Markerstruktur fiir die jeweilige Funktion der Zelle ist,
sondern dafB3 es selbst an Zellfunktionen (z.B. als Rezep-
tor) beteiligt ist!®!-%%,

Um eine internationale Vergleichbarkeit von monoklo-
nalen Antikdérpern zu gewibhrleisten, die zur Differenzie-
rung von Humanleukozyten eingesetzt werden kdnnen,
wurde 1982 in Paris auf dem Ersten internationalen Work-
shop fiir Humanleukozyten-Differenzierungsantigene eine
Zuordnung zu charakteristischen Differenzierungsantige-
nen vorgenommen!®>, 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 Spezifitit eines Antileukozyten-Antikdrpers und da-
mit die Zugehdorigkeit zu definierten Clustern beriicksich-
tigt jedoch nur partiell die Anforderungen an monoklonale
Antikorper fiir therapeutische Zwecke (sieche Abschnitt
5.4.3).

Monoklonale Antikérper, die an den T3-Komplex bin-
den, sind als T-Lymphozyten-aktivierend beschrieben wor-
den'™, wenn sie auch an den Fc-Rezeptor von Monozyten
binden kénnen®-*, Wir konnten jedoch vier monoklo-
nale Antikorper gegen den T3-Komplex isolieren, von de-
nen nur die Antikérper BW 264/56 (CD3b) und BW 242/
55 (CD3a) humane T-Zellen aktivieren konnen, wihrend
BW 239/347 (CD3b) und BW 242/412 dies nicht vermo-
gen. Die Spezifitit dieser Antikdrper wurde an isolierten
Zellpopulationen mit Doppelmarkierungs- und Comodu-
lationsexperimenten sowie durch kompetitive Bindungs-
tests bestimmt. Die Aktivierung von T-Zellen fithrt 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- Isotyp Mitogenitit  Induktion der T3-Modulation
kdrper [b) IgM-Synthese
R NR R NR R NR

Leu 4 IgG | + - + — + -
BW 264/56 1gG 2a + + + + + +
OKT3 1gG 2a + + + + + +
BW 239/347 1gG 2b - - - — - —
BW 242/412 1gG 2b - - - - - -
BW 242/55 1gG 3 + + + + + +

[a] Periphere Blutlymphozyten von gesunden Blutspendern wurden entspre-
chend ihrer Reaktivitit mit Anti-T3-Antikdrpern der [gG!-Subklasse als re-
aktiv (R) oder nicht reaktiv (NR) klassifiziert [146]. [b] BW: Firma Behring-
werke; Leu 4: Firma Becton Dickinson; OKT3: Firma Ortho.

stemen, dal} nur die Bindung von Anti-T3-Antikérpern der
Isotypen IgG2a und 1gG3 zu einer T-Zellaktivierung fiihr-
ten, wahrend die entsprechenden Antikérper des Isotyps
IgG2b dies nicht bewirken k6nnen!”".

Bei der therapeutischen Verwendung von monoklonalen
Maus-Antikérpern miissen somit auch Fc-vermittelte Im-

Angew. Chem. 97 (1985) 141-163



munreaktionen berlicksichtigt werden. Fiir die Verwen-
dung von monoklonalen Antikérpern des Clustertyps
CD3, die T-Zellen aktivieren. muf} dies zumindest dann
beriicksichtigt werden, wenn sie zur Immunsuppression,
z.B. bei Organ- und Knochenmarktransplantationen ein-
gesetzt werden sollen (sieche Abschnitt 5.4.3).

5.3.3. Leukdimien und Lymphome

Die vergleichende Phinotypcharakterisierung von nor-
malen und malignen Zellen des himatopoetischen Systems
mit Hilfe monoklonaler Antikérper ist ein entscheidender
Fortschritt bei der Suche nach dem zelluliren Ursprung
fymphatischer Erkrankungen und deren Klassifizierung
und damit auch bei Prognosestellung und Therapie. Mali-
gne lymphatische Erkrankungen entstehen durch unkon-
trollierte Expansion eines ncoplastischen lymphatischen
Zellklons, der in einem bestimmten Stadium der Reifung
steckengeblieben ist. Die Zellen eines solchen Klons expri-
mieren die Oberflichenmarker des entsprechenden norma-
len Zelltyps, wodurch sie mit monoklonalen Antikérpern
leicht zu identifizieren sind Selten treten zuséitzliche
Merkmale fremder Zellinien auf,

Die akuten lymphatischen L-ukdmien (ALL) werden ent-
sprechend dem Differenzierungsstadium der beteiligten
Zelltypen in fiinf Hauptgruppen aufgeteilt: 1. Undifferen-
zierte ALL, 2. Common-ALL «(cALL), 3. prid-B-ALL, 4. B-
ALL und 5. T-ALL. 60-70% aller ALL-Fille lassen sich der
Common-ALL zuordnen. Bei dieser Leukdmieform wurde
auf der Membran der Blasten mit monoklonalen Antikor-
pern (der bekannteste ist VIL-A1) ein Differenzierungsan-
tigen mit einem Molekulargewicht 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 leukdmiespezifi-
sches, sondern um ein normales Differenzierungsantigen,
das in Spuren auch bei normilen Knochenmarkslympho-
zyten nachgewiesen werden kann.

Bei der undifferenzierten Al.L wird kein CALLA expri-
miert, die Zellen der prd-B-Zcll-Leukéimien werden durch
den Nachweis intracytoplasmatischer Immunglobulinket-
ten (p-Ketten) charakterisiert. Akute Leukdmien vom B-
Zell-Typ sind selten (1-5%). Man findet auf den Blasten B-
Lymphozyten-Antigene, wie sie auch bei reifen B-Zellen
zu finden sind und zusitzlich Membranimmunglobuline
auf der Oberfliche der Zellen (meist vom IgM-Isotyp).

Mit ca. 20% stellen die T-4 LL die zweitgréte Gruppe
der akuten lymphatischen Leukdmien. Auf den Blasten bei
dieser Leukdmieform findet man mit monoklonalen Anti-
korpern typische Marker der T-Zell-Differenzierung, wie
das T11-Antigen und den E-Rezeptor, oder bei der corti-
cothymozytiren Form den normalen, cortikalen Thymozy-
tenmarker T6. Zusitzlich kénnen die Marker T9 (Transfer-
rin-Rezeptor) und T10 (hdmatopoetische Vorliuferzelle)
nachgewiesen werden.

Chronische Iy}nphatische Leukdmien (CLL) entstehen aus
der malignen, monoklonalen Proliferation von B-Lympho-
zyten, die in ihrer Entwicklung angehalten wurden. Ledig-
lich 5% der CLL-Fille stammen aus dem peripheren T-
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Zell-Kompartiment; sie tragen die Marker T3, T10 und
entweder T4 oder T8.

Die sogenannten Non-Hodgkin-Lymphome gliedern sich
nach ihren Oberflichenmarkern in eine heterogene
Gruppe der lymphoblastischen Lymphome, die Antigene
des Thymus exprimieren oder, wie z.B. das Burkitt-Lym-
phom, eindeutig zum B-Zelltypus gehdren mit Oberfli-
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 Leukdmien werden nach morphologi-
schen Kriterien beurteilt. Intensiv gesucht werden mono-
klonale Antikérper, die unreife myeloische Blasten erken-
nen konnen; zur Zeit ist man noch gezwungen, mit einer
Kombination von Antikérpern zu arbeiten, z.B. den Anti-
korpern VIM C6 und VIM D2, mit denen man alle myeloi-
schen Leukidmien erfassen kann. Zur Unterscheidung von
monozytirer und granulozytirer Form einer Leukidmie
kdnnen die Antikdrper VIM C6 oder VIM D2 schon heute
eingesetzt werden (siehe Tabelle 3).

5.3.4. Immunhistochemie und Tumor

Die histologische Diagnose der aus soliden Geweben
entstandenen Tumoren ist hauptsichlich von der Interpre-
tation der Gewebeschnitte durch den Pathologen abhim-
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-
fiigung steht. Aber auch bei Routineuntersuchungen sind,
speziell bei Lungencarcinomen unterschiedlicher Histolo-
gie zweifelhafte Interpretationen méglich”"; hier kénnten
Marker fiir eine Unterscheidung zwischen Adenocarcino-
men der Lunge und Mesotheliomen sehr hilfreich sein{?.

Reagentien zur Klassifizierung von Metastasen, die sich
von nicht entdeckten Primircarcinomen, Sarcomen oder
Melanomen unterschiedlichster Herkunft ableiten, wiirden
die Auswahl einer adiquaten, patientenspezifischen The-
rapie erleichtern”. Voraussetzung fiir 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 fiir den
immunhistochemischen Nachweis von Markerepitopen,
wenn sie mit Strukturen reagieren, die auf bestimmten Tu-
mortypen sehr stark exprimiert sind, jedoch nicht oder nur
in geringem Ausmaf auf anderen.

Die indirekte Immunperoxidase-Methode” und die
Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode™ sind die am haufig-
sten benutzten Techniken zur Beurteilung der Gewebever-
teilung von Epitopen, die mit monoklonalen Antikérpern
definiert wurden. Besonders wenn mit Formalin-fixierten
Gewebeschnitten gearbeitet wird, ergeben diese Techniken
eine sehr prizise histochemische Farbreaktion in einer gut
erhaltenen Gewebestruktur. Die Farbstoffverteilung er-
moglicht quantitative Reaktivitdtsunterschiede 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 Feinspezifitit von mono-
klonalen Antikérpern auf allen verfiigbaren Humangewe-
ben uberpriift werden, weil unerwiinschte Reaktivititen
entdeckt werden. Extensive Spezifititsanalysen wurden
bisher nur mit einigen wenigen monoklonalen Antikérpern
durchgefiihrt, die Formalin-resistente Epitope erken-
nenl76—80]'

Mit derartigen Antikérpern 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 Antikérper
BMA 130b (Behring-Diagnostika) mit einem Pankreascar-
cinom reagiert (Braunfirbung an den Tumorzellarealen),
jedoch keine Reaktion mit dem Gewebe einer chronischen
Pankreatitis zeigt. Monoklonale Antikérper, die Formalin-
sensitive Epitope erkennen, kénnen nicht in gleicher Weise
getestet werden, da frisches oder gefrorenes Humange-
webe nur in eingeschrinktem Umfang zur Verfiigung
steht®!-53,

Die Mehrzahl der bisher existierenden monoklonalen
Antikérper, die unter Verwendung von Zellinien induziert
und selektiert wurden, binden an Formalin-sensitive Epi-
tope, wodurch die Analyse der Feinspezifitit auf vielen
Humangeweben kaum durchgefiihrt werden kann'®*-®7.
Diese Antikorper spielen insbesondere bei der Aufklarung
der physiologischen Funktionen von Zelloberflichenanti-
genen eine Rolle. Beispiele dafiir sind die Rezeptoren fiir
Wachstumsfaktoren, fiir Hormone und fiir Anhaftungsfak-
toren'**-*". Ebenso kann die Verteilung von Antigenen auf
Zellmembranen oder die Heterogenitit von Zellpopulatio-
nen untersucht werden®-%3,

In Verbindung mit Makrophagen und Killerzellen ver-
mogen monoklonale Antikérper unterschiedlicher Isoty-

pen, die Glycoproteine oder Glycolipidmolekiile auf Tu-

morzellmembranen erkennen, in extrem unterschiedlichem
MaBe Zielzellen zu lysieren®**. 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 (siche Ab-
schnitte 5.4.1 und 5.4.2).
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5.4. Medizinische Anwendungsméglichkeiten

5.4.1. Tumorlokalisation: Radioimmunszintigraphie von
Tumoren

Bei der in-vivo-Diagnostik bdsartiger Tumoren versucht
man seit mehreren Jahrzehnten mehr oder weniger erfolg-
los, szintigraphische Methoden einzusetzen. Dabei werden
dem Patienten gammastrahlende Substanzen intravends
verabreicht in der Hoffnung, daB diese durch die Blutzir-
kulation an den Tumor herangetragen werden, sich dort
anreichern und dann mit einem Strahlendetektor nachge-
wiesen werden kdnnen. Fiir den Radioaktivititsnachweis
stehen mit sogenannten Gammakameras ausgekliigelte
Techniken zur Verfiigung.

Die 1dee, die Spezifitit von Antikorpern gegen Tumoren
in vivo fiir die Radioaktivititsanreicherung im betreffen-
den Tumor zu nutzen, geht auf Pressman zuriick; er fand,
daB man ein Antikérpermolekiil unter Erhalt seines Bin-

Abb. 9. Links: Indirekte Immunperoxidase-Firbung an Formalin-fi-
xierten, in Paraffin eingeb Gewebeschnitten von einem Pan-
kreascarcinom. Die Braunfirbung zeigt die Reaktion mit den Tu-
morzellarealen an. Rechts: Keine Reaktion mit dem Gewebe einer
chronischen Pankreatitis. Leichte Gegenfarbung des Gewebes mit
Himatoxilin (VergroBerung ca. 250fach).

dungsvermégens mit radioaktivem lod markieren kann®®
und daB sich gegen einzelne Organe gerichtete Antikdrper
nach Radioiodmarkierung und in-vivo-Applikation im be-
treffenden Organ, beispielsweise der Niere, anreichern®”,
Der Weg zur Auswertung dieses Prinzips fiir den Tumor-
nachweis schien offen, er scheiterte jedoch zunichst an
dem damals noch uniiberwindbaren 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
Vorginge vermehrt ablagerte. Aus dieser Beobachtung ent-
stand die Idee, spezifische Anti-Fibrin-Antikérper®® zu
verwenden; jedoch brachte auch dies nicht den erhofften
Durchbruch bei der Tumordarstetlung.

Schon damals war klar, daB eine der wichtigsten Bedin-
gungen fiir eine erfolgreiche Immunszintigraphie die Rein-
heit des eingesetzten Antikérpers ist. Bisher standen je-
doch nur Hyperimmunseren zur Verfiigung, deren Immun-
globulinfraktion auch nach ihrer Abtrennung von den iib-

rigen Serumproteinen hochstens 1% des spezifischen Anti-
koérpers enthalten.
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Ein wichtiger Fortschritt gelang mit der Nutzung von
Antikdrpern gegen eine Reihe sogenannter tumorassoziier-
ter Antigene. Diese Proteine werden hiufig in groBer
Menge von bestimmten Tumorarten produziert und in das
Blut abgegeben, wo sie mit empfindlichen analytischen
Methoden nachgewiesen werden kénnen!'*%), Man kann sie
aus Blutserum oder Tumorgewebe isolieren und dann fiir
die Affinititschromatographie zur Hochreinigung der ent-
sprechenden Antikdrper 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 iiberzeugende Ergebnisse
erzielt haben wie diejenige um Goldenberg!'®>'%*l, Beson-

Tabelle 5. Fiir die Radioimmundetektion von Tumoren im Menschen einge-
setzte polyklonale Antikdrper (affinitatsgereinigt).

Antigen Ort des Tumors Anzahl Lit.
der Falle
(positiv/
gesamt)
carcino- Colon 172 [99]
embryonales Mamma 3/23
Antigen medulldre Schilddrise 0/5
(CEA)
Colon, Rectum, auBerdem 28/31 [100}
Lunge, Kehlkop!. medullare
Schilddrilse
Colon, Rectum, Pankreas 22/53 {101)
verschicdene andere Organe
Colon, Rectum 35/41 [102]
Ovarien 21/24
Lunge 12/17
Pankreas 4/8
Mamma 9/14
Uterus 28/31
Magen 5/6
verschiedene andere Organe 25/39
Colon, Rectum (primir) 10/12 [103]
Colon, Rectum { Metastasen) 49/53
Colon, Rectum {primir) 4/5 [104]
Colon, Rectum {Metastasen) 8/11
menschliches Lunge, Becken, Unterleib 9/14 [105)
Choriogonado- (Chorion-Carcinom)
tropin (hCG) Gehim, Lunge, Unterieib 3/7
(Teratom)
a-Fetoprotein Testes (Teratom) 8/12 [106]

(AFP)

ders gegen die Verwendung des am hiufigsten genannten
carcinoembryonalen Antigens (CEA) ist einzuwenden, daB
es mit einer Reihe dhnlicher und im Organismus weit ver-
breiteter Proteine kreuzreagiert, so daB die Bedingung der
Tumorspezifitdt sicher nur unbefriedigend erfiillt ist.
Monoklonale Antikorper soliten bei der Losung des
Spezifititsproblems den entscheidenden Durchbruch brin-
gen; dariiber hinaus diirften ihre vielen qualitativen Vor-
teile die Standardisierung und Anwendung der Radioim-
mundetektion in breitem MafBstab 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 Antikérper (mit unterschiedli-
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chem Erfolg) auf eine beschrinkte Anzahl von Tumorarten
angewendet werden konnten. Wesentlich mehr Erfahrung
hat man jedoch bereits am Tiermodell gewonnen, das in
der iiberwiegenden Zahl der Fille xenogene Tumortrans-
plantate auf athymischen Nacktmiusen!'!”! benutzt. Diese
Versuchsanordnung gilt als wichtiges praklinisches Testsy-
stem, obwohl sie das in-vivo-Verhalten der AntikSrper aus
mehreren Grilnden hiufig etwas giinstiger aussehen 146t
als die Anwendung am Menschen.

Die Beurteilung der Antikdrperbindung im transplan-
tierten Tumor (Xenograft) erfolgt entweder durch Szinti-
graphie mit der Gammakamera oder durch Berechnung
von Lokalisierungsindizes (L.1.)!"'®, wie in den Abbildun-
gen 10 und 11 an einem Beispiel gezeigt wird”.. In Abbil-
dung 10 werden die zeitabhiingige Anreicherung der Ra-

Abb. 10. Radioimmunszintigramm einer Nacktmaus mit Coloncarcinom-Xe-
nograft an der linken Seite (weiBer Pfeil); monoklonaler Antikdrper BW 431
(F(ab’),-Fragment cines monoklonalen Antikdrpers gegen carcinoembryona-
les Antigen), markiert mit '*'l; Gammakamera-Aufnahmen nach 1h, 16 h,
24 h,2d,3d,6dund 7 d. Die Schilddriise des Tieres (S) war nicht blockiert,
5o daB sich auch hier '*'I anreichern konnte (Aufnahmen von A. Schwarz et
al., Hoechst AG).

dioaktivitit im Tumor und die gleichzeitige Abnahme im
zentralen Bereich der Maus deutlich. Abbildung 11 zeigt
erhshte L.I.-Werte und somit spezifische Antikérperanrei-
cherung nur im Tumor. Das Verfahren nutzt die von Press-

"man et al.'"®” erstmals beschriebene Doppelmarkierungs-

methode zur in-vivo-Bestimmung tumordarstellender Anti-
korper.
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Abb. 11. Anreicherung von monoklonalem Antikorper BW 431 im Coloncar-
cinom-Xenograft in der Nacktmaus nach 3 d (drei Tiere: -—, ---, —). L.L.>1
bedeutet spezifische Anreicherung des monoklonalen Antikdrpers. Organe:
Blut (1), Blase (2), Herz (3), Darm (4), Nieren (5, 6), Leber (7), Milz (8).
Lunge (9), Schilddriise (10), Kopf (11), Muskulatur (12), Magen (13), Tumor
(14), Restkdrper (15).

Tabelle 6. Klinische Stadien zur Radioimmundetektion von Tumoren mit
monoklonalen Antikérpern.

Anti- Antigen Tumorart Positive Lit.
kérper Befunde/
Gesamtzahl
17-1A Colon- Coloncarcinom 379 [1on
carcinom- 31/59 [108]
Zellinie 22/38 [109)
199 Mono- Coloncarcinom 10/13 [107)
sialo-
gangliosid
791T/36 Osteosar- Coloncarcinom 8/11 [110]
com-Zellinie  Rektumcarcinom  5/12
LICR-LON-M8  Milch- Mammacarcinom 11/14 {111]
fettka-
gelchen-
membran
Anti-p97 P97 (Zell- Metanom 22/25 [112]
membran-
antigen von
Melanoma)
MAb VII 23 carcino- Coloncarcinom 14/28 [113]
embryonales
Antigen
MADb 35 carcino- Coloncarcinom 18/24 [114]
[F(ab"),] embryonales
Antigen
HMFG1 Milch- Ovarialcarcinom  11/12 [114]
HMFG2 fettkii- Coloncarcinom 4/6
gelchen- Ovarialcarcinom  35/40 [116)
membran

Auf die wichtige Frage, wie groB ein Tumor mindestens
sein muB, damit er mit der Radioimmunszintigraphie ent-
deckt werden kann, gibt es wegen der Vielfalt der einfluf3-
nehmenden Parameter keine eindeutige Antwort. Auch fiir
seine Detektion mit monoklonalen Antikérpern gilt als
Empfindlichkeitsgrenze beim Menschen unter giinstigen
Bedingungen immer noch ein Mindestdurchmesser von
etwa 1 cm oder eine Mindestmasse von 0.1 g!"?!, Fiir Tier-
modell-Versuche sind allerdings auch schon Tumordurch-
messer von ca. 1 mm angegeben worden!'??,
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Das Ergebnis der Szintigraphie héingt stark vom Verhilt-
nis der Radionuclidaufnahme in Tumor und umgebendem
Gewebe ab. Subtraktionsverfahren, bei denen andere che-
mische Substanzen zur Markierung des Blutpools (z.B.
#mTc.Humanserumalbumin) oder zur Darstellung der un-
spezifischen Aufnahme im reticuloendothelialen System
(z.B. ®™Tc-Schwefelkolloid) herangezogen werden, fithren
hiufig zu falsch positiven Befunden'®®. Wenn dieses Prin-
zip angewendet wird, so sollte fiir die Darstellung des Hin-
tergrundes ein unspezifisches Antikorperpriparat genom-
men werden, das mit demselben Radioisotop nach dersel-
ben Methode markiert worden ist!'2?. Uberlegungen, daB
Unspezifitit durch Fc-vermittelte Bindung an Fc-Rezepto-
ren des zelluliren Immunsystems mitverursacht werden
konnte, fithrten zur Benutzung der Antikdrper-Fragmente
F(ab”), und Fab anstelle des kompletten Molekiils. Beide
haben obendrein den Vorteil, daB sie wesentlich schneller
als das ganze Molekiil aus dem Blutkreislauf ins Gewebe
penetrieren und iiber die Niere ausgeschieden werden, so
daB bei ihnen die stérende Restaktivitit 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 fiir erhdhte Untergrundstrahlung im Bereich
der Nieren verantwortlich zu sein!'?*,, doch wurde auch bei
F(ab’), von storender Radionuclidanreicherung in Nieren
und Blase berichtet, was durch die schnellere Metabolisie-
rung hervorgerufen wird. Ob diese Effekte die Tumordar-
stellung beeintrachtigen, hingt natiirlich 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, miissen mog-
lichst viele markierte Antikérper den Tumor erreichen und
auf den Tumorzellen gebunden werden. Deshalb ist die
Vaskularisierung des Tumorgewebes und die Antigen-
dichte auf den Zellen fiir das AusmafBl der Antikorperbin-
dung von groBer Wichtigkeit. Wahrend sich die Vaskulari-
sierung kaum beeinflussen 146t, kdnnte man bei nicht aus-
reichender Antigendichte anstelle eines Antikérpers meh-
rere gegen verschiedene Epitope der Zelloberfliche 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 kann!'*, We-

~ nig Spielraum gibt es dafiir, die Radionuclidanreicherung

im Zielgewebe iiber einen héheren Markierungsgrad des
Antikoérpers zu verstirken. Stirkere Markierung bedeutet
hoheres Risiko der Schadigung des Antikérpers sowie gro-
Bere Neigung zu unspezifischer Bindung und beschleu-
nigte Metabolisierung. In diesem Punkt sind monoklonale
Antikorper oft wegen ihrer einheitlichen Struktur stirker
gefihrdet als heteroklonale.

Ohne an dieser Stelle auf die Szintigraphie néher einge-
hen zu kénnen, sei doch erwiihnt, daB fiir die derzeit be-
nutzten Gammakameras das am hiufigsten verwendete
Radionuclid *'1 (y: 0.36 MeV, t,,,=8.0 d) nicht optimal
ist. Besser geeignet erscheint das Isotop '**I mit einer
Gammastrahlung von hauptsichlich 1.60 MeV; seine kurze
Halbwertszeit (13.3 h) wirft jedoch hdufig Probleme bei
der Zulieferung auf. Kurze Halbwertszeiten sind aber ge-
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nerell wegen der damit verbundenen geringeren Strahlen-
belastung des Patienten von Interesse. Doch muf3 bei der
Radioimmunszintigraphie beriicksichtigt werden, - daB3
brauchbare Tumor/Hintergrund-Verhiltnisse im allgemei-
nen friithestens erst nach 2 d erhalten werden, es sei denn,
man verwendet Fab- oder F(ab'),-Fragmente wie oben be-
schrieben. Aus diesem Grunde hat das in der klassischen
Organdarstellung fast ausschlieBlich benutzte **™Tc (y:
0.14 MeV, ¢,,,=6.1 h) hier keine sehr groBe Chance. Grd-
Bere Aussichten auf Erfolg haben komplexbildende Radio-
nuclide wie "'In (y: 0.17, 0.25 MeV, t,,,=2.8 d) oder ’Ga
(v:0.09, 0.18, 0.30, 0.39 MeV, ¢,.,=3.3 d), obwohl sie nicht
direkt, sondern iiber einen Chelatbildner wie Diethylen-tri-
amino-pentaessigsdure (DTPA) an das Antikdrpermolekiil
gebunden werden kdnnen. Die Brauchbarkeit speziell von
"'In fiir die Radioimmunszintigraphie von Tumoren hat
sich bereits erwiesen!'® obwohl bei diesem Radionuclid
hiufig Probleme mit unspezifischer Anreicherung in Le-
ber, Milz und Nieren auftreten.

Die monoklonalen Antikérper haben in den wenigen
Jahren, die sie zur Verfiigung stehen, ihre Eignung fiir die
Radioimmundetektion bereits unter Beweis gestellt; die
Radioimmunszintigraphie hat sich schon heute konkurrie-
renden Nachweismethoden einschlieBlich der Rdntgen-
Computertomographie als ebenbiirtig gezeigt. Auf diesem
Gebiet sind in allernichster Zeit durch das Aufdecken
neuer Antikdrperspezifititen, Testen vorhandener Antikér-
per auf Spezifitit und Avidit4t (Stirke der Antigen-Anti-
kérper-Bindung), Fortfiihrung der Standardisierung von
Antikorperfragmenten sowie Verbesserung der Abstim-
mung der MeBtechnik auf die Strahleneigenschaften der
Radionuclide bedeutende, wenn nicht gar spektakulire 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!¥. Zudem ergeben
Lokalisationsexperimente wichtige Hinweise fiir die
spitere Anwendung von Immuntoxinen oder Immuncyto-
statica (siehe nachsten Abschnitt).

5.4.2. Immuntoxine: Probleme bei der Herstellung und
Anwendungsmoglichkeiten

Unter Immuntoxinen und bestimmten Antikérper- Wirk-
stoff-Konjugaten versteht man cytotoxische Agen-
tien!'>*-'#1 die Giber eine spezifische Antikérperbindungs-
stelle selektiv ihre Zielzelle, z. B. eine Tumorzelle, errei-
chen sollen. Dort soll 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. Zunichst muBl ein moglichst affiner
Antikdrper der erforderlichen Spezifitit in reiner und nati-
ver Form isoliert werden (Tabelle 7). Hier bieten sich be-
sonders die monoklonalen Immunglobuline an, die gegen-
wiirtig aber im wesentlichen nur von der Maus stammen;
bei einer spiteren in-vivo-Anwendung am Menschen kdn-
nen damit Antigenititsprobleme 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
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Tabelle 7. Immuntoxine: Probleme, die mit dem Antikérper verkniipft sind.

Problem mdgliche Losung

Spezifitat/ Affinitat
Reinheit/Nativitat
Antigenitit
Pharmakokinetik

enzymatische Spaltbarkeit Wah| der geeigneten Klasse oder Subklasse

monoklonale Antikérper
speziefle Fraktionierung
humane monoklonale Antikdrper

chemische Modifizierbarkeit

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

Bei der Auswahl der toxischen Komponente kann zwi-
schen unterschiedlichen Wirkprinzipien gew#hlt werden
(Tabelle 8); es stehen verschiedene Toxine, Cytostatica
oder auch Radionuclide zur Verfiigung. Bei Toxinen wie
Ricin, Abrin oder Diphtherietoxin handelt es sich um Pro-
teine, die die Proteinsynthese hemmen kénnen. Man kann
bei ihnen zwischen zwei funktionell unterschiedlichen Mo-
lekiilbereichen unterscheiden: einem, der die toxische Ak-
tivitit enthilt (A-Kette oder A-Fragment) und einem, auf
dem die Bindungsstelle fiir Zelloberflichenrezeptoren lo-
kalisiert ist (B-Kette oder B-Fragment). Um unerwiinschte
Wechselwirkungen mit anderen Zellen als denen des Ziel-
gewebes (,,Targetzellen”) zu vermeiden, muB vor der
Kupplung an den Antikérper oder das Antikérperfragment
entweder die A-Kette (A-Fragment) vom Gesamtmolekiil
abgetrennt oder die betreffende Bindungsstelle fiir Koh-
lenhydrate auf der B-Kette inaktiviert werden. Ganz allge-
mein bieten sich Toxin-Antikérper-Konjugate bei geringer
Antigendichte auf der Zielzelle an, da schon wenige Toxin-
molekiile den Zelltod verursachen kdnnen.

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

Problem mdgliche Lésung

Auswahl des toxischen Agens
(Toxin, Cytostaticum, Radionuclid
etc.)

Unerwiinschte Wechselwirkungen

Ermittlung der Antigendichte
auf der Zielzelle

Modifizierung der toxischen
Komponente

Quantitit am Zielort Carrier-Molekile

Auch niedermolekulare Cytostatica wie Methotrexat
und die zu den Anthracyclinen gehdrenden Adriamycin
und Daunomycin kdnnen verwendet werden; diese Ver-
bindungen kénnen die Zellteilung inhibieren. Grundsitz-
lich lassen sich diese Substanzen direkt an ein Antikérper-
molekiil kuppeln. Da im Vergleich zu den Toxinen relativ
groBe Mengen bendtigt werden, um eine Zelle zu zerstd-
ren, miissen viele Molekiile an den Antikorper gebunden
werden. Dabei wird jedoch im allgemeinen die spezifische
Bindungsaktivitit des Immunglobulins erniedrigt!'?’\. Des-
halb zieht man in vielen Fillen die Verwendung von Tré-
germolekiilen (Carrier-Molekiilen) in Betracht: Ein Triger-
molekiil wird, mit Cytostatica beladen, an ein Antikérper-
molekiil gekuppelt.

Die Probleme, die sich dem Biochemiker stellen, wenn
er den Antikérper (das spezifische Bindungsprinzip oder
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die ,,Zieleinrichtung') mit dem Toxin (dem toxischen Prin-
zip) zu einem Konjugat verkniipft, sind in Tabelle 9 zu-
sammengefaft. Die Strategie der Kupplung muB8 grund-
sitzlich so sein, daB die Aktivitit beider Komponenten

Tabelle 9. Immuntoxine: Probleme, die mit der Herstellung von Konjugaten
aus Antikdrpern und cytotoxischen Agentien verknGpft sind.

Problem mogliche Lsung
Aktivitat/Stabilitat

reproduzierbare Herstellung Wah| der geeigneten Kupplungsme-
Ausbeute thode

in-vivo-Spaltbarkeit der Konjugat-

bindung

Bildung von Homopolymeren
Statistische Bindung

Heterobifunktionelle Reagentien
Auswahl spezifischer Bindungsstel-
len

Auswahl des geeigneten Kupplungs-
prinzips

Antigenitit/Laslichkeit

méglichst unbeeintrichtigt bleibt. Kupplungsmethode und
Spacer miissen so gewi#hlt werden, daB stabile Konjugate
reproduzierbar und mit guter Ausbeute entstehen; im Re-
gelfall miissen die Konjugate durch einen Reinigungs-
schritt erst von liberschiissigen Ausgangskomponenten ge-
trennt werden. Andernfalls besteht die Gefahr, daf} die
nicht an ein cytotoxisches Agens gekuppelten, freien Anti-
korpermolekiile kompetitiv am spéteren Reaktionsgesche-
hen teilnehmen und somit die Effektivitit der Konjugate
verringern. Besonders wichtig ist, da8 die Bindung zwi-
schen Antikérper und Toxin nach der Endocytose im Pha-
gosom wieder geldst werden kann, damit das toxische
Prinzip zur Wirkung kommt!'?*-'3%,

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

Abb. 12. Probleme, die bei einer Kupplung von monoklonalen Antikérpern
(MA) an cytotoxische Agentien (ZA) auftreten kdnnen, zeigt die untere Bild-
hilfte: Es kann zur Bildung von Homopolymeren kommen und Antikdrper-
bindungsstellen kdnnen blockiert werden. Angestrebt werden Konjugationen
aber Gruppierungen [z.B. Kohlenhydratanteil im Fc-Bereich (oben links)
oder SH-Gruppen ehemaliger Inter-H-Ketten-Disulfidbriicken im Fab’-Frag-
ment (oben rechts)], die keine Beeintrichtigung der Antikdrperbindungsstelle
verursachen.
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S—CA

die Konjugatbildung je nach Reaktivitit dber unterschied-
liche Molekiilorte, also auch iiber solche, die in der Nihe
der Antikérperbindungsstelle liegen; dies kann zur Blok-
kade dieser Stelle fiihren.

Heterobifunktionelle Kupplungsreagentien sind grund-
sttzlich vorzuziehen, denn sie helfen, die Bildung von Ho- .
mopolymeren zu verhindern, also von Antikérper-Antikér-
per- und Toxin-Toxin-Konjugaten. Die erhaltenen Substi-
tutionsgrade sind immer nur gemittelte Werte. Es existie-
ren also sowohl hSher als auch niedriger substituierte
Konjugate, von denen die hdher substituierten eine gré-
Bere Chance haben, an der spiteren Reaktion teilzuneh-
men. In vielen Fillen ist bei erh6hter Substitution die spe-
zifische Antikérperaktivitit geringer. An diesem Beispiel
wird auch klar, daB in Konjugaten iiberschiissige, nicht an
der Kupplung beteiligte Gruppierungen erhalten bleiben
kénnen, die fiir eine spétere Applikation zusitzliche Pro-
bleme aufwerfen.

Ideal wiren also Methoden, bei denen zur Konjugatbil-
dung Gruppierungen verwendet werden, die aufgrund ih-
rer Position im Molekiil keine Beeintrichtigung der Anti-
kérperbindungsstelle 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
iiberfilhren, die ihrerseits wieder mit der SH-Gruppe einer
Ricin-A-Kette das gewiinschte Konjugat bilden.

H
MA-NH, —SPOP

MA-N}_/-S\S@

0

CA-SH >—/_\su

0

H
MA-N S (A
>_/— \S—/~>—N/H
0 N
H

Abb. 13. Synthese von Konjugaten aus monoklonalen Antikdrpern (MA) und
cytotoxischen Agentien (CA): Mit Hilfe des heterobifunktionellen Reagens
N-Succinimidoyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) kénnen in monoklo-
nale Antikdrper aktivierte Disulfidbrilcken eingefilhrt werden. Uber SH-
Gruppen, die entweder im cytotoxischen Agens bereits vorhanden sind (Re-
aktionsweg (1)) oder cingefdhrt werden missen (z. B. mit Iminothiolan; Re-
aktionsweg (@), erfolgt anschlieBend die Reaktion zum gewtnschten Kupp-
lungsprodukt.

Oft kénnen 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 Moglich-
keit iber Aminogruppen des ungespaltenen Immunglobu-
lins mit Hilfe spezieller Reagentien (SPDP u.a.) aktivierte
Disulfide herzustellen, die dann in analoger Weise zur
Synthese der Konjugate verwendet werden kénnen (Abb.
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13). Somit miissen letztlich immer pragmatisch Kompro-
misse gesucht werden.

o
—E 100} \‘""3‘ - *
E reaktives T + Lactose
nichtreaktives
X 50 “+—Spezifitatsfaktor 10— \ + Lactose
- Ricin . N
L1} hS
= y
c
E .;,N ___________
< 10-12 10-% 108 1078
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Abb. 14. Dosisabhingige Becinflussung der Proteinsynthese in einem in-
vitro-Zellsystem durch Ricin-Antikdrper-Konjugate. Die Immuntoxine (IT)
wurden in Gegenwart von 0.1 mol/L Lactose getestet, um die unspezifische
Zellbindung iiber die Ricin-B-Kette zu unterdricken (weitere Erlduterungen
siehe Text).

In Abbildung 14 ist die dosisabhingige Wirkung eines
Ricin-Antikdrper-Konjugates in einem in-vitro-Zellsystem,
in dem die Proteinsynthese iiber den !*C-Leucin-Einbau
quantitativ gemessen wurde, dargestellt. Da in diesem Ex-
periment nicht die Ricin-A-Kette, sondern das vollsténdige
Toxinmolekill an den monoklonalen Antikérper gekuppelt
wurde, muite die auf der B-Kette lokalisierte unspezifi-
sche Bindungsstelle fiir ubiquitdr vorkommende Kohlen-
hydrat-Zelloberflichenstrukturen 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, wihrend ein analoges Konju-
gat mit einem nicht-reaktiven monoklonalen Antikdrper
um etwa vier GréBenordnungen (Spezifitdtsfaktor) 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 Antikdrper gebunden sind,
gilt dies ganz besonders: Wie in Abbildung 15 schematisch
angedeutet, erwarten wir, daB das Konjugat zunédchst mit

Tozin (2.B.Ricin)

Lo

@\\

-

Abb. 15. Schematische Darstellung der in-vivo-Wirkungsmechanismen von
Immuntoxinen und cytotoxischen Agentien (weitere Erlduterungen siche
Text). A =Rezeptor, & = Zellantigen, # =Cytostaticum, EF = Elongations-
faktor, Lys = Lysosom.
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einem membranstindigen Antigen der Zielzelle reagiert!*?,
Die richtige Antikdrperspezifitit einerseits und die Stabili-
tit des Antigens andererseits gewahrleisten also, da3 der
auf der Zelloberfliche entstehende Antigen-Antikérper-
komplex nicht wieder schnell abgeschilfert, sondern durch
Endocytose in die Zelle aufgenommen wird. Das cytotoxi-
sche Prinzip wird anschlieBend 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 abtdten, um effektiv zu sein!'3* 3%, Eine Variabili-
t4t des Zielantigens, wie sie bei Tumormetastasen auftritt,
begrenzt die Wirksamkeit. Mechanismen, die die unspezi-
fische Aufnahme von Agentien auch in Nicht-Targetzellen
ermdglichen, kdnnen zu Nebenreaktionen mit allen Kon-
sequenzen fithren. Sicherlich wird die Verwendung der re-
lativ kleinen, monovalenten Antikérperfragmente mit ih-
ren auch im Konjugat kiirzeren Halbwertszeiten vorteilhaft
sein.

5.4.3. Transplantation

Bei der therapeutischen Nutzung von monoklonalen
Antikdrpern der Maus miissen auch Fc-vermittelte Im-
munreaktionen beriicksichtigt werden (siehe Abschnitt
5.3.2). Fir die Verwendung von monoklonalen Antikdr-
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 Antikérpern der CD3-Spezifitit ist bisher je-
doch nur mit einem T-Zell-aktivierenden Antikorper
(OKT3) vorhanden. Dieser Antikérper diente im wesentli-
chen zur Behandlung von Nierentransplantationspatien-
ten, und zwar sowohl prophylaktisch als auch bei akuten
AbstoBungskrisen!'*-*"L. 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 GvH-Reaktion!!** %, Wihrend bei Organtransplanta-
tionen und bei allogener Knochenmarktransplantation bei
Leukimiepatienten mit OKT3 ein iiberwiegend positiver
Therapieeffekt erzielt werden konnte, war eine OKT3-in-
vitro/in-vivo-Therapie bei schweren kombinierten Immun-
defekten (severe combined immune deficiency (SCID))
nicht in der Lage, GvH-Reaktionen zu vermeiden!'*),

Sowohl bei der Organ- als auch bei der allogenen Kno-
chenmarktransplantation wurden auch monoklonale Anti-
korper mit anderen Spezifitdten als CD3 eingesetzt. Die
der jeweiligen Auswahl der monoklonalen Antikdrper zu-
grundeliegenden Uberlegungen und Experimente kénnen
hier nicht im einzelnen diskutiert, sondern nur exempla-
risch aufgezeigt werden. Bei der allogenen Knochenmark-
transplantation wurde Campath 1 verwendet, ein monoklo-
naler Ratten-Antikdrper der IgM-Klasse mit breiter Reak-
tivitit auf mononucledre Zellen; er wurde genutzt, weil er
mit Humankomplement Zielzellen wirksam lysieren
kann*'. Zum Ausschalten von Escape-Mechanismen und
zur exakteren Definition von Zielzellpopulationen werden
oft Mischungen von mehreren Antikérpern bevorzugt, wo-

159



bei die Zellelimination entweder iiber eine Komplement-
vermittelte Cytolyse erfolgt oder die Antikdrper als Im-
muntoxin direkt wirksam werden!'4243],

Bei Organtransplantationen wird mit einem Anti-T12-
Antikdrper dhnlich wie bei OKT3 ebenfalls der immunre-
aktive T-Lymphozyt als Zielzelle getroffen!'**, Eine andere
Population von Zielzellen liegt der Therapie mit CBL1 zu-
grunde. Dieser Antikdrper konnte in der Lage sein, die
wihrend einer TransplantatabstoBungsreaktion aktivierten
B-Lymphozytenklone zu eliminieren!'*),

5.4.4. Human-Hybridome

Monoklonale Antikdrper der Maus besitzen gegeniiber
konventionellen Antiseren zwar den entscheidenden Vor-
teil der Monospezifitit, fiir die Beurteilung der therapeuti-
schen Brauchbarkeit muB jedoch die Gesamtheit des Im-
munglobulinmolekiils beriicksichtigt werden, da in kom-
plexen Immunreaktionen vielfach Fc-vermittelte Immun-
mechanismen eine Rolle spielen (siche Abschnitt 3.2). Auf-
grund des Polymorphismus von humanen Fc-Rezeptoren
kénnen Maus-Immunglobuline der Subklasse IgG1 oder
IgG2b nicht oder nur eingeschriinkt in analoger Weise wie
Human-Immunglobuline prozessiert werden!®’-'¢, Fc-ver-
mittelte Immunreaktionen wie die zelluldre Cytolyse
(ADCC) konnen deshalb nicht mit gleicher Wirksamkeit
wie mit Kaninchen- oder Human-Antik8rpern ablaufen.
AuBerdem sind Maus-Immunglobuline fiir das menschli-
che Immunsystem Antigene, so daB es nach in-vivo-Appli-
kation von monoklonalen Antikdrpern der Maus zur Bil-
dung von Anti-Maus-Ig-Antikérpern kommen kann. Bei
hohen Titern kénnen solche Anti-Maus-Ig-Antikorper die
Therapie beeintrichtigen. Derartige Schwierigkeiten sind
bei der Anwendung monoklonaler Antikdérper humanen
Ursprungs nicht zu erwarten!!4’],

Prinzipiell lassen sich humane monoklonale Antikérper
durch drei grundlegend verschiedene Techniken herstel-
len:

- durch Epstein-Barr-Virus(EBV)-Transformation von B-

Lymphozyten!'#8-150),

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

Zellinie).

Fir die Herstellung antigenspezifischer, monoklonaler
Antikérper humanen Ursprungs ist die Verfiigbarkeit von
passend stimulierten Humanlymphozyten bisher hiufig
der limitierende Faktor. Wihrend bei der Maus das Im-
munsystem in der Regel iiber eine in-vivo-Immunisierung
aktiviert werden kann - nur in Ausnahmefillen, z.B. bei
extrem geringen Antigenmengen, waren in-vitro-Immuni-
sierungen vorteilhafter - muB die Stimulation humaner B-
Zellen fir 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 fir die
Stimulation der B-Zellen erlaubten fiir ausgewihlte Anti-
gene eine effektivere in-vitro-Induktion der humanen Ig-
Synthese. Dank des zunehmenden Verstindnisses der Ak-
tivierungsmechanismen der Lymphozytenstimulation und
der biochemischen Charakterisierung der daran beteiligten
Faktoren ist es seit kurzem méglich, gezielt auch in die
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Differenzierung und Proliferation der B-Lymphozyten ein-
zugreifen®®'>1%2, Wenn es mit Hilfe gentechnologisch
hergestellter Mediatoren (B-Zellwachstumsfaktor (BCGF),
B-Zelldifferenzierungsfaktor (BCDF), Interleukin-2, y-In-
terferon) gelingt, selektiv antigenspezifische Vorlduferzel-
len zu expandieren, wire damit die Voraussetzung ge-
schaffen, gezielt humane monoklonale Antikérper mit ho-
her Ausbeute herzustellen; die Immortalisierung der B-
Lymphozyten (Transformation oder Fusion) wiirde dann
eine untergeordnete Rolle spielen.

Seit Olsson und Kaplan die ersten monoklonalen Anti-
kérper humanen Ursprungs beschrieben!'*¥), wurden sehr
unterschiedliche Wege zur Isolierung aktivierter B-Lym-
phozyten beschritten. Wurden anfangs hauptsichlich mo-
noklonale Antikérper gegen Antigene isoliert, bei denen
der Blutspender natiirlich oder kiinstlich immunisiert wor-
den war, so kénnen nun auch humane monoklonale Anti-
korper mit Spezifitit gegen Tumoren iiber die Fusion von
Lymphozyten aus den Tumor-drainierenden Lymphknoten
hergestellt werden. In Tabelle 10 ist eine Auswahl huma-
ner monoklonaler Antikdrper mit unterschiedlichen Spezi-
fititen zusammengestellt.

Tabelle 10. Spezifitdten vor humanen monoklonalen Antikdrpern.

Bindungsspezifitat for Lit.
Tetanus-Toxoid [a] [159, 160]
Diphtherie-Toxoid [a] [159]
Schaferythrozyten [156]
Thyrotropin-Rezeptor (1581
Haemophilus influencae B. [159]
Keyhole-Limpet-Hamocyanin (161}
Influenza [154)
Pneumokokken [155]

humane monoklonale Antikdrper mit Reaktivitit gegen
Human-Tumorzellen (Colon, Lunge, Brust, Gliom,
Melanom und andere)

[157, 162-166]

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

Es erscheint bemerkenswert, daB Xeno-Hybride, die auf
Fusionen von Humanzellen mit Mauszellen beruhen, mit
relativ hoher Produktivitit herstellbar sind!'>%1¢!.164 165]
Die in-vivo-Anwendung humaner monoklonaler Antikdr-
per beschrénkt sich bisher auf Fallstudien bei Tumorpati-
enten''®’), mit der Isolierung solcher Antikérper gegen wei-
tere, unterschiedliche Spezifititen ergeben sich jedoch ins-
besondere fiir die Tumortherapie neue Aussichten.

Auch fir die Gewinnung von Hyperimmunseren, spezi-
fisch gegen bakterielle und virale, infektidse Erreger, fiir
die geeignete und gut vertréigliche Impfstoffe nicht oder
nur schwierig herstellbar sind, wiren humane monoklo-
nale Antikdrper sehr erwiinscht.

5.4.5. Probleme bei der Anwendung
monoklonaler Antikorper am Menschen

Die in-vivo-Applikation monoklonaler Antikérper, seien
sie nun an cytotoxisch wirksame Agentien gekuppelt oder
nicht, wirft Probleme auf, denen vor allem Gesundheitsbe-
hérden bei ihrer Zulassung als Arzneimittel Rechnung tra-
gen missen. Bisher sind monoklonale Antikérper nur in
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relativ beschrinktem Ma8 fiir die Therapie am Menschen
genutzt worden, so daB noch keine allgemeine Aussage
iiber Vertriglichkeit und Nebenwirkungen gemacht wer-
den kann'"®®. Es ist verstdndlich, daB bei diesen neuartigen
Arzneimitteln zunéchst an alle nur denkbaren Sicherheits-
vorkehrungen und Priifungen gedacht wird. Natiirlich muf3
je nach Anwendungszweck (Antitumortherapie, Immun-
modulation, Immunsuppression, passive Immunisierung,
Diagnose etc.) eine Schaden-Nutzen-Bilanzierung 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 beziiglich
Freiheit von Bakterien, Viren (besonders wichtig: lympho-
zytire Choriomeningitis(LCM)- und respiratory-enteric-or-
phan(REO)-Viren Typ 3) und Mykoplasmen. Das Reini-
gungsverfahren fiir monoklonale Antikérper soll reprodu-
zierbar gewéhrleisten, Viren und unerwiinschte Makromo-
lekiile, einschlieBlich DNA, zu entfernen. Natiirlich miis-
sen auch Sterilitit, Pyrogenfreiheit, Stabilitit des Endpro-
dukts sowie dessen biochemische (z. B. Subklassenzugehé-
rigkeit, elektrophoretische Beweglichkeit, Aggregatgehalt)
und funktionelle Charakterisierung (z. B. spezifische Akti-
vitit, Titer) gesichert sein. Ebenso miissen allgemeine und
spezifische pharmakologische und toxikologische Untersu-
chungen am Tier die Unbedenklichkeit des Produkts fiir
die Anwendung am Menschen wahrscheinlich machen.
Alle hier nur auszugsweise aufgezihlten Untersuchungen
miissen selbstverstindlich 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 erméaglicht, 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 kdnnen, ist weit {iber die
Immunologie hinaus fiir viele Bereiche von Wissenschaft,
Technik und Medizin von allgemeinem Interesse gewor-
den.

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

Angew. Chem. 97 (1985) 141-163

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 Antikdrpern noch aufwendig und
schwierig gestaltet. Das Ziel ist, fiir 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 vernachlissigbar niedriger Konzentration vor-
kommen. Das nichste Ziel ist dann die Tumortherapie,
entweder mit monoklonalen Antikérpern direkt oder mit
Antikorperkonjugaten (mit Radionucliden in geeigneter
Dosierung, mit Tumorcytostatica oder mit Toxinen). Es
gibt sehr ermutigende Anfangserfolge bei einigen wenigen
Tumorarten, doch sind hier die Ergebnisse weiterer klini-
scher Priifungen abzuwarten,

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

Inwieweit die konventionelle Immunsubstitution mit ho-
mologen, menschlichen Antikérperpriparaten durch die
spezifischen, monoklonalen Antikdrper ersetzbar ist, hingt
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 miissen Methoden der in-vitro-Stimulierung
von noch ungeprigten B-Lymphozyten mit beliebigen An-
tigenen entwickelt werden. Dies ist zwar prinzipiell mog-
lich, aber noch nicht im gewiinschten AusmaB und in be-
liebiger Richtung.

Weltweit wird mit und {iber monoklonale Antikorper in-
tensiv geforscht, so dal vermutlich rasch viele ungeldste
Fragen geklirt und verbesserte Methoden entwickelt wer-
den. Auch die Einbeziehung gentechnologischer Metho-
den fiir die Herstellung von Antikérpern oder der manch-
mal vorteilhafteren Antikdrperfragmente sollte interes-
sante Resultate bringen.

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