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Wykrycie przeciwcial monoklonalnych przy$pieszy-
lo rozwéj nauk medycznych. Obecnie wykorzystuje
sie je zar6wno w badaniach do§wiadczalnych (immu-
nologia, genetyka), jak i klinicznych (w tym w diagno-
styce onkologicznej, mikrobiologicznej, serologicznej)
oraz w seroterapii nowotwordw (11).

Wielka zaleta przeciwcial monoklonalnych jest ich
homogenno$¢. Immunoglobuliny sa bardzo réznoro-
dne (klasy, podklasy, allele). Przeciwciala monoklona-
Ine s3 pod tym wzgledem bardzo swoiste i charaktery-
zuja sie:
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— swoistoécia izotopowa, dotyczaca poszczego-
Inych klas i podklas immunoglobulin w obrebie tego
samego gatunku (swoifto$é gatunkowa);

— swoistoscia idiotypowa, zwiazana z’obecnoscia
odpowiednich ugrupowan antygenowych w czeSci
wigzacej przeciwciala. Jest ona uwarunkowana se-
kwencja aminokwaséw obszaru zmiennego czasteczki
immunoglobuliny (8, 13).

Stosowane od lat przeciwciata heterogenne nie maja
tych zalet, a tym samym ich swoisto$¢ jest znacznie
mniejsza.

Wytwarzanie przeciwcial monoklonainych przed-
stawiono na ryc. 1. Kolejne etapy sa nastepujace:

a) kilkakrotna immunizacja myszy wybranym an-
tygenem.
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. Ryc. 1. Wytwarzanie przeciwciat monoklonalnych (wg J.A. Bourne, Handbook of Inmunoperoxidase Staining Methods DAKO
CORP. USA 1983).
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Przeciwciala monoklonalne

b) pozyskanie §ledziony uodpornionej myszy i wyo-
drebnienie z niej limfocytéw B,

c) fuzja limfocytéw z komérkami szpiczaka myszy
w celu uzyskania hybryd,

d) selekcja hybryd,

e) hodowla wybranych klonéw in vivo lub in vitro
8).

Klon wytawarzajacy przeciwciala okre§la sie jako
hybrydoma. Obecnie przeciwciala monoklonalne sa
dostepne na rynku w formie preparatéw, produkowa-
nych m.n. przez Amersham, Becton-Dickinson,
Coulter, Dako, Labsystems, Miles, Sigma.

Metody uwidaczniania komplekséow antygen-
-przeciwcialo w preparatach histologicznych
i cytologicznych

W celu jak najlepszego uwidocznienia komplekséw
antygen-przeciwcialo rozwinieto wiele technik immu-
nologicznych. Metody te mozna ogélnie podzieli¢, w
zaleznoéci od sposobu uwidaczniania komplekséw, na
histochemiczne, w ktérych substancja wykrywana jest
najezeéciej enzym, i fluorescencyjne, w ktérych kom-
pleksy sa znakowane fluoresceina. Metody histoche-
miczne maja przewage nad fluorescencyjnymi, ponie-
waz przy ich stosowaniu potrzebny jest zwykly mikro-
skop S$wietlny. Istnieje jeszcze wiele innych metod
identyfikacyjnych z uzyciem przeciwcial monoklona-
Inych opartych na elektroforezie biatek, immunofiksa-
cji i technikach immunoblottingu.

Zaleznie od mechanizmu powstawania polaczen
immunologicznych, techniki te mozna podzieli¢ na:

a) bezposrednie,

b) posrednie,

¢) z uzyciem kompleksow:

peroksydaza-antyperoksydaza
awidyna-biotyna.

Wiekszo$¢ z tych technik moze byé stosowana w
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modyfikacji histochemicznej lub fluorescencyjnej. Ze
wzgledu na wymienione korzysci, cze$ciej uzywane sa
metody histochemiczne.

NajczeSciej stosuje sie w nich jako znacznik enzym
peroksydaze, ktéra ma wiele zalet:

1) jest bardzo trwala oraz latwo osiggalna w czystej
postaci, a wiec jest niewielkie prawdopodobiehstwo
zanieczyszczen,

2) niewielkie rozmiary jej czasteczki nie przeszka-
dzaja w laczeniu sie przeciwecial,

3) aktywno$¢é peroksydazy endogennej jest nie-
wielka,

4) istnieje wiele zwiazkow, ktére w reakcji z per-
oksydaza daja barwny produkt kohcowy,

5) jest tania.

. Immunoperoksydazowa metoda bezpo$rednia pole-
ga na reakcji antygenu ze swoistym przeciwcialem
(np. monoklonalnym) sprzezonym z peroksydaza (ryc.
2a). Nastepnie stosuje sie barwnik, ktéry ujawnia
obecno$é peroksydazy, a wiec posrednio i antygenu.
Badanie metoda bezposrednia mozna wykonaé bardzo
szybko, z matym prawdopodobiefistwem reakcji nie-
swoistych. Gléwna wada tej metody jest to, ze do
lokalizacji kazdego antygenu potrzebne jest inne,
sprzezone z peroksydaza, przeciwciato. Metoda ta jest
stosowana m.in. do wykrywania immunoglobulin, do-
pelniacza i kompleksé6w immunologicznych, uzyska-
nych z bioptatéw nerkowych i skérnych, np. w uktado-
wym toczniu rumieniowatym (1).

Metoda poSrednia wymaga zastosowania dodatko-
wego przeciwciata. Swoiste przeciwciato (tzw. pierwo-
tne) wiaze sie z antygenem. Do wykrycia tego kom-
pleksu stosuje sie drugie przeciwcialo, ktére jest pota-
czone z peroksydaza. Nastepnie dodaje si¢ barwnik,
jak w metodzie bezposredniej. Zaleta metody posre-
dniej jest to, ze réznorodne przeciwciala pierwotne,
pochodzace jednak od danego gatunku, mozna wykry¢é
za pomoca jednego przeciwciala wtérnego, znakowa-
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Ryec. 2. Schemat metod uwidaczniania komplekséw immunologicznych metoda immunoperoksydazowa (wg jak ryc. 1).
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nego peroksydaza, ktére jest skierowane przeciwko
immunoglobulinom tego gatunku. Wada natomiast
Jjest wieksze prawdopodobiefistwo wystapienia reakeji
nieswoistych. Gléwnym zastosowaniem tej metody
jest identyfikowanie przeciwcial w surowicach cho-
rych z réznymi schorzeniami autoimmunologicznymi,
bakteryjnymi i pasozytniczymi (1, 7).

Metoda PAP wymaga zastosowania 3 odczynnikéw:
pierwszego przeciwciala skierowanego przeciwko po-
szukiwanemu antygenowi, wtérnego przeciwciala
oraz kompleksu PAP, skladajacego sie z enzymu
peroksydazy i przeciwciala przeciwko niemu. Wtérne,
tzw. laczace przeciwcialo jest zdolne do polaczenia
pierwotnego przeciwciala z kompleksem PAP, ponie-
waz oba pochodza od tego samego gatunku zwierzat
(ryc. 2¢). Enzym peroksydaza jest dalej wykrywany za
pomoca reakcji barwnej. Korzyscia takiego skompli-
kowania metody jest zwiekszenie jej czutoéci. Jednym
z wazniejszych zastosowan tej metody jest okre$lanie
pochodzenia komoérek i tkanek nowotworowych na
podstawie identyfikacji swoistych antygenéw komor-
kowych (1, 7).

Metoda awidyna-biotyna wykorzystuje duza zdo-
Inoé¢ glikoproteiny awidyny do nieimmunologicznego
przylaczania czasteczek witaminy — biotyny. Tak jak
w metodzie PAP, uzywane sa 3 odczynniki. Pierwszym
z nich jest przeciwcialo skierowane przeciwko poszu-
kiwanemu antygenowi. Drugie przeciwciato, zwiaza-
ne z biotyna, jest zdolne do przylaczania pierwszego.
Trzecim skladnikiem jest kompleks, skladajacy sie z
peroksydazy potaczonej z awidyna-biotyna. Wolne
miejsca na czasteczce awidyny zezwalaja na polacze-
nie zbiotyna na drugim przeciwciele (ryc. 2d). Réwniez
iw tym przypadku peroksydaza, a wiec i poszukiwany
antygen, sa ujawniane za pomoca odpowiedniego bar-
wnika. Silne powinowactwo awidyny do biotyny zwie-
ksza czulo$¢ metody w poréwnaniu z innymi, w kté-
rych wystepuje przeciwciato sprzezone z peroksydaza
(metoda bezpo$rednia i posrednia). Jest to metoda
wprowadzona niedawno i jak dotad stuzy do oznacza-
nia biatek wiruséw i filamentéw poérednich (1, 7).

Ostatnio pojawia sie coraz wiecej prac, poréwnuja-
cych opisane metody. Sternberg i Sternberg uwazaja,
ze metoda PAP jest czulsza od metody awidyna-bio-
tyna w zwyklych rozciehiczeniach przeciwciala. Nato-
miast w miare wzrostu stopnia rozcieficzania jej prze-
waga nad metodg awidynowa jest mniej wyrazna.
Dodatkows zaleta metody PAP miatoby by¢ umozli-
wienie zréznicowania neurofilamentéw o duzym i
matym stopniu fosforylacji, czego nie mozna osiagnaé
za pomoca metody awidyna-biotyna. Inna wada tej
ostatniej jest jej nieprzydatno$é do oznaczania stezenia
antygenu, czy poréwnywania miejsc o duzym i matym
stezeniu antygenu (12).

Waznym zagadnieniem towarzyszacym wszystkim
metodom immunocytochemicznym, jest prawdopodo-
biefstwo wystapienia nieswoistych potaczen przeciw-
ciala z antygenami tkankowymi. Nawet uzywajac
przeciwcial monoklonalnych bardzo wybiérczo dziata-
Jjacych, udokumentowano przypadki reakcji krzyzo-
wych. Aby temu zapobiec, czesto przeprowadza sie
préby monowybiérezosci. Wykorzystuje sie w tym
celu m.in. techniki precypitacji w zelu, unieczynnie-
nia, immunoprecypitacji czy metody z uzyciem zna-
cznikéw radioaktywnch (7).

Kolejnym istotnym zagadnieniem jest mozliwo$é
wystapienia zafalszowan pochodzacych z samej tkanki
czy komorki badanej. Uzywajac znacznikéw fluorescen-
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cyjnych nalezy bra¢é pod uwage autofluorescencje
lipofuscyny, a przy metodach peroksydazowych —
aktywno$¢ peroksydazowsa lizosoméw. Aby uniknaé
bledéw, nalezy wiedzieé¢, ktére struktury w obrebie
badanego materialu maja determinanty te same lub
zblizone do poszukiwanego antygenu (7).

Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych
w diagnostyce neuroonkologicznej

W diagnostyce nowotworéw ukladu nerwowego
wiekszo$¢ badaczy zwraca uwage na duza przydatno$é
oznaczania filamentéw posrednich — ukladu wiékie-
nek o érednicy 10 nm, ktére stanowia zrabcytoske-
letonu obok mikrotubul (20-25 nm) i mikrofilamen-
téw (ponizej 10 nm). Wyrézniono 5 grup filamentéw
posrednich, a kazda z nich doczekala sie juz swoich
przeciwcial monoklonalnych. Sa przeciwciala mono-
klonalne skierowane przeciwko biatkom nastepuja-
cych filamentéw posrednich (4 rodzaje biatek oraz
neurofilamenty):

a) cytokeratynie (tonofibryle) wystepujacej w ko-
moérkach nablonkowych i wywodzacej sie z nablon-
kéw, np.: carcinoma basocellulare, transitional cell
carcinoma, adenocarcinoma, chordoma, synovial sar-
coma;

b) desminie, wystepujace gléwnie w mieéniach
szkieletowych, gladkich i mie$niu sercowym oraz
guzach i przerzutach pochodzenia miogennego, np.
rhabdomyosarcoma, leiomyosarcoma;

c) wimetnynie, wystepujace gléwnie w komérkach
tkanki lacznej, tj. guzach i przerzutach pochodzenia
mezenchymalnego, np.: sarcoma, lymphoma, melano-
ma, schwannoma, endothelioma;

d) kwaénemu bialku filamentéw  glejowych
(GFAP), charakterystycznemu dla komoérek glejo-
wych, a tym samym guzéw i przerzutéw pochodzenia
glejowego np.: astrocytoma, ependymoma. Oligoden-
drocyty GFAP nie zawieraja.

e) neurofilamentom (neurofibryllom) — wléknom
neuronéw spotykanych takze w przypadkach pheo-
chromocytoma i neuroblastoma.

Neurofilamenty sa gtéwnymi skladnikami cystoske-
letonu komoérek nerwowych. Wystepuja w formie
uporzadkowanych sieci. System ich polaczen i rozga-
lezieh wypelnia cytoplazme perikarionu, aksonéw i
dendrytéw. Biatka neurofilamentéw ssakéw sa bio-
chemicznie i immunologicznie rézne od biatek neuro-
filament6éw ptakéw, plazéw iryb. Odznaczaja sie duza
swoisto$cia polipeptydéw. Wyodrebniono kilka frakcji
neurofilamentéw o masie czast. 200 000, 160 000, 69 000 i
68000. Przedostatnia z frakcji jest charakterystyczna
dla aksonéw. Frakcja 200000 jest typowa dla guzéw i
przerzutéw pochodzacych z ukladu wspétczulnego,
np. ganglioneuroblastoma. Frakcja 160000, podobnie
Jjak 68000, takze wykazuje zwiazek z guzami ukladu
wspotczulnego, przy czym pierwsza z nich daje réw-
niez reakcje krzyzowe w przypadkach rakéw i miesa-
kéw. Przeciwciata monoklonalne przeciw poszczegél-
nym frakcjom neurofilamentéw nie daja reakcji krzy-
zowych miedzy soba, przykladowo — przeciwciata
monoklonalne przeciw neurofilamentom frakcji 68 000
nie wykrywa polipeptydéw frakeji 200 000. Niektére z
wymienionych juz firm produkuja zestawy przeciw-
cial monoklonalnych skierowanych przeciwko fila-
mentom po$rednim (6, 10).

W razie potrzeby zestaw przeciwcial monoklonal-
nych stosowanych w diagnostyce moze zostaé zwie-
kszony. Obecnie s3 juz dostepne na rynku preparaty
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przeciwcial monoklonalnych skierowane przeciwko
prawie wszystkim rodzajom komoérek. Poza struktura-
mi swoistymi cystoskeletonu antygenem dla przeciw-
cial monoklonalnych moga by¢ takze inne elementy
struktury komérkowej oraz produkty syntezy komor-
ki. Dotyczy to zwlaszcza komérek ukladu limfatyczne-
go, przeciwko ktérym istnieje najbogatszy zestaw
przeciweial monoklonalnych.

Przydatno$¢ przeciwcial monoklonalnych
w cytodiagnostyce onkologicznej plynu mézgowo-
-rdzeniowego

Badania cytoonkologiczne ptynu mézgowo-rdzenio-
wego nalezg do najtrudniejszych dziatéw cytodiagno-
styki. Trudno$ci powodowane sa zaréwno niewielka
liczba elementéw komérkowych w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym, jak i problemami zwiazanymi z ich
wychwytem w celu sporzadzenia bogatokomoérkowe-
go cytogramu oraz trudno$ciami w samej ocenie uzy-
skanej populacji komérkowej (2, 15).

Cze$¢ problemoéw zostalta rozwigzana z chwila wpro-
wadzenia saczenia przez filtry membranowe, co umo-
zliwia wychwyt prawie 100% komoérek z ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego, tym samym zwiekszajac mozliwo$¢
znalezienia w badanej populacji komérkowej gniazd
proliferacyjnych, a nawet pojedynczych komérek no-
wotworowych (9, 14).

Nawet jezeli komo6rki nowotworowe sa obecne, to
ich rozpoznanie, a zwlaszcza ustalenie typu nowotwo-
ru, od ktérego pochodza, jest trudne, nierzadko spoty-
ka sie nawet opinie, ze jest to niemozliwe. Doswiadczo-
ny cytolog moze czasem zréznicowac niektére rodzaje
nowotworéw, jak: adenocarcinoma, melanoma czy
medulloblastoma, przewaznie jednak ogranicza sie do
stwierdzenia obecno$ci komérek ,,podejrzanych jako
nowotworowe’”. W przypadku malo zréznicowanych
nowotworéw, zwlaszcza ze wspOlistniejacym proce-
sem zapalnym i rozpadowym, nierzadkie sa rozpozna-
nia falszywie ujemne. Czasami, ze wzgledu na obe-
cnoéé w plynie mézgowo-rdzeniowym komérek mezen-
chymy, ependymy i splotu naczyniéwkowego lub
przypadkowej obecno$ci komérek nabtonkowych czy
fragmentéw szpiku kostnego, zdarzaja sie rozpoznania
fatszywie dodatnie (2, 15). Prébowano wyeliminowaé
te niedogodnosci przystosowujac do potrzeb analizy
cytologicznej techniki fluorescencyjne, autoradiogra-
fie czy mikroskopie elektronowa. Jednak metody te ze
wzgledu na koszty, czasochlonno$¢ oraz braki apara-
turowe nie poprawily w sposob istotny sytuacji.

Szansa na znaczne zmniejszenie trudnosci w identy-
fikacji komérek nowotworowych wydaje sie zastoso-
wanie przedstawionych technik immunohistochemi-
cznych czy immunofluorescencyjnych z uzyciem prze-
ciwcial monoklonalnych. Do chwili obecnej ukazalo
sie na éwiecie zaledwie kilka prac, ktérych autorzy
prébowali zestawi¢ uniwersalny panel przeciwcial
monoklonalnych dla potrzeb cytoonkologii plynu
moézgowo-rdzeniowego.

Duza przydatno$¢ wykazal zestaw skladajacy sie ze
znacznikéw dla tkanki neuroektodermalnej, cytoke-
ratyny nablonkowej, neoplastycznych neuroblastéw i
przeciwciala pan-leukocytarnego. Prébki plynu
moézgowo-rdzeniowego zageszczano przez wirowanie i
dzielono na kilka porcji, ktére nakladano na uprzednio
przygotowane szkietka mikroskopowe. Po przepluka-
niu buforowanym roztworem 0,9% NaCl na kazde
szkielko nakladano jedno z przeciwcial monoklona-
Inych o odpowiednim stezeniu i inkubowano przez 30

min w komorze wilgotnej w temperaturze pokojowej.
Po dalszym pltukaniu i inkubowaniu przez 30 min z
kozig anty-mysig immunoglobuling sprzezona z fluo-
resceina preparat zamykano w 90% glicerolu i ocenia-
no w mikroskopie fluorescencyjnym. Oprécz metod
posredniej immunofluorescencji, w badaniach tych
uzywano réwniez 4-stopniowej techniki immunoperok-
sydazowej.

Uzycie powyzszego zestawu przeciwcial pozwalalo
na dokladne réznicowanie komérek nowotworowych
pochodzenia nablonkowego, limfoidalnego i neuro-
ektodermalnego. W dalszej kolejno$ci uzywano doda-
tkowych przeciwcial monoklonalnych w celu uzyska-
nia bardziej szczegétowych informacji, np. odno$nie do
fenotypu chloniaka albo do wykrycia kwasnego bialka
filamentéw glejowych (GFAP). Podczas badan okazalo
sie, ze przeciwciala monoklonalne przeciw cytokera-
tynie nie reaguja z komérkami pochodzacymi z prze-
rzutu anaplastycznego raka sutka — byt to jedyny
falszywie ujemny wynik uzyskany przy tym zestawie
przeciwcial. Ostatecznie nowotwor ten zidentyfikowa-
no uzywajac przeciwcial monoklonalnych przeciwko
nablonkowemu antygenowi proliferacyjnemu. Uzy-
wajac przeciwcial monoklonalnych, Coakham i wsp.
uzyskali prawidlowe rozpoznanie w 16 sposréd 17
analizowanych przypadkéw. Spoéréd 14 przypadkéw
badanych rutynowa technika cytologiczna w 10 znale-
ziono komoérki nowotworowe, a dokladnie sklasyfiko-
wano tylko 3 przypadki. Réznica jest zatem istotna (3,
4). Pozostale doniesienia mialy charakter kazuistyczny
).

Godny podkre$lenia jest fakt, ze antygeny komorko-
we sa stosunkowo trwate, np. w przypadku cytokera-
tyny struktura antygenowa pozostaje trwata przez co
najmniej 3 dni. Wlasciwos¢ ta umozliwia dtuzsze prze-
chowywanie prébek plynu mézgowo-rdzeniowego lub
ich transportu do wyspecjalizowanego laboratorium
cytologicznego.

Opisane przeciwciala monoklonalne umozliwialy
wstepne réznicowanie komérek w plynie mézgowo-
-rdzeniowym na pierwotne guzy moézgu, przerzuty,
chloniaki i bialaczki. Istnieje takze mozliwosé¢ dalsze-
go, dokladniejszego rozpoznania réznicowego przy
uzyciu innych zestawéw przeciwcial monoklona-
Inych, np. réznicowania miedzy astrocytoma, oligo-
dendroglioma i ependymoma.

Nalezy przypuszczaé, ze techniki immunocytologi-
czne przyniosa istotny postep diagnostyczny. Zastoso-
wane w przecigtnie wyposazonym laboratorium dia-
gnostycznym pozwola na wezesne wykrycie i dokla-
dna charakterystyke komérek nowotworowych w plty-
nie mézgowo-rdzeniowym.
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