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niu zawiesiny limfocytów B (1X108 komórek)
pobranych po 3-4 dniach po ostatniej immu-
nizacji z komórkami szptczaka (2X10' komó-
rek) w obecności czynnika indukującego fuzję.
Po około 1-2 tygodniach inkubacji komorek
zawieszonych w podłożu selektywnym HAT w
3?oC (często w basenikach płytek służących do
odczynu mikroaglutynacji) przeżywają wyłącz,
nie hybrydy. Następnie podłoże HAT jest za-
stąpione normalnym podłożem wzrostowym, do
którego są wydzielane monoklonalne przeciw-
ciała przez namnazające się hybrydy. Szybł<o
rosnące hybrydy tworzą widoczne okiem nie-
uzbrjonym kolonie w ciągu 10 dni, zaś wolno
Tosnące po 3-4 tygodniach inkubacji. Fuzje
tvłatzy od 1 do 500/o komorek populacji (2).

Następnym etapem produkcji monoklonal-
nych przeciwciał jest ich identyfikacja i wstęp-
na ocena reaktywności. W większości przypad-
ków stężenie przeciwciał w płvnie hodowla-
nym wynosi od 10-50 mg/l, co umożiiwia uży-
cie w tym celu róznorodnych rnetod immuno-
logicznych: ELISA, metody radioimmunologicz-
D€, łysinek hemolitycznych w żelu, techniki
immunofluorescencji pośredniei ewentual-
nie z użyciem sortera 'komórkowego, izolacja
komórek reagujących na płyikach plastyko-
wvch ze związanymi z ich powierzchnią prze-
ciwciała.mi monoklonalnvmi, autoradiografia,

Po wyizolowaniu hybrydów o właściwościach
produkujących poządane przeciwciała, rvypro-
wadza się z pojedvńczych komórek hodowlę
(klon) stosując metodę rozcienczeń na płytkach
do mikroaglutynacji, względnie metodę hodowli
w agarze miękkim. Namnożenie klonu in uitro
lub in uiuo umożIiwia uzyskanie poządanych
i]ości przeciwciał monoklonalnych, Wykrycie
hybrvdów i podjęcie ich klonowania w odpo-
wiednim czasie jest niezbędnym walunkiem do
uzyskania optvmalnej wydajności monoklonal-
nych przeciwciał. Zbyt póżne przystąpienie do
klonowania w przypadku szybko rosnących hy-
brydów może spowodować ich obumieranie na
skute|k wyczerpania składników odżywczych
podłoża wzrostowego, względnie namnożenia
komórek hybrydow nie produkujących przeciw-
ciał, które mogą wvstępowaó łącznie z produ-
centami przeciwciał. ZbyI szybkie przystąpienie
do klonowania, gdy hodowla hybrydów nie
osiągnie odpowiednich rozmiarów, zmniejsza
wvdainość przeciwciał monoklonalnvch.

Dotychczas stosowane techniki nie zawsze za-
pewniają otrzymanie przeciwciał monoklonal-
nych o wysokiej czystości. Przeciwciała produ-
kowane źn uźuo mogą być zanieczyszczone nor-
malnymi białkami płynów ustrojowych, zaś
przeriwciała uzvskiwane in uitro zawierają do-
mieszkę białek surowicy końskiej lub cielęcej,
jrtóra wchodzi w skład podłoża hodowlanego.
W celu oczyszczenia jest wykorzystywana chro-
matografia powinowactwa z użyciem białka A,
a także konwencjonalne metody chromatografii
kolumnowej (17).
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Powinowactwo i swoistośó przeciv,lciał mono-
klonalnych nie zawsze jest łrl pełni zadowala-
jąca. Może też występować ziawisko ,,assay-spe-
cificity" (reakcje fałszywie dodatnie lub ujem-
ne w zależności od zastosowanego testu serolo-
gicznego) (9). Nawet w przypadku przeciwciał
monoklonalnych mogą występować reakcje
krzyżorve. Zupełnie niepokrewne antygeny mo-
gą posiadać identyczne determinanty, względnie
rnonoklonalne przeciwciała mogą reagować z
determinantą antygenową o sirukturze bardzo
podobnej, aie nie identycznej ze strukturą,
plzeciwko której zostało wytworzone,przeciw-
ciało (17).

Przeciwciała monoklonalne stwarzają nowe
persl:ektywy w naukach biologicznych. Pozwa-
iają osiągnąć postęp w opracowaniu nowych,
precyzyjnych metod diagnostycznych wykorzy-
st-ywanych w rożnych dziedzinach immunologii
i naukach klinicznych, głownie w transplanto-
logii i onkologii (8, 28, 30). Dzięki nim jest
możliwe ustalenie zalezności między fenotypem
i funkcją a procesem dojrzewania komorek (29),
rvprowadzenie no"uvych metod terapeutycznych
(2J.), badanie in uźuo udziału poszczególnych
elernentów komórki w procesach przemiany ma-
terii, poznanie topografii antygenow komórko-
wych i wykrycie nowych, dotychczas niezna-
nych antygenów (3, 8, 20, 25), nieaktywnych
enzymow i rnodulacji ich aktywności (30). Prze-
civ,rciała monoklonalne są coraz częściej stoso-
wane w profilakiyce i terapii niektorych cho-
rób zakażnych ludzi i zwierząt (13, 18, 22, Z4).
Omówienie tych zagadnień, a także innych moż-
liwości wykorzystania przeciwciał monoklonal-
nych w takim stopniu, jak na to zasługują, wy-
maga odrębnego opracowania ze wzg\ędu na
aktualność, ważność i zasięg problemu.
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Tab. 1. wyniki hodowli limfocytów krwi obwodowej użytych do badań krów
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