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Przeciwciala monoklonalne — wlasciwosci i zasady otrzymywania

Osiagniecia inzynierii genetyczne] stwarza-
jac mozliwosel sterowania materialem gene-
tycznym, nowe immunologiczne  techniki
badaweze (ELISA, RIST), a zwlaszeza opraco-
wanie i wykorzystanie w badaniach ekspery-
mentalnych, diagnostyce i terapii przeciwcial
monoklonalnych przyczynily sie do znacznego
postepu w immunologii teoretycznej i stosowa-
nej. Wprowadzenie metod immunologicznych
wykorzystujacych przeciwciala monoklonalne,
umozliwilo preeyzyjna identyfikacjg wielu an-
tygenow (4, 12, 16, 29), opracowanie nowych
testéw diagnostyki klinicznej (9, 13, 26), bada-
nia nad etiologia niedoboréw immunologicz-
i immunosupresjz. Ma ono takze istotne zna-
czenie w diagnostyce i terapii rozrostu nowo-
tworowego (8, 9, 30).

Cigg zdarzen, ktéory doprowadzil do wytwo-
rzenia monoklonalnych przeciweial wymaga
nie tylko historycznego ujgcia zagadnienia, ale
przede wszystkim przedstawienia wydarzenia
inicjujacego i implkacji wyplywajacych z jego
rozwiniccia. Teoria selekeji klonalnej Burneta
(5), ktéra zaklada, ze organizm dysponuje ge-
netycznie zdeterminowan3 informacja nie-
zhedng do produkeji przeciweial przeciwko
wszystkim mozliwym antygenom oraz, ze kaz-
de swoiste przeciwecialo jest syntetyzowane
przez populacjg (klon) komorek plazmatycz-
nych powstalych z namnozenia sie pojedyncze-
go limfocytu B, zainicjowalo badania nad
otrzymywaniem przeciwcial monoklonalnych
tj. przeciwcial o $cisle okreslonej swoistosci dla
pojedynezej determinanty antygenu, stanowia-
cych jednolita populacje identycznych czgste-
czek (2).

W wyniku immunizacji, niezaleinie od sto-
sowanych technik, uzyskuje sie przeciwciala
poliklonalne (mieszaning przeciwcial roznia-
cych sie swoistoscig). Efekt ten jest nastgpst-
wem stosowania do uodporniania antygendw o
wielu réznych determinantach (immunizacja
antygenem o jednej determinacie jest prak-
tycznie niemozliwa, poniewaz czgsteczki anty-
gendéw posiadajg na swojej powierzchni wiele
¢pitopéw), co prowadzi do jednoczesnego poja-
wienia Sie w immunizowanym organizmie klo-
néw komorek, z ktérych kazdy produkuje
przeciwciata o okreslonej swoistosei. Do nie-
dawna jedynie w nielicznych przypadkach z
surowicy lub osocza immunizowanego organi-
zmu udawalo sie uzyskaé w niewielkich ilos-
ciach swoiste przeciwciala monoklonalne.

Otrzymanie przeciwcial monoklonalnych
stalo sie mozliwe z chwila wyprodukowania
odpowiedniej linii stale dzielaeych sig komorek
mysiego szpiczaka przez Pottera i Boyce 2m

586

w 1962 r., mutanta tych komérek pozbawio-
nego kinazy tymidynowe] (KT) wzglednie
transferazy  fosforybozolowej hipoksantyny
(HGPRT) przez Cofton i Milsteina (7) w 1973
r., (10) i ich udoskonalenia (31), a takze opra-
cowania metod oceny reaktywnoéci i identyfi-
kacjl craz chromatograficznych technik oczy-
gzczania przeciwcial.

Zasada wytwarzania hybrydéw komorko-
wyeh polega na zespoleniu (fuzji) limfocytu B
uptzednio immunizowanych myszek lub szczu-
10w z pokrewna newotworowg komérks szpi-
czaka (myeloma), co daje w efekcie hybryde
komodrkews (hybrydoma) o podstawowych wia-
seiwoéciach komérek wyjsciowych: typows dla
komorki plazmatycznej zdolnoscia produkowa-
nia przeciwcial o okreslonej swoistosci oraz
c}}a’r:akjcerystyczna[ dla szpiczaka dziedziczng
zdolnoécia nieogranicznego wzrostu w hodowli
in witro i wivo. Czynnikiem indukujgcym
tuzje jest wirus Sendai (14) lub glikol poli-
etylenowy (11). Ten ostatni jest latwy w sto-
sowaniu i daje duzy odsetek fuzji komérko-
wych. W praktyce polaczenie to zachodzi w
ciggu kilku minut po zmieszaniu w probowce
limifocytéw $ledziony immunizowanych zwie-
rzat z kombrkami szpiczaka w obecnosci sub-
stancji laczacej. Pojedyiicza komorka hybrydy
tworzy pe namnozeniu klon identyeznych ko-
mérek produkujacych jednorodne przeciwciala
wiazace sie swoidcie z jednym epitopem. W ce-
lu uzyskania selektywnego wzrostu hybrydéw
jest stosowana selektywna pozywka HAT, hi-
poksantyna-aminopteryna-tymidyna (19). W
tej pozywce ging zmutowane komorki szpicza-
ka, fuzje miedzy limfoeytami B i fuzje miedzy
lomérkami szpiczaka i nie posiadajace zdol-
noéci  wielokrotnych podziatéw limfocyty B,
przerywaja natomiast hybrydy powstate z fu-
zii obu komoérek. Selektywna przezywalno$é
hvbrydow komoérkowych jest zwigzana z do-
starczeniem przez limfocyt B zmulowanym
komérkom szpiczaka enzymdw KT i HGPRT,
Ich obecnoié jest komieczna do wybibrezego
transportu hipoksantyny i tymidyny z podioza
HAT do komérki, konwersji na nukleotydy nie-
zbedne do syntezy DNA. Poniewaz aminopte-
ryna zawarta w pozywce hamuje synteze en-
dogennej tymidyny, mutacie prowadzice do u-
traty ktoregokolwiek z tych enzyméw s3 le-
talne dla komérki szpiczaka w obecnosci ami-
nopteryny. W ten sposéb uzyskuje sie nieogra-
niczonvy w czasie wzrost hybrydow produkuja-
cych moncklonalne przeciwciata.

Klonowaniu, ktérego celem jest otrzymanie
linii komérkowych pochodzacych od pojedyn-
czej hybrydy, poddaje sie wylacznie hybrydy
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wytwarzajgce przeciwciala o pozgdanych wla-
sciwosciach, Klonowane komarki mozna prze-
chowywaé w celu dalszego ich wykorzystania
np. w cieklym azocie. Linie komérkowe nam-
naza sie w hodowli in ovitro wzglednie in
vivo po przeszczepieniu do jamy otrzewnowej
myszek lub szezuréw. In vitro jeden klon moze
wytworzyé od 10 do 190 ug przeciweiala mono-
klonowego/ml nadsgczu hodowli. Ilos? przeciw-
cial uzyskanych z hodowli in wivo waha sie od
5 do 10 mg/ml plynu wysiekowego jamy ot-
rzewnewej (2). Namnazanie in vivo jest ulat-
vione w tych przypadkach, gdy zaréwno linia
komoérkowa uzyskana z hybryd, jak i gospo-
darz posiadajg te same antygeny zgodnosci
Irankowej.

Proces produkeji przeciweial monoklonal-
ryeh frwa z reguly 3—4 miesiace i ohejmuje
killa zasadniczych etapbéw: immunizacie daw-
cOw i izolacje limfoeytow B, otrzymanie linii
komérek szpiczaka, fuzje komoérek, identyfii

ika-
cje 1 wstepng ocene reaktywnosei przeciweial,
klonowanie hybrydéw, namnozenie komérek
klonu w celu uzyskania wiekszych ilosci prze-
ciwecial oraz oczyszezanie przeciwecial (2)
(fiye. 1). Wszystkie etapy sa bardzo pracochlo-
nne, wyrnagaja $cislego przesirzegania zasad
aseptyki i wyposazenia laboraterivm w odpo-
wiedni sprzet i odezynniki.

Zrodlem limfocytéw B jest najezedciej $le-
dzionz myszy lub szczurow immunizoewanych
antygenami, w stosunku do ktérych pragnie sie
uzyskaé przeciwciala monoklonalne, za§ part-
nerem w procesie fuzji sg komoérki szpiczaka
mysiege. Ostatnio sa réwniez wykorzystywane
limfocyty z cbwodowyeh wezldw chicnnych
immunizowanych myszy (23). Préby wykorzy-
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Ryc. 1. Schemat produkeji przeciweial monoklonalnych
(wg 2, 8) — zmodyfikowany

stania hybrydéw miedzygatunkowych z u-
zyciem komerek szpiczaka mysiego z limfocy-
tami innych zwierzat nie daly zadowalajacych
elektow ze wzgledu na czesto wystepujaca u-
trate zdolnosSci sekrecii przeciweial i mala
przezywalnos¢ tak powstalych hybrydéw. U-
zyskano réwniez hybrydy z limfocytéw krwi
obwodowej b3dz grasicy czlowieka stymulo-
wanych in vitro mitogenem szkariatki i komo-
rek szpiczaka ludzldego (linia GK-5) (1). Ist-
nieje réwniei mozliwoéé otrzymania hybry-
dow poprzez fuzje limfocytéw B szezura z
komérkami szpiczaka myszy. Te hybrydy
cechuje identyezna stabilnos¢ jak hybrydow
jednogatunkowych. Jedyna ich wadg sa trud-
nosci w namnazaniu in vivo.

Nowotworowe komoérki szpiczaka uzywane
do hybrydyzacji muszg cechowaé sie szybkim
tempem wrrostu in witro, brakiem zdolnogei
sekrecji wlasnych immunologlobin, a takze
mutacje w kierunku braku enzymu KT lub
HGPRT. Checnie istnieje kilka linii komédrek
myeloma, ktére utracilty zdelno$é wytwarzania
1 sekreecji fanicucha lekkiego i cigzkiego imrmu-
noglebulin {16}, Hybrydy otrzymane z komérek
pochodzgcych od szezurdéw ze wzgledu na wiek-
sz2 rozmiary komodrek oraz duzy odsetek fuziji
s bardziej przydatne w niektédrych badaniach
laboratoryinych. Uktad immunclogiczny szezura
rozpoznaje ponadto determinanty antygenowe

lerozpoznawalne przez uklad immunoloziczny
myszy, przez co wachlarz monocklonalnych prze-
ciwcial ulega poszerzeniu. Monoklonalne prze-
ciweiala szczura latwo akiywuja dopehiacz
czlowieka co jest cechy pozadana vodcezas ich
wykorzystywania w probach lzczenia niekté-
rych chorob ludzi (8). Oprécz komorek szpicza-
ka pochodzgeych z naturalnego rozroslu nowo-
tworowego coraz czeSciej w procesie hybrydy-
zacji sg wykorzystywane komoérki szpiczaka
szczUrzego i mysiego indukowane w sposob
szfuczny.

Spozoby uwodporniania dawedw limfoeytéw B
sg zasadniczo identyczne jak przy produkeji
poliklonalnych surowic odpornosciowych. Hy-
brydy wylwarzajgce przeciweciala o okreslonej
swoistosci sg wyselekejonowywane w fazie
identyfikacji przeciweial i wstepnej oceny ich
reaktywnoscl. Z reguly wystarczy jednorazowe
lub dwukrotne podanie antygenu o duzej im-
munoZennosci, natomiast immunizacje antyge-
nami o maiej immunogennosei przeprowadza sie
kilkakrotnie, przy czym ostatnie dawki anty-
genu wprowadza sie dozylnie lub dootrzewno-
wo. Celem uzyskania przeciwcial monoklonal-
nych dla epitopéw nieznanych antygenéw za-
leca sie hiperimmunizscie z uzyciem komplet-
nego adjuwantu Freunda (9).

Kluczowa role w produkeji monoklonalnych
przeciwceial odgrywa zespolenie (fuzja). Oprocz
metod uznanych za klasyczne opracowano wie-
le ich modyfikacji. Zasada polega na zmiesza-
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niu zawiesiny limfocytéw B (1X10° komorek)
pobranych po 3—4 dniach po ostatniej immu-
nizacji z komoérkami szpiczaka (2X107 komo-
rek) w obecnosci czynnika indukujgcego fuzjg.
Po okolo 1—2 tygodniach inkubacji komérek
zawieszonych w podlozu selektywnym HAT w
37°C (czesto w basenikach plytek stuzgcych do
odczynu mikroaglutynacji) przezywaja wyigcz-
nie hybrydy. Nastepnie podloze HAT jest za-
stapione normalnym podlozem wzrostowym, do
ktorego sg wydzielane monoklonalne przeciw-
ciala przez namnazajgce sie hybrydy. Szybko
rosngce hybrydy tworzg widoczne okiem nie-
uzbrjonym kolonie w ciggu 10 dni, za$ wolno
rosngce po 3—4 tygodniach inkubacji. Fuzje
tworzy od 1 do 50% komorek populacji (2).

Nastepnym etapem produkeji monoklonal-
nych przeciwcial jest ich identyfikacja i wstep-
na ocena reaktywnosci. W wickszosci przypad-
koéw stezenie przeciwcial w plynie hodowla-
nym wynosi od 10—50 mg/l, co umozliwia uzy-
cie w tym celu réinorodnych metod immuno-
logicznych: ELISA, metody radioimmunologicz-
ne, lysinek hemolitycznych w zZelu, techniki
immunofluorescencji  posredniej ewentual-
nie z uzyciem sortera komoérkowego, izolacja
komorek reagujacych na plytkach plastyko-
wych ze zwigzanymi z ich powierzchnig prze-
ciwcialami monoklonalnymi, autoradiografia.

Po wyizolowaniu hybrydéw o wlasciwosciach
produkujgcych pozadane przeciwciala, wypro-
wadza sie z pojedyhczych komoérek hodowle
(klon) stosujgc metode rozciericzen na plytkach
do mikroaglutynacji, wzglednie metode hodowli
w agarze miekkim. Namnozenie klonu in vitro
lub in wvivo umozliwia uzyskanie pozgdanych
ilosci przeciwcial monoklonalnych. Wykrycie
hybrydow i podjecie ich klonowania w odpo-
wiednim czasie jest niezbednym warunkiem do
uzyskania optymalnej wydajnosci monoklonal-
nych przeciwcial. Zbyt pbdzne przystapienie do
klonowania w przypadku szybko rosnagcych hy-
brydow moze spowodowaé ich obumieranie na
skutek wyczerpania skiladnikéw odzywczych
podloza wzrostowego, wzglednie namnozenia
komorek hybrydéw nie produkujacych przeciw-
cial, ktéore mogg wystepowaé lgcznie z produ-
centami przeciwcial. Zbyt szybkie przystgpienie
do klonowania, gdy hodowla hybrydow nie
osiggnie odpowiednich rozmiardéw, zmniejsza
wydajnosé przeciwcial monoklonalnych,

Dotychczas stosowane techniki nie zawsze za-
pewniaja otrzymanie przeciwcial monoklonal-
nych o wysokiej czystosci. Przeciwciala produ-
kowane in vivo mogg by¢ zanieczyszczone nor-
malnymi biatkami plynéw ustrojowych, za$
przeciwciala uzyskiwane in vitro zawieraja do-
mieszke bialek surowicy konskiej lub cielecej,
kztéra wchodzi w sklad podloza hodowlanego.
W celu oczyszezenia jest wykorzystywana chro-
matografia powinowactwa z uzyciem bialka A,
a takze konwencjonalne metody chromatografii
kolumnowej (17).
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Powinowactwo i swoisto§é przeciwcial mono-
klonalnych nie zawsze jest w pelni zadowala-
jaca. Moze tez wystepowa¢é zjawisko ,,assay-spe-
cificity” (reakcje falszywie dodatnie lub ujem-
ne w zaleznosci od zastosowanego testu serolo-
gicznego) (9). Nawet w przypadku przeciwcial
monoklonalnych mogg wystepowaé reakcje
krzyzowe. Zupelnie niepokrewne antygeny mo-
ga posiadaé identyczne determinanty, wzglednie
monoklonalne przeciwciala mogg reagowac z
determinanta antygenowa o strukturze bardzo
podobnej, ale nie identycznej ze struktura,
przeciwko ktorej zostalo wytworzone przeciw-
ciato (17).

Przeciwciala monoklonalne stwarzajg nowe
perspektywy w naukach biologicznych. Pozwa-
laja osiggnac postep w opracowaniu nowych,
precyzyjnych metod diagnostycznych wykorzy-
stywanych w réznych dziedzinach immunologii
i naukach klinicznych, gléwnie w transplanto-
logii i onkologii (8, 28, 30). Dzigki nim jest
mozliwe ustalenie zaleznosci miedzy fenotypem
i funkejg a procesem dojrzewania komoérek (29),
wprowadzenie nowych metod terapeutycznych
(21), badanie in wvivo udzialu poszczegdlnych
elementow komoérki w procesach przemiany ma-
terii, poznanie topografii antygenow komorko-
wych i wykrycie nowych, dotychczas niezna-
nych antygenow (3, 8, 20, 25), nieaktywnych
enzymoéw 1 modulacji ich aktywnosci (30). Prze-
ciwciala monoklonalne sg coraz czesciej stoso-
wane w profilaktyce i terapii niektérych cho-
rob zakaznych ludzi i zwierzat (13, 18, 22, 24).
Omoéwienie tych zagadnien, a takze innych moz-
liwosci wykorzystania przeciwcial monoklonal-
nych w takim stopniu, jak na to zasluguja, wy-
maga odrebnego opracowania ze wzgledu na
aktualno$¢, waznos¢ i zasieg proolemu.
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Klinika Poloznicza Instytutu Nauk Klinicznych Wydziatu Weterynaryjnego AR,

Al. PKWN

30, 20-934 TLublin

Katedra Histologii I Embriclogii Wydziatu Weterynaryjnego SGGW-AR,
ul. Nowcursynowska 166, 02-975 Warszawa

Prowadzenie hodowli limfocytéw dla potrzeb
diagnoz cytogenetyeznych wymaga stosowania
mitogenow, tj. stymulatoréw podziatu komérek
(1, 2, 3). Stosowane dotychczas mitogeny firm
zachodnich — Phytohemaglutynin (PHA) M
i P in substantic firmy Difco Wellcome i Gib-
co oraz Pokweed Mitogen (PWM) firmy Gib-
co, 53 bardzo trudno osiggalne w kraju. Dla-
tego na wuznanie zastuguje wyprodukowanie
przez Krakowska Wytwornie Surowic i Szeze-
pionek krajowego liofilizowanego stymulatora
mitotyeznych podzialéw, jakim jest fazeolina
LF-7 (ekstrakt fasoli — Phascolus vulgaris),

Poniewaz w dostepnym pismiennictwie brak
jest dotychczas oceny przydatnosei fazeoliny
LF-7 dla potrzeb badah cytogenetycznych u
bydla, dlatego ocene taka postanowiono prze-
prowadzi¢ w niniejszej pracy.

Material | metody

Badania przeprewadzono z wykorzystaniem hodowli
limfacytow krwi obwodowej 6 krow oraz 300 buha-
jow rasy nizinnej czarno-bialej w wieku od 1 roku
do 10 lat.

Badania pordwnawecze mitogennego dzialania fazen-
liny LF-7 i Phytochemaglutyninu M firmy Difro
(PHA-M) przeprowadzono dla limfocytéw krwi obwo-
dowej 6 zdrowych krow. W celu zapobiezenia krzep-
nigciu pobranej krwi, slosowano heparyne in substan-
tia Polfa (50 jm. na 1 ml krwi), Z krwi kazdego zwie-
rzgeia zakladano po 6 hodowli komérkowych, wpro-
wadzajac po 1 ml krwi do probbwek zawierajacych
po 8 ml podloza Eagle’a 1959 (MEM) produkeji Wy-
tworni Surowic i Szczepionek w Lublinie, Trzy ho-
dowle od kazidego zwierzecia prowadzono z uzyciem
LF-7 (01 ml na hodowle), natomiast trzy pozastale
z uzyciem PHA-M firmy Difco (0.2 ml na hodowle).
Oslone antybiotykows wszystkich hodowli stanowita
penicylina krystaliczna w stezeniu 100 jm/ml ho-
dowli (nr serii 1020481) oraz sireptomycyna w steze-
niu 0,1 mg/ml hodowli (nr serii 1100281). Hodowle

konczono po 48, 72 lub 96 godzinach. Na dwie go-
dziny przed zakonczeniem inkubacji limfocytéw do
kazdej hodowli dodawano po 0,85 mg kolchicyny na
1 ml hodowli (Colchiness — firmy Houde).

Z krwi buhajow zakladano jedynie hodowle 72-go-
dzinne na podlozu Eagle’a z uzyciem fazaoliny LF-T.

Oceng wszystkich hodowli przeprowadzono analizu-
Jac barwione rutynowo 2% wodnym roztworem barw-
nilka Giemsy plylki metafazowe, bezposrednio pod
mikreskopem oraz ze zdjeé fotograficznych. Dla kaz-
dej hodowli okreslano indeks mitotyczny (liczba me-
tafaz przypadajgea na 5000 leukoecytéw) oraz prze-
prowadzono ocene kariotypdw poszezegolnych zwie-
rzat.

Wyniki i omdwienie

Wplyw mitogenéw LF-7 i PHA-M na 48,
72 1 96-godzinne hodowle limfocytéw in vitro
6 krow zestawiono w tab. 1. Jak wynika z
uzyskanych wartosci, indeks mitotyczny hodowli
stymulowanych LF-7 wahal sie¢ w granicach
od 0,7 do 3,5% i byl nieznacznie wyzszy od in-
deksu wyliczonego dla hodowli stymulowanych
PHA-M (0,8—3,2%). Najnizszy odsetek metafaz
w hodowlach inkubowanych z LF-7 obserwo-
wano po 48 godzinach (0,7—1,6%). Indeks wy-
raznie zwiekszal sig¢ po 72 godzinach trwania
hodowli i wynosit od 1,8% do 3,2. W ciggu
kolejnej doby liczba obserwowanych metafaz
pozostawala na tym samym poziomie (krowa nr
) lub tez minimalnie zwiekszala sie (o 0,1—
0,2%). Z danych zawartych w tabeli wynika tez,
iz najwigkszg liczbe metafaz w hodowlach sty-
mulowanych PHA-M obserwowano réowniez po
72 i 96 godzinach (1,3%—3,2%). Tak wiec prze-
prowadzona poréwnawcza analiza nie wykazala
istotnych réznic w mitogennym dzialaniu fa-
zeoliny LF-T7 i Phytohemaglutyninu M firmy
Difco dla limfocytow krwi obwodowej 6 uzy-
tych do badan kréw,

Tab. 1. Wyniki hodowli limfocytéw krwi obwodowej uzytych do badafi krow
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