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to occur in 65.12% of cows in the nearby area arr,d

in 53.15% of the cows from the distant area, lvhile
osteof,luolosis appeared in 20.47Vo and 12.600/o res-
pect
stolp s

ihe e
the e

le dento,ftuorosis occurred in 25.93% of the animals
from the nearhy region and in the more distant re-
gion o,nly 6.6?0ń of the young co lues of
other health symptorns in tłre of the
study were: 50.93% in the nearb 15.33%
in the more di,stant area and in the secorrd stage
33.670/o and 5.769o, rerspectively.

HANNA CZDKAJ, WŁODZIMIERZ ZBINIF"W ICZ

Przeci meto
nĄ prze nizmu
nim ant ną im
lin, z których każda skierowana jest przeciw-
ko poszczególnym determinantom antygeno-
wym użytego antygenu. Rozdzielenie i oczysz-
czenie immunoglobulin na dro,dze chemicznej
jest procesem złożonym, który zwykle obniża
aktywnośó immunologiczną uzyskanych prze-
ciwciał. Otrz5rmane metodą klasyczną przeciw-
ciała są zawsze niepowtarzalne.

Przeciwciała będące białkami odpornościo-
wymi - produkowane są ptzez limfocyty B,
zawarte w tkance limfoida]nej (głównie w śle-
dzionie i węzłach chłonnych). Poszczególny
Iimfocyt produkuje jeden rodzaj białka jako
odpowiedź na wtargnięcie do ustroju iednej
cząsteczki białka antygenu. Gdybv udało się
z każdej poszczególnej komórki limfocvtarnej
uzyskać hodowlę komórek źn użtro, otrzymanie
Iinii komórkowej wytwarzającej jednorodne
swoiste białko odp,orno,ściowe - przeciwciał,o
monok]ona]ne byłobv s:prawą prostą. Limfo-
cyty nie dają się jednak namnażać żn uitro.
Potrze,bne są więc ko,mórki łączące właściwą
limfocyto,m B zdolność do produkcji przeciw-
ciał ze zdolnością do namnażania się żn uitro,
Taką zdolność posiadają komórki szpiczaków.
Sztuczne połączenie, czyli flzja tych dwóch
komóretr< prowadzi do p,owstania kornórki-hy-
brydy (hybry,dycznej) spełniającej powyższe
wymagania.

Badania, które doprowadziły do pierwszej
fuzji limfocytu z komórką szpiczaka (B) doty-
czą wczesnych lat 60, kiedv to Potter tozpo-
czął badania nad szpiczakami u myszy. Następ-
nie uzyskano linię komórek szpiczaka myszy,
którei jednak nie udało się utrzymaó i wresz-
cie Horibata i Harris (7) wprowadzili liczne
Iinie komórek sz,piczaka myszy (m.in. linia
MOPC-ZI i jej pochodna BALB/c stosowana
do dziś jako podstawowa). Badali wtedy muta-
cje wpływające na specyfikę przeciwciał, do
czego szpiczak był dogo,dnym modelem. W
1973 r. Cotton i Milstein (3) prowadząc bada-
nia nad wyłącznością alleli (genów alternatyw-
nych) dokonali fuzji komórek szpiczaka my-
szy i szczlsra. Stwierdzili przy tym, że ko,mór-
ki hybrydyczne posiadają chrornosomy pocho-

przeciwcioło monoklonolne

dzące od o ych i produ-
kują przec bu. Wreszcie
w 1975 r. wydzielili z
linii szpiczaka MOPC-Z1 linię zmutowaną, nie
wytwarzaiącą przeciwciał. Następnie przepro-
wadzili pierwsze klasyczne już dziś połą,cze-
nie limfocytu pochodzącego ze śledziony myszy,
uczulonego erytrocytami barana, z komórką
linii szpiczaka otrzymując komór'ki hybrvdvcz-
ne produkujące przeciwciała monoklonalne.
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Iat bvwają do tego celu używane również
szc^f,ry. Myszy immunizuje się według przy-
jętego schematu, zależnie od
tygenu. Następnie ,pobiera się
chłonne, roz,drabnia i przepłu
płynem wzrostowym. Zawiesinę komórek śle-
dziony miesza się z ko,mórkami szpiczaka; po-
nieważ komórki śIedziony są znaćznie mniej-
sze niż kormórki szpiczaka, dla ułatwienia ich
przylegania podczas fuzji używa się więcej
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komórek śledziony niż szpiczaka. Najczęściei
stosowana jest prop.orc ja 4:1 (19). Następnie
dodaje się czynni< sprzyjający połączeniu. Do
1975 ,roku używany był w tym celu inaktywo-
wanv wirus sendai, obecnie stosu,ie się glikol

Następnie komórl<i zawiesza się w płynie wzro-
stowvm, rozmieszcza w zagłębieniach mikro-
płytlii i inkubuje w temp. 37oC. Oprócz opi-
sanei wyżej metodv klasycznej, stosowana by-
wa meto,da fuzji na filtrach membranowych
(1), pozwalaiąca na uzvskanie ściśleiszego kon-
taktu międzv komórkami, przez co zwiększa się
częstotliwość fuzji. Stos,owana tu proporcia ko-
mórek śledzio,ny i szpiczaka wynosi 2,5:1. Po
upływie 24 godz. Tozpoczyna się selekcja. Za-
wiesina zawiera trzv todzaje kornórek: kornór-
ki wvjściowe (limfocvtv i komórki szpiczaka),
które nie uległv fuzji, oraz komórki hvbry-
dyczne, Dla oddzielenia tych ostatnich zawie-
sinę inkubu,ie się na podłożu wybiórczvm, po-
zwalającvm na ,orzezycie wvłącznie komórek
hvbrrldycznvch i kornórek sz,piczaka (limfo-
cvty obumierają samoistnie, iako-nie posiada-
iące zdolności do na,mnażania się żn uitro). Za-
warta w podłożu aminoptervna iest inhi,bitorem
syntezy puryn (adenozr"no-monofosforanu
AMP i guanino-monofosfoTanrr GMP). Komór-
ki zawieraja,ce enzvmy TK (kinaza t.rmiclvno-
wa) oraz HGPRT (hipo}<santvna-gtranina-fosfo-
rybozvl-transferaza) mają mcżljwość zastęr:czei,
bądż egzogennej syntezy nukleotvdów ,otrTy-

nowych i tyminy w sytua.cii, sdy norma]na
droga ich syntezv iest zab'loko"łana. Dzięki
obecności w nodłozu tymidynv i hipoksantr,mv
możliwa .iest synteza tymino-monof osforanrr
TMP Dyzez TK. ataz synteza AMP i G]VIP
przez HGRPT. Limfocvtrr zawieraja zaró,wnc
TK, iak i HGPRT, a rł,ięc również komórki
hybrydvczne zawieraią te enzymy. Nie posia-
da,ią ich natomiast komórl<i szpiczaka, przez
co giną w r,vybiórczym podłożu. Przeżvwaią
i mogą się rozwijać iedvnie l<omórki hybry-
dyczne,

Podłoże selektywne dodav",ane iest do kazde-
go zagłębienia mikro,płvtki jednorazowo, bą,dź
też wspomaga jące jepo darn ki dod.aie się eo
kilka dni wedłup ustalonego schematrr. W cią-
eu iednego tvpodnia ho"lolvania na podłożu se-
lektywnym obserwrrje się nostę,oujące obumie-
ranie komórek śledziony i szniezaka. ptzeży-
Tvająee komórki hvbrvdvczne obserwuie sie vz
7-I4 dni ,oo fuzji iako małe kolonie rosnące
na grubej rx,arstwie komórek obumarłr,ch. Wte-
dv przystę,ouje się do k]onowania komórek
hybrydvcznych. Klo ma na ceTu wv-
izÓlowanie koi,nórek cznych, produku-
jącvch ieden rodzaj 'rrrrnrrn6,globuliny i dają-
cych początek klonowi, u którego zdolność do
produkcji tej immunoglobrrlinv będzie eechą
stałą. Jak wiadomo immunoglobulinv składaią
się z dwóch łańcuchów polipeptydowych -
72

lekkiego i ciężkiego. Komórki hvbrvdyczne za-
wieraią chromcsomy obu komórek macierzy-
stych i dzięki temu mają zdolność do produ-
kov,zania dwóch rodzaiów immunoglobulin, a
więc dwóch łańcuchów lekkich i dwóch cięż-
kich, Jednocześnie jednak maią skłonność do
stopniowej utraty części chromosomów, co
oglanicza liczbę pro,dukowanych łańcuchów.
Zazwyczai komórka najpierw zaprzestaje pro-
dr.łkcii łańcucha ciężkiego (H lub G), nastę|p-
nie zaś łańcucha lekkiego (L lub K). Klono-
wane są głównie komórki HL, czasem również
HK. Zastosowanie zmutowanych linii szpicza,
ka, wytwarzających jedynie łańcuch ]ekki K,
bądź w ogóle nie wytwarzających immunoglo-
buliny bardzo przyśpiesza przebieg klonowa-
nia (9, 17). O przeciwciałach monoklonalnych
można mówić flo,piero wówczas, gdv dana ko-
mórka, czy też kion komórek produkuje tyl-
ko jeden rodzai immunoglobuliny - HL, HK,
itd. (17).

Klonowanie p]:zepro]Madza się metodą gra-
nicznych rozcieńczeń (5). Klonowane komór-
ki, po osiągnięciu 500/o pokrycia w poszczegól-
nych zagłębieniach mikropłytki przenosi do no-
-,vei mikropłytki, z wyliczeniem, aby objętośó
płynu rn,zrostowego zawierająca plzypuszczal-
nie jedną komórkę hvbrydyczną zdolną do za-
inic,iołvania klonu przypadła na 4 zaglębienia
mikropłvtlki (19).

W celu intensyfikacji namnażania się klo-
nów do komórek hvbrydvcznych dodawane są
tzw. komórki odżywcze (feeders) (2, 10). Jest
to zawiesina śu,iezo pobranych tymocvtów my-
szv (10), komórek śledziony (12) Iub komórek
otrzewnowych. komórki odżywcze słabo prze-
żvwają w warunlkach hodowli 'komórek hy-
bryd)rcznych, są iednak niezbędnym składni-
kiem podłcza.

Po uzyskaniu wzrostu przeprowadza się ba-
d.ania aktywności poszczegóInych klonów. W
tym celu stosowane są następujące metody:
autoradiografia,'n}munolprecypitacja, elektro-
foreza żelrr, immunofluorescencja, odczyn
cvtotok czny, test ELISA (5, 19). Śre]dnio 100/o

Irlonów wykazuje aktywność w wydzielaniu
przeciwciał (ptzy czym stopień tej aktywności

rek śledziony lż anej do fuzji wvkanlją ta-
ką aktvwność, Według Milsteina (17) mogą tu
wchodzić w gIę dwa czynniki, Po pierwsze
zdolność wydzielnicza wydaje się być zwięk-
szona pcprzez fakt, że limfocyty, które ,w nol-
malnych warunkach syntetyzują przeciwciała
]ecz ich nie wydzielają, dają początek komór-
kom hybrydycznym, zdolnym zarówno do syn-
tezy, jark i do wydzielania przeciwciał (przy
czrzm jest prawdopo,dobne, że ,mechanizm wy-
,dzielniczy, którego brak niektórym plazmocv-
tom, pochodzi od komórki szpiczaka). Po dru-
gie w warunkach, w jakich odbywa się fuzja,
jedynie iimfocyty B spośród wszystkich ko-
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mórek śledziony dają początek trwałym ko-
mórkom hybrvdycznvm.

W celu dalszego zwiększenia procentu klo-
nów wydzielającvch swoiste przeciwciała prze-
prowadza się pcwtórne klonowanie (reklono-
wanie). Zazwvczaj po dwukrotnym klonowa-
niu otrzymuie się 1000/o klonów kornórek pro-
dutkuiących przeciwciała, co oznacza, że właś-
ciwości genetyczne komórek hrlbrydycznych
rrstaliły się. W ten s,oosób otrzymuie się stałą
linię komórkową zclolną do produkcji in uitro
z górv określcnych przeciwciał, w ilości rzę-
du 3-5 pg przeciwciała na cm3 płynu z lna-
dowli komórkowej (19).

Ohecnie istnieie możliwość zrracznego uprosz-
czenia techniki hybrydyzacii dzięki zastosowa-
niu urzadzenia zvranego cytof]uorografem lub
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter),
tozooznaiącego i selekcionującego komórki w
danei ,po,oulacji, w za]eżności od natężenia flu-
orescencii tych komórek oraz ich wielkości (13,
29). Zasada działania FACS jest następująca:
zawiesinę komórek kieruje się pod ciśnieniern
do dyszv o średnicy ki]kudziesięciu mikronów,
polddawanej dreaniom o wysokiej częstotliwoś-
ci (rzędu 40 000/sek). Za każdym drganiem
tworzy się kropla. która spada w nole świetlne
wiązki promieni laserowych. Pod ich wpływem
nastęouie fluorescene ia komórek, natężenie
której odnotowuie odpowiedni czvtnik. Inny
czvtnik mierzy stopień rozproszenia wiązki pro-
mieni, worost proporcionalnv do wie]kości da-
nei komórki. Układ e]ektronicznv analizuie oba
wvmienione oarametfy. w wyniku czego elek-
trodv nadaia odpowiedni ładunek elektryczny
kr,oplom, które odchylają się od swoiei traiek-
torii i wpadają do właściwego odbieralnika.

W ten sposóło możliwe iest rozdzielenie po-
szczególnych komórel< hybrydlzcznych i roz-
mieszczenie ich, po iednei, w za,głębieniach mi-
kropłytki. Przy badaniu aktywności wvdziel-
niczei klonów rncżliwe iest znakowanie anty-
genu fluoresceiną. dzięki czemu aparat wykry-
wa i klonu,ie ie,dvnie komórki aktywne.

W przvpadku degeneracji klonu (spowodo-
wanei ,obumieraniem komórek, bądż utratą
zdolności wvdzielniczej niektórych komórek)
cytofJuorograf umożliwia ponowne klonowanie,
w wyniku którego komórki żywe zostają od-
dzielone od martwych (jedne i drugie w róż-
nym stopniu rozpraszaią wiązke promieni la-
sera), a klon może być nadal pasażowany.
Ooisano ,przyparlek, w któryrn klon zawierał
jedynie jedną komórke żyvlą na 3200 mart-"rzych
(20). Bez użycia cytofluorografrr takie rozd,zie-
]enie nie bvłoby mozliwe.

Niektóre klonv komórek hybrydycznych za-
chowuią zdolność do wydzielania przeciwciał
przez r,viele lat. Mogą one być zamrażane i
przechowywane w ciekłym azocie, a w miarę
potrzeby rozmrażane i pasażorvane źn uitro
(5, 17) (w sposób uprzednio opisany), iak rów-
nież in uźtro. Złlwiesinę komórek hybrvdvcz-

nych z hodow]i wstrzykuje się wtedv do jamv
otfzewnowe,i mvszy. Użyta do tego celu m\rsz
powinna posiadać ten sam antygen H (antygen
zdolności tkankowej), co mysz będąca dawcą
śledzion-7 do hybrydyzacji, oraz komórka szpi-
czaka. Dzięki temu wstrzyknięte komórki hv-
brydyczne mogą się namnażaŁ. Po 2-3 tyg.
w .jamie otrzewnołve-i powstaią nowotu,ory,
skladające się z komórek h9brydycznych. Naj-
częściej Łowarzyszy temu produkcia płynu
otrzewnowego w ilości 0,5-3 cm3/mysz. Za-
ró\Ą,no ten płvn, jak i surowica myszy zawie-
raią przeciwciała monoklonalne rv ilości 5-
20 rng/cms, przy czyrn dodatkowe podanie peł-
nego adiuwantu Freunda znacznie zwiększa po-
ziam przeciwciał.

Analiza seroIogiczna suro-,lric vrykazała, że
aktvwność takich przecirvciał iest wielokrot-
nie wyższa niż surowic myszy immunizorva-
nyc]r metodą klasvczną, np. przy immuniza.cii
wirusem białaczki mysiej (MuLV) aktywność
przecilv,ciał mon,ok]o,nalnych jest 75-100-
-krotnie wyższa niż przeciwciał uzyskanygtr
metcdą klasvczną (19).

zastosovranie

Wproił,adzenie przeciwciał mcnok]onalnych
zostało określone jako ,,rewolucja w immuno-
1ogii" (13). Po upłvwie blisko ośmiu lat ter-
min ten nie stracił na aktualności. przeciw-
ciała monoklonalne znalazły za,stcslwanie m,in.
w baCa.niach struktury białek, technikach diag-
ncstycznych (RIA i ELiSA), imnrunoterapii,
bakterioIogii, wirusclogii, parazvtologii, trans-
plantologii, lv badaniach narl diagnostvką i te-
rapią nowotr,vorów i w rvie]u innyclr dzieclzi-
nach, pozuralaiąc na pl,zełamanie barier ist-
nie iących pr7y dotychczasowych technikach
baciawczvch, o rvszystkiclr zastoscwaniach nie
sposób tu wspomnieć, ograniczymy się więc do
poCania iedynie kilku przykładów.

W immunologii za pomocą przeciwciał mo-
noklonalnych mozna selektywnie oczyszczać i
badać mało poznane cząsteczki, jak np. inter-
feron (13, 17,22), gdy clrodzi o otrzymanie du-
żych iego ilości. Zawiesinę zawieraiącą inter-
feron w iiości 0,l-La/o aczyszcza się na kolum-
nie immunoadsorpcyjnej, zawieraiącej prze-
ciwciałc monoklona]ne skierowane przeciwko
interferonowi (źródłem ich jest surowica oczysz-
czona myszy, której podskórnie wstrzyknięto
komórki klonu wyizolowanego w następstwie
immunizacji innej my,szy badaną zawiesina)"
Wiążą się one wvbiórczo z interferone,m, ktory
lest następnie ,wymylrłą1-11r z kolumny, Jed-
nokrotne oczyszczenie interf eronu tą metodą
zwiększa iego aktywność o okcło 5000 razy
(22).

W podobny sposób, stosując chromatografię
powinowactwa, można w szelegu postępuią-
cvch po sobie reakc,ii, oczyścić nieznane mie-
szaniny antygenowe i oznaczać ich skład (17).
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W transplantologii zastosowanie przeciwciał
monoklona]nych uzyskanych clla każdego po-
szczegóinegc antygenu zgcdr,l"ci tkankowei
mcże w perspektvwie pozlvo-ić na, opracowa-
nie międzynarodcwei standaryzacji mianowa-
tria tkanek (16, 17).

Stwarza to takze nadzieie na wprowadzenie
ncwych metccl selekc,ii genetyczne j zwi:rząt
opornvch na pe,wne choroby, np. u kur zespół
antygenów zgodności tkankowej - 

locus B
wvdaje się bvć związany z naturalną ocorncś-
cią m.in. na chorobę Mareka (14, 15), przy czyrn
iedne allele tego genu warunkuią silną opor-
ność, inne zaś słabą, lbądź średnią. Otrzymanie
przeciwciał moncklonalnych przeciwko poszcze-
gólnvm allelom umożliwiałoby przv zastcscwa-
niu prostego testu aglutynacji (16) szvbką se-
Iekcię ptaków genetvcznie najbardziej przy-
datnych.

W parazytolcgii zastcsowanie przeciwciał
monoklonainych pozwala na badanie struktur
antvgenowvch poszczegóinych form rozwojo-
wych pasożvtów, co stwarza nad.zieie na uzys-
kanie skutecznych immunopreparatów przeciw-
pasożvtniczych, Przykładem jest uzyskanie
przeciwciał monok],onalnych dla wywołujących
malarię u myszy sporozoitóvr i merozoitów
Pllsmodium Eoell,i; surowica myszy, na której
namnażano klony poclana innei myszy chroni-
ła ją przed zakazeniem zjadliwym P. yaelli (4).

Sl.rstrn]<owo na,iłviększe zainlerescwanie bu-
dzi zastosowanie przeciwciał monoklcnalnvclr
w baCaniach nad diagnostvką, a szczegóInie
terapią rrowctworów. W ostatniclr latach
otrzymano przeciwciała mon;klonalne przeciw-
ko antvgencm związarrym z kom5rkatni nie-
któlvch nowot.,lrorów, jak np, chłoniaka ]im-
fakty,cznego (1B) (otrzymane przeciwciał,o mc-
noklcna].ne reagowało z komórkami clrłoniaka,
nie reagolvało zaś z normalnynri komórkami
]imf oida:nymi tego samego pacienta), ostre j
b]ałaczki limfoblastycznei i przewlekłej bia-
Ła.czki mvelocytarnej (2I), a takze chłoniaka
Burkitta (23).Wv-kazano także, że wstrzyk-
nięc!e dużej ilości przeciwciała monoklonal-
nego skierowanego przeciwko komórkom raka

I,EODGES R. T., FBASER A. J.: Obserwacje nad stę-
żeniiem mieilzi w wątr,obie świń w północnej części
Nowej Zelarrdii. (Some observations on the liver co-
pper status of pigs in the northern pań of New Zea-
laird). New. Z. Yet. J. 31, 96-100, 1983 (6).

Badania przeprowadzon,o 1na 347 świniach (203 od
urodzenia do 5 lat - prz/]pa,dki la;boratoryjrre, 144 w
wieku 20-30 tygo,dni - przypadki nzeźniane). U
6,97o świń z przypadlków 1aboratoryjnych i u 9,0%
z przy,padków rzeźmiamych stężenie miedzi w v,,ątro-
h,ie nie przekraczało 'r,2 rr,1lkg suchej ,masy. Tak ni-
ski poziom rniedzi vr wątrobie wstkazuje na rriedobór
tego pie,rwiastka w organiźmie świń. Pozio,m miedzi

okręznicv hamowało przez kilka dni wzrost te-
go nowotworu u myszy (6). Krótkotrwałość
Ófektu terapeutycznego zdaje się wskazywać na
takt, że same przeciwciała monoklonalne nie
są w stanie zniszczyć szczepu komórek nowo-
tworowych (13).

Drugi kierunek badań ma na celu wiązanie
przeciwciał monoklonalnych z substanciami
antynowot-wcIowymi. Opisano m,in. technikę
o,rłaszczania liposomów przeciwciałem mono-
kionainynr skieiowanym przeciwko okreś1o-
nym komórkom. Liposomy takie kierowały się
wybiórczo do tych właśnie komórek (11).

Zastcsowanie przeciwciał monoklonalnych
znakowańych pierrviastkanri promieniotwórczy-
mi pozwaia na precyzyjną diagnostykę prze-
-czutów ncv,rot.łorowvch (1 3).
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Leptolspira inierrogans serovar. hardjo ,dobrze roś-
nie na poldłożach wzboga,conych 17o albuminy ,suro-
wicy bydłęcej, Tween E0 lub Tween 40. Witamina
BI2 w,zmaga wzrosń L, hardjo. Ponadto szczepy te,go
zarazka izolowane od chomiików ,wymagają do wzro-
stu oprócz witaminy BI2 lakże witarniny 81. Badane
szczepy były na jlbar,dzie j wrażliwe na tetracy,kliny
(1,0 uglml podłoża),
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