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PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

Przeciwciata monoklonalne stanowig niewatpliwie jedno z najbardziej
cennych i spektakularnych osiggnie¢ nowoczesnej biotechnologii. Do roku
1975, kiedy Kohler i Milstein opisali w ,Nature” otrzymanie
klonu komorek produkujacych identyczne pod kazdym wzgledem czasteczki
przeciwciat (przeciwciata monoklonalne), uzywano w biologii i medycynie
wylgcznie przeciwciata poliklonalne, ktérych zrodiem byty najczesciej surowice
odpornosciowe lub wyizolowane z nich immunoglobuliny. Poliklonalno$¢
takich przeciwciat jest wynikiem tego, ze kazdy antygen, nawet ten najprostszy,
indukuje w organizmie cztowieka lub zwierzat rGwnoczesng odpowiedz wielu
klonéw limfocytéw B, ktére rozpoznajg rézne epitopy (determinanty swoisto-
§ci antygenowej), w niepowtarzalny sposéb. Komorki plazmatyczne, bedace
koricowym stadium réznicowania sie i namnazania jednego limfocytu B,
produkuja $cisle okreslony jeden rodzaj przeciwciat, z szybkoscia, jak sie
ocenia, 2000 czasteczek/s. Z teoretycznego punktu widzenia hodowla komorek
plazmatycznych mogtaby stanowi¢ obfite Zrédto przeciwciat monoklonalnych,
ale sg to z natury komorki krétko zyjace i nawet w optymalnych warunkach
hodowli przezywajg nie dtuzej niz 6 tygodni. Kohler i Milstein
przetamali to ograniczenie, poddajac fuzji naturalne komérki plazmatyczne,
pobrane od uodpornionych myszy, z komdrkami plazmatycznymi nowotworo-
wymi (myeloma, plasmocytoma). W ten spos6b otrzymali komérki hybrydowe
(hybrydoma) — mieszanice, ktore zespolity dwie najwazniejsze cechy obu
komaérek wyjsciowych, tj. zdolno$¢ produkowania przeciwciat swoiscie reaguja-
cych z antygenem, ktéry byt uzyty do uodporniania (immunizacji) myszy, oraz
wiasciwos¢ namnazania sie w sposéb nieograniczony w warunkach in vivo lub
in vitro. Od czasu epokowej pracy Kohlera i Milsteina obserwuje
sie lawinowy rozwdj badan nad opracowaniem jak najdoskonalszych technik
otrzymywania przeciwciat monoklonalnych — mAb (mAb — monoclonal
antibody czyli monoklonaine przeciwciato). Jednak idea pierwotnej metody
powyzszych autoréw oraz schemat pracy pozostaty do dzi$ takie same.

Biotechnologia przeciwciat monoklonalnych obejmuje nastepujace etapy,
ktére zilustrowano na rys. L
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Rys. 1. Schemat otrzymywania przeciwciat monoklonalnych. PN — komorki plazmatyczne
produkujace przeciwciata (Yj, PT — komérki plazmatyczne nowotworowe, PEG — glikol
polietylenowy, HAT — podtoze z dodatkiem hipoksantyny, aminopteryny i tymidyny,

HT — podtoze z dodatkiem hipoksantyny i tymidyny

1. Przygotowanie komoérek do fuzji.

a) Uodpornienie zwierzat okre$lonym antygenem w celu wytworzenia
komorek plazmatycznych produkujacych przeciwciata o pozadanej swoistosci
w stosunku do antygenu.

b) Dobor linii rakowej plasmocytoma, reklonowanie jej i namnozenie
aktywnego klonu.

2. Fuzja komorek in vitro.

3. Selekcja hybryd w podtozu HAT (podioze z dodatkiem hipoksantyny,
aminopteryny i tymidyny).
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4. Badanie ptynéw z hodowli na obecno$¢ przeciwcial o oczekiwanej
swoistosci.

5. Odtruwanie hybryd w podtozu HT (podtoze z dodatkiem tylko hipoksan-
tyny i tymidyny).

6. Klonowanie pozytywnych kultur.

7. Namnazanie aktywnych klonéw.

8. Zabezpieczanie uzyskanych klondéw przez zamrazanie w cieklym azocie.

9. Produkcja duzych ilosci mAb, in vitro lub in vivo.

10. Precyzyjne okreslenie swoistosci otrzymanych przeciwciat monoklo-
nalnych.

Proces fuzji poprzedza uodpornienie zwierzat, najczesciej myszy lub szczu-
row, okresSlonym antygenem. Od osobnikéw, ktére wyjatkowo dobrze od-
powiedziaty na dany antygen, czego wskaznikiem jest wysoki poziom swoistych
przeciwciat w pobranej od nich surowicy, izoluje si¢ $ledzione. Jest ona Zrédiem
naturalnych komorek plazmatycznych (PN). W zaleznosci od gatunku i szcze-
pu uodpornianych zwierzat dobiera sie odpowiednig linie komorek nowo-
tworowych plazmatycznych PT (T — tumor). Linia ta powinna charak-
teryzowac sie nastepujacymi wihasciwosciami:

1) wywodzi¢ sie z tego samego lub blisko spokrewnionego szczepu i gatun-
ku zwierzat, od ktdrego izoluje sie $ledziong,

2) rosng¢ w postaci zawiesiny (komorki nieadherentne),

3) mie¢ krotki okres duplikacji i mate wymagania odzywcze,

4) nie mie¢ zdolnosci syntezy nukleotydéw na drodze alternatywnej z powo-
du braku odpowiednich enzyméw —HGPRT (fosforybozylotransferaza hipo-
ksantyno-guaninowa) i (lub) TK (kinaza tymidynowa). Mutacje w zakresie
tych enzyméw uniemozliwiajg komoérkom wzrost w podiozu z aminopteryna,
ktora blokuje gtéwny szlak syntezy nukleotydéw w komorce (rys. 2).

Alternatywna droga biosyntezy

HIPOKSANTYNA 4- PRDP  —— RYBONUKLEOTYDY RNA

TYMIDYNA + ATP  coceoememme memememeee | } ONA

DEZOKSYRYTNUKLEOTYI(

Blokowanie przez

AMINOPTERYNE
puryny pirymidyny
Gtéwna droga biosyntezy
Rys. 2. Dwie drogi syntezy rybonukieotyddw i dezoksyrybonukleotydéw. PRDP —fosforybozylo-

dwufosforan, ATP — adenozynotréjfosforan, HGPRT - fosforybozylotransferaza hipoksan-
tynowa, TK — kinaza tymidynowa
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Fuzje komorek plazmatycznych prawidtowych i nowotworowych prze-
prowadza sie in vitro w $rodowisku czynnikow zwiekszajacych czestotliwosé
spontanicznych fuzji komoérkowych, najczesciej w Srodowisku glikolu poli-
etylenowego (PEG) o masie czasteczkowej 1000—10 000 Da, czesto z dodat-
kiem dwumetylosulfotlenku (DMSO). Czynnikiem indukujacym zlewanie sie
komorek moze takze by¢ pole elektryczne o okreslonych parametrach.

Wynikiem fuzji komorek sg hybrydy homokariotyczne PN/PN i PT/PT, ale
réwniez te pozadane hybrydy heterokariotyczne PN/PT. Komérki po fuzji
przenosi sie do mikroptytek zawierajagcych podtoze HAT w celu selekcji
otrzymanych hybryd. Czynnikiem selekcjonujgcym jest aminopteryna, ktdra
jako antagonista kwasu foliowego hamuje w komaérkach gtéwng droge syntezy
kwasow nukleinowych z nukleotydéw (rys. 2). Komorki plazmatyczne nowo-
tworowe, jako defektywne mutanty w zakresie HPGRT i (lub) TK, nie mogg
wykorzysta¢ obecnych w poditozu hodowlanym hipoksantyny i tymidyny do
syntezy kwasow nukleinowych na drodze alternatywnej. Komérki takie po
krotkim czasie obumierajg. Powolnemu obumieraniu ulegajg réwniez komorki
Sledziony, jako komorki krdtko zyjace lub komérki wymagajace do rozwoju
specjalnych stymulatoréw (antygen, interleukiny). Namnazaja sie¢ natomiast
hybrydy heterokariotyczne PN/PT, u ktérych doszto do komplementacji
genomoéw i ktore po komérkach PT odziedziczyty zdolno$¢ nieograniczonego
namnazania sie, za$ od komdrek $ledziony uzyskaty zdolno$¢ syntezy HPGRT
i TK. Mikrohodowle komoérek poddawanych, fuzji oglada sie w mikroskopie
inwersyjnym. Wybiera sie takie mikrohodowle, w ktérych stwierdza sie wzrost
hybryd w postaci komdrek duzych rozmiaréw (7—15 pm), charakterystycz-
nych dla komarek plasmocytoma. Podtoze z wybranych hodowli sprawdza sie
na obecnos$¢ przeciwciat reagujacych z interesujgcym, uzytym do uodporniania
zwierzat antygenem. Hybrydy z pozytywnych mikrohodowli przenosi sie do
podtoza HT, w ktérym nastepuje ich ,,odtruwanie”, tj. pozbywanie sie resztek
aminopteryny wewnatrzkomorkowej.

Do sprawdzania obecnosci przeciwciat w poditozach z hodowli hybryd
stosuje sie r6znorodne metody serologiczne, poczawszy od immunodyfuzji,
immunoelektroforezy, immunoenzymatycznej sorpcji (ELISA), poprzez test
rozetowy az do metod radioimmunologicznych (RIA).

Dalszy etap w biotechnologii przeciwciat monoklonalnych, to klonowanie
otrzymanych hybryd, czyli wyprowadzanie klonéw wywodzacych sie z jednej
macierzystej komorki hybrydowej. Stosuje sie tu metode ograniczajgcych
rozcienczen (cloning by limiting dilution), technike izolowania kolonii hybryd
rozwijajacych sie w miekkim agarze lub metode izolowania pojedynczych
komarek pod mikroskopem z zastosowaniem mikromanipulatoréw. Namnaza-
nie hybryd, zwlaszcza na poczatku, wspomaga sie dodatkiem do hodowli
komorek ,,odzywiajacych” (feeder cells), ktére produkujg czynniki wzrostowe
dla hybryd. Dla bezpieczenstwa komorki ,,odzywiajace” napromienia sie, aby
zapobiec ich proliferacji.



Przeciwciata monoklonalne 405

Otrzymywane klony komérkowe r6znig sie zarowno pod wzgledem stabil-
nosci, jak i wydajnosci w produkcji przeciwciat. W czasie pierwszych podziatow
heterokarionéw (zwykle miedzy 5 a 20 generacjg) nastepuje czesto utrata
chromosoméw, w tym i tych noszacych geny kodujgce synteze immuno-
globulin. Niektére klony, mimo reklonowania, nie osiggajg nigdy pozadanej
stabilnosci, inne produkujg przeciwciata mato wydajnie. Ani jedne ani drugie
nie mogg by¢ technologicznie wykorzystane. Natomiast wyselekcjonowane
klony poddaje sie intensywnemu namnazaniu i zabezpiecza sie je przed utratg
(np. w skutek zakazenia) przez zamrazanie w ciektym azocie.

Duze ilosci przeciwciat monoklonalnych mozna otrzymaé dwiema me-
todami:

1 In vivo.

Zwierzetom (zwykle myszom lub szczurom) dootrzewnowo wstrzykuje sie
Pristane (2, 6, 10, 14-te/ra-metylo-pentadekan) lub niekompletny adiuwant
Freunda, a nastepnie rowniez dootrzewnowo wprowadza sie 1x 107—2x 107
komoérek hybrydowych. Powoduje to powstanie nowotworu wysiekowego.
Zbierany sukcesywnie otrzewnowy plyn wysiekowy (ascites fluid) stanowi
obfite zrodto mAb.

2. In vitro.

Hybrydy hoduje sie w tankach o r6znej pojemnosci (nawet do kilku tysiecy
litrow) w podiozach odzywczych, zwykle bez dodatku surowic. Podioze
pohodowlane stanowi materiat do otrzymywania surowego, a nastepnie oczysz-
czonego preparatu mAb.

Metoda in vivo jest obarczona kilkoma zasadniczymi wadami. Otrzymany
ptyn wysiekowy, mimo ze zawiera duzo monoklonalnych immunoglobulin
(nawet do 20 mg w 1ml), jest zanieczyszczony innymi immunoglobulinami,
biatkami surowicy, czesto zainfekowany, sama za$ metoda jest klopotliwa,
mato powtarzalna, a co najistotniejsze — nie mozna jej stosowac¢ u ludzi do
produkcji ludzkich mAh. Stezenie przeciwciat w podtozu pohodowlanym
w metodzie in vitro jest co prawda nizsze (do 200 pg w 1ml), ale wy-
produkowane monoklonalne immunoglobuliny mozna tatwo wyizolowac, a su-
rowy produkt odznacza sie duzg czystoscig. Bioragc pod uwage, ze koncentracja
mAb w plynie wysiekowym wynosi $rednio 5 mg/ml, od jednej myszy mozna
otrzymac S$rednio 10 ml ptynu wysiekowego, a straty podczas oczyszczania
wynoszg okoto 50%, to przygotowanie 1kg mAb metodg in vivo wymaga
uzycia okoto 40 000 myszy. Takag sama ilos¢ preparatu mozna otrzymac
z 5000 1hodowli hybryd w podtozach (metoda in vitro).

Najtrudniejsze i najbardziej pracochtonne jest precyzyjne okreslenie swois-
to$ci posiadanych mAb, tzn. poznanie epitopéw antygenowych, z ktdrymi one
reaguja. Zazwyczaj mAb o waskim zakresie swoistosci sa wyzej cenione niz
mAb reagujace z epitopami wystepujagcymi w réznych, czesto zupetnie niepo-
krewnych substancjach lub organizmach. Charakterystyka mAb wymaga uzy-
cia precyzyjnych metod badawczych. Wz6r swoistosci mAb skierowanych
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przeciwko antygenom powierzchniowym komdarek czesto okre$la sie metodg
immunofluorescencji, wykorzystujac do tego celu cytofluorometry prze-
ptywowe. Do ustalenia swoistosci mAb przeciwko antygenom rozpusz-
czalnym wykorzystuje sie powszechnie metode , western-blotting”, w ktorej
reakcji z mAb poddaje sie doktadnie rozfrakcjonowane antygeny, za$
o obecnosci powstajagcych swoistych komplekséw antygen —przeciwciato
wnioskuje sie na podstawie wynikéw bardzo czutych metod, w ktorych
stosuje sie przeciwciata znakowane enzymami (metody immunoenzyma-
tyczne).

ZASTOSOWANIE mAb W BADANIACH PODSTAWOWYCH

Trudno przeceni¢ znaczenie monoklonalnych przeciwcial. Staly sie one
bowiem niezwykle cennym narzedziem badawczym w wielu dziedzinach nauki,
nie tylko immunologii czy naukach biologicznych lub medycznych, ale wsze-
dzie tam, gdzie interesujaca nas substancja, albo w formie natywnej, albo po jej
spreparowaniu, wykazuje wiasciwosci antygenowe.

Przeciwciata monoklonalne pozwalajg bardzo precyzyjnie badaé znane oraz
odkrywac¢ nowe struktury drobnoustrojéw (bakterie, wirusy, pasozyty zwierze-
ce) i poznawaé ich role czy to w patologii choréb zakaZnych, czy tez
w procesach zyciowych drobnoustrojéow wykorzystywanych w praktyce. Precy-
zje reakcji mAb ze swoistymi epitopami wykorzystuje sie do $ledzenia zmian
antygenowych, jakim ulegajg drobnoustroje, zwlaszcza wirusy, np. wirusy
grypy. Mozliwo$¢ uchwycenia tych, czesto tylko $ladowych zmian we wias-
ciwosciach antygenowych wiruséw, jest niezwykle przydatna w badaniach
epidemiologicznych. Pozwala bowiem szybko identyfikowac wirusy pojawiaja-
ce sie¢ na danym terenie i podejmowaé¢ odpowiednig akcje profilaktyczna,
tacznie z szybka produkcjg szczepionki, ktéra bytaby skuteczna przeciwko
nowej formie antygenowej wirusa. Jest to konieczne, gdyz czesto szczepionka
przygotowana przeciwko wirusowi np. grypy, ktéry byt powodem wczesniejszej
epidemii, nie chroni przed zachorowaniem wywotanym wirusami bedgcymi
przyczyna $wiezo obserwowanej epidemii, ze wzgledu na zmienione whasciwosci
antygenowe wirusow.

Wprowadzenie techniki mAb, pozwolito wykry¢ charakterystyczne anty-
geny réznorodnych komaérek, co stato sie podstawa wyrdznienia subpopulacji
wielu komarek réznorodnych organizméw wyzszych. Szczeg6lny postep osigg-
nieto w poznaniu komdérek immunologicznie czynnych, zwlaszcza limfocytow.
Morfologicznie nierozréznialne limfocyty okazaly sie zbiorem wielu subpopu-
lacji, o czesto przeciwstawnych funkcjach (np. limfocyty grasiczozalezne pomo-
cnicze — CD4, reagujace ze zbiorem mAb rozpoznajgcych epitopy antygenu
T4, lub limfocyty grasiczozalezne supresorowe — CD8, wigzgce inny zbidr
mAh rozpoznajacych epitopy antygenu T8). Dato to nie dajgcg sie przecenic
szanse badania i lepszego zrozumienia skomplikowanych proceséw odpornos-
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ciowych. Blizsza znajomos$¢é antygendw komorek prawidtowych pozwala z ko-
lei odréznia¢ antygeny komérek nowotwaorowych.

Przeciwciata monoklonalne okazaty sie réwniez bardzo cennym narzedziem
do badania czynnych biologicznie substancji, nieodzownych dla utrzymania
rébwnowagi wewnatrzustrojowej, a wystepujacych tylko w $ladowych ilosciach,
takich jak limfokiny (interleukiny, interferony, czynnik martwicy nowotworéw
(TNF) czy hormony. Uzyskuje sie rowniez r6znorodne mAb przeciwko recep-
torom wigzacym biologicznie czynne substancje, co pozwala nie tylko po-
znawac¢ mechanizm ich dziatania, ale réwniez $ledzi¢ dynamike mediowanych
przez nie reakcji.

Wreszcie mAb w wazki sposéb przyczynity sie do lepszego poznania
réznorodnosci przeciwciat, jako biatek immunoglobulinowych, genetycznego
podtoza tej r6znorodnosci oraz petniejszego zrozumienia istoty reakcji anty-
gen—przeciwciato.

ZASTOSOWANIE mAb W DIAGNOSTYCE

Lawinowa i ciagle rosngca produkcja mAb spowodowana jest gtownie
zapotrzebowaniem na nie w diagnostyce laboratoryjnej. Dajg one szanse
szybkiego okres$lania przynaleznosci gatunkowej, a nawet szczepowej drobno-
ustrojow izolowanych od chorych lub z réznego rodzaju produktéw, np.
z zywnosci. Ustalenia takie sa bardzo wazne z punktu widzenia epidemiologii
i konieczne do kontroli zrodet zakazenia drobnoustrojami, zasiegu patogendw
i drog szerzenia sie zakazen, a takze oceny podatnosci populacji na danym
terenie epidemiologicznym. Precyzyjne i szybkie ustalanie przynaleznosci ga-
tunkowej drobnoustrojow jest rowniez wazne dla wyboru wasciwego sposobu
leczenia. Pewne drobnustroje, nalezace do odlegtych grup taksonomicznych,
majg wspdlne determinanty antygenowe, co uniemozliwia lub utrudnia ich
identyfikacje z uzyciem przeciwciat poliklonalnych. Jednak zastosowanie mAb
0 waskiej swoistosci pozwala odrézni¢ od siebie takie drobnoustroje. Przy-
ktadem mogg by¢ zakazenia uktadu moczopiciowego wywolywane przez
dwoinki rzezgczki (Neisseria gonorrhoeae) lub Chlamydia trachomatis. Objawy
choroby w obu przypadkach sa podobne. Choroba przenosi sie gtownie przez
kontakt seksualny. Wymienione bakterie majg wspoOlne determinanty anty-
genowe i wobec tego reagujg krzyzowo z przeciwciatami poliklonalnymi
przeciwko Chlamydia trachomatis lub przeciwko Neisseria gonorrhoeae. Jednak
leczenie tych dwoch réznych zakazeh wymaga uzycia odmiennych antybioty-
kéow. Nalezy jednak zaznaczyé, iz otrzymanie dobrych mAb do szybkiej
diagnostyki chorob zakaznych nie jest fatwe. Przeciwciata takie muszg by¢
swoiste gatunkowo lub szczepowo, jednak w Obiebie gatunku lub szczepu
drobnoustroju powinny one reagowa¢ z maksymalng czestotliwoscia.

Inne zastosowanie diagnostyczne mAb, to mozliwo$¢ rozpoznawania
1 klasyfikowania niedoboréw odpornosciowych w zakresie réznorodnych
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subpopulacji komorkowych, np. wykazywanie przewagi liczebnej limfocytow
grasiczozaleznych supresorowych nad limfocytami grasiczozaleznymi pomo-
cniczymi u chorych na AIDS. Przeciwciata monoklonalne sg réwniez nie
dajacym sie zastapi¢ narzedziem w wykrywaniu nieprawidtowosci w produkciji,
uwalnianiu lub stabilnosci regulatoréw procesow fizjologicznych, np. limfokin,
hormonéw czy réznorodnych posrednikow w procesach fizjologicznych.
Warto tutaj zaznaczyé, iz dopiero wprowadzenie do badan rutynowych
przeciwciat monoklonalnych pozwolito unikng¢ reakcji nieswoistych i zwie-
kszyé wiarygodno$¢ oznaczern takich substancji. Podobnie zastosowanie
mAb w typowaniu tkankowym, tzn. oznaczaniu antygenéw zgodnosci tkan-
kowej, umozliwia lepsze przewidywanie i unikanie reakcji biorcdw na obce
dla nich antygeny zawarte w przeszczepionych komérkach, tkankach czy
organach i tym samym stwarza lepsze perspektywy w transplantologii.
Coraz czedciej siega sie rowniez po mAb przeciwko antygenom grupowym
krwinek czerwonych, np. antygenom uktadu ABO podczas ustalania grup
krwi, szczeg6lnie u wielokrotnych biorcow preparatéw krwiopochodnych.
Wreszcie ogromne znaczenie i duza nadzieja, to mozliwos¢ wczesnego dia-
gnozowania komorek nowotworowych przy uzyciu mAb przeciwko antygenom
nowotworowym lub antygenom, ktérych stezenie wzrasta podczas procesu
nowotworzenia.

ZASTOSOWANIE mAb W TERAPII

Zastosowanie mAb w leczeniu ludzi lub zwierzat moze polega¢ na
podawaniu natywnych lub zmodyfikowanych czasteczek immunoglobulin
w celu niszczenia komérek nowotworowych lub czynnikéw infekcyjnych
lub na wykorzystaniu mAb, jako nosnikoéw substancji aktywnych tera-
peutycznie.

Na podstawie badar zwierzat eksperymentalnie zakazanych mozna sadzic,
iz mAb w bardziej precyzyjny i bardziej skuteczny sposéb niz przeciwciata
poliklonalne mogg unieczynnia¢ drobnoustroje rozwijajace sie w organizmie.
Czynnikami warunkujacymi protekcyjne dziatanie mAb bedzie ich swoisto$¢
ukierunkowana na struktury decydujace o patogennosci drobnoustroju lub
jego mozliwosci namnazania sie w zywym organizmie, a takze klasa lub
subklasa przeciwciat, determinujaca ich wiasciwosci biologiczne. Przeciwciata
monoklonalne o odpowiednich parametrach beda niszczy¢ drobnoustroje
bezposrednio, neutralizowa¢ produkowane przez nie toksyny tub wigzac sie
z antygenami powierzchniowymi drobnoustrojow, czyni¢ je bardziej podatne
na pochfanianie i niszczenie przez fagocyty lub na lityczne dziatanie dopet-
niacza. Ponadto komdarki, zakazone przez drobnoustroje, w ktérych dochodzi
do ekspresji antygenow takich drobnoustrojéw (dotyczy szczeg6lnie niektérych
wiruséw), mogg by¢ niszczone w bezposrednich reakcjach cytotoksycznych
przez wyspecjalizowane komarki cytotoksyczne.
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Duze nadzieje poktadane sg w mozliwosci wykorzystania mAb, jako
nosnikow lekéw. Dzieki wysokiej swoistosci przeciwciat monoklonalnych, lek
moze dociera¢ wylgcznie do komorek objetych procesem chorobowym, np.
komorek nowotworowych lub zmienionych w procesach autoimmunologicz-
nych. Szczeg6lng nadzieje z ta metoda leczenia wigzg onkolodzy. Swoiste
przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko antygenowi charakterystycz-

Rys. 3. Schemat czgsteczki przeciwciata rekombinacyjnego, chimerycznego, otrzymanego technikag

inzynierii genetycznej. Obszary o zmiennej sekwencji aminokwaséw (zakreskowane), zawierajace

miejsca wigzania antygenu, pochodzg z mysiego przeciwciata monoklonalnego. Pozostata cze$é

czasteczki to domeny o statej sekwencji aminokwaséw immunoglobuliny ludzkiej. Zaczernione
pole przedstawia antygen

nemu dla danego nowotworu, sprzezone z cytostatykiem (np. methotrexat),
toksyng roslinng (rycyna A) lub izotopem promieniotworczym, wiazg sie
z komédrkami nowotworowymi, a wprowadzony lek wybi6rczo je niszczy.
Wysoka masa czasteczkowa (150 kDa) immunoglobulin powoduje jednak, ze
tylko niewielka porcja wprowadzanych dozylnie przeciwciat, tj. $rednio
0,1% —0,6%, taczy sie z antygenami nowotworu. Ponadto, ze wzgledu na
trudnosci w otrzymywaniu ludzkich mAb, stosuje sie najczesciej przeciwciata
mysie lub szczurze. Wprowadzanie ich ludziom wzbudza odpowiedZ immuno-
logiczng na obce biatko, a produkowane podczas tej odpowiedzi przeciwciata
przeciwko immunoglobulinom mysim lub szczurzym powodujg szybka elimi-
nacje leku z organizmu, uniemozliwiajac jego diuzsze stosowanie. Dlatego
zainteresowanie budzi mozliwo$¢ uzycia w terapii przeciwciat rekombinacyj-
nych (rys. 3). Przeciwciata takie sg immunoglobulinami ludzkimi, do ktérych
technikami DNA wprowadzono obszary zmienne np. mysich przeciwciat
monoklonalnych. Takie chimeryczne (humanizowane) przeciwciato reaguje
z takimi samymi determinantami antygenowymi, jak wyjsciowe przeciwciato
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monoklonalne mysie, ale sama czasteczka, w przewazajacej czesci, jest biatkiem
ludzkim. Zabieg taki pozwala zredukowaé immunogenno$¢ nosnika i po-
wstawanie przeciwcial przeciwko nosnikowi, jakkolwiek nie eliminuje cal-
kowicie tego niekorzystnego zjawiska.

ANTYGEN 1 ANTYGEN 2

DTPA

Komoérka
nowotworowa

PN1 PT1

Rys. 4. Schemat przedstawiajgcy otrzymywanie przeciwciat monoklonalnych o podwéjnej swoistosci
metoda fuzji dwu linii hybrydowych

Bardzo obiecujace s tez wyniki badan przeciwciat monoklonalnych o podwdj-
nej swoistosci, ktdre mozna otrzymac technikg somatycznej fuzji dwaéch linii
hybrydowych, z ktérych kazda produkuje immunoglobuliny monoklonalne o innej
swoistosci np. w stosunku do antygenu charakterystycznego dla danych komoérek
nowotworowych oraz dlajakiego$ niskoczasteczkowego zwiazku, np. DTPA (kwas
2-etyleno-3-amino-5-octowy) (rys. 4). Wyselekcjonowane przeciwciata dwuswoiste,
po wprowadzeniu do organizmu, faczg siejednym miejscem wigzania antygenu ze
strukturami obecnymi na komdrkach nowotworowych. Nie zwigzane z komorka-
mi przeciwciala sg usuwane z organizmu w ciggu kilku dni. Wowczas wstrzykuje sie
do organizmu DTPA zwigzany zradioaktywnym itrem (90I-DTPA). Zwiagzek ten
taczy sie zdrugim miejscem wigzacym antygen w czgteczkach przeciwciat obecnych
na powierzchni komaérek nowotworowych. Promieniowanie emitowane przez
radioaktywny itr niszczy komorke nowotworowa, z ktdrg zwigzane jest dwuswoiste
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przeciwciato, a takze sgsiadujgce komaérki guza. Nadmiar 90I-DTPA usuwany jest
z organizmu w ciggu Kilku minut. Opisana technika, ktdrg mozna okresli¢ jako
immunoterapie dwustopniowg (faza lokalizacji i faza toksyczna), stanie sie by¢
moze podstawg nowoczesnego leczenia nowotwordw, jakkolwiek trudnos¢ w jej
stosowaniu stanowi ciagle stabo poznana natura antygendw nowotworowych.

Zapotrzebowanie wspoétczesnej medycyny na oczyszczone preparaty czynne
biologicznie moga by¢ réwniez realizowane przy uzyciu mAb. Zastosowanie
adsorbentow sprzezonych z wysokoswoistymi przeciwciatami monoklonalnymi
(np. przeciwko interferonom, interleukinom) umozliwia izolowanie takich
substancji z wielosktadnikowych Zrddet, np. z krwi czy homogenatéw tkan-
kowych.

Technika przeciwciat monoklonalnych Kohlera i Milsteina
zrewolucjonizowata wspotczesng wiedze teoretyczng i praktyczng, a szeroki
zakres ich zastosowania sprawit, ze produkcja przeciwciat monoklonalnych
stanowi jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie galezi biotech-
nologii.

HENR YKA DLUGONSKA. WIESLAWA RUDNICKA
MONOCLONAL ANTIBODIES

Summary

The development of methods for generation of monoclonal antibodies by Kéhler and Milstein
made it possible to produce large quantities of homogenous populations of antibody molecules
with the same precise specificity for a given antigenic determinant. The principles of biotechnology
for the monoclonal antibody production including the generation and selection of hybridomas are
presented. The second part of the paper concerns the application of monoclonal antibodies in
science and in medical diagnosing. The perspective of monoclonal antibodies in immunotherapy is
also disscussed.
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