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Streszczenie

Wyrdzniamy dwa rodzaje przeciwciat: monoklonalne (Mab; majg zdolno$¢ swoistego rozpoznawania
pojedynczego determinantu antygenu) i poliklonalne (charakteryzujg sie zdolnos$cig reagowania z wielo-
ma epitopami antygenu). Specyfika oddziatywarn pomiedzy antygenem a przeciwciatem sprawia, ze prze-
ciwciata monoklonalne znajdujg coraz szersze zastosowanie w analizie laboratoryjnej w medycynie, w
badaniach zywnosci i in.

Produkcja przeciwciat monoklonalnych obejmuje szereg nastepujacych po sobie etapéw: 1-wybor
antygenu, 2-wybor myszy i linii komoérkowej, 3-immunizacja, 4-fuzja komorek i selekcja hybryd produ-
kujgcych Mab skierowane swoiscie do antygenu, 5-produkcje przeciwciat monoklonalnych in vitro, na
duzg skale, 6-oczyszczenie.

Wstep

Przeciwciata sg immunoglobulinami syntetyzowanymi przez ukitad immunolo-
giczny po stymulacji antygenem. Wykazujg aktywnos$¢ swoiscie skierowang przeciwko
temu antygenowi. Immunoglobuliny stanowig grupe pokrewnych biatek charakteryzu-
jacych sie okreslonymi cechami fizykochemicznymi i biologicznymi. Sg wytwarzane
przez komorki plazmatyczne i wydzielane do krwi lub ptynéw ustrojowych. Wyro6z-
niamy pie¢ klas przeciwciat u cztowieka: 1gG (iloSciowo najliczniej reprezentowana
klasa w surowicy, ok.t2g/l), 1gA, IgM, IgD, IgE [4]. Przeciwciata posiadajg dwa jed-
nakowe fragmenty mogace wigza¢ antygen, tworzac z nim rozpuszczalny kompleks nie
ulegajacy wytraceniu. Te jednowarto$ciowe fragmenty nazywane sg Fab (ang. frag-
ment antigen binding"). Trzeci fragment nie posiada tej zdolnosci i nazywany jest Fc
(ang. fragment crystalizable™). Zaproponowany model budowy przeciwciata odpo-
wiadajacy konfiguracji przestrzennej tych biatek przedstawiarys. 1[4, 8],
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Rys. 1 Model budowy przeciwciata.
Fig. . Model of antibody structure.

Konfiguracja immunoglobulin przypomina ksztatt litery Y, ktérej ramiona mogg
rozwiera¢ sie do kata 180°, dzieki obecnosci miejsca zawiasowego (ang,,Jiinge re-
gion"), wrazliwego na dzialanie pepsyny i papainy [4, 8],

Fabi Fc zbudowane sg z tancuchéw lekkiego i ciezkiego. Nazwy te przyjeto ze
wzgledu na ich wielko$¢, ktdrg okreslono doswiadczalnie podczas frakcjonowania na
zelach [8],

Istniejg dwie teorie powstawania przeciwciat [8]:

Teoria instrukcji zaktada, ze antygen dziata jako informacja i jest matryca na
ktorej standardowy, niepofatdowany tancuch y-globuliny jest modelowany tak, ze uzy-
skuje wymagany ksztatt odpowiadajacy antygenowi. Czasteczka ta jest stabilizowana
w tej konfiguracji przez mostki dwusiarczkowe, wodorowe i inne. Po oddzieleniu od
matrycy czasteczka zawiera miejsce swoiscie wigzace sie z antygenem.

Teoria selekcji zaktada, ze informacja potrzebna do syntezy réznych przeciwciat
jest obecna w aparacie genetycznym. Gen, ktéry koduje swoiste przeciwciato jest wy-
bierany przez kontakt antygenu z komorka i stymuluje synteze odpowiednich tancu-
chow peptydowych. Te z kolei ulegajg spontanicznemu pofatdowaniu zaleznemu od
sekwencji aminokwasowej. Utworzona w ten sposob globulama konfiguracja posiada
miejsce swoiscie wigzace sie z antygenem. Obie te teorie majg swoich zwolennikow i
przeciwnikow. Korzystajac z r6znorodnych technik analitycznych (autoradiografia,
immunofluorescencja) probuje sie uzasadni¢ kazdga z nich.
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Immunizacja organizmu ztozonymi antygenami, o wielu determinantach, powo-
duje wytwarzanie przeciwciat o réznej swoistosci. Uzyskana w ten sposob surowica
odpornosciowa zawiera przeciwciata pochodzace od wielu ré6znych komdrek plazma-
tycznych (jedna komoérka plazmatyczna ma zdolno$¢ do produkcji tylko jednego typu
przeciwciata). Surowice tg okreslamy jako poliklonalng, a zawarte w niej przeciwciata
nazywamy przeciwciatami poliklonalnymi.

Stosujac odpowiednie technologie mozemy uzyska¢ surowice zawierajgce wysoce
specyficzne przeciwciata wigzace sie z jednym epitopem, tzw. przeciwciata monoklo-
nalne. Technologia produkcji przeciwciat monoklonalnych (Mab) jest duzo bardziej
skomplikowana niz poliklonalnych. Zastosowanie Mab, jako narzedzia badawczego,
pozwala uzyska¢ szereg dodatkowych informacji, najczesciej zwiazanych z charakte-
rystyka epitopu antygenu.

Przeciwciata monoklonalne majg zdolnos¢ swoistego rozpoznawania pojedyncze-
go determinantu antygenu - epitopu. Sekwencja 5 lub 6 aminokwaséw jest wystarcza-
jaca by go rozpoznaé [2, 9]. Ta cecha przeciwciat monoklonalnych jest ich najwiekszg
zaleta, gdyz podwyzsza ich specyfike oraz specyfike oznaczen, w ktérych sie je wyko-
rzystuje.

Mab nie sgjednak bez wad. Niektore z nich ulegajg reakcjom krzyzowym. Dlate-
go waznym wyréznikiem charakteru Mab jest ich powinowactwo do antygenu. Ze
wzgledu na te ceche podzielono je na dwie grupy [1]:

» przeciwciata monoklonalne o wysokim powinowactwie - epitop antygenu i prze-
ciwciato doskonale do siebie pasujg. Ten typ przeciwciat nalezy do grupy IgG i ma
zdolnos$¢ wigzania sie z antygenem zawierajgcym nawet fragment epitopu antyge-
nu przeciwko, ktéremu je wyprodukowano (rys. 2).

» przeciwciata monoklonalne o niskim powinowactwie - nalezg do klasy IgM, majg
zdolno$¢ wigzania sie z antygenami, ktdrych epitopy nie sg podobne do epitopu
antygenu, przeciwko ktdremu zostaty skierowane (rys. 3).

Stosunek ilosciowy obu tych typéw Mabs w surowicy zalezy Scisle od stezenia
podawanego antygenu. Mozna przypuszczaé, ze kiedy odpowiednia liczba czasteczek
antygenu zwigze sie z przeciwciatami receptorowymi na powierzchni komorki to lim-
focyt zostanie pobudzony dajac klon produkujacy przeciwciata. Jesli obecna jest tylko
mata ilo$¢ antygenu, wowczas jedynie limfocyty posiadajace przeciwciata receptorowe
o0 wysokim powinowactwie zdolne bedg do wigzania wystarczajgcej ilosci antygenu.
Ich potomne komorki beda produkowac rowniez przeciwciata o wysokim powinowac-
twie.

Wedtug réwnania rownowagi antygen (Ag) <>przeciwciato (Ab)

Ag +Ab o AgAb
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mozna sadzi¢, ze gdy stezenie antygenu wzrasta, to nawet przeciwciata o wzglednie
matym powinowactwie beda wigza¢ wiecej antygenu. Dlatego przy wyzszych steze-
niach antygenu pobudzone bedg rowniez limfocyty z receptorami immunoglobulin o
mniejszym powinowactwie. Takich limfocytow jest niestety duzo wiecej, niz tych, z
receptorami o wysokim powinowactwie.

Mab o wysokim
powinowactwie

Reakcje krzyzowe Mab o wysokim powinowactwie, z dwoma niezaleznymi antygenami moga by¢ sche-
matycznie przedstawione w nastepujacy sposdb:

Mab o wysokim
powinowactwie

Mab o wysokim
powinowactwie

Rys. 2. Przeciwciata monoklonalne o wysokim powinowactwie.
Fig. 2. Monoclonal antibodies of high affinity.

Mab o niskim
powinowactwie
W przypadku tych przeciwciat przebieg reakcji krzyzowych wyglada nastepujaco:

Mab o niskim
powinowactwie

Mab o niskim
powinowactwie

Rys. 3. Przeciwciata monoklonalne o niskim powinowactwie.
Fig. 3. Monoclonal antibodies of low affinity.
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Produkcja przeciwciat monoklonalnych

Przed przystgpieniem do wiasciwych prac zwigzanych z procesem produkcji Mab
nalezy wykonac szereg prac przygotowawczych: zapoznac sie z obowigzujgcymi prze-
pisami prawnymi dotyczacymi hodowli zwierzat i wykorzystywania ich do doswiad-
czen, zgromadzi¢ odpowiedni sprzet i wyposazenie laboratorium do hodowli, zapoznaé
sie z metodyka prowadzenia hodowli zwierzat oraz prowadzenia hodowli tkankowych,
rutynowych testow prowadzonych w trakcie produkcji, zasadami utrzymywania steryl-
nosci (w odniesieniu do szkla i laboratorium), zasadami dbania o swoje bezpieczen-
stwo itp., zapozna¢ sie z biochemig badanego antygenu oraz fizjologig zwierzat do-
Swiadczalnych [1,9].

Produkcja przeciwciat monoklonalnych zawiera nastepujgce etapy (schemat 1) [1,
2,379

a) wybor antygenu

Poziom odpowiedzi immunologicznej organizmu zalezy od charakteru antygenu.
Antygen o wiekszej masie czasteczkowej (powyzej 10 kDa), skomplikowanej budowie
chemicznej i rdznigcy sie swym charakterem od biatek zwierzecia immunizowanego
wywotuje silniejszg odpowiedZ obronng organizmu niz mniejsze biatka zwane hapte-
nami, ktore wymagajg wczesniejszej koniugacji z biatkiem nosnikiem.

b) wybér myszy i linii komdrkowej [7, 9]

Wybdr myszy (lub szczura) do produkcji Mab jest zwykle ograniczony pocho-
dzeniem linii szpiczaka. Wybrang linie komdrkowa szpiczaka P3X63-Ag8 wyhodowa-
no na myszy o fenotypie Balb/C. Myszy o tym fenotypie majg stosunkowo duze $le-
dziony, co jest dodatkowym argumentem popierajgcym ten wyhor.

Plasmocytoma X63, linii szpiczaka P3X63-Ag8, produkuje petng sekwencje
IgGIl. Komorki X63 poddawane fuzji moga wzrasta¢ przy niskiej gestosci komorek, co
jest duzym utatwieniem przy klonowaniu hybryd.

) immunizacja

Immunizacja zwierzecia odbywa sie dwuetapowo wedtug okreslonych protoko-
tow: dawka wstepna (z reguty maksymalna ilos¢ antygenu tzn. 100 pg/mysz) i kilka-
krotne doszczepianie (10-50 pg/mysz) [7], Przyjmuje sie, ze najlepszym miejscem
immunizacji wstepnej jest jama otrzewnowa (wowczas antygen stymuluje dziatanie
limfocytow Sledziony).

Inne rodzaje szczepien to:

. podskérne - stymuluje dziatanie weztdw chtonnych,
« w tapke - moze powodowac zapalenie i obrzmienie, co jest meczace dla zwierze-
cia,
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» $rodskome, domiesniowe - moga zakonczy¢ sie owrzodzeniem zagrazajgcym zy-
ciu,

» bezposrednio do S$ledziony - trudne do przeprowadzenia, moze spowodowac
Smier¢ zwierzecia,

e dozylne - trudne do przeprowadzenia, moze spowodowac $mier¢ zwierzecia, zale-
cane jedynie w szczego6lnych przypadkach podczas doszczepiania przed fuzja [7].

d) fuzja komérek i pasazowanie [1, 2, 9]

Zawiesina komorek Sledziony (okreslona liczba komoérek/ml medium) i szpiczaka
poddawana jest fuzji i wysiewana na mikroptytkach o 96 studzienkach. W roztworze
po fuzji znajduja sie cztery rodzaje komorek:

» komorki szpiczaka, ktore nie ulegly fuzji (kancerogeny),
» komorki $ledziony, ktére nie ulegty fuzji,

e nieprawidtowe komorki hybryd,

» hybrydy produkujace przeciwciata monoklonalne.

Gtoéwnym celem tego etapu badan jest wyselekcjonowanie z mieszaniny komorek
populacji hybryd produkujacych Mab, skierownych swoiscie przeciwko stosowanemu
antygenowi.

Komorki szpiczaka charakteryzujg sie defektem enzymatycznym objawiajgcym
sie brakiem kinazy tymidyny (TK) lub hypoksantyno-guanino-fosforylo transferazy
(HGPRT), co uniemozliwia im synteze zasad purynowych, a w rezultacie synteze
DNA i RNA. Wysiew komorek na selektywne podtoze, np. z dodatkiem aminopteryny,
powoduje ich $mieré. W tych warunkach ging réwniez pozostate komorki $ledziony i
Zle utworzone hybrydy [7],

Hybrydy produkujace Mab, wykorzystujac duzg zywotno$¢ komérek nowotwo-
rowych i zdolnos¢ syntezy RNA i DNA komorek $ledziony, przezywaja. W ten sposéb
po ok. 2 tygodniach uzyskuje sie wzglednie specyficzne klony produkujace przeciw-
ciata monoklonalne. Specyficznos¢, wyprodukowanych przez hybrydy Mab, do anty-
genu sprawdzana jest testem ELISA. Warto$¢ absorbancji jest miarg zaréwno ilosci jak
i jakosci wyprodukowanych przez poszczeg6lne klony hybryd. Wybierajac te o naj-
wiekszym powinowactwie do antygenu pasazuje sie je na ptytkach 24 studzienkowych,
a nastepnie w butelkach hodowlanych w celu zwiekszenia skali hodowli.

Wzrost i jakos¢ hybryd w catym procesie produkcyjnym kontrolowany jest meto-
dg indirect i direct ELISA. Co pewien czas, w momencie maksymalnego wzrostu, za-
mraza sie cze$¢ hodowli tworzac w ten sposéb bank komorek.

Produkcije w skali ,,makro” mozemy prowadzi¢ w specjalnych bioreaktorach typu
»hallow fiber”. Przyktadem takiego bioreaktora jest CELLMAX. Urzadzenie to zawie-
ra specjalne nosniki wigzace hybrydy na swojej powierzchni. Przeciwciata produko-
wane sg w ciggtym przeptywie medium, dzieki czemu mozna zminimalizowac zuzycie
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surowicy krwi oraz uzyskaé wieksze stezenie przeciwcial na jednostke objetosci niz
tradycyjna metoda hodowli.

Uzyskanie supernatantu zawierajacego Mab jest zazwyczaj etapem wystarczaja-
cym do zastosowania ich jako narzedzia badawczego. W zalezno$ci od pdzniejszego
zastosowania Mab czasem zachodzi potrzeba zaggszczenia i oczyszczenia uzyskanego
supernatantu (pozostatosci FCS, czerwieni fenolowej). Ujednolicona surowica uzywa-
na jest do oznaczania wyj$ciowego antygenu.

Oczyszczanie przeciwcial monoklonalnych

W niektorych oznaczeniach substancje, jak np. bialko surowicy krwi, dodawane
w trakcie hodowli Mab moglyby interferowaé z reagentami i falszowaé wyniki. Dlate-
go czasem zachodzi konieczno$¢ oczyszczania przeciwcial. Zastosowanie Mab w me-
dycynie klinicznej (ewentualny kontakt z czlowiekiem) stawia dodatkowe wymogi
wzgledem ich czystosci tzn. powinny one by¢ wolne od toksyn, pyrogenéw i antygen-
nych substancji [5, 9].

Przed wyborem techniki oczyszczania nalezy ustali¢ czy etap ten jest potrzebny,
jesli tak to w jakim stopniu powinien by¢ oczyszczony produkt finalny. Przy wyzna-
czaniu kryteridw stopnia oczyszczania warto mie¢ na uwadze [3]:

e oszczedno$é czasu, zuzycie pracy i materiatow w przypadku niepotrzebnego
oczyszczania,

* uwzgledni¢ metody, ktoére pomimo Ze sa mniej specyficzne i daja ,,gorszy” produkt
niz inne, jednocze$nie sg szybsze, tansze a produkt koncowy ma klasg czystosci
wystarczajaca do prowadzonych analiz.

Waznym elementem jest rowniez zroédlo Mab tzn.[5]:

e Mab pochodzenia in vivo- produkowane przez hybrydy wzrastajace w organizmie
zwierzecia. Uzyskane Mab zawieszone sa w plynie owodniowym. Ich koncentracja
wynosi 1-15mg/ml zawiesiny. Obok nich w plynie zawartych jest wiele innych
bialek zywiciela, lipidow i komérek obumarlych. Bialka zywiciela stanowia pro-
blem, gdyz zawieraja duzo albuminy, transferyny i immunoglobulin bardzo po-
dobnych do przeciwcial monoklonalnych. Problem stanowia tu réwniez enzymy
proteolityczne, ktore moga uszkodzi¢ produkt finalny. W takim przypadku oczysz-
czanie jest procesem niezbgdnym.

e Mab produkowane in vitro przez komoérki hybryd hodowanych na odpowiednim
podiozu w bioreaktorze. Mab zawieszone sa w supernatancie. Ich st¢Zenie jest du-
7o mniejsze niz w przypadku hodowli in vivo i zawiera si¢ w granicach 0,01-0,5
mg/ml supernatantu. Glownym zrédiem zanieczyszczen jest woda. Obok przeciw-
ciat supernatant zawiera znaczne ilosci obcych biatek (np. z FCS) i zanieczyszczen
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jak np. czerwien fenolowa (wskaznik pH podioza). Wskaznik silnie adsorbuje sie
na podtozu chromatograficznym i nie wymaga specjalnych zabiegéw usuwania.

» Mab pochodzenia in vitro- hodowane w specjalnych reaktorach ,hollow fiber”.
Dzieki takiej technice sg one bardzo skoncentrowane, powyzej 10 mg/ml zawiesi-
ny. Nie zawierajg zadnych lipidow. Towarzyszace przeciwciatom zanieczyszczenia
pochodzgjedynie z podtoza. Sato resztki biatek FCS, czerwien fenolowa, albumi-
na, transferyna, wotowe 1gG i woda. Jakkolwiek sg one obecne w duzo mniejszym
stezeniu niz w dwdch powyzszych przypadkach.

Oczyszczanie przeciwciat jest zazwyczaj procesem wieloetapowym i skfada sie z

nastepujacych etapéw [2, 5, 9]:

a) przygotowanie proby

Etap ten ma na celu przygotowanie préby do dalszego oczyszczania wykorzystu-
jacego techniki chromatograficzne.

Obejmuje on:

* usuniecie, przez wysolenie, wiekszych ilosci biatka pochodzenia Zrodtowego;
» usuniecie specyficznych zanieczyszczen jak lipoproteiny, czerwien fenolowa;
* wymiang buforu.

Najpopularniejszym sposobem wysalania jest wysalanie siarczanem amono-
wym. W metodzie tej wykorzystywane jest selektywne wytracanie réznych frakcji
biatek w probie. Siarczan amonowy jest bardzo dobrze rozpuszczalny w wodzie, redu-
kuje zawartos$¢ lipidéw, stabilizuje wiekszo$¢ biatek w roztworze (niektére Mab moga
ulec denaturacji). Jest doskonatym krokiem wstepnym przed zastosowaniem hydrofo-
bowych interakcji chromatograficznych w dalszych etapach oczyszczania. Metoda ta
pozwala na usuniecie 50% biatek zanieczyszczajacych produkt.

Technika wysalania siarczanem amonowym jest etapem czasochtonnym i nie na-
daje sie do uzycia w skali preparatywne;j.

Klarowanie polega na usunieciu resztek nierozpuszczonych biatek i substancji,
ktére mogtyby zanieczysci¢ kolumny w dalszych etapach oczyszczania. Bardzo popu-
larng metoda klarowania jest wytracanie siarczanem dextranu lub poliwinylopirolidyng
(PVP).

Wymiana buforu i odsalanie jest przydatne przy przygotowywaniu préby przed
kolejnymi etapami oczyszczania chromatograficznego. W poréwnaniu z innymi meto-
dami wymiany buforu (dializa) filtracja zelowa jest stosunkowo wygodna i fatwo ja
przystosowacé do réznych warunkéw. Filtracja zelowa, np. przy uzyciu zeli Sephadex
stuzy gtdwnie do oddzielania duzych molekut biatek (np. immunoglobuliny) od ma-
tych peptyddw, soli i innych rozpuszczalnych sktadnikéw pohodowlanych.

b) oczyszczanie gtdwne



PRODUKCJA, CHARAKTERYSTYKA | ZASTOSOWANIE PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH.. 91

Etap ten jest najbardziej krytyczny i efektywny dla catego procesu oczyszczania.
Uwzglednia sie w nim specyfike wyprodukowanych Mab i wiasciwosci pozostatych
zanieczyszczen. Wybor sposobu przygotowania proby jest scisle zwigzany z tym eta-
pem.

Zazwyczaj uwzglednia sie nastepujace dane:
wiasciwosci Mab: ich rozmiar, fadunek, pi, stabilnos¢, hydrofobowos¢, powino-
wactwo do no$nikdw Protein A lub G, i innych,
» wilasciwosci pozostatych po wysoleniu zanieczyszczen,
» mozliwos$¢ dostepu do odpowiedniego sprzetu i medium,
» dostep do czystego antygenu,
» skala oczyszczenia,
» preferencje (mozliwosci i umiejetnos$ci) pracownika.

W zaleznos$ci od tych elementdw korzystamy z nastepujacych metod chromato-
graficznych:

Chromatografia powinowactwa

Chromatografia powinowactwa polega na specyficznej i odwracalnej adsorpcji
oczyszczanych biatek przez substancje wiazgcg (ligand), kowalencyjnie pofaczong z
nierozpuszczalng matryca nosnika. Proba zawierajaca przeciwciata monoklonalne jest
nanoszona na kolumne i w odpowiednich warunkach Mab wigza sie z ligandami. Nie-
zwiazane zwiazki sa wymywane. Po zmianie buforow wymywajacych Mab (IgG) sg
uwalniane. W chromatografii powinowactwa najczesciej stosowanym ziozem przy
oczyszczaniu Mab pochodzenia in vivo jest Protein A.

Chromatografia jonowymienna

W chromatografii jonowymiennej wykorzystuje sie réznice w tadunku elektrycz-
nym molekut. Sktadniki naniesionej na kolumne proby wiaza sie z faza statg podtoza
kolumny z r6zng sit3. Zmieniajac stezenie soli i pH eluentu regulowana jest sita wigza-
nia do podtoza, powodujac w ten sposéb elucje réznych rodzajow biatek w réznym
czasie. Ten rodzaj chromatografii, zaréwno aniono- jak i kationowymiennej, jest bar-
dzo popularny przy oczyszczaniu Mab. Technika ta jest szczegélnie przydatna przy
rozdziale monoklonalnych IgG od IgG zywiciela (wynika to ze zr6znicowania tadun-
kow tych biatek). Jest to rowniez doskonata technika do oczyszczania surowicy poli-
klonalnej. Zapewnia ona efektywng koncentracje przeciwciat w potaczeniu z wysokim
stopniem rozdziatu.

Ztoza stosowane na tym etapie to najczesciej:

* wymieniacze anionowe - Mono Q, Q Sepharose High Performance,
ewymieniacze kationowe - Mono S, SP Sepharose High Performance, Hydroxy-
apatite (forma fosforanu wapnia).
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Mineralny wymieniacz kationowy jest ostatnio szeroko uzywany w biochemii
mimo, ze dotychczas nie sg znane zasady mechanizmu absorpcji w chromatografii
hydroxyapatytowe;j.

c) dalsze oczyszczanie [5]

Jezeli poziom czystosci produktu po pierwszych dwoch etapach jest niewystar-
czajacy nieodzowna jest jego dalsza obrobka. Na tym etapie korzysta sie w dalszym
ciggu z technik chromatograficznych: filtracji zelowej, HIC [hydrophobic intraction
chromatography], - fatwa i efektywna metoda, i chromatografii jonowymiennej.
Filtracja zelowa

Rozdziat molekut uwarunkowany jest ich rozmiarem. Metoda ta uzywana jest
najczesciej na zakonczenie procesu rozdziatu badZz jako metoda odsalania pomiedzy
kolejnymi etapami oczyszczania.

Wymienionej techniki uzywa sie do usuniecia zanieczyszczeh o zblizonym fa-
dunku do IgG Mab, zwykle czeSciowo usunietych w pierwszym etapie przy uzyciu
kolumny jonowymiennej lub powinowactwa. Filtracja zelowa jest szczeg6lnie przy-
datna do usuwania transferyny, ktorg trudno usung¢ inng technikg. Filtracja zelowa
doskonale sprawdza sie przy usuwaniu dimerow, tetramerow i agregatéw. Czesto uzy-
wa sie ja do odsalania lub wymiany buforu przed przechowywaniem finalnego pro-
duktu. Najczesciej stosowane ztoza to: Sephadex G-25, PD-10, Sephacryl S-200 High
resolution, Superdex 200.

Chromatografia wykorzystujaca interakcje hydrofobowe (HIC)

Metodg chromatografii interakcji hydrofobowych rozdziela sie biomolekuty wy-
korzystujac réznice w ich hydrofobowosci. Jest to technika alternatywna do pozosta-
tych pod warunkiem, ze Mab sg stabilne przy wysokim stezeniu soli. Metode HIC ko-
rzystnie mozna zastosowa¢ po wytrgcaniu siarczanem amonowym, po ktérym préba
zawiera duze stezenie soli. Technike HIC mozna stosowa¢ pojedynczo lub w ukladzie
szeregowym z filtracjg zelowg lub chromatografigjonowymienng. Metoda ta jest kom-
plementarna do technik rozdziatu opartych na rozmiarze lub tadunku biomolekuty.

Wszystkie 1gG sg hydrofobowe, chociaz istniejg wyjatki nawet wsrod Mab z tej
samej klasy. Ta cecha pozwala HIC w duzym stopniu usunaé 1gG zywiciela. Najcze-
Sciej stosowane ztoza to: Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, Alkyl Superose.

Opisany trzystopniowy spos6b oczyszczania przeciwciat jest typowy dla techno-
logii oczyszczania przeciwcial monoklonalnych. 1lo$¢ etapéw zalezy jedynie od wy-
maganej klasy czystosci produktu koncowego.

Zastosowanie

Wysoka specyficznos¢ przeciwciat monoklonalnych w stosunku do antygenu,
rozwoj technologii produkcji Mab i eliminacja udzialu zwierzat, spowodowaty, ze
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zaczety one konkurowac¢ z powszechnie stosowanymi do tej pory w analityce przeciw-

ciatami poliklonalnymi.

Szczegolnie szerokie zastosowanie znalazty one w diagnostyce immunologicznej
i immunohistologicznej. Mab stosuje sie w testach diagnozujacych AIDS do badania
proporcji komorek limfocytéw pomocniczych T i T-supresorowych, co pomaga moni-
torowac postep tej choroby. Majg one ustalone miejsce w immunohistologicznym dia-
gnozowaniu choréb rozrostu limfy i nowotwordw [1,7].

Nie bez znaczenie jest wykorzystanie technik immunometrycznych (z zastosowa-
niem przeciwcial monoklonalnych) w analizie zywnosci. Przydatne okazaty sie one w
odréznianiu gatunkéw miesa w surowych, nieprzegotowanych produktach miesnych.
Mieso o podobnej pigmentacji, np. wotowina i konina, wotowina i baranina, mieso
drobiowe i wieprzowe, sg po zamrozeniu (szczeg6lnie w duzej masie) wizualnie trudne
do rozroznienia. Wiele produktow miesnych, jak kietbasy, burgery, kotlety mielone sa
mieszaning wielu gatunkéw mies. To wiasnie techniki immunometryczne stwarzaja
mozliwo$¢ szybkiego oznaczenia zaréwno jakosciowego, jak i iloSciowego skiadu
poszczeg6lnych produktow [6]. Techniki te pozwalajg rowniez z duzg doktadnoscig
oznaczy¢ zawarto$¢ biatek soi w produktach miesnych . Kolejne przyktady zastosowa-
nia Mab w analizie zywnosci przedstawiajg Morris B.A. i Clifford M.N. [6], np.:

» oznaczanie zafalszowan mleka krowiego mlekiem kozim i odwrotnie,

* oznaczanie denaturacji biatek mleka (Biatka mleka wywotuja alergie u niemowlat i
dzieci. Istnieje teza, ze obrdbka cieplna redukuje wiasciwosci immunogenne tych
biatek. Metody immunometryczne pozwalajg doktadnie okresli¢ poziom immuno-
reaktywnych biatek w mleku przed i po obrdbce, co pozwala in vitro okresli¢
wptyw poszczeg6lnych proceséw na immunoreaktywne wiasciwosci biatek mle-
ka.),

» oznaczanie amyloglukozydazy w piwie,

* oznaczanie ochratoksyn w zywosci (Ochratoksyny sg toksycznym produktem me-
tabolizmu niektorych grzybow, jak np. aspergillus, wystepujacych jako naturalne
zanieczyszczenie artykutow rolnych, syntetyzowanym podczas np. nieprawidto-
wego przechowywania. Ochratoksyny znajduja sie w kukurydzy, owsie, pszenicy,
jeczmieniu, orzechach, produktach wytworzonych na bazie ziaren np. pasze.),

e 0znaczanie zanieczyszczen i dodatkéw do zywnosci (bardzo istotne w kontrolowa-
niu jakos$ci zywnosci).

Powyzsze przyktady wykorzystania metod immunometrycznych w analizie zyw-
nosci to jedynie kilka powszechnie stosowanych w laboratoriach analitycznych. Fakt
rozwoju technik produkcji przeciwciat monoklonalnych tzn. otrzymywanie coraz bar-
dziej wyspecjalizowanych fragmentéw #aczacych sie ze Scisle okreslonym epitopem,
pozwala na coraz szersze stosowanie tych metod ze wzgledu na zwiekszenie ich precy-
zyjnosci i doktadnosci, oraz oznaczania coraz to wiekszej liczby antygenéw w zywno-
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§ci. Powoduje to réwniez wzrost dostepnych na rynku gotowych, precyzyjnych testow
immunometrycznych oferowanych przez firmy handlowe (np. SIGMA - ALDRICH:
E.coli 0157 TECRA®, Aflatoxin M1, Aflatoxin BI, Progesterone i inne).

Stownik termindw immunologicznych

Antygen - substancja charakteryzujaca sie a) immunogennoscig czyli zdolnoscig do
wywotywania odpowiedzi immunologicznej organizmu, b) antygennoscig czyli zdol-
noscig do tgczenia sie z immunoglobulinami.

Determinanty antygenowe - obszary molekularne antygenu, ktére wigzg sie ze swo-
istym przeciwciatem.

Epitop - determinant antygenowy o znanej strukturze.

Hapten - substancja o niskim ciezarze molekularnym, samodzielnie nie wykazujagca
wiasciwosci immunogennych; po potaczeniu z nosnikiem zyskuje cechy antygenu.
Immunogen - substancja obca dla organizmu wywotujaca jego reakcje obronng, w
ktorej uczestniczg limfocyty i wytworzone przeciwciala.

Przeciwciata - biatka z grupy immunoglobulin wytwarzane przez organizm uczestni-
czace w czynnosciach odpornosciowych organizmu; w zalezno$ci od budowy ciezkich
fancuchow wyroéznia sie piec klas immunoglobulin IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE.
Przeciwciata monoklonalne - przeciwciata otrzymane z pojedynczego klonu limfo-
cytu, wyprodukowane w wyniku fuzji komdérek $ledziony immunizowanej antygenem
myszy z komdrkami szpiczaka.

Przeciwciata poliklonalne - przeciwciata wyprodukowane przez limfocyty na skutek
immunizacji zwierzecia antygenem.
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PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND APPLICATIONS OF MONOCLONAL
ANTIBODIES IN LABORATORY ANALYSIS

Summary

There are two kinds of antibodies employed in food analysis: monoclonal antibodies (Mab) charac-
terized by unique specificity and an extremely high selectivity for the epitope, and polyclonal antibodies
characterized by different specificity and affinity. Due to their specificity monoclonal antibodies are good
analytical tools and more frequently employed in medicine or food analysis.

Production of monoclonal antibodies is carried out during the following stages: 1) antigen selection, 2)
mouse and cell line selection, 3) cell fusion, 4)culture and hybridoma selection, 5) Mabs production bulk,
6) purification. |||



