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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przeciwciata monoklonalne sa biomolekutami o duzym znaczeniu naukowym i praktycznym. Tworza
zbiér przeciwciat o jednakowej swoisto$ci i sile wigzania poniewaz sa syntezowane przez komérki
hybrydoma tworzace klon, czyli linie komérek wywodzacych sie od pojedynczej komérki. Po raz
pierwszy metode tworzenia mysich hybrydom wytwarzajacych przeciwciata opisano w 1975 .,
za co odkrywcy otrzymali Nagrode Nobla. Obecnie sa powszechnie wykorzystywane jako narze-
dzia badawcze w diagnostyce i coraz cze$ciej w medycynie, zwlaszcza w transplantologii i terapii
nowotworéw. Obecnie dostepnych jest w Europie i Stanach Zjednoczonych ponad 47 preparatéw
terapeutycznych opartych na przeciwciatach monoklonalnych, a ich liczba ro$nie z roku na rok.
Proces otrzymywania komdrek hybrydomalnych jest wieloetapowy i czasochtonny. W zwigzku z du-
zym zapotrzebowaniem na przeciwciata monoklonalne stale pracuje sie nad ulepszaniem procesu
ich otrzymywania, w celu m.in. jego skrécenia, zmniejszenia kosztéw oraz liczby zwierzat labora-
toryjnych. W artykule oméwiono stosowane techniki w gtéwnych etapach procesu i osiggniecia
zwigzane z jego doskonaleniem i optymalizacja.

przeciwciata monoklonalne - hybrydoma - fuzja komérek - selekcja klonéw

Summary

Monoclonal antibodies (mAbs) are biomolecules of great scientific and practical significan-
ce. In contrast to polyclonal antibodies from immune sera, they are homogeneous and mo-
nospecific, since they are produced by hybridoma cells representing a clone arising from
asingle cell. The successful technology was described for the first time in 1975; the inventors
were later awarded the Nobel Prize. Currently, mAbs are broadly used as a research tool, in
diagnostics and medicine in particular for the treatment of cancer or in transplantology.
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About 47 therapeutics based on monoclonal antibodies are now available in the US and Eu-
rope, and the number is still growing. Production of monoclonal antibodies is a multistage,
time-consuming and costly process. Growing demand for these molecules creates space for
research focused on improvements in hybridoma technology. Lower costs, human labor, and
time are important goals of these attempts. In this article, a brief review of current methods
and their advances is given.

Key words: | monoclonal antibodies « hybridoma - cell fusion - clone selection
Full-text PDF: | nhttp://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1200552
Word count: | 5648
Tables: | 2
Figures: | 3
References: | 60
Adres autora: mgr Michat Skowicki, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda, ul. R.
Weigla 12, 53-114 Wroctaw; email: michal.skowicki@eitplus.pl
Wykaz skrotow: ~ BSA - surowicza albumina wotowa (bovine serum albumin); FBS — ptodowa surowica bydleca

(foetal bovine serum); FCS - ptodowa surowica cieleca (foetal calf serum); KLH - hemocyjanina
(keyhole limpet hemocyanin); mAb - przeciwciato monoklonalne (monoclonal antibody);
MBS - m-maleimidobenzoilo N-hydroksysukcynimid (m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuc-
cinimide); PEG - glikol polietylenowy (polyethylene glycol); SDS - siarczan dodecylu sodu
(sodium dodecyl sulfate); SRBC - owcze czerwone krwinki (sheep red blood cells); TT - toksoid
tezcowy (tetanus toxoid); VSV — wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (vesicular

stomatitis virus).

Wsrep

Przeciwciata to biatka pelniace bardzo wazna role w ukfa-
dzie odpornosciowym cztowieka i innych kregowcdw.
Wytwarzane sg przez komdérki plazmatyczne wywodzace
sie z dojrzatych limfocytéw B i sa gtéwnym elementem
swoistej odpowiedzi odpornosciowej. Ich zasadnicza funk-
cja jest rozpoznawanie i wigzanie ,,obcych” czasteczek
(antygendw), przede wszystkim znajdujacych sie na po-
wierzchni wiruséw, bakterii, pasozytéw oraz antygenéw
wolnych, np. wydzielanych przez mikroorganizmy tok-
syn. Swoisto$¢ reakcji miedzy antygenem i przeciwcialem
jest zdeterminowana sekwencjg fragmentéw taricuchéw
polipeptydowych tworzgcych miejsce wiazace okreslo-
ny antygen.

Szczegbly dotyczace budowy i funkcjonowania przeciw-
ciat sg doktadnie opisane w wielu pracach przegladowych
i podrecznikach [3,25] i nie bedg omawiane w tym arty-
kule, ktérego celem jest przeglad technik usprawniajg-
cych proces otrzymywania przeciwciat monoklonalnych.

Zbidr przeciwciat o jednakowej swoistosci i powinowac-
twie wzgledem danego antygenu okre$la sie mianem prze-
ciwcial monoklonalnych. Wynika to z tego, Ze sa wytwa-

rzane przez komérki stanowigce klon, czyli wywodzace sie
od pojedynczej komérki, a zatem syntezujacych taricuchy
polipeptydowe przeciwciat o identycznej sekwencji. Jed-
nakowa swoisto$¢, sita wiazania z antygenem i homoge-
niczno$¢ czgsteczek przeciwcial monoklonalnych sa ich
wyréznikami w stosunku do przeciwciat poliklonalnych
uzyskiwanych z surowic odporno$ciowych. Cechy takie
sa szczegdlnie pozadane w niektdérych aplikacjach np.
diagnostyce czy w terapii, gdzie wymagana jest duza po-
wtarzalno$é, niezawodno$¢ i zgodno$¢ ze specyfikacja.

Podstawowe réznice miedzy przeciwciatami mono- i po-
liklonalnymi zestawiono nizej:

przeciwciala poliklonalne

« tanie i szybkie w przygotowaniu i produkcji,

* nie wymagaja skomplikowanych technologii czy umie-
jetnosci,

* rozpoznaja wiele epitopédw w obrebie czasteczki,

+ duza sita wigzania,

« wieksza tolerancja na zmiany w konformacji epitopu,

« czesto daja silniejsze sygnaly w technikach immuno-
chemicznych,

* niepowtarzalno$¢ serii produkcyjnych,
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« duza ilo$¢ przeciwciat niespecyficznych, mozliwe wiek-
sze tlo,

* niezdatne do niektérych badani np. mapowanie epito-
powe.

przeciwciala monoklonalne

« kosztowny i dtugotrwaly proces produkcyjny,

« wymagane wysokie kwalifikacje personelu,

* preparaty sa homogeniczne pod wzgledem aktywno$ci
i whasciwo$ci biochemicznych, wigzg jeden epitop w ob-
rebie antygenu,

« duza powtarzalno$¢ serii produkcyjnych,

* powtarzalno$¢ badan i eksperymentdw,

« mniejsze tto w technikach immunochemicznych,

« sg preferowane w aplikacjach, takich jak np. chroma-
tografia immunopowinowactwa, mapowanie epitopo-
we iinne,

« wrazliwe na zmiany w strukturze epitopu.

Przeciwciata monoklonalne dzieki wtasciwo$ciom sa
szczegblnie uzyteczne jako narzedzie badawcze (np.
chromatografia powinowactwa), przede wszystkim w me-
dycynie m.in. w badaniach diagnostycznych, terapiach
przeciwnowotworowych, jako immunosupresory w trans-
plantologii i stanach zapalnych lub w angioplastyce, jako
czynnik zapobiegajacy krzepnieciu krwi. Innym waznym
zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych jest neutra-
lizacja toksyn. Przeciwciata monoklonalne po raz pierw-
szy dopuszczono do zastosowan klinicznych w 1986 r.
Mysie przeciwcialo muromonab-CD3, wystepujace pod
komercyjna nazwa Orthoclone OKT3, poczatkowo stoso-
wano przy przeszczepach nerek, do dzi$ jest wykorzysty-
wane w transplantologii [53]. 0d 1986 r. do 2014 r. ponad
47 produktéw opartych na przeciwciatach monoklonal-
nych zostato dopuszczonych do stosowania w Stanach
Zjednoczonych i Europie. W 2013 r. globalne dochody ze
sprzedazy wyniosty prawie 75 mld dolaréw, co stanowito
prawie potowe catkowitej sprzedazy produktéw biofarma-
ceutycznych. Szacuje sie, ze do 2020 r. na rynku dostep-
nych bedzie okoto 70 preparatéw przeciwciat monoklo-
nalnych, a ich sprzedaz osiagnie okoto 125 mld dolaréw
na rok [22]. Duze zapotrzebowanie i szerokie zastosowanie
przeciwcial monoklonalnych stymulujg staty rozwéj me-
tod ich szybkiego otrzymywania. Po raz pierwszy sposéb
uzyskiwania przeciwcial monoklonalnych opisali Kohler
i Milstein w 1975 r., za co w 1984 r. otrzymali Nagrode
Nobla [35]. Zaproponowana przez nich metoda polega na
unie$miertelnieniu limfocytéw B przez ich fuzje zkomér-
kami szpiczaka. Dzieki temu zabiegowi mozna otrzyma¢
stabilne linie komérek hybrydomalnych wytwarzajacych
przeciwciata i dzielacych sie nieograniczona ilo$¢ razy.
Na proces otrzymywania przeciwcial monoklonalnych
sktada sie kilka zasadniczych etapéw: immunizacja, fuzja
komorek B z komérkami szpiczaka, selekcja klondw wy-
twarzajacych pozadane przeciwciata oraz ich propagacja.
Caly proces, od immunizacji do oczyszczenia przeciwciat,
zajmuje okoto 4 miesiace. Ze wzgledu na stale rosnace
zapotrzebowanie na przeciwciata monoklonalne, istnie-
je konieczno$¢ doskonalenia procedur ich otrzymywania

pozwalajacych na skrécenie niezbednego czasu i obnize-
nie kosztéw materiatéw i pracy personelu.

W artykule oméwiono podstawowe techniki i kierunki ich
optymalizacji na podstawowych etapach procesu.

Immunizacja

Pierwszym etapem w procesie uzyskiwania przeciwciat
monoklonalnych jest immunizacja. Indukuje ona w or-
ganizmie powstawanie i dojrzewanie duzej liczby limfo-
cytéw B, wytwarzajacych przeciwciala rozpoznajace po-
dany antygen. Jest najcze$ciej podawany z adiuwantem
w celu skutecznego pobudzenia uktadu odporno$ciowego.
Niezbedna ilo$¢ antygenu konieczna do uzyskania poza-
danych przeciwciat jest rézna dla réznych antygenéw
i organizméw zwierzecych. Najczesciej wykorzystywa-
nym modelowym zwierzeciem do otrzymywania prze-
ciwcial monoklonalnych jest mysz szczepu Balb/c. Linie
mysiego szpiczaka genetycznie zgodne z myszg szczepu
Balb/c, uzyskane jako pierwsze, sa obecnie bardzo dobrze
poznane i szeroko stosowane. Hybrydomy z nich uzyski-
wane cechuja sie dobrg stabilno$cia i produktywnoscia.
Ponadto istotnym czynnikiem jest niski, w poréwnaniu
do innych modeli, koszt utrzymania i pracy z myszami.
Istnieja réwniez stabilne linie szpiczaka kompatybilne
zkomdrkami B innych gatunkéw zwierzat, jak np. szczu-
ra [34] lub krdlika [54]. Mozliwa jest takze fuzja ludzkich
limfocytéw, pozyskanych z weztéw chtonnych lub krwi
obwodowej, ze stabilng linig szpiczaka ludzkiego [32].

Zgodnie z powszechnie przyjetym protokotem immuni-
zacji myszy, zwierzetom podaje sie podskérnie lub do-
otrzewnowo 1-2 iniekcje, zawierajace 10-50 pg antygenu
podanego w postaci emulsji z adiuwantem Freunda lub
innym adiuwantem, w odstepach 2-4 tygodni. Trzy dni
przed fuzja stosuje sie dodatkowg immunizacje, w ktérej
podaje sie 50-500 pg antygenu dozylnie lub dootrzewno-
wo [24]. Do szczepienia, poza oczyszczonymi czasteczka-
mi, mozna wykorzysta¢ takze organelle, fragmenty bton
komérkowych, a nawet cate komérki. Wydtuzenie pro-
cesu immunizacji sprzyja zwiekszeniu miana swoistych
przeciwcial w surowicy, co koreluje z liczbg komérek B
rozpoznajacych antygen, a takze zwiekszeniu swoistosci
i sity wiazania przeciwciat. Przetgczanie klas i wzrost sity
wiazania (affinity) wytwarzanych przeciwciat nastepuje
réwniez w miare uptywu czasu i kolejnych immunizacji.
Stosujgc powszechnie przyjete schematy immunizacji
najcze$ciej uzyskuje sie hybrydomy wytwarzajace prze-
ciwciata klasy 1gG [29,38]. Klasa uzyskiwanych przeciw-
ciat zalezy réwniez od natury antygenu; antygeny typu 11
(grasiczozalezne) stymuluja przede wszystkim powstawa-
nie przeciwciat klasy 1gG, a takze IgA czy IgE, natomiast
antygeny typu I (grasiczoniezalezne) przeciwciat klasy
IgM. Jak juz wspomniano, antygenami uzywanymi do im-
munizacji moga by¢ preparaty oczyszczonych antyge-
néw, mieszaniny antygendéw, cate komérki lub inne duze
struktury, takie jak np. preparaty btony komérkowej. Im
bardziej oczyszczony jest antygen, tym wiekszy procent
komorek B bedzie wytwarzat przeciwciata o oczekiwanej
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swoisto$ci. Nalezy jednak pamieta¢, iz nie wszystkie an-
tygeny w postaci oczyszczonej sa w stanie wywotaé od-
powiedz odpornosciows. Substancje takie nazywane sg
haptenami, a otrzymanie swoistych dla nich przeciwciat
jest mozliwe po sprzegnieciu z tzw. czasteczkami no$ni-
kowymi zapewniajacymi uzyskanie petnej odpowiedzi
odporno$ciowe;j.

Przyktadem czgsteczek haptenowych sg peptydy. Zwy-
kle nie udaje sie uzyska¢ odpowiedniej odpowiedzi
odpornosciowej po zaszczepieniu peptydem, nawet
z zastosowaniem silnych adiuwantéw. Immunizacja
zwierzat za pomoca koniugatéw peptyddw z biatkami
lub no$nikami nanoczasteczkowymi pozwala na otrzy-
manie bardzo swoistej odpowiedzi odporno$ciowej
i procentowo wiekszy udziat splenocytéw wytwarza-
jacych przeciwciata skierowane przeciwko peptydowi.
Najcze$ciej stosuje sie jako no$niki duze, silnie immu-
nogenne biatka (TT, KLH, BSA), liposomy, nanoczastki
metali szlachetnych, takie jak nanoczastki ztota [40] czy
srebra [23] lub nanoczastki krzemionkowe [31]. Duzym
zainteresowaniem cieszg sie nanoczastki ztota dzieki
tatwosci otrzymywania i funkcjonalizacji powierzchni
oraz matej toksycznosci. Inng ich istotng zaletg jest brak
wiasciwoséci antygenowych, dzieki czemu nie uzysku-
je sie przeciwciat skierowanych przeciwko no$nikowi.
Stwierdzono, ze duza immunogenno$¢ antygenéw zwia-
zanych z nanoczastkami ztota wynika m.in. z ich wy-
dajnej fagocytozy przez gtéwne komérki zaangazowane
w odpowiedz odporno$ciowa - komérki dendrytyczne
i fagocytarne monocyty [37].

Nanoczgstki ztota jako no$nik wykorzystano np. do in-
dukcji odpowiedzi odporno$ciowej skierowanej przeciwko
peptydowi stanowigcemu fragment biatka wirusa prysz-
czycy. Myszy szczepu Balb/c byly immunizowane pepty-
dem immobilizowanym na nanoczastkach ztota o réznej
$rednicy [14]. Immobilizacja do powierzchni nanocza-
stek ztota zostata przeprowadzona przez C-terminalna
cysteine. W wyniku immunizacji uzyskano wysokie miana
przeciwciat rozpoznajacych przytaczony peptyd, prze-
kraczajace 3-krotnie wartosci uzyskiwane po szczepieniu
koniugatami, w ktérych nos$nikiem byto KLH (keyhole
limpet hemocyanin) [14].

W razie konieczno$ci uzyskania przeciwciat na antygeny,
ktére sprawiaja trudnosci w oczyszczaniu istnieje réwniez
mozliwo$¢ immunizacji zwierzecia fragmentem zelu po-
liakrylamidowego zawierajacym rozdzielone biatko [9].
Zel po rozdziale elektroforetycznym mozna zabarwié
czernig amidowg lub Coomassie blue, wyciaé pozadany
prazek, odbarwi¢ i nastepnie uzy¢ do immunizacji z od-
powiednim adiuwantem. W eksperymencie, w ktérym
kréliki immunizowano przygotowanymi w taki sposéb
preparatami kolagenazy i hipoderminy A, uzyskano prze-
ciwciata na obydwa antygeny, niezaleznie od sposobu
barwienia i obecnosci lub braku SDS-u. Taka technika
pozwala na skuteczng immunizacje, nawet wtedy, gdy do
dyspozycji pozostaje nieznaczna ilo$é nawet stabo oczysz-
czonych preparatéw biatek [9].

Interesujacym podejéciem pozwalajagcym na zmniejsze-
nie liczby zwierzat laboratoryjnych podczas wytwarzania
przeciwcial na duza skale jest tzw. immunizacja wieloan-
tygenowa (Multiplex). Polega na wstrzyknieciu immu-
nizowanemu zwierzeciu wiecej niz jednego antygenu
podczas jednej immunizacji. Précz zmniejszenia liczby
niezbednych zwierzat uzyskuje sie réwniez oszczedno$é
materiatéw i odczynnikéw poniewaz klonowaniu podle-
gaja jednoczesnie hybrydomy wytwarzajace przeciwciata
rozpoznajace wiele antygenéw. Prace opisujace zastoso-
wanie tej metody potwierdzaja jej skuteczno$é. Wykona-
no eksperyment, w ktérym 8 myszy poddano immuniza-
cji zestawem 10 antygenéw (innym dla kazdej myszy).
Poza pierwsza immunizacja zastosowano tylko immuni-
zacje boost przed fuzja, aby uniknad zjawiska dyspropor-
cji w odpowiedzi odporno$ciowej na podane antygeny.
Uzyskano hybrydomy wytwarzajace przeciwciata na 67
z 80 podanych antygendéw, co oznacza wydajnos$é réwna
83% [20]. W innym eksperymencie myszom podano po 5
réznych antygendw, po czym przeprowadzono fuzje wy-
izolowanych z nich splenocytéw z komérkami szpiczaka.
W wyniku pierwszej selekcji otrzymano $rednio po 18
klonéw hybrydom na kazdy z podanych antygendéw [20].
Badania wskazuja jednak, iz im wiecej antygendw zostanie
zastosowanych do immunizacji jednej myszy, tym mniej-
sza bedzie réznorodno$¢ klonédw hybrydom, wytwarzaja-
cych przeciwciata nakazdy z tych antygenéw. Technika ta
nie jest zatem wskazana, gdy celem jest uzyskanie szero-
kiego panelu przeciwcial na dany antygen, skierowanych
przeciwko réznym jego epitopom [15].

Powodzenie w wyprowadzeniu linii hybrydom wytwa-
rzajacych pozadane przeciwciata zalezy w duzym stopniu
od doboru wlasciwego schematu immunizacji. Czynniki,
ktére nalezy uwzglednié przed immunizacja to: stezenie
iilo§¢ antygenu, ktéry zostanie podany zwierzetom, wy-
bér adiuwantu, sposobu szczepienia, liczba immunizacji
oraz dtugosci odstepéw czasowych miedzy immunizacja-
mi, a takze dobdr odpowiednich metod analitycznych do
identyfikacji produktywnych kolonii hybrydoma.

Innym sposobem immunizacji, ktéry zaczyna by¢ coraz
szerzej stosowany jest immunizacja genetyczna. Polega na
wprowadzeniu do organizmu zwierzecia DNA kodujacego
okreslone antygeny. Ekspresja wprowadzonego materiatu
genetycznego skutkuje wytworzeniem obcego antygenu,
ktéry stymuluje odpowiedz odpornosciowa. Technika ta
pozwala m.in. na otrzymanie przeciwciat dla biatek, kté-
rych nie mozna uzyska¢ w stanie natywnym lub w wystar-
czajacej czysto$ci. Synteza biatek zachodzi in vivo i dzieki
temu zachowuja naturalng strukture trzeciorzedowg oraz
- w przypadku biatek zwierzecych - maja odpowiednie
modyfikacje posttranslacyjne. Tak uzyskane przeciwcia-
ta sg skierowane przeciwko natywnemu biatku. Wektory
ekspresyjne sg dostarczane do komérek zwierzecia przez
dziato genowe lub iniekcje domie$niowa [15]. DNA jest
w miare stabilna czasteczka i moze zostaé zaprojektowa-
ne tak, by kodowato wiecej niz jeden antygen lub epitop.
Podstawowa zaletg tej metody jest ograniczenie liczby
immunizacji. Jezeli DNA zostaje podany bezpo$rednio do
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$ledziony, wystarczy wéwczas tylko jedna immunizacja
[33]. Natomiast je$li DNA jest wprowadzany domie$nio-
wo potrzebne sa jedna [7] lub dwie [18,19] immunizacje.
Przyktadem skutecznego zastosowania tej metody jest
uzyskanie hybrydom wytwarzajacych przeciwciata prze-
ciwko biatku (18 kDa) z Brucella abortus [58].

Techniki fuzji

W wyniku fuzji bton komérkowych miedzy komérkami
szpiczaka i splenocytéw dochodzi do powstania heteroka-
riondw, zawierajacych dwa lub czasem wiecej jader komér-
kowych. Podczas kolejnego podziatu dochodzi do fuzji jader
komérkowych, czego wynikiem jest powstanie komdrki
hybrydomalnej. W celu tatwego pozbycia sie komérek szpi-
czaka, ktére nie ulegly fuzji ze splenocytami, stosuje sie li-
nie pozbawione enzymu waznego dla podtrzymania zycia.
Jedynie fuzja ze splenocytami umozliwia odzyskanie moz-
liwosci jego syntezy. W przypadku stosowanej powszech-
nie linii szpiczaka mysiego SP2/0, komérki pozbawione
sg fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej
(HGPRT) - enzymu zaangazowanego w synteze puryn. Do-
danie do pozywki aminopteryny powoduje zablokowanie
syntezy puryn droga alternatywna i §mier¢ komérek szpi-
czaka, ktdre nie ulegly fuzji [30]. Obecnie stosuje sie kil-
ka metod pozwalajacych na dokonanie fuzji komérek, sa
to techniki chemiczne (glikol polietylenowy), elektryczne
(elektrofuzja) i biologiczne (wirus Sendai, VSV).

Wirusy

Metoda fuzji komérek z wykorzystaniem wirusa Sendai
zostala po raz pierwszy przedstawiona w 1960 r. [46]. Me-
todg ta postuzyli sie takze Kohler i Milstein prezentujac
po raz pierwszy uzyskanie przeciwcial monoklonalnych
w 1975 r. [35]. Wirus Sendai ma w swojej strukturze neu-
raminidaze hemaglutyniny, umozliwiajacg adhezje wirusa
do komdrki przez wigzanie do kwasu sialowego oraz biatko
fuzyjne, odpowiedzialne za fuzje bton komérkowych [50].
Innym wirusem, ktéry réwniez stosowano do fuzji komérek
i otrzymywania hybrydom jest wirus pecherzykowatego
zapalenia jamy ustnej VSV (vesicular stomatitis virus) [45].
Zastosowanie zaréwno wirusa Sendai jak i VSV pozwala na
otrzymanie podobnej liczby klonéw hybrydom wytwarza-
jacych swoiste przeciwciata. Badania nad wplywem zasto-
sowanych metod fuzji na klase wytwarzanych przeciwciat
wskazujg, ze dominujaca klasg przeciwcial wytwarzanych
przez hybrydomy otrzymane za pomoca wirusa Sendai jest
IgM, natomiast wiekszo$¢ klonéw otrzymanych z zastoso-
waniem VSV wytwarza przeciwciata klasy IgG [45]. Wyko-
rzystanie wiruséw do otrzymywania hybrydom zostato
jednak zastgpione przez uzycie glikolu polietylenowego.

Glikol polietylenowy (PEG)

Fuzje komérek indukowang PEG opisano po raz pierw-
szy w 1975 r. [1]. Od tego czasu PEG jest najczesciej sto-
sowanym induktorem fuzji do réznych typéw komérek,
a przede wszystkim do uzyskiwania hybrydom wytwa-
rzajacych przeciwciata monoklonalne. Mechanizm fu-

zji indukowanej glikolem polietylenowym nie zostat
doktadnie zbadany. Istnieje przypuszczenie, ze czastecz-
ki PEG-u przez wiazanie duzej liczby czasteczek wody,
zmniejszaja ich aktywno$¢ fizyko-chemicznag, co skutkuje
dehydratacjg bton komérkowych utatwiajaca ich wzajem-
ne laczenie sie. [39].

W 1982 r. zaproponowano udoskonalenie metody z uzy-
ciem PEG-u przez wymuszenie zblizenia komdrek B swo-
istych do antygenu uzytego do immunizacji zkomérkami
szpiczaka. Czasteczki antygenu byty chemicznie sprzega-
ne z biatkami obecnymi na powierzchni komérek szpicza-
ka. Limfocyty B wyizolowane ze §ledziony szczepionych
myszy, oddzialywaly z antygenem prezentowanym na
powierzchni komérek szpiczaka za posrednictwem obec-
nych na ich powierzchni receptoréw BCR tego antygenu.
Zmniejszenie odlegtosci miedzy komdrkami wytwarzaja-
cymi swoiste przeciwciata i komérkami szpiczaka, istotnie
zwiekszyto wydajno$é fuzji [36].

Elektrofuzja

Jedna z technik wykorzystywanych do fuzji limfocytéw
B z komérkami szpiczaka jest elektrofuzja. Opiera sie na
wykorzystaniu impulsu elektrycznego, ktéry wprowadza
perforacje do blony komérkowej komérek uczestnicza-
cych w fuzji. W wyniku tego procesu btony komérko-
we obydwu typdéw komérek moga sie taczyé prowadzac
w rezultacie do powstania heterokarionu. Metoda zostata
opisana po raz pierwszy w 1982 r. przez Veinekena i Zim-
mermana [57].

Wykazano, ze elektrofuzja daje lepsze rezultaty niz sto-
sowanie PEG-u [12]. Dzieje sie tak dlatego, ze najbardziej
efektywna fuzja w wyniku zastosowania impulsu elek-
trycznego zachodzi miedzy komérkami o podobnych roz-
miarach. Wiekszo$¢ z pobranych ze §ledziony komdrek to
nieaktywowane limfocyty T i B. Maja mniejsze rozmiary
w poréwnaniu z aktywowanymi limfocytami B i komér-
kami szpiczaka, ktérych rozmiary sa podobne. W wyniku
elektrofuzji zmniejsza sie prawdopodobieristwo fuzji ko-
morek szpiczaka z nieaktywowanymi limfocytami i pro-
cent uzyskanych pozytywnych hybrydom wzrasta [12].
Istnieja rézne techniki oparte na zastosowaniu elektro-
fuzji wykorzystujace dodatkowe mechanizmy.

Ciekawy eksperyment przedstawiajacy otrzymywanie prze-
ciwcial rozpoznajacych preseniline 1 zostat wykonany przez
Tomita M. i wsp. w 2000 r. Aby zwiekszy¢ wydajnos¢ fuzji
wykorzystano opisane wcze$niej wymuszone zblizenie ko-
mérek B z komérkami szpiczaka przez oddziatywanie z re-
ceptorami BCR limfocytéw. Antygen uzyty w doswiadczeniu
byt peptydowym fragmentem perseniliny 1, ktéry sprze-
gnieto przez dwufunkcyjny linker MBS (m-maleimidoben-
zoilo N-hydroksysukcynimid) z awidyng, a komérki szpi-
czaka poddano biotynylacji. Funkcjonalizowany peptyd byt
rozpoznawany przez swoiste dla niego receptory obecne
na splenocytach, natomiast komérki szpiczaka byly przyta-
czane poprzez oddziatywanie biotyny z awidyng. Schemat
eksperymentu przedstawiono naryc.1. Fuzje wymuszano za
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Ryc. 1. Sposéb wymuszonego zblizenia komdrek szpiczaka ze swoistymi komérkami B (schemat)

pomoca urzadzenia do wytwarzania impulsu elektryczne-
g0 - BTX T820. Jednocze$nie przeprowadzono fuzje wedtug
standardowego protokotu w celu poréwnania obu metod.
Z uzyskanych danych wynikato, ze zmodyfikowana metoda
zwykorzystaniem impulsu elektrycznego charakteryzowata
sie 5-40 razy wiekszg wydajno$cia w otrzymywaniu hybry-
dom wytwarzajacych swoiste przeciwciata niz standardowa
metoda z zastosowaniem PEG-u [55].

Fuzja komérek wytwarzajacych zdefiniowane
izotypy przeciwcial

W procesie otrzymywania przeciwciat monoklonalnych
za pomoca fuzji komérek z zastosowaniem PEG-u otrzy-
muje sie klony komdérek hybrydomalnych wytwarzaja-
cych rézne izotypy przeciwciat z przewaga przeciwciat
klasy IgG. Wptyw na to maja rézne czynniki, takie jak
czas trwania i liczba immunizacji, jak réwniez rodzaj
zastosowanego antygenu [4]. Najczesciej oczekiwanym
izotopem przeciwcial jest IgG. Zaletami IgG jest ich nie-
wielka masa czasteczkowa, w poréwnaniu z IgM, oraz
tatwiejsze oczyszczanie. Dowiedziono réwniez, ze 1gG
wykazuja sie wiekszym powinowactwem do antygenu
niz IgM [4]. Apiratmateekul i wsp. opracowali meto-
de pozwalajaca na otrzymanie przeciwciat o wybranym
izotypie (IgM, IgG). Zasada metody jest oparta na se-
lekeji limfocytéw ekspresjonujacych na powierzchni
przeciwciata o izotypie IgM lub IgG z wykorzystaniem
magnetycznych czastek pokrytych przeciwciatami anty-
-IgM lub anty-1gG. Selekcja odbywa sie przez sortowanie
magnetyczne w systemie MACS (magnetic cell sorting
system). Wyselekcjonowana populacje poddaje sie fu-
zji z komérkami szpiczaka otrzymujac hybrydomy wy-
twarzajace wybrane klasy przeciwcial. Apiratmateekul
i wsp. wyizolowali splenocyty myszy poddanej wczesniej
immunizacji i wyselekcjonowali z nich populacje ekspre-
sjonujace na powierzchni przeciwciata IgM (populacja
IgM+) i 1gG (populacja IgG+). Poddajac wyselekcjonowa-
ne populacje splenocytéw fuzji otrzymali klony komé-
rek hybrydomalnych wytwarzajace przeciwciata mo-
noklonalne. Az 85% klonéw powstatych w wyniku fuzji
szpiczaka i splenocytéw IgM+ wytwarzato przeciwciata
klasy IgM, natomiast zaden klon spo$rdd otrzymanych

w wyniku fuzji szpiczaka ze splenocytami IgG+ nie wy-
twarzat przeciwciat klasy IgM [4]. Badania te dowodza,
ze wykorzystujac metode fuzji szpiczaka z wyselekcjo-
nowanymi limfocytami mozna otrzymywacé przeciwciata
monoklonalne o zadanych izotypach.

Wytwarzanie przeciwcial niewymagajace fuzji
komoérek

Istotnym ograniczeniem technologii opartej na komér-
kach hybrydoma jest ich genetyczna niestabilno$¢ oraz
potrzeba stosowania komdrek wspomagajacych wzrost
hybrydom np. makrofagéw otrzewnowych oraz mata wy-
dajno$¢ udanych fuzji. 0d niedawna istnieje mozliwo$¢
otrzymania unie$miertelnionych splenocytéw wytwarza-
jacych przeciwciata bez koniecznosci ich fuzji z komdér-
kami szpiczaka. Odkryto, ze hodowle limfocytéw izolo-
wanych z myszy transgenicznej (H-2KP-tsA58), majacej
wbudowana w genom sekwencje kodujaca duzy T-anty-
gen wirusa SV40 sg nie§miertelne jesli komérki hoduje
sie w odpowiednich warunkach temperaturowych. Ko-
mérki B wyizolowane ze $ledziony myszy po immuniza-
cji antygenem, hodowane w odpowiednich warunkach
moga wytwarzal swosite przeciwciata bez ograniczen
wynikajacych z krétkiej przezywalno$ci w hodowli. Wy-
korzystujac te metode udato sie uzyska¢ linie komérek B
wytwarzajace przeciwciata monoklonalne rozpoznajace
biatko pIIl kapsydu bakteriofaga [47]. Za pomoca tej meto-
dy mozna uzyskiwa¢ wysokie miana przeciwciat zaréwno
poli- jak i monoklonalnych. Wazna zaleta metody jest to,
ze w przeciwietistwie do komérek hybrydomalnych réz-
nice w szybkosci wzrostu miedzy komérkami wytwarza-
jacymi i niewytwarzajacymi przeciwciata sa niewielkie.
Otrzymane w ten sposéb splenocyty uzyskuja nieogra-
niczong liczbe podziatéw (niesmiertelno$é) gdy sa hodo-
wane w temp. 33°C i zachowuja stabilno$¢ genetyczna, co
umozliwia pozyskiwanie przeciwciat o okre$lonych para-
metrach i whasciwo$ciach przez dtuzszy czas z tej samej
hodowli. Ponadto krzyzéwka wyzej wymienionego szcze-
pu myszy z mysza ekspresjonujaca ludzkie przeciwciata
moze umozliwié otrzymywanie taka metoda nie$miertel-
nych splenocytéw wytwarzajacych ludzkie przeciwciata
monoklonalne [47].
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Medium hodowlane

Do hodowli komérek hybrydomalnych stosuje sie media,
takie jak RPMI- 1640, DMEM, IMDM, zawierajace glukoze,
aminokwasy, witaminy oraz niezbedne sole mineralne.
Media hodowlane réznia sie sktadem i proporcjami wyzej
wymienionych substancji. Bardzo waznym suplementem
medium hodowlanego w hodowlach komérek hybrydo-
malnych jest surowica. Jest to bardzo ztozona i zréznico-
wana mieszanina sktadnikéw, takich jak biatka (albumina,
transferryna), lipoproteiny, hormony oraz czynniki wzro-
stowe. Zastosowanie surowicy w medium hodowlanym
zapewnia prawidlowy wzrost wielu linii komérkowych,
jednak wiaze sie z pewnymi utrudnieniami, takimi jak:
mozliwo$é wprowadzenia do hodowli wiruséw lub mi-
koplazmy, zanieczyszczenia przeciwcialami surowiczymi
czy duzy koszt produkcji przeciwcial na duzg skale. Z tych
przyczyn prowadzi sie badania nad opracowaniem pozy-
wek do hodowli komdrkowych niewymagajacych suple-
mentacji surowicg [13].

Na podstawie do$wiadczen wykonywanych na pieciu
réznych klonach komérek hybrydomalnych ustalono, iz
czynnikami niezbednymi do utrzymania komérek w ho-
dowli, zdolnymi rekompensowac brak surowicy sg insu-
lina i transferryna. Badania nad suplementacja pozywki
insuling i transferryna w zakresie 0-50 ug/ml pozwolity
ustali¢ optymalne stezenie na 5-10 ug/ml. Czas podziatu
komérek hybrydomalnych hodowanych w medium bez
surowicy z dodatkiem insuliny i transferryny w steze-
niach 5 ug/ml byt 3-krotnie dluzszy od czasu podziatu
tych samych komérek hodowanych w medium zawieraja-
cym 20% FCS. Prowadzac hodowle bez surowicy, z dodat-
kiem insuliny i transferryny, mozna namnozy¢ komdrki
do takiej samej gesto$ci jak w medium zawierajacym su-
rowice, lecz w dtuzszym czasie. Komérki wytwarzaja prze-
ciwciata w prawie identycznych ilo$ciach w medium za-
wierajacym i niezawierajacym surowicy, ale z dodatkiem

Tabela 1. Wady i zalety stosowania medium niezawierajacego surowicy [13]

Zalety Wady

1. Zmniejszone ryzyko zakazenia medium

patogenami 1. Nie wszystkie linie

. ) komérkowe mozna
2. Uproszczenie procesu oczyszczania . .
L hodowac w medium
przeciwciat zwigzane .
. . . bez surowicy
z brakiem obecnosci surowiczych
immunoglobulin 2. Hodowle

komdrkowe moga nie
osiggac takiej gestosci
w zadanym czasie jak
w przypadku medium
Zsurowica

3. Uproszczenie skfadu medium
hodowlanego;

4. Mozliwos¢ doktadnego okreslenia sktadu
medium hodowlanego

5. Mniejsze koszty w przypadku

suplementacji hodowli insuling i transferryng 3. Ceny komercyjnie

6. Zwiekszona wydajnos¢ hodowli dostgpnych pozywek
bezsurowiczych s3
7. Brak koniecznosci wykorzystania zwierzat wyisze

do produkgji surowicy

insuliny i transferryny. Stosowanie medium niezawierajg-
cego surowicy daje mozliwo$¢ otrzymywania przeciwciat
na antygeny, ktdre sa obecne w surowicy oraz ulatwia
proces oczyszczania przeciwciat z ptynu hodowlanego,
ktéry w tym przypadku nie zawiera biatek i przeciwciat
obecnych w surowicy [13]. Wady i korzysci wynikajace
ze stosowania medium niezawierajacego surowicy ze-
brano w tabeli 1.

Sposoby selekcji pozytywnych hybrydom

W kolejnym etapie uzyskane hybrydomy poddaje sie se-
lekgji i klonowaniu celem uzyskania monoklonalnych linii
komérkowych wytwarzajacych przeciwciata o jednako-
wej swoistoéci. Do przeprowadzenia selekcji niezbedne sg
techniki analityczne pozwalajace na wykrycie komérek
lub klonéw wytwarzajacych pozadane przeciwciata, a klo-
nowanie polega na wyprowadzeniu hodowli hybrydom
z pojedynczej komérki. Jesli zastosowana technika po-
zwala wykry¢ pozadane hybrydomy na poziomie pojedyn-
czej komérki (np. FACS) mozliwe jest wykonanie selekcji
i klonowania w ramach jednego procesu. Standardowa,
obecnie najcze$ciej stosowana, technika opiera sie na klo-
nowaniu metoda rozcieficzeti (opisana dalej), propagacji
komorek, selekcji produktywnych klonéw, na podstawie
wynikéw analiz (zwykle test ELISA) ptynu hodowlanego.

W pierwszym eksperymencie Kohler i Milstein hodowali
hybrydomy na podlozu z miekkim agarem. Celem ekspe-
rymentu byto uzyskanie hybrydom wytwarzajacych prze-
ciwciata rozpoznajace owcze czerwone krwinki - SRBC,
ktére byty uzyte jako antygen do szczepienia myszy. Pod-
toze zawierato komérki SRBC, a wytwarzane przez hy-
brydomy przeciwciata anty-SRBC przytaczaty sie do ich
powierzchni i aktywowaty obecny w medium dopetniacz.
Wskutek tego nastepowata liza komérek i widoczne gotym
okiem tysinki wokét pozytywnych klonéw hybrydom [35].

Obecnie jest dostepnych wiele réznorodnych metod po-
zwalajacych na szybka analize i sortowanie wielu rodza-
jéw komérek. Najpowszechniej stosowana technika jest
cytometria przeptywowa, opierajgca sie na analizie eks-
presji biatek powierzchniowych. Pozwala na analize prze-
siewowg milionéw komérek w krétkim czasie. Niestety
metoda ta nie jest wystarczajaco efektywna w przypad-
ku hybrydom, poniewaz tylko niewielka cze$¢ hybrydom
prezentuje na powierzchni blony komdrkowej wytwarza-
ne przez siebie przeciwciata.

Limfocyty B, oprécz przeciwciat wydzielanych na zewnatrz
komdrki, ekspresjonuja wytwarzane przeciwciata w posta-
ci zwigzanej z btong komdrkows, jako receptor limfocy-
téw B - BCR (B-cell receptor). Na BCR sktada sie czgstecz-
ka przeciwciata z domeng btonowa oraz dwa dodatkowe
taficuchy polipeptydowe Iga (CD79a) i Igp (CD79b). Prze-
ciwcialo wchodzace w sktad BCR ma takie samo powino-
wactwo i swoisto$¢ wzgledem antygenu jak w przypadku
przeciwcial wydzielanych na zewnatrz komdérki. Sg takze
identyczne pod wzgledem klasy, np. komérka B majagca BCR
zbudowany z przeciwciat klasy IgM wydziela przeciwciata
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klasy IgM [4]. W miare dojrzewania komdrek B, ktérego
koricowym stadium sg komdérki plazmatyczne, zanika eks-
presja receptoréw BCR na powierzchni blony komérkowe;.
W nastepstwie, hybrydomy réwniez w niewielkim stopniu
ekspresjonuja na swej powierzchni przeciwciata w posta-
ci tego receptora [44,51]. Badania wskazujg réwniez na
rézny stopien lub brak korelacji miedzy wytwarzaniem
przeciwciatl a ekspresjg BCR wérdd réznych klonéw hy-
brydom [16,42,49,52]. Zestawienie tych badai wskazuje,
ze stopieni korelacji miedzy liczba przeciwciat blonowych
iwydzielanych jest rézny dla réznych linii komdrek hybry-
domalnych. Istotny wplyw na to zjawisko ma mechanizm
formowania sie BCR. Receptor ten jedynie w kompletnej
postaci jest w stanie opusci¢ retikulum endoplazmatyczne
i zosta¢ wyeksponowany na zewnatrz blony komdrkowe;j
[10]. Badania przeprowadzone na wielu liniach komédrek
hybrydomalnych dowiodly, iz czynnikiem ograniczajacym
formowanie sie BCR jest niski poziom ekspresji Iga [49].

Aby umozliwié petna ekspresje BCR w komérkach hybry-
domalnych opracowano zmodyfikowang linie szpiczaka
jako partnera fuzji. Price i wsp. zmodyfikowali linie SP2/0
przez transfekcje komorek tej linii z wykorzystaniem
cDNA kodujacego taiicuch ciezki btonowego izowariantu
przeciwciata oraz taficuchy polipeptydowe Iga i Igp [49].
Powstata w ten sposéb linia SP2ab pozwala na otrzymywa-
nie hybrydom ekspresjonujacych na swojej powierzchni
przeciwciata w postaci BCR, dzieki czemu jest mozliwa
ich selekcja za pomoca cytometrii przeptywowej. Badacze
zaproponowali zastosowanie wyznakowanego fluorescen-
cyjnie antygenu do barwienia immunofluorescencyjnego
komérek hybrydomalnych orazich pézniejsza selekcje za
pomoca techniki FACS (fluorescence-activated cell sor-
ting). Skuteczno$¢ metody zostata oméwiona na przykta-
dzie, w ktérym selekcjonowano hybrydomy wytwarzajace
przeciwciata na biatko wirusa grypy typu A (otrzymano 35
klonéw), a takze krétkiego peptydu wirusa HSV-2 gG [49].

LDC (limiting dilution cloning)

Jak wczesniej wspomniano, wyprowadzanie klonéw i se-
lekcje hybrydom wykonuje sie najcze$ciej metoda seryj-
nych rozcieficzeri. Klonowanie za pomoca tej techniki
polega na wysiewaniu na ptytke wielodotkowa zawiesiny
odpowiednio rozcieficzonych komdrek tak, aby na jeden
dotek przypadata $rednio mniej niz 1 komérka. Przyjmuje
sie, ze studzienki zawieraja pojedynczy klon je$li wzrost
komdrek obserwuje sie w postaci pojedynczej kolonii. Su-
pernatant pobrany z wytypowanych studzienek analizuje
sie pod katem obecnosci swoistych przeciwciat za pomoca
testu ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Ko-
lonie wykazujace sie odpowiednim wzrostem i wysokim
poziomem wytwarzanych przeciwcial poddaje sie powtér-
nemu klonowaniu, aby uzyskaé pewno$é, ze wyprowa-
dzona linia jest rzeczywiscie monoklonalna. Otrzymane
w ten sposéb komdrki sa nastepnie namnazane in vitro
lub in vivo. Metoda LDC wymaga duzego naktadu pracy,
czasu i jest stosunkowo matoprzepustowa. Koniecznosé
analizy produktéw znacznej liczby klonéw (zwtlaszcza po
kolejnym klonowaniu) i zwigzane z tym trudnosci moga

spowodowad utrate czes$ci produktywnych komérek,
z ktérych kazda moze wytwarzaé przeciwciata o unikal-
nych wiasciwosciach. Co wiecej, doktadne analizy klonéw
otrzymanych metoda LDC wskazujg na czesty brak mono-
klonalnosci mimo kilkukrotnych powtérzeri klonowania
[17,56]. Najwazniejszymi zaletami LDC sg przede wszyst-
kim tatwos$¢é wykonania i brak konieczno$ci korzystania
z kosztownych urzadzeni. Z powodu wspomnianych wad
metody LDC, sa rozwijane metody alternatywne.

Selekcja na podlozu pétstatym

Niektdre metody selekcji wykorzystuja podobnie jak Kohler
i Milstein hodowle na podlozu pétstatym. W metodzie tej,
zawiesina hybrydom jest rozdyspergowana w gestym pod-
tozu np. na bazie metylocelulozy, ktére tezeje po wylaniu
na szalke hodowlang. Komdérki nie mogg sie przemieszczaé
irosna w postaci zwartych, oddzielonych od siebie kolonii.
Przy zatozeniu, ze komérki byty dobrze rozdyspergowane
w medium przed umieszczeniem hodowli w plytce, istnieje
duze prawdopodobietistwo, ze kolonie reprezentuja poje-
dyncze klony. Nastepnie kolonie sa przenoszone za pomoca
pipety do hodowli ptynnej i po ich propagacji analizuje sie
supernatant pod katem obecnosci poszukiwanych przeciw-
cial. Technika ta jest nieco trudniejsza w wykonaniu niz
opisana wyzej, jednak po jej dobrym opanowaniu pozwala
zmniejszy¢ znacznie naklad pracy. Inng zaleta takiego spo-
sobu selekcji w poréwnaniu z hodowla ptynng jest to, ze
nie trzeba wymienia¢ medium i wielokrotnie rozcieficzaé
hodowle w medium, co zmniejsza koszty. Metoda jest wiec
bardziej efektywna i zmniejsza ryzyko zakazenia hodowli
[60]. Istotne tez jest to, ze rozdzielenie komdrek hybrydo-
ma wiasciwie zaraz po fuzji niweluje ryzyko przeroéniecia
wolno rosnacych klonéw przez klony szybko rosnace, ktére
czesto sa mniej produktywne. Badania nad wzrostem hy-
brydom i ekspresja przez nie przeciwciat wskazuja, ze ist-
nieje odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ miedzy tempem
wzrostu komérek i wytwarzaniem przeciwciat. Im szybciej
linia komdrek ro$nie, tym mniej wytwarza przeciwciat [26].
Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ to, ze komérki o ni-
skim tempie wzrostu spedzaja wiecej czasu w fazie G1. Fazy
G1, Siw niektdrych liniach G2, sprzyjajg translacji i sekre-
cji biatek [6,26]. Hodowle, w ktérych zahamowano podziat
komérek cechuja sie wiekszym wytwarzaniem przeciwciat
niz hodowle komérek dzielgcych sie [26]. Zjawisko to jest
réwniez wyjasniane tym, iz synteza przeciwciat jest dla
hybrydomy duzym obciazeniem. Wytwarzane przez doj-
rzate limfocyty B przeciwciata stanowig 50% catkowitej
syntezy biatka. Komérki, ktére nie dziedzicza materiatu
genetycznego odpowiedzialnego za produkcje przeciwciat
zyskuja dodatkowg energie i substraty, ktére przyspieszaja
ich wzrost [6]. Czynniki, ktére spowalniajg wzrost komdrek,
takie jak nizsze pH (np. pH 6,8), czy tymidyna, sprzyjaja
wytwarzaniu przeciwcial. Natomiast czynniki sprzyjajace
wzrostowi komérek, takie jak pH 7,2 lub duze stezenia su-
rowicy w medium powoduja spadek produktywnosci [26].

Podloza pétstate moga by¢ przygotowane z wykorzysta-
niem agaru, agarozy lub metylocelulozy. Liczne badania
wykazaly, ze najlepsze rezultaty osigga sie stosujac me-
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Ryc. 2. Znakowanie immunofluorescencyjne mikrosfer zawierajacych hybrydomy wytwarzajace przeciwciata monoklonalne stosowane w metodzie GMT

tyloceluloze [48]. Jej gtéwnymi zaletami sa: duza lepko$é
iinertno$¢ - nie wchodzi w reakcje z cytokinami i innymi
czynnikami dodawanymi do medium oraz nie oddziatuje
z biatkami wytwarzanymi przez hodowane komdrki, jak
réwniez minimalizuje dyfuzje wytwarzanych biatek [21].
Metyloceluloza jest transparentna, dzieki czemu nawet
mate kolonie sg dobrze widoczne [60].

GMT (gel microdrop technology)

W technice GMT komdrki wytwarzajace poszukiwane
czasteczki sg selekcjonowane za pomocg sortera (FACS).
W celu wyznakowania wydzielanych przez nie czasteczek
komérki kapsutkuje sie w biotynylowanym agarozowym
matriks. Wytworzone mikrosfery funkcjonalizuje sie bio-
tynylowanymi przeciwciatami wigzacymi czgsteczki wy-
twarzane przez komérki, ktére przez awidyne lub strepta-
widyne taczg sie z biotynylowanym matriks. Wydzielane
przez komérki czasteczki sa wychwytywane przez immo-
bilizowane przeciwciata wychwytujace, po czym wybar-
wiane fluoroforem sprzezonym z czgsteczka reporterowa
(np. przeciwcialem). Tak wyznakowane mikrosfery pod-
daje sie analizie i sortowaniu za pomocg FACS (ryc.2) [5].

Technika GMT w nieco innej, poczatkowej wersji byta wyko-
rzystywana do izolacji szybko rosnacych populacji bakterii,
pdzniej zostata przystosowana do selekeji hybrydom [11,59].

Jedna z pierwszych prac opisujaca zastosowanie GMT do
izolacji komérek hybrydomalnych prezentowata selekcje
hybrydom pochodzacych z jednego klonu, lecz ekspresjo-
nujacych rézne klasy przeciwciat z powodu zjawiska prze-
taczania klas [2]. W zalezno$ci od aranzacji uktadu, mozna
ta technika przeprowadza¢ selekcje komérek na podstawie
ilosci wytwarzanych przez nie przeciwcial, ich swoistosci
lub klasy. Istotne jest, ze metoda znakowania nie wptywa
negatywnie na zywotno$¢ komérki lub komérek zamknie-
tych w mikrosferze [5]. Wykorzystujac technike GMT mozna
uzyskac klony zdolne do 5-6-krotnie wiekszego wytwarza-
nia przeciwcial niz w technice LDC [32]. Wada technologii
GMT jest potrzeba optymalizacji protokotu dla kazdej linii
komérek, a takze duze zuzycie medium. W celu zapewnienia
monoklonalnosci proces kapsutkowania prowadzi sie przy
znacznym rozcieniczeniu komérek, skutkiem czego jedynie
10-15% mikrosfer zawiera komdrki [21]. Niektdre rodzaje
komdrek np. NSO - linia powszechnie wykorzystywana do
ekspresji rekombinowanych bialek, Zle znosza proces kap-
sutkowania wykazujac obnizona zywotno$¢ [21].

MBSA - matrix-based selection assay

W metodzie tej immunoglobuliny wychwytujace wy-
dzielane przez hybrydomy przeciwciata sprzega sie che-
micznie do blony komérkowej. Komérki sg umieszczane
w medium hodowlanym o duzej lepkosci, np. zawieraja-
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Ryc. 3. Barwienie immunofluorescencyjne hybrydom wytwarzajacych przeciwciata o pozadanej swoistosci stosowane w metodzie MBSA

cym 25-40% zelatyny, by spowolni¢ dyfuzje wydzielonych
przeciwciat i umozliwi¢ ich wychwycenie przez przeciw-
ciata immobilizowane na btonie komérkowej (ryc.3). Po
usunieciu komérek z medium, sg barwione immunoflu-
orescencyjnie wyznakowanym antygenem lub przeciw-
ciatem rozpoznajacym wytwarzane immunoglobuliny
[41]. Znakowane komdrki moga by¢ analizowane i sorto-
wane w kazdym cytometrze przeplywowym. Metoda nie
wymaga dodatkowych operacji np. usuwania otaczajace-
go komérki mikrozelu, jak w przypadku technologii GMT
[8]. Selekcjonowanie mozna przeprowadzad na podstawie
ilo$ci produkowanych przez komérki przeciwciat, stosujac
do znakowania nieodpowiedni antygen, lecz immunoglo-
buliny. Wéwczas swoistos¢ bada sie np. za pomoca testu
ELISA. Udokumentowano, ze stosujac technike MBSA uzy-
skano klony wytwarzajace 5 razy wiecej przeciwciat niz
klony uzyskane technikg LDC [8].

STOSOWANE SYSTEMY SELEKCJI KOMOREK

LEAP™ Cell Processing Workstation firmy Cyntellect to
urzadzenie do przyzyciowej analizy i sortowania komorek,
najbardziej zaawansowany, dostepny komercyjnie, system
do selekcji komérek bezposrednio w naczyniach hodowla-

nych. System umozliwia obserwacje, pomiary, prowadzenie
eksperymentéw na kulturach komérkowych w izolowa-
nym $rodowisku z zastosowaniem standardowych naczyt
hodowlanych, np. ptytek 96-dotkowych. Jest wyposazony
w laser, dzieki ktéremu mozna prowadzi¢ eliminacje nie-
pozadanych komérek przez ich naswietlenie intensywnym
impulsem $wietlnym. Jest przede wszystkim stosowany do
oczyszczania kultur komérkowych z niepozadanych ko-
mérek. Gléwnie jest przeznaczony do pracy z komérkami
macierzystymi. Jedna z aplikacji jest selekcja hybrydom
wytwarzajacych przeciwciata monoklonalne. Wykrywanie
hybrydom wytwarzajgcych pozadane przeciwciata odby-
wa sie, podobnie jak w metodach opisanych wyzej, przez
znakowanie fluorescencyjne. Wyniki uzyskane z uzyciem
tego urzadzenia wykazaly, ze jest mozliwa selekcja klonéw
wytwarzajacych 5-20 razy wiecej pozadanych przeciwciat
niz technikg LDC [21]. Wadg systemu jest mozliwo$¢ uszko-
dzenia hybrydom wytwarzajacych pozadane przeciwciata
podczas niszczenia pozostatych komérek [11].

Dostepne sg réwniez urzgdzenia do automatycznej izola-
cji kolonii umozliwiajace przeniesienie komérek wytwa-
rzajacych pozadane biatko. Komérki w postaci kolonii
rosnacych na podtozu pétstatym wydzielaja biatko, ktére
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Tabela 2. Rozne systemy hodowli hybrydom in vitro oraz stezenia otrzymywanych przeciwciat (wg [43])

Srednie otrzymywane Maksymalne stezenie mAb

Rodzaj hodowli Przyktady stezenie mAb w hodowli
Hodowla w zawiesinie Butelka hodowlana (np.T-75) 50 pg/ml <100 pg/ml
Hodowla w systemie )
Bioreaktor membranowy 200 pg/ml <500 pg/ml
membranowym
Hodowla w systemie kapilarnym Bioreaktor typu,,hollow-fiber” 1mg/ml <5mg/ml

reaguje z rozpoznajacym je przeciwciatem znakowanym
fluorescencyjnie. W wyniku tego, dookota rosngcej kolonii
powstaje fluorescencyjne halo, ktére jest nastepnie anali-
zowane przez program komputerowy. Algorytmy pozwa-
lajace na wybdr odpowiedniej kolonii uwzgledniajg takie
parametry jak wielko$¢ kolonii, $rednice fluorescencyj-
nego halo, a takze wzajemny stosunek tych parametréw.
Kolonie spelniajace zadane kryteria sa wybierane i prze-
noszone do oddzielnych naczyh hodowlanych. Przykta-
dami urzadzen tego typu sa ClonePix firmy Genetix oraz
CellCellector™ firmy Aviso [21].

Wytwarzanie przeciwcial

Wyprowadzenie linii komérek hybrydoma wytwarzajacej
przeciwciata o pozadanej swoistosci jest gtéwnym etapem
w procesie wytwarzania mAb. Jednak uzyskanie znacza-
cych ilo$ci przeciwciat oraz ich oczyszczanie to kolejne wy-
zwanie technologiczne. Sg to m.in. zapewnienie i kontrola
stabilnosci genetycznej wyprowadzonego klonu, opraco-
wanie technologii produkcji na duza skale, technologia
usuwania zanieczyszczeri obecnych w preparatach pocho-
dzacych np. z surowicy stosowanej do hodowli itd. Jeszcze
innym zagadnieniem jest przystosowanie przeciwciat do
aplikacji w terapii. Przeciwciala monoklonalne wytwarza-
ne przez komérki mysie sa dla organizméw ludzi obcym
biatkiem i wzbudzajg reakcje odpornosciowa. Rozwigza-
niem jest m.in. tzw. humanizacja przeciwciat polegajaca
na wstawieniu w sekwencje ludzkiej immunoglobuliny je-
dynie krétkich fragmentéw tworzgcych miejsce wigzania
antygenu, pochodzacych z mysich przeciwciat monoklo-
nalnych. Zagadnienia zwiazane z humanizacja przeciwciat
monoklonalnych mozna znalez¢ w innych publikacjach
przegladowych. W artykule krétko opisano podstawowe
metody przygotowania preparatéw przeciwciat monoklo-
nalnych syntezowanych przez linie hybrydoma.

Metoda in witro

Metoda polega na zbieraniu ptynu hodowlanego, do kté-
rego sa wydzielane przeciwciala. Najistotniejsze jest wiec
opracowanie odpowiednich procedur hodowli zapewniajg-
cych optymalny wzrost komdrek i wydajng synteze przez
nie przeciwciat przy jak najmniejszym zuzyciu kosztowne-
go medium. Przy niewielkiej skali wystarczaja standardo-
we naczynia do hodowli komérkowych. W razie potrzeby
uzyskania wiekszych ilo$ci przeciwcial hybrydomy mozna
hodowaé w bioreaktorach. Sa tez komercyjne dostepne

systemy przeznaczone do hodowli hybrydom, ktdre za-
wieraja np. pStprzepuszczalne membrany umozliwiajace
wymiane medium, czy pobieranie medium wzbogaconego
w przeciwciata bez usuwania komérek z naczynia. Odpo-
wiednie membrany zapewniaja tez wydajng wymiane ga-
zowa dzieki czemu mozna uzyskaé duza gesto$¢ komdrek.
Jesli w naczyniu hodowlanym zaszczepia sie niewielka licz-
be komérek, moze zaistnie¢ potrzeba wysiania wczesniej
komérek odzywczych pochodzacych z jamy otrzewnowej
myszy tego samego szczepu. Prowadzac hodowle komérek
w typowym naczyniu do hodowli komérkowych mozna
uzyskad 10-100 pg przeciwciat na mililitr medium hodow-
lanego [24]. Lepsze wyniki uzyskuje sie stosujac specjali-
styczne systemy (tabela 2).

Metoda in vivo

Najwydajniejsza metoda uzyskiwania przeciwcial mo-
noklonalnych jest implementacja komérek hybrydoma
do jamy otrzewnowej myszy. Powstaje wéwczas nowo-
twér wytwarzajacy ptyn wysiekowy bogaty w przeciw-
ciata wydzielane przez hybrydomy. Istotna jest zgod-
no$¢ genetyczna komérek hybrydomalnych i organizmu
gospodarza. W razie jego braku organizm gospodarza
odrzuci wstrzykniete komdrki zanim otrzyma sie wy-
siek [24]. Dlatego do eksperymentu dobiera sie myszy
tego samego, wsobnego szczepu co zwierzeta, ktére byly
zrédtem splenocytéw uzytych do fuzji. Najczesciej sa to
myszy szczepu Balb/C, ze wzgledu na ich kompatybil-
no$¢é z najpopularniejsza linig szpiczaka - SP2/0. Przed
implementacja komérek hybrydoma myszy poddaje sie
zabiegowi przygotowawczemu (priming), polega to na
podaniu do jamy otrzewnowej czynnika utatwiajacego
implementacje komérek hybrydoma i ich wzrost nie
w postaci litego guza, lecz w postaci sprzyjajacej wydzie-
laniu duzej iloéci ptynu wysiekowego. Zwykle uzywa sie
2,6,10,14-tetrametylopentadekanu (Pristan), ale stosuje
sie tez inne substancje np. adiuwant Freunda, tiogliko-
lan, oleje ro$linne i mineralny. Pristan podraznia otrzew-
ne oraz powoduje wydzielanie ptynu do jamy otrzewno-
wej i supresje odpowiedzi odporno$ciowej skierowanej
przeciwko rosngcym hybrydomom [27,28]. Po uptywie
1-4 tygodni myszom wstrzykuje sie 10°-10° komdrek
hybrydoma w logarytmicznej fazie wzrostu, zawieszo-
nych w 2 ml PBS. Wstrzyknieta zawiesina nie powinna
zawieral resztek surowicy obecnej w medium, ponie-
waz moze to spowodowaé wytwarzanie dodatkowych
przeciwciat rozpoznajacych biatka surowicy. Po okoto 2
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tygodniach pobiera sie ptyn wysiekowy po uprzedniej
eutanazji zwierzecia. Ptyn wysiekowy zawiera znacznie
wiecej przeciwcial niz ptyny hodowlane, ich koncentra-
cja zwykle wynosi 3-15 mg/ml [24].

Przeciwciala uzyskane z ptynéw hodowlanych i wysieko-
wych oczyszcza sie nastepnie znanymi technikami bioche-
micznymi, takimi jak: wysalanie siarczanem amonu, chro-
matografia powinowactwa na ztozach z immobilizowanym
antygenem lub biatkami wigzacymi przeciwciata (biatko G,
Aiin.), chromatografia sitowa, jonowymienna, ultrafiltracja
i inne. Metodyka oczyszczania jest dobierana w zaleznosci
od wymagan dotyczacych czystosci, ilosci oraz kosztéw i in-
nych parametréw. Preparatyka przeciwciat jest obszernym
zagadnieniem, szeroko opisywanym w literaturze naukowej.

PismienNIcTWO

PobsumowaNiE

Przeciwciala monoklonalne znajduja szerokie zastoso-
wanie jako narzedzia badawcze i biofarmaceutyki, a ich
znaczenie i udziat w rynku biotechnologicznym szybko sie
powiekszajg. Proces produkcji przeciwciat monoklonal-
nych jest wieloetapowy, pracochtonny i kosztowny, a kaz-
dy etap moze mieé znaczacy wptyw na jako$¢ produktu
ijego oplacalno$é. W zwigzku z rosnacym zapotrzebowa-
niem na przeciwciala monoklonalne stale podejmowane
sa badania i prace nad ulepszeniem stosowanych tech-
nik, w nadziei na ich uproszczenie, zmniejszenie praco-
chtonnodci, kosztéw i ograniczenie liczby niezbednych
zwierzat. Ostatnie osiagniecia wskazuja tez na mozliwo$é
automatyzacji tego procesu.
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