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The renaissance of antibodies
S it m mary

The ability of human and animal immunological system to generate many
hundreds of millions of antibodies with different variable-region domains al-
lows to bind other proteins, peptides and low molecular weight haptens de-
spite the enormous variety of chemical and physical structures that these enti-
ties can represent. The prediction of Paul Ehrlich in 1900 an age of ,magic bul-
let applications in human therapeutics is now being realized.

Hybrydoma technology introduced in 1975 was crucial event for immunol-
ogy and biotechnology, providing large amounts of specific monoclonal anti-
bodies (Mab) for basic research, immunodiagnosis, serotherapy and industrial
processes. During last 20 years significant progress has been made in produc-
tion of Mab or Mab fragments by DNA recombination techniques and expres-
sion in bacteria, yeast, mammalian cells and transgenic animals and plants. The
rapid isolation of high affinity human Mab from phage display libraries and by
immunization of transgenic mice will facilitate the development of therapeutic
antibodies. It become also clear that antibodies and antibody fragments are
playing increasing contribution not only to pharmaceutical but also to food,
cosmetic and chemical industries, as well as to environmental protection.
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1. Wstep

Organizm ludzi i wyzszych zwierzat posiada zdolnos¢ gene-
rowania wielu setek milionéw przeciwciat z odmiennymi regio-
nami zmiennymi, to znaczy powierzchniami zbudowanymi z czas-
teczek biatka w taki sposéb, ze pozwala to na specyficzne wigza-
nie innych biatek, peptydéw i haptenéw o malej masie czastecz-
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kowej. Dzieki temu wiekszos¢ obcych antygenéw moze ulega¢ rozpoznaniu i zwigza-
niu, pomimo niezwykle zréznicowanej fizycznej i chemicznej budowy malych czas-
teczek organicznych, toksyn, wiruséw, bakterii i pasozytow z ktérymi te organizmy
sie kontaktuja.

Interakcja antygen-przeciwcialo ma dwie szczegdlne wiasciwosci. Pierwsza to
ogromna specyficznosé polegajaca na utworzeniu wielu niekowalencyjnych wiazan
pomiedzy czgsteczkg antygenu i przeciwciala na zasadzie komplementarnos$ci ksztattu
i tadunku. Druga to duza sita tych wigzan powodujgca wysokie powinowactwo zaan-
gazowanych czasteczek (1010 M). Ogromne znaczenie moztiwosci kopiowania
tych interakcji i zastosowania ich w pracy laboratoryjnej przewidziat juz Paul Ehrlich
w swoim wyktadzie wygtoszonym w 1900 r. w Royal Society w Londynie (1), nazy-
wajac przeciwciata magicznym pociskiem magie bullet, ktéry w przysztosci bedzie
miat wiete zastosowan w dziedzinie terapii. Czas pokazal, ze oczekiwania Ehrlicha
zostaly w pelni spetnione, a hawet o wiele przewyzszone. W obecnym Swiecie nauk
podstawowych, medycynie, farmakologii i ré6znych galeziach przemystu, a nawet
ochronie Srodowiska, nie mozna przeceni¢ roli przeciwciat jako narzedzia badan,
metod analitycznych i srodkéw terapeutycznych.

Postep ten zwigzany jest niewatpliwie z rozwojem badan nad wytwarzaniem
i wlasciwosciami immunoglobulin oraz na wprowadzeniu metod rekombinacji DNA
i inzynierii genetycznej do szybkiego i taniego uzyskiwania zréznicowanych form
przeciwciat odpowiadajacych Scisle zapotrzebowaniu rynkowemu.

2. Produkcja przeciwciat monoklonalnych

Woprowadzenie przez Kohlera i Milsteina w 1975 r. (2) technologii uzyskiwania
hybrydom byto niewatpliwie przelomowym momentem dla immunologii i biotech-
nologii, poniewaz pozwolito na uzyskiwanie znaczacych ilosci przeciwcial monoklo-
nalnych wykorzystywanych do badan podstawowych, immunodiagnostyki, serotera-
pii i proceséw przemystowych (3). Od tego czasu datuje sie wzmozony rozwoj tech-
nik immunologicznych, do ktorych nalezg oznaczenia immunologiczno-izotopowe
(RIA, radioimmunoassay), oznaczenia immunologiczno-enzymatyczne (ELISA, enzy-
me-linked immunosorbent assay), metody immunofluorescencyjne, metody immuno-
precypitacji, metody immunoblotingu, czy chromatografii powinowactwa z zastoso-
waniem przeciwciat lub antygenéw. Wynikiem tego byt wzrost zapotrzebowania na
szybka, wydajng i tanig produkcje przeciwciat zwtaszcza monoklonalnych.

Jednoczesnie préby stosowania przeciwcial monoklonalnych uzyskiwanych w my-
szach do terapii chordb u ludzi doprowadzaly do szybkiego rozwoju reakcji prze-
ciwko tym przeciwciatom i tworzenia ludzkich przeciwciat przeciwko mysim prze-
ciwcialom (HAMA, human anti mouse antibody) powodujgcym zasadnicze ogranicze-
nia w stosowaniu takiego leczenia. Spowodowato to ogromny rozwdj badan nad
wytwarzaniem i produkcjg przeciwcial monoklonalnych ludzkich lub o zmniejszonej
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immiinogennosci dla ludzi, oraz opartych na tych przeciwciatach technologii, metod
diagnostycznych i terapii w ciagu ostatnich 20 lat.

Produkcja przeciwciat monoklonalnych metoda klasyczna (immunizacja in vivo)
pozwalata na uzyskanie do 30 pg immunoglobulin/ml hodowli hybrydom. Alterna-
tywa byto wszczepienie hybrydomy myszom i uzyskiwanie przeciwciat w ptynie wy-
sieckowym w stezeniu ok. 50 mg/ml. Metoda ta jednak jest obecnie zabroniona w wie-
lu panstwach zachodnich jako okrutna dla zwierzecia. W celu zwiekszenia wydajno-
&ci stosowano hodowle na filtrach i w fermentatorach, ale dopiero wprowadzenie
metod rekombinacji DNA pozwolito uzyska¢ produkcje przeciwciat monoktonalnych
na wiekszg skale przez nadekspresje w réznych systemach (4). Nadekspresje prze-
ciwciat lub ich fragmentéw uzyskuje sie obecnie w bakteriach, grzybach, komérkach
ssaczych, roslinach transgenicznych i zwierzetach transgenicznych (gruczoty mteczne).

Wydajnos¢ i przyblizony koszt produkcji przeciwciat monoklonalnych w réznych
systemach przedstawiono w tabeli | (5). O ile najwieksza wydajnos¢ osigga sie przy
produkcji przeciwcial w gruczotach mlecznych transgenicznych zwierzat, to nie-
watpliwie najtansza jest produkcja przeciwciat w transgenicznych roslinach. Ma ona
jeszcze inne dodatkowe zalety (6). Wiekszos¢ technik transformacji roslinnych ko-
morek prowadzi do uzyskania stabilnej integracji wprowadzonego DNA do genomu
rosliny, tak, ze rekombinacje uzyskanych transgenicznych roslin przez ich krzy-
zowanie pozwalajg na wprowadzenie wielu gendw do rosliny. Uzyskane linie moga
by¢ przechowywane tatwo jako nasiona. Istotng cechg roslin jako systemu ekspresji
jest ich zdolnos¢ do nadekspresji kompletnych immunoglobulin z zachowaniem
miejsc glikozylacji w stabilnym regionie tatficuchéw oraz miejsca asocjacji tancu-
chéw i komponenty sekrecyjnej, czego nie posiadajg przeciwciata uzyskiwane w bak-
teriach. Stosujgc gtdwnie tyton (Nicotiana) otrzymano wiele fragmentow i catych
czasteczek przeciwcial, wigcznie z uzyskiwana wylacznie w roslinach sekrecyjna
forma IgA wystepujaca na powierzchni btony Sluzowej uktadu pokarmowego czto-
wieka (6).

Tabela 1
Przyblizony koszt produkcji fragmentéw przeciwciat
Zrédio Wydajnosé Koszt (funty ang)
komorki ssacze 0,5-1,0 g/l 300,00
mleko transgeniczne 10,0 g/| 60,00
bakterie 3,0 g/l 1,00
rosliny transgeniczne 2,0 g/kg 0,30
wektory wirusowe (roslinne) 10,0 g/kg 0,06
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3. Fragmenty przeciwciat i najmniejsza rozpoznajgca jednostka (MRU)

Miejsca wigzace przeciwciata i antygen wiazg sie w stosunku molarnym 1:1, a za-
tem, jak sie wydaje, nie jest ekonomiczne uzycie przeciwciata o masie czasteczko-
wej 150 kDa do zwigzania antygenu o masie czgsteczkowej, np. 200 Da. W zwigzku
z tym rozpoczeto intensywne badania w celu uzyskania najmniejszej rozpoznajgcej
jednostki (MRU, minimal recognition units), ktéra moze rozpoznawac i wigza¢ anty-
gen z wysokim powinowactwem. W ciggu ostatnich tat opracowano rézne konfigu-
racje fragmentdw immunoglobulin zachowujgce zdolnos¢ wigzania antygenu (7,8).
Najmniejszg jednostkg MRU jest region zmienny fancucha ciezkiego Vh immunoglo-
buliny, jakkolwiek nie zawsze zachowuje on zdolno$¢ wigzania antygenu. Wtasciwo-
Sci te mozna poprawi¢ stosujac ,kametizacje” (od camel), czyli wprowadzanie frag-
mentéw wielbtadzich Vh do ludzkich fragmentéw Vh (wielbtady i lamy majg przeciw-
ciata sktadajace sie tylko z farncuchéw ciezkich) (9,10). Do najpowszechniej stosowa-
nych nalezy modut pojedynczego tahncucha Fv (scFv), w ktérym zmienne domeny
tancucha ciezkiego i lekkiego sg potgczone tgcznikiem polipeptydowym. Monowa-
lencyjne scFv mogg byc¢ tgczone w dwuwalencyjne moduty przez tgcznik tworzac di-
mery (diabody) (11). Dimeryzacje fragmentdw Fv mozna réwniez uzyska¢ przez
potaczenie przez tacznik (linker) do fragmentu fancucha ciezkiego Chb - jed-
notancuchowe przeciwciato (scAb), lub przez wprowadzenie reszt cysteinowych do
fragmentdéw VI i Vh i utworzenie mostka dwusiarczkowego przez transferaze gluta-
tionowg co daje stabilizowane mostkiem dwusiarczkowym jednotancuchowe prze-
ciwcialo (STAB) (12,13). Polgczone mostkiem dwusiarczkowym dwa moduty scAb
tworzga miniprzeciwciato (minibody) (14).

4. Przeciwciata humanizowane i ludzkie

w celu uzyskania przeciwciat monoklonalnych o zmniejszonej immunogennosci
dla ludzi zastosowano metody inzynierii genetycznej (reakcje odwrotnej transkryp-
tazy, PCR, i nadekspresje w komérkach ssaczych) i wprowadzono techniki humani-
zacji przeciwciat, tworzgc chimeryczne przeciwciata zawierajgce mysie zmienne re-
giony tancucha ciezkiego i lekkiego i reszte czgsteczki immunoglobuliny ludzkiej.
Inne konstrukty chimerycznych przeciwciat majg ,przeszczepione” mysie segmenty
wigzace antygen, znane jako regiony determinujgce komptementarno$¢ (CDR, com-
plementarity determinig regions), do czasteczki ludzkiej immunoglobuliny (15,16). Ta-
kie przeciwciata znalazly juz zastosowanie w terapii réznego rodzaju nowotworéow.

Poznanie genéw kodujacych ciezkie i lekkie tancuchy ludzkich immunoglobulin
pozwolito na bezposrednie uzyskiwanie ludzkich przeciwciat ze zbioréw prezento-
wanych na fagach tub z transgenicznych zwierzat.

W technice prezentacji na fagach domeny Vh i VI ludzkich przeciwciat sg klono-
wane metodg PCR, wprowadzane do nitkowatego faga i ekspresjonowane na jego
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powierzchni jako scFv lub Fab. Specyficzne dla danego antygenu fagi sg selekcjono-
wane przez technike paningu (adsorpcji na specyficznym antygenie w fazie statej) in
vitro. Metoda ta pozwala na uzyskanie zbioru ludzkich przeciwciat zawierajacego
ok. 10" klonéw i izolowanie przeciwciat 0 wysokim powinowactwie M)
dla specyficznego antygenu w przeciagu kilku tygodni (17,18).

Ludzkie przeciwciata o wysokim powinowactwie otrzymywane sa réwniez z trans-
genicznych knock-out myszy, ktérym zniszczono ich geny immunoglobulinowe i wpro-
wadzono geny ludzkich immunoglobulin (19). Immunizacja prowadzi do produkcji
ludzkich immunoglobulin, ktére moga by¢ odzyskiwane jako monoklonalne prze-
ciwciata z zastosowaniem standardowej techniki hybrydyzacji (20).

5. Zwiekszanie naturalnego powinowactwa przeciwciat

Wraz ze wzrostem zastosowania przeciwcial do oznaczania malych czgsteczek
z wysoka czutoscig, powstaje problem otrzymania przeciwciat 0 wyzszym powino-
wactwie niz uzyskiwane przez immunizacje myszy lub prezentacje na fagach. Opra-
cowano wiele metod zwiekszania powinowactwa przeciwciat in vitro. Nalezg do nich
zbiory prezentowane na rybosomach (21), metody sterowanej ewolucji (22), oraz
mutageneza punktowa i przypadkowa (23). Ciekawym spostrzezeniem jest fakt, ze
przeciwciata uzyskiwane metoda immunizacji in vivo w owcach majg z reguly o dwa
rzedy wyzsze powinowactwo w poréwnaniu do przeciwciat uzyskiwanych przeciw-
ko tym samym antygenom w myszach (5).

6. Zastosowanie przeciwciat w terapii

Docelowa terapia genowa i immunoterapia polega na wykorzystaniu strategii
wnikania wiruséw i toksyn bakteryjnych do wnetrza komérki, po przylaczeniu sie
do receptoréw komorek docelowych. Zalezna od receptoréw endocytoza jest naj-
powszechniejszg metodg internalizacji wektorow i toksyn (24). Projektowanie wek-
toroéw dla terapii genowej i immunoterapii wymaga uzyskiwania przeciwciat mono-
klonalnych specyficznych dla antygenéw powierzchniowych komoérek docelowych.
Przeciwciata te powinny podlegac internalizacji dla zapewnienia dostarczenia ge-
noéw lub toksyn do subkomdérkowego miejsca dziatania. Takie przeciwciata nasla-
duja efekt naturalnych ligandéw. Przeciwciala monoklonalne przeciwko receptoro-
wi pISSMAA ) biatku ulegajacemu nadekspresji w ludzkim raku sutka, jajnikdw, zo-
tadka i slinianek, powodujg jego dimeryzacje, fosforylacje i internalizacje, co moze
mie¢ zastosowanie do ukierunkowania (targetingu) i dziatanie terapeutyczne (25).
Stosowane i badane obecnie immunotoksyny obejmujg egzotoksyne Pseudomonas
wigzacg sie do weglowodanowego antygenu Lewis*” znajdujgcego sie na wielu ludz-
kich nowotworach, ludzka rybonukleaze - angiogenine oraz toksyny niebiatkowe
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takie jak kalichemicyne (z mikroorganizmu Micromonospora echinospora calichensis)
i maytanisoid (z actinomycetes Nocardia), ktére sg 100-1000 razy bardziej toksycz-
ne, niz konwencjonalne leki chemioterapeutyczne (26).

Innymi czasteczkami pozwalajacymi na ukierunkowanie (targeting) do specyficz-
nych tkanek sg sterycznie stabilizowane immunoliposomy, czyli liposomy z dotgczo-
nymi humanizowanymi fragmentami Fab poprzez ich wolne grupy tiolowe (27,28).
Majg one istotne znaczenie w forsowaniu bariery krew/moézg.

Dwuspecyficzne humanizowane diabody znalazty szczegdlne zastosowanie w u-
kierunkowywaniu cytotoksycznych komérek T do komorek raka sutka i biataczko-
wych komorek B na modelu in vitro (29). Natomiast miniprzeciwciata okazaly sie
szczegolnie przydatne jako czynnik pozwalajgcy na lokalizacje raka metodami ra-
diologicznymi {radioimmunoimaging ) (14).

Bardzo istotne jest zastosowanie przeciwciat w immunoterapii jako szczepionek
stanowigcych alternatywe dla immunizacji nagim DNA, zwlaszcza dla wywotywania
odpowiedzi typu komérkowego przeciwko wirusom. Nadzmienne regiony immuno-
globulin moga stuzy¢ do ekspresji peptydowych sekwencji antygendéw - powstajg
wtedy antygenizowane przeciwciata, ktore stuzag jako immunogeny pozwalajgce ukie-
runkowaé odpowiedz immunologiczng na specyficzne epitopy komoérek B lub T
(30,31).

7. Zastosowanie przeciwciat w dziedzinach nie zwigzanych z medycyng

Przeciwciala znajdujg coraz wieksze zastosowanie w produkcji zywnosci, ko-
smetykow i Srodkéw czystosci, przemysle chemicznym i w ochronie Srodowiska. Za-
stosowanie przeciwciat w tych dziedzinach przedstawiono w tabeli 2 (5). Zwtaszcza
istotne jest zastosowanie metod immunologicznych do pomiaréw zanieczyszczen
srodowiska. Normy Unii Europejskiej wymagajg pomiaréw zanieczyszczen wody
organicznymi czynnikami ponizej 0,1 pg/l (32). Dotychczasowe metody obejmujg HPLC,
chromatografie gazowg i spektrometrie masowg, wszystkie wymagajgce drogiej apa-
ratury i odczynnikéw. Zastosowanie immunologicznych metod kom petycyjnych lub
niekompetycyjnych z uzyciem enzymow, wyznacznikow fluorescencyjnych czy che-
miluminescencyjnych, a zwlaszcza immunosensorow pozwolg na osiggniecie wyso-
kiej czutosci (0,1 ppb) mniejszym kosztem (33).

W tym krétkim przegladzie podajemy tylko przyblizony poglad na rézne aspekty
zastosowania przeciwciat w nowoczesnych metodach badawczych, medycynie i prze-
my$le. Zamieszczone w tym numerze ,Biotechnologii” artykuty dostarcza Czytelni-
kom bardziej szczeg6towych informacji o wybranych dziedzinach i mamy nadzieje,
ze zachecg do pogtebiania wiadomosci z tych dziedzin.
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Tabela 2

Zastosowanie fragmentéw przeciwciat w réznych sektorach

Przeciwciata jako specyficzne czynniki wigzace

przemyst zywnosciowy hamowanie enzyméw niszczgcych zywnos$é

ochrona wrazliwych modutéw podczas produkcji
stymulacja lub maskowanie zapachéw
zabezpieczanie przeciwko drobnoustrojom

uzdatnianie wody

kosmetyki i $rodki czystosci dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze (w pascie do

zebéw i ptynach do ptukania ust)

hamow'anie enzyméw powodujacych odory

detergenty ochrona wrazliwych modutéw podczas produkcji

usuwanie plam

przemyst lekki oddzielanie produktéw od intermediatéw

uzdatnianie wody poprodukcyjnej

ochrona $rodowiska usuwanie mikroorganizmoéw i wiruséw z wody

usuwanie organicznych zanieczyszczen z wody

biologiczna regeneracja gleby

Przeciwciata jako czasteczki przenoszace sygnaty monitorowanie chemicznych zanieczyszczen Srodowiska

i sensory monitorowanie mikrobiologicznych zanieczyszczen

monitorowanie rozktadu zywnosci (testy swiezosci)
monitorowanie przechowywania i dojrzewania owocéw

monitorowanie $wiezosci warzyw
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