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Istotnym elementem kazdego procesu biotechnologicznego jest biokatalizator. W okreslo-
nym $rodowisku panujagcym w bioreaktorze o réznym stopniu zlozonosci, biokatalizator, czyli
enzym, wystepujacy w postaci wolnej badz zwigzanej z nosnikami rozpuszczalnymi czy nie-
rozpuszczalnymi, wzglednie znajdujacy sie w komérkach drobnoustrojéw czy tez tkankach, ka-
talizuje rézne procesy biokonwersji. Optymalizacja produktywnos$ci enzymu w takim procesie
wymaga wiasciwej kontroli biokatalizy, co sprowadza sie gtéwnie do stworzenia optymalnych
warunkéw dla dziatania enzymu. Parametry, konieczne dla wilasciwego przebiegu niektorych
proceséw przemystowych, nie zapewniajg takich warunkéw, co moze prowadzi¢ do szybkiej de-
stabilizacji enzymu i w konsekwencji do utraty aktywnosci. Tym chyba nalezy ttumaczy¢, ze mi-
mo wystepowania w przyrodzie prawdopodobnie okoto 25 000 enzyméw i zidentyfikowania oraz
scharakteryzowania jedynie nieco ponad 2000, w sprzedazy znajduje sie zaledwie okoto 300, a
w wiekszej skali, w przemysle, stosuje sie tylko kilkanascie. Nie jest zatem przesadg stwierdze-
nie, ze olbrzymi potencjat katalityczny enzymow, ich wysoka specyficznos¢ i mozliwosé
dziatania w umiarkowanych warunkach pH, temperatury czy ci$nienia, nie sg w petni wykorzy-
stane. Aby to zmieni¢ prowadzi sie intensywne badania nad modyfikacjg enzymoéw, wykorzy-
stujac gtéwnie metody chemiczne i inzynierie biatkowa (1). Badania te pozwolity istotnie posze-
rzy¢ nasza wiedze o katalizie enzymatycznej. Obecnie nie ma jeszcze mozliwosci projektowania
i konstrukcji efektywnego biokatalizatora dla kazdej pozadanej reakcji, szczeg6lnie gdy konwer-
sja okreslonych substratéw wymaga uzycia biokatalizatora w przyrodzie nie wystepujacego lub
jeszcze nie odnalezionego. Takie ulepszone biokatalizatory moglyby znalez¢ zastosowanie w prze-
my$le chemicznym, farmaceutycznym i wielu nowoczesnych procesach biotechnologicznych.

Otrzymanie nowego katalizatora enzymatycznego wymaga przede wszystkim skonstruowa-
nia odpowiedniego, aktywnego centrum jego czasteczki, z miejscem katalitycznym i miejscami
wigzgcymi okreslone substraty.

Biatkami, ktére podobnie jak enzymy, specyficznie wigzg ré6zne molekuly, sg przeciwciala.
W zasadzie nie wykazujg one w zywych organizmach aktywnosci katalitycznej, aczkolwiek moga
indukowa¢ pewne zmiany strukturalne w przytaczonych czasteczkach. Przeciwciata sa wytwa-
rzane przez system immunologiczny kregowcéw, praktycznie wzgledem niezliczonej liczby roz-
norodnych struktur molekularnych antygendow (2-4). Wykorzystanie energii wigzania przeciw-
ciala z roznymi czgsteczkami do katalizy powinno prowadzi¢ do powstania nowej generacji
biokatalizatorow o okreslonej specyficznosci, wlasciwosciach i olbrzymich mozliwosciach apli-
kacyjnych (5-7).

Artykut jest poswiecony katalitycznym przeciwciatom monoklonalnym, ich otrzymywaniu
oraz mozliwosciom aplikacji. Dla lepszego wprowadzenia w zagadnienie zawiera tez podstawo-
we informacje dotyczgce przeciwciat i katalizy enzymatycznej.

1. Struktura i wkasciwosci przeciwciat

System immunologiczny wszystkich kregowcéw jest zdolny do rozpoznawania obcych
zwigzkow - antygenow - i wytwarzania swoistych, komplementarnych biatek, zwanych przeciw-
ciatami lub immunoglobulinami. Biatka te moga rozpoznawa¢ i unieczynnia¢ niezwykle wiele
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réznorodnych substancji, wystepujacych lub mogacych sie pojawia¢ w naturze, stanowig zatem
skuteczny mechanizm obrony organizmu przed inwazjg obcych mu ciat. Szacuje sie, ze kazdy
osobnik wytwarza setki milionéw réznych immunoglobulin (8), podzielonych na kilka klas
(G,A\M,D i E), roznigcych sie strukturg tancucha peptydowego i fizjologiczng lokalizacja. Czaste-
czka przeciwciata jakg jest IgG sktada sie z czterech tancuchéw polipeptydowych; dwu identy-
cznych ciezkich (H) i dwu identycznych lekkich (L) (rys. 1).

vT . resiony LANCUCH CIEZKI

£ANCUCH LEKKI

446

Rys.1. Podstawowa struktura czgsteczki immunoglobuliny G (liczby wskazujg reszty aminokwasowe;
doktadny opis w tekscie).

Posiada ona dwa miejsca wigzgce antygen na koncu kazdego regionu ktéry zbudowany
jest z catego tancucha lekkiego i okoto potowy ciezkiego. Obserwacije te poczynit Porter (3), kie-
dy po dziataniu papainy na czasteczke immunoglobuliny otrzymat trzy fragmenty; dwa FY, -
zdolne do wigzania, ale nie wytrgcajace antygenu i trzeci Fq, ktdry, jak wykazaly badania kry-
stalograficzne i sekwencji aminokwasow, jest podobny w réznych przeciwciatach. Wskazuje to,
ze r6znorodnos¢ przeciwciat i ich heterogennos¢ jest funkcja regionu Fab. Na podstawie analizy
sekwencji aminokwaséw stwierdzono, ze fancuch L sklada sie z czesci zmiennej i czesci
statej CI, zawierajgcych po 100-110 aminokwasoéw. W fancuchu ciezkim wystepuje jedna czesc
zmienna i rézne liczby czesci statych 0”, w zaleznosci od klasy immunoglobuliny. Domeny Vi C
wykazujg niewielkag homologie sekwencji, podczas gdy V,, i VI, Ch, i CI, C i sa homologicz-
ne. Kazda z domen skfada sie z 90 do 100 aminokwasoéw, z centralnie umieszczong petla, wy-
tworzong przez mostki disiarczkowe (pogrubiona, czarna linia - rys. 1). Pomiedzy domenami
Cu,i Ch2 znajduje sie tzw. region zawiasowy, zbudowany z 10-15 reszt aminokwasowych, boga-
ty w proline i cysteine. Cysteina tworzy mostki disiarczkowe pomiedzy tancuchami H, natomiast
prolina nadaje gietkos¢ tym tancuchom, umozliwiajac ,zamykanie” lub ,otwieranie sie” czastecz-
ki immunoglobuliny. Kat pomiedzy F*, i F* jest zmienny w réznych immunoglobulinach. W do-
menach VI i Vh znajdujg sie co najmniej trzy superzmienne regiony, decydujgce o specy-
ficznosci antygenowej przeciwciata. To wtasnie one w pofaldowanej czasteczce biatka tworzg
miejsca wigzace antygen. Badania krystalograficzne kompleksu przeciwciato-antygen wykazaty,
ze miejsca wigzace znajduja sie pomiedzy domenami V i V . Réznig sie one ksztaltem i rozmia-
rem, w zaleznosci od fizykochemicznyctf wtasciwosci reszt aminokwasowych, wystepujacych
w superzmiennych obszarach poszczegdlinych przeciwciat (9,10). Immunoglobuliny sg glikozy-
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lowane zazwyczaj w regionie Ch2 fragmentu Fq. Funkcja czesci weglowodanowej nie jest do-
ktadnie poznana. Uwaza sie, ze odgrywa ona istotng role w sekrecji niektorych klas immunoglo-
bulin i w kontroli katabolizmu.

Wspomniano juz, ze antygeny sag to substancje, ktére wprowadzone do ustroju wywotuja
odpowiedz immunologiczna. Niektére proste zwigzki w formie wolnej, zwane haptenami, nie
wywotujg odpowiedzi immunologicznej, natomiast nabywaja te wiasciwos¢, gdy przylaczy sie je
do nosnika, zazwyczaj biatka lub wielocukru. Powstajgce przeciwciata reaguja nie tylko z anty-
genem, ktéry spowodowat ich wytwarzanie, ale réwniez z haptenem. Przeciwciala nie sg skiero-
wane przeciwko calej czasteczce, lecz przeciw pewnym konfiguracjom atoméw, tzw. determi-
nantom antygenowym (epitopy). Male antygeny moga posiada¢ tylko jeden epitop; na duzej
czgsteczce antygenu moze wystepowaé wiele epitopéw. Oznacza to, ze w wielu przypadkach
w stosunku do tego samego anygenu moga by¢ wytwarzane przeciwciata o zr6znicowanej stru-
kturze.

2. Otrzymywanie przeciwciat monoklonalnych

z przedstawionych informacji wynika, ze system odpornosciowy moze wytwarzacé
przeciwciata swoiste wzgledem prawie kazdej substanciji, jak i okreslonych fragmentéw struktur.
Obecnie dzieki potwierdzeniu hipotezy Barneta (11), wedtug ktdérej kazda komodrka limfocytu
B moze wytwarzaé tylko jeden typ przeciwciata o okreslonej specyficznosci, izolacja pojedyn-
czej linii limfocytow B i ich hodowla prowadzi do otrzymania jednego typu przeciwciata, tzw.
przeciwciata monoklonalnego. Zywotnos$é takiej linii komérkowej in vitro jest jednak zbyt krétka,
aby mozna uzyska¢ odpowiednig ilos¢ przeciwciat. Rozwigzanie tego problemu przyniosty ba-
dania Kohlera i Milsteina (12), ktérzy wykorzystujac ,nieSmiertelno$¢” populacji komérek nowo-
tworowych szpiku kostnego (szpiczaka), potaczyli je z uczulonym na okreslony antygen limfocy-
terti B. Otrzymana w wyniku fuzji hybryda komdérkowa (hybrydoma) utrzymuje nowotworowag
zdolnos¢ do podziatéw i zdolnos¢ do wytwarzania przeciwciata o okreslonej specyficznosci,
odziedziczong po komorce limfocytu. Technologia hybrydoma moze zatem by¢ wykorzystana
do produkcji monoklonalnych przeciwciat w nieograniczonej ilosci.

Pierwszym etapem w otrzymywaniu monoklonalnych przeciwciat (rys. 2) jest uzyskanie
uczulonego limfocytu B - immunocytu, jako partnera do fuzji z nowotworowa komérka plazma-
tyczna.

Zrodiem limfocytow jest $ledziona, wypreparowana zazwyczaj z myszy po wielokrotnej im-
munizacji okreslonym antygenem. Limfocyty $ledzionowe oprdcz zdolnosci do wytwarzania
przeciwciata zawierajg enzymy: transferaze hipoksantyno-guaninofosforybozylowag (HGPRT)
i kinaze tymidylanowg (TK).

Drugim etapem produkcji monoklonalnego przeciwciala jest fuzja immunocytu z komoérka
plazmatyczng. Ta ostatnia linia komorkowa nie wytwarza enzyméw HGPRT i TK oraz nie powin-
na wytwarza¢ wtasnych immunoglobulin. Fuzje prowadzi sie zazwyczaj w polietylenoglikolu
(PEG) (13). Po fuzji otrzymuje sie mieszanine komoérek, sktadajgca sie z limfocytdw o krotkiej
zywotnosci, komérek hybrydoma oraz same komorki rakowe.

Nastepnym etapem jest hodowla hybrydoma. Stosuje sie-do tego celu selekcjonujace pod-
toze HAT, zawierajgce hipoksantyne, aminopteryne i tymidyne. Zawarta w tym podtozu amino-
pteryna blokuje endogenng synteze nukleotydéw, stad inhibicja wzrostu komérek HGPRT~.
W tych warunkach przezywajg tylko komérki HGPRT+, TK™" tj. komorki hybrydomy, mogace
wykorzystywaé obecne w podiozu HAT, egzogenna tymidyne i hipoksantyne.

Dalszym etapem w produkcji monoklonalnych przeciwciat jest selekcja klondw hybrydoma,
wytwarzajgcych zadane przeciwciata. Prowadzi sie ja metodg seryjnych rozcieniczen zawiesiny
komérek hybrydoma i wysiewania ich na nowe mikroptytki hodowlane. Wyizolowane klony pro-
paguje sie in vitro lub in vivo w jamie otrzewnej (13).
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Rys.2. Schemat otrzymywania przeciwcial monoklonalnych (13).

3. Kataliza z uzyciem monokionalnych przeciwciat

Wiazanie pomiedzy przeciwcialem i antygenem o wysokiej specyficznosci i powinowactwie
(stata dysocjacji ok. 10 1l powstate w wyniku oddziatywan elektrostatycznych, wodoro-
wych, hydrofobowych czy sit van der Waalsa, jest analogiczne jak wigzanie enzymu z substra-
tem. Miejsce wigzace przeciwciala moze zatem spetnia¢ wymagania stawiane aktywnemu cen-
trum enzymu, w ktérym znajdujg sie odpowiednie miejsca wigzgce substrat oraz grupy
funkcyjne, uczestniczace w katalizie.

Kazdy proces chemiczny mozna opisa¢, obrazujgc przemiany energetyczne w trakcie re-
akcji (rys. 3). Warunkiem niezbednym do zajscia reakcji jest powstanie zaktywowanego stanu
przejsciowego (TS ncat), o wiekszym zasobie energii swobodnej niz energia swobodna substra-
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Rys.3. Hipotetyczny przebieg zmian energii swobodnej dla reakcji enzymatycznej (linia ciggta) i nieenzyma-
tycznej (linia przerywana).

téw czy produktéw. W tym malo stabilnym, bardzo dynamicznym stanie, wigzania chemiczne sg
tylko czesciowo formowane lub degradowane. W reakcjach katalizowanych przez enzymy
nastepuje przylaczenie sie enzymu do stanu przejsciowego (TS cat), jego stabilizacja i obnizenie
energii aktywacji reakcji. Stata szybkosci reakcji k jest funkcja energii aktywacii:

k=A

a wiec nieznaczne nawet obnizenie bariery energetycznej, w zasadniczy sposob zwieksza
szybkos¢ reakcji. Z rys. 3 wynika, ze energie aktywacji katalizowanej reakcji mozemy okresli¢
réwnaniem;

AG* cat = AG, +(-AG3)

Jezeli enzym taczytby sie z substratem i stabilizowat go przez tworzenie kompleksu enzym-
substrat (ES), i w takim tez stopniu lgczylby sie ze stanem przejSciowym przez tworzenie
kompleksu enzym-stan przejSciowy (TScat), to wynikowa stabilizacja bytaby réwna 0, a w niekto-
rych przypadkach AG*cat= AG*rcat- Dlatego tez w Kkatalizie enzymatycznej swobodna energia
wigzania stanu przejSciowego musi przewyzsza¢ swobodng energie wigzania substratu,
a stopien katalizy bedzie okreslony przez stosunek;

Acat™ncat~ )

gdzie K i K, to state powinowactwa dla tworzenia kompleksu enzym-substrat i enzym-stan
przejsciowy (15). Spostrzezenia te poczynit Pauling juz w 1946 r. (16). Zauwazyt on réwniez, ze
réznica miedzy enzymami i przeciwciatami polega na tym, ze enzym latwiej wigze sie z substra-
tem, bedgcym w stanie wysokoenergetycznym, podczas gdy przeciwcialo wigze sie z substrata-
mi niskoenergetycznymi.
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Rys.4. Reakcja hydrolizy estréw. Ester fosfonowy jest stabilnym analogiem stanu przejSciowego.

Wytworzenie przeciwciatl wigzacych stan przejsciowy reakcji nastrecza wiele probleméw
praktycznych, zwigzanych z konieczno$cig posiadania stabilnego antygenu, ktéry po wprowa-
dzeniu do zwierzecia spowoduje indukcje syntezy przeciwcial. Nie ma antygendw reprezentuja-
cych stan przejsciowy, gdyz jest on zbyt nietrwaly. Rozwigzano ten problem réwniez dzieki su-
gestii Paulinga, potwierdzonej pozniej przez Jencksa (17), wedlug ktérej stabilna substancja
odwzorowujgca stan przejsciowy zaréwno pod wzgledem ksztattu, jak i tadunku, bedzie sie
taczy¢ z centrum aktywnym enzymu i hamowac¢ jego katalityczng zdolnos¢. Taki analog stanu
przejsciowego, jako zwigzek stabilny, moze byé wykorzystany w charakterze antygenu i po-
wodowacé wytworzenie przeciwciat, zdolnych do rozpoznawania rzeczywistego stanu przejscio-
wego, stabilizowania go i dziatania katalitycznego.

Jedng z pierwszych reakcji wykorzystanych do sprawdzenia aktywnosci katalitycznej
przeciwcial, byta hydroliza estréw (rys. 4). Jest to typowa reakcja przenoszenia reszty acylowej
(w tym przypadku na czasteczke wody) poprzez stan przejscowy, w ktdrym nastepuje geome-
tryczna zmiana ukladu, elektrostatyczna polaryzacja wokot grupy acylowej oraz naprezenie
wigzan, potgczone z ich wydtuzeniem. Ten dynamiczny stan trwa okoto 10 = =i oczywiscie nie
moze by¢ wykorzystany jako czynnik immunogenny. Zastepujgc centralny atom wegla fosforem,
otrzymano estry fosfonowe, bedace analogami stanu przejsciowego (18). Majg one tadunek
ujemny na atomach tlenu, dtuzsze o 20% wigzanie P-O niz C-0 oraz tetraedryczng konformacje
grupy fosfonowej, czym przypominajg tetraedryczny atom wegla w rzeczywistym stanie
przejsciowym. Analogi te zastosowano jako hapteny i po potaczeniu z biatkiem immunizowano
tymi konjugatami myszy. Otrzymano wiele przeciwcial, a w$rdéd nich rowniez i takie, ktore
katalizowaly reakcje hydrolizy estréw, przyspieszajac jg 10""- 10® razy (19,20).

Wiele informacji, dotyczacych mechanizmu katalizy z udzialem monoklonalnych przeciwciat,
dostarczyly badania dobrze scharakteryzowanych strukturalnie i genetycznie przeciwciat
MOPC167 i T15, wiazgcych fosfocholine (21,22). Przeciwciata te otrzymano po immunizacji my-
szy nitrofenylofosfocholing (rys. 5, (2)). Immunoglobulina MOPC167 katalizowata hydrolize ugru-
powania weglanowego w chlorku 4-nitrofenylo-N-trimetyloaminoetyloweglanu (rys. 5, (1)),
zgodnie z kinetyka Michaelisa-Menten (rys. 6). Zanik aktywnosci katalitycznej tego przeciwciata
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Rys.5. Reakcja hydrolizy chlorku stanu przejsciowego 4-nitrofenylo-N-trimetyloaminoetyloweglanu -1
i analog stanu przejsciowego 4-nitrofenylofosfocholina -2.

obserwowano po 10 minutach ogrzewania w 95°C. Dzialajgc pepsyng i wykorzystujgc
chromatografie powinowactwa, wyizolowano fragmenty zawierajace miejsca wigzace
przeciwciata. ROwniez one katalizowaly hydrolize weglanu 1 (rys. 5) i to z tg samg szybkoscia,
co natywne MOPC167. Przeciwciata, ktére nie wykazywaty zdolnosci wigzania nitrofenylofosfo-
choliny, nie przyspieszaly reakcji hydrolizy substratu 1. Po modyfikacji MOPC 167 tetranitrome-
tanem - odczynnikiem specyficznym wobec tyrozyny - nastapita inaktywacja przeciwciata, co
wskazuje, ze tyrozyna wchodzi w sktad katalicznego miejsca przeciwciata. Badania krystalografi-
czne kompleksu MOPC167-substrat wykazaly, ze grupa karbonylowa jest podatna na
zewnetrzny atak nukleofilowy czgsteczki wody lub jonéw [OH"].

Te informacje wskazuja, ze proces katalizy zwigzany jest z miejscem wigzgacym przeciwciat
monokionalnych. Potwierdza to réwniez fakt, ze hydroliza substratu | (rys. 5) w obecnosci
MOPC167 jest catkowicie hamowana przez dodawanie do srodowiska p-nitrofenylofosfocholiny

SUBSTRAT

NO, brak hydrolizy

NO, 0,2 £ 0.04 2 +0.5mM

1.07i0.15 650+120jjM

Rys.6. Strukturalna specyficzno$¢ przeciwciata monoklonalnego MOPC 167 (22).
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- analogu stanu przejsciowego. Jezeli rolg wigzacego miejsca przeciwciata jest stabilizacja sta-
nu przejsciowego, powstatego dzieki atakowi nukleofilowemu na kompleks przeciwciato -
weglan 1, to nalezato sie spodziewac zaleznosci pierwszego rzedu od stezenia jondw hydroksy-
lowych. Potwierdzono to doswiadczalnie. Maksymalna szybkos$¢ reakcji V byta zalezna od
stezenia jondw [OI-T], za$ stata Michaelisa K pozostawata prawie niezmienna i wahata sie od
200 do 250//M (rys. 6). Poniewaz badany substrat moze by¢ bezposrenio degradowany przez
atak jonow [OH“], poréwnano szybkosSc¢ tej reakcji z szybkoscig hydrolizy przez MOPC167.
Stwierdzono, ze wartos¢ stosunku wynosi 770. Zalezno$¢ reakcji katalizy od stezenia
jonéw hydroksylowych moze w konsekwencji wynika¢ z trzech prawdopodobnych mechani-
zmow reakcji (rys. 7);

(T) Bezposredni atak OH"
"OH

,0>n ,O0 —pNP
Produkty

Powstawanie przejSciowego karboatkoksylowanego przedwciata
g
N
Ig ¢ Produkty

HO-pNP
Rys.7. Prawdopodobny mechanizm hydrolizy weglanéw przez przeciwciato.

1) wiazace miejsce przeciwciata stabilizuje stan przejsciowy reakcji i wtedy nastepuje
bezposredni atak jonu OH“ na spolaryzowany weglan. Funkcje stabilizacyjne przypisuje sie Arg
52H, Tyr 33H i Lys 54H w przeciwciele;

2) reszty aminokwasowe znajdujgce sie w wigzacym miejscu przeciwciala aktywujg
czgsteczke wody do ataku na kompleks przeciwciato-substrat;

3) nukleofilowe reszty wigzgcego miejsca przeciwciata, np. Tyr 34H aktywuje substrat,
tworzac zwigzek posredni - karboalkoksylowane przeciwciato - hydrolizowany nastepnie przez
jony [OHj.

Kataliza z wykorzystaniem przeciwciala monoklonalnego zachodzi najprawdopodobniej
wediug mechanizmu 1 lub 2. Brak nitrofenolanu w poczatkowej fazie reakcji eliminuje mecha-
nizm typu 3.

Istniejg réwniez inne mozliwosci dziatania przeciwciat monoklonalnych jako katalizatoréw.
Wykorzystujac hapteny z dodatnio natadowanymi grupami aminowymi, mozna otrzyma¢ kom-
plementarne przeciwciata z ujemnie natadowanymi grupami karboksylowymi, ktore znajduja sie
w okreslonej pozycji do substratu. Mogg one odszczepia¢ proton i prowadzi¢ reakcje y3-elimina-
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cji (23,24). Wigzace miejsce przeciwciata moze by¢ tez wykorzystane jako matryca, do ktorej
przytacza sie dwa substraty o odpowiedniej konfiguracji, co umozliwia powstawanie specyficz-
nego produktu (25). Wprowadzenie odpowiedniej grupy funkcyjnej w poblizu wigzacego miejsca
przeciwciala moze umozliwia¢ katalize zwigzanego substratu (26). W takich przeciwciatach miej-
sce wigzace stuzy do specyficznego wigzania substratu, a wprowadzona grupa funkcyjna odpo-
wiada miejscu katalitycznemu w enzymach. Jezeli wigzace miejsce przeciwciata potrafi odpo-
wiednio zorientowac¢ kofaktory (np. NAD, fosforan pirydoksalu, jony metali) i substraty, mozna
prowadzi¢ wysoce specyficzne reakcje. Prawdopodobnie taki jest mechanizm reakcji hydrolizy
wigzan peptydowych w obecnosci jonéw metali prowadzonej z udzialem przeciwciat (27).

Wysoka specyficznos¢ substratowa jest jedng z cech katalitycznych przeciwciat monoklo-
nalnych. Z danych dotyczacych reakcji hydrolizy r6znych nitrofenyloweglanéw (rys. 6) wynika,
ze ugrupowanie cholinowe substratu jest najwazniejsze dla jego rozpoznania przez przeciw-
cialo. Usuniecie z substratu dodatnio natadowanego jonu amonowego uniemozliwia prowadze-
nie reakcji hydrolizy weglanu, natomiast zamiana grupy N-metylowej na N-etylowg lub wprowa-
dzenie grupy metylowej do bocznego tancucha metylenowego, powoduje wzrost K.

Katalityczne przeciwciata, wytwarzane w odpowiedzi na doktadnie zaprojektowany antygen,
wykazuja nie tylko wysoka specyficznos¢ substratowa i efektywnos¢ katalityczng, ale réwniez
i trzecia ceche, charakterystyczna dla enzymow, a mianowicie zdolno$¢ rozpoznawania réznych
stereoizomeréw. Tramontane i in. (5,18) badali stereospecyficzno$¢ katalitycznych przeciwciat
monoklonalnych, wykorzystujac reakcje cyklizacji hydroksyestru dO(5-laktonu (rys. 8).

Zaréwno substrat, stan przejSciowy, jak i produkt tej reakcji zawieraja chiralny atom wegla.
Wykorzystujac jako antygen pochodnag amidowg estru fosfonowego 2-fenoxy-2-oxo-6-(ami-
noetylo)-1,2-oxofosforynianu, przypominajgcg produkt reakcji cyklizacji, otrzymano przeciw-
ciato przyspieszajagce reakcje okoto 170 razy (18). Otrzymano w nigj tylko jedng forme laktonu.

STAN PRZEJSCIOWY LAKTON
R OH r T
OH R R

Rys.8. Test na stereospecyficzno$¢ katalitycznych przeciwciat monoklonalnych.
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Reakcja konczyta sie po wykorzystaniu 50% substratu. Nastepna porcja substratu dodana do
mieszaniny reakcyjnej réwniez byta wykorzystana tylko w 50%. Potwierdzato, ze reakcja cykliza-
cji zachodzi tylko z jednym z enancjomeréw.

4. Problemy zwigzane z otrzymywaniem
katalitycznych przeciwciat monokionalnych

Istotnym zagadnieniem w otrzymywaniu odpowiednich katalitycznych przeciwciat monokio-
nalnych jest konstrukcja wlasciwego haptenu. W tym celu trzeba okresli¢, ktéry etap katalizowa-
nej reakcji decyduje o jej przebiegu, jaki jest stan przej$ciowy tego etapu reakcji, co odrdznia
stan przejsciowy od substratu, jaka struktura chemiczna moze odwzorowywacé stan przejsciowy.
Dopiero odpowiedzi na wszystkie te pytania umozliwiajg skonstruowanie odpowiedniego hapte-
nu. Musi sie on charakteryzowa¢ odpowiednig stabilnosciag, umozliwiajacg proces immunizaciji.
Wazna jest tez tatwos¢ syntezy haptenu oraz dostepnos¢ reaktywnego miejsca, dzieki czemu
mozna go tatwo skonjugowac z nosnikiem (28). Dotychczas we wszystkich reakcjach hydrolizy
estrow, amidow, weglanow, czy w wewnatrzczgsteczkowych reakcjach cyklizacji, stosowano ja-
ko hapteny fosfoniany lub fosfonoamidy, bedgce analogami tetraedrycznego wegla stanu
przejsciowego. Mozna tez wykorzysta¢ wiele innych zwigzkéw odwzorowujacych stan przej-
Sciowy i wykazujgcych zdolnos¢ inhibicji enzymow hydrolitycznych, takie jak np. difluoroketony
czy kwasy borowe. Dla reakcji niehydrolitycznych, w ktérych stan przejSciowy jeszcze nie jest
okreslony, jak tez stabo poznany jest sam mechanizm katalizy, konieczne sa dalsze badania.

Innym zagadnieniem jest skala produkcji przeciwciat monokionalnych. Produkcja in vivo w
jamie otrzewnej myszy jest mato wydajna i moze by¢ uwazana za nieetyczng. Do otrzymania
1 kg przeciwciat potrzeba okoto trzech tysiecy myszy. Przeciwciata monoklonalne produkowane
in vivo wydzielane sg wraz z innymi, niespecyficznymi immunoglobulinami, ktérych obecnos¢
znacznie utrudnia i podraza proces izolacji i oczyszczenia zadanego przeciwciata. Wyzszg
wydajnos¢ procesu zapewnia stosowanie technologii in vitro z wykorzystaniem réznego typu
fermentoréw. Juz obecnie mozna otrzymac | kg przeciwciat monokionalnych w pojedynczej ho-
dowli w objetosci 10 000 | lub w 10 szarzach, z zastosowaniem tysigclitrowego fermentora. Pro-
ces oczyszczania przeciwcial monokionalnych z takiej hodowli jest znacznie uproszczony, ze
wzgledu na niskg zawartos¢ biatka i brak niespecyficznych immunoglobulin (29). Poréwnanie
metod produkcji przeciwciat monokionalnych in vitro i in vivo przedstawiono w tab. 1.

Tabelal
Produkcja przeciwciat monokionalnych in vivo i in vitro (29)

in vivo in vitro
ilos¢ monokionalnych
przeciwciat 1 - 10 mg/mi 10 - 200/ig/ml
objetos¢ 5-30 mil/mysz wymiar fermentora
ilos¢ operaciji wiele jedna
warunki manipulacji ograniczone duze mozliwosci
obecnos¢ niespecyficznych
immunoglobulin tak nie
mozliwos$¢ redukcji zawartosci
biatka w surowym preparacie nie tak

Odrebnym zagadnieniem, majagcym wpltyw na otrzymywanie katalitycznych przeciwciat mo-
nokionalnych jest opracowanie odpowiednich metod wczesnego wykrywania klonéw, produku-
jacych pozadane przeciwciata. Mozna dzieki temu wyeliminowaé analize przeciwciat wigzacych
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skonstruowany hapten, ale nie wykazujacych aktywnosci katalitycznej. Umiejetno$¢ wczesnego,
bezposredniego wykrywania wtasciwych klonéw moze znacznie podwyzszy¢ jakosé wytwarza-
nych przeciwciat i zwiekszy¢ ich r6znorodnos¢.

5. Poprawa wiasciwosci kataiitycznych
przeciwciat monokionainych

Zdolnosci katalityczne i inne wiasciwosci przeciwcial monokionainych powinny by¢ ulepsza-
ne, szczegodlnie pod katem ewentualnego przemystowego wykorzystania. Istnieje tu mozliwos¢
uzycia metod stosowanych w ulepszaniu enzyméw. Stabilnos¢ zalezng od pH, temperatury, sity
jonowej mozna poprawi¢ stosujgc techniki immobilizacji, modyfikacji chemicznej czy inzynierii
biatkowej. Szczegdlnie obiecujgce wydaje sie wykorzystanie tej ostatniej techniki, np. do wymia-
ny reszt aminokwasowych w centrum wigzacym przeciwciata monoklonalnego. Baldwin
i Schultz (30) zastosowali metode kontrolowanej punktowej mutagenezy do podstawienia reszty
histydyny w miejsce tyrozyny w pozycji 34 zmiennego tancucha lekkiego VI przeciwciala
MOPC315, specyficznie wigzgcego 2,4-dinitrofenol (DNP). Ekspresje syntetycznego genu, ko-
dujacego pierwszych 115 aminokwaséw tancucha lekkiego MOPC315, otrzymano w E.coli.
Otrzymany fragment zrekombinowanego tancucha lekkiego VI potaczono ze zmiennym
tancuchem VA, pochodzacym z natywnego przeciwciata. Uzyskany hybryd domeny Fy
MOPC315 z katalityczng grupg imidiazolowa His przyspieszat 90 000 razy hydrolize pochodnych
estru DNP-kumaryna, a szybkos¢ poczatkowa reakcji byta 45 razy wyzsza w poréwnaniu z re-
akcja katalizowang przez natywne przeciwciato.

Podobnie jak zastosowanie w charakterze $rodowiska reakcji rozpuszczalnikow organicz-
nych, czy odwréconych micelli, rozszerzylo zakres stosowania enzymow, tak zastosowanie nie-
konwencjonalnego $rodowiska katalizy moze rowniez rozszerzyé spektrum dziatania katalitycz-
nych przeciwcial monokionainych (28).

6. Mozliwos$¢ aplikaciji katalitycznych
przeciwciat monokionainych

Obecnie docenia sie juz mozliwg role katalitycznych przeciwciat monokionainych dla wielu
proceséw biotechnologicznych, mimo iz jako katalizatory posiadajg pewne wady (tab. 2).
Watpliwe, aby przeciwciata monoklonalne mogly zastgpi¢ enzymy w przemianach naturalnych
substratéw. Jednakze mozna by wykorzystac je do syntezy specyficznych zwigzkéw organicz-
nych, szczegdlnie w tych procesach, w ktérych istnieje koniecznos¢ wybrania jednej z wielu
mozliwych reakcji, np. podstawienia okreslonej grupy hydroksylowej w weglowodanach. Wyso-
ka stereospecyficzno$¢ przeciwciat monokionainych moze umozliwi¢ otrzymanie enancjo-
merycznie czystych zwiazkéw chemicznych. Katalityczne przeciwciala monoklonalne moga by¢
wykorzystane w biosensorach do selektywnego wigzania wykrywanych substancji, jak i do bio-
konwersji analizowanej substancji, ktérg mozna monitorowac.

Szczegdlnie obiecujgcym obszarem wykorzystania katalitycznych przeciwciat jest medycy-
na. System immunologiczny organizmu mozna ,poprawi¢” przez indukcje syntezy selektywnych
przeciwcial wykazujacych nie tylko zdolno$¢ wigzania toksyn, patogendw, itp., ale réwniez
zdolnos¢ ich destrukcji. Nawet nieznaczna aktywnos$c¢ katalityczna takich przeciwciat moze istot-
nie zmniejszy¢ ich wprowadzang dawke, jak tez skréci¢ czas terapii. Wprowadzenie do organi-
zmu nieszkodliwych haptenéw moze zapewni¢ ochrone ustroju, dzieki cyrkulacji katalitycznych
przeciwciat aktywnych wobec toksyn, bakterii, wiruséw, czy komdrek rakowych. Ostatnio stwier-
dzono obecnos¢ ludzkich autoprzeciwciat, katalizujgcych hydrolize wigzan peptydowych (31).
Identyfikacja przeciwcial, wykazujgcych wysokg efektywnos¢ katalityczng i dziatajgcych jako
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Tabela?2

Zalety i wady katalitycznych przeciwcial monoklonalnych (28)

Zalety
Szerokie zastosowanie, w szczegolnosci w proce-
sach, w ktérych nie istnieje obecnie mozliwosé
zastosowania odpowiednich enzymoéw czy katali-
zatoréw chemicznych.

Mozliwo$¢ wykorzystania obecnie dostepnych
technologii z udzialem biokatalizatoréw.

tatwos¢ transferu technologii (warunki reakciji,
immobilizacja, itd.) W przeciwienistwie do enzy-
moéw, czasteczki przeciwcial maja wspoélna, troj-
wymiarowag strukture i wkasciwosci fizykochemicz-
ne. Technologia opracowana dla jednego
katalitycznego przeciwciata moze byc¢ tatwo prze-
niesioiia na inne przeciwciata.

Wady

Niezbedne sg szczegdétowe informacje o me-
chanizmie reakgciji.

Wysoki naktad robocizny, wymaga interdyscy-
plinarnych grup badawczo-rozwojowych.

Zastosowanie przemystowe tylko do wysoko-
wartosciowych produktow.

Ograniczenia podobne jak przy innych bioka-
talizatorach; niestabilno$¢ termiczna, podat-
nos$¢ na biodegradacije itp.

specyficzne proteazy moze zmieni¢ sposéb leczenia niektérych choréb, jak réwniez mie¢ duze
znaczenie w ukierunkowanej hydrolizie biatek in vitro, np. w przygotowaniu odpowiednich hy-
drolizatow biatkowych. Mozliwe jest tez wykorzystanie takich przeciwciat do badania biatek, po-
dobnie jak enzymow restrykcyjnych, stosowanych w badaniach kwaséw nukleinowych. Droge,
ktéra wykorzystuje sie w otrzymywaniu katalitycznych przeciwciat monoklonalnych, mozna row-
niez zastosowaé¢ w konstrukcji syntetycznych katalizatorow. W tym przypadku stabilny analog
stanu przejSciowego reakcji mégtby stuzy¢ jako matryca, wokét ktorej nastepuje synteza poli-
meru. Odcisk analogu stanu przejsciowego moze dziata¢ jako miejsce wiazgce i katalityczne.
By¢ moze takie katalizatory, jako bardziej trwate od biopolimeréw, stang sie szczegdlnie uzy-
teczne w przemysle chemicznym (28).
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Catalytic monoclonal antibody
Summary

Over the past few years a new class of molecules which couple vast diversity of antibodies with the ca-
talytic power has been successfully raised. They catalyze a variety of reaction like esthers, amides and car-
bonates hydrolysis, cyclization reactions, asymmetric synthesis with high specificity including enantiomer
specificity. In this article the properties, preparation and possible application of catalytic monoclonal anti-
bodies are presented.
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NOWOSCI!

Nowy bezpieczny emulgator produktéw spozywczych

W przemysle spozywczym stosuje sie w charakterze emulgatorow lecytyne z naturalnych
zrédet, a takze otrzymywane droga syntezy chemicznej monoglicerydy, sorbitan, estry kwasow
tluszczowych i estry cukrow. Emulgatory syntetyzowane chemicznie powodujg pewne trudnosci
zwigzane z barwieniem zemulgowanych produktow spozywczych oraz wynikajagce z obecnosci
w nich resztek toksycznych rozpuszczalnikow. Wszystko wskazuje, ze te problemy zostang roz-
wigzane dzieki enzymatycznej syntezie nowych emulgatoréw o pozadanych wiasciwosciach.
Taka substancjg okazata sie na przyktad 0-oleilo-L-homoseryna, w syntezie ktérej wykorzysta-
no lipaze z Candida cylindracea. Zwigzek ten wykazuje kilkakrotnie wyzszg aktywno$¢ w emul-
gacji mieszanin wodno-olejowych w poréwnaniu z takimi klasycznymi emulgatorami, jak kazei-
na, Tween 40, span 80 czy oleinian sodowy. Obecnos¢ 0-oleilo-L-homoseryny w produktach
spozywczych jest catkowicie bezpieczna, poniewaz hydrolizuje jg lipaza trzustkowa do natural-
nie wystepujacych L-homoseryny i kwasu oleinowego.

M.T.

Opracowano na podstawie: Nagao A. i Kito M, (1989), JACS, 66, 710-713.
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