REECIPOSTITA 19 OPIS PATENTOWY  9PL 11232358
a3 Bl

. (51) Int.Cl.
(21) Numer zgtoszenia: 409081 CO7K 16/02 (2006.01)

CO7K 16/40 (2006.01)
GO1N 33/574 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 04.08.2014
Rzeczypospolitej Polskiej

Przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec deaminazy adenozynowej

(54) oraz ich zastosowanie

(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA WROCLAWSKA, Wroctaw, PL

(43) Zgtoszenie ogtoszono: (72) Tworca(y) wynalazku:
08.06.2015 BUP 12/15 MARCIN SIENCZYK, Wroctaw, PL
AGNIESZKA LUPICKA-SLOWIK, Milicz, PL
RENATA GRZYWA, Wroctaw, PL
MACIEJ WALCZAK, Wroctaw, PL
(45) O udzieleniu patentu ogtoszono: KAMILA BOBREK, taziska Gorne, PL
28.06.2019 WUP 06/19 PATRYCJA SMOK, Bielawa, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Katarzyna Paprzycka

PL 232358 Bl



2 PL 232358 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec cielecego
biatka deaminazy adenozynowej oraz ich zastosowanie.

Przeciwciata IgY stanowig gtéwna klase immunoglobulin wystepujacych u ptakéw, gadéw, ptazéw
oraz prapfazcoksztattnych. Przeciwciata klasy IgY petnig w organizmach ptakéw funkcje analogiczne do
ssaczych przeciwciat IgG [Warr GW, Magor KE and Higgins DA. IgY: clues to the origins of modern
antibodies. Immunol Today, 1995, 16, 392-8]. Strukturalnie przeciwciata IgY réznig sie od przeciwciat
IgG ssakow gtownie ze wzgledu na obecnos¢ dodatkowej domeny w fancuchu ciezkim oraz brak regionu
zawiasowego odpowiadajgcego za gietkos¢ przeciwciat IgG [Dias da Silva W, Tambourgi DV. IgY: a pro-
mising antibody for use in immunodiagnostic and in immunotherapy. Vet Immunol Immunopathol., 2010,
135, 173-80]. Immunoglobuliny Y transportowane sg z krwi do zo6ttka jaja dzieki czemu mogg by¢ izo-
lowane z jaj kurzych w sposob nieinwazyjny dla zwierzat i w znacznie wiekszych ilosciach niz w przy-
padku izolacji immunoglobulin z krwi ssakéw. Przeciwciata IgY stanowig cenng alternatywe dla po-
wszechnie stosowanych w immunodiagnostyce ssaczych przeciwciat IgG ze wzgledu na brak reaktyw-
nosci wobec czynnika reumatoidalnego jak réwniez komponentéw uktadu dopetniacza. W przypadku
stosowania ssaczych IgG takie interakcje mogg prowadzi¢ do fatszywie pozytywnych wynikéw
[Larsson A, Karlssonparra A, Sjoquist J. Use of Chicken Antibodies in Enzyme Immunoassays to Avoid
Interference by Rheumatoid Factors. Clin Chem., 1991, 37, 411-4]. W literaturze naukowej opisanych
zostato wiele metod izolacji przeciwciat IgY z zéttka jaj ptakéw, jak réwniez znanych jest wiele przykta-
dow wykorzystania ich jako zrédia specyficznych immunoglobulin [Tan S. Mohamedali HA, Kapur A,
Lukjanenko L, Baker MS. A novel, cost-effective and efficient chicken egg IgY purification procedure.
J Immunol Methods, 2012, 380, 73-6].

Opisane w literaturze i dostepne handlowo przeciwciata anty-ADA pochodzg z organizméw ssa-
kéw i nalezg do klasy IgG. Wsréd nich w literaturze naukowej opisane zostaty przeciwciata 1gG, izolo-
wane z krwi krolikow, specyficzne wzgledem natywnej, cielecej oraz ludzkiej deaminazy adenozynowej
[Franco R, Aran JM, Colomer D, Matutes E, Vives-Corrons JL. Association of adenosine deaminase
with erythrocyte and platelet plasma membrane: an immunological study using light and electron micro-
scopy. J Histochem Cytochem. 1990, 38, 653—8] oraz specyficzne wzgledem izozymu 2 krélicze prze-
ciwciata anty-ADA 1gG otrzymane z krwi zwierzgt immunizowanych rekombinowanym antygenem
[O'Connell MA, Krause S, Higuchi M, Hsuan JJ, Totty NF, Jenny A, Keller W. Cloning of cDNAs encoding
mammalian double-stranded RNA-specific adenosine deaminase. Mol Cell Biol. 1995, 15, 1389-97].
Komercyjnie dostepne przeciwciata anty-ADA otrzymane zostaty przez immunizacje krélikéw natywnym
biatkiem izolowanym ze $ledziony cielecej (produkt firmy Merck Millipore) lub peptydowymi epitopami
deaminazy adenozynowej (produkty firm: Fitzgerald, Abcam, Abgent), oraz przez immunizacje myszy
ludzkim, rekombinowanym antygenem (produkt firmy Abcam).

Dotychczas nie opisano ani w literaturze naukowej ani patentowej przeciwciat poliklonalnych
klasy IgY specyficznych wobec deaminazy adenozynowej.

Deaminaza adenozynowa jest enzymem katalizujgcym deaminacje adenozyny oraz deoksyade-
nozyny do inozyny oraz deoksyinozyny. Podwyzszony poziom deaminazy adenozynowej obserwowany
jest w przypadku nowotwordw piersi [Aghaei M, Karami-Tehrani F, Salami S, Atri M. Diagnostic value
of adenosine deaminase activity in benign and malignant breast tumors. Arch Med Res., 2010, 41, 14-8],
pecherza moczowego [Pirin¢ggi N, Gegit |, Gines M, Yuksel MB, Kaba M, Tanik S, Demir H, Aslan M.
Serum adenosine deaminase, catalase and carbonic anhydrase activities in patients with bladder can-
cer. Clinics, 2012, 67, 1443-6], jajnikdw [Pragathi P, Bharath Kumar PV, Amar Kumar P, Ramakanth
Reddy M, Sravani V, Neeraja J, Reeba Mary E, Gopalakrishna K. Evaluation of serum adenosine dea-
minase and 5'-nucleotidase activities as probable markers in ovarian cancer. Indian J Clin Biochem.,
2005, 20, 195-7] oraz jezyka [Rai B, Kaur J, Jacobs R, Anand SC. Adenosine deaminase in saliva as
a diagnostic marker of squamous cell carcinoma of tongue. Clin Oral Investig., 2011, 15, 347-9]. Do-
datkowo, zanotowano korelacje pomiedzy poziomem deaminazy adenozynowej a wielkoscig i stadium
nowotworu, co czyni jg potencjalnie wartosciowym markerem w diagnostyce choréb nowotworowych.
Ludzka deaminaza adenozynowa wystepuje w postaci dwoch izozyméw ADA1 (40 kDa) oraz ADA2
(110 kDa) réznigcych sie powinowactwem wobec adenozyny oraz lokalizacjg w komoérce [Ratech H,
Thorbecke GJ, Meredith G, Hirschhorn R. Comparison and possible homology of isozymes of adenosine
deaminase in Aves and humans. Enzyme, 1981,26,74-84]. Analiza homologii sekwencji ludzkiej (ADA1)
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i cielecej deaminazy adenozynowej wykazata identyczno$¢ obu sekwencji na poziomie 89% (322/363
reszt) oraz podobienstwo dla 94% (342/363) reszt.
Istotg wynalazku sg przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec izozymu 1 cielece;j
deaminazy adenozynowej (ADA1) zdolne do specyficznej detekcji ludzkiej deaminazy adenozynowe;j.
Korzystnie przeciwciata majg mase czgsteczkowg od 175000 do 200000 daltonéw.
Istotg wynalazku jest réwniez zastosowanie przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych
wobec izozymu 1 cielecej deaminazy adenozynowej (ADA1) jako srodka diagnostycznego in vitro, ko-
cherza moczowego.
Wyizolowane przeciwciata wedtug wynalazku poddaje sie ewaluacji biochemicznej w celu okre-
Slenia ich czystosci, stezenia, miana przeciwcial, specyficznosci wobec antygenu oraz awidnosci.
W trakcie procesu immunizacji analize przeciwciat przeprowadzi sie dla kazdego pobranego jaja w okre-
sie 22 tygodni. Odpowiedz organizmu w postaci produkcji specyficznych przeciwciat IgY pojawia sie po
6 tygodniach od momentu pierwszej immunizaciji.
Przeciwciata wedtug wynalazku znajdujg zastosowanie w diagnostyce choréb nowotworowych
nych przeciwciat anty-ADA IgY w diagnostyce polega na ich zdolnosci do specyficznego wigzania
z ludzkg deaminazg adenozynowg. Dzieki zwigzaniu przeciwciat IgY do antygenu (zaréwno cielecej jak
i ludzkiej deaminazy adenozynowej) mozliwa jest bezposrednia detekcja biatka przy uzyciu specyficz-
nych przeciwciat IgY zawierajgcych dowolny znacznik (np. biotyna, fluoresceina, peroksydaza chrza-
nowa, alkaiczna fosfataza).
Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach jego wykonania oraz na rysunku
na ktérym:
fig. 1 przedstawia analize elektroforetyczng (SDS-PAGE, 4-12%) w warunkach nieredukuja-
cych otrzymanych przeciwciat IgY specyficznych wobec biatka ADA. Barwienie wyko-
nano przy uzyciu barwnika Coomassie R 250,

fig. 2 przedstawia wykres przedstawiajgcy odpowiedz w postaci produkcji przeciwciat 1gY
specyficznych wobec biatka ADA. Abs*— przedstawione wartosci absorbancji po odjeciu
wartosci absorbancji otrzymanych dla kontrolnych przeciwciat 1gY,

fig. 3 przedstawia detekcje biatka ADA przez specyficzne przeciwciata IgY w trakcie procesu

immunizacji,

fig. 4 przedstawia wykres przedstawiajgcy awidno$¢ otrzymanych przeciwciat anty-ADA IgY

w czasie procesu immunizacji. Abs* — przedstawione wartosci absorbancji po odjeciu
wartosci absorbancji otrzymanych dla kontrolnych przeciwciat 1gY,

fig. 5 przedstawia wykres mianowania przeciwciat IgY do detekgcji biatka ADA,

fig. 6 przedstawia Analiza miana przeciwciat IgY specyficznych wobec deaminazy adenozy-

nowej. * klgY — kontrolne przeciwciata 1gY,

fig. 7 przedstawia limit detekcji cielecej deaminazy adenozynowej przez specyficzne przeciw-

ciata anty-ADA IgY,

fig. 8 przedstawia limit detekcji biatka ADA okreslony technikg Western blot. * klgY — kon-

trolne przeciwciata 1gY,
fig. 9 przedstawia izolacja przeciwciat IgY specyficznych wobec cielecej deaminazy adeno-
zynowej. Frakcje (1 pg/ml): UP — nieoczyszczone przeciwciata IgY specyficzne wobec
deaminazy adenozynowej, W1, W10 — frakcje po przemyciu ztoza 0,1% buforem PBST;
K1, K2 — frakcje po przemyciu ztoza buforem cytrynianowym,

fig. 10  przedstawia reaktywno$¢ przeciwciat IgY specyficznych wobec cielecej deaminazy ade-
nozynowej wobec ludzkiego homologu biatka. cADA — ludzka deaminaza adenozy-
nowa; hADA — bydleca deaminaza adenozynowa,

fig. 11  przedstawia Test ELISA typu ,sandwich” do detekcji deaminazy adenozynowe;j.

Przyktad 1

1.1. Przygotowanie antygenu do immunizacji

Cielecg deaminaze adenozynowg (izolowang z jelita) rozpuszcza sie tuz przed wykonaniem in-
iekcji w mieszaninie sterylnego roztworu soli fizjologicznej i petnego adiuwantu Freund’a (1:1, v/v) przy
pierwszej immunizacji oraz niepetnego adiuwantu Freund’a (1:1, v/v) dla dawek przypominajgcych.
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1.2. Immunizacja zwierzat

Kury hodowlane rasy White leghorn immunizuje sie przez podanie domiesniowe antygenu w ilosci
100 pg/zwierze (300 pl). Immunizacje powtarza sie po 4 i 8 tygodniach stosujac antygen w ilosci
100 ug/zwierze. Kurczeta wchodzace w skiad grupy kontrolnej otrzymujg iniekcje roztworu soli fizjolo-
gicznej zawierajgcej jedynie peiny adiuwant Freund'a (1:1, v/v, 300 ul/zwierze). Jaja kolekcjonuje sie
codziennie poczgwszy od nastepnego dnia po immunizacji przez 22 tygodnie i przechowuje w tempe-
raturze 4°C do momentu izolacji przeciwciat.

Przyktad 2. I1zolacja przeciwciat IgY

Jaja przemywa sie 50% roztworem izopropanolu, a nastepnie oddziela zéttko od biatka. Po usu-
nieciu btony biatkowej otaczajgcej worek zéttkowy ptynng zawartos¢ zottka rozciencza sie pieciokrotnie
buforem fosforanowym (PBS, 10 mM, pH 7,4) z dodatkiem glikolu polietylenowego 6000 (PEG 6000)
do koncowego stezenia PEG 6000 wynoszgcego 3,5%. Po doktadnym wymieszaniu catos$¢ wiruje sie
przy 11 000 rpm przez 15 min w temp. 4°C a otrzymany supernatant filtruje sie przez sgczek bibutowy.
Do supernatantu dodaje sie PEG 6000 do koncowego stezenia 12%. Po dokladnym wymieszaniu cato$¢
ponownie wiruje sie przy 11 000 rpm przez 15 min w temp. 4°C. Supernatant odrzuca sie, a osad za-
wierajacy przeciwciata klasy IgY rozpuszcza sie w 10 ml buforu PBS (10 mM, pH 7,4) i dodaje PEG
6000 do koncowego stezenia 12%. Wytracony osad zawierajacy przeciwciata IgY po odwirowaniu i od-
rzuceniu supernatantu rozpuszcza sie w 5 ml buforu fosforanowego (10 mM, pH 7,4). Roztwér przecho-
wuje sie w temperaturze -20°C. Stezenie otrzymanych biatek okresla sie poprzez pomiar spektrofoto-
metryczny (Azso). Czystos¢ wyizolowanych przeciwciat zawiera sie w zakresie 85-95% (Fig. 1).

Przyktad 3. Analiza odpowiedzi immunologicznej na podany antygen (deaminaza adenozy-
nowa) w czasie procesu immunizacji

3.1. Analiza odpowiedzi immunologicznej zwierzgt na podany antygen w tescie ELISA

W celu wykonania analizy odpowiedzi immunologicznej immunizowanych kur na podany antygen
wykorzystano test immunoenzymatyczny ELISA. Ptytki mikrotitracyjne 96-cio dotkowe pokryto antyge-
nem ADA (50 ng/100 pl) rozpuszczonym w buforze weglanowym (50 mM, pH 9,6) i inkubowano 3 go-
dziny w temperaturze 37°C. Po wyptukaniu ptytki wolne miejsca zablokowano przy uzyciu 5% roztworu
mleka odttuszczonego w buforze fosforanowym (10 mM, pH 7,4) z 0,05% (v/v) dodatkiem detergentu
Tween-20 (PBST) w temperaturze 4°C przez 12 godzin. Po odmyciu czynnika blokujgcego na ptytke
optaszczong antygenem dodano przeciwciata IgY specyficzne wobec deaminazy adenozynowej oraz
przeciwciata kontrolne rozcienczone stukrotnie w 0,5% roztworze mleka odttuszczonego w PBST i in-
kubowano godzine w temperaturze 37°C. Detekcje komplekséw ADA-przeciwciato IgY wykonano przy
uzyciu przeciwciata kréliczego anty-IgY sprzezonego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu
O-fenylenodiaminy jako chromogenicznego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano za pomocg czyt-
nika mikroptytek przy dtugosci fali 490 nm. Dla kazdego tygodnia immunizacji pomiar przeprowadzono
dla czterech izolatow przeciwciat anty-ADA IgY (Fig. 2).

3.2. Analiza odpowiedzi immunologicznej zwierzgt na podany antygen w teScie Western blot

Specyficznosé przeciwciat IgY wobec biatka ADA w trakcie procesu immunizacji okreslono wyko-
nujgc analize Western blot. Po rozdziale elektroforetycznym biatka ADA (50 ng biatka/studzienke) prze-
prowadzonym w warunkach redukujgcych (SDS PAGE, 4-12%) przeprowadzono elektrotransfer na
membrane nitrocelulozowg. Blokowanie wolnych miejsc wigzgcych na membranie wykonano przy uzy-
ciu 5% roztworu odttuszczonego mleka w buforze PBST przez 12 godzin w temperaturze 4°C. Po trzy-
krothym przemyciu membrany buforem PBST przeciwciata IgY specyficzne wobec biatka ADA oraz
przeciwciata kontrolne rozcienczone stukrotnie w 0,5% roztworze odttuszczonego mleka w buforze
PBST inkubowano z membrang przez 1 godzine w 37°C. Po trzykrotnym ptukaniu membrany w buforze
PBST przeprowadzono detekcje zwigzanych z antygenem specyficznych przeciwciat IgY przy uzyciu
kréliczych przeciwciat anty-lgY skoniugowanych z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu chemi-
luminescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano przy zastosowaniu systemu obrazowania
molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD (Fig. 3).

Przyktad 4. Analiza awidnosci przecwiciat anty-ADA IgY podczas procesu immunizacji
w tescie ELISA

W celu okreslenia awidnos$ci otrzymanych przeciwciat anty-ADA wykorzystano immunoenzyma-
tyczny test ELISA. W tym celu studzienki ptytki mikrotitracyjnej optaszczono natywnym biatkiem ADA
w ilosci 50 ng/studzienke. Po inkubaciji (3 godziny, 37°C) i zablokowaniu wolnych miejsc 5% roztworem
mleka odtluszczonego w PBST na studzienki ptytki mikrotitracyjnej naniesiono przeciwciata IgY specy-
ficzne wobec biatka ADA lub przeciwciata kontrolne rozcienczone w stosunku 1:100 w 0,5% roztworze
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odtluszczonego mleka w PBST. Po wyptukaniu ptytki mikrotitracyjnej studzienki, dla kazdego z bada-
nych przeciwciat, inkubowano z 6M roztworem mocznika lub PBST przez 10 min w temperaturze poko-
jowej. Detekcje kompleksow ADA-przeciwciato IgY wykonano przy uzyciu przeciwciata kroliczego anty-
IgY sprzezonego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu O-fenylenodiaminy jako chromogenicz-
nego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano za pomocg czytnika mikroptytek przy dtugosci fali
490 nm (Fig. 4).

Przyktad 5. Miano przeciwciat anty-ADA IgY

5.1. Miano otrzymanych przeciwciat specyficznych wobec antygenu ADA w tes$cie ELISA

Plytke mikrotitracyjng optaszczono roztworem biatka ADA w buforze weglanowym w ilosci 100
ng/studzienke. Nastepnie zablokowano wolne miejsca przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego
w PBST w temperaturze 4°C przez 12 godzin. Po odmyciu czynnika blokujgcego dodano przeciwciata
IgY specyficzne wobec deaminazy adenozynowej oraz kontrolne IgY w rozciehczeniach od 50 ug/ml do
0,005 pg/ml w 0,5% roztworze mleka odttuszczonego w PBST i inkubowano godzine w temperaturze
37°C. Detekcje komplekséw ADA- przeciwciato IgY wykonano przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-
IgY sprzezonego z peroksydazg chrzanowa przy zastosowaniu O-fenylenodiaminy jako chromogenicz-
nego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano za pomocg czytnika mikroptytek przy dtugosci fali
490 nm (Fig. 5).

5.2. Miano przeciwciat specyficznych wobec deaminazy adenozynowej w teScie Western blot.

Po transferze biatek (50 ng biatka/studzienke) na membrane nitrocelulozowsg i blokowaniu wol-
nych miejsc przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w PBST paski membrany inkubowano
Z roztworami przeciwciat specyficznych wobec deaminazy adenozynowej w rozcienczeniach od 50 do
0,01 ug/ml oraz przeciwciat kontrolnych o stezeniu 50 ug/ml. Po wyptukaniu paskéw membrany buforem
PBST detekcje zwigzanych z antygenem specyficznych przeciwciat przeprowadzono przy uzyciu prze-
ciwciata kroliczego anty-1gY skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu chemilumi-
nescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano przy zastosowaniu systemu obrazowania mole-
kularnego zaopatrzonego w kamere CCD (Fig. 6).

Przyktad 6. Limit detekcji deaminazy adenozynowej

6.1. Limit detekcji deaminazy adenozynowej przez specyficzne przeciwciata IgY w teScie ELISA

W celu okreslenia limitu detekcji biatka ADA przez otrzymane specyficzne przeciwciata IgY wy-
korzystano test immunosorpcyjny fazy statej ELISA. Plytke mikrotitracyjng optaszczono roztworem
biatka ADA w buforze weglanowym w zakresie stezerh od 100 ng/studzienke do 0,5 ng/studzienke. Na-
stepnie zablokowano wolne miejsca przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w PBST w tempe-
raturze 4°C przez 12 godzin. Po odmyciu czynnika blokujacego dodano przeciwciata IgY specyficzne
wobec deaminazy adenozynowej oraz kontrolne IgY w stezeniu 25 pg/ml w 0,5% roztworze mleka od-
ttuszczonego w PBST i inkubowano godzine w temperaturze 37°C. Detekcje komplekséw ADA-prze-
ciwciato IgY wykonano przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-1gY sprzezonego z peroksydazg chrza-
nowg przy zastosowaniu O-fenylenodiaminy jako chromogenicznego substratu. Pomiaru absorbanciji
dokonano za pomocg czytnika mikroptytek przy dtugosci fali 490 nm (Fig. 7).

6.2. Limit detekcji deaminazy adenozynowej przez specyficzne przeciwciata IgY w teScie
Western blot.

Wykonano rozdziat elektroforetyczny deaminazy adenozynowej w zakresie stezeh od 50 do 0,1
ng/studzienke. Po transferze biatek na membrane nitrocelulozowg i blokowaniu wolnych miejsc przy
uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w PBST membrane inkubowano z roztworami przeciwciat
specyficznych wobec deaminazy adenozynowej oraz przeciwciat kontrolnych o stezeniu 10 yg/ml. Po
wyptukaniu membrany buforem PBST detekcje zwigzanych z antygenem specyficznych przeciwciat
przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-IgY skoniugowanego z peroksydazg chrza-
nowg przy zastosowaniu chemiluminescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano przy zastoso-
waniu systemu obrazowania molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD (Fig. 8).

Przyktad 7. Oczyszczanie specyficznych wobec cielecej deaminazy adenozynowej przeciw-
ciat IgY.

7.1. Przygotowanie kolumny powinowactwa do oczyszczania przeciwciat anty-ADA IgY

Jako statego nosnika w metodzie chromatografii powinowactwa uzyto sefarozy aktywowane;j
CNBr. Po aktywacji nosnika roztworem HCI (1 mM, pH 3,0) na ztoZze naniesiono cielecg deaminaze
adenozynowg (71,5 nmol/ml) w buforze do sprzegania (0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 8,3) i inkubo-
wano przez noc w temperaturze 4°C. Zloze przeptukano buforem do sprzegania, a nastepnie inkubo-
wano 2 h w temp. pokojowej z buforem Tris-HCI (0,1M Tris-HCI, 0,5M NaCl, pH 8,0). W nastepnym
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etapie ztoze przemywano naprzemiennie buforem o niskim pH (0,1 M CHsCOOH, 0,1 M CHzCOONa,
pH 4) oraz buforem o wysokim pH (0,1M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, pH 8,0). Kolumne ze ztozem przechowuje
sie w buforze fosforanowym (10 mM PBS, pH 7,4).

7.2. Izolacja specyficznych przeciwciat anty-ADA metodg chromatografii powinowactwa

Na przygotowane zioze nanosi sie mieszanine przeciwciat IgY specyficznych wobec cielecej de-
aminazy adenozynowej (150 pl) z buforem fosforanowym (10 mM PBS, pH 7,4, 150 ul), inkubuje 1 h
w temperaturze pokojowej a nastepnie przemywa buforem PBST. Po wyptukaniu catosci niezwigzanych
przeciwciat buforem PBS-T (10 mM PBS, 0,1% Tween-20) na szczyt kolumny nanosi sie bufor cytrynia-
nowy (20 mM, pH 2,5) w ilosci 500 ul i neutralizuje kazdg frakcje przy uzyciu 1 M Tris-base (pH 8,5).
Obecnosé¢ przeciwciat w zebranych frakcjach potwierdza sie przy zastosowaniu elektroforezy (SDS
PAGE, warunki nieredukujgce) oraz barwienia srebrem.

7.3. Analiza immunoreaktywnosci przeciwciat anty-ADA IgY oczyszczonych metodg chromato-
grafii powinowactwa

W celu okreslenia immunoreaktywnosci otrzymanych przeciwciat wobec biatka ADA wykonuje sie
test Western blotting w sposob opisany powyzej. Na studzienki zelu poliakrylamidowego nanosi sie
biatko ADA w ilosci 100 ng/studzienke. Po przeprowadzonym rozdziale elektroforetycznym przeprowa-
dza sie potsuchy transfer biatek na membrane nitrocelulozowg i wolne miejsca wigzace blokuje sie 5%
roztworem mleka odtluszczonego w buforze PBST (4°C, 12h). Po wyptukaniu membrany buforem PBST
detekcje biatka ADA przeprowadza sie przy uzyciu otrzymanych oczyszczonych metodg chromatografii
powinowactwa oraz nieoczyszczonych przeciwciat IgY o specyficznosci anty-ADA. W tym celu paski
membrany inkubuje sie z roztworami przeciwciat IgY (1 pg/ml) z poszczegdlnych frakcji zebranych
w trakcie oczyszczania, przygotowanych w 0,5% roztworze mleka odtluszczonego w buforze PBST. Po
wyptukaniu membrany buforem PBST detekcje zwigzanych z biatkami specyficznych przeciwciat prze-
prowadzono przy uzyciu przeciwciata kroliczego anty-IgY skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg
przy zastosowaniu chemiluminescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano przy zastosowaniu
systemu obrazowania molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD (Fig. 9).

Przyktad 8. Reaktywnosé przeciwciat IgY specyficznych wobec cielecej deaminazy adeno-
zynowej wzgledem homologicznej ludzkiej deaminazy adenozynowej

Reaktywnos¢ przeciwciat IgY anty-ADA wobec ludzkiej deaminazy adenozynowej okreslono z za-
stosowaniem techniki Western blot. Wykonano rozdziat elektroforetyczny cielecej deaminazy adenozy-
nowej (1 ng/studzienke) oraz ludzkiej deaminazy adenozynowej. Po transferze biatek na membrane
nitrocelulozowg i zablokowaniu wolnych miejsc przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w PBST
membrane inkubowano z roztworami przeciwciat specyficznych wobec deaminazy adenozynowej oraz
przeciwciat kontrolnych rozcienczonymi 500-krotnie. Po wyptukaniu membrany buforem PBST detekcje
zwigzanych z antygenami specyficznych przeciwciat przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kroli-
czego anty-lgY skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu chemiluminescencyj-
nego substratu. Analize obrazéw wykonano przy zastosowaniu systemu obrazowania molekularnego
zaopatrzonego w kamere CCD (Fig. 10).

Przyktad 9. Test ELISA typu ,sandwich” do detekgcji biatka ADA

9.1. Otrzymywanie koniugatéw IgY-Bt

W pierwszym etapie roztwér specyficznych wobec biatka ADA przeciwciat IgY, oczyszczonych
technikg chromatografii powinowactwa, poddaje sie dializie wobec buforu fosforanowego (PBS, 10 mM,
pH 7,4). Tak przygotowane przeciwciata poddaje sie reakcji koniugacji z estrem NHS-LC-biotyna (38-
krotny nadmiar). W tym celu do 0,57 nM specyficznych przeciwciat IgY w PBS (pH 7,4) dodano 22 nM
roztworu biotyny w DMSO. Catos$¢ delikatnie miesza sie w temperaturze pokojowej przez 1 h po czym
mieszanine reakcyjng poddaje sie dializie wobec buforu fosforanowego (10 mM PBS, pH 7,4) w celu
usuniecia niezwigzanych czgsteczek biotyny.

9.2. Przygotowanie testu diagnostycznego typu ,sandwich” ELISA do detekcji biatka ADA

Przygotowano test ELISA podwdjnego wigzania (typu ,sandwich”) do detekcji biatka ADA. W tym
celu ptytke mikrotitracyjng optaszczono roztworem przeciwciat IgY specyficznych wobec biatka ADA
oraz przeciwciat kontrolnych w buforze octanowym (25 pg/ml, pH 4,2; 20 mM kwas octowy, 6 mM octan
sodu) i inkubowano przez noc w 4°C. Nastepnie inkubowano z 5% roztworem mleka odttuszczonego
w buforze fosforanowym zawierajgcym 0,05% (v/v) Tween-20 (przez noc w 4°C). Po odmyciu czynnika
blokujgcego na studzienki ptytki mikrotitracyjnej natozono biatko ADA w rozciericzeniach od 100 do
5 ng/ml w buforze PBS, pH 7,4 i inkubowano przez godzine w 37°C. Po wyptukaniu ptytke inkubowano
z roztworem przeciwciat 1gY znakowanych biotyng specyficznych wobec biatka ADA, w stezeniu
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10 pg/ml w PBST. Detekcje kompleksow biatka ADA z przeciwciatami IgY przeprowadzono przy uzyciu
streptawidyny skoniugowanej z peroksydaza chrzanowg przy zastosowaniu O-fenylenodiaminy jako
chromogenicznego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano przy dlugosci fali 490 nm za pomocg
czynnika mikroptytek.

Zastrzezenia patentowe

1. Przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec izozymu 1 cielecej deaminazy adeno-
zynowej (ADAL1) zdolne do specyficznej detekcji ludzkiej deaminazy adenozynowe;j.

2. Przeciwciata wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze majg mase czgsteczkowg od 175000 do
200000 daltonéw.

3. Zastosowanie przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec izozymu 1 cielecej
deaminazy adenozynowej (ADA1) jako srodka diagnostycznego in vitro.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 3 znamienne tym, ze diagnozuje sie choroby nowotworowe
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