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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec ludzkiego
biatka CA 15-3, znajdujgce zastosowanie w diagnostyce choréb nowotworowych w szczegolnosci
nowotworu piersi, sposob ich wytwarzania oraz ich zastosowanie.

Mucyna 1 (CD227) jest heterodimeryczng btonowg glikoproteing o bardzo bogato O-glikozy-
lowanej domenie zewnatrzkomérkowej. Charakteryzuje jg znaczny polimorfizm, ale réwniez rézny
poziom glikozylacji (50-90% masy molowej) ze wzgledu na rodzaj komoérek ekspresjonujgcych biatko,
a takze ich stan fizjologiczny. Stad dtugos¢ sekwencji mucyny 1 moze wahaé sie od 1255 do ponad
2000 aminokwaséw a jej masa moze siegaC ok. 500 kDa. Wystepuje ona na powierzchni komorek
nabtonka wielu organéw (m.in. ptuc, zotadka, jelita, jajnika i in.), stanowigc bariere ochronng komérek
przed patogenami. Nadekspresja mucyny 1 zwigzana jest z rozwojem choréb nowotworowych, gtow-
nie nowotworu piersi, ale takze jajnika, ptuc, jelita grubego czy trzustki. Podwyzszona ilos¢ mucyny 1
na powierzchni komoérek nowotworowych utrudnia wnikanie chemoterapeutykéw, chroni komoérke
przez mechanizmami programowanej $mierci a takze ma wptyw na inwazyjno$¢ nowotworu [Singh R,
Bandyopadhyay D. MUCL1: a target molecule for cancer therapy. Cancer Biol Ther. 2007, 6, 481-6;
Gendler SJ. MUC1, the renaissance molecule. J Mammary Gland Biol Neoplasia., 2001, 6, 339-53].
Dodatkowo moze zachodzi¢ uwalnianie domeny zewngtrzkomdrkowej mucyny 1 z blony przez autoka-
talityczng hydrolize w obrebie domeny SEM [Macao B, Johansson DG, Hansson GC, Hard T. Autopro-
teolysis coupled to protein folding in the SEA domain of the membrane-bound MUC1 mucin.
Nat Struct Mol Biol 2006, 13, 71-6]. U oséb chorych wraz z pojawieniem sie nadekspresji mucyny 1
czesto obserwuje sie podwyzszong ilos¢ jej rozpuszczalnej formy okreslanej czesto, jako CA 15-3.
Obecne w surowicy a takze w $linie biatko stanowi marker nowotworowy, bedgcy najczesciej wykorzy-
stywanym (obok markera CA 27.29) markerem w diagnostyce nowotworu piersi, gtdwnie do monitoro-
wania postepow leczenia. Badania immunochemiczne oparte na wykrywaniu markeréw nowotworo-
wych sg rutynowo stosowane w diagnostyce nowotworu piersi obok badan histologicznych oraz badan
obrazowych.

Opisane w literaturze naukowej oraz dostepne handlowo do celéw diagnostycznych przeciwcia-
ta (tak mono- jak i poliklonalne) specyficzne wobec kompletnego ludzkiego biatka CA 15-3 nalezg do
klasy 1gG i pochodzg z organizméw myszy, krélika oraz chomika.

Jedynymi handlowo dostepnymi przeciwciatami klasy IgY sg poliklonalne przeciwciata otrzyma-
ne dla fragmentéw biatka CA 15-3: ktére odpowiadajg rejonowi pomiedzy 199 a 244 aminokwasem
[produkt firmy Novus Biologicals], 197 a 252 aminokwasem [produkt firmy Abcam] oraz dla fragmentu
otrzymanego dla aminokwasow z rejonu od reszty 1181 do 1226 [produkt firmy GenWay Biotech].

W organizmach ptazéw, gadow i ptakow obecne sg przeciwciata klasy IgY petnigce funkcje
obronne uktadu odpornosciowego (humoralnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego). Przeciwciata
IgY sg ewolucyjnym przodkiem ssaczych przeciwciat klas IgG oraz IgE. Z uwagi na spetniane funkcje
przeciwciata IgY najbardziej zblizone sg do przeciwciat IgG ssakow, natomiast strukturalnie przypomi-
najg przeciwciata klasy IgE. Wystepujg one we krwi ptakéw lecz dodatkowo transportowane sg w du-
zych ilosciach (okoto 100-150 mg) z krwi do z6ttka jaja. Magazynowanie przeciwciat IgY w Z6ttku jaja
stanowi swoisty mechanizm pasywnej ochrony mtodych pisklat przed patogenami. Stanowi to zalete
przy produkcji specyficznych przeciwciat 1gY, dzieki czemu mozliwe jest pozyskanie w krotkim czasie
duzych ilosci przeciwciat do zastosowan diagnostycznych lub terapeutycznych. Technologie opartg na
przeciwciatach IgY charakteryzuje szereg zalet — nie wymaga skrwawiania zwierzat w celu pozyskania
przeciwciat; wysoka odpowiedz na podany antygen utrzymuje sie do kohca Zzycia zwierzecia;
ze wzgledu na duzg odlegtos¢ filogenetyczng miedzy ssakami a ptakami mozliwe jest otrzymanie spe-
cyficznych przeciwciat skierowanych wobec konserwatywnych biatek ssakéw. Dodatkowe atuty sta-
nowig stosunkowg tatwos¢ izolacji, a takze iloS¢ przeciwciat, jakg mozna uzyskaé¢ z jednego jaja
co sprawia, iz immunoglobuliny Y sg coraz czesciej wykorzystywane. Analiza biochemiczna i funkcjo-
nalna przeciwciat klasy IgY wykazata wiele zalet ich stosowania w diagnostyce choréb. W przeciwien-
stwie do ssaczych przeciwciat klasy 1gG przeciwciata kurze nie aktywujg ludzkiego systemu dopetnia-
cza, nie reagujg z ludzkim czynnikiem reumatoidalnym czy przeciwciatami HAMA co prowadzi
do znacznego zmniejszenia fatszywie pozytywnych wynikéw uzyskiwanych w testach serologicznych.

Dotychczas nie opisano w literaturze przeciwciat IgY specyficznych wobec kompletnego ludz-
kiego biatka CA 15-3.
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Istota wynalazku sg przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec biatka CA 15-3
sg izolowane z zéttka jaj drobiu immunizowanego biatkowym antygenem w postaci biatka CA 15-3
izolowanego z ludzkiej linii komoérek BTA o sekwencji przedstawionej wzorem 1.

Korzystnie przeciwciata majg mase czgsteczkowg od 175000 do 200000 daltonow.

Sposoéb wytwarzania przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec biatka CA 15-3
polega na tym, ze dréb, korzystnie kury ras hodowlanych, poddaje sie immunizacji antygenem w po-
staci biatka CA 15-3 izolowanego z ludzkiej linii komoérek BTA o sekwencji przedstawionej wzorem 1,
przy czym immunizacje prowadzi sie w trzech osobnych dawkach, a jako adiuwantu uzywa sie petnego
adiuwantu Freund’a, po czym znang metodg izoluje sie przeciwciata z wydajnoscig 80-150 mg/jajko
i czystoscig 85-95%.

Zastosowanie przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec biatka CA 15-3 do wy-
twarzania testu diagnostycznego do detekcji antygenu nowotworowego — biatka CA 15-3.

Wyizolowane przeciwciata poddaje sie analizie biochemicznej w celu okreslenia ich czystosci,
miana przeciwciat, specyficznosci antygenowej, awidnosci i stezenia. W trakcie procesu immunizaciji
analize przeciwciat przeprowadzono dla kazdego pobranego jaja w okresie 20 tygodni. Odpowiedz
organizmu w postaci produkcji specyficznych przeciwciat IgY pojawita sie po 4 tygodniu od momentu
pierwszej immunizaciji.

Sposéb wedtug wynalazku cechuje duza ilosci izolowanych przeciwciat oraz niska inwazyj-
nos¢, poniewaz nie wymaga skrwawiania zwierzat w okreslonych odstepach czasu w celu izolacji
przeciwciat.

Przeciwciata wedtug wynalazku mogg znalez¢ zastosowanie w diagnostyce choréb nowotwo-
rowych w szczegolnosci nowotwordw piersi, ptuc, jajnika, trzustki oraz jelita grubego. Wykorzystanie
otrzymanych przeciwciat anty-CA 15-3 IgY w diagnostyce polega na ich zdolnosci do specyficznego
wigzania z docelowym antygenem. Dzieki zwigzaniu przeciwciat IgY do antygenu mozliwa jest po-
Srednia detekcja biatka CA 15-3 przy uzyciu handlowo dostepnych drugorzedowych przeciwciat anty-
IgY (np. krolicze przeciwciata IgG anty-IgY) zawierajgcych dowolny znacznik (peroksydaza chrzano-
wa, fosfataza alkaliczna, biotyna, fluoresceina).

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach oraz na rysunku na ktérym:

Fig. 1 przedstawia analize elektroforetyczng (SDS-PAGE, 4-12%) w warunkach nieredukuja-
cych otrzymanych przeciwciat 1gY specyficznych wobec biatka CA 15-3. Barwienie wykonano przy
uzyciu barwnika Coomassie R 250.

Fig. 2 przedstawia wykres przedstawiajgcy odpowiedz w postaci produkcji specyficznych wobec
biatka CA 15-3 przeciwciat IgY. Strzatkami oznaczono czas immunizacji. Abs* — przedstawione warto-
$ci absorbancji po odjeciu wartosci absorbanciji otrzymanych dla kontrolnych przeciwciat IgY.

Fig. 3 przedstawia detekcje biatka CA 15-3 przez otrzymane specyficzne przeciwciata IgY (we-
stern blotting).

Fig. 4 przedstawia wykres przedstawiajgcy zdolnos¢ przeciwciat IgY do wykrywania biatka CA 15-3.

Fig. 5 przedstawia wykres mianowania przeciwciat IgY do detekcji biatka CA 15-3.

Fig. 6 przedstawia reaktywnos¢ specyficznych przeciwciat anty-CA 15-3 IgY wzgledem biatka
CA 15-3 oraz albuminy wotowej (BSA) wraz z awidnoscia.

Fig. 7 przedstawia zdolno$¢ detekcji natywnej i zdenaturowanej formy biatka CA 15-3 przez
przeciwciata IgY.

Fig. 8 przedstawia wykres przedstawiajgcy awidnos¢ otrzymanych przeciwciat anty-CA 15-3
w czasie immunizacji. Abs* — przedstawione wartosci absorbancji po odjeciu wartosci absorbanc;ji
otrzymanych dla kontrolnych przeciwciat IgY.

Fig. 9 przedstawia zdolnos¢ detekcji biatka CA 15-3 przez otrzymane specyficzne przeciwciata
IgY (western blotting).

Fig. 10 przedstawia detekcje biatka CA 15-3 przez specyficzne przeciwciata IgY (western blot-
ting).

Fig. 11 przedstawia detekcje biatka CA 15-3 na powierzchni komérek MCF 7 przez znakowane
fluorescencyjnie przeciwciata anty-CA 15-3 1gY.

Przyktad 1

1.1 Przygotowanie antygenu do immunizacji

Ludzkie biatko CA 15-3 (izolowanego z ludzkiej linii komérek BTA o sekwencji przedstawionej
wzorem 1) rozpuszcza sie tuz przed wykonaniem iniekcji w mieszaninie sterylnego roztworu soli fizjo-
logicznej i petnego adiuwantu Freund'a w stosunku 1:1 (v/v).
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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 ul). Immunizacje powtarza sie nastepnie po 4 i 8 tygodniach stosujac
antygen, w ilosci 50 ug na zwierze. Grupa kontrolna otrzymuje iniekcje roztworu soli fizjologicznej,
zawierajgcej jedynie petny adiuwant Freund’a (1:1, v/v, 300 pl/zwierze).

1.3 Pobieranie i przechowywanie materiatu biologicznego

Jaja kolekcjonuje sie codziennie poczynajgc od nastepnego dnia po immunizacji przez 20 tygo-
dni i przechowuje w temperaturze 4°C do czasu izolacji przeciwciat.

1.4 Izolacja przeciwciat IgY

Jaja przemywa sie 50% roztworem izopropanolu, a nastepnie rozdziela zéttko od biatka.
Po usunieciu btony biatkowej otaczajgcej worek zottkowy, ptynng zawarto$¢ rozciencza sie pieciokrot-
nie buforem fosforanowym (PBS, 10 mM, pH 7,4) z 4,75% dodatkiem glikolu polietylenowego 6000
(PEG 6000), aby zapewni¢ koncowe stezenie PEG 6000 3,5%. Po dokladnym wymieszaniu cato$¢
wiruje sie przy 11 000 rpm przez 15 min w 4°C a otrzymany supernatant filtruje przez sgczek bibuto-
wy. Do supernatantu dodaje sie nastepnie PEG 6000 do koncowego stezenia 12%. Po doktadnym
wymieszaniu wytrgcony osad odwirowuje sie (11 000 rpm przez 15 min w 4°C). Supernatant odrzuca
sie, a osad zawierajgcy przeciwciata klasy IgY rozpuszcza dokfadnie w buforze fosforanowym (pH 7,4)
w objetosci 10 ml i dodaje PEG 6000 do koncowego stezenia 12%. Wytrgcony osad zawierajacy czy-
ste przeciwciata IgY, po odwirowaniu i odrzuceniu supernatantu, rozpuszcza sie w 5 ml buforu PBS.
Po wykonaniu analiz biochemicznych roztwory przeciwciat przechowuje sie w temperaturze -20°C.
Stezenie otrzymanych biatek okresla sie spektrofotometrycznie (Azgp). Czystos¢ wyizolowanych prze-
ciwciat zawiera sie w zakresie 85-95% (fig. 1).

Przyktad 2

Analiza odpowiedzi immunologicznej na podany antygen CA 15-3 w czasie procesu immunizacji

Do analizy odpowiedzi immunologicznej immunizowanych zwierzat i okreslenia miana produko-
wanych przeciwciat zastosowano test ELISA. Ptytki mikrotitracyjne 96-cio dotkowe pokryto antygenem
CA 15-3 (50 ng/100 pL) rozpuszczonym w buforze weglanowym (50 mM, pH 9,6) i inkubowano
w temperaturze 4°C przez 12 godzin. Wolne miejsca zablokowano nastepnie przy uzyciu 10% roztwo-
ru mleka odttuszczonego w buforze fosforanowym w temperaturze 37°C w czasie 120 minut. Po od-
myciu czynnika blokujgcego specyficzne oraz kontrolne przeciwciata rozcienczone (1:100) w 0,5%
roztworze mleka odttuszczonego w buforze fosforanowym zawierajgcym 0,05% (v/v) Tween-20
(10 mM, pH 7,4) naniesiono na optaszczong antygenem ptytke mikrotitracyjng i inkubowano przez
godzine w temperaturze 37°C. Detekcje komplekséw biatko CA 15-3-przeciwciato IgY wykonano przy
uzyciu przeciwciata kréliczego anty-IgY sprzezonego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu
O-fenylodiaminy, jako chromogenicznego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali
490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Dla kazdego tygodnia procesu immunizacji pomiar przepro-
wadzony zostat dla czterech izolatéw przeciwciat anty-CA 15-3 IgY (fig. 2).

Przyktad 3

Analiza specyficznosci przeciwciat IgY anty-CA 15-3 w tescie western blotting w czasie procesu
immunizacji

W celu potwierdzenia specyficznosci otrzymanych przeciwciat specyficznych wobec biatka
CA 15-3 wykonano analize western blotting. Po rozdziale elektroforetycznym w warunkach niereduku-
jacych (SDS PAGE, 4-12%) biatka CA 15-3 (200 ng biatka na studzienke) przeprowadzono elektro-
-transfer na membrane nitrocelulozowg. Blokowanie wolnych miejsc wigzgcych na membranie nitro-
celulozowej wykonano przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w buforze fosforanowym za-
wierajgcym 0,05% Tween-20 (v/v) przez 12h w temperaturze 4°C. Nastepnie przeciwciata specyficzne
wobec biatka CA 15-3 oraz kontrolne rozcieticzono (1:100) w 0,5% roztworze mleka odttuszczonego
w buforze fosforanowym zawierajgcym 0,05% Tween-20 (v/v) i inkubowano z membrang w czasie 1 h
w temperaturze 37°C. Po wyptukaniu membrany buforem PBST detekcje zwigzanych z antygenem
specyficznych przeciwciat przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-IgY sprzezonego
z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu chemiluminescencyjnego substratu. Analize obrazéw
wykonano przy zastosowaniu systemu obrazowania molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD.

Przyktad 4

Limit detekcji biatka CA 15-3 w tescie ELISA

W celu okreslenia limitu detekgcji biatka CA 15-3 przez otrzymane specyficzne przeciwciata IgY
wykorzystano enzymatyczny test immunosorpcyjny fazy statej (ELISA) w sposéb opisany powyzej.
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W tym celu 96-cio dotkowg ptytke mikrotitracyjng optaszczono biatkiem CA 15-3 w réznych stezeniach
w przedziale od 1000 ng/ml do 2,5 ng/ml (100 pl/studzienke). Nastepnie inkubowano z roztworem
specyficznego wobec biatka CA 15-3 przeciwciala rozcienczonego 500-krotnie 0,5% roztworem mieka
odttuszczonego w buforze fosforanowym zawierajgcym 0,05% (v/v) Tween-20. Detekcje komplekséw
CA 15-3-IgY przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-lgY skoniugowanego z perok-
sydazg chrzanowg przy zastosowaniu O-fenylodiaminy, jako chromogenicznego substratu. Pomiaru
absorbancji dokonano przy dtugosci fali 490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Jako kontroli uzyto
przeciwciata z grupy kontrolnej w analogicznych rozciehczeniach. Wszystkie pomiary wykonano
w dwodch powtérzeniach (fig. 4).

Przyktad 5

Miano przeciwciat — test ELISA

Miano otrzymanych przeciwciat specyficznych wobec antygenu CA 15-3 okreslono przy uzyciu
testu ELISA. Plytke optaszczono biatkiem CA 15-3 w ilosci 25 ng/studzienke. Przygotowano nastepnie
serie rozcienczen specyficznych oraz kontrolnych przeciwciat IgY w zakresie od 1:100 do 1:100000
i inkubowano z optaszczong antygenem plytka. Detekcje komplekséw CA 15-3—-IgY przeprowadzono
przy uzyciu przeciwciata kroliczego anty-IgY skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg przy zasto-
sowaniu O-fenylodiaminy, jako chromogenicznego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano przy
diugosci fali 490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Wszystkie pomiary wykonano w dwéch powto-
rzeniach (fig. 5).

Przyktad 6

Reaktywnosc¢ przeciwciat anty-CA 15-3 IgY z BSA

Reaktywnos¢ z albuming wotowg (BSA) otrzymanych przeciwciat specyficznych wobec antyge-
nu CA 15-3 wraz z ich awidnos$cig okreslono przy uzyciu testu ELISA. Ptytke optaszczono antygenem
(biatkiem CA 15-3 lub albuming wotowa) w ilosci 50 ng/studzienke. Przygotowano nastepnie serie
rozcienczen przeciwciat IgY (specyficznych wobec biatka CA 15-3 oraz przeciwciat kontrolnych)
w zakresie od 1:100 do 1:1000 i inkubowano z optaszczong antygenami ptytkg mikrotitracyjng. Dla
kazdego z badanych punktéw pomiarowych dwa powtérzenia inkubowano nastepnie z PBST podczas
gdy dwa kolejne z 6M mocznikiem w PBST przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Detekcje kom-
plekséw CA 15-3-IgY przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-IgY skoniugowanego
z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu O-fenylodiaminy jako chromogenicznego substratu.
Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Wszystkie
pomiary wykonano w dwdch powtdrzeniach (fig. 6). Przeciwciata kontrolne wykazaty brak reaktywno-
&ci z biatkiem CA 15-3 oraz przeciwciata specyficzne wobec biatka CA 15-3 nie wykazywaty reaktyw-
nosci z albuming wotowa.

Przyktad 7

Okreslenie zdolnosci przeciwciat IgY do detekcji zdenaturowanego biatka CA 15-3

W celu okreslenia zdolnosci otrzymanych przeciwciat anty-CA 15-3 do detekcji zdenaturowane-
go biatka CA 15-3 wykorzystano test ELISA. W tym celu studzienki ptytki mikrotitracyjnej optaszczono
natywnym biatkiem CA 15-3 (kontrola) oraz biatkiem CA 15-3 poddanym wczes$niejszej denaturacji
termicznej (biatko zagotowano przez 10 minut w temperaturze 100°C) w ilosci 50 ng/studzienke. Po
inkubacji (12h, 4°C) i zablokowaniu wolnych miejsc (10% mleko w buforze PBS) inkubowano
z roztworem specyficznego wobec biatka CA 15-3 przeciwciata IgY lub przeciwciata kontrolnego
(1:100). Detekcje komplekséw CA 15-3-1gY przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-
IgY skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu O-fenylodiaminy jako chromoge-
nicznego substratu. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 490 nm za pomocg czytnika
mikroptytek. Wszystkie pomiary wykonano w dwdch powtérzeniach (fig. 7).

Przyktad 8

Awidnos¢ przeciwciat anty-CA 15-3 — ELISA

W calu okre$lenia awidnosci otrzymanych przeciwciat anty-CA 15-3 wykorzystano test ELISA.
W tym celu studzienki ptytki mikrotitracyjnej optaszczono natywnym biatkiem CA 15-3 w iloSci
50 ng/studzienke. Po inkubacji (12h, 4°C) i zablokowaniu wolnych miejsc (10% mleko w buforze PBS)
inkubowano z roztworami specyficznych wobec biatka CA 15-3 przeciwciat IgY lub przeciwciata kon-
trolnego (1:100). Po wyptukaniu ptytki mikrotitracyjnej studzienki dla kazdego z badanych przeciwciat
inkubowano z 6M roztworem mocznika lub PBST przez 10 min. w temperaturze pokojowej. Detekcje
kompleksow CA 15-3-IgY przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-IgY skoniugowa-
nego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu O-fenylodiaminy jako chromogenicznego substratu.
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Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Wszystkie
pomiary wykonano w dwéch powtérzeniach (fig. 8).

Przyktad 9

Limit detekcji biatka CA 15-3 — western blotting

W celu okreslenia limitu detekcji biatka CA 15-3 w technice western blotting w pierwszym etapie
wykonano rozdziat elektroforetyczny (SDS PAGE, 4—12%) biatka CA 15-3 w warunkach nieredukuja-
cych w ilosci mieszczacej sie w zakresie od 200 ng do 0,1 ng/studzienke a nastepnie transfer biatek
na membrane nitrocelulozowa. Po zablokowaniu wolnych miejsc wigzgcych przy uzyciu 5% roztworu
mleka odtluszczonego w buforze PBST membrane inkubowano z roztworem otrzymanego specyficz-
nego wobec biatka CA 15-3 przeciwciata IgY (1:100, 0,5% mleko/PBST). Detekcje kompleksow
CA 15-3-IgY przeprowadzono przy uzyciu przeciwciata kréliczego anty-lgY skoniugowanego z perok-
sydazg chrzanowg przy zastosowaniu chemiluminescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano
przy zastosowaniu systemu obrazowania molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD (fig. 9).

Przyktad 10

Miano przeciwciat — western blotting

W celu okres$lenia zakresu stezen otrzymanych specyficznych przeciwciat klasy IgY w technice
western blotting niezbednego do detekcji biatka CA 15-3 wykonano analize technikg western blotting
(86 ng biatka CA 15-3/studzienke). Po transferze biatek na membrane nitrocelulozowg i blokowaniu
wolnych miejsc paski membrany inkubowano z roztworami specyficznego wobec biatka CA 15-3 prze-
ciwciata IgY rozcienczonego w zakresie od 1:100 do 1:25000. Po wyptukaniu paskéw membrany bufo-
rem PBST detekcje zwigzanych z antygenem specyficznych przeciwciat przeprowadzono przy uzyciu
przeciwciata kroliczego anty—IgY skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu che-
miluminescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano przy zastosowaniu systemu obrazowania
molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD (fig. 10).

Przyktad 11

Otrzymywanie specyficznych przeciwciat anty-CA 15-3 znakowanych fluoresceing

W celu wyznakowania przeciwciat IgY fluorescencyjnym znacznikiem w postaci fluoresceiny
przygotowano 1 ml roztworu specyficznych wzgledem CA 15-3 przeciwciat IgY o stezeniu 1 mg/ml
w buforze fosforanowym (pH 7.4). Do roztworu dodano 0,4 mg NHS-fluoresceiny rozpuszczonej
wczesniej w 0,1 ml DMF a nastepnie ustalono pH otrzymanej mieszaniny na poziomie 7-9 przy pomo-
cy DIPEA. Reakcje prowadzono 2h, chronigc mieszanine od $wiatta a nastepnie frakcje biatkowg
oczyszczono stosujgc chromatografie zelows.

Ocene zdolnosci wigzania znakowanych fluorescencyjnie przeciawciat IgY specyficznych
wzgledem biatka CA 15-3 przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Analizo-
wanym preparatem byly komaérki ludzkiej linii nowotworu piersi MCF 7, immobilizowane do podtoza
metodg EDC/NHS (Louise Meyer R, Zhou X, Tang L, Arpanaei A, Kingshott P, Besenbacher F., Ul-
tramicroscopy 2010, 110, 1349) (fig. 11).

Zastrzezenia patentowe

1. Przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec biatka CA 15-3 izolowane z Zéttka jaj
drobiu immunizowanego biatkowym antygenem w postaci biatka CA 15-3 izolowanego z ludzkiej linii
komodrek BTA o sekwencji przedstawionej wzorem 1.

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

3. Sposob wytwarzania przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec biatka CA 15-3,
znamienny tym, ze immunizuje sie drob antygenem w postaci biatka CA 15-3 izolowanego z ludzkiej
linii komdérek BTA o sekwencji przedstawionej wzorem 1, przy czym immunizacje prowadzi sie
w trzech osobnych dawkach, a jako adiuwantu uzywa sie petnego adiuwantu Freund’a, po czym zna-
ng metodg izoluje sie przeciwciata z wydajnoscig 80—150 mg/jajko i czystoscig 85-95%.

4. Sposoéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze immunizuje sie kury ras hodowlanych.

5. Zastosowanie przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec biatka CA 15-3
do wytwarzania testu diagnostycznego do detekcji antygenu nowotworowego — biatka CA 15-3 in vitro.
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Rysunki
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