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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest test immunochromatograficzny do detekcji biatka ADA w probkach
surowicy, w oparciu o zmodyfikowane specyficzne przeciwciata IgY, ktéry znajduje zastosowanie w me-
dycynie, zwtaszcza do diagnostyki obnizonej odpornosci.

Wynalazek dotyczy réwniez sposobu otrzymywania koniugatu zfota koloidalnego z przeciwcia-
fami anty-ADA1 IgY.

Testy immunochromatograficzne okre$lane mianem testow paskowych lub testow przeptywu
bocznego (ang. lateral flow assays) pozwalajg na szybkie wykonanie oraz interpretacje wynikéw dzieki
zastosowaniu znacznikow umozliwiajgcych ocene wizualng (charakter pétilosciowy). (Dzantiev et al.
2014) Wykorzystywane sg w diagnostyce medycznej oraz w tzw. diagnostyce przyt6zkowej (ang. point-
of-care testing). (Liu et al. 2011) Ze wzgledu na stosunkowo prostg konstrukcje i krotki czas analizy
stanowig alternatywe dla kosztownych i czasochtonnych metod instrumentalnych wykorzystywanych
w laboratoriach diagnostycznych. Zaletg testow przeptywu bocznego jest takze mata objetosé prébki
potrzebnej do wykonania analizy, a w wiekszosci przypadkéw rowniez mozliwo$é bezposredniej aplika-
cji materiatu biologicznego. (Sajid et al. 2015)

Deaminaza adenozyny (aminohydrolaza adenozyny, EC 3.5.4.4, ADA) jest gtbwnym enzymem
szklaku metabolizmu puryn. ADA katalizuje nieodwracalng reakcje deaminacji adenozyny do inozyny
oraz 2’-deoksyadenozyny do 2’-deoksyinozyny. (Bradford et al. 2017) Najwyzszy poziom enzymu za-
obserwowano w narzgdach ukfadu limfatycznego — weztach chtonnych, $ledzionie i grasicy. (Cristalli et
al. 2001) ADA petni istotng role w réznicowaniu i proliferacji limfocytéw. (Poursharifi et al. 2009) Naj-
wiekszg aktywno$¢ enzymatyczng ADA odnotowano w limfocytach T, dlatego tez moze byé uwazana
za marker komorkowej odpowiedzi immunologicznej. (Sapkota et al. 2017)

W organizmie cztowieka ADA wystepuje w formie dwéch izoenzyméw jako ADA1 oraz ADA2.
(Zavialov et al. 2010) Ludzka ADA1 zostata zidentyfikowana na powierzchni erytrocytéw, trombocytow,
neurondéw i komorek nabtonka. Obecna jest rowniez w niskich stezeniach w surowicy krwi. (Larijani et
al. 2016) Giéwng funkcjg ADA1 jest obnizanie poziomu wewnatrzkomérkowej adenozyny, ktéra jest
toksyczna dla limfocytéw, jak rowniez innych komoérek. Adenozyna i jej pochodne powodujg apoptoze
limfocytéow, dlatego brak ADA1 jest przyczyng rozwoju ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci
(ang. severe combined immunodeficiency, SCID). Natomiast zastosowanie specyficznego inhibitora — pen-
tostatyny do czasowej inhibicji ADA1 spowalnia proliferacje komoérek rakowych u 0séb chorujgcych na bia-
taczke poprzez zwiekszenie stezenia deoksyadenozyny w komoérkach nowotworowych. (Zavialov et al. 2010)

ADA2 nalezy do rodziny czynnikbédw wzrostu wykazujgcych aktywno$¢ deaminazy adenozyny
(ang. adenosine deaminase growth factors, ADGFs). (Zavialov & Engstrom 2005) Podstawowym miejscem
ekspres;ji tej izoformy enzymu sg komorki prezentujgce antygen oraz uktad monocytarno-makrofagowy.
Wykazano, ze ADA2 jest odpowiedzialna za r6znicowanie sie monocytéw w makrofagi. (Zavialov et al.
2010) ADA2 osigga najwyzsze stezenia w miejscu wystepowania stanu zapalnego, wigzgc sie z recep-
torami na powierzchni komorek. (Zavialov & Engstrém 2005) Poziom ADAZ2 jest podwyzszony u pacjen-
téw z przewlektymi chorobami watroby oraz przy chorobach takich jak AIDS, cukrzyca, gruzlica, toczen
rumieniowaty uktadowy i reumatoidalne zapalenie stawow. (Larijani et al. 2016) Deficyt, nadekspresja
lub zaburzenia w aktywnosci izoenzymoéw ADA prowadzg do powaznych zmian w organizmie cztowieka,
ktére skutkujg rozwojem groznych choréb. Jednym z powodéw jest nagromadzenie substratéw meta-
bolizmu puryn, ktére majg wptyw na procesy komoérkowe.

Jak dotad, w literaturze naukowej i patentowej, nie opisano prototypu testu immunochromatogra-
ficznego do detekciji biatka ADA w surowicy oraz sposobu otrzymywania koniugatu ztota koloidalnego
Z przeciwciatami anty-ADA1 IgY.

Istotg wynalazku jest test immunochromatograficzny do detekcji biatka ADA1 w ludzkiej surowicy
charakteryzujgcy sie tym, ze jako czynnik detekcyjny zawiera przeciwciata IgY specyficzne wobec dea-
minazy adenozyny (ADA1) izolowane z z6#tka jaj drobiu immunizowanego biatkowym antygenem w po-
staci koniugatu ztota koloidalnego z przeciwciatami anty-ADA1 IgY.

Spos6b otrzymywania koniugatu ziota koloidalnego z przeciwciatami anty-ADA1 IgY polega
na tym, ze do roztworu chlorku ztota (Ill) dodaje sie wyizolowanych i oczyszczonych przeciwciat IgY
specyficznych wobec deaminazy adenozyny (ADA1) inkubujgc przez 30 minut, nastepnie dodaje sie
roztworu surowiczej albuminy wotowej (BSA) w buforze boranowym i inkubuje przez kolejne 10 min,
po czym prébke wiruje sie przy predkosci 6000 obrotéw na minute, otrzymany osad zawiesza sie w roz-
tworze surowiczej albuminy wotowej (BSA) w buforze boranowym o objetosci identycznej jak objetosc



PL 245097 B1 3

prébki przed wirowaniem i ponownie poddaje sie wirowaniu, przy czym czynno$¢ wirowania powtarza
sie trzykrotnie.

Korzystnie, gdy sposob prowadzi sie przy pH = 9,0.

Korzystnie, gdy przeciwciata IgY specyficzne wobec deaminazy adenozyny (ADA1) dodaje sie
roztworu chlorku ztota (lll) w stezeniu wyznaczonym za pomocg miareczkowania.

Korzystnie, gdy oczyszczenie przeciwciat anty-ADA1 IgY prowadzi sie metodg chromatografii po-
winowactwa.

Korzystnie, gdy surowiczg albumine wotowg (BSA) dodaje sie w nadmiarze w stosunku do prze-
ciwciat IgY, w celu zapobiezenia agregacji.

Przedmiot wynalazku opisany jest blizej w przyktadach wykonania oraz na przedstawionych ry-
sunkach, sposréd ktoérych:

fig 1 przedstawia analize elektroforetyczng i barwienie srebrem przeciwciat anty-ADA IgY oczysz-
czanych metodg chromatografii powinowactwa: frakcja zebrana po inkubacji (FT, ang. flow through),
frakcja z pierwszego ptukania (W1), frakcje z ptukania kolumny buforem PBS-T (W1, W15), frakcje
z ptukania kolumny buforem PBS (W16, W20), frakcje po elucji buforem cytrynianowym (K1-K5),

fig. 2 przedstawia analize specyficznos$ci przeciwciat anty-ADA1 IgY wobec biatka ADA1 optasz-
czonego na membranie nitrocelulozowej, pasek 2 stanowi kontrole negatywng, gdzie membrane optasz-
czono buforem PBS i inkubowano z anty-ADA1 IgY.

fig. 3 przedstawia schemat budowy opracowanego testu immunochromatograficznego, T — pole
testowe, C — pole kontrolne, biatym kolorem oznaczono membrane nitrocelulozowg, na ktérg nachodzi
pole materiatu poliestrowego z natozonym koniugatem (gtadki szary). Na kofAcu paska umieszczono
materiat absorpcyjny.

fig. 4 przedstawia limit detekcji biatka ADA1, wykonany z uzyciem opracowanego testu przeptywu
bocznego, intensywnos$¢ — réznica intensywnos$ci prazkéw na linii testowej dla rozciericzen i probki o ze-
rowym stezeniu,

fig. 5 przedstawia limit detekcji biatka ADA1 w surowicy ludzkiej w te$cie immunochromatogra-
ficznym w uktadzie podwdjnego wigzania z wykorzystaniem przeciwciat IgY.

Przyktad 1. Oczyszczanie przeciwciat IgY
1.1. Oczyszczanie przeciwciat anty-ADA1 IgY metodg chromatografii powinowactwa.

Przeciwciata IgY specyficzne wobec biatka ADA1 pozyskuje sie z z6ttek jaj od kur, ktére poddano
immunizacji domie$niowej przy uzyciu biatka ADA1. Izolowane surowe przeciwciata poddaje sie nastep-
nie oczyszczaniu metodg chromatografii powinowactwa. W pierwszej kolejnosci ztoze CNBr-Sepha-
rose 4B (75 mg) umieszcza sie w kolumnie chromatograficznej i przemywa roztworem 1 mM HCI
(10 x 1 ml) i buforem weglanowym (100 mM NaHCO3, 500 mM NacCl, pH 8,3; 2 x 0,5 ml). Nastepnie do
kolumny wprowadza sie 75 ug biatka ADA1 przygotowanego w buforze weglanowym o objetosci 300 ul.
Kolumne inkubuje sie 1 h w temperaturze pokojowej, a nastepnie przez noc w 4°C. Kolumne przemywa
sie naprzemiennie 0,1 M kwasem octowym z 0,1 M octanem sodu (5 x 1 ml; pH 4,0) i Tris-HCI (5 x 1 ml,
pH 8,0). Kolumne przechowuje sie w 4°C. Na przygotowane ztoze chromatograficzne nakfada sie su-
rowe izolaty przeciwciat IgY rozcienczone w 10 mM buforze PBS (10 mM fosforan sodu, 137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, pH 7,4) z dodatkiem 25 mM EDTA (pH 7,4) w stosunku 1 :3 (izolat : bufor PBS). Po godzin-
nej inkubacji, ztoze przemywa sie pietnastokrotnie buforem PBS-T (1 ml; 10 mM PBS, 25 mM EDTA,
0,1% Tween 20) i pieciokrotnie buforem PBS (1 ml). Elucje specyficznych przeciwciat przeprowadza sie
z wykorzystaniem buforu cytrynianowego (0,5 ml; 20 mM cytrynian sodu, pH 2,5). Kazda frakcje
neutralizuje sie przy uzyciu 1 M roztworu Tris-base. Objetosé buforu neutralizujgcego dostosowuje sie
eksperymentalnie tak, aby koncowe pH roztworu wynosito okoto 7,4. Czysto$¢ uzyskanych przeciwciat
potwierdza sie technikg SDS-PAGE (4-12%, warunki nieredukujgce) i barwieniem srebrem. Uzyskane
wyniki przedstawiono na fig. 1.

1.2. Analiza specyficznoéci przeciwciat anty-ADA1 IgY oczyszczonych metodg chromatografii po-
winowactwa.

Analize specyficznosci oczyszczonych przeciwciat IgY anty-ADA1 przeprowadza sie metodg dot
blot. Membrane nitrocelulozowg optaszcza sie biatkiem ADA1 (50 ng/studzienke, 100 ul) w buforze PBS.
W kolejnym kroku blokuje sie wolne miejsca wigzgce na membranie 5% roztworem odttuszczonego
mleka w buforze PBS-T (10 mM PBS, 0,05% Tween 20) przez noc w 4°C. Nastepnie membrane ptucze
sie buforem PBS-T (3 x 15 min.) i inkubuje z 2 ml roztworu specyficznych przeciwciat IgY anty-ADA1
rozcienczonych w 0,5% mileku w PBS-T do stezenia 1 ug/ml (1 h, 37°C). Po trzykrotnym przeptukaniu
membrany (PBS-T, 3 x 15 min.) inkubuje sie z przeciwciatami anty-IgY IgG-HRP (2 ml, 1:5000; 1 h,
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37°C). Detekcje komplekséw antygen-przeciwciato wykonuje sie przy pomocy chemiluminescencyjnego
substratu. Uzyskany sygnat obrazuje sie przy pomocy systemu obrazowania. Uzyskane wyniki przed-
stawiono na fig. 2.

Przyktad 2, Przygotowanie i funkcionalizacia nanoczastek ztota przeciwciatami anty-ADA1 IgY.

W kolbie okragtodennej umieszcza sie 165,6 ml wody destylowanej, a nastepnie dodaje 16,56 mg
chlorku ztota (ll). Roztwor podgrzewa sie mieszajgc co kilka minut, a po zagotowaniu dodaje 1% roztwor
cytrynianu sodu w ilosci 3312 ul. Po dodaniu cytrynianu sodu roztwér zmienia barwe na ciemnoszary,
a podczas dalszego podgrzewania uzyskuje barwe purpurowg. Po dalszych 5 minutach gotowania roz-
twor studzi sie do temperatury pokojowej i doprowadza do pH = 9 przy pomocy 0,2 M roztworu weglanu
sodu. Roztwér nanoczgstek ztota przechowuje sie w temperaturze pokojowe;.

Modyfikacje powierzchni nanoczgstek ztota przy uzyciu specyficznych przeciwciat IgY przepro-
wadza sie dodajgc 3 ml przeciwciat IgY (25 ug/ml) przygotowanych w 10 mM buforze PB (2,5 mM
NaH2PO4, 7,5 mM Na:HPO4, pH 7,4) do 30 ml roztworu ztota koloidalnego i inkubujgc przez 30 minut
w temperaturze pokojowej delikatnie mieszajgc. W kolejnym kroku dodaje sie 3 ml 10% roztworu BSA
w 20 mM buforze boranowym (pH 8,0) i inkubuje przez kolejne 10 min w temperaturze pokojowe;.
Prébke nastepnie wiruje sie przez 30 minut (6000 rpm, 21°C). Otrzymany osad zawiesza sie w 4%
roztworze BSA w buforze boranowym, o objetosci identycznej jak objetosé prébki przed wirowaniem
i ponownie wiruje jak opisano powyzej. Czynno$¢ powtarza sie trzykrotnie.

Przyktad 3. Wykonanie testu immunochromatograficznego
3.1 Przygotowanie testu.

Test paskowy przygotowuje sie na prostokgtnym pasku plastiku o wymiarach 0,5 x 8 cm. Nastepnie
na pasek nakleja sie membrane nitrocelulozowg o porowato$ci 0,45 um (0,5 x 4 cm). Element wnoszacy
do testu czynnik detekcyjny — nanoczastki ztota funkcjonalizowane przeciwciatami IgY specyficznymi
wobec deaminazy adenozyny stanowi pasek (0,5 x 2 cm) z materiatu poliestrowego z naniesionym ko-
niugatem zfota koloidalnego z przeciwciatami anty-ADA1 IgY. Przykleja sie go tak, aby poftowa jego
dtugosci przykrywata membrane nitrocelulozowg. Na drugim koncu paska, przyklej a sie materiat absor-
bcyjny (papier do blottingu, widkno celulozowe, 0,8 mm) (fig. 3). Przed rozpoczeciem testu na mem-
brane nitrocelulozowg naktada sie trzykrotnie (suszgc po kazdej aplikacji) przeciwciata anty-IgY
(1 mg/ml) w miejscu linii kontrolnej paska. W miejscu linii testowej nakfada sie w analogiczny sposéb
specyficzne przeciwciata anty-ADA1 IgY (296,5 pg/ml). W kolejnym kroku membrane blokuje sie w bu-
forze blokujgcym (10 mM Tris, 1% Tween 20, 0,75% BSA; pH 8,2) w 37°C przez 1 h. Nastepnie na bi-
bute tworzgca pole koniugatu naktada sie 40 yl zmodyfikowanych specyficznymi przeciwciatami IgY
anty-ADA1 nanoczastek ztota i pozostawia do wyschniecia.

Po catkowitym osuszeniu paskéw testowych i pola koniugatu, test sktada sie przy pomocy tasmy
dwustronnej wg schematu (fig. 3).

3.2 Prowadzenie testu immunochromatograficznego.

Test immunochromatograficzny przeprowadza sie nakfadajgc na pole koniugatu 135 pl analizo-
wanego materiatu przygotowanego w buforze PBS, zawierajgcym 1% BSA, 5% sacharozy, oraz 0,6%
Tween-20 (pH 7,4).

3.3 Oznaczenie limitu detekcji biatka ADA1 w te$cie immunochromatograficznym.

W celu wyznaczenia limitu detekcji biatka ADA1 wykonuje sie test przeptywu bocznego dla roz-
nych stezen antygenu w analizowanej préobie. Test przeprowadza sie na paskach testowych przygoto-
wanych wedtug punktu 3.1. W celu wyznaczenia limitu detekcji antygenu do buforu PBS zawierajgcego
1% BSA, 5% sacharozy oraz 0,6% Tween-20; (pH 7,4) dodaje sie biatko ADA1 o stezeniach: 1, 0,5,
0,25, 0,1, 0,05, 0,025, 0,01, 0,005, 0 pg/ml. Wyniki przedstawiono na fig. 4.

3.4 Oznaczenie limitu detekcji biatka ADA1 w surowicy ludzkie;.

W celu okre$lenia potencjatu diagnostycznego testu w odniesieniu do prébek surowicy ludzkiej
wyznaczono limit detekcji deaminazy adenozyny dodanej do ludzkiej surowicy kontrolnej w zakresie
stezenia od 5 do 0,05 pg/ml. Uzyskane wyniki przedstawiono na fig. 5.
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Zastrzezenia patentowe

Test immunochromatograficzny do detekcji biatka ADA1 w ludzkiej surowicy znamienny tym,
ze jako czynnik detekcyjny zawiera przeciwciata IgY specyficzne wobec deaminazy adeno-
zyny (ADA1) izolowane z z6ttka jaj drobiu immunizowanego biatkowym antygenem w postaci
koniugatu zfota koloidalnego z przeciwciatami anty-ADA1 IgY.

Sposo6b otrzymywania koniugatu ztota koloidalnego z przeciwciatami anty-ADA1 IgY zna-
mienny tym, ze do roztworu chlorku zfota (lll) dodaje sie wyizolowanych i oczyszczonych
przeciwciat IgY specyficznych wobec deaminazy adenozyny (ADA1) inkubujgc przez 30 minut,
nastepnie dodaje sie roztworu surowiczej albuminy wotowej (BSA) w buforze boranowym i in-
kubuje przez kolejne 10 min, po czym prébke wiruje sie przy predkosci 6000 obrotéw na mi-
nute, otrzymany osad zawiesza sie w roztworze surowiczej albuminy wotowej (BSA) w buforze
boranowym o objetosci identycznej jak objetosé probki przed wirowaniem i ponownie poddaje
sie wirowaniu, przy czym czynno$¢ wirowania powtarza sie trzykrotnie.

Sposo6b wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze prowadzi sie przy pH = 9,0.

Sposo6b wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze przeciwciata IgY specyficznych wobec deami-
nazy adenozyny (ADA1) dodaje sie roztworu chlorku ztota (Ill) w stezeniu wyznaczonym
za pomoca miareczkowania.

Spos6b wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze oczyszczenie przeciwciat anty-ADA1 IgY pro-
wadzi sie metodg chromatografii powinowactwa.

Spos6b wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze surowiczg albumine wotowg (BSA) dodaje sie
w nadmiarze w stosunku do przeciwciat IgY, w celu zapobiezenia agregacji.
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