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PRZECIWCIALA - NARZEDZIE PRZYRODY I CZLOWIEKA

Alicja Gérlich (Krakow)

Streszczenie

Poznanie molekularnego mechanizmu i specyfiki wzajemnego oddzialywania antygenu i przeciwciata lezy
u podstawy rozwoju nowych technik badawczych, tzw. immunotechnik. Wykorzystuja one interakcje pomig-
dzy antygenem i przeciwciatem jako narzgdzie do wykrywania i izolowania innych czgsteczek biologicznie
czynnych. Kluczowa role w tej metodzie odgrywaja przeciwciata, ktore wykorzystywane sg jako markery ba-
danych molekut. Niepodwazalng warto$¢ zastosowania przeciwciat do celow badawczych opisuje metaforycz-
ne stwierdzenie, ze przeciwciata sag koniem pociggowym nauk biologicznych i medycznych. Jednak pomimo
powszechnosci i doniostosci ich stosowania, efektywnos¢ metod immunologicznych zalezy od wielu czynni-
kow, ktore determinuja precyzje i specyficznos¢ przeciwceiat uzytych w danej technice. Artykut zwraca uwage
na koniecznos$¢ tzw. walidacji przeciwciat, podczas ktorej nalezy wykazac, ze zastosowane przeciwciala sa
nie tylko specyficzne i selektywne, ale tez zapewniajg wysoka powtarzalnos¢ w kolejnych eksperymentach.

Abstract

The understanding of the molecular mechanism and the specificity of interactions between antigen and an-
tibody underlies the development of the new techniques, the so called immunotechniques. Immunotechniques
use these interactions as a tool to identify and isolate other biomolecules. The key role in this method play
antibodies, which are used as the markers of investigated molecules. Antibodies are real workhorses for life
science research. The efficiency of immunotechniques, however, depends on many factors, which determine
the specificity of antibodies used in the assay. This article points to the necessity of the standardisation of anti-
bodies, named antibody validation. During validation it must be shown that not only are the antibodies specific
and selective but they can also provide reproducible results.
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Reakcja odpornosciowa organizmu

W toku ewolucji zwierzat w ich organizmach wy-
ksztalcity si¢ ztozone systemy obrony przed czynni-
kami chorobotworczymi (patogenami). Elementami
tych systeméw sg wyspecjalizowane komorki od-
pornosciowe, ktore nie tylko rozpoznajg patogen, ale
w nastgpstwie uruchamiajg mechanizmy, ktore ten
patogen neutralizujg.

Szczegblne miejsce wsrod systemdéw obronnych
zwierzat zajmuje uktad odpornosciowy kregowcow,
w ktérym rolg wyspecjalizowanych komorek odpor-
nosciowych pehig limfocyty, jeden z typow komorek
obecnych w krwi.

Limfocyty sa produkowane w szpiku kostnym.
Czg$¢ z nich dojrzewa w szpiku, przeksztatcajac sie
w populacje limfocytéw B (litera B pochodzi od na-
zwy narzadu ptakow - kaletki Fabrycjusza, tac. bursa
fabricii, w ktorym dokonano odkrycia tych komorek),
a cze$¢ migruje do grasicy, gdzie dojrzewa do tzw.
limfocytow T (thymus — grasica). Te dwa typy lim-
focytéw posiadajg na powierzchni blony komorko-
wej specyficzne receptory. Receptory te wigzg obce
czasteczki wyzwalajac odpowiedz obronng organi-
zmu. Na poziomie komdérkowym oznacza to zmiang
w liczbie limfocytow B i T oraz w ich zachowaniu,
gdyz patogeny zwigzane z receptorami stymulujg te
limfocyty do podziatow, tym samym inicjujac tzw.
selekcje klonalng, czyli pojawienie si¢ klonu iden-
tycznych limfocytow potomnych.

Cho¢ oba typy limfocytow wchodza w interakcje
z patogenem, a nastepnie dzielg si¢, dajac linie sio-
strzanych komorek (klony) o okreslonych funkcjach,
to tylko limfocyty B dajg poczatek tzw. komorkom
plazmatycznym, ktére syntetyzuja i wydzielaja roz-
puszczalne biatka, zwane przeciwcialami (ang. an-
tibody), ktérych rola jest rozpoznawanie i wigzanie
obcych, patogennych czasteczek (Ryc. 1).

Poniewaz kazdy limfocyt ma na swej powierzchni
jeden rodzaj receptoréw, wigc linia klonalna wywo-
dzaca si¢ od jednego limfocytu B produkuje jeden
typ przeciwcial, swoistych w stosunku do okreslo-
nego fragmentu patogenu, ktéry zapoczatkowat re-
akcje. Patogen, ktory wyzwala produkcje specyficz-
nych przeciwcial nazywany jest antygenem. Nazwa
ta pochodzi od poczatku angielskich stow antibody
generation 1 odnosi si¢ do kazdego czynnika stymu-
lujacego produkcje przeciwciat.

Czym jest antygen ...

Antygen, w sensie chemicznym jest najczesciej
biatkiem lub polisacharydem o wysokiej masie

czasteczkowej. Antygenami sg takze wirusy i bak-
terie posiadajace wewnatrz lub na swej powierzch-
ni immunogenne (czyli wywotujace odpowiedz od-
pornos$ciowq) czasteczki. Polipeptydy, lipidy, kwasy
nukleinowe i wiele innych biomolekut moze rowniez
oddzialywa¢ jako antygen. Male czasteczki (tzw.
hapteny), na przyklad niektore leki, cukry proste czy
aminokwasy, pod warunkiem, ze sg przytaczone do
wiekszych biatkowych nos$nikow, rowniez moga wy-
wota¢ odpowiedz immunologiczna.
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Ryc. 1. Mechanizm selekcji klonalnej limfocytow B. Zrodto: http://www.
neuro.mpg.de/26129/news_publication 570455?¢=22167, zmienione.

Na powierzchni antygenu znajduja si¢ specyficzne
regiony, tzw. epitopy (inaczej determinanty anty-
genowe), ktore sa rozpoznawane przez przeciwciala
(Ryc. 2). Regiony te sa albo ciaglymi fragmentami
fancucha aminokwasow (tzw. epitopy linearne) albo
ztozone sa z wielu odleglych odcinkéw tancucha,
ktore tworza jeden epitop po zmianach konformacyj-
nych, gdy czasteczka osiggnie drugo- i trzeciorze-
dowg strukture (tzw. epitop konformacyjny). Jeden
antygen moze posiada¢ wiele epitopéw. Na przyktad
insulina ma ich okoto 115 [9]. Praktycznie cala po-
wierzchni¢ antygenu moga tworzy¢ zachodzace na
siebie epitopy rozpoznawane przez odrebne przeciw-
ciata. Determinantg antygenowa moze by¢ zaledwie
5-8 aminokwasow (w przypadku antygenu biatkowe-
go) czy 1-6 monosacharydow (w przypadku polisa-
charydu).




Wszechswiat, t. 117, nr 4-6/2016

ARTYKULY

Ryec. 2. Determinanty antygenowe. Zrodto: Campbell N. A., Reece J. B.,
Biologia wyd. 2012, zmienione.

... a czym jest przeciwcialo?

Przeciwciato (czgsto nazywane immunoglobuli-
ng, w skrocie Ig) jest glikoproteing. Zbudowane jest
z czterech tancuchow polipeptydowych, dwodch tzw.
cigzkich (okolo 450-575 reszt aminokwasowych)
oraz dwoch tzw. lekkich (okoto 220 reszt aminokwa-
sowych), potaczonych mostkami dwusiarczkowymi
w symetryczng strukture. W schematycznym ujeciu
ksztattem przypomina litere Y (Ryc. 3 i 4). Poszcze-
golne czesci czasteczki immunoglobuliny pehnia
stale funkcje, z ktorych najistotniejsza jest wigzanie
antygenu. Miejsce, w ktorym wigzany jest antygen
okreslane jest jako paratop lub antydeterminanta.
Sa nim dwa tzw. regiony Fab (ang. fragment antigen-
-binding), obejmujace skrajne obszary ramion litery
Y. Miejsce rozpoznajace antygen jest kombinacja
aminokwasow ciezkiego i lekkiego tancucha. Dolna
czes¢ ,,Y”, nazywana regionem Fc (ang. fragment
crystalizable), nie jest zaangazowana w rozpoznawa-
nie antygenu. Region ten jest wazny ze wzgledu na
to, ze sam moze by¢ rozpoznawany jako antygen lub
tez wigzac¢ si¢ z innymi duzymi biatkami.

Sekwencja aminokwaséw w tancuchach lekkich
i cigzkich w miejscu paratopu jest wysoce zmienna.
Wynika ona z rearanzacji kilkuset genéw kodujacych
fancuchy przeciwciat oraz z mutacji somatycznych [3].

Przeciwciata podzielono na pie¢ klas: IgG, IgM,
IgA, IgD oraz IgE. Kryterium stanowig r6znice w bu-
dowie tancucha ciezkiego.

Interakcja antygen-przeciwcialo

Interakcja pomiedzy antygenem i przeciwciatem
polega na dopasowaniu przestrzennym powierzch-
ni epitopu i paratopu. Odpowiedzialny za to jest tak
zwany region CDR tancuchéw aminokwasowych pa-
ratopu (CDR, ang. complementarity determining re-
gion), ktory tworzy powierzchnie komplementarng
do powierzchni antygenu. Wspomniana wyzej zmien-
no$¢ dotyczy wilasnie tych regiondw i warunkuje
dopasowanie. A im ono doktadniejsze, tym mocniejsze

oddziatywanie, tym wigksze tzw. powinowactwo
przeciwciata do antygenu. Pomigdzy przeciwcialem
a antygenem nie powstaja wigzania chemiczne — od-
dziatywanie mig¢dzy nimi ma charakter niekowalen-
cyjny, nie jest trwale i zachodzi poprzez wigzania
wodorowe, elektrostatyczne lub sity van der Waalsa.

Paratopy jednego przeciwciata dziatajg niezalez-
nie, to znaczy, ze kazdy z dwoch paratopow moze
oddziatywa¢ z réznymi, spokrewnionymi lub nie,
epitopami [8]. Rowniez jeden epitop moze by¢ rozpo-
znany jako komplementarny przez dwa zupehie r6z-
ne pod wzgledem sekwencji aminokwasow paratopy,

Hai
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Ryc. 3. Schemat czasteczki przeciwciata.

zielony — tancuchy lekkie, niebieski — tancuchy cigzkie, jasnozielony
i jasnoniebieski (w kotku) — regiony zmienne, Fab - miejsce rozpoznajace
antygen, Fc — region rozpoznawany przez inne przeciwciata jako anty-
gen, -S-S- - mostki dwusiarczkowe, -NH, oraz -COOH - grupy funkcyjne
koncowych aminokwasow laficucha biatkowego. Zrédto: http://xray.bme.
uu.se/lars/Practicals/Immun/antibody.html, zmienione.

Ryc. 4. Diagram wstazkowy (model wstazkowy) 3D przedstawiajacy
organizacj¢ przestrzenng tancuchow biatkowych czasteczki przeciwcia-
ta. Niebieski i zotty — tancuchy cigzkie, fioletowy i zielony — tancuchy
lekkie. Zrodto:http:/nfs. unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/lectures/
files/structure abs_tcr.html, zmienione.
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poniewaz mozliwe jest podobienstwo przestrzenne
pomimo roznic w sktadzie aminokwasowym tancu-
cha. Zostato to potwierdzone badaniami krystalogra-
ficznymi [5].

Przeciwcialo jako narzedzie badawcze

Poznanie specyfiki wzajemnego oddzialywania an-
tygenu i przeciwciala uczynito mozliwym powstanie
nowych technik badawczych, tzw. immunotechnik,
ktore wykorzystuja interakcje pomiedzy tymi dwo-
ma biomolekutami jako narzedzie do badania czaste-
czek biologicznie czynnych. Przeciwciata odgrywaja
w nim kluczowa role, gdyz wykorzystywane sg jako
markery badanych molekul, bedacych zarazem po-
tencjalnymi antygenami.

W ogdlnym zarysie techniki te polegaja na tym, ze
czasteczki przeciwciata skierowanego przeciwko ba-
danemu antygenowi sg przytaczane do niego w kon-
trolowanych warunkach. Przeciwciata te sg ,,uzbro-
jone” w znaczniki chemiczne, ktore dzigki procesom
chemicznym lub fizycznym, ktorym sa poddawane,
pozwalaja uwidoczni¢ obecnos$¢ antygenu (badanej
czasteczki).

Przeciwciata skierowane przeciwko okreslonemu
antygenowi sg produkowane w organizmach zwierzat
laboratoryjnych, a nastepnie izolowane i oczyszcza-
ne. Obecnie mozna je kupi¢, wybierajac z katalogow
wielu producentow. Na §wiecie produkuje si¢ milio-
ny przeciwcial w blisko 200 firmach. Samych tylko
przeciwciat skierowanych przeciwko ludzkim biat-
kom na potrzeby terapeutyczne jest ponad 500 000;
ich $wiatowy rynek w 2014 roku byl warty okoto
pottora miliarda dolarow (wg http://www.resear-
chandmarkets.com). Majac unikalny antygen, mozna
wyprodukowac skierowane przeciwko niemu unikal-
ne przeciwcialo. Jesli uda si¢ otrzymac przeciwciato
optymalne do danego zastosowania, badacz czy lekarz
otrzymuje genialne w swej prostocie narzedzie.

Z dobrodziejstwa takiego zastosowania przeciw-
cial korzystaja nie tylko badania podstawowe, ale
takze diagnostyka medyczna i terapie przeciwnowo-
tworowe. Zastosowanie przeciwcial umozliwia: (A)
przeprowadzenie analiz ilosciowych i jako$ciowych
stwierdzajacych, czy dany antygen (badana moleku-
fa) jest obecny w preparacie, a jesli tak, to w ktorych
komorkach/tkankach; (B) oczyszczenie (wyizolowa-
nie) antygenu oraz innych czasteczek lub komorek
z nim potaczonych, (C) uzyskanie efektow fizjolo-
gicznych w celach terapeutycznych.

Otrzymywanie przeciwcial

W odpowiedzi immunologicznej reakcja na jeden
epitop antygenu jest selekcja klonalna limfocytow B
o receptorach najlepiej do niego pasujacych, lecz tak-
ze limfocytéw B o receptorach zblizonych. Poniewaz
antygen moze mie¢ wiele roznych epitopow, w toku
odpowiedzi immunologicznej powstaje jednoczes$nie
wiele linii klonalnych produkujacych przeciwciata,
ktore sa skierowane do wszystkich epitopow jednego
antygenu. Zjawisko to ma fundamentalne znaczenie
dla procesu otrzymywania i stosowania przeciwciat
w celach badawczych.

W praktyce laboratoryjnej, aby pozyskaé przeciw-
ciataskierowaneprzeciwkodanemuantygenowi, wpro-
wadza si¢ do krwioobiegu zwierzat laboratoryjnych
ten wilasnie antygen (immunogen), czyli immunizuje
si¢ zwierzeta. Sg to najczesciej kroliki i myszy, ale
takze szczury, kurczeta, kawie domowe (dawna na-
zwa: $winki morskie), owce lub kozy. Podawany an-
tygen mozna przygotowac¢ w réznych formach. Moze
to by¢ czasteczka natywna, wyizolowana z natural-
nego zrodta albo produkt inzynierii genetycznej, np.
biatko rekombinowane, bedace w skrajnym przy-
padku tylko immunogennym linearnym fragmentem
wiekszej czasteczki. Mozliwe jest rowniez wstrzyk-
nigcie zwierzgciu cDNA (ang. complementary DNA)
zawierajacego gen kodujacy dany immunogen [4].
W tej metodzie, nazywanej genetyczng immuniza-
cja, cDNA ulega ekspresji w organizmie gospodarza,
produkujac obce biatko i w nastgpstwie wywotujac
odpowiedz immunologiczng. Do produkcji przeciw-
ciat w celach terapeutycznych zwykle immunizuje
si¢ zwierzeta antygenem w postaci kompletnej czg-
steczki biatka lub domeny antygenowej z zachowana
struktura przestrzenng. Jesli natomiast przeznacze-
niem danego przeciwciata jest technika immunoche-
miczna, czgsto powstaje ono w wyniku immunizacji
zwierzat syntetycznym peptydem lub biatkiem.

W odpowiedzi immunologicznej, po wielokrot-
nym podaniu danego antygenu, w surowicy krwi
zwierzecia pojawiaja si¢ immunoglobuliny (Ig) skie-
rowane specyficznie przeciwko temu antygenowi.
Sposrdd pieciu klas Ig najczgsciej uzywane w pro-
cedurach immunochemicznych sa IgG. Stanowia one
80% wszystkich przeciwciat obecnych w surowicy
krwi kreggowcodw. Pozyskang surowice oczyszcza
si¢ metoda chromatografii powinowactwa kolejno
z biatkowych sktadnikow, ktére nie sg immunoglobu-
linami oraz z innych niz IgG klas przeciwciat. Elimi-
nuje si¢ takze te IgG, ktore wykazujg niespecyficzne,
tzw. krzyzowe reakcje (ang. cross reactivity) z kon-
serwatywnymi domenami immunoglobulin zwierzat
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obcych gatunkowo w stosunku do gospodarza, czyli
zwierzgcia, ktore zostato immunizowane. Cho¢ wy-
soce oczyszczona, taka surowica nadal zawiera prze-
ciwciata o zréznicowanej specyficznosci, poniewaz
sg one produktami odrebnych klonow limfocytow B
powstatych w odpowiedzi na wszystkie poszczegolne
epitopy podanego antygenu. Dlatego surowica taka
nosi nazwe¢ surowicy poliklonalnej, a przeciwciata
W niej zawarte — to przeciwciata poliklonalne.

W przeciwienstwie do surowicy poliklonalnej, tak
zwana surowica monoklonalna zawiera tylko jeden
rodzaj przeciwcial, nazywanych przeciwciatami mo-
noklonalnymi, begdacych produktami linii klonalnej
tylko jednego limfocytu B, a wigc skierowanych tyl-
ko 1 wytacznie przeciw jednemu epitopowi podanego
antygenu.

O ile surowice poliklonalng, zwang krotko — su-
rowicg, mozna uwaza¢ za produkt wzglednie na-
turalny, o tyle przeciwcial monoklonalnych nie da
si¢ pozyska¢ w opisany wyzej sposob. Metoda ich
produkowania zostata opracowana w polowie lat
siedemdziesigtych ubiegltego wieku przez Cesara
Milsteina i Georgesa Koehlera. Dokonali oni pota-
czenia w jedng strukture, czyli fuzji, komorek linii
limfocytarnej produkujacych swoiste przeciwciala
z komorkami nowotworowymi szpiku kostnego, szpi-
czaka mnogiego. Zabieg ten spowodowat, ze nowo
powstate komorki, tzw. hybrydy (ang. hybridomas),
otrzymaly dwie cechy: zdolno$¢ nieograniczonego
namnazania si¢, wniesiong przez komorki nowotwo-
rowe oraz zdolnos¢ do produkcji przeciwcial, ktora
pochodzi od komodrek produkujgcych przeciwciata.
Nieustajaco mnozace si¢ komorki hybrydowe pro-
dukujg stale przeciwciata, majace zawsze identyczne
wlasnosci fizyczne, biochemiczne i immunologiczne.
W roku 1984 roku Cesar Milstein i Georges Koehler,
a takze Niels Jerne — tworca teoretycznych podstaw
nowoczesnej immunologii, za swe dokonania otrzy-
mali Nagrode Nobla.

Produkcja przeciwcial monoklonalnych pozwolita
rozwing¢ nowe techniki badawcze i otworzy¢ kolejny
rozdziat w naukach biologicznych, dajac precyzyjne
narzedzie, dzigki ktéremu moze by¢ identyfikowany
tylko jeden sposrod wielu epitopow danego antygenu.
Techniki te majg szczegodlne znaczenie w terapiach
medycznych, gdzie istotne jest punktowe ,,naznacze-
nie” czgsteczki bialka, na przyktad na powierzchni
komoérek nowotworowych.

Przeciwciata monoklonalne moga by¢ zawarte
w ptynach hodowlanych zebranych znad hodowli hy-
brydom (tzw. supernatanty, ang. hybridoma tissue cul-
ture supernatants) lub pochodzi¢ z innej formy kul-
tywacji komorek hybrydowych, jaka jest hodowanie

ich w jamie otrzewnej myszy lub innego zwierzgcia
(gospodarz, ang. host). Jesli wszczepi si¢ gospoda-
rzowi komorki hybrydom, namnazajg si¢ one i pro-
dukuja ptyn (ang. ascites) w jamie brzusznej. Ptyn
ten zawiera wysokie stezenie przeciwcial monoklo-
nalnych. Wydajnos¢ takiej hodowli jest znaczaco
wyzsza niz hodowle komorkowe hybrydom. Obecnie
jednak odchodzi si¢ od tego typu kultur. Ich miejsce
zajmuja bioreaktory, wyspecjalizowane aparaty do
hodowli komodrkowych, gdzie hoduje si¢ wyosobnio-
ne komorki hybrydom w mediach pozwalajacych na
produkcje wysoce skoncentrowanych supernatantow.

Przeciwciala monoklonalne sg otrzymywane z ho-
dowli komoérek mysich lub kréliczych. W przypad-
ku zastosowan klinicznych system immunologiczny
czlowieka traktuje te przeciwciata jak antygen, ktory
wyzwala odpowiedz uktadu odpornosciowego. Za-
awansowane techniki inzynierii genetycznej umoz-
liwity modyfikacje zwierzecych przeciwcial mo-
noklonalnych, ktora przezwyci¢za to ograniczenie.
Stworzono przeciwciata hybrydowe (lub chimerycz-
ne), ktore sktadaja si¢ zarowno z komponent zwierze-
cych, jak i ludzkich. Jesli znaczng czg¢s¢ pierwotnego
przeciwciata monoklonalnego stanowi komponenta
ludzka, moéwi si¢ wtedy o przeciwciatach humani-
zowanych. Niektore zwierzgce przeciwciata mo-
noklonalne sg praktycznie cate zamienione w ludz-
kie przeciwcialo, co oznacza, ze sa bezpieczniejsze
i bardziej efektywne w zastosowaniach medycznych.
Inzynieria humanizowanych przeciwciat terapeu-
tycznych umozliwia takze podanie jedynie fragmen-
tu przeciwciala zamiast catej czasteczki, gdyz mate
czasteczki tatwiej docieraja do celu, np. do komorek
nowotworowych. Moga one nies$¢ ze soba leki, czast-
ki radioaktywne czy inne czynniki dezaktywujace lub
zabijajace komorki patologiczne.

Mechanizm reakcji immunochemicznej

Techniki wykorzystujace przeciwciata do badan
czasteczek biologicznych sg procesami wieloetapo-
wymi. Ustalenie optymalnych warunkow fizycznych
i chemicznych s$rodowiska reakcji immunologicz-
nej odbywa si¢ metoda kolejnych prob. Pomimo ze
producenci przeciwciat zwykle podaja wstepne dane
na temat warunkéw stosowania danego przeciwcia-
fa, kazde laboratorium musi wypracowaé wlasne,
szczegotowe procedury zalezne od rodzaju materiatu
biologicznego, sposobu przygotowania probek i celu
badawczego. Jednakze sam schemat dziatania jest
podobny w wielu zastosowaniach (Tab. 1), a celem
i koncowym produktem tej kilkustopniowej reakcji
jest wizualizacja powstatego kompleksu antygen-
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-przeciwcialo, czy to na kliszy fotograficznej, czy
przy uzyciu technik mikroskopowych.

Tab. 1. Charakterystyka technik immunochemicznych.

ze znacznikiem (metoda bezposrednia, ang. direct
immunodetection). Najczesciej jednak stosuje si¢

Oznaczenia: WB — Western Blotting, IHC — immunohistochemia, ICC — immunocytochemia, ELISA — test immunoenzymosorpcyjny (ang. enzyme-

-linked immunosorbent assay), EM — mikroskopia elektronowa, FLOW — cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry), IP - immunoprecypitacja.

TYP LIGANDU sprzezonego

sprzezonym z nosnikiem (kulki
agarozowe lub magnetyczne)

TECHNIKA FORMA ANTYGENU o NARZEDZIE ODCZYTU
z przeciwcialem Il-rzedowym
zdenaturowana ENZYM klisza fotograficzna
WB anzgzlbixqz(i?t};ozcgﬁl \;g;;zlc&l I;I 1@ peroksydaza chrzanowa (HRP), lub czytnik (chemiluminescencji,
poliﬂuorekywinyli denu, PVDF) alkaliczna fosfataza (AP) fluorescencji, podczerwieni)
zdenaturowana FLUOROCHROM . .
HC/ICC . A o mikroskop fluorescencyjny
. fluoresceina, rodamina, cyjanina lub konfokalny
utrwalony skrawek mikroskopowy .
iich pochodne
ENZYM
natywna
ELISA . peroksydaza chrzanowa (HRP) czytnik ptytek do ELISA
antygen zawieszony w buforze alkaliczna fosfataza (AP)
zdenaturowana ATOM METALU _
EM o mikroskop e.lek.tronowy
utrwalony ultracienki skrawek . transmisyjny
mikroskopowy ztoto koloidalne, ferrytyna
natywna FLUOROCHROM
FLOW zywe komorki zawieszone w fluoresceina, rodamina, cyjanina cytometr przeplywowy
buforze iich pochodne
natywna
wyizolowany antygen poddawany jest dalszym procedurom
1P antygen zwigzany z przeciwcialem

np. analizie Western Blot

Poczatkiem procedury jest przylaczenie si¢ prze-
ciwciata o okreslonej specyfice, zwanego pierwszo-
rzedowym (ang. primary antibody) do antygenu,
ktory jest badang czasteczka (Ryc. 5). W kolejnym
etapie nastgpuje przylaczenie tak zwanego prze-
ciwciata drugorzedowego (ang. secondary antibo-
dy), ktore swoim fragmentem F  przylacza sig¢ do
fragmentu F_ przeciwciata pierwszorzedowego, be-
dacego dla niego antygenem. Drugorzgedowe prze-
ciwciato (poprzez swdj F) sprz¢zone jest rowniez
z elementem kluczowym dla wizualizacji reakcji,
tzw. znacznikiem. Znacznik jest substancja chemicz-
ng, ktora w koncowym etapie bierze udziat w proce-
sie chemicznym lub fizycznym, prowadzacym do po-
wstania barwnego lub emitujacego swiatto produktu
w miejscu obecnosci badanego antygenu (Ryc. 61 7).
Mozliwa jest tez reakcja z uzyciem tylko przeciwcia-
la pierwszorzedowego, wtedy to ono sprzgzone jest

przeciwciata drugorzedowe (metoda posrednia ang.
indirect immunodetection), gdyz technika ta wzmaga
czulos¢ wykrywania (detekcji). Wynika to z faktu, ze
fragment F_ pierwszorzgdowego przeciwciata, bedac
dla drugorzedowego antygenem z wieloma epitopa-
mi, moze przytacza¢ wiele ,,uzbrojonych” w znacznik
czasteczek drugorzedowego przeciwciata. W efekcie
wiec w miejscu powstatego pojedynczego komplek-
su antygen-przeciwciato widoczna jest wzmocniona
reakcja, pochodzgca zamiast od jednego, to od wielu
znacznikow.

W stosunku do wielkiej liczby produkowanych na
$wiecie przeciwcial pierwszorzedowych, co zwig-
zane jest z ogromng ilo$cig wykrywanych bialek,
a nawet poszczegodlnych ich epitopow, lista drugo-
rzedowych przeciwcial jest znacznie krotsza. Przede
wszystkim dlatego, ze krotka jest lista gospoda-
rzy (ang. hosts), w ktorych powstaja przeciwciata
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pierwszorzedowe, zwykle sg to myszy i kroliki, a wigc
wystarczy, by drugorzedowe skierowane byly prze-
ciwko IgG mysim lub kroliczym (Ryc. 8.). Posrod
drugorzedowych immunoglobulin mozna natomiast
wybiera¢ warianty o réznym stopniu oczyszczenia
czasteczki, specyficznosci czy modyfikacji czastecz-
ki IgG (np. tylko pewne fragmenty IgG zamiast calej
molekuty), podnoszace jakos¢ detekcji. Najwazniej-
szy jest jednak dobor znacznika, z ktorym drugorze-
dowe przeciwcialo zostalo sprzezone, odpowiednie-
go dla danej immunotechniki (Tab. 1).

REAKCJA BEZPOSREDNIA

ZNACZNIK

PRZECIWCIALO
PIERWSZORZEDOWE

Ryc. 5. Schemat reakeji immunotechnicznej bezposredniej i posrednie;j.

badan), ale jako wstepna charakterystyka probki me-
toda ta jest wystarczajaca. Z drugiej strony dzigki re-
akcjom krzyzowym przeciwciata poliklonalne znaj-
duja zastosowanie w wykrywaniu homologii migdzy
biatkami réznych gatunkow zwierzat (ustalenie tzw.
rodziny biatek). Reakcja krzyzowa stanowi wtedy
cenng informacj¢, mowiacg o pokrewienstwie filoge-
netycznym.

Przeciwciala poliklonalne stosuje si¢ takze z powo-
dzeniem w metodzie immunoprecypitacji, ktora stuzy
do izolowania biatka z mieszaniny. Nie jest wowczas

REAKCJA POSREDNIA

ZNACZNIK
ZNACZNIK

PRZECIWCIALO
DRUGORZEDOWE

PRZECIWCIALO
PIERWSZORZEDOWE

W reakcji bezposredniej znacznik przytaczony jest wprost do przeciwciata taczacego si¢ z antygenem; w reakcji posredniej — znacznik przytaczony jest
do przeciwciata drugorzedowego. Rys. Alicja Gorlich, oprac. graf. Maria Gorlich-Opyd.

Poli- czy monoklonalne?

Moze si¢ wydawac, ze przewaga przeciwciat mo-
noklonalnych nad poliklonalnymi jest oczywista. Tak
jednak nie jest. Obydwa rodzaje przeciwcial majg tak
wady, jak i zalety. W zaleznosci od celu badawczego
wada moze zamienic¢ si¢ w zaletg i odwrotnie [6].

Jak juz wspominano, przeciwciata poliklonal-
ne rozpoznajg rézne epitopy na jednym antygenie.
Z tego powodu do jednej czasteczki antygenu, do jej
wielu epitopow, przyltacza si¢ wiele przeciwciat. Zja-
wisko to jest korzystne w sytuacji, gdy ilos¢ badanego
biatka jest niewielka. W ten sposéb mozna wzmocnic¢
czuto$¢ detekcji. Wprawdzie nalezy si¢ wowczas li-
czy¢ z mozliwoscig reakcji krzyzowych (czyli reakcji
z antygenami, ktore nie byly immunogenem, maja-
cymi przypadkowo podobne epitopy; wykrywa si¢
wigc jednoczesnie biatko, ktore nie jest przedmiotem

wazne to ,,za ktory epitop” biatko ,,wyciagniemy”
z mieszaniny, ale to, by je w ogoble z preparatu wydo-
by¢. Przeciwciata poliklonalne sg tolerancyjne wobec
zmian konformacyjnych w antygenie — wykrywaja
nawet biatka zdenaturowane, z ktéorymi mamy do
czynienia w niektorych procedurach, ktorym podda-
wany jest preparat.

Przy tylu istotnych zaletach przeciwciata poliklonal-
ne posiadaja jednak podstawowa wade: rozne porcje
surowicy nie sg powtarzalne, gdyz podczas kolejnych
immunizacji to samo zwierz¢ w roznych chwilach
swego zycia daje inng odpowiedz immunologiczna.
Ponadto rozne osobniki charakteryzuja si¢ odmienng
reakcja na obecno$¢ antygenu. Za kazdym razem wigc
spektrum otrzymywanych przeciwciat jest inne i ma to
istotny wplyw na slabg powtarzalnos¢ oznaczen.

Na koniec jeszcze jedna wilasciwos¢ przeciwciat
poliklonalnych, moze nie najistotniejsza z punktu
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widzenia celu badawczego, ale jednak wazna ze
wzgledow ekonomicznych. Jest to cena. Produkcja
przeciwciat poliklonalnych jest relatywnie tania
1 szybka oraz nie wymaga najwyzszych umiej¢tnosci,
czego nie mozna powiedzie¢ o produkcji przeciwcial
monoklonalnych. Te sa produktem wysokiej techno-
logii wymagajacej niematych naktadow finansowych,
takze inwestycji w przygotowanie specjalistow.

W poroéwnaniu z otrzymywaniem przeciwcial po-
liklonalnych, proces otrzymywania przeciwciat mo-
noklonalnych jest zdecydowanie dtuzszy, za to raz
otrzymana hybrydoma jest ciggtym i samoodnawial-
nym zrodtem produkujacym bardzo duze ilosci spe-
cyficznych i zawsze identycznych przeciwciat. I to
jest ich zasadnicza zaleta, uwzgledniona — niestety —
w ich cenie. Rekompensata za ponoszone koszty jest
wysoki standard otrzymywanych wynikoéw: powta-
rzalno$¢ w kolejnych eksperymentach, jednoznacz-
nos¢ detekcji epitopow i brak reakcji krzyzowych.
Z racji swojej specyficznosci sa doskonalymi prze-
ciwciatami pierwszorzgdowymi w detekcji biomole-
kut w kazdego rodzaju preparacie. Zastosowane do
oczyszczania antygenu z mieszaniny metoda immu-
noprecypitacji zwigkszaja wydajnos¢ tego procesu.

Z drugiej strony ich specyficzno$¢ utrudnia de-
tekcje epitopu w czasteczce, ktorej struktura ulegta
cho¢by niewielkiej zmianie, na przyktad wskutek
fosforylacji, dlatego czasem, aby wykry¢ badane
biatko, trzeba zastosowac¢ kilka przeciwcial mono-
klonalnych, skierowanych do réznych jego epitopow.

Przeciwcialo nie jest czarodziejska rézdzka.
O walidacji przeciwcial

Chociaz przeciwciala s powszechnie stosowanym
narzedziem, czgsto sg one zrodlem niematych proble-
mow [1]. Badacze zmagaja si¢ z niepowtarzalnoscia
wynikow, majaca przyczyng w zmiennej jakosci tych
samych przeciwcial, ale pochodzacych z nowych
porcji surowicy. Jeszcze bardziej problematyczne jest
to, ze przeciwciata, pomimo zapewnien producenta,
czesto sg niespecyficzne, czyli wykrywaja wigcej niz
jedno biatko, albo wiaza si¢ specyficznie, ale do zu-
peie innego biatka niz bylo przewidywane. Powo-
duje to trudno$ci w interpretacji wynikow. Ponadto
przeciwciata znakomicie sprawdzajace si¢ w jednej
immunotechnice moga zawodzi¢ w innej. Nierzadko
zdarza sie, ze stabo scharakteryzowane przez produ-
centa przeciwciata rujnuja projekt badawczy.

Niepowodzenia w stosowaniu niektorych prze-
ciwcial zmobilizowaty laboratoria do wspolpracy.
Wymiana doswiadczen doprowadzita do uznania
za konieczne okre$lenie standardow, jakie powinny

spelia¢ przeciwciala uzywane do badan. Standardy
okresla tak zwana walidacja przeciwcial. Jest to pro-
cedura, ktora wykazuje, ze dane przeciwciato reagu-
je specyficznie z okreslonym epitopem w obecnosci
innych epitopow, ponadto w reakcji wykazuje dosta-
teczng czuto$¢ oraz pozostaje specyficzne podczas
zastosowania w poszczegolnych immunotechnikach.
Na koniec walidacja ma wykaza¢ powtarzalno$¢
w kolejnych probach eksperymentalnych.

Jako$¢ przeciwciata zalezy zarowno od immuno-
genu, jak i od organizmu, w ktéorym przeciwciato
powstato. Uwaza si¢ na przyktad, ze krolicze prze-
ciwciala sg lepsze od mysich, gdyz sa mniejszymi
czgsteczkami, a wigc fatwiej penetrujg tkanki, tatwiej
tez wpasowuja si¢ w epitop. Z drugiej strony badacze
zgadzaja si¢ co do tego, ze efektywno$¢ zastosowania
danego przeciwciata zalezy od konkretnego ekspery-
mentu, a wiec od materiatu biologicznego i sposobu
jego przygotowania, od powinowactwa przeciwcia-
fa do badanego antygenu czy typu rozpoznawanego
epitopu, ale tez od zastosowanej immunotechniki
1 szczegotow protokotu laboratoryjnego.

LT D -

Ryc. 6. Bialko presynaptyczne Bruchpilot (BRP) warstwy lamina Droso-
phila melanogaster uwidocznione na membranie PVDF metoda Western
Blot. Wyk. Alicja Gorlich, Zaktad Biologii i Obrazowania Komorki, In-
stytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie.

Ryc. 7. Ludzkie komorki mezenchymalne wyznakowane fluorochroma-
mi: DAPI — niebieski, wybarwione jadra komorkowe; lysotracker — czer-
wony, wybarwione lizosomy; danzylokadaweryna — zielony, wybarwione
lizosomy. Wyk. Grzegorz Tylko, Zaktad Biologii i Obrazowania Komor-
ki, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie.

Obecnie walidacj¢ przeciwciat stosowanych w po-
szczegblnych metodach przeprowadzaja producen-
ci. Im bardziej rzetelny jest ten proces, tym bardziej
wiarygodne przeciwcialo, a tym samym producent.
Z dokumentacja mozna si¢ zapozna¢ w materiatach
informacyjnych dotyczacych danego przeciwciala.

Wstepnym etapem walidacji jest sprawdzenie,
czy dane przeciwciato wykrywa tylko jedno biatko
o0 zgodnej z przewidywaniami masie czasteczkowe;.
Stuzy do tego technika nazywana Western Blot. Jest to
technika, w ktorej biatka rozdzielone elektroforetycz-
nie sg transferowane na dwuwymiarowa membrane,
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gdzie sa nastgpnie inkubowane z przeciwcialami
i ostatecznie identyfikowane na podstawie wielko$ci
masy czasteczkowej. Jesli po inkubacji ze sprawdza-
nym przeciwciatem otrzymuje si¢ tylko jeden prazek
swiadczacy o obecnosci jednego biatka, wowczas
mozemy twierdzi¢, ze dane przeciwcialo jest specy-
ficzne dla tej formy biatka.

Kolejne etapy walidacji powinny wykazac, ze
wykryte biatko znajduje si¢ we wlasciwym miejscu
tkanki lub komoérki. W tym celu przeprowadza sie¢
tzw. reakcje immunocyto-(histo-)chemiczna przebie-

IMMUNIZACIA KROLIKA

Antygen
biatko X

L0

IZOLACJA IgG
IgG krolicze anty-X

PRZECIWCIALO
PIERWSZORZEDOWE

Jesli w takim preparacie walidowane przeciwcialo wy-
kazuje reakcj¢ pozytywna, oznacza to, ze reakcja jest
niespecyficzna, a przeciwcialo jest niewiarygodne.

Producent powinien wykaza¢ ponadto, w ktérych
metodach przeciwciato zostato sprawdzone z wyni-
kiem pozytywnym i poda¢ przedzial roboczych ste-
zen w poszczegolnych zastosowaniach.

Powyzsze kryteria pozwalajg badaczowi oszaco-
wac przydatnos¢ przeciwciata w danym zamierzeniu
badawczym. Nie zwalnia to jednak z wlasnej walida-
cji w konkretnej procedurze laboratoryjnej [7].

IMMUNIZACIA KOZY

Antygen
1gG krélicze

% *
S.KW!&

IZOLACIA 1gG

IgG kozie anty-kralicze

PRZECIWCIALO
DRUGORZEDOWE

Ryc. 8. Schematyczne przedstawienie zagadnienia zgodnos$ci gatunkowej przeciwcial uczestniczacych w reakcji immunotechnicznej wykrywajacej
przyktadowe biatko X. Do detekcji biatka X zastosowano pierwszorzgdowe przeciwciato krélicze, a wige drugorzedowe przeciwciato musi by¢ anty-
-krolicze, w tym przypadku otrzymane w organizmie kozy. Rys. Alicja Gorlich, oprac. graf. Maria Gorlich-Opyd.

gajacg wedlug schematu opisanego wczesniej (Ryc.
51 7), w ktorej walidowane przeciwcialo wykrywa
antygen obecny w preparacie komorkowym lub tkan-
kowym.

W procesie walidacji niezbedne jest zastosowanie
rozmaitych form kontroli pozytywnych i negatyw-
nych. Maja one potwierdza¢, czy mozliwe jest wyste-
powanie danego antygenu w materiale badanym, czy
nie. Znakomitg kontrola negatywna jest zastosowanie
materialu biologicznego pochodzacego od mutantow,
tzw. null, u ktérych zniesiona jest ekspresja danego
genu (oczywiscie nie moze to by¢ mutacja letalna).

Oprocz producenta dodatkowym zrédlem infor-
macji na temat jakosci danego przeciwciata, jego
specyficznosci, czuto$ci i powtarzalnosci sg inne
laboratoria. Suma ich doswiadczen buduje szeroka
baze¢ wiedzy praktycznej o produkowanych przeciw-
ciatach, co jest szczegodlnie wazne dla zastosowan
terapeutycznych. Informacje na temat przeciwciat
mozna znalez¢ na portalach informacyjnych pod ad-
resami: www.antibodypedia.com, www.antibodies-
-online.com, antibodyregistry.org, http://pabmabs.
com/wordpress/ lub www.proteinatlas.org. Znajdu-
ja si¢ tam katalogi sprawdzonych (walidowanych)




ARTYKULY

w praktyce laboratoryjnej przeciwcial, przede wszyst-
kim skierowanych przeciw ludzkim proteinom wraz
z ich charakterystyka. Portale stanowig forum, w kto-
rym uczestniczg zarowno producenci przeciwcial, jak
i ich uzytkownicy.

Spojrzenie w przyszlos¢

Swiadomo$¢ mozliwoéci powstawania artefaktow
sprowokowata szerokg dyskusje nad tym, jak naleza-
foby zmieni¢ przeciwciata, aby staty si¢ mniej proble-
matycznym narzedziem. Jedng z sugestii jest zmiana
sposobu ich produkowania [1, 2]. Przede wszystkim
dazyloby si¢ do catkowitego wyeliminowania prze-
ciwciat poliklonalnych, jako ze sa niepowtarzalne
z samej natury. Przeciwciata miatyby by¢ wylgcz-
nie produktami inzynierii genetycznej, syntetyzo-
wane na postawie znajomosci sekwencji ich DNA.
Produkcja odbywataby si¢ tylko w formie hodowli
hybrydom powstatych z komoérek z rekombinowa-
nym DNA. Koncepcja ta ma swoich przeciwnikow,
ktorzy uwazaja, ze to, jak przeciwciato naprawde
»pracuje” wida¢ dopiero po zastosowaniu w konkret-
nej immunotechnice, a sama sekwencja DNA niczego
nie przesadza.

Wszechswiat, t. 117, nr 4—6/2016

Na razie na przeszkodzie temu kierunkowi stoi
ekonomia; procedury tworzenia ,,przeciwciat rekom-
binacyjnych” sa wielokrotnie drozsze od obecnie sto-
sowanych.

Zanim powyzsze innowacje stang si¢ faktem, trze-
ba nadal z duza ostrozno$cia podchodzi¢ do metod
immunologicznych, przestrzega¢ standardow i by¢
swiadomym, ze jako$¢ prac badawczych nigdy nie
bedzie lepsza niz jakos¢ zastosowanych przeciwcial.
Jednak zastrzezenia te nie umniejszajg wartosci opi-
sanej metody badawcze;.
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