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Streszczenie

Celem przedstawionej pracy bylo otrzymanie oraz analiza biochemiczna przeciwciat IgY
specyficznych wobec ludzkich markerow nowotworowych. Otrzymane immunoglobuliny uzyto
do konstrukcji prototypow testOw immunoenzymatycznych oraz lateralnych mogacych znalez¢
zastosowanie w diagnostyce serologicznej choréb nowotworowych oraz monitorowaniu postgpu
leczenia.

Jedng z zalet przeciwcial IgY, stanowigcych interesujaca alternatywe dla przeciwciat IgG, jest
nieinwazyjna oraz wydajna metoda ich izolacji z zottek kurzych jaj. Ponadto duza odleglosc
filogenetyczna miedzy ptakami a ssakami pozwala uzyskaé przeciwciala specyficzne nawet wobec
wysoce konserwatywnych antygendw ssaczych, ktorych otrzymanie klasycznymi metodami
immunizacji ssakow bywa czgsto niemozliwe. Co istotne, przeciwciata IgY nie wykazujg reaktywnosci
z ludzkim czynnikiem reumatoidalnym, elementami systemu dopelniacza czy anty-mysimi
przeciwciatami czlowieka. Z tego tez powodu wykorzystanie kurzych immunoglobulin w diagnostyce
pozwala na zminimalizowanie niespecyficznych reakcji prowadzacych do otrzymania falszywie
pozytywnych wynikéw w testach serologicznych.

W celu otrzymania specyficznych przeciwcial IgY przeprowadzono immunizacje kurczat
natywnymi biatkami markerowymi oraz ich polipeptydowymi epitopami. Peptydowe fragmenty zostaly
wyselekcjonowane metoda modelowania molekularnego, zsyntetyzowane na podilozu stalym,
a nastepnie zwiazane z biatkami no$nikowymi. Przeciwciata obecne w z6ltku izolowano metoda
precypitacji glikolem polietylenowym. Otrzymane przeciwciala poddano nastgpnie analizie
biochemicznej pozwalajacej na okreslenie ich czystosci, odpowiedzi uktadu immunologicznego
zwierzecia w postaci produkcji specyficznych immunoglobulin w czasie procesu immunizacji, miana
przeciwcial oraz limitu detekcji antygenu. Warto podkres§lic iz przeciwciata specyficzne wobec
fragmentow epitopowych wykazaly reaktywno$¢ krzyzowa w stosunku do natywnego biatka
markerowego. Dodatkowo otrzymane przeciwciata poddano oczyszczaniu z wykorzystaniem zardwno
chromatografii cieczowej, jak i chromatografii powinowactwa.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej przygotowano prototypy testow immunoenzymatycznych
podwojnego wigzania stuzace do detekcji wybranych bialek markerowych, ktére oparte zostaly
o otrzymane immunoglobuliny IgY w uktadzie IgY/IgY lub IgG/IgY. Wykonano takze prototypy testow
lateralnych do detekcji biatek markerowych w oparciu o nanoczastki ztota funkcjonalizowane

specyficznymi przeciwciatami IgY.



