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Immunochromatografia: przegl d i charakterystyka  
immunosorbentów oraz metod immobilizacji 

Immunochromatography: a review and characterization  
of immunosorbents and methods of immobilization  
 
 
Streszczenie: Chromatografia immunopowinowactwa (ang. ImmunoAffinity Chromatography, 
IAC) jest technik  rozdzielania stosowan  do ró norodnych klas zwi zków chemicznych, a tak-
e jako dodatkowe narz dzie w badaniach z zakresu biochemii. Kluczowym elementem odpo-

wiedzialnym za wysoce selektywne oddzia ywania w IAC jest przeciwcia o (ang. antibody, Ab) 
produkowane przez organizmy ywe w wyniku odpowiedzi immunologicznej i wykazuj ce spe-
cyficzno  oraz powinowactwo wobec substancji rozpoznawanych, jako obce, okre lanych jako 
antygeny. W celu przeprowadzenia procesu immunochromatograficznego przeciwcia a immobi-
lizuje si  na no nikach, które wcze niej musz  zosta  zaktywowane. Jako matryce stosuje si  
naturalne oraz syntetyczne polimery: agaroz , celuloz , dekstran, poliakrylamidy, polimetakryla-
ty, a tak e el krzemionkowy oraz szk o porowate. Aktywacja z ó  ma za zadanie przygotowa  
matryc  do immobilizacji poprzez wprowadzenie grup funkcyjnych oddzia uj cych z elementami 
przeciwcia a. W tym celu stosuje si  ró norodne aktywatory rozpuszczalne oraz sieciuj ce 
czynniki bifunkcyjne. Istnieje tak e szeroki wachlarz dost pnych metod unieruchamiania prze-
ciwcia a na powierzchni no nika, które ze wzgl du na rodzaj oddzia ywa  przeciwcia o-no nik 
dzielimy na fizyczne oraz chemiczne, a w zale no ci od orientacji zwi zanych immunoglobulin: 
ukierunkowane i nieukierunkowane (losowe). W trakcie przygotowania immunosorbentu nale y 
uwzgl dni  w a ciwo ci matrycy, a tak e warunki prowadzenia procesu aktywacji oraz immobili-
zacji, co bezpo rednio wp ywa na sprawno  kolumny wype nionej tego typu z o em, a w kon-
sekwencji na efektywno  procesu chromatograficznego. 
 
S owa kluczowe: chromatografia immunopowinowactwa, przeciwcia a monoklonalne, przeciw-
cia a poliklonalne, immobilizacja 
 
Abstract: Immunoaffinity Chromatography (IAC) is a technique used for separation of different 
classes of chemical compounds, as well as an additional tool in biochemistry. The key element 
in the IAC is an antibody (Ab) produced by living organisms as a result of activation of the im-
mune response, which shows the specificity and affinity with the substances recognized as for-
eign, known as antigens. In order to carry out the immunochromatographic process, antibodies 
are immobilized on the carrier, which must be firstly activated. There are carriers made of natu-
ral and synthetic polymers: agarose, cellulose, dextran, polyacrylamides, polimethacrylates, as 
well as silica gel and porous glass. The main task of activation is to prepare the carrierx for the 
immobilization by the introduction of functional groups interacting with the elements of the anti-
body. For this purpose, the various activators like soluble and bifunctional crosslinking agents 
are used. There are many methods of immobilization, which, depending on the antibody-matrix 
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interactions, are divided into physical and chemical immobilization, and depending on the orien-
tation - random and site-directed. During the preparation of immunosorbent one should take into 
account the characteristics of the matrix, as well as the conditions of the activation and immobi-
lization, which directly affect the efficiency of the bed, and consequently the performance of the 
chromatographic process. 
 
Key words: Immunoaffinity chromatography, IAC, monoclonal antibodies, polyclonal antibod-
ies, immobilization 
 
 

1. Wst p 
 (Introduction) 
 

Chromatografia immunopowinowactwa (IAC - Immunoaffinity Chromato-
graphy) jest technik  rozdzielania, w której podstaw  procesu separacji sk adni-
ków rozdzielanej mieszaniny stanowi specyficzno  oddzia ywa  przeciwcia o – 
antygen. Mo liwo  wytwarzania przeciwcia  wykazuj cych powinowactwo wo-
bec ró norodnych klas zwi zków chemicznych, a tak e selektywno  wi za  
spowodowa a, e chromatografia immunopowinowactwa zosta a uznana za 
jedn  z najbardziej efektywnych technik stosowanych w celach analitycznych 
oraz preparatywnych. Obecnie metoda ta jest powszechnie wykorzystywana  
w dziedzinach z zakresu biologii, ochrony rodowiska, analityki ywno ci, jak 
równie  w badaniach klinicznych do rozdzielania oraz oczyszczania peptydów, 
enzymów, hormonów, receptorów, wirusów, leków, mykotoksyn, pestycydów, 
innych zwi zków organicznych, a tak e metali [1, 2]. Ponadto, IAC mo e s u y , 
jako dodatkowe narz dzie do bada  biochemicznych, pozwalaj c na ilo ciow  
ocen  parametrów dotycz cych specyficznych oddzia ywa  ró norodnych ele-
mentów w systemach biologicznych [3]. 

Pierwsze doniesienia o immobilizacji przeciwcia  na pod o u sta ym 
pochodz  z roku 1967 [2]. Od tego momentu nast pi  ogromny post p w kie-
runku rozwoju rozmaitych technik unieruchamiania, umo liwiaj cych wydaj-
ne przeprowadzenie procesu chromatograficznego. Pomimo tego, e ich 
ilo  oraz ró norodno  obecnie wydaje si  by  bardzo du a, wielu naukow-
ców nadal pracuje nad doskonaleniem metod unieruchamiania centrów  
aktywnych na no niku, uzyskuj c wy sze wydajno ci oraz polepszaj c efek-
tywno  procesów immobilizacji. Jednym z g ównych problemów napotyka-
nych przez badaczy w trakcie prowadzenia procesu immobilizacji jest za-
chowanie pierwotnej aktywno ci przeciwcia , która cz sto ulega zmianie  
w wyniku wytwarzanych ze z o em wi za  chemicznych, a tak e odpowied-
niej orientacji zapewniaj cej efektywne rozdzielanie. 

 

2. Przeciwcia a 
 (Antibodies) 
 
Charakterystyka przeciwcia  
(Characterization of antibody) 

Przeciwcia a, inaczej immunoglobuliny (Ig), s  glikoproteinami nale -
cymi do grupy bia ek cytoplazmatycznych wytwarzanych przez komórki  
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w wyniku aktywacji odpowiedzi immunologicznej. Szacuje si , e uk ad od-
porno ciowy ssaków (w tym cz owieka) produkuje od 10

6
 do 10

8
 ró norod-

nych przeciwcia , które swoi cie wi  si  z cia ami obcymi lub ich cz ciami 
zwanymi antygenami [4]. Typowe przeciwcia o (rys.1) o masie cz steczko-
wej oko o 150 kDa z o one jest z czterech a cuchów polipeptydowych: 
dwóch lekkich – L, od ang. light (o ci arze ok. 25 kDa ka dy) oraz dwóch 
ci kich – H, od ang. heavy (o ci arze ok. 50 kDa ka dy). Dwa identyczne 
a cuchy H s  d u sze i powi zane mi dzy sob  wi zaniami disiarczkowymi. 
a cuchy lekkie równie  s  identyczne i wi  si  wi zaniami disiarczko-

wymi z a cuchami ci kimi. Cz sto wyst puj  w dwóch formach –  i .  
W wyniku trawienia enzymatycznego papain  przeciwcia a otrzymuje si  trzy 
fragmenty o masie 50 kDa ka dy. Dwa z nich to fragment Fab (z ang. antigen 
binding fragment) znajduj cy si  na N-ko cu i zawieraj cy region o zmien-
nej zawarto ci aminokwasów zwany paratopem, który odpowiada za wi za-
nie antygenu, a tak e element Fc (z ang. crystallization fragment) na  
C-ko cu, który nie wi e antygenu, natomiast wykazuje funkcje efektorowe. 
W nienaruszonej cz steczce immunoglobuliny fragment Fc jest po czony  
w sposób ruchomy z dwoma jednostkami Fab,, co umo liwia zmian  k ta  
Fc - Fab, tym samym u atwia tworzenie kompleksów przeciwcia o-antygen [5]. 

 
Rys. 1. Schemat budowy przeciwcia a 
Fig. 1. Scheme of antibody structure 
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Istnieje 5 klas immunoglobulin: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM, które zawieraj  
taki sam a cuch lekki, ale ró ni  si  sekwencj  aminokwasow  a cucha 
ci kiego, adunkiem, zawarto ci  w glowodanów, ilo ci  jednostek Y, miej-
scem wyst powania, a tak e st eniem w organizmie, co w konsekwencji daje 
inne funkcje biologiczne. W chromatografii immunopowinowactwa najcz ciej 
wykorzystywan  klas  jest immunoglobulina G (IgG), wyst puj ca w surowicy 
w najwi kszej ilo ci. W jej obr bie wyró nia si  cztery podklasy: IgG1, IgG2, 
IgG3, IgG4. Wyst puj  one w ró nych proporcjach: 66%, 23%, 7% oraz 4%. 
Cech  wspóln  jest posiadanie a cucha ci kiego , który w zale no ci od 
podklasy nieco ró ni si  sekwencj  aminokwasow , a tak e regionem zawia-
sowym, szczególnie lokalizacj  mostków disiarczkowych. Zalet  tej klasy 
przeciwcia  jest stabilno  w trakcie oczyszczania, a tak e najmniejsza masa 
cz steczkowa spo ród wszystkich klas immunoglobulin [5, 6]. 
 
Otrzymywanie przeciwcia  
(Receiving of antibodies) 

Dwa typy przeciwcia  – poliklonalne oraz monoklonalne - s  wykorzy-
stywane jako elementy aktywne fazy stacjonarnej w chromatografii immuno-
powinowactwa. Przeciwcia a poliklonalne s  produkowane przez ró norodne 
linie komórkowe, mog  wi za  ró ne epitopy z ró ni cym si  powinowac-
twem. Z kolei przeciwcia a monoklonalne s  wytwarzane z jednego klonu 
limfocytów B, s  swoiste wobec tego samego epitopu oraz wi  si  z nim  
w przybli eniu z tak  sam  si  [6]. 

W pocz tkowym okresie rozwoju technik chromatografii immunopowi-
nowactwa g ównym ród em przeciwcia  poliklonalnych by a surowica immu-
nizowanych (cho  nie zawsze) zwierz t laboratoryjnych. Po wprowadzeniu 
antygenu do organizmu zwierz cia (zazwyczaj myszy lub królika) zostaje 
zaktywowany ca y szereg limfocytów B, które zaczynaj  produkowa  prze-
ciwcia a przeciw antygenom zawieraj cym ró ne epitopy. W ten sposób po-
wstaje mieszanina przeciwcia  o zró nicowanym powinowactwie i swoisto ci. 
Gdy st enie immunoglobulin osi gnie po dan  warto , przeprowadza si  
procedur  izolacji. W celu immobilizacji, wcze niej wykorzystywano albo 
nieoczyszczon  frakcj  Ig lub te  oczyszczon  metodami powinowactwa na 
specyficznych z o ach [2]. 

Dzi ki rozwojowi technik hybrydyzacji komórek w po owie lat 70. po-
jawi a si  te  mo liwo  wykorzystania przeciwcia  monoklonalnych. Proce-
dura ich otrzymywania jest analogiczna do procedury otrzymywania prze-
ciwcia  poliklonalnych. Limfocyty B s  izolowane ze ledziony zwierz t 
immunizowanych antygenami, specyficznymi do interesuj cych nas przeciw-
cia , a nast pnie poddawane fuzji z komórkami szpiczaka wykazuj cymi 
zdolno  do nieograniczonej liczby podzia ów. Tak otrzymana hybryda  
o swoisto ci limfocytu B jest w stanie produkowa  specyficzne przeciwcia a 
przez d ugi okres czasu. Kolejnym etapem jest dokonanie selekcji (skriningu) 
i izolacji hybrydy produkuj cej charakterystyczne przeciwcia o. Po dokonaniu 
wyboru, odpowiednie komórki izoluje si , a nast pnie reklonuje. Na tym eta-
pie ocenia si  te  w a ciwo ci wi ce przeciwcia . Je li wybrana linia prze-
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ciwcia  monoklonalnych spe nia wszystkie stawiane wymagania, mo na roz-
pocz  produkcj  na wi ksz  skal  [2]. 

Dokonanie wyboru pomi dzy przeciwcia ami poli- czy monoklonalny-
mi, które maj  s u y  jako elementy z o a do oczyszczania interesuj cych 
sk adników mieszaniny, czasami nastr cza trudno ci, poniewa  ka dy typ 
posiada swoje zalety i wady. Z praktycznego punktu widzenia produkcja 
przeciwcia  poliklonalnych jest atwiejsza i szybsza. Jednak ród o, z którego 
izolowane s  tego typu imunoglobuliny, jakim s  zwierz ta hodowlane (ko-
nie), jest ograniczone. Dodatkowo potrzeba pobierania krwi wcze niej za-
szczepionych zwierz t, a tak e przeprowadzenie procesu immunizacji za 
ka dym razem od nowa, cz sto powoduje problemy z uzyskaniem odpo-
wiedniej ilo ci oraz jako ci po danych przeciwcia . W tym przypadku do-
brym rozwi zaniem mo e by  wykorzystanie przeciwcia  monoklonalnych. 
Komórki hybrydowe mo na przechowywa  w ciek ym azocie i teoretycznie 
zachowuj  one zdolno  do wytwarzania przeciwcia  monoklonalnych nawet 
przez kilka lat. Pomimo e ich produkcja jest nieco bardziej skomplikowana i 
kosztowna, stosowanie przeciwcia  monoklonalnych na wi ksz  skal  oraz 
przez d u szy okres czasu jest bardziej op acalne [3]. 

Nie ma uniwersalnych zasad wyboru typów przeciwcia . W badaniach 
naukowych szerokie zastosowanie posiadaj  oba typy immunoglobin. Z kolei 
w przemy le, zw aszcza farmaceutycznym, do oczyszczania stosuje si  
g ównie przeciwcia a monoklonalne. Oprócz aspektów ekonomicznych, 
zwi zane to te  jest z konieczno ci  standaryzacji metod oraz technik, która 
wymaga zapewnienia sta ego oraz bezpiecznego ród a surowca [2]. 

 

3. No niki: ogólna charakterystyka 
 (Carriers: general characterization) 
 

Wa nym elementem planowania procesu chromatograficznego roz-
dzielania jest dokonanie wyboru odpowiedniego no nika. Dla efektywnego 
wykorzystania w chromatografii immunopowinowactwa, idealna matryca po-
winna posiada  nast puj ce w a ciwo ci [7]: 

 nierozpuszczalno ; 

 odpowiednia przepuszczalno  i du a powierzchnia w a ciwa; 

 sztywno  oraz odpowiedni rozmiar ziaren; 

 zerowa pojemno  adsorpcyjna (w przypadku chemicznych metod 
immobilizacji); 

 odpowiednia reaktywno  chemiczna, pozwalaj ca na wprowa-
dzenie przeciwcia ; 

 stabilno  chemiczna w warunkach prowadzenia procesu immobi-
lizacji, adsorpcji, desorpcji oraz regeneracji; 

 odporno  na dzia anie mikroorganizmów i enzymów; 

 charakter hydrofilowy. 
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Ca kowita nierozpuszczalno  jest wa na nie tylko z powodu mo li-
wych strat cz ci no nika, ale te  dla zapobiegania zanieczyszczenia sub-
stancji przeznaczonej do rozdzielania. 

Odpowiednia przepuszczalno  matrycy jest konieczna, w celu umo -
liwienia tworzenia si  kompleksów pomi dzy przeciwcia em, a substancj  
rozdzielan  [7]. 

Sorbent musi te  wykazywa  minimaln  niespecyficzn  sorpcj . Jest 
to istotny warunek w przypadku chemicznych metod immobilizacji. W trakcie 
przygotowania z o a wa ne jest, aby ligand przy cza  si  g ównie wi za-
niami kowalencyjnymi, a przeciwcia a niezwi zane mog y by  usuni te z ko-
lumny. Natomiast w przypadku fizycznej adsorpcji warunek ten nie jest ko-
nieczny [7]. 

Matryca powinna zawiera  odpowiedni  ilo  grup funkcyjnych, które 
po aktywacji lub modyfikacji maj  naby  zdolno  do wi zania przeciwcia a. 

Aktywacja oraz modyfikacja musz  zachodzi  w warunkach niepowo-
duj cych zmian struktury no nika. Szczególnie wa n  jest wytrzyma o  
mechaniczna w trakcie do czania liganda (przeciwcia a) oraz stabilno  
chemiczna w szerokim zakresie pH, temperatury, si y jonowej, jak równie   
w obecno ci czynników denaturuj cych. Fizyczna oraz chemiczna stabilno  
wi e si  z mo liwo ci  wielokrotnego wykorzystania z ó  [7].  

Sorbenty nie mog  by  te  atakowane przez drobnoustroje lub enzy-
my. Takie wymagania lepiej spe niaj  no niki nieorganiczne, takie jak szk o, 
czy te  syntetyczne polimery. 

Hydrofilowe w a ciwo ci s  po dane nie tylko w celu zniesienia nie-
specyficznych oddzia ywa , ale tak e w celu niedopuszczenia do obni enia 
stabilno ci liganda w wyniku oddzia ywa  hydrofobowych, które mog  mie  
podobny efekt, co rozpuszczalniki organiczne i powodowa  denaturacj  
bia ka, jakim jest przeciwcia o [7]. 

Stosowane w chromatografii immunopowinowactwa z o a to g ownie 
pochodne w glowodanowe (np. agaroza, celuloza), czy te  syntetyczne, or-
ganiczne no niki (akrylamidy, ich pochodne oraz kopolimery, polimetakryla-
ny, matryce polieterosulfonowe). Istnieje te  wiele z ó  komercyjnych: Affini-
ca Agarose/Polymeric Supports (Schleicher i Schuell), AvidGel (BioProbe), 
Bio-Gel/Affi-Gel (BioRad), Fractogel (EM Separations), HEMA-AFC (Alltech), 
Reacti-Gel (Pierce), Sepharose/Superose/Sephacryl (Pharmacia), Trisacryl / 
Ultrogel (IBF) oraz TSK Gel Toyopearl (TosoHaas) [4]. Niskie opory prze-
p ywu tych z ó  powoduj , i  proces mo e by  przeprowadzony w warun-
kach przep ywu pod wp ywem si y grawitacji czy te  podci nienia. To powo-
duje, e ele te s  stosunkowo proste i tanie. G ówn  wad  tego typu 
materia u jest niekorzystna dynamika wymiany masy, ograniczona stabilno  
przy wysokich nat eniach przep ywu oraz zwi kszonym ci nieniu. W tabeli 
1 przedstawiono informacj  dotycz ce niektórych z ó  komercyjnych stosowa-
nych w procesach rozdzielania sk adników mieszanin z zastosowaniem IAC. 

Chromatografia immunopowinowactwa mo e by  stosowana, w wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), pod warunkiem, e zostan  
wykorzystane materia y o wi kszej wytrzyma o ci mechanicznej. Z o a, które 
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zosta y wytworzone do tych celów obejmuj  modyfikowany el krzemionko-
wy, szk o, organiczne polimery syntetyczne, takie jak z o a azalaktonowe  
i polistyrenowe [4]. 
 

4. Przegl d najpopularniejszych no ników 
 (Review of the most common carriers) 
 
Celuloza 
(Cellulose) 

Celuloza jest liniowym polimerem nale cym do polisacharydów. 
Sk ada si  z cz steczek zawieraj cych od kilkunastu do kilkuset tysi cy jed-
nostek D-glukozy, które s  po czone wi zaniami -1,4-glikozydowymi, 
rzadko te  -1,6-glikozydowymi. 

Preparaty komercyjne, produkowane na bazie celulozy s  zazwyczaj 
sieciowane czynnikami bifunkcyjnymi takimi jak epichlorohydryn  (1-chloro-
2,3-epoksypropan) i wykazuj  wysok  stabilno  chemiczn . Wi zania gli-
kozydowe celulozy s  podatne na hydroliz  kwa n , a w warunkach ekstre-
malnych obserwuje si  prawie ilo ciowe rozczepienie do wolnej krystalicznej 
D-glukozy. Z kolei oddzia ywanie z czynnikami utleniaj cymi jak na przyk ad 
nadjodan sodu (jodan (VII) sodu) powoduje tworzenie si  grup aldehydo-
wych b d  te  karboksylowych. Celuloza ulega dzia aniu celulaz obecnych 
mi dzy innymi w mikroorganizmach. 
 
Agaroza 
(Agarose) 

Agaroza jest liniowym polisacharydem zbudowanym z naprzemian 
u o onych jednostek D-galaktozy oraz 3,6-anhydro-L-galaktozy. 

Obecnie jest najbardziej rozpowszechnionym no nikiem w chromato-
grafii powinowactwa. Jak wykaza y badania, odpowiada ona prawie wszyst-
kim wymaganiom idealnej matrycy. 

Sepharose jest elem agarozy o sferycznych ziarnach. W handlowej 
postaci wyst puje jako bia a zawiesina w wodzie, która zawiera 0,02% azy-
dek sodu jako czynnik bakteriostatyczny. Pierwsze w sprzeda y pojawi y si  
trzy typy sefarozy: Sepharose 6B, 4B oraz 2B. 

Najcz ciej stosowan  jest Sepharose 4B. Wraz ze wzrostem st enia 
agarozy zmniejsza si  jej porowato , co z kolei powoduje zwi kszenie 
sztywno ci. Sepharose rozpuszcza si  po podgrzewaniu do 40°C, a tak e 
mo e zosta  zniszczona pod wp ywem zamra ania. Sepharose jest stabilna  
w wodnych (w tym o wysokim st eniu soli) roztworach w zakresie pH od 4 do 
9. Nie zaleca si  te  stosowania jako medium odszczepiaj cego chlorowodor-
ku guanidyny, mocznika, soli chaotropowych, rodanku potasu czy te  czynni-
ków utleniaj cych. Substancje te mog  powodowa  niszczenie wi za  wodo-
rowych, które stabilizuj  no nik. Dzi ki obecno ci 3,6-anhydro-L-galaktozy 
matryca jest odporna na biodegradacj . Sepharose mo na równie  poddawa  
sterylizacji chemicznej (np. dietylopirow glanem - DEPC ) [7]. 
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W roku 1975 w celach praktycznych zacz to wykorzystywa  Sepharo-
se CL (2B, 4B, 6B), wytwarzan  w wyniku reakcji z 2,3-dibromopropanolem 
w silnie zasadowym rodowisku. Po przeprowadzeniu procesu sieciowania, 
el jest poddawany hydrolizie zasadowej w warunkach redukuj cych. Zwi -

zane a cuchy polisacharydowe zawieraj  ma o grup ulegaj cych jonizacji,  
a tak e lepsz  chemiczna i fizyczn  wytrzyma o  w porównaniu z Sepharo-
se. Z kolei porowato  obu rodzajów no ników jest podobna. Sepharose CL 
jest stabilna w rodowisku wodnym w pH 3-14 oraz w rozpuszczalnikach or-
ganicznych. Mo na stosowa  sole chaotropowe, natomiast nale y unika  
warunków utleniaj cych w celu zachowania identyczno ci wchodz cych  
w sk ad reszt cukrowych. Sepharose CL mo e by  wielokrotnie autoklawo-
wana w temperaturze 120

o
C oraz przy pH 7. Matryca jest równie  odporna 

na biologiczn  degradacj  [8]. 
Firma BioRad produkuje kilka typów no ników znanych, jako Biogel A 

o zró nicowanej zawarto ci agarozy. W chromatografii immunopowinowac-
twa najcz ciej s  wykorzystywane formy zaktywowane tych matryc wyst -
puj cych w sprzeda y pod nazw  handlow  Affi-Gel 10. Z o e to stanowi 
sieciowan  agaroz  z aktywn  grup  karboksylow  w postaci estru  
z N-hydroksysukcynimidem [7, 9]. 

Affi-Gel 10 zawiera oboj tne 10-atomowe rami  cznikowe, w zwi z-
ku z czym jest cz sto wykorzystywany w ró nych technikach chromatografii 
powinowactwa. Bia ko, w tym przeciwcia a, wi  si  wi zaniem amidowym 
poprzez terminaln  grup  karboksylow . Wielko  ziaren wynosi 75-300 m. 
Pojemno  chemiczna – 15 mol/ml elu, pojemno  bia kowa 35 mg/ml. 
Z o e jest stabilne do temperatury -70°C, a tak e w obecno ci rozpuszczal-
ników organicznych: alkoholi, dimetylosulfotlenku, formamidu oraz dioksanu. 
W ród zalet mo na wymieni  atwo  w wykorzystaniu, szybkie wi zanie li-
ganda (w ci gu 4 godzin) w stosunku do innych sorbentów, wysoka stabil-
no  w szerokim zakresie pH (2÷11) oraz w obecno ci czynników chaotro-
powych [9]. 
 

ele poliakrylamidowe 
(Poliacrylamides gels) 

ele poliakrylamidowe s  zbudowane z a cucha w glowego, do któ-
rego przy czone s  grupy amidowe. Te zupe nie syntetyczne matryce 
otrzymuje si  poprzez kopolimeryzacj  akrylamidu CH2=CH-CO-NH2 oraz 
N,N’-metylenobisakrylamidu CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2, który 
jest czynnikiem sieciuj cym [10]. 

ele poliakrylamidowe do celów chromatograficznych otrzymuje si  
metod  polimeryzacji emulsyjnej. S  produkowane przez firm  Bio-Rad, któ-
ra oferuje je w postaci suchych proszków o nazwie handlowej  Bio-Gel. 
Bio el, to ksero el (cia o sta e), które powstaje poprzez powolne suszenie 
elu (bez zmiany mikrostruktury), który po dodaniu wody p cznieje formuj c 

ziarna przydatne do celów chromatograficznych [10]. ele poliakrylamidowe 
s  stabilne w zakresie pH 1÷10 i odporne na wi kszo  rozpuszczalników. 
Nie posiadaj  na adowanych grup, dlatego wymiana jonami z substancjami 
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poddanymi rozdzielaniu chromatograficznemu odgrywa marginalne znacze-
nie. ele poliakrylamidowe s  biologicznie oboj tne i nie s  atakowane 
przez drobnoustroje. W zwi zku z tym, e ich cz steczki silnie przylegaj  do 
szklanych powierzchni, zaleca si  stosowanie naczy  ze szk a silanizowa-
nego lub polietylenu [7, 11]. 
 

ele krzemionkowe 
(Silica gels) 

el krzemionkowy (silica gel, silica) - jest amorficznym cia em sta ym  
o ogólnym wzorze chemicznym SiO2·H2O. Zakwaszaj c roztwór krzemianu 
sodu otrzymuje si  zol kwasu ortokrzemowego (SiO2·2H2O), a nast pnie 
przeprowadza si  proces „dojrzewania”, przemywanie oraz suszenie.  
W trakcie „dojrzewania” zolu zachodzi jego polikondensacja w mikrocz stki, 
które nast pnie tworz  konglomeraty wype nione kapilarami (porami)  
o rednich wymiarach liniowych w zakresie 3-30 nm. Powierzchnia w a ciwa 
elu krzemionkowego mo e osi ga  nawet 600 m

2
/g. W zale no ci od tech-

niki przygotowania mo na otrzyma  cz stki o zró nicowanych wymiarach 
oraz wielko ciach porów. Od techniki wytwarzania zale  tak e w a ciwo ci 
powierzchniowe materia u, co jest bardzo istotnie wp ywa na charakterystyk  
no ników chromatograficznych. 

Struktura ta wyró nia si  wysok  stabilno ci  wynikaj c  z do  moc-
nych wi za  krzemu za po rednictwem mostków tlenowych. Ponadto, na 
powierzchni mikrocz stek, a w konsekwencji wewn trz porów oraz na po-
wierzchni ziaren znajduj  si  grupy hydroksylowe, co powoduje, i  el krze-
mionkowy wykazuje silne w a ciwo ci hydrofilowe. Nieco wilgotny el krze-
mionkowy regeneruj  oraz aktywuj  w temperaturze 200-400°C. Wynik 
procesu zale y od wybranej temperatury. Dla otrzymania standardowych 
w a ciwo ci adsorpcyjnych po ca kowitym wysuszeniu el cz ciowo dezak-
tywuje si  poprzez dozowanie kontrolowanej ilo ci wody (20-30 ml na 100 
m

2
 ogólnej powierzchni). Tak otrzymany el zachowuje w a ciwo ci hydrofi-

lowe oraz du e zdolno ci adsorpcyjne.  
W zale no ci od stosowanej techniki chromatograficznej ele krze-

mionkowe poddaje si  ró nym modyfikacjom chemicznym. Jednak w przy-
padku IAC wprowadza si  g ównie grupy hydroksylowe -OH oraz typu DIOL. 
Tak otrzymane no niki s  nast pnie aktywowane grupami aldehydowymi 
(metoda Schiffa), imidazolowymi (metoda CDI), a tak e hydrazydowymi (me-
toda hydrazydowa) [11]. 
 

5. Metody immobilizacji 
 (Methods of immobilization) 
 

Ze wzgl du na rodzaj oddzia ywa  przeciwcia o–antygen metody im-
mobilizacji dzieli si  na fizyczne oraz chemiczne, a w zale no ci od orientacji 
immunoglobulin – ukierunkowane i nieukierunkowane (losowe). 
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Fizyczne metody immobilizacji 
(Physical methods of immobilization) 

Metody fizyczne immobilizacji przeciwcia  opieraj  si  na ró nego typu 
niespecyficznych oddzia ywaniach pomi dzy przeciwcia em a no nikiem. Ta-
kie oddzia ywania obejmuj  zró nicowane wi zania niekowalencyjne: jonowe, 
wodorowe, si y van der Waalsa oraz oddzia ywania hydrofobowe, których licz-
ba oraz zasi g zale y od w a ciwo ci chemicznych fazy sta ej oraz charakte-
rystyki powierzchniowej przeciwcia a. Ten sposób immobilizacji nie zapewnia 
odpowiedniej orientacji fragmentów przeciwcia a wi cych antygen wzgl -
dem fazy ruchomej. Zatem w praktyce nie da si  z góry okre li  frakcji prze-
ciwcia , która b dzie wykazywa  funkcjonalno  po tego typu immobilizacji. 
Dodatkowo, powa nym ograniczeniem immobilizacji fizycznej jest fakt, e  
w trakcie procesu elucji zwi zane z faz  sta  przeciwcia a mog  ulega  wy-
mywaniu. Niemniej jednak, immobilizacja poprzez fizyczn  adsorpcj  jest 
nadal, cho  rzadko, wykorzystywana w chromatografii immunopowinowactwa. 
Adsorpcja jest cz sto spotykana w zastosowaniach, gdzie elucja zwi zanych 
przeciwcia  jest albo po dana albo nie jest wykonywana [3]. 
 
Chemiczne metody immobilizacji 
(Chemical methods of immobilization) 
 
Wi zanie kowalencyjne nieukierunkowane 
(Indirect covalent binding) 

W celu zwi zania przeciwcia a do no nika sta ego u ywane s  ró ne 
odczynniki, reaguj ce z grupami funkcyjnymi z o a i przeciwcia  – tzw. akty-
watory. Te reagenty zosta y podzielone na kilka grup: aktywatory rozpusz-
czalne, rozpuszczalne bifunkcyjne czynniki sieciuj ce oraz aktywatory zwi -
zane z faz  sta . W tabeli 1 zosta a wymieniona cz  z nich, która znalaz a 
swoje zastosowanie w chromatografii immunopowinowactwa. 
 
Tabela 1. Aktywatory stosowane do immobilizacji [3] 
Table 1. Activators used for immobilization [3] 
 

Rodzaj odczynnika 
(Type of the reagent) 

Nazwa odczynnika 
(Reagent name) 

Aktywatory rozpuszczalne 

 chlorowodorek N’-(3-
dimetyloaminopropylo) karbodiimidu 

 chlorowodorek N-etylo-N’-(dimetylo-
aminopropylo) karbodiimidu 

 N-hydroksysukcynoimid 

 sulfo-N-hydroksysukcynoimid 

 bromocyjan 

Rozpuszczalne bifunkcyjne czynniki 
 dialdehyd glutarowy 

 bezwodnik maleinowy 

Aktywatory zwi zane z faz  sta  

 zwi zki oksiranu (pochodne epoksydowe) 

 grupy estrowe n-hydroksysukcynoimidu 

 bezwodnik maleinowy 
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W praktyce jednym z najcz ciej stosowanych aktywatorów rozpusz-
czalnych jest bromocyjan, który oddzia uje z grupami funkcyjnymi z o a 
przygotowuj c go do przy czenia przeciwcia a.  

 

 
Rys. 2. Schemat aktywacji z o a bromocyjanem [7] 
Fig. 2. Scheme of activation by bromo-cyanide [7] 

 
Na rys. 2 przedstawiono schemat aktywacji bromocyjanem sefarozy. 

Nie protonowane grupy aminowe przeciwcia a reaguj  z zaktywowanym no-
nikiem wytwarzaj c N-podstawiony izomocznik. Pomimo swojej popularno-
ci, metoda ta ma posiada pewne wady. Powsta e w trakcie immobilizacji 

struktury nie s  ca kowicie stabilne. W wyniku reakcji w rodowisku oboj t-
nym b d  zasadowym powstaj  grupy, które mog  zosta  sprotonowane  
i w konskwencji dzia a  jako jonowymieniacze. Kolejne dodanie cz steczek 
zawieraj cych grupy aminowe prowadzi do powstania N-monopodstawione  
i N,N-dipodstawione pochodne guanidyny. W po czeniu z hydrofobowymi 
a cuchami alkiloamin wytwarzaj  si  adunki dodatnie, wykazuj ce w a ci-
wo ci powierzchniowe czynne. To powoduje wzrost niespecyficznej sorpcji, 
co mo e by  rozpatrywane, jako odwrotna denaturacja bia ek - jakimi s  
przeciwcia a [7]. W przeciwie stwie do tego reakcja grup aminowych ze z o-
em zaktywowanym N-hydroksysukcynoimidem czy te  1,1’-karbonylo- 

diimidazolem (CDI) umo liwia uzyskanie stabilnych N-alkilokarbaminianów (ure-
tany) pozbawione dodatkowych na adowanych grup w szerokim zakresie pH.  

Rozpuszczalnie bifunkcyjne czynniki wi ce dzia aj , jako mostki 
pomi dzy grupami funkcyjnymi. Cz  z nich, do których nale y na przyk ad 
dialdehyd glutarowy czy bezwodnik maleinowy, tworz  mostki pomi dzy 
identycznymi grupami funkcyjnymi, np. mi dzy dwoma grupami aminowymi. 
Z kolei heterogenne bifunkcyjne czynniki takie jak ester N-hydroksysukcy- 
noimidolowy kwasu 4-maleimidomas owego wi  grupy tiolowe no nika  
z aminowymi grupami przeciwcia a. Inna grup  zwi zków nale cych do tej 
rodziny s  fotoaktywne agenty, takiej jak benzofenony czy diazyryny. Po 
zwi zaniu z faz  sta a przeprowadza si  fotoaktywacj  umo liwiaj c  two-
rzenie wi za  kowalencyjnych z przeciwcia em [2]. 

Pomimo tego, e opisane metody s  bardzo cz sto wykorzystywane 
do unieruchamiania, istnieje te  kilka nieuniknionych problemów zwi zanych 
z budow  samych przeciwcia . Jak ju  zosta o wcze niej zaznaczone, che-
miczne nieukierunkowane metody immobilizacji dla zwi zania przeciwcia a 
wykorzystuj  g ównie aminowe reszty lizyny wyst puj ce w obr bie ca ej 
cz steczki (60-80 z 1350 reszt w cz steczce). Skutkiem tego jest wielokrot-
ne wi zanie oraz wielokierunkowa orientacja, co w konsekwencji powoduje 
spadek aktywno ci przeciwcia . Ponadto przeciwcia a zawieraj  cztery ter-
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minalne grupy aminowe, które z powodu ni szego pKa s  nawet bardziej re-
aktywne w porównaniu z -aminowymi grupami lizyn. Negatywny efekt pole-
gaj cy na przy czaniu poprzez te grupy, które znajduj  si  w miejscu wi -
zania antygenu, b dzie o wiele wi kszy nawet w porównaniu ze znacznym 
nadmiarem reszt lizynowych [12]. 

Podsumowuj c, niespecyficzna natura tworz cych si  wi za  unie-
mo liwia przewidywanie orientacji immobilizowanych przeciwcia , ani te  
stopnia ich funkcjonalno ci. 

Potencjalnie mo liwe sposoby orientacji zwi zanych przeciwcia  s  
przedstawione na rys. 3. 

 
Rys. 3. Orientacja losowo zwi zanych przeciwcia  [3] 
Fig. 3. Orientation of random bonded antibodies [3] 

 
Wi zanie ukierunkowane 
(Direct binding) 

Metoda wi zania ukierunkowanego ma na celu unieruchomi  prze-
ciwcia o tak, aby jak najwi ksza liczba regionów odpowiedzialnych za cze-
nie si  z antygenem zosta a wyeksponowana w kierunku fazy ruchomej [3]. 

Jedna z technik, nale ca do tej grupy, opiera si  na tworzeniu most-
ków bia kowych pomi dzy faz  stacjonarn  a przeciwcia em. Najcz ciej  
w tym celu wykorzystuje si  dwa typy bia ek: bia ko A (PrA) oraz G (PrG). 

Bia ko A wyizolowane z bakterii Staphylococcus aureus nale y do bia-
ek powierzchniowych i posiada wyj tkow  zdolno  do wi zania immuno-
globulin ssaków, szczególnie immunoglobulin G. To bia ko, zwi zane ze z o-
em typu Sepharose, jako pierwsze zosta o wykorzystane do konstrukcji 

biospecyficznych kompleksów, maj cych na celu ukierunkowan  immobili-
zacj  przeciwcia . Unieruchamianie poprzez mostek bia kowy okaza o si  
szczególnie przydatne w wysokosprawnych procesach rozdzielczych 
(HPIAC lub HPIC), pozwalaj cych na efektywn  jednoetapow  izolacj  od-
powiednich antygenów nawet z tak z o onych próbek jak ekstrakty b ony 
komórkowej (plasma membrane extracts) [13]. 

Uniwersalnym no nikiem w technice HPIAC jest szk o porowate. 
Schemat przygotowania z o a jest przedstawiony na rys. 4. 
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Rys. 4. (A) Chemizm procesu wi zania bia ka A ze z o em szklanym modyfikowanym  

1,1’-karbonylodiimidazolem. (B) Schemat wi zania Immunoglobuliny G z unieruchomio-
nym bia kiem A 

Fig. 4. (A) Chemistry of binding protein A to glass sorbent modified with 1,1’-carbonyl- 
diimidazole. (B) Scheme of binding immunoglobulin G to immobilized protein A 

 
Bia ko A posiadaj ce w a ciwo  wi zania fragmentów Fc immunoglo-

bulin jest z o one z pi ciu podjednostek, z których ka da posiada w asny re-
ceptor dla Fc. Jednak w trakcie immobilizacji trzy z nich s  dezaktywowane, 
natomiast dwie pozosta e stanowi  punkt uchwytu dla przeciwcia , które na-
st pnie tworz  wi zania kowalencyjne z bia kiem A potraktowanym uprzed-
nio karbodiimidem. Takie z kolei przy czanie u atwia odpowiedni  orientacj  
receptorów antygenowych przeciwcia a wzgl dem fazy ruchomej. Na doda-
tek bia ko A stanowi „ruchome rami ” dla unieruchomionych przeciwcia , 
zmniejszaj c wp yw zawady sterycznej [13]. 

W celu zwi kszenia specyficzno ci wi zania IgG przez bia ko A zosta-
a skonstruowana technika wykorzystuj ca aktywne fragmenty PrA (FB). 
Uzyskuje si  je poprzez trawienie trypsyn  bia ka A. Otrzymane fragmenty 
FB immobilizuje si  nast pnie poprzez aldehyd glutarowy na z o u Eupergit 
CB6200 zmodyfikowanym dihydrazydem kwasu adypinowego. Tak powsta e 
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z o e wykazuje lepsz  zdolno  wi zania przeciwcia a, ni  z o e z nietra-
wionym bia kiem A w takich samych warunkach. 

Do tworzenia z ó  z immobilizowanymi przeciwcia ami s  równie  sto-
sowane techniki IMAC (ang. Immobilized Metal Affinity Chromatography), 
czyli chromatografii metalopowinowactwa. Oryginalne podej cie zapropono-
wane przez Hale’a polega o na przygotowaniu wype nienia zawieraj cego, 
jako grupy aktywne reszty kwasu iminodioctowego, kompleksuj ce jony ko-
baltu, na którym zosta y unieruchomione w sposób odwracalny przeciwcia a. 
Pierwszym etapem tego procesu by a chelatacja jonów kobaltu, którego ró-
d em jest CoCl2. Nast pnie do kolumny dozuje si  bufor z przeciwcia ami, 
które wi  si  ze z o em IDA-Co

2+ 
w sposób odwracalny. Po zwi zaniu ko-

balt jest utleniany do Co
3+ 

rozcie czonym roztworem H2O2 w PBS. W ten 
sposób tworzy si  nieodwracalny kompleks z przeciwcia ami. Ostatnim eta-
pem jest przemywanie z o a roztworem EDTA i imidazolu w celu usuni cia 
niezwi zanych przeciwcia  Zwi zane immunoglobuliny nie mog  by  wymyte 
przez reagenty chelatuj ce, wysokie st enie soli, detergenty ani czynniki 
chaotropowe. Jedynie odczynniki o w a ciwo ciach redukcyjnych s  zdolne 
do usuwania przeciwcia . Poniewa  histydyny wi ce metale koncentruj  
si  na C-ko cu a cucha ci kiego, przeciwcia a cz  si  ze z o em w spo-
sób ukierunkowany, a ich receptory rozpoznaj ce antygen s  skierowane do 
fazy ruchomej. Wa n  zalet  tego typu z ó  jest fakt, e umo liwiaj  one 
immobilizacj  przeciwcia  ró nych typów oraz podklas. Ilustruje to do wiad-
czenie przeprowadzone przez Hale’a. Cztery podtypy przeciwcia  (oczysz-
czone mysie IgG1, mysie IgG2a (z p ynu puchlinowego), mysie IgG3 (z p ynu 
puchlinowego), oczyszczone ludzkie IgG4) zosta y unieruchomione wcze-
niej opisan  metod  w identycznych warunkach (kolumna IDA 7,5 x 75 mm 

zrównowa ona Na2HPO4, NaCl). Przeciwcia a by y wymywane poprzez elu-
cj  gradientow  imidazolem w st eniu od 0 do 250 mM w ci gu 20 min [8]. 

Wszystkie przeciwcia a w tym przypadku by y zwi zane przy takiej 
samej warto ci pH 7,5 oraz zosta y wymyte z kolumny przy niskim st eniu 
imidazolu (50 mM). Na chromatogramie testowym, piki pochodz ce od ró -
nych przeciwcia  wykazywa y prawie ten sam czas retencji, co oznacza, e 
wi zanie przeciwcia  nie jest specyficzne wzgl dem ró nych typów oraz 
podklas [8]. 

Technika wykorzystuj ca jony metali przej ciowych, w tym przypadku 
kobalt, jest prostym i szybkim sposobem umo liwiaj cym immobilizacje ró -
norodnych przeciwcia . Czas przygotowania kolumny wynosi 2-3 godziny. 
Przeciwcia a poddaje si  dzia aniu czynników utleniaj cych w niskich st e-
niach, co nie powoduje ich denaturacji, ani utraty aktywno ci. Tworzenie 
nieodwracalnych wi za  z jonami Co

3+
 nie wymaga przeprowadzenia proce-

su blokowania grup funkcyjnych, jak ma to miejsce w innych technikach. Ko-
lejna zalet  tych z ó  jest odwracalno  immobilizacji. Po traktowaniu ko-
lumny czynnikami redukuj cymi oraz chelatuj cymi jony metali, z o e mo e 
by  nast pnie wykorzystane do konstrukcji innych kolumn w chromatografii 
powinowactwa [8]. 
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Najnowsze publikacje z dziedziny immobilizacji donosz  o opracowa-
niu nowej metody za udzia em metali. Wykorzystuj c akrylamid (AM) jako 
monomer, dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDMA) jako czynnik sieciuj -
cy, 2,2-azoizonitryl kwasu mas owego (AIBN) (inicjator) oraz metod  synte-
tyczn  polegaj c  na skonstruowaniu polimeru z wbudowanymi jonami mie-
dzi (II) tzw. bulk polimerization. Kolumna jest nast pnie przygotowywana 
przez unieruchomienie przeciwcia  poliklonalnych specyficznych do klenbu-
terolu - leku z grupy leków -adrenergicznych, odpowiedzialnego za  
rozszerzanie oskrzela. Testuj c kolumn  okaza o si , e nawet po 30 powtó-
rzeniach procesu rozdzielania, nie stwierdzono znacz cych zmian w specy-
ficznym rozpoznawaniu antygenów.  

Najbardziej efektywnymi metodami immobilizacji s  takie, które wi  
przeciwcia o poprzez ich unikalne fragmenty [3]. Jedno z takich podej  po-
lega na wykorzystaniu w glowodanowych reszt regionu Fc przeciwcia . 
Reszty cukrowe znajduj  si  w domenie przeciwcia a przestrzennie oddzie-
lonej od miejsc wi zania antygenu. W zwi zku z powy szym metoda ta po-
zwala na otrzymanie immunosorbentu o wysokiej specyficznej aktywno ci. 

Immobilizacj  przeprowadza si  poprzez utlenienie nadjodanem a -
cuchów w glowodanowych znajduj cych si  na Fc przeciwcia a do grup al-
dehydowych, które nast pnie mog  kondensowa  z no nikiem zawieraj -
cym grup  aminow  tworz c zasad  Schiffa. Zasada Schiffa jest nast pnie 
stabilizowana borowodorkiem sodu. Metod  alternatywn  jest wykorzystanie 
zaktywowanych hydrazydem no ników, takich jak: agaroza, celuloza, el 
krzemionkowy oraz kopolimery akrylowe, które po reakcji z aldehydami two-
rz  hydrazony. Bior c pod uwag  fakt, e przeciwcia a posiadaj  grupy cu-
krowe tylko w obr bie domeny CH2 a cuchów ci kich, fragmenty Fab roz-
poznaj ce i wi ce antygen b d  ca kowicie wolne i mog  oddzia ywa   
z faz  ruchom . Ró ne badania nad warunkami utleniania przeciwcia  poli-
klonalnych udowodni y, e immobilizacja t  technik  zale y od st enia 
nadjodanu, odczynu pH, czasu oraz temperatury. Efektywn  kombinacj  
tych czynników mo na przewidzie  matematycznie [3, 12]. 

 

6. Podsumowanie 
 
Dzi ki wysokiej specyficzno ci, przeciwcia a immobilizowane na pod-

o ach sta ych s  dzisiaj powszechnie stosowane do oczyszczania ró no-
rodnych klas zwi zków chemicznych. Przed rozpocz ciem procesu unieru-
chamiania nale y dokona  wyboru odpowiednich przeciwcia . Przeciwcia a 
poliklonalne s  ta sze, a ich produkcja atwiejsza w porównaniu z monoklo-
nalnymi. Natomiast wad  jest niepewne ród o pozyskiwania (zwierz ta ho-
dowlane) oraz problem ze standaryzacj . Zalet  przeciwcia  monoklonalnych 
jest natomiast mo liwo  d ugotrwa ego przechowywania oraz jednorodno  
w a ciwo ci (specyficzno ci i powinowactwa). Obecnie wci  stosowane s  
obie grupy. 
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Wybieraj c odpowiedni no nik nale y bra  pod uwag  cel rozdziela-
nia, a w konsekwencji koszty. No niki do HPLC s  dro sze, cechuj  si  jed-
nak lepsz  wytrzyma o ci  mechaniczn , kinetyk . 

Najistotniejsze znaczenie w ca ym procesie immobilizacji ma metoda 
aktywacji z o a oraz koncepcja unieruchamiania. Z o a mo na przygotowa  
stosuj c ca y szereg zwi zków chemicznych, nale cych do aktywatorów 
rozpuszczalnych, oraz bifunkcyjnych czynników sieciuj cych. Cz sto wyko-
rzystuje si  tak e komercyjne, uprzednio zaktywowane z o a.  

Wi kszo  technik immobilizacji opiera si  na nieukierunkowanym (loso-
wym) wi zaniu przeciwcia , wykorzystuj c przy tym wolne aminowe reszty lizyn 
rozproszone w obr bie ca ego przeciwcia a. Jest to cz sto przyczyn  spadku 
zdolno ci wi cych przeciwcia  i nisk  efektywno ci   immobilizacji – niekiedy 
jedynie na poziomie 1-30% teoretycznej wydajno ci. St d obecne trendy zmie-
rzaj  do wykorzystywania jedynie metody ukierunkowanej immobilizacji. 

Unieruchamianie poprze bia ko A lub G daje odpowiedni efekt orientacji 
oraz aktywno ci przeciwcia , ale wad  jest wysoki koszt oraz fakt, e nie 
wszystkie immunoglobuliny wykazuj  zdolno  do czenia si  z tymi ligandami.  

Jednym z ciekawych kierunków rozwoju metod unieruchamiania jest 
wykorzystanie jonów metali. Techniki te s  powszechnie stosowane do im-
mobilizacji bia ek i by  mo e wkrótce b d  te  wykorzystywane w przypadku 
przeciwcia . Przygotowuj c immunosorbent uwzgl dni  nale y w a ciwo ci 
z o a, warunki procesu aktywacji oraz unieruchamiania. Odpowiedni dobór 
przeciwcia  oraz ukierunkowana immobilizacja chemiczna stanowi  o sukce-
sie uzyskania unikatowej fazy stacjonarnej pozwalaj cej na selektywne roz-
dzielenie wielu skomplikowanych mieszanin. 

 

 Conclusions 
Because of high specificity immobilized antibodies are widely applied 

in purification of various chemical compounds. First step in immobilization 
process is selection of the most suitable antibodies. In comparison to poly-
clonal antibodies are less expensive and their production process is less 
complicated than monoclonal antibodies. However an uncertain source (bre-
eding animals) and problem with standardization are main disadvantages of 
monoclonal antibodies. The advantages of that kind of antibodies are possi-
bility of long-term storage and homogeneity properties: specificity and affin-
ity. Currently both kinds of antibodies are used. 

A method of bed activation and method of immobilization are the most 
important factors in separation process by immunochromatography.  
To preparation of beds many chemical compound are applicated, e.g. solu-
ble activators and bifunctional cross linkers. Most of the immobilization tech-
niques are based on indirect binding to antibodies, using free lysine residues 
distributed through antibody but low efficiency implicates that monoclonal 
antibodies are more frequently used. Immobilization of antibodies by protein 
A and protein G is well oriented, but method os high cost and unspecificity to 
some ligands. 
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Suitable selection of antibodies and direct chemical immobilization are 
main cause of success of application of antibodies. 
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