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PROTILATKY

» protilatky jako zakladni reagens pri
imunologickych metodach

 zakladni charakteristika reakce Ag — Ab



Obecne principy reakce Ag - Ab

Antigen — latka schopna vyvolat imunitni reakci

i nativni

rekombinantni

vazebn¢ misto: EPITOP (antigenni determinanta)

Protilatka monoklonalni

polyklonalni

vazebné misto: PARATOP

AFINITA (epitop s paratopem) a AVIDITA
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TRIDA PROTILATEK
 dle typu konstantniho retezce
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Interakce volného Ag s volnymi Ab




AFINITA

» vazba Ag-Ab zahrnuje vodikové miustky,
iontove vazby, hydrofobni interakce, van der
Waalsovy sily

 dana velikosti sily mez1 jednim vazebnym
mistem Ab a jednim epitopem Ag




AVIDITA

« dana vicenasobnou interakci mezi multivalentni
Ab a Ag (opakovany epitop na povrchu)

Functional avidity

Mature Reviews | Immunalogy



POZOR!

Antigenem muze byt i
protilatka!!!




PRIPRAVA MONOKLONALNICH
PROTILATEK I.
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Monoclonal antibodies with single antigen specificity



Isolate spleen
cells from mouse
immunized

with antigen X

Mixture of spleen cells, including
some producing anti-X antibody

Mixture of
fused and
unfused cells

Only fused cells
(hybridomas)
grow

Antigen X

ma line;
unable to grow in HAT
selection medium; does
not produce antibody

each well
ny of one cell)

Screen supernatants for presence of anti-X antibody
and expand positive clones
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Genetic engineering
V gene cloning
CDR grafting
Eukaryotic expression

[ ) My\sli (Celé) Nature Reviews | Drug Discovery
* Chimérické (mysi V,; V, )

 Humanizované (mysi hypervar.useky)

Lidské (pripravene technikami mol.biol. dle
knihoven)



Priklady klinického vyuziti
monoklonalnich protilatek v 1éCbé
imunopatologickych chorob

Imunosuprese:

- anti-CD3 (OKT3),

— anti CD25 (basiliximab, daclizumab),
— anti CD20 (rituximab)
Blokada prozanétlivych cytokinu:

— Anti —TNF-a (infliximab, adalimumab) — revmatoidni artritida,
Crohnova choroba,

Blokada adhezivnich molekul:

— anti integrin a4b1 (natalizumab) — roztrouSena mozkomisni
sklerdza

— Anti-CDl1a (efalizumab) - psoriaza
Protialergicka 1écba
— anti-IgE (omalizumab): t€zké formy astmatu



Monoklonalni protilatky v
humanni mediciné

Muronomab-CD3 , Basiliximab (IL2r alfa, chim.),
Daclizumab (IL2r alfa, hum.)

Abciximab (glykoprotein IIb a IIIa trombocytl, chim.)
Infliximab (TNFalfa, chim.) Adalimumab (TNFalfa, lidska)
Infliximab (TNFalfa, chim.)

Palivizumab (F-protein RSV, hum.)

Natalizumab (inhibitor adhesivni molekuly a4 bl) - SM



Monoklonalni protilatky v humanni
mediciné

Trastuzumab (HER2 onkoprotein, hum.), ca
mammae

Cetuximab (epithelial growth factor receptor
EGFRI,

chim.), Edrecolomab (epithelial cell adhesion
molecule,

mySi) kolorektalni ca
Rituximab (CD20 na B-lymfocytech, chim.)

nehodgkinsky lymfom, CLL
Alemtuzumab (CD52 na B,T,NK ,mono, hum.) CLL

Omalizumab (humanisovana anti IgE)



Produkce antigenu a protilatek

v transgennich rostlinach
 Rekombinantni protilatky
SIgA/G Streptococcus mutans (tabak)
[gG HSV2glykoprotein B ( sOja)
scFv-bryodin 1 imunotoxin CD40

(tabak,bun.susp.)
 Rekombinantni podjednotkove vakciny
HBsAg (tabak)
Glykoprotein viru vztekliny (rajce)
Termolabilni enterotoxin E.coli (tabak, brambory)

Virus praseci gastroenteritidy (tabak, kukufice)

(Ma KCJ et al.: Nature Rev Genetics 2003, 4: 794-
805)



CVICENI C.1

» Ukol ¢&.1: fedéni geometrickou fadou

(sloupce 1,2)

» Ukol &.2: pipetovani do mikrotitraéni
destiCky
(sloupce 3-11)




Geometricka rada
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Do jamky vzdy jen 100ul z naredéné geom. rady.
Zbytek desticky dopipetovat redicim roztokem:

sl. 3-5 - dopipetovat 8-kanalovou pipetou

sl. 6-8 — dopipetovat opakovaci pipetou (=stepper)

sl. 9-11 - dopipetovat 1-kanalovou pipetou



PROTOKOLY

v hlavicce: v protokolu
samotném:
jméno
datum Princip
uloha ¢. Postup
nazev l'l|0hy V)’/sledky
& \"[-1¢

...grafy...



PROTOKOL C.1

* Princip: Okomentovat vyznam spravneho
pipetovani

* Postup: pomucky, schématko

* Do vysledku: min. hodnota, max. hodnota,

prumeér, smérodatnou odchylku jen u absorbanci
nenalezejicich ke geometrické rade (sl.3-11)




