PROTILATKY

e tridy, normalni hladiny Ab
 zakladni charakteristika reakce Ag — Ab
e afinita , avidita

* polyklonalni, monoklonalni Ab
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Interakce Ag s Ab

EPITOP — Cast Ag, na kterou se vaze Ab
vazebné misto protilatky — hypervariabilni
oblasti (CDR — complementarity determining
region)
zprostredkovana slabymi vazebnymi
interakcemi (nekovalentni vazba):
vodikové mustky, iontové vazby,
hydrofobni interakce, van der Waalsovy sily




Normalni hladiny Ab v séru
(dospelého clovéka)

7,5 - 15,6 g/|
0,8-4,5g/l
0,5-3 g/l
<30mg/ | )

<2mg/l

-

potreba citlivé

detekcni techniky



Vysetreni Ab

 1gG, A, M, D, E—turbidimetrie, nefelometrie

* specifické Igk (proti alergenum) — vzhledem k
nizké hladiné jsou treba citlivé
imunochemické metody (napr.
chemiluminiscence — analyzator Immulite,
EIA, RIA)

* specifické IgG (proti patogenum) - ELISA



Afinita, avidita

AFINITA

e sila vazby mezi jednim vazebnym mistem Ab a
jednim epitopem Ag

e Cim vetsi specificita Ab, tim véetsi afinita

AVIDITA

e sila vazby mezi Ab a mutlivalentnim Ag

e 1 molekula Ab ma 2 vazebna mista

e |gM — pentamer, sekrecni IgA — dimer

(ze sterickych dlvodu se nemohou vazat vSechna
vazebna mista soucasne, IgM — max. 6 vazeb)




Polyklonalni Ab

e obsahuji smés protilatek rizné specificity, avidity

e Pripravuji se imunizaci zvirat (mys, kralik, koza,
ovce...) pozadovanym antigenem

e po urcité dobé se zvireti odebere sérum a vyizoluji se
z néj protilatky

e jsou levnéjsi nez monoklonalni
e pro néktere aplikace vyhodneéjsi

e Vyuziti v diagnostice:
nefelometrie, turbidimetrie,
konjugat ELISA, imunofluorescence




Monoklonalni Ab

obsahuji jen protilatky 1 specificity (proti 1 Ag)
pripravuji se hybridomovou technologii

HYBRIDOM - bunka vznikla fuzi mysiho B-lymfocytu
a myelomoveé bunky

selekce hybridomu (Uspésné fuzované bunky rostou
na médiu HAT, maji enzym HGPRT)

selekce klonu, ktery produkuje protilatky
pozadované specificity

Vyuziti v diagnostice: prutokova cytometrie,
histologie
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MAD IV.

Clonal expansion of a single cell
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Monoclonal antibodies with single antigen specificity




Isolate spleen
cells from mouse
immunized

with antigen X

B¢ o< B& PP
}ﬁl"j %‘I—/ ?k‘/ 7 7 "\_ _.'/" "\'_ 4

) Mutant myeloma line;
Mixture of spleen cells, including , unable to grow in HAT
some producing anti-X antibody selection medium; does

not produce antibody
Mixture of
fused and
unfused cells

Only fused cells
(hybridomas)
grow

"Clone" cells (so each well
contains the progeny of one cell)
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Screen supernatants for presence of anti-X antibody
and expand positive clones

Hybridomas producing
monoclonal anti-X antibody
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Mouse hybridoma In vitro antibody libraries
' ' Transgenic mouse
Human hybridomas
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Genetic engineering
V gene cloning
CDR grafting

Eukaryotic expression

()] My§i (Celé) Nature Reviews | Drug Discovery
e Chimérické (mysi V'V, )
 Humanizované (mysi hypervar.tseky)

Lidské (pripravené technikami mol.biol. dle
knihoven)




