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Protilatky

Chemické slozeni: glykoproteiny

Vyznam pro obratlovce:
» Humordlni slozka adaptivni imunity

» Ochrana pred extracelularnimi patogeny

Vyznam pro medicinu:
» Reakce proftildtky s antigenem je zdkladem mnohych laboratornich tests

= Biologickd leCba




Struktura protilatky

2 tézké (H) + 2 lehké retézce (L)
Spojeni — kovalentni disulfidické mUstky

Pantovd oblast - flexibilita

L retézec — 1 variabilni + 1 konstantni oblast

H retézec — 1 variabilni + 3-4 konstantni oblasti

Fab fragment — variabilni oblasti — vazba anfigenu

Fc fragment — efektorovd funkce
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Tridy protilatek

» 5 ffid — podle typu tézkého retézce

IgG IgA (dimer) IgM (pentamer) igD IgE
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Principy reakce antigen-protilatka

= Antigen
» | dtka schopnd vyvolat tvorbu protildtek

» Konkrétni misto na jeho povrchu, kam se vaze protilatka — EPITOP

Protilatka

» Specificky produkt termindinich vyvojovych stadii B lymfocytd

= Misto, které reaguje s epitopem antigenu — PARATOP
» Vazba Ag-Ab je reverzibilni — slabé nevazebné interakce
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Afinita vs avidita profilatek

» Afinita
®» sila inferakce mezi 1 epitopem Ag Valency of  Avidity of
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Protilatky mohou byt

Monoclonal antibody

=» Monoklondlni

» Produkty jediného klonu B lymfocytd

Polyclonal antibody

= namireny proti 1 epitopu jediného antigenu

» Velmi vysokd specifita

» Polyklondlni

= Namifeny proti vice epitopUm jednoho i vice antigend

» Pokud byl priimunizaci pouzit 1 antigen — vznikd monospecifické antisérum

» Pokud bylo pfi imunizaci pouzito antigenU vice — polyspecifické antisérum




Vyroba polyklondalnich protilatek




Vyroba polyklondlnich protilatek

I.  Vybér vhodného antfigenu

» Nutnd vysoka Cistota — precisténi pomoci chromatografie, ELFO

Zvyseni afinity anfigenu k bunkdm imunitniho systému

» Problém - solubilni antigeny Spatné aktivuji imunitni systém

» ADJUVANCIA - zvysujiimunogenost a udrzuji antigen déle v téle
= 50l Al,O,

» Freudovo adjuvans (kompletni/inkompletni) — adsorpce antigenu na kapicky minerdiniho oleje
(s/bez pridavku usmrcenych mykolbakterii)




Vyroba polyklondlnich protilatek

3. Vybér vhodného zvirete

» Fylogeneticky co nejvzddlenégjsi druh vzhledem k povaze antigenu

A8
o
Sheep Goat Llama

4. IpUsob aplikace — nejcastéji intradermdlné, subkutdnné

» Anfigen je vychytdn ve spdadovych lymfatickych uzlindch — maximalni odpovéed




Concentration of antibody

Vyroba polyklondlnich protilatek
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Vyroba polyklondlnich protilatek

5. Sbér krve
» Opakované odbéry nizsiho mnozstvi krve

» Kompletni vykrveni zvirete - usmrceni

6. Zisk séra s obsahem protilatek

/. Precisténi protilatek a jejich kvantifikace
» Nespecifické metody —izolace protildtek urcité tridy
» Precipitace siranem amonnym, elektroforéza, ionexovd nebo gelova chromatografie
» Specifické metody - izolace protildtek vUc&i konkrétnimu antigenu

» Afinitni chromatografie, imunoadsorpce




Polyklonalni proftilatky - vyuziti

Nefelometrie ELISA
» Reakce Ag-Ab - precipitace » 7dchytné/detekeni profilatky
» VysSi senzitivita nez
.. monoklondlni Ab
Lecba

= Antiséra proti hadim jedim = Nizsi specifita

HRP-Conjugated
Detection
Antibody

k-




Vyroba monoklondlnich protildtek




Vyroba monoklondlnich protilatek

1.
Aplikace antigenu 2.
infravendzné A ~ = W N Antigeny jsou krvi zaneseny
T et )\ . S . S
@ | do sleziny —zde je imunitni
] &9 ) odpoved na antigen
| maximdalni

3.

Ve sleziné diferencuji antigen specifické
B lymfocyty do plazmatickych bunék,
které produkuiji protilatky



Vyroba monoklondlnich protilatek

4. Po nékolika tydnech je z
imunizované mysi vyjmuta slezina

LIVER s

el N 5. Izolace plazmatickych bunék
2" I ze sleziny
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Vyroba monoklondlnich protilatek

» 1975 —Kohler a Milstein — fUze s mySimi myelomovymi bunkami

Slezinnd plazmatickd  Myelomovd bunka
bunka

rodukuje Ag

specificke x
proftilatky \;3
« Velmi kratka O

Zivotnost

« Neprodukuje protilatky

e Je nesmrtelnd

6.FUze bunék polyethylenglykolem (PEG)



Vyroba monoklondlnich protilatek

Nezfuzovane B !ymfgcy’ry a 7fUzované Lfuzované myelomove
myelomove bunky B lymfocyty bunky

N
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7. Bunécnd smés je kultivovana v
selek&nim HAT mediu
(Hypoxantin, Adenosin, Thymidin)




Selekce - enzymaticky blok

Zachranna draha
enzym HGPRT

Alternativni draha
enzym dihydrofolatreduktaza

Aminopterin
blokuje

HGPRT = Hypoxantin Guanin > dihydrofolatreduktazu

PhosphoRibosyl Transferdza




Selekce - enzymaticky blok

=N “

Zablokovani syntézy DNA

Spontanni smrt
do nékolika tydn( l




Vyroba monoklondlnich protilatek

8. Hybridomy jsou rozdéleny do jednotlivych jamek

9. Ddle se udrzuji pouze ty bunky, které produkuji Ab profi pozadovanému
epitopu /

\
\_ . Epitop 2

Epitop 1
10. Precisténi, kvantifikace, validace




Vyuziti monoklondlnich protilatek

» Konjugace monoklondlnich proftilatek s fluorochromy
= (FITC, PE, APC, PC7, Alexa fluor, KO a dalsi...)

» /dkladni reagencie pro imunofenotypizaci

IMUNOFENOTYPIZACE

»stanoveni fenotypu bunék na zakladé imunologické detekce jejich povrchovych
znaky (markerd) pomoci pritokové cytometrie*

» CD nomenklatura - CD znaky na bunkdach \ ,

» Nekteré jsou pro urCité typy bunék vysoce specifické

» Detekce CD znakU pomoci fluorescencné znacenych protildtek

Fluorescent
probe: FITC

<’




Vyuziti monoklondlnich protilatek

Priklady vyuziti konjugdtu protildtka-fluorochrom jaoko diagnostik v laboratori:
» Rozliseni T a B lymfocytdrnich subpopulaci
» Rozliseni klidovych a aktivovanych forem leukocytU

» RozlisSeni Casné/pozdni aktivace bunék

» Rozliseni vyvojovych stadii bunék
= Proliferace
» Apoptdza

» |munofenotypizace hematologickych malignit




Vyuziti monoklondlnich protilatek

Monoklonadlni protilatky neznacené fluorochromy jako stimulancia bunék:
Priklad:
» Anti-CD3+CD28 - aktivace T lymfocytu \\ ACBSLTOR

» Produkce cytokin0 — INF-y, IL-2

» Proliferace




Vyuziti monoklondlnich protilatek

= Monoklondini protilatky joko 1éCiva: BIOLOGICKA LECBA

» RUzné druhy protildtek:

» Mysi (omab) Murine Chimeric Humanized Fully Human
(0% human) (65% human) (> 90% human) (100% human)

» Chimérické (ximab)

= Humanizované (zumab) \\\ ’\\ // \ /

» |idské (umab) || I| II ||

Generic suffix -omab -Xximab -zumab -umab

High Potential for immunoge {w




Vyuziti monoklondlnich protilatek

Imunosuprese

= Anti CD20 (Rituximab): B lymfocytarni malignity

Blokdda prozdnétlivych cytoking

» Anfi TNF-a (Infliximab): [écba Crohnovy choroby, revmatoidni artritidy

Blokdda adhezivnich molekul

» Anti CD11a (Efalizumab): [éCba lupénky

Protialergickd |écba

» Anfi-IgE (Omalizumab): IéCba tézkych forem astmatu



Vyuziti monoklondlnich protilatek

» Novd generace monoklondlnich proftildtek uréenych k biologickeé IeCbé:
konjugace s cytostatiky

» /esileni cytotoxického UcCinku na maligni bunky

Antibody Linker Drug ]

Attachment P otease Cytotoxic Agent
Group vable Site
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Shrnuti

Polyklondlni proftilatky Monoklonalni protilatky

Snadnégjsi vyroba Ndarocnd vyroba
Relativné levné Drahé
VysSi senzitivita Nizsi senzitivita
NiZzsi specifita Vysokd specifita
Vyssi pravdépodobnost zkfizené reakfivity Nizk& pravdépodobnost zkfizené reaktivity




