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Bunécna cast Serologicka cast




Rozdéleni imunologickych laboratornich
metod

Bunécna laborator

Soustredi se na leukocyty
M M W

» Absolutni a relativni pocty
» Funkéni vlastnosti

Serologicka laborator

Stanoveni proteinu v séru

» Autoprotilatky

» Imunoglobuliny

» Proteiny akutni faze
»Komplement
»Specifické IgE a dalsi ...



Laboratorni vysetreni

* Faze preanalyticka
 Mimolaboratorni — priprava pacienta, odbér, zadanka, transport
* Laboratorni — prijem materialu, centrifugace, vytvoreni alikvotu se Stitky

* Faze analyticka

* Vlastni laboratorni vysetreni, kalibrace metody + kontroly, dokonaly technicky
stav pristroju

* Faze postanalyticka
 Laboratorni — skladovani vzorku, zisk vysledkd = vydani nalezu
* Mimolaboratorni — ucelné vyuziti vysledkl k diagnostice/lécbé



Biologicky materia

e Zilni krev — uzaviené odbérové systémy
* Méné casto BAL (bronchoalveolarni lavaz)

» Kazdy biologicky material doprovazi
zadanka

* Svoz:
e V radmci nemocnice — rucni donaska
e Externi materidl — svoz autem (2krat za den)



Biologicky materia

Plazma Sérum

e 7 nesrazlivé krve e 7e srazlivé krve

* EDTA —vyvazuje Ca,, e Zkumavky s gelem — akcelerace

* Heparin — anti lla/Xa aktivita koagulace
A — e Sérum neobsahuje koagulacéni faktory
- h a fibrinogen
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Biologicky materia

Bunécna laborator Serologicka laborator

/EDTA HEPARIN \ SEM(IVI-GEL \

A

=31 1
EDTA K

Vysetreni Funkcni testy
lymfocytarnich  leukocytu

propulaci / K /




Prijmova

aborator - sanitari

* Pfiprava séra — centrifugace (2000 otacek/min, 10 min)

* Pfiprava alikvotl pro metody =2 Stitky

e Kontrola, zda je objem séra dostatecny
pro vsechny pozadované metody

 Specialni metody — zamrazeni sér

PLASMA —| -

(Contains
fibrinogen)

WHITE —
BLOOD CELLS
AND PLATELETS

=T 4 BUFFY

7nf”} COAT

RED —|

BLOOD CELLS

— CLOT
: (Blood
ihe ceolls In
fibrin clot)

It SERUM

(Minus
tibrinogen)




Imunoglobuliny

Chemické slozeni: glykoproteiny

Fab

Vyznam pro obratlovce:
* Humoralni slozka adaptivni imunity
« Ochrana pred extracelularnimi patogeny
 Neutralizace viru a toxinu
« Odstranovani poSkozenych struktur

Fc

Vyznam pro medicinu:

» Reakce protilatky s antigenem je zakladem
mnohych laboratornich testu

* Biologicka lecba

Glykosylace v
Fc fragmentu




Imunoglobuliny

* Produkty terminalné diferencovanych B-lymfocytu
e Sekretovana forma B-cell receptoru (BCR)

antigen-binding sites

N-koney \
* Membranova forma — karboxy konec tézkého

retézce obsahuje usek cca 20 hydrofobnich arable —
AK — ukotveni

* Sekretovana forma — hydrofilni AK — umoznuji
sekreci

disulfide
y bridge

4 light chain

heavy chain

constant —
region

B cell plasma
membrane

C-konec



Struktura imunoglobulinu

NH, NH,

NH,

2 tézkeé (H) + 2 lehké retézce (L)

e Spojeni — kovalentni disulfidické mustky

VARIABILNI
DOMENY

VARIABILNI
DOMENY

Pantova / zavésova oblast - flexibilita

KONSTANTNI KOMSTANTN
DOMENY 4. :c0vs & DOMENY
L+H ablast

Fab Fab

e | retezec — 1 variabilni + 1 konstantni doména

* Hretézec — 1 variabilni + 3-4 konstantni domény Lehky Fetézéc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

2 Fab fragmenty — variabilni oblasti — vazba antige

1 Fc fragment — efektorova funkce

Tézky fetezec

COOH COOH



Struktura imunoglobulinu

Variability
2
1
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* Hil retéezec — domény
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Ll 1 |

e Kazda doména cca 110-120 aminokyselin

=

0 20 40 60 80 100 120

Ve variabilnich oblastech H a L retézce
* Hypervariabilni iseky — mista s nejvyssi variabilitiou AK
* Ve 3D strukture vytvareji vazebné misto pro Ag

 Variabilni oblasti H a L retézce maji 3 hyperva-
riabilni Useky

Light-chain V region

Variability
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40

304

20 40 60 80 100
Residue

I B

FR1 HV1 FR2 HV2  FR3 HV3 FR4

<z

antigen-
binding
site




Tridy imunoglobulinu

. ] Q '9€ 2 IgE Q 190 p
+ 5 tfid — podle typu konstantni  ® \ 4 g N q % 47
casti tézkého retézce = O

* |gG - monomer als
* 4 podtridy 1gG,-1gG,

* IgA - monomer, dimer Disulfide \ 2

bond
* 2 podfidy IgA,, IgA, IgA

]

Joining - /A § A : ).
hai W
IgE - monomer &1 Y .
' oining Secretory

. &
chain protein
gD - monomer
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IgM - monomer, pentamer — pri imunizaci se tvori jako prvni



Lehké retézce

e Jsou dvojiho typu — lambda (A) a kappa (k)

* Funkéné mezi nimi neni rozdil

* U cloveka je jejich pomer 2:1

e OdliSnosti v poméru mohou upozornit na malignitu z B-lymfocytu
* \V 1 molekule imunoglobulinu jsou vzdy stejné lehké retézce!



Imunoglobuliny ruznych trid maji specifické funkce
efektorové funkce urcuje Fc fragment

Neutralization + - -

Opsonization + - * + + -

Sensitization for
Killing by NK cells

Sensitization
of mast cells

Activates complement
system




Imunoglobuliny ruznych trid maji rdzny
biologicky polocas

* Imunoglobuliny jsou v téle postupné metabolizovany

e Ztraty jsou doplnovany tvorbou novych protilatek (plazmatické burky
v kostni dreni, B-1 lymfocyty)

* Nejdéle v téle setrvava IgG — 21 dni

* lgMalgA -6 dni

* IgD -3 dny

* Nejrychleji se metabolizuje IgE - 2 dny



Referencni meze pro dospélého

* |gG—-7,5-15,5g/l
* IgG1 2 1gG2 =2 1gG4 - 1gG3

* IgA- 0,8—4,5 g/
e IgA1 > IgA2

¢ lgM—-0,5-3 g/l

« IgE < 100 kU/|
* |gD <100 IU/ml

Kterou tridu Ig vytvori lidské télo nejvice za 24 h?



Stepeni imunoglobulinu enzymy
(historické poznani struktury)

Pepsin stépi C-konce disulfidickych mlstka 2>
Fab fragmenty spojeny (stejna funkce jako v originalni molekule), Fc fragment

degradovan, ztrata efektorové funkce
Pepsin
Cleavage

F(ab’)2
Papain + Fragment Crystallizable
IgG Cleavage
Fab Fc
Papain stépi N-konce disulfidickych mastk( - Fragment Antigen Binding

2 identické oddélené fragmenty Fab a 1 Fc



Jaky je rozdil mezi imunoglobulinem a protilatkou?



Principy reakce antigen-protilatka

* Imunogen — latka na niZ imunita reaguje (napf. aktivace fagocytu)

* Antigen (Ag)
 Latka schopna vyvolat tvorbu protilatek
« Konkrétni misto na jeho povrchu, kam se vaze protilatka — EPITOP

* Protilatka (Ab)
« Specificky produkt terminalnich vyvojovych stadii B lymfocytu
* Misto, které reaguje s epitopem antigenu — PARATOF

é‘ -qn”%ﬁ’y'

/N

Epitope Paratope

Antigen



Vazba mezi Ag a Ab je reverzibilni

* Slabé nevazebné interakce

v . ve N G EA ANTIBODNY
* Vazba se vyznacuje urcitou ANTIGEN ANTIBODN
rychlosti vzniku a rozpadu Hidrogen Bond (i~ H — S
O H N
* JeJICh pOmér: Eletrostatic Forces |i’l> <:"+ ]
- 3
ROVﬂOVa,ina, konStanta KaS Van der Walls Forces ;5+ B-E> <a+ al_
o G
Hydrophobic Bond [___ 3 =
* Cim je K. vyssi, tim je afinita l

H.O

protilatky k antigenu vyssi



/
ate k 'Ualancy of Avidity of '

interaction interaction.

Afinita vs avidita proti

Nt
+ Afinita %% X
* sila interakce mezi 1 paratopem Ab ‘ ¢ Monovalent Low_
a 1 epitopem Ag

\
laG

J
+ Avidita s 0
* Je dana vicenasobnou interakci mezi ,é% y&i\i T
multivalentnim antigenem a protilatkou . |
* 1gG — 2 vazebna mista

« Sekrecni IgA — 4 vazebna mista \ /
* Pentamer IgM — az 10 mist . -4

,VEW.

* IgM ma nizkou afinitu k antigenu, ale vyrovnava ji ‘Polyvalent high

vyS$Sim pocCtem vazebnych mist
» 1gG — vysoka afinita (viz proces izotypovy presmyk, afinitni
turace) . .




Protilatky mohou byt

* Monoklonalni
* Produkty jediného klonu B lymfocytu

* namireny proti 1 epitopu jediného antigenu
* Velmi vysoka specifita

 Polyklonalni
« Namifeny proti vice epitopum jednoho Ci vice antigenu
« Pokud byl pfi imunizaci pouzit 1 antigen — monospecifické antisérum
« Pokud bylo pfi imunizaci pouzito antigenu vice — polyspecifické antisérum

g/

A\




Vlyroba polyklonalnich protilatek



Vyroba polyklonalnich protilatek

1. Vybér vhodného antigenu
* Nutna vysoka Cistota — precisténi chromatografie, ELFO

2. Zvyseni afinity antigenu k bunkam imunitniho systému
* Problém — solubilni antigeny spatné aktivuji imunitni systém
 ADJUVANCIA — zvysuji imunogenost a udrzuji antigen déle v téle
- soli AlLO,

* Freudovo adjuvans - adsorpce antigenu na kapi€ky mineralniho oleje (s/bez pridavku
usmrcenych mykobakterii)



Vyroba polyklonalnich protilatek

3. Vybér vhodného zvirete
* Fylogeneticky co nejvzdalenejsi druh vzhledem k povaze antigenu

Goat Llama

4. ZpUsob aplikace — nejcastéji intradermalné, subkutdnné
* Antigen je vychytan ve spadovych lymfatickych uzlinach — maximalni odpoved



Concentration of antibody

Vyroba polyklona

nich proti

atek

opakovana expozice antigenu — booster davka

initial
exposure

secondary
exposure

primary
iImmune
response

secondary
Immune response

Time



Vyroba polyklonalnich protilatek

5. Sbér krve

* Opakované odbéry nizsiho mnozstvi krve
* Kompletni vykrveni zvirete - usmrceni

6. Zisk séra s obsahem protilatek

7. Precisténi protilatek a jejich kvantifikace
* Nespecifické metody — izolace protilatek urcité tridy
* Precipitace siranem amonnym, elektroforéza, ionexova nebo gelova chromatografie

» Specifické metody — izolace protilatek vici konkrétnimu antigenu
* Afinitni chromatografie, imunoadsorpce



Polyklonalni protilatky - vyuziti
Nefelometrie ELISA
* Reakce Ag-Ab = precipitace e Zachytné protilatky

* Tridy a podtridy Ig, C3, C4, CRP e Zachyt ruznych variant antigenu
vV e 0 e v HRP-COHjUgated
* Vyssi senzitivita nez Detection

, , Antibody
Lééba monoklonalni Ab

e Antiséra proti hadim jedim * Nizsi specifita




V\yroba monoklonalnich protilatek



2.

Antigeny jsou krvi
1. zaneseny do sleziny —
Aplikace antigenu zde je imunitni odpoved
iIntravendzne na antigen maximalni

3.

Ve sleziné diferencuji antigen
specifické B lymfocyty do
plazmatickych bunek, které produkuji
protilatky



atek

Vyroba monoklonalnich proti

4. Po nekolika tydnech je z
Imunizovane mysi vyjmuta
slezina

A nes T W9 O 5 G . , v
ey 5. Izolace plazmatickych bunék
r'] LIVER g—+ () i b i '_: b .

| N 4 ze sleziny

JEEREAS g 2 STOMACH

~ - SPLEEN

SMALL INTESTINE = —_— v
A, T ! & ”t‘!

(4.7
KIDNEY

LARGE INTESTINE




Problém

lzolované B-lymfocyty dlouho nepreziji
Jak tedy ziskat dostatek protilatek?

B cells survive for not more thah a week!




Vyroba monoklonalnich protilatek

e 1975 — Kohler a Milstein — fuze s mysimi myelomovymi bunkami

Slezinna plazmaticka Myelomova burika
bunka

* Produkuje Ag specifické
protilatky \QE
+ Velmi kratka Zivotnost O :

6.Fuze bunék polyethylenglykolem (PEG)

* Neprodukuje protilatky

 Je nesmrtelna




Nezfuzovane B lymfocyty Ziuzovane  zfi70vané myelomové
a myelomové buriky B lymfocyty buriky

00 . @

/. BunéCna smes je

kultivovana v selek¢nim
HAT médiu |
(Hypoxantin, Aminopterin, !
Thymin)




HGPRT = Hypoxantin
Guanin
FosfoRibosyl Transferaza

Selekce — enzymaticky blok

N
.@ ”.%

Zachranna draha

enzym HGPRT Alternativni draha

enzym dihydrofolatreduktaza

Aminopterin
blokuje
> dihydrofolatreduktazu



Selekce — enzymaticky blok

HGPRT+  HGPRT+

HGPRT-  HGPRT-

=N ‘l

Zablokovani syntézy DNA

Spontanni smrt
do nékolika tydnl |




Vyroba monoklona

nich proti

8. Hybridomy jsou rozdéleny do jednotlivych jamek
9. Dale se udrzuji pouze ty bunky, které produkuji Ab proti

pozadovanému epitopu

10. Precisténi, kvantifikace, validace

Epitop 1

atek




Vyuziti monoklonalnich protilatek

* Konjugace monoklonalnich protilatek s fluorochromy
e Zakladni reagencie pro imunofenotypizaci

IMUNOFENOTYPIZACE

,<Stanoveni fenotypu bunék na zakladé imunologicke detekce jejich
povrchovych znakd (markert) pomoci prutokové cytometrie®

* CD nomenklatura = CD znaky na bunkdach
* Nekteré jsou pro urcité typy bunék vysoce specificke
* Detekce pomoci fluorescenéné znacenych protilatek




atek

Vyuziti monoklonalnich proti

Priklady vyuziti konjugdatu protilatka-fluorochrom jako diagnostik v
laboratofri:

* Rozliseni T a B lymfocytarnich subpopulaci

* Rozliseni klidovych a aktivovanych forem leukocyt(
* Rozliseni ¢asné/pozdni aktivace bunék

* Rozliseni vyvojovych stadii bunéek

* Proliferace

* Apoptoza

* Imunofenotypizace malignit




Vyuziti monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky neznacené jako stimulancia bunék:

Priklad:

Anti-CD3-TCR
- Anti CD3/CD28 — va¥e se na CD3 }E

ko-receptor T lymfocyt( a aktivuje je =2 | -

* Produkce cytokint — INF-y, IL-2
* Proliferace




* Monoklonalni protilatky jako lé¢&iva: BIOLOGICKA LECBA

° Rﬁzné dru hy prot”a'tek Murine Chimeric Humanized Fully Human

(0% human) (65% human) (> 90% human) (100% human)
* Mysi (omab) \ // \\ /// \\ //
e Chimérické (ximab)
« Humanizované (zumab) || || || ||
 Lidské (umab)
Generic suffix ~ -omab -ximab -zumab -umab




Vyuziti monoklonalnich protilatek

* [munosuprese
« Anti CD20 (Rituximab): B lymfocytarni malignity

* Blokada prozanétlivych cytokinu
* Anti TNF-a (Infliximab): leCba Crohnovy choroby, revmatoidni artritidy

e Blokada adhezivnich molekul
« Anti CD11a (Efalizumab): 1éCba lupénky

* Protialergicka |écba
 Anti-IgE (Omalizumab): |éCba tézkych forem astmatu



* Nova generace monoklonalnich protilatek urcenych k biologicke
|é¢bé: konjugace s cytostatiky/radionuklidy

 Zesileni cytotoxického ucinku na maligni bunky

[ Antibody H Linker H Drug J
Attachment Protease- . Cytotoxic Agent w
Group Cleavable Site
»
» jIN\)LIg SUSA AP LA IQ

oﬁ&m_ /




Shrnuti

Polyklonalni protilatky

Snadnég;jsi vyroba

Monoklonalni protilatky

Narocna vyroba

Relativhé levné

Drahé

VysSi senzitivita

NizSi senzitivita

Nizsi specifita

Vysoka specifita

VysSi pravdépodobnost zkrizené reaktivity

Nizka pravdépodobnost zkrizené reaktivity




