Cviceni c. 1
Uvod

Biologicky material
Protilatky

Mgr. Julie Stichova
424773@mail.muni.cz

U SV ANNYA




Rozpis cviceni

26.2. — Biol. material, protilatky, Imunoelektroforéza
4.3. - Vypocty v imunologii

11.3. - Aglutinace, precipitace
18.3.- ELISA

25.3. - Imunofluorescence

8.4. - Komplement CH50

15.4. - Prutokova cytometrie

22.4. - Separace PBMC, proliferace
29.4. - Fagocytoza, burst test

10 6.5. - Alergologie, BAT

11.13.5. - zapocet

12. Rezervni cviCeni

©CONOO R WNE



UKIA

Ustav Klinické Imunologie a Alergologie

Alergologicka Imunologicka
ambulance ambulance
Alergicka onemocnéni Autoimunity, imunodeficience
Laborator
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Bunéecna cast Serologicka cast



Rozdeleni imunologickych laboratornich
metod

Bunécna laborator Serologicka laborator

Soustredi se na leukocyty Stanoveni proteinu v séru

”ﬁ ﬂ\ “ 0" > Autoprotilatky

» munoglobuliny
»Proteiny akutni faze
»Komplement
»Specificke IgE a dalsi ...
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» Absolutni a relativni pocty
»Funkcni vliastnosti



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 vysledkd k diagnostice/lécbé



Biologicky material

» Zilni krev — uzaviené odbé&rové systémy
* Ménée casto BAL (bronchoalveolarni lavaz)

« Kazdy biologicky material doprovazi
zadanka
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e SVoz:
* VV ramci nemochice — rucni donaska
e Externi material — svoz autem (2krat za den)
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Biologicky material

Plazma Sérum
« Z nesrazlivé krve « Ze srazlivé krve
- EDTA - vyvazuje Cay,, « Zkumavky s gelem — akcelerace
» Heparin — anti lla/Xa aktivita koagulace
Sa— « Sérum neobsahuje koagulacni
[ 1 1 & . . .
EDIAK B h faktory a fibrinogen

- Taiiey -

Li-Heparin & ‘ Serum-Gel M ! ?




Biologicky material

Serologicka laborator

Bunécna laborator

/ EDTA HEPARIN\
!
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EDTA K

Vysetreni Funkcni testy
lymfocytarnich  leukocytu

propulaci /

/ SERUM-GEL
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Prijmova laborator - sanitar
 Priprava séra — centrifugace (2000 otacek/min, 10 min)

 Pfriprava alikvotu pro metody - stitky

 Kontrola, zda je objem sera dostatecny M Lﬂ
pro vsechny pozadované metody
» Specialni metody — zamrazeni sér el

RED — (R |
BLOODCELLS \{




Protilatky

Chemickeé 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




Struktura protilatky

NH,

NH,

« 2 tézke (H) + 2 lehkeé retézce (L)
« Spojeni — kovalentni disulfidické mustky
Pantova oblast - flexibilita

VARIABILNI
DOMENY

VARIABILNI
DOMENY

KONSTANTNI KONSTANTNI

DOMENY . ss0va
L+H ob\l’a;ov Fa b

Fab

L retézec — 1 variabilni + 1 konstantni oblast
H retézec — 1 variabilni + 3-4 konstantni oblasti Lehky Fetézec

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH

RETEZCU

2 Fab fragmenty — variabilni oblasti — vazba antigenu
1 Fc fragment — efektorova funkce

Tézky retezec

COOH COOH



Sté&peni protilatek enzymy

AV

F(ab’)2

N/ |

Fab Fc

Pepsin
Cleavage

Papain
1gG Cleavage



Tridy protilatek

5 trid — podle typu konstantni
casti tezkého retezce
* |gG - monomer
* 4 podtridy 1gG,-1gG,

* |gA - monomer, dimer
* 2 podridy IgA,, IgA,

gE - monomer
gD - monomer
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gM - monomer, pentamer — pri imunizaci se tvori jako prvni



Protilatky ruznych trid maji specifické funkce
efektorove funkce urcuje Fc fragment

Neutralization

Opsonization

Sensitization for
killing by NK cells

Sensitization
of mast cells

Activates complement
system




Protilatky ruznych trid maji ruzny
biologicky polocCas
* Protilatky jsou v tele postupne metabolizovany
o Ztraty jsou doplnovany tvorbou novych protilatek

* Nejdeéle v téle setrvava IgG — 21 dni
*|gM a IgA -6 dni

* |gD — 3 dny

* Nejrychleji se metabolizuje IgE - 2 dny



Principy reakce antigen-protilatka

* Imunogen — latka na niz imunita reaguje (napf. aktivace fagocytl)

* Antigen (AQ)
 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, ktere reaguje s epitopem antigenu — PARATOP
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Epitope Paratope

Antigen



Vazba mezi Ag a Ab je reverzibilni

e Slabé nevazebné interakce

v o v ANT G EN ANTIBODY
» VVazba se vyznaduije urgitou ANTIGEN ANTIB0DY
rychlosti vzniku a rozpadu idogen Bond S \/TO
¢ JejiCh pOmér: Eletrostatic Forces @ C: ]
Rovnovazna konstanta K_g Van der Walls Forces OLON,  SEH07
S0 BNO
. Hydrophobic Bond (3 &
* Cim je K ¢ vyssi, tim je afinita |

protilatky k antigenu vyssi



Afinita VS a.Vidita. prOtiIétek 'yetalenct;{of' "Atvidityt.of'
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 Afinita
* sila interakce mezi 1 epitopem Ab
a 1 paratopem Ag

‘Monovalent 7 Low
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* Avidita a‘/}@ %a%%\i , Bivalen

» je dana vicenasobnou interakci mezi | e
multivalentnim antigenem a protilatkou
* 1gG — 2 vazebna mista o \ /
« Sekre€ni IgA — 4 vazebna mista ::j@%f@:z
« Pentamer IgM — az 10 mist o e S
: Polyvalent ng’




Protilatky mohou byt

Monoclonal antibody

* Monoklonalni
 Produkty jediného klonu B lymfocytu

%
* namireny proti 1 epitopu jediného antigenu : Antigen
* Velmi vysoka specifita

 Polyklonalni
« Namireny proti vice epitopum jednoho €i vice antigenu
« Pokud byl pri imunizaci pouzit 1 antigen — monospecifické antiserum
« Pokud bylo pfi imunizaci pouzito antigenu vice — polyspecifické antisérum

Polyclonal antibody




Vyroba polyklonalnich

protilatek




Vyroba polyklonalnich protilatek

1. Vyber vhodneho antigenu
* Nutna vysoka Cistota — precisténi chromatografie, ELFO

2. Zvyseni afinity antigenu k bunkam imunitniho systému
* Problém — solubilni antigeny spatné aktivuji imunitni systém
 ADJUVANCIA — zvysSuji imunogennost a udrzuji antigen déle v téle

* soli Al,Oq

» 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, subkutanné
« Antigen je vychytan ve spadovych lymfatickych uzlinach — maximalni odpoved



Concentration of antibody

Vyroba polyklonalnich protilatek

initial
exposure

secondary
exposure

primary
iImmune
response

secondary
iImmune response

Time



Vyroba polyklonalnich protilatek

5. Sbér krve

e Opakované odbéry nizSiho mnozstvi krve
* Kompletni vykrveni zvifete - usmrceni

6. Zisk sera s obsahem protilatek

7. PrecCisténi 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
* Reakce Ag-Ab - precipitace

 Tridy a podtridy Ig, C3, C4,
CRP

Lécba
 Antiséra proti hadim jedum

ELISA
» Zachytné protilatky

» Zachyt rdznych variant
antlge nu HRP-Conjugated

Detection

v v r . v Antibod

» \/y33i senzitivita nez '
monoklonalni Ab

* NizSi specifita




:Vyroba monoklonalnich

protilatek




Vyroba monoklonalnich protilatek

A —— 2.
A Antigeny jsou krvi
1. zaneseny do sleziny —
Aplikace antigenu zde je imunitni odpoved
intraven6zné na antigen maximalni

3.

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



roba monoklonalnich protilatek

4. Po nekolika tydnech je z
Imunizované mysi vyjmuta
slezina

5. lzolace plazmatickych
bunek ze sleziny

STOMACH

\ ,

> < SPLEEN
N ! 4 i
) % ) 8
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Problem

|zolované B-lymfocyty dlouho nepreziji
Jak tedy ziskat dostatek protilatek?

B cells survive for not more thah a week!




Vyroba monoklonalnich protilatek

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

Slezinna plazmaticka Myelomova burika
bunka

* Produkuje Ag specifické
protilatky \§Q
+ Velmi kratka Zivotnost Q |

6.Fuze bunék polyethylenglykolem (PEG)

* Neprodukuje protilatky

 Je nesmrtelna




Vyroba monoklonalnich protilatek

Nezfuzované B lymfocyty Ztuzovane  zfyz0vané myelomové
a myelomové buriky B lymfocyty buriky

R M
HYBRIDOM /O
=

/. BunécCna smes je
kultivovana v selekCnim
HAT médiu

(Hypoxantin, Aminopterin,
Thymin)




HGPRT = Hy
FosfoRibosy

Selekce — enzymaticky blok

Zachranna draha

enzym HGPRT Alternativni draha

enzym dihydrofolatreduktaza

Aminopterin
| blokuje
o dihydrofolatreduktazu



Selekce — enzymaticky blok

HGPRT+ HGPRT+

HGPRT- HGPRT-

=N “

Zablokovani syntézy DNA

Spontanni smrt
do nékolika tydnl ‘




Vyroba monoklonalnich protilatek

8. Hybridomy jsou rozdeleny do jednotlivych jamek

9. Dale se udrzuji pouze ty bunky, které produkuji Ab proti
pozadovanemu epitopu

Epitopl\\ @, Epitop 2
10. Precisténi, kvantifikace, validace

pitop 3
//

% o7 5
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Vyuziti monoklonalnich protilatek

« Konjugace monoklonalnich protilatek s fluorochromy\
 Zakladni reagencie pro imunofenotypizaci :

\

Y

IMUNOFENOTYPIZACE ‘

,<Stanoveni fenotypu bunek na zaklade imunologicke detekce jejich
povrchovych znaku (markerl) pomoci prutokové cytometrie®

* CD nomenklatura - CD znaky na bunkach
* Nekteré jsou pro urcCite typy bunek vysoce specificke
« Detekce pomoci fluorescencnée znacenych protilatek

Fluorescent
probe: FITC

D




Vyuziti monoklonalnich protilatek

Priklady vyuziti konjugatu protilatka-fluorochrom jako diagnostik v
laboratori:

* Rozliseni T a B lymfocytarnich subpopulaci

» Rozliseni klidovych a aktivovanych forem leukocytu
* Rozliseni Casné/pozdni aktivace bunék

* Rozliseni vyvojovych stadii bunek

* Proliferace

* Apoptoza

* Imunofenotypizace malignit




Vyuziti monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky neznacené jako stimulancia bunék:
Priklad:

 Antl CD3/CD28 — vaze se na CD3 %M:
ko-receptor T lymfocytu a aktivuje je =

) TCR
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CDS

* Produkce cytokint — INF-y, IL-2 L@iﬁml

* Proliferace

FCR\



Vyuziti monoklonalnich protilatek

« Monoklonalni protilatky jako Ié&iva: BIOLOGICKA LECBA

* Ruzne druhy protilatek: (0% human) (e.r‘fo?";‘:;i‘;.., (JT..%'J)".?&Z;:’,.) (100% human)
R ;
* Mysi (omab) \\ // \ \\\ //
« Chimeérické (ximab)
 Humanizovane (zumab)
 Lidské (umab)
Generic suffix -omab -ximab -zumab -umab




Vyuziti monoklonalnich protilatek

* Imunosuprese
« Anti CD20 (Rituximab): B lymfocytarni malignity

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

* Blokada adhezivnich molekul
« Anti CD11a (Efalizumab): IéCba lupénky

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



Vyuziti monoklonalnich protilatek

* Nova generace monoklonalnich protilatek urCenych k biologicke
léCbé: konjugace s cytostatiky/radionuklidy

 Zesileni cytotoxickeho ucinku na maligni bunky

[ Antibody H Linker ]—[ Drug ]
t

o Gewaesie e )
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Shrnuti

Polyklonalni protilatky

Snadnéjsi vyroba

Monoklonalni protilatky

Narocna vyroba

Relativnhé levné

Drahé

VysSSi senzitivita

NizSi senzitivita

Nizsi specifita

Vysoka specifita

Vyssi pravdépodobnost zkrizené reaktivity

Nizka pravdépodobnost zkfizené reaktivity




Protokol

 Hlavicka:  Protokol:
« Jméno * Princip
« Datum * Pomucky
« Uloha &. ... * Postup
* Nazev ulohy » Vysledky
o Zaver

« Zpracovani na PC nebo rucné

 Tisk = odevzdani pfi dalsim
cviceni
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