Antigeny z hlediska diagnostiky a pro potreby

Imunizace
Nativni a rekombinantni Ag

Ag — schopen vyvolat |. odpoved, komplexni, nekomplexni Ag, hapten,
determinanty, nosic

V laboratofich: Stanoveni Ab proti:
a) Autoantigenim

b) Alergenim

c) Ag infek€nich Cinitelu

Pouziti Ag pro diagnostickeé ucely: a) nativni b) rekombinantni
Adb) priprava

a) chemickou analyzou

b) genovym inZenyrstvim (vnesenim genu do vhodné bakterie)
Nevyhoda:

a) Cistota produktu, ktera neni pfirodé vlastni

b) Shodna prim., max sekundarni struktura

c) Jsou —li vySetfrované Ab namifeny proti konformacnimu epitopu, nejsou v testu
detekovatelné

Zaver: Testovaci systemy by mely mit A) nativni i B) rekombinantni Ag



Antigeny - Zakladni vlastnosti

1. Cizorodost —

béhem vyvoje IK b. v kostni dreni Ci v thymu se B aT lymfocyty
uci rozpoznavat vilastni Ag (klonova delece). Pokud se vlastni Ag
béhem maturace lymfocytu v prim. organech neobijevil, nedojde k
eliminaci klonu lymfocytu, které by ho rozpoznaly a reagovaly na
nej. Pr. spermie

Imunogennost — schopnost indukovat i. odpovéd. Cim vétsi
fylogeneticka vzdalenost mezi jedinci (pri imunizaci), tim vetsi
Imunogennosti, pr. transplantace ledvin dvojCat, nepribuzného

darce, Pi. kolagen, cytochrom evoluéné konzervované molekuly — imunogennost
nepatrna

2. Degradovatelnost — Pokud molekula nemuze byt

degradovatelna, neni Ag.

Pr. Ocelove jehly, klouby z umélé hmoty prijima organismus bez reakci. Latka rychle se
rozkladajici nema stabilni fragmenty na indukci i. odpoveédi

Pf. D-AK u savcu nepfirozené, peptidy v organismu nedegradovatelné, po zabudovani
peptidu z L-AK vznik pravého Ag



Vlastnosti Ag —~ 104

Gluiéza

Angiotenzin 1031

3. Biochem. struktura — 1.Peptidy —
vyborné Ag (komplexnost, velikost,
pr. toxiny, biCiky) heteropolymery 2.
Nukleoproteiny (stabilizace) 3.
glykoproteiny (bun. membrany) 4.
lipopolysacharidy (G-)

polysacharidy- spatné Ag (Skrob)

69 000

156 000

Lipidy — Spatné Ag (strukturni nestabil.) . omee 0
NK — slabé (flexibilita)
4. Molek. hmotnost — ¢im vysSi, tim
lepsi Ag ,
mene jako 5000 kDa - neimunogenni Imunoglobulin M 900 000

5000-10000 kDa — slaby Ag
Nad 10000 — silny Ag , obr.



-Lys-Ala-His-Gly-Lys-Lys-Val-Leu-
(sekvencia aminokyselin v polypeptidovom refazci)

PRIM@}NA §TRUK1URA e B Daléi p02adaka:
= komplexnost a

B Struktira

& skindaného heterogennost:
SEKUNDARNA STRUKTURA homopolymery_

e e heteropolymery,

Pr. pridani aromat. AK-

zvyseni imunogennosti

4 Urovne organizace

ol proteinu:

e e v Primarni, sekundarni,

tercialni, kvarterni struktura

prispivaji k celkove
komplexnosti — zvySeni
Imunogennosti.

Dimérovy protein

KVARTERNA STRUKTURA



Vlastnosti Ag

5. Strukturni stabilita — Ag vysoce flexibilni, bez fixniho
tvaru — Spatny Ag pr. zelatina, po zabudovani tyrozinu, try
stabilizace

6. Davka a cesta vniku Ag do téla — nedostateCna davka-
stav neodpovidavosti; nizkozonova tolerance, prilis
vysoka davka — vysokozonova tolerance

Vicenasobna aplikace na dosazeni potrebne i. odpovedi,
zpusoby vniku Ag do téla rozhoduje, ktery lymfaticky
organ a ktere populace bunek se zucastni i. odpovedi

7. Biologicke faktory — veék, hormony, geneticka
vybavenost pro i. odpoved, pohlavi. pr. pohlavi — zeny:
odraz stimulaéniho vlivu estrogenu — 1. odolnost proti
infekcim — ziji déle 2. vysSi hladiny Ig 3. i. odpovéd na
stimulaci rychlejsi



Pr. pouziti Ag - experimentalni
Imunizace

. Zjisténi dynamiky a vyse

hladiny tvorby Ig u pokusnych

zvirat

. Zjisténi koncentrace proteinu

ocCkovaci latky

. Aplikace davky: pri spodni

hranici hodnoty mnozstvi

ockovaci latky

. Aplikace po tfech tydnech dle t ]‘ t
SChématu aﬁi::;m ng-::;n {:«’EF;.-I;n

. lzolace séra s vytvorenymi Ab z

pokusnych zvirat

igM IgG laG

I~

fitr protilaiek v sénu

Prabéh imunitni odpovédi, aplikace po tfech tydnech



experimentalni imunizace

Literatura udava jako optimalni ockovaci davku rozmezi
hodnot 5 — 50 ug nerozpustnych (proteinu) v bakterialni
suspenzi. Toto mnozstvi lze aplikovat:

intraperitonealné subkutalnée
nejbeéznéjSi metoda - intraperitonealni oCkovani, pouziti:
pro vpraveni vetsiho mnozstvi Ag do mysi (Harlow, Lane
1988).

K oCkovani se da pouzit spodni hranici hodnot Ag:
Sledovani dynamiky protilatkové odpovedi: zavisi:
na mnozstvi Ag

na jeho specifite

na organismu, ktery oCkujeme.



Dynamika primarni a sekundarni protilatkové odpovedi

Tvorba Ab ve tridé
IgM, potom dalsi tridy a
podtfidy (1gG, IgA..)

Postupné zvySovani
afinity Ab podle procesu
somatické mutace

rychlejsi a
intenzivneéjsi tvorba
trid 1gG, IgA, nizsi
tvorba IgM

Vyssi afinita a
mnozstvi Ab expanzi
pamét’ovych bunék,
které jiz prodélaly
proces somatickeé
mutace

dynamika primarni a sekundarni
protilitkové odpoveédi

mnozstvi protilatek
(afinita protildtek)

primarni

sekundarni

sekundarni >
podnét .
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