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Organizacni informace

« CviCeni 12:00-13:40

» Celkem 7x
1. 4.3.Vyroba protilatek + vypocty vimunologii
11.3. Aglutinacni/precipitacni metody, ELISA
18.3. Vysetreni funkce komplementu + imunofluorescence
25.3. Pratokova cytometrie
1.4. Separace PMBC, proliferace, vysetreni fagocytozy
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8.4. Imunobloty, alergologie

CviCeni pouze teoreticka

Aktivni ucast ve cvicenich

1x povolena absence (neomluvena)

nahrada za absenci — vypracovani prezentace na pridélené téma (netyka se v pripade
nemaoci)



UkoncCeni predmetu

» Zapocet formou prezentace na 5-8 min
« 15.4.
« Témata budou znama cca 2-3 tydny predem



UKIA

Ustav Klinické Imunologie a Alergologie

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



Rozdeleni imunologickych laboratornich
metod

Bunécna laborator Serologicka laborator

Soustredi se na leukocyty Stanoveni proteinu v séru

/6 a\ “ ‘A » Autoprotilatky

» Imunoglobuliny
»Proteiny akutni faze
»Komplement
»Specifickeé IgE a dalsi ...
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» Absolutni a relativni pocCty
»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 vysledkll = vydani nélezu
* Mimolaboratorni — ucelné vyuziti vysledk( k diagnostice/lécbé



Biologicky material

» Zilni krev — uzaviené odbé&rové systémy
* Mene Ccasto BAL (bronchoalveolarni lavaz)

« Kazdy biologicky material doprovazi
zadanka

« Svoz; f

* VV ramci nemochice — rucni donaska
e Externi material — svoz autem (2krat za den)

; //jji::%;;nchOMVeobr
— Y4 la

vage



Biologicky material

Plazma

* Z nesrazlivé krve
« EDTA — vyvazuje Ca,,
* Heparin — anti lla/Xa aktivita
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Sérum

e« Ze srazlivé krve

« Zkumavky s gelem — akcelerace
koagulace

« Sérum neobsahuje koagulacni
faktory a fibrinogen



Biologicky material

Bunécna laborator

/ EDTA

L

bl

= 1
EDTA K

Vysetreni
lymfocytarnich

propulaci

HEPARIN\

Funkcni testy
leukocytU
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Serologicka laborator

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

 Pfiprava alikvotu pro metody - Stitky

« Kontrola, zda je objem séra dostateCny M Lﬂ
pro vsechny pozadovane metody
= =N SERUM
» Specialni metody — zamrazeni sér gl /I
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Protilatky

Chemicke 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 lehké retézce (L)
« Spojeni — kovalentni disulfidické mustky
Pantova oblast - flexibilita

VARIABILNI
DOMENY

VARIABILNI
DOMENY

KONSTANTNI KONSTANTNI

DOMENY 4. ssova
L+H ob‘lla;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

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

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH

RETEZCU

Tézky retezec

COOH COOH



Lehké retézce .-

* Jsou dvojiho typu:
* kappa (k) fragment
* lambda (A)
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* Molekula imunoglobulinu obsahuje vzdy 2 stejne lehké retezce
« Jejich pomér u Clovéka kappa : lambda = 2:1

* VVyrazny nepomér muze poukazovat na malignitu z B-lymfocytu



Sté&peni enzymy — historické poznani
struktury imunoglobulinu

IgG

Pepsin
Cleavage

Papain
Cleavage

AV

F(ab’)2

NS

Fab

Fragment
Antibody
Binding

Fragment
Crystallizable

Fc



Tridy protilatek
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Protilatky ruznych trid maji specifické funkce
efektorove funkce urcuje Fc fragment (vaze se na povrchove Fc

receptory leukocytu)

system

(ADCC — na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita)

Functional activity igM IgD IgG1 | IgG2 | 1gG3 | IgG4 | IgA IgE
Neutralization + — ++ ot ++ ++ ++ —
Opsonization + - o - ++ + + -
g ens vocen| = |- [ - | | -]
o mast ol ot Lt ]

Activates complement . _ P - " _




Protilatky ruznych trid maji ruzny
biologicky polocCas

* Protilatky jsou v tele postupne metabolizovany
« Ztraty jsou doplnovany tvorbou novych protilatek

* Nejdéle v tele setrvava IgG — 21 dni
*IgM a lgA -6 dni

* |gD — 3 dny

* Nejrychleji se metabolizuje IgE - 2 dny



Principy reakce antigen-protilatka

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

» 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, ktere reaguje s epitopem antigenu — PARATOP
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Epitope Paratope

Antigen



Vazba mezi Ag a Ab je reverzibilni

» Slabé nevazebné interakce

v . v NN EN ANTIBODY
rychlosti vzniku a rozpadu idogen Bond S H 7L
¢ JejiCh pomér: Eletrostatic Forces ::’\‘/ C: ]
Rovnovazna konstanta K_ Van der Walls Forces OLON,  SEHOT
SSm B85
. Hydrophobic Bond (3 &
* Cim je K, vysSsi, tim je afinita |

protilatky k antigenu vyssi



Aflnlta VS aV|d|ta prOtllétek ‘Valency of  Avidity of

_interaction  interaction.

e Afinita .:-?.:: - ;
+ sila interakce mezi 1 paratopem Ab S Monovolent,  .Low
a 1 epitopem Ag
oG
 Avidita
» je dana vicenasobnou interakci mezi e
multivalentnim antigenem a protilatkou B s s T
* 1gG — 2 vazebna mista
» Sekrecni IgA — 4 vazebna mista IgA
* Pentamer IgM — az 10 mist _ 7 e
‘Polyvalent xety
DN i) ) high

Joining Secretory
chain protein




Protilatky mohou byt

Monoclonal antibody

* Monoklonalni
* Produkty jediného klonu B lymfocytu ' @5
* namireny proti 1 epitopu jedineho antigenu By  antigen
* Velmi vysoka specifita

Polyclonal antibody

 Polyklonalni
« Namireny proti vice epitopum jednoho Ci vice antigenu
« Pokud byl pri imunizaci pouzit 1 antigen — monospecifické antisérum
« Pokud bylo pfi imunizaci pouzito antigenu vice — polyspecifické antisérum
(napr. stanoveni ENA screen)



Vyroba polyklonalnich

protilatek




Vyroba polyklonalnich protilatek

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

2. Zvyseni afinity antigenu k bunkam imunitninho systemu
* Problém — solubilni antigeny Spatné aktivuji imunitni systém
 ADJUVANCIA — zvysuji imunogenost a udrzuji antigen déle v téle

- soli AlLO,

* Freudovo adjuvans — adsorpce antigenu na kapicky mineralniho oleje (s/bez pridavku
usmrcenych mykobakterii) — nevhodné pro humanni medicinu



Vyroba polyklonalnich protilatek

3. Vyber vhodného zvirete
 Velikost zvirete - zavisi na tom, kolik protilatek potrebujeme pfripravit
* 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




Ma vyznam vek zvirete?

* Imunizujeme pouze mladé dospelce
* Dostatecné vyvinuty imunitni systém
* Minimalni imunizace podnéty z okoli v prubéhu Zivota




Vyroba polyklonalnich protilatek

Dulezita je spravna volba imunizacniho protokolu — jak velka davka antigenu, jak casto podavat?

secondary
Immune response

initial secondary
exposure exposure

primary
iImmune
response

Concentration of antibody

Time



Vyroba polyklonalnich protilatek

5. Sbér krve

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

6. Zisk sera s obsahem protilatek

/. Precisteni 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

Screening ENA autoprotilatek
Lécbha
 Antiséra proti hadim jedum

ELISA
» Zachytné protilatky

« Zachyt ruznych variant
a ntlgen § HRP-Conjugated

Detection
v v 7 g . v Antlb d
« \/y33i senzitivita nez i
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
intravenozné 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
T Imunizované mysi vyjmuta
N A % slezina
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5. lIzolace plazmatickych
bunék ze sleziny
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Problém

|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 Nik
. Velmi kratka Zivotnost Q :

6.Fuze bunék polyethylenglykolem (PEG)

* Neprodukuje protilatky

 Je nesmrtelna




Vyroba monoklonalnich protilatek

Nezflzovane B lymfocyty Ziuzovane - zfj70vané myelomové
a myelomové buriky B lymfocyty buriky

N )
HYBRIDOM /O
=

/. BunécCna smeés je
kultivovana v selekénim
HAT médiu

(Hypoxantin, Aminopterin,
Thymin)




Plazmatické bunky
syntetizuji DNA

Selekce — enzymaticky blok

Myelomové bunky
syntetizuji DNA

pomoci 2 pouze pomoci
enzymatickych alternativni drahy
drah:

Zachranné a

alternativni

Zachranna draha
enzym HGPRT

Alternativni draha
enzym dihydrofolatreduktaza

Aminopterin
blokuje
¥ dihydrofolatreduktazu

HGPRT = Hypoxantin Guanin
FosfoRibosyl Transferaza



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, ktere produkuji Ab proti
pozadovanému epitopu

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

pitop 3
//
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Vyuziti monoklonalnich protilatek

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

Fluorescent
probe: FITC

D

o £

IMUNOFENOTYPIZACE

,stanoveni fenotypu bunek na zakladé imunologicke detekce jejich
povrchovych znaku (markeru) pomoci prutokové cytometrie®

* CD nomenklatura - CD znaky na bunkach
* Nektere jsou pro urcite typy bunek vysoce specificke
» Detekce pomoci fluorescencné znacenych protilatek



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 bunéek

* Rozliseni vyvojovych stadii bunek

* Proliferace

* Apoptdza

* Imunofenotypizace malignit




Vyuziti monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky neznacCené jako stimulancia bunék:
Priklad:

+ Anti CD3/CD28 — véZe se na CD3 %x:
ko-receptor T lymfocytu a aktivuje je >

W“’R i ‘cpas
CD3 1 \ & |
* Produkce cytokinu — INF-y, IL-2 mel l ﬁm@h@ﬂmﬂﬁﬁﬁw m@
* Proliferace FeRy
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Vyuziti monoklonalnich protilatek

 Monoklonalni protilatky jako lé&iva: BIOLOGICKA LECBA

* Ruzne druhy protilatek: oIk, s (:;‘s:?a::;::.,) (55‘53 Paman)
« Mysi (omab) \\ // \ / \\ \ /
« Chimérické (ximab)
* Humanizované (zumab) I| || || II
 Lidské (umab)
Generic suffix ~ -omab -ximab -zumab -umab

Potential for immunogenicity #




Vyuziti monoklonalnich protilatek

* Imunosuprese

« Anti-CD20 (Rituximab, Ocrevus, Rixathon): B lymfocytarni malignity, IéCba
tezsich stadii roztrousené sklerozy

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

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

* Protialergicka léCba
 Anti-IgE (Omalizumab): |éCba tézkych forem astmatu/atopického exemu



Vyuziti monoklonalnich protilatek

* Nova generace monoklonalnich protilatek urCenych k biologicke

léCbé: konjugace s cytostatiky/radionuklidy
 Zesileni cytotoxickeho ucinku na maligni bunky

[ Antibody H Linker H Drug ]
»
Attachment Protease Cytotoxic Agent
' Cleavable Site
» —gW\)LIF SUSA o s ﬁj%fqﬁrx@
’&.‘_
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Shrnuti

Polyklonalni protilatky

Snadnéjsi vyroba

Monoklonalni protilatky

Narocna vyroba

Relativné levné

Drahé

VysSi senzitivita

NizSi senzitivita

Nizsi specifita

Vysoka specifita

VysSi pravdépodobnost zkfizené reaktivity

Nizka pravdépodobnost zkrizené reaktivity




