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Imunochemické metody
- teoreticka Cast, zakladni pojmy

zalozeny na specifickeé interakci protilatky (nvito

produkt imunitniho systému obratlovet ) A Al | g enu

IMUNOKOMPLEX



Imunochemické metody
-antigen, protilatka

SARS-CoV-2 virus



ANTIGEN




Antigen X Epitop

ANTIGEN

DEFINICE:

Struktura (busika nebo jeji cast, protein, DNA nebo nizkomolekuldrni lditka), Ktera

prostiednictvim nekovalentnich vazeb interaguje se specifickou protilatkou

(SPECIFICKYM PRODUKTEM IMUNITN{HO SYSTEMU).

ClZi antigeny VLASTNI antigeny
(Heteroantigen, (Autoantigen)
exoantigen)
neni soucasti organismu vlastni bunky a molekuly

priklad: bakterie, viry, ...

VIDEO: https://www.youtube.com/watch?v=TYz6Tml WLQ



https://www.youtube.com/watch?v=TYz6TmI_WLQ

Antigen X Epitop

Chemicka struktura antigenu: velké molekuly proteinu
polysacharidy
glykoproteiny, nukleoproteiny

Priklad: protein —protilatka se nevaze na celou molekulu proteinu
ALE
pouze na cast proteinu, ktery je tvoren nékolika aminokyselinami

= EPITOP (antigenni determinanta)

DEFINICE: Epitopy jsou oblasti nebo mista na antigenu, které jsou
rozpoznavany imunitnim systemem (ve vysledku se vazou na specificke
protilatky).

« kazdy antigen obsahuje nékolik epitopu

» sekvencni, konformacni epitop




Kompletni antigen X Nekompletni antigen

Imunogen = kompletni antigen

Struktura, kterou organismus rozpoznava jako cizi a reaguje na jeji pfitomnost

tim, ze proti ni syntetizuje specifické protilatky.

Hapten = nekompletni antigen = + @:ij@

neimunogenni imunogenni imunogenni konjugat
molekula haptenu nosic nosiCe s haptenem

Nizkomolekularni latky,
které nevyvolaji v organizmu tvorbu protilatek,

ale jsou schopny se specificky vazat na protilatky.

ALE jsou-li kovalentné navazany na vysokomolekularni nosiC a
vpraveny do organismu, jsou schopny vyvolat imunitni odpoved (tvorbu
protilatek).
— nosiC je imunogenni
— hapten je epitopem



Vlastnosti dobrého imunogenu

1. Cizorodost

Cim vice je molekula cizi pro organizmus, tim vétsi je jeji imunogenicita.

2. Velikost

Cim vétsi je molekulova hmotnost, tim vy3$si je imunogenicita.
(velikost molekuly >10 kDa)

3. Komplexita (chemicka i strukturni)

Molekuly slozité povahy (,chemicky pestré”) jsou vice imunogenni.

4. Degradovatelnost

Vysoce stabilni a nerozlozitelné latky nejsou imunogenni.

vyborné — korpuskularni organismy (mikroorganismy — bakterie, atd..)
dobré — bilkoviny, glykolipidy
Spatné — nukleové kyseliny, polysacharidy, malé molekuly (<5 kDa)
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VIDEO: https://www.youtube.com/watch?v= 8kIM011790



https://www.youtube.com/watch?v=TYz6TmI_WLQ
https://www.youtube.com/watch?v=_8klM011790

Antigen - souhrn

ANTIGEN
» struktura (buiika nebo jeji ¢ast, protein, DNA nebo nizkomolekularni latka), ktera
prostiednictvim nekovalentnich vazeb interaguje se specifickou protilatkou. Antigeny
obsahuji obvykle n¢kolik oblasti, na néz se vazi jednotlivé protilatky; hovofime 0
antigennich determinantach neboli epitopech. Antigen, ktery vyvolava v organismu tvorbu
protilatek, se nazyva imunogen.

IMUNOGEN
» struktura, kterou organismus rozpoznava jako cizi a reaguje na jeji pritomnost

tim, Ze proti ni syntetizuje specifické protilatky. Jako imunogenny ptisobi piedev§im v
organismu cizi bunky, nadmolekulové komplexy (viry) a bilkoviny, ale i bilkoviny jiného
jedince téhoz biologického druhu; proto<je pfi transplantacich nutno imunitni systém
tlumit tzv. imunosupresivy. Nizkomolekularni latky ptsobi jako imunogeny pouze jsou-li
pripojeny na vysokomolekularni nosi¢ (hapteny). Organismus vyrabi protilatky i proti
nékterym strukturam jemu vlastnim; tento typ protilatek mize zpisobit néktera vazna
onemocnéni (autoimunitni choroby).

HAPTEN
» nizkomolekularni latky (dinitrofenol, pyridoxin apod.), které samy nejsou
imunogenni (nevyvolavaji tvorbu protilatek), ale jsou-li kovalentn¢ navazany na
vysokomolekularni nosi¢ (zpravidla bilkovinu) a vpraveny do organismu, jsou schopny
vyvolat imunitni odpovéd’ (tvorbu protilatek). Takto vzniklé protilatky pak hapten vazii v
ptipad¢, Ze je volny. Protilatek proti haptenim se vyuziva zejména Vv klinické biochergii
pro stanoveni celé fady nizkomolekularnich latek (hormony stitné zlazy, 1é¢iva apod.).
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Protilatka

In vitro produkt imunitniho systému obratlovci

————— 1

Antibodies are created by
the immone system to target
Poreign invaders in the body,

like a bacteria or virvs.

When they encounter a
Poreign invader, the antibody
latches on to the protein or
cell to block it Prom working.

Or it can signal Por
other immone cells to
come help attack the
Poreign invader.
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https://www.gene.com/stories/the-antibody
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Antibodies are a powerful
dePense system that keeps
our bodies healthy.

Protilatky jsou silny obranny systém,
ktery udrzuje nase télo zdrave.



Imunitni systém LD

w : -y
Casova posloupnost vrozenych (nespecifickych) a adaptivnich
(specifickych) obrannych reakci organismu.
NESPECIFICKA SPECIFICKA
(vrozena (adaptivni, ziskana)
Imunitni reakce) & imunitni reakce
[
Prvotni faze Pozdejsi faze imunitni odpovédi
imunitni odpovédi (likvidace infekce)
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Zdroje obrazk(: Vrana A., Fellnerova ., Vranova J.: Imunologie a imunomodulaéni terapie. CZ.1.07/2.3.00/09.0219, http://cit.vfu.cz/fyziolmed; https://www.damynakole.cz/2017/09/znate-
imunomodulatory-jejich-cas-prave-prichazi/



Imunitni systém

NESPECIFICKA
(vrozena
imunitni eakce

SPEClFICKA
| (adaptivn
imuni tn reakce

, Ziskana)

" ‘ Prv t i faz

Priklady

Cas potrebny k reakci

Specifita

hodiny
6 12

Pozdejsi faze imunitni odpovédi
imunitn dp védi (Ikd

fk)

VROZENY

Loariery” (kuze, povrch
sliznice)

peristaltika

kyselé pH

ihned (vrozena obrana
hostitele)

nespecificka odpovéd —
likvidace vSech cizich
struktur

« L 0 o ¥

* 4 » %
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ZISKANY

PROTILATKY
T-lymfocyty
B-lymfocyty

nékolik hodin/dni

specificky napf. k
mikroorganismUim nebo
proteinum, proti kterym byl
vytvoren
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Imunitni systém

Buriky a molekuly imunitniho systému

VROZENY ZISKANY
BUNKY MYELOIDNI LINIE LYMFOIDNI LINIE
*Makrofagy
-Dendritické buriky B lymfocyty
: * T lymfocyty
*Neutrofily . NK bufk
-Eosinofily . unKy
*Basofily
«Zirné buriky
MOLEKULY  Enzymy * Protilatky
(rozpustné a * Anti-mikrobialni peptidy « Cytokiny
membranove = e« Produkty odvozené kysliky « Chemokiny
receptory) « Komplement (9 sérovych proteinu) « Receptory protilatek

« Toll Like Receptors (TLR)
* Interferony

Receptory cytokinu
Receptory chemokinu

14



Protilatka - funkce

obrana proti bakteriim, viram, parazitum, toxinim

Hlavni mechanismy pusobeni protilatek v organismu:

* neutralizace (navazani protilatky na ,kritické* epitopy nutné pro adhezi mikroorganismi k
burikdm nebo proniknuti do nich)

neutralizaéni

Cov protilatky

)

Protilatky.se vazi RBD doménu odpovédnou za vazbu viru
na receptor bunék hostitele — zabrani vazbé viru na svj
vstupni receptor ACEZ2.

ACE2

membrana
hostitelské burky

. opsonizace (navazani protilatky a urcitych slozek komplementu — oznadeni mikroorganismu a
atraktivizace pro fagocyty)

Opsonizace: Fagocytdza:

@ Povrchovy antigen

Protein G

o Receptor pro imunoglobulin

Bakterie

=< Imunoglobulin Makrofag

« aktivace komplementu 15



Protilatka

Protilatky = Imunoglobuliny (lg)

 patfi do skupiny glykoproteinu znamych jako globuliny a hraji hlavni roli v
imunitnim systému

« specificky vazi antigen, na jehoz podnét byly vytvoreny
* volné (sekretované)
« produkt plazmatickych bunéek (terminalniho diferenciacniho stadia B

lymfocytl)

« zakladni struktura vSech protilatek je stejna (tvar pismena Y).

VIDEQ: https://www.youtube.com/watch?v=NHtI8HnhsqE&t=117s



https://www.youtube.com/watch?v=TYz6TmI_WLQ
https://www.youtube.com/watch?v=NHtl8HnhsqE&t=117s

Protilatka

Zakladni struktura protilatky

 Ctyri polypeptidové retézce

- dva identické tezkeé retezce (H retézce)

- dva identicke lehke retezce (L retézce)

« kazdy retézec L je spojen s retézcem H disulfidovou vazbou

* H fetézce jsou navzajem spojeny dvema disulfidovymi vazbami ve
stfedni oblasti.

- stfedni oblast — PANTOVA (,hinge*, otoéna) oblast — ma znaénou
flexibilitu

« oblast Fc, F(ab),

» ke kazdému tézkému polypeptidovému fetézci jsou pfipojeny kratke 17
sacharidové retézce



Protilatka

Zakladni struktura protilatky

 Ctyri polypeptidové retézce

- dva identické tezkeé retezce (H retézce)

okolo 50-70 kDa

+F40 aminokyselin

hydrof o

U savcich imunoglobulinovych téZkych retézcu (a, O, €, Y, M)

(gama), IgM (mu), IgA (alfa), IgD (delta), IgE (epsilon)

na protilatek pouzivanych v imunochemickych metodach jsou
‘Mr = cca 150 000 Da)

18



Protilatka — TRIDY PROTILATEK
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Protilatka

Zakladni struktura protilatky

 Ctyri polypeptidové retézce

- dva identické tezkeé retezce (H retézce)
okolo 50-70 kDa

okolo 440 aminokyselin
pét typu savéich imunoglobulinovych tézkych fetézcd (a, o, €, Y, M)

- dva identické lehké fetézce (L retézce)

okolo 25 kDa

okolo 220 aminokyselin
dva typy savcich imunoglobulinovych lehkych retézcu (kappa, lambda)

evariabilni a konstantni casti retézce
20



Protilatka

Zakladni struktura protilatky

aminokyseliny N-terminalni oblasti lehkych i tézkych fetézcu

= vazebné misto pro antigen (paratop)

Hypervariabilni Useky L a H retézce

TERPAN lehky fetézec
T

.'J. ’i‘

Hi

N\
~ \
S N !
\ \ ]
o . . [
vazebna mista pro antigen o frtles
- DETERMINANT, F_:;
J = I L D=
.\;‘E;t» P =3 “J

et e e
4\ tézky fetézec

i

tézky retézec —J |

dutina nebo vybouklina mezi hypervariabilnimi iseky La H
je vazebné misto protilatky
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Protilatka

A B
Determinanty na povrchu bunky Determinanty na povrchu bunky
vzdalene daleko od sebe vzdaleneé blizko od sebe

~hinge" Cn2
(otocna) oblast ~~__
:7 Cu1

AN

Ukazka flexibility molekuly protilatky - dvé mista vazajici antigen se mohou
souCasné vazat na dvé determinanty oddélené ruznymi vzdalenostmi

A)molekula protilatky je znazornéna pfi vazbé na daleko od sebe vzdalené determinanty na povrchu
bunky;

B) stejna protilatka je vazana na dvé determinanty, které jsou blizko sebe. 27



Protilatka

Enzymaticka fragmentace IgG

Papain (rostlinny proteolyticky enzym - papaja)

Papaln action
_Pa; /' C;? -

_—"
_\_‘——___.I —_— o 1

| [ IL[__ i
I = A
| | ' Eay— [
— AN =
3 2 Fab + 1Fc

Pepsin (zvifeci proteolyticky enzym)

Pepsin action
I I |'/I/J/|'/ - [ ;[i O o™
— I”t IL l q ' [ B 'l:__ll"_—_ll —

W\ — "

Flab"2 + small peptides



Protilatka — TRIDY PROTILATEK

Podle stavby konstantni ¢asti téZkého fetézce a zastoupeni sacharid( déleni:

lgG
« 2—-3 % sacharidu, 75 % vsech Ig v séru

4 podtridy (IgG1-4), které se vzajemné liSi svymi vlastnostmi, vazbou
na komplement a Casem, po ktery jsou aktivni
* pouze jako monomery (150 kDa)

» sekundarni imunitni reakce — opakovaneé setkani s antigenem = obast
 neutralizace toxinu, opsonizace, aktivace komplementu

*IgA
« 5-8 % sacharidu, slizniéni protilatky ® 6

* monomery (v séru; opsonizace) nebo dimery spojené J-fetézcem (ve J ¥ Sa—
sliznicich; ochrana sliznic pfed mikroorganismy)

« Monomer (160 kDa) a dimer (350 kDa)
* |gA nema schopnost aktivovat komplement

24



Protilatka — TRIDY PROTILATEK

* IgM
* 12 % sacharidu, 10 % vSech protilatek v séru
* lokalizace také na povrchu B bunek

» pentamer (cca 950 kDa), jednotlivé podjednotky spojeny do
kruhu cystinovymi mustky a J fetézcem

* receptor pro antigen, aktivace komplementu

 vytvareny jako prvni lg (pozitivni prukaz.lgM proti antigenu
poukazuje na akutni infekci)

» vhodny pro aglutinace — IgM vaze -hodné antigenu (teoreticky az
10, obvykle cca 5) a proto snadno tvofi aglutinaty

* IgD

* 9-14 % sacharidl, zastoupen relativné malo, nizké koncentrace
VvV seru

* monomer (180 kDa)
« slaba afinita k antigenim
* lokalizovan také na povrchu B-bunék (receptor pro antigen)

25



Protilatka — TRIDY PROTILATEK

* IgE

v v

monomer (190 kDa)
vyskyt: slezina, mandle, mukézni membrana plic a GIT

funkce: ochrana proti parazitim na sliznicich (stimuluje procesy k
vypuzeni - mediatory, vazodilatace, vykaSlani, vykychani, zvySeni
peristaltiky strev, prujem)

 hlavni pri¢ina alergickych reakci (uvolnuje mediatory zanétu (histamin,
serotonin, prostaglandiny, leuketrieny))

26



Protilatka - souhrn

Lehke retézce
1 Aitigen Antigenl

s
2N

Variabilni oblasti

lehkych a tézkych fetézcl F(ab),
Konstantni oblasti & Faflioyatiiast
lehkych a tézkych retézcl X

Fc

Tézké retézce

https://labguide.cz/protilatky/



Protilatka - souhrn

Protilatka se vaze paratopem na specifickou
oblast na antigenu zvaném epitop. Jeden
antigen muze mit vice epitopl pro ruzné

specifickeé protilatky. protilatky

variabilni
oblasti

al

U

antigen <

paratopy — 2 stejné

epitopy

28

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/polyclonal-and-monoclonal-antibody-production/



IMUNOKOMPLEX

Anna Tanczos, Wellcome Images.

VIDEO: https://www.youtube.com/watch?v=E6bWCz2Mqg6A

29


https://www.youtube.com/watch?v=TYz6TmI_WLQ
https://www.youtube.com/watch?v=E6bWCz2Mq6A

Fyzikalne-chemicky zaklad reakce antigenu a protilatky

) Sila interakce je popsana afinitni
Interakce: Konstantou
*Specificka
*Reversibilni - rovnovazna reakce Ab + Ag = AbAg
«Zahrnuje paratop (Ab) a epitop (Ag)

*Nekovalentni, soucet slabych vazebnych interakci K = [AbAg]
[Ab][Ag]
Slabé nekovalentni interakce
. protilatka antigen
vodikové oL NGt 0 Sdileni vodiku mezi dvéma
mustky I:N A N elektronegativnimi atomy
E © L N
Elektrostatické > <\f% Mke2|_dvema opacné nabitymi
skupinami
| © ©
0 Waals@H® > <@H@ Interakce mezi elektronovymi
oblaky (oscilaéni dipdly)
e oc
hydrofobni | Mezi dvéma nepolarnimi
interakce /\ | hydrofobnimi skupinami, které
o vylu€uji vodu 30
( Vvyloucena |




Afinita, Avidita

sila, s jakou se protilatka vaze na antigenni determinanty (epitopy)

Afinita
Sila interakce mezi jednim vazebnym mistem protilatky (monovalentni

paratop) a jednim epitopem. Jedna se o kvantitativni meéritko vazebné sily.

Avidita
Celkova sila vazby vyplyvajici z interakci mezi vice vazebnymi misty

protilatky (polyvalentni Ab) a mnozstvim epitopd.

Avidita vzrusta s afinitou jednoho vazebného mista pro jeden antigen a s po¢tem simultanné se uplatriujicich
vazebnych mist.

Pentamer IgM muze mit nizkou afinitu k antigenu, ale 10 vazebnych mist zaru€uje vysokou aviditu.

31



PRODUKCE
PROTILATEK

—f
[
Target P e > {9‘ ‘ Target B cell

protein o)

ot \ protein ey
e, | £
P 0 v!‘v;;-_/ \ | - 7
€ € > L) | ATAY
Epitopes ~\J . A - \ ¢

Antibodies
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Produkce protilatek

Imunizace kompletnim antigenem

0 Imunizace zvirete e ... vede k produkci souboru Tyto protilatky, pokud
antigenem s rdznymi protilatek namifenych proti jsou smichany s
strukturnimi motivy... nékterym z té&chto motiva, puvodnim antigenem,
které jsou témito rozpoznavaji epitopy na
: protilatkami definovany tomto antigenu a vazi se
Antigen

jako epitopy na né

Aﬁ/"“"ﬂ:@‘“& gy‘%}" A *x,‘ 3

f | Tad == * [/ dh
I"._ e J .
. Ty . {q{;@ ]_—\\\\/
paratopy '-'"'\f-,\ﬁ

epitopy

bakterie, viry, plisne, kvasinky

Prirodni antigeny: paraziti, Tﬁ \/ﬁf
|
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Produkce protilatek

Imunizace nekompletnim antigenem

Imunizace s timto novym
antigenem vede k produkci 3 typu
e protilatek:

(a) Specifické proti mistim
(epitopum) na nosiCovém
proteinu

(b) Specifické proti haptenu

(c) Specifické proti raménku mezi
haptenem a nosi¢ovym proteinem

Hapten
(neimunogenni) musi
byt nejprve navazan
na nosicovy protein
(imunogenni)

Prirodni hapteny: hormony,
toxiny, pesticidy, nizkomolekularni

peptidy

volny hapten se vaze
na jedno z vazebnych
mist na protilatce,

ktera se vytvofila proti

haptenu
4
l:; éﬁ:@- Eg{'
18 = N
U @\Iﬁ
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Kinetika Sekundarni odpovéd’
anti-A (1gG)

imunitni [i[e
- n antl'A
= >
odpovedi = < Vznik
D= pamét'ovych
c 0 .
s £ bunéek
o
Primarni OdeVéd, Primarni
g anti-A (IgM, 19G) g odpovéd anti-B
e Primarni a g (1gM.19G)
" anti-B
se_kunc.jar’m IgM I9G 194G
Imunitni anti-B
odpovéd
IgM
anti-A
4 3] 8 Dny po
aplikaci
1. aplikace 2. aplikace
antigen antigeny
A A+B
d%\/_ _h’{:?i\ e A%/—_H%ﬁ' -y
/ N s LT
I’ . |_} ’ III. ™y _.t-_"#-"il 35
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Produkce protilatek
RUZNE PRISTUPY PRO PRIPRAVU VAKCIN
1. Namnozeni a umrtveni viru

hlinik jako adjuvans
zesili d&innost vakciny, ale
neni vyznamné

spike protein

3. Tvorba protilatek

pomocny
T-lymfocyt

specifické protil&tiy
obaluji korenavirus
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Produkce protilatek

RUZNE PRiISTUPY PRO PRIPRAVU VAKCIN
1. Namnozeni a umrtveni viru

hlinik jako adjuvans
zesili d&innost vakciny, ale
neni vyznamné

toxicky
Nk

1 ) sinopharm
Schvalena EU: | NE

T
L& =~ e
Uginnost 79.34 %

Skladovani Davkovani

R\
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PRODUKCE
PROTILATEK

Target X
e ~
- 4
A L
- o =
\ 3
< L '
% /
" Antibodies
y \ /
- /
a S5 &/ ==
‘ -
F.a
l 9 y
p |
"

Polyklonalni Monoklonalni Rekombinantni
protilatky protilatky protilatky

VIDEO:
https://www.youtube.com/watch?v= 65 8BX8L-k
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https://www.youtube.com/watch?v=TYz6TmI_WLQ
https://www.youtube.com/watch?v=_65_8BX8L-k

Produkce protilatek

S -
POLYKLONALNI _E?

PROTILATKY IN VIVO

0 O
oo o o
o0 00

Polyklonalni protilatky
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Produkce protilatek

Polyklonalni protilatky

S -
POLYKLONALNI _E?

PROTILATKY IN VIVO
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Proliferace lymfocytl
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Produkce protilatek

Nevyhody imunizace IMUNIZACE
» pozadovana protilatka je pritomna v
nizké koncentraci

* snizena specificita a citlivost

* izolace pozadované protilatky je @

nakladna, ¢asové narocna a méné M
Vykrveni
uéinna %

« kiizové reakce S@,\ g’%
\\..\__,'/17
? ‘\ ‘(‘ ?

" 5" ) Smeés protilatek, kazda
\n \\‘ﬁ“ specificka proti

- "\Y\f jednomu epitopu




Produkce protilatek
Krizové reakce

Produkce Reakce s
Imunizace 9 protilatek e imunogenem

9 5
‘Nf % *::‘ A :Q

\Q‘L-L— J‘%ﬂ_ﬁ/_\ ' " ":‘::.
%g“\.
I* [ @ Reakce s dalSim
\/(‘} antigenem

[, ,  Pokudjsou protilétky smiseny

K¥izova (zkFizena) reakce: /" santigenem, ktery je odliSny

Reakce protilatky se slozkou, ktera neni Qf@ %d iT.UQ i’zaégiho, (ejzlebngse
- identické nebo podobné
imunogen.

9 |/~ epitopy, mohou tyto protilatky

|
b ﬁ také reagovat za vzniku 41
imunokomplexu



Produkce protilatek
Krizové reakce

Schopnost protilatky reagovat s podobnymi epitopy na rtiznych antigenech.

HAPTENY

Testovani protilatek proti...

...para ...meta ...ortho

NosiCovy
protein

NosiCovy
protein

NosiCovy

, (\Nosiéovy
| protein

protein

Vi >
Ab proti
meta-amino- o ]
benzenu Zadna vazba silna vazba slaba vazba

multianalytoveé
metody
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Produkce protilatek
Krizove reakce — priklad vyuziti
multianalytova imunochemicka metoda pro

detekcl anabolickych androgennich steroidﬁ,
uzivanych oraln¢

methandienon

stanozolol oxymetholon
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Polyklonalni Monoklonalni Rekombinantni
protilatky protilatky protilatky

VIDEO:
https://www.youtube.com/watch?v=8iyrbvlJauY
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Produkce protilatek

TS Ve
Monoklonalni protilatky —

PROTILATKY IN VITRO
(; é ©

jeden klon B bunek

homogenni protilatky, rozpoznavajici stejny
epitop na stejném antigenu se stejnou specifitou

METODA: Hybridomova technologie

1. Imunizace — aktivace B lymfocytl (slezina)

N

o 0 A W

Fuze bunék (aktivované B-lymfocyty fuzuji s
myelomovymi bunikami) — hybridomy
Selekce hybridomd pomoci HAT média
Isolace hybridomu

Klonovani a propagace

Charakterizace a skladovani < vyhoda

monoklonalni protilatky v ascitické tekutiné
nebo supernatantu tkanove kultury

MONOKLONALNI

o ©
Slezina © ©@

o © &
o 9@
& &
&
=

Myelomové

Lymfocyty buriky

Fuze
o=
SXe
Hybridomy %
)
®)
Separace
Klon 2

V kazdé zkumavce protilatka se stejnou
specifitou a afinitou




Produkce protilatek
PURIFIKACE PROTILATEK

* polyklonalni PL z antiséra
* monoklonalni z ascitické tekutiny nebo supernatantu tkanové kultury

Proteinova A/G purifikace

» vyuziva protein A (z baktérie Staphylococcus aureus) nebo protein G (z
baktérii Streptococcus), které vykazuji silnou afinitu k Fc oblasti protilatek

! pri purifikaci polyklonalnich protilatek ze séra doch@azi k odstranéni proteinti séra, nicméné nespecifické
imunoglobulinové frakce zustavaji zachovany’—stale mohou vykazovat nezadouci kfizovou reaktivitu!

Purifikace pomoci antigenu

* isoluje specifické proteiny na zaklade reversibilni interakce mezi proteiny a
specifickym ligandem navazanym na chromatografickou matrix

» vyuzivana afinita specifického imunoglobulinu vaci antigenu, proti kterému byla
vyvinuta

« odstranéni nespecifickych imunoglobulinovych frakci

46



PRODUKCE
PROTILATEK

-
&
\

Target X
e -
L 2 4
- W e
\ 3
5 > 4§ '
« /
' Antibodies
y \ /
" /
a s &/ ==
~ ‘ J h -
o LG i~
- - P |
=, - /

Polyklonalni Monoklonalni Rekombinantni
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Produkce protilatek

Rekombinantni protilatky

Priprava: izolace gent kédujicich Pl = klonovani = exprese

dostupné komercni soupravy

Vyhoda:
*Rychlost (tydny)

Kvalita (protilatky specifické proti jednomu epitopu, stejna afinita a specifita,
vySSi hustota vaz. mist, moznost modifikace specifity a afinity fragmentu
protilatky, lze napojit gen protilatky ke genu proteinu s vhodnou funkci
(enzym))

*Velikost ( priprava pouze V, nebo V)
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Produkce protilatek - souhrn

Polyklonalni Monoklonalni
protilatky protilatky

smés protilatek chemické individuum

liSi se jak afinitou, tak specifitou k
jednotlivym epitopdm daného antigenu

davod : vice epitopt na molekule imunogenu,
sloZitost imunitniho systému, ruzné reakce

vSechny protilatky maji identickou primarni
strukturu (stejna afinita i specifita)
davaod: vytvofeny pouze proti jednomu epitopu daného

Jednotlived antigenu
¢as pripravy: od jednoho do nékolika Cas pripravy: nekolik mésicu
meésicu

draha a laboratorné naroCna pfriprava,

levna pfiprava, nékteré protilatky nékteré protilatky komercéné dostupné
komercne dostupné

Vyhoda: hybridomy lze zamrazit a
skladovat nekolik let



IMUNOPRECIPITACE



Imunoprecipitace

,Sekundarni jev pFi vzniku imunokomplexu*

Kdyz jsou rozpustné antigeny a molekuly protilatky smichany ve
spravnych pomeérech v pfitomnosti elektrolytu pfi vhodné teploté a pH,
vytvareji viditelné, obrovskeé, nerozpustné komplexy podobné mrizce

nazyvané precipitaty (srazeniny).

X Aglutinace

Reakce antigen-protilatka, pfi které
protilatky zesituji nerozpustné
antigeny, coz vede k viditelnému

shlukovani ¢astic. 51

VIDEO: https://www.youtube.com/watch?v=Ew15yHugzmY



https://www.youtube.com/watch?v=TYz6TmI_WLQ
https://www.youtube.com/watch?v=Ew15yHuqzmY

Imunoprecipitace

,Sekundarni jev pFi vzniku imunokomplexu*

Kdyz jsou rozpustné antigeny a molekuly protilatky smichany ve
spravnych pomeérech v pfitomnosti elektrolytu pfi vhodné teploté a pH,
vytvareji viditelné, obrovskeé, nerozpustné komplexy podobné mrizce

nazyvaneé precipitaty (srazeniny).

Aglutinace’(shlukovani)

X Aglutinace

Reakce antigen-protilatka, pfi které
protilatky zesituji nerozpustné
antigeny, coz vede k viditelnému

shlukovani ¢astic.

Ag T

aglutinogen
makromolekularni
korpuskularni
nerozpustny

Precipitace (srazeni)
Ag +
precipitogen

nizkomolekularni
nekorpuskularni

Ab - Ag-Ab

aglutinin aglutinat
imunokomplex
,Shluk*

Ab >  Ag-Ab

precipitin precipitat
imunokomplex
.Srazenina“




Imunoprecipitace
Precipitac":ni krivka = grafické znazornéni imunoprecipitace

imunodifuzni
metody
nekompetitivni turbidimetrie, kompetitivni
imunoanalyzy nefelometrie, imunoanalyzy
rozpustny imunokomplex vznika vzdy Nadbyrek ) (Nadbyrek
(M, 160 000 — 1 500 000 Da) orotildtky | /_\ pioe 0
. N . g{ | -
* imunoprecipitat vznika pouze pfi -
uréitém poméru Ag a Pl (1:1); wrazné 5 = z"_za ,elk‘,""a'e[‘c? déni
v v v v . ona =
vetSi rozmeéry nez imunokomplex (v g. aifts s \dea’ni pomer recen
toku & qel = ekvivalence protilatka/antigen pro
roztoku Ci gelu) 5 tvorbu prokfizeni
™
« obvykly Ag (kazda determinanta s3 |
jedine€na) tvori precipitat pouze
polyklonalni PI
* monoklonalni Pl precipituji s Ag o v g
obsahujicim vice stejnych determinant ROV AN
. haptevny netyoﬁ' precipité’t vabec, ) Antigen vzestupni mnoZstvi
protoze neni dostatek mista na dvé - -
F]f'.'\fllafl"ﬂ r _] F_ ] l L ] \‘ 5 ] L j konsrantni mnozervi

vazebna mista
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Produkce protilatek A lpklovy nanoobal
- | mm;r@/

RUZNE PRISTUPY PRO PRIPRAVU VAKCIN

1. Interakce vakciny s burikou 3. Tvorba protilatek

Po vpichu do téla lipidove .
nanotastice splynou s ??y;“ncfmar:];"(

membranou bufky a uvalni
mRNA do cytoplasmy. @

[
[V
o
=
(=]
L

ribosom

cilova burika

Hotowy spike

protein se vystavi
na povrchu buriky,
e Tbasom + eyimploc Kters ho Y specificke protitiy
’ produkovala. obaluji koronavirus

2. Rozpoznani antigenu
5. ZneSkodnéni napadenych bunek

» ' ?|
< »° Sl
T-lymfoeyt """'i j

¥y

rozpadajicl se
cilova bufika ‘

) A
“
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Produkce protilatek A lpklovy nanoobal

o N , <pike protein
RUZNE PRISTUPY PRO PRIPRAVU VAKCIN
1. Interakce vakciny s bunkou
Po vpichu do téla lipidové
membranod bUAKy 8 v
mRNA do cytoplasmy. e
1 ] Pfizer/BioNTech 1 ] Moderna
Schvalena EU:  ANO Schvalena EU: = AND

= I
e — cena:
v modema

Y ‘06

jadro %5‘_; %;;

ribosom

Uginnost 95 % )
cilova bufika Uginnost 94.,1%
;Iﬂo:EiVI: ﬁmw Skladovani Davkovani
Spk protein Jo syntetizovén na povrchu burky, e T ‘f\}‘f\} Skladovani Dévkovani
na ribosomu v cytoplasmé. :Trﬁu(hgvala. s 20°C = 180dni ?\}?\“5

2826°C | 5dnl

2. Rozpoznani antigenu
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Produkce protilatek N
spike protein M

lidské adenoviry AD26 a ADS

1. Interakce vakciny s burikou 3. Tvorba protilatek

RUZNE PRISTUPY PRO PRIPRAVU VAKCIN

adenovirus Adenovirus je v této vakeing pomocny
wyuZivan jako dopravni e |
prostiedek pro transport cilového
genu do hostitelské bufiky (v tomto
piipadé jde o gen kodujici spike
protein). Do DMNA adenoviru je
vieZen gen kadujici spike protein.
Mavic je adenovirus upraven tak,
aby sam o sobé nezplsoboval
Zadna onemocné&ni a v organismu
se dale nemnoZil. DNA do ného
vioZena se tedy musi v jadle,
které adenoviry napadaji, nejprve

t do mRMNA a pak podle ni
miZe vytvoiit obalovy spike protein;

Hotowy protein je taven na
pnwmro IIH.I’II'W! ws

/1=
A

specifické protil&tiy
obaluji korenavirus

2. Rozpoznani antigenu

.
I T
q rozpadajici se Ve
o> gov ‘

cilova burika

hY

&

A
pomocny - 4%
TR S /
)
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Produkce protilatek AR

spike protein M

RUZNE PRISTUPY PRO PRIPRAVU VAKCIN

lidské adenoviry AD26 a ADS

1. Interakce vakciny s bunkou W Astrazencea

Schvalena EU: = ANO

Cena:

adenovirus Adenovirus je v této vakeing = = .
vyuZivan jako dopravni Typ:
prostfedek pro transport cilového =
genu do hostitelské bufiky (v tomto o
pripadé de o gen kédujict spike
protein). Do DMNA adenoviru je
vioZen gen kadujici spike protein.
Mavic je adenovirus upraven tak, » o
Eh’f s&M 0 sobd rezpt.lsnbm'al Skladovani fI:la‘girhmlam 1_.l Johnson & Johnson
34dn& onemocnéni a v organismu L
se déle nemnoil. DMA do ného > -
vioZena se tedy musi v jadle, Q
které adenoviry napadaji, nejprve :

t do mRMNA a pak & ni

vytvofit obalowvy spﬁ{ﬂg protein, | ‘{r_g

Hoto tein je taven na
pnwmro IIH.I’II'W! ws

[S

ri

Schvalena NO

Cena:
Typ:

Uginnost 67 %
]

Skladovani Davkovani
20°c | 730dni Y

1 ] Gamaleya(Sputnik V)
Schvéalena EU: | NE

2. Rozpoznani antigenu —! e ED
= ([
3L 4 o —
‘} g.\"_, &= Uginnost 916 %
b e
ad o # ‘ Skladovani Davkovani
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