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Uvod do imunoanalyzy

Reakce antigenu a protilatky in
Vitro
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Imunochemicka reakce

Imunochemie je obor, ve kterém jsou studovany fyzika  Inia
chemické interakce antigen U a protilatek

1. faze 2. faze
Ag + Ab <—=Ag -Ab—> zesitovani
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* Prvni faze reakce ~ °P'°™

K, ;‘
[Ab] + [Ag] —— [AgQAD]
Kq
Rovnovazny stav je definovan afinitni konstantou
sje charakterizovan efektivnosti vazby v rozmezi 104 az 10" mol/I

X

L [AbA(g] Ka asociaéni konstanta
Ky A_[Ab][Ag] Kd disociaéni konstanta

Termodynamicky (odvozeni z Guldbergova a Waagova zakona):
«chemicka afinita A° = -AG°
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Prvni faze reakce
AFINITA protilétky = sila AVIDITA
vazby Ag (haptenu) a Ab « sila vazeb mezi di- a

polyvalentni protilatkou a
komplexnim antigenem s
vice determinantami

Valence
« pocet vazebnych mist Ab
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Vypocet K

« experimentalné: Scatchard (Langmuir)

[AbAg] . nK[Ag] [L_] B
[Ab] 1+ K[Aq] 9 smérnice = -K
1 —nK-rK
[Ag]
n

r moly Ag vazaného 1 molem protilatky
[Ag] mol. koncentrace volného Ag

n valence protilatky
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Druha faze reakce

Ag + Ab &—=Ag -Ab —— zesitovani

1.vznik IK (prvni faze) je rychla reakce
2.zesitovani (druha faze)

* reakce je pomala

« podminka: Ab musi byt alespon bivalentni

" ~r e
X ﬂ .-' .vl,
. + .
*a * P Univerzita
. IN : v OP Vrdélsv Pardubice
EVROPSKA UNIE il o PO thiscpto o O



\
Z\—K&{ BIO — Inovace studijnich programi Specialni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/Qp@<
w

Prubéh imunochemickeé reakce

nadbytek Zona nadbytek
protilatek ekvivalence antigenu

TN

Mnozstvi
aglutinatu/precipitatu

L

- N

Pridavek ] Mnozstvi
limitovaného Antigent
+ vzdy
Stejného ..............................
0 S B ‘

protilatek
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Rozvolneni imunokomplexu

‘Extrémni hodnoty pH (stabilni je v pH 4-9)
*Roztok mocoviny, thiokyandat amonny (= chaotropni
ionty)

*Vysokad koncentrace soli

*Teplota (optimdlni je 37°C)

P !\,\ ) 2
.. .
.
- .
] | Univerzita
n VIN v OP Vzdélavani Pardubice
EVROPSKA UNIE hwl” pro konkurenceschopnost



—k& BIO — Inovace studijnich programi Specialni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

N Typy protilatek

* Polyklonalni — v antisérech

 Monoklonalni — produkty hybridomu
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Polyklonalni protilatky
 iImunni Séra, tzv. antiséra

* Imunizace: injekéné podavany antigen
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Polyklonalni protilatky

* Polyklonalni protilatky tvofi heterogenni skupinu
* Rozdily ve specifité protilatek:

— monospecifické — jedna specifita

— polyspecifické — vice specifit
o |iSi se v tfidé a podtridé
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Polyklonalni protilatky

o Xenoantisérum
— protilatky vytvorené z jiného biologického druhu
— napt. krali¢i antisérum proti kurecimu ovalbuminu
* Aloantiserum
— shodny biologicky druh
— napf. imunizace pfi neshodé Rh antigenu na lidskych
cervenych krvinkach
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Priprava polyklonalnich protilatek

Adjuvans snizuje rychlost vylu¢ovani antigenu a
soucasné podnécuje fagocytdzu
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Casové schéma imunizace

e Prvni stimul

— subkutanni injekce v kompletnim F (10-100 mg
antigenu, cisty)

e Druhy stimul

— intramuskularni injekce v inkompletnim F (po 2-4
tydnech)

 Vykrveni (bleeding) 7 — 15 dni po posledni
Injekcl
e Stanoveni titru protilatek
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protilatek

Metody ke stanoveni:

e Precipitacni, aglutinaéni (serologicke)
o Imunodifazni

* Imunoelektroforeticke

e Imunoblotting

 Imunoenzymove (EIA)

e Imunoradioizotopové (RIA)

* Imunofluorescencni (FIA)
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" Metody pro purifikaci protilatek

 Protein-nespecifické * Protein-specifické metody
metody « chromatografie na
molekulovych sitech

e precipitace o -
spojena s iontomenicovou

neutralnimi solemi chromatografii
¢ ChromatOgl’afiCké e imunoafinitni
frakclonace chromatografie

e etanolova
frakcionace

_enzymﬂﬁééiépemi
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Monoklonalni protilatky

= jsou produktem jednoho bunécneho klonu
= totozné protilatky jednoho izotypu (IgG, IgM, IgA) a jedné
specifity (tj. maji stejnou i variabilni ¢ast)




INCHEBIO — Inovace studijnich programt Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Pouziti monoklonalnich protilatek

« v imunochemickych metodach k detekci solubilnich latek
» k detekci membranovych molekul (CD znaky)

* experimentalné
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Hybridomova technika &

Teorie zavedena r.1975 Kohler a Milstein
e Nobelova cena r.1984

Mysi hybridni bunka vznika fuzi myelomove a
plazmatické bunky
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Bunky pro hybridom

Vlastnosti plazmatickée Vlastnosti myelomové bunky:
bunky
| » odvozena ze slezinnych
 bunka izolovana ze plazmocytomu mysi
sleziny imunizovanych * Je schopna rust a délit se in
mysi VIVO, In Vitro

* neprodukuje protilatky
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princip hybrldomu

sacharidy + aminokyseliny

aminopterinovy blok

NUKLEOTIDY

HGPRT a TK nutné

Nahradni cesta:

Vd V4 V4
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Vznik hybridomu, selekce

 Fuze myelomove a plazmatické bb probiha v HAT médiu
Vv pritomnosti 35-50% PEG

e Selekéni HAT médium
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HYBRIDOM, MONOKLONALNI PROTILATKY

aktivni imunizace faze B lymfocytu

a myelomové buiiky selekce hybridomu
C ) /f e >® Q'@
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Iy-loqt + myelomovi

urifikace charakterizace
propagace hybridomu monoklonilni protilitky monoklonslni protilitky
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e SPECIFITA
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kultivace Itina (ascites) 4

protilatka ‘ (leukocytirni znaky)
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