Immunizalas.
Poliklonalis ellenanyag eloallitasa,
tisztitas.
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Az antitest es az epitop (antigéndeterminans)
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Az antitest es az epitop (antigéndeterminans)
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Az antigéndeterminansok tulajdonsagai
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A komplex antigén poliklonalis immunvalaszt valt ki,
ami eltéro specificitasu ellenanyagok termelodéséhez
vezet




Immunizalas

Megfelelo allat kivalasztasa:
 Monoklonalis antitest — egér v. patkany
* Poliklonalis antitest — nyul, birka, kecske

Antigén:
e hapteén (5-10 kD >) — carrier
* nativ v. modositott molekulak, sejtek

* beadas: muscularisan, subcutan vagy
intracutan



Immunizalas

Adjuvansok: lassitjAk az antigén felszivédasat és az
immunrendszer nem specifikus stimulacioja (makrofag
aktivacio) révén fokozzak az ellenanyag termelést.

Leggyakoribbak:

* Asvanyolaj-alapu, inkomplett adjuvansok (pl.: inkomplett
Freund)

« Komplett Freund: asvanyolaj keverékben szuszpendalt,
hovel elolt Mycobacterium tuberculosis

* Aluminium-hidroxid gél
 Muramil-dipeptid (Mycobacterium tbc.)

« Bakt. vakcinak egyideju adasa fokozza az immunogénekkel
szembeni antitest termelést. Pl.: Bordetella pertussis

 Liposzoma



Poliklonalis antitestek tisztitasa

Az antitesteket az immunizalt allatok szérumabol
nyerik Ki

e IgM
« kémiai modszerekkel, molekulatomeg és
oldhatosag alapjan
« ,,euglobulin precipitation”
* Tovabbi tisztitas gélkromatografiaval
« Koncentracio-gradiens cenrifugalas



Poliklonalis antitestek tisztitasa

e IgG:
* Toncserelo-kromatografia

« Affinitas kromatografia (Staphylococcus aureus
protein A, Streptococcus protein G)



Poliklonalis antitestek tisztitasa

* IgA, D, E: tobblépéses médszerekkel

IgA: Kicsapas cinkkel; Ioncserélé-kromatografia,
gélfiltracio

Igl: Affinitaskromatografia

Immunoszorbens technikak:

antigénspecifikus izolalas Sepharose-,celluloz- vagy

poliakrilamid-gél felszinén



Szérum IgG frakcio izolalasa Protein G affinitas
kromatografias eljarassal egér szérumbol

Az oszlop atmosasa 2x oszlop-térfogatny1 PBS-sel
A higitott minta (5 ml szérum) felvitele €s lassu
atfolyatasa

Az oszlop atmosasa 3x oszlop-térfogatny1 PBS-sel
Elualas 0,1M glicin-HCI (pH:2,7) pufferrel,
neutralizalas 1 M TRIS-sel (70 ul/ml)



Antitest-tesztelés

Titer ill. specifitas meghatarozasa az antigén segitségével
ugyanabban a rendszerben, ahol a felhasznalas torténni
fog

pl.: ELISA
aramlasi citometria
immunhisztokémia



Elsodleges és masodlagos (memoria) immunvalasz 1.
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Elsodleges és masodlagos (memoria) immunvalasz
I1.

IABLE 11-4 COMPARISON OF PRIMARY AND SECONDARY
ANTIBODY RESPONSES

Property Primary response Secondary response

Responding B cell Naive (virgin) B cell Memory B cell

Lag period following antigen Generally 4-7 days Generally 1-3 days
administration

Time of peak response 7-10 days 3-5 days

Magnitude of peak antibody Varies depending on antigen Generally 1001000 times higher
response primary response

[sotype produced [gM predominates early in the response [gG predominates

Antigens Thymus-dependent and Thymus-dependent

thymus-independent
Antibody affinity Lower Higher




T-dependens vs. T-independens antigenek

 T-dependens (TD) antigének:

altalaban fehérjék Pneumococcus

: . c e, .., tok poliszacharidok
T-sejtek 1s aktivalddnak, T-B kooperacid P

Hatékony memoria, magas affinitasu
antitestek

 T-independens (TI) antigének
altalaban poliszacharidok

>

csak a B-sejtek aktivalodnak
alacsony szintu cellularis immunvalasz 4
memoria nem hosszu tavu

e Példa: Pneumococcus vakcina: PPV vs. carrier:
PCV diphteria toxoid



