Immunologial modszerek a klinikai
Kutatasban

/. elbadas

Immunizalas.

Poliklonalis és monoklonalis ellenanyag
eloallitasa, tisztitasa, alkalmazasa



Az antigen (hapten + hordozo) sokféle
specificitasu ellenanyag kepz6déset indukalja
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Az immunogenitas befolyasolo tenyezoOk

Immunodominans szakaszok

Kémiai szerkezet (anorganikus molekulak altalaban nem
antigének, de pl. nehézfemek fehérje komplexei fémallergiat
okozhatnak). A legjobb antigének a
fehérjek>polypeptidek>polysaccharidok>lipidek>nukleinsavak

Fizoko-kémiai természet (D és L konfiguracio; ortho-, para,-
meta pozicio; hydrophil és hydrophob amindsav szekvenciak)

Molekulasuly (nem abszolut kategoria)

Konformacio szensitivitas (folding és refolding)

Eredet: auto-, allo-, xeno antigen

A bejutas modja eés anatomai elhelyezkedése (pl. periferias
immunreakcié és ordlis tolerancia ugyanarra az antigénre az
antigén bemutatas helyétdl fuggben)

Dozis fuggeés (nagy és kisdozis tolerancia)

Valencia: monovalens, bivalens, és multivalens antigenek




Az antitest a komplex antigen epitopjait
(antigen determinans) ismeri fel

Antigén determinansok (epitop)

Antitestek az epitopot
|smer|k fel
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Az epitopok (antigen determinansok) fajtai
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A komplex antigen poliklonalis immunvalaszt valt
ki, ami elter6 specificitasu ellenanyagok
termelodéeséhez vezet




Human antitestek tulajdonsagai

Molekulasuly (KDa)

Felnodtt szérumszint
(mg/ml)

Szérum féléletidd
(napok)

Complement aktivacié

(kalsszikus ut)

Placenta transzfer

Mucosa transzfer

Phagocitakhoz
kotodes

Hizosejtekhez és
bazofilekhez kotodés




Antigen ellenanyag kapcsolodas
Immunkomplex (IK) képzodes

Antigeén + ellenanyag

nem kovalens kapcsolddas, reverzibilis
Van der Waals
Coulomb
hidrogén hidak

Ellenanyag valencidja:
egy Ig hez kapcsolodo univalens ligandumok szama

(monovalens, bivalens, pentavalens)

Antigén: altalaban multivalens (tobb epitop)

Ellenanyag affinitasa (disszocidcios konstans, Kd):

ag koncentracio, ami az ag-koto helyek
felét teliti: 107 — 10-!1 M/liter

Polivalens szérum: aviditas
(tobb ellenanyag aviditasanak 0sszessége

Precipitdcio: oldott antigén + ea
Agglutinacio: részecskék (sejtek) + ea
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Az |g valencia és aviditas viszonya

Valencia Aviditas
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Az antigen-antitest reakcio affinitasa

A. Affinitas
Az antitest (Ab) affinitasa kifejezi, hogy milyen erdvel kepes kitédni az
antigénhez (Ag), amelyet az antitest-antigén (Ag-Ab) komplex képzide-

senek egyensulyi allandojaval (K,,) irhatunk le.

Ag+ Ab <> Ag-Ab Magy affinitas I Kiz affinitas
Az Ag-AD komplex kepzodesi | AR % 4 Ab |
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Az antigen-antitest reakcio aviditasa

B. Aviditas
Az aviditas utal a tobb kdtéhellyel rendelkezé antigének és a tobb
kotohellyel rendelkezd antitestek kozott kialakuld kotések egyittes

ergssegere. (Affinitas - egyetlen antitest s antigén kdzott Kialakult kotés
ergsseq)
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Az antigen-ellenanyag reakciok fajtai

Neutralizacio (pl. toxinok, virusok, baktériumok)
Agglutinacio (szolubilis molekulak)

Precipitacio (részecskeék, sejtek)

Opszonizacio (nagy partikulumok)

Komplement fixacié

Fc receptor kotés - fagocitozis



SPECIFIC ANTIBODY
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Monoklonalis antitest

Poliklonalis antitest



Monoklonalis ellenanyag:
» azonos specificitasu ellenanyag molekulak,

« egyetlen B-sejtbdl szarmazo sejtvonal (sejtklon)
termeli

« egyetlen epitop felismerésére kepesek

vl

Poliklonalis ellenanyag:

* tobb, eltérd specificitasu ellenanyag keveréke,
* tobb B-sejt klon termekei

 egy adott antigen elterd epitopjait ismerik fel.
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Antitestestek eldallitasa

= Poliklonalis ellenanyagok - antiszérumok
Immunizalas
ellenanyag tisztitas
jeloles

= Hybridomak és monoklonalis elenanyagok
antigén tervezes, immunizalas
ellenanyag el6allitas és fermentacio
jeloles



A poliklonalis ellenanyagok jellemzOi

veérszerum (valtozatos idiotipusu, izotipusu és
eltérd affinitasu ellenanyagok kevereke)

az aviditassal jellemezhetOk

standard, ameddig az adott keszlet tart



A poliklonalis antitest az antigen tobb epitopjat
Ismeri fel

Multivalens, komplex Poliklonalis antitest Antigén-antitest
antigén komplex




Immunizalas




Az ellenanyagtermeléest befolyasolo tényezok

1. arecipiens

az antigen természete

az antigen dozisa

az antigen bejuttatasanak helye

adjuvansok
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az ismételt immunizalas kinetikaja



Immunizalas 1.

Megfelell allat kivalasztasa:
* Monoklonalis antitest — egéer v. patkany
* Poliklonalis antitest — nyul, birka, kecske

Antigen:

* haptéen (5-10 kD >) — carrier

« nativ v. modositott molekulak (beadas: muscularisan,
subcutan vagy intracutan) ill. sejtek (beadas: iv. vagy

Ip.)



Az ellenanyagvalasz kinetikaja

Antibody concentration

Els6dleges immunvalasz
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Adjuvansok jellemzoi

Lassitjak az antigen felszivodasat es az immunrendszer
nem specifikus stimulacidja (makrofag aktivacio) reven
fokozzak az ellenanyag termelest.

Leggyakoﬂbbak:
« Asvanyolaj-alapu, inkomplett adjuvansok (pl.: inkomplett
Freund, Hegedus)

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

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

- Bakt. vakcinak egyideji adasa fokozza az
Immunogénekkel szembeni antitest termelest. PI.:
Bordetella pertussis

* Liposzoma




Hibriddbma technika, monoklonalis antitestek
eldallitasa

Def.. A hibridobma technika segitségevel valamely
szamunkra immunologiai szempontbol eéertéekes
tulajdonsaggal rendelkez6 (pl. antitest termelés), de
korlatozott élettartamu sejt kivalaszthatd és korlatlan
ideig fenntarthato és szaporithato.

A technika lenyege, hogy aktivalt immunsejteket in vitro
fuzionaltatunk korlatlanul szaporodé tumorsejtekkel.



A monoklonalis ellenanyagok jellemzoi

gensebeészeti uton eldallitott ellenanyagok

egyetlen epitopra specifikus, teljesen azonos ellenanyag
molekulak

valodi affinitassal jellemezhet6k
standard, ameddig a sejtvonal fenntarthato



A monoklonalis antitest az antigen egyetlen
epitopjat ismeri fel
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Multivalens, komplex Monoklonalis antitest Antigén-antitest
antigén




A monoklonalis ellenanyag eloallitasa hybridoma
technikaval

Antigén
\ g
Lo / SP2 myeloma sejtek
s (HGPRT-, Ig-,
' . korlatlan osztodas)
Eg_g’*r lépsc.]tck ' P A
(HGPRTH, Ig+, fa; s

korlatozott osztodas)
Polyethylene
glycol (PEG)

. . Nem fazionalt SP2 sejtek
Nem fazionalt B-sejtek ., !

s () (s o r) ) ) ) 75

Fuzionalt sejtek

Sejthalal | HAT médiumban
n¢hany osztodas utan HAT szelekcio sejthalal
= Hibridoma sejt
‘\-\-‘ &5 7 ~ T . ryr
=% (HGPRT+, Ig+, immortalis)

http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/monoclonalantibodies.htmi



A hybrid sejt hordozza az eredeti ket sejt
tulajdonsagait

Myeloma B-lymphocyte
Immortality Antibody production
Hybridoma
Immortal antibody production




Hybridoma eloallitas 1.

Sejtfuzio: lepsejt (immunizalt allatbdl) + nem szekretalo
eger myeloma (Sp-2/0-Ag14) + PEG

Szelekcido: A megfelel6 kombinacidban (Iépsejt-Sp-2
hybridek) letrejott hybridsejtek kivalasztasa.

Az Sp-2 sejtekbdl hianyoznak a HGPRT és TK
enzimek (purin és pirimidin szintézis), a lépsejtek
viszont rendelkeznek veluk, igy megfelel6 szelektiv
tapoldat (HAT) hasznalataval kivalaszthatok a lepseijt-
Sp-2 hibridek.

Toxin — antitoxin modszer.

A fuzio eldtt a fuzios partnereket kulonbozd
fluoreszcens festékkel jeloljuk, majd FACS-on

vélogatjuk ki a kettés fluoreszcenciot mutato
hybrideket.




3.

1 L 4

Hybridoma eloallitas 2.

A megfeleld ellenagyagot termeld hibridsejtek
Kivalasztasa, tesztelés (ELISA).

Klonozas: az antitest termelb sejtek higitasa ugy, hogy
96 lyuku tenyesztd lemezen 1-nél tobb sejt ne jusson
egy lyukba. Ezutan ismetelt teszteles. Az egy klon altal
termelt antitest: monoklonalis antitest.

Antitest termeltetés nagyobb mennyisegben: (1)
feluluszo termeltetése hybridoma sejtekkel tenyészto
edényben; (2) hybridbma sejtek beadasa ip. egérbe;
(3) fermentor.



A fag-display technika ellenanyag el6allitasra
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Ellenanyag tisztitasa Protein-G Sepharose affinitas
kromatografiaval

Antitest tartalmu
minta szlrése

felvitel elucio  Oszlop
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A kulonboz0 fajok ellenanyagainak affinitasa

Human g1
Human [gi&2
Human [gG3
Human g4
Human [gA
Human [gD
Human IgE
Human [ghd
Mouse lgGl
Mouse IgG2a
Mouse IpG2b
Mouse IgG2
Mouse IgM
Rat IgG1

Rat IgG2a
Rar IgG2h
Rar [gis2c
Rat IgM

Protein-A és Protein-G-hez
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Monoklonalis antitestek felhasznalasa

* Preparativ modszerek
— Proteintisztitas

 Analitikai modszerek (Diagnosztikus célok,
kutatas)
— Limfocita-alcsoportok és klonok azonositasa, izolalasa

— Morfoldgiai vizsgalatok
(tumorok, gyulladas detektalasa)
— Rutin laboratoriumi vizsgalatok - szerologia

» Terapias célok

_ " 1g arany ~ 5 000Ft
Daganatok %// 1g mAb ~ 200 000Ft
— Autoimmun korkepek \/ Ha méar megvan a monokion!

— Gyulladasos betegségek



Antigén tisztitasa affinitas kromatografiaval

Bead-hez kotott Antigent A nem-kotott X-antigen
anti-X antitest tartalmazo komponensek elualasa
oldat felvitele kimosasa
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Humanizalt antitestek - therapia

N

Murine Chimaeric
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Ragcsalo antitestek

A monoklonalis antitestekkel tortend elsd terapias
probalkozasokkor ragcsalo antitesteket hasznaltak.

Az els6 emberben hasznalt antitest az OKT3 (anti-
CD3) volt.

A kezelés hatasos volt szamos esetben, ismételt

alkalmazaskor azonban sulyos immunreakciok léptek
fel.

PROBLEMA: HAMA (human anti-mouse-antibodies)

Noha konzervalt az Ig-ok konstans része, meégis szamos kulonbseg
van az emberi €s a ragcsalo Ig-k kozott.

HAMA-t 8-12 nappal a kezeles utan tudnak kimutatni, a
csucskoncentracio 25-30 nap utan van.



Kiméra antitestek

A Kkivalasztott ragcsaldo monoklonalis antitest Fv

L AL 4

human antitest Fc részet kodolo génjeihez.
A kiméra antitestek kb. 75%-a human.

Az antigén specificitasa megegyezik az eredeti
ragcsalo antitestevel azonosak.

Az in vivo féléletideje eés az effektor funkcidi az
eredeti human antitestével azonosak.

PROBLEMA: HACA (human anti-chimeric-

antibodies)
Kevésbé immunogének, de meg mindig szignifikans antitest valaszt
valtanak ki.



Humanizalt antitestek

Ha a Kkivalasztott ragcsalé monoklonalis
antitestjének csupan a CDR részeit ultetik at egy
human antitestbe humanizalt antitesteket kapnak.

A humanizalt antitestek > 90%-a human.

Az antigén specificitasa megegyezik az eredeti
ragcsalo antitestéevel azonosak.

Az in vivo feléletideje és az effektor funkcioi az
eredeti human antitestével azonosak.



US Food and Drug Administration nevezéktana a
Terapias monoklonalis antitestekre

Kiméra mAb Teljesen human mAb Ragcesalo mAb  Humanizalt mAb

YYYy

Inflixi
Ab Xirna
Basilixi
Rituxi
mab
X1
i
tu
cl
u
)

Adalimu. Muromonab (0KT3)  Atlizu

Golimumab Daclizu
Fontoli
Natalizu
Visilizu

. . Alemtu:
Monoklonalis antitest

Kiméra antitest
Humanizalt antitest
Immunomoduléans antitest

Tumor ellenes antitest

Kardiovaszkularis betegségben hasznalhat6 antitest
Human
Ragcsalo
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