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Ellenanyagok eloallitasa, tisztitasa,
jelolese, fragmentalasa
Monoklonalis vs. poliklonalis ellenanyagok







Elvi lehetOosegek

3D farmakofér modell
Szintetikus CDR-ek
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Erdei: Immunoldgiai modszerek




Adjuvansok

Hatas
 Gyulladast idéznek el6 (,veszelyes kornyezet” stimulus)

« Depot kepeznek, lassitjak a felszivodast, lebomlast

Tipusai

 Freund-adjuvans (olaj alapu, +/- M. tuberculosis sejtfal)
* Aluminium-hidroxid (?) +/- bakterialis komponensek

¢ [SCOM (Immune Stimulating Complexes)

« Szabadalmaztatott kémiai adjuvansok (TiterMax, RAS)

« Biologiai adjuvansok (C3dg bevont Ag)
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Ellenanyag eloallitas - poliklonalis

Immunszérum

-

Kimerités
Nem kivant Ab-k
eltavolitasa

—

Affinitas tisztitas
Csak a nagy
affinitasu Ab-k
meghagyasa

Fragmentalas

Fab, F(ab’),
fragmentumok
elOallitasa

Jelolés

Fluoreszcens,
biotin, NP,
HRP tag-ek
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Ellenanyag eloallitas - poliklonalis

Specialis lehetosegek

Human IgH, IgA géneket Tyuk immunizalasa
tartalmazo mesterségek
kromoszoma bevitele blgH--, @
blgh~" szarvasmarhaba Tojasbdl IgY tisztitas
@ El6nyok: nem
invaziv, sok IgY,
Immunizalas nagy filogenetikai
@ tavolsag az
emldsoktdl, nem
Human poliklonalis kotodik FcyR-okhoz

ellenanyagok kinyerése nagy
mennyisegben




Ellenanyag eloallitas - monoklonalis

IN VIVO IN VITRO
Immunizalas Kiénok
A Klénozas szaporitasa
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Ellenanyag eloallitas - monoklonalis

Limitalt proliferacio
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Ellenanyag eloallitas - monoklonalis

Tesztelt klon =——p Nude / SCID egér

/ 5-10 mg/mL
Flaska

0,001-0,010 mg/mL Hollow fiber reaktor
1-5 mg/mL

Roller flaska

0,010-0,050 mg/mL

Harvesting Ports
(Extracapillary Space)
Mediwm

Pump { Eartiol

Transzgén mod

| Tg kecske — tej

1 (olcso, konnyd



Ellenanyag eloallitas - monoklonalis

mADb tartalmu minta
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Kisézas
(NH,),SO,-tal Affinitas
loncseréld kromatografia
kromatografia (Protein-A, G
(DEAE- Sepharose)
Sepharose)

e

Ellen6rzés PAGE-val!!l






Ellenanyagok modositasa

Leggyakrabban

« Lizil oldallanc tamadasa izotiocianat, szukcinilimid,
szulfonil-klorid csoportokkal, vagy glutaraldehid
kapcsolomolekula segitségével mas feheérjékkel

« (Cukoroldallanc oxidalasa utan aldehid reakcio
aminnal (Schiff-bazis)

R'-N=C=S + R%-NH, > R'-NH-C-NH-R? Tiourea
S

R'-NH, + R2-COH = R'-N=CH-R2 + H,O = R'-NH-CH,-R? Alkilamin

Hasznos info: Molecular Probes - Handbook of
Fluorescent Probes and Research Chemicals







Ellenanyagok modositasa

Specialis ellenanyagformak (géntechnologia)

scFv — egylancu, V-V, egy peptidkent torteno szintezise,
fag konyvtarbol szelektalva, vagy ismert monoklonalis
szekvenciajabol
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Spacer
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Fab

(~E6 kDa)

k4

(bispecific)
(~110 kDa)
Fab

(trispeciiic]
(~165 kDa)

Holliger & Hudson 2005 Nature Biotech




Ellenanyagok modositasa
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Ellenanyagok modositasa

Human terapias ellenanyagok (cél a neutralizalé Ab valasz elkerulése)

Egér monoklonalis
4
Kiméra ellenanyag (C regiok human, V régiok egér eredetiiek)
0

CDR graft ellenanyagok (csak a CDR egér eredeti)
¢

Fag display szintetikus ellenanyagok
U,-

Transzgenikus human ellenanyagok












Elméleti érték
Elméleti érték
Elméleti érték

Kiilonb6z6 antigének Kilonb6z6 antigének Kiilonb6z6 antigének
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Keresztreakcio / polireaktivitas

Monoklonalis Poliklonalis
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Hatterreakcio / aspecifikus reakcio

OD 450
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Ok: a minta valamely hordozékomponenséhez tortené
kotddes, nem feltetlenul a CDR-région keresztul

(altalanos fehérje/feherje, ill. feheérje/polimer reakcio,
ellenanyag Fc-receptorhoz valo kotodese)




Hatterreakcio / aspecifikus reakcio

Megoldasok:

1. Blokkolas — a potencialis ellenanyag kot felszinek
lefedése olyan anyaggal, amivel nem keresztreagal
az ellenanyag (BSA, kazein, zselatin, tejpor, szérum)

2. Detergens hasznalata (1-féle detergens terjedt el az
ilyen tipusu reakcioknal — Tween 20 — a kb. 100-féle
masra altalanosan hasznalt reagensbol!!!)

3. loner6 megvaltoztatasa (van reakcio, ami 1 M NaCl-
ben optimalis!)

4. Inkubacios idok optimalizalasa (k,./K)
5. Megfeleld modszer megvalasztasa

6. Uj ellenanyag keresése/ elballitasa






Poliklonalis vs. monoklonalis

Jellemzok Poliklonalis Monoklonalis

Specificitas Heterogén Homogén ?
Affinitas Heterogén Homogeéen
|zotipus Heterogén Homogén

Keresztreakcio Gyakori Nincs ?
El6allitasi id6 2 hénap 4-12 hénap
El6allitasi koltség Ag + 10-100 eFt Ag + 500-2000 eFt
Infrastruktura igény Olcso, egyszeri Draga, specialis
Szakértelem igény Kozepes Magas
Immunizalas Tiszta antigénnel  Akar nyers keverékkel is
Mennyiség Nagy, de korlatozott Korlatlan, de draga

Gazdaszervezet Nyul, kecske, birka Egér, patkany, (nyul)



Poliklonalis vs. monoklonalis

Poliklonalis Monoklonalis

Immunprecipitacio ELISA
Agardz immundiffizio Western-blot

Immunogold (elektronmikroszkop) FACS

ELISA Primer ellenanyagok

Western-blot FRET

Szekunder ellenanyagok Bead-array
Komplement aktivacios tesztek Nano-Pro
Virusneutralizacio Immunszcintigrafia

Affinitas kromatografia MAD terapia

IVIG
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