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SPECIFICNOST ANTITELA

o Specifiécnost antitela — Fab antibodies

fragment, varijabilni region

o Jedinstvena sekvenca —
aminokiselina koja se vezuje za regions
ciljni antigen - komplementarnost

o Antigen — epitop+ antitelo-
paratop antigen —

o Unakrsna reaktivnost — hemijski
sli¢ni ciljni antigeni

o Unakrsna reaktivnost — antitela
niskog afiniteta ili aviditeta + epitopes
antigeni




(a) Affinity versus avidity
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o Afinitet - mera jacCine veze
izmedu paratopa i epitopa

o Prvi susret sa Ag — nizak nivo

aﬁniteta At Affinity refers to the strength Avidity refers to the strength
. s c v . of a single antibody—antigen of all interactions combined.

Svakl SleGCl SUSI'et - pOJ acanJe interaction. Each IgG antigen IgM typically has low affinity
afiniteta — adaptacija imunog sistema g ste spicaly hesfiah - antgen brang e, b
o Aviditet - ukupna jacina Sk

formiranih veza antigena i

antitela kojih moze biti vise I ol ,
Odreduju ga 3 faktora: AFFINITY [' ‘
1. Afinitet (jaCina pojedinacnih
veza)

2. Valenca (broj aktivnih mesta)
3. Struktura Ag i At




POLIKLONSKA ANTITELA

o Inokulacija lab. zivotinja specificnim Ag
o Istrazivanja, dijjagnostika..terapia..

o Prikupljanje seruma — visok titar At specificnih za Ag
(antiserum)

o Antigeni kompleksni!!

o Antiserum sadrzi antitela poreklom od vise klonova B
limfocita — svaki kao odgovor na drugi epitop

Polyclonal antibody




POLIKLONSKA ANTITELA

o Proizvodnja antiseruma — najmanje 2x se inokulise Ag +
adjuvans — stimulacija imuniteta — IgG viseg afiniteta

Inject antigen @ Antigen activates @ Plasma B cells @ Obtain antiserum
into rabbit. B cells. produce polyclonal from rabbit containing
antibodies.

polyclonal antibodies.
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SPECIFICNOST I OSETLJIVOST

o Osetljivost — verovatnoca dobijanja + kada je jedinka
inficirana; mala verovatnoca lazno -

o Specifiénost — verovatnoca dobijanja — kada jednika
nije inficirana; mala verovatnocéa lazno +

o Poliklonski serum — visoka osetljivost ALI veca
mogucnost unakrsnih reakcija

o U nekim slucajevima — potrebna antitela visoke
specificnosti — visokog afiniteta za pojedinacni epitop

— monoklonski serum

senSitive Screening

speCific Confirmatory .




MONOKLONSKA ANTITELA

o Monoklonska antitela se proizvode in vitro primenom
tehnike kulture tkiva

o Imunizacija miseva spec. Ag vise puta — 1zolaciyja B
limfocita 1z slezine — fuzija sa B ¢elijjama mijeloma u
selektivnoj podlozi — hibridoma c¢elije koje produkuju
antitela — selekcija ¢elyja koje proizvode zeljena antitela
- preciscavanje antitela 1z podoge

Injected into

> \ {
"3‘,‘ )
Produces




o d
— o3 —

Select and grow
hybrid cells only.
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myeloma

cell culture cells
myeloma line

Separate hybrid
cells and allow
them to proliferate
into clones
(hybridomas).

Screen for
desired
antibody.

antibodies

Chosen hybridoma is then grown to
produce large batches of desired mAB.




DIREKTNA IMUNOFLUORESCENCIJA

Antitela
konjugovana
fluorescentnom
bojom

Ispitivani materijal t
Antigen (?) | ‘
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Ispiranje
Antitela su isprana




INDIREKTNA IMUNOFLUORESCENCIJA




IMUNOENZIMSKE METODE - ELISA

* Imunoenzimske metode (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA
se zasnivaju na primeni Ag 1li At koji se obelezavaju enzimima.

» Zaizvodenje imunoenzimskih metoda se najéesce koriste Ag ili At.
adsorbovani na ¢vrstim povrsinama, odnosno na dnu mikrotitracionih
ploca.

« ELISA se koriste za detekciju Ag ili At na osnovu promene boje do koje
dovodi prisustvo enzima posle dodavanja supstrata u udubljenja
mikrotitracionih ploca.

* Mogu se podeliti na tri vrste:

1. Direktna (sendvic) ELISA '
2. Indirektna ELISA GELISA)
3. Kompetitivna ELISA (cELISA)




DIREKTNA ELISA

Antitela
konjugovana

EnZIMmam
_Antigen{?)
1< I!pl'tb'l.l'-ill'lﬂg
/ materijala @ '".'i‘;ﬁ':ﬁlﬂ“

—+ Antitela

Inkubisanje, “"’:{”%;’;‘ﬁﬁ“ﬁ
ispiranje @ e
Antitela
fiksirana na

dnu bazendica
Inkubizsanje,
ispiranje

Naziva se sendvic¢ ELISA jer
se Ag nalazi u ,sendvic¢u®
izmedu antitela

Supstrat Pojava boje u
——2za enzim bazenditu: Reakcija
[hromogen) hromogena | enzima
@ Inkubisanje,
ispiranje
Supstrat Bez baje u
——Zaenzim bazrendidu:
[hromogeny) Hramogen je ispran

. Inkubisanpe, %
ispiranje




INDIREKTNA ELISA

Q Antiantitela Q.E:'g Supstrat Pojava boje u
konjugovana e 73 BNZIMY bazendidu: Reakcija

ENZAMOMm (hromogen) hromogena | enzima
A
Antitela(?) —+ _+ ®
2 Ispativancg Inkublsanje, Inkublsanje,
/ e / ispiranje ispiranje
FlgnI.ia'u'n':itnzl:n Supstrat E—efz bojeu
njugovana ? i azendidu:
'"E‘ﬁ'ﬂ'a"ﬁj"f \ enzimom [hromogen) Hromogen je ispran
Antigen fksiran na
dnu bazendica @
Inl:ubls-anje, Inlr.ublsanpe
ispiranje ispiranje
Antiantitela

su isprana




KOMPETITIVNA ELISA

Antitela(?)
/ iz ispitivanog

seruma

lnkublsan;e,
ispiranje

Antigen fiksiran
na dnu bazendia

*razlikuje se od direktne i
indirekrtne ELISE jer se kod
negativne reakcije javlja boja.

Antitela Bez boje u bazendicu:
konjugovana Supstrat  Antitela iz ispitivanog seruma
enzimom — 23 eNZIM vezana za antigen;
specifitna (hromogen) Hromogen je ispran
za antigen
@ lnkublsanje Inkubisanje,
ispiranje ispiranje
Antitela sa enzimom
Antitela suisprana
konjugovana Pojava boje u
enzimom Supstrat bazenéi¢u: Reakdja
specifitna za enzim hromogena i enzima
@ za antigen - (hromogen)
Inkubisanje, Inkubisanje, %
ispiranje ispiranje

Antitela sa enzimom
SU vezana za antigen



PRECIPITACIJA

Precipitacija predstavlja reakciju izmedu
rastvorljivog (neuoblicenog) antigena
(precipitinogena) i antitela (precipitina) ° .
pri ¢emu se stvara kompleks — precipitat. o'e -
o o o yeo . . )
Precipitat se vidi kao zamagljenje na l.l =

dodirnom sloju Ag i At.

Primer — Ascoli precipitacija (dg. antraksa) N Precipitinska
-.<§ 9 linija

Dokazivanje prisustva somatskog Ag B. anthracis u

prethodno obradenom materijalu. T T

Tecni ekstrakt sumnjivog ispituju¢eg materijala se

mesa sa hiperimunim serumom u kome se nalaze A A

specifi¢na At protiv Ag B. anthracis. - >~_.\ Antitela

U slucaju pozitivne reakcije, stvara se precipitat na t)‘ Ya

dodirnom sloju Ag i At. \ Y‘f /4

(@) (b)




AGLUTINACIJA

Aglutinacija predstavlja reakciju izmedu nerastvorljivog
(uoblicenog) antigena (aglutinogena) i antitela
(aglutinina) pri ¢emu se stvara kompleks — aglutinat.
Aglutinat se talozi na dnu epruvete kao talog
neravnih ivica ili se u metodi brze aglutinacije na

plocici vidi kao pojava zrnastog taloga.

=~y - ™~
I R 1
& - >
( A 7 4
< -
\. ‘/ o g
Tre— o '-/‘
Bakterije

Antitelo

Aglutinacija




BRZA AGLUTINACIJA

Metodom brze aglutinacije

se detektuje samo )
prisustvo antitela r"
(kvalitativna metoda).
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BRUCELLOSIS




SPORA AGLUTINACIJA

Spora aglutinacija se izvodi u

nizu epruveta pri ¢emu se M ++ _* 8 - -
mesaju ispitujuci krvni serum u ' | ! | ) i '
serijskim razblazenjima i
odgovarajuc¢i antigen. Navedena
metoda je kvalitativna
(odreduje se prisustvo antitela),
ali i kvantitativna (odreduje
se titar antitela).

Pozitivna reakcija se zapaza kao
kao talog neravnih ivica na
dnu epruvete koje je posledica
stvaranja kompleksa Ag-At (a) Titer = 160

TITAR ANTITELA JE NAJVECE RAZBLAZENJE KRVNOG SERUMA U KOJEM SU
PRISUTNA ANTITELA

Sto je veée razblaZenje krvnog seruma u kome se moze detektovati prisustvo At, to je vi$i titar At.

Podatak o titru antitela nam govori o njihovoj koncentraciji u krvnom serumu, a samim tim o prisustvu i fazi

infekcije (visi titar At govori o akutnoj infekceiji, odnosno infekciji koja je u toku; nizi titar At govori da je infekeij

ili u pocetnoj fazi ili se radi o periodu nakon infekcije kada nivo At polako opada). ‘




REAKCIJA VEZIVANJA KOMPLEMENTA

RV&RVK

se moZze koristiti za ispitivanje prisustva Ag ili

At u materijalu.

1. Nevidljiva faza

Pripremljeni Ag Brucella i komplement inkubisu
se sa serumom Kkoji se ispituje na prisustvo
specificnih At. U sluc¢aju da su u k. serumu
prisutna specifiéna At, do¢i ¢e do stvaranja
kompleksa Ag-At-komplement i lize Ag.

2, Vidljiva faza

Prva faza RVK nije vidljiva tako da se u drugoj fazi
izvodenja reakcije dodaje indikatorski

sistem Kkoji se sastoji od eritrocita ovna (drugi
antigen) i odgovarajuceg imunog seruma kunica
(tzv. hemolizina) dobijenog imunizacijom kunic¢a
ovcijim eritrocitima (antitela specificna za drugi
antigen)

Posle toga se ova mesavina ponovo inkubise i
ocitava se reakcija.

1. Nevidljiva faza

37°C, 30 min.

Esitrociti ovna

Hemolinn

37°C, 30 min.

Keomplement

Antigen yzrodmka

Ispsivam seram

Y

2. Vidljiva faza
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REAKCIJA VEZIVANJA KOMPLEMENTA

(RVK)

U slucaju da je reakcija pozitivna, tj. dau
ispituju¢em serumu ima At, ona se u prvoj fazi vezu i
prave kompleks sa antigenom i komplementom
(kompleks Ag-At-komplement) pri ¢emu dolazi do
lize antigena, medutim to nije vidljivo golim okom.
Indikatorski sistem dodat u drugoj fazi nam
omogucuje vizuelizaciju ove reakcije i oitavanje
rezultata.

Ako je reakcija pozitivna, stvaranjem kompleksa Ag-
At-komplement u prvoj fazi se istrosi sav
komplement.

U drugoj fazi se specificno vezu eritrociti ovna i At
kuni¢a, medutim, kako je sav komplement potrosen,
ne stvara se kompleks Ag-At-komplement i samim
tim nece do¢i do lize drugog antigena, odnosno
eritrocita. U suprotnom, ako je reakcija negativna i u
prvoj fazi ne dode do stvaranja kompleksa Ag-At-
komplement, sav komplement iz prve faze se trosi u
drugoj fazi pri ¢emu dolazi do hemolize.

Dakle:

POZITIVNA RVK=NEGATIVNA HEMOLIZA
NEGATIVNA RVK=PRISUTNA HEMOLIZA

1. Nevidljiva faza

37°C, 30 min.

Eritrociti ovma

37°C, 30 min

Hemolinn

Komplement

Antigen grrodatia

Ity

= seram

i

2. Vidljiva faza
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