Reakcja Ag-Ab

badania doswiadczalne i diagnostyka kliniczna



Przeciwciato (Ab) na drodze specyficznego
rozpoznania identyfikuje antygen (AgQ)

Schematic representation of the specificity of the antigen-antibody reaction
(lock and key principle)



Przeciwciala poliklonalne
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Przeciwcialo poliklonalne produkowane w odpowiedzi na wielowartosciowy antygen stanowi
mieszanine przeciwcial monoklonalnych, skierowanych swoiscie przeciwko jednemu z czterech epitopow.
Wszystkie przeciwciala reaguja z odpowiednim antygenem, ale poszczegolne czasteczki maja rézny

region zmienny.
Owen J. A, Punt J., et. al.., Kuby. Immunology, New York



Przeciwciala monoklonalne
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Przeciwciala monoklonalne sa produktem jednej komérki oraz jej komérek potomnych, maja
identyczny zarowno region zmienny jak i staly.

Reaguja tylko z jednym epitopem danego antygenu.

O.H. Brekke et al. Nat Rev Drug Disc, 2003, 2 :52-62.



Antygen

Substancja, ktéra moze by¢ swoiscie rozpoznana przez przeciwciato
lub receptory komorek.

Wiasciwosci antygenow:

- immunogennos¢ (zdolnos¢ do wywotania swoistej] odpowiedzi immunologicznej)

- antygenowos¢ (zdolnos¢ do swoistego tgczenia si¢ z immunoglobulinami 1
receptorami)

Podziat :
« kompletne — biatka lub wielocukry,m.cz.5000, 10000 <

» niekompletne — zw. maloczasteczkowe, (same nie maja zdolnosci do
indukcji produkcji przeciwciat, nabierajg aktywnosci immunologicznej po
sprzegnieciu z nosnikiem (np.biatka surowicy))



Antygen

Naturalne

zwigzane z komorkami . .
(leukocytami, erytrocytami, ptytkami krwi)

zwigzane z drobnoustrojami
(biatka, glikolipoproteiny, wielocukry)

Sztuczne
hapteny

Syntetyczne

olimery aminokwasOw o najprostszej strukturze o
szerokie zastosowanie w badaniu mechanizmow odpowiedzi
Immunologicznej.)



Antygen

Hapteny

Hapten wykazuje tylko antygenowosc.

Haptenami mogg by¢ proste zwigzki (np. glukoza, trinitrofenol, alergeny,
leki, narkotyki).

Hapteny immunogennos$¢ zyskuja po potaczeniu z nosnikiem (np. czasteczka
biatka).

W odpowiedzi na hapten potaczony z nosnikiem limfocyty B rozpoznaja
hapten, a limfocyty Th nosnik biatkowy.



Ag naturalne kompletne

Ab wiazg okreslone fragmenty Ag

|

EPITOPY
(Determinanta antygenowa)

Jedna czasteczka Ag moze mieé wiele roznych EPITOPOW, kazdy z nich decyduje o
powstaniu innego przeciwciala

glikoproteinowy EPITOPY glikOpfOteinowego Ag

05 BN




Ag naturalne kompletne

Epitopy obecne w jednej czasteczce antygenu mogg by¢ identyczne lub rozne.
Epitopy moga by¢ wigzane przez przeciwciata o tej samej lub réznej swoistosci.

Antygen zawierajacy wiele epitopdw nazywamy wielowartosciowym lub
poliwalentnym.



Oddzialywanie Ag-Ab

Antygen laczy si¢ z miejscem wigzacym przeciwciala z tym wieksza silg, im
scislej antygen i miejsce wiazace sg do siebie dopasowane.

Rozne typy niekowalencyjnych oddzialywan moga przyczyniac si¢ do wigzania
antygenu z przeciwciatem:

* sily elektrostatyczne,

* wigzania wodorowe,

* sity van der Waalsa,

* oddzialywania hydrofobowe.



Oddzialywanie Ag-Ab

Powinowactwo- sita wigzania pojedynczej determinanty antygenowej przez
miejsce wigzgce antygen przeciwciala.

Wartosciowosc- to liczba determinant antygenowych, ktére moze zwigzac
czasteczka przeciwciata.

IgG, IgD 1 IgE:  2-wartos$ciowe (maja po 2 miejsca wigzace)
IgA: 2- lub 4-wartos$ciowe
IgM: 10-wartosciowe

Awidnos¢ (zachlannosc)- sita wigzania wielowartosciowego antygenu przez
przeciwciato (zalezy od powinowactwa 1 liczby poszczegolnych miejsc
wigzacych w stosunku do odpowiednich determinant)



WYKRYWANIE REAKCJI Ag —Ab

PRECYPITACJA
AGLUTYNACJA

testy IMMUNOCHEMICZNE



PRECYPITACJA - wykrywanie reakcji Ag —Ab

Reakcja wigzania rozpuszczalnego wielowartosciowego Ag
In vitro przez swoiste Ab

Wytracaja si¢ kompleksy immunologiczne PRECYPITATY



Precypitacja
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http://mww.whfreeman.com/immunology/CHO06/kuby06.htm



Precypitacja klasyczna — w srodowisku plynnym

Precypitacja pierscieniowa- do roztworu antygenu/przeciwciata
dodaje si¢ surowice. Na granicy faz obu roztworoOw pojawia si¢
warstwa precypitatu.

Odczyn jakosciowy

e o Ab-Ag
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Precypitacja klasyczna — w srodowisku plynnym c.d.

Precypitacja probowkowa
Odczyn jakosciowy

a) Abanty-
polisacharydy

pneumokokow

b)  Dodanie roztworu
polisacharydow

C)  nierozpuszczalny
kompleks Ag-Ab
(zmgtnienie)

d) Polh-osad
(precypitat)

http://www.whfreeman.com/immunology/CH06/kuby06.htm



Precypitacja klasyczna — w srodowisku plynnym c.d.

Precypitacja szkietkowa- Roztwor antygenu oraz surowice nakrapla

si¢ na szkietko. W przypadku odczynu dodatniego na dnie szkietka
pojawi si¢ osad (precypitat).
Odczyn jakosciowy

Ag + surowica —— mikrobiologia
bakteriologia



Precypitacja klasyczna — w srodowisku plynnym c.d.

Immunoprecypitacja pozwala na wyizolowanie z mieszaniny biatek
okreslonego antygenu za pomoca swoistego dla niego przeciwciata.

Powstate kompleksy antygen-przeciwciato wytracajg si¢ z roztworu, a
nastgpnie sg odzyskiwane w polu magnetycznym dzieki zastosowaniu
przeciwciat potagczonych z nierozpuszczalnymi nosnikami (kulkami
magnetycznymi.

Po dodaniu buforu nastepuje oddysocjowanie kompleksu antygen-
przeciwciato od kulek magnetycznych.

Odmiany immunoprecypitacji:
- Immunoprecypitacja chromatyny-ChIP (umozliwia badanie oddzialywan DNA-bialko)
- immunoprecypitacja RNA- RIP (umozliwia badanie oddzialywan RNA-bialko).




Nefelometria i turbidymetria

Metody pozwalajace na oznaczenie iloSciowe zawiesiny koloidalnej w badanej probce przez
pomiar natezenia Swiatla przepuszczanego przez badang probke:

- Turbidymetria- detektor jest umieszczony na jednej linii z probka i Zzrédlem Swiatla

- Nefelometria- detektor jest umieszczony pod pewnym katem (najczesciej 90°).

Turbidymetria ... shutter detector
(@) i\ o, —T L A
source N
mOl'lOChromator closed sample or blank l

http://www.biogenet.com.pl/
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source ....... closed Signa' ISOGEN
monochromator processor

Proces ten jest wysoce zautomatyzowany
dzieki czemu moze by¢ szeroko stosowany

w diagnostyce medycznej.

detector

D. Harley UCDAVIS, 2013.



Precypitacja w zelu (immunodyfuzja)

IMMUNODYFUZJA- Metoda bazuje na zjawisku dyfuzji
rozpuszczalnego antygenu 1 przeciwciala w podlozu (zel
agarozowy). Na granicy zetkniecia si¢ Ag I Ab w obszarach
ekwiwalentnych (tzn. o rownym stezeniu) pojawiaja si¢ tuki
badz tez pierscienie.

Metoda pozwala bada¢ kilka uktadéw Ag-Ab.

Metoda jakosciowego lub 1losciowego oznaczania.




Precypitacja w zelu
Immunodyfuzja radialna wg Manciniego

Reakcja dyfuzji radialne] wg Manciniego
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Jest to metoda jakosciowo-ilosciowa, pozwala rozrdzni¢ reakcje antygenu z roznymi
przeciwcialami obecnymi w surowicy.



Precypitacja w zelu
podwojna dyfuzja wg Ouchterlony’ego

A g B A
Ay 15
i A —< 1* e
T T e -




Podwojna immunodyfuzja plytkowa




Immunoelektroforeza

Metoda rozdzialu i identyfikacji rozpuszczalnych antygenow — bialek w zelu (polaczenie
elektroforezy i immunodyfuzji).

Test przebiega w 3 etapach:

- rozdzial antygenow w zelu pod wplywem pola elektrycznego

- dodanie do wyci¢tego w zelu rowka specyficznych przeciwcial

- w miejscu zetkni¢cia si¢ antygenu i przeciwciala tworza si¢ luki precypitacyjne
- Wyniki porownuje si¢ z testem wzorcowym z uzyciem pelnej surowicy zdrowej osoby

- Miejsca w ktorych nie ma lukow precypitacyjnych lub luki te sa znacznie grubsze swiadcza o
nieodpowiednim ste¢zeniu danego antygenu.

Immunoelektroforeza

1. rozdziat anty;;m;w vge | | 3. dyfuzja i precypitacja

O-@=2S-0

& @ @
2. surowica z przeciwciatem w rowku O
. ® ©® =
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@

Immunologia, pod red. J. Zeromskiego, WMS Verlag .



Immunoelektroforeza

Po umieszczeniu zelu w polu elektrycznym tak, aby
doprowadzi¢ do rownoczesnej wedrowki antygenu i
przeCiWCiala, Elektroforeza przeciwpradowa i rakietkowa

agar pH 8.0

+ Ab) > Il < (A—g\

immunodyfuzja staje si¢ elektroforezg przeciwpradowa,

linia precypitacji

Elektroforeza rakietkowa ‘

precypitaty w ksztalcie rakietek

immunodyfuzja radialna elektroforeza rakietkowa.

Zel zawierajacy przeciwciata i

Immunologia, pod red. J. Zeromskiego, WMS Verlag .



Czynnik oceniany

Metoda

Frzeciwciata przeciwjadrowe

Podwodjna immunodyfuzja

llosciowa ocena przeciwciat: [gG, g,
gD

Immunodyfuzja radialna

llosciowa ocena biatek dopetniacza:
C3iC4

Immunodyfuzja radialna

Antvgeny baktervine

Immunoelektroforeza przeciwbiezna

Biatka monoklonalne (surowica, mocz,
ptyn mozgowo-rdzeniowy)

Immunoelektroforeza

Czynniki krzepniecia

Immunoelektroforeza rakietowa




AGLUTYNACJA- wykrywanie reakcji Ag-Ab

Reakcja zlepiania aglutynogenow przez swoiste Ab- aglutyniny,
ktore rozpoznajg Ag na ich powierzchni. Wytrgcanie osadu

Aglutynogeny naturalne: Aglutynogeny sztuczne:

erytrocyty, leukocyty, kulki lateksowe
bakterie, grzyby, pierwotniaki



Hemaglutynacja

zlepianie krwinek czerwonych na skutek reakcji przeciwciala z
antygenem na powierzchni erytrocytow

hemaglutynacja czynna
( bezposrednia)

Ag powierzchniowy
erytrocytow

Aglutynina bezposrednio
zlepia aglutynogen

Aglutynogen

Aglutynina
hd
~

- 88

Whytracajacy sie kompleks



Antygeny grupowe krwi ABO

Antygeny te znajdujg si¢ na erytrocytach, komorkach nabtonkowych, komorkach srédbtonka.

A B o,

‘ @ O v W surowicy wystepuja "naturalnie"
@ @ @ O N-Acetyl- przeciwciala skierowane przeciwko
‘ ‘ ‘ B antygenom uktadu ABO nieobecnym na

‘ ‘ ‘ O e krwinkach:

*przeciwciata anty-B wystepujga u osoby z

) Group A |Group B lGroup AB ]Group (0] grupa Kkrwi A
Red blood Type B Type AB Type O . . .
cell type sprzeciwciata anty-A wystepuja u osoby z

@ grupg krwi B
Antibodies | Anti-B Anti-A None Anti-A and Anti-B ‘pI'ZCClWClgizs;tzy'A ! anlt{y-B. ‘gYStqpqu b
present L [Rig P YL XYY grupg Krwi
2| X 2% X%

Antigens A antigen B antigen A and B antigen | None
present Q Q Q0

Abbas A.K. et al., Cellular and molecular immunology Ed 9t



Test hemaglutynacji

pozwala wykry¢ przeciwciata skierowane przeciwko antygenom grupowym krwi.

Hemaglutynacja bierna
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- Wykonuje si¢ szereg rozienczen badanej probki (np. surowicy) i do kazdego dodaje si¢ rowng ilos¢
antygenu.
-Najwyzsze rozcienczenie, w ktorym zaszla aglutynacja okresla si¢ jako miano przeciwciala.




Test hemaglutynacji

pozwala wykry¢ przeciwciata skierowane przeciwko antygenom grupowym krwi.

Hemaglutynacja bierna
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- Wykonuje si¢ szereg rozienczen badanej probki (np. surowicy) i do kazdego dodaje si¢ rowng ilos¢
antygenu.
-Najwyzsze rozcienczenie, w ktorym zaszla aglutynacja okresla si¢ jako miano przeciwciala.




Hemaglutynacja bierna (posrednia)

Ag osadza si¢ na powierzchni erytrocytéw, po dodaniu Ab
zachodzi aglutynacja

Aglutynogen




AGLUTYNACIJIA KULECZEK T ATEKSOWYCH

Komercyjne testy aglutynacji wykorzystuja kuleczki lateksu oplfaszczone
antygenem lub przeciwcialami.

Test aglutynacji bezposredniej

3":)\ Y o Wiykrnywa w surowicy/ plwocinie/ wymazie
A - -« | tateks pacjenta ocbecnos< antygenu.
a7 e = — Kuleczki opitaszczone sga przecivwciatami
5 F—<am < swoistymi wobec wykrnywanego
= /C. — >\ ~L ¥ antygenu.

“—G.:)\ Y /C)-— - —< Wynik pozytywny: agiutynacja

\ ) /( '\,~ Wynik negatywny:- brak antygenu = brak
~ &7 )\\(F" aglutynacji
5 «

Wykrnywanie czynnika
reumatoidalnego w surowicy
pacjenia z podejrzeniem
reumatoidalnego zapalenia
stawoww

aglutynacja

Kuleczki lateksu oplaszczone s3
przeciwciatami IgG
skiercwanymi przeciw
czynnikowi reumatoidalnemu.

brak aglutynacji

Test aglutynacji posredniej

> $ =8, e Wykrnywa w surowicy/ plwocinie/ wymazie
o= & S e . pacjenta obecnoscé swoistych przeciwciatl.
- - < - - - b - > - = -
SN S - = Kuleczki oplaszczone s okreslonym
T . = The i antygenem.
S - = _=F Wiynik pozytywny:- aglutynacja
=" e Sy Wiynik negatywny: brak swoistych
£ o Saudt przecivwcial = brak aglutynacji
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BAKTERIE

 IDENTYFIKACJA PRZY ZAKARZENIACH LUB TAKSONOMICZNA
e LAT latex agglutination test

Salmonella serogroups A, B, C, D, E, and G,



Czasteczki aglutynowane

Zimne aglutyniny {pierwotne
zapalenie ptuc)

Ludzkie krwinki czerwone grupy 0

Mononukleoza zakazna

Erytrocyty barana

Aglutyniny przeciwbakteryjne

Bakterne

Czynnik reumatoidalny

Czasteczk lateksu optaszczone
[s]€

RozZzyczka

Taninowane krwinki czerwone
optaszczone antygenem wirusa

Tyreoglobulina

Erytrocyty optaszczone
tyreoglobuling




Technikl Immunochemiczne

Zastosowaniem znacznikow (markerow)

do ,,wyznakowania” jednego ze sktadnikow reakcii
Ab-Ag




Zastosowanie technik immunochemicznych

Identyfikacja populacji komorek

Produkcja przeciwciat monoklonalnych

Identyfikacja bakterii 1 innych mikroorganizméw

Analiza funkcji badanych komorek (np..cytokiny inne biatka).......



Techniki Immunochemiczne- diagnostyka

* Diagnostyka wirusOw

* Diagnostyka markeroOw nowotworowych

* Diagnostyka chorob autoimunizacyjnych

* Diagnostyka hormonoéw

* Diagnostyka c13zy 1 ptodnosci

* Diagnostyka uszkodzen mig¢snia sercowego

* Diagnostyka niedokrwistosci

* Diagnostyka chorob wrodzonych 1 metabolicznych
» Toksykologia

« Transplantologia



Podzial technik immunochemicznych

* Immunoenzymatyczne (znacznikami sa enzymy)
« Radioimmunologiczne (znacznikami sg izotopy)
* Fluorescencyjne (znacznikami sg fluorochromy)

* Chemiluminescencyjne (znacznikami sg okreslone
substancje organiczne)



Techniki Immunoenzymatyczne
(znacznikami sg enzymy)

wykrywanie aktywnos$ci enzymu zwigzanego z jednym z reagentow

(Ag lub Ab)
Produkt reakcji przeprowadzanej przez ten enzym jest barwny
Pomiar produktu barwnego metodami spektrofotometrycznymi

Testy do oznaczen ilosciowych



Technikl Immunoenzymatyczne mozna
przeprowadzic w fazie

plynnej - homogenne

stalej - heterogenne.



Test ELISA

Jest jednym z najczesciej stosowanych do
wykrywania obecnosci antygenow lub
przeciwcial.

Dzigki automatyzacji jest szybki 1 moze
by¢ wykorzystywany w badaniach
masowych.

Test wykonuje si¢ na gotowych
mikroptytkach.

Wynik ocenia si¢ na podstawie barwy
roztworu spektrofotometrycznie.

Natezenie zabarwienia jest wprost
proporcjonalne do 1losci oznaczanego
przeciwciata

biovigen.pl



Test immunoenzyvmatyczny typu ELISA

D= 7
_gﬁ%s-...

Antyvgeny wzorcowe na fazie

stalej Surewica badana z Dokladne plukanie
% ?é\ przeciwcialami
Przeciw tint; antygammaglobulinowe Dokladne plukanie

wWyina kowane ENZIVINEINn

I Substrat dla enzymu I
L [

Pomiar intensywnosci zabarwienia
srodowiska reakeji
basziud

Reakcja barwna



Test ELISA

(a) Indirect ELISA

Test kanapkowy (Sandwich ELISA)-
antygen zwigzany jest pomig¢dzy dwoma

B b ol ey Mmimeme przeciwciatami: chwytajgcym,
measured secondary color
shibooy zaadsorbowanym na dnie ptytki, i

(b) Sandwich ELISA

detekcyjnym, potaczonym z enzymem.

wash wash
VeV

Antibody- Add antigen Add enzyme- Add substrate
coated well to be measured conjugated and measure
secondary antibody color

(¢) Competitive ELISA

er 2
Pre-incubate
antibody with
antigen to b
mlf;ur:d < Add Ag-Ab Add enzyme- Add substrate
mixture to conjugated and measure
antigen-coated well secondary color
antibody

Test kompetycyjny- badany antygen konkuruje ze znakowanym antygenem o zwigzanie si¢ z
przeciwcialem unieruchomionym na ptytce, zmniejszajac intensywnos¢ sygnatu
proporcjonalnie do 1lo$ci antygenu w badanej préobcee.

Owen J. A, Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New York .



Test ELISA

Analiza odbywa si¢ przy uzyciu spektrofotometru.

Im wiecej bylo antygenu w badanej probie tym wiecej barwnego substratu i
tym wieksza bedzie jego gestos¢ optyczna (optical density).
Krzywa wzorcowa.

NajczeSciej stosowane enzymy: NajczeSciej stosowane substraty:
- fosfataza alkaliczna - fosforan p-nitrofenolu
- peroksydaza chrzanowa - tetrametylobenzydyna

- oksydaza glukozowa - kwas 5-aminosalicylowy.



ELISA — Test ciazowy

Wykrywana jest gonadotropina kosmowkowa, obecna w moczu

ciezarnej kobiety juz kilka dni po zaptodnieniu.

Migration mambrane
Sample pad !

Absorbent pad

/ /
Plastic backing Conjugate pad  Test line Control line

e-biotechnologia.pl

Kropla badanej substancji najpierw przemieszcza si¢ wzdtuz blony nitrocelulozowe;.

W tescie umiejscowione sg specyficzne przeciwciata, najczesciej w kompleksie ze ztotem
koloidalnym.

Po wchionigciu proby przez membrang, antygen (jesli proba okaze si¢ pozytywna) wigze si¢ z
kompleksem koloidalnego ztota 1 odpowiednich przeciwcial.

Efektem tej reakcji jest uformowanie si¢ kompleksu, ktory zostaje wykryty przez test.

http://bcs.whfreeman.com/immunology6e/content/anm/kb07an01.htm



Zalety testu ELISA

* Bardzo wysoka czutos¢

* Mozliwos¢ 1losciowej oceny przeciwcial/antygenow

* Mozliwos¢ standaryzacji metody

* TrwaloscC 1 stabilno$¢ wyznakowanych reagentow przez wiele
miesi¢ey



ELISPOT
(Enzyme-Linked ImmunoSPOT assay)

synonimy ELISA Spot.

jest polgczeniem techniki immunoenzymatycznej fazy statej
ELISA z krotkoterminowa hodowlg komorkowa

(od kilku godzin do kilku dni).



1 ELISPOT
* Komorki inkubuje sie¢ w ptytkach,
N A ktorych dno zostato optaszczone
vy %, YYYYY Y Ab wiazacymi. Przeciwciala te sg
swoiste wobec interesujgcego nas
biatka, np. okreslonej cytokiny,
przeciwciala, markera
blonowego, receptora itd.

« W miejscu reakcji
Immunoenzymatycznej powstaje
plamka barwna - "'spot”. Przyjmuje

sie, ze kazdy spot jest Sladem jednej
komorki wydzielajacej badane biatko.




Metody ELISPOT

ELISPOT D — | =
\ O @ /’«,A Q v\{\(\f\{YV\f\\fJ

plytka optaszczona przeciwcialem wigzacym cyloking

}
T T | A A w
, /\‘ ¢ s 1\/\\(\/\%\TJ\7{‘\J/\J‘\/1

dodanie chromogenu

Wykrywanie cytokin i innych,
wydzielanych przez komorki bialek.
@ @
o, AXA KX

{
I\YVVVY%VV'

Wykrywanie przeciwcial produkowanych
przez pojedynczy klon limfocytow B.

@
A
AAAAAA AAAA iifi
2000009090 290009090909

e-biotechnologia.pl Immunologia, pod red. J. Zeromskiego, WMS Verlag .



Porownywana cecha

ELISA

ELISPOT

Stezenie danej cytokiny wydzielonej
przez wszystkie komorki w

Liczba komorek wydzielajacych dang

Wynik badania: hodowli (np. pg/ml nadsgczu) cytoking (np. n/1 mln komorek)
Zasada detekcji biatka: Reakcja immunoenzymatyczna Reakcja immunoenzymatyczna
Optaszczane w dodatkowej ptytce
sorbcyjnej po zakonczeniu Optaszczane w plytce hodowlanej przed
Przeciwciata pierwotne: hodowli rozpoczgciem hodowli

Przeciwciala wtorne:

Dodawane do dodatkowej ptytki
sorbcyjnej po zakonczeniu
hodowli

konczeniu hodowli

Wykonanie detekcji i reakcji
barwnej:

W nadsaczu z hodowli w osobnej
plytce sorbcyjne;j

Bezposrednio w ptytce hodowlane;j

Faza ostatecznego pomiaru:

Faza ptynna

Faza sucha

Uzyskanie wyniku ilo§ciowego:

Pomiar ekstynkcji w reakcji barwnej i

wyliczenie stezenia z krzywej
kalibracyjnej

Komputerowa analiza obrazu (1 plamka =

Mozliwos¢ przesylania ptytki
do analizy poza

laboratorium: Nie Tak
Okres, w ktorym jest mozliwa
powtdrna analiza: 15-30 minut Tygodnie - miesigce




Technika EMIT
(enzyme multiplied immunoassay technique)

* Wykorzystuje mozliwos¢ zmiany aktywnosci enzymu
poprzez blokowanie miejsca aktywnego dla substratu lub
poprzez zmian¢ konformacji czgsteczki

* Prosta w wykonaniu, poddaje si¢ tatwo automatyzacji

Identyfikacja w moczu, krwi stezenia lekow, hormonow, narkotykow.



Schemat oznaczenia EMIT

Ag-E+ Ab *Aesbad) Aph—-Ag+Ag-E

Bez Ag

Ab -Ag - E

nieaktywny enzym

Suhsﬁata

Anthody

1"131

g Buzyme with Drg

aktywny enzym

SUbstrate reacting
with Enzyime

C-

Dmg blocking Drug
attachied 10 Erevme

Wspotzawodnictwo o miejsce wigzania przeciwcial pomiedzy substancjg w probce a substancja
oznakowang enzymem.

Aktywnos$¢ enzymu obniza si¢ w wyniku wigzania z przeciwciatem, tak wigc stezenie leku w probce
mozna okresli¢, mierzgc aktywnos¢ enzymu.



Z surowicy Krwi
Progesteron, testosteron

Substrate reaction
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Tracer (progesterone-peraxidase)

Progesterone (sample)

Progesterone antibody
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Testy immunoenzymatyczne w diagnostyce
laboratoryjnej



NajczesSciej oznaczane markery nowotworowe

AFP (alfa- fetoproteina ) - rak watroby

CEA (antygen karcinoembrionalny) - nowotwory
przewodu pokarmowego

PSA (antygen specyficzny gruczotu krokowego) - rak
prostaty

CA 125 (antygen nowotworowy 125)

Tyreoglobulina, kalcytonina - markery w nowotworach
tarczycy

TPA

CA 19-9 (antygen towarzyszacy nowotworom przewodu
pokarmowego)




Przeciwciala charakterystyczne dla
autoimmunizacyjnych choréb watroby

 Anty—-M2
 ANA

« LKM-1

* Anty-Spl100
* Anty-gp210
 Anty- LBR

* Anty-SLA/LP
« LC-1



Diagnostyka celiakii

Czutosc i swoistosc:
Anty-Gliadyna, Anty-tTG

Anty-Gliadyna (IgA)

Anty-Gliadyna (IgG)

137 probek do pacjentéw z celiakig potwierdzong biopsjq jelita
75 potwierdzone biopsjg probki kontroine

SN

Sa ¥




Techniki radioimmunologiczne

Techniki immunochemiczne, wykrywajace reakcje Ag ze
swoistym dla niego Ab w oparciu 0 pomiar radioaktywnosci
Izotopu, ktérym wyznakowany jest jeden ze sktadnikow reakc;ji

(Ag lub Ab).

Stuzg do oznaczen i1losciowych, charakteryzujg si¢ wysoka
czutoScig 1 specyticznoscig. RIA stosowane sg do oznaczania
stezenia hormonow, antygenow nowotworowych (np. CEA czy
AFP), autoprzeciwcial lekoéw czy witamin.

Ze wzgledu na przebieg reakcji immunologicznej metody
radioizotopowe podzielono na dwie grupy:

- kompetycyjne
- niekompetycyjne



Test RIA — (Radio Immuno Assay)

Do ukladu zawierajacego oznaczang substancje (A - antygen) dodaje sie
przeciwcialo (P) i pewna (znang) ilos¢ tej substancji znakowanej izotopem
(A%).

£ w
Ag B

Frakcja wolna

Ag-Ab + Ag
Kompleksy Ag*-Ab + Ag"

Ag* - antygen znakowany
Ag - antygen nieznakowany
Ab - przeciwciato

Reakcje zachodzaca w tym ukladzie mozna zapisac¢ nastepujaco:

A+A*+P=AP+ A*P + Awolny + A*wolny

W oznaczaniu ilosci antygenu w probce wykorzystuje si¢ fakt, ze dzieki
nadmiarowi antygenu w stosunku do przeciwciala stosunek ilosci kompleksow
z antygenem znakowanym (A*P) do ilosci kompleksow z antygenem
nieznakowanym (AP) bedzie taki sam jak stosunek ilosci antygenu
znakowanego (A*) do ilosci antygenu nieznakowanego (A).




Test RIA — (Radio Immuno Assay)

Mierzac aktywnos$¢ kompleksow A*P wyseparowanych z probki i znajgc ilos¢ dodanego
przeciwciala (P) i antygenu znakowanego (A*) obliczy¢ mozna zawartos¢ antygenu
nieznakowanego w probce (A).

CONTROL

N
s

Known amount of Fixed amount of
radioactively labeled specific antibody
antigen is added

UNKNOWN SAMPLE

Known amount of Unlabeled antigen

radioactively labeled competes with labeled

antigen mixed with antigen for the
unknown amount antibody
of unlabeled antigen

http://4e.plantphys.net/image.php?id=229

— Radioactivity in
precipitate is
measured

Addition of
anti-immunoglobulin
antibodies precipitates
the antibody-labeled
antigen complex

The difference
between the
radioactivities in
the control and
the unknown
sample is
proportional to
the amount of
unlabeled antigen
Addition of in the unknown
anti-immunoglobulin  sample
precipitates the

antibody-antigen

complex containing

labeled and

unlabeled antigen

Concentration of 125-labeled cytokine bound per well

0 | | | |
0.001 0.01 0.1 1 10

Concentration of unlabeled cytokine added, ng/ml

Owen J. A, Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New York



Technika IRMA — (Immunoradiometric assay)

Wystepuja tu w nadmiarze dwa przeciwciala, z ktorych jedno jest
znakowane radioizotopem (P*) a drugie, skierowane przeciwko innej
determinancie antygenowej badanej substancji (A), jest przytwierdzone do
wewnetrznej powierzchni probowki i stuzy do separacji.

Reakcja immunologiczna przebiega nastepujaco:

P* + A + Pzwiazane = PzwiazaneAP* + Pzwiazane + P*

Wprowadzenie do probowki zawierajacej przeciwcialo przytwierdzone na
sciankach, antygenu i przeciwciala znakowanego (P*), powoduje
powstawanie kompleksow przeciwcialo-antygen-przeciwcialo
(PzwiazaneAP*) o charakterze tzw. kanapki. Dzi¢ki nadmiarowi przeciwcial
praktycznie caly antygen zostaje zwigzany z przeciwcialami, natomiast nie
zwigzana czeS¢ przeciwciala znakowanego jest nast¢pnie wyplukiwana a
radioaktywnos¢, ktora zostala w probowce pochodzaca od kompleksow
przeciwcialo-antygen-przeciwcialo jest miarg ilosci antygenu zwigzanego w
probowce.



Schemat oznaczenia IRMA

niekompetycyjne - w ktérych w nadmiarze wystepuja dwa
przeciwciata, metody IRMA, czyli immunoradiometryczne

Kompleks I: Ab-Ag-Ab*

Ag — antygen
Ab* — przeciwciato znakowane
': Ab - przeciwcialo zwigzane z fazq statg



Immunoblotting- Western Blotting

(a) Add SDS-treated protein (b) Electrophorese in
mixture to well of gel SDS-polyacrylamide gel

A )
L2 1
Direction
of

migration
Prc
des

(©) Remove gel and
perform cls fer

() Bind antigen of i
with )mcvll ked
b d

//

()\dd I

Metoda Western blotting pozwala na wykrywanie okreslonych
bialek w homogenatach tkankowych lub ekstraktach

bialkowych.

Obejmuje elektroforetyczny rozdzial bialek w zelu
poliakrylamidowym oraz ich przeniesienie (odci$niecie-
blotting) na specjalng blone (np. nitrocelulozowg).
Poszczegolne antygeny moga by¢ nastepnie identyfikowane za
pomoca znakowanych swoistych przeciwcial, reakcja
wywolywana jest najczeSciej luminescencyjnie.

=

- Metoda Western blotting jest

. - stosowana w diagnostyce

— -—eay

. infekcji bakteryjnych (np.
borelioza, pradki gruzlicy) oraz
zakazeniach wirusowych (HIV,

wirus opryszczki, EBV i inne).

Owen J. A, Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New .



Metody immunofluorescencyjne

Technika ta wprowadzona ponad 40 lat temu wci1az pozostaje
standardowa technikg immunologiczna ,,gold standard technigue”

szeroko stosowang w wielu laboratoriach na swiecie,
charakteryzujaca si¢ wysokg czutoscia 1 swoistoscia.




Haemophilus influenzae %

http://embryology.med.unsw.edu.au/Defect/images/Haemophilus-influenzae.jpg

Haupt BJ et al., Scientific World Journal 2006,15:1609

Immunofluorescencja bezposrednia i posrednia

posrednia wzmocniona

Eredri A b
bezposrednia posrednia udziatem dopetniacza |
Ab znakowane przeciwciato przeciwciato
FITC (Ab) (Ab)
skrawek “[ |
/7 tkankowy LI\
Gl I 4 AN
ptukanie ptukanie ptukanie

dodanie anty-Ig FITC

’

|4

dodanie dopetniacza

VA e /\ o
ptukanie ptukanie

dodanie anty-C3 FITC

b/T\ ,?
/X & \o

ptukanie

Immunologia, pod red. J. Zeromskiego, WMS Verlag .



Immunocytochemia Immunohistochemia

Technika pozwala na wykrycie konkretnego Technike wykorzystuje si¢ do lokalizowania
antygenu znajdujacego si¢ w komorce przy okreslonych antygenow w obrebie tkanki przy
uzyciu odpowiednich przeciwcial. uzyciu odpowiednich przeciwcial.

Wybor odpowiedniej techniki
przygotowania preparatu zalezy od:

*badanego antygenu,
*sposobu wykrywania oraz

«docelowej metody wizualizacji
wyniku.

Haupt BJ et al., Scientific World Journal 2006,15:1609

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/55/Fluorescence_microscop.jpg

http://www.immunoportal.com/



Ocena komorek w mikroskopie fluorescencyjnym

Second barrier filter: cuts out
unwanted fluorescent signals,
passing the specific green
fluorescein emission between
520 and 560 nm

Light
source

2
Beam-splitting mirror; reflects
light below 510 nm but
transmits light above 510 nm

First barrier filter:
lets through only blue

. ; Objective lens
light with a wavelength ]

between 450 and 490 nm

A/

— Object

Komorki dendrytyczne czlowieka (DC) zakazone bakterig Listeria monocytogenes.

Owen J. A, Punt J,, et. al., Kuby. Immunology, New York .



Ocena komorek w mikroskopie konfokalnym

(@) Principal of confocal microscopy

Laser

|

s Pointwise illumination
"

Confocal
pinhole

Pointwise

Detector .-

detection Beamsplitter

Objective lens

-, Above focal-plane (out of focus)
\ .
Z| memm—— :‘--;"-, -------- Focal-plane (in focus)
"

e e Below focal-plane (out of focus)

Sample (x,y,2)

(b)

cept.wum.edu.pl

Owen J. A., Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New York .



Cytometria przeplywowa

@ Kiad
Sample :brn'bbfi
(stained cells into sygnalu
: ‘ g.wzm.
Sheath fluid > in suspension)
kompensacja | wybdr progu
przetworniki
: : . analogowo-
Hydrodynamic focusing lin.log.wzm. cyfrowe
Nozzle Cells pass through in “single file” komorek .
pole
) 55C linlog.wzm. powierzchnia
Fluorescence emitted from
stained cells detected
uklady procesora
sygnaiow
} # ' I*?orwz.lrd and side scattered - ]
light from all cells detected Rycina 43.1 Schemat drogi sygnaiu w cytometrze przeplywowym od lasera poprzez detektory,
Laser light source wzmacniacze, ukiady logiczne do komputera (wg dr J.Kantorskiego)
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Owen J. A, Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New York .



Pathway 885 Bioimager

System do cytometrii komorkowej przeznaczony
do automatycznego, trojwymiarowego,
przyzyciowego obrazowania komorek w czasie
rzeczywistym oraz analizy utrwalonych
preparatow tkankowych i komérkowych.

Aparat wyposazony w komorg¢ z aktywnie
regulowana temperaturg i stezeniem CO? oraz
robota umozliwiajgcego podawanie odczynnikow
w trakcie eksperymentu bez koniecznosci
otwierania komory inkubacyjne;j.

Obiektywy: 10x, 20X, 40x, 60x(0il)

Dwie lampy metalo-halogenkowe emitujace Swiatlo w zakresie 340-750nm oraz

Filtry wzbudzenia: 470/40, 2x488/10, 555/28, 340, 380/1, OND, 360/10, 440/10, 335, 548/20, 460/10, 560/55, 635/20
Detekcja fluorescencji: FURA/FITC, FURA/TRITC, 435LP, 84101, 515LP, 570LP, 645/75



Cytometria przeplywowa

488 nm ~— BD Horizon BB515 PerCP
804 c
BD Horizon
FITC “pe-crs0a
60
PE-Cy5
a0+
20- / Fluor® 488
0 T T T T T
300 350 400 450 500

PerCP-Cy5.5

Wavelength (nm)

Najczesciej stosowane w diagnostyce fluorochromy

FITC  Fluoroscein isothiocyanate
PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin chlorphyll protein
APC  Allophycocyanin
inne
Ultraviolet Violet Blue
(355nm) (405nm) (488nm)
= AMCA = Atto = Atto 488 = Atto 532

tto 39 . Dyhght 405
= Dylight 350

= Cy2

= FITC

= Hilyte 488
= PerCP

« PerCP-Cys.5
= PerCP-Cy7

= R-PE

« PE-Cy5

= PE-Cy5.5

= PE-Cy7

= Cy3

= DyLight 550

= Dyomics 547

= FluorProbes 547H
» Hilyte 555

= PE-Cy3

= PE-Cy3.5

» PE-Cy7

= Rhodamine
= R-PE

= Texas Red
=« TRITC

Becton Dickinson

488 nm
blue laser

Red Far Red/IR
(635-855nm) | (685-785n

= APC

= APC-Cy7

= Atto 633

= Atto 637

= Atto 655

= Atto 680

= Atto700

= Cy 5.5

= Cy5

= Cy7

= DyLight 633

= DyLight 650

= DyLight 680

= Dyomics 647

* FluorProbes 647H
= FluorProbes 682
= HiLyte 647

» Hilyte 750

SSC 488/10 \ 530/30

gl)l 10 beam splitter

DM 560SP

Fluorescence
—— collection lens

\\\\\\\m

=
I—Jm

FSC diode

488/10

Focusing lens

Key:
FSC - forward scatter detector DM - Dichroic mirror
SSC - side scatter detector SP - shortpass filter

FL1, FL2, FL3 - fluorescence detectors  LP - longpass filter

Owen J. A, Punt J,, et. al., Kuby. Immunology, New York .

NOVUS Biologicals



Cytometria przeplywowa
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FL1-Height (3)vs FL2-Height (4)
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Rycina 43.2 Zasada dziatania cylometru przeptywowego
(A) Typowe rozmieszczenie ludzkich krwinek biatych na wykresie kropkowym pod wzglgdem ich
wielkosci i ziarnistosci (FSC vs SSC, krew pelna, liza erytrocytow, FACScan).
(B) Zastosowanie dwukolorowego barwienia fluorochromami przeciwciat monoklonalnych
(CD8 - FITC, CD45RO - PE) pozwala na ocene okreslonej populacji komorek posiadajgcych
poszukiwany antygen powierzchniowy CD8+CD45R0O+ (FL1 vs FL2, krew peina, liza

erytrocytow, FACScan)
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Rycina 43.5 Ocena fagocytozy E.coli przez neutrofile krwi petnej (Phagotest, liza erytracytow,
FACScan). Histiogramy pozwalajg na obliczenie odsetka kemorek fagocytujacych i srednich

wartosci fluorescencji (posrednio ilos¢ wchionigtych bakterii przez jedng komérke).

(A) uposledzona fagocytoza u oscby z czyracznoscia (B) fagocytoza neutrofildw osoby zdrowej
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Rycina 43.3 Analiza fenotypu limfocytow CD4 i CD8 wérod limfocytow CD3 (A} osoby zdrowej i (B)
osoby z petnoobjawowym zespotem nabytego niedoboru odpomosci (FL1 vs FL2, krew pefna, liza

Immunologia kliniczna, pod red. Marka L. Kowalskiego, Mediton .

erytrocytow, FACScan)



Cytometria przeplywowa
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Owen J. A, Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New York .
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Cytometria przeplywowa

Tabela 39.1 Najczesciej oceniane markery powierzchniowe komorek krwi obwodowe] cztowieka

Czasteczka CD Wystepowanie Nazwa zwyczajowa  Funkcja
CD2 Limfocyty T, tymocyty LFA-2, T11 adhezja T do APC lub innych
Komorki NK komérek, kostymulacja
CD2R Aktywowane epitopy CD2 na aktywo- aktywacja limfocytow T
limfocyty, NK wanych limfocytach T
CD3 Limfocyty T 5 tancuchow kompleksu przekazywanie sygnatu do
CD3 limfocytow T
CD4 Limfocyty T pomocnicze, Leu-3 koaktywacja limfocytow T
subpopulacje monocytow, pomocniczych
makrofagow, tymocyty
CD5 Tymocyty, Lyt-1 aktywacja tymocytow
subpopulacje T, B i limfocytow T
CD8 Limfocyty T cytotok- Leu-2 koaktywacja limfocytow T
syczne, tymocyty cytotoksycznych
CD14 Monocyty, (granulocyty), Mo2 biatko wigzace LPS
Komorki L h 5 s :
m(;r:rorfalgi SRR Tabela 39.2 Zakres wartosci prawidtowych
cD19 Limfocyty B, komorki B4 aktywacja i proliferacja markerow komorek jednojadrowych krwi
ore-B limfocytow B obwodowej czlowieka
CD20 Limfocyty B, komorki B1 kanat Ca #, regulacja
pre-B aktywacji i proliferacji Komorki-marker Wartos¢ Zakres
limfocytéw B cD $rednia (%) wartosci (%)
CD21 Limfocyty B, komorki  C3dR, CR2, EBVR aktywacja i proliferacja limfo-
pre-B cytow B, element kompleksu CD4+ 45 35 - 50
przekazywania sygnatu CD8+ 35 25 -45
CD22 Komorki pre-B, Subpo- BL-CAM posredniczy w adhezji: forma CD3+ 50 35 - 65
pulacje limfocytow B o z monocytami i erytrocytami CcD2 55 45 — 65
forma f z limfocytami Ti B CcD22 25 20 — 30
CD45 Leukocyty LCA (Leukocyte Com- fosfataza tyrozynowa biorgca cD56 15 10 — 20
mon Antigen), T200 udziat w przekazywaniu sygnatu -
CD45 RO Aktywowane limfocyty T, marker limfocytow T CD14' 18 10-25
monocyty, makrofagi, pamigci Wskaznik CD4/CD8 1,4 1,1-17

granulocyty, tymocyty

Immunologiakliniczna, pod red. Marka L. Kowalskiego, Mediton.



Stosuje sie dwa podstawowe warianty techniki
Immunofluorescencyjnej (1F):

-metode bezposrednia (DIF- Direct
Immunofluorescence)

-metode posrednia (I1F- Indirect
Immunofluorescence)




TESTY IMMUNOFLUORESCENCYJINE

= wykorzystuja przeciwciata znakowane barwnikami fluorescencyjnymi:

X izotiocyjanian fluoresceiny,

FITC - o . i
po wzbudzeniu emituje kolor zielony e
izotiocyjanian tetrametylorodaminy, -

m po wzbudzeniu emituje kolor czerwony

Czgsteczki barwnika przyigezone sg do czgsteczek immuncgicbulin kewalencyjnie
(poprzez grupy aminowe izyny).

Test immunoflucrescencyjny bezposredni

bakteria ) o )
Wiykrywa w surowicy/ plwocinie/ wymazie
YKy ¥
pacjenta obecnost antygenu/ bakterii.

> Wynik pozytywny: fluorescencja
chserwowana pod mikrozkopem
fluorescencyjnym

Wynik negatywny: brak antygenu = brak

fluarescencji
— przeciwciala znakowane
fluorescencyjnie

CDC/Dr. William Cherry

Test immunoflurescencyjny. Bakierie Legionsiia pneumophila

Metod¢ bezposrednia stosuje
si¢ do wykrywania
immunoglobulin

zwiazanych in vivo

w tkankach.

Jest to metoda jednofazowa, w
ktorej zamrozone tkanki
inkubuje si¢ ze znakowanym
przeciwciatem pochodzenia
zwierzecego skierowanym
przeciw ludzkim
immunoglobulinom.



W SLE (toczen rumieniowaty uktadowy) w
wycinkach skory zdrowe;
1 zmianach skornych wykrywa si¢ zlogi
Immunoglobulin na granicy
skorno-naskorkowe;.

Ztogi maja na ogot charakter ziarnisty lub linijno-
zlarnisty. Wykrycie tego zjawiska w skorze ma duze
znaczenie diagnostyczne dla SLE 1 zostalo nazwane
» LUPUS band test” (LBT).
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TESTY IMMUNOFLUORESCENCYJINE

Test immunoflucrescencyjny posredni

Wykrywa w surowicy/ plwocinie/ wymazie pacjenta przy pemocy znakowanych
fluorescencyjnie przeciwciat immunoglobuliny, ktére uprzednio zwiazaty sie ze
swoistym antygenem. Charakieryzuja sie wieksza czutoicia.

Wynik pozytywny: fluorescencja obssrwowsana pod mikroskopem fuorescencyjnym

Wynik negatywny: brak przeciwciat = brak fluocrescencji

Wykrywanie autoprzeciwciat

Diagnostyka kity
przeciwjadrowych

{uktadowe schorzenia auteimmunizacyjne)

T. pailidum Skrawek
- 7 tkanki
e T
e,k
{ Dodajemy surowice pacjenta l
Frzeciwciata Przeciwciata
" pacjenia _» pacjenta
LA L
a7 ’W\
J. Dodajemy przeciwciata l

znakowane fluorescencyjnie

preeptukujemy

N

Jesli pacjent ANA test

lytfjest zakazony
kita, obserwuje sie
Swiscenie kretkow

Jadro

Kretek kity komarkows

hitps:icourses. stu.gmul.ac.ukismd&ipathology

wavw. primer.ruistdigaliery_stdl treponema.him ffunmedpics/pathtes2_ htm

Metoda immunofluorescencji posredniej jest
metoda dwufazowq 10-Krotnie czulsza niz
metoda bezposrednia.

Jest stosowana rutynowo do wykrywania
przeciwciat krgzgcych.

Technika ta oparta jest na zdolnos$ci wigzania
przeciwciat krazacych
z odpowiednim antygenem obecnym
w tkance uzytej jako substrat antygenowy

W drugim etapie skrawek tkankowy ze
zwigzanym ludzkim przeciwciatem inkubuje si¢
z przeciwciatem zwierzecym znakowanym
fluorochromem - pochodng fluoresceiny FITC
(koniugat),

CO sprawia ze w miejscu wigzania ze swoistym
antygenem w tkance
w mikroskopie fluorescencyjnym zaopatrzonym
w lampe rteciowg emitujgcg promieniowanie
UV obserwuje si¢ charakterystyczng zotto-
zielong fluorescencje.




ANA s3 heterogenng grupg przeciwcial skierowang
przeciw réznym antygenom jadrowym.

Surowice z ANA inkubowane z substratem
antygenowym daja rozne typy (patterns) fluorescencji
jadrowej w zaleznosci
od lokalizacji antygenu przeciwko ktoremu sa
skierowane.



Podstawowe typy fluorescencji jadrowej:

TzP JADRERKO”

"ﬁ ¥ wHOMQBENNY,

TYP RYBOSOMALNY




Zastosowanie metod immunofluorescencyjnych
w cukrzycy

Autoprzeciwciala — markery destrukcji komorek 3

= przeciwwyspowe (ICA) _ A
= przeciwinsulinowe (1AA) \ /
= przeciw dekarboksylazie kwasu

glutaminowego (anty-GAD;)
= przeciw fosfatazom tyrozyny
(anty-1A-2)



Ab przeciwwyspowe- trzustka

* Grupa przeciwcial przeciwko cytoplazmatycznym
antygenom komorek B (ICA)

* Oznaczane metodg immunofluorescencji posrednie;j

« Wyniki wyrazane w umownych jednostkach JDF (Juvenile
Diabetes Foundation)



Technika immunofluorescencji posredniej

Znakowane fluorochromem
przeciwciaia przeciw Ig

Przeciwciata przeciw.

komorkom 5 (W probce)

Preparat komorek wysp
trzustkowycn




Przeciwciala:

anty-GADy; (przeciw dekarboksylazie
kwasu glutaminowego),

anty-1AA (przeciwinsulinowe),
anty-1A (przeciw fosfatazom tyrozyny)

sq oznaczane metodami
immunochemicznymi przy uzyciu
polautomatycznych lub
zautomatyzowanych analizatorow



Pecherzyca




Diagnostyka celiakii — techniki immunofluorescencyjne

Przeciwciata przeciwko endomysium:
przetyk matpy Przeciwciata przeciwko endomysium:
jelito matpy

Przeciwciata przeciwko endomysium: Przeciwciata przeciwko endomysium:
watroba matpy zotadek matpy




Przeciwciala skierowane przeciw mieSniom gladkim
(ASMA)

Przeciwciala przeciw mi¢sniom
gtadkim mozna wykry¢ w:

« Autoimmunizacyjnym zapaleniu
watroby typu |,

a takze:
« mononukleozie zakaznej,
 infekcjach wirusowych,
« W marskosci poalkoholowej,
 rakach sutka, jajnika,
« W czerniaku ztosliwym.




Przeciwciala skierowane przeciw komérkom

okladzinowym zoladka

Wskazaniami do wykonania badania s3:

* przewlekte zanikowe zapalenie
btony Sluzowej zotadka,

e anemia zlosliwa,
e choroba Addisona,
* bielactwo.




PRZECIWCIALA W DIAGNOSTYCE
PRZEWLEKELYCH ZAPALNYCH SCHORZEN JELIT

PRZECIWCIALA PRZECIW KOMORKOM KUBKOWATYM JELIT

* Przeciwciata przeciw
komorkom kubkowatym jelit
wystepujg u 28% pacjentow z
Colitis Ulcerosa

PRZECIWCIALA PRZECITW KOMORKOM ZEWNATRZWYDZIELNICZYM
TRZUSTKI

* Wykrywane u pacjentow z
Choroba Lesniowskiego-
Crohna (czestosc
wystepowania 39%)




PRZECIWCIALA PRZECIW ANTYGENOM
CYTOPLAZMY NEUTROFILI (ANCA)

Przeciwciala typu CANCA
wystepuja w :

 ziarniniaku Wegenera

* Chorobie Lesniowskiego-Crohna

* mikroskopowym zapaleniu naczyn i
innych zapaleniach naczyn

Przeciwciala typu pANCA

wystepuja w :

« zapaleniach naczyn (Vasculitis)

* wrzodziejacym zapaleniu jelit

« autoimmunologicznych chorobach
watroby




Techniki chemiluminescencyjne

Oparte s3 na pomiarze emisji fotonow w przebiegu reakcji
chemicznej

Jeden z reagentow znakuje si¢ substancja organiczng

(lucyferyna, ester akrydyny)

W czasie reakcji nastepuje emisja promieniowania w
zakresie Swiatla widzialnego, ktore mierzone jest
luminometrem



Wymagania jakie stawiamy testom immunochemicznym

Wiarygodnos¢ wynikow i ich uzytecznos¢ diagnostycznag
determinuje:

czulosci
swoistosci analitycznej

dokladnosci



Sensitivity of various immunoassays

Sensitivity*
| Assay (p.g antibody/ml)
i Precipitation reaction in fluids 20-200
1 Precipitation reaction in gels
9.‘ Ouchterlony double immunodiffusion 20-200
’ Agglutination reactions
| Direct 03
Agglutination inhibition 0.006-0.06
Radioimmunoassay (RIA) 0.0006-0.006
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ~0.0001-0.01
ELISA using chemiluminescence ~0.00001-0.01"
Immunofluorescence 1.0
Flow cytometry 0.006-0.06
“The sensitivity depends on the affinity of the antibody used for the assay as well as the epitope density and distribution on the antigen.
tNote that the sensitivity of chemiluminescence-based ELISA assays can be made to match that of RIA.
Source: Updated and adapted from N. R, Rose et al., eds., 1997, Manual of Clinical Laboratory Immunology, 5th ed., Washington, DC: American Society for Microbiology.

\

Czulo$¢ testu zalezy od powinowactwa uzytego w tescie przeciwciala oraz gestosci 1 rozktadu
epitopu na antygenie.

Owen J. A, Punt J., et. al., Kuby. Immunology, New York .



Z.aleznoS¢ czulosci i swoistosci testOw na przykladzie badania przeciwcial
przeciwjadrowych w toczniu rumieniowatym ukladowym (SLE) i przeciwcial
przeciwmitochondrialnych (AMA) w pierwotnej marskosci zolciowej.

Czutosé =

Liczba wynikow prawdziwie dodatnich

x 100

Liczba wynikow prawdziwie dodatnich + Liczba wynikéw fatszywie ujemnych

Specy- _

Liczba wynikow prawdziwie ujemnych

ficznosé | icsh, wynikow prawdziwie ujemnych + Liczba wynikéw fatszywie dodatnich

Przeciwciata przeciwjadrowe
i (SLE)

]

Liczba przebadanych surowic
Wyniki prawdziwie dodatnie
Wyniki prawdziwie ujemne
Wyniki fatszywie dodatnie
Wyniki fatszywie ujemne

Czutosé dla SLE

90
=—— x 100
90+ 2

. 98@70_!

Swoistos¢
dla tocznia uktadowego

220
=—x 100

220+ 60

= 79% !

372
90
220
60

AMA

Liczba surowic przebadanych 177
Wyniki prawdziwie dodatnie 90
Wyniki prawdziwie ujemne 80
Wyniki fatszywie dodatnie 1
Wyniki falszywie ujemne 6

Czutosc dla pierwotnej marskosci z6tciowej

920
=——— X100
N +6

= 94% -

Swoistosc dla pierwotnej
marskosci zotciowej
80

= ————— X100
80+ 1

_990/0

x 100

Czulos$¢ badania wyznacza odsetek
0sob chorych, u ktorych uzyskano
wynik dodatni.

Wynik ujemny wtasciwego badania o
bardzo duzej czuto$ci mozna
wykorzysta¢ do wykluczenia choroby.
Wyniki badan powinny by¢ ujemne
zar6wno u 0s0b zdrowych, jak 1 u
0sob cierpigcych na inne, podobne
choroby.

Swoisto$¢ badania wyznacza odsetek
osOb niechorujacych na dang chorobeg,
u ktorych wynik badania jest ujemny.
Whynik badania jest dodatni tylko u
0sOb chorujacych na dang chorobe.

Badania o wysokiej swoistosci sg
wykorzystywane do potwierdzenia
rozpoznania klinicznego.

Chapel H., Haeney M., et al., Immunologia kliniczna,






