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Marcantii utilizati uzual

- Fluorocromi (rodamina, fluoresceina), care emit
respectiv o lumina rosu-oranj sau verde-galbena la
tratarea lor cu raze UV

(Reactia de Imuno-Fluorescenta)

: Epzime_g_fosfataza alcaling, peroxidaza), capabile
sa modifice culoarea unui substrat (Reactia
Imuno-enzimatica)

- Radio-izotopi (12°] sau 3H?, care emit respectiv
raze gamma sl beta (Analiza Radio-Imuna)

Reactia Imuno-Enzimatica
(RIE, ELISA
- Enzyme Linked Immunosorbent Assays).




Tehnicile ELISA reprezinta metode imunoenzimatice sensibile de
titrare a Atg sau Atc, cu aplicabilitate in identificarea serologica si
in serodiagnostic, etape importante pentru stabilirea diagnosticului
unor afectiuni umane.

PRINCIPIU - La baza tehnicilor ELISA sta o inlanfuire de reaciii :

primul element (Atg sau Atc) este imobilizat pe un suport solid
(polistiren)

al doilea element al reactiei (Atc sau respectiv Atg de testat) este
legat de primul printr-o reactie specifica Atg — Atc

Alt element al reactiei este un reactiv marcat enzimatic (cu
peroxidaza sau fosfataza alcalind) in cadrul unui conjugat, care
se va lega de complexul format intre primii doi reactanti, tot printr-o
reactie imuna specifica.

Enzima retinuta in godeu actioneaza degradativ pe un substrat
cromogen, incolor. Degradarea substratului de catre enzima
antreneaza oxidarea cromogenului care devine un compus colorat
ce urmeaza a fi detectat spectrofotometric la o lungime de unda
corespunzatoare (culoare albastra — diverse nuante de albastru)

Elementele necesare

Antigenul poate fi o proteina sau un carbohidrat = producerea de
Atc specifici.

Anticorpii sunt substante de natura proteica produsi de catre celule
ale sistemului imunitar ca raspuns la patrunderea in organism a
unui Atg.

Conjugatul enzimatic este o enzima atasata ireversibil la o proteina,
de obicei la un Atc. Reactia enzimei conjugata determina
schimbarea de culoare ce constituie semnalul.

Enzime = catalizatori biochimici, compusi care maresc viteza
reactiilor chimice ce se desfasoara in sistemele biologice, fara sa
se consume in cursul lor. Intensitatea reactiei este proportionala cu
cantitatea de enzima folosita.

- Enzime utilizate: peroxidaza, fosfataza alcalina, glucozoxidaza etc
- Enzima + substrat cu cromofor — citire la spectrofotometru.

Cromoforul este o substanta ce determina schimbari de culoare in
urma reactiei catalizate de catre enzima conjugata.

Substraturi: contin substraturi caracteristice enzimei folosite si
substante cromogene care formeaza produsi de reactie colorati
(cromofore)

Solutie stop — pt stoparea reactiei in toate godeurile (culoarea
albastra vireaza in galben - diverse nuante de galben, portocaliu)
Faza solida reprezinta suportul fix la nivelul caruia are loc adsorbtia

primului reactant. Adsorbtia presupune adaugarea Atg sau Atc
diluat intr-o solutie tampon in godeu.
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s Produse biologice analizate
ser,
plasma,
urina,
scaun,
lichid sinovial,
LCR,
lichid de lavaj bronsic.

RIE directa (metoda sandwich)

Utilizata doar in sero-identificarea Atg.

in godeurile din placa de polistiren in care sunt fixati Atc
cunoscufi se toarna solutia de Atg necunoscut

- Incubare 1h.

Dupa o spalare minutioasa a godeurilor se adauga Ac
marcati cu enzime - conjugatul care se fixeaza pe epitopii
liberi ai Atg polivalent.

- Incubare de 30 min-1h
Spalare

Prezenta complexului Atc-Atg-Atc-marcat se depisteaza cu
ajutorul substratului cromogen (substanta initial incolora, dar
care se coloreaza sub actiunea enzimei, ex. apa oxigenata si
orthofenilendiamina).

Se citeste DO la spectrofotometru
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RIE indirecta
Utilizata in serodiagnostic (dozarea Atc)

Atg cunoscut este fixat la fundul godeurilor.
Atc (serul testat) se introduce in godeu,

- Incubare 1h
- Spalare

Se adauga ligandul marcat cu enzima — conjugatul (anti-lg
sau proteina A cuplate cu enzima). Acest ligand se fixeaza
pe Atc testati.

- Incubare 1h
- Spalare

Se adauga apoi substratul cromogen.

Cantitatea de Atc se masoara dupa densitatea optica a
lichidului din godeuri - Se citeste DO la spectrofotometru

— 4 i 5 ‘oms
Spalare Spalare Spalare

:

Godeu cu Adaugarea Adaugarea Adaugarea
Atg standard Atc de dozat Ate secundar Substratului §,
fixat conjugat cu cu aprecierea
enzima £ culorii
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ELISA Assays

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA):

antihurnan globulin
[AHG]Y with enzyme
attached is added.
Flate iz again
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added. If antibodies
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Substrate of enzyme
is added. If enzyme is
present, a colored
product will be
formed. Color
indicates the antibody
is present.
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APLICATIILE TEHNICII ELISA

Testul ELISA are multiple aplicatii :
> determinarea cantitativa a unor proteine cu importanta
diagnostica:
a- fetoproteina, Atg carcinoembrionar

» determinarea cantitativa a unor Atg de natura infectioasa
bacteriene, virale (HIV), fungice, prazitare sau/si a Atc cores-
punzatori din serul bolnavilor, in scop diagnostic;
» evidentierea si titrarea auto-Atc ca markeri pentru bolile
autoimune, virale (anti-HIV).
» Dozari de:

Hormoni

Markeri tumorali

Droguri, medicamente

Citokine

TEHNICA IMUNOBLOT (WESTERN BLOT)

permite identificarea Atg sau a Atc dintr-un amestec.

PRINCIPIUL TEHNICII - Proteinele din amestecul studiat sunt
separate prin electroforeza in gel de agaroza in functie de G
moleculara.

| etapa — electroforeza in gel a probei de Atg = migrarea fractiunilor
Il etapa — transferul electric al Atg pe membrana de nitroceluloza

Il etapa — pe membrana sunt aplicati succesiv Atc dirijati contra Atg,
apoi conjugatul marcat cu enzima, care permite depistarea Atc
fixati.

- Spalare

- Se adauga

- Fiecare complex Atg-Atc formeaza zone colorate distincte.
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» REZULTATE - Reactia pozitiva se traduce prin aparitia de benzi
orizontale colorate cu intensitate diferita, in zonele unde a avut loc
reactia Atg-Atc.

> UTILIZARE :
- depistarea Atc anti-HIV,
- caracterizarea Atc monoclonali.

H transfer prin capilaritate

rﬁ ""'"'“—‘"[ pe membrani de nylon

geleclrufore- SupiET
- za in gel F atc
l ! : % marcati
:ﬁ-ﬁ } substrat
= = | colorare e mﬁ’ “+eromo
= e gen

EPO und andere urinare Proteine

Transfer

PVDF-Membran

Blockierung der
Me;t(nbran mit LFMP

Anti-EPO-

f Antikérper
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TEHNICA MODERNA IMUNOBLOT (WESTERN BLOT)

TEHNICA MODERNA IMUNOBLOT (WESTERN BLOT)

EUROIMMUN EUROLINE ANA Profile et Mi-2, Ku, DFS70 (IgG)

Incubation protocol

~ Pretreat
channel with 1.5 mi sample buffer

...,,|

5 min Shake

1. Step: Incubate
oft, 1.5 mi of diluted serum 2101) into
Aspirate nmh_ i sampie (1:101)

30 min Shake

‘ Wash |
Aspirate off, wash 3 x S min with 1.5 ml working strength
‘wash buffer each

2. Step: Incubate
ferio o e L L R e e

oin Shake

Wash
1 L S ith 1.5
Aspirate off. wash 3 x mn-m.lmimum

3. Step: Incubate |
Aspitate off. pipette 1.5 mi substrate into the incubation channel

10min | shake

‘ Stop |
Aspirate off. rit e with 1.5 mi il

Evaluation
EUROLINeSCan {oagatal)

Mi-2 Recombinant Mi-2f protein

Ku Recombinant Ku protein

nRNP/Sm Highly purified U1-nRNP (native)

Sm Fighy puried Sm-antgen (natve), te main |
component of the Sm-preparation is presented by
the D protein

SSA Highly purified SS-A-antigen (60 kDa, native)

Ro-52 Recombinant Ro-52 (52 kDa)

$el-70 Highly purified S¢l-70 antigen (DNA []

PM-Sci00 | Recombinant PM-5ci100 protein

Jod mﬁmmm synthetase) antigen puriied by

CENPB Recombinant centromese protein B

PCHA PCNA (3 KDa)

Native higly purifed

Histones Highly purified histones

Rib. P-protein mpmmwmm

[ANANZ Hehly purfied proteins from the pynulafe-
dehydrogenase complex (mirochondna antigen M2)

[DFSTO Re inant DFST0 (ful length)

Scl-70

PM-Scl00

Jot

CENPB
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= Autoimmune disease Prevalence
Tﬁﬁ%m [MCTD 5%
[Sm SLE 5% - 40%
SSA SSorSLE 40% - 95% or 20% - 60%
Neonatal lupus 95% - 100%
[ Ro-52 SSor SLE 70% - 90% or 40% - 60%
| SSc or idiopathic inflammatory myopathy | 20% or 20% - 40%
558 SSorSLE [40% - 95% or 10% - 20% |
Neonatal lupus 75%
Sc-T0 SSc 25% - 75%
Diffuse or limited form of SSc 40% - 65% or 5% - 15%
PM-Sd SSe including overlap syndrome 10% - 20% or 5% - 20%
PM/SS¢ overlap syndrome 18%
SSc (anti-PM-Sci75 positive) 24% - 50%
SSc (anti-PM-Sci 100 positive) 7%
CENP A SSc - limited form or S5¢ - diffuse form B0% - 95% or 5% - 10%
CENP B SSc - limited form or 5S¢ - diffuse form B0% - 95% or 6%
PBC 10% - 30%
PCNA SLE 3%
dsDNA SLE 40% - 90%
N SLE 40% - 0%
[ Histones. 95% - 100%
SLE orRA 50% or 15% - 50%
Autoantibodies ]
: Autoimmune disease Prevalence
|__against : _
DFSTD Alopic demafitis 4%-10%
Rheumaic diseases 5%- 10%
M-2a DM approx. 20%
Mi-28 DM, associated with neoplasia approx. 10%
(8.0. colon or breast carcinoma)
Ku SLEmyositis/SSe up to 10% / 40%/ 5%
RP11 350 5%
RP155 350 1%
S0 [PBC %
PHL PAC 1%
9210 PEC %%
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DETERMINAREA ATC SPECIFICI DIFERITELOR
PROTEINE VIRALE HIV

» PRINCIPIU Prin aceasta tehnica pot fi evidentiate fractiunile Atg ale
virusului HIV1 sau HIV2 (fractiuni separate in prealabil prin electroforeza
efectuata in gel de poliacrilamida si electrotransferate pe o banda de nylon)
sub forma unor benzi colorate in albastru-violet in prezenta Atc anti-HIV1
sau anti-HIV2 si cu ajutorul Atc antiglobuline umane marcati enzimatic.

» ETAPELE TEHNICII
- Separarea fractiunilor Atg ale virusului HIV1 sau HIV2 sub forma de
benzi (Proteinele sunt separate electroforetic in gel de poliacrilamida
- Sub actiunea campului electric are loc difuzia proteinelor conform GM,
aranjandu-se in zone liniare subtiri diferite: mai aproape de start se aranjeaza
proteinele cu masa moleculara mare (120-150 kDa),
la final se aranjeaza proteinele cu masa moleculara mica (5-10kDa).

- Apoi lamela de gel este transferata pe o foaie de nitroceluloza
amplasata intre electrozii unei surse de curent continuu.
(Sub actiunea campului electric are loc trecerea proteinelor din gel pe
nitroceluloza, unde se fixeaza foarte bine pe hartie)

= Proteinele fixate sunt marcate cu o enzima (e.g. alkaline phosphatase
sau peroxidase) incolora.

. Progedura ulterioara de montare a reactiei este similara tehnicii
ELISA.

= INCUBAREA benzilor cu serul de cercetat si cu serurile martor
(pozitiv, negativ) timp de 2 ore la t camerei > Spalare

= INCUBAREA benzilor cu conjugatul (Atc anti-globuline umane cuplati
cu enzima) 2 ore la t camerei 2> Spalare

= INCUBAREA benzilor cu solutie revelatoare 20 minute la t camerei.

= Aparitia benzilor colorate identifica Atc specifici subfractiunilor Atg
virale.

profilul unui ser HIV 1 +

Benzile corespund fixarii anti-
corpi lor pe proteinele virale.
Cifrele corespund greutitilor
moleculare ale acestor protei-

ne virale (n kDa)
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REACTIILE RIA
RIA — radioimmunoassay = radio
Imunotestarea

Analiza radioimuna (RIA) - folosita in cadrul unor tehnici sensibile,
pentru masurarea titrului unui Atg sau al unor Atc, folosind reactanti
marcati radioactiv.

PRINCIPIUL REACTIEI - Radioimunotestarea se bazeaza pe
afinitatea unui Atg necunoscut pentru Atc sau specific si pe
posibilitatea formei radioactive a Atg de a intra in competitie cu Atg de
dozat, nemarcat si de acelasi tip.

Cantitatea de complexe Atg marcat-Atc care se stabileste prin
masurarea radioactivitatii prezente la nivelul unui filtru ce nu lasa sa
treaca decat elementele izolate ale reacfjei, este o functie inversa a
concentratiei de Atg nemarcat care se determina.

Reactia se citeste la un SCINTILATOR pentru radiatii gama

Principiul este asemanator cu cel al RIE/ELISA

Atg se fixeaza la fundul godeurilor din placa de plastic.

Se adauga Atc testatfi care se vor combina cu Atg omolog.

Dupa spalarea godeurilor, se adauga un ligand radiomarcat (Atc
marcati cu izotopi radioactivi) (anti-Ig).

Dupa eliminarea excesului de izotopi prin spalare, se masoara radio-
activitatea : ea este proportionala cu concentratia Atc dozatj.
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v APLICATII
evaluarea unor factori prezenti in ser in conc f reduse : Atg
carcionembrionar, alfa-fetoproteina, hormoni, enzime,
medicamente;
dozarea unor Atc anti-bacterieni : Atc anti-toxine bacteriene,
detectarea anumitor Atg si Atc in serul bolnavilor cu infectii virale.

Elementele reactiei:

- 2N

atg. std 125 atg. de ser imun
marcat cu | identificat std. specific atg. std.

Al

A A SN
Row: Ae >— —> A D> i
*A fittru
R+: A\ +3 +A it AA&AAA radioactivitate

D?‘
-

RO+ >+ A_oéﬁé

dloactuvltate?

TESTUL RIST (Radio-lmmune Sorbent Test)

PRINCIPIU : Serul de testat se incubeaza cu IgE marcate si cu Atc anti-IgE;
in prealabil se ataseaza pasiv Ig E prin fragmentele lor Fc pe suporturi solide
(de ex particule mici de sephadex).

IgE din serul bolnavului si IgE marcate se ataseaza competitiv pe situsurile
combinative ale fragmentelor Fab ale moleculelor de Atc anti-IgE fixate pe
suporturile solide.

- Cu cét exista o cantitate mai mare de molecule de IgE in serul de testat cu
atat mai putine molecule de IgE marcate vor fi atasate.

- Dupa centrifugare se indeparteaza supernatantul care contine IgE ramase
nelegate = se masoara radioactivitatea sedimentului care va exprima
indirect cantitatea de IgE din serul bolnavului.

- Radioactivitatea sedimentului este invers proportionala cu titrul de
Atc IgE din serul de testat.

APLICATII
- diagnosticul starilor de hipersensibilitate imediata mediate de IgE
(reactii anafilactice)
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TESTUL RAST (Radio Allergo Sorbent Test)

» Tehica dozeaza radio-imunologic Ig din izotipul IgE specifice
uni alergen dat

= PRINCIPIU — Alergenul este fixat pe un suport solid
(particule de agaroza) peste care se aplica serul pac. Daca
serul contine Atc IgE specifici alergenului respectiv, acestia
se vor combina cu alergenul si vor fi evidentiati dupa
adaugarea unui conjugat reprezentat de Atc anti-IgE
marcati cu radioizotopi.

s RAST poate deveni o tehnica imuno-enzimatica de tip
ELISA cand se doreste evitarea markerilor radioactivi.
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