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Definition der Serologie

Die wissenschaftliche Erforschung des Blutserums oder anderer Korperflissigkeiten; In der
Praxis handelt es sich um die Identifikation von Antikérpern im Serum.

Erinnern Sie sich?
— Blutplasma: Uberstand des antikoagulierten Blutes
— Blutserum: Uberstand des koagulierten Blutes
Basiert auch auf der Antigen-Antikorper Reaktion. (beide kdnnen detektiert werden)
Welche Methoden umfasst die Serologie?
— Methoden auf Basis der Prazipitation
— Methoden auf Basis der Agglutination
— Immunassays (ELISA, ELISPOT, Radioimmunassay, etc., siehe nachstes Praktikum)
— Immunblotting Technik (Western blot, Dot blot, siehe nachstes Praktikum)
— (Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie)
Wichtigste Klinische Anwendungen:

— Diagnostik von infektiosen Krankheiten (z.B. Detektieren von Antikorpern die gegen
Pathogene produziert werden)

— Diagnostik autoimmuner Storungen (Detektieren von Autoantikorpern)
— Diagnostik der Immundefizienzen (Bestimmen des Immunglobulin-Spiegels)
— Bestimmen der Blutgruppe



Spezifitat, Sensitivitat

FN = Falsch Negativ
FP = Falsch positiv

Schwellenwert Begriffe:L]
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Spezifizitdt = Richtig Negativ/Richtig
Negativ+Falsch Positiv)

Sensitivitat = Richtig Positiv/(Richtig
Positiv+Falsch Negativ)

Der ideale Diagnostische Test
hat eine Spezifizitat und
Sensitivitat von 100% aber es
gibt keinen solchen Test.
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Normaler Bereich ? Pathologischer Bereich



Falsch positives
Ergebnis

Sie sind
Schwanger

Falsch negatives
Ergebnis

l Sie sind nicht

Schwanger
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Konzentration des

Antikorpers

Antigen Antikorper!
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Wenn das Antigen und der
erkennende Antikorper in
der gleichen Losung im
richtigen Verhiltnis (Aqui-
valenzzone) vorhanden sind
bilden sich groBere Immun-
komplexe.

Die Loslichkeit dieser
Komplexe sinkt und sie
Prazipitieren.

Methoden die auf Immun-
prazipitation basieren:

* Immundiffusion

* Immunelektrophoresis



Immundiffusion I.

Radiale Immundiffusion

Radiale
Diffusion des
Antigen
Antikorper (e
im Agargel |' ’ ]
Antigen
Einfache
Prazipitationsring Techniken.
Doppelte Immundiffusion
Antikorper Antigen

Prazipitation

aber

veraltete



Immundiffusion II.

Mancinil2! Radiale Immundiffusion: Ouchterlony®! Doppelimmundiffusion:

Das Antigen ist gleichmaRig in das Agargel Das Loch in der Mitte (C) enthdlt das
inkorporiert. Dann wird serum in die Antigen wahrend die umliegenden
vorgesehenen Stellen in das Gel plaziert. Locher (1-6) die zu untersuchenden Sera
Die Antikorper im Serum diffundieren enthalten. Wahrend die Antigene und
radial. Sobald die Antigen-Antikorper Antikorper aufeinander zu diffundieren
Konzentration die Aquivalenzzone erreicht werden sie Prazipitieren sobald sie die
bildet sich ein Prazipitationsring. Aquivalenzzone erreichen.

Semiquantitative Methode. Semiquantitative Methode.



Protein EIektrophorese

Moleklile mit elektrischen Ladungen
(inklusive Proteine) werden zu der
entgegengesetzten Ladung migrieren
wenn sie in einem elektrischen Feld
platziert werden.

* Das Migrationstempo ist abhangig von:

— Dem Widerstand der Matrix (kann
standardisiert werden)

— Der angewandten Spannung (kann
standardisiert werden)

— Die groRe und Ladung der Proteine
(letzteres ist vom pH abhangig)

* Proteine die mit  verschiedener
Geschwindigkeit ~ migrieren kdnnen
physikalisch separiert werden.

* Die Matrix kann:
— Fest (z.B. Papier, Nitrozellulose)

— Halb-flissig (z.B. Agarose- oder
Polyacrylamidgel)

— FlUssig

sein




Serumproteinelektrophorese

* Die Elektrophorese des Serums wird bei alkalischem pH ausgefiihrt. Der Grof3teil
der Proteine migriert zur positive Elektrode bei diesen Bedingungen. Die
Proteine kdnnen mit unspezifischem Farbemittel detektiert werden.
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Probe [R5 “u! v Globuline »fur seine Forschung Uber die Elektro-

phorese und  Adsorptionsanalyse,
besonders flir seine Entdeckungen
@ bezliglich der komplexen Natur der
Serumproteine.”[>




Analyse der Serumelektrophorese

Einige Beispiele fur Proteine die in den Fraktione "
gefunden werden kdnnen:[6! P Alb ala2 B v
* Die Grof3te Fraktion ist das Albumin. B ‘
* al Globuline: i
— oal-Antitrypsin P i
— Serum Amyloid A P C
— Retinol-Bindendes Protein 4, :
— Transcortin J ¥ B :
* a2 Globuline: | i
— Ceruloplasmin
— Angiotensinogen Das normale Muster der Serum-
— Haptoglobin P elektrophorese als Densitometrisches
e B Globuline: Diagramm.
— B2-Mikroglobulin 1 |hre Blutspiegel andern sich wahrend der Akutphase Reaktion
— Transferrin J aufgrund von inflammatorischen Zytokine (z.B. TNFa, IL1, IL-6):
— Plasminogen * Anstieg (auch positive Akutphase Proteine genannt, der
* v Globuline: wichtigste vertreter ist CRP das zwischen den B undy

Fraktionen gefunden werden kannl’J)

— Immunglobuline
* Senkung



Beispiele abnormaler
elektrophoretischer Muster I.

Polyklonale Gammopathie

Ein Immunglobuliniberschuss der von
verschiedenen B Zellklonen in entziindeten
Zustinden produziert wird:[”]

* Infektionen

* Autoimmune Storungen

* Krebs
* Leber Krankheiten (z.B. Hepatitis, Zirrhose)

Monoklonale Gammopathie
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Ein Immunglobuliniberschuss der von

einem einzigen B Zellklon produziert wird.

Bei Plasmazell Neoplasien zu finden:[7/

* Multiples Myeloma

* Waldenstrom Makroglobulinamie

* MGUS (Monoklonale Gammopathie
unbestimmter Signifikanz)




Beispiele abnormaler
elektrophoretischer Muster IlI.

At . e
al-Antitrypsin Defizienz al-antitrypsin (ALAT):

* Produziert in der Leber.

B * Neutralisiert Elastase Enzyme die von Neutrophilen

B wahrend Entzindungen produziert werden.

& al-Antitrypsin Defizienz:

g * Eine genetische Krankheit.

2 Niedrige al Globulin * Leber Zellen konnen kein al-antitrypsin sekretieren,

£ Fraktion das sich im Zytoplasma sammelt.

e Der al-Antitrypsin Spiegel im Blut sinkt stark was zu
Komplikationen fihren wird:

l

e Leberschaden (aufgrund A1AT Ablagerung)

* Lungenschdaden (Inflammatorische Reaktionen
verursachen  Gewebsschaden ohne die
inhibitorischen Effekte von A1AT)

* Chronische Pankreatitis (augrunf A1AT-

Mangel)

Akkumuliertes A1AT kann in PAS-positive
Granula in Hepatozyten gesehen werden.




Elektrophorese anderer Korperfllssigkeiten

Zerebrospinalfliissigkeit (CSF)

‘ ' ; ' KontroIICSF/

l Patienten CSF

@

' ‘ ‘ I, # Patienten Serum
t t

Albumin

Kontroll Serum

y Globulin

Urin Elektrophorese:

Wird parallel zur Serumelektrophorese
durchgefiihrt wenn Multiples Myelom
vermutet wird. Man  versucht die

Immunoglobulin Leichtkette (Bence Jones
Protein!1%) im Urin zu finden.

In der CSF des Patienten konnen individuelle
Bander in der gamma Globulin Fraktion
gesehen werden. Die detektierten Muster
unterscheiden sich von denen im
Patientenserum. l

Immunglobuline werden local im ZNS des
Patienten produziert. (oligoklonale Gammo-
pathie, z.B. bei Multiple Sklerose!®!)

Normaler ‘a Nephrotisches
Urin ,’\ Syndrom
o 22 / I‘\,_ - 4

Bence Jones I

Proteinurie |~/ ~___
ALB  « 3 ¥




Immunelektrophorese I.

1. Elektrophorese von Serumproteinen

1. sample (control)

C—0=0.0

0—0O

2. sample (patient)

_"\4. Formation von Prazipitationsbogen

)
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5. Farbung der Bogen

. 4

2. Anti-mensch Antikorper hinzufiigen

6. Vergleich der Bogen mit Kontrolle
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( ; Anti-humzin antibo‘dies )
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3. Diffusion
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Immunelektrophorese Il.

albumin  a2-macroglobulin IgM IgA IgG
transferrin

Die Prazipitationsbogen der Probe werden immer mit einer normalen Kontrollprobe

verglichen.[11]
Wenn polyklonale Antikorper hinzugefligt werden ist die Zahl der Bogen von der art des

anti-Mensch Serums abhangig (Pferd, Ziege, Hase, usw.)
Serumproteine konnen mit monoklonalen Antikorpern spezifisch identifiziert werden.

Es ist ein semiquantitativer Test wird aber im klinischen Alltag nur selten genutzt.



1. Polyklonale Hypergammaglobulinamie (Begriindung:
(Rheumatoide Arthritis) Anti-\  Anti-k Der 1. Patient hat eine
ooy — 1:8 [ 1:1 [ 11 polyklonale B Zell Aktivation auf-
grund einer Autoimmunreaktion
._ T die zur polyklonalen Antikorper
- production gefiihrt hat. Im 2. Fall
- | | produzieren Klone einer einzigen
. kanzerdsen Plasmazelle
pck| sn: | TW |9 (" e monoklonale  Immunglobuline
. : I — ’ des selben Isotyps.)
Serum ELFO Polyklonale iELFO Antil-IgG An;ci—)\ Anti-k
| | \( | ) \( \
Norm. Tel [ aie [aiede ke 1:8 | 1:32 | 1:64 | ["15ae | 288 | 111
1 R |
s - | ) J
» - % | h
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2. Monoklonale Gammopathie (multiples Myelom produziert IgG A Immunglobulin)



Electrophoresis

Immunfixation |I.

,M” Spitze
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1. Die Elektrophorese wird simultan durchgefihrt
indem das Serum parallel in mehrere Proben
unterteilt wird.[12]

2. Bestimmte Proteine werden durch Nutzung
verschiedener Antikorper in unterschiedlichen
Gelen detektiert. (Die hinzugefliigten Antikorper
prazipitieren mit dem Antigen, was normaler-
weise mit Farbemittel detektiert wird. Die
Antigene sind meistens selbst die humanen

Anti-human

LB

Anti-1gG @
Anti-IgA @

Anti-IgM |@

Anti-k @
Anti-A @

Immunglobuline.)
Anwendungen:

e Diagnostik von Plasmazellneoplasien durch
erkennung  abnormaler  monoklonaler
Antikorper (,Paraproteins”’) im serum die
sie produzieren.!13

>— Multiples Myelom produziert monoklonale
Antikorper des IgG K Isotyps.




Nephelometrie, Turbidimetrie

Makromolekiile (z.B. Immunkomplexe) in
Losungen streuen Licht. Die Streuung ist
proportional zur GroRe der Partikel

! 3 [ @)} Spektrophotometer
&a (Turbidimetrie)

) _ Der Analyt kann mit Nephelometrie
Linse \ o durch Lichtstreuung identifiziert
werden. Wihrend Licht die Kuvette
_: = durchtritt sinkt die Intensitat des Lichts
I ] Vorderer Detektor was durch Turbidimetrie detektiert

Detektor (Nephelometrie)  wird.[14]

(90° Streuung,
Nephelometrie)

Anwendungen: Messen der Konzentration von
Immunokomplexen, z.B. IgA, IgM, 1gG Spiegel
oder die Spiegel der Leichtketten (z.B..
Multiples Myelom), Komplementspiegel



Agglutination

* Falls Antikdrper grolRere Partikel verbinden und zu aggregation dieser Partikel
fihren = Agglutination (im Fall von Erythrozyten wird es Hamagglutination
genannt)

e Agglutination ist eine der physiologischen Funktionen der Antikorper,
Agglutination von Pathogenen verhinder die Ausbreitung von Infektionen. [15]

* Kann direkt oder indirekt und aktiv oder passiv sein.

 Viele diagnostische Tests basieren auf Agglutinationsreaktionen wobei die
klumpenden Partikel direct sichtbar werden.
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Anti-,A” IgM  RBC mit ,A” Hamagglutination Blutgruppentest: A, Rh(D)
Antigen positiv




Physiologische Rolle der Agglutination




Direkt oder indirekt

Indirekte Agglutination:

@ -

L

Direkte Agglutination:

..{

 Die Partikel werden durch primare * Sekundare Antikdrper verbinden die

Antikorper miteinander verbunden. Partikel.
e Antikorper des IgM isotyps konnen
effektiv Partikel agglutinieren.



Aktiv oder passiv

Aktive agglutination:

Passive agglutination:

Die/das Zelle/Partikel nimmt an der

Reaktion mit eigenen Oberflachen-
antigenen teil.
Beispiele:

e Blutgruppenbestimmung
* Bestimmung bakterieller
Zelloberflachenantigene

Das Antigen wird kinstlich an Partikel

gebunden die an der Reaktion
teilnehmen. Beispiel:
* Latexagglutination Reaktionen

(siehe die nachsten Folien)



Die klinische Bedeutung der
Agglutination

Eine der physiologischen Funktionen der Antikorper zum Schutz vor Pathogenen.

In vivo Hamagglutination kann bei bestimmten Krankheiten stattfinden. (z.B.
Autoimmune hamolytische Anamie, AIHA)

Diagnostische Tests:
— Latexagglutinations Tests:
e Autoimmune Storungen (Detektion von Autoantikdrpern)

* Infektionen (Detektion mikrobieller Antigene oder der Antikorper die diese
erkennen)

* Detektion anderer Proteine (z.B. CRP, hCG, D-Dimer)
— Tests die auf Hamagglutination basieren:

e Bestimmung von Blutgruppen

* Coombs Test (Antiglobulin Test)

* Hamagglutinations Assay
— Hamagglutination-Inhibitions-Assay:

* |dentifikation viraler Hamagglutinine

* Testantikorper die virale Hamagglutinine hemmen konnen.



Latexagglutinations Test
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Positiv. Negativ

Anwendungen:

Diagnostik autoimmuner Stérungen, z.B.:

Das/Der Antigen/Antikorper das am der
Reaktion teilnimmt wird an die
Oberflache von Latexkugeln gebunden.

Falls der untersuchte Antikdrper/Antigen
in der Probe ist, kommt es zur
Aggregation der Kugeln.

* Rheumatoide Arthritis (Rheuma Faktor, RF!18) , SLE (verschiedene autoantibodies)

Diagnostik infektioser Krankheiten, z.B.:

* Erkennung von Antikdrpern gegen mikrobielle Antigene (z.B. Anti-Streptolysin O

Antikorper, ASO/ASTI17.])
* Detektion bakterieller Antigene
Detektion anderer Proteine, z.B.:

» C-reaktives Protein (CRP, akut Phase Protein!181), D-Dimer(1®! (indiziert Blutkoagel
Bildung), humanes chorion Gonadotropin (hCG, bei Schwangerschaft)



Heim Schwangerschaftstest

Positiv

hCG— "™

4
ko rl_ijnuzgyirenr-ter _£
Anti-hCG £ ﬁfi

Antikorper i
gebundenes

Anti-hCG ]
gebundenes

Anti-IgG ™

—

Negativ

— Urin ~

f—

Nach der Befruchtung taucht hCG das von
Trophoblasten produziert wird im Urin der
Mutter auf. 1

hCG kann durch mehrere immunologische
Methoden (wie ELISA oder Agglutination)
detektiert werden aber der Heimtest
basiert auf Chromatographie.[20]

Streifen bilden sich nur wenn der enzyme-
konjugierte Antikdrper gebunden wird. Ist
hCG nicht im Urin dann wird nur anti-lIgG
die markierten Antikorper binden und nur
ein Band (die Kontrolle) wird erscheinen.



Agglutinations Praktikum

Schritte des Praktikums:

1.
2.

Sie kdnnen verschiedene Agglutinationskits auf den Tischen finden.

Es wurden keine Proben vorbereitet, also werden Sie nur die positiven und negativen
Kontrollen testen.

Dricken sie das Gefald mit den Kugeln um je einen Tropfen in die 2 Reaktionskreise zu
geben. Fligen sie einen Tropfen der positiven Kontrolle in den einen und einen Tropfen
der negative Kontrolle in den anderen Kreis hinzu. (wie in der Gebrauchsanweisung)
Vermischen sie die Kugeln und die Kontrollen indem Sie die Oberflache der Karten mit
Stabchen reiben.

In der positive Kontrolle sollte es zu einer sichtbaren Verklumpung kommen.

A

Handschuhe tragen!




Direkter Coombs Test
(Direkter Antiglobulin Test![21])

Venenpunktion  + Anti-humane Immunglobulin
> Antikorper

Autoreaktive Antikorper auf Hamagglutination
den RBCs des Patienten 4 D0 et
Anwendungen: Diagnostik der Immun-mediierten Himolyse,[221 z.B.: In vivo Hamagglutination
e AIHA (Autoimmune Hamolytische Andamie, Anamia= RBC Zahl {,) in einem Patient mit

AlHA.
* Erythroblastosis Foetalis (Hamolytische Krankheit des

Neugeborenen, HDN)



Indirekter Coombs Test
(Indirekter Antiglobulin Test)

Empfanger- + Anti-humane Immunglobulin

serum Anti’l’«)rper
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Spenders Hamagglutination

Anwendungen:

* Antikorper-screening vor einer Bluttransfusion.!?3] (um Antikorper zu detektieren
die mehrere seltene Blutgruppen auflerhalb des ABO oder Rh Systems erkennen)

 Um schwangere Frauen auf anti-Rh(D) Antikorper zu screenen, die die Plazenta
Uberqueren konnen und zu Erythroblastose fiihren. [241



Hamagglutinations assay

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640Kontrolle

@©©®©o@

Hamagglutination Negativ .

Gleiche Mengen von RBCs werden in jeden
Schacht gegeben. 2-Fache verdinnungen der
Probe werden dann erstellt und in die
Schachte gegeben. 1

Im Fall einer positiven Reaktion aggregieren
die RBCs und konnen folglich nicht am Boden
des Brunnens ruhen. (HA Titer: die kleinste
Konzentration @ der Probe die noch
Agglutlnatlon verursacht)

NZB: Neu Seeland Black Mausspezies!?>! (Maus
Model der AIHA)

BALB/c: Albino Gattung der Hausmaus (Kontrolle)



Hamagglutinations Inhibitions Assay

~ Komponenten Reaktion Ergebnis Einige Viren verfugen Uber
| _ , Proteine die in vitro Ham-
Keine Reaktion

agglutination verursachen kénnen
@ (,Hamagglutinine”) z.B.:
* Influenza Hamagglutinin
* Masern Hamagglutinin
Hamagglutination | * Mumps Hamagglutinin

Virys  Antikorper Keine Reaktion

% %
- | 381 ®
recRf® | .“ O
* Diese Methode kann genutzt werden um Viren auf basis ihrer viralen
Hamagglutininantigene zu klassifizieren.!261 z.B.: H5N1 = Influenza Virus mit Typ 5
Hamagglutinin (und Typ 1 Neuraminidase).

 Kann auch genutzt werden um die Spiegel der Anti-Hamagglutinin Antikorper in
Personen die Impfungen gegen solche Viren bekommen haben zu bestimmen. [26.]
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