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Definition der Serologie (Erinnerung)

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.)
— Immunblotting Technik (Western blot, Dot blot)
— (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-Levels)
— Bestimmen der Blutgruppe



Indirekt ELISA Praktikum

Schritte des Praktikums:

Sie werden verschiedene ELISA-kits auf ihren Tischen finden.

1.
2.
3.
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Sensibilisierung: Binden des Antigens zur Mikrotiterplatte.
_ N _ _ _ Schon gemacht
Blocken: Blocken der nicht-spezifischen Bindungsstellen mit Gelatine

“Loading” der untersuchten Proben und der Standard-Kontrollen. (100ul, 30
Minuten Inkubation) Sie nutzen nur die Standards fir die Demonstration.

Waschen Sie die Platten dreimal.

100ul anti-human IgG-PO oder IgM-PO Antikorper (30 Minuten Inkubation).
Washen Sie die Platten dreimal.

Entwickeln der Farbreaktion mit 100ul Tetramethylbenzidin (TMB) Losung.
Stoppen der Reaktion durch hinzufligen von 50ul Stop-Losung.

(Photometrische Detektion, Auswertung der Ergebnisse.)

HANDSCHUHE
TRAGEN!




ELISA Grundlagen I.

e ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay!!!

* Ein Beispiel der Funktionsweise von ELISA: (so-genanntes Sandwich ELISA, siehe
die folgenden Folien):

Chromogen+Substrate

Farbreaktion ——

Biotinylierter
anti-A

7~ N
po Antikérper

Das untersuchte|

| ,A” antigen
Fangender Anti-A
Antikorper

96-Schacht ELISA
Platte

-konjugiertes Streptavidin

Es ist eine quantitative Methode, die
exakte Konzentration des Antigens
kann auf Basis der Intensitat der
Farbreaktion bestimmt werden.



ELISA Grundlagen II.

Es basiert auf der Antikorper-Antigen Reaktion, beide konnen detektiert
werden.2!

Sensibilisierung: Einer der Teilnehmer wird an eine feste Oberflache gebunden.
Blocken: Blocken nicht-spezifischer Bindungsstellen.

Der untersuchte Teilnehmen (entweder das Antigen oder der Antikdrper) ist in
einer loslichen Form. (z.B. Blutserum)

Das Fang-Antigen/Antikorper wird seinen I6slichen Liganden binden und gebunden
Immunkomplexe bilden sich.

Komponenten die nciht an die Oberflache gebunden sind werden durch waschen
entfernt.

Die gebundenen Immunkomplexe kdnnen mit einer enzymatischen Farbreaktion
entweder direkt oder indirekt detektiert werden.

Das gefarbte Endprodukt des Chromogens ist [6slich und diffundiert in die Losung.

Die Konzentration des untersuchten Teilnehmers kann berechnet werden indem
man die Lichtabsorption der Losung misst und Standard-Proben mit bekannten
Konzentrationen nutzt. - Es ist eine quantitative Methode!



Prinzip des ELISA (indirektes ELISA)

Sensibilisierung + Probe Waschen
(z.B. humanes Serum)
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ALP

p-Nitrophenyl phosphat (pNPP) | | soluble = ELISA
: histochemistry
P A insoluble 4
Nitro blau Tetrazolium (NBT) _{immunoblotting

Peroxidasel_

immunoblotting

Fast Red _- insoluble | Jhistochemistry,
mmunoblottin
ABTS -= soluble ELISA
o-phenilenediamine (OPD) — =~ soluble ELISA
tetramethylbenzidine (TMB) . = soluble ELISA
o-dianisidine 2 — soluble ELISA
5-aminosalicylic acid (5-ASA) -. soluble ELISA
diaminobenzidine (DAB) - insoluble I:;:T::J:::::’g
3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) - insoluble |:Irsr:|?,|:1h:lrl1¢;i:::’g
4-chloro-1-naphthol (4C1N) .— insoluble | |.

'histochemistry,

Im Fall von ELISA muss das gefarbte
Endprodukt des Chromogens
I6slich sein. Das Endprodukt wird
zufallig in die Losung diffundieren
und die lichtabsorbierenden
Eigenschaften andern. Licht-
absorption wird dann Schacht fur
Schacht durch einen ELISA leser
gemessen. (2]

Im Fall von Enzym IHC und
Immunblotting Techniken (z.B.
Westerb Blot) muss das Endprodukt
unloslich sein, andernfalls wird es
wegdiffundieren. Ein unldsliches
Endprodukt wird am Reaktionsort
bleiben und erlaubt die Darstellung
der Antigen-Antikdrper Reaktion.



Wichtigste ELISA-Typen

Chromogen + Substrat

Chromogen + Substrat >
g i.«_; g

Chromogen + Substrat o ) Markierter Sekundar-
4 c antikorper

A
Markierter Primar-

-

Markierter Sekundar- Unmarkierter Primar-
antikérper antikorper

Unmarkierter Primar-

antikorper
antikérper
Fang-Antikorper
Direktes ELISA Indirektes ELISA Sandwich ELISA
Teuer, schwaches Signal. Billiger, starkeres Signal. Der Fangantikorper und der

primareantikorper erkennen
unterschiedliche Epitope des
selben Antigens!



Direktes ELISA

1. Antigen A der Probe wird an die Platte gebunden.

2. Das Antigen wird mit Enzym-markierten Anti-A Antikorpern

detektiert. (3]

Enzym

Markierte primare
anti-A Antikorper

Chromogen + Substrat

o

gebundenes A
Antigen

Farb-
reaktion

Vorteile:
* Schnell

Nachteile:

* Teuer (benstigt  markierte
Primarantikorper)

* Das Signal ist schwach weil die
Proteine der Probe sich bei der
Sensibilisierung kompetetiv
hemmen. (Losung: Sandwich
ELISA)



Farbiges Endprodukt

Chromogen
+ Substrat

Ein an die
Oberflache
gebundenes

Antigen A

Indirektes ELISA

Anwendungen: Detektion von Anti-
korper in der Probe, z.B.:

Enzym

’1 Markierte anti-
\\mensch Antikorper °

£\

Humane anti-A
Antikorper in der
Probe

Testen von Hybridom
Uberstindenl4!

Detektion von Antigenspezifischen
Antikorpern in Korperflissigkeiten
(z.B. Detektion  von  Auto-
antikbrpern im  Serum  Dbei
autoimmunen Stoérungen, siehe
spater)



Chromogen
+ Substrat

Sandwich ELISA

Farbiges Endprodukt

Enzym

e

P

Markierter Anti-A Antikorper

A Antigen in der Probe

Fangender anti-A
Antikorper an die
Oberflache gebunden

Anwendungen: Detektion spezifischer
Antigene in der Probe.
z.B.:
e Zytokine
e Tumormarker

Hormone
* Etc.
Voraussetzungen: der Fang- und der
Primarantikorper mussen verschieden
Epitope des gleichen Antigens
erkennen.



Kompetitives ELISA

Antigen in markiertes
der Probe Antigen Farbreakt|on

X JP . , '
| (Sl > | 400 > | Y0 > A\
Wettbewerb um + Chromogen und Auswertung

Bindungsstellen Substrat

Anwendung: Detektion eines spezifischen Antigens in der Probe.

Prinzip:

1. Binden des anti-A Antikorpers zur Platte.

2. Eine bekannte menge des markierten Antigens wird zur Probe hinzugegeben.

3. Das unmarkierte Antigen der Probe wird mit dem markierten um die
Bindungsstellen im Wettbewerb sein.

4. Die ungebundenen Komponenten werden durch Waschen entfernt.

5. Die Intensitat der Farbreaktion ist Antiproportional zur Konzentration des
Antigens in der Probe. (Je weniger Antigen in der Probe ist, desto mehr
enzymmarkiertes Antigen kann die Antikorper binden.)



ELISA Auswertung I.

Standards mit bekannten Konzentrationen erstellen e o e e et
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ELISA Auswertung Il.

T Qualitatskontroll-Zertifikat / Quality Control Certificate
Rheumatoid Factor Screen
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Ergebnis einer ELISA Routinediagnostik
(Rheuma Faktor Messung)



Die Bedeutung von ELISA

* Medizinische Diagnostik:
— Diagnostik der autoimmunen Stérungen!>! (Detektion von Autoantikdrpern)

— Diagnostik von infektésen Krankheiten!®s 7! (Detektion von entweder
mikrobiellen Antigenen oder Antikorpern die dagegen produziert werden, z.B.
Detektion von anti-HIV Antikérpern im HIV Screening)

— Messen der Konzentrationen spezifischer Serumproteine, z.B. CRP, Hormone (&
(B-hCG, TSH, usw.), Zytokine, Tumormarkerl® 101 (z.B. AFP, PSA, CEA, usw.)

 Industrieller Nutzen:

— Detektion von Lebensmittelallergenen!!l. 121 (z.B. Gluten, Erdnuss,
Milchproteine, usw.)

— Detektion von Toxinen in Lebensmitteln!13]

— Testen der Antikérperproduktion von Hybridomen(#]

— Detektion bestimmter industrieller Schadstoffe in Industrieabféllen (14
* Forschung



Hall of shame

E—uv Infektion wird mit dem Moops Test detektiert. ]

Moops test???



ELISPOT

ELISPOT Testl!>

Inkubation der antigen-
produzierenden Zellen auf einer
) Platte die mit spezifischen

YTYYYy Y ilb

Fangantikorpern bedeckt ist.

3. Hinzuflgen biotinylierter
— Antikorper

A

YYyyyvyYY YYYYy Yy ¥

2. Entfernen der Zellen
durch waschen

4. Hinzufiigen von enzym- 5. Hinzufigen von Chromogen

markiertem Streptavidin

88 — | HR
YYYyyyYY YY&Y%YYY

Y Fang-Antikorper
Untersuchtes Antigen

X biotinylierter Antikorper == °:-:..;. e o <
oy = -....

@ enzym-markiertes Streptavidin._ S e wre - o
e Farbiges Endprodukt
Chromogen

Es wird zur Messung der
Antigensekretion von Zellen
genutzt.

z.B.:

Zytokinproduktion

Bildung eines unldslichen
Endprodukts am Ort der
Antigenproduktion.



IFNy Produktion in T Zellen

T Zellen stimuliert mit

unbehandelte T Zellen:
anti-CD3 Antikdrpern.

0 Spots 760 Spots

Erkennung des Interferon Gamma (IFNy) mit ELISPOT. Die Zellen wurden in eine
Platte gelegt. Das IFNy das sie produzierten wurde sofort von Fang-Antikorpern
gebunden. Das gebundene IFNy wurde mithilfe einer enzymatischen Reaktion
detektiert. Die stimulierten T Zellen wurden aktiviert und produzierten grol3e

Mengen IFNy.



Dot blot

1. Man tut einen Tropfen der Antigen-
Probenschablone enthaltenden Probe auf eine feste Flache
(Membran).
2. Das Antigen das an die Flache gebunden ist
wird durch markierte Antikorper detektiert,
Membran (PVDF entweder mit einem Chromogen oder einer
| ,, oder Nitrozellulose) Chemilumineszenten Reaktion (siehe spater).

C loziii':fi:i:ooo:-o Anwendung: Detektion von spezifischen
N Proteinen in einer Probe gemischter Proteine.
= S
_ ® O» ® -
R & - .
T - . -
; L]
. Y ‘ | -
TN O
Vakuum 2 ® ® »
Ansaugstutzen Vergleich zweier unterschiedlicher Proben

fur die gleiche Proteine mit Dot blot.



Western Blot!16:]

\ \ \$ 2. Ubertragung der separierten Proteine

auf eine feste Oberflache (blotting)

\

1. Trennung nach GroRe
(Elektrophorese)

% ¢ ’)
= - 3 Markierung des
S~
L untersuchten Antigens mit
\ konjugierten Antikérpern

4. Detektion des Antigens mit einer Chemilumineszenten
Reaktion oder Immunfluoreszenz




Detektion des Antigens

Es gibt mehrere Methoden zur Darstellung gebundener Antigene, am haufigsten genutzt
sind [17.1;

* Chemilumineszentes Western blot Licht

* Fluoreszenz Western blot

Luminol r AR - .
iy GE Se Zi(? Oxidiertes Luminol
»2 »'( A

H,0, f Markierte Sekundarantikorper

Primareantikorper

Antigen |
L W L Membran
Die chemilumineszente Reaktion des Luminols:
0 0 * 0
X i _ ,U\ 7
O | NN o | B | 0 &
2R L A o — Lk - — LA -
|
NH, O NH, O NH, 0

@ 425 nm



Beispiele

Simultane Detektion des AFP und GAPDH (Quantitdtskontrolle) mit chemilumineszenter
Technik: -'

- AFP(69 kDa)

GAPDH(37 kDa)

s sl

Untersuchung der EGFR Phosphorylierung mit Fluoreszenz Western blot:
1 2 3 4 5 6

EGFR
GEmRS) G G - ——

Phosphorylated EGFR

Overlay image
G e—— ] V)




Bedeutung des Western Blot:

Zu was ist es in der Lage?

— Es kann spezifisch Proteine in einer gemischten Proteinprobe
detektieren und gibt auch Information lGber GroRe und Menge des
untersuchten Proteins. (Semiquantitative Methode)

— Protein-Protein Interaktionen konnen mit Immunprazipitation detektiert
werden.

— Kann fir funktionelle Tests, wie die untersuchung der
Proteinphosphorylierung in Zellen, genutzt werden.

Wird extensive in der Forschung verwendet.

Der Nutzen fiir diagnostische Zwecke ist begrenzt da es schwer zu
standardisieren ist.[18]

Einige Beispiele diagnostischer Nutzung:
— Bestatigung bestimmter infektoser Krankheiten z.B.:
* Lyme-Borreliosel19!]
* BSE (Bovine Spongiform Enzephalopathie, ,,mad cow disease”)[20.

e Bestatigung einer HIV Infektion im Fall eines positive ELISA screening
Tests.[21]



Hall of shame

Der ELISA-blot ist eine
immunserologische Methode.

0
.
o




Indirekte immunofluoreszenz-Mikroskopie
als serologischer Test

* Immunfluoreszenz-Mikroskopie - siehe 4. Praktikum
 Anwendung: Diagnostik autoimmuner Stérungen (siehe spater)

 Das Serum des patienten wird zu einer Zellkultur oder einem Gewebe gegeben.
Autoantikdrper im Serum verursachen eine Kreuzreaktion mit dem Gewebe oder
den Zellen die mit Fluorochrom-konjugierten anti-mensch Antikorpern detektiert

werden kann.

Markierte anti- Mikroskopie
mensch Antikorper ¢

Autoantikorper im

Blutserum A A
Zell A lk
cllen/Gewgle : Detektion von anti-doppelstrangige-DNA-

Antikorper  (anti-dsDNA) in  einer
Zellkultur.[22




Indirekte Immunfluoreszenz Bsp.

Detektion von anti-Endomysium Autoantikorpern (EMA) vom Serum eines
Patienten mit Zéliakie in einem Affenésophagus. Der Osophagusschnitt wurde erst
mit Serum des Patienten inkubiert. Dann wurden Fluorochrom-konjugierte (FITC)
Anti-mensch Antikorper hinzugefugt.[23]



Vergleich der Schwellenwerte
verschiedener serologischer Methoden

Methode Geschatzte Sensitivitat
(ng Protein/ml Probe)

Prazipitation in FlUssigkeiten 20-200
Ouchterlony Doppel- 20-200
Immundiffusion
Immunelectrophorese 20-200
Mancini radiale 10-50
Immundiffusion
Rocket Immunelectrophorese 2
Immunfluoreszenz 1
Direkte Agglutination 0,3
Passive Agglutination 0,006-0,06

ELISA 0,0001-0,01
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