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Poblaciones celulares
«Células T
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Tecnicas basadas en interaccion antigeno-

anticuerpo

Inmunoensayos
Western blot
Inmunoprecipitacion
Inmunohistoguimica
Inmunofluorescencia
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% 4 @ —» Lot

Labeled Antibody Analyte in Amlbody Analyte
Reagent Specimen Complex

Figura 1-5 Los anticuerpos marcados permien ia deteccion de complejos antigeno/anticuermpo en los inmunoensayos

Ab Ag Ag*-Ab + Ag-Ab
; +*GD+GD—>*‘:D%
Labeled
Antibody Analyte Analyte in Antibody-Analyte
Reagent Reagent Specimen Complex

Figura 1-6 El antigeno marcado también pemmite k& deteccion de complejos antigeno/anticuerpo en los inmunoensayos




Tipos de inmunoensayo:

Radioinmunoensayo (RI1A): El
marcador es un isotopo radioactivo.

 Andlisis inmunoenzimaticos (EIA): El
Marcados: marcador es una enzima.
Conjugados a moléculas <
gue emiten sefiales |¢ Fluoroinmunoanalisis: El marcador es
detectables una particula fluorescente.

« Ensayos inmunoquimioluminiscente: La
Inmunoensayo: marca es una sustancia
\ guimioluminiscente.

Formacion de
inmunocomplejos
(antigeno/anticuerpo)

i - No m_arcad_qs: « Precipitacion
$on medidos por dispersion ¢
de luz o por visualizacion | Aglutinacion

directa [

umvmgg& | J Immunol Methods. 1992; 150: 5-21
DE LOSA




Inmunoensayos:
v'Comparacion
Sensitivity
hesay (g antibody fml)
Precipitation reaction in fluids 20200
Precipitation reactions in gels
Maneini radial immunediffusion 10-50
Ouchterleny double immunediffusion 20200
Immunoelectrophoresis 20-200
Rocket electrophoresis 2
Agglutination reactions
Cirect 0.3
Passive agglutination 0.006-0.06
Agglutination inhibition 0.006-0.06
Radicimmuncassay 0.0006=0.006
Enzyme-linked immunoserbent
assay (ELISA) <0000 =0.01
ELISA using chemiluminescence <0.0001-0.017
Immuneflucrescence 1.0
Flesw eytemetry 0,06 =0.006

’3 ﬁl ie
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ELISA (Enzyme linked Immunosorbent

Assay): an-unw
\ ™8
\V/é‘ Substrate l
o N R
La deteccion se realiza colorimétricamente por bt [ — ﬁ*
la interaccidn de un sustrato cromogénico y una / 4

enzima que ha sido acoplada a un anticuerpo
detector La prueba de ELISA se basa en la
formacion de inmunocomplejos, (reaccion
antigeno-anticuerpo, uno de los cuales debe ser \ .«/
de reactividad conocida), para detectar la 1 |Capture Antibody
presencia de un analito de interés. I '
La deteccion se realiza colorimétricamente por \ =
la interaccidn de un sustrato cromogénico y una :
enzima que ha sido acoplada a un anticuerpo Sandwich Elisa
detector.
En el ELISA, uno de los reactivos se conjuga

con una enzima formando un complejo con
actividad inmunoldgica y enzimatica.

#
idiC

ASTTIUTO DE INMUNOLOGIA CLINICA

UNIVERSIDAD Engvall y Perlman 1971
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ELISA. Pasos

4 Conjugacion del anticuerpo
ELISA
o del antigeno con la

Antibody Labeling Reagents
enZimao Bigfiing E;Z)’me @ Substrate
ite N\ P
i A Second Antibody /'% .O\ codiict
v Unién del antigeno (o del "I' iy N "
anticuerpo) al soporte. .
°O¢
v Formacion de los P -
€9 o
W ook

€
. . kJ S regreadn ‘,J
inmunocomplejos. e )}? )}0

v'Revelado de la reaccién ,m” Sa . Jg ., SN
.(L‘:_, 2 Y Y ry r « iiiij-_._l.f Y : ;’r\(\ ':-::\ p ;Al’w.,_ -:?."’-‘l'.‘;lr' : }'rr t\r

enzi yca -

) jidlC i1C
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Tipos de
ELISA:

Primary e ?
Antibody ubstrate
Conjugate

Direct Assay

SHCwAL
MENAL L gy pstrate

Substrate

%.. na--‘

LU E R h‘"t‘—’ * S wALL

Substrate

R n "g:bstrate

Primary
Antibody
Conjugate

Signal Amplication
Avidin-Biotin Complex

SIGNAL

}ll‘

Substrate

.

Primary
Antibody

Competitive Assay

Secondary .
Antibody Substrate SIGNAL

Conjugate

Primary
Antibody
Conjugate

Indirect Assay

SICNAL

') HI‘

Substrate

Primary
Antibody #2

Primary
Antibody #1

Capture Assay Sandwich

I'Il"

Substrate

Multiplex Assay




Evaluacion de células B
Anticuerpos / ELISA & CBA

. . O
HRF-Linked Antibady L » ]
o%o%0
! ThiB Substrate
O
Detection Antibady O
L ]

Target Protein

Capture Antibody
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Utilidad

Clases y subclases de Ig

WLV R  Properties and biological activities™ of classes and subclasses of human serum immunoglobulins

Property/Activity lgG1 lgG2 lgG3 lgGa lgAl lgA2 lgM* IgE gD

Molecular weight" 150,000 150,000 150,000 150,000 150,000- 150,000- 500,000 150,000 150,000
600,000 600,000

Heawvy-chain 1 2 ~3 4 al a I € &
component

MNormal serum g 3 1 0.5 3.0 0.5 1.5 0.0003 0.03
level (mg/ml)

In vivo serum 23 23 B 23 6 [} 5 2.5 3
half life {days)

Activates classical + +/- ++ - - - +++ - -
complement
pathway

Crosses placenta + +/- + + - - - - -

3 Presenton - - - - - - + - +

membrane of
mature B cells

Binds to Fc ++ +/- ++ + - - b - —
receptors of
phagocytes
Mucosal transport - - - - ++ ++ + - —_
Induces mast-cell - - - - - - - + -

degranulation
“Activity levels indicated as follows: ++ = high; + = moderate; +/— = minimal; — = none; ? = questionable.

TIgG, IgE, and IgD always exist as monomers; Igh can exist as a menomer, dimer, trimer, or tetramer. Membrane-bound
I1gM is a monomer, but secreted Igh in serum is a pentamer.

TIgM is the first isotype produced by the neenate and during 2 primary immune response.




Utilidad

Deteccion de Ag y Ac

Bacterias

Parasitos

*Hongos

*\Irus

Deteccion de complejos autoinmunes ——— =
« Anti- DNA_(Antl’genos nucleares | w&;ﬁwj
extractables: Sm - Ro - La - RNP) e [F
-Anti-Histonas (H1, H2A, H2B, H3, H4) -

5

Sandwich Elisa

N /

: l |Capture Antibody
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Utilidad

Deteccion de Acs contra antigenos de tejido
«Anti-tiroglobulina

«Anti-microsomal

«Anticuerpos Antifosfolipidos (Cardiolipina IgG-

M)

HRP-Linked Am.boay
Detecion de Ags asociados a tumores: \Y /i subt |
«Ag prostatico s *J“*
*Ag ovario (Cal2b)

«ACE, alfafetoproteina

] lCaptuve Antibody

Sandwich Elisa

UNIVERSIDAD
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ELISA, y Generaciones:
1" generacion

« Ag: lisado purificado de VIH

» Pocas sensibilidad y especificidad
292 generacion

« Ag: proteinas recombinantes de VIH.
Deteccion de VIH-1y VIH-2

» Poca sensibilidad, mejora la especificidad
32 generacion

« Ag: proteinas recombinantes de VIH.
Deteccion del grupo O del VIH. IgM e IgG

« Mejora la sensibilidad

4% generacion

#
Ic « Capacidad para detectar al Ag p24y
anticuerpos

f%\ )
| &>
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Separacion Celular.
Utilidad

v" Recuento de linfocitos Ty B
(diferenciacion)

v Respuesta proliferativa hacia
mitdgenos

v' Determinacion de antigenos
HLA

v" Cultivo mixto de Iinfocitos

C ‘m‘b 73 W
Yo o ! ; . @ ‘G "4
> Pmlvnﬁf ito . R (’ % Q"
W e T )

& i W { ] -

. " & “""g \ £% = 9 Sha o
ot ¢ Granulocito neutréfilo . "
5 . [ X 70, 4

b

amca  Boyum A, Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human

UNlVERZS\&)g& blood. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 21(Suppl. 97):77-89, 1968,
DE LOS




Separacion Celular

©090
Diluted o O Peripheral
blood (©) 08 blood
© 0 mononuclear
N 00000 0]
: O centrifugation > cells
Ficoll- i
Hypaque
(specific
gravity Red

022025 blood cell
oo granulocytes

e — = .
Feewmoooncmica— Boywm A, Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human

UNIVERS\&DS& blood. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 21(Suppl. 97):77-89, 1968.
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Técnicas basadas en fluorescencia

< B < &
8 3 9 1
@y '3_': ll')g_-
3 L ] T cells
- /7 = 3 o~ o [ TR - o
P m ] Lymphocytes Jrr— L
I O e r I a e uJ O Teian I L l i I Toaan I L I T IIIII‘, Tl I||||1 T tlilll' DL ]
0 W0 150 200 2%0 w0 0’ w0t 10°
FSC-H (x 1,000) CD3 FITC-A
e Inmunofluorescia-
“.“-.’—E T helper m‘.?a: T eytotoxic/ sSUppressor
] < :
Microscopia de : ‘. *
= 7 3 O "3 ok
g 3 ) T3 LA
- T ] a3
£, .
uorescencila 3 23
o3 o 3
= -y
N T T_ v T TP
10 10° 10t 10f 10 10° w' 10°
CD3FITC-A CD3 FITC-A
'"u_- NK cells '"a—: B cells
< 3 , 3
e ] | N
g 2 3743
8 3 @ ]
8., ; g 2, ]
g 3 : 073,
(S 3.
-I |I|||||-| lJ. .||I||||| [] III:II“I [] Illlllll []
107 10? iy 10f
CD3 FITC-A CD3 FITC-A
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Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Técnica que permite analizar
Hidrodinamica particulas en suspension que
se hacen fluir a través de un
rayo de luz, las particulas
i interactian dispersando este
Optica haz de luz y emitiendo
fluorescencia, estas senales

Electronica 525/50

S555LP } . FL-7

Laser 635 nm

Laser 488 nm _ [

730LP| [ o
630 LP

__FSC

Laser 405 nm __

_Pinhole

| Cuvette

sidic
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7z T

F I U O rOC rO m OS Excitation Emusgion
Probe Weavelength 300 350 400 450 500 S50 600 650 700
FIic /:;
E [ZZ
PE-Texas Red Tandem
77 | f
o o OH PE-Cy5 Tandem 77 IG5,
Propidium lodem .EM'
s a7
e EGFP 7777, §
EYFP %
HO ECFP |
I
DsRed W £ 4927,
N{\C Allophycocyanin (APC) W7
X PerCp iz
S [FFFFF77. f%;%ﬁ%
Sylox Green 4
48 | FLL | FL) [FL3
Source
Emizsion 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Argon lon Laser
Krypton lon Laser W I
y R Nefium-Neon Laser [
AR 2 = Helium-Cadrmium I
UNIVERSIDAD Mercury Lamp I ;
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e Citometria de
flujo

[ 1.000)

Lo deieadagply
VI 1O I
(= 1.000)

|||i!in||=|dI i|||II ||||2?0|‘|r|2?n|

3 3
7 7]
FE T cells
3—: . .
_:, " Lymphocytes [ : m
Teian I L li T I Toaan I L I IIIIH1, T |I|1||1 |I|i||1 DL ]
50 00 150 200 250 0 10 wt 10°
FSC-H (x 1,000} CD3 FITC-A
“a E T helper “91_ T eytotoxic/ sSUppressor
] < ]
e B
g 3 Q3
3 3 & 3
£, .
3 73 @ 73
o 3 o 3
"o "o
h J|F|l||1 [ ||||Il1 [ |1l|‘|:1 .-l--llilll"l "
10 10° 1t 10f 10° 10° w0t 10°
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W bt - - ER
8 1 =~ < 1 '
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Utilidad: Evaluacion de la funcion hematopoyeética

B-Cell Ontogeny

ITransis Matura
arly | preg |tional 8" | Resting
Pre-B 8

¢ rearrangement

 rearangement T-Cell Ontogeny
A rearrangement
clp Prothymic Early |Wtermediate| Maetwe | Circulating
alg Cell Thymocyte | Thymocyte | Thymocyte |  T-Cell
HLA-DR TCR 4 rearrangement
cDte TCA v rearrangement
cD24 TCR £ rearrangemant
Do TCR o rearrangement
CDzO co7
coz1 CD5
cDhz2 chz
ch23 con
CD4
che
cD3

TCR({ af or yd )

UNIVERSIDAD
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Utilidad: Leucemias linfoblasticas

@,

lymphoid
progenitor cell

TdT
HLA-DR
CD34
CcD117

Q)

prothymocyte

TdT
HLA-DR

(CyCD3)
immature
thymocyte

TdT
cD?
CcD2
CyCD3
D5
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CD34
co7 i
cD2

pernpheral T-MHL
ATLL(HTLV )

M

s T-PLL
b . r b #
~

mature helper/inducer activated
thymocyte Tlymphocyte  helperfinducer

(TaT) (CD7) Tymphocyle
: CD7 cD2 (COT7)
cD2 CD5 coz
({CyCD3) CD4 cDs
i cDs TeR-CD3 CD4
D N CD4 TcR-CD3

HLA-DR

L= o ¥
L ! fe,

peripheral T-MHL

T-LGL leukemia

common thymocyte \
TdT
co7 P
ch2

CyCD3

O— @

CD5 mature cytotoxic/ activated
CD1 thymocyte suppressor cytotoxic/
CD4/CDB (TdT) Tlymphocyte SuUppressar
({TcR-CD3) co7 cD7 Tymphocyte
(CD10) cD2 CcD2 CD7
(CyCD3) cDs CD2
CD5 CcDs8 cD5
cDs TeR-CD3 coa
TeR-CD3 {CD16) TeR-CD3
(CDS6)  (CD16/CDSE/CDS57)
(CDs7) HLA-DR
CD25

O

MNK-cell

co7
(CD2)
(CD8)
cDie
CD56
(CD5T)
(HLA-DR)




Evaluacion de células fagociticas

Fagocitosis
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1

side scatter
200 400 600 200 1000

0

neutrophils . ..

| positive neutrophils |
[

Counts
10 20 30 40 SO

Counts
10 20 30 40 SO

0 200 400 600 00 1000 100
forward scatter green fluorescence intensity

0

3

10! 102 10

green fluorescence intensity

relative intensity:

o Létex

e Marcajes
especificos




Evaluacion de células fagociticas

Estrés oxidativo

Resting

Counts

[= ]
w? ' we? w?
DHR 173 [Resting]

104

Counls

. Stimulated with PA

k.

-|:;ﬂ

w!' w® w? !
DHR 123 [Stimulated)
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DHR / DHE

a Host microbicidal factors

NADP*

pv

H*
NADPH l
@ Cytochrome b558

L — H*

y NAD°H oxudase
,’ SOD
Co 22 H 0 m&\m&\

l \ / Bacterium

Cytoplasm

‘iv ATPeSP )

Phagosome
pH -4.0-5.0

MPO /
1‘ Intact Oxidized
w HOC  IDNA Ros and
\ /| and —> damaged
‘ NO —» ONOC —»NO,* k protein DNA and
\ protein
\\
U Defensins
iNCS s
| N ,
Citruline Arginine® T“ G O
O Proteases

Metal transporters ‘

Fe*



Evaluacion de células T

Produccion de citocinas/ marcadores intracelulares

constitutive
secretion

g Irans Golgi
® | sorting
(2]

» Jlonomicina / Brefeldina A

signal

@9 rcgulated

. { > . =Pl o®  sccretion
‘ o
<

‘ 17 secretory
vesicle

immature

;. % =43 + 33 A ‘ % =95+ 4 secretory vesicle
‘f GM=45+5 i GM =148 = 32
; |
¢ % =944 B %=17t4 E
Ei GM =191 =56 GM=62+6
) u;j
o |
Intracellular CD69 (PE) Surface CD69 (FITC)

Y 4
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Evaluacion de células T

£ CFSE-A CFSE-A

Marcadores varios / FACS
™
— I [
o5 Iymphocytes 1200 CDB8au + cells
FasThwmune CD4/CD&9/CDA 5 000 g
FasTivmune CD8/CDE9/CDA 400 O 600
FasThaiune CDBS/CDA 200 300
FasTIMMUNE ,/f,/CD3 Isotype Control P - - ion il o 2
FasTiMmune CD2/CD2R Activation Central 0 200 400 600 8001000  10° 10' 10° 10° 10 10° 10' 10° 100 10" 10° 10" 10° 10° 10
FasTIMMUNE CD19/CDRS/CD45 FSC-A CFSE-A B220-PerCP-Cy5-5-A CFSE-A
FasTivaune CDS8/CDE2/CD45 < w live cells Va-2* cells
FasTIMMUNE /CD45 |sotype Control ?j 10°
8
% 10’1
10'
-
r ~veee o? ' g 0 — |
10‘0 200 400 800 8001000 10° 10" 10° 10° 10* 10° 10" 107 10° 10* 10° 10" 10° 10° 0
FSC-W CFSE-A CFSE-A CFSE-A
s «0{Cpas.1+
< cells
(b) °
s E-c R H 2
- o 10 3 20
2 -'-_ 3 ; 31.4%
; @ 4 -\ﬁ * 10
@ 1 P a
273 3 O 100 Lotvinrrrms : bl
SR L 10° 10' 107 10° 10° 10° 10' 10° 10° o
3

P
10% 10 1oE

_ den
I

Y www'-r—l;n'v-r—rn'v‘
10" 10 10 10 10° 10! 10?10 10t
CDASFITC CDS6 FITC
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Evaluacion de células B
Marcadores varios / FACS

L]
L ]
PR . u
Becton Dickinson - ; Flow Cytometric Procedure
rocedures H
: for Assessing Lymphocyte
. L -
: Activation
B cells Wild type FasTivmune CD4/CDES/CD3
) ) FasTivmmune CD8/CDES/CD3I
Baseline Anti-GD40 FasTlmmune CDBY/CDA
300 o 300 FasTiMmune v, /,/CD3 [sotype Control
cDz25 5 ,ﬂ % [ﬂ FasTlmaune CD2/CD2R Activation Contral
o “ FasTivmune CO19/CDE9/CD45
10° 0t 1° o FasTimmune CDS6/CDBI/CD45
FasTiMMUNE v, /CD45 [sotype Control
CDGQ T; rwﬂ-— E : !95 8% sin proliferacion
(=] [=]
© DI O 1 arrlerred P 4
10° 10 100 1 @ sin m’a‘r.e’qcvo \
£ [
3 1 : /-
500 500 > |
CD95 g I?SG% ygj 48 2% /
é 0 “
10° 107 108 107 10¢ 10° 107 107 10 104
10° 10' 10? 10° 10*
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Inmunofluorescencia

Inmunofhw rescenc ia Anticuerpo unido a
directa fluoresceina dingido
contra

inmunoglobulinas
humanas

Anticuempo
Antigeno +— {inmunaglobulina)
tisular ™ unido in situ
normal o] (il o

Biopsia del paciente en estudio

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

Inmunofho rescenc ia Anticuerpo unido a
indirecia fluoresceina dirigido

contra
inmunoglohulinas
humanas

Suero del paciente en
estudio —conteniendo
; el anticuerpo-
Antigeno “— incubado conla
similar al-. seccion que contiene

humano o) [l J.‘auﬂreno

Substrato: tgjido animal




Figura 12.3: Patronss de inmunofluorascancia en I3
datarminacidn ds anticuarpos antinuciearas. (A) patrdn difuso;
[B) patrdn parifarico; (C) patrdn ruclsolar; (D) patrdn moisado.

Inmunofluorescencia

v'Anticuerpos Antinucleares (IFI Hep-2)
v’ Anticuerpos Anti DNA

v’ Anticuerpos Antimitocondria
v'Anticuerpos Antimusculo Liso

v’ Anticuerpos contra Polimorfonuclear
Neutrofilo (ANCAS)

v Anti-FTA




Microscopia confocal

G PhotomuRtiplier

Ay Pinhole
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Microscopia confocal _
Aplicaciones!!! Confocal endomicroscopy

Kerry Dunbar and Marcia Canto

‘nligi=]

Current Opinion in Gastroenteroclogy 200E
24:631-6837

Table 2 Comparison of reported performance characteristics in endomicroscopy studies

Sensitivity (%) Specificity (%) Accuracy (%)

CLE pattern classification for colorectal pathology [5] 97.4 98.4 99.2
Gl neoplasia-miniprobe GLE [4*] 93.1 92.1 92.4
Chremoendoscopy-guided CLE in UG [7**] 04.7 88.3 97.8
Chromoendoscopy-guided CLE in UG [8%] 94 92 -
CLE for DALM and ALM [9°*°] 100 96.6 a7
Chromoendoscopy-guided CLE for polyps [10] 97.4 98.3 99,1
CLE for distinguishing adenoma vs. hyperplastic polyps [11] 83 100 89
Confocal Barrett's esophagus classification [12] 92.3 98.4 97.4
CLE-guided EMR [13] 94 50 -
Esophageal squamous cell carcinoma [14*] 100 87 g5
Gastric pit pattern

Neoplasia Q0 99.4 97.1

Atrophy B83.6 90.6 97.5

Gastritis [15%°] 81.9 99.3 95.8
Confocal celiac eriteria [16] 70 95 80
Auorescent peptide for colon dysplasia—confocal miniprobe [17°°] 81 82

ALM, adenome-like masses; CLE, confocal laser endomicroscopy; DALM, dysplasia-associated lesional masses; EMR, endoscopic mucosal resection;
Gl, gastrointestinal; UC, ulcerative caolitis,

v" FITC s6dica
v Violeta de Cresilo

v" Acriflavina HCL
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ELECTROFORESIS

Pasos basicos

Bromophenol

54

Qﬁc’ﬂ Jl

\ Source tissue

-

!r

Tank

! gl ¥ gt

Micracentrifuge
SD5; cl ddH,0 Sample tube
Tris; buffer Heater Vortex 5,
ample
DT ?
LA
Gel casiene
Hamilton
buffer wyringe
— |
Chamber
@ Sample
Anode [+) — Cathode {-)

Taannn
-]
-

Separate protein
bands
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WESTERN B

Pasos basicos

e Difusion.
e Capilaridad (southern like).

e Electroforética.
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Cathode {-)

/AN

Membrane

*If proteins are hydrophobic,
use PYDF membrane instead.

[with transferred
proteins)

Horseradish
peroxidase
conjugated
Primary antibody secondary antibodies
Blocking buffer o, Wash buffer TEST ‘ . TBST
Membrane EE @
[with “
transferred .‘ﬁ {
proteing) -
Incubate blots

ovemnight at4™ C

Incubate blots 2
hours at room

Membrane
temperature {ready to be
visualized)

59‘
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WESTERN BLOTTING

Luminol

NH, O

« Multiples exposiciones
de la membrana hasta
conseguir la mejor
Imagen.

e Permite la deteccién
cualitativay
cuantitativa en un
mayor rango de
concentraciones

* Los sustratos
guimioluminiscentes
proporcionan la mayor
sensibilidad.

UNIVERSIDAD
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WESTERN BLOTTING

Everybody knows western

—— Opt60 (env pracursor)
— gp120 (outer & of "Surface” giycoprotein)

—— pB5 (reverse transcriptase)

— P55 {core precursor)/pS1 (RT)

—— gpd1 ltransmembrane glycoprotain)
— p40 {core)

— P31 {endonucieass)

o
N —— p24 {core shell o “capsid”)
] » N -
e .
! P18 {COra matrix)
HIV-1
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Inmunohistoquimica
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Inmunohistoquimica
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Immunohistochemical approaches to the diagnosis of

IﬁmUﬁOhi SthU{mica undifferentiated malignant tumors

Ap]icaci@ﬁegl I Annals of Diagnostic Pathology 12 (2008) 72— 84

? LeiomyosarcomadMTI/Fibramalosis/AFK I

Desmin/Muscle-specific actin/Alpha-Actin

Sarcomatoid carcinoma

Keratin &
Epithelial membrane
antigen (EMA)

Malignant PH5ST
ar neuraid
malignant melanoma

Vimentin

©

Technically
Inadaguate lIimen

©

CD56/CD57

Malignant PNST .

D2-40/CD31/CD34/Thrombomodulin/FLI-1

Fibrosarcomal/AFXBMFHIMT + Vascular sarcoma (or DFSFIGIST [CD34s oniy])
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TUMORS OF THE SKIN & SOFT TISSUES

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES




Inmunohistoquimica
Aplicaciones!!!

Lesion visible

Epidermis : |
Dermis ’\/\’J e

1

— £ o
-4 § S

o~ S

R /\/'\_/1‘ N/ e/ A
2

Extracciéon de otra capa
delgada de piel

Extraccién de otra capa
delgada de piel

E;ttraccién de la primera
capa delgada de piel

P

= =)

Current Progress of Immunostains in Mohs Micrographic
Surgery: A Review

Extraccion de la capa
final con cancer




- i
Current Progress of Immunostains in Mohs Micrographic
Surgery: A Review

Inmunohistoquimica
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TABLE 1. Tumor Types Treated with Mohs Micrographic Surgery and Immunohistochemistry

Tumor

Immunostain

Melanoma, lentigo maligna, lentigo
maligna melanoma

Desmoplastic melanoma, spindle
cell melanoma

Basal cell carcinoma

Sguamous cell carcinoma
Microcystic adnexal carcinoma
Dermatofibrosarcoma protuberans
Mucinous carcinoma''®
Extramammary Paget's disease
Atypical fibroxanthoma
Malignant nodular
hidradenoma''”-""®
Sebaceous carcinoma
Merkel cell carcinoma
Atypical cellular neurothekeoma'®
Syringomatous carcinoma’?®
Trichilemmal carcinoma'’
Embryonal rhabdomyosarcoma’??

Granular cell tumor™23=22
Infantile digital fibroma'?®

Mel-5, human melanoma black-45, Melan-A/melanoma antigen
recognized by T-cells, S100
S100

(+ ) stains =cytokeratins (AE1/AE3), Ki67, Ber-EP4, proliferating
cell nuclear antigen

(—) stains =desmogleins, CD34

(+ ) stains =cytokeratins (AE1/AE3)

(—) stains =desmogleins

(+ ) stains =CK1, AE1/AE3, CK18, EMA, CEA

(—) stain =CK20

(+ ) stain=CD34

(—) stains =factor Xllla, tenascin (negative at DEJ only), HMGA1,
HMGAZ, CD163

Low molecular weight cytokeratin (Cam 5.2)

CK7

(+ ) stain=CD10

(=) stain=5100, CD34

(+ ) stains =estrogen receptor, cytokeratin, EMA, CEA

(=) stain = progesterone receptor

(+ ) stains = AE1/AE3, Cam 5.2, p53, Ki67, EMA, BRST-1

(—) stains =p21, bel-2

(+ ) stains =CK20, synaptophysin

(—) stains =thyroid transcription factor 1

(+ ) stains =nonspecific esterase, vimentin

(—) stain=S100

(+ ) stains =high- and low-molecular-weight cytokeratins, CEA

(=) stain =patchy S100

(+ ) stains =CK17, c-erb-B2

(—) stain=CK15

Vimentin, S100, MyoD1

S100

Actin

EMA= epithelisl membrene entigen; CEA= cercinoembryonic entigen; HMG = high maobility group: DEJ =derme-epidermal junction.




PCR (Polymerase Chain Reaction)

Desarrollada en 1986 por Kary Mullis

Obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN
particular, partiendo de una cantidad muy pequenia

Amplificar un fragmento de ADN o0 ARN (RT-PCR)
Identificacion de:
v'Microorganismos
v'Personas (cadaveres)

Investigacion

oA CINCA CRIME SCENE INVESTIGATION"
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Pasos de la PCR

Cada ciclo consta de:

v'Desnaturalizacion

Cycle 1

v'Alineacioén ol

molecules

v Extension

Cycle 2
ylelds
4

molecules

Cycle 3
yiolds 8
molecules;
2 molecules ¢
(in white boxes)
match target
sequence
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¢} Denaturation:

Heat briefly
1o separate DNA
strands

©) Annealing:

Cool to allow
primers to form
hydrogen bond
with ends of
target sequence

DNA polymerase

adds nucleotides to

the 3’ end of each
primer

-~ 4
. 4
.
N
e
-
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e
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http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Unspecific_pcr.jpg

tamos en una PCR?

¢ Queé necesi

v'Primers o cebadores

v Tampon

v'Tag polimerasa

v dANTP

v'Molde (DNA 0 RNA)

Polymerase

’( dNTP

Template Strand
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PCR en tiempo Real

¢ Permite visualizar “en TSI )
. , SATTITIT :
tiempo real” el progreso| ° :
- 7 PCR makes more
de la reaccion l double-stranded DNA

¥ UL L TA L L T T T Taq S

¢ Se puede medir en poco | 5_°
tiempo la cantidad de
DNA o RNA presente
en una muestra

3
IIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIII0

Taq
l SYBR Green dye

A AV 4 binds to dsDNA
. 7“%@@@ x@@@\’ MYS\\

UL R R R R R vy unnnrrrriyil

5

IIIIIIIIIIIIIAIIIIIIIII‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIII]III5 3

&
STEA T
A When illuminated with light at

490nm, the SYBR+DNA complex
fluoresces at 520nm.

Taq
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PCR en tiempo Real. Ventajas

“s*Mayor precision, exactitud y sensibilidad
**Permite hacer detecciones multiples
“*No requiere procesamiento post-PCR.

“*Evita la contaminacion

“*Mayor rapidez en la obtencion de los resultados

s Cuantificacion del contenido del material genético

(ADN, ARN)
2412 ? EEE i 7
178 4 HHH
B N iy
"@ 8- ¢ i "l'. , ,, $ f :/; ‘ / o
UNIVERSIDAD  uiisiasbiieg s
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DELOSAND“J% 1035 7 9 11131517 19 25 2325 27 28 31 3335 37 39 41 43



E

PCR en tiempo Real. Utilidad

“s*Diagnostico y manejo de enfermedades infecciosas
s Cuantificacion de cargas
“s*Monitoreo de resistencia a tto.

T ,

s Analisis de la expresion de genes

s*Cancer

“*Disefo de drogas e
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Microarray

Control Cell Expernimental Cell

Microarray 0 oA b AN v i e mRNA
preparation o Pk £ i D extracted
) from cell

\ 4

Reverse transcription,
fluorescently labeled
with Cy3 (Green)
and Cy5 (Red)

Combine equal amount and
\' 4 hybridize onto microarray
& )

¢DNA microarray

UNIVERS\DS& http://www.columbia.edu/~bo8/undergraduate_research/projects/sahil_mehta_project/work.htm
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Log,g Expression ratio)
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Clusterning of 98 braast tumours
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Utilidad:

v’ Expresion de genes en
diferentes patologias

v'Valor prondstico- Cancer

v'Susceptibilidad a
enfermedad

v'Infecciones

v'Alergias

Analytica Chimica Acta. 2007, 601:

26



Pregunta

Un joven de 24 afos se expone a una situacion de riesgo de infeccion por VIH:
s A) Ud como médico ¢que le recomendaria al paciente?

+ B) Por otra parte, el individuo decide ir a la semana a un laboratorio ha hacerse una
prueba de ELISA para evaluarse su estatus seroldgico, en el laboratorio le informan
que ellos realizaran un ELISA de 4ta generacion, dicha prueba resulta positiva. Asi
mismo, acude a un segundo laboratorio donde le realizan un ELISA de segunda
generacion, que arroja un resultado negativo. Explique cual es la diferencia entre
ambos tipos de ELISA'y el porque de la disparidad de los resultados.

L)

» C) En vista de los resultados obtenidos se le realiza una carga viral de VIH, la cual da
un resultado de 500.000 copias/ml. Explique en que consiste la cuantificacion de
carga viral por PCR real time, que sistemas de deteccion fluorescente se pueden
emplear para llevar a cabo dicha cuantificacion.

L)

s D) Luego de todas estas pruebas, explique cual es el estado serologico de dicho
paciente

% ¢Qué estudios adicionales le recomendaria ud. a dicho joven?

diC
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