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Metodologia inmunoldgica

USOS: deteccion, identificacion y diferenciacion de diversos
microorganismos, biomoléculas (hormonas, metabolitos,
anticuerpos), farmacos, etc.
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REACCION Ac-Ag PRIMARIA IN VITRO
EN LA QUE SE EMPLEAN INMUNOSONDAS
E INSTRUMENTOS (Espectrofotometro, Lector ELISA, Contador

Gamma, ect. )

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Ensayo inmunoradiométrico (RIA,
IRMA)

Inmunoeletrotransferencia

Inmunofluorescencia: directa e
indirecta



Inmunoanalisis
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Curva de calibracion tipica
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> Concentracion del Ac problema



ELISA (prueba de inmunoabsorcion
ligada a enzimas)

eRr?%ir?lgrir‘a ii Cromogeno
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,( ) 2 bloqueo
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ELISA (prueba de inmunoabsorcion
ligada a enzimas)

P

*Anticuerpos anti Ig conjugados a
enzima

*Anticuerpos anti Ig conjugados a
biotina + streptavidina conjugada a
enzima



valor reciproco de la dilucion del suero
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IRMA (ensayo
inmunoradiométrico)

1 Sensibilizar la
o placa con el Ag
,( 2 blogueo

Ac 3 Lavado

4 Anadir el Ac
problema

5 Lavar

6 Anadir el ligando

.8 .8 %l 7 Lavado
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Determinacion de Ag

Inmunoandlisis Inmunoanalisis de
competitivo tipo "sandwich”
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INMUNOANALISIS

Sensibilidad; 1 - 50 ng/ml

Necesidad de instrumento para
cuantificar la seial

Utiliza inmunosondas
(Enzimatica, radioactiva)

Permite cuatificar Ag o Ac
conocidos



Inmunoelectro
transferencia

Transfer to n\i!r/oceﬂume and
overlay with antiserum
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Inmunoelectro transferencia
(Immunoblott)

Permite detectar e identificar
Ag a partir de mezclas
complejas

Se puede obtener datos de:
Tamano,
Punto isoeléctrico,

Relacion molecular de los Ag



Inmunoprecipitacion

adicion de adlcrén dé agentes centrifugacion
Ab especifico| | coprecipitantes del precipitado

separacion en gel radioautografia

proteinas
separadas
de los
iInmuno-
complejos

ezcla de antigenos antigeno
marcados en forma de

inmunocomplejos

redisolver




Inmunofluorescencia directa e

indirecta
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Citometro de
fluorescencia (FACS)

Mezcla de células marcadas con Ac fuorescentes

Tubo
fotomultiplicador

fluorescencia
roja Tubo
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fluorescencia

verde
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Inmunofluorescencia

Técnica usada para detectar
Autoanticuerpos

Ac frente a Ag tisulares y
celulares sobre tejidos

TIdentificar celulas en
suspencion (celulas vivas)



REPRESENTACION DE LA TECNOLOGIA DE
PRODUCCION DFE ANTICUERPOS MONOCLONALES
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VIA DE NOVO VIA DE RESCATE
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Produccion de

Isolate population of genes
encoding anftibody

A C FV -h’:a’ variable regions
mediante
seleccion de

fagos, (AcMo

; Cloning a random population .
Construct fusion protein of variable h:ns gives rise to Select phage with

of V region with a desired V regions by specific |
bacteriophage coat protein . n:nptl{:go-dl::;;ﬂmry'_ binding to antigen
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(1) Vector de expresion de CH
murina/humana

épcbﬂha 1 {+r j}

Vector de expresion de CL 4
(2) murina/humana (3) Celula

(5) Ensayos
clinico




PROYECTO AcmH-ErbB para CG

ANO 1
Construir un vector de
bacteridéfago filamentoso

ANO 3y 4
Ceélulas y AcH-erbB

ANO 4
Ensayos pre-clinicos

ANO 5 Ensayos
clinicos Fase I/l

\

ANO 2

Libreria de fagos filamentos
con sckFv

Productointermedio
de propiedad de U.
Chile
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