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Postepy immunodiagnostyki

Immunologia, nauka o odpornosci jest interdyscyplinarng dziedzing wiedzy
biologicznej. Jest $cisle zwigzana z medycyna, gdyz niemal w kazdej specjalnosci
medycznej wystepuja zjawiska o podtozu immunologicznym. Jest nauka bardzo
prezng o duzym potencjale rozwojowym, o czym $wiadczy lista ok. 20 laureatow
nagrody Nobla za osiggniecia zwigzane z immunologia. Nauka ta wypracowa-
ta szereg nowych technik badawczych, ktdre znalazty zastosowanie w praktyce,
a zwlaszcza w diagnostyce medycznej. Takie metody jak oznaczanie aktywnosci
dopelniacza, ocena ilo§ciowa immunoglobulin czy wykrywanie autoprzeciw-
cial, staly si¢ rutynowymi w wigkszosci laboratoriéw ustugowo-diagnostycz-
nych. W miedzyczasie wraz z rozwojem medycyny powstaly nowe wymagania
i potrzeby immunodiagnostyki. Zaczeta si¢ liczy¢ szybkos$¢ wykrycia choroby,
kontaktu z chorym, a takze czynnika sprawczego. W przypadku nabytego niedo-
boru odpornosci (AIDS) zarazony, a nierozpoznany i nie leczony chory nie tyl-
ko sam pogtebia swoj proces chorobowy, ale nie§wiadomie zakaza innych. Testy
immunoenzymatyczne wykrywania przeciwcial przeciw glikoproteinom otoczki
wirusa (gp120, gp41) sktadajg sie z kilku etapow postepowania (testy przesiewo-
we, jezeli dodatnie - testy potwierdzenia) sa czasochlonne, niekiedy wymagaja
powtorzen. Badanie molekularne wykrywania RNA wirusa jest kosztowne i do-
stepne w nielicznych placowkach. Stad wzigta si¢ potrzeba opracowania testow
szybkich, mozliwych do wykonania w warunkach polowych bez stosowania spe-
cjalnej aparatury. Obecnie wiele firm oferuje tzw. testy paskowe pozwalajace na
wykrycie zakazenia w ciggu kilkunastu minut. Ich wada jest jednak stosunkowo
wysoki odsetek odczynéw falszywie ujemnych, bo ok. 19%.

Kolejnym wymogiem nowoczesnej diagnostyki jest unikanie metod inwazyj-
nych, polegajacych na pobieraniu materialu diagnostycznego od pacjenta na dro-
dze biopsji narzagdowych. Znacznie latwiej jest uzyska¢ do badania ptyny ustrojo-
we, jak krew, mocz, czy nawet ptyn mézgowo-rdzeniowy, a takze wymazy z blon
sluzowych. Ocena takiego materiatu biologicznego przy uzyciu nowoczesnych
metod immunologicznych, jak immunofluorescencja (Imf), czy testy immuno-
enzymatyczne (ELISA) daje znacznie bardziej precyzyjne wyniki niz metody
tradycyjne. Metoda Imf, wykorzystujaca przeciwciata znakowane barwnikami
fluorescencyjnymi (fluorochromami), pozwala wykry¢ pojedyncze komarki no-
wotworowe lub zakazone danym patogenem. Metoda ELISA mozna wykaza¢ obec-
nos¢ infekeji, np. wirusem cytomegalii juz w kilku kroplach badanego ptynu.
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Duzym postepem w immunologii byto opracowanie przez C. Milsteina i G.
Kohlera technologii otrzymywania przeciwcial monoklonalnych. Przeciwciala te
maja bardzo wysoka swoistos¢, skierowane sa bowiem przeciwko jednej deter-
minancie antygenowej (epitopowi) danego biatka i moga by¢ uzyskiwane meto-
dami przemystowymi w dowolnych ilo$ciach. Coraz wigcej przeciwcial stosuje
si¢ obecnie w terapii réznych chordb, zwlaszcza nowotworowych i autoimmu-
nizacyjnych. Taka immunoterapia musi by¢ jednak monitorowana, gdyz niesie
potencjalne ryzyko réznych objawéw ubocznych niekorzystnych dla pacjenta
a nawet zagrazajacych jego zyciu. Monitorowanie dokonuje si¢ przy uzyciu me-
tod immunodiagnostycznych. Podobnie chorzy nowotwor poddani chemiotera-
pii wymagaja monitorowania stanu ukfadu immunologicznego, gdyz wigkszos¢
cytostatykow dziala depresyjnie na ten uklad. Spadek kluczowych parametrow
tego ukfadu, jak gtéwne subpopulacje limfocytow T i B, stezenia immunoglobu-
lin w surowicy i inne, wymaga niezwlocznego wstrzymania chemioterapii.

W nowotworach ztosliwych a zwlaszcza w chloniakach nieziarniczych bedacych
wlasciwie nowotworami ukfadu odpornosciowego, dochodzi zwykle do klonalnego
rozrostu jednej subpopulacji komoérek. Przy pomocy immunodiagnostyki mozemy
okredli¢ te subpopulacje i nastepnie uzy¢ przeciwcial monoklonalnych skierowanych
przeciw danemu epitopowi tych komorek. Taka immunoterapia jest juz dzi$ stosowa-
na w coraz wigkszej liczbie nowotworéw, przykladem moze tu by¢ chioniak z komo-
rek B, w ktorego leczeniu stosuje sie przeciwciata anty-CD20. Taka immunoterapia
wymaga rowniez monitorowania metodami immunodiagnostycznymi.

Jednym z waznych powoddéw rozwoju immunodiagnostyki jest wzrastaja-
ca liczba nabytych niedoboréw odpornosci. Dotyczy to ludzi w réznym wieku,
ale dominuja mlodzi, czesciej kobiety. Objawy chorobowe dotycza zwykle czesto
powtarzajacych si¢ infekcji gornych drog oddechowych, takich jak angina, zapa-
lenia zatok bocznych nosa, zapalenia oskrzeli. Immunodiagnostyka tych stanow
jest trudna i czesto wymaga wykonania szeregu testow dla wykrycia przyczyny.
Moze to by¢, np. niedoboér jednej podklasy immunoglobuliny, czy tez uposledze-
nie czynnosci bojczych granulocytéw, w tym ostatnim przypadku wymagajace
dla wykrycia testow czynno$ciowych.

Nowe potrzeby i wymogi zmienily w istotny sposéb technologie immunodia-
gnostyki. O przeciwciatach monoklonalnych byla juz mowa. Istnieje jednak wiele
mozliwosci modyfikacji tych przeciwcial, jak wigzanie z ré6znymi znacznikami,
jak fluorochromy, enzymy i inne. Mozna laczy¢ przeciwciala o roéznej swoistosci,
tworzac kompleksy biklonalne dla wykrywania dwoch réznych epitopéw. Mozna
takze usung¢ fragment Fc epitopdw immunoglobuliny pozostawiajac tylko frag-
menty Fab, co zapobiega nieswoistemu wigzaniu przez komoérki majgce receptor
dla fragmentu Fc, jak monocyty, makrofagi i inne. Tak zmodyfikowane przeciw-
ciala znalazly zastosowanie w diagnostyce cytologicznej i immunohistochemicz-
nej, immunofluorescencyjnej, itp.
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Coraz rzadziej uzywa si¢ w diagnostyce antygenéw natywnych, tzn. izolowa-
nych z substratow biologicznych. Zastepuja je antygeny rekombinowane, uzyski-
wane metodami inzynierii genetycznej. Zapewniaja one wieksza powtarzalnos¢
wynikow i sg bardziej stabilne. Maja dokladnie okreslong strukture, co pozwala
lepiej oceni¢ odpowiedZ immunologiczng pod wzgledem jakosci, sity wiazania, itp.

Dostepnos¢ antygenow rekombinowanych umozliwita wprowadzenie tzw.
biochipow biatkowych. Sa to zestawy wielu antygendw lub alergendéw umieszczo-
ne na stalym podlozu, np. na pasku bibuly czy plastyku, pozwalajace w jednym
badaniu znalez¢ czynnik przyczyny choroby. Dzigki mozliwosci znakowania bia-
tek przy uzyciu fluorochroméw czy enzymow stala sie¢ mozliwa eliminacja izo-
topdw promieniotwoérczych z laboratoriow immunodiagnostycznych. Obecnie
niemal wszystkie laboratoria tego typu na $wiecie nie stosujg izotopéw w bada-
niach rutynowych.

Coraz wigcej badan wykonuje sie obecnie przy uzyciu gotowych zestawow
immunodiagnostycznych, w ktérych znajduje sie wszystko, co jest potrzebne do
wykonania testu, wlgcznie ze szczegélowym opisem. Powoduje to, ze wiele te-
stow moze by¢ wykonywanych w laboratoriach o ogélnym profilu diagnostycz-
nym przez personel nie znajacy podstaw immunologii, co nie zawsze daje wiary-
godne wyniki.

Przetomem w immunodiagnostyce bylo wprowadzenie i upowszechnienie
cyto(fluoro)metrii przeptywowej (CP). Jest to metoda, w ktdrej przepuszcza sig
izolowane zywe komorki wyznakowane fluorochromami przez aparat zwany
cytometrem przeptywowym. W przyrzadzie tym pod wplywem swiatta lasera
komorki emitujg promieniowanie w réznych kolorach fluorescencji w czasie
przebywania skomplikowanej drogi. Emisja promieniowania kazdej komorki jest
zapisana w pamieci komputera. Przed akwizycja do aparatu komoérki poddaje sie
reakcji z przeciwciatami monoklonalnymi znakowanymi fluorochromem, czyli
bezposredniej reakcji immunofluorescencji. Akwizycja dotyczy 10* do 10°komo-
rek, co pozwala uzyska¢ obiektywne dane ilosciowe. Dzigki temu mozna wykry¢
obecno$¢ antygendw na powierzchni a takze w cytoplazmie komorki. Stato sie
mozliwe szczegdtowe okreslanie tzw. immunofenotypu czyli zestawu antygenow
réznicowania obecnych na danym typie komorek. Ma to szczegélne znaczenie
w przypadku komorek biataczek i innych rozrostéw nowotworowych uktadu
krwiotwdrczego. Dzieki fluorochromom emitujgcym rozne kolory fluorescencji
mozna dzisiaj w jednym badaniu okresli¢ kilkanascie r6znych antygenéw na jed-
nej komorce. Ponadto CP pozwala nie tylko otrzymac wynik ilosciowy w formie
odsetka komérek dodatnich, tzn. majacych dany antygen, ale takze oceni¢ ge-
sto$¢ danego antygenu na powierzchni komorki, czyli tzw. srednig intensywno$¢
fluorescencji (MFI — mean fluorescence intensity).

CP znalazta liczne zastosowania diagnostyczne w réznych specjalnosciach
medycznych. Stala si¢ metodg niemal podstawowa w diagnostyce chloniakow
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i innych rozrostéw uktadu krwiotwdrczego. W przebiegu leczenia p. nowotwo-
rowego CP pozwala monitorowa¢ efekty terapii. Po uzyskaniu remisji choroby
stosuje si¢ CP dla okreslenia tzw. choroby resztkowej, tzn. liczby komorek no-
wotworowych, ktore nie ulegly eliminacji w wyniku terapii. Dostepne sg takze
metody oparte na CP, pozwalajace ocenic ilosciowo stan czynnosciowy komorek
jak szybkos¢ proliferacji, cytotoksycznos¢, migracje czy fagocytoze.

Immunodiagnostyka IgDg w réznych dzialach medycyny

1. Choroby zakazne

HIV/AIDS: ImDg jest podstawowa metoda diagnostyczng a oznaczanie ko-
morek T CD4+ stanowi ‘ztoty standard’ monitorowania przebiegu kliniczne-
go choroby.

Przewlekle wirusowe zapalenia watroby typu B i C - ImDg pozwala okresli¢
miana przeciwcial przeciw antygenom wiruséw (HbeAg, HbsAg w B; anty
HCV w C).

Borelioza - stwierdzenie przeciwcial w klasie IgM $wiadczy o zakazeniu,
a w klasie IgG o infekcji dawnej w stanie przewlektym.

Cytomegalia — interpretacja j.w.

2. Choroby autoimmunizacyjne
W wielu chorobach tego typu znana jest nie tylko obecnosc¢ i klasa prze-

ciwcial, ale takze autoantygen, zwigzki pomiedzy wystepowaniem przeciwcial
z postepem choroby.

Dla przyktadu w cukrzycy typu I (insulino-zaleznej) przeciwciata przeciw
dekarboksylazie kwasu glutaminowego (anty GAD) i przeciwko antygenom
wysepek Langerhansa potwierdzajg rozpoznanie.

W ziarniniaku Wegenera miano autoprzeciwciata typu ANCA (przeciw cyto-
plazmie granulocytow, faktycznie przeciwko proteinazie 3 w ziarnistosciach
tych komorek) wykazuje dobra korelacje z przebiegiem choroby.

W reumatoidalnym zapaleniu stawow przeciwciala przeciw peptydowi zwia-
zanemu z cykliczng cytruling (anti Cyclic Citrullinaled Peptide - a CCP)
okazaly sie wysoce swoiste i wykrywalne we wczesnym stadium choroby.

W autoimmunizacyjnych chorobach tarczycy (choroba Gravesa, wole
Hashimoto) rozpoznanie oparte jest na immunodiagnostyce autoprzeciwcial
(przeciwko peroksydazie tarczycowej i tyreoglobulinie).

3. Choroby alergiczne

ImDg oparta jest na wykrywaniu przeciwcial klasy IgE wobec dobrze okre-
slonych antygendéw in vivo (testy skorne) lub in vitro (testy paskowe z nato-
zonymi alergenami na podloze stale, np. na bibule).
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4. Patomorfologia

Diagnostyka wielu choréb zwlaszcza pochodzenia nowotworowego bazuje
obecnie w duzej mierze na wykrywaniu antygenéw w komdrkach lub w prze-
strzeniach pozakomoérkowych w skrawkach tkankowych przy uzyciu przeciwciat
i immunohistochemii/immunofluorescencji. Obie metody moga wykrywac jed-
noczesnie kilka réznych swoistosci antygenowych dzigki odmiennym kolorom
reakcji.

Podsumowanie

Postepy immunodiagnostyki sa pochodng rozwoju immunologii, biochemii
i w coraz wiekszym stopniu zaleza od nowych technologii powiazanych z prze-
mystem. Coraz wigcej badan immunodiagnostycznych realizowanych jest w du-
zych zautomatyzowanych zestawach typu ,,kombajn”, sterowanych przez kompu-
ter. Proces ten jest jednak hamowany przez trudnosci interpretacyjne i wymogi
zwigzane z oceng funkcji zywych komorek.
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