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  CHOIX  ET  PERFORMANCES  DES  METHODES 



IMMUNOFLUORESCENCE 

HEMOLYSE AGGLUTINATION  PRECIPITATION 

RIA ELISA DOT 

METHODES  DE  RECHERCHE  DES  AUTOANTICORPS 

LUMINEX 



IMMUNOFLUORESCENCE 

METHODES  DE  RECHERCHE  DES  AUTOANTICORPS 
RIA ELISA DOT LUMINEX 

Culture Cell.HEp2 
Etalements  Cellules 
Coupes d’organes 
 
Cellules Transfectées 



CELLULES  Hep2 FOIE  DE  SOURIS  

ANTICORPS  ANTI-DFS 70 



ANTICORPS  ANTI - OVAIRES 
   OVAIRE  DE  SINGE 



ŒSOPHAGE  DE  SINGE ŒSOPHAGE  DE  COBAYE 

ANTI-DESMOGLEINE  1 

ANTI-DESMOGLEINE  3 



ANTICORPS  ANTI- ACTINE 

ACTINE G  ACTINE F 

POLYMERISATION 

DEPOLYMERISATION 



ANTICORPS  ATI -  ACTINE 

α ACTINE   β ACTINE  γ  ACTINE  

MUSCLE  CARDIAQUE CEL.EPITHELIALES MUSCLE LISSE 

ESTOMAC  SOURIS CELL. HEp2 

CELL. VSM47 AORTE CELL.  INTESTINALES 

IMMUNODOT 

ELISA 

ANTICORPS  ANTI-ACTINE 



DISSOCIATION 

ANTICORPS Collagène IV 

ANTICORPS  ANTI - MEMBRANE BASALE 
                    GLOMERULAIRE 

UREE  6M pH3.5 

00 DISSOCIATION 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3095855/figure/fig02/


ANTICORPS  ANTI - ALVEOLE  PULMONAIRE 

COUPES  DE  POUMON  DE  SINGE 

Non  Traitée Traitement à l’urée pH 3.5 



METHODES  DE  RECHERCHE  DES  AUTOANTICORPS 

RIA 

    ANTI-ADN  
 (Test de Farr) 

ANTI- GAD  et ANTI-IA2 
ANTI- RECEPTEUR TSH 

ANTI- RECEPTEUR  ACETYLCHOLINE 

ANTI- Musk 
ANTI- CANAUX  CALCIQUES 
ANTI- CANAUX  POTASSIQUES 



IF  SUR  CELLULES  TRANSFECTES 

      ANTICORPS  ANTI - PROTEINES  MEMBRANAIRES 
 
   RECEPTEURS   GLUTAMATE 
      NMDAR ,  AMPAR    
   RECEPTEURS   GABA A et B 
   VGKC-LGI1  -  CASPR2 
   RECEPTEURS  GLYCINE 
   
   AQUAPORINE 4 
   MOG 
 
   RECEPTEUR  ACETYLCHOLINE 
   MUSK  



IMMUNOFLUORESCENCE RIA ELISA DOT LUMINEX 

Cell.HEp2  :   65  

ANTICORPS ANTI-NUCLEAIRES 

40 



AUTOANTICORPS  NON  DETECTES  EN  IF 

SLA 

Facteur Intrinsèque 

Protéines Citrullinées 

Gangliosides 

Phospholipides 

PLA2R 

Cochlée (Po) 

Rétine (Récovérine) 

Récepteurs TSH 

Récepteurs Acétylcholine 

Musk 

Canaux Potassiques 

Canaux Calciques 

MOG 

Récepteurs Neurones 

ELISA      DOT    IF Cell.Transf. 

+                 +                   + 
+                 +                   +      (RIA) 

+                 +                   - 
+                 +                   - 
+                 +                   - 
+                 -                    + 
-                  +                   - 
-               +                   - 
+                 -                    -         (RIA) 

+                 -                   +       (RIA) 

+                 -                   +       (RIA) 

-                  -                   +       (RIA) 
-                  -                   -       (RIA)                 
-                  -                   + 
-                  -                   +  



METHODES  DE  RECHERCHE  DES  AUTOANTICORPS 

ELISA LUMINEX 

Spectrophotométrie 
Fluorimétrie 
Chimiluminescence 

            METHODES   
IMMUNOENZYMATIQUES 
        EN PHASE  SOLIDE 



    IMMUNOFLUORESCENCE   SUR  MICROBILLES  

MPO 

 PR3 

ANCA ,  ANA   , MBG , Celiac ,   



METHODES  DE  RECHERCHE  DES  AUTOANTICORPS 

DOT 

DETECTION SIMULTANEE  DE  PLUSIEURS 
          ANTICORPS  SPECIFIQUES 

            METHODES   
IMMUNOENZYMATIQUES 
        EN PHASE  SOLIDE 



DOT  PAS  BLOT  !!  

DOT BLOT 
DEPOT  DIRECT TRANSFERT 



METHODES 

ELISA 
EliA  
Alegria  
QUANTA FLASH 
BIOPLEX 
MULTI  LYTE 
FIDIS 
ZENIT 
IMMUNOSTRIP 
IMMUNODOT 
MICROARRAY 

ANTIGENE 

NATIF   RECOMBINANT   SYNTHETIQUE    

          Quantité    Stabilité      Dénaturation  
                 Orientation   Moléculaire  
            Epitopes : Densité  Accessibilité  

 PRESENTATION  

Procaryote / Eucaryote 

REACTIFS 

ELISA DOT LUMINEX 

http://fr.academic.ru/pictures/frwiki/84/Tubes_verrerie.jpg


CONDITIONS  REACTIONNELLES 

TAMPON   
  Molarité, pH , Additifs 
INCUBATION 
   Durée , Température 

TYPE  DE  MESURE 

METHODES 

ELISA 
EliA  
Alegria  
QUANTA FLASH 
BIOPLEX 
MULTI  LYTE 
FIDIS 
ZENIT 
IMMUNOSTRIP 
IMMUNODOT 
MICROARRAY 

ANTIGLOBULINE  

SELECTIVITE 
SPECIFICITE 
     IgG  (sous-classes) 
     IgA, IgM, Protéine A 
      

Environnement   moléculaire 

REACTIFS 

Spectrophotométrie 
Fluorimétrie 
Chimiluminescence 

http://fr.academic.ru/pictures/frwiki/84/Tubes_verrerie.jpg


 ANTIGENE 

ORIGINE 
 
NATURE 
 
COMPOSITION 
 
PRESENTATION 
 

EPITOPE  

CONFORMATIONNEL 

DISCONTINU 

EPITOPES  SEQUENTIELS  

EPITOPE SEQUENTIEL  

EPITOPE  

CONFORMATIONNEL 

CONTINU 

EPITOPE 

CRYPTIQUE 



ANTICORPS  ANTI- MYELINE / MAG 

ELISA IMMUNODOT WESTERNBLOT 

MAG  HUMAINE MAG  BOVINE MAG  BOVINE 

RAVO IMMCO BUHLMANN 





ANTICORPS ANTI-CHROMATINE  / ANTI - NUCLEOSOME 

HIST
ONE 
H1 

CHROMATINE 

NUCLEOSOME 

 CHROMATOSOME 
DNA  -  CORE HISTONES - 

  HISTONE H1  

DNA  -  CORE HISTONES       

DNA 
CORE HISTONES 
HISTONE H1  
PROTEINES ACIDES ,HMGB 

CORE HISTONES 
H2A,H2B,H3,H4 DNA 

HISTONE H1 

HIST
ONE 
H1 

 CHROMATINE 

NUCLEOSOME 

 CHROMATOSOME 

ADN  -  CORE HISTONES - 

  HISTONE H1  

ADN  -  CORE HISTONES       

ADN 
CORE HISTONES 
HISTONE H1  
PROTEINES ACIDES ,HMGB 

CORE HISTONES 
H2A,H2B,H3,H4 ADN 

HISTONE H1 

ANTICORPS ANTI-CHROMATINE  =  ANTI - NUCLEOSOME 



ANTICORPS ANTI-CHROMATINE  / ANTI - NUCLEOSOME 

HIST
ONE 
H1 

CHROMATINE 

NUCLEOSOME 

 CHROMATOSOME 
DNA  -  CORE HISTONES - 

  HISTONE H1  

DNA  -  CORE HISTONES       

DNA 
CORE HISTONES 
ISTONE H1  
PROTEINES ACIDES ,HMGB 

CORE HISTONES 
H2A,H2B,H3,H4 DNA 

HISTONE H1 

HIST
ONE 
H1 

ANTI - NUCLEOSOME 

ANTI-NUCLEOSOME 

DETERMINANTS   CONFORMATIONNELS 

   SPECIFIQUES  DU  COMPLEXE  NATIF 

ANTI - ADN 

ANTI - HISTONES CORE HISTONES 
H2A,H2B,H3,H4 

ADN 



H1 

ANTICORPS  ANTI-HISTONES 

HISTONES 

       ? 
      HISTONES 
H2A, H2B, H3, H4,  H1 

HISTONE H1 

INOVA 
MENARINI 
ZEUSS 

DTEK 
EUROIMMUN 
PhaDIA 
AESKU 

BMD 





COMPLEXE    ARN  +  PROTEINES 

         U1 RNP   ANTI-Sm/RNP   



ANTICORPS  ANTI- RNP 



ANTICORPS  ANTI-RNP 

57%  80% 92% ELISA 



ANTICORPS  ANTI - Sm 

COMPLEXE NATIF 

 PURIFIE    

PROTEINES   B/B 
PROTEINES   D 



PPPGMRPP 

PPPGMRPP 

PPPGMRPP 

Sm B/B’ 

RNP A 

RNP C 

ANTICORPS ANTI-SmB/B’ 

Protéine  
  68/70 



ANTICORPS ANTI-Sm 



hY RNA 

SSB 
 48 kD 

 SSA 
 60 kD 

Proteine 52kDa 

 

TRIM21 

 

UBIQUITINE E3 

Ligase 

Ro52 

SSA52 

? 

ANTICORPS  ANTI - SSA 





PROTEINES 

CENP-A 
CENP-B 
CENP-C 
CENP-D 
CENP-G 
CENP-H 

      ANTICORPS   
ANTI-CENTROMERE 



ANTI-SRP 

7SRNA 
7SARN 



 1  1 

2 

3 

ANTICORPS ANTI- 
MITOCHONDRIE 

     PYRUVATE 

DEHYDROGENASE 

         PDC 

 OXO GLUTARATE 

DEHYDROGENASE 

          OGDC 

BRANCHED CHAIN 

          OXOACID 

    DEHYDROGENASE 

          BCOADC. 

E1  

 E3 

E2 



ANTI - MITOCHONDRIE 

ELISA  M2   :  PDC 

DOT  MIT4 :  PDC, PDC E2, BCOADC E2 , OGDC E2   

ELISA ,CLIA : MIT3 : Tri-Peptide Hybride of 
                                      PDC E2, ,BCOADC E2, OGDC E2 

ANTI-PDC E2            80 - 90 % 
           isolés                      20 % 
ANTI-BCOADC         50 - 60 % 
           isolés                     10 % 
OGDC E2                   10 - 20 % 
           isolés.                    0.5 % 
MIT3                          85 - 95 % 

IgG   -   IgM 



1 497 
193   212 257 269 321 351 373 389 

  D.TEK, ORGENTEC , EUROIMMUN  ‏  

PROTEINE  PLEINE LONGUEUR 

MBL , INOVA , IMMCO  

      MENARINI  

     PEPTIDE  

SYNTHETIQUE 

CYTOCHROME  P450IID6 

ANTICORPS  ANTI-LKM1 



VIM.MUTEE (MCV) 
ENOLASE  (CEP1) 
MBP (Sa)         
FIBRINOGENE 
COLLAGENE I et II 
HISTONES 

CCP 1 

CCP 2 
CCP 3 
Hs CCP (MCV)  
EBNA-1,2 

PEPTIDES 

ANTICORPS  ANTI-PROTEINES  CITRULLINEES 

ACPA 

PROTEINES 

LYSINE           HOMOCITRULLINE 

ANTI-CARBAMYLATED   PROTEIN   /  CARP 



ACPA 

CCP2         CCP3       MCV         

 360                   450               277 

      7                   440               775 

 280                    385                 14 

   32                    165                  22  

   30                      65                485 

   32                    165                  22 

MCV 

CCP3 
CCP2 

2008  2009  2010  2011  2012 



   ANTICORPS  ANTI - GAD 

PANCREAS CERVEAU 

     MALADIES 

 NEUROLOGIQUES 

M.Homme-Raide 
Encéphalite 
Ataxie 
Epilepsie 

DIABETE 

Autoimmun 



I 125 

GAD 

I 125 

GAD 

GAD 

GAD 

Biotine 

GAD GAD 

ANTICORPS  ANTI - GAD 

RIA ELISA  SANDWICH ELISA  DIRECT 
IMMUNODOT 



10 

100 

1000 

10.000 

100.000 

1.000.000 

ANTICORPS  ANTI-GAD 65 

DIABETE 

     MALADIES 
NEUROLOGIQUES 

RIA 

M. NEUROLOG. 



Dilutions du Sérum 

15880 u !! 

4 u 

SMS Mr.Por.   Stiff Man Syndrome  



Mr.Por. Stiff Man Syndrome       ANTI-GAD  :   15880  u. (< 5 )  

1/10 1/20 1/40 1/80 

1/160 1/320 1/1280 1/640 

   ANTI- ILOTS :  PANCREAS SINGE 



   ANTICORPS ANTI - GAD 

MALADIES  NEURO DIABETE 

MALADIES  NEUROLOGIQUES 

DIABETE TYPE I  

ELISA  DIRECT 

IMMUNODOT 



ANTICORPS  ANTI-PR3 ELISA 

Y 

DIRECT 

CAPTURE 

ANCHOR 

Monoclonal 
anti-PR3 

Biotin 

Avidin 



 

DOT 
Ancor 
ELISA 

Capture 
ELISA  

Direct 
ELISA 

ANTI-PR3 

ANCA 

 EVOLUTION   SOUS  TRAITEMENT  



ANTI -  β 2  GLYCOPROTEINE  1 

Çetin Ağar 
BLOOD,  AUGUST 2010   

FORME  CIRCULAIRE 

EPITOPE I 

FORME  ALLONGEE 

EPITOPE 2 



II 
V 

III 
IV 

EPITOPE 
G40-R43 

   

IV 

I 

II 

III 

V 

I 

V 

III 

IV 

I 
I 

II 

III 

IV 

I 

II 

V 

V 

III 

IV 

I 

Phospholipides        Surfaces  Hydrophobes 

I 

III 

I 

IV 

V 

IV 

EPITOPE 
LYS 305.317 

β2 - GLYCOPROTEINE  I 

PLOS ONE August   2013,8  

        ANTI-β2GP1  D1 
    D1 recombinant   (aa 1-64) 

EPITOPE  
G40-R43 



T. MATTHIAS et Al.    

 ANTICORPS : NEO - EPITOPE  tTG/DGP 

Y Y MALADIE  COELIAQUE 


