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Vyuziti ELISA metod

Technicka instrumentace :vertikalni fotometry, automatizované linky

Priklad praktického vyuziti ELISA metod pfi monitorovani
biologickych lé€iv



ELISA= Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

 imunochemicka analyticka metoda wurCena ke
kvantitativnimu stanoveni analytu v neznameéem vzorku.

* ma vysokou citlivost a specificitu.

« v typické imunochemické reakci je stanovovan antigen
jako analyt a protilatka je pouzita jako reagencie.

« ELISA patfi do skupiny metod EIA (enzyme
immunoassay), které pouzivaji enzym ke znadeni
protilatky ( nebo antigenu).

* enzym po pridani substratu do reakCni smesi katalyzuje
reakci, na jejimz konci je barevny produkt vhodny
k fotometrické detekci.

* heterogenni imunochemické stanoveni - vyzaduji
separaci volné a vazané frakce



ELISA techniky

Pro spravné provedeni ELISA techniky:

« antigen nebo protilatka musi byt navazan na povrch
nosice bez ztraty imunoreaktivity.

 stabilita enzymu a také imunologicka reaktivita konjugatu
(komplex AbAg*) musi byt b€hem reakce stabilni.

« aktivita enzymu, které jsou pouzity pfi znackovani, se
nemuze pfirozené vyskytovat v analyzovanych
biologickych tekutinach.

* pouzité enzymy musi mit vysokou specifickou aktivitu, tj.
premenuji velka mnozstvi substratu na detekovany
produkt.



ELISA techniky - enzymové konjugaty

* Enzymoveé konjugaty jsou bud antigeny nebo
protilatky kovalentné navazané na vybrany
enzym.

* Pri priprave konjugatu lze postupovat tak, ze
protilatky jsou nekovalentné znackovany
biotinem a pak se vyuziva jeho silné vazebné
afinity k streptavidinu, ktery je vazan na

enzym.

NH>CI




Enzymy pouzivané ke znaceni

* musi byt stabilni,

 struktura enzymu musi umoznit vytvoreni kovalentni
vazby s protilatkou Ci antigenem,

* nesmi dojit k vyraznému ovlivnéni katalyticke aktivity
enzymu.

LAV 4

* by mel mit co nejvyssi katalytickou aktivitu
* meél by byt dostupny v potrebné Cistoté

Produkt enzymové reakce musi byt snadno
detekovatelny i ve velmi nizkych koncentracich.



Enzymy pouzivané ke znaceni

« Krenova peroxidaza (HRP - peroxidase, EC 1.11.1.7)
Substrat: 3, 37, 5, §'-tetramethylbenzidin (TMB) detekce
produktu pfi 460 nm
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« Alkalicka fosfataza (EC 3.1.3.1) NO,
Substrat: p-nitrofenylfosfat,detekce produktu pri 405 nm <j
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B - D - galaktosidaza (EC 3.2.1.23)
Substrat: o-nitrofenyl — 3 — D —galaktopyranosid, detekce

produktu pfi 420 nm o~ 00
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ELISA techniky podle typu
reakce antigen —protilatka

 Kompetitivni heterogenni imunoanalyza

 Nekompetitivni heterogenni
Imunoanalyza (sendvicova)



ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce

1.protilatka je pevne
vazana na stenu
jamky mikrotitracni
destiCky

2. pridani
stanovovaného vzorku
a znaceneho antigenu




ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce

3. inkubace: kdy o vazebné
misto na protilatce soutézi
znaceny antigen a
neznaceny antigen (analyt)
ze vzorku

4. promyvani: prebytek
nenavazaneho antigenu
(znaceného i neznaceného
— tzv. volna frakce), ktery
nezreagoval, se vymyje
pomoci promyvaciho
roztoku




ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce

6. pridani substratu

@
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7. Mereni intenzity @
barevneho zbarveni —
. , Spektrofotometricka
Vytvoreneho detekce barevného
barevneho produktu produktu




ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce

Plati zde neprima umera: cim vyssi koncentrace
zbarveni (tim meéne navazaného znaceneho
antigenu).

Kompetitivni ELISA metodu Ize pouzit i ke
stanoveni protilatek:

* na povrchu jamky mikrotitracni desticky je N

0 HRPO

o
ukotven antigen a v tomto pfipadé soutézi 0,7 N\
neznacené protilatky z analyzovaného u

vzorku se znaéenymi protilatkami o / .9
(z reagencie, 0 znamé koncentraci) g AN

0 vazbu na antigenu , opét zde plati
neprfima umera

Wall (2]



ELISA - Nekompetitivni (sendvicova)
heterogenni reakce

1.prvni protilatka je Q}
navazana v nadbytku na

sténé jamky mikrotitracni
desticky

2. pridani vzorku (antigenu) {2} Et \

3.prvni inkubace: vytvoreni
imunokomplexu (antigen —
1. protilatka)




ELISA - Nekompetitivni (sendvicova)
heterogenni reakce @

4.promyvani: z reakéni smési promeact ‘ >
promytim odstrani |
nenavazana frakce @

5. pfida se druha protilatka: @
znacena enzymen (tzv. enzvmem maens protilats
konjugat), ktera je namirena TESE

proti druheé antigenni
determinante na stejném
antigenu




ELISA - Nekompetitivni (sendvicova)
heterogenni reakce n

6. druha inkubace: je
vytvoren ,sendvicovy"”

komplex

mwriok

promyvaci ‘ ’LE

7. druhé promyti: dojde
kK separaci nadbytecného
nenavazaneho konjugatu



ELISA - Nekompetitivni (sendvicova)
heterogenni reakce n

8. pridani substratu

9. méreni: zméreni intenzity
zbarveni vytvoreného
barevného produktu

&

Spektrofotometricka
detekce barevného
produktu




ELISA - Nekompetitivni
(sendvicova) heterogenni reakce

* nejvice pouzivana ELISA metoda

» plati zde prima umera: cim vyssi
koncentrace analytu, tim vyssi
intenzita zbarveni.

_r ubstrat
5 O

druha protilatka

prvni protilatka



Vyuziti ELISA metod

ELISA metody Ize pouzit pro stanoveni
nizkomolekularnich latek, jako jsou :

* proteiny,

» karbohydraty,

* nukleove kyseliny,

* lipidy aj.

Stanoveni se provadi ruznych typech
biologickeho materialu..



Vyuziti ELISA metod

NejCasteji jsou analyzovany vzorky:
* sera, plazmy,

* moce,

* mozkomisniho moku,

 tkane nebo lyzaty bunek.

ELISA metody maji Siroké uplatneni ve zdravotnickych
laboratorich hlavné v imunologii a mikrobiologii (méne
v biochemii nebo hematologii), kde se pouzivaji pro
stanoveni napr. infekCnich agens nebo protilatek.



Vyuziti ELISA metod

Vyhody:
* |sou citlivé a specificke

* maji nizke porizovaci naklady na technickou
Instrumentaci.

Nevyhody:
* analyza vzorku pouze v sériich,

e Casova narocnost (doba jedné inkubace je vice
nez 30 min., obvykle 1-2 hod. )

* manualni pipetovani
* vzorky nelze redit behem analyzovane serie



ELISA - Technicka instrumentace

Provadi se ve specialnich nadobkach
usporadanych do tzv. mikrotitracnich
desticek.

Kazda desticka obsahuje 96 jamek
usporadanych ve 12 radach po 8 jamkach.



ELISA - Technicka instrumentace

Mikrotitracni destiCky vyzaduji pri promyvani:

* pouziti specialnich osmikanalovych pipet

« automatickych ELISA promyvacek.

Pokud to metoda vyzaduje, |lze béehem inkubace
mikrotitracni destiCku umistit do trepacky

s moznosti nastaveni intenzity trepani a
inkubacni teploty.

Pro mereni vysledného produktu detekcni reakce
se pouzivaji specialni vertikalni spektrofotometry -
ELISA readry mikrotitracnich destiCek.



ELISA - Technicka instrumentace

Pro mereni vysledneho produktu detekcni
reakce se pouzivaji specialni vertikalni
spektrofotometry - ELISA readry
mikrotitracnich desticek: je usporadan tak,
ze svetelny paprsek prochazi optickym
prostredim ve vertikalnim smeru.



ELISA reader (vertikalni
spektrofotometr)

Princip: svetelny paprsek ze zdroje prochazi pres zvoleny
interferencni filtr (podle pozadované vinové delky) do
optickych kabelu,

které zabezpecuji distribuci do 9 oddélenych kanalu: 8 z
nich vedou pres jamky mikrotitracni destiCcky a dopadaji na
pole fotodiod, které detekuji intenzitu svétla.

*Devaty opticky kabel je pouzit na kontrolu intenzity zareni
vychazejiciho ze zdroje (obrazek C.8).

* Ve zlomku vtefiny se zméfi cela rada jamek (8),
mikrotitracni destiCka se posune a muze se mérit fada
nasledujici.
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ELISA reader (vertikalni
spektrofotometr)

Soucasti vertikalniho fotometru:
« zdroj zareni: nejCaste€ji pouziva halogenova zarovka
nebo xenonova vybojka.

* Interferencni filtry: jsou umistény v posuvném drzaku
filtra,obvykle se pouziva 6 filtra (pro A 400-800 nm).

« Opticky systém: se sklada 9 optickych kabelu
(svétlovodiCe), Stérbin a zrcadel pro vedeni svételného
paprsku ze zdroje do optického prostredi (jamka
mikrotitraCni destiCky).

« Detektor: pouzivaji se fotodiody.
Rychlost méreni je 5s (cela mikrotitracni destiCka - 96
jamek).



Vertikalni fotometrie

* Vztah mezi zmerenym signalem (absorpci)
a koncentraci se urcuje kalibraci. Obvykle
se zmeri absorbance 6-ti standardnich
roztokl o znamé vzrustajici koncentraci a
blank ( slepy pokus, obsahuje vse krome
stanovovaneé latky) pri urcité vinove délce.



Vertikalni fotometrie

 Pri ELISA metodé se vyzaduje mereni vsech
vzorku v duplikatech.

* Poté software pristroje sestroji kalibracni krivku
(namérené hodnoty absorbance standardu na
ose y,hodnoty koncentrace na ose x), ze které
odecte hodnoty koncentraci neznamych vzorku

 Pri vertikalni fotometrii zavisi dosazené
vysledky mereni pouze na presnosti pipetovani
kalibratoru, kontrolnich materialt a vzorku.



ELISA automaticka linka

Automaticka linka provadi:

automatické pipetovani vzorku, reagencii, kalibratort a
kontrol pomoci pipetovaciho systému (2, 4, 8 jehel).

Ma zabudovanou cCteCku Caroveho kodu, coz umoznuje
pozitivni identifikaci pacientskych vzorku.

Linka ma obvykle 3-4 mista pro umisténi mikrotitracnich
destiCek.

Dale sestava z inkubatoru (misto pro inkubaci vzorku),
promyvacky a readeru mikrotitraCnich destiCek.

Transport destiCek mezi jednotlivymi castmi provadi
pomoci robotického ramene. S

systém provadi automatické redéni vzorku a_je opatfen
softwarem pro automatické vyhodnoceni méreni.



ELISA automaticka linka

* Velkou vyhodou automatickeé linky je
pouziti Carovych kodu, a tim zabranéni
zameny mezi vzorky. Dale je to presnost
pipetovani vzorku a reagencii, vysoka
kapacita pristroje.

* Nevyhodou je vysSi spotreba pouzivanych
reagencili.



Prakticke vyuziti ELISA

metod:

laboratorni monitorovani hladin Iéku a
protilatek ELISA technikou




Biologicka lécba — inhibitory
TNFa

* Infliximab (Remicade)
* Adalimumab (Humira)
« Etanercept (Enbrel)




Laboratorni monitorovani
biologické leCby

« Stanoveni hladin [éku

« Stanoveni hladin protilatek proti [ékum

U Ié¢enych pacientu dochazi k vytvoreni
protilatek proti Iékim:

* u léku remicade asi 40%

* u léku Humira asi 18%

* u léku enbrel asi 5%.




Promonitor ELISA Kits
(Proteomika, Spain)

* 6 diagnostickych souprav urcenych ke
kvantitativnimu stanoveni hladin lIéku a
protilatek v séru pacienta

* Nekompetitivni imunoanalyza
(sendvicova), analyt je vazan mezi dve
vysoce specificke protilatky

* Doba stanoveni: asi 3,5 hodiny (2,5 hod.
inkubace)

* Vysoka specificita 100 % a senzitivita >
90%

» Urceno pro max 40 stanoveni (2 redéni)



Preanalytické pozadavky

Vzorky: serum (pro plazmu neni diag.
souprava validovana)

Minimalni mnozstvi: 300 pul séra

Odber: zkumavky bez aditiv, nebo zkumavky s
gelem

Stabilita po centrifugaci: 48 hod. pri 2-8 °C,
pro delsi skladovani -20 °C (nesmi se
opakovane rozmrazit)

Transport: do 48 hod. pri 2-8 °C, > 48 hod. pfri-
20 °C



Analyticke znaky stanoveni

Detekcni limit:

Remicade: 1 ng/ml, anti —remicade: 2 AU/ml
*Humira: 1,25 ng/ml, anti-humira: 3,13 AU/ml
*Enbrel: 3,1 ng/ml, anti-enbrel: 60 AU/ml

Meérici rozsah:

* Remicade: 2-72 ng/ml, anti —remicade: 2-144
AU/m|

Humira: 1,25-60 ng/ml, anti-humira: 3,13-200 AU/ml
*Enbrel: 3,1-200 ng/ml, anti-enbrel: 60-450 AU/mi



Pocty stanoveni pro 1 diag.
soupravu

» 1 série vzorku = max 40 pacientt
» 2 série vzorku = max 36 pacientt
» 3 série vzorkd = max 24 pacientl / ”
» 4 série vzorku = max 16 pacientt

Kazdy vzorek je analyzovan pfi 2 ruznych
redénich.

Kazda série zahrnuje analyzu standartnich a
kontrolnich vzorku v duplikatu.

Stabilita soupravy po otevieni je 6 mésicu




Mikrotitracni desticka - 1 série
vzorku

Assay plate if 40 samples are analyzed in a single_run

s1 s6 | 89 [ s13 | s17 | s21 | s25 | s29 | s33
1500 1:10 0| 1:10 [0S 1:10 [0 1:10 [0
s1 s5 | 89 | s13 | 817 | s21 | 825 | s29 | s33
1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200
s2 | 86 | s10 | s14 | s18 | s22 | s26 | S30 | s34
1:10 | 1:40 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:40 | 1:10
s2 | s6 | s10 | s14 | s18 | S22 | s26 | S30 | s34
1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200
83 | s7 | 11 | s15 | s19 | s23 | s27 | s31 | S35
1:40 | 1:10 | 1:40 | 1:10 | 4:0 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:10
83 | s7 | 811 | s15 | s19 | s23 | s27 | s31 | S35
F | GALT | CALF ESl 1.0 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200
‘T_- s4 | S8 | s12 | S16 | s20 | S24 | s28 | s32 | S36

1:10 | 1:40 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:40 | 1:10
S4 | S8 | s12 | 816 | s20 | s24 | s28 | s32 | s36
1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200

A [CAL-A | CAL-A

B | CAL-B|CALB

C |[CAL-C|CAL-C

D |[CAL-D|CAL-D

E | CALE | CAL-E




http://www.myassays.com

Myﬁs;a}rs'" Find your assay/data analysis here.. [ S==1e) List Tools Account Profile S
!

Welcome to MyAssays,

This i= vour personal MyAs=says home page; from here you can access your bookmarked assavys, uploaded raw data and generated repor
To get started use the search tool above to find vour assay or follow our getting started guide.

The MyAssays Team

Your Recent Analyses

Promonitor@-anti- ADL Promonitor®@-anti- ADL Promonitor@-ADL Ref. Promonitor®-ADL Ref. 5080230000

Fromonitor®-anti-ADL Ref. 5090230000

Wednesday, October 16, Wednesday, Qctober 16, Wednesday, October 16,

2013, 12:06 PM 2013, 12:06 PM 2013, 12:02 PM
Promonitor®-anti-ETN Ref. 5120230000

Promonitor®-anti-IF¥ Ref. 5070230000

Fromonitor®-IF¥ Ref. 5060230000

SRR
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Measurements

Supply your measurement data; &

* aw  File

Z_REY Z.REZ 0.183 0,269 0,207 0.226 3.978 0.36% 3.704 Z.133 0.000 0.000 ﬂ
1. 857 1.550 0.leZ 0.l4s 0.147 0.140 1.157 0.144 0.6983 0.270 0.000 0.000

0,637 0.650 0.371 3.lef 0.401 4.077 3.99% 7. 804 Z.84% 0.16Z 0.000 0.000

0,395 0.360 0.12% 0,377 0.13% Z.247 1.473 0.318 0.341 0.1Z% 0.000 0.000

0.745 0.734 0.143 0.152 0.182 Z.311 1.08% 1.7Z0 0.644 0.000 0.000 0.000

0,184 0221 0,193 0,132 0.134 0,257 0.184 0.227 0.156 0.000 0.000 0.000

0.319 0,328 3.93% 1.404 Z.540 0.150 3.98%2 O0.179 3.964 0.000 0.000 O0.000

0.127 00119 0.881 0,202 0,304 00125 1.70%9 0,128 1.2%1 0.000 0.000 O0.000 j

- - B
Paste 1JiFlag Positions

Microplate
Standard Concentrations

Sample IDs
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Calibration Curve
Calibrator Conc.O0 |Wells |Raw RawO SEM BackfitO Recoveryd
(AU /mL) (Awverage) (AU /ml) Yo
@ anti-A0L CALT 200 A0 2,18 2,11 00545 = Calibrators -
A2 2,05 189 .8 94 89
@ anti-ADL CAL2 S0 B1 0776 |0777 0.0005 49 93 99 .86
B2 .77y 50,01 100
@ anti-ADL CALS 25 1 0414 |0,427 00125 24 23 96,91
2 0,439 256 .06 103 .4
@ anti-A0DL CAL4 125 O 0,21 0,226 00165 11 62 92 .94
Dz 0,243 13 57 108 B
@ anti-A0L CALS 6,25 E1 o107 [O0,112 0,005 5,75 oz
EZ2 o117 5,304 100 %2
@ anti-A0L CALE 3.13 F1 0,053 |0,081 0,00z = Calibrators -
F2 0,054 3.411 109
AFL - anti-ADL CAL Awvarage
2.5 T
-
=
1.5 /
1 /
I:l l5 /"/
—r——
O - : : i
1 10 100 1000

Anti-Adalimumab Concentration (40U mL)
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Sample Dilution {Wells [Raw |RawO Validation Result

11 (Average)

g O FC Gl |0491 D439 PC & anti-ADL CAL4 EF‘ASS

m G2 0488 |

4 O M HT 0013 (00205 MC < anti-ADL CALR EF‘ASS
e H2 |0z

Sample Dilution |Wells [Raw |Interpolatedd |Conc.O Anti-AdalimumabO |Result’ Interpretation’

45 Conc. (AU/ml} [{AU/ml) Conc. (AU/ml)
A7 . S805/23/4 1.1 |A3 (0047 |« Calibrators  |< Calibrators =35 Megative  |Megative for antibodies to ADL
E 1:10  |B3 0011 |= Calibrators |« Calibrators
el T 11 |c3 (0021 |« Calibrators < Calibeators <35  |Megative  |Negative for antibodies to ADL |
E 0 |03 001 |= Calibrators < Calibrators
5 @304 | 14 [E3 (0013 [« Calibrators |« Calibrators €35  |Megative |Megative for antibodies to ADL |
E 110 |F5 D002 |« Calibrators  |< Calibrators
sm@®Eze | 11|63 [00172 |« Calibrators |« Calibrators £35  |Megative  |Negative for antibodies to ADL |
E 1:10  [H3 0013 |« Calibrators  |= Calibrators
A ESHT (R I 2k I R I B | 1m7e 378 |Postive  |Positive for antibodies to ADL |
E 110 |B4 (0O71 (3787 37 a7
57 @3B6rsE | (N o N (TR  I| a7l #2735 |Positive  |Pasitive for antibodies to ADL |
E 110 |04 (oo 4273 4273
50 @3B624E | 14 [E4 {003 [« Calibrators |« Calibrators €35  |Megative |Megative for antibodies to ADL |
E 110 |F4 D012 |« Calibrators  |< Calibrators
I T 11 |64 [0028 |<Calibrators | Calibrators €35  |Megative  |Negative for antibodies to ADL |
F2 110 [H4 (03 |= Calibratars  |= Calibrators




Interpretace vysledku

Hladina Iéku:

*Negativni = Iék nebyl detekovan

*Slabé pozitivni = sub-terapeuticka hladina
leku

*Pozitivni = terapeuticka hladina leku
Hladina protilatek:

*Negativni= negativni pro protilatky protfi
leku

*Pozitivni = pozitivni pro protilatky



Cut-off hodnoty

e Remicade: 21,5 pg/ml (pozitivni), < 0,035 pg/ml
(negativni), 0,035-1,5 pg/ml (slabé pozitivni)

e anti remicade: < 2 AU/ml (negativni), >2 AU/ml

e Humira: = 0,8 pg/ml (pozitivni), < 0,024 pg/ml
(negativni), 0,024-0,8 pg/ml (slabé pozitivni)

e anti-humira: < 3,5 AU/ml (negativni),>3,5 AU/ml

e Enbrel: <0,035 pg/ml (negativni), 2 0,035
(pozitivni)

e anti-enbrel: < 142 AU/ml, >142 AU/ml|



Dekuji za pozornost



