Imunohistochemickeé metody

.stanoveni Ag Ci Ab

Reakce:

Ag + Ab — IK-/munokomplex i ooren
- jeden z reaktantl nese znacku:

radioaktivni (RIA)
-fluorescencni (FIA)
-enzymatickou (EIA)

-a dalsi
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ELISA (angl. zkratka enzyme-linked immuno
sorbent assay), zndma také jako EIA (angl.
zkratka enzyme immunoassay)

je analytickd metoda vyuZivand ke kvantitativnimu stanoveni riznych
antigeni/Ab.

Tato metoda ma radu variant.

Viechny jsou zaloZeny na vysoce specifické interakci antigenu a protilatky,
pricemZ na jednoho z téchto partneri je kovalentné navdazdn enzym (nejéastéi
peroxiddza nebo alkalicka fosfatdza).

Enzym katalyzuje chemickou preménu substratu, ktery je pridan do reakéni
smeési, na produkt, ktery je barevny. Stanovuje se pak spektrofotometricky (viz
chromogenni substrat), nebo na zakladé fluorescence (fluorimetrické stanoveni).
Koncentrace produktu je imérna koncentraci antigenu nebo protilatky ve
vzorku.

Dalsim spole¢nym znakem metod ELISA je zakotveni (adsorpce nebo kovalentni
navdzani) antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosi¢ (€asto povrch reakéni
nddobky nebo mikrotitracni desticky), coz usnadriuje separaci imunochemicky
navdzanych molekul.
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O substrat
© S produkt

O Q :.

Sendvicova ELISA AT

A: Standardni sendvi¢ova ELISA na zjisténi koncentrace
antigenu:

1.navdzani protilatky na dno zkumavky

2.priddni vzorku a inkubace - dochdzi ke vzniku vazby
antigen-protildtka

3.odmyti nenavdzaného antigenu

4 priddni druhé protildtky, vdzajici stejny antigen, na které
je kovalentné pripojen enzym

B.inkubace a odmyti nadbytecné protildtky s enzymem
6.pridani substrdtu a prubéh enzymem katalyzované reakce
7.zastaveni reakce a méreni

Jako sendvicovd se nazyvd proto, ze antigen je jako sendvic
mezi dvéma protilatkami.

TEST
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substrat
O produkt
O

capture ELISA f °

O
O

enzym

Ao ®
ruha protilatka

B: Obdobné Ize reakci provést na detekci protildtek ve vzorku. To
probihd obdobné, jen je v 1. kroku navdzan na zkumavku antigen a druhad
protildtka je proti hledané protildtce. Tato metoda se oznacuje jako
cature ELISA.
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EIA, IMUNOENZYMOVE
METODY

= Podstata: tyto metody pracuji take s antigenem a
protilatkou, ktere vsa stanovuy na zaklade
oznaceni Jednoho z reaktantll enzymem.

llllll

= Vyhody: ekonomictejsi (levnéjsi nez RIA), Casove
mene narocna, citlivost (napf. Ag s Mr 10 000 Ize
urcovat uz pri koncentraci 10pg/ml, 10-12 mol/I),
vysoka specifita). Jsou vhodne pro automatlzaa a
vyhodnoceni pres pocitaC, bezpecnejsi, delsi doba
expirace, lepsi kontrolovatelnost reakce
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Déleni EIA:

podle toho, zda aktivita enzymu v konjugatu
zUstane nezménéna nebo jestli se zméni,
oddelovani slozek

shomogenni EIA: katalyticka aktivita
v konjugatu (AgE,HE) ve vazbé (po vazbe)
s Ab se méni

sheterogenni EIA: katalyticka aktivita
v konjugatu s Ab se nemeéni
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Homogenni EIA ( — enzyme

immunoassay technique):

= pri této metode se nemusi oddélovat volny
reaktant od reaktantu vazaného v
v imunokomplexu — metoda ma 1 krok — je
homogenni

= enzymova aktivita konjugatu se po vazbé na Ab
mUze snizit nebo zvysit

= Princip: enzymova aktivita volného konjugatu
enzymu je jina nez aktivita komplexu konjugat-
protilatka (v pripade AgE,HE).
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= Nechame-li zreagovat smés znaméeho =«
mnozstvi enzymem znaceného haptenu
(AgE,HE) a neznamého mnozstvi
neoznaceného haptenu (Ag,H) s limitovanym
mnozstvim Ab, aktivita enzymu je primo
umerna mnozstvi konjugatu navazaneho na
protilatku.

HE. + H + Ab — HE-Ab + H-Ab

limit.mnoz. aktivita E je Umeérna
mnozstvi konjugatu navazaného na Ab
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Schéma homogenni EIA
-varianty reaktivity a nereaktivity

A)Enzymova aktivita konjugatu po vazbée
na Ab se inhibuje:

HAPTEN

= substrat se m{ze vazat
SUBSTRAT

na katalytické misto oA
enzymu a lze tuto
aktivitu merit

KATALYTICKE MISTO

E+H+ S — aktivita
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mprotilatka se navazala na
konjugat E + H. Zabranila
tak pristupu substratu ke
katalytickému mistu
enzymu. E aktivitu nelze
merit (inhibice).

PROTILATKA

EH + Ab = EH-Ab — bez aktivity
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Pridany volny H vytésni
z vazbovych mist o %

protilatky konjugat EH
a tim se uvolni - 4
katalytické misto pro

S a Enzymova aktivita
se obnovi

EH - Ab + H —» EH + H — Ab — aktivita se obnovi
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B) Enzymova aktivita konjugatu po vazbeé

na Ab se aktivuje

= substrat se nemize
navazat na katalyticke
misto enzymu, nebot’
vazbou H vznikly
v molekule enzymu také
konformacni zmény, které
znemoznuji vazbu. E
aktivita je nemeéritelna.

13_B
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EH + S — nereaktivita
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Vazbou haptenu na Ab
vznikly opét
konformacni zmeny,
které umoznuiji pristup
substratu ke
katalytickému mistu. E
aktivita je méritelna.

13_B

EH + S + Ab — aktivita se obnovi
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Dalsi vlastnoti homogenni EIA

Pouzity enzym: lysozym, malatdehydrogenaza,
glukdzo-6-fosfatdehydrogenaza.

Pouziti: na kvantitativni stanoveni predevsim
nizkomolekularnich latek (haptend), napr.
urceni koncentrace antibiotik, omamnych latek,
hypnotik, sedativ, kardiotonik, cytostatik a
hormonU jako tyrozin, trijodtyronin, kortizol aj.

Vyhoda: jednoduchost, rychlost (trva nékolik
minut) — heterogenni trva nékolik hodin.
Nevyhoda: nizsi citlivost, slozita priprava
reagenci

13_B

14



WNE— B

Heterogenni EIA

Zde se musi oddélit volny reaktant od znaceného reaktantu
vazaného v komplexu s Ab. Technika je dvoustuprnova —
heterogenni.

Zplsob oddéleni:

. precipitaci imunokomplext polyetylenglykolem
. pomoci druhé — sekundarni Ab

. nejcastéjsi: imobilizaci jedné z dvojic reaktanttl navazanim na

tuhy nosic (stena zkumavky, jamka desticky). Oddeleni volné a
vazané oznacené slozky se uskutecnuje promytim. Jde o princip
imunoadsorbentové analyzy = ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY = ELISA

Pozadované vlastnosti enzymu: mala Mr, vysoka stabilita a
enzymova aktivita, kovalentni vazba na Ab hapteny, Ag,

produkt enzymove reakce musi byt dostate&né barevny Ci jinak
detekovatelny, levny , dostupny.

Pouzivané enzymy: peroxidaza (krfenova), alkalicka fosfataza,
B-D-galaktozidaza 138 i«



Zakladni slozky systému ELISA

= Imunosorbcni povrch (pevna faze): pouziva se upraveny

%tyren ve formé mikrotitracnich desticek, kulicek,
end, pruhd. Ddlezita je vhodna polymerlzacnl teplota
a delka poI merizace. Pri prehnane vysokych sorbcnich
vlastnostech by dochazelo k navazani nezadoucich latek,
a tim ke snizeni citlivosti a specifity reakce. Pfi nizkych
sorbcnich vlastnostech by nezabezpecovalo dostatecne
souvisly a stabilni imunosorbcni povrch (nestabilita a
nespolehlivost systému vede k snizeni citlivosti a
reprodukovatelnosti). Pouziva se koncentrace 1 —
lam|krogramu/ml proteinu v karbonatovém pufru o urc.
p

Imobilizace antigenu na pevny nosic

Antigen se vaze pasivni adsorpci, proces se nazyva coating-
koutovani
Pouzivaji se desticky s plochym dnem kvdli fotometrickému

stanoveni
13 B
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Vazba proteinq je ovlivnéna: kapacitou adsorpce,
povahou proteinu, teplotou a pH vazebného roztoku,
dobou adsorpce a koncentracl vazebneho proteinu

Promyvani-ucelem je oddélit navazane a nenavazane
reagenty, promyva se 3x, nesmi vzniknout bubliny-bran
kontaktu promyvaciho roztoku s povrchem bunek

Blokovani- k eliminaci nespecifickych vazeb mezi Ero,teiny
a volnymi vazebnymi misty, blokovaci roztoky obsahuiji:
hodvé2| sérovy albumin nebo kasein, zelatina, susené mleko
at

Konjugat: specificka Ab (mono- nebo polyklonalni) s
vhodnym navazanym enzymem.Ten pak reaguje se
substratem a vytvari v pritomnosti vhodného chromogenu
dostatecné intenzivni barevnou reakci.

Zastaveni reakce: v dobg, kdy se vztah mezi enzymem,
substratem a produktem nachazi v linearni fazi silnou
kyselinou ¢i zasadou, Zptsobi denaturaci enzymdl.
Pridanim zastavovaciho roztoku se meni absorbcni

spektrum produktu
13 B
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= Substrat: pri pouziti konjugatu s peroxidazou
Lako chromogen slouzi (ortofenylén- diamin

drochlorid = OPD, kyselina aminosalicylova,
atd) ktere v prltomnostl peroxidu vodiku jako

substratu — katalyzatoru vyvolaji barevnou
reakci.

= Pristroje:; ELISA — reader je spektrofotometr
upraveny na odecitani absorbance v reakcnich
jamkach. Filtry jsou nastavene s volitelnou
vinovou delkou optimalni pro urcity ELISA
system (obvykle mezi 405 az 570 nm)
v zavislosti na typu pouzitého konjugatu a
substratovo - chromogennim roztoku.
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Hodnoceni a standardizace testl

Nesledujeme absolutni hodnotu absorbance, ale jeji prirustek k
blanku

Vzorky mlzeme testovat kvalitativnim i kvantitativnim zplisobem

Kvalitativni: je treba znat pozitivni, negativni kontroly a hranicni
hodnotu (cut off). Za pozitivni Ize povazovat hodnoty statisticky
odlisitelné od vzorku s nulovou koncentraci vysetrovaného agens.

V praxi se hranicni vzorek stanovi vysetrenim nékolika desitek
hranicnich kontrol, 1. pak se uvazuje hodnota X +3sd (x je hodnota
negativni kontroly) (sd smérodatna odchylka), 2. neg. kontrola se nasobi (V:l'slem2,1

3. Hodnoty de vlozi do grafu a vypocitaji se intervaly podle
priméru hodnot

Kvantitativni: vyuzivaji se kalibracni krivky vzorku. Vzorek je nutné
vysetrovat ve dvou nebo vice zredenich, aby bylo jisté, ze se
koncentrace Ag ve vzorku nachazi v oblasti kalibracni krivky.
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Typy ELISA:
kompetitivni ELISA pro Ag nebo hapteny

sendvicova ELISA pro Ag (kompetitivni a
nekompetltlvnl)

neprima ELISA pro Ag

sendvicova ELISA pro Ab = neprima pro Ab
ELISA pro zachyceni IgM

Pouziti:

pri prikazu neinfekcnich Ag — hormony -inzulin, a-
fetoprotein

Stanoveni autoprotilatek
Pritkaz virtl, bakterii a parazitick{/ch nakaz

Pri diagnostice onemocneni vyvolanych obtizne
ultivovatelnymi plvodci (viry hepatitidy, borrelie,
mykoplazmata atd.)
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Kompetitivni ELISA pro Ag a nebo hapteny —
stanoveni Ag
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se navaze Ab mnozstvi enzymem
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ousiranen
volnyeh
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V priibéhu inkubace
soutézi znaceny

S neoznacenym
(standardnim ci
zkoumanym) Ag. Po
promyti zUstavaji jen
Ag vazané na Ab.
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Pak se prida roztok
substratu, ktery
enzym pritomny

v imunokomplexec
h rozlozi za vzniku
barevného
produktu
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Legenda:

= Intenzita (absorbance) zbarveni roztoku
s produktem enzymové reakce se meri
spektrofotometricky. Z hodnot absorbanci
namerenych v jamkach se znamym
(standardnim) mnozstvim Ag se sestroji
analyticka cara (kalibracni krivka), pomoci které
se urci koncentrace analyzovanych roztokd Ag.

= Pouziti: na kvantitativni stanoveni nizko- i
vysokomolekularnich latek (stanoveni hormond:
tyrozin, trijoédtyrozin, prolakton, inzulin atd, Iéku:
teofylin, dioxin aj., a protein{: IgE, AFP alfa
fetoprotein, CEA cefalospor1i3nB A)

22



Sendvicova ELISA pro antigeny

< Inkubace
+
é I

promyti

Na ni se potom
navazuje znameé
nebo neznamé
mnozstvi
antigenu.
Promyti.

Na tuhou fazi
se navaze
Ab.

inkubace
promyti
S

pfidani S

Prida se volna enzymem
znacena Ab, ktera reaguje
s volnymi hapteny antigenu
imobilizovaného vazbou do
komplexu s Ab. Inkubace,
promyti, pridani S.

13_B

Prida se substrat
na detekci
enzymoveé
aktivity.
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Legenda:

= Z namérenych hodnot standardnich vzorkl se
sestroji analyticka cara (kalibracni krivka), podle
které se vyhodnoti vzorky s neznamou
koncentraci zkoumaneho Ag.

= Vyhoda: nemusi byt k dispozici znaceny Cisty Ag.
Staci jen standardni Ag treba i ve slozité smési
jinych Ag (napriklad lidské sérum). Musi v ném
vsak byt presné znamy obsah analyzovaného Ag.
Ab se mlze oznacovat enzymem vzdy tou
stejnou konjugacni reakci.

= Nutnost: obé Ab musi mit stejnou specifickost. Ag
musi mit nejménée 2 determinanty (reaguji s nim
2 moIekuIy Ab) 13 B 24



Neprima ELISA pro antigeny,

(kompetitivni),

z%fdt

Ag se navaze na
tuhou fazi a reakcni
prostor se promyje.
Pokud jde o maly Ag,
navaze se predem na
VEetsi nosic, napr.
BSA.

Inkubaca

promyti ’

m\mmz.m

Zkoumany roztok, ve
kterém se
predpoklada
pritomnost Ag, se
micha se specificky
znacenou Ab a smés
se inkubuje

s imobilizovanym-Ag.

urceni % inhibice

promyti

—>
pfidani S

Inkubace, promyti a
pridani substratu,
cimz se vyvola
barevna reakce.
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Legenda:

Rozdil namérene absorbance ve vzorku s volnym Ag a

v kontrolni jamce (bez volného Ag) urcuje mnozstvi Ag ve
zkoumaném vzorku. Je to kompetitivni ELISA, ve které o
vazbova mista Ab soutézi Ag ve zkoumaném vzorku (volny)
a Ag imobilizovany. Cim vic Ag bude ve vzorku, tim méné
Ab se mUze navazat na imobilizovany Ag a tim mensi
barevna intenzita bude v reakcnim roztoku. Nejvice
zbarveny roztok bude v kontrolni jamce, kde reakcni smes
neobsahovala volny Ag.

Modifikace: misto oznacené Ab se pouzije neoznacena Ab
(napr. kralici IgG) a imobilizované Ag se detekuji pomoci
oznaceného Ig ve funkci sekundarni Ab (napf. praseciho
IgG proti kralicimu IgG).

Ag + (sérum+Ag) +AbE + S —barevna reakce
virus + (IgG + Ag)+anti IgGE + S —barevna reakce
» Vyhoda: moznost pouziti komercné dostupné oznacené Ab.
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Sendvicova ELISA pro protilatky

Neboli nepfima ELISA na detekci Ab — slouzi na dlikaz neboli titraci Ab
specifickych pro urcity Ag. Pouziti: na titraci Ab tridy IgG + IgM.

Inkubace inkubace
2 promyti
promyti —_—
Pfidani S
Antigen se  Ppfida se I':';lrjnbat?i' Zgganfeem Prida se
neyass o zredene pFiton»; dochazi znagené enzymovy
tuhou fa2| 9 serum, ve E navazani na sekundarni substrat a zmen
promyje. kterém se i obilizovana Ab. Dromvti se intenzita
ma urcit Ag , promy barevné reakce.
ritomnost
P 13_B 27
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ELISA na zachyceni protilatek IgM

% Inkubsce

D'Olnyh

Na tuhou fazi se A tou se

navazi anti-IgM Ab Z vysetrovane
ho séra

vychyta IgM.

% Cf. P
/
inkubace Z “OS
A % pn)myn /,

Prida se roztok antigenu, ktery
se navaze na ty imobilizované
Ig, které maji pro ne specificke
vazbové misto, promyti
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Pfida se specificky znacend Ab Aplikaci substratu se vyvola

proti Ag. Inkubace, promyti I?argvn,a reakvce. Jeji intezita je
umerna mnozstvi antigenne
specifického IgM imobilizovaného
v druhém kroku metody.

V praxi pouziti: na d@kaz Ab proti nékterym virovym Ag, napt. proti viru
hepatitidy A.
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