Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay

ELISA




* Biochemicka metoda
» Detekce protilatky (Ab) nebo antigenu (Ag)

Historie:

1960 - Radioimunoassay — pouziti radioaktivhe
znacenych Ag nebo Ab

* 1966 — radioaktivita — neradioaktivni signal: ENZYM
(peroxidaza)-SUBSTRAT (3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin)
— barevna zmena = signal

« 1971 - ELISA

Vyuziti:

« Stanoveni sérovych Ab (HIV test), cytokinu...
« Potravni alergeny (mléko, orechy, vejce...)

« Toxikologie (leky, drogy...)




ELISA

* 1. IMUNOLOGICKA
REAKCE

Ag +
Ab — IK

« 2. POVRCH
(imobilizace Ag a Ab)

Biomolekuly se vazou k povrchu prostrednictvim ruznych
mechanismu. Dulezitou roli hraji chemické vlastnosti povrchu,
fyzikalni vlastnosti, pH, teplota




Medium Binding Polystyren

nemodifikovany polystyren (hydrofébni) — vazba
biomolekul pouze pasivni interakci

Imobilizace velkych molekul — biomolekuly s velkou
hydrofobni oblasti reaguijici s povrchem (>20 kDa)

High Binding Polystyren
Radiaci modifikovany polystyren — vazba biomolekul

pasivni interakci hydrofébnimi a iontovymi interakcemi

Imobilizace strednich a velkych molekul s iontovymi
skupinami nebo hydrofébnimi oblastmi — (>10 kDa)




Aminated Polystyren

* Modifikovany polystyren s pozitivné nabitymi aminovymi
skupinami — NENI hydrofobni (pouze iontovy charakter)

* Vazba malych, negativne nabitych molekul nebo molekul
s aminovymi, karboxylovymi nebo thiolovymi funkCnimi
skupinami

* Imobilizace molekul rozpustenych v detergentech (Triton
X-100, Tween 20)

Tissue Culture Treated Polystyren

* Modifikovany polystyren s hydrofilnim a negativne
nabitym povrchem

 Vazba bunék




Zakladni slozky systemu ELISA

Imunosorbcni povrch (pevna faze):

e pouziva se upraveny polystyren ve forme mikrotitracnich
destiCek, kulicek, hfebenu, pruhu. Dulezita je vhodna
polymerizacni teplota a délka polymerizace. Pri
prehnane vysokych sorpchnich vlastnostech by dochazelo
K navazani nezadoucich latek, a tim ke snizeni citlivosti
a specifity reakce. Nizke sorpcCni vlastnosti by
nezabezpecovaly dostatecne souvisly a stabilni
imunosorpcni povrch (nestabilita a nespolehlivost
systému vede ke snizeni citlivosti a reprodukovatelnosti).




Konjugat:

» specificka Ab (mono- nebo polyklonalni) navazana na
enzym tak, aby nebyla poruSena puvodni schopnost Ab
vazat se na Ag. Lze pouzit enzym, ktery po reakci se
substratem vytvari v pritomnosti vhodneho chromogenu
dostatecné intenzivni reakci (nejvhodnejsi enzymy: HRP
— kfenova peroxidaza a ALP)




Vlastnosti enzymu

Mala reaktivni hmotnost
Vysoka stabilita a enzymova aktivita
Kovalentni vazba na Ab a Ag

Produkt enzymove reakce musi byt barevny Ci jinak
detekovatelny




Substrat:

* Pri pouziti konjugatu s HRP jako chromogen slouzi
ortofenylén-diamin hydrochlorid = OPD, ktery v
pritomnosti peroxidu vodiku jako substratu (katalyzatoru)
vyvola barevnou reakci.




Pristroje:

« ELISA reader = spektrofotometr upraveny na odecitani
absorbance v reakcnich jamkach. Filtry jsou nastavené s
volitelnou vinovou délkou optimalni pro urcCity ELISA
system (405 — 670 nm) v zavislosti na typu pouziteho
konjugatu a substratovo-chromonenniho roztoku.




TYPY ELISA
« NEPRIMA ELISA PRO Ag (kompetitivni)

Ag se navaze na tuhou fazi a reakCni prostor se promyje. Pokud je Ag
maly, navaze se predem na vétsi nosicC (napfi. BSA)

Zkoumany roztok, ve kterém se predpoklada pritomnost Ag, se micha
se specificky znaCenou Ab a smés se inkubuje s imobilizovanym Ag

Inkubace, promyti a pfidani substratu, Cimz se vyvola barevna reakce

-urcuje mnozstvi Ag ve zkoumanem vzorku — 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 mensSi barevna intenzita bude v reakCnim
roztoku. Nejvice zbarveny roztok bude v kontrolni jamce, kde
reakCni smes neobsahovala volny Ag.
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COAT PLATES WITH
RINDERFPEST ANTIGEN

Incubate at 37°C
for 1 hour

WASH

ADD TEST SERUM
FOLLOWED BY
ANTI-RINDERPEST
MONOCLONAL Ab

Incubate at 37°C
for 1 hour

TEST Ab AND MAb
COMPETE FOR Ag

WASH

ADD ANTI-MOUSE HRPO CONJUGATE

Incubate 37°C 1 hour, wash, add substrate/chromogen
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POSITIVE TEST SERUM
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TEST ANTIBODY BINDS TO ANTIGEN

DETECTING Ab (MAD)
CANNOT BIND
CONJUGATE [ANTI-MOUSE)
CANNOT BIND

NO ENZYME PRESENT

NO COLOUR

\/

NEGATIVE TEST SERUM

TEST ANTIBODY DOES NOT BIND

DETECTING Ab (MAD)
BINDS TO ANTIGEN

CONJUGATE (ANTI-MOUSE)

BINDS
ENZYME PRESENT

COLOUR




SENDVICOVA ELISA PRO Ag

Na tuhou fazi se navaze Ab

Na ni se potom navazuje znameé nebo neznamé mnozstvi Ag a promyje se to.
Prida se enzymem znacena volna Ab, ktera reaguje s volnymi Ag
imobilizovanymi vazbou do komplexu s Ab. Prida se substrat na detekci
enzymove aktivity.

Z namérenych hodnost standardnich vzorku se sestroji kalibraéni kfivka, podle
které se vyhodnoti vzorky s neznamou koncentraci zkoumaného Ag.

- Je nezbytné nutné, aby obé Ab mély stejnou specifitu a Ag musi mit nejméné 2
determinanty, protoze s nim reaguji 2 molekuly Ab
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» KOMPETITIVNI ELISA PRO Ag A
HAPTENY — STANOVENI Ag

Na tuhou latku se navaze Ab specificka pro Ag, ktery se
ma stanovit. Pak se prida zname mnozstvi enzymem
znaceného Ag (AgE) a bud znamé mnozstvi nebo
analyzovane mnozstvi neoznaceneho Ag. V prubehu
inkubabce soutezi znaceny AgE s neoznacenym Ag a po
promyti zustavaji jen Ag vazané na Ab. Pak se prida
substrat, ktery rozlozi enzym pritomny v IK za vniku
barevneho produktu.

-intenzita zbarveni roztoku s produktem enzymové reakce
se meri spektrofotometricky. Sestroji se kalibracni krivka
Zz hodnot znameho mnozstvi Ag a urcCi se podle ni
koncentrace analyzovaného Ag ve vzorku.

-pouziti: kvanitativni stanoveni nizkomolekularnich latek
(hormonu, proteinu, leku)




« SENDVICOVA ELISA PRO Ab =
NEPRIMA ELISA PRO DETEKCI Ab

Ag se navaze na tuhou fazi a promyje. Prida se zredeneée
serum, ve kterem se ma urcit pritomnost Ab. Nasleduje
iInkubace a promyti, dochazi pri tom k navazani na
Imobilizovane Ag. Prida se enzymem znacena
sekundarni Ab (AbE) a promyje se to. Prida se substrat
a zmeri se intenzita barevne reakce.

-slouzi na dukaz specifickych Ab (IgG a IgM) pro urcity Ag.




Praktickeé cviceni

Stanoveni mysiho IL-6 v mediu

1000 | 1000 | 1A 2 3 5 6 7 9 10 11 12
500. | 500 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
250 |250 23 24 25 26 27 29 30 31 33 34
125 | 125. 35 37 38 39 41 42 43 45 46 47
62,5 (62,5 | 1B 2 3 5 6 7 9 10 11 12
31,3 | 31,3 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
15,6 [ 15,6 23 24 25 26 27 29 30 31 33 34
0 0 35 37 38 39 41 42 43 45 46 47




Protokol:

« Zpracovani vysledku:

Sestrojit kalibracni kfivku — rovnici kalibracni krivky a hodnotu
spolehlivosti

Vypocitat koncentraci IL-6 z rovnice kalibracni krivky pro kazdy vzorek

Sestrojit graf

Zaver




