IMUNOENZYMOVE METODY
EIA



RIA

v zdravotni riziko

v kratky poloc¢as rozpadu izotopl

v nakladné zarizeni na méreni radioaktivity

EIA

v misto radioaktivity se méri enzymova aktivita

v neni zdravotni riziko

v neni nutné nakladné pristrojové vybaveni

v reagencie jsou obvykle stalé

v metoda je levnéjsi

v mensi ¢asova naro¢nost

v stejna citlivost jako RIA
antigen s M, 10 000 Ize stanovit jiz pri koncentraci
10 pg/ml

v je mozna automatizace
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TYPY EIA

ktery reaktant se ma stanovit (Ab nebo Ag)

ktery reaktant je znaceny

podle charakteru reakce (kompetice nebo nekompetice)
podle toho jestli je treba oddéelit volny oznaceny
reaktant od vazaného v imunokomplexu



Rozdéleni EIA

podle toho, zda aktivita enzymu
v konjugatu ziistane nezménéna nebo se méni:

< Homogenni EIA
katalyticka aktivita se meni

“* Heterogenni EIA
katalyticka aktivita
enzymu v konjugatu se nemeni



HOMOGENNI EIA

aktivita enzymu, ktery byl konjugovan haptenem
nebo antigenem,se po vazbé na protilatku méni

Provedeni:
Necha se reagovat znamé mnozstvi oznaceného

hapténu (antigenu) s limitovanym mnozstvim Ab.
Aktivita enzymu je pfimo umérna mnozstvi
konjugatu navazaného na protilatku.

Vyhoda: neni treba separace

anglicky: EMIT (enzyme multiplied immunoassay technique)



Enzymova aktivita konjugatu se po vazbé na protilatku
muize snizovat nebo zvySovat.

¢ shizeni enzymové aktivity
inhibice aktivity enzymu v konjugatu po navazani Ab
enzym-hapten ma aktivitu a rozklada substrat
za vzniku produktu:
EH+S = P
Kdyz pridame protilatku vznikne komplex, ktery nema
enzymovou aktivitu:
EH + Ab = EH-Ab
EH-Ab+S =—»> zadnyP

mnozstvi pridaného hapténu je primo umerné obnovené
enzymoveé aktivité



Pro volny haptén ma protilatka vyssi afinitu, a proto H
vytésnuje z vazebnych mist konjugat EH (kompetice).

EH-Ab+H - EH + H-Ab (aktivita se obnovi)
mnozstvi pridaného hapténu je primo umerné obnovené
enzymoveé aktivite.

ENZYMY PRO ZNACENI HAPTENU

lysozym (EC 3.2.1.17)

malatdehydrogenasa (EC 1.1.1.37)
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (EC 1.1.1.49)



- Inhibice enzymové aktivity je zpusobena konformacnimi
zmeénami, které zpusobuje protilatka v okoli aktivniho
mista enzymu (lysozymu)

lysozym ma na 97 pozici jeden ze 6 zbytkl e-aminoskupiny, na kterou
se kovalentné vaze haptén. Haptén se navaze v blizkosti
katalytického mista, Ab ovlivhuje prostorove usporadani

- Inhibice enzymové aktivity je zpusobena znemoznénim
konformacnim zmén nevyhnutelnych pro vazbu substratu
(malatdehydrogenasa a glukoso-6-fosfatdehydrogenasa)

haptény se nevazi do blizkosti katalytického mista, vazba Ab

znemoznuje vznik konformacnych zmen, které indukuji substrat téesné
pred navazanim se na enzym.

ojedinély zpusob, napf. pro stanoveni tyroxinu



Pouziti homogenni EIA

v kvantitativni stanoveni nizkomolekularnich latek —haptény

v byly vSak popsany i stanoveni vysokomolekularnich latek

v koncentrace léku (antibiotika, omamné latky, hypnotika,
sedativa, cytostatika, kardiotonika)

v koncentrace hormontu (tyroxin, trijodtyroxin, kortizol,

estriol)
v kontrola hladin Iéki a hormonl — monitorovani

digoxin pri léceni srdecni nedostatecnosti uzky rozsah hladin
prekroceni hladiny — toxické ucinky
hledani spravné davky pro pacienta



Vyhody homogenni EIA:
vjednoduchost

v'rychlost (nékolik minut)
vautomatizace — jednoducha

Nevyhody homogenni EIA

v'nizsi citlivost nez heterogenni EIA
v'slozita priprava reagencii



HETEROGENNI EIA

<+ oddéleni volného zna€eného reaktantu od znaceného
reaktantu vazaného v komplexu s protilatkou.
< aktivita znaceného enzymu se nemeéni

Zpusoby oddéleni
v klasickou precipitaci imunokomplexu v polyethylenglykolu
v pomoci druhé sekundarni protilatky (jako RIA).
v jeden z reaktantli navazan na tuhy nosic
(stena zkumavky nebo jamky mikrotitr. dest.)
oddéleni promytim nebo centrifugaci

Jde o princip imunoadsorbentu = enzymova imunoadsorb¢ni
analyza (enzyme-linked immunosorbent assay) ELISA



Pozadavky kladené na enzym (znacCku):

mala relativni molekulova hmotnost

vysoka stabilita

vysoka enzymova aktivita

schopnost vazat se na protilatky a ruzné funkéni
skupiny antigenu

produkt enzymové reakce musi byt barevny nebo
detekovatelny

enzym musi byt snadno dostupny a levny

L O 0000



Nejcastéji pouzivané enzymy:

o

+ krenova peroxidasa (EC 1.11.1.7)
+ alkalicka fosfatasa (EC 3.1.3.1)

+ B-D-galaktosidasa (EC 3.2.1.23)
glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4)

o

o

4

.
*

Typy ELISA:

= kompetitivni ELISA pro antigeny a hapteny

= sendvicova ELISA pro antigeny (nekompetitivni nebo
kompetitivni)

= neprima ELISA pro antigeny

= sendvicova ELISA pro protilatky

= ELISA na zachyceni IgM



substraty pro peroxidasu

3, 3", 5, 5-tetramethylbenzidin

2,2 -azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat) - ABTS
o-fenylendiamin

o-dianisidin

o-toluidin

substraty pro alkalickou fosfatasu

4-nitrofenylfosfat



Kompetitivni ELISA pro antigeny a hapteny
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Princip:

v'na tuhou fazi se navaze protilatka specificka pro antigen

v prida se znamé mnozstvi enzymem oznaceného antigenu

v’a znamé mnozstvi (standard) neznaceného antigenu
nebo neznamé mnozstvi neznaceneho antigenu (vzorek).

v'znaéeny antigen soutézi se standardnim nebo neznamym
neznacenym antigenem.

v'po skonceni inkubace se jamka promyje tlumivym roztokem,
(odstrani se volné reaktanty)

v'zlistanou jen znaéené a neznacené antigeny navazané
na imobilizované protilatky.

v prida se roztok substratu



Vyhodnoceni:

v'¢im vic bylo v reakéni smési neznaceného
antigenu, tim méne je oznaceneho antigenu v komplexu
s protilatkou.

v'intenzita zbarveného produktu se méri spektrofotometry
pro ELISA techniky (reader),

Pouziti:
kvantitativni stanoveni nizkomolekularnich latek,

Stanoveni: hormonu (tyroxin, trijodtyroxin, prolaktin,
Inzulin, kortizol aj.)
léku (theofilin, digitoxin, digoxin)
proteinu (IgE, CEA)

CEA - karcinoembryonalni antigen



Sendvicova ELISA pro antigeny

Oxo P

T - ’ A+ Ab, ’
=< s = >0 :
¢ ] INKUBACIA ’
’ ’6 . i ¢ &F
; INKUBACIA § PREMYTIE [
=+ E = 5 : %
’ PREMYTIE ¢ PRIDANIE ¢
p / SUBSTRATL [/
/‘< ﬁ% >:E 5:{\(}%&’
/ 1 No~ i B
PROTILATKA  STANDARDMY PRIDANIE DE TEKCIA
V TUHEJ ALEBO SKUMANY OZNACENE.J FAREBNEJ

FAZE ANTIGEN PROTILATKY RE AKCIE



{Z Sendvic¢ova ELISA pro antigeny
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Princip:

v'na tuhou fazi se opét navaze protilatka

v’'na ni se navazuji znamé (standardy) nebo neznamé
(vzorky) mnozstvi antigenu

v'po promyti se prida volna enzymem znacena protilatka,
(reaguje z druhé strany s volnymi determinantami
antigenu navazaného v komplexu)

v'reakcni prostor se opét promyje

v prida se substrat na detekci enzymové aktivity.



Antigeny:
v'nemusi byt k dispozici znaceny cCisty antigen,
ale musi byt znamy obsah antigenu.
Protilatky:
v’ pouzité sérum musi mit vysoky titr prisné monospecifickych
protilatek.
v'doporucuje se imobilizovat na tuhou fazi protilatku jiného
izotypu nez je volna oznacena protilatka.
v obé protilatky musi mit stejnou specifiénost
v'antigeny musi mit nejméné dvé determinanty
Nejvhodneéjsi: makromolekuloveé antigeny
(HBsAg, IgE, CEA, feritin)
jejichz priprava v ciste forme je slozita
HBsAg — povrchovy antigen viru hepatitidy B
CEA - karcinoembryonalni antigen



OBMENA:Dvojita senviéova ELISA

Misto druheé oznacené protilatky se pouzije neoznacena
protilatka a vznikly komplex (Ab,-Ag-Ab,) se detekuje
znacenym antimonoglobulinem (antiizotypova protilatka Ab,

Vyhodou je moznost pouzit jednu komercne dostupnou
protilatku, ktera umoznuje kvantitativni stanoveni ruznych
antigenu.

Nevyhoda: prodlouzeni casu analyzy
vetsi moznost nespecifickych reakci



ANTIGEN
V TUHEJ

FAZE

Neprima ELISA pro antigeny
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Princip:

v'antigen se navaze na tuhou fazi
(pokud se jedna o maly antigen, musi se predem navazat
vetsi nosic BSA)

v'zkoumany roztok antigenu se smicha se specifickou
znacenou protilatkou a smes se inkubuje s imobilizovanym
antigenem.

v'v kontrolni jamce se inkubuje smés, ktera neobsahuje
antigen.

v'po skonceni inkubace se reakéni jamky promyji
v prida se substrat

Vyhodnoceni: rozdil namérené absorbance ve vzorku
s volnym antigenem a v kontrolni jamce urcuje mnozstvi
antigenu ve vzorku.

Je to kompetitivnhi metoda, v které o vazebné misto
protilatky soutezi antigen imobilizovany a antigen ve vzorku



Plati:

< Cim vic antigenu bude ve vzorku, tim méné protilatky
se muze navazat na imobilizovany antigen a tim mensi
je intenzita zbarveni v reakénim vzorku.

“* nejvice zbarveny bude roztok v kontrolni jamce.

Modifikace:

Misto oznacené protilatky se pouzije neoznacena
protilatka (napr. ve formeé krali¢iho IgG) a imobilizovaneé
imunokomplexy se detekuji pomoci znaceného
antiimunoglobulinu ve formé sekundarni protilatky
(napr. praseci IgG proti kralicimu IgG)

Vyhodou této modifikace je moznost pouzit komercne
dostupné znacené protilatky.



Senvicova ELISA pro protilatky
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Sendvicova ELISA pro protilatky
(neprima ELISA na detekci protilatek)

Princip:
v antigen se navaze na tuhou fazi
v’ prida se zredéné sérum (v kterém se ma

urcit pritomnost protilatek)
v' po inkubaci se jamky promyji
v’ prida se enzymem znacena sekundarni protilatka
v opét se promyje
v’ prida se enzymovy substrat
Vyuziti: dukaz protilatek proti HIV-1, jednomu z viru
vyvolavajici syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti AIDS.
Lze stanovit v case kratsim jak 3 hodiny.
Metoda se vyuziva v diagnostickych soupravach
na dukaz pritomnosti protilatek proti riznym puvodcium
infek€niho onemocneni.



Diagnostické soupravy tohoto typu obsahuiji:
v'virovy, bakteriovy nebo parazitni antigen
(vetsinou imobilizovany na tuhé fazi)
v kontrolni pozitivni a negativni sérum
v’ pfi vlastnim stanoveni se porovnava testované sérum
s obéma kontrolnimi séry.
Modifikace: dvojita sendvicova ELISA
(stejny princip jako pri dvojité sendvicové ELISA pro
antigeny).
Je citlivéjsi jako jednoducha sendvicova ELISA ,ale
na druhé strané je méné specificka.



SENDVICOVA ELISA PRO PROTILATKY

PRANSTICCT

Pipetovani antigenu a protilatky
do desticky s imobilizovanym
antigenem

1. inkubace

. Odstranéni nenavazanych slozek
pomoci promyvacky




Pipetovani sekundarni protilatky
znacené enzymem a nasledna
druha inkubace.

Po odstranéni nenavazanych
slozek pipetovani substratu

pro enzym.

Enzymova reakce a jeji
zastaveni kyselinou sirovou



Meéreni absorbance pomoci fotometru (ELISA-reader
pro automatické méreni absorbance v mikrotitracnich
destickach
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ELISA na zachyceni protilatek igM (IgM-capture)
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Princip:
v'na tuhou fazi se nejprve navaze anti-lgM
protilatka, ktera z vysetrovaného séra vychyta vsechny
IgM.
v'po promyti se prida antigen
(navaze na IgM, které pro nej maji specifické misto)
v'po promyti se prida specificky oznacena protilatka
proti antigenu.
v'po inkubaci a promyti se prida substrat

Vyuziti: na dukaz protilatek proti nékterym virovym
antigenum, napf. proti viru hepatitidy A



