EL IS

Enzyme-linked immunosorbent assay

David Zeman




EI.ISA — historie

prvni neizotopova varianta imunoanalyzy

* E. Engvallov4, P. Perlmann (Svédsko) 1971: Enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA). Quantitative assay of immunoglobulin G. Immunochenzistry 8:
- 871-874. Pozn.: stené jako R. Yalowovd a S. A. Berson v pripadé RLA (1959) si
princip nedali patentovat (vyznamné historické memento, ejména pro dnesni dobu!)

* S. Avraemas, B. Guilbert (Francie) 1971: A method for quantitative
determination of cellular immunoglobulins by enzyme-labeled antibodies.

Eur | Immunol 1: 394-396.




ELISA — charakteristika, varianty

Heterogenn{ imunoanalyticka metoda

Jeden z imunoreaktantt je zakotveny na pevnou fazi (immunosorbent), zpravidla stény
jamek mikrotitracni desticky (96 jamek — fadky A-H, sloupce 1-12)

Jeden z imunoreaktantt je znaceny enzymem (Enzyme-linked)
V poslednim reakénim kroku je pfidan substrat pro pfislusny enzym
Koncentrace analytu je umérna mnozstvi vzniklého produktu, ktery poskytuje signal

Sendvicova (nejcastéji, nejnizsi detekeni limit; typicky pfima uméra mezi koncentraci analytu
a signalem)

Kompetitivni (pfima/nepfima; typicky nepfima iméra mezi koncentraci analytu a signdlem)




potah desticky
protilatkou/
antigenem
(0,25 - 10 mg/L)
inkubace 12 - 24
hod pfi 2 - 8°C
I

promyv (1-2krat)

I
blokovani volnych
vazebnych mist
30 min - 2 hod

I

promyv (3-4krat)

aplikace zastavovaciho
roztoku

aplikace substratu
(inkubace 10 - 30 min)

promyv (3-Skrat)

protilatky |
(inkubace 30 - 60 min) |

A .
aplikace znatené |

potah desticky
protilatkou/
antigenem
(0,25 - 10 mg/L)
inkubace 12 - 24
hod pri 2 -
I

promyv (1-2krat)

blokovani volnych
vazebnych mist
30 min - 2 hod

I ;

aplikace zastavovaciho
roztoku
aplikace substratu
omyv (3-5krét) [~ (inkubace 10 - 30 min)




* Priiklad: experimentalni detekce protilatek proti natalizumabu
— ,,bridging assay* (2 rizné koncentrace)

* Potah desticky: natalizumab (humanizovana IgG4 protilatka
proti a4-podjednotce integrinti «a431 a a437) v karbonat-
bikarbonatovém pufru, pH 9,6

* Aplikace vzorku pacientskych sér jednak nativnich, jednak
pfedinkubovanych s natalizumabem

* Aplikace biotinylovaného natalizumabu
* Aplikace streptavidinu s navazanou HRP
* Substrat: TMB, stop: 1M H,SO,

* Vzorky obsahujici protilatky proti natalizumabu vykazuji
pozitivitu (B1, B2 a B7, B8; D3, D4 a D9, D10; F5, F6 a
F11, F12); predinkubované vzorky jsou negativni




Amplifikace signalu: systém biotin-(strept)avidin

Protilatka znacena biotinem (M.h. 244 Da) Ize snadno konjugovat s proteiny v misté jejich volnych
aminoskupin); na jednu molekulu protilatky se muze vazat nékolik molekul biotinu — amplifikace signalu

Konjugat avidin (M.h. 68 kDa)-HRP nebo streptavidin-HRP

Interakce (nekovalentni) avidinu s biotinem je velmi silna (K; = 10-!°> mol/L)

1 molekula avidinu (streptavidinu) obsahuje 4 vazebna mista pro molekulu biotinu

Vajecny avidin je glykoprotein o pI 10,5 — cave nespecifické elektrostatické interakce
Streptavidin (ze Streptomyces avidinii) — pI v neutralni oblasti, neobsahuje sacharid

Neutralni avidin — ¢astecné odstranéni sacharida a snizeni pI — redukce nespecifickych vazeb

Blizsi informace viz katalogy produktt, napft. firma Vector Laboratories,
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Roztoky pro ELISA testy

=5 paninasy prmbem,

e
PouZiti roztoku Nazev roztoku sloZeni R

Potah desticky PBS pH 7,4 Na(Cl 8,0 g; KH,PO, 0,2 g; Na,HPO, 1,1 g; :
KCl10,2¢g; H,Oad 1L
- Na-karbonatovy pufr, pH 9,6 Na,CO; 1,6 g; NaHCO; 24 g; H,Oad 1 L -
0,1M bikarbonatovy pufr, pH 9,6 NaHCO; 8,4 g; H,0ad 1 L
Promyvani PBS/Tween 20 0,05%, pH 7,4 Tween 20 0,5 ml; PBSad 1 L

Fyziologicky roztok/Tween 20 0,1%, pH 7,5  NaCl 9,0 g; Tween 20 1,0 mI; H,O ad 1 L

Blokovani volnych vazebnych PBS/BSA 2%, pH 7,4
mist

BSA 2g; PBS ad 100 mL
PBS/kasein 0,1%, pH 7,4

PBS/susené mléko 2%, pH 7,4

Kasein 0,1 g; PBS ad 100 mL
Susené mléko 2 g; PBS ad 100 mLL




Kfenova

EC1.11.1.7

- Alkalicka

fostatasa (ALP)
EC 3.1.3.1

B-galaktosidasa
EC3.2.1.23

Glukosaoxidasa
EC1.1.34

peroxidasa (HRP)

86 (druhova
odliSnost — 58
/garnit/ az 140
/skot/

4654

(homotetramer)

160

4.7

Enzymy a substraty

Enzym M.h. (kDa) substrat Detekéni limit pro
optlmum enzym (mol/L)

H,0,/ABTS (¢) 101
H,0,/0PD (c) 1014
H,0,/TMB (c)  2:105
H,0,/HPPA (f) 101
pNPP (c) 21013
MUP () 2101
oNPG (c)

MUG (f)

DetekEni limit pro enzymem
znaceny IgG (pg/L)

16,0
2,0
0,3
0,3
43,0
0,5

350,0
1,0

S peroxidasou sprazena reakce; pfidavek glukosy, peroxidasy a substrat pro

peroxidasu

(c) = chromogenni, (f) = fluorogenn{ substrat. ABTS = 2,2"-azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat; HPPA = kyselina 3-(p-
__ hydroxyfenyl)propionova; MUG = 4-methylumbelliferyl-3-D-galaktopyranosid; MUP = 4-methylumbelliferylfosfat, oONPG = ¢-nitrofenyl-3-D-
s galaktopyranosid; oPD = ¢-fenylendiamin, pNPP = p-nitrofenylfostat; TMB = 3,37,5,5 -tetramethylbenzidin
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Substrat — zastavovaci roztok - méfeni

Substrat Stop roztok Vlnova délka méfeni

ABTS 1M kyselina citrénova + 0,05% 405 nm
NaN;,
oPD 2,5M H,SO, 490 nm
TMB 2,0M H,SO, 370 nm (bez stop roztoku)
450 nm (po zastaveni reakce)
pNPP 3M NaOH 405 nm
oNPG 1M Na,COj4 405 nm




Nelinearni kalibrace

* Zavislost koncentrace stanovované latky na signalu ziskaném v ELISA testu
(zpravidla optické denzité) NENI linearni

* V kazdé analytické séri1 je nutné zaradit n¢kolik standardt (nejméne 4)

* Existuje nckolik modelt kalibracni zavislosti:

- point-to-point: jednotlivé body kalibracni kfivky jsou propojeny tseckami
- 4-parametrova (popf. 5-parametrova) — sigmoida

- kvadraticka funkce

- kubicka funkce




Nelinearni kalibrace — kvadraticky polynom, kubicky polynom
a 4-parametrova logisticka funkce

e OD=a+b-conc+ c-conc?

e OD=a+b:conc+c-conc?+d-conc?

a—d

[1+(conc/c)b] +d

* 0D =

V polynomech jsou 4, b, ¢ a d koeficienty.

Ve 4-parametrovém modelu je @ dolni asymptota, / smérnice v inflexnim bodg, ¢
koncentrace v inflexnim bodé¢ a 4 horni asymptota.

OD je opticka denzita, conc je koncentrace analytu.




Zjednodusené schéma ELISA testa pro detekci volnych lehkych fetézcua
typu kappa (§kLC): neprima kompetitivni (vlevo); sendvicova (vpravo)

Primarn{ MAb
s navazanym Ag ze
o B A o * * “

o 2
|_/A<_AA | | ‘éég

A | Antigen (B]) biotin

streptavidin

Primarni anti-fk.C MAb

Sek. Anti-Mo Ig Ab * IRD

Sek. Anti-Hu (F+b)kL.C Ab




Priklad kalibrace
(neptfima kompetitivni ELISA pro stanoveni fkLLC)

* Kalibrator ¢. 1 o koncentraci 2,56 mg/L a dale fedén{ dvojkovou fadou az k 0,01 mg/L
(popt. 0,005 mg/L)
* 9- (10-)bodova sigmoidni kalibracni kfivka za pouziti rovnice
A = C + [(D-C)/(1+e 2@+B*))]
A ... absorbance pfi 492 nm (proti referencni vlnové délce 620 nm)
CaD ... dolnf a horni asymptota kalibracni kfivky
o... posun linearn{ ¢asti kalibracni kfivky v systému soufadnic
B ... smérnice linearnf ¢asti kalibraénf kfivky
X ... log koncentrace fxI.C (ug/L)

Koncentrace pocitany z rovnice kalibra¢ni kfivky po vyjadfeni x pomoci programu Microsoft Excel










Amplifikovana metoda (mg/l)

Regresni prfimka: y = 1,0552x-0,1464
R”*2=0,9911

6 8 10
Standardni metoda (mg/l)

S

12




Analytické charakteristiky metody:

150 a detekceni limit

(n = 14) Primér | SD Rozmezi

(mg/l) | (mg/l) (mg/l)

150 0,133 | 0,024 | 0,095 - 0,169

Detekéni limit = | 0,024 | 0,008 | 0,012 — 0,041
D — 0,1*(D-C)




Vazebné kfivka - free kappa, M 20 ng/ml Vazebna kfivka - free kappa, M 10 ng/mi, biotin-SA
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Dalsi priklady vyuZiti ELISA testa
Stanoveni IFNy v plazmé po stimulaci krevnich bunék vybranym antigenem (,,koncovka“
IGRA testt)

IGRA 15092022.mp! IGRA vzor.pro 09/15/2022 19:51 odp.
Title Quan-T-Cell ELISA EQ 6841-9601
Protocol IGRA vzor.pro
Date/Time 09/15/2022 19:50:58
Technician
Plate ID
Unit .
Reader Setup Endpoint Dual 450.0 - 595.0nm Mix off Temp **.*
Reader Model #  iMark
Reader Serial # 15818
Reader Version# 1.04.02.E Build 00
Comments

Using Standard Data Set from Current Experiment.
A-Paramm Fit: Y=(A-D)/(1+(X/C)"B)}+D
/50/80%: 182147,511/ 839723,554 / 3871234,068 Y = 263,694 /659,201 / 1054,708
A 0,023 (+/-0,006), B: 0,907 (+/-0,082), C: 839723,554 (+/-147874275,814), D: 1318,380 (+/-209599,687)
chi2=0,000, RMS=0,015, r*2=1,000

Standards Report:
sta# Cone (IUIL)

0.01
125
40

Sample Report:
Sample ID Conc (IUIL) 8D (Conc)

801 X 3,961 JI)/\,PN/()
ooz : : T 2 4T
4,187

%J )
0972 J
0,223 4'//4( )
2,421 42-70(
2421 12 Aol )
2200 MOK
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Stanoveni adiponektinu v séru
kit firmy Biol endor

* Kalibra¢ni rozsah 1 — 150 ug/L —
. obvykle se aplikuji kalibratory 2, 5,

=S|

10,20, 50 a 100 s (1

* Pridan{ kalibratoru 150 pg/L muze ¥
mit za nasledek horsi presnost
stanoveni v oblasti vysokych | /
koncentraci (kftvka je zde plocha, oo

mala zména OD odpovida velké R,
zmeéne koncentrace)




Stanoveni adiponektinu v séru
kit firmy Biol endor

v ptipadeé OD nejvyssiho kalibratoru/vzorka nad 3,5 provedeme nové méfeni pti 415 nm (vpravo)




Stanoveni pNfH v séru

,hs“ (,high sensitivity®) kit firmy Euroimmun

6-bodova kalibrac¢ni kfivka S

,nulovému kalibratoru ?égm ‘ —
narbitrarne® pfifazena zanedbatelna at

koncentrace (0,1 ng/L) vzhledem k ;

logaritmické ose koncentraci : .

Rozsah 20 — 1000 ng/L

Mez detekce kolem 4 ng/1.
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MRYZ. reakce

detekce specifickych IgG protilatek proti viram spalnicek (measles), zardének (tubella) a
varicella zoster v likvoru a séru s vypoctem intrathekalni syntézy — vyznam pro podporu

diagndzy roztrousené sklerézy

BRE/FEE 1Y HPIS

L] YiueelLs

J




MRZ reakce — kit firmy Virotech, kalibrac¢ni krivka modifikovana

pridavkem 5. kalibratoru
- s pouzitim ptivodni ¢tytbodové kiivky fada vzorki neméfitelné nizkych, zejm. u anti-measles IgG
- OD 4xtedéného nejnizsiho kalibratoru > 10 x(OD blanku + 3 SD) — ovéteno opakované pro vSechny
pouzivané kity (measles, rubella, VZV, EBV)
- arb.j. zndsobeny x10 (vzhledem k logaritmické ose koncentraci)

Pl
»

.\M-14 5 14 DAT Printed on 5/14/2014 at 12:13:50 PM
Plate ID: M-14.5.14 ~ Measles _
OD Versus Concentration

2.000

o B P S

1.000

0500 /./
e

oD
2.500

0000 @ |

0500 S N NS [

1.000 3162 10.000 31.623 100.000 316.228 1000.000 3162.278

Concentration (arbj)



MRZ reakce — kit firmy Euroimmun
6-bodova kalibracni kfivka

M 3. 3.2002
_ (kalibracni kfivka tohoto testu vlevo),

T zardének a VZV ve vzorcich likvort fedénych
- 1/2 a sér fedénych 1/404; srovnanim pomeéru
gb . (arbitrarnich) koncentraci specifickych

% protilatek proti danému viru v likvoru a séru s
/ pomeérem koncentraci (v mg/L) celkovych

IgG protilatek v likvoru a séru ziskame tzv.

,protilatkovy index* (antibody index, Al):

Af = Qspec.IgG/

chlk.IgG

20
2
i

" =) Stanoveni IgG protilatek proti viru spalnicek
J/
4




ELISA - instrumentace —

promyvacka ELISA reader iMark (Bio-Rad)




Automatizace: ELISA analyzator DSX (Dynex)




