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Techniki immunoenzymatycznego oznaczania poziomu hormonéw (EIA)
Wstep:

Test ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), czyli test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme
Immunoassay - EIA) jest obecnie szeroko rozpowszechnionym w diagnostyce laboratoryjnej i
badaniach naukowych testem polegajgcym na wykrywaniu okreslonych biatek w badanym materiale
(np. surowica krwi, ptyny ustrojowe, mocz, medium po hodowli komérkowej, homogenaty tkankowe)
przy uzyciu przeciwciat poliklonalnych lub monoklonalnych skoniugowanych z odpowiednim
enzymem.

Ogodlna zasada testu ELISA:
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HRP - peroksydaza chrzanowa
TMB - tetrametylobenzydyna

Rysunek 1. Ogdlna zasada testu ELISA (R&D System Inc., zmodyfikowane)
Testy ELISA standardowo wykonywane sg na polistyrenowych ptytkach 96-dotkowych.
1 etap - optaszczanie ptytki odpowiednim antygenem lub przeciwciatem.

2 etap - blokowanie wolnych miejsc za pomoca roztworu owoalbuminy lub odttuszczonego mleka w
celu zapobiegania nieselektywnego wigzania biatek do fazy state;j.

3 etap- taczenie antygenu ze specyficznym przeciwciatem (reakcja antygen-przeciwciato) uwidacznia
reakcja barwna, powstajgca dzieki odpowiednim enzymom. Najczesciej stosowane enzymy to
fosfataza alkaliczna, peroksydaza chrzanowa (daje niebieskie zabarwienie w obecnosci
tetrametylobenzydyny) oraz oksydaza glukozowa. Zmiana barwy roztworu odczytywana jest w
spektofotometrze w oparciu o krzywa kalibracyjng. W celu przygotowania krzywej kalibracyjng
przygotowuje sie roztworu o réznych stezeniach.



Warianty testu ELISA:
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Rysunek 2. Warianty testu ELISA

1. Test bezposredni. Do ptytki optaszczonej antygenem dodawane sg specyficzne dla antygenu
przeciwciata odpowiednio znakowane enzymem, przeprowadza sie inkubacje. W zaleznosci od ilosci
antygenu przeciwciata specyficznie faczg sie z antygenem, a niezwigzane s wymywane. Po dodaniu
roztworu substrat/chromofor, enzym katalizuje reakcje i obserwujemy barwny produkt reakcji, ktory
odczytujemy spektrofotometrycznie. Metoda ta jest szybka i prosta w wykonaniu. Jednak aby wykry¢
antygen trzeba wyznakowac swoiste przeciwciata. Jest to kosztowne i nie zawsze mozliwe.

2. Test posredni. Do ptytki optaszczonej antygenem dodawane s3 przeciwciata pierwszorzedowe,
ktore podczas inkubacji wigza sie specyficznie z antygenem. Przeciwciata niezwigzane s3 wymywane.
Nastepnie dodaje sie przeciwciata drugorzedowe znakowane enzymem, ktére tgczy sie z
przeciwciatem pierwszorzedowym na zasadzie rozpoznania izotypu. Nadmiar przeciwciat zostaje
wymyty. Nastepnie, roztwdr substrat/chromofor jest dodawany na ptytke, a enzym katalizuje reakcje
i obserwujemy barwny produkt reakcji, ktdry odczytujemy spektrofotometrycznie. Jego zaletg jest to,
ze nie trzeba znakowac swoistych dla antygenu przeciwciat pierwszorzedowych. Jest on jednak
bardziej pracochtonny niz test bezposredni.

3. Test podwdjnego wiqzania — kanapkowy. Do ptytki optaszczonej antygenem dodajemy antygen,
ktory jest ,wytapywany” przez zwigzane na powierzchni ptytki przeciwciata. Nastepnie dodajemy
przeciwciata pierwszorzedowe, ktére takze tgczg sie z antygenem, wyptukujemy ich nadmiar, a na
koncu dodajemy przeciwciata drugorzedowe, wyznakowane enzymem. Nastepnie, roztwor
substrat/chromofor jest dodawany na ptytke, a enzym katalizuje reakcje i obserwujemy barwny
produkt reakcji, ktory odczytujemy spektrofotometrycznie.

4. Test kompetycyjny — rywalizacyjny. Do ptytki optaszczonej antygenem dodajemy surowice jak i
specyficzne  wobec antygenu przeciwciato wyznakowane enzymem. Nastgpi wtedy
wspotzawodnictwo pomiedzy przeciwciatami  pochodzagcymi z surowicy a przeciwciatami
wyznakowanymi. W ten sposéb okresli¢ mozna ilos¢ przeciwciat w surowicy; im mniej przeciwciat
wyznakowanych potaczy sie z antygenem, tym stabszg reakcje barwng zaobserwujemy.



Opis procedury ¢wiczen:

Na zajeciach studenci wykonajg analize stezenia hormonu w medium hodowlanym wykorzystujac

komercyjnie zakupiony test ELISA wg instrukcji producenta.
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Przygotowacd préby do analizy i protokét oznaczen.
Przygotowanie krzywej kalibracyjnej.
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Przygotowaé pozostate odczynniki do analizy; roztwdér buforowy (Wash buffer) do
przemywania poprzez wymieszanie 30 ml w 720 ml wody destylowane;j.

Dodaé¢ na ptytke 96 dotkowg po 100 pl standardu, blanku, pozytywnej kontroli oraz
analizowanych préb.

Inkubowaé 45 min w temperaturze 37°C, na wytrzasarce (300-400 rpm).

Usunac¢ zawartosé ptytki i kazdy dotek ptukaé 300-350 pl Wash buffer 4x.

Nastepnie do kazdego dotka ptytki dodaé¢ po 100 ul Biotinylated anti- (badany hormon)
Detection Antibody.

Inkubowac 45 min w temperaturze pokojowej, na wytrzasarce (300-400 rpm).

Usunac¢ zawartosé ptytki i kazdy dotek ptukaé 300-350 pl Wash buffer 4x.

Nastepnie do kazdego dotka ptytki doda¢ po 100 pl Streptavidin-Horseradish Peroxidase (SA-
HRP).

Inkubowac¢ 15 min w temperaturze pokojowej, na wytrzgsarce (300-400 rpm).

Usungc¢ zawartos$¢ ptytki i kazdy dotek ptukaé 300-350 pl Wash buffer 4x.

Nastepnie do kazdego dotka ptytki dodaé po 100 ul Substrate Solution (TMB).

Inkubowac¢ 15 min w temperaturze pokojowej, na wytrzgsarce (300-400 rpm).

Nastepnie do kazdego dotka ptytki dodaé po 100 ul Stop Solution, w celu zastopowania
reakcji. Obserwujemy zmiane koloru z niebieskiego na z6tty.

Czytad absorbancje w czytniku spektofotometrycznym, O.D. 450 nm.

Analiza wynikéw: poréwnanie analizowanych préb do krzywej kalibracyjne;j.
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Log-Log Fit: Log(y) = A + B * Log(x):

Rysunek 3. Standardowa krzywa kalibracyjna.

Efekty ksztatcenia :

Student powinien zna¢ zasade testu immunoenzymatycznego i odrdzni¢ warianty ELISA, wyjasnic
pojecia: antygen, przeciwciato, enzym.

Student powinien wiedziec jak zaplanowac analize testem immunoenzymatycznym.

Student powinien potrafi¢ wykonaé analize dowolnego, dostepnie komercyjnego zestawu testu
immunoenzymatycznego oraz poprawnie zanalizowaé wyniki.
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