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Abstrakt

Zaverecna prace je ucelenym pracovnim materidlem o laboratorni technice ELISA. Je urcena
pro vyuku studentl stfednich zdravotnich $kol do pfedmétu Vybrané laboratorni metody. U
kazdé podkapitoly je vymezen cil, kli¢ova slova, vhled do problematiky, vlastni vyklad, cviceni
a shrnuti. Kazda kapitola je didakticky zpracovéna. Jsou vytyCeny védomosti a dovednosti, jez
by mély byt vystupem kazdé kapitoly. Piipraveny material je doplnén o metody prace, aktivity
studenttl a klicové kompetence.

Zaveérecna prace je zamétena tak, aby v budoucnu mohla slouzit jako podkladovy material pro

vyuku laboratorni techniky ELISA.

Klic¢ova slova

Ucebni text, didaktika, ELISA, Vybrané laboratorni metody

Abstract

The final thesis is a comprehensive working material about ELISA laboratory method. It is
intended for teaching of students at high schools of health and included in a subject called
Selected laboratory methods. For each subchapter, the goal, keywords, insight into the issue,
own interpretation, exercise, and summary are defined. Each chapter is didactically processed.
Knowledges and skills are defined, which should be the output of each chapter. The prepared

material is complemented by methods of work, student activities, and key competences.

The final thesis is aimed at serving as a background material for teaching Laboratory
Technology ELISA.
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Uvod

O tom, co by mél ucitel predat svym zakiim a jaky by mél byt, se napsalo uz mnohé. Podle mé
by je mél umét predev§im motivovat a nadchnout. Vézt je ke vzajemné spolupraci, ale zaroven
je ucit 1 samostatnosti. M€l by umét vytesit krizové situace, byt jim divérnikem ale i autoritou.
Byt ucitelem neni snadné. Jako ucitel musite byt schopni vybrat pro svoje zaky i studenty ucebni
text, ktery bude v tom nejlepsim piipadé¢ vyhovovat Vam i jim. V nékterych piedmétech je
ucebnic velké mnozstvi a vybrat mezi nimi tu pravou je velmi tézké. U jinych pfedméta je
naopak nabidka ucebnic velmi omezend a tam, je mozna vybér té spravné ucebnice jesté

Tato zavérecnd prace je ucelenym pracovnim materidlem pro vyuku laboratorni
techniky ELISA na Stfednich zdravotnickych Skolach. V teoretické ¢asti je pfehledné shrnuto
vse, co je zapotiebi védét o psani ucebnich textd a o tom, jak l1ze ucebnice v uditelské praxi
vyuzit. V praktické ¢asti je uceleny ucebni text o laboratorni technice ELISA, ktera se stale
Castéji pouziva v laboratorni praxi. V kazdé¢ kapitole je vymezen cil, klicova slova, vhled do
problematiky, vlastni vyklad, cvi¢eni a shrnuti. Prace diky svému obsahu shrnuje problematiku
laboratorni techniky ELISA a je schopna poslouZit jako vychozi ucebni text pro vyucovaci
hodiny v pfedmétu Vybrané laboratorni metody. Doufam, ze bude pro kazdého ucitele

vyucujiciho tuto laboratorni techniku pfinosem.



1 Cile zavérecné prace

Hlavnim cilem této zavérecné prace bylo zhotovit nadvrh uc¢ebniho textu o laboratorni technice
ELISA do pfedmétu Vybrané laboratorni metody, ktery je vyufovan na Stifednich
zdravotnickych Skolach. Laboratorni technika ELISA je dilezita analytickd metoda, ktera
vyuziva specifickych reakci mezi protilatkou a antigenem. Cilem ucebniho textu je didakticky
tuto laboratorni metodu zpracovat, pouzit ilustra¢ni piiklady a aplikovat ucebni text v praxi.
Vsechny zpracované kapitoly maji vymezen sviij jasny cil. Ve vykladu je jasné¢ déno to, co by
meli studenti z kazdé kapitoly znat a pomoci zavéreénych cviceni a kontrolnich otazek se

védomosti studentii ovetuji.
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2 Uvod do psani uéebniho textu
2.1 Ucebnice

Ucebnice slouzi jako pomiticka pro ucitele a zaky. Sestavit kvalitni ucebnici neni nic
jednoduchého. Dobte zpracovana skolni u¢ebnice ma bohaté ¢lenénou strukturu s dostateCnym
mnozstvim ilustraci a splituje formalni, rozsahova, kvantitativni a kvalitativni kritéria. Rozsah
informaci je dadn poctem stran a mnozstvim ilustraci, které jsou ptizpisobeny svou obtiznosti
veéku a moznostem studentt. [lustrace jsou dulezitou soucasti kazdé ucebnice. Pomoci schémat
se daji vysvétlit 1 relativné slozité véci. Ilustrace udélaji kazdou ucebnici zajimavéjsi a na
pohled jednodussi. Mezi ilustrace patii napt. obrazy, modely, fotografie, schémata a diagramy.

Kvalita textu je zavisla na tzv. komunikativnosti, tedy sdélitelnosti u¢iva zakiim daného
véku a ucebnich predpokladi. Ke zlepseni kvality textu ptispiva také lexikalni, syntakticka a
stylistickd stranka textu. Informace by mély byt sdélovany v jasnych vétach (max. 12 slov ve
vete). Obsahld souveti znesnadiiuji vnimani a pochopeni ucebni latky. Je zapotiebi pii psani
textu pouzivat pouze vyrazy, které zaci znaji [1,2].

Kazda ucebnice by méla byt schvalena schvalovaci dolozkou MSMT. Tato schvalovaci
dolozka deklaruje, Ze byla ucebnice schvalena odborniky, neobsahuje tedy zasadni vécné
chyby. Vytvotit a zavést novou ucebnici neni nic lehkého. Nové zavadéné ucebnice musi byt
v souladu s osnovami (uéebnim planem), politicky a nabozensky korektni a adekvatné
vybavené¢ jako didakticky prosttedek. Zakladni funkce ucebnice nejsou jednoznacné stanoveny.

Nektera rozdéleni nebo pojeti ucebnic jsou shrnuty v nasledujicich kapitolach [3].

2.2 Zakladni funkce uéebnice

Ucebnice lze rozd¢lit podle zékladnich funkci, které plni a to na:

1) Prezentace uliva: uéebnice je souborem informaci, které piedklada svym cCtenaiim

pomoci verbalni a obrazové formy. U¢ivo musi byt prezentovano jasné, bez zbytecnych
slozitych vyrazi a cizich slov.

2) Rizeni u¢eni a vyucovani: uéebnice je didaktickym prostiedkem, kdy pomoci vhodnych

r~or

otazek a tikoll idi Zakovo uceni, a navic nastavuje i u€itelovo vyucovani —udava rozsah
informaci pro urcitou ¢asovou jednotku vyuky.

3) Funkce organizac¢ni (orienta¢ni): ucebnice obsahuje pokyny, rejstiik a obsah, a tak

informuje studenty i ucitele o moznostech jejiho vyuzivani. Diky organizac¢ni funkci je
tak na prvni pohled vidét, co se v ucebnici nachazi a co nam tak muize ucebnice

nabidnout [3].
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2.3 Ucebnice z funk¢niho hlediska

V moderni pedagogice Jana Priichy se rozd¢luji ucebnice z funkéniho hlediska na tyto zakladni
pojeti:

- Ucebnice jako kurikularni projekt

- Ucebnice jako zdroj obsahu vzdélavani pro zaky

- Ucebnice jako didakticky prostiedek pro ucitele

Ucebnice jako kurikuldrni projekt

Ucebnice je jednou z moznosti, jak regulovat edukacni procesy ve Skole. Je kurikularnim
projektem. Urcuje obsah vzdélavani, ktery je vymezen danou zemi, jeji politikou, postojem ke
Skolstvi apod. U€ebnice ovliviiuji postoje a predsudky etnické, rasové i ndbozenské. Piedev§im
na prvnim stupni zékladni Skoly je vybér u€ebnice dilezity. Ucebnice vychovavaji. Je zapotiebi
se vyvarovat moznym nezadoucim piedsudkiim v mladé generaci. | vzory rodiny v ¢itankach
v zavislosti na kulturnich a socialnich tradicich ovlivituji mladého ¢tenate a jeho mysleni. Proto

ma kazda zemée vlastni ucebnice a neni mozné navrhnout ucebnici pro cely svét stejnou.

Ucebnice jako zdroj obsahu vzdélavani pro zaky

Obsah vzdélavani je dan ucebnim planem, ktery je schvalovan Ministerstvem Skolstvi, mladeze
a télovychovy. Kazda pouzivana uc¢ebnice musi byt ovétena, aby se Zaci a studenti dozvédeli

pravdivé informace.

Ucebnice jako didakticky prostiedek pro uditele

Pojmem didakticky prostiedek se rozumi vse, co vede ke splnéni vychovné-vzdélavacich cili.
Jsou to prostfedky materialni (u¢ebni pomticky) i nemateridlni (napt. vyucovaci metody). Mezi

ucebni pomiicky patii napt. uéebnice, ptirucky, atlasy, piistroje, obrazy nebo modely [1,3].

2.4 Didakticka vybavenost u¢ebnice

Didakticka vybavenost ucebnic je dost Casto opomijena, pfitom pravé ona urcuje kvalitu
ucebnice z hlediska jejiho vyuziti pro uceni zaka. Hodnoti se podle strukturnich komponentt.

Mezi strukturni komponenty patii napt. verbalni nebo obrazové komponenty. Celkové

12
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komponentti prehledné shrnuta.

Tabulka €. 1: Didakticka vybavenost u¢ebnic a jeji rozdéleni na komponenty [3]

Verbalni komponenty

Obrazové komponenty

Aparat prezentace uciva

14 komponenti

vykladovy text prosty

umélecka ilustrace

shrnuti ué¢iva k tématiim

fotografie

doplnujici texty — citace,

dokumenta¢ni material

naukova ilustrace —

schémata, nacrtky

slovnicky pojmd, cizich slov

Aparat Fidici uceni

18 komponentu

grafické symboly
pfedmluva vyznacujici urcité ¢asti textu
— poucky, tkoly
otazky a ukoly za uziti zvlastni barvy pro
lekci/tématy urcity text

cile uceni, sebehodnoceni

uziti zvlastniho pisma pro

urcity text

odkazy na jiné zdroje

Aparat orientacni

4 komponenty

obsah ucebnice

¢lenéni (kapitoly, lekce)

rejstiik

Pfi vypoctu didaktické vybavenosti ucebnic, se zaznamenava kazdy vyuzity komponent
V ucebnici. Z téchto zaznamenanych udaji se vypocitavaji kvantitativni koeficienty didaktické
vybavenosti ucebnic, které jsou vyjadieny procentualnim podilem poctu skutecné vyuzitych
komponentli z moZného poctu komponentti. Koeficienty se dé€li na dil¢i koeficienty a celkovy
koeficient didaktické vybavenosti ucebnice.

Dil¢éi koeficienty se dale rozdéluji na:

- Koeficient vyuziti aparatu prezentace uciva

- Koeficient vyuziti aparatu fidiciho uceni

- Koeficient vyuziti aparatu orienta¢niho

- Koeficient vyuziti verbalnich komponentt
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- Koeficient vyuziti obrazovych komponentii

Koeficienty nabyvaji hodnot 0-100 procent. Cim je vy$si procento pro dany koeficient, tim je
vyssi didaktickd vybavenost ucebnice. OvSem 100procentni teoreticka nebo tzv. ideélni

hodnota je v praxi nedosazitelna a slouzi pouze jako porovnavaci kritérium pro srovnavani

ucebnic mezi sebou.

2.5 Struktura skolni uéebnice

Ucebni text lze strukturné rozdé€lit na vykladovy, dopliujici a vysvétlujici. Dalsi strukturni

rozdé€leni je prehledné shrnuto v tabulce ¢.2.

Tabulka ¢. 2: Struktura ucebnice [4]

Vykladovy Dopliiujici Vysvétlujici
vychozi uvodni vysvétlivky
objasiiujici urceny k Cetbé text k obrazktim

popis pokusu

dokumentacni material

zakladni

aplikacni

shrnujici

prehled uciva

U ucebniho textu se pouZivaji i nevykladové slozky, které

orienta¢ni aparat a obrazovy material.

Procesudlni aparat:

- Otazky a tkoly uréené ke zpevnéni védomosti

- Otazky a tkoly vyzadujici aplikace védomosti

- Otazky a tkoly sméfujici k aktivnimu zpracovani védomosti

- Navody k pokustim

14
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- Pokyny k ¢innosti

- Odpovédi a feseni

Orientacni aparat:

- Nadpisy

- Vyhmaty

- Odkazy

- QGrafické symboly
- Rejstiiky

- Obsah

Obrazovy material

- Obrazy nahrazujici vécny obsah vykladovych slozek
- Obrazy rozvijejici vécny obsah vykladovych slozek

- Obrazy dopliujici vécny obsah vykladovych slozek [1,3]

2.6  Obtiznost textu

Obtiznost textu ucebnice je dana jejim obsahem a zéarovei i1 tzv. komunika¢nim ztvarnénim.
Komunikaéni ztvarnéni si miZzeme vysvétlit napt. na jednoduchém textu, ktery lze napsat
nezajimavé a nepochopitelné, a tak i jednoduchy text obsahové znamy se muze jevit jako t&€zky,
nudny a obtizné vstiebatelny. Slovni zdsoba zakl se s vékem rozsituje, proto pro mladsi zaky
je text, s lexikalné bohatSim textem, slozit&j$i na pochopeni nez pro zaky vyssich ro¢nikd.
Obtiznost textu je objektivni vlastnosti, ktera je dana jeho specifickymi
charakteristikami a lze ji proto méfit. Métfeni obtiZnosti textu neni nic jednoduchého. Pfislo se
na to, ze je to zavislé na tzv. lexikdlnim faktoru, kdy ucebni text obsahuje slova vysoce
frekventovana (béZn€ znama, srozumitelnd) a mélo frekventovana (neznama, slozita, cizi). Dale
se zohlediiuje syntakticky faktor. Ten vyjadiuje slozitost vétnych struktur. Do vzorct pro
vypocet obtiznosti textu se také zohlediiuji slova s abstraktnim obrazem, slozita souvéti apod.

Mezi univerzalni vzorec obtiznosti textu patii vzorec LIX, ktery se vypocitava:

LIX=Lm+ Lo

Lm.... primérna délka vety v poctu slov v souboru 200 vét
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Lo .... primérna délka slov o poctu vice nez 6 pismen v souboru 2000 slov

Lm znaéi syntakticky faktor, kdy se systematicky z riznych ¢asti uéebnice vybira 20 vzorki
po 10 vétach a ty se analyzuji. Lo znaéi lexikalni faktor, kdy se vybiraji soubory slov z 20
vzorki po 100 slovech. Podle vysledku (mira LIX) Ize rozd€lit texty na velmi snadné, stiedné
obtizné, velmi obtizné a extrémné obtizné texty.

Vzorec LIX vymysleli ve Svédsku a napf. na polské uéebnice sedi a pouziva se. U &eskych
textll se prislo na to, ze hodnoceni obtiznosti neodpovida a je lepsi pouzivat Mistrikliv vzorec

obtiznosti. Ten pouziva tfi parametry textu:

- prumé&rnou délku vét (V), kterd ukazuje na slozitost vyjadfovanych myslenek
- prameérna délka slov v poctu slabik (S), kterd ukazuje na pojmovou zatizenost textu

- index opakovani slov (I), ktery je charakteristikou lexikalni variability textu

Mistrikliv vzorec obtiznosti se vypocitava:

R=50 — (V*S/I)

Mistrikova mira nabyva hodnot od 0 do 50 bodd, kdy ¢im vice bodl ucebnice ziska, tim je
povazovana za snadnéjsi.

Z4dny vzorec oviem neni tak objektivni, aby vyborné informoval o obtiZnosti textu a
byl variabilni pro rizné predméty i ucebnice jazykd. Obtiznost textd by méla postupné stoupat
obtiznosti didaktickych textti podle Nestlerové-Prachy-Pluskala neboli mira T. Tato mira se
Vv dnesni dob€ pouziva pro hodnoceni obtiZznosti novych ucebnic. Co vSechno obsahuje tato

mira T je znazornéno v diagramu:
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Obtiznost textu

T
Syntakticky Sémanticky
faktor Ts faktor Tp
primeérna délka syntakticka proporce proporce
Y .. Y vy .. odbornych
vét sloZitost vét béZnych pojm ..
pojm{
proporce proporce
faktografickych numerickych
pojmi pojm
proporce
opakovanych =
pojmu

Obr. ¢. 1: Diagram obtiZznosti textu [3]

Mira T kromé stanoveni miry obtiznosti ucebnice dokaze urcit, v ¢em spociva neimeérna
obtiZnost textu. Nejcastéji to byva zplisobeno vysokou hustotou odbornych informaci, vysokym
poctem odbornych a faktografickych pojmu. Pfi psani ucebnice si lze vzpomenout na O.
Chlupa, ktery roku 1936 napsal: ,,Ucebnice ma byt jasné psana, pfizplisobena véku a chapavosti

Zactva, jeji sloh ma vyhovovat vytifibenosti jazykové formy* [3,5].

2.7 Pozadavky na ucebnici

Byly formulovany poZadavky na ucebnici:

- pozadavky na obsah: kazda uc¢ebnice musi splnovat didaktické zasady

- pozadavky na didaktickou vystavbu: ucebni text musi byt logicky strukturovéan. Vyklad
by mél byt jasny a struény s dostatkem ilustrujicich ptikladii (obrazky, mapy, grafy,
schémata a diagramy), které budou popsany. Probirané téma by mélo byt propojovano
s realitou vSedniho dne. Na konci kazdé kapitoly by mélo byt shrnuti uciva, dtlezité
véty by mély byt zvyraznény. Ucebni text by mél vybizet k samostudiu napt. pomoci

kontrolnich otazek nebo danych uloh.
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- pozadavky na jazykovou kulturu: ucebni text musi byt psdn spisovné, spravné
gramaticky, stylisticky i syntakticky. Slovni zasoba by méla byt volena s ohledem na
vek a jazykové zkuSenosti zaki.

- pozadavky na technickou, estetickou a hygienickou stranku: Ucebnice by méla
usnadiovat studium a motivovat k uceni, proto by méla pouzivat rtizn¢ druhy pisma a
jednotlivé stranky ¢i kapitoly by mély byt graficky zvyraznény. Vhodny papir, lakavy
obal a kvalitni ilustrace nejsou téZ na $kodu [1,6,7,8]

Na obrazku ¢. 2 je znadzornén piiklad ucebnice slouzici k vyuce laboratornich metod. Jak je

vidét uz podle obalu, ucebnice je vydana uz ve tietim doplnéném vydani. Pravé ucebnice

laboratornich metod musi byt ¢asto aktualizovany, protoze vyvoj v této oblasti jde neustale

dopiedu.

Tomas Zima
hlavni autor a pofradatel

LABORATORNI
DIAGNOSTIKA

Treti, doplnéné a prepracované vydani

Obr. ¢. 2: Piiklad u¢ebnice laboratornich metod [9]
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3 Prakticka ¢ast: Ucebni text
3.1 O laboratorni metodé ELISA

Cil kapitoly: po prostudovani této kapitoly budou studenti seznameni se zakladnimi pojmy,
principem metody ELISA a s historii vzniku metody. Budou schopni vysvétlit pojmy jako

antigen, protilatka, imunokomplex.

Kli¢ova slova: ELISA, antigen, protilatka, test

Vhled do problematiky:
ELISA je v praxi velmi casto pouzivana metoda, ktera vyuziva zakladni imunologické reakce, a
to mezi protilatkou a antigenem. Patii mezi imunoanalytické metody. Vychazi z piivodni

radioimunoanalytické metody. Pouziva se k diagnostice protilatek a antigenii ve vzorku.

3.1.1 Vyklad
ELISA z anglického Enzyme-Linked Immunosorbent Assay je imunoanalyticka metoda, ktera
vyuziva specifickou reakci mezi protilatkou a antigenem. Reakce probihd v mikrotitracni
desti¢ce za pouziti minimalniho mnozstvi roztokd a biologického materialu. Tato metoda se
pouziva k detekci a kvantitativnimu stanoveni specifickych antigent nebo protilatek ze vzorku.

Test je vysoce citlivy a specificky.

Vvhody metody:

e jednoducha obsluha
e bézn¢ dostupné reagencie
e levné vybaveni

Nevvhody metody:

e dlouha inkubaéni doba mezi jednotlivymi kroky

e kazda mala chyba a nepfesnosti v pipetovani se velmi projevi

Diky komercializaci metody je postupné¢ inkubacni doba zkracovana. Na obrazku €. 3 je vidét
protilatka tfidy IgG s dvéma vazebnymi misty pro antigen. Toto spojeni je principem vazby

metody ELISA.
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ANTIGENY

vazebné misto

{
¢

PROTILATKA

Obr. ¢&. 3: Protilatka tfidy G s vyznaenym vazebnym mistem a antigenem [10]

Pojmy pro pripomenuti

Protilatka:

Protilatka neboli imunoglobulin hraje klicovou roli v protilatkové imunitni odpovédi.
Protilatky se skladaji ze 2 té¢Zkych a 2 lehkych fetézct. Rozd¢€luji se do péti tiid podle tézkého
fetézce na IgA, IgD, IgE, IgG a IgM.

Protilatky pouzivané pro imunoanalytické testy jsou bud’ polyklonalni nebo monoklonalni.
Polyklonalni protilatky se vyrabi imunizaci pokusnych zvitat a naslednou typizaci. Jejich
vyroba je levnd, ale pokud se pouzivaji pfi testech, ustanoveni reakéni rovnovahy trva delsi
dobu kvili strukturnim izoformdm. Monoklondlni protilatky se vyrab&ji hybridomovou
technologii a jejich vyhoda spociva v homogenité a specifité. Jsou vysokoafinitni, a proto se
reakce uskuteciiuje ve velmi rychlém case. Pii jejich pouzivani dochédzi k vysoké

reprodukovatelnosti a 1ze je tak pouzit pii porovnavani vysledki mezi laboratofemi.
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Antigen:

Antigen je latka, na kterou reaguje imunitni systém. Je to pro organismus cizoroda castice,
kterd mize byt rizné velikosti a chemického slozeni. Nej€astéji je antigenem protein,
glykoprotein, polysacharid nebo lipoprotein. Antigen z vlastniho organismu se oznacuje
jako endoantigen. Pokud se jednd o antigen z vnéjsSiho prostfedi oznacuje se jako exoantigen.
Mezi exoantigeny patii alergeny, které jsou u citlivého jedince schopny vyvolat imunitni

reakci.

Princip metody ELISA

Princip imunoanalytické metody je zalozen na rovnovazné reakci reaktanti za vzniku
imunokomplext (Ag-Ab). Reaktanty jsou antigeny (Ag) a protilatky (Ab). Pomoci metody 1ze
prokazat (kvalifikovat) i stanovit mnozstvi (kvantifikovat) stanovovaného analytu. K uréeni
mnozstvi stanovaného analytu (protilatka/antigen) se pouziva tzv. sekundarni protilatka
(protilatka s kovalentné navazanym indikatorem, konjugat), ktera se na imunokomplex
specificky vaze. Navazany indikator (enzym) katalyzuje chemickou pteménu piidavaného
substratu na produkt. Vznika barevna zména, ktera je specifickd pro mnozstvi stanovované

latky a méfi se spektrofotometricky.

Ag + Ab &> Ag-Ab

Historie metody

ELISA metoda se fadi mezi indikdtorové imunoanalytické metody (IA). Vznikla
upravou prvni indikatorové metody, kterd vyuzivala radioizotopy. Podle toho byla oznafena
jako RIA — radioimunoanalyticka metoda. Indikatorem je zde radioizotop, ktery oznacuje
antigen ptfidavany do reakce v daném mnozstvi. RIA metoda je dodnes pouZzivéna pro stanoveni
hormoni §titné Z1azy nebo bakterialnich toxint. Jako radioizotop se vyuziva jod | 1%, 113 nebo
uhlik C . Vyhodou RIA metody je jeji vysoka citlivost a moznost automatizace. Velkou
nevyhodou jsou rizika, ktera jsou spojena s manipulaci s radioaktivni latkou a jejim naslednym
skladovanim (polocas rozpadu). Proto se zacaly radioizotopové metody postupné nahrazovat
neizotopovymi. V roce 1971 byl publikovan jiz prvni védecky ¢lanek, kdy byl radioizotop

nahrazen enzymem.
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POZOR
RADIOAKTIVNI
ZARENI

Obr. ¢. 4: Radioimunoanalyticka metoda a jeji hlavni nevyhoda [11]

Zajimavosti

Radioimunoanalytickou metodou (RIA) byla poprvé zméfena hladina inzulinu v Krvi, a to

v padesatych letech dvacatého stoleti. Bylo to viibec prvni kvantitativni stanoveni hladiny

hormonu v krvi a za tento objev byla udélena i Nobelova cena za medicinu.

3.1.2 Kontrolni otazky

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Z jaké metody ELISA vychazi?

Co je principem metody ELISA?

Co je to antigen?

Co je to protilatka?

Jak vypada imunokomplex?

Z ¢eho se sklada konjugat?

Jak se nazyvad pfistroj, ktery se pouziva k méfeni vysledki ELISA metody

V mikrotitraénim uspofadani?
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3.1.3 Shrnuti

ELISA je imunoanalytickd metoda, ktera slouzi k detekci antigent a protilatek. Principem
metody je reakce mezi protiladtkou a antigenem, kdy vznikd imunokomplex. Ten je pomoci
sekundarni protilatky s navazanym enzymem (konjugat) oznacen a pomoci substratového
roztoku miize vzniknout produkt, ktery zméni barvu roztoku. Vysledna barevnd zména se

mefi na pristroji, ktery se nazyva spektrofotometr.

3.14 RozSifujici téma
V nasledujici kapitole se sezndmite s dal$imi imunoanalytickymi metodami. Rozsifite si znalost
0 pouzivané indikatory a detektory v imunoanalytickych metodach. U ELISA testli se dozvite
barva pti vzniku produktu, jak se enzymaticka reakce zastavuje a pii jakych vlnovych délkach
se vysledek mé&fi. Dale se seznamite s druhy pevnych fazi pouzivanych u ELISA testi. Dojde
K propojeni znalosti i s dalsimi predméty. Ved’te diskuzi o tom, co znate z jinych laboratornich
metod a jak se tyto metody lisi ¢i jsou stejné. Rozsifite si znalosti o dilezité podrobnosti a

nadstavbové informace.

3.1.5 RozSifujici literatura
CROWTHER, John R.: The ELISA guidebook. Vol. 149. Springer Science & Business Media,
2001.
HOREJSI, Véaclav, BARTUNKOVA, Jitina. Ziklady imunologie. Praha: Triton, 2017.
ENGVALL, Eva, PERLMANN, Peter. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Protides
of the biological fluids, 1971. 553-556.
MAISNAR Vladimir, TICHY Milos. Monoklondlni imunoglobuliny — vyskyt vWznam a
moznosti jejich pritkazu. Hradec Kralové: Nucleus HK, 2012.
PAULIK Milan. Vysetiovaci metody v imunologii. Praha: Grada publishing a.s., 2005.
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3.2 Specifikace ELISA metody

Cil kapitoly: po prostudovani této kapitoly budou studenti schopni rozpoznat rizné indikatory
a detektory a spravné je zatradit do imunoanalytickych metod. Budou mit dobry piehled o

pouzivanych enzymech, substratech a chromogenech.

Kli¢ova slova: indikator, detektor, pevna faze, mikrotitra¢ni desticka, chromogen, substrat

Vhled do problematiky:

ELISA spada do imunoanalytickych metod, které se lisi pouzitym indikatorem a detektorem.
Tyto metody jsou V praxi hojné uzivané, a proto by o nich méli mit studenti alespon zakladni
prehled. U ELISA metody je velmi dulezite vybrat pri detekci analytii spravmy enzym,
chromogen a sekundadrni protilatku. Mikrotitracni desticka se pouzZiva nejcastéji jako pevnd
faze u testu ELISA, jsou zde ovsem i dal$i alternativy, které by V budoucnu mohly najit i Sirsi

VYUZiti.

3.2.1 Vyklad
Indikatory a detektory
Imunoanalytické metody se predevSim liSi pouZitym indik4torem a nésledné detektorem
nutnym ke stanoveni. Podle pouzitého indikétoru se tyto analytické metody rozdéluji na: RIA
(radioizotop), EIA (enzym), FIA (fluorescenéni znacka), LIA (luminiscen¢ni znacka), CIA
(chemiluminiscenéni znacka) a ECLIA (elektrochemiluminiscenéni znacka). V nasledujici
tabulce ¢. 3 jsou shrnuty metody spolu s piiklady bézn¢ pouzivanych indikatort a potiebnych

detektoru.
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Tabulka €. 3: Imunoanalytické metody a jejich indikatory a detektory

Metoda Indikator Priklad indikatoru Detektor

RIA radioizotop 1131, 1125, C14 scintilator

kienova peroxidaza,
EIA, ELISA enzym spektrofotometr
alkalicka fosfataza

fluorescein
izothiokyanat ]
FIA fluorochrom fluorimetr
(FITC),

fluoreskamin

) ) Analyzator s ptimou
LIA luminofor umbeliferon o
luminiscenc¢ni detekci

Analyzator s pfimou
CIA chemiluminofor luminol, isoluminol | chemiluminiscenéni
detekci

Analyzétor
o ) s elektrodou a ptimou
ECLIA elektrochemiluminofor | rutheniovy komplex o
chemiluminiscencni

detekcei

ELISA pouziva jako indikator enzym. Enzymy se pouZivaji s co nejmensi molekulovou
hmotnosti, aby neovliviiovali reakci v reakéni smési. Mezi bézné€ pouzivané enzymy patii
kienova peroxidaza nebo alkalicka fosfataza. Enzymy se vazi kovalentné na protilatku a pfi
vazb¢ nesmi ztratit svou enzymovou aktivitu a zistat stabilni. Enzym se pfidava v definovaném
mnozstvi pro néasledné stanoveni mnozstvi sledovaného analytu. V neposledni fadé musi byt
dostupny v Cisté formé, aby naklady na jeho vyrobu nebyly vysoké a neprodrazily celkovou
cenu stanoveni. V tabulce nize jsou bézné pouzivané enzymy pro ELISA testy spolu

S pouzivanymi substraty a barevnymi zme&nami.
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Tabulka ¢. 4: Prehled pouzivanych enzym a jejich substrati s chromogeny

Zména barvy + vinova Roztok
délka pro
Enzym Substrat Chromogen
Nezastaven | Zastavena | zastaven
a reakce reakce i
M
OPD - o- zluta oranzova )
o kyselina
kienova _ fenylendiamin 450 nm 492 nm
‘ peroxid sirova
peroxidaz
vodiku TMB
a o modra Zluta
tetramethylbenzidin 1% SDS
650 nm 450 nm
e
_ para 2M
alkalicka | zlutd/zelena | Zlutd/zel -
nitrofenylfosfa neni nutny uhlicitan
fosfataza 405 ena 405
t sodny
Druhy pevnych fazi

ELISA je v heterogennim uspotadani, tedy probiha s jednim reaktantem navazanym na pevnou

fazi. Pevnou fazi je nejCastéji dno a stény mikrotitracni desticky. Mikrotitracni desticka je

nejcasteji plastova 96 jamkova, ale mize byt i ze skla nebo polystyrenu. Kromé mikrotitraéni

desticky se jako pevna faze miiZze pouZit polystyrenova ty¢inka, michadlo, papirovy disk nebo

Vv posledni dobé stale vice oblibené magnetické ¢astice. Na obrazku je znazornéna mikrotitracni

desticka od firmy Gama. Tato mikrotitracni desticka je typu P. Typ se rozlisuje podle tvaru

jamky. Typ P je nejvhodnéjsi pro pouziti u testu ELISA.

Obr. ¢&. 5: Mikrotitra¢ni desticka typu P s detailem jamky [17]
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Zajimavosti
V dnesni dobé se bézné¢ pouzivaji ELISA kity, kdy jsou vSechny reagencie piipraveny
k okamzitému pouziti, protilatka nebo antigen je jiz navazan na pevné fazi a vysledek stanoveni

muzeme mit i do 30 minut od zacatku analyzy.

3.2.2 Cviceni

1) Spojte dvé spravné dvojice:
RIA — scintilator
Enzym — kienovéa peroxidaza
Fluorescein — fluorimetr
Pevna faze — mikrotitracni desticka
2) Zaskrtnéte spravné moznosti:
ELISA pouziva jako indikator enzym/radioizotop / fluorochrom a jako detektor scintilator /
fluorimetr / spektrofotometr. Jako pevna faze muze byt pouzito: michadlo / magnetické Castice
/ vzduch / elektrické kolo / slepice / mikrotitracni destic¢ka / sklo.

3) Zamyslete se nad dvéma bézné pouzivanymi indikatory u ELISA testt

4) Co se nejéastéji pouziva jako pevna faze u ELISA testu? Jaké jsou dalsi

varianty? Diskutujte se spoluzakem.

3.2.3 Shrnuti

ELISA metoda spada do imunoanalytickych metod. Lisi se pouzitym indikatorem a
detektorem. ELISA pouzivd jako indikatory enzymy (kifenova peroxidaza, alkalicka
fosfataza). ELISA v heterogennim usporadani pouzZiva jako pevnou fazi nejcastéji

mikrotitracni desticku.
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3.2.4 Rozsitujici téma
Dalsi kapitola Vas seznami s pomérn¢ slozitymi variantami EIA testl a to — homogenni,
heterogenni, kompetitivni a nekompetitivni. Dale ukaze uspotadani ELISA testli a to: pfimé,
nepiimé a sendvicové. V neposledni fadé se seznamite S nejcastéji stanovovanymi analyty
ELISA metody, které jdou stanovit kvalitativn€ i kvantitativné. Varianty ELISA metody jsou
velmi dilezité pii spravné laboratorni praxi proto budou vysvétleny pomoci schémat a animaci.
Kantor Vés seznami s neduhy spojenymi se Spatnym vybérem varianty. Zkuste si zahrat hru,

kdy budete zastupovat jednotlivé prvky testu a navzajem se identifikovat.

3.2.5 Rozsirujici literatura

JANEWAY Charles, TRAVERS Paul, WALPORT Mark, SCHLOMCHIK Mark.
Immunobiologogy. Garland science publishing, 2005. 6.

KODICEK Milan. Biochemické pojmy: vykladovy slovnik. Praha: Vysoka $kola chemicko-
technologickd, 2004.

DE ALMEIDA Pondé, ROBERIO Amorim. Enzyme-linked immunosorbent/
chemiluminescence assays, recombinant immunoblot assays and nucleic acid tests in the
diagnosis of HCV infection. European journal of clinical microbiology & infectious diseases,
2013.32.8.985-988.

GAN, Stephanie D., PATEL, Kruti. Enzyme immunoassay and enzyme-linked immunosorbent
assay. J Invest Dermatol, 2013. 133.9.
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3.3 Stanovované analyty a laboratorni usporadani ELISA testu

Cil kapitoly: studenti budou schopni vybrat spravné uspoiadani ELISA metody pro stanoveni

riznych analytt

Klic¢ova slova: ELISA, tumormarkery, hormony, alergeny

Vhled do problematiky:

ELISA se pouzivda pri stanoveni antigenii a protilatek a to napr. hormonii, autoprotilatek,
tumormarkerii, léciv, drog nebo toxinu. \V laboratorni praxi je nejcasteji pouzivana ELISA
metoda v nekompetitivnim heterogennim uspordadani. Pro jeji pochopeni je zapotiebi zndt i

varianty kompetitivni a homogenni.

3.3.1 Vyklad

Stanovované analyty
Laboratorni metoda ELISA umoZiiuje stanoveni velmi malého mnoZstvi analytl v fadech
nanogramu az pikogramu. Touto metodou lze stanovit vysokomolekuldrni i nizkomolekularni
latky. Mezi vysokomolekularni latky patii napt. proteiny, peptidy, glykoproteiny. Mezi latky
nizkomolekularni se fadi hormony, tumormarkery, léc¢iva, drogy nebo toxiny. V laboratorni
praxi nachézi tato metoda vyuZiti pfi potvrzeni infekce v organismu a stanoveni faze infekce.
Stanovuji se pomoci ni specifické tumormarkery pii podezieni na nadorové
onemocnéni. Dale se pouZziva ke stanoveni autoprotilatek pfi podezieni na autoimunitni
onemocnéni. Metodou 1ze monitorovat pribéh onemocnéni a Gi€innost 1écby. Vyuziti najde 1 pii
potravinovych intolerancich. Mzeme stanovit napt. mnoZzstvi lepku v té€stovinach, pekatskych
a jinych ceredlnich vyrobcich. U potravin mizeme stanovit i rizné chemické kontaminanty

(napf. ptitomnost toxind, akrylamidu, pesticidit).
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Obr. ¢&. 6: Bakterie a toxiny ¢ihajici na oslabeny organismus [22]

Usporadani ELISA metody

ELISA spad4a do imunoanalytickych metod, které vyuzivaji jako indikator znaCeny enzym
(EIA). EIA metody se dale déli podle uspotfadani na homogenni nebo heterogenni. Homogenni
EIA probiha v kapalném prostiedi. U heterogenniho uspoifadani testu (ELISA) je jedna
z reagujicich sloZek (antigen/protilatka) navdzana na pevnou fazi.

EIA metody se dale déli na kompetitivni nebo nekompetitivni. U kompetitivniho
uspotadani dochazi k soutézi mezi pfidanym reaktantem a reaktantem ze vzorku o dany pocet
vazebnych mist. ProtoZe dochazi k soutézi je méfeny signal nepiimo Umérny koncentraci
protilatky/antigenu ze vzorku. Cim vice reaktantu je ve vzorku, tim je mensi zbarveni roztoku/je
méné mefeného signdlu. U nekompetitivniho uspotadani probihd reakce mezi protilatkou a
antigenem oddélené a az v dalSim kroku je pfidavan indikatorovy systém. Méfeny signal je
pfimo imérny koncentraci protilatky/antigenu ze vzorku. Na obrdzku je vidét, jak soutézi
znacena protilatka (s hvézdickou) a neznacend protilatka o antigen (Cervené kolecko). Protoze

neznacena protilatka nemusi drzet jesté enzym, vzdy soutéz vyhraje praveé ona.

z

Obr. €. 7: Soutéz znacené a neznacené protilatky o antigen [Autor]
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Rozdéleni ELISA metody

Laboratorni technika ELISA se d€li podle varianty testu na pfimou, nepiimou, sendvicovou a
kompetitivni. Kazda varianta je v textu vysvétlena samostatné s jednotlivymi reak¢énimi kroky.
Dtivodem, pro¢ je vice variant testu je to, ze vEtSina stanovovanych analytd je velmi mala. Aby
doslo k co nejlepSimu zachytu a reprodukovatelnosti metody, je proto zapotiebi test upravit.
Dalsim divodem je také to, Ze se test provadi piimo ze séra, které obsahuje velké mnozstvi
dalsich latek, které by mohly reagovat a tak snizit reprodukovatelnost a nebo také zplsobit, ze
by test byl falesné pozitivni ¢i negativni.

9 Konjugovand\
[ Konjugovand |\ [/ selauvclc’n*nf \\
[ primdrni | [ 4 \, protildtka
(] : [ | [
i\ \ protildtka | \\ ) ]
\
AQ \ ‘
Primd ELISA Nepifimd ELISA

-9 )
|1“ ‘l“ ( “ \ \
(| ' | ‘ ]
\ \ \\ Referencni |
\ antigen //
Zdchytnd //
protilatka
Sendvicovd Kompetitivn(
ELISA ELISA

Obr. ¢&. 8: Rozdéleni ELISA metody podle variant [23]

Prima ELISA

Toto je nejjednodussi uspofaddni ELISA metody. Dochazi zde k reakci antigenu, ktery je
imobilizovan na pevnou fazi (dno a stény mikrotitra¢ni destic¢ky), s protilatkou, ktera je znacena
enzymem (konjugat). Vznika imunokomplex antigen-konjugat. Po piidani substratového

roztoku dochézi pomoci enzymu ke vzniku produktu za vzniku viditelné a métitelné barevné
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zmény. Pouziva se pfi kvalitativnim a kvantitativnim stanoveni antigenu ve vzorku. Na kazdy
stanovovany antigen je zapotiebi specifické protilatky zna¢ené enzymem. Proto je vyhodna pro

laboratofie, které stanovuji ¢asto stejné antigeny.

O Analyt/Antigen ") Enzym ) Konjugovand primdrni protilatka

O——— =@ — ’ O——

~
s N B

Obr. ¢. 9: Pfimé usporadani ELISA metody [23]

Kroky ptimé ELISA metody:
e 1. krok — navazani antigenu (analytu ze vzorku) na pevnou fazi (inkubace)
e 2. krok — odstranéni nenavazanych reaktantd (promyti)
e 3. krok — navazani protilatky s enzymem (inkubace)
e 4. krok — odstranéni nenavazané protilatky (promyti)
e 5. krok — pfidani substratu, enzymaticka reakce (inkubace)

e 6. krok — méfeni barevné zmény na spektrofotometru (detekce)

Neprima ELISA

I zde dochézi k reakci antigenu, ktery je imobilizovan na pevnou fazi (dno a st€ény mikrotitracni
desticky), s primdrni protilatkou. Protilatka neni nijak znacend pouze se navaze na
imobilizovany antigen. Nasleduje ptidani dalsi protilatky, tentokrat sekundarni, kterd je
znacena enzymem. Vznikd imunokomplex antigen-primarni protilatka-sekundarni protilatka.
Po pfidani substratového roztoku dochdzi pomoci enzymu ke vzniku produktu za vzniku
viditelné a méfitelné barevné zmeny. Tato varianta ELISA metody ma vyssi citlivost, protoze
se na komplex antigen-protilatka diky primarni protilatce mize navazat vice sekundarnich
protilatek a tak dochéazi ke zvySeni signdlu. Toto uspofadani je vhodné pro laboratofe, které
chtéji provadét variabilni testy. ProtoZe sekundéarni protilatka mize byt pofad stejna a meéni se
pouze primarni s ohledem na stanovovany antigen. ProtoZe je zde dalsi inkubacni krok, dochéazi

k ¢asovému prodlouzeni analyzy oproti piimé ELISA metodé.
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Obr. ¢. 10: Nepiimé usporadani ELISA metody [23]

Kroky nepiimé ELISA metody:

e 1. krok — navazani antigenu (analytu ze vzorku) na pevnou fazi (inkubace)

e 2. krok — odstranéni nenavazanych reaktantti (promyti)

e 3. krok — navazani primarni protilatky (inkubace)

e 4. krok — odstranéni nenavazané protilatky (promyti)

e 5. krok —navazani sekundarni protilatky s enzymem (inkubace)

e 6. krok — odstranéni nenavazané protilatky (promyti)

e 7. krok — ptidani substratu, enzymaticka reakce (inkubace)

e 8. krok — méfeni barevné zmény na spektrofotometru (detekce)
Sendvi¢ova ELISA

U sendvicové ELISA metody se vyuziva dvou protilatek, které jsou schopny pomoci epitopti
navazat jeden antigen. Prvni protilatka se imobilizuje na pevnou fazi (dno a st€ny mikrotitrani
desticky) a oznacuje se jako tzv. zdchytna protilatka. Dale se pfidd stanovovany antigen, ktery
se na tuto protilaitku mize snadnéji navazat. Druhd protilatka, kterd je znacena enzymem
(konjugovana detekcni protilatka) se navaze na komplex protilatka-antigen a dochazi k tzv.
sendvi¢i protilatka-antigen-protilatka. Po pfidani substratového roztoku dochazi pomoci
enzymu ke vzniku produktu za vzniku viditelné a méfitelné barevné zmény. Vyhodou tohoto

usporadani je vysoka citlivost a specifita, protoze se k detekci jednoho antigenu pouziva dvou

protilatek. Pouziva se k detekci jednoho antigenu ve vzorcich, kde je antigentt hodné.
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Obr. ¢. 11: Sendvicové uspoiadani ELISA metody [23]

Kroky sendvi¢ové ELISA metody:

e 1. krok —navazani protilatky na pevnou fazi (inkubace)

e 2. krok — odstranéni nenavazané protilatky (promyti)

e 3. krok — navazani antigenu ze vzorku na zachytnou protilatku (inkubace)

e 4. krok — odstranéni nenavazanych reaktantti (promyti)

e 5. krok —navazani sekundarni protilatky s enzymem (inkubace)

e 6. krok — odstranéni nenavazané protilatky (promyti)

e 7. krok — pfidani substratu, enzymaticka reakce (inkubace)

e 8. krok — méfeni barevné zmény na spektrofotometru (detekce)
Kompetitivni ELISA

Toto usporadani uz podle ndzvu znamend, Ze bude dochazet k soutézi. Toto usporadani lze
pouzit u vSech pfedchozich variant testu ELISA tedy u: pfimé, nepfimé i sendvi¢ové varianty.
Vyuziva se zde soutéze mezi antigenem, ktery je do reakci pfidavan a antigenem ze vzorku,
ktery je pfedem smichan s protilatkou. Kompetitivni ELISA se v praxi pouziva u vzorkd, které
nejsou purifikované — tedy nijak upravené pred analyzou. Také se pouziva pii detekci antigentl,
které jsou pfili§ malé.

Pro jasnégj$i pfedstavu je uveden ptiklad neptimé kompetitivni ELISA metody:

Antigen je imobilizovan na pevnou fazi. Tento antigen neni antigen stanovovany ale
antigen ptidavany do reakce. Nas stanovovany vzorek je nejprve smichén s protilatkou a teprve
poté se pridava do reakéni jamky. Po ustanoveni rovnovéahy se analyzovany vzorek vymyje.
Pfida se sekundarni protildtka znacena enzymem. Po pfidani substratového roztoku dochazi

pomoci enzymu ke vzniku produktu za vzniku viditelné a méfitelné barevné zmény. Cim vice
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primarni protilatky bude vyvéazano antigenem ze vzorku, tim slabsi detekovany signal. Signal

je tedy nepfimo umérny mnozstvi stanovovaného antigenu.

© Analyt/Antigen © Enzym }\\ Konjugovand sekunddrni protildtka

s B
LO O O O

Obr. ¢. 12: Nepiimé kompetitivni usporadani ELISA metody [23]

Kroky neptimé kompetitivni ELISA metody:
e 1. krok — navazani referenéniho antigenu na pevnou fazi (inkubace)
e 2. krok — odstranéni nenavazaného antigenu (promyti)
e 3. krok — pfidani antigenu ze vzorku s navazanou primarni protilatkou
e 4. krok —rozdéleni antigenu a protilatky, protilatka se vaze na referen¢ni antigen
(inkubace)
e 5. krok — odstranéni nenavazanych reaktantti (promyti)
e 6. krok — ptidani sekundarni protilatky (inkubace)
e 7. krok — odstranéni nenavazané sekundarni protilatky (promyti)
e 8. krok — ptidani substratu, enzymaticka reakce (inkubace)

e 9. krok — méfeni barevné zmény na spektrofotometru (detekce)

3.3.2 Cviceni

1) Nakreslete schéma sendvicové ELISA metody
2) Jaky je rozdil mezi homogenni a heterogenni EIA metodou
3) Kdy je signal pfimo umérny mnozstvi stanovovaného analytu? U kompetitivni nebo
nekompetitivni varianty?
4) Spojte varianty testu
Kompetitivni — soutéziva
Nekompetitivni — sendvi¢ova
Homogenni — v jednom roztoku

Heterogenni — S pevnou fazi
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3.3.3 Shrnuti

Existuje nekolik variant uspofadani ELISA testi a to: pfima, nepiima a sendvicova. Kazda
varianta miZze probihat v nekompetitivnim nebo kompetitivnim uspotadani. ELISA metoda
pouziva pevnou fazi pro imobilizaci latek na svém povrchu a proto se oznacuje jako
heterogenni. Pokud by vSe probihalo pouze v roztoku byla by metoda oznacovéana jako
homogenni EIA. Pomoci ELISA metody Ize stanovit (kvalitativné 1 kvantitativn¢) velké
mnozstvi analytli a to napf. hormony, autoprotilatky, tumormarkery, hormony, alergeny,

IéCiva, drogy nebo toxiny.

3.3.4 Rozsirujici téma
V zavérecné kapitole se seznamite s tim, jak vypadd opravdovy laboratorni postup. Jaké
analytické vybaveni, laboratorni nadobi ¢i roztoky jsou zapotiebi. Déle jaka je Casova naro¢nost
testu a jak se vysledek hodnoti a co znamena. Vypracujete laboratorni protokol se vSemi
nalezitostmi. Tedy postupem, principem metody, pouzivanymi reagenciemi, nddobim, roztoky.
Dale bude protokol obsahovat vysledek a hodnoceni. Do zavéru napiste vysledek a co to pro

daného ¢lovéka znamena.

3.3.5 Rozsirujici literatura
https://www.baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-usporadani/
https://docs.abcam.com/pdf/kits/elisaguide.pdf?elqTrackld=d6ba4a9cf2494de599dd122902c7
4227
https://www.bio-rad-antibodies.com/blog/deciding-which-elisa-technique-is-right-for-

you.html
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3.4 Laboratorni stanoveni obsahu lepku

Cil kapitoly: studenti budou schopni provést jednoduchy laboratorni postup. Zaroven budou

schopni tento test vyhodnotit.

Kli¢ova slova: ELISA, laboratof, celiakie

Vhled do problematiky:

V laboratorni praxi se metoda ELISA velmi casto pouziva pri stanoveni riznych druhii
alergenii. Mezi rozsirené alergeny patii lepek, ktery je zodpovédny za nemoc nazvanou celiakie.
Spravné laboratorni stanoveni alergenu je nezbytné pro potvrzeni nemoci a nasazeni

celozivotni diety.

34.1 Vyklad

Celiakie a jeji stanoveni
ELISA se pouziva k posouzeni aktualniho stavu celiakie a dodrZovani bezlepkové diety.
Celiakie je autoimunitni onemocnéni, kdy jeho imunitni systém nadmérné reaguje na lepek
(gluten). Lepek je bilkovina obsazena v zrnech pSenice, zita a je¢mene. Nasledkem imunitni
odpovédi dochézi k zdnétiim v oblasti sliznice tenkého stfeva, které obsahuje velké mnoZstvi
mikroklkd, které postupné mizi a zmensuje se tak mnozstvi resorp¢ni plochy stfeva. Dochézi
tak k $patnému vstiebavani vitaminl, mineralti a ostatnich zivin. T¢lo pfi tomto onemocnéni
vytvaii protilatky proti lepku (antigliadiny - AGA), ale také proti vlastni sliznici stfeva. Celiakie
je ¢etné onemocnéni, které bohuzel i ptes dobrou diagnostiku zlstava dost ¢asto skryto, protoze
pfiznaky onemocnéni nejsou charakteristické nebo se objevuji pouze v nékterém obdobi Zivota.
Mozné ptiznaky: zazivaci obtize, plynatost, prijmy, chudokrevnost z nedostatku Zeleza,
bolesti kloubti, hubnuti, tnava, afty, gynekologické obtiZe, potraty, neplodnost, migréna nebo
deprese. Jedinou 1éc¢bou je celozivotni bezlepkova dieta, kdy je zapotiebi vynechat i stopové
mnozstvi lepku. Pti dodrzovani diety se zvolna upravuje hladina protilatek a zlepSuje stav
sliznice. Stanoveni mnozstvi antigliadinovych protilatek (AGA) pomoci ELISA metody je
vysoce citlivé a levné. Spolehlivost detekce ma znacnou variabilitu vzhledem k pouzivanému
antigenu a predevsim k tfidam protilatek IgG a IgA. Velka ¢ast populace nema dostatek IgA
protilatek (deficit 1gG) a pravé u nich tento test mize ukazovat na faleSnou negativitu. Je

zapotfebi stanovit mnozstvi IgA protilatek spolu s provedenim tohoto testu. Naopak
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informovaného 1ékate, ktery vi, Ze jeho pacient ma nizké hladiny IgA vysledek tohoto testu
informuje o dodrzovéani diety pacienta, vzhledem k tomu, ze IgG protilatky maji delsi zivotnost.
V dnes$ni dob¢ se €astéji pouziva stanoveni hladiny protilatek proti tkanové transglutaminaze,

kter¢ je ale draZsi. Pro potvrzeni diagnozy celiakie se provadi biopsie sliznice.
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Obr. ¢&. 13: Potraviny bez obsahu lepku [26]

Princip stanoveni

K testu se pouziva purifikovany a-gliadin, ktery je navazany na pevnou fazi (dno a sténu
mikrotitra¢ni desticky). Neobsazena vazebna mista desti¢ky je zapotiebi zablokovat (aby se na
né nenavazovaly protilatky a dalsi latky ze vzorku). Jsou-li ve vySetifovaném biologickém
materidlu (sérum pacienta) pfitomny specifické protilaitky AGA, vytvoii se imunokomplex
(antigen-protilatka). Ten zlstane navazany i po promyti promyvacim roztokem. Dale se
k imunokomplexu ptida sekundarni protilatka (konjugat), ktery je zna¢eny enzymem (kienova
peroxidaza). Znovu dochézi k promyti a odstranéni nezreagovanych slozek. Po promyti se pfida
substratovy roztok, ktery obsahuje peroxid vodiku a chromogen tetramethylbenzidin (TMB).
Dojde k enzymatické reakci, kdy enzym kienova peroxidaza rozlozi peroxid vodiku na kyslik
a vodu. Kyslik oxiduje chromogen TMB, ktery zméni barvu roztoku do Zluta. Intenzita
zabarveni roztoku je pfimo imérna mnozstvi specifickych protilatek ze séra. Zabarveni métime

pomoci spektrofotometru piimo v desticce.

Potieby a reagencie
e Antigen: purifikovany alfa gliadin (koncentrace 100 mg/1 ve fosfatovém pufru pH 7,4)
e Sekundarni protilatka (konjugat): praseci proti lidskému IgA znafena kienovou

peroxidazou
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Postup

v

v
v

Vzorky sér: natedéné 1:125 fosfatovym pufrem pH 7,4

Kontrolni sérum: pozitivni(sérum s obsahem AGA) a negativni (redestilovana voda)
Aktivaéni roztok: uhli¢itanovy pufr pH 9,49 s 2,5% glutaraldehydem

Blokovaci roztok: fosfatovy pufr pH 7,4 s 0,05% Tweenem 20 a 5% BSA

Redici roztok pro vzorky: PBS pufr 7,4 s 0,05% Tweenem 20 a 0,1% BSA

Redici roztok pro konjugat: uhligitanovy pufr pH 9,49 s 0,05% Tweenem 20 a 0,1%
BSA

Stop roztok: 1M H2SO4

Substratovy roztok: 0,1M octanovy pufr pH 5,5, 0,1 mg/ml TMB (zasobni roztok 6
mg/ml v DMSO), 0,003% H20> (10,37 ml redestilované H20, 0,55 ml 2M octanového
pufru pH 5,5, 180 ul zasobniho roztoku TMB, 1,1 ul H20,)

Mikrotitracni desticka typu P

Mikropipety jednokanédlové — rizné objemy

Mikropipeta vicekanalova

Mechanicka promyvacka (lze nahradit vicekanalovou pipetou)

Spektrofotometr

Termostat

Do mikrotitracni desticky typu P napipetovat vicekanalovou pipetou uhli¢itanovy pufr
pH 9,49 s piidavkem 2,5% glutaraldehydu (150 pl na jamku).

Inkubace 2 hodiny pfi laboratorni teplot¢.

Po inkubaci obsah desticky vyklepnout a napipetovat antigen nafedény ve fosfatovém
pufru o pH 7,4 (150 pl na jamku).

Inkubace minimalné€ 20 hodin pfi 4 stupnich Celsia v lednici.

Po inkubaci obsah desticky vyklepnout,3x promyt redestilovanou vodou, osuSit a
napipetovat blokovaci roztok (150 pl na jamku).

Inkubace 1 hodinu pti 37 stupnich Celsia v termostatu.

Po inkubaci obsah desticky vyklepnout,5x promyt redestilovanou vodou, osusit a
napipetovat vzorek séra nafedéného 1:125 fedicim roztokem pro vzorky. Pipetovat
dvojkovou fadou tzn. 200 pl vzorku séra 1:125 do prvni jamky a do dal$ich jamek 100
ul fediciho roztoku a prepipetovavat 100 pl z predeslé jamky do dalsi. Napipetovat
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pozitivni a negativni kontrolu a slepé vzorky tzv. blanky po 100 pl na jamku. Vse

znazornéno na nasledujicim schématu.

1 2 3 4 5 6 7 8

A | 1:125 1:250 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
B 1:125 1:250 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
C 1:125 1:250 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
D

E Pozitivni | Negativni | Blank

F Pozitivni | Negativni | Blank

G | Pozitivni | Negativni | Blank

H

v" Inkubace 1 hodinu pfi 37 stupnich Celsia v termostatu.

v" Po inkubaci obsah desticky vyklepnout,5x promyt redestilovanou vodou, osusit a
napipetovat po 100 pl na jamku konjugatu fedéného 1: 16 000 fedéného uhli¢itanovym
pufrem pH 9,49.

v" Inkubace 1 hodinu pfi 37 stupnich Celsia v termostatu.

v Po inkubaci obsah desticky vyklepnout,5x promyt redestilovanou vodou, osusit a
napipetovat po 100 pl na jamku substratového roztoku.

v' Substratovy roztok se musi pfipravovat t€sné pied pipetovanim. Roztok je citlivy na
vzdusny kyslik a mohlo by dojit k oxidaci chromogenu a k falesn¢ pozitivnim
vysledkim.

v" Inkubace 15 minut pfi 37 stupnich Celsia ve tmé (desti¢ku obalit alobalem).

v" Po inkubaci rychle napipetovat 50 pl stop roztoku na jamku.

v" Thned méfit absorbanci pomoci spektrofotometru pti 450 nm.

Hodnoceni

Ze spektrofotometru dostaneme ¢iselna data o kazdé jamce. Nejdtive je zapotiebi podivat se na
kontrolni séra a blank. Pozitivni sérum by mélo mit hodnotu absorbance minimaln¢ 1 a
maximalné 1,5. Pokud je absorbance vyssi bylo sérum Spatné nafedéno. Negativni sérum a
blank by méli mit hodnotu absorbance maximaln¢ 0,15. Vyssi absorbance je dana: Spatnym

pipetovanim, kontaminaci jamky, Spatné pfipravenym substratovym roztokem (oxidace).
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Pti spravnych hodnotach kontrol je nutné ud¢lat primérnou hodnotu ze stejné fedénych
sér. Pokud je n¢ktera hodnota hodné mimo rozpéti, lze ji z pocitani vytadit, aby nedoslo ke
zkresleni. To samé se provede i s hodnotou blanku. Poté se odecte od kazdé hodnoty hodnota
blanku.

Poslednim tikolem je zjistit, kterd hodnota titru séra jesté dava pozitivni vysledek. Jako

pozitivni vysledek mizeme uvazovat hodnotu absorbance po odecteni blanku 0,25 a vyssi.

3.4.2 Otazky
1) Jaky jste pouzili enzym a detektor?
2) Co je to blank?

cvwr

4) Jaka kyselina se pfidava do substratového roztoku?

3.4.3 Rozsirujici literatura
https://behejsrdcem.com/clanky/problem-s-travenim-lepku-reste-pricinu-ne-priznaky/
SHOENFELD, Yehuda, GERSHWIN, M. Eric, MERONI, Pier Luigi. Autoantibodies. Elsevier,
2014.

ZIMA, Tomas. Laboratorni diagnostika. Praha: Galén-Karolinum, 2007.
RASHTAK, Shadi, ELTORE W. Michael. Comparative usefulness of deamidated gliadin

antibodies in the diagnosis of celiac disease. Clin Gastroenterol Hepatol. 2008.426-432.
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3.5 Zavérecné cviceni
Vysvétlete tyto pojmy:
ELISA
Protilatka

Antigen
Imunokomplex
Konjugat

T™MB

Nakreslete nepiimé provedeni ELISA testu v nekompetitivhim uspotfadani

CH

Kftizovka:
Flm o[ u | N
M| A| G| N
‘ | ‘ N ‘ D ‘ | ‘ K | A
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1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9

10)
11)
12)
13)
14)
15)

3.6

Jak se nazyva piistroj, ktery se pouzivé jako detektor u RIA metody?

Jak se nazyva stroj na pipetovani?

Ktera metoda je nekompetitivni v heterogennim uspotadani?

Co vznikne pfi reakci antigenu s protilatkou?

Jaké ¢astice se mohou pouzivat jako pevna faze u ELISA metody?

Jaky indikator se pouziva u RIA testu?

Jak mtzeme jinak pojmenovat sekundarni protilatku?

Jaky indikator se pouziva u FIA metody?

Co se méni krom¢ detektori u imunoanalytickych metod? Je to napf. enzym,
radioizotop...

Jaka latka navozuje produkci protilatek?

Co miizeme stanovovat pomoci ELISA testu u podezieni na nadorova onemocnéni?
Jaké desticky se pouzivaji u ELISA metod?

Spektrofotometry nebo scintilatory jsou ......

Co reaguje s antigenem za vzniku imunokomplexu?

Zména ¢eho se méti na spektrofotometru?

Z.avérecné shrnuti

<

D N N NI N

ELISA pracuje na principu reakce mezi antigenem a protilatkou

méfi se barevnd zména roztoku, kterd je zpiisobena pfitomnym stanovovanym
analytem a navazanou sekundarni protilatkou s enzymem, ktery méni substratovy
roztok na produkt

jako pevna faze se nejcastéji pouziva mikrotitracni desticka

barevna zména se méfi na pristroji nazyvaném spektrofotometr

metoda je specificka a citliva

nejcasteji se pouziva pii detekci protilatek nebo antigenti
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3.7 Didakticky rozbor uciva — prirucka pro ucitele

V kapitole ,,0O laboratorni metodé ELISA“ si studenti osvézi zakladni pojmy, které
jsou pro dalsi studium této problematiky zasadni. Je zapotiebi si osvojit a pochopit, co
jednotlivé pojmy uzivané v laboratorni metodé¢ ELISA znamenaji, a proto bude prace s u¢ebnim
textem doplnéna o vyklad prednasejiciho velmi dilezita. To samé plati i pro princip metody,
ktery bude vysvétlen ndzorné pomoci dalSich skolnich pomitcek a to: schéma na tabuli + video.
Pochopeni zékladnich pojmt je pro ELISA metodu klicové a proto je zapotiebi je na spravnych

piikladech vysvétlit. U¢itel muze vyklad doplnit vhodnymi zajimavostmi z historie metody.

V kapitole ,,Specifikace ELISA metody* se studenti seznamuji s dal$imi
imunoanalytickymi metodami ke kterym nalezi i dané indikatory a detektory. Zde je vyznamny
presah uciva s dalSimi laboratornimi i teoretickymi predméty. Od pocatku bude kladen dlraz
prave na propojeni znalosti z pfedchozich nebo podobnych predmétii. Bude vedena diskuze o
tom, co si studenti pamatuji a u¢ebni latka bude doplnéna i o spoustu pro né novych véci. Budou
zde podrobné zminény jednotlivé detektory, indikatory, enzymy a chromogeny. V ramci
opakovani jiz diive probranych kapitol imunoanalytickych metod bude tato kapitola probihat
hodné diskuzné. Ve vykladu kantora se objevi dlileZité podrobnosti, nadstavbové informace

nebo zajimavosti.

Kapitola ,,Stanovované analyty a laboratorni uspoiradani ELISA testu“ je co se tyce
prace s u¢ivem stézejni. Od pocatku zde bude kladen diraz na vysvétleni vech variant ELISA
testu s podrobnymi schématy jak na tabuli, tak s moZnosti pusSténi animace jednotlivych variant.
Kantor vysvétli dilezitost zvoleni spravné varianty testu a upozorni na neduhy spojené se
Spatnym vybérem. Po diskuzi ovéfujici znalosti studentii bude pfistoupeno k praktickému
nacvi¢ovani pomoci hry, kdy budou studenti zastupovat jednotlivé prvky ELISA testu a budou

se navzajem identifikovat.

V zavére¢né kapitole ,,Ukazkovy laboratorni postup* si studenti v laboratofi ovéii
vSechny své znalosti a prakticky si je vyzkousi. I zde bude nejprve vyklad kantora spolu
s ukazkou nové€ pouzivaného laboratorniho nadobi. Studenti budou pracovat ve dvojicich, kdy
budou nékteré Casti tlohy de€lat spolecné a ¢ast kazdy sdm pro porovnani spravnosti pipetovani.

To, jaké ¢asti budou délat spole¢né jim uréi kantor i s ohledem na ¢asovou naro¢nost a
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laboratorni vybaveni. Své laboratorni vysledky budou prezentovat pred studenty v nésledujici
hodin¢, kdy vytvofti laboratorni protokol, ktery musi obsahovat vysledky laboratorni prace a

diskuzi nad nimi.
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4 Zavér

Zavérecna prace je ucelenym pracovnim materidlem pro vyuku laboratorni techniky ELISA,
jez spada do pfedmétu Vybrané laboratorni metody.

V teoretické Casti zaverecné prace jsem se zabyvala psanim ucebniho textu a uc¢ebnic.
Tato teoreticka ¢ast je takovym pritvodnim listem, podle kterého by mél byt ucebni text napsan
a co vSe by mél obsahovat. Je zde popsano, jak Ize ucebnice vyuzit z jejiho funkéniho hlediska.
Je zde také rozebrana didakticka vybavenost ucebnice, jeji strukturni komponenty a jak se
didaktické vybavenost stanovuje.

Dulezitou kapitolou je také struktura Skolni ucebnice, kdy lze ucebni text rozdélit na
vykladovy, dopliujici a vysvétlujici. Dalsi kapitolou, ktera je pii psani ucebnice dualezita, je
kapitola o obtiZnosti textu. Obtiznost textu je ddna jejim obsahem a komunika¢nim ztvarnénim.
Protoze je dana specifickymi charakteristikami, lze ji méfit, a proto v této kapitole nechybi ani
jeji vypocet. Posledni kapitolou teoretické ¢asti jsou pozadavky na ucebnici, které jsou také
nepochybn¢ velmi dilezité.

V praktické Casti je zhotoven uceleny ucebni text o laboratorni technice ELISA. Text je
didakticky zpracovan. Kazda podkapitola obsahuje cil, kli¢ova slova, vhled do problematiky,
vlastni vyklad, cviceni/kontrolni otazky a zavére¢né shrnuti. Text obsahuje ilustracni piiklady
alze ho aplikovat v ucebni praxi. Po prostudovani tohoto uc¢ebniho textu budou studenti schopni
vysvétlit princip laboratorni techniky ELISA, budou znat zakladni pojmy, uspofadani metody,
pouzivané chromogeny, enzymy a substraty. V neposledni fadé budou schopni studenti nejen
teoreticky vysvétlit vSe potiebné k laboratorni technice ELISA, ale ptedevsim ji budou umét i
prakticky provést v laboratofi.

Tento u€ebni text mize byt velmi dobie zafazen do vyuky Vybranych laboratornich
metod. Studenti stfednich zdravotnickych Skol ziskaji uceleny piehled a vhled do problematiky
metody a ucebni text jim muze slouZit jako dobry podklad pro tvorbu maturitnich otazek ¢i pfi

nasledném studiu na vysokych Skolach.
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