ELISA

ELISA (angl. zkratka enzyme-linked immuno sorbent assay), zndma také
jako EIA (angl. zkratka enzyme immunoassay), je analytickd metoda
vyuzivana ke kvantitativnimu stanoveni rliznych antigenl. Tato metoda
mad radu variant. VSechny jsou zalozeny na vysoce specifické interakci
antigenu a protilatky, pricemz na jednoho z téchto partnerl je
kovalentné navazan enzym (nejcastéji peroxidaza nebo alkalicka
fosfatdza). Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery je
priddn do reakéni smési, na produkt, ktery je barevny. Stanovuje se pak
spektrofotometricky (viz chromogenni substrat), nebo na zakladé
fluorescence (fluorimetrické stanoveni). Koncentrace produktu je umérna
koncentraci antigenu nebo protiladtky ve vzorku. DalSim spole¢nym
znakem metod ELISA je zakotveni (adsorpce nebo kovalentni navazani) Vybavenf k ELISA
antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosic¢ (¢asto povrch reak¢ni

nadobky nebo mikrotitra¢ni desticky), coz usnadnuje separaci

imunochemicky navdzanych molekul.

Postup

A: Standardni sendvicova ELISA na zjisténi koncentrace antigenu:
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1. navazani protilatky na dno zkumavky; ARB
2. pridani vzorku a inkubace - dochdzi ke vzniku vazby antigen- b
protilatka; i
3. odmyti nenavdzaného antigenu; 2
4. pridani druhé protildtky, vazajici stejny antigen, na které je e
kovalentné pfipojen enzym; e =
5. inkubace a odmyti nadbytecné protilatky s enzymem;
6. pridani substratu a pribéh enzymem katalyzované reakce;
7. zastaveni reakce a méreni.

Jako sendvicova se nazyva proto, ze antigen je jako sendvi¢ mezi dvéma

protilatkami. Odetitani ELISA

B: Obdobné Ize reakci provést na detekci protilatek ve vzorku. To
probiha obdobng, jen je v 1. kroku navézan na zkumavku antigen a druha protildtka je proti hledané protilatce. Tato
metoda se oznacuje jako capture ELISA.
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Schéma sendvicové ELISA metody.  Schéma capture ELISA metody.

Odkazy

Suvisejici ¢clanky
= Laboratorni vysetfeni v dermatovenerologii
= Imunofluorescencni vySetieni v dermatologii
= RIA
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