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DETECCION DEL ALZHEIMER CON ELISA

Ref.ELISA7
1.0BJETIVO DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es introducir a los estudiantes en los
principios y practica del ELISA como herramienta para la detecciéon de
antigenos presentes en el cuerpo humano.

Los estudiantes adquirirdn conocimientos basicos sobre la biologiay
biologia molecular del cerebro y de la técnica de ELISA.

2. INTRODUCCION

2.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En 1906, el psiquiatra aleman Alois Alzheimer reportd el primer caso de Alzheimer
en una mujer con 50 afos. La enfermedad del Alzheimer (AD) se caracteriza con
una pérdida de memoria, al mismo tiempo que se ve afectada la funcionalidad
neuroldgica. Normalmente el diagndstico de esta enfermedad se realiza a los 65
afos aproximadamente. Aunque el riesgo de padecerla aumenta con la edad.

Los primeros sintomas son problemas cognitivos, que normalmente son atribuidos
al estrés o a la fatiga, como pueden ser descuidos, pérdidas puntuales de memoria,
. El diagndstico del AD se realiza ya que los pacientes presentan una pérdida
rapida de memoria, también por el historial familiar y cambios en el
comportamiento de la persona que la padece.

Patofisiologia del Alzheimer

El cerebro esta divido en distintos |6bulos y areas dependiendo de la localizacion y
de la funciéon. Los 5 ldbulos principales son el bulbo raquideo, |ébulo parietal,
cerebelo, I6bulo frontal y I6bulo temporal. El bulbo raquideo es el responsable de la
mayoria de las funciones vitales del cuerpo, es decir, control de la frecuencia
cardiaca, la presion y la respiracion. El I6bulo parietal es el responsable de procesar
la informacion sensorial. El cerebelo controla la funcion motora y el movimiento. El
I6bulo frontal es el responsable de la ejecucion de las decisiones y el mayor
procesador del cerebro de las vias motoras. Finalmente, el I6bulo temporal es el
responsable de la memoria. Dentro del I6bulo temporal estéd el hipocampo que es el
responsable de la formacidn de la memoria nueva, es decir, es el responsable de
los nuevos aprendizajes y de la memoria de cosas nuevas.

Como se forma y se almacena la memoria en le cerebro es aun desconocido. Sin
embargo, si que se conocen las areas del cerebro que estan comunicadas con el
hipocampo. El hipocampo envia la informacién en el lébulo frontal, quién es capaz
de procesar la informacién y dar una respuesta. El area del cerebro que comunica
el 16bulo frontal con el hipocampo se llama cértex entorrinal. El cértex entorrinal es



capaz de enviar la informacion de forma anterégrada y retrégrada entre el
hipocampo y el I6bulo frontal, haciendo de esta zona un area importante para la
consolidacién de la memoria. Hoy en dia, se conoce que el AD empieza en la zona
del cértex entorrinal y que se extiendo por todo el cerebro.

¢Qué ocurre en la corteza entorrinal durante el AD? El mayor sintoma es una
muerte neuronal causada por la acumulacion de proteinas mutadas y mal plegadas.
Hay dos proteinas que juegan un papel clave en la progresion de la enfermedad,
éstas son la tau y la AB. AB es un péptido pequefio (proteina) que se forma a partir
de la proteina precursora amiloide (APP). Cuando la APP es procesada por una
proteasa da como resultado los péptidos AB. Los péptidos AR pueden agruparse
formando placas o areas densas de acumulacion de AB. Este proceso puede inhibir
el transporte proteico, la actividad mitocondrial y muchos otros procesos criticos
para la célula. Por otro lado, tau es una proteina microtubular. Los microtubulos
son como las autopistas de la célula, y tau se encarga de unirse a los microtubulos
y estabilizarlos con el axén. Normalmente, tau no se encuentra fuera del axén. Sin
embargo, durante la enfermedad del Alzheimer, tau se localiza en el cuerpo celular
y en las dendritas. Esta incorrecta localizacion de tau es debido a una desregulacién
y las consecuencias es que se forman ovillos neurofibrilares.
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Entre las placas de AB y los ovillos de tau las neuronas estan comprimidas y
provoca la muerte de ellas. Las neuronas son células que no pueden regenerarse.
En el momento en el que se diagnostica a una persona con la enfermedad el dafio
cerebral es irreversible. Es por ello que muchos cientificos y grupos de investigacion
estan trabajando en test para poder diagnosticar la enfermedad es etapas
tempranas, antes de una muerte neuronal masiva. Estas placas aparecen unos 20
anos antes de que la enfermedad empiece a dar la primera sintomatologia.

2.2 ELISA

El ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA del término en inglés
“Enzyme-linkedimmunosorbentassay test) fue originalmente desarrollado para
mesurar la cantidad de anticuerpos en sangre. Este inmunoensayo se adapté a la
deteccidn de proteinas en el liquido cerebroespinal dando muy buenos resultados.

En este Elisa se simulara un experimento de deteccion de AB en pacientes
simulados a partir de muestras de liquido cerebroespinal. Primeramente, las
muestras son afiadidas en los pocillos donde las proteinas son adheridas por
asociacion hidrofébica con las paredes del pocillo. El exceso de ellas es limpiado con
un tampdn. Después del lavado no resta muestra no adherida en la pared del



pocillo, los sitios no ocupados de los pocillos normalmente son ocupados por
proteinas bloqueadoras, tipicamente con suero bovino quien satura el pocillo de
proteinas.
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El ensayo de ELISA requiere anticuerpos para poder visualizar la proteina de
interés. Los anticuerpos son proteinas especializadas que permite al sistema
inmune distinguir entre propias y no propias. El ELISA tradicional requiere dos
anticuerpos, el anticuerpo primario reconoce la proteina de interés, mientras que el
anticuerpo secundario reconoce al anticuerpo primario. El anticuerpo secundario va
unido covalentemente a la enzima peroxidasa de rabano picante que nos permitira
detectar la presencia de la unién del complejo antigeno-anticuerpo.

3. EXPOSICION DE LOS HECHOS

En este experimento se testardn muestras simuladas de liquido cerebroespinal de
pacientes con Alzheimer y pacientes sanos. Para testas estas muestras se usara la
técnica de ELISA.

4. COMPONENTES

10x ELISA Buffer de Lavado Conservar a 42C
ELISA Buffer de Dilucidn Conservar a 4°C
Antigeno (liofilizado) Conservar a 42C
Anticuerpo primario (liofilizado) Conservar a 49C
Anticuerpo secundario (liofilizado) Conservar a 49C
Sustrato TMB Conservar a 42C
Solucién de Stop Conservar a 42C
Pipetas de transferencia Temperatura ambiente
Tiras de 10 pocillos Temperatura ambiente
Tubos de plasticos de 15 ml Temperatura ambiente
Tubos de 1,5 ml Temperatura ambiente

Manual de preparacion de los reactivos y muestras en el anexo 1.
5. PRACTICA
Se realizaran 5 grupos de trabajo.

5.1 PREPARACION DE LA CURVA ESTANDARD

1. Coger dos tiras de 12 pocillos de tubos. Marcar cada uno de los pocillos del 1

al 12 en una tira, y del 13 al 24 en la otra. (Rotular en la pared de los

pocillos todos por el mismo lado)

Afadir 50 pl del Buffer de dilucién en los pocillos del 2 al 12.

3. Afiadir 100 pl del antigeno (tubo marcado como AB) en el pocillo 1. La
concentracion del antigeno es de 100 pg/ml
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Pipetear 50 pl del pocillo 1 al 2.

Mezclar unas 5 veces con la pipeta.

Con la misma pipeta, coger 50 pl del pocillo 2 y colocarlos en el pocillo 3.
Repetir el paso 5.

Continuar el proceso de dilucion seriada hasta el pocillo 12, cogiendo 50 l
del pocillo anterior y mezclando con el siguiente.

9. Coger 50 pl del pocillo 12 (que al final del proceso tendra 100 ul) vy
descartarlos.

® N B

5.2 PREPARACION DEL CONTROL Y LAS MUESTRAS DE LOS PACIENTES

1. Afadir 50 pl del control positivo en los pocillos 13-15.

2. Afadir 50 pl del control negativo en los pocillos 16-18.

3. Afadir 50pl del control del paciente en los pocillos 19-21.
4. Afadir 50pl del paciente en los pocillos 22-24.

Recordar: cambiar la punta de la pipeta entre los distintos pasos.
Incubar las dos tiras de 12 pocillos durante 5 min a temperatura ambiente.
5.3 LAVADO DE LOS POCILLOS

1. Invertir las dos tiras de los pocillos encima de un papel absorbente o de un

recipiente donde poder descartar liquidos. (Importante: hacerlo con fuerza

para que todo el liquido de los pocillos salga). Recomendamos usar un

recipiente rectangular o cuadrado donde descartar los liquidos, ya que es

mas cémodo que con el papel absorbente y hay menor probabilidad de

contaminacion entre pocillos.

Afadir 200 ul de Buffer de Lavado en cada uno de los pocillos.

3. Eliminar el Buffer de Lavado, dando la vuelta a las dos tiras tal y como se ha
realizado en el punto 1.

4. Afadir otra vez 200 pl de Buffer de Lavador e invertir para eliminar el buffer
igual que en el punto 1.
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5.4 ADDICION DEL ANTICUERPO PRIMARIO Y SECUNDARIO

1. Afadir 50 ul del anticuerpo primario (tubo de 1,5ml rotulado con el nombre

de 1AB) en cada uno de los pocillos.

Incubar durante 5 min a temperatura ambiente.

3. Invertir las dos tiras sobre un papel absorbente o un recipiente, al igual que
en el punto 1 del lavado de los pocillos.

4. Lavar los pocillos repitiendo los pasos del 2 al 4 del apartado lavado de
pocillos (afiadir 200 pl de Buffer de lavado en cada uno de los pocillos y
removerlo dando la vuelta a las tiras, realizarlo dos veces).

5. Afadir 50 pl de anticuerpo secundario (tubo de 1,5 ml rotulado con el

nombre de 2AB) en cada uno de los pocillos.

Incubar durante 5 min a temperatura ambiente.

7. Repetir el paso 3 y 4 de este apartado.
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5.5 ADDICION DEL SUSTRATO

1. Afadir 50 pl de sustrato (tubo de 1,5 ml rotulado con el nombre de sustrato)
en cada uno de los pocillos.

2. Incubar a temperatura ambiente durante 5 min, si bien a los 5 min aun se
ve cambio en la coloracion de los pocillos, esperar hasta que se estabilice la
coloracién en cada uno de los pocillos.



3. Afadir 50 pl de Soluciéon de Parada (tubo de 1,5 ml rotulado con el nombre
de stop) en cada uno de ellos.
4. Analizar la coloracion de los distintos pocillos.

6. RESULTADOS

Observar la coloracion de las distintas reacciones, sobre todo observar que los
controles positivos y negativos estan correctos. Para ello, en el control positivo se
tendra que observar una coloracidn parecida a la del pocillo 1 de la curva patron,
mientras que el control negativo no deberd tener coloracién, es decir, sera
transparente. Ademads, observar que los triplicados realizados presentan una
coloracién similar.

Imagen 1. Curva patrén

Ademads, a partir de la curva patron estimar las concentraciones del control
paci

ent

ey

del [ | | 1 |
paciente AD, es decir, observar los pocillos del 19-24.

Control + Control - Paciente 1 Paciente 2

Imagen 2. Controles y muestras de pacientes

Para ello realizar los calculos que corresponden a cada una de las diluciones
realizadas a partir de la muestra madre. Para ello tener las concentraciones mas
claras para comparar con la curva patrén, rellenar la siguiente tabla

TABLA DILUCIONES Y CONCENTRACIONES

Pocillo 1 2 3 4 5 6

Dilucion --

Concentracion | 100 pg/ml

Pocillo 7 8 9 10 11 12




Dilucion

Concentracion

Para que resulte mas facil de recoger los resultados, rellenar la siguiente tabla:

TABLA DE IDENTIFICACION DE MUESTRAS DE PACIENTES

Pocillos 13 14 15 16 17 18

Muestra Control positivo Control negativo
Concentracion

Pocillos 19 20 21 22 23 24

Muestra Paciente Control Paciente AD

Concentracion

7. PREGUNTAS Y RESPUESTAS SOBRE LA PRACTICA
Una serie de preguntas se pueden realizar a los alumnos sobre la practica:

1. éCual de

las dos muestras pacientes control

presentan mas AB en su liquido cefalorraquideo?

2. Busca una hipotesis que pueda explicar los resultados obtenidos en
el experimento.

3. Si tu eres un investigador de biomarcadores de Alzheimer, éCual
seria el siguiente marcador que testar?

Para cualquier duda o consulta adicional,

info@bioted.es

por favor,

contacte con nosotros

o pacientes AD




Anexo 1. Manual preparacion de los reactivos y muestras

Manual para la preparacion de los reactivos y muestras, solamente para los
profesores. La duracidon de la preparacion es de 30 minutos. Pueden prepararse
todo el dia de antes de la practica o justo antes de empezar la clase. Si se prepara
con antelacion guardar todo a 4°C.

Preparacion del Tampon de Lavado 1x Elisa

1. Afadir 525ml de agua destilada al componente A (10x Tampon de lavado
ELISA) y mezclarlo bien. Rotularlo como 1x Tampdn de lavado.

2. Dispensar 55ml en cada uno de los tubos de 60ml o bien en un vaso de
precipitados por cada grupo y etiquetarlo como tampon de lavado.

Preparacion del Tampon de dilucién

1. Dispensar 1 ml de Tampon de dilucion ELISA (componente B) dentro de 10
microtubos y etiquetarlo como tampdn de dilucién.

Preparacion del antigeno

1. Transferir 7 ml de tampon de dilucién de ELISA (componente B) en un tubo
conico de 15ml y etiquetarlo como AB.

2. Afadir 0,5ml de tampon de dilucidn etiquetado como AB en el tubo del
componente C (vial antigeno) y remuévelo bien.

3. Transferir todo el contenido dentro del tubo de 15ml AB.

4. Etiquetar 10 microtubos con el nombre AB y dispensar 0,15ml en cada uno.

Preparacion del control negativo y positivo

1. Etiquetar 10 microtubos con el nombre de control + y dispensar 175 ul de
AB en cada uno.

2. Etiquetar 10 microtubos con el hombre de control - y dispensar 175 ul de
tampon de dilucién ELISA (componente B)

Preparacion de las muestras de pacientes
Muestras del paciente control

- Mezclar 2ml de AB con 500 pl de tampdn de dilucion ELISA en un tubo de
15ml. Etiquetar 10 microtubos con el nombre de control y dispensar 175 pl a
cada tubo.

Muestras del paciente con Alzheimer

- Mezclar 3,7 ml de tampdn de dilucién ELISA (componente B) y 100 ul de AB
en un tubo de 15ml. Etiquetar 10 microtubos con el nombre de paciente y
afadir 175 yl en cada uno de ellos.

Preparacion del anticuerpo primario

1. Transferir 14 ml de tampdn de dilucidon de ELISA (componente B) en un tubo
conico de 15 ml y etiquetarlo como “1°AB”.

2. Retirar con cuidado el tapén del vial del anticuerpo primario (componente
D). Transferir 0,5 ml del tubo cénico 1°AB al vial. Cerrar el vial y agitarlo
suavemente para mezclarlo.

3. Transferir todo el contenido del anticuerpo primario reconstituido al tubo de
15 ml del paso 1. Mezclarlo bien.



4. Etiquetar 10 microtubos con el nombre 1°AB y dispensar 1,3 ml en cada
uno.

Preparacion del anticuerpo secundario

1. Transferir 14 ml de tampdn de dilucidon de ELISA (componente B) en un tubo
conico de 15 ml y etiquetarlo como “2°AB”.

2. Retirar con cuidado el tapén del vial del anticuerpo primario (componente
E). Transferir 0,5 ml del tubo cénico 2°AB al vial. Cerrar el vial y agitarlo
suavemente para mezclarlo.

3. Transferir todo el contenido del anticuerpo primario reconstituido al tubo de
15 ml del paso 1. Mezclarlo bien.

4. Etiquetar 10 microtubos con el nombre 2°9AB y dispensar 1,3 ml en cada
uno.

Preparacion del sustrato TMB

- Dispensar 1,3 ml del sustrato TMB (componente F) en 10 microtubos.
Etiquetar los 10 microtubos como “Sustrato”.

Preparacion de la solucion de parada

- Dispensar 1,3 ml de soluciéon de parada (componente G) en 10 microtubos.
Etiquetar los 10 microtubos como “Stop”.

Cada grupo de laboratorio debe recibir:

Tubos de tiras de 12 pocillos

Vaso de precipitados de tampon de lavado (55 ml)
Tubo de tampoén de diluciéon (1 ml)

Tubo de antigeno (120 pl)

Tubo de control positivo (175 pul)

Tubo de control negativo (175 pl)

Tubo de muestra del primer paciente (175 pl)
Tubo de muestra del segundo paciente (175 pl)
Tubo de anticuerpo primario (1,3 ml)

Tubo de anticuerpo secundario (1,3 ml)

Tubo de sustrato (1,3 ml)

Tubo de soluciéon de parada (1,3 ml)

Pipeta de transferencia

Vaso de precipitados vacio para residuos
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Anexo 2. Esquema de la practica

1. 2. 3.
LABEL the ADD 50 pL ADD 100 pL
strip tubes. Dibution buffer Antigen (AE)

o wells 2-12. fowell 1.
12 L 3
1 3 1
w 2 0
9 Pl L]
8 el L
7 19 7
L] 18 L]
5 17 5
4 16 L]
1 15 3
2 14 2
1 13 1

Preparacién curva patrén

RETRIEVE ADD 50 pL ADD 50 pL
Coatrol & Patlent  Positive Comtrel  Negjative Conirol
Sampliss, to wells 13-15, 1o wells 16-18.
RECORD
the Contrel patient and
AD patient numbérs
your group will be
testing in
TABLE B
L]
7
16
5
"
]
Replace Replace
Tip Tip
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Tresn ipeting
well 110 2, upédown 5%,
Eii!'l =
F]
- 2
L |
13. 14.
ADD 50 piL ADD 50 pL
Control Pathent A Patient Sa
o wells 19-21, to wells 27-
M
3
n
£}
)

19
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PFIPET 50 pl CONTINUE REMOVE FiLL In
Trom wall 2 serial dilution 50 il from antlgin
to 3. M. far each well well 12 cancentrations
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=11
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F 3
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ADD
to each well.

REPEAT weash stups 17 & 18,

Replace Replace
Tip / Tip /

Preparacidon muestras y lavados

Incubacién anticuerpo primario y secundario, y sustrato

20, 11, 22. 13, 24, 25, 16, 17, 28.

ADD 50 gl INCUBATE INVERT ADD S0 pl, INCURATE INVERT ADD 50 pl INCUBATE ADD 50 gl
PRIMARY Antibody  for 5 min. onto paper  SECONDARY Antibody  for 5 min. onto paper  TMB Substrate  for 2-5 min. Stop Solution
o each well towels to each well. towels o each well. to each well.
and TAR. amd TAR.
WASH WASH
wells bwice, wells twice.
Replace Replace Replace Tap strip
Tip / Tip / Tip / to MIX.



