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ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay, synonimy: Immunospot, ELISA
Spot, ELISA-plaque) staje siê coraz bardziej uznanym narzêdziem w nowoczesnej
medycynie. Technika ma ju¿ ugruntowan¹ pozycjê w takich dziedzinach jak bio-
technologia (produkcja i selekcja przeciwcia³), wakcynologia (produkcja i testowa-
nie szczepionek), immunologia (badania naukowe i diagnostyka), choroby zaka�ne
(testy diagnostyczne o podwy¿szonej czu³o�ci), czy wreszcie onkologia (rozwój
immunoterapii i testy leków przeciwnowotworowych). Coraz czê�ciej ELISPOT sto-
sowany jest równie¿ w alergologii do�wiadczalnej i klinicznej. ELISPOT, podobnie
jak ELISA, opiera siê na stosowaniu par przeciwcia³ wi¹¿¹cych oraz detekcyjnych.
S¹ jednak istotne ró¿nice, np. wi¹zanie przeciwcia³ z faz¹ sta³¹ odbywa siê w trak-
cie hodowli komórkowej. Dziêki temu ELISPOT przezwyciê¿a szereg problemów
metodycznych techniki ELISA oraz zapewnia wysok¹ czu³o�æ. W�ród 1 000 000
komórek mo¿na wykryæ pojedyncz¹ komórkê wydzielaj¹c¹ dane bia³ko (cytokinê,
bia³ko efektorowe, receptor, marker powierzchniowy lub przeciwcia³o). ELISPOT
nie jest wra¿liwy na zachodz¹c¹ w hodowli konsumpcjê badanej cytokiny (jest to
istotne np. przy oznaczaniu IL-4 lub IL-2). Dual ELISPOT jest rozwiniêciem techniki,
umo¿liwiaj¹cym �ledzenie wydzielania ró¿nych bia³ek przez tê sam¹ komórkê. Dziêki
po³¹czeniu metod ELISPOT i ELISA mo¿na ponadto szacowaæ �redni¹ produkcjê
cytokin przez pobudzone komórki. Poniewa¿ ELISPOT jest jeszcze s³abo rozpo-
wszechniony w naszym kraju, celem niniejszego artyku³u jest przybli¿enie czytelni-
kom tej obiecuj¹cej metody z jej mo¿liwo�ciami i ograniczeniami, a tak¿e przegl¹d
potencjalnych zastosowañ ELISPOTu w badaniach podstawowych oraz klinicznych
z zakresu alergologii i immunologii.

ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay, synonyms: Immunospot, ELISA
Spot, ELISA-plaque) becomes an established tool in modern medicine. This tech-
nique has already a good standing in biotechnology (production and selection of
antibodies), vaccinology (production and testing of vaccines), immunology (research
and diagnosis), infectious diseases (sensitive detection of infections), and oncol-
ogy (development of immunotherapeutic vaccines). There is also an increased use
of the ELISPOT in experimental and clinical allergology. Similar to ELISA, ELISPOT
is based on antibody pairs, including coating (catching) and detection antibodies.
There are, however, substantial differences between these two techniques, e.g. the
binding takes place in cell cultures. Thanks to this feature, ELISPOT overcomes a
range of technical problems of ELISA and provides higher sensitivity. It is capable
of detecting one single cell that secretes a protein of interest (a cytokine, effector
protein, receptor, surface marker or an antibody), out of 1,000,000 cells. ELISPOT is
not affected by the consumption of cytokines in the cell cultures, which is an im-
portant advantage while detecting e.g. IL-4 or IL-2. A further development of the
technique is Dual ELISPOT that allows the detection of more than one protein se-
creted by a cell. By combining ELISPOT with ELISA, a mean cytokine production by
stimulated cells can be assessed. As ELISPOT is not yet widely known in Poland,
the aim of this review is to present some details on the method, with its advantages
and drawbacks. Also an overview of established and emerging applications of
ELISPOT will be given in basic and clinical allergology and immunology.

Techniki immunoenzymatyczne to techniki laboratoryjne wy-
korzystuj¹ce ³¹cznie 2 rodzaje reakcji: 1) reakcjê immunologicz-
n¹ (antygen-przeciwcia³o) w detekcji interesuj¹cej badacza cz¹-
steczki oraz 2) reakcjê enzymatyczn¹ (przekszta³cenie chromo-
genu w barwnik znacznikowy) w pomiarze jako�ciowym (wizuali-
zacja) lub ilo�ciowym badanego bia³ka. W technikach immuno-
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enzymatycznych wnioski na temat obecno�ci i/lub stê¿enia ba-
danej substancji wyci¹ga siê po�rednio, na podstawie obecno�ci
i/lub stê¿enia znacznika (barwnik powsta³y w wyniku enzymatycz-
nej przemiany substancji barwnej, czyli chromogenu). Technika
ELISPOT (enzyme-linked immunospot assay, synonimy: Immu-
nospot, ELISA Spot, ELISA-plaque) jest twórczym rozwiniêciem
enzymatycznego testu immunosorpcyjnego ELISA i jednocze�nie
po³¹czeniem testu immunoenzymatycznego z hodowl¹ komórko-
w¹. Test ten opracowa³ w roku 1983 Cecil Czerkinsky � francuski
badacz pracuj¹cy w Szwecji i niezale¿nie od niego australijski
naukowiec Jonathon D. Sedgwick (tabela I).

ELISPOT � test immunoenzymatyczny przysz³o�ci
ELISPOT staje siê coraz bardziej uznanym narzêdziem w

nowoczesnym laboratorium naukowym, co znajduje odzwiercie-
dlenie w lawinowo rosn¹cej liczbie badañ z jego zastosowaniem
(rycina 1). Test ten ma ju¿ ugruntowan¹ pozycjê w wakcynologii,
gdzie stosowany jest miêdzy innymi w produkcji i testowaniu sku-
teczno�ci szczepionek przeciw HIV [8-16], wirusowemu zapale-
niu w¹troby [17], cholerze [18,19], pó³pa�cowi [20], grypie [21,22]
czy malarii [23]. Test ELISPOT w kierunku komórek specyficznie
reaguj¹cych na antygen pr¹tka gru�licy znalaz³ ju¿ rutynowe za-
stosowanie kliniczne i cechuje siê wiêksz¹ czu³o�ci¹ i swoisto-
�ci¹ w porównaniu do innych dostêpnych testów na gru�licê [24-
33]. Technika ELISPOT jest równie¿ wykorzystywana w pracach
nad skuteczniejszymi szczepionkami przeciwgru�liczymi [34].
Obiecuj¹ce s¹ zastosowania testu ELISPOT w wykrywaniu swo-
istej odpowiedzi immunologicznej na antygeny krêtka Borrelia
burgdorferi [35,36], krêtka bladego (Treponema pallidum) [37] oraz
salmonelli [38]. Test ELISPOT sta³ siê niezast¹pionym narzêdziem
w immunologii onkologicznej, gdzie m. in. wypar³ radioaktywny
test uwalniania chromu w ocenie funkcji komórek cytotoksycz-
nych [39,40]. Jest on równie¿ szeroko stosowany w badaniach
nad szczepionkami przeciwnowotworowymi [41-43]. ELISPOT
znajduje ponadto zastosowanie w badaniach naukowych i dia-
gnostyce reumatologicznej, a tak¿e w testowaniu leków przeciw-
reumatycznych [44-55]. W diabetologii wykorzystuje siê ELISPOT
w wykrywaniu komórek cytotoksycznych skierowanych przeciw
wyspom trzustkowym [56].

Z pewnym opó�nieniem, jednak coraz szerzej ELISPOT wkra-
cza równie¿ do alergologii do�wiadczalnej i klinicznej. Test ten
stosowano z powodzeniem w detekcji zaburzeñ równowagi im-
munologicznej oraz swoistej odpowiedzi immunologicznej w ska-
zie atopowej [57,58] oraz wyprysku atopowym [59]. Za pomoc¹
testu ELISPOT wykrywa siê swoiste limfocyty w alergii pokarmo-
wej [60,61]. Technika ta jest równie¿ przydatna w ocenie prze-
strojenia immunologicznego w przebiegu immunoterapii i farma-
koterapii chorych uczulonych na jady owadów [62], oraz w wykry-
waniu swoistych limfocytów w alergicznym zapaleniu pêcherzy-
ków p³ucnych [63], a tak¿e w alergii lekowej [64].

Obszarem najintensywniej bodaj eksplorowanym w alergolo-
gii za pomoc¹ testu ELISPOT jest alergia kontaktowa i alergiczne
kontaktowe zapalenie skóry. Jak siê wydaje, wynika to g³ównie z
dwóch cech tego testu: jego wysokiej czu³o�ci i niewra¿liwo�ci na
konsumpcjê wydzielanych cytokin przez komórki w hodowli. ELI-
SPOT, podobnie jak tradycyjna ELISA opiera siê na stosowaniu
par przeciwcia³ wi¹¿¹cych oraz detekcyjnych. S¹ jednak istotne
ró¿nice, zestawione w tabeli II. Nale¿y pamiêtaæ, ¿e przeciwcia³a
stosowane w metodzie ELISA nie zawsze nadaj¹ siê to ELISPO-
Tu. Zalecane jest stosowanie par przeciwcia³ przygotowanych
specjalnie dla tej metody (wiêkszo�æ producentów, m.in. firmy
Mabtech, Sanquin maj¹ takie pary w swojej ofercie). Substraty
barwne (chromogeny) do testu ELISA s¹ rozpuszczalne w wo-
dzie i nie sprawdz¹ siê podczas wykonywania ELISPOTu, w któ-
rym potrzebne s¹ chromogeny nierozpuszczalne. ELISPOT prze-
zwyciê¿a szereg problemów metodycznych techniki ELISA oraz
zapewnia wysok¹ czu³o�æ. Ta wysoka czu³o�æ testu ELISPOT
pozwala wykryæ pojedyncz¹ komórkê wydzielaj¹c¹ dane bia³ko
(cytokinê, bia³ko efektorowe, receptor, marker powierzchniowy lub
przeciwcia³o) w�ród 1 000 000 komórek w hodowli [66]. Umo¿li-
wia to wykrywanie w krwi obwodowej pojedynczych limfocytów
pamiêci, swoistych wobec danej substancji uczulaj¹cej [67]. Na-
tychmiastowe i nieodwracalne zwi¹zanie cytokiny wydzielonej
przez komórkê z faz¹ sta³¹ zapobiega zu¿yciu tej cytokiny przez
komórki w dalszym przebiegu hodowli, co jest bardzo du¿ym pro-

Tabela I
ELISPOT � chronologia zastosowañ.
ELISPOT � the chronology of applications.
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Rycina 1
Liczba publikacji opartych na technice ELISPOT (analiza w³asna
danych z Medline).
Publications based on ELISPOT assay in the Medline (author`s
analysis).

blemem np. przy oznaczaniu cytokin (np. IL-4 lub IL-2) za pomo-
c¹ tradycyjnego testu ELISA [68]. Kolejn¹ zalet¹ jest mo¿liwo�æ
�ledzenia wydzielania ró¿nych bia³ek przez tê sam¹ komórkê za
pomoc¹ techniki Dual ELISPOT [5,55]. Dziêki wymienionym za-
letom testu ELISPOT mo¿liwe by³o dokonanie istotnego postêpu.
To w³a�nie za pomoc¹ tej techniki uda³o siê badaczom wykazaæ,
¿e w patomechanizmie alergii kontaktowej  i alergicznego kon-
taktowego zapalenia skóry kluczow¹ rolê odgrywaj¹ limfocyty
wydzielaj¹ce IL-4, IL-5 i IL-13, co stanowi prze³om w naszym ro-
zumieniu mechanizmów tych zaburzeñ [69-79].

Jak dzia³a ELISPOT
Jak ju¿ wspomniano, ELISPOT jest po³¹czeniem techniki im-

munoenzymatycznej fazy sta³ej z krótkoterminow¹ hodowl¹ ko-
mórkow¹ (od kilku godzin do kilku dni). Kolejne etapy wykonania
testu zosta³y przedstawione na rycinie 2.

1. Komórki inkubuje siê w p³ytkach ELISPOT. Dno ka¿dego
do³ka p³ytki zosta³o uprzednio op³aszczone przeciwcia³ami wi¹-
¿¹cymi (syn. przeciwcia³a pierwotne, op³aszczaj¹ce). Przeciwcia³a
te s¹ swoiste wobec interesuj¹cego nas bia³ka, np. okre�lonej
cytokiny, przeciwcia³a, markera b³onowego, receptora itd. Je¿eli
w trakcie hodowli komórka wydzieli interesuj¹ce nas bia³ko, to
zostanie ono zwi¹zane z dnem do³ka przez przeciwcia³o wi¹¿¹-
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ce. Wi¹zanie takie jest swoiste, dlatego do membrany przycze-
piaj¹ siê tylko interesuj¹ce nas cz¹steczki.

2. Po zakoñczeniu hodowli, usuwamy komórki z do³ków, a
p³ytkê dok³adnie i wielokrotnie p³uczemy. Na dnie do³ka pozostaje
jedynie badane bia³ko zwi¹zane przeciwcia³em pierwotnym. Do-
dajemy znakowane biotyn¹ przeciwcia³o wtórne (syn. detekcyj-
ne), które wi¹¿e siê z innym epitopem badanego bia³ka.

3. Nastêpnie dodajemy sprzê¿ony ze streptawidyn¹ enzym,
np. fosfatazê alkaliczn¹ � ALP lub peroksydazê chrzanow¹ - HRP.
Streptawidyna silnie wi¹¿e siê z biotyn¹ znakuj¹c¹ przeciwcia³o
wtórne (detekcyjne). Dok³adne p³ukanie p³ytki usuwa nadmiar
enzymu.

4. Dodajemy substraty barwne (chromogeny), które w obec-
no�ci enzymu przekszta³c¹ siê w barwnik. Na przyk³ad w przy-
padku znakowania fosfataz¹ zasadow¹ (ALP), dodaje siê roztwór
BCIP i NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate + nitro blue
tetrazolium). W wyniku reakcji zachodz¹cej pod wp³ywem enzy-
mu powstaje barwnik, który osadza siê na dnie do³ka.

5. Reakcjê barwn¹ zatrzymujemy przez dok³adne wyp³ukanie
i wysuszenie p³ytki.

6. W miejscu reakcji immunoenzymatycznej powstaje plamka
barwna � �spot� (rycina 3). Przyjmuje siê, ze ka¿dy spot jest �la-
dem jednej komórki wydzielaj¹cej badane bia³ko. W przypadku
komórek szybko dziel¹cych siê, mówimy o �jednostkach tworz¹-
cych spot� (spot forming units � SFU).

Ostatnim etapem jest liczenie spotów. Dawniej pracê tê wy-
konywano �na piechotê�, czyli pod mikroskopem, co znacznie
zwiêksza³o nak³ad pracy a tym samym ogranicza³o zastosowanie
metody. Obecnie liczenie plamek barwnych wykonuje siê auto-
matyczne za pomoc¹ specjalnego skanera z systemem analizy
obrazu.

Podsumowuj¹c, ELISPOT jest rozwiniêciem i pod wieloma
wzglêdami udoskonaleniem techniki ELISA. Jego zalety zosta³y
ju¿ docenione przez badaczy w wielu dziedzinach medycyny, co
opisano powy¿ej. Aktualnie obserwujemy prze³om w rozumieniu
patomechanizmu alergii kontaktowej i alergicznego kontaktowe-

Tabela II
ELISPOT i ELISA: podobieñstwa i ró¿nice [65].
ELISPOT and ELISA: similarities and differences.

Rycina 2
Zasada testu ELISPOT � obja�nienia w tek�cie [7].
The principle of ELISPOT [7].

Rycina 3
P³ytka ELISPOT po zakoñczeniu hodowli i wykonaniu reakcji
barwnej. Ka¿da plamka ("spot") widoczny np. we wszystkich
do³kach w 4-ej kolumny reprezentuje jedn¹ antygenowo-swoist¹
komórkê [7].
The ELISPOT plate after finishing the cell culture and decelipong
the colour reaction. Each spot visible, eg. in every well in column
4, represents one antigen-specific cell [7].
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go zapalenia skóry, który dokona³ siê g³ównie dziêki omówionym
zaletom testu ELISPOT. Kontynuacj¹ opisanych wcze�nie obser-
wacji s¹ obiecuj¹ce próby wdro¿enia ELISPOTu do diagnostyki
laboratoryjnej alergicznego kontaktowego zapalenia skóry, w czym
bierze udzia³ równie¿ nasz zespó³ [74-77, 80-84].
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