@ Biotech Academy

Leerervejledning — Forsgg med ELISA
Immunforsvaret

Introduktion

Denne gvelse tager udgangspunkt i anvendelsen af ELISA immuno explorer kit fra BIO-RAD, katalognummer
166-2400EDU. @velsesvejledningen knytter sig til Biotech Academy projektet ”“Immunforsvaret” som kan
findes pa www.biotechacademy.dk.

Kittet skal bestilles fra Bio-Rad for at forsgget kan udfgres: Kittet kan kgbes her

Kittet er lavet for at lette og illustrere immunologiundervisningen og kan give en gget forstaelse af antigen-
antistof interaktionen, men kittet skal ogsa gge forstaelsen for de forhold, der har betydet, at kendskabet
til antistoffer i dag har revolutioneret moderne medicin, bioteknologi og anden forskning.

Dette er en overszettelse, der er lige til at ga til for danske undervisere. Udbyggende teori om
immunsystemet, ELISA-metoden m.m. findes i det teoretiske undervisningsmateriale, men ogsa i den
engelske manual, der fglger med kittet.

Det er saledes primaert den praktiske del af kittet, der er oversat — savel laererdelene som elevdelene.

Skulle der blive behov for yderligere oversattelse gives besked til BioRad: www.Bio-Rad.com.

Der er mulighed for at udfgre 3 forskellige forsgg med ELISA med dette kit men det er kun det ene (I) der er
designet til dette Biotech Academy undervisningsmateriale med direkte relationer til det teoretiske
materiale.

Hvis du har spgrgsmal af enhver art til gvelsen, er du meget velkommen til at skrive en mail til
biotech@bio.dtu.dk med dit spgrgsmal. Sa vil vi forsgge at hjaelpe bedst muligt, hurtigst muligt.
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| denne vejledning laegges der op til, at der i alt er 12 grupper med 4 elever i hver. Dette kan naturligvis
tilpasses efter egne behov.

| det fglgende gives en liste over apparatur og kemikalier samt andre redskaber, som skal anvendes under
forspget.

Materialer

ELISA immuno explorer kit fra BIO-RAD. Katalognummer 166-2400EDU

Kittet indeholder:

Antigen (kyllinge gammaglobulin) frysetgrret 1 glas
Primaert antistof (kanin anti-kyllinge polyklonalt antistof) frysetgrret 1 glas

Sekundeert antistof (gede anti-kanin antistof konjugeret til peberrods peroxidase (HRP)) — frysetgrret: 1 glas

HRP enzymsubstrat (TMB) 1 flaske
10 x phosphatbuffer (PBS) 1 flaske
10 % Tween 20 (sulfosaebe) 1 flaske
Engangspipetter af plast 80

30 mL’s flasker med lag 3
Mikrotiterplader 12-brgndes-raekker (8 x 12 raekker) 3

Gule 2 mL’s mikrocentrifugergr 1 pose
Farvede 2 mL’s mikrocentrifugergr (15 af hver farve) 1 pose

Bemaerk at alle reagenser skal sta pa kgl!
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Andet ngdvendigt materiale
Mikropipetter til 50uL 1 pr. gruppe
Pipettespidser 150

Kgkkenrulle eller papirhandklaeder

100-200 ml baegerglas 12
Markerings tusch 12
100 mL maleglas 1
1L maleglas 1
Demineraliseret vand 1L
Eventuelt

Mikrotiterplade-laeser

Holdere til mikrocentrifugergrene
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Leererens forberedelse — trin for trin
Bemaeerk: Det sekundaere antistof kan fgrst klarggres, nar der er mindre end 24 timer til forsggets start.
1. Fremstilling af PBS-buffer

a. Fremstilling af 100 mL 1x PBS: Tilsaet 10mL 10x PBS til 90 mL demineraliseret vand. Maerk flasken "PBS
1x”.

Denne PBS skal bruges til at oplgse alle de frysetgrrede reagenser i trin 2 samt til fortynding af ANTIGEN i
trin 3.

b. Fremstilling af 900 mL PBS-vaskebuffer: Bland 805 mL demineraliseret vand med 90 mL 10x PBS samt 4.5
mL 10 % Tween20. Merk flasken: "PBS-vaskebuffer”.

PBS-vaskebuffer bruges til at fortynde PRIMART og SEKUNDART antistof i trin 3.

2. Oplgsning af frysetgrret antigen, samt primaert antistof og sekundzert antistof:

a. Oplgsning af antigen og antistoffer i 1x PBS: Fjern forsigtigt propperne pa de frysetgrrede reagenser og
brug en mikropipette for at tilsaette 0.5 mL 1x PBS til hvert glas.

HUSK at skifte spids for hver ny oplgsning! Luk og bland grundigt.
Disse oplgsninger er nu 50x koncentrat.

Bemeerk: Brug ikke vaskebuffer til selve oplgsningen.

3. Fortynding af reagenser:

a. Fremstilling af positiv kontrol. Maerk en 30 mL'’s flaske ”positiv kontrol” og tilsaset 7.5 mL 1x PBS til flasken.
Tag en mikropipette og tilsaet 150 uL oplgst ANTIGEN. Luk flasken og ryst grundigt.

Bemeerk: Tilsaet under ingen omstaendigheder vaskebuffer til antigenet, da Tween20 vil gdelaegge det!

b. Fortynding af det primaere antistof med PBS-vaskebuffer. Maerk en 30 mL’s flaske ”"1x primaert antistof”
og tilsaet 24.5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfgr det oplgste PRIMZRE
ANTISTOF til flasken. Brug pipetten til at rense antistof-glasset efter med noget af det fortyndede antistof,
sa der er sikkerhed for at alt er kommet med.

Luk flasken og ryst grundigt.

c. Fortynding af det sekundaere antistof med PBS-vaskebuffer. Mark en 30 mL’s flaske ”1x sekundaert
antistof” og tilsaet 24.5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfgr det oplgste
SEKUND/ZRE ANTISTOF til flasken. Brug pipetten til at rense antistof-glasset efter med noget af det
fortyndede antistof, sa der er sikkerhed for, at alt er kommet med. Luk flasken og ryst grundigt.

Bemaeerk! Dette punkt skal udfgres, nar der er mindre end 24 timer til forsggets start
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4. Fordeling af reagenser til grupperne:

Selve maerkningen af rgrene kan man evt. overlade til eleverne, sa de i hgjere grad bliver bevidste om,
hvad der er i de forskellige rgr.

a. Fordeling af positiv kontrol: Maerk 12 violette rgr ”"+” og tilsaet 0.5 mL positiv kontroloplgsning

til hvert ror.

b. Fordeling af negativ kontrol: Maerk 12 bla rgr ”-” og tilseet 0.5 mL 1x PBS til hvert rgr

c. Fordeling af primaert antistof: Maerk 12 grgnne rgr "PA” og tilsaet 1.5 mL af den primaere anti-

stof-opl@sning til hvert rgr.

d. Fordeling af sekundaert antistof: Maerk 12 orange rgr "SA” og tilseet 1.5 mL af den sekundeere

antistof-oplgsning til hvert rgr.

e. Fordeling af enzym-substrat: Maerk 12 brune rgr “SUB” og tilseet 1.5 mL HRP enzym substrat

(TMB) til hver.
Bemaerk: TMB er lyssensitiv, derfor er det vigtigt at benytte de mgrke rgr til

opbevaring af dette reagens.

f. Fordeling af "inficerede” elev/er: Sgrg for at fa fordelt en vis del ”inficerede” elever.

Mindst én ”inficeret” elev pr. 16. Den ”inficerede kropsvaeske” er et rgr med 100 pL oplgst ANTIGEN
tilsat 650 uL 1x PBS i et lille gult ror. Sgrg for at det er blandet godt.

HUSK: Der ma ikke tilsaettes Tween20 til ANTIGENET:

g. Fordeling af “raske elever”: Tilsaet 0.75 mL 1x PBS til sa mange gule rgr, at det passer med det

antal elever, der er “raske”

h. Maerk fx med numre de forskellige elev-rgr, sa man kan huske, hvem der havde hvilket gult rgr —

og noter hvilke rgr der indeholder smitte.

Side 5 af 6

Biotech Academy

Danmarks Tekniske Universitet, www.biotechacademy.dk
Sgltofts plads, Bygn. 227/041

2800 Kgs. Lyngby biotech@bio.dtu.dk



Klarggring af gruppernes arbejdspladser:

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule rgr

Violet rgr(+)

Blat rgr (-)

Grgnt rgr (PA)

Orange rgr (SA)

Brunt rgr (SUB)

12-brgnds mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 uL
Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhandklader/kgkkenrulle

Sort markeringstusch

Hvor kan forsgget afbrydes?

4 (1 pr. elev)
1

1

Selv om forsg@get er tilpasset, saledes at det kan kgres pa en lektion, er det muligt at afbryde det pa hvert
trin. Sgrg for, at der er vaskebuffer i brgndene og stil materialet i kgleskab til naeste dag/gang.

Sikkerhedskrav

Generelt almindelige laboratorieregler.
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