Az immunolégia alapjai gyakorlat — ELISA

Az indirekt ELISA soran a vizsgalni kivant antigén mar a lemez felszinéhez van kotve. Ehhez adjuk
hozza a mintat, amely a keresett specifikus antitestet tartalmazza.

A kimutatas egy masodlagos antitest segitségével torténik, amelyhez egy enzim (peroxidaz - PO)
kapcsolédik. Az enzimhez adott szubsztrat (TMB) szinreakciét eredményez, melynek intenzitasa
egyenesen aranyos a mintaban lév6 antitest mennyiségével.

Sziikséges anyagok és eszk6zok

o El6ézetesen antigénnel bevont 96-lyukd mikrotiter lemez, zselatinos telit6oldattal (300
pl/lyuk)

e Mosopuffer

o Mintak (zarojelben feltintettlk a higitasi faktort) és kontroll oldatok szamozott
csovekben (100 ul/csd):

) 2. 3. 4. 5. 6. neg. crtl. po(zl;gg”'
(1x) (5x) (25x) (50x) (100x) (200x) (moso) 1:1000)
o Konjugatum: anti egér-1gG peroxidaz (PO) 1:10000
e Szubsztrat: TMB (3,3',5,5'-tetrametil-benzidin)
e STOPoldat
A gyakorlat menete
1. A lemezrél tavolitsa el a zselatinos telitboldatot. Hatarozott mozdulattal dntse ki.

Forditsa fejjel lefelé a lemezt, és Utogesse tiszta papirtorléhoz.
2. Mosas (3x)

e Pipettdzzon a lyukakra 300 pyl mosoépuffert. Hatarozott mozdulattal 6ntse ki. Forditsa
fejjel lefelé a lemezt, és Utogesse tiszta papirtorlé6hoz. Ismételje meg még kétszer.
Minden tovabbi mosasi lépés soran ugyanigy jarjon el a lemezzel.

¢ Ne hagyja, hogy a lemez kiszaradjon a lépések kozott!

3. Els6 inkubacioé (Antitest kotédeés)

e Aharmadik mosast kovetéen mérjen be a lyukakba 100 pl-t a mintakbdl, illetve a pozitiv
és negativ kontrollokbol.

e A mintak bemérési sorrendje az alabbi:
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¢ Inkubalas: Szobahémérsékleten 35 percig.
4. Mosas 3x
o Ismételjik meg a mosast 3x a fentiek (2. pont) alapjan.



5. Inkubacié a masodlagos antitesttel
e Mérjen minden lyukba 100 pl anti egér-1IgG PO konjugatumot.
¢ Inkubalas: Szobahémérsékleten 35 percig.
6. Mosas 3x
o Ismételjik meg a mosast 3x a fentiek (2. pont) alapjan.
7. Szinreakcid és leallitas
e Szubsztrat adagolas: Mérjen be 100 pl TMB oldatot minden lyukba. Varjuk meg a kék
szin kialakulasat.
o Leallitas (STOP): Adjon hozza 50 pl STOP oldatot. A kék szin ekkor sargara valtozik.



