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Dette kit er lavet for at lette og illustrere immunologiundervisningen og kan give en gget forstaelsen af
antigen-antistof interaktionen, men Kkittet skal ogsé ege forstaelsen for de forhold, der har betydet, at
kendskabet til antistoffer i dag har revolutioneret moderne medicin, bioteknologi og anden forskning.

Dette er en oversettelse, der er lige til at ga til for danske undervisere. Udbyggende teori om
immunsystemet, ELISA-metoden m.m. findes i forskellige leerebeger, men ogsé i den engelske manual,
der folger med kittet.

Det er saledes primart den praktiske del af kittet, der er oversat — sével lererdelene som elevdelene.
Skulle der blive behov for yderligere oversattelse gives besked til BioRad.

Birgit Sandermann Justesen

November 2004

Bemerk: Kittets reagenser skal opbevares i keleskab!
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Tjekliste — over Kkittets indhold samt andet udstyr, der er nedvendigt for forsegenes

udforelse

I kittet:

Antigen (kyllinge gammaglobulin) frysetorret

Primeert antistof (kanin anti-kyllinge polyklonalt antistof) fryseterret

Sekundert antistof (gede anti-kanin antistof konjugeret til peberrods peroxidase

(HRP)) — fryseterret
HRP enzymsubstrat (TMB)
10 x phosphatbuftfer (PBS)
10% Tween 20 (sulfosaxbe)
Engangspipetter af plast
30 mL’s flasker med lag
Mikrotiterplader 12-brendes-raekker (8 x 12 raekker)
Gule 2 mL’s eppendorfror
Farvede 2 mL’s eppendorfrer (15 af hver farve)

Neodvendigt materiale
Mikropipetter til S0uL
Pipettespidser

Kekkenrulle eller papirhdndklaeder
100-200 ml baegerglas

Markerings tusch

100 mL méleglas

1L méleglas

Demineraliseret vand

Eventuelt

Mikrotiterplade-laeser
Holdere til eppendorfrerene

Hvordan kan Kittet bruges?

1 glas
1 glas

1 glas

1 flaske
1 flaske
1 flaske
80

3

3

1 pose
1 pose

1 pr. gruppe
150

12
12
1
1
1L

Kittet er bygget op séledes, at man kan udfere 3 forskellige ELISA forsegsprocedurer:

ELISA-type Reel medicinsk anvendelse
Forseg 1 ELISA til opsporing
af sygdomsudbrud HIV, SARS, influenza, kolera

maslinger m.fl.

Trin 1: Udveksling 1
klassen af simulerede
kropsvasker

Trin 2: ELISA-laboratorium
Trin 3: Folg smittevejene

Forsoeg 11 Analyse af antigen

ELISA bruges til at fin-  Test af luft, mad og vand

de specifikke antigener

Graviditet, narko, GMO, test for allergener

HIV, maslinger, nilvirus, SARS




Forseg 111 Test for antistoffer vha.

ELISA

Der testes for antistoffer HIV, doping, trichinosis, lymfesygdomme
1 en simuleret blod- SARS m.fl.

prove

Beskrivelse af ELISA — trin for trin

Dette kits forsegsprocedure bygger pa indirekte antistof bundet ELISA. Las n@rmere om dette i

leerebogerne. Dette kan trin for trin beskrives sdledes:

Trin 1: Antigen tilsattes til brondene 1 mikrotiterpladen.

Under inkuberingen bindes antigenet til breandenes bund og sider.
Efterfolgende vaskes ubundet antigen vaek med fosfatbuffer (PBS tilsat
Tween20). Bufferen indeholder desuden et detergent, der serger for, at
de sidste bindingssteder 1 brondene blokeres, sé ikkespecifik binding af
undgés.

Trin 2: Primaert antistof tilsettes til brendene,
og der inkuberes, hvorved antistoffet bindes til antigenet.
Ikke bundet primart antistof vaskes herefter vaek med fosfatbuffer.

Trin 3: Enzym-konjugeret sekundzert antistof tilsettes nu
til brandene. Der inkuberes, og det sekundare antistof vil
binde sig til det primere antistof. Efter inkuberingen vaskes
overskydende sekundert antistof vek.

Trin 4: Der tilszttes farvende enzym-substrat til brondene.
Der inkuberes og farvereaktionen forleber.

Resultatet analyseres.

De brende, der ikke er farvede, er negative og brende, der
bliver bl4, viser positivt resultat.

Om processen kan der laeses mere 1 den engelske vejledning.

HRP Enzyme + H,0,

l

HRP Enzyme-O  +H,0

HRP Enzyme-O

Kolometrisk
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Forsog 1:

Opsporing af sygdomsudbrud — en sygdoms smitteveje

I dette forseg forestiller man sig en situation, der ligesd godt kunne foregé 1 den virkelige verden. Forst
simuleres en spredning af en farlig sygdom ved, at befolkningens kropsvasker blandes (man smitter
hinanden). Hver elev blander noget “kropsvaske” med andre, og det viser sig, at en eller to af eleverne er
syge. Efter denne simulation skal eleverne nu ved hjelp af ELISA finde ud af, hvem der var syg og folge
smittevejen.

Resultatet vil vise, at en stor andel af eleverne bliver testet positive, altsd er smittede!

Dette leder nu frem til en styret efterforskning af smittevejene. Eleverne kan sagtens forestille sig
eksemplet omsat til aktuelle tilfelde som fx SARS-epidemien i Kina i 2003.

Mange andre sygdomsudbrud vil kunne bruges som eksempel fx nilvirus (West Nile feber), HIV,
forkelelse, influenza, kenssygdomme.

I Appendix C i den engelske manual er nogle af de nevnte sygdomme beskrevet mere grundigt.

Timeforbrug:

1. lektion  Indledning Opleg og diskussion — fx artikellesning
2. lektion  Blanding (smitte) af kropsvasker ELISA udferes

3.lektion  Analyse af ELISA-resultaterne Klarleggelse af smitteveje

Leaererens overblik

Trin 1 Eleverne blander deres kropsvesker”. Nar 2 elever har blandet, tager de hver is@r den halve
mangde af blandingen tilbage 1 hver deres ror. Derefter gir de videre og blander med en ny
holdkammerat. Og dette gentages endnu en gang.

Bemeerk: For at vaere sikker pa at sygdommen spredes foretages blandingsprocessenprocessen over to
eller tre runder.

Student B Student C Student D

Trin 2. Fra hver elevs prove udtages der nu 50 pL. Fyld preverne i brendene og lad det inkubere 1 5
minutter. De antigener (proteiner), der er i proverne (hos de smittede), vil nu binde til brendene.
Efterfolgende vaskes brondene med fosfatbuffer (PBS tilsat Tween 20). Bufferen serger desuden for, at
de sidste bindingssteder i brendene blokeres.

Trin 3. Der tilsaettes primeert antistof til brendene og inkuberes i 5 minutter. Det primare antistof er et
antistof, der genkender og binde sig til antigenet. Der vaskes efterfolgende for at fjerne overskydende
primart antistof.

Trin 4: Peberrod peroxidase (HRP)-bundet sekundert antistof tilsettes til brendene. Det sekundare
antistof binder specifikt til det primare antistof. Peroxidasen er et enzym, der oxiderer substratet, hvorved
der dannes farve. Brondene vaskes atter med fosfatbuffer for at fjerne overskydende sekundeert antistof.

Trin 5. Til sidst tilsattes enzym-substrat, og hvis der er peroxidase tilstede, vil indholdet i brendene blive
blt 1 lebet af de naeste 5 minutter. Safremt der slet ikke var antigen tilstede (dvs. personen ikke var
smittet), sa vil indholdet i brenden forblive farvelost.



Resultaterne gennemgés grundigt, idet hver elev fortaller resultatet af testen af sin egen kropsvaeske.
Desuden fortaller eleverne, hvem de har veaeret 1 kontakt med.
Smittevejene fastlegges.

Leaererens forberedelse — trin for trin

I denne vejledning laegges der op til, at der i alt er 12 grupper med 4 elever i1 hver. Dette kan naturligvis
tilpasses efter egne behov.

Bemeerk: Det sekundare antistof kan forst klargeres, nér der er mindre end 24 timer til forsggets start.

1. Fremstilling af PBS-buffer
a. Fremstilling af 10 mL 1x PBS: Tilsaet 10mL 10x PBS til 90 mL demineraliseret vand. Mark flasken

”PBS 1x”.
Denne PBS skal bruges til at oplose alle de frysetorrede 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. Mark flasken: "PBS-vaskebuffer”.
PBS-vaskebuffer bruges til at fortynde PRIMART og SEKUNDART antistof'i trin 3.

2. Oplosning af fryseterret antigen, samt primzrt antistof og sekundzrt antistof:

a. Oplesning af antigen og antistoffer i 1x PBS: Fjern forsigtigt propperne pa de fryseterrede reagenser og
brug en mikropipette for at tilsatte 0,5 mL 1x PBS til hvert glas.

HUSK at skifte spids for hver ny oplesning! Luk og bland grundigt.

Disse oplesninger er nu 50x koncentrat.

Bemezerk: Brug ikke vaskebuffer til selve oplesningen.

3. Fortynding af reagenser:

a. Fremstilling af positiv kontrol. Mark en 30 mL’s flaske “’positiv kontrol” og tilsaet 7,5 mL 1x PBS til
flasken. Tag en mikropipette og tilsaet 150 uL oplest ANTIGEN. Luk flasken og ryst grundigt.
Bemerk: Tilszt under ingen omstaendigheder vaskebuffer til antigenet, da Tween20 vil edelegge det!

b. Fortynding af det primere antistof med PBS-vaskebuffer. Mark en 30 mL’s flaske ”1x primaert
antistof” og tilsaet 24,5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfor det oplaste
PRIMZERE ANTISTOF til flasken. Brug pipetten til at rense antistof-glasset efter med noget af det
fortyndede antistof, s& der er sikkerhed for at alt er kommet med.

Luk flasken og ryst grundigt.

c. Fortynding af det sekundare antistof med PBS-vaskebuffer. Merk en 30 mL’s flaske ”1x sekundeert
antistof” og tilsaet 24,5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfor det oplaste
SEKUNDZERE 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.
Bemeerk! Dette punkt skal udferes, nér der er mindre end 24 timer til forsegets start

4. Fordeling af reagenser til grupperne:

Selve meerkningen af rorene kan man evt. overlade til eleverne, sd de i hojere grad bliver bevidste om,
hvad der er i de forskellige ror.

a. Fordeling af positiv kontrol: Mark 12 violette ror ”+” og tilset 0,5 mL positiv kontroloplesning




til hvert ror.
b. Fordeling af negativ kontrol: Merk 12 bld ror - og tilset 0,5 mL 1x PBS til hvert ror

c. Fordeling af primeert antistof: Mark 12 gronne ror "PA” og tils@t 1,5 mL af den primare antistof
oplesning til hvert ror.

d. Fordeling af sekundart antistof: Mark 12 orange rer ”SA” og tilsaet 1,5 mL af den sekundere
antistof oplesning til hvert ror.

e. Fordeling af enzym-substrat: Mark 12 brune ror "SUB” og tilst 1,5 mL HRP enzym substrat
(TMB) til hver.
Bemeark: TMB er lyssensitiv, derfor er det vigtigt at benytte de meorke ror til
opbevaring af dette reagens.

f. Fordeling af "inficerede” elev/er: Serg for at fa fordelt en vis del "inficerede” elever.
Mindst én “inficeret” elev pr. 16. Det “inficerede” er et rer med 100 pL oplest ANTIGEN tilsat 650
pL 1x PBS i et lille gult ror. Serg for at det er blandet godt.
HUSK: Der mé ikke tilszttes Tween20 til ANTIGENET:

g. Fordeling af “raske elever”: Tilsat 0,75 mL 1x PBS til s& mange gule ror, at det passer med det
antal elever, der er ’raske”

h. Maerk fx med numre de forskellige elev-ror, s& man kan huske, hvem der havde hvilket gult ror —
og noter hvilke ror der indeholder smitte.

Klargering af gruppernes arbejdspladser:

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule ror 4 (1 pr. elev)
Violet ror(+)

Blét ror (-)

Gront ror (PA)

Orange ror (SA)

Brunt rer (SUB)

12-brends mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 uL

Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhédndklaeder/kekkenrulle
Sort markeringstusch

—_— N DN = DN = = = e

Hvor kan forseget afbrydes?
Selv om forsaget er tilpasset, sdledes at det kan keres pa en lektion, er det muligt at afbryde det pd hvert
trin. Serg for, at der er vaskebuffer i brendene og stil materialet i kaleskab til naeste dag/gang.

Elevguide — Forsog I:

Opsporing af sygdomsudbrud — en sygdoms smitteveje.
I dette forseg skal I prave at kortleegge smittevejene for en farlig sygdom. Der kunne fx vere tale om
SARS. For at stoppe sygdommens fremmarch mest muligt, ensker man at finde smittekilden.



Blandt de gule ror, som skal simulere fx blod eller spyt fra jer, findes der ét, der indeholder smitten — dvs.
antigenet for sygdommen — de andre ror er fra starten “’raske”.

Det forste I gor, er at blande jeres “kropsvasker” — forst med én person, og derefter med en ny og
eventuelt med en tredje. Denne del simulerer, at I kommer i kontakt med en smittet person og muligvis
bliver smittet med antigenet.

Naér I har blandet jeres kropsvasker, analyseres disse ved hjlp af ELISA for indhold af antigener.
Afhengig af mengden af antigener vil farvereaktionen blive mere eller mindre bla. Er der ikke antigener
tilstede, fremkommer der ikke nogen farvereaktion.

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule ror 4 (1 pr. elev)
Violet ror(+)

Blat rer (-)

Gront ror (PA)

Orange ror (SA)

Brunt rer (SUB)

12-brends mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 pL

Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhdndklaeder/kekkenrulle
Sort markeringstusch

—_ N DN = DN = = = = =

Hvad skal vi gore:

1. Merk hvert af de gule ror med jeres initialer eller noter jer rorenes numre. Der er et ror pr. medlem af
gruppen. Rarene indeholder “kropsvaske ” fra hver af jer, og det er disse “kropsvasker”, der nu skal
blandes tilfzeldigt i klassen.

2. Hver elev i gruppen marker derefter en klar plastikpipette med sine initialer eller nummer — denne
pipette skal bruges til at foretage blandingerne med

3. Find en anden elev i klassen, som du kan blande “kropsvaske” med. Overfor med pipetten den enes
kropsvaske til den andens ror. Serg for at blande godt. Derefter tager den ene elev halvdelen tilbage
(halvdelen er ca. 750uL). Noter hvem du delte “kropsveske” med 1 forste omgang.

Students A+B¥ Students A+B+¥
o

Y .
Student B Student C Student D

Blandet med: (1.blandingsrunde)
Blandet med: (2.blandingsrunde)
Blandet med: (3.blandingsrunde)

4. Gentag blandingsprocessen med 2 andre elever fra klassen, saledes at du i alt har blandet
“kropsvaske” med 3og noter med hvem, du har blandet. G4 derefter til naste punkt, eller lad de
blandede prover sté i keleskabet til naeste gvelsesgang.

ELISA-testen udferes:

Mcerkning af brondene

5. To og to arbejder I nu sammen om en raekke med 12 brende. Mark de enkelte brende som vist pa
figuren, forst 3 bronde med 7+, derefter 3 bronde med ”—" og de sidste brende med jeres initialer
eller numre.



Antigenerne bindes til brondene:
6. Antigenerne tilsattes
e Overfor 50 pl fra den positive kontrol (+) i det violette ror til
hver af de med "+ markede brende. Skift pipettespids og
overfor 50 puL fra den negative kontrol (-) i det bla ror til hvert "
af de med " merkede brende \ ;
e Skift pipettespids — og overfor nu 50 uL af din prove til hver af de /
brende, der er maerket med dine initialer
7. Vent 5 minutter mens antigenerne binder sig til brendenes sider

Ikke bundne antigener vaskes veek

8. Vaskning

e Vend bunden i vejret pa rekken med brendene og lad overskydende Ree= s oo
vaske suges ud pa et stykke kekkenrulle eller papirhdndklade. Dup
op og ned et par gange.

e Smid papiret veek )
e Tag en almindelig plastikpipette og fyld vaskebuffer i hver af brendene Gl Nd

e Tom brondene for vaske som beskrevet i forste underpunkt _
e Smid det benyttede kekkenrulle/papirhdndklede ud o S

Primcert antistof tilscettes
9. Med en NY pipettespids overferes der 50 pL primart antistof (PA) fra det grenne ror til hver af de 12
bronde \

10. Vent 5 minutter, mens antistofferne bindes
Overskydende antistof vaskes veek:

11. Vask overskydende ikke bundet antistof vak ved at gentage punkt 8. VASK

Sekundcert antistof tilscettes \
12. Med en NY pipettespids overfares 50 pL sekundert antistof
fra det orange ror til hver af de 12 brende i raekken.
13. Vent 5 minutter, mens det sekundare antistof bindes 1 brondene

Overskydende antistof vaskes veek
14. Vask overskydende ikke bundet antistof vak, idet trin 8

gentages to gange! VASK 2x

Det sekundcere antistof er bundet til et enzym — peroxidase, som kemisk er i stand til at cendre
enzymsubstratet fra farvelos til bla. Skriv ned i hvilke bronde, I forventer en farvereaktion.

15. Med en NY pipettespids overfores 50 puL substrat _ \. _
(SUB) fra det brune ror til hver af de 12 brende i rekken '
Observation af resultater SLLLLELLLLLD
16. Vent 5 minutter og noter resultatet.



Bearbejdning af resultaterne:
Saml klassens resultater og folg udviklingen af sygdommens
”fremmarch” 1 klassen.

Nogle eksempler pd sporgsmadl, der kan indgd ved rapportskrivningen:
e Hovis du blev testet positiv, hvor har du sd faet sygdommen fra?
Havde du veret i direkte kontakt med en af de smittede?
Hvis ikke, hvordan kan du sa forklare det positive resultat?
Hvis ELISA-testen gav negativt resultat, betyder det sa, at du ikke har sygdommen?
Hvad kan vere arsagen til negativt resultat?
Hvorfor benyttes der enzymer 1 dette ELISA forseg?

Forsog 11:

ELISA test til undersogelse af antigener

Forseget her skal simulere, hvorledes ELISA benyttes til test for sygdomsantigener hos patienter.
Patienterne testes maske for kopper. Kopper er et godt eksempel pa en sygdom, der, hvis den opdages i
tide, kan behandles med vaccine, saledes at patienten undgar at blive syg. Andre sygdomme, der testes for
med ELISA er HIV, SARS og miltbrand. Derudover kan det n@vnes, at testen ogsa bruges til at teste for
sygdomme relateret til fedevarer og vand, men ogsé graviditetstest, illegale stoffer, tilstedeverelsen af
genetisk modificerede organismer og meget andet.

I Appendix C (side 90-98 i den engelske manual) findes der god information om forskellige sygdomme,
hvor ELISA bruges.

Timeforbrug:

1. lektion Indledning Oplag og diskussion
2. lektion ELISA gvelsen udferes

3. lektion Tolkning og diskussion af resultaterne

Laererens overblik

Trin 1. Der udtages 50 pL fra hver elevs preverer og disse fyldes i brondene, ligesom der fyldes negative
og positive kontrolpraver i de respektivt markede bronde.. Der inkuberes 1 5 minutter. De proteiner dvs.
antigener, der er i proverne, vil nu binde til brendene. Efterfolgende vaskes brendene med fosfatbuffer
(PBS tilsat Tween 20). Bufferen sorger desuden for, at de sidste bindingssteder 1 brondene blokeres.

Trin 2. Der tilsettes primart antistof til brendene og inkuberes 1 5 minutter. Det primere antistof er et
antistof, der genkender og binde sig til antigenet. Der vaskes efterfolgende for at fjerne overskydende
primeert antistof.



Trin 3: Peberrod peroxidase (HRP)-bundet sekundeert antistof tilsettes til brendene. Det sekundare
antistof binder specifikt til det primare antistof. Peroxidasen er et enzym, der oxiderer substratet, hvorved
der dannes farve. Brendene vaskes atter med fosfatbuffer, for at fjerne overskydende sekundart antistof.

Trin 4. Der tilsettes nu enzym-substrat og hvis der er antigen tilstede, vil indholdet i brendene blive blét i
lobet af de naeste 5 minutter. Safremt der slet ikke var antigen tilstede (dvs. personen ikke var smittet), sa
vil indholdet i brenden forblive farveleost.

Resultaterne gennemgas nu grundigt, idet hver elev fortaeller om sit resultat.

Leaererens forberedelse — trin for trin

I denne vejledning laegges der op til, at der i alt er 12 grupper med 4 elever 1 hver. Dette kan naturligvis
tilpasses efter egne behov.
Bemeark: Det sekundere antistof kan forst klargeres, nar der er mindre end 24 timer til forsegets start.

1. Fremstilling af buffere
a. Fremstilling af 10 ml 1x PBS: Tilset 10ml 10x PBS til 90 mL demineraliseret vand. Merk flasken

”PBS 1x”.
Denne PBS skal bruges til at oplose alle de frysetorrede 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. Mark flasken: "PBS-vaskebuffer”.
PBS-vaskebuffer bruges til at fortynde PRIMART og SEKUNDART antistof i trin 3.

2. Oplosning af fryseterret antigen, samt primzrt antistof og sekundart antistof:

a. Oplesning af antigen og antistoffer i 1x PBS: Fjern forsigtigt propperne pa de fryseterrede reagenser og
brug en mikropipette for at tilsette 0,5 mL 1x PBS til hvert glas. HUSK at skifte spids for hver ny
oplesning! Luk og bland grundigt. Disse oplesninger er nu 50x koncentrat.

Bemerk: Brug ikke vaskebuffer til selve oplesningen, kun til fortyndingen.

3. Fortynding af reagenser.

a. Fortyding af af det opleste antigen til 1x i 25 mL PBS. Mark en 30 mL’s flaske ”1x antigen” og tilset
24,5 mL 1xPBS til flasken. Brug en ny pipettespids og tilset indholdet af det opleste ANTIGEN til
flasken. Brug noget af PBS’en til at ”skylle” ANTIGENet effektivt ud af det lille glas. Luk flasken og ryst
grundigt.

Bemeerk: Tilszt under ingen omstaendigheder vaskebuffer til antigenet, da indholdet af Tween20 vil
odelegge forsoget!

b. Fortynding af det primare antistof med PBS-vaskebuffer. Mark en 30 mL’s flaske ”1x primart
antistof” og tilsaet 24,5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfor det oplaste
PRIMZERE 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 sekundeare antistof med PBS-vaskebuffer. Maerk en 30 mL’s flaske ”1x sekundeart
antistof” og tilset 24,5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfor det oplaste
SEKUNDZERE 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.
Bemeerk:Var opmarksom pa, at punkt 3.c skal udferes, nar der er mindre end 24 timer til forsogets
start

4. Fordeling af reagenser til grupperne
a. Fordeling af positiv kontrol. Maerk 12 violette ror ”+” og tilsaet 0,5 mL 1x antigen-oplesning til hvert
1or.

b. Fordeling af negativ kontrol: Merk 12 bld ror - og tilset 0,5 mL 1x PBS til hvert ror.

c. Fordeling af primeert antistof: Mark 12 gronne ror "PA” og tilset 1,5 mL af det primare antistof
til hvert ror.

d. Fordeling af sekundert antistof: Mark 12 orange ror "SA” og tilset 1,5 mL af det sekundere
antistof til hvert ror.

e. Fordeling af enzym-substrat: Maerk 12 brune ror ”SUB” og tilset 1,5 mL HRP-enzym-substrat
(TMB) til hver.
Bemeark: TMB er lyssensitiv, derfor er det vigtigt at benytte de morke ror til
opbevaring af dette reagens.

f. Fordeling af elevernes tests: Vi anbefaler at forseget designes séledes, at 50 % af eleverne testes
positive og 50 % testes negative. Dette kan naturligvis varieres. Lav en test pr. elev. Til en 50:50
fordeling: Tilsat 0,25 mL 1x antigen oplesning til 24 gule ikke markede ror og 0,25 mL 1x PBS til 24
andre ikke markede gule ror — bland rerene. (Bemark der regnes med 48 elever i alt!)

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule ror 4 (1 pr. elev)
Violet ror(+)

Blét ror (-)

Gront ror (PA)

Orange ror (SA)

Brunt rer (SUB)

12-brends mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 pL

Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhdndklaeder/kekkenrulle
Sort markeringstusch

—_— N N = N = = e =

Hvor kan forseget afbrydes?
Selv om forseget er udformet saledes, at det kan keres pa en lektion, er det muligt at atbryde det pa hvert
trin. Serg for, at der er vaskebuffer i brendene og stil materialet i kaleskab til naste dag/gang.



Elevguide — Forsog 11

ELISAtest til undersogelse af antigener

Forsaget her skal simulere, hvorledes ELISA benyttes til at teste for sygdomsantigener hos patienter.
Patienterne testes maske for kopper. Kopper er et godt eksempel pé en sygdom, der, hvis den opdages 1
tide, kan behandles med vaccine, saledes at patienten undgar at blive syg. Andre sygdomme, der testes for
med ELISA, er eksempelvis HIV, SARS og miltbrand. Derudover kan det nevnes, at ELISA ogsa bruges
til at teste for sygdomme relateret til fedevarer og vand, til graviditetstest, for tilstedeverelsen af genetisk
modificerede organismer og illegale stoffer samt meget andet.

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule ror 4 (1 pr. elev)
Violet ror(+)

Blat rer (-)

Gront ror (PA)

Orange ror (SA)

Brunt rer (SUB)

12-brends mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 uL

Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhédndklaeder/kekkenrulle
Sort markeringstusch

—_— N DN = DN = = = =

Forsegsstart:
1. Hver elev marker et gult rer med sine initialer.

ELISA-testen udferes:

Mcerkning af brondene

2. T arbejder I nu sammen to og to om en raekke med 12 brende. Mark de enkelte brende som vist pa
figuren, forst 3 bronde med “+”, derefter 3 brende med " og de sidste brende med jeres initialer.

s

Antigenerne bindes til brondene:
3. Antigenerne tilsattes
e Overfor 50 pL fra den positive kontrol (+) 1 det violette ror til
hver af de med ”+” markede brende.
Skift pipettespids og overfor 50 puL fra den negative kontrol (-) i det bla ror til hver
af de med " merkede brende.
e Skift pipettespids og overfor nu 50 pL af hver jeres prove til de 2
brende, der er maerket med jeres initialer. \
4. Vent 5 minutter, mens antigenerne binder sig til brendenes sider.

Ikke bundne antigener vaskes veek
5. Vaskning
e Vend bunden i vejret pa rekken med brendene og lad overskydende



vaske suges ud pa et stykke kekkenrulle eller papirhandklaede.
e Dup op og ned et par gange.
e Smid papiret vaek
e Tag en almindelig plastikpipette og fyld vaskebuffer i hver af brondene

e Tom breondene for vaske, som beskrevet 1 forste underpunkt.
e Smid det benyttede kekkenrulle/papirhandklede ud.

Primcert antistof tilscettes
6. Med en NY pipettespids overferes der 50 pL primert antistof (PA) fra \ det
gronne ror til hver af de 12 brende. -

7. Vent 5 minutter mens antistofferne bindes.

Overskydende antistof vaskes veek:

8.Vask overskydende ikke-bundet antistof vaek ved at gentage VASK
punkt 5.
Sekundcert antistof tilscettes \
9. Med en NY pipettespids overferes 50 pL sekundert antistof (SA) /
fra det orange ror til hver af de 12 brende i raekken. SSesssssEssy

10.Vent 5 minutter, mens det sekundare antistof bindes 1 brendene.

Overskydende antistof vaskes veek

11. Vask overskydende ikke-bundet antistof vaek, idet trin 8 VASK 2x
gentages to gange!

Det sekundcere antistof er bundet til et enzym — peroxidase, som er i stand til at cendre enzymsubstratet
fra farvelos til bld. Noter i hvilke bronde, I forventer en farvereaktion.

12. Med en NY pipettespids overfores 50 puL substrat =
(SUB) fra det brune ror til hver af de 12 brende i reekken. \ ;

Observation af resultater
13. Vent 5 minutter. Noter resultatet.

Resultatbearbejdning.

Noter resultaterne og forklar disse.

Indeholdt din preve antigener?

Hvorfor skulle du lave 3 brende med dine tests?
Hvilke antistofbaserede tests kan du kebe pé apoteket?



Forsog 111:

Antistoftest

I dette forseg simuleres de situationer, hvor der tages en blodpreve pa en patient, og hvor denne

proves serum testes for tilstedevarelsen af antistoffer, der kan indikere, at personen er smittet/har veret
smittet med en bestemt sygdom. Testen bruges séledes efter selve infektionen, efter at det ikke leengere er
muligt direkte at spore antigenet. Indtil for nylig blev testen brugt i forbindelse med AIDS, da det
tidligere ikke var muligt at teste direkte for HIV-virus, men kun for de antistoffer, patienten havde
produceret.

Timeforbrug:
1. lektion Indledning Opleg og diskussion
2. lektion ELISA gvelsen udferes



3. lektion Tolkning og diskussion af resultaterne

Beskrivelse af Forseg II1 — trin for trin

Trin 1: Med en pipette overfores 50 uL oprenset sygdomsantigen (simuleret) til mikrotiterpladens
brende. Der inkuberes 1 5 minutter, hvorved antigenerne far mulighed for at binde sig til plastikbrendenes
inderside. Efterfolgende vaskes ikke-bundet antigen i brendene veek med vaskebuffer. Vaskebufferen
indeholder desuden et detergent, der binder sig til ikke optagne bindingssteder i brondene.

Trin 2: Serumprover og positive og negative kontroller tilsattes nu til de respektive markede bronde, og

der inkuberes i 5 minutter. I dette forsgg er serumpreverne i virkeligheden primaert antistof, som altséd skal
forestille at vaere primert antistof fra patienternes blod. Hvis der er antistof mod den pdgaldende sygdom

i preven, vil disse binde til de antigener, der allerede er bundet til brendene.

Efterfolgende renses brondene atter, denne gang for overskydende ikke-bundet antistof.

Trin 3: Peberrod peroxidase (Horseradish peroxidase (HRP))-merket sekundeert antistof tilsattes til
brendene, og der inkuberes i 5 minutter ved stuetemperatur. Det sekundare antistof er et antistof, der
genkender og binder til det primare antistof. I dette forseg reprasenterer det sekundare antistof et anti-
humant antistof (fremstilles oftest ved at indsprejte antistof i fx kaniner, der derefter producerer
antihumant-antistoffet).

HRP er et enzym, der oxiderer substratet, hvorved der dannes farve.

Brendene vaskes for at fjerne ubundet overskydende sekundert antistof.

Trin 4: Enzym-substratet tilsattes til brondene, og der ses en farvereaktion. Sdfremt HRP er til stede
(dvs. at antistoffet mod det oprensede antigen var til stede i serummet), vil oplesningen blive bld inden
for 5 minutter. Hvis der ikke var noget antistof mod antigenet, vil indholdet i brondene forblive farvelost.

Leaererens forberedelse - trin for trin

I 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.
Bemeerk: Det sekundere antistof kan forst klargeres, nar der er mindre end 24 timer til forsegets start.

1. Fremstilling af buffere
a. Fremstilling af 10 ml 1x PBS: Tilset 10mL 10x PBS til 90 mL demineraliseret vand. Mark flasken

”PBS 1x”.
Denne PBS skal bruges til at oplase alle de frysetorrede 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. Mark flasken: "PBS-vaskebuffer”.
PBS-vaskebuffer bruges til at fortynde PRIMART og SEKUNDART antistof'i trin 3.

2. Oplosning af fryseterret antigen, samt primzrt antistof og sekundart antistof:

a. Oplesning af antigen og antistoffer i 1x PBS: Fjern forsigtigt propperne pa de fryseterrede reagenser og
brug en mikropipette til at tilsaette 0,5 mL 1x PBS til hvert glas.

HUSK at skifte spids for hver ny oplesning! Luk og bland grundigt.

Disse oplesninger er nu 50x koncentrat.

Bemeerk: Brug ikke vaskebuffer her.

3. Fortynding af reagenser.
a. Fortyding af af det opleste antigen til 1x i 25 mL. PBS. Maerk en 30 mL’s flaske ’1x antigen” og tilsat
24,5 mL 1xPBS til flasken. Brug en ny pipettespids og tils@t indholdet af det oplaste ANTIGEN til




flasken. Brug noget af PBS’en til at ”skylle” ANTIGENet effektivt ud af det lille glas. Luk flasken og ryst
grundigt.

Bemezerk: Tilset under ingen omsteendigheder vaskebuffer til antigenet, da indholdet af Tween20 vil
odelegge forsoget!!

b. Fortynding af det primere antistof med PBS-vaskebuffer. Mark en 30 mL’s flaske ”1x primaert
antistof” og tilsaet 24,5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfor det oplaste
PRIMZERE 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 sekundeare antistof med PBS-vaskebuffer. Maerk en 30 mL’s flaske ”1x sekundeart
antistof” og tilset 24,5 mL PBS-vaskebuffer til flasken. Brug en ny pipettespids og overfor det oplaste
SEKUNDZERE 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.
Bemeerk:Var opmarksom pé, at dette punkt skal udferes, nar der er mindre end 24 timer til forsegets
start

HUSK! — I punkt b mcerkes flasken ”Ix serum?”!

4. Fordeling af reagenser til eleverne/grupperne
a. Fordeling af positive kontroller. M@rk 12 violette ror med ”+” og tilsaet 0,5 mL ”1x serum” til hvert ror

b. Fordeling af negative kontroller: Mark 12 bla rer med ”-” og tilsa@t 0,5 mL vaskebuffer til hvert ror.

c. Fordeling af antigen. Maerk 12 gronne ror "AG” og tilset 1,5 mL 1x antigenoplesning til hvert ror.

d. Fordeling af sekundert antistof. Mark 12 orange ror ”SA” og tilset 1,5 mL sekundart
antistofoplesning til hvert rer.

e. Fordeling af enzymsubstrat. Maerk 12 brune rer ”SUB” og tilset 1,5 mL HRP enzymsubstrat (TMB) til
hvert ror.
Bemeark: TMB er lysfolsomt, hvorfor det er vigtigt at bruge morke ror til opbevaring af dette reagens.

f. Fordeling af primert antistof (simulerede serumpregver). Det anbefales at halvdelen af eleverne far
prover, der testes positive og den anden halvdel fir prover, der testes negative. Fremstil et proveror pr.
elev i klassen. De ror, der indeholder positive prover, fyldes med 0,25 mL 1x serum oplesning, - de rer,
der indeholder negative prover fyldes med 0,25 mL vaskebuffer. Bland rerene, for de gives til eleverne.
Nummerer eventuelt og noter, hvilke numre der er ”syge” = facitliste.

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule ror 4 (1 pr. elev)
Violet ror (+)

Blét ror (-)

Gront ror (AG)

Orange ror (SA)

Brunt rer (SUB)

12-brends mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 pL

Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhédndklaeder/kekkenrulle
Sort markeringstusch

—_— N DN = N = = = e



Elevguide - Forsog I11:

Antistoftest

I dette forseg simuleres de situationer, hvor der tages en blodpreve pd en patient og hvor denne proves
serum testes for tilstedevearelsen af antistoffer, der kan indikere, om personen er smittet/har vaeret smittet
med en bestemt sygdom. Testen bruges sdledes efter selve infektionen, efter at det ikke leengere er muligt
direkte at spore antigenet. Indtil for nylig blev testen brugt i forbindelse med AIDS, da det tidligere ikke
var muligt at teste direkte for HIV-virus, men kun for de antistoffer patienten havde produceret.

Tjekliste — Materialer pr. gruppe.

Gule ror 4 (1 pr. elev)
Violet ror (+)

Blat rer (-)

Gront rer (AG)

Orange ror (SA)

Brunt ror (SUB)

12-brends mikrotiteterpladestrip
Mikropipetter 20-200 pL

Gule pipettespidser
Engangsplastikpipetter

70-80 mL PBS-vaskebuffer
Papirhdndklaeder/kekkenrulle
Sort markeringstusch

—_— N DN = DN = = = = =

1. Ide gule ror er der serumprover, der nu skal testes for tilstedevarelse af et bestemt antistof. Maerk det
ror du far med dine initialer.

2. Eleverne deler en brondrakke 2 og 2. Mark de forste 3 bronde med 7+, de naste tre med - og de
naeste tre med den ene elevs initialer og de sidste 3 bronde med den anden elevs initialer.
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Tilscetning af oprenset antigen til brondene: ¢ \
3. Med en pipette overfores der nu 50 pL. oprenset antigen
(AG) fra det gronne ror til hver af brendene.

4. Lad oplesningen std i brendene i 5 minutter.

lkke bundne antigener vaskes veek

5. Vask

e Vend bunden i vejret pa rekken med brendene og lad
overskydende vaske suges ud pé et stykke kekkenrulle.
Dup op og ned et par gange.



Smid papiret vaek. i e '
Tag en almindelig plastikpipette og fyld vaskebuffer i hver af brendene.

Tem brendene for veeske som beskrevet i forste underpunkt. G
Smid det benyttede kekkenrulle/papirhandklaede ud.

Tilscetning af kontrol- samt serumprover
6. Med en NY pipettespids overfores 50 uL positiv kontrol (+) < \
fra det violette ror til de med "+ markede brende.

7. Med en NY pipettespids overferes 50 pL negativ kontrol (-)

fra det bla ror til de med " merkede brende.
8. Med en NY pipettespids overfores 50 puL fra din ‘ \

serum prove til de tre bronde, der er market med '

dine initialer. eeeeeeeeees
9. Vent 5 minutter, idet du lader serumantistofferne

binde til antigenet.
10. Ikke bundne serumantistoffer vaskes vaek. Gentag punkt 5. VASK
Sekundcert antistof tilscettes .
11 Med en NY pipettespids overfores 50 pL sekundert antistof \ _

(SA) fra det orange ror til hver af de 12 brende i rakken. y
12 Vent 5 minutter, mens det sekundere antistof bindes 1 brendene.
Overskydende antistof vaskes veek

13. Vask overskydende ikke bundet antistof vk, idet trin 5

gentages to gange! VASK 2x

Det sekundcere antistof er bundet til et enzym — peroxidase, som kemisk er i stand til at cendre
enzymsubstratet fra farvelos til bla. Skriv ned i hvilke bronde, I forventer en farvereaktion.

14. Med en NY pipettespids overfores 50 pL substrat
(SUB) fra det brune ror til hver af de 12 brende i reekken. ‘ \

Observation af resultater Feeereeeeees
15 Vent 5 minutter. Noter resultatet.



