MATERIALER L'F E

ELISA-TEST (MODUL 2)

Materialer fra LIFE Kit

Materialer til forberedelse:

1 heetteglas med antigen

1 haetteglas med primaert antistof (primary antibody]

1 heetteglas med sekundaert antistof (secondary antibody])

1 beholder med substrat ([HRP Enzyme Substrate]

1 beholder med 10x PBS [10x Phosphate buffered Saline])

1 beholder med 10 % Tween

9 mikrocentrifugerer pr. gruppe (4 gule, 1 brunt, 1 lilla, 1 bldt, 1 grent, orange, 1 brunt]

Ooooooon

Materialer til elevernes arbejdsstationer:

[0 1 strippr.gruppe
O 7 sterile engangspipetter pr. gruppe

Materialer, der ikke folger med i LIFE Kit
Materialer til forberedelse:

1 baegerglas (250 ml]

1 maleglas (100 ml]

1 maleglas (1000 ml]

3 Blue Cap-flasker (250 ml]

1 Blue Cap-flaske [11]

1 mikropipette (200 pl]

1 mikropipette (1000 pl)

1 gradueret pipette (10 ml])
pipettespidser

1 permanent marker
demineraliseret vand (ca. 11]
evt. whirlmixer

OOOoOooooOoooon

Materialer til elevernes arbejdsstationer:

3 alm. engangspipetter pr. gruppe

1 baegerglas (100 ml] pr. gruppe

1 baegerglas (250 ml] pr. gruppe

1 stativ til mikrocentrifugerer pr. gruppe

1 hvidt A4-ark pr. gruppe

1 stak papirservietter pr. gruppe (ca. 20 stk] plus ekstra til spild
1 kittel pr. elev

oo

Ooooon
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Materialer til "ELISA-test” fra LIFE Kit
© LIFE, 2023

FORBEREDELSE MAKS. 24 TIMER FOR BRUG

ELISA-TEST (MODUL 2]

Du kan forberede folgende maks. 24 timer for brug.
Folgende instruktioner forbereder arbejdsstationer til ti grupper.

Hent felgende fra LIFE Kit:
* 1 heetteglas med antigen
* 1 heetteglas med primaert antistof
* 7 heetteglas med sekundaert antistof
* 1 beholder med substrat
* 7 beholder med 10x PBS
* Tbeholder med 10 % Tween

Hent felgende, der ikke folger med i LIFE Kit:
*  1beaegerglas (250 ml]

1 mdaleglas (100 ml)

1 maleglas (1000 ml)

3 Blue Cap-flasker (250 ml]

1 Blue Cap-flaske [11]

1 mikropipette (200 pl)

1 mikropipette (1000 pl]

1 gradueret pipette (10 ml]

Pipettespidser
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1. Fremstilling af vaskebuffer og 1xPBS-buffer

Vaskebuffer (1000 ml)

1. Meerk Blue Cap-flasken (1] med teksten “Vaskebuffer”.

2. Pipettér 4,5 ml 10% Tween ned i mdleglasset (1000 ml). Smid pipettespidsen ud efter
brug.

3. Afmdal 90 ml 10xPBS-oplgsning i mdleglasset (100 ml), og haeld det over i mdleglasset
(1000 ml].

4. Fyld méleglasset (1000 ml) op til 1000 ml-maerket med demineraliseret vand.

5. Heeld den faerdige vaskebuffer over i Blue Cap-flasken (11].

B. Seetldg pd, ogomrystet par gange.

1xPBS-buffer (100 ml)
1. Meerk baegerglasset (250 ml) med teksten “1xPBS-buffer”.
2. Afmdl 90 ml demineraliseret vand i mdleglasset (100 ml].
3. Tilsaet 10 ml 10xPBS-oplesning til maleglasset (100 ml].
4. Heeld indholdet af mdaleglasset (100 ml) over i beegerglasset (250 ml].

. Rehydrering af reagenser: antigen, primaert antistof og sekundaert antistof
(VIGTIGT: M tidligst laves op til 24 timer for brug)
1. Aben haetteglasset med antigen.
2. Tilsaet 0,5 ml af 1xPBS-bufferen til hastteglasset. Smid pipettespidsen ud efter brug.
3. Seetgummiproppen i hastteglasset, og omryst kort p& whirlmixer eller ved at vende glas-
setop ogned 10 gange.
4. Stil pd kel til brug.
S. Gentag punkt 1-4 for henholdsvis det primaere antistof og det sekundaere antistof.

. Fremstilling af antigenopl@sning og antistofoplasninger

Antigenoplgsning

(VIGTIGT. Der md ikke bruges vaskebuffer til antigenoplasningen)

Meerk en Blue Cap-flaske (250 ml] med teksten “Antigenopl@sning”.

Pipetter 21,5 ml 1xPBS-buffer til Blue Cap-flasken.

Tilsaet 450 pl af den rehydrerede antigenoplgsning. Smid pipettespidsen ud efter bruqg.
Luk flasken, og omryst kort. Stil pd kel indtil brug.

APUWUN~

Primaert antistof- og sekundaert antistof-oplasninger
(Bemaerk: Du skal nu bruge vaskebufferen)
1. Meerk 2 Blue Cap-flasker (250 ml) med henholdsvis teksten “Primaert antistof-oplesning”
og teksten “Sekundaert antistof-oplosning”.
2. Pipetter 24,5 ml vaskebuffer til begge flasker.
3. Pipetter 500 ul aof det rehydrerede primaere antistof til Blue Cap-flasken maerket "Primaert
antistof-oplgsning”. Smid pipettespidsen ud efter brug.
4. Pipettér 500 ul aof det rehydrerede sekundaere antistof til Blue Cap-flasken maerket
"Sekundaert antistof-oplgsning”. Smid pipettespidsen ud efter brug.
Luk begge flasker. Omryst kort, og stil p& kel indtil brug.

gl
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4. Pipettering af kontroloplasninger og reagenser
Kontroloplgsninger

1.

2.

3.

4.

S.

Maerk 10 lilla mikrocentrifugerer med teksten “PK” [positiv kontrol] pd Idget med en perma-
nent marker.

Pipetter SO0 pl af antigen-oplasningen i hvert mikrocentrifugerer. Du behever ikke skifte
pipettespids mellem hvert ror. Smid pipettespidsen ud efter bruqg.

Maerk 10 lysebld mikrocentrifugeror med teksten “NK” [negativ kontrol]) pd Idget med en
permanent marker.

Pipetter 500 pl af 1xPBS-bufferen fra baegerglasset (250 ml) i hvert mikrocentrifugergr. Du
behover ikke skifte pipettespids mellem hvert ror. Smid pipettespidsen ud efter brug.

Luk alle rgr, og saet dem pd kol.

Reagenser

1.
2.

3.

Tag 10 grenne mikrocentrifugeraor.

Maerk seks mikrocentrifugerer med henholdsvis “PA-1", “PA-2", “PA-3", “PA-4", "PA-5" oq "PA-
6" som vist pd fotoet nedenfor.

Maerk de resterende fire grenne mikrocentrifugergr med henholdvis "PA-17, “PA-2", “PA-3"
oq "PA-4".

Pipetter 1000 pl of primaert antistof-oplasningen i hvert grent mikrocentrifugeror. Du be-
haver ikke skifte pipettespids mellem hvert ror. Smid pipettespidsen ud efter brug.

Maerk 10 orange mikrocentrifugerer med teksten “SA” (sekundaert antistof).

Pipetter 1000 pl aof sekundaert antistofoplasningen i hvert orange mikrocentrifugergr. Du
behover ikke skifte pipettespids mellem hvert ror. Smid pipettespidsen ud efter brug.
Pipetter 1000 pl of substratoplgsningen i 10 meorkebrune mikrocentrifugerer. Brug en ren
pipettespids. Du behgver ikke skifte pipettespids mellem hvert rer. Smid pipettespidsen
ud efter bruqg.

Luk alle rgr, og stil dem pd kal.

Sddan skal de grgnne rer maerkes. Trinnet gentages, sé der maerkes i alt 10 grenne ror.
O LIFE, 2023

5. Maerkning af mikrocentrifugergr

1.
2.
3.

4.

Tag fire gule mikrocentrifugerer pr. gruppe.

Maerk mikrocentrifugergrene som vist pd fotoet nedenfor til gruppe 1.

Gentag maerkningen for det antal grupper, du har i klassen. For hver gruppe skrives grup-
penummeret pd rerene. For gruppe 2 bliver det derfor Al-2, BL-2, BM-2 og KS-2.

Stil rerene i et stativ med gruppe 1 averst og rerene Al, BL, BM og KS stillet pd linje i naevnte
reekkefolge.
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Sddan skal de gule rgr maerkes til gruppe 1.
OLIFE, 2023

6. Pipettering af“slangegift”

1. Abn de mikrocentrifugerer, der er markeret i tabellen nedenfor.

2. Pipetter 500 pl antigenoplasning i hvert &dbent mikrocentrifugergr. Du behever ikke skifte
pipettespids mellem hvert rer. Smid pipettespidsen ud efter bruqg.

3. Lukallerer.

4. Abn alle ror, der ikke er markeret i tabellen nedenfor.

S. Pipetter 500 pl 1xPBS-buffer i hvert dbent rgr. Du behever ikke skifte pipettespids mellem
hvert ror. Smid pipettespidsen ud efter bruqg.

6. Lukalle ror, og stildem pd kol.

Gruppe 1097 X X X

Gruppe 2098 X X
Gruppe 3099 X

Gruppe 4 0g10 X X

Gruppe 5 X

Gruppe 6 X X X
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FORBEREDELSE EN HALV TIME FOR BRUG

ELISA-TEST (MODUL 2)
Du kan forberede folgende en halv time inden undervisningen.

Hent felgende materialer fra LIFE Kit:

e strippr.gruppe
» 7 sterile engangspipetter pr. gruppe

Hent felgende materialer, der ikke felger med i LIFE Kit:
* 3 alm.engangspipetter pr. gruppe
* 1beegerglas (100 ml] pr.gruppe (til vaskebuffer]
* 1beegerglas (250 ml] pr.gruppe (til brugte pipetter)
* 1 stativ til mikrocentrifugerer pr. gruppe
* 71 hvidt A4-ark pr. gruppe
* 1stak papirservietter pr. gruppe (ca. 20 stk.] plus ekstra til spild

Hent folgende tidligere forberedte materialer
* 1 positivkontrol, “PK" (lilla], pr. gruppe
1 neqgativ kontrol, “NK" (bld]), pr. gruppe
1 primaert antistof, “PA-X" (gren), pr. gruppe
1 sekundaert antistof, “SA" (orange), pr. gruppe
1 qultrer maerket "AL-X" pr. gruppe
1 qult rer maerket “BL-X" pr. gruppe
1 qultrer maerket “BM-X" pr. gruppe
1 qultrger maerket “KS-X" pr. gruppe
1 brunt rer (substrat] pr. gruppe
1 Blue Cap-flaske med vaskebuffer pr. klasse

Fordel mikrocentrifugergr i stativ
1. Stil felgende mikrocentrifugerer i stativet:
* 1 positiv kontrol, “PK" (lilla)
* 1 negativ kontrol, “NK" (bld&]
e 1 primeert antistof, "PA-X" (gron)
* 1sekundeert antistof, “SA" (orange]
* Tsubstrat(brun)

2. Stil de fire gule mikrocentrifugeragr maerket "AL-X", “BL-X", "BM-X" og "KS-X" i stativet. Gruppen-
ummer skal svare til numrene pd positiv kontrollen (“PA-X"]) (gren].

Eksempel p& de mikrocentrifugerar, der stilles i stativet til gruppe 1: PK, NK, PA-1, SA, Substrat,
AL-1,BL-1, BM-1,KS-1.

Forbered arbejdsstationer

1. Stil felgende frem til hver gruppe:

e 7T stativmed mikrocentrifugeror

1 strip
7 sterile engangspipetter
3 alm. engangspipetter
1 baegerglas (100 ml] til vaskebuffer
1 baegerglas (250 ml] til brugte pipetter
1 hvidt A4-ark
1 stak papirservietter [ca. 20 stk.]
1 kittel pr. elev
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For at spare tid i undervisningen anbefales det, at du stiller materialerne frem, s& de pé forhdnd er
opdeltiarbejdsstationer.

Arbejdsstation for en enkelt gruppe
©LIFE, 2023
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