PRIMY TEST ELISA

Slouzi pro zjisténi max. mnozstvi Ag, ktery se muze navazat do jamek desticky, pro
zjisténi idealniho zfedéni konjugatu

Reakce:
Ag + AbE
Napiiklad:
AbE | |Ag 5 25 1,25 |0,675|0,337 (0,169 | 0,084 | 0,042 |0,021|0,010 | 0,005 | bez
N
bMg9— |9 — Mg — |Wg— |Wg — |Wg — U — |Ug — |G — | UG — | Mg Ag
1/400 | A 1,720 [1,720 [1,720 |1,709 |1,686 |1,600 |1,450 |1,250 |0,941 |0,595 |0,311 |0,100
1/800 B 1,671 | 1,658 |1,635 |1,568 |1,459 |[1,256 |1,040 |0,829 |0,600 |0,369 |0,179 |0,050
1/1600 |C 1,500 |1,396 |1,287 |1,144 |0,964 |0,764 |0,568 |0,410 |0,275 |0,185 |0,097 |0,025
1/3200 |D 1,095 |0,946 |0,797 |0,649 |0,503 |0,385 |0,297 |0,225 |0,154 |0,108 |0,062 |0,013
1/6400 |E 0,626 |0,472 |0,365 [0,293 |0,24 |0,205 |0,169 |0,132 |0,101 |0,067 |0,041 |0,007
1/12800 | F 0,338 |0,251 |0,194 |0,158 |0,136 |0,116 |0,100 |0,083 |0,068 |0,046 |0,025 |0,004
1/25600 | G 0,167 |0,128 |0,105 [0,090 [0,080 |0,071 |0,063 |0,051 |0,042 [0,03 |0,014 |0,002
blank H 0,066 |0,054 |0,043 [0,036 |0,032 [0,027 |0,023 |0,020 |0,017 {0,011 |0,006 |0,001
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konc. konjugatu v logaritmickém 0123456738 910111213
méfitku konc. Ag v logaritmickém méfitku
(oznaceni jamky: A - H) (Cislo jamky: 1 - 12)
Pfiprava Ag:

Jako Ag vystupuje sérum a proti nému reaguje sekundarni protilatka s enzymem
(konjugat) nebo jakykoliv antigen a proti nému protilatky s navazanym enzymem

- 50 pg karbonatového pufru do kazdé jamky pfedem

- naredit Ag v karbonatovém pufru do vysledné koncentrace 10 pg/mi

- dat 50 pl fedéného Ag do sloupce 1 (8x promichat)

- prenos 50 ul do sloupce 2, atd az do sloupce 11

- 12. sloupec neobsahuje Ag - blank.

- nechat pfes noc




Pfipra

Pozn:
z hled

va AbE:
konjugat naredit v poméru 1/200 v blokovacim roztoku (1 ml blokovaciho pufru
+ 5 ul konjugatu)
do kazdé jamky nanést 50 pl blokovaciho roztoku
do fady A nanést 50 ul fedéného konjugatu 1/200 (vysledna koncentrace je
1/400 v fadé A
prfenaset 50 ul z fady A - B — C atd.
nezapomenout na Bl
Bl = bez AbE nebo Ag, jen s fyziologickym roztokem

Osa x, kde ve skute€nosti nevynasime koncentraci, ale €islo jamky, je vlastné
iska koncentrace v logaritmické Skale a hodnoty 1-12 jsou vlastné umérné

pfirozenému logaritmu koncentrace (jde o biologicky material, kde se prubéh podoba
rustové kfivce; jde o Siroky rozptyl hodnot, proto byly pouzito logaritmické méfitko. Za
téchto podminek by byl vypocCet neznamé koncentrace Ag nebo Ab obtizny, proto se
tento model vyuZziva jen na zjisténi idealni kfivky). Kdybychom chtéli vynaset opravdu

konce

ntraci Ag i AbE, bylo by to vhodné v logaritmické Skale.

Vyhodnoceni:
Krivky reprezentuji titraci rozdilného fedéni konjugatu proti kazdému fedéni Ag.
Muzeme zjistit:

Maximalni mnozstvi Ag, které se muze navazat na sténu jamek (vazebna
kapacita plastu — kolisa od proteinu k proteinu).

Konec¢ny bod titrace konjugatu v urCitém fedéni ukazuje stejna hodnota pfi
Ve sloupci bez Ag barva znamena nespecifické adsorpce konjugatu (pfi
nizsich fedénich vznikaji problémy nespecifickych vazeb, hodnoty skoro jako
blank). V ostatnich koncentracich hodnoty A charakterizuji pozadi desticek.

PFi nizkych koncentracich Ag dochazi ke ztraté citlivosti (schopnost reagovat
s Ab).

Logaritmické kfivka se nevyhodnocuje, jen se vybira idealni kfivka z téch
vyslednych

VyZaduje se:

A

Takto

vysoké hodnoty (absorbance kolem 1,5)

hodnoty bez nespecifickych vazeb konjugatu, idealni je v rozmezi 1 — 1,5 OD
odecte se optimalni fedéni konjugatu

optimalni fedéni Ag dava A v rozmezi 1 -1,50D

muzeme zjistit optimalni fedéni Ag a Ab pro nepfimy test ELISA. Konjugat

vSak musi byt zaméfen proti Ag nebo antigenem musi byt sérum.



