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Laboratoriekurs i immunologi (uke 36 2004, FRM1210)
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Nasjonalt folkehelseinstitutt 

og Faggruppe farmakognosi, Seksjon for farmasøytisk kjemi, Farmasøytisk institutt
1) ELISA (”enzyme- linked- immunosorbent- assay”) påvisning og kvantitering av immunrespons etter vaksinasjon.

2) Dobbel immundiffusjon (DID) påvisning av antistoff respons etter immunisering av sau med humant IgG.

De tekniske prinsippene.

ELISA og DID er immunologiske målemetoder som kan påvise og kvantitere antistoffer og antigener.

Antistoffer er dyr og menneskers forsvarsstoffer som dannes ved eksponering av fremmed stoff ved f eks infeksjon eller immunisering/vaksinasjon.

Antigen er fellesbenevnelse av fremmed stoff vi eksponeres for og reagerer på ved å danne antistoffer mot disse.

ELISA er en meget følsom (kan måle lave konsentrasjoner) og fleksibel teknikk som brukes svært mye. Det kan enten være som ferdig utviklet testmetode som kan kjøpes i form av ”kits”, som vil inneholde alt en trenger for å gjøre testen. Eller en kan hjemmesnekre testen til å passe sin problemstilling. Vi skal gjøre det siste. ELISA utføres oftest i såkalt ”mirotiterformat”, det vil si en bruker plastbrett (mikrotiterplate) som har 96 brønner hvor reaksjonen skjer. Brønnene gir plass til prøver (mange prøver, flere fortynninger) og kontroller hvor all behandling og reaksjoner skjer samtidig og paralelt i alle brønnene.

ELISA har minst tre trinn, med inkubasjon og vasking av brønnene i brettet mellom hvert trinn. Vår testutgave:

1. Brønner som har addert en hinne/film med meningokokk-antigen tilsettes serum fra en person før og etter denne har fått en norsk meningokokk vaksine (MenBVac®)). Hvis personen har reagert på vaksinene, vil serumet inneholde antistoffer mot meningokokker etter vaksinasjon, mens det før vaksinasjon var lite antistoffer tilstede i serumet. Antigenet på plastoverflaten vil binde antistoffet til seg. Etter inkubasjon for å oppnå full reaksjon, vaskes brønnene. Antistoffet holdes igjen av antigenet på plasten og vaskes ikke bort.

2. Et  nytt antistoff (laget ved å immunisere sau med IgG fra menneske) som er merket (konjugert) med et enzym (vi bruker alkalisk fosfatase, ALP) tilsettes så. Dette antistoffet er et anti-antistoff hvor antigenet som sauen ble immunisert med, i seg selv  er et antistoff (IgG fra menneske). Dette sekundærantistoffet vil gjenkjenne og binde seg til meningokokk-antistoffet som sitter på plasten. Det hele inkuberes og brønnene vaskes på ny.

3. Substrat til ALP tilsettes i form av en løsning. Denne løsningen er fargeløs, men ALP på saueantistoffet vil omdanne substratet til et gulfarget produkt. Styrken på gulfargen som kan måles i et fotometer, er direkte proporsjonal med konsentrasjonen av antistoff i serumet til personen som ble vaksinert.

DID er en lettvint immunologisk test som bare trenger enkelt utstyr, men den er lite følsom og er bare semikvantitativ. Testen foregår i en gele-aktig gel på en glassplate. I denne gelen trykker en ut huller som fylles med antigen eller antistoff. Antistoff og antigen diffunderer ut i gelen og der de møtes,dannes det en synlig utfelling (immunpresipitat). Styrken på utfellingen gjenspeiler mengde antigen og antistoff.



 






Framgangsmåte:

Studentpuljen deles inn på vanlig måte i lag på 2-3 studenter som deler en ELISA mikrotiterplate og en DID gel-belagt glassplate som fås utlevert ferdig til bruk. ELISA-platen er ferdig ”coatet” med antigen og vasket. DID-platen er ferdig utstanset med huller for avsetning av antigen og antistoff. Forsøket med DID kan gjøres under inkubasjonstrinnene i ELISA-forsøket.

ELISA:

ELISA-platen ser slik ut:
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Platen har innstemplet bokstavene og tallene og det er viktig å ha den riktig orientert til enhver tid. Mønsteret på prøvene og kontrollene skal være slik:

	
	Standard              Serum før               Serum etter               Standard           Serum før                 Serum etter

 (1+2)                   vaksinasjon (3+4)  vaksinasjon (5+6)      (7+8)               vaksinasjon (9+10)  vaksinasjon (11+12)

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A


	2000 ng/ml
	”
	1:10
	”
	1:10
	”
	2000 ng/ml
	”
	1:10
	”
	1:10
	”

	B


	1000 ng/ml
	”
	1:20
	”
	1:20
	”
	1000 ng/ml
	”
	1:20
	”
	1:20
	”

	C


	500 ng/ml
	”
	1:40
	”
	1:40
	”
	500 ng/ml
	”
	1:40
	”
	1:40
	”

	D


	250 ng/ml
	”
	1:80
	”
	1:80
	”
	250 ng/ml
	”
	1:80
	”
	1:80
	”

	E


	125 ng/ml
	”
	1:160
	”
	1:160
	”
	125 ng/ml
	”
	1:160
	”
	1:160
	”

	F


	62,5 ng/ml
	”
	1:320
	”
	1:320
	”
	62,5 ng/ml
	”
	1:320
	”
	1:320
	”

	G


	31,25 ng/ml
	”
	1:640
	”
	1:640
	”
	31,25 ng/ml
	”
	1:640
	”
	1:640
	”

	H


	buffer
	”
	”
	”
	”
	”
	buffer
	”
	”
	”
	”
	”


Student 1 på gruppen bruker kolonnene 1,2, 3,4,5,6 og student 2-3 på gruppen bruker kolonnene 7,8,9,10,11,12. Alle lagene får utlevert standard (45 (g/ml) og serum før vaksinasjon og etter vaksinasjon. Vi skal bruke 100 (l volum i brønnene og bruker justerbare pipetter for å lage fortynninger og avsette prøvene oppi brønnene 

Prosedyre                  

1. Lag fortynningsrekker av standard og serum før vaksinasjon og etter vaksinasjon ved å ha 1 ml buffer (PBS med 0.05% Tween 20, som er en detergent som forhindrer uspesifikk binding til plastoverflaten i ELISA platen) i første rør og 0.5 ml buffer i 6 andre rør. Til første rør tilsettes nok volum av standard til at løsningen blir 2000 ng/ml (2 (g/ml). Bland godt, overfør 0.5 ml av dette til neste rør, bland godt og overfør til neste rør og fortsett slik ut alle rørene. Gjør det samme med de to seraene for å lage fortynningsrekke fra 1:10 og tofolds fortynning. Fra disse rørene pipetteres 100 (l volum i det mønsteret som står på platen over. Vær nøye med pipetteringen. Når hele platen er fylt, dekkes denne med ”tape” og settes til inkubering i 37oC i 30 minutter.

2. Ta tapen forsiktig av platen og tøm innholdet i vasken med en håndbevegelse. Fyll opp brønnene med buffer (PBS med tween-20) uten at det renner over. Tøm platen og fyll opp på ny. Vask på denne måten platen 5 ganger

3. Tilsett med mikropipette 100 (l av prøve/kontroller i det mønsteret som står beskrevet overfor. Du kan bruke samme pipettespiss til samme prøve (begynn fra svakeste konsentrasjon), bare pipetter opp og ned noen ganger i røret. Sett på tapen på ny for å unngå fordamping.  Inkuber 30 min 37oC.

4. Gjenta punkt 2

5. Tilsett 100 (l konjugat fortynning (blir utlevert) i alle brønnene. Sett på tapen på ny for å unngå fordamping.  Inkuber 30 min 37oC.

6. Gjenta punkt 2

7. Tilsett 100 (l substratløsning (NPP 1mg/ml, blir utlevert).

8. Inkuber ca 30 min 37oC, og les av absorbans i en plateleser. Dataene kan lastes over i Excel for konstruksjon av standard kurve og avlesing av resultater
DID.

Under inkubasjonsfaser i ELISA oppsettet kan DID utføres

Posedyre

1. Avsett 5(l av prøve i hvert av hullene i DID platen etter følgende mønster:









Den ytre delen av ”rosettene” fylles med det samme mønsteret med  hIgM, hIgA, hIgE, hIgG1, hIgG2 og hIgG3. Senterhullet fylles med sau serum før immunisering og sau serum etter immunisering. Laget deler en plate og hver elev bruker to rosetter.

2. Det hele settes tilbake i et fuktekammer bestående av plastveieskip med fuktig filtrerpapir.

3. Inkubasjon i fuktekammeret og observasjon av dannelse av presipitasjons linjer mellom antistoff ( sau immunisert med human IgG) og antigen (klasser og subklasser av humant immunglobulin (antistoff). Platen kan enten stå på kurssalen eller dere kan ta den med dere (ikke smittefarlig). Har dere digitalt kamera, kan dere avfotografere ved ulike tidspunkt. Når dere er ferdig, kan glassplaten leveres tilbake til kurssalen.

Laboratorierapport

Laboratorierapporten bør inneholde litt teori, hva dere har gjort , resultatene, resultatbearbeiding og diskusjon av resultatene. Dere kan sakse som dere vil fra dette stensilet.
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