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Vorbereitungen

1 Vortage:

Mit Lehrerin Kontakt aufnehmen: Schuler sollen Geranienblatter mitbringen!!
sonst: Geranienblatter besorgen!!

2 am Tag:

alle Reagenzien aus dem Kuhlschrank holen:
sie sollten Raumtemperatur haben.

Kopien der ABs, Folienstifte (?)

Bereitstellen und verteilen!!:
1 ELISA-Test - Kit, daraus veteilen:
Beutel und Pipetten; Beutel schon nummerieren ?? Pipettier-
stander aus Verpackung.
Alle 15 Pistille (evtl. + 5 Teeldffel 0.4.)
Alle 15 Brettchen (evtl. noch 5 dazukaufen ??7?)
Abfallbehalter ,Restmull“ und Zylinderglas fur Flussiges

Die 2 x 3 Napfreihen (Kavitaten) nummerieren oder
auf ein beschriftetes Arbeitsblatt stellen;

Die beiden Kamme im Platikbeutel lassen? (Verunreinigungsgefahr)

Zusatzinformationen:

zu den Materialien:
- Die Antikdrper sind polyklonal
- 1. PFBV-Antikdrper A1 auf dem Kamm immobilisiert (Lieferzustand) bindet Viren

- 2. PFBV-Antikdrper A2 mit Meerrettich-Peroxidase markiert (Konjugat) bindet an die Viren, die von
A1 am Kamm festgehalten wurden.

- Das Enym, nunmehr auch am Kamm gebunden, setzt Trimethylbenzidin (Substrat) zu einem blau
gefarbten Produkt um.

Laut IPN sind hierzulande ca 25% aller Geranien infiziert.

Das Substrat muB klar sein. Die Nachweisreaktion ist sehr empfindlich; Verunreinigungen vermeiden;
schwache Blaufarbungen deuten auf geringe Infektion hin; keine Umfarbung kann auch auf Infektion un-
ter der Nachweisgrenze hindeuten.

Entsorgung fur alle Materialien unproblematisch: AusguB, Hausmiill und Plastikmull (gelber Sack)
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Hintergrund und Versuchsprinzip

1 Hintergrund: Bedeutung des PFBV:

bedeutende Treibhaus-Erkrankung

Ubertragung durch Tripse und zirkulierende Nahrstofflosungen:
innerhalb 14 Wochen werden auf diesem Wege
100% aller neuen Samlinge infiziert.

Infektions-Teilschutz durch Feinsandfilterung der
Nahrstofflosungen

Verursacht Brechen der Bluten in einigen Pelargonien-Stam-
men und ist in vielen Kulturen symptomlos.
In Pelargonien weniger haufig als andere Viren.

2 Versuchsprinzip ELISA - Test: (hier fur PFBV formuliert)
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Fur PFBV spezifische (monoklonale) Antikorper A1 wurden an
den Kammspitzen immobilisiert.

Der Kamm wird in eine Losung mit Viren getaucht:
Viren (= Antigene) haften an den A; fest!

In die Ldsung eines zweiten Antikdrpers Az

-Konjugat®, der

- ebenfalls spezifisch fur den Virus

- und beladen mit einem Enzym (Peroxidase) ist,

wird der Kamm gehalten:

Die A2 mit Enzym haften an den gebundenen Viren fest!

Der Kamm mit A1,
daran haftenden Viren,
daran haftenden As und
damit verbundenen Enzymen
wird in eine Substratldsung gehalten:
Das Substrat wird vom Enzym umgewandelt und farbt sich blau

3 Quellen:
Das Kit wurde am IPN, Kiel entwickelt und wird von
Steffens Biotechnische Analysen GmbH, 79285 Ebringen,
Tel. 07664 / 60025-4 Fax -5 vertrieben (Preis: 195,-DM; 3/2000)

4 erganzende Internet - Adressen:
http://www.rdg.ac.uk/EIBE/DEUTSCH/DU8.HTM (10.2.01)
http://www.biology.arizona.edu/immunology/activities/elisa/main.html (10.2.01) (Anwendung bei HIV, Simulation)
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1) vorbereitet:

Kamm mit A4

2) Viren binden an A4

A

3) Ao mit Enzym binden an Viren

By

4) Enzym setzt Substrat um

éh

(3 Versuche; PDF-Datei)
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Durchfuhrung des Experimentes

1 Beutel mit Namen und Herkunft des Blattes beschriften sowie ei-
ner Nummer
(vom Laboranten gegeben 2 mal Nr.1 - Nr.10)

2 5 ml gelben Probenpuffer in den Extraktionsbeutel pipettieren.

3 1 mittelgroBes Geranienblatt (ca.15 cm?2) (wissenschaftlich: Pelar-
gonium domesticum) abtrennen und zwischen die Baumwollgaze
in den Beutel legen!

4 Offnung des Beutels 2 mal falten und auf dem Brettchen mit dem
Pistill homogenisieren

.. ) ) ) »,Homogenisator*
Frage 1:Welche fur den Versuch wesentlichen Bestandteile befinden

sich jetzt in der Flussigkeit des Beutels?

3 Trnpfenl \
pro Napf
5 Jede(r) Schuler(in) nimmt sich eine Pipette und
pipettiert 3 Tropfen in den Napf mit der ihrer/seiner Nummer. (Pi- Neg. & pos.
petten wegwerfen) Probe No. Kantrolle

1234567891048

Die Kontroll Un / rot) bleiben leer! = T
ie Kontrollen (grun / rot) bleiben leer 33533333‘53ﬁ 1. Probe

W i 3 585, 7, 0 . S 0 B = g '
il \\_/\,,‘-:?‘E:\, LU 2 Konjugat

=00 A % %2 % 100 52 S Y AR o
‘\.-\_—\\/\,)\,}\,‘\,E-‘\,»'\_-\.&z} 3. Substrat

wird in die 1. Napfreihe gestellt.

6 Der Kamm mit den (unsichtbaren) immobilisierten Antikdrpern l
10 min warten.

Frage 2: Was geschieht jetzt?

R
LAl AAL AL L AL
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7 ~Konjugat® ansetzen:
Je Kit 1 Konjugat vollstandig in den blauen Konjugatpuffer uber-
fuhren.
(Pipette mit feiner Spitze nehmen. Auf evtl. Tropfen am Deckel
achten!)
Grundlich mischen!!

Frage 3: Woraus besteht das Konjugat? Welche Funktion hat es?

8 Je 3 Tropfen des verdunnten Konjugates in die Napfe der zweiten
Reihe (,Konjugat®) pipettieren. (Neue Pipette)

9 Kamm unter schwach flieBendem kalten Wasser spulen.
Achtung:

Tropfen zwischen den Zinken des Kammes vermeiden!!!
(Kontaminationsgefahr)

Kamm durch Ausschutteln von Wassertropfen befreien.
Kamm in die 2. Napfreihe ,Konjugat® stellen.

10 min warten.

Frage 4: Was geschieht jetzt?

10 Je 3 Tropfen des ,Substrates” in die 3. Napfreihe pipettieren.
(Neue Pipette!)

11 Kamm unter schwach flieBendem kalten Wasser spulen.
Kamm durch Ausschutteln von Wassertropfen befreien.

Achtung!!! (s. 9)

Seite 4/5

Xo/ﬁo
Konjugat

Konzentriertes -
Konjugat puffer

Sl

0O

Verdinntes
Konjugat

3 Tropfen
pro Kavitat
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2. Konjugat

\,Lh.udu.pu 3. Substrat
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12  Kamm in die 3. Napfreihe ,Substrat” stellen.

10 min warten. u.U. Kamm leicht bewegen.

Frage 5: Was geschieht jetzt?

13  Kamm aus der 3. Napfreihe nehmen.
Beobachtung notieren, interpretieren!! T

2322222222224

Farbumschlége einzeichnen!

Versuchsprotokoll

Proben-Nummer 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |grun| rot

Name

Blattquelle - +

Bemerkung

Beobachtung

Interpretation

erganzende Internet - Adressen:
http://www.rdg.ac.uk/EIBE/ (3 Versuche zu ELISA: unit 8; PDF-Datei; 10.2.01)
http://www.biology.arizona.edu/immunology/immunology.html (Simulationen zu ELISA und HIV; 10.2.01)



