Christoph Weihe, Stefan Grünenwald

Immunologie

Allgemeines

Das Immunsystem schützt den Organismus gegen eindringende Fremdkörper (=Antigene). Dieses Abwehrsystem teilt man in spezifische und unspezifische Immunität ein, die beiden wiederum in zelluläre und humorale Abwehr. Antigene werden von Antikörpern spezifisch und fest gebunden. Diese Tatsachen nutzt man zu quantitativen Bestimmung beliebiger Substanzen mit antigenen Eigenschaften. Der Herkunftsort und der Herstellungsweg der Lymphozyten sei im nachfolgenden Schema dargestellt:
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Zielsetzung des Versuchs ist es, den IgE-Gehalt im Humanserum mit Hilfe des ELISA Verfahrens (= enzyme linked immuno sorbant assay) quantitativ zu bestimmen: Human-IgE wird zum Antigen ernannt, das man quantitativ mit einem gegen Human-IgE gerichteten Antikörper reagieren läßt. Nun kann man die Menge an Antigen-Antikörper-Komplex mit einem zweiten Antikörper, der spezifisch das IgE im Komplex erkennt, bestimmen. Dieser Antikörper muß als Markierung mit einem Enzym gekoppelt sein. Die Aktivität des Enzyms läßt sich nach Substratzugabe durch seine spezifische Reaktion, die z.B. einen Farbstoff erzeugt, messen.

Man hat als ein direktes Maß für die vorhandene Antigenmenge vorliegen. Um den Antigen-Antikörper-Komplex von löslichen, im Überschuß vorhandenen Komponenten zu trennen, bindet man ihn physikalisch an eine Plastikmatrix (man mobilisiert ihn somit).

Die normale IgE-Konzentration im Serum ist sehr gering (bis zu 100 IU/ml). Bei Überempfindlichkeitsreaktionen kann dieser Wert sehr viel höher ausfallen (um 2 - 3 Größenordnungen).

Versuchsdurchführung

Zunächst werden die IgE-Standards und die Testseren nach Assistentenangabe mit PBS/0,1% Tween 20/0,1% RSA verdünnt. Es ergeben sich für das ELISA - Verfahren nun folgende Werte:

IgE-Standards für ELISA 

Nummer
Konzentration (inIU/ml)

1
11

2
22

3
44

4
88

5
177

6
355

Nun werden nach dem Erhalt der Mikrotitierplatte folgende Arbeitsschritte befolgt:


- Näpfchen mit der Wasserstrahlpumpe leersaugen


- jedes Näpfchen mit 200µl PBS/0,1% Tween 20 füllen, anschließend leersaugen


- diesen Waschvorgang wiederholen


- nach dem Pipettierschema die Kontrollprobe (K, PBS/0,1% Tween 20/0,1% RNA), die nach 


   obigem Schema verdünnten Standards S1 bis S6 sowie die Probe P in die Näpfchen 
   
   pipettieren (jeweils 100µl)
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- Eine Stunde bei 37oC im Inkubator inkubieren, wobei die Abdeckplatte zu schließen ist


- Näpfchen mit der Wasserstrahlpumpe leersaugen


- nochmals wie oben beschrieben 2 mal waschen


- Näpfchen mit je 100µl 2.Antikörper (POD-Konjugat) füllen


- 30 Minuten bei 37oC im Inkubator inkubieren (Abdeckplatte)


- absaugen und zweimaliges Waschen der Näpfchen (wie oben beschrieben)


- in jedes der Näpfchen 100µl Substratlösung pipettieren, wobei t0 den Einfüllzeitpunkt des 


   ersten Näpfchen darstellt


- im Dunkeln abgedeckt exakt 30 Minuten inkubieren


- nun wird bei t = 30min in alle Näpfchen 100µl Stoppreagens pipetiert, wobei die Reihen-


   folge zu beachten ist

Nun wird im ELISA-Reader bei 492nm die Extinktion der Näpfchen gemessen, wobei sich folgende Werte ergeben:

Meßwerte (Originalwerte)   


1
2
3
Mittelwerte

A
0,220 (K)
0,358 (K)
0,254 (K)
0,277

B
0,127 (S1)
0,242 (S1)
0,224 (S1)
0,198

C
0,209 (S2)
0,215 (S2)
0,203 (S2)
0,209

D
0,276 (S3)
0,331 (S3)
0,251 (S3)
0,286

E
0,514 (S4)
0,552 (S4)
0,548 (S4)
0,538

F
0,919 (S5)
0,899 (S5)
0,845 (S5)
0,887

G
1,409 (S6)
1,478 (S6)
1,563 (S6)
1,486

H
0,722 (P)
1,047 (P)
0,893 (P)
0,887

Die Serumprobe enthält somit den selben IgE-Gehalt wie die Probe S5. Er beträgt 177 IU/ml und ist, da er von einem kranken Patienten stammt, durchaus real.

