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TECHNISCHE EIGENSCHAFTEN
- Hoch spezifischer, sensitiver und schneller Test für Maus- und

Ratten-Leptin.

- Kalibriert am International Standard der WHO für Maus-Leptin: Code
97/626 (39,40).

- Keine Proben-Extraktion nötig, keine Beeinträchtigung durch Leptin-
Bindungsproteine wegen
hoher Affinität des Antiserums.

- 100% Wiederfindung vom Gesamt-Leptin in Serum und Plasma

- Die hohe Empfindlichkeit des Tests erlaubt präzise Messungen auch
in schlanken Tieren: Nachweisgrenze bei 10 pg/ml.

- Auf Grund hoher Sensitivität sind nur kleine Probenvolumina nötig
z.B. weniger als 5 µl / Vertiefung.

EINFÜHRUNG
Leptin, das Produkt des ob-Genes (1,2), ist ein vor kurzem
identifiziertes Einzelstrang Proteohormon mit einem Molekulargewicht
von 16 kD und man nimmt an, dass es eine Schlüsselrolle bei der
Regulierung des Körpergewichts spielt. Seine Aminosäuresequenz
weist keine größeren Homologien zu anderen Proteinen auf (1). Leptin
wird fast ausschließlich von differenzierten Fettzellen produziert (3-5).
Es wirkt auf das zentrale Nervensystem ein, vor allem auf den
Hypothalamus, wobei es die Nahrungsaufnahme unterdrückt und den
Energieverbrauch steigert (2,6-9). Es existieren unterschiedlich
gespleißte Formen des Leptin-Rezeptors, die sich in ihrer Länge
unterscheiden. Sie gehören zu der Cytokin-Klasse-1-Rezeptor-Familie
(10-12) und kommen ubiquitär im Körper vor (10,11,13,14). Dies läßt
auf eine umfassende Funktion von Leptin schließen, die bis jetzt aber
noch nicht völlig verstanden wird.

Eines der vielen Leptin Bindungsproteine stellt eine zirkulierende Form
eines Leptin-Rezeptors dar (15).

Neben seinem Einfluss auf den Stoffwechsel besitzt Leptin auch einen
starken Einfluss auf eine weiter Anzahl endokriner Achsen. In
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männlichen Mäusen schwächte es die durch Hungern induzierte
ausgeprägte Abnahme von LH, Testosteron und Thyroxin bzw. die
Zunahme von ACTH und Corticosteron ab. In weiblichen Mäusen
verhinderte Leptin die durch Hungern induzierte Verzögerung des
Eisprungs (16). Ob/ob-Mäuse, die aufgrund einer ob-Genmutation
einen Leptin-Mangel aufweisen, sind unfruchtbar. Dieser Defekt konnte
durch Leptinapplikation korrigiert werden, jedoch nicht durch
Gewichtsverlust infolge von Nahrungskarenz (17). Dies lässt darauf
schließen, dass Leptin eine wichtige Rolle für die Reproduktion spielt.

Die Wirkung von Leptin kann wenigstens teilweise auf den
supprimierenden Effekt von Leptin auf die Bildung und Sekretion von
Neuropeptid Y (NPY) durch Neuronen des Nucleus arcuatus erklärt
werden (6,18,19). NPY ist ein starker Stimulator für den Appetit (20,21)
und ist bekanntermaßen an der Regulation verschiedener
Hypophysen-Hormone beteiligt. Dazu gehören z.B. die Suppression
von Wachstumshormon durch Stimulierung von Somatostatin (22,23),
die Suppression von Gonadotropinen (23) und die Stimulierung der
Hypophysen-Nebennieren-Achse (21).

Die wichtigste Variable, die die zirkulierende Leptinkonzentration
bestimmt, ist die Körperfettmasse (24-26). Bei regelmäßiger
Nahrungszufuhr reflektiert Leptin den Anteil von Fettgewebe (27). Die
Leptinkonzentration steigt exponentiell mit der Fettmasse an (37). Die
konstitutive Synthese von Leptin wird durch eine Vielzahl von nicht-
hormonellen und hormonellen Faktoren moduliert. Stimulatoren bei
Nagern und Menschen sind Überernährung (28,29), Insulin (3,5,30-33)
und Glucocorticoide (5,34-36). Hemmfaktoren sind Fasten (27), cAMP
und ß3-Adrenozeptor-Agonisten (35). Generell lässt sich sagen, dass
Leptin einen wesentlichen Bestandteil einer Vielzahl von
metabolischen und endokrinen Feedback-Schleifen darstellt (38).
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WARNHINWEISE UND VORSICHTSMAßNAHMEN

Der Mediagnost E06 Kit ist nur zur In-vitro-Diagnostik und nicht zur in
vivo-Anwendung bei Mensch und Tier geeignet. Dieses Produkt darf
nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt
werden. Mediagnost GmbH kann nicht für einen eventuellen Verlust
oder Schaden haftbar gemacht werden, der durch Nichtbeachtung der
Instruktionen entsteht, soweit keine gesetzliche Regelung anderes
besagt.

Angemessene Vorsichtsmaßnahmen und die Regeln der guten
Laborpraxis müssen bei Lagerung, Gebrauch und Entsorgung der
Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der
Bestandteile des Kits muss nach den örtlichen Vorschriften erfolgen.

Die Reagenzien AK, EK, VP, WP, A-E enthalten als
Konservierungsmittel < 0,01% (w/w) 5-chloro-2-methyl 2H isothiazol-3-
one und 2-methyl-2H-isothiazol-3-one

R36/38 Reizend für Augen und Haut

R43 Kann bei Hautkontakt zur Sensibilisierung führen

S26 Im Falle von Augenkontakt, sofort mit viel Wasser spülen
und Arzt aufsuchen

S28.1 Im Falle von Hautkontakt sofort mit viel Wasser waschen

Die Reagenzien AK, EK, VP enthalten als Konservierungsmittel
(0,01%) 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one Solution

R34 Verursacht Verätzungen

R43 Kann bei Hautkontakt zur Sensibilisierung führen

S26 Im Falle von Augenkontakt, sofort mit viel Wasser spülen
und Arzt aufsuchen

S36/37 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und –handschuhe
tragen.

S45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen
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Substratlösung (S)

Das TMB-Substrat (S) enthält 3,3´,5,5´ Tetramethylbenzidin.

R20/21/R22 Gesundheitsschädlich bei Inhalation, Berührung mit der
Haut und beim Verschlucken

R36/37/38 Reizend/Irritierend für Augen, Haut und
Atmungssystem

S26 Im Falle von Augenkontakt, sofort mit viel Wasser
spülen und Arzt aufsuchen

S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen.

Stopplösung (SL)

Die Stopplösung enthält 0,2 M Schwefelsäure (H2SO4)

R36/38 Reizt die Augen und die Haut

S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spülen und
einen Arzt aufsuchen.

S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen.

Erste-Hilfe Maßnahmen:

Nach Hautkontakt: Nach Berührung mit der Haut während mindestens
15 Minuten mit genügend Wasser abwaschen. Kontaminierte Kleidung
und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Berührung mit den Augen während
mindestens 15 Minuten mit genügend Wasser spülen. Ausreichende
Spülung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspülen, vorausgesetzt die
Person ist bei Bewusstsein. Sofort einen Arzt zuziehen.
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TECHNISCHE HINWEISE
Die lyophilizierten Kit-Komponenten sollten bei 2-8°C aufbewahrt
werden. Ihre Haltbarkeit ist auf jeweiligem Etikett angegeben.

Für die Rekonstitution der lyophilisierten Komponenten sollte der im Kit
erhaltene Verdünnungspuffer VP angewendet werden. Es empfiehlt
sich die rekonstituierten Reagenzien eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschließend kräftig mit
einem Vortex-Mixer zu mischen. Schaumbildung sollte jedoch
vermieden werden.

Nach der Rekonstitution können die Komponenten bis zu einer Woche
bei 4 –8 °C aufbewahrt werden. Falls eine längere Lagerungszeit
benötigt wird, sollten die Komponenten bei –20°C (oder kälter)
aufbewahrt werden. Das Einfrieren ist jedoch nur einmal möglich!
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren sollte vermieden werden. Wenn
mehrere unabhängige Leptin-Messungen über eine längere Periode
mit einem Kit geplant sind, wird Aliquotierung der Komponenten in
passende Volumina empfohlen.

Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20 – 25°C.

Falls ein Plattenschüttler nicht vorhanden ist, folgen Sie bitte dem
unten beschriebenen alternativen Testprotokoll.

Bei der Testdurchführung sollten Standards (A-G), Kontrolle (KS) und
die Proben möglichst schnell pipettiert werden (z.B. in 15 Minuten).

Antikörperkonjugat (AK) sollte in der gleichen Reihenfolge und in dem
gleichen Zeitintervall wie die Proben auf die Platte zugegeben werden.
Ebenso sollte die Stopplösung in der gleichen Reihenfolge wie die
Substratlösung auf die Testplatte zugegeben werden.

KALIBRIERUNG DES ASSAYS
Die Mediagnost Maus-/Ratten-Leptin ELISA E06 Assay ist am
Internationalen Referenz Standard für Maus-Leptin kalibriert. Die
Definition dieses internationalen Materials unter Code 97/626, wurde in
einer internationalen Gemeinschaftsstudie mit Mediagnost Testkits und
mit der Beteiligung von Mediagnost GmbH evaluiert (39). Der Standard
der WHO wird unter Code 97/626 (39) vom NIBISC vertrieben (40).
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Eine Ampulle der Präparation, in 1 ml Lösung rekonstituiert, wird
durch diesen Test (E06) mit dem Nominalgehalt von 4000 ng
Maus Leptin quantifiziert.

ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG
Die ELISA für Maus/Ratten Leptin (E06) verwendet zwei Polyklonale
Antikörper mit hoher spezifischer Affinität für Leptin. Standards wurden
aus rekombinantem Maus-Leptin hergestellt. Er ermöglicht die
quantitative Bestimmung von Maus-Leptin.

Auf Grund der hohen Kreuzreaktivität der Antikörper mit Ratten-Leptin
ist der quantitative Nachweis von Ratten-Leptin mit diesem Kit
ebenfalls möglich.

Präparationen vom rekombinanten Maus- und Ratten-Leptin des
gleichen Herstellers wurden im Hinblick auf die Quantifizierung durch
diesen Test (E06) verglichen. Basierend auf der Mengen-Deklaration
des Herstellers wurde im Rattenmaterial im Vergleich zur Maus-Probe
mehr als 95% der deklarierten Menge nachgewiesen.

Wenn Sie mit Rattenproben arbeiten, empfehlen wir Ihnen eine
individuelle Kalibrierung des Testes vorzunehmen. Der E06-Test ist am
internationalen Maus-Leptin Standard der WHO kalibriert (NIBSC Code
97/626 (s. oben).

Die Kreuzreaktivität mit humanem Leptin beträgt 0,7%.

Die praktische Sensitivität des Testes beträgt 10 pg/ml, d.h., 1
pg/Vertiefung (Berechnet durch Extrapolation von der Standardkurve).

Inter-Assay und Intra-Assay Variationkoeffizienten liegen unter 4,7%
bzw. 4,4%. Die Verdünnungsreihen von Proben ergaben eine
Übereinstimmung mit der Standardkurve.

Beispiele über die Bestimmungen sind in den Tabellen 1, 2 und 3
gezeigt.
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Tabelle 1 : Inter-assay-Variation: Verschiedene Seren, unabhängig verdünnt,
gemessen in Doppelbestimmungen.

Probe 1
(pg/ml)

867,9 802,8 874,1 822,5 904,5 821,8 901,9

Probe 2
(pg/ml)

1208,2 1169,6 1306,5 1275,6 1276,8 1212,0 1246,5

Probe 3
(pg/ml)

627,9 631,2 601,0 638,7 590,2 612,2 586,3

Tabelle 2: Intra-Assay-Variation: Verschiedene Seren 1:5 unabhängig verdünnt,
gemessen je 6fach in Doppelbestimmung.

Probe 1

(pg/ml)
1262 1266 1197 1260 1218 1247

Probe 2

(pg/ml)
869 829 790 826 790 821

Probe 3

(pg/ml)
436 457 464 454 423 418

Tabelle 3: Linearität der Probenverdünnung: Unabhängige Tests, unabhängige
Verdünnungen wie angegeben, Doppelbestimmungen.

Verdünnung

Serum
1

(pg/ml)

Serum
2

(pg/ml)

Serum
3

(pg/ml)

WHO NIBSC Code 97/626

(pg/ml)

nominal
1.Verdünnungs-

resultate

2.Verdünnungs-

resultate

1:2 1002 628 927 1500 1417,5 1609,3

1:4 1170 631 892 750 722,5 838,0

1:8 1212 601 855 375 343,6 397,3

1:16 1307 n.d. n.d. 187.5 171,0 197,6

1:32 1424 n.d. n.d. 93.75 88,4 98,2

1:64 1432 n.d. n.d. 46.88 42,9 53,3

23.44 21,0 n.d.
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MATERIALIEN
Inhalt der Testpackung

1) Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig: Mikrotiterplatte mit 96
Vertiefungen, die in 12 abnehmbare Streifen à 8 Vertiefungen
(einzeln abbrechbar) aufgeteilt ist. Die Platte ist mit Anti-Maus-
/Ratten-Leptin Antikörpern beschichtet und in einem
Aluminiumbeutel verpackt.

2) Standards A-G, lyophilisiert: Enthalten rekombinantes Maus-
Leptin. Die Verdünnungen der Standardkurve decken einen
Bereich von 25 – 1600 pg/ml ab und werden mit 1 ml
Verdünnungspuffer VP rekonstituiert. Die exakten Konzentrationen
sind auf den einzelnen Fläschchen angegeben.

3) Kontrolle KS, lyophilisiert: Das Mausserum ist in 200 µl VP zu
rekonstituieren, die exakte Maus-Leptin Konzentration und die
akzeptable Abweichung (2SD) ist auf dem Etikett angegeben.
Die Verdünnung des Kontrollserums sollte entsprechend der
Probenverdünnung durchgeführt werden.

4) Antikörperkonjugat AK, 120 µl, 100fach konzentriert:
biotinyliertes Anti-Maus-/Rat-Leptin Antiserum. Vor Gebrauch
1:100 mit Verdünnungspuffer VP verdünnen.

5) Enzymkonjugat EK, 120 µl, 100fach konzentriert: mit POD-
markiertes Streptavidin. Vor Gebrauch 1:100 mit
Verdünnungspuffer VP 1:100 verdünnen.

6) Verdünnungspuffer VP, 120 ml, gebrauchsfertig

7) Waschpuffer WP, 50 ml, 20fach konzentriert: Vor dem Gebrauch
1:20 mit destilliertem Wasser verdünnen. Der gebrauchsfertig
verdünnte Waschpuffer WP ist nur 4 Wochen haltbar, bitte nur
nach Bedarf ansetzen.

8) TMB-Substrate Lösung S, 12 ml, gebrauchsfertig

9) Stopplösung SL, 0,4 N Schwefelsäure, 12 ml, gebrauchsfertig

10) Abdeckfolien für die Mikrotiterplatte, 2 x Folien
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Zusätzlich benötigte Materialien und Reagenzien

- A. dest. oder entmineralisiertes Wasser zum Verdünnen des
Waschpuffers.

- Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren
Einmalspitzen

- Vortex-Mischgerät (empfohlen).

- Vorrichtung zum Absaugen der Patientenproben aus den
Vertiefungen der Platte.

- Mikrotiterplatten-Waschgerät und -Schüttler (empfohlen).

- Photometer für Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader") mit Filter für
450/620nm Wellenlänge.

- Folienschweißgerät für Alubeutel (empfohlen).

PROBENVORBEREITUNG
Vorbereitung von Proben und Kitkomponenten

Geeignet sind Serumproben sowie Heparin-, EDTA- und Citrat-
Plasmaproben. Eine eventuelle Verdünnung der Probe durch das
Antikoagulans muss berücksichtigt werden.
Vergewissern Sie sich, dass lyophilisierte Materialien nach
Rekonstitution vollständig gelöst sind (siehe technische
Empfehlungen).
Unverdünnte Serumproben können bei -20°C aufbewahrt werden,
ohne dass die Maus/Ratten-Leptin Aktivität dabei beeinflusst wird.
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden, obwohl die
Serumspiegel durch einige wenige Zyklen nicht beeinflusst werden.

Serumproben sollten vor der Messung mit Verdünnungspuffer VP je
nach erwarteten Leptinwerten verdünnt werden.
Für Rattenproben ist im Allgemeinen eine Verdünnung von 1:5 oder
1:10 geeignet. Für Mausproben sollte eine Verdünnung von 1:20
geeignet sein.
Falls sehr niedrige Leptinkonzentrationen zu erwarten sind, können 1:2
verdünnte Proben oder sogar unverdünnte Proben eingesetzt werden.
Wenn die Probenmenge beschränkt ist, sind höhere Verdünnungen
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möglich (vorausgesetzt, dass die Leptin Konzentration ausreichend
ist).

Exemplarisches Protokoll für eine 1:5 Verdünnung

50 µl Serum werden mit 200 µl Verdünnungspuffer VP (1: 5) gemischt.
Von dieser Lösung werden 2 x 100 µl in Assay eingesetzt.

Oder 80 µl Puffer werden in eine Vertiefung pipettiert und dazu werden
20 µl Serum zugesetzt (gut mischen – nur zu empfehlen, wenn ein
spezieller Plattenschüttler vorhanden ist).

DURCHFÜHRUNG
Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf die genaue Befolgung des
Testprotokolls zu achten. Auf Grund der allgemeinen Erwägungen zur
Durchführung der ELISA sollten Standards, Kontrollen und Proben
stets in Doppelbestimmungen durchgeführt werden. Ein Pipetierplan
als Beispiel:

1) In die Vertiefungen A1/A2 (Leerwert) werden 100µl
Verdünnungspuffer VP pipettiert und

2) in die Position B1/B2 je 100µl Standard A,
in die Position C1/C2 je 100µl Standard B,
in die Position D1/D2 je 100µl Standard C,
in die Position E1/E2 je 100µl Standard D,
in die Position F1/F2 je 100µl Standard E,
in die Position G1/G2je 100µl Standard F,
in die Position H1/H2 je 100µl Standard G.

Je 100µl des verdünnten Kontroll-Serums (KS) werden in die
Vertiefungen A3/A4 gegeben. In die übrigen Vertiefungen können je
100 µl der verdünnten Proben pipettiert werden, z.B. Probe 1 in die
Vertiefung B3/B4 usw.

Um Abweichungen aufgrund von unterschiedlichen Inkubationszeiten
zu vermeiden, sollten Standards, Proben und Kontrollen möglichst
schnell pipettiert werden.
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3) Die Vertiefungen der Platte werden mit Klebefolie abgedeckt und 1
Stunde bei Raumtemperatur und Schütteln bei 350 upm inkubiert

4) Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Inhalte der
Vertiefungen in Desinfektionsmittel abgesaugt (potentiell
infektiöses Material!) und die Platten 3 mal mit jeweils 250 µl
Waschpuffer WP/Vertiefung gewaschen. Der Waschpuffer WP
sollte mindestens 15 Sekunden/Zyklus wirken.

5) 100 µl der gebrauchsfertig verdünnten Antikörperkonjugat-
Lösung AK werden in jede Vertiefung pipettiert. Die Platte wird mit
Klebefolie abgedeckt und 1 Stunde unter Schütteln bei 350 upm
inkubiert.

6) Nach Abschluss dieser Inkubation werden die Platten 3 mal mit
dem Waschpuffer WP wie oben beschrieben gewaschen.

7) 100 µl der gebrauchsfertig verdünnten Enzymkonjugat-Lösung
EK werden in jede Vertiefung pipettiert, die Platte wird mit
Klebefolie abgedeckt und 30 Minuten unter Schütteln bei 350 upm
inkubiert.

8) Nach der Inkubation wird die Platte 3 mal mit Waschpuffer WP wie
oben beschrieben gewaschen.

9) Je 100 µl von der TMB-Substrat Lösung S werden in jede
Vertiefung pipettiert und die Platte 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert.

10) Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 µl Stopplösung SL in
jede Vertiefung gestoppt.

11) Messung der Farbreaktion erfolgt innerhalb von 15 Minuten bei
450 nm (Referenzfilter 620 nm).

Alternative Testdurchführung

Falls kein Plattenschüttler vorhanden ist, sollte der Test nach dem
alternativen Testprotokoll wie folgt durchgeführt werden:
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Die Inkubation ohne Schütteln reduziert die Extinktionen. Dieses kann
durch die Verlängerung der Inkubationsschritte 3) und 5) korrigiert
werden, d.h., Standards A-G und Proben sowie Antikörperkonjugat AK
sollten je 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert werden. Auf diese
Weise wird der Extinktionsverlust aufgrund der unvollständigen Leptin-
bzw. Antikörperbindung korrigiert. Alle anderen Arbeitschritte sollten
wie oben beschrieben durchgeführt werden.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
Die Absorption der Leerwerte sollte unter 0,2 und die des Standards G
(1600 pg/ml) über 1,5 Einheiten optischer Dichte liegen.

Die bestimmte und berechnete Konzentration der Kontrolle KS sollte
innerhalb des Bereichs (Sollwert ±2SD), der auf dem Etikett angeben
wird, liegen.

Die bereitgestellten Standards enthalten folgende Maus-Leptin
Konzentrationen:

Standard: A B C D E F G

mLEPTIN

(pg/ml)
25 50 100 200 400 800 1600

1) Ermittlung des Mittelwerts (MW) der optischen Dichte des
Leerwertes aus den Doppelbestimmungen (Vertiefung A1/A2).

2) Von den Mittelwerten der optischen Dichte der
Standardkonzentrationen und der Proben wird der mittlere
Leerwert abgezogen.

3) Die Standardkonzentrationen (x-Achse) werden gegen die
entsprechend bestimmte optische Dichte (y-Achse) aufgetragen.

4) Die Berechnung der Standardkurve sollte durch ein statistisches
Programm erfolgen, da die Kurve i.Allg. nicht ideal durch eine
lineare Regression beschrieben wird. Ein höhergradiges Polynom,
4-Parameter-Anpassungen oder nicht-lineare Regression sind zur
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Auswertung geeignet, in manchen Fällen kann eine Spline oder
Punkt-zu-Punkt Anpassung angebracht sein.

5) Die Multiplikation des jeweiligen hiermit für die Proben
berechneten Leptin-Gehaltes mit dem entsprechenden
Verdünnungsfaktor der Proben ergibt die Leptin Konzentration
in pg/ml.
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KURZANLEITUNG – m/r Leptin ELISA E06
Reagenzpräparation: Rekonstitution: Verdünnung:

Standards A-G in 1 ml Verdünnungspuffer VP

Antikörperkonjugat AK 1:100 mit Verdünnungspuffer VP

Enzymkonjugat EK 1:100 mit Verdünnungspuffer VP

Kontrollserum KS in 200 µl Verdünnungspuffer VP z.B. 1:5 mit Verdünnungspuffer VP

Waschpuffer WP 1:20 mit Aqua. dest. (z.B. den
gesamten Flascheninhalt von (50 ml)
im Standzylinder auf 1000 ml auffüllen)

Probenverdünnung:
z.B. 1:5 (50 µl Serum mit 200 µl Verdünnungspuffer VP) oder 1:10, 1:20 etc.

Testdurchführung in Doppelbestimmungen

Pipettieren Reagenzien Position

100 µl Verdünnungspuffer VP A1/2

100 µl Standard A (25 pg/ml) B1/2

100 µl Standard B (50 pg/ml) C1/2

100 µl Standard C (100 pg/ml) D1/2

100 µl Standard D (200 pg/ml) E1/2

100 µl Standard E (400 pg/ml) F1/2

100 µl Standard F (800 pg/ml) G1/2

100 µl Standard G (1600 pg/ml) H1/2

100 µl Kontrollserum KS A3/4

100 µl Probenverdünnung nachfolgende Vertiefungen

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 1 h bei RT, ≥ 350 upm

3x 250 µl Absaugen und die Platte 3x mit je 250 µl Waschpuffer WP /
Vertiefung waschen.

In jede Vertiefung

100 µl 1:100 verdünnte Antikörperkonjugat AK In jede Vertiefung

Inkubation: 1 h bei RT, ≥350 upm

3x 250 µl Absaugen und die Platte mit 250 µl Waschpuffer WP /
Vertiefung dreimal waschen.

In jede Vertiefung

100 µl 1:100 verdünnte Enzymkonjugat EK In jede Vertiefung

Inkubation: 30 min bei RT, ≥350 upm

3x 250 µl Absaugen und die Platte mit 250 µl Waschpuffer WP /
Vertiefung dreimal waschen.

In jede Vertiefung

100 µl Substratlösung S In jede Vertiefung

Inkubation: 30 min im Dunklen bei RT

100 µl Stopplösung SL In jede Vertiefung

Ausmessung innerhalb von 15 min bei 450 nm (Referenzfilter 620 nm).


