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1. POUZITI

RD194070100R sHLA-G ELISA je enzymoimunoanalyticka souprava (sendvi€ové uspofadani)
pro kvantitativni stanoveni rozpustnych forem lidskych leukocytarnich antigent-G (sHLA-G).

Zakladni charakteristika

— Pouze pro vyzkumné ucely

— Celkova doba stanoveni je asi 20 hodin

— Souprava méfi solubilni HLA-G1 a HLA-G5 v EDTA plasmé, plodové vodé nebo
v supernatantu bunécnych kultur

— Kalibrator je lidsky nativni protein

— Kapacita soupravy je 96 jamek

— Komponenty dodavané v soupravé jsou pfimo k pouziti, koncentraty nebo lyofilizaty

2. SKLADOVANI, EXSPIRACE

Soupravu skladujte pfi 2-8°C. Za téchto podminek jsou vSechny komponenty stabilni po dobu
exspirace (viz datum vyznacené na vnéjSim obalu).

Stabilita komponent po otevieni je uvedena v kapitole 9.

3. UvoD

Lidsky leukocytarni antigen-G (HLA-G) se od ostatnich gend MHC tfidy | li§i svym nizkym
stupném polymorfismu a alternativnim sestfihem. Ten generuje sedm HLA-G proteind, jejichz
tkanova distribuce je omezena na normalni fetalni tkané a tkané dospélych jedincu, které vykazuiji
tolerogenni funkci jak k bufkam vrozené imunitni odpovédi, tak k bufkam imunity ziskané.
Rozpustny HLA-G je imunosupresivni molekula navozujici apoptézu aktivovanych CD8 (+)
T lymfocytd a down-regulaci bunécné proliferace CD4 (+) T bunék.

V posledni dobé (s vyuzitim specifickych ELISA k analyze pfitomnosti molekul sHLA-G
v supernatantech kultur ranych embryi ziskanych z in vitro fertilizace (IVF) pfed pfenosem) bylo
prokazano, ze jejich pozitivni implantace byla pozorovana v pfipadech, kdy tato embrya
vyluGovala sHLA-G molekuly. Tyto prilomové vysledky naznacuji, ze sHLA-G ELISA muize byt
uziteCnou biochemickou soupravou pro selekci embryi pro IVF pfenos v pfipadech, Ze existuji
dalSi embrya se stejnou morfologii.

Kromé toho, monitoring sHLA-G v plodové vodé a v plasmé téhotnych zen mize mit vyznamnou
prognostickou hodnotu pfi rozpoznavani patologickych situaci.

DalSi zajimava pozorovani naznacuji, Zze molekuly HLA-G se ucastni procesu transplantacniho
pFijeti, proto by jejich analyza méla byt brana v uUvahu pfi sledovani stavi pacientd po
transplantacich. Navic jsou také plasmatické hladiny rozpustného HLA-G zvySeny v pfipadech
lymfoproliferativnich onemocnéni nebo u pacientl trpicich malignim melanomem, gliomy,
rakovinou vajecnikl a prsu.

Oblasti vyzkumu:

Imunitni odpovéd, infekce a zanét
Reprodukce
Transplantace

CZE.005.A



4.

PRINCIP STANOVENI

Kalibratory a vzorky jsou inkubovany na mikrotitractni desce s navazanou monoklonalni
protilatkou proti sHLA-G. Po 16-20 hodinové inkubaci a didkladném promyti se do jamek pfida
monoklonalni protilatka proti lidskému B2-mikroglobulinu zna¢ena kifenovou peroxidazou (HRP),
ktera se 60 minut inkubuje s vyvazanym sHLA-G. Nenavazana HRP-znacena protilatka se pfi
dikladném promyti vymyje a pfida se roztok substratu tetrametylbenzidin (TMB). Reakce je
zastavena kyselym zastavovacim roztokem a zméfi se absorbance vzniklého Zlutého roztoku.
Absorbance je umérna koncentraci sHLA-G. Koncentrace sHLA-G v neznamych vzorcich se
stanovi z kalibracni kfivky, ktera se ziska vynesenim absorbanci kalibratort oproti jejich znamé
koncentraci.

5.

UPOZORNEN:I

Pouze pro odborné pouziti

Pfi manipulaci s imunodiagnostickymi materialy pouZivejte rukavice a plast

Nepijte, nejezte a nekufte v prostoru, kde se pracuje s imunodiagnostickymi materialy
Souprava obsahuje komponenty zvifeciho plvodu. Je doporu¢eno s nimi zachazet jako
s potencialné infekEnim materialem

Vyvarujte se kontaktu s kyselym zastavovacim roztokem a roztokem substratu (TMB). Pfi
manipulaci s té€mito roztoky pouzivejte rukavice a chrarite oci. V pfipadé potfisnéni oplachujte
postizené misto proudem vody, eventualné vyhledejte Iékafskou pomoc

Nepipetujte roztoky usty

TECHNICKA DOPORUCENI

Nezaménujte reagencie s odliSnymi Cisly Sarze

Pouzivejte Cisté laboratorni sklo

PouZivejte deionizovanou (destilovanou) vodu skladovanou v Cistych nadobach

Zabrarite kontaminaci vzorkl a reagencii. Z tohoto divodu pouzivejte pro kazdy vzorek
i reagencie Spic¢ky na jedno pouziti

Substratovy roztok by mél byt pfed pfidanim do jamek mikrotitraéni desky bezbarvy, pfipadné
lehce namodraly. Roztok substratu nevystavujte pfimému svétlu

Zastavovaci roztok by mél byt prfed pfidanim do jamek mikrotitracni desky bezbarvy. Po
pridani zastavovaciho roztoku dojde v jamkach ke zméné barvy z modré na Zlutou. Zelené
zabarveni signalizuje nedostatecné promichani roztoku v jamce

Likvidaci spotfebovaného a nepouZzitého materialu provadéjte v souladu s platnou legislativou

CZE.005.A



7. SLOZENIi SOUPRAVY

Slozeni soupravy Stav Mnozstvi
Mikrotitracni deska s navazanou protilatkou o . _

) o _ pfimé pouziti 96 jamek
[Antibody Coated Microtiter Strips]
Roztok konjugatu (100x konc.) )

. ) koncentrat 0,13 ml
[Conjugate Solution Conc. (100x)]
Zasobni kalibrator [Master Calibrator] lyofilizat 2 lahvic¢ky
Redici roztok konjugatu [Conjugate Diluent] primé pouziti 13 mi
Redici roztok 1 [Dilution Buffer 1] primé pouziti 20 ml
Redici roztok 2 [Dilution Buffer 2] primé pouziti 13 mi
Promyvaci roztok (10x konc.)

) koncentrat 100 ml

[Wash Solution Conc. (10x)]
Substratovy roztok [Substrate Solution] primé pouziti 13 mi
Zastavovaci roztok [Stop Solution] pfimé pouziti 13 ml

8. DOPORUCENY MATERIAL (NEDODAVANY SE SOUPRAVOU)

— Deionizovana (destilovana) voda

— Zkumavky pro fedéni roztoku

— Laboratorni sklo (odmérny valec a nadoba na promyvaci roztok)

— Pipety s pfesnosti 10-1000 pl, jednorazové Spicky

— Multikanalova pipeta 100 pl, jednorazoveé Spicky

— Absorp¢ni material (napf. filtraCni papir) pro osuseni mikrotitraCni desky po promyvacim
kroku

— TrepacCka na zkumavky, vortex

— Orbitalni tfepacka s volbou rychlosti 300 rpm

— Pfistroj na promyvani mikrotitracnich desek (volitelné). Ruéni promyvani je mozné, ale
nedoporucuje se

— Pristroj na méfeni absorbanci mikrotitracnich desek s filtrem 450+10 nm, nejlépe
s referenénim filtrem 630 nm (pfipadné jinym z intervalu 550-650 nm)

— Software pro vyhodnoceni dat

CZE.005.A



9. PRIPRAVA REAGENCII

Pred zapoc€etim prace je nutné vSechny roztoky a ostatni material vytemperovat na
laboratorni teplotu.
Pripravte si jen pfimérené mnozstvi komponent potrebné pro planovany test.

Nepouzivejte komponenty po uplynuti doby exspirace vyzna¢ené na obalu.

Reagencie dodavané k primému pouziti:

Mikrotitracni deska s navazanou protilatkou
Stabilita a skladovani:

Pokud nespotiebujete celou mikrotitracni desku, I1ze nepouZité stripy vratit zpét do hlinikové félie,
opatrné zatavit se susidlem a takto skladovat v suchu pfi 2-8°C po dobu maximalné 3 mésicu.

Redici roztok konjugatu
Redici roztok 1

Redici roztok 2
Substratovy roztok

Zastavovaci roztok
Stabilita a skladovani:

Oteviené roztoky jsou stabilni po dobu 3 mésicu pfi 2-8°C.

Reagencie dodavané jako koncentraty nebo lyofilizaty:

Zasobni kalibrator sHLA-G

Mnozstvi destilované vody potiebné k rekonstituci zasobniho kalibratoru je uvedeno
v Certifikatu analyzy dané Sarze!!!

Pfidejte destilovanou vodu do lahvi¢ky obsahuijici lyofilizovany kalibrator, nechte ho rozpoustét
nejméné 15 minut za obasného mirného promichani (zabrarnte pénéni). Vysledna koncentrace
SHLA-G v zasobnim roztoku je 625 U/ml.

CZE.005.A



7

Z tohoto zasobniho roztoku nafedte kalibracni fadu pomoci fediciho roztoku 1. Pfiklad fedéni
(pro duplikaty) je uveden v nasledujici tabulce:

Objem kalibratoru Objem frediciho roztoku Koncentrace

Zasobni roztok - 625,00 U/ml

100 ul zasobniho roztoku 400 pl 125,00 U/ml
250 pl kalibratoru 125,00 U/ml 250 pl 62,50 U/ml
250 pl kalibratoru 62,50 U/mi 250 pl 31,25 U/ml
250 ul kalibratoru 31,25 U/ml 250 ul 15,63 U/ml
250 pl kalibratoru 15,63 U/ml 250 pl 7,81 U/ml
250 ul kalibratoru 7,81 U/ml 250 ul 3,91 U/ml

Takto pripravené kalibratory jsou k pfimému pouziti, nered'te je.

Stabilita a skladovani:

Neuchovavejte zasobni roztok ani naredéné roztoky kalibratoru.

Roztok konjugatu (100x konc.)

Pfipravte pracovni roztok konjugatu pfidanim 1 dilu koncentratu konjugatu (100x) k 99 dilim
fediciho roztoku konjugatu. Napfiklad: 10 pl koncentratu konjugatu (100x) + 990 ul Fediciho
roztoku konjugatu pro pouziti na jednom stripu (8 jamek).

Stabilita a skladovani:

Koncentrat konjugatu (100x) je po otevieni stabilni po dobu 3 mésicu pfi 2-8°C.

Pracovni roztok konjugatu je stabilni po dobu 1 tydne pfi 2-8°C.

Promyvaci roztok (10x konc.)

Naredte koncentrat promyvaciho roztoku (10x) desetkrat destilovanou (deionizovanou) vodou pro
pfipravu pracovniho roztoku (1x). Napf. 100 ml koncentratu promyvaciho roztoku (10x) + 900 ml

destilované (deionizované) vody pro pouziti ve vSech 96 jamkach.

Stabilita a skladovani:

Otevieny koncentrat promyvaciho roztoku (10x) je stabilni po dobu 3 mésicu pfi 2-8°C.

Nafedény roztok je stabilni po dobu 1 mésice pfi 2-8°C.

CZE.005.A



10. PRIPRAVA VZORKU

Souprava méfi sHLA-G v EDTA plasmé, plodové vodé nebo v supernatantu bunécnych kultur.
Vzorky by mély byt méfeny ihned po odbéru, nebo mohou byt uskladnény zmrazené. Po
rozmrazeni vzorky dikladné promichejte. Vyvarujte se opakovaného zmrazeni a rozmrazeni
vzorku a pouziti hemolytickych nebo lipemickych vzorka.

Kit obsahuje dva fedici roztoky. Redici roztok 1 je shodny s plivodni verzi fediciho roztoku (az do
lotu €. E13-034 / srpna 2013 jediny diluent obsazeny v kitu) a je i nadale doporu¢enym fedicim
roztokem pro vzorky plodové vody. Pocinaje lotem E13-055 (od zafi 2013) je soucasti kitu jesté
Redici roztok 2, ktery umozniuje fedit vzorky EDTA plasmy 8x, a tak lépe potlagit potencialni efekty
matrice. Tim je dosazeno vysSiho signalu a jesté lepsSich analytickych parametra.

Vzorky EDTA plasmy:

PFed pouzitim nafedte vzorky 8x Redicim roztokem 2, napt. 15 ul vzorku + 105 pl fediciho roztoku
pro méfeni v singletech nebo Iépe 30 pl vzorku + 210 pl Fediciho roztoku pro méreni v duplikatech.
Peclivé promichejte (zabrarite pénéni). Doporucujeme vortex.

Vzorky plodové vody:

Pfed pouzitim nafedte vzorky 4x Redicim roztokem 1, napf. 30 pl vzorku + 90 l Fediciho roztoku
pro méfeni v singletech, anebo lépe 60 pl vzorku + 180 ul fediciho roztoku pro méreni
v duplikatech. Peclivé promichejte (zabrante pénéni). Doporucujeme vortex.

Stabilita a skladovani:

Vzorky by mély byt skladovany pfri teploté -20°C, anebo lépe pfi teploté -70°C pro
dlouhodobé skladovani. Neskladujte nafedéné vzorky.

Poznamka: k ziskani spravnych vysledkd je doporueno peclivé fedéni vzorkl s pouzitim
presnych pipet.

Informace o testovani supernatantd bunécnych kultur jsou k dispozici na vyzadani na adrese
info@biovendor.com.

CZE.005.A
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11. POSTUP STANOVENI

1.

w N

o s

Napipetujte 100 ul kalibrator, vzorkl a Fediciho roztoku (=Blank) (doporu€ujeme duplikaty)
do pfislusnych jamek na mikrotitracni desce. P¥iklad rozlozeni na desce viz Obrazek 1.
Inkubujte desku pfi 2-8°C po dobu 16-20 hodin bez trepani.

Promyjte jamky pétkrat promyvacim roztokem (0,35 ml kazdou jamku). Po poslednim
promyti obratte desku dnem vzhlru a dikladné vyklepejte zbytky promyvaciho roztoku do
saveho materialu.

Pridejte 100 pl roztoku konjugatu do kazdé jamky.

Inkubujte desku pfi laboratorni teploté (cca. 25°C) po dobu 1 hodiny za sou€asného tfepani
pfi 300 rpm na orbitalni tfepacce.

Promyjte jamky pétkrat promyvacim roztokem (0,35 ml kazdou jamku). Po poslednim
promyti obratte desku dnem vzhlru a dikladné vyklepejte zbytky promyvaciho roztoku do
saveho materialu.

Pfidejte 100 pl substratového roztoku do kazdé jamky. Nevystavujte desku pfimému
dennimu svétlu. Doporucuje se zakryti desky hlinikovou félii.

Inkubujte desku 25 minut pfi laboratorni teploté. (Inkubacni doba muze byt prodlouzena az
na 30 minut, pokud je reakéni teplota < 20°C). Netrepejte!

Ukoncete vyvoj barveni pfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku.

Zméfte absorbanci v kazdé jamce pomoci fotometru nastaveného na 450 nm, nejlépe
s nastavenim referen¢ni vinové délky na 630 nm (pfijatelné rozmezi: 550 — 650 nm).
Odectéte absorbance pfi 630 nm (nebo pfi jiné zvolené vinové délce zrozmezi
550 — 650 nm) od absorbanci pfi 450 nm. Méreni by mélo byt provedeno do péti minut
po kroku 9.

Poznamka: Jestlize namérené absorbance nékterych vzorkd nebo kalibratord dosahuji hodnot
vySSich nez je méfici rozsah pfistroje, provedte dalSi méfeni pfi vinové délce 405 nm. Nova
kalibracni kfivka sestrojena z hodnot namérenych pfi 405 nm je pouzita k ur€eni koncentrace
SHLA-G ve vzorcich mimo 8kalu. Méfeni pfi 405 nm nenahrazuje méfeni v rozsahu pfi 450 nm.

Poznamka2: Rucni promyvani: Odsajte obsah jamek a napipetujte do kazdé jamky 0,35 ml
promyvaciho roztoku. Opét odsajte a postup opakujte Ctyfikrat. Po poslednim promyti obratte
desku dnem vzhuru a dikladné vyklepnéte na filtraCni papir tak, aby v jamkach nezustal zadny
promyvaci roztok.

CZE.005.A
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strip 1+2 strip 3+4 strip 5+6 strip 7+8  strip 9+10 strip 11+12
A Kalibrator 125,00, Vzorek 2 Vzorek 10 | Vzorek 18 | Vzorek 26 | Vzorek 34
B Kalibrator 62,50 Vzorek 3 Vzorek 11 | Vzorek 19 | Vzorek 27 | Vzorek 35
C Kalibrator 31,25| Vzorek 4 Vzorek 12 | Vzorek 20 | Vzorek 28 | Vzorek 36
D Kalibrator 15,63 Vzorek 5 Vzorek 13 | Vzorek 21 | Vzorek 29 | Vzorek 37
E Kalibrator 7,81 Vzorek 6 Vzorek 14 | Vzorek 22 | Vzorek 30 | Vzorek 38
F Kalibrator 3,91 Vzorek7 Vzorek 15 | Vzorek 23 | Vzorek 31 | Vzorek 39
G Blank Vzorek 8 | Vzorek 16 | Vzorek 24 | Vzorek 32 | Vzorek 40
H Vzorek 1 Vzorek 9 | Vzorek 17 | Vzorek 25 | Vzorek 33 | Vzorek 41

Obrazek 1: Priklad rozlozeni na desce.
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12. VYHODNOCENI

VétSina pfistroji pro ¢teni mikrotitracnich desek je schopna automatického vypoctu koncentraci
ve vzorcich. Kalibracni kfivka se sestroji vynesenim hodnot absorbanci kalibratort (Y) proti jejich
znamym koncentracim (X) v logaritmickém méfitku, pouzitim 4-parametrové funkce. Vysledky se
udavaji jako koncentrace sHLA-G (v U/ml) ve vzorku.

Jinou moznosti je pouzit logit log funkce k linearizaci kalibra¢ni kfivky, napf. logit absorbance (Y)
proti log znamych koncentraci kalibratort (X).

Namérenou koncentraci ve vzorcich je nutno nasobit pfrislusnym fedicim faktorem,
protoze vzorky byly pred pouzitim v testu naredény, napr.: 25 U/ml (z kalibraéni kfivky) x 4
(Fedici faktor) = 100 U/ml.

Human sHLA-G ELISA
Kalibraéni krivka
3,5
3,0
E 25 -
2
£ 20 -
<
8 15 A
o
2 10 -
<
0,5
1 10 100 1000
Koncenfrace sHLA-G (U/ml)

Obrazek 2: Typicka kalibracni kfivka pro sHLA-G ELISA.

CZE.005.A



13. ANALYTICKA CHARAKTERISTIKA

V této kapitole jsou uvedena charakteristicka analyticka data sHLA-G ELISA firmy
BioVendor.

Citlivost

Limit detekce (LOD, definovany jako koncentrace analytu, ktera odpovida absorbanci o ftfi
standardni odchylky vy8Si nez je prUmérna absorbance blanku*: Ablank + 3xSDblank) je
vypocitan ze skutecnych hodnot sHLA-G v jamce a je 0,6 U/ml.

* Do jamek pro blank je pipetovan fedici roztok.

Omezeni

Vzorky s absorbanci prevysujici absorbanci nejvyssiho standardu by mély byt znovu zméreny ve
vySSim fedéni. Nové ziskané hodnoty koncentraci vypoctené z kalibraCni kfivky je pak nutné
vynasobit pfislusnym fedicim faktorem.

Nasledujici vysledky jsou vynasobeny prislusnym redicim faktorem.

Presnost

Opakované méfeni ve stejném Case (Intra-assay) (n=8) vzorkli EDTA plasmy pfipravenych
v Redicim roztoku 2:

Vzorek Pramér (U/ml) SD (U/ml) CV (%)
1 327,75 16,01 4,9
2 658,77 23,02 3,5

Opakované méreni v riznych Casech (Inter-assay) (n=5) vzorkll EDTA plasmy pfipravenych

v Redicim roztoku 2:

Vzorek Primér (U/ml) SD (U/ml) CV (%)
1 342,31 22,32 6,5
2 909,63 67,39 7,4

CZE.005.A




Zpétny vytézek
Do vzorkdl EDTA plasmy nafedénych v Redicim roztoku 2 bylo pfidano definované mnozstvi

lidského sHLA-G a poté byla stanovena jeho celkova koncentrace.

Vzorek Nalezeno (U/ml) Oc¢ekavano (U/ml) Vytézek N/O (%)

99,22 - -
151,19 159,45 94,8

. 191,28 216,77 88,2
275,21 336,80 81,7
211,45 - -
316,31 329,00 96,1

’ 430,01 449,03 95,8
620,35 686,54 90,4

Linearita

Vzorky EDTA plasmy byly sériové fedény Redicim roztokem 2 a poté analyzovany.

Vzorek Redéni Nalezeno (U/ml) Oc¢ekavano (U/ml) Vytézek N/O (%)
- 175,59 - -
1 2X 93,30 87,80 106,3
4x 44,65 43,90 101,7
- 271,78 - -
2 2X 136,16 135,89 100,2
4x 60,74 67,95 89,4

Stabilita vzorkt pri 2-8°C

Po 7 dnech skladovani pfi 2-8°C byl ve vzorcich EDTA plasmy zaznamenan pokles koncentrace
SHLA-G, proto doporucujeme vzorky skladovat pfi teploté -20°C anebo Iépe pfi teploté -70°C pro

dlouhodobé skladovani.
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Vliv opakovaného zmrazeni a rozmrazeni vzorkt

Opakované zmrazeni a rozmrazeni EDTA plasmy ma za nasledek zmény v naméfrené
koncentraci sHLA-G, proto durazné doporu€ujeme, aby se uzivatelé vyvarovali opakovaného

rozmrazeni a zmrazeni vzorku.

Vzorek Pocet cyklli zmrazeni / rozmrazeni EDTA plasma (U/ml)
1x 134,64
1 3x 233,28
SX 206,72
1x 342,80
2 3x 370,24
5X 436,40
1x 625,60
3 3x 860,80
5X 890,80

Referenéni rozpéti

Doporucuje se, aby kazda laboratof zahrnula do testu svij vlastni panel kontrolnich vzorka.
Kazda laboratof by si méla stanovit své vlastni normalni a patologické referenéni rozpéti pro

hladiny sHLA-G méfené touto soupravou.

14. SROVNANI S JINOU METODOU

BioVendor sHLA-G ELISA nebyla srovnana s Zzadnou komeréné dostupnou imunoanalytickou

metodou.
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15. RESENi PROBLEMU A NEJCASTEJI KLADENE DOTAZY

Slaby signal ve vSech jamkach
Mozné vysvétleni:

— Vynechani pfidavku reagencie nebo kroku v postupu

— Nespravna pfiprava nebo skladovani reagencii

— Provedeni testu dfive, nez byly reagencie vytemperovany na pokojovou teplotu
— Absorbance odectena pfi nevhodné vinoveé délce

Vysoky signal a pozadi ve vSech jamkach
Mozné vysvétleni:

— Nevhodné nebo nedostateéné promyti

— P¥ilis dlouha inkubace se substratovym roztokem, pfed pfidanim zastavovaciho roztoku;
nutno zkratit inkubacni ¢as

— Teplota inkubace nad 30°C

Vysoky koeficient variace (CV)
Mozné vysvétleni:

— Nevhodné nebo nedostatecné promyti
— Nespravné promichani kalibratort nebo vzorku
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17. VYSVETLIVKY K SYMBOLUM

REF

Katalogove Cislo

LOT

Sarze

Pozor (vystraha)

Pouzit do data

Omezeni teploty

Vyrobce

www_biovendor.com

Ctéte elektronicky navod k pouziti

Obsah postacuje pro 96 testl

Biologicka rizika
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18. PRACOVNI POSTUP - SHRNUTI

Mikrotitracni deska s
navazanou protilatkou

v

., &

CZE.005.A

v

Promyite 5x

Pipetujte 100 ul
substratového rozto ku

v

Pipetujte 100 ul
zastavovaciho roztoku

v

Zméfte absorbance a
vyhodnotte vysledky

,r '
Rozpustte . )
zasobni kalibrator a Pipetujte 100 ul kalibratoru, Pfipravte vzorky
pripravte fadu kalibrator( a vzorku
L o + Inkubujte 16-20 hodin pii 2-8°C bez tiepani
” N o Ny
Plipravte promyvaci roztok Promyite 5x
- - L. + o
Plipravte roztok Pipetujte 100 pl
konjugatu roztoku konjugatu

Inkubujte 1 hodinu pii RT / 200 rpm

Inkubujte 25 minut pii RT bez tiepani
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