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Optimalisace metody Western blot pro detekci alergenu Mal d1 v jablechych stavach

Ing. Milena Kminkova, Ing. Alexandra Proskova
Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v.v.l.

Uvod

Prace byla zamérena na pfipravu vhodného extraktu z jablek, které obsahovaly jeden z hlavnich alergent jablka Mal d1 a na identifikaci tohoto alergenu imunometodou Western blot pomoci sér pacientt, prokazujicich alergické reakce v prick to prick testech.
Alergenu v jablku je nékolik a jsou zastoupeny v rizném mnozstvi. Nejvice je tato skuteCnost ovlivnéna odrudou jablka. Vaznost alergie zavisi na sile alergické reakce pacienta, na ten ktery alergen. Majoritnim alergenem je Mal d1 o mol. vaze18 kDa. Ten je nejvice
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kvuli vysokému stupni sekvencni homologie s alergenem bfizy Bet v1. Na rozdil od jizni Evropy, kde pfevazné ucinkuje Mal d3, ktery nema kfiZzové reakce s Bet v1. Ostatni alergeny nemaji uz tak velky vyznam, protoze jsou v jablku v malém mnoZstvi.

Material a metody Postup

Material Extrakce . Priprava vzorku pro ELF

Jablka - Golden Delicious z obchodni sité a ze skladu v Tuchorazi, skladovana Jable¢na stava s kyselinou askorbovou se odstfedi pfi 12 000 ot/min pfi Vzorek se upravi pro elektroforesu pfidavkem 10% sacharosy, 2% SDS a 5%
pod fizenou atmosférou dusiku. 5°C, 20 min. mercaptoethanolu a barevny marker- bromfenolova modf. Zahtiva se ve vodni
Séra pacientu, alergickych na jablko -Imumed. Prida se 10mM pufr fosforecnan draselny, pH 7,4 s pridavkem 10 mM lazni pri 100°C po dobu 5 min.

Protilatky antihuman-IgE in goat, antigoat-IlgG —biotin in rabbit, konjugat DIECA (diethyldithiocarbamat, sodna sil), 2mM EDTA-sodna sul, 2%

streptavidin-peroxidasa, substrat peroxid s TMB a chemikalie pro elektroforesu - susp. PVPP (polyvinyl polypyrrolidon) v poméru 1:1 nebo 2:1 Elektroforesa

firma Sigma-Aldrich. (extrakt:pufr) pro ochranu alergenu. SDS-PAGE, rozdélovaci gel je 12,5%, zaostreovaci 5%, sila gelu 1,5 mm, pufr
Membranky s velikosti port 0,2 nebo 0,45 um — Whatman Po dukladném promichani se odstfedi pfi 18 000 ot/min, 5°C, 15 min. Tris-glycinovy, pH 8,3, konstantni napéti 160 V, doba je 60 min.

Ostatni chemikalie jsou chemicky Cisté. (2). Upravi se pH na 9,5.

Pristroje : Pokud se zahustuje ultrafiltraci, napipetuje se do patrony Centriprep (PM Blot

Elektroforesa ~ Mini V-8.10, blotovaci zafizeni Mini-Twin, chlazené vodou 10) jablecna Stava a odstreduje se na odstredivce Janetzki pri 2000 ot/ Po elektroforese se gel ponofi na 20 min do vychlazeného transfer pufru Tris-
a trepacka na gely -Biometra. min pfi 5°C 20 min. V retenatu se stanovi bilkoviny. glycin-methanol pH 8,3. Poté se navrstvi podlozky, podlozni papir, gel a
Ultrafiltriltracni zafizeni  Centriprep s membrankou PM-10 -Amicon membranka atd. podle navodu vyrobce a umisti se do komory blotovaciho
Odstredivka  Janetzki, pro Centriprep, chlazena zafizeni. Pufr - glycin-methanol, pH 8,3, konstantni proud 350 mA, chlazeni
Stolni odstfedivka pro pfipravu vzorku  Hettich 32R, chlazena vodovodni vodou v prutoku max. 11/hod, doba transferu 3 hod.

Mrazici box na - 30°C  Elektrolux a na - 28°C Whilrpool.
Chladnicka Elektrolux pro chlazeni pribéhu elektroforesy.

Tabulka - vysledny postup imunoreakce
Barveni alergenu na membrance o] Operace Roatok Soba Seerouxr;gs;gl’ protilatka 1gG s biotinem a konjugat streptavidin-
. - 0,01 fosf K + 0,15M NaCl P
| | 1-TMB stabilisator DONS 1 Promyti pH 7,4 (PBS) + 0,05% | 30 min L om 1 - standard Mal d1
kg Tween 20 ' o
| 2-AEC > | gk PBS+0,05% (v/v)Tween | . R B B 2-19G - biotin  1000x
| 3-TMB OKace® | 20 +0,3% BSA, pH 7.4 min q | strept/perox  2000x
4- celkove bilkoviny Sérum - sérum je feddné 1:4 ofes = 3 - 19G — biotin 000
v . g , . b3 : - — | | X
stribrem 3 Spe.CIf,ICk,a PBS+0,05% Tw. 20 NoC - - Strept/perox 2000x
| | 5-TMB-Mal d1 primarni +0.1% BSA v lednici -
p— 6-TMB-extrakt, 3x pH 9,6 protilatka 170 g o
3% 5 4 - 1gG — biotin 6000x
4 promyti PBS+ 0,05% Tween 20 min strept/perox 2000x
primarni anti-human IgE in goat : l » | .
; . 5 5 orotilatka IgE : _1-2000 60 min - oy 5 - IgG — biotin 6000x
1 2 3 5 3 4 5 5 7 strept/perox  10000x
6 promyti 1x PBS+ 0,05% Tween 20 | 3x 5min 1
membrana —blot gel membrana —blot sekundarni anti-goat IgG-biotin in membrana —blot gel - stfibro 6 - Mal d1 } gel
7 | protilatka rabbit 60 min 7 - extrakt
biotin 1:6 000
3 omvii PBS+ 0,05% Tween 20 Ax5min
promy duikladné promyt (azid)
. , konjugat .- . : : 2
Ruzna pH extraktu a zahusténi extraktu lyofilisaci o | strop tJa\S/]idin- streptavidin-peroxidasa |, . Extrakt s kyselinou askorbovou a bez kyseliny askorbové
i P i 1-3x  pH 7.6 peroxidasa 1:10000 i _‘ |- 1-0,3% kys. askorbova
= B 23x pH96 10 | promyti | PBS+0,05% Tween 20 |3x 5min g i -— 2 - bez kys. askorbove
BN 33x pH70 . B 3 - standard Ma d1
Li - 5-- 4-5x  pH 9,6 11 barveni substrat-TMB s peroxidem | 3-5 min 4 - MV
- 4 A N = 470 e == . 5 - bez kys. askorbove
— | G:EH o6 12 stop 5x promyt destil. vodou - 6 - 0,3% kys. askorbové
— - - ;-Mald1 Vv Poznamka: pied zahajenim imunoreakce se membranka - o~ - ==
- -standard susi 30 min. na vzduchu .
9- - pH7,0 | 7. —  amidocern -
, ) 10- 3x  pH9,6 | . - . g - zbylé
. o 11-3x  pH 7,0 —  bilkoviny
1 2 3 4 Maldl 5 6 7 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 9- 0o blotu
Zaver membrana - gel - gel poblotu- 10~ —  nagelu
. ., blot stribro amidocCern
membrana —blot gel —stribro . _ e .. o )
Vybrali jsme nejvhodnéjSi extrakcni pufr, kterym je 10mM fosfat K pH
9,5 s inhibitory enzymu, antibakterialnim agens a anti-oxidujici kyselinou
askorbovou.
Membranka 0,2 um, 0,45 um, primarni protilatka IgE ZajIStI|I’J8me vhodnou konce_ntram sledovanych proteinu pri ele’ktrofo_rese Ruznymi séry vyvolané Ma d1 v extraktu
pro naslednou imunoreakci metodou Western blot. Podminky jsme
, podridili blotaci. Jableény extrakt
membranky " e — B B B = =
it M 1-extrakt — 0.45 um Optimalisovali jsme postup reakce sér pacientd a alergenu a nasledné 3
- E ! T ’E 4000 imunoreakci a barveni pro zviditelnéni reakci. Presny postup je v u
2-Mald1 - ¢ X tabulce. . -
3-extrakt 0,45 um - | | -
B IgE 2000x Testovali jsme imunoreakce Mal d1 ve standardu a jednotliva séra | -
4-Mal d1 — pacientl a pozdéji i uginky ostatnich alergend v jablku na séra.
S-extrakt — Mal d1
— 0,20 pm =
6-Mal d1 — IgE 2000x
7-Mal 1 gel-barveni stfibrem ]
1 2 3 4 5 6 7
membrana —=blot ge| —stfibro Mald1 VL SL RE SM JM LT SR HE EJ
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