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Adaptacja metody western-blottingu do badania antygenéw
larw L1 Hypoderma bovis

Adaptation of Western-blott method for examination
of Hypoderma bovis larvae antigen
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Proteolityczne enzymy trawienne larw gzéw z gatunku Hypoderma bovis sq najsilniejszymi antygenami
tych pasozytéw, a jednoczesnie bardzo silnymi immunosupresorami. W badaniach nad wtasciwosciami tych
biatek i ich wptywem na uklad odpornosciowy zywicieli szeroko wykorzystywane sg techniki elektrofore-
tyczne. Szczegdlnie przydatng jest metoda elektroforezy natywnej umozliwiajaca rozdziat biatek wydzielni-
czych larw gzéw na 6-8 gléwnych frakcji. Elektrotransfer na membrang nitrocelulozowg tak rozdzielonych
biatek stwarza jednak trudnosci i czes¢ biatek antygenu w ogdle nie ulega przeniesieniu na membrane lub
przenoszona jest w stopniu niewystarczajacym. W odczynie westernblottingu (WB) brak jest wowczas pel-
nej reakcji, a uzyskiwane wyniki analizy densytometrycznej sa niedoktadne i niepowtarzalne. Celem pracy
byta taka modyfikacja metody WB, ktéra pozwolifaby na uzyskiwanie skutecznego transferu biatek antyge-
nu H. bovis, nieprzenoszonych na membrang metodg klasyczng oraz uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw
w reakcjach z surowicg. Dla osiagniecia tego efektu postanowiono biatka antygenu H. bovis rozdzielone me-
todg elektroforezy natywnej optaszczyé SDS-em bezposrednio w zelu (przed transferem) poprzez jego inku-
bacj¢ w roztworze zawierajacym ten zwigzek. W efekcie przeprowadzonych doswiadczen okreslono, ze
optymalna temperatura wigzania SDS z czasteczkami bialek wydzielniczych larw H. bovis wynosi ok. 70°C.
Stwierdzono, ze inkubacja zelu uzyskanego po elektroforezie natywnej w roztworze SDS w takiej tempera-
turze nie wptywa deformujgco na ten zel, a skutecznos¢ transferu rozdzielonych bialek na membrane nitro-
celulozowg znacznie wzrasta. W wyniku analizy densytometrycznej odczynu WB (przeprowadzonego z su-
rowicami krélikéw immunizownych enzymami trawiennymi larw H. bovis) stwierdzono, ze tak opracowana
metoda charakteryzuje si¢ niskimi bledami powtarzalnosci (CV% < 10%).



