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1. Kivonat

Lamellocita antigének azonositasa és molekularis jellemzése ecetmuslicaban (Drosophila
melanogaster)

Csorba Kinga, BBTE, BGK, Sejtbiologia és Molekularis Biotehnologia szak, 1. év
Témavezetdk:

Dr. Ando Istyén tudomanyos tanacsado, MTA, SZBK, Genetika Intézet

Dr. Kurucz Eva tudomanyos munkatars, MTA, SZBK, Genetika Intézet
Az ecetmuslica velesziiletett immunrendszerének 0sszetevoi kozé sejtes elemek és humoralis
faktorok tartoznak. A sejtes immunitds végrehajtd elemei a vérsejtek, melyeket molekularis
markerek segitségével harom mitkodésbeli csoportba soroltunk: plazmatocitak, lamellocitak és
kristalysejtek.
A vérsejtek altal kozvetitett sejtes immunvalasz soran a nem fagocitalhatd méretli, nem
sajatként felismert anyagok el6idézik a lamellocitdk képzddését amelyek tokot képeznek a
betolakod6 koré. A folyamat végeredménye az idegen test elpusztitasa és kornyezetétdl valo
elhataroldsa. Ezen immunoldgiai folyamathoz kapcsolt sejtes reakciora jellemzé molekuléris
mechanizmus megfejtése érdekében jabb lamellocitdkra jellemzd antigéneket (L2 és L6)
azonositottunk.
Az L2 antigén Western blot analizise egy 20, 55 és 110 kDa fehérjét eredményezett.
Immunprecipitacios eljarassal elkiilonitettiik az antigént, eziistfestéssel lathatova tettiik és a
megfeleld kivagott savokat tomegspektrometrias vizsgalatra tovabbitottuk. A triptikus peptid
szekvencia alapjan a fehérjét kodolo gén azonositasara toreksziink.

Az L6 antigén esetében hasonld megkozelitést alkalmazunk.



2. Bevezetés

A rovarok a fajok szamat és valtozatossagat tekintve az ¢élovilag legsikeresebb tagjai;
szarazfoldi és vizi él6helyeken is széleskortien elterjedtek. A rovarok a korokozokkal szemben
hatékony, humordlis és sejtes elemekbdl allo természetes immunrendszerrel védekeznek. A
humoralis immunvalaszhoz tartozik a fertdzések altal kivaltott antimikrobidlis peptidek
termelése, amelynek genetikai szabalyozasa és folyamata jol ismert. A humoralis valasz nem
rendelkezik a gerincesek ellenanyagaihoz hasonld specifitdssal és memoriaval, viszont
szabalyozéasadnak egyes elemei szinte az egész ¢éldvilagban azonos szerepet toltenek be. A
sejtes immunvalasz legdsibb folyamata, a bekebelezés, az egysejtli szervezetektdl a rovarokon
keresztiil a gerincesekig minden allati szervezetben a védekezd reakciok részét képezi. A
molekularis genetika eszkoztara a Drosophila genom megismerésével kombindlva egyedi
lehetdségeket kindl; nemcsak in vitro, hanem in vivo koriilmények kozott is lehetdveé valik a
velesziiletett immunitas komplex genetikai, genomikai analizise.

Az ecetmuslica (Drosophila melenogaster) velesziiletett immunrendszerének Osszetevoi kozé
sejtes elemek és humoralis faktorok tartoznak (Lavine €s Strand, 2002). A sejtes immunitas
végrehajto elemei a vérsejtek vagy hemocitak, melyeket molekularis markerek segitségével
harom mitkddésbeli csoportba sorolnak (Kurucz és mts. 2003, Vilmos és mts. 2004).

A plazmatocitak alkotjdk a hemolimfaban keringd sejtes elemek nagy részét. Kicsi,
gombolyded sejtek, melyek mikroorganizmusokat, apoptotikus sejteket bekebelezd valamint
antimikrobialis peptideket termeld képességgel rendelkeznek. A kristalysejtek, morfologiai és
méretbeli szempontbol a plazmatocitakhoz hasonlitanak. Sajatossaguk a citoplazmajukban
levd, profeniloxidazt tartalmazé kristalyszerli zarvanyok jelenléte. A sebek és idegen testek
melanizacidjaban Kkitiintetett szerepet jatsznak. A harmadik sejttipushoz a lamellocitdk
tartoznak. Szerepiik a tokképzd folyamatban nyilvanul meg, amely sordn a plazmatocitakkal
egylitt tobb rétegben burkoljdk be a nem bekebelezhetd, nagyméretli, idegenként felismert
testeket.

A lamellocitak egészséges, nem fert6zott vad tipust larvakban csak kdzvetleniil a babozodast

megeldzden jelennek meg, alacsony szdmban; azonban immunolégiai ingereket, mint példaul



a steril sebzést (Markus €s mts., 2005) vagy parazitoid fiirkészdarazsak fertdzését kdvetden
magas szamban jelennek meg a larvalis keringésben.

Az [(3)mbn-1 ,daganatgitld” mutans torzsben a lamellocitdk a larvalis fejlodés soran magas
szamban vannak jelen a hemolimfaban.

A lamellocitdkon tobb antigént azonositottak. Ezek az antigének a lamellocitdk
differencialédasa soran szekvencidlisan jelennek meg. Az L1 és az L2 antigén eldszor kis,
plazmatocitaszeri sejteken jelenik meg, majd ezek az L1+, L2+ sejtek nagy, lemezszerii
lamellocitava differencialodnak. A terminalis differencidlodés komplex folyamata, azaz a kis
kerek sejtekbol a testidegen részecskéket beboritani képes nagy, lemezes sejtekké torténd
atalakulas az antigénmintazat valtozasaival is jellemezhetd. A kis kerek sejteken megjelenik az
L4 antigén, majd a termindlisan differencialodott sejteken az L6 antigén. A folyamat a sejtvaz
atrendezddésével jar, melyben szerepet jatszik egy aktinkotd fehérje, a filamin, hemocitakban

az L5 antigénként azonositott 11j, magas izoformaju valtozata (Rus és mts., 2006).

3. Célkitiizések

A gerincesek velesziiletett immunitdsanak elemei részt vesznek a szerzett immunitas
kialakulasaban. Az elmult évszazadban a figyelem els6ésorban a szerzett immunités
megismerésére 0sszpontosult, €s csak a szazadforduld kornyékén kezdodott el a velesziiletett
immunitds folyamatanak részletesebb vizsgéalata. A Drosophila teljes genomjanak
szekvenaldsa oOta a muslica elsddleges helyet foglal el a velesziletett immunitas
tanulmanyozasaban.

Munkank célja els6dlegesen a sejtes immunvalasz jellemzése, ezen beliil egyes vérsejttipusok
szerepének pontosabb vizsgalata. Ahhoz hogy megismerjiik a lamellocitak miikodését,
jellemezni szeretnénk az L2 és L6 lamellocita specifikus markereket kodolo géneket, és ezek
géntermékeit. A cél megvaldsitasa érdekében az L2 és L6 antigéneket felismeré monoklonalis

ellenanyagok segitségével a forditott genetika modszereit alkalmaztuk.



4. Anyagok és médszerek

4.1. Drosophila _melanogaster _allomany. Az ecetmuslicakat kukoricakorpés-élesztos

taptalajon tenyésztettiik, allandd 25°C-on. Kisérleteinkben az /(3)mbn-1 daganat képzddést
elnyomd mutans torzset hasznaltuk, melynek jellegzetességei a megnovekedett nyirokmirigy

¢s a keringésben levo vérsejtek daganatos osztodasa (Konrad és mts. 1994).

4.2. Vérsejt kivonat készitése.

I. Harmadik stddiumos larvak vérsejtjeit véreztetéssel, Drosophila Ringer oldatban (111mM
NaCl / 1.87mM KCI / 2.38 mM NaHCO; / 1.1 mM CaCl, / 0.84mM NaH,PO,) gytjtottiik
Ossze, jégen. A centrifugalas (240 g, 8 perc, 4°C) utan a sejteket lizis altal roncsoltuk 4°C-on 1
oran keresztiil. A lizis puffert (50 mM Tris-HCI, pH 8.0 / 150 mM NaCl / 0.5% Nonidet P-40 /
0.2% sodium deoxycholate / 0.1% SDS) protedz aktivitdst gatld koktéllal, fenil-metil-
szulfonil-fluoriddal (PMSF) és 0.5 M jod-acetamiddal egészitettiik ki. Az (jabb centrifugalast
(12.000 g, 15 perc, 4°C) a feliiluszd6 dot blot analizise, Western blot analizise vagy
immunoprecipitacid utdni Western blot analizise kovette.

II. Teljes sejt kivonatot larvak Drosophila Ringer oldatba torténd véreztetése altal
készitettiink. Centrifugéalas utan (240 g, 8 perc, 4°C) a leiilepedett sejttomeget 2 térfogat SDS-
PAGE mintapufferben feloldottuk és 5-sz6r 10 masodpercet szonikaltuk MSE 5-70 tipust
ultrahangos sejtporlasztoval (szonikator).

III. Nonidet P-40 alapu frakcionalds: 107 szamt vérsejtet iilepités utan feloldottunk 70 pl
Nonidet P-40 (NP-40) alacsony s6-koncentracioji pufferben (50 mM Tris-HCI, pH 8.0 / 50
mM NaCl / 1% Nonidet P-40 / proteaz aktivitast gatlo koktél, PMSF ¢és 0.5 M jod-acetamid),
melyben 10 percig jégen inkubaltuk, végiil homogenizaltuk Dounce homogenizatorral. A
citolapmatikus és sejtmagi frakciot centrifugélassal (7.000 g, 15 perc, 4°Cvalasztottuk szét.
IV.Dignam frakcionalas: 107 szamu vérsejtet iilepités utan feloldottunk 75 pl A pufferben (10
mM HEPES, pH 8.0/ 1.5 mM MgCl, / 10 mM KCIl / proteaz aktivitast gatldé koktél, PMSF és
0.5 M jod-acetamid) melyben 15 percig jégen inkubaltuk a sejteket. A sejteket egy 26-0s

méretli tlihoz csatlakoztatott fecskenddn keresztiili 10-szeres atpaszirozédssal roncsoltuk. A



citoplazmatikus ¢és sejtmagi frakciot centrifugalassal (12.000 g, 1 perc, 4°C) valasztottuk szét.

A mintakat dot blot analizissel ellenériztik.

4.3. Antigének immunprecipitiacioja. Harom ml hibridoma feliiluszot (tartalmazza a

monoklonalis ellenanyagot) 50 pl 20%-os G-fehérje sephar6zhoz adagoltunk és 1 oOran
keresztiil szobamémérsékleten forgattuk. A 1épést haromszor megismételtiik. Miutdn a G-
fehérje sephardz/antitest komplexet haromszor 5 ml 0.2 M-os, pH 9.0 Borat pufferrel mostuk,
az antitestet dimetil-pimelimidat (0.52 mg DMP / 100 pl 0.2 M, pH 9.0 Borat puffer)
segitségével kovalensen a G-fehérje sephar6zhoz kotottiikk. A reakciot, a komplexek 5 ml 0.2
M-os, pH 8.0 etanolaminos mosasaval allitottuk le. Ezt a 1épést haromszor ismételtiink. Az
utolsd6 moséasnal 2 6ran keresztiil hagytuk a komplexeket etanolaminban szobahdmérsékleten
forogni. PBS-ben torténd végsd mosas utdn a sejtkivonatot a G-fehérje sepharoz/antitest
komplexekkel 6sszevontuk. Az immunprecipitacié 4°C-on, ¢jszakan at tortént.

Végiil az immunprecipitaitumot 3-szor lizis pufferrel mostuk, majd 5 percig redukald vagy
nem redukdlo SDS-PAGE mintapufferben foztiik. A mintdkat SDS-gélelektroforézist

kovetden eziistfestéssel €s Western blot analizissel vizsgaltuk.

4.4. Western blot analizis. A kivonatok fehérjéit gélen molekulasulyuk alapjan valasztottuk
el SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel (SDS-PAGE). Elektroforézist kovetden a fehérjéket
PVDF membranra (Millipore) vittiik 4t metanolos transzfer pufferben (25 mM Tris, / 192 mM

glycine / 20% methanol) A membrant 5%-ban tejport és 0,1%-ban Tween-20-at tartalmazé
TBS pufferbe (0.1 M Tris, pH 7.5 / 0.5 M NacCl) blokkoltuk 1 6ran at szobahdmérsékleten (a
nem specifikus kotohelyek elfedése érdekében). A hibridoma feliiluszot és a fehérjéket
tartalmazd6 membrant 2 oOran keresztiil, szobahOmérsékleten, allandd razatds mellett
inkubaltuk. A membrant TBS-TW pufferrel valdé mosdsa utdin HRPO-konjugélt anti-egér
antitesttel (Amersham Bioscineces) 1 o6ran keresztiil, szobahémérsékleten, allandd razatés
mellett inkubaltuk. TBS-TW-es és TBS-es mosas utdn a fehérjéket ECL-Plus rendszer

(Amersham Biosciences) segitségével hivtuk el6 Rontgen-filmre.

4.5. Dot blot analizis. Ot ul sejt kivonatot PVDF membranra csepegtettiink és 5%-ban tejport
és 0,1%-ban Tween-20-at tartalmazé TBS pufferben (0.1 M Tris, pH 7.5 / 0.5 M NaCl)




blokkoltuk 1 éran at szobahémérsékleten. A hibridoma feliiliszot és a fehérjéket tartalmazo
membrant 2 Oran keresztiil, szobahémérsékleten, allandd razatas mellett inkubaltuk. A
membrant TBS-TW pufferrel valdé mosasa utdn HRPO-konjugalt anti-egér antitesttel
(Amersham Bioscineces) 1 oOrdn keresztiil, szobahdmérsékleten, allando razatds mellett
inkubaltuk. TBS-TW-es és TBS-es mosas utan a fehérjék lathatova tétele Rontgen filmre az

ECL-Plus rendszer (Amersham Biosciences) segitségével tortént.

4.6. Immunhisztokémia. Harminc pl Drosophila Ringerben szuszpendalt vérsejtet
targylemezre (Hendley- Essex Loughton, U.K.) cseppentettink. Nedves kamraban,
szobahdmérsékleten 45 percig tapasztottuk a vérsejteket. Acetonos fixalas utan rehidrataltuk a
mintakat és blokkoltuk a nem-specifikus fehérje kdlcsonhatasokat 0.1% BSA-PBS pufferrel.
A mintékat az elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk 1 6rat, majd mostuk PBS-el. A mésodlagos
ellenanyag a biotinalt anti-egér immunglobulin volt. Az antigén-antitest komplexekhez
streptavidin-HRPO-t cseppentettiink, amelyhez 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) kromogén
terméket (szubsztrat) adtunk.

4.7. Indirekt immunfluoreszcencia és fluoreszcens mikroszkoépos vizsgalat. Drosophila

Ringerben szuszpendalt vérsejteket targylemezre (Hendley- Essex Loughton, U.K.)
cseppentettiink. A sejtek 45 perc alatt nedves kamraban, szobahdmérsékleten kitapadtak.
Acetonos fixalas utan rehidrataltuk és egyben blokkoltuk a nem-specifikus fehérje
kolesonhatasokat 0.1% BSA-PBS pufferrel. A mintékat az elsddleges ellenanyaggal
inkubaltuk 1 6rat, majd mostuk dket PBS-el. A kialakult antigén-antitest komplexekhez FITC-
el jelolt anti-egér Ig-t cseppentettiink, majd a mintakat Axioskop flureszcens mikroszkdppal

vizsgaltuk.

4.8. FACS analizis. 2x10° sejtet helyeztiink 96 lyuku lemez U-alaki iiregeibe. Mindegyik

iregbe 100 pl hibridoma feliiluszot tettiink és jégen inkubdltuk a sejteket 1 orat Jéghideg
FACS pufferrel (0.5% BSA /0.05% azid / PBS) torténd mosas utan, FITC-el jelolt anti-egér
IgG antitesttel inkubaltuk a sejteket jégen 1 6ran at.. (1:300 higitas). FACS pufferrel torténd
torténd mosast kovetden a sejteket FACSCalibur felszereléssel (Beckton

Dickinson)vizsgaltuk.



A sejtek belsejében kifejez6dd antigéneket 20 perces, 2%-o0s paraformaldehides fixalast

kovetd, 5 perces, 0.1%-os Triton X-PBS pufferes permeabilizalas utan észleltiik.

5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. L2 lamellocita-specifikus antigén azonositasa. Az L2 antigént a 31A4 monoklonalis

ellenanyag ismeri fel. Az L2 molekula az /(3)mbn-1, vérsejtet tiltermeld mutans larvakban a
vérsejtekben acetonos kezelését kovetden az L2 molekula minden lamellocitdban megjelenik,
viszont hidnyzik a plazmatocitdkban és kristalysejtekben.

Az Oregon-R, vad tipusu, késéi harmadik stddiumu larvdkban nagyon kevés lamellocita
talalhato, viszont parazitoid darazs altal okozott fertézést kovetden erdteljes lamellocita
differencialédas figyelhetd meg. Lamellocita képzddést idéztiink elé masodik stadiumi
Oregon-R larvakban Leptopilina boulardi firkészdarazs altali szuratassal. Fertdzés utan 48
oraval az ujonnan képzdodott lamellocitadkban megfigyeltiik az L2 antigén kifejezddését (1.Bb
abra), habar a kifejez6dés csak egy lamellocita alcsoportra korlatozodott. Az utdbbi
megfigyelést kettds festés alklmazasaval mutattuk ki, egy minden lamellocitan jelenlévé L1
antigén segitségével (Kurucz és mts. 2003) (1.Bc abra). Fertdzés utan 72 oraval az L2 antigén
minden ujonnan képzddott lamellocitdn kifejezodott (1.Be,f éabra). A fentiek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a lamellocita differencialoddsa soran az L1 ¢és L2 antigének
szekvencialisan jelennek meg.

FACS analizis soran az ¢l6 (1.C ébra, piros) €s paraformaldehiddel fixalt (1.C abra, fekete)
[(3)mbn-1 larvélis vérsejteken az anti-L2 ellenanyag nem képezett komplexet az L2
antigénnel. TritonX-100-al val6 permeabilizalas utdn a keringd vérsejtek 25%-an lathatd volt
az L2 kifejezédése (1.C éabra, zold), ami megfelel az L1 pozitiv lamellocitadknak (1.D ébra). Az
eredmények bizonyitjdk hogy az L2 antigén a lamellocita sejtmembranjanak belso feliiletén
vagy a citoplazmaban fejezddik ki.

Az L2 molekulat a parazitoid flirkészdarazs petéje kortiili tokképzésben résztvevd lamellocitak
is kifejezik. Immunohisztokémiaval kimutattuk az L2 molekuldt expresszald lamellocitdkat a

parazitoid pete koriil (1. E abra).



1. abra. Az L2 lamellocita-specifikus antigén immunohisztokémiai és FACS analizise (A-E)

5.2. L2 lamellocita-specifikus antigén biokémiai jellemzése. Az /(3)mbn-1 mutans torzs

larvalis vérsejt kivonatdnak redukald koriilmények kozott torténd Western blot analizise
harom jelet mutatott ki a 15-20, 45-55 és 105-145 kDa-os molekula suly taromanyban (2.
abra, 1 sav). Immunprecipitaciéval és 31A4 monklonalis antitest segitségével izolaltuk az L2
antigént (2. abra, 2 sav). Az L2 molekuldnak megfeleld eziistfestett fehérjesavot kivagtuk és
MALDI- TOF analizisre tovabbitottuk. A triptikus peptid szekvencia alapjan a fehérjét kodolo

gén azonositasa kovetkezik.
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2. abra. L2 lamellocita-specifikus antigén biokémiai jellemzése

5.3. L6 lamellocita-specifikus antigén azonositasa. Az L6 antigént a H3/E4 monoklonalis

ellenanyag hatdrozza meg. Az L6 molekula az [(3)mbn-1, vérsejtet thltermeld mutans
larvakban a lamellocita populacio egy alcsoportjan fejezodik ki (3.A abra). Az L6 molekula
egy transzmembran receptor tipusu fehérje.

Az L6 antigént a parazitoid fiirkészdarazs pete koriili tokképzésben résztvevd lamellocitdk is
kifejezik (3.D abra).

FACS analizis soran kidertilt, hogy az €16 /(3)mbn-1 larvalis vérsejtek 13 %-an lathato az L6
antigén kifejezddése (3.B abra). A vad tipusu Oregon-R larvak parazitoiddal torténd fertézése
utdn 48 oraval az L6 antigén kifejezddése egy lamellocita alcsoportra korlatozodott, amit
kettds festés alkalmazasadval mutattunk ki, egy minden lamellocitan jelenlévé L1 antigén
segitségével (3.C b-c abra). Fert6zés utan 72 oraval az L6 antigén allando jelleggel egy
terminalisan differencialodott lamellocita alcsoporton expresszalddik. A fentiek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a lamellocita differencidlédast az L1, L2 és L6 antigének szekvencidlis
kifejezddése kiséri.

Kiilonb6zé mdédon készitett vérsejt kivonatok dot blot analizisét végeztiik el, sikeres eredmény
nélkiil. Feltételezziik, hogy a H3/E4 ellenanyag az L6 antigén egy konforméacio fiiggd

epitopjat ismeri fel,a mely a kiilonb6z6 detergenseket hasznald eljarasok soran megsériil.
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3. abra. L6 lamellocita-specifikus antigén immunhisztokémiai és FACS

analizise (A-D)

6. Kovetkeztetések

Eddig nem ismert lamellocita sejtmembran belsé felszinén vagy citoplazmaban (L2),
illetve  lamellocita alcsoport membranjaban (L6) kifejez6dé  antigéneket
azonositottunk.

A lamellocita differencialodast az antigének szekvencialis kifejezddése kiséri.

Az L2 antigén esetében egy 15-20 kDa, 45-55 és 105-145 kDa-os fehérjét mutattunk
ki, melynek eziistfestett csikjait gélbdl kivagtuk és tomegspektrometrias vizsgéalatra
tovabbitottuk. A triptikus peptid szekvencia alapjan a fehérjét kodold gén azonositasa
kovetkezik. Az azonositott gén vizsgalata alapjan meghatarozhatjuk a molekula
szerepét a sejtes immunvalasz szabalyozasaban.

Az L6 antigén estében munkalatok folynak a fehérje izolalasa érdekében.

-11-



7. Irodalomjegyzék

Lavine, M.D., Strand, M.R. (2002). Insect hemocytes and their role in immunity. Insect
Biochem. Mol. Biol. 32, 1295-1309.

Kurucz, E., Zettervall, C-J., Sinka, R., Vilmos, P., Pivarcsi, A., Ekengren, S., Hegediis, Z.,
Ando, 1., and Hultmark, D. (2003). Hemese, a hemocyte-specific transmembrane protein,
affects the cellular immune response in Drosophila. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 2622—
2627.

Vilmos, P., Nagy, 1., Kurucz, E., Hultmark, D., Gateff, E., and Ando, I. (2004). A rapid
rosetting method for separation of hemocyte sub-populations of Drosophila melanogaster.

Dev. Comp. Immunol. 28, 555-563.

Markus, R., Kurucz, E., Rus, F., Ando, 1. (2005). Sterile wounding is a minimal and sufficient
trigger for a  cellular immune response in  Drosophila  melanogaster.

Immunol Lett. 101(1),108-11.

Rus, F., Kurucz, E., Markus, R.,, Sinenko SA., Laurinyecz, B., Pataki, Cs., Gausz, J.,
Hegedis, Z., Udvardy, A., Hultmark, D., Ando, 1. (2006). Expression pattern of Flamin-240 in
Drosophila blood cells. Gene Expr. Patterns. 6(8):928-34

Konrad, L., Becker, G., Schmidt, A., Klockner, T., Kaufer-Stillger, G., Dreschers, S.,
Edstrom, J. E, and Gateff, E. (1994). Cloning, structure, cellular localization, and possible
function of the tumor suppressor gene lethal(3)malignant blood neoplasm-1 of Drosophila

melanogaster. Dev. Biol. 163, 98-111.

-12 -



Roviditések:

AEC 3-amino-9-ethylcarbasole

BSA Bovine Serum Albumin

ECL Enhanced Electrochemiluminescence

FACS Fluorescence-Activated Cell-Sorting

FITC Flurescein Isothiocyanate

HRPO Horse Radish Peroxidase

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption-Time Of Flight
PBS Phosphate Buffered Saline

PVDF Polyvinylidene Fluoride-Immobilon™™-P

SDS-PAGE Sodim Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis
TBS Tris Buffered Saline
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