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Kit pro detekci autoprotilatek proti enterickym alfa-defensiniim

Lidsky enetericky a-defensin HD5 byl nasi laboratofi jiz dfive popsan jako novy a klinicky duleZity
autoantigen autoimunitniho onemocnéni zvané APECED (Dobes et al, 2015, Gastroenterology 149:139-
50). Protoze az 30% APECED pacientl vykazuje v séru pritomnost autoprotilatek proti HD5, detekce
jejich pritomnosti by mohla byt vyuZita jako marker tohoto autimunitniho onemocnéni. Pro zavedeni
detekce pritomnosti sérovych HD5 autoprotilatek do experimentalni i klinické praxe jsme preklonovali
rekombinantni protein HD5 (rHD5) do expresniho vektoru a dale testovali na specifitu a sensitivitu pro
séra HD5 seropozitivnich pacientll. Gen HD5 byl zaklonovan do TrpLE(HT)pAED4 vektoru (obr.1) a jeho
produkt byl vyprodukovan v bakteriich, nasledné izolovan a detekovan na gelu Coomassie barvenim
(obr.2). Nasledujici experimenty potvrdily, Ze rHD5 muUZe byt senzitivnhé rozpoznan jak komercéné
dostupnou protilatkou, tak i pomoci sér APECED pacientd pozitivnich na defensin (obr. 4 a 5), pricemz
sérum zdravého jedince bylo pouZito jako negativni kontrola (obr.4).
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Obr.1 Schematické znazornéni
expresniho vektoru pAED s vlozenymi
sekvencemi kédujicimi tryptofanovy
operon E. coli (trp ALE 1413) a (His)s
afinitni znacku (Trp(HT)). P (umisténé
mezi restrikénimi misty Hindlll a
BamHI) oznacuje pozici DNA sekvenci
kodujicich a-defensiny (M Pazgier, J
Lubkowski, Expression and
purification of recombinant human a-
defensins in Escherichia coli, Protein
Expr Purif. 2006 Sep;49(1):1-8.).

Obr.2 Gel obarveny za pouiZiti
Coomassie blue znazorfiuje DEFA5
protein izolovany z E. coli po indukci
isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranosidem (IPTG). Defl+
az Def9+ predstavuje 1. az 9. frakci
TrpLE(HT)pAED4-DefA5 ziskanou
béhem  uvolfovani  proteinu z
inkluznich télisek bakterii. Defl- az

Def9- predstavuje prazdny vektor
TrpLE. Def9+ (10x) predstavuje
kone¢ny produkt TrpLE(HT)pAEDA4-

DefA5 izolace a byl na gel nanesen v
10x vyssi koncentraci oproti ostatnim
frakcim.
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Obr.3 Western blot proteinu DEFA5 (23kDa) izolovaného z E.coli po indukci IPTG a jeho uvolnéni z
bakterialnich inkluznich télisek. Gel byl oznacen krali¢i polyklonalni protilatkou proti DEFAS5 (Abnova) a

sekundarni protilatkou konjugovanou HRP.
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Obr. 4 Western blot séra APECED pacienta a zdravé kontroly. Séra byla testovana na pfitomnost
autoreaktivnich protilatek proti lidskému proteinu DEFA5.

— x = — x =
= = S x = - & x
X o P o
2 8 28 8 g 2 2
wn wn wn wn
< % < 3 < % & 3%
7] o 7] o 7] o 7] o
o = o = O = Ao =
25kDa—— | & 5, 8
APECED35 APECED36

Obr.5 Western blot sér APECED pacient( ¢.35 a ¢.36, ktera byla testovana na pfitomnost autoreaktivnich
protilatek proti lidskému proteinu DEFAS.

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze nové pfipraveny rekombinantni lidsky entericky defensin HD5 (rHD5) je
vhodny substrat pro detekci pritomnosti autoprotilatek u pacientl trpicich APECED, ale i jinymi typy
stfevnich autoimunitnich onemocnéni. Vyroba ELISA kitu pro detekci HD-5 specifickych protilatek je v

pripravé.

V pfipadé zajmu o dalsi informace ohledné rHD5, nebo zakoupeni neexklusivni licence na jeho produkci,
se obracejte na Centrum pro Transfer Technologii, UMG AVCR, Videriska 1083, 14220 Praha 4, Tel. (420-

241063 227 nebo 420-602 892 876).




