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ELISA test k detekci gama-tubulinu pro diagnostiku nadorovych onemocnéni

Gama-tubulin je klicovy protein nukleaénich komplexd nezbytnych pro tvorbu mikrotubuld, sloZzenych z alfa/beta-
tubulind. Bylo prokazano, Ze gama-tubulin, kddovany u ¢lovéka dvéma geny, je aberantné exprimovan v nadorovych
bunkach a predstavuje novou znacku progndzy gliom(. Nékteré mikrotubularni proteiny je mozné za patologickych
stavl detegovat v télnich tekutindch. Ve srovnani s ELISA soupravami proti alfa- a beta-tubulinim, které jsou
vyuZivany ve védeckych publikacich, je nabidka souprav pro analyzu solubilniho gama-tubulinu velmi omezena.
Stanoveni koncentrace solubilniho gama-tubulinu v tkanovych homogenatech, bunécnych lyzatech nebo v télnich
tekutindch pomoci ELISA souprav nebylo doposud publikovano. Na Ustavu molekuldrni genetiky AV CR, v. v. i., byl
pripraven panel dobre charakterizovanych monoklonalnich protilatek, které specificky interaguji s gama-tubulinem.
V ramci projektu TACR-Gama byla uréena jejich vyuZitelnost pro pFipravu vysoce citlivého ELISA testu pro stanoveni
gama-tubulinu, ktery mlze nalézt uplatnéni jak v zakladnim vyzkumu pfi studiu gama-tubulinu, tak i v diagnostice.

Purifikované monoklonalni protilatky byly konjugovany s biotinem a testovany v kombinaci s komercné dostupnymi
protildtkami proti fylogeneticky konzervativnim epitoplim gama-tubulinu a s vyuZitim purifikovaného gama-
tubulinového standardu. Po nalezeni vhodné kombinace protilatek byly optimalizovany podminky ELISA testu s
ohledem na mnoistvi pouZivanych reagencii, zplsoby detekce a zesileni signalu. Byl uréen cilovy epitop
rozpoznavany monoklonalni protilatkou. Citlivost a reprodukovatelnost pfipraveného ELISA testu byla ovéfena na
rGznych typech vzorkl. Vysledky ukazaly, Ze vybrané protilatky (afinitné purifikovana krali¢i protilatka pouZita
k imobilizaci gama-tubulinu a biotinem znacena mysi monoklonalni protilatka k detekci vazaného gama-tubulinu)
jsou vysoce specifické (Obr. 1A) a purifikovany gama-tubulin neobsahuje kontaminujici proteiny (Obr. 1B). Sandwich
ELISA umozZnuje detegovat gama-tubulin v koncentracich mensich nez 1 ng/ml (Obr. 2) a Ize stanovit gama-tubulin
v komplexnich bunéénych lyzatech (Obr. 3A) i v télnich tekutinach. Orientacni analyza vzorku sér od zdravych jedinct
a od pacientl s ndadorovym onemocnénim ukazala, Ze u rGznych nadorovych onemocnéni je zvysena koncentrace
gama-tubulinu (Obr. 3B). Vysledky epitopového mapovani pomoci syntetickych peptidi ukdzaly, Ze monoklondini
protilatka rozpoznava fylogeneticky konzervativni epitop, ktery je pfitomen u obou lidskych gama-tubulint (Obr. 4).
Vzhledem k tomu, Ze rovnéz polyklonalni protilatka rozpoznava fylogeneticky konzervativni epitop, Ize predpokladat,
Ze ELISA umozni detegovat gama-tubuliny rliznych druh(. Identické sekvence byly pro obé protilatky nalezeny u
gama-tubulinu ¢lovéka (Homo sapiens), mysi (Mus musculus), kutete (Gallus gallus) a zaby (Xenopus laevis).
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Obr. 1. Charakterizace protilatek a gama-tubulinového standardu. (A) Imunoblot lyzatu lidskych bunék s protilatkami
proti gama-tubulinu. Polyklonalni protildtka (1), monoklonaini protilatka (2). (B) Gama-tubulinovy standard v
koncentracich 0,5 mg/ml (1), 0,25 mg/ml (2) a 0,125 mg/ml (3).
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Obr. 2. Detekce gama-tubulinu v riznych koncentracich ELISA testem. Gama-tubulin (modr3 linie), kontrola bez
imobilizujici protilatky (¢ervena linie).
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Obr. 3. Srovnani koncentrace gama-tubulinli v bunécnych lyzatech a sérech. (A) Relativni srovnani koncentraci gama-
tubulinu v 1% NP40 extraktech u bunécnych linii RPE1 (lidska retina) a U20S (lidsky osteosarkom) (n=3). (B) Relativni
srovnani koncentraci gama-tubulinu v sérech zdravych jedinct (Control) a pacientd s riznymi typy nadorl (n=4).
*p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001
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Obr. 4. ldentifikace epitopu rozpozndvaného monoklonalni protilatkou proti gama-tubulinu. (A) Imunobloty
imobilizovanych GST-znacenych lidskych gama-tubulinovych isoforem (y-Tb1 a y-Tb2) s monoklonalni protilatkou
proti gama-tubulinu (Antibody) a s protilatkou proti GST. V kontrole je pouze znacena anti-mysi protilatka. (B)
Imobilizované peptidy gama-tubulinovych isoforem (y-Tb1 a y-Tb2) znaéené monoklonaini protilatkou (Antibody).
Kazdy peptid obsahuje 10 AA, prekryv je 9 AA, Cisla oznacuji pozici peptidd.

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze citlivy ELISA test k detekci gama-tubulinu ma vlastnosti, které jej predurcuji pro
kvantifikaci gama-tubulinu v rlznych typech vzork(. ELISA test by mohl najit uplatnéni v diagnostice nadorovych
onemocnéni. ProtoZe protilatky rozpoznavaiji fylogeneticky velmi konzervativni epitopy, Ize pfedpokladat, Zze umozni
kvantifikaci gama-tubulind rznych druh(.

V ptipadé zajmu o dalsi informace anebo zakoupeni neexklusivni licence na 1/ hybridom produkujici mysi
monoklonalni protilatku, 2/plasmid kddujici gama-tubulin a 3/ know-how k provedeni sensitivniho ELISA testu se
obracejte na Centrum pro Transfer Technologii, UMG AVCR, Videriska 1083, 14220 Praha 4, Tel. (420-241 063 227
nebo 420-602 892 876).




