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Monoklonalni protilatka anti-TPX2 pro diagnostiku nadorovych onemocnéni

Protein TPX2 je reguldtor bunécného déleni asociovany s mikrotubuly. Bylo prokdzano, ze TPX2 je ¢asto aberantné
exprimovan v nddorovych burikach a predstavuje novy marker pro diagndzu a progndzu réznych typd nadord. Na
Ustavu molekularni genetiky AV CR v.v.i. byla pfipravena protilatka, ktera v imunoblotingu reaguje specificky s
lidskym TPX2. Pro ir$i vyuZitelnost této protilatky byla v rdmci projektu TACR-Gama stanovena jeji reaktivity a
specificita v dalSich testech. Byla rovnéz uréena sekvence rozpoznavaného epitopu. Vysledky ukazaly, Zze mysi
monoklonalni protilatka TPX2-01 (IgG1, kapa) je pouZitelna pro ELISA testy (Obr. 1A a 1B), imunobloting na
bunécnych liniich rizného druhového a tkanového ptvodu (Obr. 2A a 2B) a imunoprecipitaci (Obr. 2C). Protilatka
znaci TPX2 jak v imunofluorescencni mikroskopii (Obr. 3a-b), tak na parafinovych fezech (Obr. 3c). Pomoci
“pulldown” experiment( byla uréena oblast vazby protilatky na molekule proteinu (Obr. 4A). Pomoci
imobilizovanych syntetickych peptid( bylo v této oblasti uréeno vazebné misto pro protilatku. (Obr. 4B). Protilatka
TPX2-01 rozpoznava sekvenci 636EPFVPKKEKKS646 (Obr. 4C), kterd je exponovana na povrchu TPX2 molekuly.
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Obr. 1. ELISA testy s TPX2-01. (A) Titracni analyza vazby protilatky ve formé supernatantu z hybridomovych bunék
na imobilizovany TPX2 protein. Domény 371-747 (obsahuje cilovy epitop) a 1-370 (negativni kontrola) byly
imobilizovany v koncentraci 20 pg/ml. NR, nefedéna protilatka. (B) Detekce imobilizovaného GST-TPX2 proteinu
pomoci TPX2-01 a protilatky proti tubulinu (negativni kontrola). Protilatky byly pouzity ve formé supernatantu.
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Obr. 2. Analyza exprese TPX2 proteinu v bunécnych liniich (A-B) a jeho imunoprecipitace (C) s vyuZitim protilatky
TPX2-01. (A) Imunoblot celkovych bunéénych lyzatd, solubilizovanych v SDS-vzorkovém pufru, lidskych linii. (B)
Imunoblot bunécénych lyzatl mysich (P19, NIH 3T3, Neuro-2a) a krysich (RBL-2H3, L6) linii. Aktin, kontrola nanasky
bunécénych lyzatd. (C) Imunoprecipitace z extraktu jader lidskych bunék HEK293 v RIPA pufru. Protilatka,
imobilizovana protilatka bez extraktu; Nosic, protein G bez protilatky inkubovany s extraktem. K imunoprecipitace i
imunoblotingu byla pouzita protilatka TPX2-01.
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Obr. 3. Lokalizace TPX2 v lidské glioblastomové linii T98G (a-b) a v nadoru mozku (c) pomoci protilatky TPX2-01. (a-
b) Nepfima imunofluorescence na burkach fixovanych formaldehydem a extrahovanych Tritonem X-100. DNA je
znacena pomoci DAPI. V interfaznich burikach je protein v jadfe (a), v mitéze na mitotickém vieténku (b). (c) Rez
lidskym gliomem v mysim mozku (orthotopic xenograft, lidské U87MG glioblastomové buriky). Material byl fixovan
formaldehydem a poté zalit do parafinu. Detekce protildtky pomoci avidin-biotin peroxidazového komplexu a DAB.
Dobarveni jader hematoxylinem. Usecka je 20 pm.
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Obr. 4. Identifikace epitopu rozpozndvaného TPX2-01. (A) Analyza reaktivity protilatky s GST-konstrukty TPX2
proteinu (+) lokalizovala cilovy epitop do oblasti 622-662 AA. (B) Epitopové mapovani s vyuzitim imobilizovanych
syntetickych peptidd pokryvajicich oblast 621-747 AA (15-mer, prekryv 10 AA). (C) Pozice epitopu rozpoznavaného
TPX2-01.

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze mysi monoklonalni protilatka TPX2-01 (IgG1, kapa) ma vlastnosti, které ji pfedurcuji pro
uziti v ELISA testech, imunoblotingu, imunoprecipitaci, imunocytochemickych i histochemickych experimentech. U
protildatky TPX2-01 byla identifikovana sekvence rozpoznavaného epitopu.

V pfipadé zajmu o dalsi informace anebo zakoupeni neexklusivni licence na hybridom produkujici protilatku TPX2-

01 se obracejte na Centrum pro Transfer Technologii, UMG AVCR, Videriska 1083, 14220 Praha 4, Tel. (420-241 063
227 nebo 420-602 892 876).




