BMEl  Program Gama A

Panel monoklonalnich protilatek anti-GCP2 pro diagnostiku nadorovych
onemocnéni

Protein GCP2 spolu s gama-tubulinem tvofi komplexy nutné pro tvorbu mikrotubull. Bylo prokazano, Zze se gama-tubulin
ve zvySené mite nachazi v riznych typech nadorovych bunék a predstavuje novou znacku progndzy gliom(. Rovnéz bylo
nalezeno, Ze v gliomech je aberantné exprimovan GCP2. Lze ocekdvat, Ze zvySena tvorba proteini gama-tubulinovych
komplex( je pfitinou deregulace mikrotubul@ nddorovych bunék. Na Ustavu molekuldrni genetiky AV CR v.v.i. byl
pfipraven panel protilatek, které vimunoblotingu reaguji specificky s mysim GCP2. Pro Sirsi vyuzitelnost téchto protilatkek
byla v rdmci projektu TACR-Gama stanovena jejich reaktivita a specificita v dal$ich testech. Byla rovné? uréena sekvence
rozpoznavanych epitopu. Vysledky ukazaly, Ze mysi monoklonalni protilatky GCP2-02 (IgG1, kapa), GCP2-03 (IgG1, kapa),
GCP2-04 (1gG2b, kapa), GCP2-05(lgG1, kapa), jsou pouzitelné pro ELISA testy (Obr. 1A a 1B), imunobloting na bunécénych
liniich rGzného druhového a tkanového plvodu (Obr. 2A a 2B) a pro imunoprecipitaci, zejména GCP2-04 (Obr. 2C).
Protilatky znaci GCP2 jak vimunofluorescen¢ni mikroskopii (Obr. 3), tak i tkanovych rezech (GCP2-04). Pomoci “pulldown”
experimentl byly uréeny oblasti vazby protilatek na molekulu proteinu (Obr. 4A). Pomoci imobilizovanych syntetickych
peptidl byla v téchto oblastech urcena vazebna mista pro protilatky. (Obr. 4B). Protilatky rozpoznavaji tfi unikatni epitopy
v N-terminalni doméné GCP2 proteinu(Obr. 4C).
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Obr. 1. ELISA testy s anti-GCP2 protiildtkami. (A) Titracni analyza vazby protilatek ve formé supernatant( z hybridomovych
bunék na imobilizovany GCP2 protein. Doména, GST-GCP2 (1-194), obsahujici cilové epitopy a negativni kontrola (GST) byly
imobilizovany v koncentraci 10 pg/ml. NR, nefedénd protildtka. Vazba na GST je ukazana jen pro GCP2-02. (B) Detekce
imobilizovaného GST-GCP2 proteinu pomoci panelu protilatek proti GCP2 a protilatky proti tubulinu (negativni kontrola).
Protilatky byly pouzity ve formé supernatantu.

A B C o &
F &S
© & r\?qf" O
TSP PSR LTY 29 3 G & & E
SIFFYFEFSFETE SSELe
- - GCP2-02 —————= GCP2-02
= e e =~ GCP2-03 S =% GCP2-
— s - <GCP2
—— g EBess o GOP204 e GCP2-04
—— === GCP2-05 —— —— (5CP2-05
- Aktin - —— ALtin &&  «Protilatka

Obr. 2. Analyza exprese GCP2 proteinu v bunécnych liniich (A-B) s vyuzitim protilatek GCP2-02, GCP2-03, GCP2-04 a GCP2-
05 a jeho imunoprecipitace (C) pomoci protilatky GCP2-04. (A) Imunoblot celkovych bunéénych lyzatd, solubilizovanych v
SDS-vzorkovém pufru, lidskych linii. (B) Imunoblot bunéénych lyzatl mysich (P19, NIH 3T3, Neuro-2a) a krysich (RBL-2H3,
L6) linii. Aktin, kontrola nanasky bunécénych lyzatQ. (C) Imunoprecipitace z extraktu (1% NP-40) lidskych bunék U20S.
Protilatka, imobilizovana protilatka bez extraktu; Nosi¢, protein G bez protilatky inkubovany s extraktem.K
immunoprecipitaci i imunoblotingu byla pouzita protilatka GCP2-04.
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Obr. 3. Imunofluorescencni lokalizace GCP2 v interfaznich burikach lidské linie U20S s pomoci monoklonalnich
protilatek GCP2-02, GCP2-03, GCP2-04 a GCP2-05. Vsechny protilatky znaci GCP2, ktery je koncentrovan v

centrozémech. Metanolova fixace, Usecka je 20 um.

A

81
———]
M ———50
gfl———————— 137
138

C

GCP-03

MSEFRIHHDVNELLSLLRIHGGDGAEVYI DLLOKNRTPYVTTTVSAHSAKVKIAEFSRTPEDFLKKYDELKSKNTRN

LDPLVYLLSKLTEDKETLQFLOONAKERAELAASAATSNTTSFSIPVAASKMSTQELEELRKQLGSVSTGSTLOQSL

194
ELTRKMLRDKQNKKNSGQPLPVFPAWVYERPTLAGDFLIG

GCP2-02 GCP2-03 GCP2-04 GCP2-05

94+ + +
+ + -

+ + -

194 - - +
- + -

+ - -

194 - - +
GCP2-02

GCP2-05

GCP2-04

o+ + 4

B
———40
98¢ cpo3
1 3 5 7
4180
e GCP-02
- GCP-05
1 3 5 7
121 ————160
‘o0 GCP2-04
1 3 5 7

Obr. 4. Identifikace epitopd rozpozndvanych protilatkami GCP2-02, GCP2-03, GCP2-04 a GCP2-05. (A) Analyza
reaktivit protilatek s GST-konstrukty GCP2 proteinu (+, pozitivni reakce). (B) Epitopové mapovani s vyuZitim
imobilizovanych syntetickych peptidd (15-mer, prekryv 11 aa) pokryvajicich aa oblasti 1-40, 41-80 a 121-160 (C)
Pozice epitopl rozpozndavanych protilatkami GCP2-02, GCP2-03, GCP2-04 a GCP2-05 jsou vyznaceny Zluté..

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze mysi monoklonalni protilatky GCP2-02, GCP2-03, GCP2-04 a GCP2-05 maji vlastnosti,
které je predurcuji pro uziti v ELISA testech, imunoblotingu, imunoprecipitaci (GCP2-02, GCP2-04, GCP2-05),
imunocytochemickych i histochemickych (GCP2-04) experimentech. U vSech protilatek byla identifikovana sekvence

rozpoznavaného epitopu.

V ptipadé zdjmu o dalsi informace anebo zakoupeni neexklusivni licence na hybridomy produkujici protilatky GCP2-
02, GCP2-03, GCP2-04 nebo GCP2-05 se obracejte na Centrum pro Transfer Technologii, UMG AVCR, Videriska 1083,
14220 Praha 4, Tel. (420-241 063 227 nebo 420-602 892 876).




