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Abstrakt

Rakovina je druhou nejéast&jsi piicinou umrti v CR. Maligni transformace bungk jsou
zpiisobeny vznikem adukti DNA nebo tvorbou reaktivnich forem kysliku. Jednou ze
skupin enzymt, které katalyzuji vznik téchto karcinogennich latek, jsou cytochromy P450,
napt. CYP1A1l a 1A2. V posledni dobé jsou velmi popularni chemopreventivni dopliiky
stravy, které by mély snizovat riziko rakoviny. Jejich nadmérné uzivani ale mize vést
k indukci CYP a naopak zvySeni rizika. Pozndni cytochromli P450 miize vést k ti¢elné;si
farmakoterapii nebo dokonce prevenci rakoviny. Vhodnym néstrojem pro studium proteini
je metoda ,,imunoblottingu", kterd vyuziva specifické vazby antigen- protilatka. K tomuto
ucelu mohou poslouzit slepi¢i anti-peptidové protilatky. Vysledkem této prace bylo ziskani
slepiCich protilatek proti peptidu, ktery byl vybran na zékladé¢ sekvence potkaniho
CYPIAI a literatury.

Kli¢ova slova: Zloutkové protilatky, peptidové antigeny, ELISA, Western blot

Abstract
Cancer is the second most frequent cause of death in the Czech Republic. The malignant

transformations of the tumour cells are thought to be caused by formation of DNA adducts
or by reactive forms of oxygen. One of groups of enzymes, that catalyse the formation of
these carcinogenic compounds, are cytochromes P450, for example the isofom CYP1ATI or
CYP1A2. Recently, chemopreventive food supplements that should decrease the risk of
cancer have become very popular. However, overusing of these supplements can induce
CYP and increase the risk of cancer. Due to CYP proteins cognition could be the
pharmacotherapy more efficient. Suitable tool for the study of CYP proteins is
,immunoblotting*, which utilizes specific bound between an antigen and an antibody. The
chicken anti-peptide antibodies were used for this purpose. The goal of this experiment
was to obtain chicken anti-peptide antibodies, using a peptide based on the sequence of rat

CYPI1AL. The chicken antibodies can be used in further research. (In Czech)

Keywords: Yolk antibodies, peptide antigen, ELISA, Western blot
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Seznam pouzitych zkratek

AhR aryl hydrocarbon receptor

AFB aflatoxin

Atb. antibiotikum

CCRP ,,C0- chaperon retention protein‘

CAR konstitutivni androstanovy receptor (constitutive androstane
receptor)

CYP cytochrom P450

DMSO dimethylsulfoxid

ELISA ,Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay*

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

HAH hydrogenované aromatické uhlovodiky (halogenated aromatic
hydrocarbon)

HSP90 ,heat shock protein 90*

IgG imunoglobulin isotypu G

IgY imunoglobulin ve vaje¢ném Zloutku (yolk)

KLH keyhole limpet hemocyanin

MFO oxygenasy se smiSenou funkci (mixed function oxidase)

NAD(P)H nikotinamiddinukleotid(fosfat)

p23 co- chaperon

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky (polycyclic aromatic
hydrocarbon)

PBS fosfatem pufrovany roztok chloridu sodného

PPAR ,peroxisome proliferator- activated receptor*

PXR »pregnane X receptor*

RARE ,retinoic acid response element*

RXR ,retinoid X receptorem*

SDS dodecylsiran sodny

TCDD 2¢,3¢,7¢,8¢- tetrachlorodibenzo-p-dioxin

XAP2 co- chaperon

RPM pocet otacek za minutu (revolutions per minute)



1 Teoreticky uvod

1.1 Cytochromy P450
Cytochromy P450 jsou hojné se vyskytujici enzymy [1]. Mizeme je nalézt u vSech zivych

organismil, od archebakterii, pfes rostliny az k Zivo¢ichiim [2]. Sekvence jejich mRNA
vykazuji zna¢nou podobnost [3]. Jednd se o rodinu enzymi, které se ucastni
biotransformace xenobiotik nebo 1é¢iv a biosyntézy fyziologicky dilezitych latek, jsou to
napfiklad steroidy, mastné kyseliny, eicosanoidy, v tucich rozpustné vitaminy a mnoho

dalSich [1].

Cytochromy jsou terminalnimi oxidasami mikrosomalniho oxygenasového systému
enzyml zvané oxidasy se smiSenou funkci (MFO- mixed function oxidase), které
katalyzuji inkorporaci atomu kysliku do hydrofobni molekuly za soucasného vzniku vody

[4, 5]. Cytochromy P450 (CYP) jsou systematicky oznaceny E. C. 1.14.14.1 [4].

Cytochromy byly prvné pozorovany Martinem Klingenbergerem pied vice jak 50 lety, kdy
studoval spektrofotometrické vlastnosti mikrosomalni frakce z potkanich jater. Po pfidani
redukéniho ¢inidla k mikrosomiim sycenym CO vykazovala smés specifickou absorbanci
pfiblizné pii 450 nm, kterd je v rdmci hemoproteint jedine¢na a slouzi k charakterizaci
cytochromil P450. Diky této vlastnosti také ziskaly cytochromy své oznaceni P450, P jako

pigment a 450 jako pozice pasu absorpcniho maxima [6].

Jde o evoluéné velmi starou skupinu enzymil. Sife jejich vyskytu vedla k nutnosti vysoce
usporddané nomenklatury [7]. Cytochromy P450 se nachdzi ve vyssi koncentraci v tkdnich

jako jatra, stfeva nebo kiira nadledvin [6].

Cytochromy hraji zasadni roli v 1. fazi metabolismu [8], béhem které dochézi ke zvySovani
polarity latky pro snazsi vyloudeni zorganismu [9]. Ucastni se reakci jako napf.
hydroxylace, N-, O-, S- dealkylace, sulfoxidace, epoxidace [1]. Jejich substratova specifita
je Sirokd, hydroxyluji celou Skalu organickych latek. Nékteré cytochromy katalyzuji jen
maly pocet reakci, napf. cytochromy metabolizujici endogenni latky [4]. Exogennimi
substraty mohou byt naptiklad 1é¢iva, anestetika, pesticidy nebo karcinogeny [1].
Krystalové struktury cytochromil jsou cilem z&jmu farmaceutickych firem z divodu

designu 1&¢iv [10].



1.1.1 Struktura
Cytochromy jako proteiny jsou sloZeny pfiblizné z 500 aminokyselin. Jejich molekulové

hmotnosti se pohybuji okolo 50 000 [4]. U savct se jedna piedev§im o membranové
vazané enzymy, které se vyskytuji v peroxisomech a endoplasmatickém retikulu [11]. Na
rozdil od bakteridlnich cytochromi P450 obsahuji membranovou N- terminalni kotvu
[10]. Na N konci se proto vyskytuji hydrofobni aminokyseliny pro vazbu v membranég,
blizko C konce se vyskytuje molekula cysteinu, kterd zprostfedkovava vazbu na hemové
zelezo [6]. Katalytické misto je velmi silné konzervovano [12]. Casti obsahujici hem
smétuji do cytosolu [13]. Protoporfyrin IX (struktura zobrazena na obrazku €. 1) je kromé
hydrofobnich sil vdzan v molekule CYP pomoci thiolatové siry cysteinu, kterd je patym
ligandem hemového Zeleza. Sestym ligandem hemového Zeleza je atom kysliku v molekule

vody [4].

Obrazek 1: Struktura hemu b

Monooxygenasové systémy jsou viceslozkové a kromé cytochromti P450 obsahuji i jiné
enzymy. Struktura MFO je znazornéna na obrazku ¢. 2. CYP (cytochrom P450) jako
enzym muzeme zafadit mezi NAD(P)H-O, dependentni monooxygenasy, které katalyzuji
hydroxylaci. Dalsi enzymy slouZzi k transportu elektront. Jako transportéry elektroni jsou
ptitomny reduktasy cytochromt, napt. NADPH: CYP oxidoreduktasa, NADH: cytochrom
bs reduktasa nebo ferredoxin reduktasa. Tyto systémy déli elektronovy par a dodévaji

postupné elektrony cytochromiim P450 [4]
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Obrazek 2: Struktura systému MFO (prejato a upraveno z [12])

1.1.2 Mechanismus tucinku
Substraty jsou predem vybrany mnoha fyziologickymi procesy zavislymi na vlastnostech

latek, napt. absorpce v travicim traktu.

Oxidace katalyzovana CYP muze probihat 3 mechanismy- pfenos hydroxylové skupiny na
substrat, pfenos elektronu ze substratu s nizkym redoxnim potencidlem nebo vlozeni atomu

kysliku na - vazbu ¢i volny elektronovy par [13].

Obecné¢ mizeme pifenos hydroxylové skupiny na substrat, tj. reakci katalyzovanou
monooxygenasami, vyjadiit sumarni rovnici, kde RH je substritem a ROH produktem
hydroxylace: RH + 0, + 2H* + 2e~ - ROH + H,0

V klidovém stavu ma hemové Zelezo oxidacni cCislo III (tzv. ferri forma) a je
hexakoordinovéano, Sestd valence je s kyslikem v molekule vody. Ptichozi substrat vytlaci
z aktivniho mista Sesty ligand, zaroven dochézi ke zméné konformace enzymu. Tato zména
zpiisobi posun absorpéniho pasu hemu v CYP. Vazba substratu také umoZiuje
jednoelektronovou redukci hemu, ¢imz zelezo méni své oxidacni Cislo na II (tzv. ferro
forma). Tato forma umozni vazbu molekularniho kysliku. Komplex s O, je déle redukovan
ke vzniku peroxidového aniontu. V piipad¢, ze neni druhy elektron dorucen dostatecné
rychle, se komplex rozpadd a pomoci superoxiddimutasy vznikd peroxid vodiku.
V komplexu, ktery obsahuje biatomickou molekulu O,, dojde k rozstépeni vazby O-O. Po
ptijeti dvou elektronli dojde k odstépeni jednoho atomu kysliku v podobé vody, zatimco
druhy zlstane vazdn v komplexu. Takto vznikly radikdl miZe odtrhnout z vhodného

substratu atom vodiku a vznikne radikdl substratu, na hemu tak vznikne hydroxylovy



radikal. Jejich rekombinaci vznikd hydroxylovany produkt [4]. Schéma mechanismu CYP

znéazornuje obrazek ¢. 3.
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Obrazek 3: Katalyticky cyklus cytochromu P450 (prejato a upraveno dle [14])

1.1.2.1 Inhibice
Naruseni jediného kroku mechanismu mize vést k inhibici enzymové aktivity. Reakcemi,

které jsou k inhibici nejnachylnéjsi, jsou vazba substratu na enzym, vazba molekularniho

kysliku a oxygenace substratu.

Mechanismy inhibice mitizeme délit do 3 skupin- reverzibilni, quasi-ireverzibilni a

ireverzibilni [15].

Reverzibilni inhibice

Pravdépodobné zahrnuje jen prvni krok katalytického cyklu. Inhibitory se mohou vazat jak
na hemové Zelezo, tak na lipofilni oblasti proteinu. Latky, které soucasné vazi ob& mista,
inhibuji silnéji. Sila inhibitoru je tedy dana lipofilitou proteinu a silou vazby mezi volnym

elektronovym parem a hemovym Zelezem.

Mnoho silnych reverzibilnich inhibitorti obsahuje dusik, napt. imidazoly, pyridiny nebo
chinoliny. Mezi latky obsahujici chinolin patfi napiiklad ellipticin, ktery selektivné

inhibuje CYP1A1/2 [15].



Quasi-ireverzibilni inhibice

Je zplsobena vznikem reaktivnich metabolitl. Tyto metabolity tvofi stabilni komplex
s hemovym Zelezem, ¢imz je CYP ptfeveden do inaktivniho stavu. V in vitro podminkach
miZe pii quasi-ireverzibilni inhibici dojit k opétovné reaktivaci. In vivo je ale stabilita
téchto komplext vysokd, takZe jedinou moZnosti, jak obnovit funkci enzymu, je syntéza

nového.

Mezi quasi-ireverzibilni inhibitory miZeme zafadit napf. metabolity alkylamind,

makrolidovych antibiotik nebo hydrazinii [15].

Ireverzibilni inhibice

Ireverzibilni inhibice je zplsobena tzv. sebevrazednymi substraty, enzym je tedy inhibovan

metabolitem reakce, kterou sam katalyzuje.

Latky obsahujici terminalni dvojnou nebo trojnou vazbu jsou pfeménény na radikalové
meziprodukty, které alkyluji hem nebo inaktivuji protein. Inhibitor tedy modifikuje hem,

protein nebo oboji soucasné. Mezi tyto latky patii napft. olefiny nebo acetyleny.
Modifikace proteinu mize byt zplisobena také tvorbou reaktivnich sirnych metabolitii [15].

1.1.2.2 Indukce
Jedna ze zvlaStnosti nekterych CYP je jejich inducibilita. Na rozdil od inhibice, ktera je

v podstaté okamzitou odpovédi na vzniklou situaci, je indukce pomaly regulaéni proces.
Z biologického pohledu je indukce adaptivni odpovéd’ ochranujici builkky od toxicity
n¢kterych xenobiotik [15].

Indukce CYP je zvelké casti zprostiedkovanad pomoci transkripénich faktord, resp.
receptort, aktivovanych ligandem. K témto intracelularnim receptorim patii ,aryl
hydrocarbon receptor (AhR), nuklearni receptory ,pregnane X receptor (PXR),
konstitutivni androstanovy receptor (constitutive androstane receptor, CAR) a ,,peroxisome
proliferator- activated receptor” (PPAR) [16]. Inducibilni exprese rodiny CYP1 je fizena
pfedevSim receptorem AhR, rodiny CYP2, 3 a 4 jsou fizeny ostatnimi receptory (PXR,
PPAR, CAR) [17].

AhR
Je konzervovan od bezobratlych po obratlovce. Pravdépodobné hraje dllezitou roli pro

udrzovani homeostdzy. V klidovém stavu je AhR asociovan s HSP90, XAP2 a p23.
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Ligandy vazici se na AhR jsou pfedev§im halogenované a polycyklické aromatické
uhlovodiky. Aktivace je zplsobena zménou konformace. Komplex, ktery byl aktivovan

ligandem, je translokovan do jadra.

Mezi ligandy vazici se na AhR patii napt. 2¢,3¢,7¢,8¢- tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)
[17].

CAR

Tento receptor se nachdzi v jatrech, ledvinach a travicim traktu. Mezi ligandy vazajici se
na tento receptor patii napf. fenobarbital, retinova kyselina nebo chlorpromazin.
V klidovém stavu je asociovan s HSP90 a ko- chaperonem CCRP. S ,retinoid X
receptorem* (RXR) tvoii komplex, ktery vaze ,retinoic acid response element” (RARE) a

aktivuji cilovy gen [18, 19].

PXR
Primarné je exprimovan v jatrech a travicim traktu. Aktivuji ho pfirozené steroidy nebo

rizné exogenni latky, napft. 1é¢iva Clotrimazol, Rifampicin a Tamoxifen. Aktivovany PXR

vaze RXR a XRE [20]. PXR a CAR rozeznavaji podobné sekvence cilovych genii [19].

PPAR-¢

Exprese CYP4 je v jatrech a ledvinach ovlivnéna fadou kyselych 1é¢iv a xenobiotik, napf.
léky na snizeni hyperlipidemie nebo ftalaity vyuzivané jak v medicindlnim tak
v chemickém pramyslu. Za indukci CYP4 je zodpovédny receptor PPAR-a. SRXR a
PPRE tvofi tento receptor funkéni ,,enhancer. Na rozdil od dalSich sav¢ich PPAR (PPAR-
v , PPAR-6) hraje PPAR- o zasadni roli u indukované hepatokarcinogeneze. PPAR- v je
hojné transkribovan v mnoha lidskych tkanich, kde reguluje adipogenezi [21].

Ptiklady inhibitori a induktorit CYP jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka 1: Priklady induktor( a inhibitort CYP (prejato a upraveno z [16], doplnéno dle [22, 23,
24])

Enzym | Inhibitor Induktor

1A2 Theofylin, kofein Fluvoxamin (antidepresivum)

2C9 Warfarin (antikoagulans) Fluconazol (triazolové antimykotikum)
2E1 Chlorzoxazon (svalovy relaxant) Disulfiram (antialkoholikum)

3A4/5 | Midazolam (hypnotikum) Clarithromycin (makrolidové atb.)

Enzym- dana isoforma CYP, inhibitor, induktor- pfiklady
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1.1.3 Kilasifikace
Ttidéni cytochroml je zaloZeno na sekvencni homologii. Jedna rodina je tvofena vSemi

cytochromy, které maji alespon ze 40% shodnou sekvenci, a oznacujeme je ¢islem- napf.
CYPI. Déle cytochromy délime na podrodiny, do podrodiny patii vSechny cytochromy,
jejichz sekvence se shoduji alespon v 55%. Podrodiny oznacujeme velkym tiskacim
pismenem, napt. CYP1A. Posledni ¢islo v oznaceni (napt. CYP1Al) oznacuje konkrétni

unikatni enzym [12].

1.1.4 Vyznam
Rakovina je po onemocnénich kardiovaskularni soustavy druhou nejcastéjsi pri¢inou amrti

v CR [25]. K malignim transformacim buiiky dochazi v diisledku poskozeni DNA. Toto
poskozeni mohou zptisobit napt. karcinogeny tvofici adukty s DNA. VétSina téchto adukti
potiebuje pro svilij vznik metabolickou aktivaci. Z tzv. pro- karcinogenni formy vznikaji
formy reaktivni, které tvoti vlastni adukty. Tato aktivace je Casto katalyzovana oxidasami
se smiSenou funkci, jejichz souc¢ésti jsou pravé cytochromy P450. Misto detoxifikace latky
dochazi k aktivaci, tu sice ¢ast 1é¢iv vyzaduje, ale je tak aktivovana i vétSina karcinogend.
Tohoto metabolismu se Uc€astni pouze 3 rodiny lidskych cytochromi, jsou jimi rodiny
CYPI1, CYP2, CYP3[9]. Druhym zptisobem, jak mohou CYP zplsobit zmény struktury
forem kysliku, jako jsou superoxidy nebo hydroxylové radikaly. CYP mohou také ovlivnit
ucinnost protirakovinovych 1é¢iv v zavislosti na tom, zda je léCivo aktivovdno nebo
detoxifikovano. Rozdilné exprese CYP ve zdravé a rakovinné tkani rozhoduje o selektivité
téchto 1éCiv proti nddorovym bunkdm [6]. Proto poznani CYP muze vést k ucelné;si

farmakoterapii nebo dokonce prevenci rakoviny [9].

Na hladinu CYP maji vliv osobni navyky jako je strava, koufeni, alkohol nebo expozice

latkam, které mohou indukci zpiisobovat [26].

Prvni moznosti, jak snizit riziko rakoviny, je snaha redukovat expozici karcinogennim
environmentalnim faktorim. Druhou moznosti je uzivani exogennich faktori (napf.
dopliikky stravy) [26], které mohou inhibovat katalytickou funkci CYP [27]. Spravny
zivotni styl a strava by mohly pfedejit vzniku az 40% vSech nadorii. Tyto preventivni
vlastnosti nabizi napf. rostlinnd strava. Chemopreventivni schopnost latek rostlinného
pivodu je kombinovéana s antioxidativnimi, protizdnétlivymi vlastnostmi a vlastnostmi

podporujici imunitu [26]. Témito vlastnostmi disponuji napt. flavonoidni latky, které se
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vyskytuji v zelenin€, ovoci, lusténinach, ale také v €aji, kave, erveném viné nebo pivu
[27]. Vzhledem k pfirodnimu plivodu doplikl stravy je tato cesta prevence velmi
popularni, ale vyssi ptijem téchto latek mize mit i opacny u€¢inek. Chemopreventivni latky
pusobi jako induktory CYP, coz znamend, ze CYP mohou metabolizovat prokarcinogenni
latky na karcinogenni. Ddle mohou byt tyto chemopreventivni latky pfeménény na
cytotoxické nebo mutagenni latky. Tim se riziko vyskytu rakoviny naopak zvySuje [26,
28].

1.1.4.1 Podrodina 1A
Podrodina 1A je tvofena dvéma ¢leny, CYP1Al a 1A2, které jsou ze 71 % identické [29].

U lidi a hlodavct se vyskytuji v plicich, jatrech, stieve, placenté nebo ledvinach [30].

Indukce téchto dvou enzymi mulze vést ke sniZeni karcinogenity nékterych latek. Napf.
indukce B-naftoflavonem inhibuje vyvoj nadoru v plicich a mlécné Zlaze hlodavct, kterym
byl podavan 7,12-dimethylbenz[a]antracen, ktery je vysoce karcinogenni. Naopak tyto dva
enzymy také mohou néckteré latky aktivovat, jako napiiklad benzo[a]pyren, a tim jejich

indukce riziko karcinogenity zvysuje [15].

Tato rodina ma afinitu k polycyklickym, ¢asto halogenovanym, aromatickym uhlovodikiim
HAH/ PAH (halogenated/ polycyclic aromatic hydrocarbons). Tyto latky jsou b&znymi
kontaminanty Zivotniho prostfedi a zpisobuji rizné toxické odezvy [31]. Jejich oxidaci
jsou produkovany arenoxidy, diolepoxidy a dalsi reaktivni produkty, které tvoti adukty

s DNA nebo proteiny [32].

CYP 1Al

Lidsky CYP1AL je slozeny z 512 aminokyselin [33]. Je exprimovan piedev§im v tkanich
jako plice, travici trakt, placenta nebo kiize [34]. Je vysoce inducibilni [32]. U
experimentalnich zvifat je CYP1A1 indukovan polutanty zivotniho prostfedi, kromé PAH
také napf. polychlorovanymi dibenzo-p-dioxiny, polychlorovanymi dibenzofurany a
polychlorovanymi bifenyly [35]. Konkrétni piiklady induktori mohou byt 2¢,3¢,7¢,8‘-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) nebo B-naftoflavon [36].

Nejcastéjsi formou rakoviny je rakovina plic. Jejim nejvétSim rizikovym faktorem je
cigaretovy kouf, ktery obsahuje mnoho PAH a heterocyklickych aminti nebo amidd, které
jsou soucasn¢ substratem i induktorem CYP1Al [36]. Indukce CYP1Al souvisi

s vyskytem DNA aduktl v plicich a tim i rizikem vzniku rakoviny [37].
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CYP 1A2

Jedna se o protein tvofeny v piipade lidské isoformy 515 aminokyselinami. Je exprimovan
v jatrech a je inducibilni [32]. VétSina jeho substratii jsou hydrofobni a obsahuji planarni
kruh [36]. Metabolizuje arylaminy nebo heterocyklické arylaminy. Jeho inhibice ma vliv
na prevenci rakoviny [34]. Utastni se metabolismu nékterych piirodnich latek, napf.
theofyllin a kofein, nebo 1é€iv, napt. tacrin, lidocain, paracetamol a warfarin. Mezi ptirodni
nefrotoxiny metabolizované CYP1A2 patii kyselina aristolochova, ktera souvisi s nadory

mocového méchyte [36].

Rizikovym faktorem pro vznik rakoviny je kromé jiného i strava. Potencidlnimi
karcinogeny mohou byt mykotoxiny nebo aflatoxiny, které jsou sekundarnimi metabolity
plisn¢ Aspergillus. Mohou se vyskytovat v arasidech nebo pistaciich. Aflatoxin (AFB) je
aktivovin CYP1A2 na exo- AFB-8,9-epoxid a dalsi oxidované formy [27]. Tento

elektrofilni metabolit je reaktivni a je schopen indukovat alkylaci guaninu v DNA [38].

1.2 Protilatky
V roce 1890 objevili von Behring a Kitasato v krvi agens, kterd byla schopné neutralizovat

diftericky toxin. Tuto castici nazvali jako ,,Antikorper” (protilatky). V roce 1939
elektroforeticky rozdé€lili Tiselius s Kabatem sérum zimunizovaného zvifete na
albuminovou, a-, B- a y- globulinovou frakci. Reakce s antigenem zmenSila y- frakei, proto
globuliny obsazené v této frakci byly nazvany jako imunoglobuliny nebo IgG

(imunoglobulin isotypu G) [39].

Imunoglobuliny slouzi jako receptory na povrchu B bun€k nebo jsou v rozpustné
(sekretované) form¢ ptitomné v krevnim séru [40]. Rozpustné mohou slouzit k vazbé na
antigen, tim mohou antigen ,neutralizovat®, opsonizovat' nebo spustit komplementovou

reakci® [39].

Protilatky jsou glykoproteiny sekretované specializovanymi B butikami, jinak nazyvané
také plazmatické buniky [41]. Imunoglobuliny jsou tvofeny 2 tézkymi (H) fetézci, které
jsou spojeny cystinovymi mustky a jsou tvoteny 4-5 podobnymi doménami, z nichz kazda
obsahuje pfiblizné 110- 120 aminokyselin. K tézZkym fetézclim jsou pfipojeny 2 lehké (L)

fetézce skladajici se ze dvou domén. Domény na N konci L i H fetézce jsou oznacovany

! Opsonizace je d¢&j, kdy je pomoci protilatek antigen rozpoznan jako cizorody [39]
? Komplementova reakce je reakce vedouci k chemotaxi, opsonizaci nebo zniCeni butiky
[39]
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jako variabilni (Vi, V) a vytvafeji vazebné misto pro antigen. Ostatni domény jsou
konstantni (C). Oblast cystinovych miistkii se nazyvd pantova. Plisobenim vhodnych
proteolytickych enzymt ziskame fragmenty Fab, z nichz kazdy obsahuje jedno vazebné
misto pro antigen, a fragment Fc. Struktura protilatek je schematicky zobrazena na
obrazku ¢. 4. Touto konzervovanou c¢asti molekuly se imunoglobuliny véazi na Fc
receptory. RozliSujeme nékolik isotypt- IgA, IgE, 1gG, IgM a IgD. Isotyp IgM tvofi
pentamer, IgA dimer. Jednotlivé monomery IgM nebo IgA jsou spojené pomocnym

fetézcem J, u dimeru IgA se vyskytuje navic sekrecni komponenta. [40].

doména
e vazajici
variabilni antig;Jen \ Antigen
doména

Fab

Obrazek 4: Struktura imunoglobulinu (pfejato a upraveno dle [41])

Protilatky miZeme rozd¢lovat na monoklondlni a polyklonalni. Polyklonélni protilatky
jsou smés odlisnych molekul, které jsou produktem mnoha kloni B bunék. Monoklonélni
jsou naopak produktem jediného klonu [40]. Protilatkova kiizova reaktivita polyklonalnich
protilatek mulize slouzit jako uziteny vyzkumny néstroj pro identifikaci podobnych
antigenll. Monoklonalni protilatky jsou mifené proti jedinému epitopu, miZe tedy nastat
ptipad, ze protildtka nerozezna sviij antigen v denaturované formé¢, coz je nevyhodou
oproti polyklonalnim, které rozpoznaji mnoho epitopti. Monoklonélni protilatky mizeme
vyuzit pfi hodnoceni zmén konformace, protein- proteinovych interakci nebo

fosforylacnich stavii [41].
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1.2.1 MozZnosti pripravy

1.2.1.1 Polyklondlni protilatky

vvvvvv

fylogeneticky odstup produkéniho organismu od savci byl co nejvétsi, coz vede k vétsi
odli$nosti epitopt. Pfi produkci polyklonalnich protilatek je téz dulezity vybér druhu,

protoze mnozstvi protilatek zavisi na velikosti zvitete [41].

Polyklonélni antisérum reaguje s fadou epitopli na urcitém antigenu. Toto antisérum je
vysledkem zdmérné imunizace zvitete [40]. Imunizacni proces zahrnuje 3- 4 imunizaéni
davky a prabézny sbér séra [42]. Sérum obsahujici protilatky je pak ziskano vykrvenim
imunizovanych zvirat [43]. Nejcastéji jsou pouzivani krélici, kozy nebo ovce pro jejich
velikost, snadny pfistup k cévam a robustnosti jejich imunitni odpovédi. Z nich nejvice
pouzivany je kralik, protoze je nejméné naro¢ny a levny na chov. Kromé savcii miizeme

vyuzit tieba slepice [41].

1.2.1.2 Monoklondlni protildtky
Monoklonalni protilatky jsou ziskavany hybridomovou technologii. Kazdy B lymfocyt

produkuje jeden unikatni, specificky typ protilatky, cehoz tato metody vyuziva.

Nejprve jsou mysi imunizovany Cistym antigenem. Nasledné izolujeme klon mySich
slezinnych B bungk, ktery produkuje protilatky s poZadovanou specifitou, déle je vytvoren
hybridom fuzi s myelomatickymi buiitkami, hybridom pak roste v bunécné kultufe a do

media jsou sekretovany vytvotené protilatky [40, 44].

1.2.1.3 Anti-peptidové protildatky
Protilatky nejen proti CYP mohou byt pfipraveny imunizaci syntetickym peptidem, tj.

malym usekem sekvence apoproteinu. Takto pfipravené protilatky jsou sméfovany proti
jedineénému cilovému antigenu. Rozeznaji tedy unikatni specificky region dané isoformy

CYP.

Tyto protilatky se hodi pro ,,imunoblotting®, imunoihnibici enzymové aktivity nebo

imunocytochemii® [44].

* Imunocytochemie vyuziva znagenych protilatek pro zkoumani proteinii v tkanich [65]
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1.2.2 Slepici protilatky
Slepic¢i protilatky jsou levnéjsi variantou sav€ich protilatek, navic rozeznaji vice epitopil

nez odpovidajici savéi [45]. Specifita® a avidita® slepicich protilatek jsou podobné jako u

protilatek produkovanych kraliky, mySmi nebo morcaty [46].

Slepi¢i IgY (yolk) jsou homologem k savéim IgG a jsou produkovany do vajecného
zloutku [46]. Kazdy Zloutek obsahuje asi 100 mg IgY [43, 47]. Ro¢ni produkce IgY se
pohybuje okolo 28-42 g na jednu slepici [43] .

IgY kombinuji dvé funkce, které jsou u sav€ich protilatek rozdéleny mezi IgE a IgG, a to
obrana proti systémovym infekcim, coz zprostiedkovava IgG, a schopnost
zprostfedkovavat anafylaktické reakce, coZ je funkci IgE [48]. Pantova oblast IgY je kratsi
a mén¢ flexibilni. Jsou vice hydrofobni nez IgG, kvili prostfedi ve Zloutku bohatému na
lipidy [43]. Molekulovd hmotnost IgY (180 kDa) je vétsi nez IgG (150 kDa) [49]. Jsou
stabilni v rozmezi pH 4-9, do teploty 65°C ve vodném prostiedi, v jiném jsou stabilné;si.
Rezistence vi¢i vyS§imu pH a stabilita je zvySovana vyS$$i iontovou silou nebo
stabilizacnimi ¢inidly jako sorbitol. Protilatky jsou uchovavany pii 4°C [43], v roztoku

s ptidavkem NaCl (0,9% w/v) a NaN3 (0,02% w/v) [50].

Jednou z jejich vyhod je velky fylogeneticky rozestup od savct [41]. Protilatky jsou
produkovany do vajecného zloutku, odkud jsou pak izolovany [51]. Neni nutny sbér krve a
vyprodukované mnozstvi protilatek za tyden obsazenych ve vajicku je vétsi nez v krvi
kralika [41]. Sandwichové metody, jakou je tfeba metoda ELISA (Enzyme- Linked
ImmunoSorbent Assay), jsou nachylné na nespecifickou interferenci zptsobenou riznymi
faktory pfitomnymi v séru. Slepici protilatky nabizi vyhodu také v tom, Ze nerozeznaji
protein A, G, savéi Fe receptor a nespousti komplement, coz jsou praveé faktory zptisobujici

interferenci [46].

IgY jsou uspésné vyuzivany pro védecké, diagnostické, profylaktické i terapeutické ucely

[50]. Jsou vyuzivany pro bézné imunometody jako jsou ELISA, Western blot [43].

* schopnost rozeznat specificky epitop (¢ast molekuly antigenu, ktera se vaze do vazebného
mista) [41]
> sila, kterou polyvalentni protilatka interaguje s polyvalentnim antigenem [40]
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2 Cile
Cilem této prace je vytvorit specifické protilatky proti potkanimu cytochromu P450 1A1.

Pro dosaZeni cile bylo zapotiebi splnit dil¢i ukoly:

1) Vybér a syntéza vhodného peptidu
2) Pfiprava imunogenu pro imunizaci slepic
3) Izolace IgY z vajecného Zloutku

4) Zjisténi specifity vytvorenych protilatek pomoci metod ELISA a ,,Western blot*
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3 Material a metody
3.1 PouZité pristroje
Analytické vahy

40SM-200A, PESA, Svycarsko
Discovery, Ohaus, USA

Automatické pipety
Nichipet EX, Nichiryo, Japonsko
Eppendorf, Némecko

Centrifuga
Centrifuge 5418, Eppendorf, Némecko
Centrifuga K70D, MLW, Némecko

Fotometr mikrotitra¢nich desti¢ek

Sunrise, Tecan, Svycarsko

Inkubator

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories, Velka Britanie

Magneticka michacka
KMO 2 basic IKAMAG, IKA, Némecko
VARIOMAG MONO, USA

Opakovaci davkovaé

Multipette, Eppendorf, Némecko

pH metr
HI 2211, HANNA Instruments, USA

Piedvazky
Kern EW 600-2M, Kern&Sohn, Némecko

Sonikator
Elmasonic E30H, Elma, Némecko

Spektrofotometr
Spektromom 195 D, MOM Budapest, Mad’arsko
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Vicekanalova pipeta

Proline, Biohit, Finsko

3.2 Pouzité chemikalie a material
Fluka, Svycarsko

pNPP (hexahydrat 4-nitrofenylfosfatu disodného)

Chemapol, Ceskoslovensko
NaHCO3, N3.2CO3

Lach-ner, Ceska republika
NaCl, NaH2P04. 2 Hzo, HCl, MgCh, NaH2PO4'2H20; NazHPO4‘ 12H20

Penta, Ceska republika
NaN3;, NaOH

SERVA, Némecko
Tween 20

Sigma- Aldrich, USA

Dimethylsulfoxid, anti-slepici IgG konjugovana s alkalickou fosfatasou;

Thermo Fisher Scientific, USA
Imject Maleimide-Activated Mariculture KLH (keyhol limpet hemocyanin); KLH;
mikrotitrac¢ni desticka F16 MaxiSorp NUNC-IMMUNO MODULE

3.3 Metody

3.3.1 Vybér peptidu

Nejprve byly v literatufe vyhledany komeréné vyuzivané nebo védecky pouzité sekvence
peptidu. Na zéklad¢ této reserSe bylo vyhledano misto s nejcastéj$im vyskytem pouzitych
sekvenci. Déle byla pro ziskané peptidy zjiStovana unikétnost, druhova specifita a kiiZzova
reaktivita s jinymi enzymy potkaniho metabolismu. Pro zjisténi ptipadné kiizové reaktivity
byl vyuzit program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool- nastroj pro vyhledavani
podobnosti mezi sekvencemi), ktery hleda podobnosti a identity s ostatnimi proteiny. Pro
nalezené peptidy s délkou upravenou na délku mezi 8-14 aminokyselin bylo provedeno
srovnani mezi potkanim CYP1Al a 1A2, lidskym CYP1A1l a 1A2, lidskym a potkanim
CYPIAla lidskym a potkanim CYP1A2.
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Pro vybrané peptidy byla pomoci komeréniho webu predikovdna sekundérni struktura
(Consensus Secondary Structure Prediction, Network Protein Sequence Analysis, Pdle
Biolnformatique Lyonnais) a testovano skoré¢ antigenicity (Antigen Profiler Peptide Tool,

Thermo Scientific).

Podle vybranych sekvenci byly syntetizovany peptidy (biotechnologicka firma VIDIA,
CR).

3.3.2 Priprava imunogenu

Vzhledem k tomu, Ze peptidy jsou pfili§ malé pro vytvoteni dostate¢né imunitni odpovédi,
bylo nutné navazat na vhodny protein. V nasem piipadé byl pouzit KLH (keyhole limpet
hemocyanin). Jednd se o maleimidem aktivovanou formu, reagujici s —SH skupinou

peptidu za vzniku thioesterové vazby. Schéma konjugace je znazornéno na obrazku €. 5.

Protein ' “‘(1
KLH ”;_O_IN 0 L Peptid
Q

— NH :

Obrazek 5: Schéma konjugace peptidu na KLH (prejato a upraveno z [52])

Nejprve byl pfipraven konjugacni pufr (0,1 M NaH,PO,, 0,15 M NaCl, pH= 7,2). Déle
bylo ptipraveno 200 pl roztoku Imject Maleimide Activated mcKLH v destilované vodé o
koncentraci 10 mg/ml. Z obou peptidi bylo navdZzeno po 1 mg. Navédzka peptidi byla
rozpusténa ve 100 pl konjugacniho pufru, pro rozpusténi peptidu 1Ala bylo potieba ptidat
10 pl DMSO. Oba roztoky byly smiseny v ekvivalentnim mnozstvi, tj. 100 pl roztoku
peptidu v konjugacnim pufru a 100 pl roztoku mcKLH. Vznikl4d smés se michala 2 hodiny
pii pokojové teploté.

3.3.3 IzolacelgY
Zloutky, které byly pouzity pro ziskani kontrolni frakce IgY, byly dodany jiz oddélené od

bilkii a fedéné 1:1 PBS s azidem. Pro dal$i praci byly tyto roztoky fedény 4krat vodou
z vodovodu. Pro izolaci specifickych protilatek proti peptidu 1Ala bylo pouzito 5 vajec,

21



proti peptidu 1A1b také 5 vajec. Zloutky byly pomoci separatoru oddéleny a 8krat fedény
vodou z vodovodu. Takto ptipraveny roztok (4 nebo 8krat fedény) byl promichin na
magnetické micha¢ce. Hodnota pH roztoku byla upravena pomoci 1 M HCI na hodnotu 5.
Takto pfipraveny roztok byl pfes noc zamrazen a druhy den bchem postupného
rozmrazovani prefiltrovan. Do pfefiltrovaného roztoku bylo pfidano NaCl do 8,76 % (w/v)
koncentrace. Hodnota pH tohoto roztoku byla upravena 1 M HCI na pH= 4. Vznikl4 smés
se michala 0,5 hod na magnetické michacce, dalsi 1,5 hod tato smés stala za laboratorni
teploty. Béhem této doby doslo k precipitaci. Smés byla centrifugovdna na centrifuze
Janetzki K70 pti 2700 RPM (otacek za minutu) po dobu 20 min. Po centrifugaci byl slit
supernatant, peleta byla resuspendovana v 6 ml PBS s azidem (13,4 mM NaCl; 1,8 mM
Na;HPOy4; 1 mM NaH,POy; 0,1% (w/v) azid sodny) a roztok byl fedén, dokud nebyl roztok

¢iry. Vznikly roztok byl 5 dni skladovén v lednici, aby mohly sedimentovat necistoty.

Vysledné koncentrace proteint byla zjiSténa pomoci méfeni absorbance pii 280 nm. Pred
meéfenim absorbance byly vzorky stoceny pii 13 000 RPM po dobu 5 minut. Jako slepy
vzorek byl pouzit PBS pufr s0,1% azidem sodnym. Koncentrace proteinii v ziskané

protilatkové frakci byla vypocitdna pomoci empirického faktoru.

c=Ayg-f-1 c koncentrace proteinti (mg/ml)
A,go absorbance pii 280 nm
f empiricky faktor f = 1,094

n fedéni

3.3.4 ELISA
Pro zjisténi specifity protilatek proti danym peptidiim byla pouZzita metoda ELISA.

V prvnim kroku bylo nutné navazat antigen na dno jamek desticky F16 MaxiSorp NUNC-
IMMUNO MODULE. Pro navazani byl vytvofen roztok peptidd (1Ala a 1Alb)
v imobiliza¢nim pufru (15 mM Na,COs; 35 mM NaHCOs; pH 9,6) o koncentraci 4 pl/ml.
Do kazdé¢ jamky bylo naneseno 100 pl. Destic¢ka byla inkubovana ptes noc pti 4°C. Druhy
den byl roztok slit a jamky byly 3krat promyty 200 pl promyvaciho roztoku (PBS s 0,1%
TWEEN 20: 13,4 mM NaCl; 1,8 mM Na,HPO,; 1 mM NaH,POq; 0,1% (v/v) TWEEN 20;
pH 7,2). Po promyti bylo na desticku naneseno po 150 ul 0,2% roztoku fidkého bilku v
PBS s 0,1% TWEEN 20 a destic¢ka byla inkubovana 1 hod pti 37°C. Roztok bilku byl slit,
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destiCka promyta a bylo naneseno po 100 pl roztoku slepicich protilatek o koncentracich
30 a 3,3 mg/ml, vzdy v dubletu. Pro pfipravu roztoku protilatek byl pouzit PBS (13,4 mM
NaCl; 1,8 mM Na,HPO,; 1 mM NaH,POy; pH 7,2). Inkubace probihala 2 hod pii 37°C. Po
sliti a promyti desticky bylo na desticku naneseno po 100 pl roztoku sekundarnich
krali¢ich anti- slepicich protilatek nesoucich alkalickou fosfatazu fedénych 1:1 400 v PBS.
Desticka byla inkubovana pti 37°C po dobu 1 hod. Po sliti a promyti byl pfidan vyvolavaci
roztok (0,1 mg/ml pNPP (4-nitrofenylfosfatu disodného); 0,02 M Na,CO;; 0,03 M
NaHCO3;; 1 mM MgCly) a inkuboval se 10 min. Po 10 min byla reakce zastavena 100 pl
3 M NaOH. Vysledek byl vyhodnocen na spektrofotometru Sunrise (Tecan).
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4 Vysledky

4.1 Vybér peptidu
Nejprve bylo nutné vybrat v primarni sekvenci cytochromu P450 1A1 dle literatury oblast,

kde se vyskytuje nejvice pouzitych sekvenci.

Tato oblast se vyskytovala mezi

aminokyselinami 241 a 360. Na obrazku ¢. 6 je modfe oznacena celd oblast, dalSimi

barvami jsou oznaceny ostatni peptidy v této oblasti.

240

IPILE

TLEPNSS

Oblast 3

246— 375
LDAFEDINEEFYSFMERLIEEHYRTFEEGHIRDITDSLIEHCQODERLD

IPILRYLPNSSLDAFEDINERFYSFMEELIEEHYRTFERGHIRDITDSLIEHMODERLDE

IPILRYLPNSSLD
IPILRYLPNSSLDA

WENSIR NN AN SR DL FCACGEF DT ITTATSWSIMY LVTN PRI QREEIQEELDTVI GRDRC
NANVOLSDDEVITIVEFDLFGAGFDTITTAISWS LMY LVTNPRIQRRIQEELDTVI GRDRC

e

LSDDEVITIVFDLEGAGFDTITTAISWSLMY LVTNPRICORREIQEELDTVIGRDRC
LSDDEVITIVFDLFGAGFDTITTAISWS LMY LVTNPRIQREIQEELDTVIGRDRC

Obrazek 6: Oblast s nejvyssi Cetnosti pouZitych peptidl, modra- celd oblast, ostatni barvy-
jednotlivé peptidy

Dale byla zkouména druhova specifita a kiizova reaktivita v jednotlivych sekvencich.

Ziskané informace o peptidech vyznacenych na obrazku €. 6 jsou shrnuty v tabulce €. 2,

barvy odpovidaji oznaceni sekvenci na pfedchozim obrazku (¢. 6).

Tabulka 2: Vlastnosti peptid(i vybranych z literatury

Sekvence | AMK | Zdroj | ,,Cross- reaktivita“ | Druhova specifita
70 | [53] mys, ¢lovek, potkan
Sekv 3.1 | 16 [54] mys, potkan
BEREE | 50 [55] danio pruhované, ¢lovek, kin, mys,
hovézi, potkan, kralik, ovce, morce, pes
- 50 [56] prase, kralik, mys, ¢lovék, potkan
Sekv3.4 |7 [57] clovek, potkan
Sekv 3.5 | 13 [57] CYP1A2 clovek, potkan
30 | [58] | CYPIA2 Elovek
17 |[59] |CYPIA2 potkan

Sekvence- oznaceni jednotlivych sekvenci, AMK- délka peptidu, zdroj- literarni zdroj, kde byl

peptid nalezen, , Cross- reaktivita“- kfizova reaktivita s jinymi potkanimi enzymy, specifita- mozné

pouziti pro dalsi organismy
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Pozadavku, aby se délka pohybovala mezi 8 a 14 aminokyselinami a na N nebo C konci
byl cystein, se pfiblizovaly 3 sekvence, sekv. 3.1, 3.5 a 3.7 (3.5 a 3.7 jsou velmi podobn¢),
ze kterych také vychazel dalsi postup. Sekvence 3.1 a 3.7 byly postupné zkracovany a byla
vyhodnocovana jejich hydrofilita, aby byl peptid rozeznan imunitnim systémem.
V pozadovaném rozmezi byly nejhydrofilngjsi peptidy C- QDRRLDENANVQ (1Ala) a
RDITDSLIEH- C (1A1b). Pomoci predikéniho programu byla nalezena v peptidu 1Ala
cast a-helixu, kterd by ale neméla ovlivnit funkénost peptidu, protoze nebyla po celé délce
a vyskytovala se na stran¢ u cysteinu, ktery bude nasledné navazan na KLH. Ptestoze bylo
pro druhy peptid (1A1b) zjisténo, ze se po celé délce vybrané sekvence nachazi a-helix,
rozhodli jsme se tento peptid pro imunizaci vyuzit, abychom ziskali porovnani mezi

informace ziskanymi z literatury a informace ziskanymi pomoci predik¢énich programt.

Predposlednim krokem bylo zjistit skoré antigenicity daného peptidu. Peptid C-
QDRRLDENANVQ ziskal skor¢ 3,7, peptid RDITDSLIEH- C ziskal 2,6.

Na zéklad¢ informaci z literatury by mély byt protilatky proti peptidu 1Ala pouZitelné jen
pro lidsky a potkani CYP 1A1. U protilatek proti peptidu 1Alb lze predpokladat kiizovou
reaktivitu s potkanim CYPIA2, neni vSak zcela jasné, zda ji lze vyuzit i pro lidské
isoformy CYP1A1 nebo 1A2. Shoda ve tfech aminokyselinach by mohla zptisobit kiizovou
reaktivitu. Pro zjiSt€ni a ovéfeni kiizové reaktivity protilatek s potkanim CYP1A2 a
lidskymi CYP 1A1 a 1A2 byl sestrojen "alignment". Pro peptid 1Ala nebyla nalezena
zadna shoda mezi potkanim CYP1Al a 1A2. Pro peptid 1A1b bylo zjiSténo, ze v oblasti,
ve které se sekvence peptidu vyskytuje, se nachazi shoda ve tiech aminokyselindch mezi
potkanim CYP1Al a 1A2. Pro sekvence obou peptidd byla nalezena homologie
mezi lidskym a potkanim CYP1Al. Pro peptid 1Alb byla nalezena ¢aste¢nd homologie
mezi lidskym a potkanim CYP1A2. "Alignment" je zobrazen na obrazku €. 7. Na zédklad¢
"alignmentu" bylo tedy zjiSténo, ze protilatky proti peptidu 1Ala by mohly kiizové
reagovat s lidskym CYP1ALl a ze protilatky proti peptidu 1A1b by mohly kiizové reagovat
s potkanim i lidskym 1A2 i lidskym 1A1.
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PO0185 CP1Al RAT 240 FIPILRYLPNSSLDAFKDLNKKFYSFMKKLIKEHYRTFEKGHIRDITDSLIEHCQDRRED 2959
P04799 CP1A2 RAT 237 FFPVLRYLPNPALKRFEKNFNDNEVLFLOKTVQEHYQDFNKNSIQDITGALFKHSENYKDN 296
::«k::_** *:*****:*:**** **:: ***:*::****:***********

PO0185 CP1Al RAT 300 ENANVOLSDDKVITIVEDLFGAGEDTITTAISWSLMYLVTNPRIQRKIQEELDTVIGRDR 359

P04799 CP1A2 RAT 297 -—--GGLIPQEKIVNIVNDIFGAGFETVTTATIFWSILLLVTEPKVQRKIHEELDTVIGRDR 353
e e e e e e e :*::*********** ********:*** *:*:******

P00185 CP1A1l_RAT 241 IPILRYLPNSSLDAFKDLNKKFYSFMKKLIKEHYRTFEKGHIRDITDSLIEHCQDRREDE 300

P04798 CP1Al_HUMAN 237 IPILRYLPNPSLNAFKDLNEKFYSFMQEKMVKEHYKTFEKGHIRDITDSLIEHCQEKQLDE 296
kEkkkkkkkh Kk k Kk Khhkxrh Ak kA kkEh kKA AFk FhF  khkkhkkExkkEkkEkk K

P00185 CP1A1l_RAT 301 NANVQLSDDKVITIVFDLFGAGFDTITTAISWSLMYLVTNPRIQRKIQEELDTVIGRDRQ 360

P04798 CP1A1l_HUMAN 297 NANVWOISDEKIINIVLDLFGAGFDTVTTAISWSLMYLVMNPRVQRKIQEELDTVIGRSRR 356
krrhEE 1 FF X R X REIETRR XXX XA XXX FAXFAXE Fx XXX dxxxdhx 75K %5FF5% %%

P04799 CP1A2_RAT 240 VLRYLPNPALKRFKNFNDNFVLFLQKTVQEHYQDFNKNSIQDITGALFKHSEN-YKDNGG 298

P05177 CP1A2_HUMAN 241 ILRYLPNPALQRFKAFNQRFLWFLQKTVQEHYQDFDKNSVRDITGALFKHSKKGPRASGN 300

FokkAkAkd ok kkd A ARk d R gk kK AAE Kkgpy KEkyhkgakhAkkg g AAkAkAAkk g kg Ak kR

Obrazek 7: "Alignment" potkaniho CYP1A1 a 1A2, Zluté je oznacen peptid 1A1a, zelené 1A1b, na
Casti A je zobrazeno srovnani potkaniho CYP1A1 a 1A2, na casti B lidského a potkaniho 1A1 a na

Casti C lidského a potkaniho 1A2

Vybrané peptidy, jejich pfedpokladana reaktivita a oznaceni je shrnuto v tabulce €. 3.

Tabulka 3: Shrnuti vlastnosti peptid(i vybranych pro imunizaci

Reaktivita
Peptid Oznadeni Potkan Potkan Clovék Clovék
CYP1A1l |CYPIA2 |CYPI1Al CYP1A2
C- QDRRLDENANVQ | 1Ala + - + -
RDITDSLIEH- C 1A1b + + + +

Peptid- aminokyselinova sekvence peptidu, reaktivita- shrnuti, zda by protilatka méla rozeznat
dany enzym

4.2 IzolaceIgY

Ze Zloutkl sbiranych pted a po tfeti imunizacni ddvce v piipadé protilatek proti peptidu
1A1b, pted imunizaci a po druhé imuniza¢ni davce v ptipad¢ protilatek proti peptidu 1Ala,
byly ptipraveny kontrolni a specifické protilatky. Po isolaénim procesu byl zméfen objem
pfipravenych frakci a zméfena koncentrace proteinli v jednotlivych frakcich. Tyto dvé

vlastnosti jsou shrnuty v tabulce €. 4.
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Tabulka 4: Charakteristiky izolovanych protilatek

IgY Objem (ml) | Koncentrace IgY (mg/ml)
Kaia) 18 23,8

1Ala 11 27,8
Kaai 10 22,3

1A1b 11 50,8

K(1410- 0znaleni kontrolni frakce protildtek proti peptidu 1Ala, 1A1a- oznaeni frakce specifickych
protildtek proti peptidu 1Ala , Kiai) — 0znadeni kontrolni frakce protildtek proti peptidu 1A1lb,
1A1b- oznaceni frakce specifickych protilatek proti peptidu 1A1b

4.3 ELISA
Pro zjisténi specifity protilatek proti danym peptidim byla provedena ELISA. Vysledky

ziskané z jednotlivych absorbanci jsou zndzornény na obrazku €. 8.

Zaporné hodnoty rozdilu absorbanci barevnych komplext specifickych a kontrolnich
protilatek v ptipad€ protilatek proti peptidu 1Ala naznacuji, Ze isolované protilatky peptid
nerozeznavaji. Naopak kladné hodnoty v ptipadé peptidu 1Alb naznacuji, Ze specifické

protilatky peptid rozeznaji.

ELISA IgY

0,9 -
0,8 -
0,7 - {
0,6 -
0,5 -
0,4 - m3,3pg/ml
30 pg/ml

A405

0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 —+ '
01 4 1Ala _ 1A1b

0,2 -

Obrazek 8: ELISA- Sloupce v grafu znazornuji rozdil absorbanci mezi specifickymi a kontrolnimi
protilatkami. Vysledky jsou uvedeny se smérodatnou odchylkou.
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5 Diskuze

Rakovina je po onemocnénich kardiovaskularni soustavy druhou nejcastéjsi pri¢inou amrti
tvorbou reaktivnich forem kysliku [6, 9]. Jednou ze skupin enzymt, které katalyzuji vznik
téchto karcinogennich latek, jsou cytochromy P450 [9]. Konkrétnimi pfiklady CYP mohou
byt CYP1A1 a 1A2. CYP1ALI se podili na vzniku napt. rakoviny plic, kdy metabolizuje
PAH ptitomné v cigaretovém kouti [36, 37]. CYP1A2 metabolizuje napt. kyselinu
aristolochovou, kterd souvisi s nadory mocového méchyte [36]. K popularnim zpiisobtim
prevence rakoviny patii uzivani chemopreventivnich latek. Ty ale mohou mit pfi zvySené
mife uzivani negativni nasledky, napt. zvysSeni pravdépodobnosti vyskytu rakoviny diky
indukci CYP [28]. Poznani CYP mulze vést k ucelnéjsi farmakoterapii [9]. Pro studium
miry indukce CYP mizeme sledovat hladinu mRNA. Ale vztah mezi hladinou mRNA a
mnozstvim aktivniho proteinu neni jednoznacny [60]. Lepsi vypovidaci hodnotu ma tedy
studium exprimovanych proteini misto mRNA. Jako vhodny nastroj pro studium proteint
se nabizi metoda ,,imunoblottingu* (napf. Western blot), kterd vyuziva specifické vazby
antigen- protilatka [61]. Proto, abychom mohli zkoumat nami vybrany protein, je nutné
proti nému pfipravit specifické protilatky. Specifické protilaitky miizeme pfiipravit
imunizaci zvifete tak, Ze mu bude injikovan konkrétni antigen [40]. Jako antigen lze pouzit
cely protein nebo kratkou sekvenci z daného proteinu. Pro ,,imunoblotting miZeme pouZit
anti-peptidové protilatky. Pro imunizaci zvifete je misto celého proteinu pouZita pouze
vybrand kratkd sekvence. Tim jsou protilatky také unikatni pro dany protein [44]. Kromé
jiného je syntéza peptidu Casové i1 finanéné méné narocnd nez piiprava celého proteinu.
Jako produkéni organismus protilatek byly vybrany slepice pro jejich fylogeneticky odstup

od savct. Jsou také levnéjsi variantou k savéim protilatkdm [45].

Pro syntézu peptidu byly vybrany dvé sekvence. Sekvence 1Ala (C- QDRRLDENANVQ)
se vzhledem ke vSem zjiSténym parametrim i vybéru na zaklad€ literatury nabizi jako
vhodna (skore antigenicity 3,7- dle predikéniho programu se jednd o velmi dobry antigen).
V ptipadé, Ze se sekvence vyskytuje v misté¢ a- helixu nebo B- listu mohla by byt htre
dostupné nez v ptipad¢ neuspoiadané struktury. Tato situace nastala pro peptid 1Alb. Dle
zjiSténych parametrl je tato sekvence méné vhodna. Informace, dle kterych byl peptid
1A1b (RDITDSLIEH- C) vybran, tikaji, ze peptidy v dané oblasti byly uspésné pouzity. Je
tedy otdzkou, zda bude protilatka rozeznéavat piislusnou sekvenci peptidu v ramci celého

proteinu.
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Z vajecnych bilkll byly izolovany kontrolni a specifické protilatky proti peptidim 1Ala
nebo 1Alb. Pro zjisténi specifity protilatek byla vyuzita ELISA pro jeji citlivost. Touto
metodou miizeme stanovovat nizké koncentrace protilatek [61]. Byly pouZzity koncentrace
3,3 a 30 ug/ml, aby mohla byt zachycena vyssi i niz§i mira reaktivity isolované frakce. Na
zakladé vysledkli ELISA je patrné, Ze protilatky proti peptidu 1A1b dany peptid specificky
rozeznavaly, protilatky proti peptidu 1Ala nikoliv. To, Ze protilatky proti peptidu 1Ala
nerozeznavaji peptid specificky, je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno tim, ze vajicka,
ze kterych byly protilatky izolovany, byla odebrana teprve po druhé imuniza¢ni déavce.
Prvni tydny po imunizaci klesa produkce vajec pfiblizné na 1 vejce za 5 dni a s dalSimi
imuniza¢nimi davkami se postupné produkce stabilizuje pfiblizn€ na 1 vejce za 2-3 dny.
Toto ustéleni bylo pozorovano az od 3. imunizace. Po¢ate¢ni pokles produkce je zptisoben

zatizenim organismu imunitni reakei [62, 63].

Pro zjisténi, zda jsou protilatky proti peptidu 1Alb schopny rozeznat sekvenci peptidu
v ramci celého proteinu, je tfeba provést metodu ,,Western blot™ [64, 63]. Pro ,,Western
blot* by byly pouzity vzorky lidskych CYP1A1 a 1A2 a potkanich CYP1A1 a 1A2 pro
ovéteni predpokladanych vlastnosti. Podle informaci, na jejichz zakladé byl peptid vybran,
bychom méli ziskat protilatky, které 1ze pouzit pro detekci potkaniho CYP1Al 1 1A2,
s moznym vyuzitim i pro detekci lidskych CYP1A1 a 1A2.

Protilatky proti peptidu 1A la nerozeznavaji ptislusny peptid specificky. Resenim by bylo
isolovat protilatky znovu, z vajec sesbiranych po dokon¢ené imunizaci. Poté by byla znovu
provedena ELISA, pfi niz by bylo zjisténo, zda jsou protilatky specifické proti danému
peptidu. V pfipad¢, ze by vysledky metody ELISA nasvédCovaly specifité protilatek proti
peptidu 1Ala, byly by protilatky déale vyuzity pro metodu ,,Western blot®. Opét by byly
pouzity vzorky lidskych CYP1Al a 1A2 a potkanich CYP1Al a 1A2. Protilatky proti
peptidu 1Ala by méli byt unikatni pro potkani, resp. lidsky, CYP1A1.
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6 Zavér

Po imunizaci slepic peptidy 1Ala a 1Alb byly ze zloutkid isolovany protilatky. Pomoci
metody ELISA bylo zjiSténo, Ze protilatky proti peptidu 1Alb jsou proti danému antigenu
specifické a mohou byt dale pouzity a ze protilatky proti peptidu 1Ala nejsou proti svému

antigenu dostatecné specifické a jsou dale nepouzitelné.
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