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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou vyznamné enzymy ucastnici se metabolismu endogennich i
exogennich latek. Jejich substratem jsou také karcinogeny, které mohou aktivovat, ¢imz
muze dochazet ke vzniku rakoviny. Pokud jsou tedy cytochromy P450, zodpovédné
za aktivaci karcinogenti indukovany, riziko rakoviny se zvysuje. Jednim z induktorti t€chto
enzyml jsou i chemopreventivni latky, které jsou v soucCasnosti velmi oblibené a
doporucované. Proto by m¢l byt sledovan vliv chemopreventivnich latek na cytochromy
P450 a vznik rakoviny.

Cytochromy P450 se nejcastéji vyskytuji v jatrech. Nicméné existuji také formy, které
nebyly dosud prokazany v zadné zdravé lidské tkani, ale jejich zvySena exprese byla zjisténa
v nadorech. Z tohoto divodu by mohly slouzit k diagnostice a progndze rakoviny. Mezi tyto
cytochromy patii CYP2S1 a 2W1, které mohou byt prognostickymi markery kolorektalni
rakoviny. Proto by bylo vhodné mit néstroje k detekci téchto enzymii.

Jednou z mozZnosti je imunodetekce cytochromii P450 technikou "Western blot" pomoci
specifickych protilatek. Nyni jsou nejcastéji vyuzivany savCi protilatky (IgG), avSak
protilatky izolované z vaje¢ného Zzloutku (IgY) ziskavaji na popularité¢ zejména kvuli
velkému mnozstvi nespornych vyhod.

Pro ptipravu peptidickych imunogeni byly nejprve z primarni struktury CYP2S1 a 2W1
vybrany vhodné sekvence peptidi. Syntetické peptidy byly pak navazany na proteinovy
nosi¢ KLH a timto konjugatem byly imunizovany slepice. Poté byly z vajecného Zloutku
izolovany IgY extrakénimi a precipitacnimi metodami pomoci chloridu sodného. Schopnost
protilatek rozpoznat dany peptid byla prokdzana metodou ELISA. Nasledovala purifikace
afinitni chromatografii, ¢imz byly ziskdny pouze specifické protilatky. Nakonec byly
purifikované protilatky pouzity k imunodetekci CYP2S1 a 2W1 v biologickém materialu.
Technikou "Western blot" byly v lyzatech z buné¢nych linii MT-3, A549, MRC-5 a MCF-7
prokazovany CYP2S1 a 2W1. Pravdépodobné vzhledem k jejich malému mnozstvi nebyly
cytochromy P450 v téchto vzorcich jednoznaéné detekovany. DalSim vzorkem
pro imunodetekci byla suspenze E. coli se zavedenym plasmidem pro expresi CYP2S1.

Exprimovany CYP2S1 byl pomoci ziskanych protilatek dobfe detekovatelny.

Klic¢ova slova: Western blot, IgY, nadorové markery, chemoprevence, cytochrom P450 2S1
a2wi



Abstract

The cytochromes P450 are enzymes participating in metabolism of endogenous and
exogenous compounds. Their substrates include also carcinogens which may initiate
carcinogenesis after activation by CYP450. Inductors of these enzymes are also
chemopreventive compounds which are very popular and recommended in current time.
Thus, studying of the effect of the chemopreventive compounds on cytochromes P450
induction and cancer development is of a high clinical importance.

The CYPs are most commonly found in the liver. However, there are forms that have not
been detected in any human healthy tissue but their overexpression was observed in tumors.
For this reason, they could serve for diagnosis and prognosis of cancer. Among these
cytochromes are CYP2S1 and 2W1 which can be prognostic markers of colorectal cancer.
Therefore, it would be opportune to have some tools for these enzyme detection.

One option is immunodetection of cytochromes P450 by Western blot using the specific
antibodies. Today mammalian antibodies (IgG) are the most widely used but antibodies
isolated from egg yolk (IgY) become popular mainly due to the large number of undisputed
advantages.

For the preparation of the peptide immunogen, suitable peptide sequences were selected
from CYP2S1 and 2W1 primary structure. The synthesized peptides were then conjugated
with the carrier protein KLH and the hens were immunized by these conjugates. Then IgY
from egg yolk were isolated by the extraction and precipitation methods with sodium
chloride. The ability of antibodies to recognize the peptide was demonstrated by ELISA. The
next procedure was purification by affinity chromatography when the specific antibodies
were obtained. Finally the purified antibodies were used for the immunodetection
of CYP2S1 and 2W1 in the biological material. CYP2S1 and 2W1 were showed in the
lysates from cell lines MT-3, A549, MRC-5 and MCF-7 by Western blot technique. The
cytochromes P450 in these samples were not detected probably due to their small amount.
Another sample for immunodetection was the suspension of E. coli with the plasmid
for expression of CYP2S1. The expressed CYP2S1 was detected well by the prepared
antibodies. (In Czech)

Keywords: Western blot, 1gY, tumor markers, chemoprevention, cytochrome P450 2S1 and
2W1
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Seznam pouzitych zkratek

A549 lidska epitelova bunécna linie adenokarcinomu

AHR receptor aromatickych uhlovodika (z ang. aryl hydrocarbon receptor)

APS persiran amonny (z ang. ammonium persulfate)

ARNT jaderny pienaSec receptoru aromatickych uhlovodiki (z ang. aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator)

BIS N,N'-methylenbisakrylamid

BSA hovézi sérovy albumin (z ang. bovine serum albumin)

CAR konstitutivni receptor androstanu (z ang. constitutive androstane receptor)

CCAR cytoplazmaticky CAR retenéni protein (z ang. cytoplasmic CAR retention
protein)

cDNA komplementarni DNA (z ang. complementary DNA)

CDR oblast protilatky tvofici misto vazajici antigen (z ang. complementarity
determining region)

CYP cytochrom P450

DEA diethylamin

DNA deoxyribonukleova kyselina (z ang. deoxyribonucleic acid)

EC ¢iselny kod enzymu (z ang. Enzyme Commision number)

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA stanoveni pomoci enzymu navazanym na imunosorbent (z ang. enzyme-linked
immunosorbent assay)

Fab fragment vazajici antigen (z ang. fragment antigen-binding)

Fc konstantni fragment

Fv variabilni fragment

HSP protein teplotniho Soku (z ang. heat shock protein)

Ig imunoglobulin, protilatka

IPTG isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

kDa kilodalton (1 Da ~ 1.66x1027 kg)

KLH hemocyanin z dérnatky obrovské (z ang. keyhole limpet hemocyanin)

MCF-7 lidska bunécna linie prsniho karcinomu (z ang. Michigan Cancer Foundation - 7)

MES 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina



MRC5
MRNA
MT-3
NADH
NADP*
NADPH
NK
p23
PBS
pNPP
PAGE

PPAR

PPRE

PVDF
PXR
RXR
SD

SDS
sulfo-SMCC
TCDD
TEMED
Tris
XAP
XRE

lidska fetalni bunécna linie plicnich fibroblastt
mediatorova ribonukleova kyselina

lidska bunécna linie kolorektalni rakoviny

redukovana formy nikotinamidadenindinukleotidu
oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
piirozeny zabije¢ (z ang. natural killers)

protein 23

fosfatovy pufr (z ang. phosphate buffered saline)
para-nitrofenylfosfat

elektroforéza v polyakrylamidovém poli

receptor aktivovany peroxisomovym proliferatorem(z ang. peroxisome
proliferator-activated receptor)

DNA oblast pro peroxisomovy proliferator(z ang. peroxisome proliferator
response element)

polyvinyldifluorid

receptor pregnanu X (z ang. pregnan X receptor)

receptor retinoidu X (z ang. retinoid X receptor)

smérodatna odchylka

dodecylsulfat sodny (z ang. sodium dodecyl sulfate)
sulfosukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat
2,3,7,8-tetrachlorodibenzeno-p-dioxin
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

protein asociovany s X (z ang. X associated protein)

DNA oblast pro xenobiotika (z ang. xenobiotic response element)



1 Teoreticky uvod

1.1 Cytochrom P450

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) je termin oznacujici dtlezité monooxygenasy podilejici
se jednak na syntéze a metabolismu endogennich latek jako napf. steroid,® Zludovych
kyselin,? cholesterolu,® arachidonové kyseliny* a eikosanoidd,® jednak na metabolismu
xenobiotik.® Zde hraje dtileZitou roli zejména v prvni fazi metabolismu, kde ¢ini z exogenni
latky vice polarni slouceninu vnasenim nejéastéji hydroxylové skupiny.

Prvni zminka o cytochromu P450 pochazi z roku 1958, kdy si Klingenberg povsiml, Ze
v mikrosomech ziskanych z potkanich jater se kromé cytochromu b; a bs naléza pigment,
ktery v redukované formé a s navazanym oxidem uhelnatym silné absorbuje pti 450 nm.’
Pozdé¢ji se zjistilo, Ze obsahuje i hemovou skupinu, a proto se zacalo pouzivat oznaceni
cytochrom P450.8 V nadchazejicich letech se jiz potvrdilo, Zze hraje dileZitou roli
v hydroxylaci mastnych kyselin® i pfi metabolismu xenobiotik.’® S vyuzitim cDNA
v 80. letech byla objasnéna i primarni struktura téchto enzymi.!' Piestoze pozdé&jsi
experimenty odhalily, ze cytochrom P450 neni schopen prenaset elektrony a jeho nazev je
tudiz neptesny, ke zméné jména nedoslo.

Padesat let po objevu cytochromu P450 je dnes znamo pies 18 500 forem cytochromu
P450 ze stovek druhti, kde se Gcastni syntézy latek nezbytnych pro zivot. MiiZzeme jej nalézt
od kvasinek, bakterii, archei, protist a hub pfes rostliny az u vysSich zivocichii. Napf.
u kvasinky Saccharomyces cerevisiae katalyzuje reakci, pfi niz vznikd ochranna slozka
bunécné stény spor, dityrosin. U rostlin cytochrom P450 syntetizuje celé spektrum
dalezitych latek, jez napt. zabranuji dehydrataci, uréuji barvu kvétl, umoziuji uspesné
opylovani, podileji se na obrané ptred predatory pomoci jed (amygdalin z mandli), ale také
maji antiseptické, protinadorové a dalsi 1é¢ivé ucinky (citral, menthol, kafr). Taktéz tento
enzym hral dilezitou roli pfi vyvoji eukaryotické buiky. Pfed dvéma miliardami let
pravdépodobné doslo ke zméne ve slozeni bunécné stény prokaryot, a tudiz mohlo dojit
k fagocytoze bakterie, ze které se pozdé€ji vyvinuly mitochondrie. Tato pfeména spocivala
Vv pfitomnosti cholesterolu v bunééné membrang, ktery vznika spolupisobenim vice enzymu.
CYP51 se na této biosyntéze také podili, jelikoz demethyluje jeden z intermediatd
cholesterolu — lanosterol. Proto tento enzym mohl stat u vzniku eukaryot a mnohobunéénych

organismi.*2



1.1.1 Struktura

Cytochrom  P450 je  transmembranovy
metaloenzym s podobnou  strukturou jako
chlorperoxidasa a NO synthasa. Vyskytuje se
predevsSim v membranéach hladkého
endoplazmatického retikula a mitochondriich.
Obsahuje hem b (Obrazek 1), coz je totozny druh
hemu nachazejici se napf. v hemoglobinu nebo
myoglobinu. Hem b se sklada z protoporfyrinu IX

a z centralniho atomu zeleza, na ktery je

pfes cystein vazan apoprotein. Jako Sesty ligand

Obrazek 1: Struktura hemu b

trojmocného zeleza vystupuje v zakladnim stavu

voda.?

1.1.2 Nomenklatura

S postupem c¢asu byly popisovany nové cytochromy P450 lisici se v primarni struktute
apoproteinu. A jelikoz kazdy védecky tym pouZival jiné oznaceni pro objevené CYP, zacalo
byt pojmenovani nepiehledné a matouci. Proto se roku 1985 v Airlie (Virginia, USA)
na prvni mezinarodnim seminaii ,,P450 Gene and Their Regulation® ustavila komise
pro standardizaci nomenklatury genti cytochromi P450 (Committee on Standardized
Nomenclature of the P450 Genes). Tento vybor se rozhodl ¢lenit CYP podle evolucni
podobnosti na rodiny a podrodiny. Puvodné jedna rodina zahrnovala proteiny majici
shodnou primarni strukturu z vice nez 36 % a oznacovala se fimskou ¢islici. V ramci
jednotlivych rodin se vyc€lenily jeSté podrodiny, které se vyznacovaly aminokyselinou
sekvenci podobnou minimalné v 70 %. Tyto podrodiny se oznacovaly velkym pismenem.
Na konec oznadeni se psala arabska &islice, ktera oznadovala invidudlni gen.* Pozdgji se
ustavilo, Ze u savcil geny CYP patii do stejné rodiny, pokud jsou shodné > 40 % a do jedné
podrodiny pfi shodnosti > 55 %. Také se jako oznadeni rodin zvolila arabska &islice.™® U lidi
je v soucasnosti znamo 14 rodin, ptic¢emz rodiny CYP1-3 se ucastni zejména metabolismu
exogennich latek.

Vice informaci o riznych formach cytochromti P450 Ize vyhledat v internetové databazi

Cytochrome P450 Homepage (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html).18
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1.1.3 Katalyticky cyklus

Cytochrom P450 patii do syst¢ému oxidas se smiSenou funkci, coZ znamena, Ze je to
enzym schopny prenaset elektrony na molekularni kyslik a jeden z jeho atomti zabudovévat
do molekuly substratu. V tomto systému ptisobi CYP jako terminalni oxidasa a spolupracuje
s NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou (EC 1.6.2.4) a fakultativné s cytochromem bs
a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasou (EC 1.6.99.3).

Katalyzovanou reakci 1ze sumarné vyjadiit rovnici:

RH + O2 + NADPH + H* — ROH + H20 + NADP*,

kde RH oznacuje molekulu substratu a ROH je molekula hydroxylovaného substratu.

Fe®* ROH ; Fe®* RH red
; NADPH:CYP reduktasa

ie @
@ ' R'O or ROOH NADPH:CYP reduktasa °*

FeOH3* Re RH

>,
@ T Fe?* RH
Fa0™ HA
\-Hao ©2 (3)

p
Fe"-O&H\\\ Fe?*-0, RH

RH ¥
@S* Fe2*-0,” RH by

NADPH:CYP reduktasa ' NADPH :CYP reduktasa °*

Obrazek 2: Katalyticky cyklus cytochromu P450 (pfevzato a upraveno z *7)

Obrazek 2 nazorné popisuje katalyticky cyklus cytochromt P450.1718 V klidovém stavu
je kationt Zeleza v hemu hexakoordinovany a je na ném navazana voda. Po navazani
substratu RH dochazi k uvolnéni vody a ke konformacni zméng, kdy se iont Zeleza stava
pentakoordinovanym (1). Poté dochazi k redukci atomu zeleza elektronem pochazejici
z NADPH pfinaSeném pomoci flavinového enzymu, NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy (2). Nasleduje vazba kysliku na binarni komplex cytochrom P450-substrat
(3) a druha redukce (4). Elektron miize piinaSet jednak NADPH:cytochrom P450
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oxidoreduktasa jako v kroku (2) jednak cytochrom bs. V nasledujicim kroku je pfijat proton
H* (5) a rozstépena vazba O-O v molekule kysliku za vzniku vody (6). Po tomto kroku se
stava komplex velmi nestabilni (7), a proto se druhy atom kysliku zabudovava do substratu
(8). Na zavér se uvolni oxidovany substrat ROH (9). Katalyticky cyklus muze také probihat
bez pomoci NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy a kysliku, pokud aktivovanou formu
kysliku poskytne organicky peroxid (10).

1.1.4 Inhibice

Aktivita cytochromu P450 mutze byt ovlivnéna v jakémkoli kroku katalytického cyklu,
avsak nejkritictéjsi jsou tyto tii reakce: navazani substratu, navazani molekularniho kysliku
a substratova oxygenace. Podle mechanismu lze inhibice rozdélit do ti kategorii:®
e reverzibilni: Tento druh zasahuje pouze do prvniho kroku katalytického cyklu, kdy se

inhibitor vaze na prostetickou skupinu enzymu misto substratu. Po odstranéni

inhibitoru se funkce enzymu zcela obnovi. Reverzibilni inhibice je nejcastéji
zodpovédna za 1€kové interakce.

e kvazi-ireverzibilni: Inhibitor je metabolizovan pomoci cytochromu P450 a vznika
reaktivni metabolit, ktery se vaze na hem, ¢cimz zabrani opakovani katalytického cyklu.
In vitro lze metabolit odstranit z aktivniho misto pusobenim lipofilnich latek,
radioaktivnim zafeni nebo piidanim hexakyanozelezitanu draselného. Poté dochazi
k reaktivaci cytochromu P450. Nicmén¢ in vivo je komplex hem-metabolit pfilis silny
a syntéza nového enzymu je jedinou moznosti jak obnovit jeho aktivitu.

e ireverzibilni: Latky obsahujici funkéni skupinu, kterd mize byt oxidovana
cytochromem P450 a kterd se nasledné kovalentné vaze do aktivniho mista enzymu,
se nazyvaji ireverzibilni inhibitory nebo také "sebevrazedné" substraty. Tyto
metabolity pozméni hemovou skupinu nebo modifikuji aminokyselinu apoproteinu,
ktera je nezbytna pro navazani substratu, ptenos elektronli nebo aktivaci kysliku.
Ptikladem jsou uhlovodiky s terminalni dvojnou nebo trojnou vazbou, které jsou
metabolizovany na reaktivni latky alkylujici hem, nebo chloramfenikol
(bakteriostatické antibiotikum), jehoz vznikly metabolit je schopny acylovat lysin
v aktivnim centru.

Inhibice cytochromu P450 jsou sledovany zejména ve farmakologii, jelikoz oxiduje az

90 % vSech 1éciv, které mohou inhibovat aktivitu enzymu, ¢imz mtZe dochazet k hromadéni
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nepozménénych 1é¢iv, metabolitli nebo produktl. V takovych ptipadech mize dochazet

dokonce k zivot ohrozujicim situacim.

1.1.5 Indukce

Formy cytochromt P450 se mohou v téle vyskytovat ve stabilnich koncentracich
(konstitutivni CYP) nebo se jejich koncentrace v prubéhu ¢asu mize ménit v zavislosti
na piitomnosti induktori (inducibilni CYP). Inducibilni fomy patii zejména do rodin
CYP1-4.

Regulace exprese cytochromd P450 na urovni transkripce umoziuje buiice reagovat
na proménné prostiedi a zvySovat koncentraci enzymu v ptipadé setkani s xenobiotiky, které
by mély byt rychle metabolizovany a vyluc¢ovany z téla. Podle mechanismu a zucastnénych
transkrip¢nich faktorii 1ze indukci CYP délit na Ctyfi kategorie:

e AHR ("aryl hydrocarbon receptor”): V klidovém stavu se receptor aromatickych
uhlovodikd nachéazi v cytoplazmé v komplexu s proteiny HSP90, XAP2 a p23.
Ligandy tohoto receptoru patii zejména do skupiny halogenovanych a polycyklickych
aromatickych uhlovodiki. Po navézani ligandu dochazi k rozvolnéni komplexu a AHR
s ligandem putuje do jadra, kde vytvoii heterodimer s proteinem ARNT (“aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator™). Poté se vazi na usek XRE ("xenobiotic
response element”) na DNA, ¢imz spousti transkripci enzymu ucastnicich se
metabolismu xenobiotik. Tento mechanismus je typicky pro CYPI, jehoz silnym
induktorem je napt. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).?°

e CAR ("constitutive androstane receptor"): Po vystaveni buiiky fenobarbitalu dochazi
k jeho navazani na cytoplazmaticky receptor CAR, ktery se tak odpouta od HSP90 a
ko-chaperonu CCRP. Nasleduje translokace do jadra, kde se asociuje s RXR ("retinoid
X receptor") a zapocina transkripce gent, na jejichz promotory se komplex CAR-RXR
navézal. Takto dochazi k indukci CYP2.%

e PXR ("pregnan X receptor”): Ligandi receptoru pregnanu X je veliké mnozstvi.
Aktivovat ho dokazi ptirozené steroidy (5B-pregnan-3,20-dion, lithocholova kyselina)
i exogenni latky, zejména Siroké spektrum Ié¢iv (napt. antimykotikum Clotrimazol,
antibiotikum Rifampicin, 1€k na rakovinu Tamoxifen). Po aktivaci ligandem se
heterodimer PXR-RXR vaze na XRE a zahajuje transkripci pfislusnych genti. Timto

zplisobem probih4 i indukce rodiny CYP3.2?
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e PPAR ("peroxisome proliferator-activated receptor”): Tento jaderny receptor se
vyskytuje ve tfech izoformach (o, B, y). PO navazani ligandu tvoii heterodimer
s proteinem RXR a vaze se na specifické useky PPREs (“peroxisome proliferator
response elements™) na DNA, ¢imz spousti transkripci genti. PPAR hraje dulezitou roli
v regulaci metabolismu lipida, protoze lipidy a eikosanoidy jsou jeho pfirozené
ligandy. Nicméné také ovlivituje hladinu CYP4, jehoz induktorem jsou napft. fibraty

pouzivané ve farmakologii k 16¢bé& hyperlipidémie.?®

1.1.6 Chemoprevence

Chemoprevence neboli chemoprofylaxe je definovana jako uzivani chemickych latek,
1é¢iv ¢&i potravnich doplitki k pfedchazeni nemoci.?* Idedlni chemopreventivni latka by méla
mit tyto vlastnosti: minimalni vedlejsi nebo toxické ucinky, vysoka u€innost, moznost
oralniho poddvani, zndmy mechanismus pusobeni a nizk4 cena. Dodrzet vSechny zminéné
pravidla vSak neni jednoduché zejména proto, ze u velké ¢asti téchto latek neni pfesné znam
mechanismus ani interakce s 1é&ivy ¢i vnéjsimi vlivy.?

Rizné chemopreventivni latky mohou plsobit na mnoha urovnich a pomdhat
pted vznikem Sirokého spektra nemoci. Piikladem je podavani antibiotik lidem nachylnym
k bakterialnim infekcim (lidé s poruchami imunitniho systému, ochrana pied Sifeni
epidemie, pacienti trpici opakovanymi bakterialnimi nemocemi), pouzivani fluoridovych
zubnich past proti vzniku zubniho kazu, uZivani probiotik k udrZeni spravné stfevni
mikroflory, nahrazovani Zeleza potravnimi doplitky menstruujicim nebo t€hotnym zendm
k prevenci pted anémii ¢i pozivani multivitamind K sniZeni rizika rozvoji rakoviny a

srde¢nim nemocem.?®

Mrwe

Vzhledem k pii¢inam amrti v Ceské republice, kde po nemocich ob&hové soustavy je

27 se vynaklada velké usili na prevenci i 1é¢bu rakoviny.

na druhém mist€ vznik novotvaru,
Cilovymi skupinami pro profylaktickou lécbu jsou zejména jedinci se Spatnym Zivotnim
stylem a lidé vystaveni karcinogenim, lidé s genetickymi predispozicemi nebo pacienti, jez
rakovinu v minulosti prodélali. Chemopreventivni latky branici vzniku rakoviny se bézné
vyskytuji i vV potravinach (zejména v rostlinné stravé) a podle jejich struktury rozeznavame

nékolik druhi (Tabulka 1).28
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Tabulka 1: Rozdé&leni chemopreventivnich slou¢enin podle struktury (podle %)

Strukturni rys Zastupci Vyskyt
_ zeaxanthin, astaxanthin, mrkev, citrusy, paprika,
karotenoidy . _
a-, B-karoten, lutein rajce, losos
kys. askorbova (vit. C), citrusy, brokolice, zeli,
vitaminy a-tokoferol (vit E), retinol (vit. ananas, mofské plody,
A) jahoda, meloun
polynenasycené mastné ) ) )
] dokosahexaenova kyselina rostlinné a rybi oleje
kyseliny
derivaty kyseliny cis-9, trans-11 a trans-10,
) _ hovézi maso, syry, mléko
linolové cis-12 derivaty
diallylsulfid, N-acetylcystein, _
organosulfaty ] cesnek, cibule
S-allylcystein
zeleny caj, Cervené vino,
fenolické slou¢eniny flavonoidy, polyfenoly rybiz, kakao, malina,
citrusy
) ) kurkuma (ptisada do kari
kurkumin kurkumin
koteni)
d-limonen d-limonen citrusové oleje
chlorofyl a derivaty chlorofyl, chlorofylin Spenat, moiské fasy
- ) . ) houby, exoskelet ¢lenovcl
chitin a chitosan chitin a chitosan
a moftskych bezobratlich
) o kvétak, hlavkové zeli,
isothiokyanaty allylisothiokyanat, sulforafan ‘ ‘
feficha, brokolice, kapusta
dehydroepidandrosteron dehydroepidandrosteron hormon nadledvin
laktoferin a jeho $tépné )
laktoferin mléko

fragmenty

Chemopreventivni latky branici vzniku a rozvoji rakoviny lze rozdélovat
podle mechanismu piisobeni a podle faze karcinogeneze, ve které piisobi:?®

e blokatory: Vétsina karcinogenti musi byt nejprve metabolicky aktivovana, aby se

.....

karcinogeneze brani tzv. blokatory. Tyto latky se déli podle mechanismu Uc¢inku
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do péti kategorii — inhibitory CYP (diallylsulfid, kyselina ellagova), induktory CYP
(indol-3-karbinol, B-naftoflavon), induktory enzymi druhé faze metabolismu
(isothiokyanaty, polyfenoly), nukleofilni latky schopné vychytavat elektrofilni
slouceniny (N-acetylcystein, thiosulfat sodny) nebo induktory opravnych mechanismt
DNA (vanilin).

karcinogeneze inhibuji supresory. Ty mohou plsobit mnoha riznymi mechanismy,
jako piiklady supresort Ize jmenovat inhibitory metabolismu polyamini ¢i kyseliny
arachidonové (piroxicam, ibuprofen), inhibitory proteas (leupeptin), induktory
diferenciace (retinoidy, vapnik, vitamin D), inhibitory exprese onkogenti (D-limonen)
nebo inhibitory protein kinasy C (tamoxifen, staurosporin).

I ptfes wuvedené prospésné efekty existuji dikazy, které vyvraci Uc¢innost
chemopreventivnich latek a které dokonce ukazuji na jejich Skodlivost. V letech 2007-2008
probéhly rozsahlé klinické testy, které zkoumaly vliv antioxidacnich potravnich doplitkti
(B-karoten, vitamin A, vitamin C, vitamin E a selen). Piekvapivym vysledkem bylo, ze
nedoslo k potvrzeni zadnych preventivnich G¢inka a v nékterych ptipadech doslo dokonce
ke zvyseni mortality pfi uzivani téchto chemopreventivnich latek.?® Tento fakt lze vysvétlit
tim, ze chemopreventivni latky obsahuji vyssi davku ucinné latky, nez se bézné vyskytuje
V potravinach, a tim Ze neznamym zptisobem interaguji s drahami syntézy a pfemény dalsich
sloucenin.

Z vyse popsanych mechanismu je patrné, Ze chemopreventivni latky mohou ovliviiovat
hladinu cytochroma P450 v téle, coz mize mit vliv na metabolismus dalSich xenobiotik.
Jelikoz klinické testy jsou vétSinou provadény zjednoduSenym zpiisobem, kdy je izolované
podavéna pouze testovana chemopreventivni latka, nemohou byt sledovany interakce
s latkami, se kterymi se Cloveék v béZném Zivoté setkava. Pfi podani chemopreventivni latky
dochazi k indukci cytochromt P450, které pak nasledné mohou metabolizovat
prokarcinogeny na karcinogeny, ¢imz se miize zvySovat riziko vzniku rakoviny.3® Naopak
pfi podavani latek, jenz inhibuji cytochrom P450, mlZe dochazet k hromadéni

nemetabolizovanych latek, coz miize vést ke zdravotnim komplikacim kon¢icim az smrti.®!
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1.1.7 Sirotci

Izoformy cytochromu P450 se daji d¢lit nejen podle podobnosti v aminokyselinové
sekvenci, ale také podle substratu. Toto rozdéleni lidskych izoforem je ptehledné uvedeno

v Tabulce 2.

Tabulka 2: Rozdé&leni lidskych izoforem cytochromu P450 podle substratu (pfevzato z 2)

Steroly x ::ﬁlrl]f, Eikosanoidy Vitaminy Xenobiotika Neznamy
1B1 2J2 4F2 2R1 1A1 2A7
TA1 4A11 4F3 24 1A2 2581
7B1 4B1 4F8 26A1 2A6 2U1
8Bl 4F12 5A1 26B1 2A13 2W1

11A1 8A1 26C1 2B6 3A43
11B1 27B1 2C8 4A22
11B2 2C9 4F11
17 2C18 4F22
19 2C19 4V2
21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 471
39 2F1 20A1
46 3A4 27C1
51 3A5
3A7

Jak je patrno, 13 z 57 izorofem katalyzuji reakce se zatim neznamym substratem a obecné
je o nich minimaln¢ informaci. Dostaly ptizvisko ,,sirotci® (ang. orphans), coZ se prevzalo
z terminologie molekularni biologie, kde se takto oznacuji receptory s neznamym

ligandem.®

CYP2S1

Gen CYP2S1 se nachazi na dlouhém raménku chromosomu 19 (19913.2) v tzv. CYP2
clusteru, kde se nachazeji i dalsi geny pro izotypy rodiny CYP2. Protein se sklada z 504
aminokyselin a jeho hmotnost je 55,8 kDa.

Na zaklad¢ analyz Dot blot a Northern blot byla zjisténa nejvyssi exprese v prudusnici,

plicich, zaludku, tenkém stievu a slezin€é. V mens$i mife se vyskytuje také v jatrech,
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ledvinich, leukocytech, thymu a placentd.®** Vyjmenované tkané jsou casto vystaveny
velkému mnozstvi exogennich latek, a proto se d& predpokladat, ze by CYP2S1 mohl hrat
dilezitou roli v metabolismu xenobiotik. Tuto domnénku potvrzuje také studie, ktera
odhalila, Ze se tato forma nachazi i v kuzi, kde mize byt indukovan UV zafenim,
kamenouhelnym dehtem a retinovou kyselinou.®® Dal§im vyznamnym induktorem je
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), diky kterému se také podatilo CYP2S1 v roce
2002 objevit.*® TCDD indukuje expresi CYP2S1 zejména v plicnich buiikach a to pies AR
receptor, coz bylo do té doby charakteristické pouze pro CYP1 rodinu.

Jeho zvySena exprese je spojend s vyskytem nadort, pfestoze u zddného typu rakoviny
nebyl CYP2S1 urden jako nezavisly marker. ZvySeny vyskyt byl potvrzen u pacientd
s kolorektalni rakovinou a zna&i horsi prognozu.®’ Také bylo pozorovano signifikantni

zvys$eni exprese u metastazi primarni rakoviny vaje¢niku.®

CYP2wW1

Gen CYP2W1 se nachazi na kratkém raménku chromosomu 7 (7p22.3) a koduje protein
slozeny ze 490 aminokyselin a molekulovou hmotnosti 53,8 kDa.

Dosud nebyla pozorovana exprese v zadné zdravé dospélé lidské tkani, nicméné exprese
MRNA byla nalezena ve fetalni a transformované tkani, zejména v tumorech tlustého streva
a nadledvin.® Nasledujici klinické studie ukazaly, ze by CYP2WI1 mohl byt dobry
prognosticky faktor. Pacienti s pokrocilejsim stadiem rakoviny tlustého stieva a tudiz
s hor$imi vyhlidkami maji i vyssi expresi CYP2W 1.4

Pomoci rekombinantné ziskaného proteinu CYP2WI1 byla zkouména jeho aktivita a
ptipadné substraty. Ukazalo se, ze dokaze katalyzovat N-demetylaci benzfetaminu a oxidaci
kyseliny arachidonové i kdyz pouze velmi pomalu a s malym vytézkem. A dale bylo
pozorovano, Zze aktivuje nékteré prokarcinogeny zejména polycyklické aromatické
uhlovodiky.** S vyuZitim homologniho modelovani byla predikovana struktura a dva

potenciondlni substraty — benzfetamin a indol.*?
Vzhledem k malému mnozstvi informaci o téchto nové objevenych enzymech by bylo

dobré mit nastroj pro jejich detekci a zkoumani. K tomuto ti¢elu mohou dobie poslouzit

imunochemické ptistupy.

18



1.2 Protilatky

Protilatky jsou humoralni slozkou antigenné specifické imunity u vétSiny obratlovct.
Jsou to glykoproteiny produkované specializovanymi B lymfocyty - plazmatickymi
bunkami. Protilatky se dokazi vysoce specificky a s velkou afinitou vazat na antigen. Jejich
hlavni Glohy v organismu jsou struéné shrnuty v nasledujicich bodech:*?

e neutralizace: Protilatky se mohou vazat na povrchové molekuly, které jsou dalezité
pro patogenesi mikroorganismii, nebo na mikrobialni toxiny, ¢imz dochazi k jejich
neutralizaci.

e opsonizace: Castice s navazanou protilatkou se stava atraktivngjsi pro profesionalni
fagocyty (monocyty, makrofagy, neutrofilni a eosinofilni granulocyty), ¢imz se také
aktivuji destrukéni mechanismy fagocyti.

e aktivace komplementu: Po rozeznani antigenu protilatkou mize dochazet k aktivaci
klasické cesty komplementu, coz napomaha k opsonizaci, chemotaxi fagocyti a muze
vyustit az v lyzi mikroorganismii.

e indukce apoptdzy: Navazani protilatky na specificky receptor mize v dané buiice

spustit kaskadu, ktera ma za nasledek apoptozu.

Jejich unikatni vlastnosti specificky rozeznavat antigen se vyuziva i pfi nckterych
biologickych a biochemickych metodach — pratokova cytometrie, imunohistochemie,
imunoprecipitace, "Western blot”, ELISA, afinitni chromatografie a dalsi.

Podle zplisobu, jakym byly protilatky ziskany, se daji délit:

e polyklonalni: Takto se oznacuje soubor protilatek ziskany nejcastéji ze séra zvitete.
Tyto imunoglobuliny rozeznévaji riizné epitopy na daném antigenu, kterym bylo zvife
imunizovano. Specifické imunoglobuliny se ziskavaji nejcastéji afinitni purifikaci.
Jejich vyhoda spocivd v nenaro¢né a levné produkci, nicméné mohou antigen
rozeznavat s riznou afinitou a aviditou. K imunizaci se miize pouzit cely protein nebo
pouze jeho ¢ast — peptid, ktery je navazan na proteinovy nosi¢. Ziskané protilatky poté
rozpoznavaji na antigenu misto se sekvenci podaného peptidu. Takto ziskané
protilatky se nazyvaji antipeptidové.**

e monoklondlni: Tyto protilatky jsou produktem jednoho klonu plazmatické bunky, jsou
stejného izotypu a rozeznavaji stejny epitop. Normalné se v séru nevyskytuji a poprvé
byly zaznamenany u pacienti s mnoho¢etnym myelomem.* Laboratorné se ziskavaji

z bunék tzv. hybridomt, které vzniknou po fizi slezinného B lymfocytu a
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myelomovou buné¢nou linii zajist'ujici imortilizaci. Tuto techniku poprvé popsali

Kohler a Milstein, za coZ byli ocenéni Nobelovou cenou v roce 1984.% Casové i

finan¢né€ naro¢na produkce téchto protilatek je vyvazena snizenym rizikem zkiiZzenych
reaket.

Dale se protilatky daji délit podle druhu produkéniho organismu, z néhoz byly ziskéany.

K laboratornim tceliim se nejcastéji pouzivaji savéi protilatky (zejména kralici, ovei, kozi,

mysi, konské), ale jako alternativa se zacCinaji stale vice vyuzivat i slepi¢i protilatky, protoze

se jejich struktura a pouziti od sav¢i piilis nelisi a purifikace je velmi jednoducha a levna.

U savcii se imunoglobuliny ziskavaji ze séra a méné¢ Castéji z kolostra. U ptaku se protilatky

izoluji ze Zloutkl snesenych vajec, coz je z etického pohledu pfijatelnéj$i moznost.

1.2.1 Struktura protilatek

Protilatky se daji schematicky znazornit jako tvar pismene Y a skladaji se ze dvou
identickych tézkych fetézcl (~50-75 kDa) a ze dvou identickych lehkych fetézcti (~25 kDa)
spojenych pomoci disulfidickych mustkii. Celkovd hmotnost protilatky se pohybuje
v rozmezi 150-180 kDa. Retézce se dale skladaji z domén o 110-120 aminokyselinach
poskladanych do tvaru B soudku. Tézké fetézce obsahuji 4-5 téchto domén (podle izotypu
protilatky) a lehké fetézce pouze 2 domény. Na N koncich vSech fetézcti se nachézi variabilni
doména (Fv), kterd je odpovédna za specifitu dané protilatky. Hypervariabilni smycky
na konci tézkého a lehkého fetézce dohromady tvoii tzv. "complementarity determining
regions” (CDRs), kam se vaze antigen. Pro kazdou protilatku pochazejici z jedné
plazmatické buiiky je toto misto unikatni. Zbyvajici domény se nazyvaji konstantni a jejich
struktura je shodn4 pro dany typ protilatky.*

Pomoci enzymt lze protilatky kontrolované proteolyticky Stépit na rizné fragmenty
(viz Obrazek 3). Papain dokaze protilatku rozstépit na dva identické fragmenty Fab, které
kazdy vaze po jedné molekule antigenu, a na fragment Fc, skladajici se pouze z konstantnich
domén. Tento fragment méa zejména efektorovou funkci, jelikoz dokaZe aktivovat
komplement a vaze se na povrchové receptory fagocyti a NK bunék (natural Killers).
Po stépeni pepsinem vznika nékolik mensich fragmentt z Fc, pfi ¢emz nejvétsi z nich se

nazyva pFc’. Fragmenty Fab z{stavaji spojené v jeden, ktery dokaze vazat dva antigeny.*®
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Antigen

?P/apain <>
Fab

%

Obrazek 3: Proteolytické $tépent protilatek (prevzato z +°)

Fc

1.2.2 Savéi protilatky

Sav¢i protilatky vyskytujici se v séru se daji rozdélit podle typu tézkého fetézce, ktery se
oznaCuje malym feckym pismenem - y (IgG), a (IgA), p (IgM), 6 (IgD) a ¢ (IgE)
(viz Obrazek 4).

Po prvnim setkani s antigenem produkuji plazmatické bunky nejprve pouze izotyp IgM,
ze kterého nésledné alternativnim sestithem vznikaji protilatky typu IgD.
Podle mikroprostfedi a druhu antigenu dochazi k izotypovému piesmyku, kdy vznikaji
zbyvajici izotypy. Rlizné izotypy se nelisi pouze typem tézkého fetézce, ale také vykazuji
odligné vlastnosti — velikost, schopnost aktivovat komplement a vazat se na Fc receptory

atd.*” Jejich charakteristické rysy jsou struéné uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Vlastnosti izotypt savé&ich protilatek (podle *3 47)
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IgG

Ttida IgG je prevladajicim izotypem v séru a ma také nejdelsi biologicky polocas. Tato
ttida je dale d€lena podle 4 riiznych tézkych fetézct, které byly ¢islovany podle zastoupeni
Vv séru zdravého jedince (IgGl > IgG2 > 1gG3 > IgG4). Tyto podtypy se také lisi
ve vlastnostech. Komplement nejlépe aktivuje IgG3 a IgG1, hiie IgG2 a [gG4 ho neaktivuje
vibec, ktery také jako jediny nepfispiva k opsonizaci. Rizné podtypy IgG také reaguji
nartzné druhy antigenii — IgG1la IgG3 jsou indukovany po setkani s proteinovym antigenem,

zatimco IgG2 a IgG4 reaguji na polysacharidy.

IgA

Druhym nejzastoupenéjSim izotypem v séru je IgA, ale na mukdznich povrsich je jeho
koncentrace nejvyssi ze vSech. Zde pfimo neutralizuje toxiny nebo brani bakteriim a viram
V navazani na sliznice. V séru se vyskytuje jako monomer, kdezZto na sliznicich prevlada
jako dimer spojeny polypeptidovym J-fet¢zcem pomoci disulfidickych mustkd. Dale se
vyskytuje v matefském mléku, kde tvoii az 50 % vsech proteind. Pfi kojeni IgA z matetského
mléka osidluje travici trakt novorozence. IgA se miize vyskytovat ve dvou podtypech IgA1l

a [gA2 liSici se strukturou v pantové oblasti.

IgM

IgM je exprimovan jako prvni pfi vyvoji B lymfocytli a naivni B buniky maji na povrchu
monomerni podobu IgM fungujici jako antigenné specificky receptor. V séru se vSak
vyskytuje jako pentamer, kdy jsou Cn4 domény spojeny disulfidickymi mustky a dvé
domény jsou spojeny J-fetézcem. Jako prirozené protilatky maji nizkou afinitu, ale diky své

pentamerni podobé maji vysokou aviditu.

[e]D)

IgD se v séru vyskytuje minoritné a ma kratky biologicky polocas, jelikoZ v pantové
oblasti je citlivy k proteolyze. Jeho funkce je zatim nejasna, protoze se neucastni zadného

dualezitého efektorového imunitniho mechanismu.

IgE

Ackoli IgE je v séru =zastoupen nejméné, hraje dilezitou roli v obrané

proti mnohobunéénym parazitim. Také je hlavni pfi¢inou alergii. Po rozpoznani alergenu,

23



se komplex antigen-IgE vaze na Fc receptor zirnych bunék, ¢imz spusti jejich degranulaci a

vyliti biologicky aktivnich mediatora (histamin, serotonin).

1gG1

X

Obrézek 4: Izotypy savéich protilatek (prevzato z #°). Pentamer IgM je spojen pomoci J-fetézce.

1.2.3 Slepici protilatky

Ve slepicim séru byly prokazany tii izotypy protilatek — IgA, IgM a IgY. Molekulové
hmotnosti, morfologie 1 elektroforetické mobility jsou podobné jak pro slepici tak pro savci
IgA a IgM.*® Tyto dvé tfidy se vyskytuji ve vaje¢ném bilku, zatimco IgY se nachazi
ve zloutku.

U ptakt obecné je IgY majoritni tfida, ktera je funkci podobna savéi IgG. Drive se
dokonce i stejné oznacovala, dokud mezi nimi nebyly objeveny zna¢né rozdily. Bylo proto
zavedeno nové oznaceni IgY podle ang. yolk = Zloutek.*

U savcl prochazeji protilatky pies placentu do plodu, zatimco u ptakti dochézi
Kk transportu imunoglobulini do vejce, aby nasledné chranily vylihnuté kufe. Zrani vajec
u dospélé slepice (150 dni stara) zacina ve vajecniku, ktery obsahuje velké mnozstvi oocyti.
Z nich se postupné stavaji folikuly, jez jsou bohaté cévné zasobeny. Skrz tyto zily jsou

do folikulu ptivadeény z jater slozky budouciho zloutku vzniklé béhem metabolismu potravy.
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Z krevniho ob¢hu jsou také vychytavany protilatky IgY pomoci specifickych receptorti
na zrajicim oocytu. Poté pokracuje folikul do vejcovodu, kde dochazi k tvorbé vajecného

bilku, kam jsou také transportovany IgM a IgA, a nakonec se z vapniku utvoii skotapka.*

Struktura IgY

Pantova oblast

Jedind  protilatka  vajecného
zloutku IgY ma na rozdil od IgG
(~150 kDa) molekulovou hmotnost
piiblizné 180 kDa a jeji tézky fetézec
obsahuje 4 konstantni domény
V porovnani se 3 doménami u IgG
(Obrazek 5). Pti srovnani s 1gG byla
zjiSténa podobnost mezi savCimi

doménami Cy2 a Cy3 a slepicimi Cv3 IgY v Cvt %

a Cv4, coz vedlo k teorii, Ze se u savcu Cv2 Cv3 Cv4

Z chybéjici domény vyvinula tzv. v, Co

pantova oblast, kterd poskytuje Fab o . o 5 Struktura I1gG a IgY (prevzato z ). V-variabilni

doména; C-konstatni doména; L-lehky fetézec; H-tézky

fragmentu zna¢nou pohyblivost.> dorn - K 1ens :
fetézec; y- fetézec gama; v-fetézec ypsilon

Vyhody slepicich protilatek

Obecné plati, Ze imunitni odpovéd’ organismu je vyssi na antigen, ktery je fylogeneticky
vzdalengjsi. Proto slepice produkuje vice protilatek na savéi antigen neZ savci*® a dokonce i
na vysoce konzervované savéi proteiny.®? Vzhledem k evoluénim rozdiltim slepici protilatky
rozpoznavaji jiné a dokonce vice epitopt, coz vede k amplifikaci signalu. K uspésné
imunizaci slepic vétsinou posta¢i mensi mnozstvi antigenu (0,1-1,0 ug proteinu) %%a odpada
nutnost opakované imunizace.>*

Dalsi nesporna vyhoda slepi¢ich protilatek spoc¢iva v jejich izolaci. Ac¢koli by se daly
protilatky ziskavat i ze séra slepic, koncentrace IgY ve Zloutku je 1,3-1,9x vySs§i. Sbér vajec
je neinvazivni metoda, zatimco Casté odbéry krve u savcl pro ptipravu protilatek jsou
pro zvifata velmi stresujici. Také metody purifikace IgY z vejce jsou nendrocné a

jednoduché, protoze Zloutek obsahuje pouze jeden druh protilatek. Bylo popsdno mnoho

postupil izolace IgY, které vétiinou sestavaji z precipitacnich a centrifuga¢nich kroki.*®
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Ackoli 1 ml krali¢iho séra obsahuje 35 mg IgG a v 1 g Zloutku je pouze 10 mg IgY, je
tento nedostatek vyvazen délkou produkce. Slepice ro¢né snese piiblizné€ 250 vajec, coz ¢ini
4 000 g zloutku, zatimco objem séra jednoho kralika ¢ini 40 ml. To znamen4, Ze za rok jedna
slepice vyprodukuje 40 g IgY ale kralik pouze 1,4 g IgG. Jinymi slovy za rok je produkce
slepi¢ich protilatek az 30x vynosnéjsi nez produkce kréli¢ich protiltek.>®

Dalsi vyhody pouziti IgY souvisi s imunologickymi stanovenimi. Pfi klinickych testech
se nejcCastéji jako vzorek pouziva lidské sérum, které miize obsahovat interferujici endogenni
komponenty vedouci k chybnym vysledkiim. Je velmi obtizné tyto slozky eliminovat, nebot’
slozeni séra se 1isi pacient od pacienta a i u stejné osoby je sloZeni séra proménné. Cerstvé
ziskané sérum obsahuje aktivni komplementovy systém. Béhem imunologickych stanoveni
dochazi k tvorbé komplext antigen-IgG, které mohou spoustét komplementovou kaskadu.
Vysledkem je navazani komplementu na imunokomplex, coz brani v dalsi interakci antigenu
s protilatkou. Dalsi problém nastava, pokud je savCi protilatka navazana na pevnou fazi
(napf. dno mikrotitracni desticky). V tomto ptipadé se mize komplement vazat na protilatku
misto antigenu a vyvolat faleSné pozitivni odpovéd’. Vzhledem k odlisné struktute slepici
protilatka neaktivuje komplement, a tudiz nemize dojit k interferenci.®” Falesné pozitivni
vysledky se objevuji i u pacienti s revmatickou artritidou. Pfi tomto autoimunitnim
onemocnéni se tvoii protilatky, které reaguji s Fc ¢astmi savcich IgG. Tyto autoprotilatky se
obecné nazyvaji revmatoidni faktor a mohou se vyskytovat i u jinych onemocnéni nebo
dokonce u zdravych jedincd. Pokud se tedy provadi imunologické vySetieni
"sandwichového" typu s primarni 1 sekundarni savci protilatkou, dochazi k jejich propojeni
pomoci revmatoidniho faktoru a nikoli pfes antigen. Slepici protilatka ma ovSem odlisné
slozeni Fc fragmentu, a proto nemiize dojit k takovym falesné pozitivnim vysledkiim.®®
V dalSich vySetfenich se vyuZivaji 1 jiné vzorky neZ sérum napf. krev nebo tkané, které
mohou obsahovat lidské protilatky. V tomto piipadé mlize dochazet ke kiizové reaktivité
S pouzitymi savéimi protilatkami. Sekundarni IgG pak miZe rozpoznavat protilatku
ze vzorku misto primarni nebo reagovat s hovézi IgG z roztoku hovéziho sérového albuminu,
ktery se Casto pouziva jako blokovaci roztok. JelikoZz je slepi¢i protilatka znaéné odlisna
od sav¢i, neni pozorovana zadna kiizova reaktivita tohoto typu.*®

Dalsi rozdil mezi slepici IgY a sav¢i IgG spociva v interakci s bakterialnim proteinem A
a G. Protein A se nachazi na povrchu Staphylococcus aureus a protein G na Streptococcus
sp., kde nejspise maji protektivni roli pro bakterie. Tyto proteiny totiz vazi Fc oblast IgG,

¢imz zabraiiuji opsonizaci 1 nasledné fagocytoze. Této vlastnosti se vyuziva i v laboratotich
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pfi purifikaci IgG. Na druhou stranu IgY s proteinem A ani G nereaguje, ale Ize jich tedy
vyuzit pti riznych detekcich bakteridlnich proteind, kdy za pouziti IgG mize dochazet
k fale$né pozitivnim vysledkim.>® &

Jako mozné nevyhoda zloutkovych protilatek se jevi fakt, Ze ptaci jsou schopni vytvaret
protilatky i na potravni antigeny. Jelikoz jsou slepice v chovech nejcastéji krmeny hovézi
masokostni mouckou, jez obsahuje keratin, vznikaji proti tomuto proteinu i dal$im
obsazenym slozkdm moucky protilatky, které mohou interferovat pfi imunologickych

stanovenich. Nicméné jsou Kk odstranéni tohoto nedostatku jiz vypracovany vhodné

metody.51 6263
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo pfipravit a charakterizovat slepici protilatky rozeznavajici
CYP2S1 a CYP2W1. Za timto ucelem bylo nutné vybrat vhodny antigen k imunizaci slepic,
izolovat vajecné protilatky, separovat specifické protilatky a dokazat jejich specifitu
pomoci imunologickych metod.

Dalsim cilem bylo zjistit pifitomnost danych forem cytochromu P450 v rtznych

bunéénych liniich a dalSich biologickych vzorcich.
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3 Material a metody

3.1 Pouzity material

Fluka, Svycarsko

2-merkaptoethanol; akrylamid; BIS (N,N'-methylenbisakrylamid); EDC (1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]karbodiimid-hydrochlorid); ~ dioxan;  maleinanhydrid; ~ pNPP
(hexahydrat  4-nitrofenylfosfatu  disodné¢ho); SDS  (dodecylsiran sodny); Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Lach-Ner, Ceska republika

APS (persiran amonny); bromfenolova modi; EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
glycerol; HCI; KH2POg4; kyselina octova; L-cystein-HCI; MgClz; NaCl; Na,COz; NaHCOs;
NaH2PO4-2H20; Na2HPO4-12H20

Merck Millipore, USA
PVDF Immobilon-P Membrane

Penta, Ceska republika
azid sodny (NaN3); ethanol, glycin; methanol; NaOH

PML Protein.Mléko.Laktoza, Ceska republika

Laktino su$ené mléko odtu¢néné

Roche, Svycarsko
cOmplete ULTRA Tablets; PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets

SERVA, Némecko
Coomassie  Brilliant Blue R 250; dialyzaéni stieva;, TEMED  (N,N,N',N'-
tetramethylethylendiamin); Triton X-100; Tween 20

Sigma-Aldrich, USA
anti-slepi¢i IgG konjugovana s alkalickou fosfatasou; BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl fosfat/nitro-blue tetrazolium tablety); DEA (diethylamin); deoxycholat sodny;
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guanidin-HCI; MES (2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina); Sepharosa 4B aktivovana
CNBr; Tris-HCI

Thermo Fisher Scientific, USA

Imject Maleimide-Activated Mariculture KLH (keyhol limpet hemocyanin); KLH;
Microplate BCA Protein Assay Kit — Reducing Agent Compatible; mikrotitracni desticka
F16 MaxiSorp NUNC-IMMUNO MODULE; SulfoLink Coupling Resin; standardy
molekulovych hmotnosti PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder a Spectra

Multicolor Broad Range Protein Ladder
3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy
Discovery, Ohaus, USA

Automatické pipety
Nichipet EX, Nichiryo, Japonsko
Proline, Biohit, Finsko

Centrifugy

Centrifuge 5415R, Eppendorf, Némecko
Centrifuge 5418, Eppendorf, Némecko
Centrifuga K70D, MLW, Némecko

Upravna vody
Simplicity 158, Merck Millipore, USA

Fotometr mikrotitra¢nich destic¢ek

Sunrise, Tecan, Svycarsko

Elektricky zdroj
EPS 301 Power Supply, Amersham Biosciences, USA

Elektroforeticka aparatura

MiniVE Vertical Electrophoresis System, Amersham Biosciences, USA
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Injekéni mikrostiikacka

MICROLITER Syringe 702RN, Hamilton, Svycarsko

Inkubator
IR 1500 Automatic CO: Incubator, Flow Laboratories, Velk4 Britanie

Magnetickda michacka

KMO 2 basic IKAMAG, IKA, Némecko

"End-over-end" michadka
Reax 2, Heidolph, Némecko

Opakovaci davkova¢

Multipette, Eppendorf, Némecko

pHmetr

H1 2211, HANNA instruments, USA
Piedvazky

Kern EW 600-2M, Kern&Sohn, Némecko

Sonikator

Elmasonic E30H, Elma, Némecko

Spektrofotometr
Agilent 8453 Diode Array Spectrophotometer, Hewlett-Packard, USA

Vicekanalova pipeta

Proline, Biohit, Finsko

Vortex
MSI minishaker, IKA, Némecko

""Western blot" aparatura
Fastblot B43, Biometra, Némecko
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3.3 Metody

3.3.1 Vybér peptidu

Jelikoz jsou cytochromy P450 2S1 a 2W1 velmi téZko dostupné a obtizné izolovatelné
ve form¢ vhodné k imunizaci, bylo nutné pfipravit k produkci specifickych protilatek
peptidové antigeny. Pii jejich piipraveé postacuje znat primarni strukturu proteinu, ze které
se nasledné vybere kratka sekvence aminokyselin, kterd po vazbé na vysokomolekularni
proteinovy nosi¢ slouzi k imunizaci. Podle literatury byly zvoleny tyto sekvence:

e CYP2Sla: KQVRPTDLHSTTQTR*
e CYP2W1la: TMRPRAQALC®*

Dale byla pomoci dostupnych modelovacich programu (http://www.uniprot.org/,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/, http://web.expasy.org/protscale/) vybrana sekvence cca 13
aminokyselin z C konce proteini cytochromu P450 2S1 a 2W1. Vybrana sekvence by se
méla nachazet na povrchu enzymi, neobsahovat uspofadanou sekundarni strukturu, byt
unikatni pro dany protein a mit vhodné antigenni vlastnosti. Podle predik¢nich programii
byly vybrany tyto sekvence:

e CYP2S1b: CPPDTLSLKPTVS

e CYP2W1b: CPGVSPASLDTTP

Podle vybranych sekvenci byly pfipraveny syntetické peptidy (biotechnologickou firmou
VIDIA, CR).

3.3.2 Priprava imunogenu

Protoze uvedené peptidy jsou nedostateéné velké (nizka relativni hmotnost), aby vyvolaly
imunitni odpovéd, je potieba je navazat na proteinovy nosi¢ - KLH (keyhol limpet
hemocyanin). Pokud peptid obsahoval na jednom konci aminokyselinu cystein (CYP2Sl1a,
CYP2S1b, CYP2W1b), probihala konjugace adici za vzniku thioetherové vazby. Nicméné
jeden peptid cystein neobsahoval (CYP2Sla), proto byl KLH nejprve modifikovan
pomoci maleinanhydridu a poté na néj byl vazan peptid pies amino skupinu kondenzac¢ni

reakci za vzniku amidové vazby.
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Konjugace KLH a peptidu pres thiolovou skupinu cysteinu

Nejvice reaktivni aminokyselinou vyskytujici se v proteinech je cystein, ktery obsahuje
thiolovou skupinu —SH. Krom¢ jinych reakci je tato skupina schopna tvofit thioesterovou

vazbu s maleimidem, kdy dochézi k adici na dvojné vazbé (Obrazek 6).%*

(@50

maleimidem aktivovany KLH peptid s terminalnim
cysteinem

MH : I
I:l
0

konjugat KLH-peptid

Obrazek 6: Konjugace KLH a peptidu pies thiolovou skupinu (upraveno z %)

Jako proteinovy nosi¢ byl zvolen maleimidem aktivovany KLH (mcKLH), ktery vznikl
modifikaci KLH pomoci sulfo-SMCC (sulfosukcinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat). Vzniklé maleimidové skupiny jsou nasledné
schopné vézat thiolové skupiny peptidu.

Byl ptipraven roztok Imject Maleimide Activated Mariculture KLH v destilované vodé
0 koncentraci 10 mg/ml a roztok daného peptidu v konjuga¢nim pufru (0,1M NaH2POg;
0,15M NaCl; pH 7,2) o téZe koncentraci. Oba roztoky byly smiseny v ekvivalentnim
mnozstvi (250 pl roztoku peptidu + 250 pl roztoku mcKLH) a vznikly roztok byl poté
michan dvé hodiny pfi laboratorni teploté, béhem nichZ vznikal konjugat KLH a dan¢ho

peptidu.

Vazba peptidu na modifikovany KLH karbodiimidovou kondenzaci

Jelikoz jeden peptid neobsahoval thiolovou skupinu, musela konjugace prob&hnout

pies jeho terminalni aminovou skupinu a pies karboxylovou skupinu proteinového nosice
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KLH. Jak je patrno z Obrazku 7, daji se tyto dvé reaktivni skupiny propojit pomoci ¢inidla
EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]karbodiimid-hydrochlorid).®®

peptid

W SR ~ps
~f ! H,N@ |
D \L
' N

KLH EDC aktivovany KLH konjugat KLH-peptid vedlejsi produkt

Obrazek 7: Konjugace KLH a peptidu pomoci EDC (upraveno z %)

Aby pii aktivaci KLH ¢inidlem EDC nedoSlo k jeho agregaci v disledku reakce
aminovych a karboxylovych skupin, byly nejprve aminové skupiny reverzibilné
modifikovany pomoci maleinanhydridu.®7:%

Nejprve byl ptipraven roztok KLH v uhli¢itanovém pufru (0,05M NaHCOs; pH 9,5)
0 koncentraci 1 mg/ml. Na ledu bylo k 10 ml tohoto roztoku po kapkach pfidano 1,5 ml 1M
maleinanhydridu v dioxanu a pH bylo upraveno na hodnotu 9. Po pétiminutové inkubaci
na ledu nasledovala dialyza ptes noc oproti 10 litrim 0,15M NaCl pii 4°C.

Nasledovalo navazani peptidu na modifikovany KLH. 10 mg EDC bylo rozpusténo v 1 ml
deionizované vody a nasledné bylo pifidano 125 pl tohoto roztoku EDC ke 2 ml
modifikovaného KLH. Po pétiminutové inkubaci pii laboratorni teploté bylo pfidano 500 pl
roztoku  peptidu CYP2Sla v  konjugaénim  pufru (0,1 M MES
(2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina); pH 4,5-5,0) o koncentraci 4 mg/ml. Poslednim
krokem bylo dvouhodinové michani pifi laboratorni teploté, pfi niz vznikal konjugat

KLH-peptid.

3.3.3 Imunizace slepic

Slepice nosného plemene Leghorn byly chovany v oddélenych klecich za fizeného
svetelného rezimu se stalym piistupem k vod¢. Pred prvni imuniza¢ni davkou bylo nasbirano
nckolik vajec od kazdé slepice. Nasledné ziskané protilatky z téchto vajec slouZily
jako negativni kontroly pfi dal$ich experimentech. Poté probéhla imunizace ve tfech
davkach, kdy v tydennich odstupech bylo podano intramuskularn¢ 100 pg konjugatu KLH

s danym peptidem pro prvou davku v kompletnim Freundovu adjuvans a pro dalsi davky
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v adjuvants nekompletnim. Po imunizace nasledoval sbér vajec, které byly uchovavany

pti 4°C, dokud nebyly pouzity k izolaci protilatek.

3.3.4 Izolace protilatek

Protilatky vajecného Zloutku se daji izolovat nékolika zplisoby. Nejcastéji tyto postupy
zahrnuji precipitaci pomoci siranu amonného,® dextranu’® nebo polyethylenglykolu.” Také
se vyuziva separace za vyuziti ionexové chromatografie.”? Z velkého spektra postupti byla
vybrana dvou krokova procedura zahrnujici extrakci vodovodni vodou a precipitaci pomoci
NaCl. Touto metodou se ziska vysoce purifikovana frakce imunoglobulinu Y (az 97 %).”

Pro purifikaci kontrolnich frakei IgY bylo pouzito nekolik vajec, které byly ihned
po sbéru rozbity a Zloutky byly nafedény do PBS s azidem sodnym (13,4mM NaCl; 1,8mM
Na:HPOs; 1ImM NaH2POgs; 0,1% (w/v) NaNs; pH 7,2) v poméru 1:1 a nasledné byly tyto
suspenze 4x fedény vodovodni vodou. Pro izolaci specifickych protilatek bylo pouzito 8
vajec sbiranych minimaln¢ tyden po posledni davce imunizace. Po oddéleni bilkt byly
Zloutky dikladn¢ omyty pod proudem vody a 8x natedény vodovodni vodou. Po fadném
promichani bylo u kontrolnich i specifickych frakci upraveno pH na hodnotu 5 a suspenze
nafedénych zloutkli byly zmrazeny pti teplot¢ -20°C. V pribéhu rozmrazovani
pii laboratorni teploté na filtra¢nim papiie dochazelo soucasn¢€ k oddéleni vodorozpustné
frakce od lipidniho podilu Zloutki. K filtratu bylo podle objemu ptidano takové mnozstvi
NaCl, aby jeho vysledna koncentrace byla 8,76 % (w/v), a pH bylo upraveno na hodnotu 4.
Precipitace probihala po dobu 30 minut za stdlého michéni a poté 1,5 hodiny pfi laboratorni
teploté. Poslednim krokem byla centrifugace (Janetzki K70) pti 2 700xg 20 minut pii teploté
4°C. Vznikla peleta (protilatkova frakce IgY) byla resuspendovana v PBS s azidem sodnym.
Roztoky protilatek byly skladovany pti 4°C. Piipadny zakal byl oddélen pétiminutovou
centrifugaci pti 14 500xg (The Centrifuge 5418, Eppendorf).

Koncentrace proteinti byla stanovena pomoci méfeni absorbance pii 280 nm.”* Jako
srovnavaci vzorek byl pouzit pufr PBS s 0,1% azidem sodnym. Pro vypocet koncentrace
proteini v protilatkové frakci IgY byl pouzit empiricky faktor podle néasledujiciho vzorce:

c=Axpo fn

c koncentrace [mg/ml]

Aogo  absorbance pii 280 nm

f empiricky faktor = 1,094

n fedéni protilatky
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3.3.5 ELISA

K ovéfeni specifity ziskanych protilatek byla pouzita metoda ELISA (z ang.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Nejprve se na dno jamky mikrotitrani desticky
adsorbuje antigen. Poté nasleduje inkubace se stanovovanou primarni protiladtkou, na kterou
se vaze sekundarni protilatka znaCend enzymem (nejCastéji kienovou peroxidasou nebo
alkalickou fosfatasou). Po pfidani chromogenniho substratu vznika barevny produkt, jehoz
koncentrace se da méfit spektrofotometricky a je imérna mnozstvi navazané primarni

protilatky.”

Imobilizacni pufr: 15mM NaxCOs; 35mM NaHCOs; pH 9,6
Promyvaci roztok (PBS s 0,1% TWEEN 20): 13,4mM NaCl; 1,8mM Na;HPOs; 1mM
NaH2POg; 0,1%(v/v) TWEEN 20; pH 7,2
Blokovaci roztok: 2% (w/v) roztok bilku v PBS s 0,1% TWEEN 20
PBS: 13,4mM NaCl; 1,8mM NaHPO4; 1mM NaH2POg4; pH 7,2
Vyvolavaci roztok: 1 mg/ml pNPP (4-nitrofenylfosfatu disodného); 0,02M Na,COs; 0,03M
NaHCOs; 1ImM MgCl:

Vsechny vzorky byly méfeny v paralelnim uspofadani. Prvni krok spoc¢ival v navazani
antigenu na dno jamek mikrotitra¢ni desticky F16 MaxiSorp NUNC-IMMUNO MODULE.
Byl ptipraven roztok peptidu v imobiliza¢nim pufru o koncentraci 4 ug/ml a na jamku bylo
aplikovano po 100 ul tohoto roztoku. Desti¢ka byla ponechana pii 4°C pies noc. Nasledujici
den byl nenavazany antigen odsat a kazda jamka byla tiikrat promyta 200 pl promyvaciho
roztoku. Blokovani probihalo za pouziti 100 pl 2% roztoku bilku v PBS s 0,1% TWEEN 20
na jednu jamku pti 37°C po dobu 1 hodiny. Jamky byly opét promyty a poté bylo nanaseno
100 pl slepi¢i protilatky v riznych koncentracich. Inkubace s primarni protilatkou probihala
pti 37°C 2 hodiny. Po trojnasobném promyti nasledovalo nanaseni sekundarni protilatky -
krali¢i protilatka rozpoznavajici IgY znaend alkalickou fosfatasou. Na jamku bylo
aplikovano 100 pl sekundarni protilatky v PBS fedéné 1:1 400 a provedena inkubace
pti 37°C 1 hodinu. Po dikladném promyti bylo aplikovano 100 pl vyvolavaciho roztoku
obsahujici para-nitrofenylfosfat, ktery alkalicka fosfatasa katalyzuje na zluty paranitrofenol.
Reakce byla zastavena po 10 minutach 100 pl 3M NaOH. Absorbance vzniklého produktu

reakce byla méfena na fotometru Sunrise (Tecan).
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3.3.6 Afinitni purifikace IgY

Izolované protilatky IgY z vaje¢ného Zloutku vykazovaly kiizovou reaktivitu i s celou
fadou dalsich epitoptl kromé peptidu. Pro izolaci specifickych protilatek byla pouzita afinitni
chromatografie. Podle toho, zda peptid obsahoval terminalni cystein ¢i nikoli, bylo nutné
vyuzit odli$né pfistupy pro jeho zakotveni na nosi¢. Ke sledovani prabéhu purifikace IgY

byla pouzita metoda ELISA.

Afinitni chromatografie na sorbentu s peptidem vazanym pies thiolovou

skupinu cysteinu

Pro ptipravu afinitniho sorbentu s peptidem s merkaptoskupinou byl vyuzit gel SulfoLink
Coupling Resin, coz je zesitovana agarosa nesouci na raménku navazanou jodoacetylovou
skupinou. Ta umoziuje vazbu peptidu na kolonu za vzniku thioetherové vazby

(Obrézek 8).7

H
/4“”1(‘*' i |

]

agarosa s jodoacetylovol
skupinou

Joos

imobilizovany peptid

Obrazek 8: Imobilizace peptidu obsahujici cystein na agarosu s jodoacetylovanymi skupinami (upraveno z°)

Priprava afinitniho sorbentu

Imobilizacni pufr: 0,05M Tris; 0,005M EDTA; pH 8,5
Promyvaci pufr: 1M NaCl

Blokovaci pufr: 0,05M L-cystein-HCI v imobiliza¢nim pufru
Uchovavaci pufr: PBS s 0,1% (w/v) NaN3z; pH 7,2
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Do polypropylenové kolonky byly vneseny 4 ml roztoku SulfoLink Coupling Resin, coz
odpovida pfiblizné¢ 2 ml sedimentovaného gelu. Kolona byla promyta 8 ml imobiliza¢niho
pufru a poté byly naneseny 2 ml roztoku peptidu v imobiliza¢nim pufru o koncentraci 0,5
mg/ml. Gel s roztokem peptidu byl 15 minut michan na "end-over-end" michacce a poté byl
inkubovan pii laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut. Nenavazany peptid byl odstranén
z kolony, ktera poté byla promyta 8 ml imobilizacniho pufru. Nésledovalo blokovani
nezreagovanych jodoacetylovych skupin roztokem L-cysteinu-HCI v imobiliza¢nim pufru,
kdy prvnich 15 minut byl obsah kolony michan za stejnych ptredeslych podminek a dalSich
30 minut byl ponechan pfti laboratorni teploté. Po uplynuti dané doby byl roztok oddélen a
kolona byla promyta postupné 16 ml promyvaciho pufru a 6 ml uchovavaciho pufru. Takto

ptipraveny gel s 2 ml uchovavaciho pufru byl skladovan pii 4°C.

Izolace antipeptidové protilatky

Afinitni sorbent v kolonce ekvilibrovan na laboratorni teplotu byl promyt postupné 6 ml
50mM diethylaminem (DEA) o pH 11,5; 6 ml 100mM KH2PO4 0 pH 7,2 a 6 ml PBS. Poté
bylo aplikovano po 15 ml roztoku prislusné IgY a provedena inkubace pies noc pii 4°C
za stalého michani. Nasledujici den byl nenavazany IgY oddélen a kolona dikladné
promyvana PBS, dokud absorbance pii 280 nm neklesla pod hodnotu 0,01. Nasledné bylo
naneseno 10 ml 1M roztoku NaCl v PBS a byly jimany frakce po 1 ml a sledovana
absorbance pti 280 nm. Tento roztok o vysoké iontové sile eluoval slabé navazané protilatky.

Kolona byla poté promyta 25 ml PBS a specificka protilatka byla uvolnéna pomoci S0mM
DEA o pH 11,5. Byly jimany frakce po 1 ml a okamzité neutralizovany 200 pul 1M KH2PO4
0 pH 6,7. Frakce s nejvétsim podilem IgY byly pies noc dialyzovany proti 10 litrim PBS
s 0,1% NaN3 pii 4°C. Kolona byla promyta PBS do neutralniho pH a postupné po 6 ml 4M
guanidinem/HCI o pH 7,0; 6 ml 100mM KH2PO4 o0 pH 7,2 a 10 ml PBS. Gel s 2 ml

uchovavaciho pufru byl skladovan pti 4°C.
Afinitni chromatografie na sorbentu s peptidem vazanym pires amino skupinu

Pro konjugaci peptidu, ktery neobsahoval thiolovou skupinu, na kolonu, byl pouzit nosi¢
(agarosa) aktivovany bromkyanem, umoziujici vazat peptidy i proteiny pies amino skupinu

(Obrazek 9)."’
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CHMBr aktivovana imohilizovany peptid
agarosa

Obrazek 9: : Imobilizace peptidu na agarosu aktivovanou CNBr (upraveno z%%)

Ptiprava kolony

Imobilizacni pufr: 0,1M NaHCO3; 0,5M NaCl; pH 8,4
Blokovaci pufr: 0,2M glycin; pH 8,0
Uchovavaci pufr: PBS s 0,1% (w/v) NaNs; pH 7,2

K navazenému mnozstvi (1 g) Sepharosy 4B aktivované bromkyanem bylo ptidavano
béhem 2 hodin postupné po 5 ml 200 ml ImM HCI. Sepharosa byla pak promyta 30 ml
destilované vody a 5 ml imobiliza¢niho pufru. Poté byl ihned gel v kolonce smisen
s roztokem peptidu, ktery vznikl rozpusténim 2,25 mg peptidu ve 3 ml imobiliza¢niho pufru,
a za stalého michani inkubovan pti 4°C pies noc. Nasledujici den byl roztok peptidu
odstranén a kolona byla promyta 8 ml imobiliza¢niho pufru. Potom byly aplikovany 4 ml
blokovaciho pufru a kolona byla ponechéna pii laboratorni teploté 2 hodiny za stalého
michéani. Po uplynuti dané doby byl pfipraveny sorbent promyt postupné 4 ml destilované

vody, 10 ml 50mM DEA o pH 11,5, 10 ml 100mM KH2PO4 o pH 7,2 a 10 ml PBS.

Izolace antipeptidové protilatky

Na pfipravenou kolonu bylo naneseno 15 ml pfisluSné protilatky. Navazani protilatky
na kolonu probihalo za stdlého michani pfi 4°C pfes noc. Dalsi den byla nenavazana
protilatka oddélena a kolona promyvana PBS a méfena absorbance eluatu pii 280 nm.
Promyvani bylo ukon¢eno, kdyz absorbance klesla pod hodnotu 0,01. Poté bylo na kolonu
aplikovano 10 ml PBS s 1M NacCl a byly jimany frakce po 1 ml, u kterych byla zmétena
absorbance pti 280 nm. Po promyti Sepharosy 25 ml PBS bylo na kolonu naneseno 50mM
DEA o pH 11,5 pro uvolnéni IgY z kolony. Frakce byly jimany po 1 ml do mikrozkumavek,
které jiz obsahovaly 200 ul 1M KH2PO4 o pH 6,7 za i¢elem neutralizace. Nasledné byly
spojeny frakce s nejvetsim obsahem proteint a dialyzovany pti 4°C pies noc proti 10 litrim

PBS s 0,1% azidem sodnym. Regenerace kolony byla provedena promytim 9 ml 4M
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guanidinem/HCI o pH 7,0; 9 ml 100mM KH2PO4 0 pH 7,2 a 15 ml PBS. Kolona byla
uchovavana pro dalsi pouziti s 3 ml PBS s 0,1% NaNz3 pii 4°C.

3.3.7 Bunééné kultury

Po piipravée specifickych protilatek bylo nutné potvrdit jejich schopnost imunodetekce
cytochromiit P450. Za timto uCelem byly vybrany bunécné linie, ktery potencionalné
exprimuji CYP2S1 a 2W1,

e MCF-7: lidské buriky rakoviny prsu; exprese CYP2W17® (poskytnuto Mgr.
Kamilou Burdovou, Ustav molekularni genetiky AV CR)

e A549: lidské epitelialni buiiky adenokarcinomu; exprese CYP2S1% (poskytnuto
Be. Libusi Noskovou, Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze)

e MT-3: lidské bunky kolorektalni rakoviny, exprese CYP2S1 s vysokou hladinou
MRNA cytochromu P450 2S1 (poskytnuto RNDr. Pavlem Souckem, CSc., Statni
zdravotni tstav)

e MRC-5: lidské plicni fibroblasty; bez exprese CYP2W1 a CYP2S1; negativni
kontrola (poskytnuto Mgr. Kamilou Burdovou, Ustav molekularni genetiky AV
CR)

Bunééné kultury byly ziskany ve formé pelet po centrifugaci. Pro dalsi praci z nich byly
pripraveny lyzaty.

RIPA pufr: 150mM NaCl; 5mM Tris; 1% (v/v) Triton X-100; 0,5% (w/v) deoxycholat
sodny; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,0; do 10 ml pufru bylo pfidano po jedné tableté
cOmplete ULTRA Tablets a PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets

K peleté bunéénych kultur bylo ptidano takové mnozstvi lyzacniho média (RIPA pufr),
které odpovidalo 60 ul na 10° bun&k. Po fadném rozsuspendovini byla smés ponechéna
30 minut pfi teploté 4°C za mirného tiepani. Nasledovala centrifugace pti 13 400xg pii 4°C

po dobu 20 minut. Ziskany supernatant byl jako lyzat bun¢k uchovavan pii -80°C.

Dalsim biologickym vzorkem pro imunodetekci CYP2S1 za vyuziti pfipravenych
protilatek byl kmen Escherichia coli (XL-1 blue), ktery byl transformovan plasmidem
pCMV-SPORT6 pro rekombinantni expresi lidského CYP2S1 s pozménénou sekvenci
na N konci a histidinovou kotvou piipojenou na C konec proteinu. Pelety E. coli
s namé&fenymi hodnotami optické density pfi 600 nm byly poskytnuty Mgr. Ivetou Mrizovou

z Ptirodoveédecké fakulty Univerzity Karlovy.
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3.3.8 Stanoveni koncentrace proteint

Ke stanoveni koncentrace proteini ve vzorcich bunéénych lyzati byla pouzita metoda
vyuzivajici barevné zmény komplexu kyseliny bicinchoninové (BCA) s ionty médi. Proteiny
jsou schopné v alkalickém prostfedi redukovat Cu?* na Cu*. Tato redukce je nasledné
vizualizovdana BCA, kterd s Cu® ionty tvoii fialovy komplex absorbujici pfi 562 nm.
Vysledna absorbance je pfimo imérna koncentraci protein.’

Reagent A: Na;CO3; NaHCOs; kyselina bicinchoninova; vinan sodny v 0,1M hydroxidu

sodném

Reagent B: 4% siran méd’naty

Ke stanoveni byl vyuzit "Microplate BCA Protein Assay Kit — Reducing Agent
Compatible"”, obsahujici pfedpfipravené reagenty a standard-BSA (hovézi sérovy albumin)
o riznych koncentracich. Na mikrotitra¢ni desticku bylo v triplikatech nanaseno po 9 ul
lyza¢niho média (srovnavaci vzorek), vody, standardu o riznych koncentracich a vhodné
natedéného vzorku. Nasledné bylo do vSech jamek ptidano po 260 pl reak¢niho ¢inidla, které
bylo ptfipraveno smichdnim reagenti A a B v poméru 50:1. Desticka byla inkubovana 30
minut pfi 37°C. Po vychladnuti byla méfena absorbance pfi 562 nm a pomoci programu
KIM32 sestrojena kalibra¢ni kiivka, pomoci niZz byla vypoctena koncentrace proteint

ve vzorcich.

3.3.9 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza se obecné pouziva k rozdéleni makromolekul v zavislosti na jejich velikosti
a naboji. Probihd v homogennim elektrickém poli v gelu, ktery miize byt tvofen agarosou
(nejcastéji pro DNA/RNA analyzy) nebo polyakrylamidem (separace proteini). Pokud je
nutné proteiny rozdélit pouze na zakladé jejich velikosti, vyuZiva se vlastnosti dodecylsiranu
sodného (SDS), ktery udéli kazdé bilkoviné stejné velky zaporny naboj.%
gel A:  Pufr A: 0,375M Tris-HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8
Polymerac¢ni roztok A v pufru A: 30% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v) BIS; pH 8,8
TEMED
100 mg/ml APS
gel B:  Pufr B: 0,125M Tris-HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8
Polymerac¢ni roztok B v pufru B: 30% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v) BIS; pH 6,8
TEMED
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100 mg/ml APS

Ptiprava gelti na 1 elektroforézu:
8% gel A: 5,5 ml pufru A; 2 ml polymera¢niho roztoku A; 7,5 ul TEMED; 75 ul APS
3% gel B: 2,7 ml pufru A; 300 pul polymera¢niho roztoku A; 3 ul TEMED; 60 ul APS

Elektrodovy pufr: 0,025M Tris-HCI; 0,195M glycin; 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
Vzorkovy pufr redukujici 4*koncentrovany: 0,25M Tris /HCI; 8% (w/v) SDS; 40% (v/v)
glycerol; 20% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,003% (w/v)
bromfenolova modf; pH 6,8
Barvici lazen: 0,25% (w/v) Coomassie brilliant blue R-250; 46% (v/v ) ethanol; 9,2% (v/v)
kyselina octova
Odbarvovaci lazen: 25% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octova

Nejprve byla sestavena elektroforetickd aparatura ze dvou skel (10%10,5 cm), mezi ktera
byly na okraje vlozeny "spacery". Po umisténi skel do aparatury byl mezi n¢ aplikovan
roztok pro polymeraci 8% separac¢niho gelu A do vysky cca 3 cm od horni okraje skla a poté
byl roztok ptevrstven destilovanou vodou. Polymerace separa¢niho gelu probihala 45 minut
pfi laboratorni teploté, nasledné€ byla voda odstranéna a prostor mezi skly vysuSen filtracnim
papirem. Na zpolymerovany gel A byl nanesen roztok pro 3% zaosttovaci gel B, do kterého
byl vnofen hieben s 10 zuby. Po 20 minutach byl zaostfovaci gel zpolymerovany, tudiz mohl
byt do komory ptidén elektrodovy puftr a hieben vyjmut.

Do vzniklych jamek byly nanaseny vzorky (lyzaty bunék, buné¢na suspenze) a standardy
molekulovych hmotnosti (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder; PageRuler
Unstained Broad Range Protein Ladder). Lyzaty bunécnych linii nebyly fedény a bunécna
suspenze expresniho systému E. coli byla nafedéna tak, aby vysledna hodnota optické
denzity byla 0,5 pfi 600 nm. Ke v§em vzorkiim byl pfidan vzorkovaci pufr v poméru 3:1 a
ty byly nasledné umistény na 5 minut do vrouci vodni lazné. Do jamek bylo nanaseno
pod hladinu elektrodového pufru 25 pl vzorkt a 7 pl standardu pomoci injekéni
mikrostiikacky. Elektroforéza probihala p#i 90 V po dobu 30 minut, poté bylo napéti zvySeno
na hodnotu 160 V. Metoda byla ukonéena, kdyz ¢elo bromfenolové modfi bylo cca 0,5 cm
od spodniho okraje skel.

Po rozebrani aparatury, byl gel jemné odstranén od skel a umistén na 45 minut do barvici
lazné, po niz nasledovala odbarvovaci lazeit po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté. Gel,

jenz nebyl obarven, byl pouzit na "Western blot".
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3.3.10 Western blot

Metoda "Western blot" slouzi k elektropienosu proteini  rozd¢lenych
pomoci pfedchazejici gelové elektroforézy na nitrocelulosovou nebo polyvinyldifluoridovou
(PVDF) membranu.8! Poté je membrana postupné inkubovana s primarni protilatkou
specifickou pro studovany protein a sekundarni protilatkou zna¢enou enzymem (nejéastéji
kienovou peroxidasou nebo alkalickou fosfatasou). Po inkubaci se substratem vznika
na membrané zéna odpovidajici proteinu, ktery byl rozpoznan primarni protilatkou.
Prenosovy pufi: 0,025M Tris; 0,192M glycin; pH 8,3
PBS Triton+X-100: 0,134M NaCl; 1,8mM Na;HPOs; 1mM NaH2POs; 0,3% (v/v)

Triton X-100; pH 7.2;
Blokovaci roztok: 5% roztok odtu¢néného mléka v PBS+Triton X-100

Gel po SDS PAGE byl ponoten do pfenosového pufru s 10% methanolem na dobu cca 15
minut. Mezitim byla aktivovana PVDF membrana ponofenim do methanolu na nékolik
vtefin, do vody na 5 minut a do pfenosového pufru na 1 minutu. Na anodu byly postupné
vrstveny tfi papiry Whatman 3 navlhéenych ptfenosovym pufrem, PVDF membréna, gel a tfi
papiry Whatman 3 smocené Vv ptenosovém pufru. "Sendvi¢" byl fadn¢ stlacen a ptiklopen
katodou. Elektropienos probihal 40 minut za vlozeného proudu, které odpovidalo
3,5nésobku povrchu gelu.

Pfes noc byla membréna uloZena pii 4°C v blokovacim roztoku, aby se ptedeslo
nespecifickym reakcim protilatky s misty na membrané neobsazenymi proteiny. Nasledujici
den byla membrana za stalého michani inkubovana 2 hodiny pii laboratorni teploté
s roztokem IgY v blokovacim roztoku. Vysledna koncentrace kontrolni a nepurifikované
IgY byla 30 pg/ml a purifikované protilatky 1 png/ml. Po odstranéni primarni protilatky byla
membrana 3% promyta blokovacim roztokem po 5 minutach. Poté byla nanesena sekundarni
protilatka - krali¢i IgG proti slepi¢i IgY konjugovana s alkalickou fosfatasou, ktera byla
fedéna blokovacim roztokem v poméru 1:1 430. Nasledovalo dalsi dikladné promyvani -
3x5 minut blokovacim roztokem, 2x5 minut PBS+Triton X-100 a 2x5 minut destilovanou
vodou. Vyvolavaci roztok vznikl rozpusténim tablety BCIP/NBT v 10 ml destilované vody.
Po dostatecném zvyraznéni byla membrana presunuta z Vyvolavaciho roztoku do destilované

vody a nakonec usuSena mezi filtracnimi papiry.
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4 Vysledky

4.1 Vybeér peptidu

Nejprve bylo nutné z primarni struktury cytochromit P450 2S1 a 2W1 vybrat sekvenci
aminokyselin, ktera bude pouzita k pfipravé imunogenu. Z kazdého enzymu byly vybrany
dva useky z C konce proteinu. Jedna sekvence byla pievzata z literatury®*3® (na Obrazku 10
a 11 vyznacena Cervené) a druha byla urCena podle vlastnosti predikovanych pomoci

modelovacich programu (na Obrazku 10 a 11 vyznacena modie).

10 20 30 40 50 &0
MEATGTWATTL, LATLATLIILT LATSGTREARG HLPPGPTPLP LLGNLLOTLEP GATLYSGLMEL
70 80 S0 100 110 120
SEFEYGEVETI YLGPWREVVV LVGQEAVREA LGGOAEEFSG RGTVAMLEGT FDGHGVEESN
130 140 150 1e0 170 180
GEEWEQLERF TMLALRDLGM GEEEGEELIQ AFARCTVETF QGTEGRPFDP SLLLAQATSN
190 200 210 220 230 240
VVCSELLFGLR FSYEDEEFQA VVBAAGGTLI, GVSSQGCOTY EMEFSWEFLEFT. PGFHEQLT.HH
250 260 270 280 230 300
VSTLAAFTVE OQVQOHOQGNLD ASGPARDLVD AFLTEMAQEE QNPGTEFTNE NMIMTVIYILL
310 320 330 340 350 360
FAGTMTVSTT VGYTLLILIME YPHVQEWVEE EINEELGAGD APSLGDETEL PYTDAVLHER
370 380 390 400 410 420
QRLTLATVPME IPRTIMERTTR FRGYTLEQGT EVFPLLGSIL HDENIFEHPE EFNPDRFLDA
430 440 450 4g0 470 480
DGEFEEHEAF LPFSLGEREVC LGEGLARAREL FLEFITILOA FSLESPCPPD TLSLEPTVSG
490 500
LEFNIPPARQL CQOVEPTDIHST TQTR

Obrazek 10: Primarni struktura CYP2S1. Vybrané peptidy pro pripravu imunogenu podle literatury®* jsou
oznaceny Cervené a podle predikénich programii modre.

44



10 20 30 40 50 &0
MATTLLILTFLG LLGIWGLLCA CAQDPSPAAR WPPGPREFLPL VGNMLHLLELS QQDRSTMETS
70 80 S0 100 110 120
ERYGPVETVH LGRQETVVLT GFEAVREEATA GPGQELADRP PIATFOLIQR GGGIFFSSGA
130 140 150 10 170 180
EWBAARQEFTV EBALHSTL.GVGR EPVADEILQE LECLSGQLDE YRGEPFPLAT, LGWAPSNITE
150 200 210 220 230 240
ALLFGREFDY BDPVFVSLLG LIDEVMVLLG SPGLOLFNVY PWLGATLQLH EPVLRREIEEV
250 260 270 280 290 300
EATTRTLT.EA ERPHVCPGDE VCSYVDALIQ QGUGDDFEGL FAEANAVACT LDMVMAGTET
310 320 330 340 350 360
TSATLOWAAT, IMGEHPDVQGE EVOQEELDEVL GPGRTPRLED QQATLPYTSAV TLHEVQRFITL
370 380 390 400 410 420
LPHVPRCTAA DTQLGGFLLP EGTEVIPLLT SVLLDETOWO TPGEOFNPGHF LDANGHEVER
430 440 450 4g0 470 480
EAFTPFSAGE EVCVGERLAR TELFLLFAGL LORYRLLPPP GVSPASLDTT PARAFTMEFPR
490
AQATCAVPRP

Obrazek 11: Primarni struktura CYP2W1. Vybrané peptidy pro ptipravu imunogenu podle literatury® jsou
oznaceny cerven¢ a podle predikénich programii modre.

Z literatury byly vybrany tyto sekvence:

34, 39

e CYP2Sla: KQVRPTDLHSTTQTR (na N konec peptidu byl pfidan lysin, jehoz

amino skupina byla vyuzita ke konjugaci na nosic)

e CYP2W1la: TMRPRAQALC

Pomoci predikénich programti byla zkoumana povrchova expozice sekvence (Obrazek
12 a 13), ptitomnost uspofadané sekundarni struktury (Obrazek 14 a 15) a antigenni
vlastnosti (Obrazek 16 a 17). Po zvazeni vSech parametri byly vybrany tyto sekvence:

e CYP2S1b: CPPDTLSLKPTVS
e CYP2W1b: CPGVSPASLDTTP (na N konec byl ptidan cystein, ktery byl vyuzit
ke konjugaci na KLH)
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4,0 I I 1 I I 1 I I 1
450 455 460 465 470 475 4380 485 490 495 500

Pozice

Obrazek 12: Predikce piistupnosti C konce proteinu CYP2S1.82 Vybrand sekvence peptidu pro piipravu
imunogenu se naléza na pozici 466—479.

T,D T T T T T T

T T T
% accessible residues

Hodnoceni
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B
T

430 I 1 I 1 1 1 1 1 1
440 445 450 455 460 465 470 475 4380 485 490
Pozice

Obrazek 13: Predikce piistupnosti C konce proteinu CYP2W1.8? Vybrana sekvence peptidu pro pfipravu
imunogenu se naléza na pozici 460-471.
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10 20 30 40 50 e0
cccchhhhhh hhhhhhhhhh hhheccccce cccccceccch hhhhhhhecoco chhhhhhhhh
70 80 80 100 110 120
hhccococessee eeccccesee eechhhhhhh hhhhhhhhee cccccceesc ccccesesco
130 140 150 1c0 170 180
chhhhhhhhh hhhhhhhhee cchhhhhhhh hhhhhhhhhh hhecccccecc chhhhhechh
120 200 210 220 230 240
h?eee?cccce ccccocchhhhh hhhhhhhhhh 2ecccccchhh hhhhhhhhee ccchhhhhhh
250 260 270 280 290 300
hhhhhhhhhh hhhhhhheee ccccchhhhh hhhhhhhhhe cccccccchh hhhhhhhhhh
310 320 330 340 350 3e0
hccccocchhh hhhhhhhhhh cchhhhhhhh hhhhhhecece ccccccccecc ccocchhhhhhh
370 380 390 400 410 420
hhhhhcoccoceoe ccoccccccecce ecccoccoccccce eseehhhhhe ccoccccocccocc cococccocococco
430 440 450 460 470 480
ccccccccoce cccccccc?? chhhhhhhhh hhhhhhhhhh heccccccoc ccocccoccccoo
490 500
CCCCCcoCcese eCCCCCCCCCoooe

Obrazek 14: Predikce
sekundarni struktury;
oznacena modie.

sekundarni struktury CYP2S1.8 h = qa-helix; e = p-skladany list; ¢ = bez pravidelné
? = nejednoznaéna struktura. Vybrana sekvence peptidu pro pfipravu imunogenu je

10 20 30 40 50 0
chhhhhhhhh hhhhhhhhhe ccecccccocce coccccceccee ccocchhhheococe cchhhhhhhh
70 g0 90 100 110 120
hhcoceesesee eccceeesec chhhhhhhhh hcocchhecce ccocc?hhhhhe cocceeecccco
130 140 150 160 170 180
hhhhhhhhhh hhhhhheceocoe hhhhhhhhhh hhhhhhhhhh ceccceoccoc ce???22%ee
130 200 210 220 230 240
eeesecccccocc cchhhhhhhh hhhhhhhheeo coc???2???c cccchhhhhh hhhhhhhhhh
250 260 270 280 290 300
hhhhhhhhhh hhcccccccec chhhhhhhhh heccccccch hhhhhhhhhh hhhhheccco
310 320 330 340 350 3e0
chhhhhhhhh hhhccchhhh hhhhhhhhhh cccccccccec ccccchhhhh hhhhhhhhhe
370 380 390 400 410 420
cccecccoccecce ceeecceeec cccceeshhh hhccoccceoceoc coccoccocccc cccccocccco
430 440 450 460 470 480
cccocccccce cese?hhhhhh hhhhhhhhhh hhhhececcc coccccoccoccocc ccocceccco
4590
cCcceeecccc

Obrazek 15: Predikce sekundarni struktury CYP2W1.8 h = o-helix; e = B-skladany list; ¢ = bez pravidelné
sekundarni struktury; ? = nejednoznacna struktura. Vybrand sekvence peptidu pro pfipravu imunogenu je
oznacena modfe.
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Obrazek 16: Predikce antigenicity C konce proteinu CYP2S1.82 Vybrana sekvence peptidu pro piipravu
imunogenu se naléza na pozici 466—479.
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Obrazek 17: Predikce antigenicity C konce proteinu CYP2W1.82 Vybrana sekvence peptidu pro p¥ipravu
imunogenu se naléza na pozici 460-471.
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Vybrané sekvence aminokyselin cytochromti P450 pro pfipravu imunogenu jsou spolu

s oznaceni piislusné protilatky piehledné uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Vybrané sekvence aminokyselin pro ptipravu imunogenu z cytochromit P450 2S1 a 2W1 a
oznaceni pfislusného peptidu a IgY.

Cytochrom P450 Vybrané peptidy Oznaceni peptidu Oznaceni IgY
KQVRPTDLHSTTQTR CYP2Sla Sa
CYP2S1
CPPDTLSLKPTVS CYP2S1b Ss
TMRPRAQALC CYP2W1la Wa
CYP2W1
CPGVSPASLDTTP CYP2W1b Ws

4.2 Priprava imunogenu

Konjugace KLH a peptidu pres thiolovou skupinu cysteinu

Vsechny syntetizované peptidy S termindlnim cysteinem (CYP2S1b, CYP2Wla,
CYP2W1b) byly dobie rozpustné v konjugacnim pufru (0,1M NaH.PO4; 0,15M NaCl; pH
7,2). Po smichani roztoku peptidu v konjuga¢nim pufru s roztokem Imject Maleimide
Activated Mariculture KLH v destilované vodé se netvoiily zadné srazeniny a b&hem
dvouhodinového michani za laboratorni teploty vznikl konjugat KLH-peptid, ktery byl

pouzit pro imunizaci.

Vazba peptidu na modifikovany KLH karbodiimidovou kondenzaci

Nejprve bylo nutné blokovat amino skupiny proteinového nosice KLH. Tento krok byl
proveden, aby konjugace probihala pouze ptes lysin na N konci peptidu CYP2S1a a aby se
zabranilo zesitovani KLH, coZ by vedlo ke sraZeni nosice.

Rozpousténi KLH v uhli¢itanovém pufru bylo Uspé€Sné a nasledné piidani roztoku
maleinanhydridu v dioxanu neprovazely zadné komplikace. Po provedeni dialyzy
oproti 0,15M NacCl byl ptipraven KLH s modifikovanymi amino skupinami. Po smichani
sitovaciho ¢inidla EDC a modifikovaného KLH nedochazelo Kk tvorbé srazenin, z ¢ehoz se
da vyvodit, Ze blokace amino skupin KLH probéhla tspésné.

Peptid CYP2S1a byl lehce rozpustny v uhli¢itanovém pufru a po smichani roztoku
modifikovaného KLH s EDC a roztoku peptidu v uhli¢itanovém pufru vznikl konjugat

KLH-peptid, ktery byl pouZit pro imunizaci slepic.
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4.3 lzolace protilatek

Ze 7loutki vajec sbiranych pred a po imunizaci byly pfipraveny kontrolni a specifické
protilatky. Po izolaci protilatek skladajici se z vymrazeni suspenzi zloutkll a nasledné
precipitace pomoci NaCl, byl zméfen objem protilatkové frakce, u které byla fotometricky
pii 280 nm stanovena koncentrace proteini. Zméfené absorbance, koncentrace a obsah IgY

jsou uvedeny v Tabulce 5.
Tabulka 5: Charakteristiky izolovanych protilatek

lgY Objem [ml] Konciﬂé;’r?ﬁ]e g¥ Obsah IgY [mg]
K Sa 11,0 30,2 332,2

Sa 36,0 53,1 1911,6
K Ss 18,5 26,8 495,8

Se 21,0 42,8 898,8
KWa 22,5 24,7 555,8

Wa 32,5 38,9 1264,3
K Ws 13,5 20,2 272,7

We 27,0 39,6 1 069,2

4.4 Specifita izolovanych protilatek

Nésledné byla u izolovanych protilatek zjiStovéna schopnost specificky rozpoznavat
dany antigen. Za timto uc¢elem byla provedena ELISA s rostouci koncentraci IgY — 3; 10; 30
a 90 pg/ml. Jako antigen slouzil ptislusny peptid navazany na dno jamky mikrotitracni
desticky. K detekci IgY byla pouzita krali¢i anti-slepi¢i protilatka konjugovana alkalickou
fosfatasou. Enzym tvofil barevny produkt, jehoz koncentrace méfena jako absorbance
pfi 405 nm je ptimo imérna mnozstvi specifické antipeptidové protilatky. Vysledky jsou

znazornény na Obrazku 18.
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ELISA IgY

3- = -

3 ug/ml
10 ug/ml
2- B3 30 ug/ml
3 90 ug/ml

Al 1

1 L]
S Wi Ws

Obrazek 18: Ovéteni schopnosti protilatek Sa, Sg, Wa @ Wpg specificky rozpoznavat antigen pomoci metody
ELISA. Jako antigen byl pouzit pfislusny peptid. Sloupce vyjadiuji rozdil absorbanci mezi specifickou a
kontrolni protilatkou. Vysledky jsou uvedeny se smérodatnou odchylkou.

U vsech izolovanych protilatek s rostouci koncentraci IgY stoupa i absorbance pii 405

nm (Obrazek 18), coz naznacuje, ze protilatky specificky rozpoznavaji peptidovy antigen.

4.5 Afinitni purifikace IgY

Zaucelem ziskani specifickych protilatek z frakce IgY byla provedena afinitni purifikace.
Po navazani peptidu na kolonu probihala inkubace IgY S pfipravenym imunosorbentem
pies noc pii 4°C. Poté byl oddélen podil 1gY, ktery se nenavazal na peptid.

Nasledovalo uvolnéni slabé navazanych protilatek za pouziti roztoku NaCl v PBS. Byly
jimany frakce (1 ml), u kterych byla méfena absorbance pti 280 nm. Frakce S nejvétsi
absorbanci a tedy s nejvétsi koncentraci proteint byla uschovéna pti 4°C pro vyhodnoceni
prabéhu afinitni purifikace pomoci ELISA.

Specificka frakce protilatek byla uvolnéna vysokym pH roztoku DEA (pH = 11,5)
do mikrozkumavek s 1M KH2PO4 pro neutralizaci. ProtozZe po aplikaci 10 ml eluéniho média
byl stale detekovatelny IgY, bylo v eluci pokracovano dalsimi 5 ml DEA za stejnych
podminek. Byly tedy pfipraveny dvé frakce specifickych protilatek — 1. eluce DEA (7 ml) a
2. eluce DEA (5 ml).

Pribéh afinitni purifikace IgY byl sledovan metodou ELISA. Pro porovnani jednotlivych
frakci protilatek byla zvolena koncentrace 30 ug/ml. Vysledky jsou graficky vyjadreny a
uvedeny se smérodatnou odchylkou. Z grafti na Obrdzcich 19-22 je patrné, Ze vSechny

afinitni purifikace antipeptidovych protilatek byly uspésné.
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Obrazek 19: Prub¢h afinitni purifikace protilatky Sa sledovany metodou ELISA. Jednotlivé frakce byly fedény
na koncentraci 30 ng/ml. Kontrolni IgY = protilatky ziskané pied imunizaci; nepurifikovany IgY = protilatky
po imunizaci nepurifikované afinitni chromatografii; nezachyceny IgY = frakce nezachycena na kolonu
s peptidem; eluce NaCl = protilatky uvolnéné z kolony pomoci NaCl; 1. eluce DEA = specifické protilatky
ziskané eluci pomoci DEA; 2. eluce DEA = specifické protilatky ziskané nasledujici eluci pomoci DEA.

IgY Sg

Obrazek 20: Prubeh afinitni purifikace protilatky Sg sledovany metodou ELISA. Jednotlivé frakce byly fedény
na koncentraci 30 ng/ml. Kontrolni IgY = protilatky ziskané pied imunizaci; nepurifikovany IgY = protilatky
po imunizaci nepurifikované afinitni chromatografii; nezachyceny IgY = frakce nezachycena na kolonu
s peptidem; eluce NaCl = protilatky uvolnéné z kolony pomoci NaCl; 1. eluce DEA = specifické protilatky
ziskané eluci pomoci DEA; 2. eluce DEA = specifické protilatky ziskané nasledujici eluci pomoci DEA.

52



IgY W,

Obrazek 21: Prub¢h afinitni purifikace protilatky W a sledovany metodou ELISA. Jednotlivé frakce byly fedény
na koncentraci 30 ng/ml. Kontrolni IgY = protilatky ziskané pied imunizaci; nepurifikovany IgY = protilatky
po imunizaci nepurifikované afinitni chromatografii; nezachyceny IgY = frakce nezachycena na kolonu
s peptidem; eluce NaCl = protilatky uvolnéné z kolony pomoci NaCl; 1. eluce DEA = specifické protilatky
ziskané eluci pomoci DEA; 2. eluce DEA = specifické protilatky ziskané nasledujici eluci pomoci DEA.
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Obrazek 22: Pribéh afinitni purifikace protilatky Wg sledovany metodou ELISA. Jednotlivé frakce byly fedény
na koncentraci 30 ng/ml. Kontrolni IgY = protilatky ziskané pfed imunizaci; nepurifikovany IgY = protilatky
po imunizaci nepurifikované afinitni chromatografii; nezachyceny IgY = frakce nezachycena na kolonu
s peptidem; eluce NaCl = protilatky uvolnéné z kolony pomoci NaCl; 1. eluce DEA = specifické protilatky
ziskané eluci pomoci DEA; 2. eluce DEA = specifické protilatky ziskané nasledujici eluci pomoci DEA.
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U jednotlivych frakei afinitni purifikace byla stanovena koncentrace podle zméfené
absorbance pii 280 nm. Dale byl urcen obsah IgY ve frakci. Vysledky jsou uvedeny

v Tabulce 6.

Tabulka 6: Koncentrace a obsah IgY jednotlivych frakei afinitni purifikace protilatek Sa, Sg, Wa a We.

Frakce IgY Koncentrace IgY Obsah IgY
Protilatka Sa
Naneseno na kolonu 53,1 mg/mi 796,5 mg
Nezachyceno na kolon¢ 40,9 mg/mi 613,5 mg
Eluce NaCl 300,0 pg/ml 300,0 ug
1. eluce DEA 285,6 ug/ml 1810,2 ug
2. eluce DEA 73,6 pg/ml 368,0 ug
Protilatka Ss
Naneseno na kolonu 42,8 mg/mi 642,0 mg
Nezachyceno na kolon¢ 31,6 mg/ml 474,0 mg
Eluce NaCl 103,0 ug/ml 103,0 ug
1. eluce DEA 113,2 ug/ml 793,1 png
2. eluce DEA 55,2 ug/ml 275,7 ng
Protilatka Wa
Naneseno na kolonu 38,9 mg/ml 583,5 mg
Nezachyceno na kolon¢ 36,8 mg/ml 552,0 mg
Eluce NaCl 35,8 pug/ml 35,8 ug
1. eluce DEA 43,2 ug/ml 302,7 ng
2. eluce DEA 34,3 ug/ml 171,7 pg
Protilatka Ws
Naneseno na kolonu 39,6 mg/ml 594,0 mg
Nezachyceno na kolon¢ 30,6 mg/ml 459,0 mg
Eluce NaCl 77,7 pg/ml 77,7 ug
1. eluce DEA 119,8 ug/ml 838,6 ug
2. eluce DEA 34,2 ug/ml 170,7 pg

Naneseno na kolonu = protilatka po imunizaci pfed afinitni chromatografii; Nezachyceno na koloné¢ =
protilatkova frakce nezachycena na kolonu s peptidem; Eluce NaCl = protilatka uvolnéna z kolony pomoci
NaCl; 1. eluce DEA = specificka protilatka ziskana eluci pomoci DEA; 2. eluce DEA = specificka protilatka
ziskana nasledujici eluci pomoci DEA.
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I pfes pomérné nizké zastoupeni specifickych antipeptidovych protilatek v pfipravenych
frakcich se je afinitni purifikaci podatilo zkoncentrovat a ziskat tak nastroj pro imunodetekci
CYP2S1 a 2W1.

4.6 Bunécéné kultury
Pro ovéieni schopnosti antipeptidovych protilatek detekovat CYP2S1 a CYP2W1 byly

vybrany bunééné linie, které cytochromy P450 potencialné exprimuji — MCF-7 exprimujici
CYP2W1; A549 a MT-3 exprimujici CYP2S1. Jako negativni kontrola slouzily lidské plicni
fibroblasty MRC-5.

Vsechny bunécné linie byly lyzovany RIPA pufrem a poté byla stanovena koncentrace
proteint v lyzatech pomoci "Microplate BCA Protein Assay Kit — Reducing Agent
Compatible”. Vysledné koncentrace proteinti v lyzatech bunécnych linii jsou piehledné

uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Koncentrace proteinti u lyzati bunéénych linii MCF-7, A549, MT-3 a MRC-5.

Bunéény Koncentrace
lyzat [mg/ml]
MCF-7 1,4
A549 1,5
MT-3 1,7
MRC-5 0,5

Jako dalsi biologicky material byl pouzit E. coli, do niz byl zaveden plasmid pro expresi
CYP2S1. K dispozici byly dva vzorky — pted (kontrola) a po indukci exprese pomoci
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG). Ke sledovani rustu bakterii byla méfena
opticka densita (absorbance) pti 600 nm (Tabulka 8).

Tabulka 8: Opticka densita E. coli.

Escherichia coli ODeoo
kontrola 0,608
IPTG 3,220

Méfeni bylo provedeno Mgr. Ivetou Mrizovou. E. coli kontrola = neprodukujici CYP2S1, E. coli IPTG =
po indukci IPTG tzn. produkujici CYP2SI.

55



4.7 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

K rozd¢leni proteinti byla pouzita SDS elektroforéza za pouziti 3% zaostfovaciho a 8%
rozdélovaciho polyakrylamidového gelu. Do jamek bylo nanaseno 25 pl lyzatd bunéénych
kultur MCF-7, A 549, MRC-5 a MT-3 a dale suspenze kmenu E. coli (XL-1 blue) (Obrazek
23).

E.coli E. coli
MCF-7 A549 MRC-5 MT-3 i e Std

= 150 kDa

— 100 kDa

— 70kDa

— 50 kDa

— 40 kDa

— 30 kDa
— 20 kDa

-
|~ | —
| ——

Obrazek 23: Elektroforéza buné¢nych kultur MCF-7, A549, MRC-5, MT-3 a E. coli. K déleni proteint byl
pouzit 3% zaostfovaci gel a 8% rozdélovaci gel za redukujicich podminek. Lyzaty bunéénych kultur MCF-7,
A549, MRC-5 a MT-3 byly aplikovany nenafedéné. Vzorky E. coli byly fedény takovym mnozstvim
destilované vody, aby opticka densita klesla na hodnotu 0,5. Jako standard molekulovych hmotnosti (Std) byl

pouzit PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder. E. coli kontrola = neprodukujici CYP2S1, E. coli
IPTG = po indukci IPTG tzn. produkujici CYP2SI.
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4.8 Western blot

Po provedeni elektroforézy nasledoval elektroptenos proteinii z gelu na PVDF membranu
metodou "Western blot". Na membran¢ byly cytochromy P450 2S1 a 2W1 detekovany
pomoci afinitné purifikovanych slepi¢ich protilatek o koncentraci 1 ug/ml a po pridani
substratu vizualizovany jejich zony pomoci alkalické fosfatasy, kterd byla konjugovéana
na anti-slepici IgG.

V bunéénych lyzatech nebyla imunodetekce CYP2S1 a 2W1 piili§ uspésna (Obrazky
24-27), ale podafilo se detekovat CYP2S1 v suspenzi E. coli, ktery slouzil jako expresni
systém pro rekombinantni expresi lidského CYP2S1 (Obrazky 28 a 29).

A B C
MT-3 A549 MRC-5 MT-3 A549 MRC-5 MT-3 A549 MRC-5

260 kDa—

140 kDa—
100 kDa—

70 KDQ e

50 kDa—
— CYP2S1

40 kDa —

35 kDa =

Obrazek 24: Imunodetekce CYP2S1 v buné¢nych lyzatech MT-3, A549 a MRC-5 pomoci riizné ptipravenych
primarnich IgY Sa a sekundarni anti-slepi¢i IgG konjugovanou s alkalickou fosfatasou. A = kontrolni protilatka
Sa izolovana pted imunizaci 0 koncentraci 30 pg/ml; B = protilatka Sa nepurifikovana afinitni chromatografii
0 koncentraci 30 pg/ml; C = afinitné purifikovana protilatka Sa 0 koncentraci 1 pg/ml. Jako standard
molekulovych hmotnosti byl pouzit Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder.
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260 kDa—

140 kDa—
100 kDa—

70 KDQ e

50 kDa — — CYP281

40 kDa —

35 kD2 m——mm

Obrazek 25: Imunodetekce CYP2S1 v bun&énych lyzatech MT-3, A549 a MRC-5 pomoci rizné piipravenych
primarnich IgY Sg a sekundarni anti-slepi¢i IgG konjugovanou s alkalickou fosfatasou. A =kontrolni protilatka
Ss izolovana pfed imunizaci o koncentraci 30 pg/ml; B = protilatka Sg nepurifikovana afinitni chromatografii
0 koncentraci 30 pg/ml; C = afinitné purifikovana protilatka Sg 0 koncentraci 1 pg/ml. Jako standard
molekulovych hmotnosti byl pouzit Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder.

A B Cc
MCF-7 A549 MRC-5 MCF-7 A549 MRC-5 MCF-7 A549 MRC-5
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Obrazek 26: Imunodetekce CYP2W1 v lyzatech bunéénych kultur MT-3, A549 a MRC-5 pomoci rizné
ptipravenych primarnich IgY Wa a sekundarni anti-slepi¢i IgG konjugovanou s alkalickou fosfatasou. A =
kontrolni protilatka Wa izolovana pfed imunizaci o koncentraci 30 pg/ml; B = protilatka Wa nepurifikovana
afinitni chromatografii o koncentraci 30 pg/ml; C = afinitné purifikovana protilatka Wa o koncentraci 1 pug/ml.
Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouZit Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder.
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Obrazek 27: Imunodetekce CYP2W1 v lyzatechbunéénych kultur MT-3, A549 a MRC-5 pomoci riizné
ptipravenych primarnich IgY Ws a sekundarni anti-slepi¢i IgG konjugovanou s alkalickou fosfatasou. A =
kontrolni protilatka Wg izolovana pted imunizaci o koncentraci 30 pg/ml; B = protilatka Wg nepurifikovana
afinitni chromatografii o koncentraci 30 pg/ml; C = afinitn¢ purifikovana protilatka Wg 0 koncentraci 1 pg/ml.
Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder.

E. coli
kontrola

E. coli

MRC-5 MT-3 =
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140 kDa—
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Obrazek 28: Imunodetekce CYP2S1 v lyzatech bun&énych kultur MRC-5, MT-3 a suspenzich E.coli pomoci
afinitné purifikované primarni IgY Sa a sekundarni anti-slepi¢i IgG konjugovanou s alkalickou fosfatasou.
Koncentrace primarni IgY Sa byla 1 pg/ml. E. coli kontrola = neprodukujici CYP2S1, E. coli IPTG = po
indukci IPTG tzn. produkujici CYP2S1. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder.
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Obrazek 29: Imunodetekce CYP2S1 v lyzatech bunéénych kultur MRC-5, MT-3 a suspenzich E.coli pomoci
afinitné purifikované primarni IgY Sg a sekundarni anti-slepi¢i IgG konjugovanou s alkalickou fosfatasou.
Koncentrace primarni IgY Sa byla 1 pg/ml. E. coli kontrola = neprodukujici CYP2S1, E. coli IPTG = po

indukci IPTG tzn. produkujici CYP2S1. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder.
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5 Diskuze

V dnesni dobé roste popularita chemopreventivnich pifipravki, u nichz se piedpoklada
schopnost prevence vzniku a rozvoje celé $kaly nemoci.?* Jelikoz je v Ceské republice druha
nejéastéjsi piicina imrti rakovina?’, vynaklada se zna¢né usili na vyrobu profylaktik branici
vzniku novotvart. Klinické testy vétSinou zkoumaji podavani pouze jedné Géinné latky a jeji
vliv na zdravotni stav sledované skupiny.®* Nicméné se nesleduji interakce
chemopreventivnich latek s dalSimi xenobiotiky, ¢imz mtze dochazet k ovliviiovani
metabolismu exogennich i endogennich latek.

Karcinogeneze je komplexni proces, ktery je ovlivnén mnoha vlivy, a ani v soucasnosti
neni stale zcela objasnén. Clovék je vystaven velkému mnozstvi sloudenin, jenz mohou
zpusobit mutace.? V téle existuji enzymy metabolizujici tyto karcinogeny a mezi né se fadi
i cytochromy P450, které tak mohou ovliviiovat proces karcinogenezi.®® Proto je vyznamné
mit nastroj k detekci cytochromt P450 a sledovat jejich roli v procesu karcinogenese a vliv
chemopreventivnich latek.

Z dosud znamych lidskych forem cytochromi P450 byly vybrany dva zastupci z rodiny
2, které se vyskytuji zejména v nadorovych tkéanich. Jedna se o CYP2S1 a 2W1, jejichz
zvysSena exprese v tlustém stfevé znaci hor$i prognézu pro pacienty s kolorektalni
rakovinou.3” ¥ Tyto cytochromy by tak mohly slouZit jako diagnostické a prognostické
markery.*® Jelikoz byly tyto cytochromy P450 objeveny v relativné neddvné dobé, neni
0 nich dostatek informaci. Jejich exprese by mohla byt sledovana imunochemickymi
metodami napt. ptipraveny slepi¢imi protilatkami.

Pro zisk specifickych protilatek bylo nejprve nutné ptipravit imunogeny pro imunizaci
slepic. Protoze neni jednoduché ptipravit proteiny CYP2S1 a 2W1 nebo je izolovat ve formé
vhodné k imunizaci, byly k pfipravé imunogent pouzity pouze peptidy. Ziskané
antipeptidové protilatky jsou velmi specifické. 8’ Za timto u¢elem byly z primérni struktury
obou cytochromti P450 vybrany dvé sekvence peptidi 8-15 aminokyselin, které byly poté
navazany na nosi¢ KLH.

Z cytochromu P450 2S1 byla vybrana sekvence KQVRPTDLHSTTQTR, kterd byla diive
pouzita K p¥ipravé imunogenu, jimz byl imunizovan kralik.3* Ziskané protilatky ze séra byla
nasledné pouzity k imunodetekci CYP2S1 v mysi bunécné linii H2.35, do niz byl zaveden
plasmid pro heterologni expresi lidského CYP2S1 a dale k identifikaci CYP2S1 v lidskych
tkanich. Dale byla vybrana sekvence CPPDTLSLKPTVS. Pii vybéru byla zohlednéna
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pozice sekvence v ramci proteinu. Hodnoty pfistupnosti v ramci celého proteinu se pohybuji
vV rozmezi cca 4,2-7,0. Vybrand sekvence aminokyselin se tedy podle predikéniho programu
naléza na povrchu proteinu (Obrazek 12), tudiz by méla byt dobie pfistupna pro interakce
s protilatkami. Pii vybéru sekvence pro piipravu imunogenu bylo také dulezité zvazit, zda
je vybrana sekvence souc¢asti usporadanych typt sekundarnich struktur. Pokud by se vybrana
sekvence nachédzela v a-helixu nebo B-skladaném listu, mohla by byt Spatné¢ dostupna
pro rozpoznani protilatkou. Vybrana sekvence by méla obsahovat pouze nepravidelnou
sekundarni strukturu (Obrazek 14), takze by méla byt vhodna pro interakci s protilatkou.
Predikéni programy také dokézi predpovedét, jestli dand sekvence bude mit vhodné
antigenni vlastnosti (Obrazek 16). A¢koli vybrana sekvence nedosahuje maxima antigenicity
Vv ramci celého proteinu, byla zvolena jako dostatecnd vzhledem k ostatnim parametriim.
Sekvence TMRPRAQALC z cytochromu P450 2W1 byla zvolena, protoze jeji pouZiti
bylo ovéfeno imunodetekci CYP2W1 v lidskych tumorech.®® Jako pozitivni kontrola byly
také pouzity mikrosomy z bunééné kultury HEK293 transfekovany plasmidem pro expresi
CYP2WI. Jako druhd sekvence byla vybrana sekvence PGVSPASLDTTP, na jejimz N
konci byl pfipojen cystein pro smérovanou konjugaci na proteinovy nosi¢ KLH. Vybrané
aminokyseliny se s nejvétsi pravdépodobnosti nalézaji na povrchu proteinu (Obrazek 13) a
jsou tak dobife dostupné. Také sekundarni struktury a-helixu a B-skladaného listu se
nachdzeji mimo vybranou oblast, kterd opét obsahuje pouze neuspotddanou sekundarni
strukturu (Obrazek 15). Podle predikéniho programu nema sice vybrana sekvence idealni
antigenni vlastnosti, ale parametr imunogenicity je dostate¢ny (Obrazek 17).
Podle vybranych sekvenci byly syntetizovany peptidy, které byly néasledné konjugovany
s proteinovym nosi¢em KLH. Imunizace se skladala ze tfech davek v tydennich odstupech.
Po imunizaci slepic byly ze Zloutkl vajec izolovany IgY. Bylo popsano mnoho metod
popisujici purifikaci imunoglobulinii z vajec.?® Vétsina téchto postupii se sklada z nékolika
precipitaci pomoci riznych latek a centrifugaci, ptipadné nasleduje gelova filtrace nebo
ionexova chromatografie. Jelikoz jsou tyto zplsoby Casto zdlouhavé, byla pouzita dvou
krokova izolace, kterd vyuZziva extrakci vodovodni vodou (fedéni 1:7, iprava pH, zamraZeni
a filtrace) a precipitaci pomoci NaCl.”® Tato metoda je rychl4, levna a piipravena frakce
obsahuje IgY o vysoké Cistoté. Vytézek protilatkové frakce ¢inil 112 - 239 mg na jeden
Zloutek, pti¢emz primémy Zloutek obsahuje podle velikosti 100+150 mg protilatek.®
Nésledné bylo ovéfovano, zda izolované frakce IgY obsahuji protilatky specificky

rozpoznavajici vybrané sekvence z cytochromt P450. Za timto ucelem byla provedena
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ELISA, kdy jako antigen byl pouzit pfislusny peptid a slepici protilatka byla aplikovana
v riznych koncentracich (Obrazek 18). IgY byla fedéna na koncentrace 3; 10; 30 a 90 pug/ml,
tak aby odezva méla postupné trojnasobn¢ rust. Takova tendence je patrna u protilatek Wa
a Wa, u nichz je pravdépodobné mensi koncentrace specifickych protilatek nebo se
izolované protilatky na peptid vazi s nizsi aviditou. U protilatek Sa a Sg se stoupajici
koncentraci roste i absorbance, ale neni patrné trojndsobné navyseni. To je zplsobeno tim,
ze absorbance neni pfimo umérna koncentraci v celém rozsahu, ale pouze do hodnoty cca
1,0. Takovy trend napovida, Zze v izolovanych frakcich IgY Sa a Sg je vEét§$i mnozstvi
protilatek specificky rozpoznavajici peptid cytochromu P450 2W1 nebo Ze tyto protilatky
maji vyssi aviditu.

Jelikoz izolované IgY frakce obsahuji kromé protilatek rozpoznavajici peptidy
cytochromi P450 také imunoglobuliny proti mnoha dal$im antigentim, bylo nutné specifické
protilatky purifikovat, aby nedochazelo ke kiizovym reakcim. Proto byla provedena afinitni
chromatografie, kdy byl na kolonu navazan ptislusny peptid. Pribéh afinitni purifikace byl
sledovan metodou ELISA (Obrazek 19-22).

Viditelny rozdil mezi absorbancemi na ELISA afinitné nepurifikované a purifikované
(eluovana pomoci vysokého pH roztoku DEA) protilatky Sa na Obrazku 19 naznacuje, ze
afinitni chromatografie prob¢&hla uspésné. Srovnani absorbanci kontroly a podilu
nezachyceného na kolonu nicméné ukazuje, Zze v této frakci zbyva c¢ast specifickych
protilatek. K jejich ziskani by bylo mozno cely proces purifikace opakovat.

Ptestoze rozdil mezi absorbancemi afinitné nepurifikované a purifikované protilatky Sg
na Obrazku 20 neni velky, d& se pfesto usuzovat, ze specifické protilatky byly z vétsi ¢asti
purifikovany. To potvrzuje minimalni rozdil mezi absorbancemi kontrolni IgY a frakci
po afinitni chromatografii s nezachycenym IgY. Za pouZiti zvySené iontové sily (1M NaCl
v PBS) bylo z kolony eluovano velké mnozstvi specifické protilatky, coz miize ukazovat
na slabou vazbu mezi antigenem a protilatkou nebo na poskozeni protilatky béhem prace.

Také purifikace protilatky Wa probchla uspé€Sné (viz Obrazek 21). Po afinitni
chromatografii vyrazné stoupla absorbance u purifikované frakce po eluci DEA a ve frakci,
ktera se nenavazala na peptid na koloné, zlstal pouze maly podil specifickych protilatek.

Pribéh purifikace specifické protilatky Wg dokumentuje Obrazek 22, ktery je velmi
podobny Obrazku 13. Ze srovnani hodnot absorbanci pii 405 nm z ELISA nepurifikovaného
IgY algY eluovaného DEA je zfejmé, Ze afinitni purifikace prob&hla Gspésné. V IgY frakci,

ktera nebyla zachycena na koloné, zlstalo jen malé mnoZstvi specifickych protilatek.
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Ze vSech Ctytech protilatek se tedy podatilo purifikovat specifické protilatky. Da se také
konstatovat, ze i delsi expozice protilatek vysokému pH v pribehu 2. eluce specifické frakce
neposkodila IgY, protoze i protilatky ziskané v této frakci jsou schopné rozpoznat antigen.
Specifické protilatky piedstavuji p¥iblizné 2 - 10 % z celé frakce IgY .8

K imunodetekci celych cytochromti P450 byly vybrany bunécné linie exprimujici
CYP2S1 a 2W1. CYP2S1 by mél byt exprimovan v buné&énych linii A549% a MT-3,
CYP2W1 by se mél nachazet v bun&éné linii MCF-7.7® Jako negativni kontrola byla pouzita
linie MRC-5.

Po provedeni elektroforézy (Obrazek 23) bylo patrné, ze v lyzatech bunéénych kultur se
cytochromy P450 nenachazeji ve velkém mnozstvi. Pouze u E. coli, u niz byla exprese
CYP2S1 indukovana pomoci IPTG, je viditelny silny prouzek v oblasti 50 kDa, ktery by
mohl odpovidat cytochromu P450.

Pro ovéfeni schopnosti protilatek rozpoznat cytochromy P450 byl proveden "Western
blot". Nejprve bylo zjistovano, zda se béhem afinitni chromatografie podaftilo purifikovat
specifické protilatky. Za timto ucelem byly porovnany vysledky za pouziti rGzné
pfipravenych primdrnich protilaitek — kontrolni protildtka izolovand pifed imunizaci,
protilatka nepurifikovana afinitni chromatografii a specificka protilatka purifikovana afinitni
chromatografii. Na Obrazcich 24 a 25 nejsou viditelné zadné specificky detekované zony
v oblasti mobility cytochromi P450. Nicmén¢ u protilatek Wa a Wg (Obrazky 26 a 27) je
patrné, ze se afinitni chromatografii odstranily protilatky, které rozeznavaly 1 jiné proteiny
nez cytochromy P450.

U vybranych bunéénych linii se téméf nepodafilo detekovat cytochromy P450 2S1 ani
2W1. U bun&énych linii A549% a MT-3 (stanoveno RNDr. Pavlem Souckem, CSc.) byly
stanoveny pouze vysoké hladiny mRNA CYP2S1, ale nebyla prokazana exprese proteinu.
Je tedy mozné, ze k translaci proteinu v téchto buiikdch nedochazi nebo naopak je CYP2S1
rychle degradovan. U bunécné linie MCF-7 byl CYP2W1 detekovan 1 pomoci "Western
blotu".”® Nicméné byly pouzity jiné postupy pfi ziskani lyzati a bé&hem "Western blotu".
K ziskani proteini byl pouzit jiny detergent (NP-40). Dale bylo béhem "Western blotu"
aplikovano na jamku 50 pg proteinu, zatimco v této diplomové praci se nanaselo pouze cca
27 pg na jamku. Je tedy mozné, ze CYP2W1 nebyl dostatecné koncentrovan, aby mohl byt
detekovan na membrang. Tan et al.’® také pouzival sekundarni protilatku znagenou kfenovou

peroxidasou a detekce pomoci chemiluminiscence je citlivéjsi neZ kolorimetrie.
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Schopnost detekovat CYP2S1 protilatkami Sa a Sg byla prokazana pomoci "Western
blotu" suspenze E. coli (Obrazky 28 a 29), ktery slouzil jako expresni systém CYP2SI.
Po indukci exprese pomoci IPTG je na membrané zietelny silny prouzek v oblasti kolem 50
kDa pfislusici CYP2S1. Protilatka Sa rozpoznava v suspenzi E. coli i dalsi proteiny v celém
rozmezi molekulovych hmotnosti. Jelikoz se stejna interference neobjevuje i u E. coli
pted indukci IPTG je mozné, Ze pfi€ina souvisi s expresi dalSich proteini z expresniho
vektoru. Protilatka Sa dokazala detekovat CYP2S1 i u lyzatu bunééné linie MT-3, kde se
tento protein vyskytuje pravdépodobné ve znacné malém mnozstvi. To svéd¢i o vysoké
avidite této protilatky k CYP2S1. Protilatka Sg pravdépodobné vaze CYP2S1 slabéji, nebot’
nedokazala rozpoznat dany protein u bunécné linie MT-3. Také vykazuje kiizovou reakci
s neznamym proteinem z lyzatu buné&¢né linie MRC-5. To muze byt dano tim, ze by se mohla
vybrana sekvence pro ptipravu imunogenu ¢aste¢né shodovat i s primarni strukturou daného
proteinu.

Ptipravené protilatky Sa a Sg jsou tedy schopné rozpoznat CYP2S1 a je mozné je pouzit
k imunodetekci cytochromu P450. U protilatek Wa a Wg nebyla schopnost imunodetekce

CYP2WI1 jednoznacné¢ prokéazana a je jeSté€ nutné provést dalsi experimenty.
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6 Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo ptipravit slepiéi antipeptidové protilatky k imunodetekci
CYP2S1 a 2W1.

Z aminokyselinovych sekvenci cytochromti P450 2S1 a 2W1 byly proto vybrany
nasledujici peptidy, které spliovaly vybérova kritéria sekvencni jedinecnosti, povrchové
expozice, absence  uspofadané  sekundarni  struktury a  imunogenicity:
KQVRPTDLHSTTQTR a CPPDTLSLKPTVS pro CYP2S1, TMRPRAQALC a
CPGVSPASLDTTP pro CYP2W1.

Vybrané syntetické peptidy byly poté navazany na proteinovy nosi¢ KLH. Konjugace
probihala jednak ptes thiolovou skupinu terminalniho cysteinu peptidu, jednak
ptes aminoskupiny lysinu peptidu pomoci sitovaciho ¢inidla EDC. Pfipravenymi konjugaty
byly imunizovany slepice.

Po imunizaci byly z vaje¢nych Zloutki izolovany protilatky dvou krokovou metodou
zahrnujici extrakéni a precipitacni metody pomoci NaCl. Touto jednoduchou, levnou a
rychlou metodou bylo ziskano cca 112 - 239 mg 1gY z jednoho zloutku. Schopnost protilatek
rozpoznat dany peptid byla prokdzana metodou ELISA.

Pro zisk pouze specifickych imunoglobulinti byla provedena afinitni chromatografie.
Na kolonu byl nejprve navazan peptid a po inkubaci s protilatkou byly specifické
imunoglobuliny uvolnény vysokym pH. Pribéh purifikace byl sledovan metodou ELISA,
ktera potvrdila zisk specifickych protilatek.

Schopnost imunodetekce protilatek byla zkoumana metodou "Western blot". Jako
biologické vzorky byly pouzity lyzaty z bunéénych linii A549, MT-3 a MCF-7. Pouze jedna
protilatka dokazala detekovat CYP2S1 v lyzatu MT-3 a ani jedna nedetekovala CYP2W1.
Dalsim vzorkem byla suspenze E. coli se zavedenym plasmidem pro expresi CYP2S1.
Exprimovany CYP2S1 byl rozpoznan obéma piipravenymi protilatkami.

Zaverem lze konstatovat, ze byly pfipraveny dvé antipeptidové slepici protilatky schopné
imunodetekce CYP2S1 a dvé protilatky, u nichZ bude jesté¢ nutné schopnost detekovat

CYP2W1 potvrdit.
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