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Abstrakt 

Cytochromy P450 jsou vĨznamn® enzymy ¼ļastn²c² se metabolismu endogenn²ch i 

exogenn²ch l§tek. Jejich substr§tem jsou tak® karcinogeny, kter® mohou aktivovat, ļ²mģ 

mŢģe doch§zet ke vzniku rakoviny. Pokud jsou tedy cytochromy P450, zodpovŊdn® 

za aktivaci karcinogenŢ indukov§ny, riziko rakoviny se zvyġuje. Jedn²m z induktorŢ tŊchto 

enzymŢ jsou i chemopreventivn² l§tky, kter® jsou v souļasnosti velmi obl²ben® a 

doporuļovan®. Proto by mŊl bĨt sledov§n vliv chemopreventivn²ch l§tek na cytochromy 

P450 a vznik rakoviny. 

Cytochromy P450 se nejļastŊji vyskytuj² v j§trech. Nicm®nŊ existuj² tak® formy, kter® 

nebyly dosud prok§z§ny v ģ§dn® zdrav® lidsk® tk§ni, ale jejich zvĨġen§ exprese byla zjiġtŊna 

v n§dorech. Z tohoto dŢvodu by mohly slouģit k diagnostice a progn·ze rakoviny. Mezi tyto 

cytochromy patŚ² CYP2S1 a 2W1, kter® mohou bĨt prognostickĨmi markery kolorekt§ln² 

rakoviny. Proto by bylo vhodn® m²t n§stroje k detekci tŊchto enzymŢ. 

Jednou z moģnost² je imunodetekce cytochromŢ P450 technikou "Western blot" pomoc² 

specifickĨch protil§tek. Nyn² jsou nejļastŊji vyuģ²v§ny savļ² protil§tky (IgG), avġak 

protil§tky izolovan® z vajeļn®ho ģloutku (IgY) z²sk§vaj² na popularitŊ zejm®na kvŢli 

velk®mu mnoģstv² nespornĨch vĨhod. 

Pro pŚ²pravu peptidickĨch imunogenŢ byly nejprve z prim§rn² struktury CYP2S1 a 2W1 

vybr§ny vhodn® sekvence peptidŢ. Syntetick® peptidy byly pak nav§z§ny na proteinovĨ 

nosiļ KLH a t²mto konjug§tem byly imunizov§ny slepice. Pot® byly z vajeļn®ho ģloutku 

izolov§ny IgY extrakļn²mi a precipitaļn²mi metodami pomoc² chloridu sodn®ho. Schopnost 

protil§tek rozpoznat danĨ peptid byla prok§z§na metodou ELISA. N§sledovala purifikace 

afinitn² chromatografi², ļ²mģ byly z²sk§ny pouze specifick® protil§tky. Nakonec byly 

purifikovan® protil§tky pouģity k imunodetekci CYP2S1 a 2W1 v biologick®m materi§lu. 

Technikou "Western blot" byly v lyz§tech z bunŊļnĨch lini² MT-3, A549, MRC-5 a MCF-7 

prokazov§ny CYP2S1 a 2W1. PravdŊpodobnŊ vzhledem k jejich mal®mu mnoģstv² nebyly 

cytochromy P450 v tŊchto vzorc²ch jednoznaļnŊ detekov§ny. Dalġ²m vzorkem 

pro imunodetekci byla suspenze E. coli se zavedenĨm plasmidem pro expresi CYP2S1. 

ExprimovanĨ CYP2S1 byl pomoc² z²skanĨch protil§tek dobŚe detekovatelnĨ. 

Kl²ļov§ slova: Western blot, IgY, n§dorov® markery, chemoprevence, cytochrom P450 2S1 

a 2W1 
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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, IgY, tumor markers, chemoprevention, cytochrome P450 2S1 and 

2W1  
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Seznam pouģitĨch zkratek 

A549 lidsk§ epitelov§ bunŊļn§ linie adenokarcinomu 

AHR receptor aromatickĨch uhlovod²kŢ (z ang. aryl hydrocarbon receptor) 

APS pers²ran amonnĨ (z ang. ammonium persulfate) 

ARNT 
jadernĨ pŚenaġeļ receptoru aromatickĨch uhlovod²kŢ (z ang. aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator) 

BIS N,N'-methylenbisakrylamid 

BSA hovŊz² s®rovĨ albumin (z ang. bovine serum albumin)  

CAR konstitutivn² receptor androstanu (z ang. constitutive androstane receptor) 

CCAR 
cytoplazmatickĨ CAR retenļn² protein (z ang. cytoplasmic CAR retention 

protein) 

cDNA komplement§rn² DNA (z ang. complementary DNA) 

CDR 
oblast protil§tky tvoŚ²c² m²sto v§zaj²c² antigen (z ang. complementarity 

determining region) 

CYP cytochrom P450 

DEA diethylamin 

DNA deoxyribonukleov§ kyselina (z ang. deoxyribonucleic acid) 

EC ļ²selnĨ k·d enzymu (z ang.  Enzyme Commision number) 

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

EDTA ethylendiamintetraoctov§ kyselina (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 

ELISA 
stanoven² pomoc² enzymu nav§zanĨm na imunosorbent (z ang. enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

Fab fragment v§zaj²c² antigen (z ang. fragment antigen-binding) 

Fc konstantn² fragment 

Fv variabiln² fragment 

HSP protein teplotn²ho ġoku (z ang. heat shock protein) 

Ig imunoglobulin, protil§tka 

IPTG isopropyl-ɓ-D-1-thiogalaktopyranosid 

kDa kilodalton (1 Da ~ 1.66Ĭ10ī27 kg) 

KLH hemocyanin z dŊrnatky obrovsk® (z ang. keyhole limpet hemocyanin) 

MCF-7 lidsk§ bunŊļn§ linie prsn²ho karcinomu (z ang. Michigan Cancer Foundation - 7) 

MES 2-(N-morfolino)ethansulfonov§ kyselina 
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MRC5 lidsk§ fet§ln² bunŊļn§ linie plicn²ch fibroblastŢ 

mRNA medi§torov§ ribonukleov§ kyselina 

MT-3 lidsk§ bunŊļn§ linie kolorekt§ln² rakoviny 

NADH redukovan§ formy nikotinamidadenindinukleotidu 

NADP+ oxidovan§ forma nikotinamidadenindinukleotidfosf§tu 

NADPH redukovan§ forma nikotinamidadenindinukleotidfosf§tu 

NK pŚirozenĨ zab²jeļ (z ang. natural killers) 

p23 protein 23 

PBS fosf§tovĨ pufr (z ang. phosphate buffered saline) 

pNPP para-nitrofenylfosf§t 

PAGE elektrofor®za v polyakrylamidov®m poli 

PPAR 
receptor aktivovanĨ peroxisomovĨm prolifer§torem(z ang. peroxisome 

proliferator-activated receptor) 

PPRE 
DNA oblast pro peroxisomovĨ prolifer§tor(z ang. peroxisome proliferator 

response element) 

PVDF polyvinyldifluorid 

PXR receptor pregnanu X (z ang. pregnan X receptor) 

RXR receptor retinoidu X (z ang. retinoid X receptor) 

SD smŊrodatn§ odchylka 

SDS dodecylsulf§t sodnĨ (z ang. sodium dodecyl sulfate) 

sulfo-SMCC sulfosukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxyl§t 

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzeno-p-dioxin 

TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan 

XAP protein asociovanĨ s X (z ang. X associated protein) 

XRE DNA oblast pro xenobiotika (z ang. xenobiotic response element) 
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1 TeoretickĨ ¼vod 

1.1 Cytochrom P450 

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) je term²n oznaļuj²c² dŢleģit® monooxygenasy pod²lej²c² 

se jednak na synt®ze a metabolismu endogenn²ch l§tek jako napŚ. steroidŢ,1 ģluļovĨch 

kyselin,2 cholesterolu,3 arachidonov® kyseliny4 a eikosanoidŢ,5 jednak na metabolismu 

xenobiotik.6 Zde hraje dŢleģitou roli zejm®na v prvn² f§zi metabolismu, kde ļin² z exogenn² 

l§tky v²ce pol§rn² slouļeninu vn§ġen²m nejļastŊji hydroxylov® skupiny. 

Prvn² zm²nka o cytochromu P450 poch§z² z roku 1958, kdy si Klingenberg povġiml, ģe 

v mikrosomech z²skanĨch z potkan²ch jater se kromŊ cytochromu b1 a b5 nal®z§ pigment, 

kterĨ v redukovan® formŊ a s nav§zanĨm oxidem uhelnatĨm silnŊ absorbuje pŚi 450 nm.7 

PozdŊji se zjistilo, ģe obsahuje i hemovou skupinu, a proto se zaļalo pouģ²vat oznaļen² 

cytochrom P450.8 V nadch§zej²c²ch letech se jiģ potvrdilo, ģe hraje dŢleģitou roli 

v hydroxylaci mastnĨch kyselin9 i pŚi metabolismu xenobiotik.10 S vyuģit²m cDNA 

v 80. letech byla objasnŊna i prim§rn² struktura tŊchto enzymŢ.11 PŚestoģe pozdŊjġ² 

experimenty odhalily, ģe cytochrom P450 nen² schopen pŚen§ġet elektrony a jeho n§zev je 

tud²ģ nepŚesnĨ, ke zmŊnŊ jm®na nedoġlo. 

Pades§t let po objevu cytochromu P450 je dnes zn§mo pŚes 18 500 forem cytochromŢ 

P450 ze stovek druhŢ, kde se ¼ļastn² synt®zy l§tek nezbytnĨch pro ģivot. MŢģeme jej nal®zt 

od kvasinek, bakteri², arche², protist a hub pŚes rostliny aģ u vyġġ²ch ģivoļichŢ. NapŚ. 

u kvasinky Saccharomyces cerevisiae katalyzuje reakci, pŚi n²ģ vznik§ ochrann§ sloģka 

bunŊļn® stŊny sp·r, dityrosin. U rostlin cytochrom P450 syntetizuje cel® spektrum 

dŢleģitĨch l§tek, jeģ napŚ. zabraŔuj² dehydrataci, urļuj² barvu kvŊtŢ, umoģŔuj² ¼spŊġn® 

opylov§n², pod²lej² se na obranŊ pŚed pred§tory pomoc² jedŢ (amygdalin z mandl²), ale tak® 

maj² antiseptick®, protin§dorov® a dalġ² l®ļiv® ¼ļinky (citral, menthol, kafr). Takt®ģ tento 

enzym hr§l dŢleģitou roli pŚi vĨvoji eukaryotick® buŔky. PŚed dvŊma miliardami let 

pravdŊpodobnŊ doġlo ke zmŊnŊ ve sloģen² bunŊļn® stŊny prokaryot, a tud²ģ mohlo doj²t 

k fagocyt·ze bakterie, ze kter® se pozdŊji vyvinuly mitochondrie. Tato pŚemŊna spoļ²vala 

v pŚ²tomnosti cholesterolu v bunŊļn® membr§nŊ, kterĨ vznik§ spolupŢsoben²m v²ce enzymŢ. 

CYP51 se na t®to biosynt®ze tak® pod²l², jelikoģ demethyluje jeden z intermedi§tŢ 

cholesterolu ï lanosterol. Proto tento enzym mohl st§t u vzniku eukaryot a mnohobunŊļnĨch 

organismŢ.12 
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1.1.1 Struktura 

Cytochrom P450 je transmembr§novĨ 

metaloenzym s podobnou strukturou jako 

chlorperoxidasa a NO synthasa. Vyskytuje se 

pŚedevġ²m v membr§n§ch hladk®ho 

endoplazmatick®ho retikula a mitochondri²ch. 

Obsahuje hem b (Obr§zek 1), coģ je totoģnĨ druh 

hemu nach§zej²c² se napŚ. v hemoglobinu nebo 

myoglobinu. Hem b se skl§d§ z protoporfyrinu IX 

a z centr§ln²ho atomu ģeleza, na kterĨ je 

pŚes cystein v§z§n apoprotein. Jako ġestĨ ligand 

trojmocn®ho ģeleza vystupuje v z§kladn²m stavu 

voda.13 

1.1.2  Nomenklatura 

S postupem ļasu byly popisov§ny nov® cytochromy P450 liġ²c² se v prim§rn² struktuŚe 

apoproteinu. A jelikoģ kaģdĨ vŊdeckĨ tĨm pouģ²val jin® oznaļen² pro objeven® CYP, zaļalo 

bĨt pojmenov§n² nepŚehledn® a matouc². Proto se roku 1985 v Airlie (Virginia, USA) 

na prvn² mezin§rodn²m semin§Śi ĂP450 Gene and Their Regulationñ ustavila komise 

pro standardizaci nomenklatury genŢ cytochromŢ P450 (Committee on Standardized 

Nomenclature of the P450 Genes). Tento vĨbor se rozhodl ļlenit CYP podle evoluļn² 

podobnosti na rodiny a podrodiny. PŢvodnŊ jedna rodina zahrnovala proteiny maj²c² 

shodnou prim§rn² strukturu z v²ce neģ 36 % a oznaļovala se Ś²mskou ļ²slic². V r§mci 

jednotlivĨch rodin se vyļlenily jeġtŊ podrodiny, kter® se vyznaļovaly aminokyselinou 

sekvenc² podobnou minim§lnŊ v 70 %. Tyto podrodiny se oznaļovaly velkĨm p²smenem. 

Na konec oznaļen² se psala arabsk§ ļ²slice, kter§ oznaļovala invidu§ln² gen.14 PozdŊji se 

ustavilo, ģe u savcŢ geny CYP patŚ² do stejn® rodiny, pokud jsou shodn® Ó 40 % a do jedn® 

podrodiny pŚi shodnosti Ó 55 %. Tak® se jako oznaļen² rodin zvolila arabsk§ ļ²slice.15 U lid² 

je v souļasnosti zn§mo 14 rodin, pŚiļemģ rodiny CYP1-3 se ¼ļastn² zejm®na metabolismu 

exogenn²ch l§tek. 

V²ce informac² o rŢznĨch form§ch cytochromŢ P450 lze vyhledat v internetov® datab§zi 

Cytochrome P450 Homepage (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html).16 

              Obr§zek 1: Struktura hemu b 
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1.1.3 KatalytickĨ cyklus 

Cytochrom P450 patŚ² do syst®mu oxidas se sm²ġenou funkc², coģ znamen§, ģe je to 

enzym schopnĨ pŚen§ġet elektrony na molekul§rn² kysl²k a jeden z jeho atomŢ zabudov§vat 

do molekuly substr§tu. V tomto syst®mu pŢsob² CYP jako termin§ln² oxidasa a spolupracuje 

s NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou (EC 1.6.2.4) a fakultativnŊ s cytochromem b5 

a NADH:cytochrom b5 oxidoreduktasou (EC 1.6.99.3). 

Katalyzovanou reakci lze sum§rnŊ vyj§dŚit rovnic²: 

RH + O2 + NADPH + H+ Ÿ ROH + H2O + NADP+, 

kde RH oznaļuje molekulu substr§tu a ROH je molekula hydroxylovan®ho substr§tu. 

 

Obr§zek 2: KatalytickĨ cyklus cytochromu P450 (pŚevzato a upraveno z 17) 

Obr§zek 2 n§zornŊ popisuje katalytickĨ cyklus cytochromŢ P450.17,18 V klidov®m stavu 

je kationt ģeleza v hemu hexakoordinovanĨ a je na nŊm nav§z§na voda. Po nav§z§n² 

substr§tu RH doch§z² k uvolnŊn² vody a ke konformaļn² zmŊnŊ, kdy se iont ģeleza st§v§ 

pentakoordinovanĨm (1). Pot® doch§z² k redukci atomu ģeleza elektronem poch§zej²c² 

z NADPH pŚin§ġen®m pomoc² flavinov®ho enzymu, NADPH:cytochrom P450 

oxidoreduktasy (2). N§sleduje vazba kysl²ku na bin§rn² komplex cytochrom P450-substr§t 

(3) a druh§ redukce (4). Elektron mŢģe pŚin§ġet jednak NADPH:cytochrom P450 
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oxidoreduktasa jako v kroku (2) jednak cytochrom b5. V n§sleduj²c²m kroku je pŚijat proton 

H+ (5) a rozġtŊpena vazba O-O v molekule kysl²ku za vzniku vody (6). Po tomto kroku se 

st§v§ komplex velmi nestabiln² (7), a proto se druhĨ atom kysl²ku zabudov§v§ do substr§tu 

(8). Na z§vŊr se uvoln² oxidovanĨ substr§t ROH (9). KatalytickĨ cyklus mŢģe tak® prob²hat 

bez pomoci NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy a kysl²ku, pokud aktivovanou formu 

kysl²ku poskytne organickĨ peroxid (10).  

1.1.4 Inhibice 

Aktivita cytochromu P450 mŢģe bĨt ovlivnŊna v jak®mkoli kroku katalytick®ho cyklu, 

avġak nejkritiļtŊjġ² jsou tyto tŚi reakce: nav§z§n² substr§tu, nav§z§n² molekul§rn²ho kysl²ku 

a substr§tov§ oxygenace. Podle mechanismu lze inhibice rozdŊlit do tŚ² kategori²:19 

¶ reverzibiln²: Tento druh zasahuje pouze do prvn²ho kroku katalytick®ho cyklu, kdy se 

inhibitor v§ģe na prostetickou skupinu enzymu m²sto substr§tu. Po odstranŊn² 

inhibitoru se funkce enzymu zcela obnov². Reverzibiln² inhibice je nejļastŊji 

zodpovŊdn§ za l®kov® interakce. 

¶ kvazi-ireverzibiln²: Inhibitor je metabolizov§n pomoc² cytochromu P450 a vznik§ 

reaktivn² metabolit, kterĨ se v§ģe na hem, ļ²mģ zabr§n² opakov§n² katalytick®ho cyklu. 

In vitro lze metabolit odstranit z aktivn²ho m²sto pŢsoben²m lipofiln²ch l§tek, 

radioaktivn²m z§Śen² nebo pŚid§n²m hexakyanoģelezitanu draseln®ho. Pot® doch§z² 

k reaktivaci cytochromu P450. Nicm®nŊ in vivo je komplex hem-metabolit pŚ²liġ silnĨ 

a synt®za nov®ho enzymu je jedinou moģnost² jak obnovit jeho aktivitu. 

¶ ireverzibiln²: L§tky obsahuj²c² funkļn² skupinu, kter§ mŢģe bĨt oxidov§na 

cytochromem P450 a kter§ se n§slednŊ kovalentnŊ v§ģe do aktivn²ho m²sta enzymu, 

se nazĨvaj² ireverzibiln² inhibitory nebo tak® "sebevraģedn®" substr§ty. Tyto 

metabolity pozmŊn² hemovou skupinu nebo modifikuj² aminokyselinu apoproteinu, 

kter§ je nezbytn§ pro nav§z§n² substr§tu, pŚenos elektronŢ nebo aktivaci kysl²ku. 

PŚ²kladem jsou uhlovod²ky s termin§ln² dvojnou nebo trojnou vazbou, kter® jsou 

metabolizov§ny na reaktivn² l§tky alkyluj²c² hem, nebo chloramfenikol 

(bakteriostatick® antibiotikum), jehoģ vzniklĨ metabolit je schopnĨ acylovat lysin 

v aktivn²m centru. 

Inhibice cytochromu P450 jsou sledov§ny zejm®na ve farmakologii, jelikoģ oxiduje aģ 

90 % vġech l®ļiv, kter® mohou inhibovat aktivitu enzymu, ļ²mģ mŢģe doch§zet k hromadŊn² 
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nepozmŊnŊnĨch l®ļiv, metabolitŢ nebo produktŢ. V takovĨch pŚ²padech mŢģe doch§zet 

dokonce k ģivot ohroģuj²c²m situac²m. 

1.1.5 Indukce 

Formy cytochromŢ P450 se mohou v tŊle vyskytovat ve stabiln²ch koncentrac²ch 

(konstitutivn² CYP) nebo se jejich koncentrace v prŢbŊhu ļasu mŢģe mŊnit v z§vislosti 

na pŚ²tomnosti induktorŢ (inducibiln² CYP). Inducibiln² fomy patŚ² zejm®na do rodin 

CYP1-4. 

Regulace exprese cytochromŢ P450 na ¼rovni transkripce umoģŔuje buŔce reagovat 

na promŊnn® prostŚed² a zvyġovat koncentraci enzymu v pŚ²padŊ setk§n² s xenobiotiky, kter® 

by mŊly bĨt rychle metabolizov§ny a vyluļov§ny z tŊla. Podle mechanismu a z¼ļastnŊnĨch 

transkripļn²ch faktorŢ lze indukci CYP dŊlit na ļtyŚi kategorie: 

¶ AHR ("aryl hydrocarbon receptor"): V klidov®m stavu se receptor aromatickĨch 

uhlovod²kŢ nach§z² v cytoplazmŊ v komplexu s proteiny HSP90, XAP2 a p23. 

Ligandy tohoto receptoru patŚ² zejm®na do skupiny halogenovanĨch a polycyklickĨch 

aromatickĨch uhlovod²kŢ. Po nav§z§n² ligandu doch§z² k rozvolnŊn² komplexu a AHR 

s ligandem putuje do j§dra, kde vytvoŚ² heterodimer s proteinem ARNT ("aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator"). Pot® se v§ģ² na ¼sek XRE ("xenobiotic 

response element") na DNA, ļ²mģ spouġt² transkripci enzymŢ ¼ļastn²c²ch se 

metabolismu xenobiotik. Tento mechanismus je typickĨ pro CYP1, jehoģ silnĨm 

induktorem je napŚ. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).20 

¶ CAR ("constitutive androstane receptor"): Po vystaven² buŔky fenobarbitalu doch§z² 

k jeho nav§z§n² na cytoplazmatickĨ receptor CAR, kterĨ se tak odpout§ od HSP90 a 

ko-chaperonu CCRP. N§sleduje translokace do j§dra, kde se asociuje s RXR ("retinoid 

X receptor") a zapoļ²n§ transkripce genŢ, na jejichģ promotory se komplex CAR-RXR 

nav§zal. Takto doch§z² k indukci CYP2.21 

¶ PXR ("pregnan X receptor"): LigandŢ receptoru pregnanu X je velik® mnoģstv². 

Aktivovat ho dok§ģ² pŚirozen® steroidy (5-̡pregnan-3,20-dion, lithocholov§ kyselina) 

i exogenn² l§tky, zejm®na ġirok® spektrum l®ļiv (napŚ. antimykotikum Clotrimazol, 

antibiotikum Rifampicin, l®k na rakovinu Tamoxifen). Po aktivaci ligandem se 

heterodimer PXR-RXR v§ģe na XRE a zahajuje transkripci pŚ²sluġnĨch genŢ. T²mto 

zpŢsobem prob²h§ i indukce rodiny CYP3.22 
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¶ PPAR ("peroxisome proliferator-activated receptor"): Tento jadernĨ receptor se 

vyskytuje ve tŚech izoform§ch (Ŭ, ɓ, ɔ). Po nav§z§n² ligandu tvoŚ² heterodimer 

s proteinem RXR a v§ģe se na specifick® ¼seky PPREs ("peroxisome proliferator 

response elements") na DNA, ļ²mģ spouġt² transkripci genŢ. PPAR hraje dŢleģitou roli 

v regulaci metabolismu lipidŢ, protoģe lipidy a eikosanoidy jsou jeho pŚirozen® 

ligandy. Nicm®nŊ tak® ovlivŔuje hladinu CYP4, jehoģ induktorem jsou napŚ. fibr§ty 

pouģ²van® ve farmakologii k l®ļbŊ hyperlipid®mie.23 

1.1.6 Chemoprevence 

Chemoprevence neboli chemoprofylaxe je definov§na jako uģ²v§n² chemickĨch l§tek, 

l®ļiv ļi potravn²ch doplŔkŢ k pŚedch§zen² nemoc².24 Ide§ln² chemopreventivn² l§tka by mŊla 

m²t tyto vlastnosti: minim§ln² vedlejġ² nebo toxick® ¼ļinky, vysok§ ¼ļinnost, moģnost 

or§ln²ho pod§v§n², zn§mĨ mechanismus pŢsoben² a n²zk§ cena. Dodrģet vġechny zm²nŊn® 

pravidla vġak nen² jednoduch® zejm®na proto, ģe u velk® ļ§sti tŊchto l§tek nen² pŚesnŊ zn§m 

mechanismus ani interakce s l®ļivy ļi vnŊjġ²mi vlivy.25 

RŢzn® chemopreventivn² l§tky mohou pŢsobit na mnoha ¼rovn²ch a pom§hat 

pŚed vznikem ġirok®ho spektra nemoc². PŚ²kladem je pod§v§n² antibiotik lidem n§chylnĨm 

k bakteri§ln²m infekc²m (lid® s poruchami imunitn²ho syst®mu, ochrana pŚed ġ²Śen² 

epidemie, pacienti trp²c² opakovanĨmi bakteri§ln²mi nemocemi), pouģ²van² fluoridovĨch 

zubn²ch past proti vzniku zubn²ho kazu, uģ²v§n² probiotik k udrģen² spr§vn® stŚevn² 

mikrofl·ry, nahrazov§n² ģeleza potravn²mi doplŔky menstruuj²c²m nebo tŊhotnĨm ģen§m 

k prevenci pŚed an®mi² ļi poģ²v§n² multivitam²nŢ k sn²ģen² rizika rozvoji rakoviny a 

srdeļn²m nemocem.26 

Vzhledem k pŚ²ļin§m ¼mrt² v Ļesk® republice, kde po nemoc²ch obŊhov® soustavy je 

na druh®m m²stŊ vznik novotvarŢ,27 se vynakl§d§ velk® ¼sil² na prevenci i l®ļbu rakoviny. 

C²lovĨmi skupinami pro profylaktickou l®ļbu jsou zejm®na jedinci se ġpatnĨm ģivotn²m 

stylem a lid® vystaveni karcinogenŢm, lid® s genetickĨmi predispozicemi nebo pacienti, jeģ 

rakovinu v minulosti prodŊlali. Chemopreventivn² l§tky br§n²c² vzniku rakoviny se bŊģnŊ 

vyskytuj² i v potravin§ch (zejm®na v rostlinn® stravŊ) a podle jejich struktury rozezn§v§me 

nŊkolik druhŢ (Tabulka 1).28  
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Tabulka 1: RozdŊlen² chemopreventivn²ch slouļenin podle struktury (podle 28) 

Strukturn² rys Z§stupci VĨskyt 

karotenoidy 
zeaxanthin, astaxanthin,  

-h, -̡karoten, lutein  

mrkev, citrusy, paprika, 

rajļe, losos 

vitam²ny 

kys. askorbov§ (vit. C), 

Ŭ-tokoferol (vit E), retinol (vit. 

A) 

citrusy, brokolice, zel², 

ananas, moŚsk® plody, 

jahoda, meloun 

polynenasycen® mastn® 

kyseliny 
dokosahexaenov§ kyselina rostlinn® a ryb² oleje 

deriv§ty kyseliny 

linolov® 

cis-9, trans-11 a trans-10, 

cis-12 deriv§ty 
hovŊz² maso, sĨry, ml®ko 

organosulf§ty 
diallylsulfid, N-acetylcystein, 

S-allylcystein 
ļesnek, cibule 

fenolick® slouļeniny flavonoidy, polyfenoly 

zelenĨ ļaj, ļerven® v²no, 

ryb²z, kakao, malina, 

citrusy 

kurkumin  kurkumin 
kurkuma (pŚ²sada do kari 

koŚen²) 

d-limonen d-limonen citrusov® oleje 

chlorofyl a deriv§ty chlorofyl, chlorofylin ġpen§t, moŚsk® Śasy 

chitin a chitosan chitin a chitosan 
houby, exoskelet ļlenovcŢ 

a moŚskĨch bezobratl²ch 

isothiokyan§ty allylisothiokyan§t, sulforafan 
kvŊt§k, hl§vkov® zel², 

ŚeŚicha, brokolice, kapusta 

dehydroepidandrosteron dehydroepidandrosteron hormon nadledvin 

laktoferin a jeho ġtŊpn® 

fragmenty  
laktoferin ml®ko 

Chemopreventivn² l§tky br§n²c² vzniku a rozvoji rakoviny lze rozdŊlovat 

podle mechanismu pŢsoben² a podle f§ze karcinogeneze, ve kter® pŢsob²:25 

¶ blok§tory: VŊtġina karcinogenŢ mus² bĨt nejprve metabolicky aktivov§na, aby se 

z nich staly elektrofiln² formy schopn® v§zat se na DNA. T®to iniciaļn² f§zi 

karcinogeneze br§n² tzv. blok§tory. Tyto l§tky se dŊl² podle mechanismu ¼ļinku 
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do pŊti kategori² ï inhibitory CYP (diallylsulfid, kyselina ellagov§), induktory CYP 

(indol-3-karbinol, -̡naftoflavon), induktory enzymŢ druh® f§ze metabolismu 

(isothiokyan§ty, polyfenoly), nukleofiln² l§tky schopn® vychyt§vat elektrofiln² 

slouļeniny (N-acetylcystein, thiosulf§t sodnĨ) nebo induktory opravnĨch mechanismŢ 

DNA (vanilin). 

¶ supresory: Po iniciaļn² f§zi doch§z² k promoci a progresi. Tato dvŊ st§dia 

karcinogeneze inhibuj² supresory. Ty mohou pŢsobit mnoha rŢznĨmi mechanismy, 

jako pŚ²klady supresorŢ lze jmenovat inhibitory metabolismu polyaminŢ ļi kyseliny 

arachidonov® (piroxicam, ibuprofen), inhibitory proteas (leupeptin), induktory 

diferenciace (retinoidy, v§pn²k, vitam²n D), inhibitory exprese onkogenŢ (D-limonen) 

nebo inhibitory protein kinasy C (tamoxifen, staurosporin). 

I pŚes uveden® prospŊġn® efekty existuj² dŢkazy, kter® vyvrac² ¼ļinnost 

chemopreventivn²ch l§tek a kter® dokonce ukazuj² na jejich ġkodlivost. V letech 2007-2008 

probŊhly rozs§hl® klinick® testy, kter® zkoumaly vliv antioxidaļn²ch potravn²ch doplŔkŢ 

( -̡karoten, vitam²n A, vitam²n C, vitam²n E a selen). PŚekvapivĨm vĨsledkem bylo, ģe 

nedoġlo k potvrzen² ģ§dnĨch preventivn²ch ¼ļinkŢ a v nŊkterĨch pŚ²padech doġlo dokonce 

ke zvĨġen² mortality pŚi uģ²v§n² tŊchto chemopreventivn²ch l§tek.29 Tento fakt lze vysvŊtlit 

t²m, ģe chemopreventivn² l§tky obsahuj² vyġġ² d§vku ¼ļinn® l§tky, neģ se bŊģnŊ vyskytuje 

v potravin§ch, a t²m ģe nezn§mĨm zpŢsobem interaguj² s drahami synt®zy a pŚemŊny dalġ²ch 

slouļenin. 

Z vĨġe popsanĨch mechanismŢ je patrn®, ģe chemopreventivn² l§tky mohou ovlivŔovat 

hladinu cytochromŢ P450 v tŊle, coģ mŢģe m²t vliv na metabolismus dalġ²ch xenobiotik. 

Jelikoģ klinick® testy jsou vŊtġinou prov§dŊny zjednoduġenĨm zpŢsobem, kdy je izolovanŊ 

pod§v§na pouze testovan§ chemopreventivn² l§tka, nemohou bĨt sledov§ny interakce 

s l§tkami, se kterĨmi se ļlovŊk v bŊģn®m ģivotŊ setk§v§. PŚi pod§n² chemopreventivn² l§tky 

doch§z² k indukci cytochromŢ P450, kter® pak n§slednŊ mohou metabolizovat 

prokarcinogeny na karcinogeny, ļ²mģ se mŢģe zvyġovat riziko vzniku rakoviny.30 Naopak 

pŚi pod§v§n² l§tek, jenģ inhibuj² cytochrom P450, mŢģe doch§zet k hromadŊn² 

nemetabolizovanĨch l§tek, coģ mŢģe v®st ke zdravotn²m komplikac²m konļ²c²m aģ smrt².31 
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1.1.7 Sirotci 

Izoformy cytochromu P450 se daj² dŊlit nejen podle podobnosti v aminokyselinov® 

sekvenci, ale tak® podle substr§tu. Toto rozdŊlen² lidskĨch izoforem je pŚehlednŊ uvedeno 

v Tabulce 2. 

Tabulka 2: RozdŊlen² lidskĨch izoforem cytochromu P450 podle substr§tu (pŚevzato z 32) 

Steroly 
Mastn® 

kyseliny 
Eikosanoidy Vitam²ny Xenobiotika Nezn§mĨ 

1B1 2J2 4F2 2R1 1A1 2A7 

7A1 4A11 4F3 24 1A2 2S1 

7B1 4B1 4F8 26A1 2A6 2U1 

8B1 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 4Z1 

39    2F1 20A1 

46    3A4 27C1 

51    3A5  

    3A7  

Jak je patrno, 13 z 57 izorofem katalyzuj² reakce se zat²m nezn§mĨm substr§tem a obecnŊ 

je o nich minim§lnŊ informac². Dostaly pŚ²zvisko Ăsirotciñ (ang. orphans), coģ se pŚevzalo 

z terminologie molekul§rn² biologie, kde se takto oznaļuj² receptory s nezn§mĨm 

ligandem.33 

CYP2S1 

Gen CYP2S1 se nach§z² na dlouh®m ram®nku chromosomu 19 (19q13.2) v tzv. CYP2 

clusteru, kde se nach§zej² i dalġ² geny pro izotypy rodiny CYP2. Protein se skl§d§ z 504 

aminokyselin a jeho hmotnost je 55,8 kDa. 

Na z§kladŊ analĨz Dot blot a Northern blot byla zjiġtŊna nejvyġġ² exprese v prŢduġnici, 

pl²c²ch, ģaludku, tenk®m stŚevu a slezinŊ. V menġ² m²Śe se vyskytuje tak® v j§trech, 



18 

 

ledvin§ch, leukocytech, thymu a placentŊ.34 Vyjmenovan® tk§nŊ jsou ļasto vystaveny 

velk®mu mnoģstv² exogenn²ch l§tek, a proto se d§ pŚedpokl§dat, ģe by CYP2S1 mohl hr§t 

dŢleģitou roli v metabolismu xenobiotik. Tuto domnŊnku potvrzuje tak® studie, kter§ 

odhalila, ģe se tato forma nach§z² i v kŢģi, kde mŢģe bĨt indukov§n UV z§Śen²m, 

kamenouhelnĨm dehtem a retinovou kyselinou.35 Dalġ²m vĨznamnĨm induktorem je 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), d²ky kter®mu se tak® podaŚilo CYP2S1 v roce 

2002 objevit.36 TCDD indukuje expresi CYP2S1 zejm®na v plicn²ch buŔk§ch a to pŚes AhR 

receptor, coģ bylo do t® doby charakteristick® pouze pro CYP1 rodinu. 

Jeho zvĨġen§ exprese je spojen§ s vĨskytem n§dorŢ, pŚestoģe u ģ§dn®ho typu rakoviny 

nebyl CYP2S1 urļen jako nez§vislĨ marker. ZvĨġenĨ vĨskyt byl potvrzen u pacientŢ 

s kolorekt§ln² rakovinou a znaļ² horġ² progn·zu.37 Tak® bylo pozorov§no signifikantn² 

zvĨġen² exprese u metast§z² prim§rn² rakoviny vajeļn²ku.38 

CYP2W1 

Gen CYP2W1 se nach§z² na kr§tk®m ram®nku chromosomu 7 (7p22.3) a k·duje protein 

sloģenĨ ze 490 aminokyselin a molekulovou hmotnost² 53,8 kDa.  

Dosud nebyla pozorov§na exprese v ģ§dn® zdrav® dospŊl® lidsk® tk§ni, nicm®nŊ exprese 

mRNA byla nalezena ve fet§ln² a transformovan® tk§ni, zejm®na v tumorech tlust®ho stŚeva 

a nadledvin.39 N§sleduj²c² klinick® studie uk§zaly, ģe by CYP2W1 mohl bĨt dobrĨ 

prognostickĨ faktor. Pacienti s pokroļilejġ²m stadiem rakoviny tlust®ho stŚeva a tud²ģ 

s horġ²mi vyhl²dkami maj² i vyġġ² expresi CYP2W1.40  

Pomoc² rekombinantnŊ z²skan®ho proteinu CYP2W1 byla zkoum§na jeho aktivita a 

pŚ²padn® substr§ty. Uk§zalo se, ģe dok§ģe katalyzovat N-demetylaci benzfetaminu a oxidaci 

kyseliny arachidonov® i kdyģ pouze velmi pomalu a s malĨm vĨtŊģkem. A d§le bylo 

pozorov§no, ģe aktivuje nŊkter® prokarcinogeny zejm®na polycyklick® aromatick® 

uhlovod²ky.41 S vyuģit²m homologn²ho modelov§n² byla predikov§na struktura a dva 

potencion§ln² substr§ty ï benzfetamin a indol.42 

 

Vzhledem k mal®mu mnoģstv² informac² o tŊchto novŊ objevenĨch enzymech by bylo 

dobr® m²t n§stroj pro jejich detekci a zkoum§n². K tomuto ¼ļelu mohou dobŚe poslouģit 

imunochemick® pŚ²stupy. 
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1.2 Protil§tky 

Protil§tky jsou humor§ln² sloģkou antigennŊ specifick® imunity u vŊtġiny obratlovcŢ. 

Jsou to glykoproteiny produkovan® specializovanĨmi B lymfocyty - plazmatickĨmi 

buŔkami. Protil§tky se dok§ģ² vysoce specificky a s velkou afinitou v§zat na antigen. Jejich 

hlavn² ¼lohy v organismu jsou struļnŊ shrnuty v n§sleduj²c²ch bodech:43 

¶ neutralizace: Protil§tky se mohou v§zat na povrchov® molekuly, kter® jsou dŢleģit® 

pro patogenesi mikroorganismŢ, nebo na mikrobi§ln² toxiny, ļ²mģ doch§z² k jejich 

neutralizaci. 

¶ opsonizace: Ļ§stice s nav§zanou protil§tkou se st§v§ atraktivnŊjġ² pro profesion§ln² 

fagocyty (monocyty, makrof§gy, neutrofiln² a eosinofiln² granulocyty), ļ²mģ se tak® 

aktivuj² destrukļn² mechanismy fagocytŢ. 

¶ aktivace komplementu: Po rozezn§n² antigenu protil§tkou mŢģe doch§zet k aktivaci 

klasick® cesty komplementu, coģ napom§h§ k opsonizaci, chemotaxi fagocytŢ a mŢģe 

vy¼stit aģ v lĨzi mikroorganismŢ. 

¶ indukce apopt·zy: Nav§z§n² protil§tky na specifickĨ receptor mŢģe v dan® buŔce 

spustit kask§du, kter§ m§ za n§sledek apopt·zu.  

Jejich unik§tn² vlastnosti specificky rozezn§vat antigen se vyuģ²v§ i pŚi nŊkterĨch 

biologickĨch a biochemickĨch metod§ch ï prŢtokov§ cytometrie, imunohistochemie, 

imunoprecipitace, "Western blot", ELISA, afinitn² chromatografie a dalġ². 

Podle zpŢsobu, jakĨm byly protil§tky z²sk§ny, se daj² dŊlit: 

¶ polyklon§ln²: Takto se oznaļuje soubor protil§tek z²skanĨ nejļastŊji ze s®ra zv²Śete. 

Tyto imunoglobuliny rozezn§vaj² rŢzn® epitopy na dan®m antigenu, kterĨm bylo zv²Śe 

imunizov§no. Specifick® imunoglobuliny se z²sk§vaj² nejļastŊji afinitn² purifikac². 

Jejich vĨhoda spoļ²v§ v nen§roļn® a levn® produkci, nicm®nŊ mohou antigen 

rozezn§vat s rŢznou afinitou a aviditou. K imunizaci se mŢģe pouģ²t celĨ protein nebo 

pouze jeho ļ§st ï peptid, kterĨ je nav§z§n na proteinovĨ nosiļ. Z²skan® protil§tky pot® 

rozpozn§vaj² na antigenu m²sto se sekvenc² podan®ho peptidu. Takto z²skan® 

protil§tky se nazĨvaj² antipeptidov®.44 

¶ monoklon§ln²: Tyto protil§tky jsou produktem jednoho klonu plazmatick® buŔky, jsou 

stejn®ho izotypu a rozezn§vaj² stejnĨ epitop. Norm§lnŊ se v s®ru nevyskytuj² a poprv® 

byly zaznamen§ny u pacientŢ s mnohoļetnĨm myelomem.45 LaboratornŊ se z²sk§vaj² 

z bunŊk tzv. hybridomŢ, kter® vzniknou po f¼zi slezinn®ho B lymfocytu a 
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myelomovou bunŊļnou lini² zajiġŠuj²c² imortilizaci. Tuto techniku poprv® popsali 

Kºhler a Milstein, za coģ byli ocenŊni Nobelovou cenou v roce 1984.46 ĻasovŊ i 

finanļnŊ n§roļn§ produkce tŊchto protil§tek je vyv§ģena sn²ģenĨm rizikem zkŚ²ģenĨch 

reakc². 

D§le se protil§tky daj² dŊlit podle druhu produkļn²ho organismu, z nŊhoģ byly z²sk§ny. 

K laboratorn²m ¼ļelŢm se nejļastŊji pouģ²vaj² savļ² protil§tky (zejm®na kr§liļ², ovļ², koz², 

myġ², koŔsk®), ale jako alternativa se zaļ²naj² st§le v²ce vyuģ²vat i slepiļ² protil§tky, protoģe 

se jejich struktura a pouģit² od savļ² pŚ²liġ neliġ² a purifikace je velmi jednoduch§ a levn§. 

U savcŢ se imunoglobuliny z²sk§vaj² ze s®ra a m®nŊ ļastŊji z kolostra. U pt§kŢ se protil§tky 

izoluj² ze ģloutkŢ snesenĨch vajec, coģ je z etick®ho pohledu pŚijatelnŊjġ² moģnost. 

1.2.1 Struktura protil§tek 

Protil§tky se daj² schematicky zn§zornit jako tvar p²smene Y a skl§daj² se ze dvou 

identickĨch tŊģkĨch ŚetŊzcŢ (~50-75 kDa) a ze dvou identickĨch lehkĨch ŚetŊzcŢ (~25 kDa) 

spojenĨch pomoc² disulfidickĨch mŢstkŢ. Celkov§ hmotnost protil§tky se pohybuje 

v rozmez² 150-180 kDa. řetŊzce se d§le skl§daj² z dom®n o 110-120 aminokyselin§ch 

poskl§danĨch do tvaru  ̡soudku. TŊģk® ŚetŊzce obsahuj² 4-5 tŊchto dom®n (podle izotypu 

protil§tky) a lehk® ŚetŊzce pouze 2 dom®ny. Na N konc²ch vġech ŚetŊzcŢ se nach§z² variabiln² 

dom®na (Fv), kter§ je odpovŊdn§ za specifitu dan® protil§tky. Hypervariabiln² smyļky 

na konci tŊģk®ho a lehk®ho ŚetŊzce dohromady tvoŚ² tzv. "complementarity determining 

regions" (CDRs), kam se v§ģe antigen. Pro kaģdou protil§tku poch§zej²c² z jedn® 

plazmatick® buŔky je toto m²sto unik§tn². ZbĨvaj²c² dom®ny se nazĨvaj² konstantn² a jejich 

struktura je shodn§ pro danĨ typ protil§tky.43 

Pomoc² enzymŢ lze protil§tky kontrolovanŊ proteolyticky ġtŊpit na rŢzn® fragmenty 

(viz Obr§zek 3). Papain dok§ģe protil§tku rozġtŊpit na dva identick® fragmenty Fab, kter® 

kaģdĨ v§ģe po jedn® molekule antigenu, a na fragment Fc, skl§daj²c² se pouze z konstantn²ch 

dom®n. Tento fragment m§ zejm®na efektorovou funkci, jelikoģ dok§ģe aktivovat 

komplement a v§ģe se na povrchov® receptory fagocytŢ a NK bunŊk (natural killers). 

Po ġtŊpen² pepsinem vznik§ nŊkolik menġ²ch fragmentŢ z Fc, pŚi ļemģ nejvŊtġ² z nich se 

nazĨv§ pFcË. Fragmenty Fab zŢst§vaj² spojen® v jeden, kterĨ dok§ģe v§zat dva antigeny.45 
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Obr§zek 3: Proteolytick® ġtŊpen² protil§tek (pŚevzato z 45) 

1.2.2 Savļ² protil§tky 

Savļ² protil§tky vyskytuj²c² se v s®ru se daj² rozdŊlit podle typu tŊģk®ho ŚetŊzce, kterĨ se 

oznaļuje malĨm ŚeckĨm p²smenem - ɔ (IgG), Ŭ (IgA), Õ (IgM), ŭ (IgD) a Ů (IgE) 

(viz Obr§zek 4). 

Po prvn²m setk§n² s antigenem produkuj² plazmatick® buŔky nejprve pouze izotyp IgM, 

ze kter®ho n§slednŊ alternativn²m sestŚihem vznikaj² protil§tky typu IgD. 

Podle mikroprostŚed² a druhu antigenu doch§z² k izotypov®mu pŚesmyku, kdy vznikaj² 

zbĨvaj²c² izotypy. RŢzn® izotypy se neliġ² pouze typem tŊģk®ho ŚetŊzce, ale tak® vykazuj² 

odliġn® vlastnosti ï velikost, schopnost aktivovat komplement a v§zat se na Fc receptory 

atd.47 Jejich charakteristick® rysy jsou struļnŊ uvedeny v Tabulce 3. 
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Tabulka 3: Vlastnosti izotypŢ savļ²ch protil§tek (podle 43, 47) 
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IgG 

TŚ²da IgG je pŚevl§daj²c²m izotypem v s®ru a m§ tak® nejdelġ² biologickĨ poloļas. Tato 

tŚ²da je d§le dŊlena podle 4 rŢznĨch tŊģkĨch ŚetŊzcŢ, kter® byly ļ²slov§ny podle zastoupen² 

v s®ru zdrav®ho jedince (IgG1 > IgG2 > IgG3 > IgG4). Tyto podtypy se tak® liġ² 

ve vlastnostech. Komplement nejl®pe aktivuje IgG3 a IgG1, hŢŚe IgG2 a IgG4 ho neaktivuje 

vŢbec, kterĨ tak® jako jedinĨ nepŚisp²v§ k opsonizaci. RŢzn® podtypy IgG tak® reaguj² 

na rŢzn® druhy antigenŢ ï IgG1a IgG3 jsou indukov§ny po setk§n² s proteinovĨm antigenem, 

zat²mco IgG2 a IgG4 reaguj² na polysacharidy. 

IgA 

DruhĨm nejzastoupenŊjġ²m izotypem v s®ru je IgA, ale na muk·zn²ch povrġ²ch je jeho 

koncentrace nejvyġġ² ze vġech. Zde pŚ²mo neutralizuje toxiny nebo br§n² bakteri²m a virŢm 

v nav§z§n² na sliznice. V s®ru se vyskytuje jako monomer, kdeģto na sliznic²ch pŚevl§d§ 

jako dimer spojenĨ polypeptidovĨm J-ŚetŊzcem pomoc² disulfidickĨch mŢstkŢ. D§le se 

vyskytuje v mateŚsk®m ml®ku, kde tvoŚ² aģ 50 % vġech proteinŢ. PŚi kojen² IgA z mateŚsk®ho 

ml®ka osidluje tr§vic² trakt novorozence. IgA se mŢģe vyskytovat ve dvou podtypech IgA1 

a IgA2 liġ²c² se strukturou v pantov® oblasti. 

IgM 

IgM je exprimov§n jako prvn² pŚi vĨvoji B lymfocytŢ a naivn² B buŔky maj² na povrchu 

monomern² podobu IgM funguj²c² jako antigennŊ specifickĨ receptor. V s®ru se vġak 

vyskytuje jako pentamer, kdy jsou CH4 dom®ny spojeny disulfidickĨmi mŢstky a dvŊ 

dom®ny jsou spojeny J-ŚetŊzcem. Jako pŚirozen® protil§tky maj² n²zkou afinitu, ale d²ky sv® 

pentamern² podobŊ maj² vysokou aviditu. 

IgD 

IgD se v s®ru vyskytuje minoritnŊ a m§ kr§tkĨ biologickĨ poloļas, jelikoģ v pantov® 

oblasti je citlivĨ k proteolĨze. Jeho funkce je zat²m nejasn§, protoģe se ne¼ļastn² ģ§dn®ho 

dŢleģit®ho efektorov®ho imunitn²ho mechanismu. 

IgE 

Aļkoli IgE je v s®ru zastoupen nejm®nŊ, hraje dŢleģitou roli v obranŊ 

proti mnohobunŊļnĨm parazitŢm. Tak® je hlavn² pŚ²ļinou alergi². Po rozpozn§n² alergenu, 
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se komplex antigen-IgE v§ģe na Fc receptor ģ²rnĨch bunŊk, ļ²mģ spust² jejich degranulaci a 

vylit² biologicky aktivn²ch medi§torŢ (histamin, serotonin).  

 

Obr§zek 4: Izotypy savļ²ch protil§tek (pŚevzato z 45). Pentamer IgM je spojen pomoc² J-ŚetŊzce. 

1.2.3 Slepiļ² protil§tky 

Ve slepiļ²m s®ru byly prok§z§ny tŚi izotypy protil§tek ï IgA, IgM a IgY. Molekulov® 

hmotnosti, morfologie i elektroforetick® mobility jsou podobn® jak pro slepiļ² tak pro savļ² 

IgA a IgM.48 Tyto dvŊ tŚ²dy se vyskytuj² ve vajeļn®m b²lku, zat²mco IgY se nach§z² 

ve ģloutku. 

U pt§kŢ obecnŊ je IgY majoritn² tŚ²da, kter§ je funkc² podobn§ savļ² IgG. DŚ²ve se 

dokonce i stejnŊ oznaļovala, dokud mezi nimi nebyly objeveny znaļn® rozd²ly. Bylo proto 

zavedeno nov® oznaļen² IgY podle ang. yolk = ģloutek.49 

U savcŢ proch§zej² protil§tky pŚes placentu do plodu, zat²mco u pt§kŢ doch§z² 

k transportu imunoglobulinŢ do vejce, aby n§slednŊ chr§nily vyl²hnut® kuŚe. Zran² vajec 

u dospŊl® slepice (150 dn² star§) zaļ²n§ ve vajeļn²ku, kterĨ obsahuje velk® mnoģstv² oocytŢ. 

Z nich se postupnŊ st§vaj² folikuly, jeģ jsou bohatŊ c®vnŊ z§sobeny. Skrz tyto ģ²ly jsou 

do folikulu pŚiv§dŊny z jater sloģky budouc²ho ģloutku vznikl® bŊhem metabolismu potravy. 
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Z krevn²ho obŊhu jsou tak® vychyt§v§ny protil§tky IgY pomoc² specifickĨch receptorŢ 

na zraj²c²m oocytu. Pot® pokraļuje folikul do vejcovodu, kde doch§z² k tvorbŊ vajeļn®ho 

b²lku, kam jsou tak® transportov§ny IgM a IgA, a nakonec se z v§pn²ku utvoŚ² skoŚ§pka.50 

Struktura IgY 

Jedin§ protil§tka vajeļn®ho 

ģloutku IgY m§ na rozd²l od IgG 

(~150 kDa) molekulovou hmotnost 

pŚibliģnŊ 180 kDa a jej² tŊģkĨ ŚetŊzec 

obsahuje 4 konstantn² dom®ny 

v porovn§n² se 3 dom®nami u IgG 

(Obr§zek 5). PŚi srovn§n² s IgG byla 

zjiġtŊna podobnost mezi savļ²mi 

dom®nami Cɔ2 a Cɔ3 a slepiļ²mi Cɡ3 

a Cɡ4, coģ vedlo k teorii, ģe se u savcŢ 

z chybŊj²c² dom®ny vyvinula tzv. 

pantov§ oblast, kter§ poskytuje Fab 

fragmentu znaļnou pohyblivost.51 

VĨhody slepiļ²ch protil§tek  

ObecnŊ plat², ģe imunitn² odpovŊŅ organismu je vyġġ² na antigen, kterĨ je fylogeneticky 

vzd§lenŊjġ². Proto slepice produkuje v²ce protil§tek na savļ² antigen neģ savci48 a dokonce i 

na vysoce konzervovan® savļ² proteiny.52 Vzhledem k evoluļn²m rozd²lŢm slepiļ² protil§tky 

rozpozn§vaj² jin® a dokonce v²ce epitopŢ, coģ vede k amplifikaci sign§lu. K ¼spŊġn® 

imunizaci slepic vŊtġinou postaļ² menġ² mnoģstv² antigenu (0,1-1,0 ҡg proteinu) 53a odpad§ 

nutnost opakovan® imunizace.54 

Dalġ² nesporn§ vĨhoda slepiļ²ch protil§tek spoļ²v§ v jejich izolaci. Aļkoli by se daly 

protil§tky z²sk§vat i ze s®ra slepic, koncentrace IgY ve ģloutku je 1,3-1,9Ҏ vyġġ². SbŊr vajec 

je neinvazivn² metoda, zat²mco ļast® odbŊry krve u savcŢ pro pŚ²pravu protil§tek jsou 

pro zv²Śata velmi stresuj²c². Tak® metody purifikace IgY z vejce jsou nen§roļn® a 

jednoduch®, protoģe ģloutek obsahuje pouze jeden druh protil§tek. Bylo pops§no mnoho 

postupŢ izolace IgY, kter® vŊtġinou sest§vaj² z precipitaļn²ch a centrifugaļn²ch krokŢ.55 

Obr§zek 5: Struktura IgG a IgY (pŚevzato z 51). V-variabiln² 

dom®na; C-konstatn² dom®na; L-lehkĨ ŚetŊzec; H-tŊģkĨ 

ŚetŊzec; ɔ- ŚetŊzec gama; ɡ-ŚetŊzec ypsilon 
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Aļkoli 1 ml kr§liļ²ho s®ra obsahuje 35 mg IgG a v 1 g ģloutku je pouze 10 mg IgY, je 

tento nedostatek vyv§ģen d®lkou produkce. Slepice roļnŊ snese pŚibliģnŊ 250 vajec, coģ ļin² 

4 000 g ģloutku, zat²mco objem s®ra jednoho kr§l²ka ļin² 40 ml. To znamen§, ģe za rok jedna 

slepice vyprodukuje 40 g IgY ale kr§l²k pouze 1,4 g IgG. JinĨmi slovy za rok je produkce 

slepiļ²ch protil§tek aģ 30Ҏ vĨnosnŊjġ² neģ produkce kr§liļ²ch protil§tek.56 

Dalġ² vĨhody pouģit² IgY souvis² s imunologickĨmi stanoven²mi. PŚi klinickĨch testech 

se nejļastŊji jako vzorek pouģ²v§ lidsk® s®rum, kter® mŢģe obsahovat interferuj²c² endogenn² 

komponenty vedouc² k chybnĨm vĨsledkŢm. Je velmi obt²ģn® tyto sloģky eliminovat, neboŠ 

sloģen² s®ra se liġ² pacient od pacienta a i u stejn® osoby je sloģen² s®ra promŊnn®. ĻerstvŊ 

z²skan® s®rum obsahuje aktivn² komplementovĨ syst®m. BŊhem imunologickĨch stanoven² 

doch§z² k tvorbŊ komplexŢ antigen-IgG, kter® mohou spouġtŊt komplementovou kask§du. 

VĨsledkem je nav§z§n² komplementu na imunokomplex, coģ br§n² v dalġ² interakci antigenu 

s protil§tkou. Dalġ² probl®m nast§v§, pokud je savļ² protil§tka nav§z§na na pevnou f§zi 

(napŚ. dno mikrotitraļn² destiļky). V tomto pŚ²padŊ se mŢģe komplement v§zat na protil§tku 

m²sto antigenu a vyvolat faleġnŊ pozitivn² odpovŊŅ. Vzhledem k odliġn® struktuŚe slepiļ² 

protil§tka neaktivuje komplement, a tud²ģ nemŢģe doj²t k interferenci.57 FaleġnŊ pozitivn² 

vĨsledky se objevuj² i u pacientŢ s revmatickou artritidou. PŚi tomto autoimunitn²m 

onemocnŊn² se tvoŚ² protil§tky, kter® reaguj² s Fc ļ§stmi savļ²ch IgG. Tyto autoprotil§tky se 

obecnŊ nazĨvaj² revmatoidn² faktor a mohou se vyskytovat i u jinĨch onemocnŊn² nebo 

dokonce u zdravĨch jedincŢ. Pokud se tedy prov§d² imunologick® vyġetŚen² 

"sandwichov®ho" typu s prim§rn² i sekund§rn² savļ² protil§tkou, doch§z² k jejich propojen² 

pomoc² revmatoidn²ho faktoru a nikoli pŚes antigen. Slepiļ² protil§tka m§ ovġem odliġn® 

sloģen² Fc fragmentu, a proto nemŢģe doj²t k takovĨm faleġnŊ pozitivn²m vĨsledkŢm.58 

V dalġ²ch vyġetŚen²ch se vyuģ²vaj² i jin® vzorky neģ s®rum napŚ. krev nebo tk§nŊ, kter® 

mohou obsahovat lidsk® protil§tky. V tomto pŚ²padŊ mŢģe doch§zet ke kŚ²ģov® reaktivitŊ 

s pouģitĨmi savļ²mi protil§tkami. Sekund§rn² IgG pak mŢģe rozpozn§vat protil§tku 

ze vzorku m²sto prim§rn² nebo reagovat s hovŊz² IgG z roztoku hovŊz²ho s®rov®ho albuminu, 

kterĨ se ļasto pouģ²v§ jako blokovac² roztok. Jelikoģ je slepiļ² protil§tka znaļnŊ odliġn§ 

od savļ², nen² pozorov§na ģ§dn§ kŚ²ģov§ reaktivita tohoto typu.48 

Dalġ² rozd²l mezi slepiļ² IgY a savļ² IgG spoļ²v§ v interakci s bakteri§ln²m proteinem A 

a G. Protein A se nach§z² na povrchu Staphylococcus aureus a protein G na Streptococcus 

sp., kde nejsp²ġe maj² protektivn² roli pro bakterie. Tyto proteiny totiģ v§ģ² Fc oblast IgG, 

ļ²mģ zabraŔuj² opsonizaci i n§sledn® fagocyt·ze. T®to vlastnosti se vyuģ²v§ i v laboratoŚ²ch 
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pŚi purifikaci IgG. Na druhou stranu IgY s proteinem A ani G nereaguje, ale lze jich tedy 

vyuģ²t pŚi rŢznĨch detekc²ch bakteri§ln²ch proteinŢ, kdy za pouģit² IgG mŢģe doch§zet 

k faleġnŊ pozitivn²m vĨsledkŢm.59, 60 

Jako moģn§ nevĨhoda ģloutkovĨch protil§tek se jev² fakt, ģe pt§ci jsou schopni vytv§Śet 

protil§tky i na potravn² antigeny. Jelikoģ jsou slepice v chovech nejļastŊji krmeny hovŊz² 

masokostn² mouļkou, jeģ obsahuje keratin, vznikaj² proti tomuto proteinu i dalġ²m 

obsaģenĨm sloģk§m mouļky protil§tky, kter® mohou interferovat pŚi imunologickĨch 

stanoven²ch. Nicm®nŊ jsou k odstranŊn² tohoto nedostatku jiģ vypracov§ny vhodn® 

metody.61, 62, 63 
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2 C²l pr§ce 

C²lem diplomov® pr§ce bylo pŚipravit a charakterizovat slepiļ² protil§tky rozezn§vaj²c² 

CYP2S1 a CYP2W1. Za t²mto ¼ļelem bylo nutn® vybrat vhodnĨ antigen k imunizaci slepic, 

izolovat vajeļn® protil§tky, separovat specifick® protil§tky a dok§zat jejich specifitu 

pomoc² imunologickĨch metod. 

Dalġ²m c²lem bylo zjistit pŚ²tomnost danĨch forem cytochromu P450 v rŢznĨch 

bunŊļnĨch lini²ch a dalġ²ch biologickĨch vzorc²ch. 
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3 Materi§l a metody 

3.1 PouģitĨ materi§l 

Fluka, ĠvĨcarsko 

2-merkaptoethanol; akrylamid; BIS (N,N'-methylenbisakrylamid); EDC (1-ethyl-3-[3-

dimethylaminopropyl]karbodiimidϊhydrochlorid); dioxan; maleinanhydrid; pNPP 

(hexahydr§t 4-nitrofenylfosf§tu disodn®ho); SDS (dodecyls²ran sodnĨ); Tris 

(tris(hydroxymethyl)aminomethan) 

Lach-Ner, Ļesk§ republika 

APS (pers²ran amonnĨ); bromfenolov§ modŚ; EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctov§) 

glycerol; HCl; KH2PO4; kyselina octov§; L-cysteinϊHCl; MgCl2; NaCl; Na2CO3; NaHCO3; 

NaH2PO4Ŀ2H2O; Na2HPO4Ŀ12H2O  

Merck Millipore, USA  

PVDF Immobilon-P Membrane 

Penta, Ļesk§ republika 

azid sodnĨ (NaN3); ethanol, glycin; methanol; NaOH 

PML Protein.Ml®ko.Lakt·za, Ļesk§ republika 

Laktino suġen® ml®ko odtuļnŊn® 

Roche, ĠvĨcarsko 

cOmplete ULTRA Tablets; PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets 

SERVA, NŊmecko 

Coomassie Brilliant Blue R 250; dialyzaļn² stŚeva; TEMED (N,N,N',N'-

tetramethylethylendiamin); Triton X-100; Tween 20 

Sigma-Aldrich, USA 

anti-slepiļ² IgG konjugovan§ s alkalickou fosfatasou; BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-

indolyl fosf§t/nitro-blue tetrazolium tablety); DEA (diethylamin); deoxychol§t sodnĨ; 
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guanidinϊHCl; MES (2-(N-morfolino)ethansulfonov§ kyselina); Sepharosa 4B aktivovan§ 

CNBr; TrisĿHCl 

Thermo Fisher Scientific, USA 

Imject Maleimide-Activated Mariculture KLH (keyhol limpet hemocyanin); KLH; 

Microplate BCA Protein Assay Kit ï Reducing Agent Compatible; mikrotitraļn² destiļka 

F16 MaxiSorp NUNC-IMMUNO MODULE; SulfoLink Coupling Resin; standardy 

molekulovĨch hmotnost² PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder a Spectra 

Multicolor Broad Range Protein Ladder 

3.2 Pouģit® pŚ²stroje 

Analytick® v§hy 

Discovery, Ohaus, USA  

Automatick® pipety 

Nichipet EX, Nichiryo, Japonsko 

Proline, Biohit, Finsko 

Centrifugy 

Centrifuge 5415R, Eppendorf, NŊmecko 

Centrifuge 5418, Eppendorf, NŊmecko 

Centrifuga K70D, MLW, NŊmecko 

Đpravna vody 

Simplicity 158, Merck Millipore, USA 

Fotometr mikrotitraļn²ch destiļek 

Sunrise, Tecan, ĠvĨcarsko 

ElektrickĨ zdroj 

EPS 301 Power Supply, Amersham Biosciences, USA 

Elektroforetick§ aparatura 

MiniVE Vertical Electrophoresis System, Amersham Biosciences, USA 
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Injekļn² mikrostŚ²kaļka 

MICROLITER Syringe 702RN, Hamilton, ĠvĨcarsko 

Inkub§tor 

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories, Velk§ Brit§nie 

Magnetick§ m²chaļka 

KMO 2 basic IKAMAG, IKA, NŊmecko 

" End-over-end"  m²chaļka 

Reax 2, Heidolph, NŊmecko 

Opakovac² d§vkovaļ 

Multipette, Eppendorf, NŊmecko 

pHmetr  

HI 2211, HANNA instruments, USA 

PŚedv§ģky 

Kern EW 600-2M, Kern&Sohn, NŊmecko 

Sonik§tor 

Elmasonic E30H, Elma, NŊmecko  

Spektrofotometr 

Agilent 8453 Diode Array Spectrophotometer, Hewlett-Packard, USA 

V²cekan§lov§ pipeta 

Proline, Biohit, Finsko 

Vortex 

MSI minishaker, IKA, NŊmecko 

" Western blot"  aparatura 

Fastblot B43, Biometra, NŊmecko 
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3.3 Metody  

3.3.1 VĨbŊr peptidu 

Jelikoģ jsou cytochromy P450 2S1 a 2W1 velmi tŊģko dostupn® a obt²ģnŊ izolovateln® 

ve formŊ vhodn® k imunizaci, bylo nutn® pŚipravit k produkci specifickĨch protil§tek 

peptidov® antigeny. PŚi jejich pŚ²pravŊ postaļuje zn§t prim§rn² strukturu proteinu, ze kter® 

se n§slednŊ vybere kr§tk§ sekvence aminokyselin, kter§ po vazbŊ na vysokomolekul§rn² 

proteinovĨ nosiļ slouģ² k imunizaci. Podle literatury byly zvoleny tyto sekvence: 

¶ CYP2S1a: KQVRPTDLHSTTQTR34 

¶ CYP2W1a: TMRPRAQALC39 

D§le byla pomoc² dostupnĨch modelovac²ch programŢ (http://www.uniprot.org/, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/, http://web.expasy.org/protscale/) vybr§na sekvence cca 13 

aminokyselin z C konce proteinŢ cytochromu P450 2S1 a 2W1. Vybran§ sekvence by se 

mŊla nach§zet na povrchu enzymŢ, neobsahovat uspoŚ§danou sekund§rn² strukturu, bĨt 

unik§tn² pro danĨ protein a m²t vhodn® antigenn² vlastnosti. Podle predikļn²ch programŢ 

byly vybr§ny tyto sekvence: 

¶ CYP2S1b: CPPDTLSLKPTVS 

¶ CYP2W1b: CPGVSPASLDTTP 

Podle vybranĨch sekvenc² byly pŚipraveny syntetick® peptidy (biotechnologickou firmou 

VIDIA, ĻR). 

3.3.2 PŚ²prava imunogenu 

Protoģe uveden® peptidy jsou nedostateļnŊ velk® (n²zk§ relativn² hmotnost), aby vyvolaly 

imunitn² odpovŊŅ, je potŚeba je nav§zat na proteinovĨ nosiļ - KLH (keyhol limpet 

hemocyanin). Pokud peptid obsahoval na jednom konci aminokyselinu cystein (CYP2S1a, 

CYP2S1b, CYP2W1b), prob²hala konjugace adic² za vzniku thioetherov® vazby. Nicm®nŊ 

jeden peptid cystein neobsahoval (CYP2S1a), proto byl KLH nejprve modifikov§n 

pomoc² maleinanhydridu a pot® na nŊj byl v§z§n peptid pŚes amino skupinu kondenzaļn² 

reakc² za vzniku amidov® vazby. 
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Konjugace KLH a peptidu pŚes thiolovou skupinu cysteinu 

Nejv²ce reaktivn² aminokyselinou vyskytuj²c² se v proteinech je cystein, kterĨ obsahuje 

thiolovou skupinu ïSH. KromŊ jinĨch reakc² je tato skupina schopn§ tvoŚit thioesterovou 

vazbu s maleimidem, kdy doch§z² k adici na dvojn® vazbŊ (Obr§zek 6).64 

 

Obr§zek 6: Konjugace KLH a peptidu pŚes thiolovou skupinu (upraveno z 65) 

Jako proteinovĨ nosiļ byl zvolen maleimidem aktivovanĨ KLH (mcKLH), kterĨ vznikl 

modifikac² KLH pomoc² sulfo-SMCC (sulfosukcinimidyl-4-(N-

maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxyl§t). Vznikl® maleimidov® skupiny jsou n§slednŊ 

schopn® v§zat thiolov® skupiny peptidu.  

Byl pŚipraven roztok Imject Maleimide Activated Mariculture KLH v destilovan® vodŊ 

o koncentraci 10 mg/ml a roztok dan®ho peptidu v konjugaļn²m pufru (0,1M NaH2PO4; 

0,15M NaCl; pH 7,2) o t®ģe koncentraci. Oba roztoky byly sm²seny v ekvivalentn²m 

mnoģstv² (250 Õl roztoku peptidu + 250 Õl roztoku mcKLH) a vzniklĨ roztok byl pot® 

m²ch§n dvŊ hodiny pŚi laboratorn² teplotŊ, bŊhem nichģ vznikal konjug§t KLH a dan®ho 

peptidu. 

Vazba peptidu na modifikovanĨ KLH karbodiimidovou kondenzac² 

Jelikoģ jeden peptid neobsahoval thiolovou skupinu, musela konjugace probŊhnout 

pŚes jeho termin§ln² aminovou skupinu a pŚes karboxylovou skupinu proteinov®ho nosiļe 
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KLH. Jak je patrno z Obr§zku 7, daj² se tyto dvŊ reaktivn² skupiny propojit pomoc² ļinidla 

EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]karbodiimidϊhydrochlorid).66 

 

Obr§zek 7: Konjugace KLH a peptidu pomoc² EDC (upraveno z 65) 

Aby pŚi aktivaci KLH ļinidlem EDC nedoġlo k jeho agregaci v dŢsledku reakce 

aminovĨch a karboxylovĨch skupin, byly nejprve aminov® skupiny reverzibilnŊ 

modifikov§ny pomoc² maleinanhydridu.67,68 

Nejprve byl pŚipraven roztok KLH v uhliļitanov®m pufru (0,05M NaHCO3; pH 9,5) 

o koncentraci 1 mg/ml. Na ledu bylo k 10 ml tohoto roztoku po kapk§ch pŚid§no 1,5 ml 1M 

maleinanhydridu v dioxanu a pH bylo upraveno na hodnotu 9. Po pŊtiminutov® inkubaci 

na ledu n§sledovala dialĨza pŚes noc oproti 10 litrŢm 0,15M NaCl pŚi 4ÁC.  

N§sledovalo nav§z§n² peptidu na modifikovanĨ KLH. 10 mg EDC bylo rozpuġtŊno v 1 ml 

deionizovan® vody a n§slednŊ bylo pŚid§no 125 Õl tohoto roztoku EDC ke 2 ml 

modifikovan®ho KLH. Po pŊtiminutov® inkubaci pŚi laboratorn² teplotŊ bylo pŚid§no 500 Õl 

roztoku peptidu CYP2S1a v konjugaļn²m pufru (0,1 M MES 

(2-(N-morfolino)ethansulfonov§ kyselina); pH 4,5-5,0) o koncentraci 4 mg/ml. Posledn²m 

krokem bylo dvouhodinov® m²ch§n² pŚi laboratorn² teplotŊ, pŚi n²ģ vznikal konjug§t 

KLH-peptid. 

3.3.3 Imunizace slepic 

Slepice nosn®ho plemene Leghorn byly chov§ny v oddŊlenĨch klec²ch za Ś²zen®ho 

svŊteln®ho reģimu se st§lĨm pŚ²stupem k vodŊ. PŚed prvn² imunizaļn² d§vkou bylo nasb²r§no 

nŊkolik vajec od kaģd® slepice. N§slednŊ z²skan® protil§tky z tŊchto vajec slouģily 

jako negativn² kontroly pŚi dalġ²ch experimentech. Pot® probŊhla imunizace ve tŚech 

d§vk§ch, kdy v tĨdenn²ch odstupech bylo pod§no intramuskul§rnŊ 100 ҡg konjug§tu KLH 

s danĨm peptidem pro prvou d§vku v kompletn²m Freundovu adjuvans a pro dalġ² d§vky 
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v adjuvants nekompletn²m. Po imunizace n§sledoval sbŊr vajec, kter® byly uchov§v§ny 

pŚi 4ÁC, dokud nebyly pouģity k izolaci protil§tek. 

3.3.4 Izolace protil§tek 

Protil§tky vajeļn®ho ģloutku se daj² izolovat nŊkolika zpŢsoby. NejļastŊji tyto postupy 

zahrnuj² precipitaci pomoc² s²ranu amonn®ho,69 dextranu70 nebo polyethylenglykolu.71 Tak® 

se vyuģ²v§ separace za vyuģit² ionexov® chromatografie.72 Z velk®ho spektra postupŢ byla 

vybr§na dvou krokov§ procedura zahrnuj²c² extrakci vodovodn² vodou a precipitaci pomoc² 

NaCl. Touto metodou se z²sk§ vysoce purifikovan§ frakce imunoglobulinu Y (aģ 97 %).73 

Pro purifikaci kontroln²ch frakc² IgY bylo pouģito nŊkolik vajec, kter® byly ihned 

po sbŊru rozbity a ģloutky byly naŚedŊny do PBS s azidem sodnĨm (13,4mM NaCl; 1,8mM 

Na2HPO4; 1mM NaH2PO4; 0,1% (w/v) NaN3; pH 7,2) v pomŊru 1:1 a n§slednŊ byly tyto 

suspenze 4Ĭ ŚedŊny vodovodn² vodou. Pro izolaci specifickĨch protil§tek bylo pouģito 8 

vajec sb²ranĨch minim§lnŊ tĨden po posledn² d§vce imunizace. Po oddŊlen² b²lkŢ byly 

ģloutky dŢkladnŊ omyty pod proudem vody a 8Ҏ naŚedŊny vodovodn² vodou. Po Ś§dn®m 

prom²ch§n² bylo u kontroln²ch i specifickĨch frakc² upraveno pH na hodnotu 5 a suspenze 

naŚedŊnĨch ģloutkŢ byly zmraģeny pŚi teplotŊ -20ÁC. V prŢbŊhu rozmrazov§n² 

pŚi laboratorn² teplotŊ na filtraļn²m pap²Śe doch§zelo souļasnŊ k  oddŊlen² vodorozpustn® 

frakce od lipidn²ho pod²lu ģloutkŢ. K filtr§tu bylo podle objemu pŚid§no takov® mnoģstv² 

NaCl, aby jeho vĨsledn§ koncentrace byla 8,76 % (w/v), a pH bylo upraveno na hodnotu 4. 

Precipitace prob²hala po dobu 30 minut za st§l®ho m²ch§n² a pot® 1,5 hodiny pŚi laboratorn² 

teplotŊ. Posledn²m krokem byla centrifugace (Janetzki K70) pŚi 2 700Ҏg 20 minut pŚi teplotŊ 

4ÁC. Vznikl§ peleta (protil§tkov§ frakce IgY) byla resuspendov§na v PBS s azidem sodnĨm. 

Roztoky protil§tek byly skladov§ny pŚi 4ÁC. PŚ²padnĨ z§kal byl oddŊlen pŊtiminutovou 

centrifugac² pŚi 14 500Ĭg (The Centrifuge 5418, Eppendorf). 

Koncentrace proteinŢ byla stanovena pomoc² mŊŚen² absorbance pŚi 280 nm.74 Jako 

srovn§vac² vzorek byl pouģit pufr PBS s 0,1% azidem sodnĨm. Pro vĨpoļet koncentrace 

proteinŢ v protil§tkov® frakci IgY byl pouģit empirickĨ faktor podle n§sleduj²c²ho vzorce: 

ὧ ὃ ϽὪϽὲ 

c koncentrace [mg/ml] 

A280 absorbance pŚi 280 nm 

f empirickĨ faktor = 1,094 

n ŚedŊn² protil§tky 
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3.3.5 ELISA 

K ovŊŚen² specifity z²skanĨch protil§tek byla pouģita metoda ELISA (z ang. 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Nejprve se na dno jamky mikrotitraļn² destiļky 

adsorbuje antigen. Pot® n§sleduje inkubace se stanovovanou prim§rn² protil§tkou, na kterou 

se v§ģe sekund§rn² protil§tka znaļen§ enzymem (nejļastŊji kŚenovou peroxidasou nebo 

alkalickou fosfatasou). Po pŚid§n² chromogenn²ho substr§tu vznik§ barevnĨ produkt, jehoģ 

koncentrace se d§ mŊŚit spektrofotometricky a je ¼mŊrn§ mnoģstv² nav§zan® prim§rn² 

protil§tky.75 

Imobilizaļn² pufr: 15mM Na2CO3; 35mM NaHCO3; pH 9,6 

PromĨvac² roztok (PBS s 0,1% TWEEN 20): 13,4mM NaCl; 1,8mM Na2HPO4; 1mM 

 NaH2PO4; 0,1%(v/v) TWEEN 20; pH 7,2 

Blokovac² roztok: 2% (w/v) roztok b²lku v PBS s 0,1% TWEEN 20  

PBS: 13,4mM NaCl; 1,8mM Na2HPO4; 1mM NaH2PO4; pH 7,2  

Vyvol§vac² roztok: 1 mg/ml pNPP (4-nitrofenylfosf§tu disodn®ho); 0,02M Na2CO3; 0,03M 

NaHCO3; 1mM MgCl2 

Vġechny vzorky byly mŊŚeny v paraleln²m uspoŚ§d§n². Prvn² krok spoļ²val v nav§z§n² 

antigenu na dno jamek mikrotitraļn² destiļky F16 MaxiSorp NUNC-IMMUNO MODULE. 

Byl pŚipraven roztok peptidu v imobilizaļn²m pufru o koncentraci 4 ҡg/ml a na jamku bylo 

aplikov§no po 100 ҡl tohoto roztoku. Destiļka byla ponech§na pŚi 4ÁC pŚes noc. N§sleduj²c² 

den byl nenav§zanĨ antigen ods§t a kaģd§ jamka byla tŚikr§t promyta 200 ҡl promĨvac²ho 

roztoku. Blokov§n² prob²halo za pouģit² 100 ҡl 2% roztoku b²lku v PBS s 0,1% TWEEN 20 

na jednu jamku pŚi 37ÁC po dobu 1 hodiny. Jamky byly opŊt promyty a pot® bylo nan§ġeno 

100 ҡl slepiļ² protil§tky v rŢznĨch koncentrac²ch. Inkubace s prim§rn² protil§tkou prob²hala 

pŚi 37ÁC 2 hodiny. Po trojn§sobn®m promyt² n§sledovalo nan§ġen² sekund§rn² protil§tky - 

kr§liļ² protil§tka rozpozn§vaj²c² IgY znaļen§ alkalickou fosfatasou. Na jamku bylo 

aplikov§no 100 ҡl sekund§rn² protil§tky v PBS ŚedŊn® 1:1 400 a provedena inkubace 

pŚi 37ÁC 1 hodinu. Po dŢkladn®m promyt² bylo aplikov§no 100 ҡl vyvol§vac²ho roztoku 

obsahuj²c² para-nitrofenylfosf§t, kterĨ alkalick§ fosfatasa katalyzuje na ģlutĨ paranitrofenol. 

Reakce byla zastavena po 10 minut§ch 100 ҡl 3M NaOH. Absorbance vznikl®ho produktu 

reakce byla mŊŚena na fotometru Sunrise (Tecan). 
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3.3.6 Afinitn² purifikace IgY 

Izolovan® protil§tky IgY z vajeļn®ho ģloutku vykazovaly kŚ²ģovou reaktivitu i s celou 

Śadou dalġ²ch epitopŢ kromŊ peptidu. Pro izolaci specifickĨch protil§tek byla pouģita afinitn² 

chromatografie. Podle toho, zda peptid obsahoval termin§ln² cystein ļi nikoli, bylo nutn® 

vyuģ²t odliġn® pŚ²stupy pro jeho zakotven² na nosiļ. Ke sledov§n² prŢbŊhu purifikace IgY 

byla pouģita metoda ELISA. 

Afinitn² chromatografie na sorbentu s peptidem v§zanĨm pŚes thiolovou 

skupinu cysteinu 

Pro pŚ²pravu afinitn²ho sorbentu s peptidem s merkaptoskupinou byl vyuģit gel SulfoLink 

Coupling Resin, coģ je zes²Šovan§ agarosa nesouc² na ram®nku nav§zanou jodoacetylovou 

skupinou. Ta umoģŔuje vazbu peptidu na kolonu za vzniku thioetherov® vazby 

(Obr§zek 8).76 

 

Obr§zek 8: Imobilizace peptidu obsahuj²c² cystein na agarosu s jodoacetylovanĨmi skupinami (upraveno z65) 

PŚ²prava afinitn²ho sorbentu 

Imobilizaļn² pufr: 0,05M Tris; 0,005M EDTA; pH 8,5 

PromĨvac² pufr: 1M NaCl 

Blokovac² pufr: 0,05M L-cysteinϽHCl v imobilizaļn²m pufru 

Uchov§vac² pufr: PBS s 0,1% (w/v) NaN3; pH 7,2 
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Do polypropylenov® kolonky byly vneseny 4 ml roztoku SulfoLink Coupling Resin, coģ 

odpov²d§ pŚibliģnŊ 2 ml sedimentovan®ho gelu. Kolona byla promyta 8 ml imobilizaļn²ho 

pufru a pot® byly naneseny 2 ml roztoku peptidu v imobilizaļn²m pufru o koncentraci 0,5 

mg/ml. Gel s roztokem peptidu byl 15 minut m²ch§n na "end-over-end" m²chaļce a pot® byl 

inkubov§n pŚi laboratorn² teplotŊ po dobu 30 minut. Nenav§zanĨ peptid byl odstranŊn 

z kolony, kter§ pot® byla promyta 8 ml imobilizaļn²ho pufru. N§sledovalo blokov§n² 

nezreagovanĨch jodoacetylovĨch skupin roztokem L-cysteinuϽHCl v imobilizaļn²m pufru, 

kdy prvn²ch 15 minut byl obsah kolony m²ch§n za stejnĨch pŚedeġlĨch podm²nek a dalġ²ch 

30 minut byl ponech§n pŚi laboratorn² teplotŊ. Po uplynut² dan® doby byl roztok oddŊlen a 

kolona byla promyta postupnŊ 16 ml promĨvac²ho pufru a 6 ml uchov§vac²ho pufru. Takto 

pŚipravenĨ gel s 2 ml uchov§vac²ho pufru byl skladov§n pŚi 4ÁC. 

Izolace antipeptidov® protil§tky 

Afinitn² sorbent v kolonce ekvilibrov§n na laboratorn² teplotu byl promyt postupnŊ 6 ml 

50mM diethylaminem (DEA) o pH 11,5; 6 ml 100mM KH2PO4 o pH 7,2 a 6 ml PBS. Pot® 

bylo aplikov§no po 15 ml roztoku pŚ²sluġn® IgY a provedena inkubace pŚes noc pŚi 4ÁC 

za st§l®ho m²ch§n². N§sleduj²c² den byl nenav§zanĨ IgY oddŊlen a kolona dŢkladnŊ 

promĨv§na PBS, dokud absorbance pŚi 280 nm neklesla pod hodnotu 0,01. N§slednŊ bylo 

naneseno 10 ml 1M roztoku NaCl v PBS a byly j²m§ny frakce po 1 ml a sledov§na 

absorbance pŚi 280 nm. Tento roztok o vysok® iontov® s²le eluoval slabŊ nav§zan® protil§tky.  

Kolona byla pot® promyta 25 ml PBS a specifick§ protil§tka byla uvolnŊna pomoc² 50mM 

DEA o pH 11,5. Byly j²m§ny frakce po 1 ml a okamģitŊ neutralizov§ny 200 ҡl 1M KH2PO4 

o pH 6,7. Frakce s nejvŊtġ²m pod²lem IgY byly pŚes noc dialyzov§ny proti 10 litrŢm PBS 

s 0,1% NaN3 pŚi 4ÁC. Kolona byla promyta PBS do neutr§ln²ho pH a postupnŊ po 6 ml 4M 

guanidinem/HCl o pH 7,0; 6 ml 100mM KH2PO4 o pH 7,2 a 10 ml PBS. Gel s 2 ml 

uchov§vac²ho pufru byl skladov§n pŚi 4ÁC. 

Afinitn² chromatografie na sorbentu s peptidem v§zanĨm pŚes amino skupinu 

Pro konjugaci peptidu, kterĨ neobsahoval thiolovou skupinu, na kolonu, byl pouģit nosiļ 

(agarosa) aktivovanĨ bromkyanem, umoģŔuj²c² v§zat peptidy i proteiny pŚes amino skupinu 

(Obr§zek 9).77 
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Obr§zek 9: : Imobilizace peptidu na agarosu aktivovanou CNBr (upraveno z65) 

PŚ²prava kolony 

Imobilizaļn² pufr: 0,1M NaHCO3; 0,5M NaCl; pH 8,4 

Blokovac² pufr: 0,2M glycin; pH 8,0 

Uchov§vac² pufr: PBS s 0,1% (w/v) NaN3; pH 7,2 

K nav§ģen®mu mnoģstv² (1 g) Sepharosy 4B aktivovan® bromkyanem bylo pŚid§v§no 

bŊhem 2 hodin postupnŊ po 5 ml 200 ml 1mM HCl. Sepharosa byla pak promyta 30 ml 

destilovan® vody a 5 ml imobilizaļn²ho pufru. Pot® byl ihned gel v kolonce sm²sen 

s roztokem peptidu, kterĨ vznikl rozpuġtŊn²m 2,25 mg peptidu ve 3 ml imobilizaļn²ho pufru, 

a za st§l®ho m²ch§n² inkubov§n pŚi 4ÁC pŚes noc. N§sleduj²c² den byl roztok peptidu 

odstranŊn a kolona byla promyta 8 ml imobilizaļn²ho pufru. Potom byly aplikov§ny 4 ml 

blokovac²ho pufru a kolona byla ponech§na pŚi laboratorn² teplotŊ 2 hodiny za st§l®ho 

m²ch§n². Po uplynut² dan® doby byl pŚipravenĨ sorbent promyt postupnŊ 4 ml destilovan® 

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

Izolace antipeptidov® protil§tky 

Na pŚipravenou kolonu bylo naneseno 15 ml pŚ²sluġn® protil§tky. Nav§z§n² protil§tky 

na kolonu prob²halo za st§l®ho m²ch§n² pŚi 4ÁC pŚes noc. Dalġ² den byla nenav§zan§ 

protil§tka oddŊlena a kolona promĨv§na PBS a mŊŚena absorbance elu§tu pŚi 280 nm. 

PromĨv§n² bylo ukonļeno, kdyģ absorbance klesla pod hodnotu 0,01. Pot® bylo na kolonu 

aplikov§no 10 ml PBS s 1M NaCl a byly j²m§ny frakce po 1 ml, u kterĨch byla zmŊŚena 

absorbance pŚi 280 nm. Po promyt² Sepharosy 25 ml PBS bylo na kolonu naneseno 50mM 

DEA o pH 11,5 pro uvolnŊn² IgY z kolony. Frakce byly j²m§ny po 1 ml do mikrozkumavek, 

kter® jiģ obsahovaly 200 ҡl 1M KH2PO4 o pH 6,7 za ¼ļelem neutralizace. N§slednŊ byly 

spojeny frakce s nejvŊtġ²m obsahem proteinŢ a dialyzov§ny pŚi 4ÁC pŚes noc proti 10 litrŢm 

PBS s 0,1% azidem sodnĨm. Regenerace kolony byla provedena promyt²m 9 ml 4M 
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guanidinem/HCl o pH 7,0; 9 ml 100mM KH2PO4 o pH 7,2 a 15 ml PBS. Kolona byla 

uchov§v§na pro dalġ² pouģit² s 3 ml PBS s 0,1% NaN3 pŚi 4ÁC. 

3.3.7 BunŊļn® kultury 

Po pŚ²pravŊ specifickĨch protil§tek bylo nutn® potvrdit jejich schopnost imunodetekce 

cytochromŢ P450. Za t²mto ¼ļelem byly vybr§ny bunŊļn® linie, kterĨ potencion§lnŊ 

exprimuj² CYP2S1 a 2W1. 

¶ MCF-7: lidsk® buŔky rakoviny prsu; exprese CYP2W178 (poskytnuto Mgr. 

Kamilou Burdovou, Đstav molekul§rn² genetiky AV ĻR) 

¶ A549: lidsk® epiteli§ln² buŔky adenokarcinomu; exprese CYP2S136 (poskytnuto 

Bc. Libuġ² Noskovou, PŚ²rodovŊdeck§ fakulta Univerzity Karlovy v Praze) 

¶ MT-3: lidsk® buŔky kolorekt§ln² rakoviny, exprese CYP2S1 s vysokou hladinou 

mRNA cytochromu P450 2S1 (poskytnuto RNDr. Pavlem Souļkem, CSc., St§tn² 

zdravotn² ¼stav) 

¶ MRC-5: lidsk® plicn² fibroblasty; bez exprese CYP2W1 a CYP2S1; negativn² 

kontrola (poskytnuto Mgr. Kamilou Burdovou, Đstav molekul§rn² genetiky AV 

ĻR) 

BunŊļn® kultury byly z²sk§ny ve formŊ pelet po centrifugaci. Pro dalġ² pr§ci z nich byly 

pŚipraveny lyz§ty. 

RIPA pufr: 150mM NaCl; 5mM Tris; 1% (v/v) Triton X-100; 0,5% (w/v) deoxychol§t 

sodnĨ; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,0; do 10 ml pufru bylo pŚid§no po jedn® tabletŊ 

cOmplete ULTRA Tablets a PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets 

K peletŊ bunŊļnĨch kultur bylo pŚid§no takov® mnoģstv² lyzaļn²ho m®dia (RIPA pufr), 

kter® odpov²dalo 60 ҡl na 106 bunŊk. Po Ś§dn®m rozsuspendov§n² byla smŊs ponech§na 

30 minut pŚi teplotŊ 4ÁC za m²rn®ho tŚep§n². N§sledovala centrifugace pŚi 13 400Ҏg pŚi 4ÁC 

po dobu 20 minut. Z²skanĨ supernatant byl jako lyz§t bunŊk uchov§v§n pŚi -80ÁC. 

Dalġ²m biologickĨm vzorkem pro imunodetekci CYP2S1 za vyuģit² pŚipravenĨch 

protil§tek byl kmen Escherichia coli (XL-1 blue), kterĨ byl transformov§n plasmidem 

pCMV-SPORT6 pro rekombinantn² expresi lidsk®ho CYP2S1 s pozmŊnŊnou sekvenc² 

na N konci a histidinovou kotvou pŚipojenou na C konec proteinu. Pelety E. coli 

s namŊŚenĨmi hodnotami optick® density pŚi 600 nm byly poskytnuty Mgr. Ivetou Mr²zovou 

z PŚ²rodovŊdŊck® fakulty Univerzity Karlovy. 
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3.3.8 Stanoven² koncentrace proteinŢ 

Ke stanoven² koncentrace proteinŢ ve vzorc²ch bunŊļnĨch lyz§tŢ byla pouģita metoda 

vyuģ²vaj²c² barevn® zmŊny komplexu kyseliny bicinchoninov® (BCA) s ionty mŊdi. Proteiny 

jsou schopn® v alkalick®m prostŚed² redukovat Cu2+ na Cu+. Tato redukce je n§slednŊ 

vizualizov§na BCA, kter§ s Cu+ ionty tvoŚ² fialovĨ komplex absorbuj²c² pŚi 562 nm. 

VĨsledn§ absorbance je pŚ²mo ¼mŊrn§ koncentraci proteinŢ.79 

Reagent A: Na2CO3; NaHCO3; kyselina bicinchoninov§; v²nan sodnĨ v 0,1M hydroxidu 

 sodn®m 

Reagent B: 4% s²ran mŊŅnatĨ 

Ke stanoven² byl vyuģit "Microplate BCA Protein Assay Kit ï Reducing Agent 

Compatible", obsahuj²c² pŚedpŚipraven® reagenty a standard-BSA (hovŊz² s®rovĨ albumin) 

o rŢznĨch koncentrac²ch. Na mikrotitraļn² destiļku bylo v triplik§tech nan§ġeno po 9 ҡl 

lyzaļn²ho m®dia (srovn§vac² vzorek), vody, standardu o rŢznĨch koncentrac²ch a vhodnŊ 

naŚedŊn®ho vzorku. N§slednŊ bylo do vġech jamek pŚid§no po 260 ҡl reakļn²ho ļinidla, kter® 

bylo pŚipraveno sm²ch§n²m reagentŢ A a B v pomŊru 50:1. Destiļka byla inkubov§na 30 

minut pŚi 37ÁC. Po vychladnut² byla mŊŚena absorbance pŚi 562 nm a pomoc² programu 

KIM32 sestrojena kalibraļn² kŚivka, pomoc² n²ģ byla vypoļtena koncentrace proteinŢ 

ve vzorc²ch. 

3.3.9 SDS elektrofor®za v polyakrylamidov®m gelu 

Elektrofor®za se obecnŊ pouģ²v§ k rozdŊlen² makromolekul v z§vislosti na jejich velikosti 

a n§boji. Prob²h§ v homogenn²m elektrick®m poli v gelu, kterĨ mŢģe bĨt tvoŚen agarosou 

(nejļastŊji pro DNA/RNA analĨzy) nebo polyakrylamidem (separace proteinŢ). Pokud je 

nutn® proteiny rozdŊlit pouze na z§kladŊ jejich velikosti, vyuģ²v§ se vlastnosti dodecyls²ranu 

sodn®ho (SDS), kterĨ udŊl² kaģd® b²lkovinŊ stejnŊ velkĨ z§pornĨ n§boj.80 

gel A:  Pufr A: 0,375M TrisĿHCl; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8 

 Polymeraļn² 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 TrisĿHCl; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8 

 Polymeraļn² 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  

PŚ²prava gelŢ na 1 elektrofor®zu: 

8% gel A: 5,5 ml pufru A; 2 ml polymeraļn²ho roztoku A; 7,5 ɛl TEMED; 75 ɛl APS 

3% gel B: 2,7 ml pufru A; 300 ɛl polymeraļn²ho roztoku A; 3 ɛl TEMED; 60 ɛl APS 

ElektrodovĨ pufr: 0,025M TrisĿHCl; 0,195M glycin; 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3 

VzorkovĨ pufr redukuj²c² 4ĬkoncentrovanĨ: 0,25M Tris /HCl; 8% (w/v) SDS; 40% (v/v) 

glycerol; 20% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,003% (w/v) 

bromfenolov§ modŚ; pH 6,8 

Barv²c² l§zeŔ: 0,25% (w/v) Coomassie brilliant blue R-250; 46% (v/v ) ethanol; 9,2% (v/v) 

kyselina octov§ 

Odbarvovac² l§zeŔ: 25% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octov§ 

Nejprve byla sestavena elektroforetick§ aparatura ze dvou skel (10Ĭ10,5 cm), mezi kter§ 

byly na okraje vloģeny "spacery". Po um²stŊn² skel do aparatury byl mezi nŊ aplikov§n 

roztok pro polymeraci 8% separaļn²ho gelu A do vĨġky cca 3 cm od horn² okraje skla a pot® 

byl roztok pŚevrstven destilovanou vodou. Polymerace separaļn²ho gelu prob²hala 45 minut 

pŚi laboratorn² teplotŊ, n§slednŊ byla voda odstranŊna a prostor mezi skly vysuġen filtraļn²m 

pap²rem. Na zpolymerovanĨ gel A byl nanesen roztok pro 3% zaostŚovac² gel B, do kter®ho 

byl vnoŚen hŚeben s 10 zuby. Po 20 minut§ch byl zaostŚovac² gel zpolymerovanĨ, tud²ģ mohl 

bĨt do komory pŚid§n elektrodovĨ pufr a hŚeben vyjmut. 

Do vzniklĨch jamek byly nan§ġeny vzorky (lyz§ty bunŊk, bunŊļn§ suspenze) a standardy 

molekulovĨch hmotnost² (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder; PageRuler 

Unstained Broad Range Protein Ladder). Lyz§ty bunŊļnĨch lini² nebyly ŚedŊny a bunŊļn§ 

suspenze expresn²ho syst®mu E. coli byla naŚedŊna tak, aby vĨsledn§ hodnota optick® 

denzity byla 0,5 pŚi 600 nm. Ke vġem vzorkŢm byl pŚid§n vzorkovac² pufr v pomŊru 3:1 a 

ty byly n§slednŊ um²stŊny na 5 minut do vrouc² vodn² l§znŊ. Do jamek bylo nan§ġeno 

pod hladinu elektrodov®ho pufru 25 Õl vzorkŢ a 7 Õl standardu pomoc² injekļn² 

mikrostŚ²kaļky. Elektrofor®za prob²hala pŚi 90 V po dobu 30 minut, pot® bylo napŊt² zvĨġeno 

na hodnotu 160 V. Metoda byla ukonļena, kdyģ ļelo bromfenolov® modŚi bylo cca 0,5 cm 

od spodn²ho okraje skel. 

Po rozebr§n² aparatury, byl gel jemnŊ odstranŊn od skel a um²stŊn na 45 minut do barv²c² 

l§znŊ, po n²ģ n§sledovala odbarvovac² l§zeŔ po dobu 3 hodin pŚi laboratorn² teplotŊ. Gel, 

jenģ nebyl obarven, byl pouģit na "Western blot". 
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3.3.10 Western blot 

Metoda "Western blot" slouģ² k elektropŚenosu proteinŢ rozdŊlenĨch 

pomoc² pŚedch§zej²c² gelov® elektrofor®zy na nitrocelulosovou nebo polyvinyldifluoridovou 

(PVDF) membr§nu.81 Pot® je membr§na postupnŊ inkubov§na s prim§rn² protil§tkou 

specifickou pro studovanĨ protein a sekund§rn² protil§tkou znaļenou enzymem (nejļastŊji 

kŚenovou peroxidasou nebo alkalickou fosfatasou). Po inkubaci se substr§tem vznik§ 

na membr§nŊ z·na odpov²daj²c² proteinu, kterĨ byl rozpozn§n prim§rn² protil§tkou. 

PŚenosovĨ pufr: 0,025M Tris; 0,192M glycin; pH 8,3 

PBS Triton+X-100: 0,134M NaCl; 1,8mM Na2HPO4; 1mM NaH2PO4; 0,3% (v/v) 

Triton X-100; pH 7.2; 

Blokovac² roztok: 5% roztok odtuļnŊn®ho ml®ka v PBS+Triton X-100 

Gel po SDS PAGE byl ponoŚen do pŚenosov®ho pufru s 10% methanolem na dobu cca 15 

minut. Mezit²m byla aktivov§na PVDF membr§na ponoŚen²m do methanolu na nŊkolik 

vteŚin, do vody na 5 minut a do pŚenosov®ho pufru na 1 minutu. Na anodu byly postupnŊ 

vrstveny tŚi pap²ry Whatman 3 navlhļenĨch pŚenosovĨm pufrem, PVDF membr§na, gel a tŚi 

pap²ry Whatman 3 smoļen® v pŚenosov®m pufru. "Sendviļ" byl Ś§dnŊ stlaļen a pŚiklopen 

katodou. ElektropŚenos prob²hal 40 minut za vloģen®ho proudu, kter® odpov²dalo 

3,5n§sobku povrchu gelu. 

PŚes noc byla membr§na uloģena pŚi 4ÁC v blokovac²m roztoku, aby se pŚedeġlo 

nespecifickĨm reakc²m protil§tky s m²sty na membr§nŊ neobsazenĨmi proteiny. N§sleduj²c² 

den byla membr§na za st§l®ho m²ch§n² inkubov§na 2 hodiny pŚi laboratorn² teplotŊ 

s roztokem IgY v blokovac²m roztoku. VĨsledn§ koncentrace kontroln² a nepurifikovan® 

IgY byla 30 Õg/ml a purifikovan® protil§tky 1 Õg/ml. Po odstranŊn² prim§rn² protil§tky byla 

membr§na 3Ĭ promyta blokovac²m roztokem po 5 minut§ch. Pot® byla nanesena sekund§rn² 

protil§tka - kr§liļ² IgG proti slepiļ² IgY konjugovan§ s alkalickou fosfatasou, kter§ byla 

ŚedŊna blokovac²m roztokem v pomŊru 1:1 430. N§sledovalo dalġ² dŢkladn® promĨv§n² - 

3Ĭ5 minut blokovac²m roztokem, 2Ĭ5 minut PBS+Triton X-100 a 2Ĭ5 minut destilovanou 

vodou. Vyvol§vac² roztok vznikl rozpuġtŊn²m tablety BCIP/NBT v 10 ml destilovan® vody. 

Po dostateļn®m zvĨraznŊn² byla membr§na pŚesunuta z vyvol§vac²ho roztoku do destilovan® 

vody a nakonec usuġena mezi filtraļn²mi pap²ry. 
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4 VĨsledky 

4.1 VĨbŊr peptidu 

Nejprve bylo nutn® z prim§rn² struktury cytochromŢ P450 2S1 a 2W1 vybrat sekvenci 

aminokyselin, kter§ bude pouģita k pŚ²pravŊ imunogenu. Z kaģd®ho enzymu byly vybr§ny 

dva ¼seky z C konce proteinu. Jedna sekvence byla pŚevzata z literatury34,39 (na Obr§zku 10 

a 11 vyznaļena ļervenŊ) a druh§ byla urļena podle vlastnost² predikovanĨch pomoc² 

modelovac²ch programŢ (na Obr§zku 10 a 11 vyznaļena modŚe).  

 

Obr§zek 10: Prim§rn² struktura CYP2S1. Vybran® peptidy pro pŚ²pravu imunogenu podle literatury34 jsou 

oznaļeny ļervenŊ a podle predikļn²ch programŢ modŚe. 
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Obr§zek 11: Prim§rn² struktura CYP2W1. Vybran® peptidy pro pŚ²pravu imunogenu podle literatury39 jsou 

oznaļeny ļervenŊ a podle predikļn²ch programŢ modŚe. 

Z literatury byly vybr§ny tyto sekvence: 34, 39 

¶ CYP2S1a: KQVRPTDLHSTTQTR (na N konec peptidu byl pŚid§n lysin, jehoģ 

amino skupina byla vyuģita ke konjugaci na nosiļ) 

¶ CYP2W1a: TMRPRAQALC 

Pomoc² predikļn²ch programŢ byla zkoum§na povrchov§ expozice sekvence (Obr§zek 

12 a 13), pŚ²tomnost uspoŚ§dan® sekund§rn² struktury (Obr§zek 14 a 15) a antigenn² 

vlastnosti (Obr§zek 16 a 17). Po zv§ģen² vġech parametrŢ byly vybr§ny tyto sekvence:  

¶ CYP2S1b: CPPDTLSLKPTVS 

¶ CYP2W1b: CPGVSPASLDTTP (na N konec byl pŚid§n cystein, kterĨ byl vyuģit 

ke konjugaci na KLH) 
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Obr§zek 12: Predikce pŚ²stupnosti C konce proteinu CYP2S1.82 Vybran§ sekvence peptidu pro pŚ²pravu 

imunogenu se nal®z§ na pozici 466ï479. 

 

Obr§zek 13: Predikce pŚ²stupnosti C konce proteinu CYP2W1.82 Vybran§ sekvence peptidu pro pŚ²pravu 

imunogenu se nal®z§ na pozici 460-471. 
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Obr§zek 14: Predikce sekund§rn² struktury CYP2S1.83 h = Ŭ-helix; e = ɓ-skl§danĨ list; c = bez pravideln® 

sekund§rn² struktury; ? = nejednoznaļn§ struktura. Vybran§ sekvence peptidu pro pŚ²pravu imunogenu je 

oznaļena modŚe. 

 

Obr§zek 15: Predikce sekund§rn² struktury CYP2W1.83 h = Ŭ-helix; e = ɓ-skl§danĨ list; c = bez pravideln® 

sekund§rn² struktury; ? = nejednoznaļn§ struktura. Vybran§ sekvence peptidu pro pŚ²pravu imunogenu je 

oznaļena modŚe. 
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Obr§zek 16: Predikce antigenicity C konce proteinu CYP2S1.82 Vybran§ sekvence peptidu pro pŚ²pravu 

imunogenu se nal®z§ na pozici 466ï479. 

 

Obr§zek 17: Predikce antigenicity C konce proteinu CYP2W1.82 Vybran§ sekvence peptidu pro pŚ²pravu 

imunogenu se nal®z§ na pozici 460-471. 
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Vybran® sekvence aminokyselin cytochromŢ P450 pro pŚ²pravu imunogenu jsou spolu 

s oznaļen² pŚ²sluġn® protil§tky pŚehlednŊ uvedeny v Tabulce 4. 

Tabulka 4: Vybran® sekvence aminokyselin pro pŚ²pravu imunogenu z cytochromŢ P450 2S1 a 2W1 a 

oznaļen² pŚ²sluġn®ho peptidu a IgY. 

Cytochrom P450 Vybran® peptidy Oznaļen² peptidu Oznaļen² IgY 

CYP2S1 
KQVRPTDLHSTTQTR CYP2S1a SA 

CPPDTLSLKPTVS CYP2S1b SB 

CYP2W1 
TMRPRAQALC  CYP2W1a WA 

CPGVSPASLDTTP CYP2W1b WB 

4.2 PŚ²prava imunogenu 

Konjugace KLH a peptidu pŚes thiolovou skupinu cysteinu 

Vġechny syntetizovan® peptidy s termin§ln²m cysteinem (CYP2S1b, CYP2W1a, 

CYP2W1b) byly dobŚe rozpustn® v konjugaļn²m pufru (0,1M NaH2PO4; 0,15M NaCl; pH 

7,2). Po sm²ch§n² roztoku peptidu v konjugaļn²m pufru s roztokem Imject Maleimide 

Activated Mariculture KLH v destilovan® vodŊ se netvoŚily ģ§dn® sraģeniny a bŊhem 

dvouhodinov®ho m²ch§n² za laboratorn² teploty vznikl konjug§t KLH-peptid, kterĨ byl 

pouģit pro imunizaci. 

Vazba peptidu na modifikovanĨ KLH karbodiimidovou kondenzac² 

Nejprve bylo nutn® blokovat amino skupiny proteinov®ho nosiļe KLH. Tento krok byl 

proveden, aby konjugace prob²hala pouze pŚes lysin na N konci peptidu CYP2S1a a aby se 

zabr§nilo zes²Šov§n² KLH, coģ by vedlo ke sr§ģen² nosiļe. 

RozpouġtŊn² KLH v uhliļitanov®m pufru bylo ¼spŊġn® a n§sledn® pŚid§n² roztoku 

maleinanhydridu v dioxanu neprov§zely ģ§dn® komplikace. Po proveden² dialĨzy 

oproti 0,15M NaCl byl pŚipraven KLH s modifikovanĨmi amino skupinami. Po sm²ch§n² 

s²Šovac²ho ļinidla EDC a modifikovan®ho KLH nedoch§zelo k tvorbŊ sraģenin, z ļehoģ se 

d§ vyvodit, ģe blokace amino skupin KLH probŊhla ¼spŊġnŊ.  

Peptid CYP2S1a byl lehce rozpustnĨ v uhliļitanov®m pufru a po sm²ch§n² roztoku 

modifikovan®ho KLH s EDC a roztoku peptidu v uhliļitanov®m pufru vznikl konjug§t 

KLH-peptid, kterĨ byl pouģit pro imunizaci slepic. 
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4.3 Izolace protil§tek 

Ze ģloutkŢ vajec sb²ranĨch pŚed a po imunizaci byly pŚipraveny kontroln² a specifick® 

protil§tky. Po izolaci protil§tek skl§daj²c² se z vymraģen² suspenz² ģloutkŢ a n§sledn® 

precipitace pomoc² NaCl, byl zmŊŚen objem protil§tkov® frakce, u kter® byla fotometricky 

pŚi 280 nm stanovena koncentrace proteinŢ. ZmŊŚen® absorbance, koncentrace a obsah IgY 

jsou uvedeny v Tabulce 5. 

Tabulka 5: Charakteristiky izolovanĨch protil§tek 

IgY Objem [ml]  
Koncentrace IgY 

[mg/ml]  
Obsah IgY [mg] 

K SA 11,0 30,2 332,2 

SA  36,0 53,1 1 911,6 

K SB 18,5 26,8 495,8 

SB 21,0 42,8 898,8 

K WA 22,5 24,7 555,8 

WA 32,5 38,9 1 264,3 

K W B 13,5 20,2 272,7 

WB  27,0 39,6 1 069,2 

4.4 Specifita izolovanĨch protil§tek 

N§slednŊ byla u izolovanĨch protil§tek zjiġŠov§na schopnost specificky rozpozn§vat 

danĨ antigen. Za t²mto ¼ļelem byla provedena ELISA s rostouc² koncentrac² IgY ï 3; 10; 30 

a 90 Õg/ml. Jako antigen slouģil pŚ²sluġnĨ peptid nav§zanĨ na dno jamky mikrotitraļn² 

destiļky. K detekci IgY byla pouģita kr§liļ² anti-slepiļ² protil§tka konjugovan§ alkalickou 

fosfatasou. Enzym tvoŚil barevnĨ produkt, jehoģ koncentrace mŊŚen§ jako absorbance 

pŚi 405 nm je pŚ²mo ¼mŊrn§ mnoģstv² specifick® antipeptidov® protil§tky. VĨsledky jsou 

zn§zornŊny na Obr§zku 18.  
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Obr§zek 18: OvŊŚen² schopnosti protil§tek SA, SB, WA a WB specificky rozpozn§vat antigen pomoc² metody 

ELISA. Jako antigen byl pouģit pŚ²sluġnĨ peptid. Sloupce vyjadŚuj² rozd²l absorbanc² mezi specifickou a 

kontroln² protil§tkou. VĨsledky jsou uvedeny se smŊrodatnou odchylkou. 

U vġech izolovanĨch protil§tek s rostouc² koncentrac² IgY stoup§ i absorbance pŚi 405 

nm (Obr§zek 18), coģ naznaļuje, ģe protil§tky specificky rozpozn§vaj² peptidovĨ antigen. 

4.5 Afinitn² purifikace IgY 

Za ¼ļelem z²sk§n² specifickĨch protil§tek z frakce IgY byla provedena afinitn² purifikace. 

Po nav§z§n² peptidu na kolonu prob²hala inkubace IgY s pŚipravenĨm imunosorbentem 

pŚes noc pŚi 4ÁC. Pot® byl oddŊlen pod²l IgY, kterĨ se nenav§zal na peptid. 

N§sledovalo uvolnŊn² slabŊ nav§zanĨch protil§tek za pouģit² roztoku NaCl v PBS. Byly 

j²m§ny frakce (1 ml), u kterĨch byla mŊŚena absorbance pŚi 280 nm. Frakce s nejvŊtġ² 

absorbanc² a tedy s nejvŊtġ² koncentrac² proteinŢ byla uschov§na pŚi 4ÁC pro vyhodnocen² 

prŢbŊhu afinitn² purifikace pomoc² ELISA. 

Specifick§ frakce protil§tek byla uvolnŊna vysokĨm pH roztoku DEA (pH = 11,5) 

do mikrozkumavek s 1M KH2PO4 pro neutralizaci. Protoģe po aplikaci 10 ml eluļn²ho m®dia 

byl st§le detekovatelnĨ IgY, bylo v eluci pokraļov§no dalġ²mi 5 ml DEA za stejnĨch 

podm²nek. Byly tedy pŚipraveny dvŊ frakce specifickĨch protil§tek ï 1. eluce DEA (7 ml) a 

2. eluce DEA (5 ml).  

PrŢbŊh afinitn² purifikace IgY byl sledov§n metodou ELISA. Pro porovn§n² jednotlivĨch 

frakc² protil§tek byla zvolena koncentrace 30 Õg/ml. VĨsledky jsou graficky vyj§dŚeny a 

uvedeny se smŊrodatnou odchylkou. Z grafŢ na Obr§zc²ch 19-22 je patrn®, ģe vġechny 

afinitn² purifikace antipeptidovĨch protil§tek byly ¼spŊġn®. 



52 

 

 

Obr§zek 19: PrŢbŊh afinitn² purifikace protil§tky SA sledovanĨ metodou ELISA. Jednotliv® frakce byly ŚedŊny 

na koncentraci 30 Õg/ml. Kontroln² IgY = protil§tky z²skan® pŚed imunizac²; nepurifikovanĨ IgY = protil§tky 

po imunizaci nepurifikovan® afinitn² chromatografi²; nezachycenĨ IgY = frakce nezachycena na kolonu 

s peptidem; eluce NaCl = protil§tky uvolnŊn® z kolony pomoc² NaCl; 1. eluce DEA = specifick® protil§tky 

z²skan® eluc² pomoc² DEA; 2. eluce DEA = specifick® protil§tky z²skan® n§sleduj²c² eluc² pomoc² DEA. 

 

Obr§zek 20: PrŢbŊh afinitn² purifikace protil§tky SB sledovanĨ metodou ELISA. Jednotliv® frakce byly ŚedŊny 

na koncentraci 30 Õg/ml. Kontroln² IgY = protil§tky z²skan® pŚed imunizac²; nepurifikovanĨ IgY = protil§tky 

po imunizaci nepurifikovan® afinitn² chromatografi²; nezachycenĨ IgY = frakce nezachycena na kolonu 

s peptidem; eluce NaCl = protil§tky uvolnŊn® z kolony pomoc² NaCl; 1. eluce DEA = specifick® protil§tky 

z²skan® eluc² pomoc² DEA; 2. eluce DEA = specifick® protil§tky z²skan® n§sleduj²c² eluc² pomoc² DEA. 
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Obr§zek 21: PrŢbŊh afinitn² purifikace protil§tky WA sledovanĨ metodou ELISA. Jednotliv® frakce byly ŚedŊny 

na koncentraci 30 Õg/ml. Kontroln² IgY = protil§tky z²skan® pŚed imunizac²; nepurifikovanĨ IgY = protil§tky 

po imunizaci nepurifikovan® afinitn² chromatografi²; nezachycenĨ IgY = frakce nezachycena na kolonu 

s peptidem; eluce NaCl = protil§tky uvolnŊn® z kolony pomoc² NaCl; 1. eluce DEA = specifick® protil§tky 

z²skan® eluc² pomoc² DEA; 2. eluce DEA = specifick® protil§tky z²skan® n§sleduj²c² eluc² pomoc² DEA. 

 

Obr§zek 22: PrŢbŊh afinitn² purifikace protil§tky WB sledovanĨ metodou ELISA. Jednotliv® frakce byly ŚedŊny 

na koncentraci 30 Õg/ml. Kontroln² IgY = protil§tky z²skan® pŚed imunizac²; nepurifikovanĨ IgY = protil§tky 

po imunizaci nepurifikovan® afinitn² chromatografi²; nezachycenĨ IgY = frakce nezachycena na kolonu 

s peptidem; eluce NaCl = protil§tky uvolnŊn® z kolony pomoc² NaCl; 1. eluce DEA = specifick® protil§tky 

z²skan® eluc² pomoc² DEA; 2. eluce DEA = specifick® protil§tky z²skan® n§sleduj²c² eluc² pomoc² DEA. 










































