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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou viznamn® enzyiny Y%l
exogenn?2ch | 8tek.tdk@icihnogdrsyt,r Skeer ® swmaoh
mT §ge do e hzBikuerdkoviky. Pokud jsou tedy cytochromy P430odp ov Ddn @

zaakti vaci karcinogenT indukov8inyduktan Kot I
enzymT jsou [ chemopreveaulivnftoslt§t kwel nkt
doporul ovan®. Proto by mDI bTt sl edovsg8§n v

P450 a vznik rakoviny.

Cytochromy P450 s ejt§reejclha s tN]jcitma®indds keyxti usjk 2ug
nebyly dosu@8pmn® kBdkr8axw® vl i dsk® t k&ni, ale
vhn8§doreohotd dTvodu diyagnohdtyi céd camgprtodkn:- ze
cytochromy patS2 CYP2S1 at iXWI1T miktmarr&emoh ok
rakoviny. Proto by degtl ok ovih otdllic®h tm& te mZBSmMT .0 |

Jednouzmognost 2 j e i munodet ek c'Westeryhlobpcchmoocm®T |
specifickich protil §tek. Nyn2 | s@u, naevjglaak
protil 8t kyvaijzeollno®haon ®jlzout ku (1 gY) z2sks8va
vel k®mu mnogstv2 nespornich vihod.

Pro pS2pravu peptidi ckplrcihm& rmmwn osgternulk tbuyrlyy
vybr8ny vhodn® sekveeppti pepbiydyV. pSknthatvi§a

nosi | KLH a t2mto konjugs8tem Vbyjlgl n@®&humni glo
i zolybg¥nextrak|l n2mi a precipital n2mi met O«
protil 8tek rozpozna§nalamdét pdeeu i BLIbYA.a M§ DI
afinitn? chromatografi 2, | 2mg byly z2sk§i

purifikovan® pimmodeték@§ CWP2S1p 8Wldvi DYy ogi ck ®m ma
Technikou'Westernbldtby | 'y v by n 8t at b 8zA649,MR&5 aMITF7
prokazovg8§ny CYP2S1 a 2WljejPpravdmplo®@mi nmMn o ¢
cytochromy P450 vt Dcht o vzorc2ch jednoznal nh d e
pro imunodetekci byla suspen#e colis e z a v e dreidenh pro gxpresi CYP2S1.
Expri movanl CYP2S1 byl pomoc?2 z2skanlch pr

Kl 2] ov 8egerndlotag Y, n Garkenyden®prevenceytochrom P45@S1
a2wi



Abstract

The cytochromes P450 are enzymes partitigain metabolisn of endogenous and
exogenous compound.heir 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 toreent
Thus, studying of the effect of the chemopreventive compounds on cytochromes P450
induction and cancer development is of a high clinical importance.

The CYPsare most commonly found the liver. Howeverthere are formghat have not
been detectenh anyhuman healthy tissue but thewverexpression wasbservedn tumors.

For this reasonthey could serve for diagnosis and prognosis of cancer. Among these
cytochromesare CYP2S1 and 2W1 whicbanbe prognostic markers of colorectal cancer.
Thereforeit would be opportune to have some tools for these enzyme detection.

One option is immunodetection of cytochromes P450 by Westerndilay thespecific
antibodies. Today mammalian antibodies (IgG) are the most widely used but antibodies
isolated from gg yolk (IgY) become populanainly due tahe large number afndisputed
advantages.

For the preparation of the peptide immunogantable peptide sequences were selected
from CYP2S1 and 2W1 primary structure. The sysitedpeptides were then conjugdte
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 demonstratetS#y. Ebe
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 th
lysates from cell lines MB, A549, MRG5 and MCF7 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 suspensioB. afoli with the plasmid
for expression of CYP2S1. The expressed CYP2S1 was detected well by the prepared
antibodies(ln Czech)

Keywords: Western blot, IgY, tumor markershemopreventiorgytochrome P45@S1 and
2W1
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1 Teor e tvivoldl

1.1 Cytochrom P450
Cytochrom P450 (EQ.14.14.)jet er m2 n @ Z th @ipugdXdygeRasp od 2 | ej 2 ¢

se jednak ns y nta®zmet abol i smu endogennZ2ghull &tledkh
kyselin? cholesterolf, ar achi don da® ek k 9 8jednal yad fetabolismu
xenobiotik®Zde hraje dTI epgi vowetdb@igmy Xeajem®rga hwn 2
| 8t ky v2ce pol 8rn2 slouleninu vn8gen2m nej
Prvn2 zm2nka o0 cytowulHIB mkdR4a50 Kochgehbe
vmi krosomechpatls&kmhel hse kr ommBnayt®aé&hmpo mm
kterledukovan@av@raBil enem usiel m@AtaAmmsor Buje

PozdDj i se zjistilo, ge obsahuje i hemovo
cytochrom P456.V nadch&8zej2c2ch | etech se jig pc
vhydroxyl aci Mma s tpnJic h mektyasbed FiBsvmyuu §x ¢ B anb i coll |

v80.l etech byla objasnhDna iympPpriSestwmyestppou
experimenty odhalily, ¢ge cytochrom P450 n.
tud2 g nepSdsmiin,a knee dzongh ron

Pades§t | et po obddenvews azyySnsod forbrinaytocRrdd 0 |
P450 zestovellr uh T, kde se % astn? synt®zy | 8t ek

od kvasinek, bakteri 2, arche?, pr oNapS. a
u kvasinky Saccharomyces cerevisikeat al yzuj e reakci, pSi n 2
bumli® st Dndyityposi n. U rostlin cytochrom
dTlegitich | 8tek, jeg nap$S. zabraRuj2 detl

opylovg&n2, pod2lej2 se na obram@ngiSz)y, palke
maj 2 antiseptick®, proti n8dhborlo v @ aaf tedita. | gT?a k
enzymhr 8| dTl egitou roli pSi vivoji eukary
pravdRDpodobnhD doglo ke zmDnhD ve sl ogjezntz b
kf agocyt - -ze bakteri e, ze kite.r ®T steo ppSam)n a
vpS2tomnost ibuwmll re® tnee b ruspell, T ska byeericzem 2 miz iy 8
CYP51 se nat ®boosynt ®ze tak® pod21| 2 intenhedi XtoD
cholesterolu lanosterolProto tento enzyymohls tu8 vz ni ku eukaryot a

organi smT.



1.1.1 Struktura

-_

Cytochrom P450 j e CHs

metaloenzym s podobnou strukturou jako
chlorperoxidasa a NO synthas¥.yskytuje se fst
pSedevg?2 mmembr §n8§ch
endopl azmati ck®ho ret ondr i
Obsahuje hem b (O8rz d)k, ctoojt o gen ‘HSC
hemunac h 8 z e] 2 ¢ hemoglebinunreelm
myogl obi nu. H eratopdrfyrisuel X
azcentrs8ln2ho ataemd N

pSeystein v8z8n apopr HO t 1 I i
troj mocn®ho ¢ ez Skzlaa diny Ob r 81z $trkktura hemu b

vodal®

1.1.2 Nomenklatura

Spostupem | asu byly popisov8§pyi mgv®2cygto
apoproteinu.vidé¢dkm ko gkavgadT j i n® oznal en?
bTt poj menov3§8n?2 nepSehl edn ®Airle (Vinginta,oUBA)? . Pr
naprvn2 mezi n§r ®4b0 Gene a@ Mhein Re§ulatborA ust avi | a Kk
prost andar di zaci T ¢ e it kAdE rf@dmnyitteeg an nSandardized
Nomenclature of the P450 Gejes Tento vIbor se rozhodl |
podobnosti naacdi ny a podrodiny. PTvodnhD jedna |
shodnou pri m8r2nc2e siterdu k@ asd a8amskouon §méis| i
jednotlivich rodin se vyllenily jegth po
sekvenc? mpo d@u7md u. Tyto podrodiny =B 02znaea
Nak onec oszenapgdseanl2a arabsk8 | 2slicéPoktt®f B e
ustavil o, §C¥PpuatsS2v cdlo gsetreyj n® r 040 n% ,a pddk ujd
podr odshadyostp S55Ta%.® se jakdioazomabént®™> dri abBs |
jevsoul asnosti zn8&mo CTYPILBosenw asSihzmpgej m@ri
exogenn2ch | 8t ek.

Vz2gaformazAl oh f or rnMP450izeoyhledad mtemnet ov® d
Cytochrome P450 Homepagatp://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450. hifl
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113Katalytickl cyklus

Cytochrom P450 patS2 do syst®mu oxidas ¢
enzym schopnl pSengget el ekjfebayanammozt @k
domolekuys ubstt 8muo VYysCYWnmakpTsebmi n8l n2 oxid
s NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou (E®.2.9 a fakut a t i oytachromem b

a NADH:cytochrom boxidoreduktasou (EC.6.99.3.

Katalyzovanou reakawinilcZe sum8rnhD vyj 8§dSi

RH+ O+ NADPH+HY R OH 2O+ NADF,
kde RH oznaluje molekulu substr8tu a ROH |j

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 Oz (3)

p
Fe"-O{)H\ Fe?*-0, RH
" H‘H+\ Fe2*.0," 27 Te by'ed
@ e '02 RH
bSDX

NADPH:CYP reduktasa ' NADPH :CYP reduktasa °*

Obr §Zk&t al ytickl cykl us aypaseach’homu P450 (p$S

Obr 8xneSkzornN popisuje kaTRASOWVEVEkKkiideywRhust
je kationt gel eza Tw Hhemunahexnk omawW§ n®wva n\
substrg8tu RHoldmRBmB ke odky r ama kkaly seizomkn Pgted w& a
pentakoordinovam ( 1) . Pot eduk@atom8g el ekza ep ®@kh § Danjenx
z NADPH pSinggen®m p o mo c 2 NADPH:gtechrano W&50 o e
oxi doreduktasy (2). N8sl eduj e vazbka blsyt 9182t |
( 3) a druh8E re&dkdulbne mT4gr. pSingget j ednak
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oxidoreduktasgako vkroku (2) jednak cytochromebvVn 8 sl eduj 2 c2 m kr oku
H"(5)a rozgt Dp-®wmo Iveak blaaal®knks YodyK6)Po tomto kroku se
st8vsg§ kompl ex(7yvaplr mit on e ®t alb iudhaht? uadt doong skfybssl t2rk8
(8.Naz § wsler uvol n2 oxidovanl substr &8t ROH (9)
bez pomoci NADPH: cyt ochr om P4 &kivovaneou fatmour e d u }
kysl 2k u orgaoick kpgraxid €0).

1.1.4 Inhibice

Aktivita cytochrwlmuv nPdnka®nwinde kBFrbko kat a

avgak nejkritiltnjg2 jsou tyto tSi reakce:
a substr8tovg§ oxygenace. Podle methani smu
Tfreverzibiln2: Tento druh zasahuje pouze

i nhi bitor v8ge na prostetickou skupinu
inhibitoru se funkce enzymucelao b nov ? . Reverzibiln? I
zodpovhDdng za | ®kov® interakce.

1 kvazii rever zi bil n2: l nhomoceydrocihe omet 460
reaktivn2 metabolit, kterl atabVMgfieckh@®@hbe
In vitro Ize metabolit odstranit a kt i vn2 ho m2sto pTsoben:
radioaktivn2zm z8Sen2? nebo pSidg§n2m hexeé
kr eaktivaci cyt ocimvivojerkkompRxdherime t Miboth® g 1 IprSi2
a synv®hkha epnzymu | ejakjolendvit jpho aktivivo g n o s t 2

fTireverzibiln?: L8t ky obsahuj2c? funk]
cytochromem P450kaviktwhiern Bko na&dkstl iexdm2Dh o
s e nazl vajn2 iimev éri ziotsiglb enverbasguetidsmti@®S t v .
metabolity pozmhDn2 hemovou skupinu nebo

kter8 je nezbytn8 pro nav8g8§z8n?2 substr g
PS2kladem jsdwermhhdgjVmd® dwelso trojnou ve
met aboli zov8ny na reakt i vn?2 hloram$enikoly al
bakteriostatjckPeha@i bzoai k k Ul avybeatlysib ol i t
vaktivn2m centru.
I nhi bice cytochromu R45%® |jfacunakloédgv 8ny |
90 % vgech I ®liv, kter ® mohou i n hhirboonvaadtD nazk

12



nepozmBbh®hi v, metabolVtdakmelboh ppodu&ddch
dokoncelgi vot ohroguj2c2m situac?2m.

1.1.5 Indukce

Formy cytochronT P450 se mohou ¥ Nl e v ysliky@bvkbiocehtmatec h
(konstitutivn2z CYP) nperbTob|Nshauu | enjT g @8 Mm@ h b e B

napS2tomnost.i i nduktorT (inducibil néddin CYP)
CYP14.
Regulace exprese cytochrdnP 450 na Yr ovni transkripce

napr omNnn® prost Sed?2 a zpvS2gpoavdalt skeotnkc§enm?t rsa cxi

by mDtiyghleméttabol i zov&§nyNhavyPatlbe8&§mgchani sn

tanskripln2ch faktorT | ze indukci CYP dDI i
. AHR (‘aryl hydrocarbon receptyr Vk1 i dov®m st avu slechr ece
uhl oV ad¢t kvdczy?t o p v &ampildXu sproteiny HSP90XAP2 a p23.
Ligandy tohoto r eckwppgiorw paltdSge ey an®inah
aromaticklch uhlovodékhFroPoohatdBz §RdmpI
s ligandem putg do j 8dr a, kde v proteine ZRNTh(gatyle r o d |
hydrocarbon receptor nuclear translocgtor Pot ® Vs eXRE (@xgndbiotica
response elemeht na DN A, | 2 mg spougt ? transkripc
met abolismu xenobioti k. Tento mechani sr
induktorem jen a [2,8,7,8tetrachlorodibenzg-dioxin (TCDD).?°

1 CAR ("constitutive androstane receptpr: Po vystaven2 DbuRky f
kj eho navg§z§gn?2 reeeptaCyARy, plkatzemmalt i scdhSR9Gak o d p
ko-chaperonuCCRP N8s| eduj e transl| ok BRXRdrethoid j §dr
Xreceptot) a zapol2n8 tyaoblrppomogengXRseakp
navgzal . TankukodCY®B'chgzz2 k

1 PXR (‘pregnan X receptdy : LigandT reXepeornwel pk®g nma
Aktivovath o dok §¢2 pSiifpegnad2®dsboeroi dyhob6hol o
i exogenn?2 | 8tky, zeja@stinykdgikumGldrignazelp e k t r
antibiotikum Rifampicin, | ®k na rakovi
heterodimePXR-RXRVE § e na XB&ranskripcip82 sl ggnTchT2 mt
zpTsobem prob2h8§ ? indukce rodiny CYP3.

13



. PPAR (peroxisome proliferateactivated receptty: Tento jal e r n 1 recept
vyskytuje ve tSechorna@wd»§ m8vod?i laledeb odi
s proteinem RXR a/ 8§ @e&na spei f i Xk eRRPRE ("peroxisome proliferator
response elemerfmaDNA, | 2 mg spougt?2 transkrolipci g
vregul aci metabolismu | ipidT, protoge
l i gandy. Ni cm®nhN tak® ovlivRupagdBlbaditnu
poug2van® vel ®@lab matkyp?rgliii pikd ®mi e.

1.1.6 Chemoprevence

Chemoprevence neboli chemopmr2ofoh amiec kTec hd
| ®liv |i potpSedéhbémdbiebknmdPhkeventi vn2z | §t
m2 t tyto vliastnosti: mi ni m8I8%| i mendlsd |, g 2mor

or8l n2ho pod&§&v §n2pTszonb§emi2 nab oni2azokeS nouegneac.h ny
pravidla vg§ak enemdtog ee dun ovtleil ckhBREcih&t&p2 p Sesn

mechanismus aniinterakcé ®®1 i vy | i 2nDjg2mi viIivy.
RTzn®e mopreventivn?2 | 8t ky mo hou pTsobit
pSednikem girok®PS&2kpakemai eeamoidBivot i kK | i

kbakteri 8§l nz2m pofe&kcami (i md® Behhanay piS@r
epidemie, pacidn i trp2c2 opakovaremmi, bpadku g2V &r 2n 2 fml
zubn2cpr optaist vzni kuu gz2uvb8r?2h o purloabgi aont2i ks pkr § v n @
mi krofl -ry, nahrazov8§mengelremauqg 2 pé mr aerm?mit
kprevenci®mp Heodjiz a® n 2 mksndggenmnamirniIi ka roz)
srdel n2m®nemocem.

Vzhledemkp S2 | i n§rhe%mk® > epublice, kde po nem
nad r mm® svtzhi kK ndyvetwyanm gk | § daprevereil k [® @RkoEny.| 2
C2lovimi skupinami proepm@hgdakdgpakdiuml @i
stylem a | id® vystgeaerti k&afi oi npgradisg@otzii deé
rakovinuv minulostipr od Chalmopr eventi vn2 | 8t ky br 8n?2
vVyskyvipwjt?r ai¢y z a B ovlash a nwn ® apddlgeioh 8rpkturyr o zezn8v _8m
nNkol i Wandka). 3 T
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Tabulkal: RozdRNl en2 chemopreventivn®ch sloulenin

Strukturn? Z8stupci VI skyt
_ zeaxanthin, astaxanthin, mrkev, citrusypaprika,
karotenoidy _ , )
h-, i -karoten, lutein rajle, | osoc
kys. askorbov citrusy, Dbrc
vitam2ny Utokoferol (vitE), retinol(vit. ananas, moSc
A) jahoda, meloun

pol ynenasyce ) )
_ dokosahexaeno rost | annoRje 2
kyseliny

deri vg8ty kyscis9,transll atranslO,
hovRDz?2 maso,

' inol ov® cisl2der i v8ty
diallylsulfid, N-acetylcystein, _
ooganosul f 8t _ | esnek, ci bt
S-allylcystein
zelenl eln® v
fenol i ck® s flavonoidy, polyfenoly ryb2z , malkna k a
citrusy
_ _ kur kuma (pS?
kurkumin kurkumin ,
koSen?2)
d-limonen d-limonen citrusov® ol
chl orof vyl a  chlorofyl, chlorofylin gpengt, moSc:
. ) houby, eXxXosk
chitin a chitosan chitin a chitosan

a moSskich t
kvint 8k, hl 8§\

isothiokyang8allyl i s oalforafank ,
SeSi ¢ ha,kadusta

dehydroepidandrosteron dehydroepidandrosteron hormon nadledvin
laktoferinaj e h o _
laktoferin ml ®Kk o
fragmenty
Chemopreventin 2 | 8t ky br 8n2zc? vzni ku a rozyv

podemechani smu p TsSkdminogeneze pedke®r ® pTsob?

T bl ok 8MIbtrggi:na karcinogenT mus? @Taby smej pr
z nich stalyel ektrofil n?2 formy schopn® v8zat
karcinogeneze big§gnd tgvkybbekgthoruy.podlIl
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dop Dt i kiairthibitgre €YPt di al | y| sul f i dindukiony €¢Pl i n a
(indol-3-karbinol, i -naftoflavon) induktory e n z y mT druh® f §8ze
(i sothiokyan8nykl epdliyfnen oly§dhkyyel€ksadiihzo p n ®
sloul(Maceyyl cysteinebohiosukt ®rysopgnh)yn
DNA (vanilin).
7 supesory. Poi ni ci al n?2 f pramoci a progte§.z o kdv D st §
karcinogeneze iTghimbhjoly Pdprodsadr ynnoha r 7
jako pS2klady supresor Tl ilszneu jpnoe nyoavna tn Ti nl
ar ac hi dpooxicam,®ibuprofen) inhibitory proteas (leupeptin) induktory
diferenciacdretinoidyy, v 8pn2 k), vhnham? hoby (Delmgeng se o
neboinhibitory protein kinasy Gtamoxifen, staurosporjn
I elsS uvVvepdreons® B r Bt Y kXK 32 ykjt2er ® Vyvrac?
chemopreventivn2ch | 8§8tek a kt elete®h2002X@nce
probiNbot gkl ck® testy, kter® zkoumaly vI |
(-karoten vitam2n A, vitamPSekyapivham2ul € ad
nedodglod vigBehdr ev ecnht ikflavmNkt erT ch pS2padech
ke zvigen2 mot Dadhht emo prSe v airfZlivedm=oc hf a ktt elkz e
t2m, ge chemopreventivn?2 | 8tky obsahuj?2 v
vpotravt 398 c me zan § mT m z p Tdrodreamiiand pedr ah@dmgy2 s
sl oul enin.
Zvli gepsanich jmecpanjies@cThemopreventivn2 | §
hladinu cytochroif P450 vt DI e, amdd mimgwalmal i smus dal g2 ¢
Jelikog klinick® tesjtedinldeupjTesidtbeeirnm o Kk dp/r g e
pod8vs8§na epboxhem® preventivn? | 8t k a, nemoh
sl §tkami, se khregdem dsievRdSliM ypdodd 8kngv Sc.hemopr e
doch§gz?2 kcytochmord uR4%0j] kte® p a k n § sbheud metabolizova
prok ar ci nogeny na karcinogeny, | 2 m& Nawmak mT § e
pSi pod8v§gn?2 | §t ek, j eng daomch Szngrt2o mkcd/ M o
nemetabolizovanV®btl Beekdr avgt mT taesknoriip?l.i Kk
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1.1.7 Sirotci

l zof ormy cytochr omu P4 56dobsosti valraij B o kdylsl e Iti n

sekvenc ale tak®Tptoad| eosdBlsemBtlui dskich izo
v Talulce2.
Tabulka2: RozdRNl en2? | idskhlicR45@Qopodeen s¥Hboschgou ( p
Steroly IX/saeI?n)t/ e Eikosanoidy | Vi t a m| Xenobiotika Nezns§
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 8Al 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
Jakjepatno,1327 i zorofem katalyzuj?2 reakce se
je o nich minim8lnhD informac?2. Dostaly p$S
z terminologie mo | e k ubli 8orlno2gi e, kde se t arke oh 8oz nal
ligandem?3
CYP2S1

GenCYP2SIls e nach§8z?2 nnau cdromosomuRl§iogi3adm &v. CYP2
clusteru, kde se nach8zej? i dal g2 594 ny p
aminokyselina jeho hmotnost je 55,8 kDa.

Na z § k| aRbtblowarNarthdrreblotbglz j i gt Dna nepvidggnexr,]
pl2c2ch, ¢galudku, tmeak®mMm mt Sev s evaj\8s brkeythn
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|l edvingch, |l eukocy¥yxjhme ntohvyaomu® at k®Inddc ej nstol.
vel k®mu mnogstv2 exogenn2chel @My2Skmo hal phrro8tt
dTI egi t onatabalismml xenobiotkTut o domnDnk alst@et v rkz ejr &
odhal i | @&tp for(n@n asd § z 2 i v kTgi, kde mTge b
kamenouhelnim dehtem®Balr@2mnoelooarkrylsml in
2,3,7,8tetrachlorodibenzp-dioxin( TCDD) , d2ky kter ®mu rece t ak
2002 objevitt® TCDD indukuje expresLYP2S1z e j m®rd da cm2 ch buRR&ch ¢
receptor, cog bylo do t® doby charakteri st
Jeho zvigen§8 expskyeemenSPgojEng§pSestoge
nebyl CYP2S1ur | en jako n&n§\ienllT vphestkez enylu p a
skolorekt8&8l n2| hakg?¢i rfoToagka® zbmyal 0 pozor ov §n

zvigen2 exprese u npeajpsf8zRupri m&rn2 rako\

CYP2wW1

GenCYP2W1s e nach8z2? na kr 8t k ®pR2.8 a rm® ripkotdiug rer o
sl o¢en lamimokyselr® Omo | ek ul o v58,8kDA mot nost 2

Dosud nebyla pog®ddm® §nar ax®recep Wl ® | i dsk
mRNAbyla nalezena e f ettr8d m&f aar mov an ® utmo§ reic,h zZdjum® IR

anadledvic® N§sl eduj2c2 klinick® studie uk§gzal
prognostickl fpoktrod i | Ppg? mntsit adi em rakovi
shorg2zmi vyhl 2dkami md’% 2 i vygg2 expresi C

Pomoc? rekombinantnhD z2skan®ho proteinu
pS2padn® substr §ty. Uk &demdtytaci serzfetarjira a dxmaci§ g e
kyseliny arachidono® k dy ¢ pouze vemanliT npowiat D¢ kae ms. A
pozorovsgno, ge aktivuje nNDkter® prokarci
uhl ov9 682 wy.ugmoP omgrh2zoho model ov8n?2 byl a pr ¢
potenci on §ilbenzfetasninhisddft §t y

Vzhledem kmal ®mu mnogstv?2 i nfor mauzymeah bytbd@ ht o

dobr ® m2t nN8stroj protpmpt oh¥betekmohauz®d

i munochemi ck® pS2stupy.

18



1.2Protil 8t ky

Protil 8 ky jsou humor 8l n2 slogkou antige

Jsou to glykoproteiny produkov@n s peci al i zovanipnmiaz Bia tliyork T

buRKkBmbDt i | &k fgpécesspecifickyav el kou afinitou v§gzat

hl avn2o¥tgahiyswmu j s oun 8sstlreud unjI® “szhcrhn ubtoyd evc h :
fnutralizascse: mPhotui Iv8tzkkpy na povrchov® m
pro patogenesmi kr oor,qq@&mios mfa mi kr obi 8| n3ejich oxi n
neutralizaci

fopsoni zacenavl88zsatniocue psr ot i | 8t kou se st 8§8v§
fagocyty (monocy , makr of 8§8gvy, n e granulooytyi,| niget rmk @ o s
aktivuj?2 destruk|l n2 mechanismy fagocytT
Ta&ktivace kompl ement u: Po rozezn&ktivaciant i ¢
kl asick® cesty ko mpopsemzachthemotaxafgQc gy afomsm
vyWstlitziagmivkroorgani smT.

findukce apopt - -zy: Navg§z8&n2 prodan®tkEByRae
spustit kask8du, kter8 m8 za n8sl edek a

Jejich unikg8tn2 wvliastnosti specifild&ly r
bi ologickTch a bi dcphreTmiockkolvcgh cnyettoonteStcrhi e ,

imunopecipitace,"Western bidt, ELISA, afdmriam&t ografi e a dal ¢
Podle zpTsobu, jakim byly protil 8tky z2s|
Tpolyklong8ln2: TaktproeiovoBnaekujzé skambh ne

Tyto i munoglobuliny rozezn8vaj2 rTzn® e]
i muni z8p&8aoibfi ck® i munogl obulinpusiefizkRak
Jejich vihoman 8rpool In?®& §prvd dewk c i , ni cm®nn

rozezmJeatous af i niitmwniaz awvii dse omTg& pougd
pouze jiecdptwklt 8s1 je nav§z8n na proteinov
rozpozm&ntgegu’m2 et se spokkm@®hoc? pepti du. T a k
protil 8tky se nhzTvaj2 antipeptidov®.

T monokl on®l pt psbOwusSpkpyduktem jednoho kIl on
stejn®ho izotypu a rozeze®vajhesyskgiug
byly zaznamen@myha| @tarl ehliafedsroartearr.n D s e
z buniDk tzv. hybrnawmpop kthier ® sVYezi kn®h
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myel omovou bunRlnou | ini2 zajigSuj2c2 |
Kehler a Milstein, za cogrocdO84°L adcaewnMni
finanlnhD n8roln8 produkce tRDchto protil:
reakc?2.
D8l e se protil 8t kpyr oddaujk?l nc hjai to fppeldlyi esznius ki &
KIl aboratore2mej]l abTmhj § pouzgetjvnk@nrZal s &4¢1, 2 op 1
myg2koRsk@®e jako alternativa se zal2naj?2 ¢
se jejich struktura a pougit2 od sheVvag§psS
UsavcT se imunoglobuliny k&lsks8tvrag.2 W ep ts& Rk Ts
i zoluj2 ze ¢l out k Te tsincegksBehhok d u N jprgsd ggneotsett. o g | e

1.2.1 Strukturapr ot i | 8t ek

Protil 8tky sezmd&Z7d&r nsictihejseaé o ek g&t §8daj 2 S €
i dentickIiSeh pBBGKDdc ha ze dvou i dent~R5kRg ch |
spojenlich pomoc2 disulfidicklch mTstkT.

Vr oz me z180 1k5D0a . fetNDzce dom®d®1 20 s&kmi8wak y s el
poskl §danTichud&k ut vamygk® -Sett Meltteo obsm@mu|j € p
protil 8t ky) a |lehk® SethRzce pouze 2 dom®ny
dom®na (Fv), kter8 | e® opdrpootviDldent8k yz a Hsyppeeariv
nak onci t Dgk ®ho a | e hk @ivo'corSplemdhtarityedetatnaiing o ma «
regions (CDRs), kam se v 8@ea oarktaiggeoru pr ot ijleS8dnk®&

plazmati ck® buRKkyZpevampPoym8etonamhivkBEtnkor
struktura je shodrf® pro danl typ protil §t k
Pomoc? enzymT |l ze protil 8tky kontrolovar
(vizObrg8 z e)k. 3Papain dok8&8ge protil 8tku rozgtDnhp
kagwdge po jedn® molekule antigekonsaamant
dom®n. Tento fragment m8 zej m®na ef ekt ol
kompl ement a v8ge se na povr c hawaRkillearge cept
Pogt Dpemsinem vzni k8§ nNDkdlci, k prBé n { 2enit sefnreg gur
nazlvs§8 pFcE. Fragmenty Fab zTst8vaj2® spoj e
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Antigen

N
Pepsin
}.- p@

4

F(ab),

?P/apain <>
Fab

%

B
- =
= Sy
Il Fc
pFc'

Obrg8xelProteolytick® gt ®Mpen2z protil §tek |

122Sav| 2 protil 8t ky

Sav| 2?2 protil §s®Ryuvgekdbpp2cdzd®l vt podl e
oznamaj mckTm p2sméhg@aj ) @AY I gNgD)a UU (( I gE.
(viz Obrg z d)k

Poprvseamk&mii genem pr odukRKYyY podjemptypgVi c k ®
ze kter ®ho ngsl ednh altepnati V8t kgh. segp
Podlemi kr oprost Sed? a digbutypov®menpSeomnhiSu
zbT vagdtypy. RTreal®i gZopygpye $dygdean tt DG®& ®hyk
od n @lastnostii vel i kost, schopnost aktivovat k om

atd*’J ej i ch char akt er iusedenyoTa®ceB.y sy jsou strul
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proti

izoty@TP) savl 2ch

VI astnosti

Tabulka3:

] ] ] eunnyal :
l101d ®U® IYyODO 2 U ‘WN I® S T0'0> 36|
y}1dng g eu ) ) ) . .
bds gguuabiliue € Aod whniles s0> abi
yogyyngq
I 42 1) 10ads - + +H+ 9 Aod ‘wnui@s 01 WB|
pdpo uJ8w 1 .d
J1UZI|S BURIYD0 - - - l1s udunod )
z y 9 s ‘Wwni@s qT V0l
] : oD
+++ +++ €9b|
;UuJI18§punyas r'UNNY3]
22 Z 1l |el1l1nau + e ul ‘wni@s sL
+++ + 2906
+++ ++ T96]
uny .6 |eq nuaoe|d womN_cowQOchEm_anx,m jo jod aoezI[EN0T n 1@ SA df0z]
ni1sagd d0BAID)Y DO |0 19 90B.UBIUOY
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IgG

TS2da 1 gG je pSev®BuWag?m8mt ak®t ypjdelvg?
tS2da je d8&8le dRlena podle 4 rTznrlach otulp@hl
vs®ru zdr av(@bdlo> IgGR ¢ilgb8 e IgG4) Tyt o podtypy s
vevl astnostech. Komplement nejl ®pe aktivuj e
vibec, kterT tak® dJpsokizaci.R Tezdni@n Tp ondetayodya plag: G
nar Tzn® dr uilHy Galmat il @eGBT j sou i mrdatkeoiviBlmw] m oa rste

zat2mco 1 gG2 a 1 gG4 reaguj?2 na polysachar.i

IgA

Dr uhT mtoruegjemadldy g2 ms ®rzwtjy@eimgA, ale na muk-
koncentraceagercevyZge2 pSémo neutralizuje to
vhavsg8§z8§n2 na®rsdig@micegskwtuje jako monomer .
jako di mer spojefét podgmepodmadod T thi Jul fi di
vyskytuevma t enS snkl@®k u, kde tvoS$S2 ag 50mét e§ek®hp
ml ®ka osidluje tce 8Vig&2 ser mktyenoyskgzewat
a | gA2 | i g2 cp2ansteo vs&t rowk tawssrtau v

IgM

|l gM je exprimovsgn | akgtplrwan?2nap¥in2v IiBv djuiRk

monomer n?2 podobu I gM funguj 2c?2 sjRGakio saentwvg
vyskytuje jako pentamer, kdy jsous& dom®ny spojeny disul fic
dom®ny | s eSue tsipzocjeedhiyr pa lothki®y &maj 2 n2zkou afi
pentamern2 podoblD maj? vysokou aviditu.

[e]D)

IgDsevs ®r u vyskytaujre§ i knforbit @mNogi clhlhnpol ®|

obl asti pgreotcealllizvel. kJeho funkce je zat2m r
dTl egit ®ho efektorov®ho i munitn2ho mechani
IgE

Al kol i | gsE®Rr e zastoupen nej m®&n N, brharna) e
proimnohobuniNl nTm parazitTm. Tak® je hlavn?
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se komplex antigeh g E v 8§ e n a nHcc hr ebcuenpixko,ich dggfanglacisap u s t
wilit2  bi ol o gchmk ¢ i TEHstamiw, setotonin).

IgE

Obr 8 ekzotypy s apgevath tporhentla8meerk I(gMSgteNspe.j en |

1.23Sl epil 2 protil 8tky

Vesl epil2m s®ru bypy progAig8agk MSli ek wlodv @
hmot nosti, morfologie i elektroforetick®
IgA algM®* Tyt o dvhD tS2dy se vyskatig¥jsleowmeachéijz
vegl out ku.

U pt8&8kT obecnh j,e Kktgeyr 8§majjeo rsfiaivmi Rec 2tl $pGuichoD $
dok once i stejnhD oznaloval a, doku.dylopooi ni I
zavedeno n py@deoangyakl=¢ h d @°t e k .

UsavcT proch8zej? proti lz8ttklymc pSeéus c ppél BakcTe
ktransportu i mymncceg!| oabbuyl imS8[s ldeod nMde chr 8ni | vy
udospNI ® sl epice (150 dn2 star8) zal2n8§8 ve
Z nich se postupnstuboth&v dDjPND2c PR e lobkermdyyt ytje gg
dof ol i kulnyzj m$iew§dMogky budouc2ho ¢gloutku vV
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Zkrevn?2 hjpsobDhak® vychyt8vs8ny protil 8tky
nazraj2c?m pokyabuj ot ® i kdbcdgavvepdowad e
b2l kupoukamkj®s transportovs&§wgphgMuault A S2a s

Struktura IgY

Pantova oblast

Jedingsg§ protil 8§
gl outku 1 gYIm8dn
(~150 kDa) molekulovou hmotnost
pSiblignnN 180 kDa
obsahuj e 4 kons
vporovng8§n2?2 se 3
(Obr 8§zeRBBY nigenbyla s
ZzjigthDna podobno

dom®nCon2i a ComBiCg 3 <igy » Col %
—==

aCg4pog vtead!l D, kge Cu2 Cv3  Cu4
zchybnDj2c? dom®n-: v,
pantovs oblast, g% §gsmkuaigsaiglpSevApvoari

)4
fragmentu znafinodom@n&onLtatn?z dbm®nas;etltng

Set MNSeect ;PamagSet Nzec ypsi
Vi hoslyepil2ch protil §8tek

ObecnhD plat2z, ¢ge imunitn2 odpovhdDN organi:
vzds8l enhDjg2. Proto slepice pr eatcihkdokoaceiv? c e
na vysoce konzer¥\hlaen®e salvli PndpPmort @z eyl Tm s
rozpozn8vaj?2 jin® a dokamglei fvizka Ves s Dt
imuniz aci sl epic vRtginou poslPwglproteima g6 d prnand §

nutnost opakévan® i munizace.

Dal g2 nespwolren@di |v2ichiopml gejicBi o e&ci . Al kol i
protil 8tky z2sk8vat i ze s®r-3%®Re¢yepic, SBEONC
je neinvazivn2 metoda, z aptrzomcmP?tparsatviaus§ toallb I
pozvz2Sata vel mi stresuj2c?2. Tak® metody
jednoduch®, protoge ¢l out ek olbs aphap £8 o um

postupT izolace |l gYpré&ciepi® alNhPYecmoa>® cest B i
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Al kal ml kr8li]2ho s®ra obsahuje 3%,jeng 1 g
tento nedodted tkeoku Wy ®HEIQKiteee rol nhD snese pSi
4000 g phbumka,objem s®ra jednoho kr 8l 2ka
sl epice vyprodukuje 40 g | gY =zlrokjegrodukde2 k p

slepil2ch Ppvionos®jek2 aje BOpr ofukce kr §l il 2
Dal g2 pdthépity? s oiumu ns®?l osgi ¢ k1T Rikilsit minoklean® mt
se nejlastNji jako vzorek poug2vsg8 |idsk® s

komponent yw hwebchdurc 2viksl edk Tm. Je velmi obt 2
slogen?2 s®ra se |ig2 pacient od pacienta
z2skan® s®rum obsahusyes tB®i.¢e mnE mk o alpdh @ menk c
doch8z%rlbhD komplgeG, T karetriBGgemohou spougt Dt Kk
Visledkem je navg8z8&n2 kompl ednaelng2u innat e rnmauknco
sprotil 8tkou. Dal g2 probl ®m nas tp8evvdn o up ofk&uz
(napS. dno mikroomtoapB2paeBtsé kmpgetvkbfmpk
m2sto antigenu a vyvolat f addlgingn ®& osztirtu kvtnt
protil 8 ka neaktivuj e koimgférenciieFnatl,e gan Nt updo2zy
visledky se obj ervewjmatiickowaaitetnit {Ti dou. P
onemocnNiNn2 se tvoS2Fcprlodsitlngit ksya v |k2tcetr & grG.a ¢
obecnhN nazlvaj?2 revmatoi dm? jfianktcdr omemolk o
dokonce u zdravich jedincT. Pokud s e 1
"sandwi ¢typugp®hiom8r n2 | sekund8rn3j egawxlhz ppropt
pomoc?2 revmatoi dpSkhatiaglknor & lkap ms&k oivigetm |c
slogen2 Fc fragmenttotakakidpmogmdD npondigtéd vdno?j m
Vdal g2ch vygetSen2ch se vyug2vaj?2 i jin®
mohou obsahovat tldntsk ® Rifreoadiddcemskzye.t ke k S?2
spougitT mi savl| 2 mi pr ofgak hBgd &k amioz p S22k &wnat§r
zevzorku m2sto prihno8rihzzad olzegh@kzu elagw a2 hg s ®r
kterT se |asto poug2%k®gj alkoshlephaddadiy on gt
odsav]| 2, nen2? pozorov 8omaotyplB®dng§ kS2 govsg rea
Dal g2 rozd?z2| mezi s | eiperdkcisbbgv¥eai Sd&nPFMm pg
a G. Protein A <Swphyloaccdusanréaspnotein @ nawseptotoocus

sp, kde mget spt gt erobakterenPyto pratdinyto i § v8g2 Fc ob
| 2m§g zabraRuj?2 opsonizaci i n8§slleam® dtag$x
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pSi purifikaci | g GooteiNem Admi G heveagujs, tle lzerich tetlyg Y
vyug2t pSi rTznTch deTekkdyghzhalptoagi §PRn?2q
kf alegnhD pozit¥* % n2zm visledkTm.

Jako mogng@lowevkbodah pgreot?i IfS@atkek ¢ge pt §ci
protil 8tky i nlal pk b ¢ ay sacdhuoaveet cehg emegj. |lvast Nj i
masokostn? moul kou, i eg obsahuj ei ddegrzant i n
obsagenim sl pgkg8m| Goulyky kter® mohou inte
st anchvhNin@m@auk odst rtahotd médostatky i § vypracovs8ny

metody®* 6263
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2 C2]1 ©pr8gce

C2lem di pl omov ® apchagakterizovey/ Il @p iplS3 pprawti it §t k-
CYP2S1 a CYP2W1l. Za wybrait loo duh le | @mmizboglepm, k ut n
izolovat v a j ed rno®t i defatodatg peci fi ck® protil 8tky a
pomoarunol ogi ckTch metod.

Dal gc22m e m jidityp 2 tzodhanbth forem cytdeht omu
bunh| nicrcad al gaich bi ol ogicklch vzorc2ch
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3 Materi 8l a metody

31Pougitl materi §l

Fluka, Gvicarsko

2-merkaptoethanol; akrylamid; BIS (N;Niethylenbisakrylamid);EDC (1-ethyl-3-[3-
dimethylamin@ropyllkarbodiimdihydrochlorid;  dioxan;  maleinanhydrid; pNPP
(hexahydmrigttr ofdeny | fosf §D6 ¢deddo®he}ran S

(tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Lach-Ner , Lesk8 republika

APS (pers2ran amonnEDTA (kybetina etflendiamintetragtadymo d S ;
glycerol; HCI;KH2POs; k y s e | 1 n lacystedilti@); WIGCl2; NaCl; NaCOs; NaHCQ;
NaHPQul: 2,8; NeHPQil: 1 204

Merck Millipore, USA
PVDF Immobilon-P Membrane

Pent a, Lesk8 republika
azi d s od athano{gNanNnethanolNaOH

PML Protein. MI ®ko. Lakt-za, Lesk8 republ i keze
Laktino sugen® ml ®ko odtul nDn®

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

SERVA, NDmecko
Coomassie Brilliant Blue R 250:di al yz al n ZTEME®t @Ne\NyNaN:
tetramehylethylendiamin); Triton X100, Tween 20

Sigma-Aldrich, USA
antrs | epi | 2 | g Gs alkabckop togfatagoa;nBEIP/NBT {Bromo-4-chloro-3-
i ndol yl -blue gdtrdzolidmm taldlety)®EA (diethylamin);d e o x ych ol 8t S
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guanidinHCI; MES @2-(N-morfolino)etharsulfo n o v 8 Kk $epleadsadBa kf i vovan
CNBr; Tr HG L

Thermo Fisher Scientific, USA

Imject MaleimideActivated Mariculture KLH (keyhol limpet hemocyanin) KLH;
Microplate BCA Protein Assay Kit Reducing Agent Compatibleni kr ot est al kR a
F16 MaxiSorp NUNGMMUNO MODULE; SulfoLink Coupling Resin standarg

mol ekul ovich hmotnost 2 PageRul er a$pecrda ai ne

Multicolor Broad Range Protein Ladder
32Pougit® pS2stroje

Anal ytick® v&8hy
Discovery, Ohaus, USA

Automat i ck® pipety
Nichipet EX, Nichiryo, Japonsko
Proline Biohit, Finsko

Centrifugy

Centrifuge 5415R, Eppendorf, NBDmecko
Cent i fuge 5418, Eppendor f, NDmecko
Centrifuga K70D, ML W, NDmecko

D pr a vodya
Simplicity 158, Merck Millipore, USA

Fotometr mid&h odaeditriall ek
Sunri se, Tecan, Gvicarsko

El ektricklT zdroj
EPS 301 Power Supply, Amersham Biosciences, USA

El ektroforetick8 aparatur a
MiniVE Vertical Electrophoresis System, Amersham Biosciences, USA
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I njekln2 mikrostS2kal ka
MICROLITER Syringe 702RN, Hamilign Gv T car s k o

I nkub&8tor
IR 1500 Automatic C®@Incubator, Flow Laboratorie¥,e | k8 Br it 8ni e

Magnetick8 m2chal ka
KMO 2 basici KA MA G, | KA, NRDmecko

"End-over-end' m2 c lka |
Reax 2, Heidolph, NDmecko

Opakovac? d8vkoval
Multipettet, Eppendorf, NBDmecko

pHmMetr
HIl 2211 HANNA instruments, USA

PSedvggky
Kern EW 6002 M, Kern&Sohn, NDmecko

Soni k8t or
Elmasonic E30H E I ma, NDmecko

Spektrofotometr
Agilent 8453 Diode Array Spectrophotometer, Hewkdickard, USA

VZ2cekan8l ovs8 pipeta
Proline, Biohit, Finsko

Vortex
MSI minishake, IKA , NDmecko

"Western blot" aparatura
Fastbl ot B43, Bi ometr a, NDmecko
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3.3 Metody

33.1VIi bNr peptidu

Jeli kog | sy®46028a20Wavherlamh t Dgaoodb3 guonpPn®zol
vef ormhD vhodn® kylionunur p®io @ Sk pir a wipte @k §it ¢ k
pept jattigeny® PSi jejich pS2pravhD postaluje zr
se n8sybdn® kr 8t k8 s ek e ngcaez badminnao kwyssed k aam
protei nsbl b unjudizdi.Podle literatury byly zvolengyto sekvence:

1 CYP2Sla: KQVRPTDLHSTTQTR®
1 CYP2Wla: TMRPRAQALC’

D8 Ilyla pp mo d? st upnoldeed o v ac 2 ¢ http:/pvve.gnipratiorg/  (
http://blast.ncbi.nim.nih.goy/http://web.expasy.org/protscgle/ vy br 8na 43 kven
aminokyselinzZC konce pr ot eib5mT 2cSylt oac haWImu Wydbr an §
mNl a naah Poetr ¢ h u bsalwvaty mP p S §sdeaknuonud § r ndT Bt r u
uni k8tn2 pro2daothm@rn gteeindP avdllmes tpnroesdtiik.] n2 c |
byly vybr8ny tyto sekvence

1 CYP2Sb: CPPDTLSLKPTVS

1 CYP2Wl: CPGVSPASLDTTP

Podle vybranTch sekviemk® pedtyi pySi (phiaoteengyh
VI DI A, LR).

3.3.2P S 2 p rinaunagenu

Protuov@eapeptid)j sou nedostatel nhD velaby®yvdlay?2 z k §
i munitn? @bpg Sedddnay grat einmo-WKLH (Reghmli limpet
hemocyanii Polkud peptid obsahoval na jednom konci aminokyselinu cystein (CYP2S1a,
CYP2S1b, CYP2N1 b)) , pr o b ? raalizaa? kvoznnjiukgua ctehi oet her ov
jeden peptid cystein neobsahoval (C¥HR23 |, proto byl KLH nejp
p 0 manmaleinanhydridu ago® na nhj byl vEz8&nkopegendalps

reaxka?vzni ku amidov® vazby.
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Konjugace KLH a peptidu qSeéns thiolovou skt

Nejv2ce reaktivn?2 amipnrooktyesien e cnho uj ev ycsyksytt eui
thiolovou skupinui SH . KromhR jinlch reakc?2 je tato s
vazbusnal ei mi dem, akidy id cncah b 7 vazbD

(@50

maleimidem aktivovany KLH peptid s terminalnim
cysteinem

MH : I
I:l
0

konjugat KLH-peptid

Obr §&kdknj ugace KLH a pept i(ravem®®s t hi ol ovou

Jalo proteinovIl nosi | byl zvol en mal ei mi de
modi fi kac?2 KLH ulfofBBI@To ¢ 2 (sulfoswksinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl)ciklohexanl-karboxyB t ) . Vzni kIl ® mal ei mi dov®

schopn® v8zat thiolov® skupiny peptid

Byl pSipraven rozt ok MaruojlteekKtH Wiaelsetii nhiodvea nABc
okoncentraci 10 mg/ ml kanij agtad kOlkhNgH®P@o up e p
0,19M NaCl; pH 7,2) ot ®ge konc@maraokzt okyelbwil wa lsemm?tsn

mnogs2t5(0 Ol roz#dku @PlepcddAltigkua vzni kI T ro
m2 ctld&MWodi ny pSi |l aboratorn2 teploti, bNDhe
peptidu.

Vazba pepti du n &LHrkoadribfo ckioivmmindovou kondenza

Jelikog jedsmhpepti dhnebovou skupinu, m

pSpeho termingln2 aminovou skupinu a pSes
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KLH. Jak jepatrno©®br8 z K,bWlagé tyto dvDhD reaktivn?2 skup
EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropylkarbodiimidihydrochlorig.®®

peptid

Cl SR N7
~He ! H-,.N@ !
0 I 3

KLH EDC aktivovany KLH konjugat KLH-peptid vedlejsi produkt

Obr 8z ekKonjugace KLH a pept®du pomoc2 EDC

Aby agktSaci KLH| i em&@DC ne djehplagregakiv d Ts|l edku r e:
aminod ¢ fa karboxyloV c rskupin, byly nejprve ami nov ® Sskupiny r
modi f i k ov alginanhyndd/ e 2

Nejprve byl p Si purhalvielni tramzoi0@@kMaHEDHpIH \B,5)

o koncentraci 1 mg/ml. Naledu bylolkO ml t ohot o roztokulMpo ka
maleinanhydridw dioxaua pH byl o upraveno na hodnotu
nal edu n8§sledoval a 1dDi d10TtA&H M N I n pSiopir ot i

N8sl edoval o navg8z8§n2 pl®tmg uEDG bmoldmlfriokzop
deionizovan® vody §ao n§ &dbhaodwrioku ERA ke2 miSi d
modi fi kovan®ho KLH. ®P8i plRabmi apbov@RSi kbt
roztoku peptidu CYP2la v konjugaln2m0,1 pMf rMES (
(2-(N-morfolino)etharsulfo n o v 8  k pHs4e55,0) o kohcentraci 4 mg/im . Posl edn
krokem byl o m2votuthm2di pSv®I1 abor at or n? tepl «
KLH -peptid.

3.3.3 Imunizace slepic

Sl epice nosn®ho pl emeneddldgmdrcnh bkylleyc 2 © th
sviDtel n®&heo srteggilmv p $PR Fangg epnrmkini zal n2 d§vko
nNDkoli k vajec od kagd® sl epilkceh.t odNISusaljgeaddn y)
jakonegativn2 kontroly pSi dalg2chvexp8eth
d §v k §cwit,T dkednyn 2 ¢ hb yol dos t patadegansok u | &g knon j 1UKGBE t u

sdanTm pppboi pemokiomd@Blvktunzym Freundovu adj uv
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vadjuvants nekompleaonémn8g§Pbedoval sbNDr va
pSMC, dokud nebydlyapoupgi otyi k&t ek.

3.341lzo0lace protil 8tek

Protil 8t ky vajeln®ho gloutku se daj?2 izo
zahrnuj?2 precipit adéidexgpandfimedn polystiylenglykold: Ban® n n ® t
se vyug2vsg separace za %YZwealik®h o osnpeexkotvr@a cp
vybr8na dvou krokov8 procedura zahpomgc?3c?
NaCl. Touto metodou se z2sk§ vysao§Ze)puri fi
Pro purifikaci kontroln2ch frakczhnedgyY b
posbRru rozbity a ¢l owtzk yd ebny Isyo dmd Sre d 1By, 4dndv
NaoHPQs; 1mM NaHPQy; 0,1% (w/v) NaNs; pH 7,2)vpomPDra © 84l ednD by
suspenze4Sed Nny v od oRrmizblacts pveccd ofpi .o tel Hyl6t poB8gi t o
vajecs b2 r amiind m8 | i tplocsdredn?2 .dPSov coed difnmuenni2z akc2e
gl ouwWtTkkyy adnhD omyty a8RdaPedgoadewodmdyvodou.
prom2chgkéntbrydlon2 ch i uprgaveno pHfna lsoknbta % a sfispemde ¢ 2
naSedhNnTch §loutkT byi26/C. ¥ mprradpdrhyu g Diz mt &
pdiaboratomaht | teal ddbdhpfaptBetddlll ash vodor o
frakce od | i pi dKnf2ih obypaoodizploud | el ooubtjkeTmu p Si d §
NaCl, aby jeho visledn§8 koncent r éghodaotuby| a ¢
Precipitace prob? salBan®hbe dddtu® 30, Sni maidi rzy
t e p IP® ts Dnekobkefh byla centrifugacdd n et z k i 2780Rg@OminptE 8i t epl o
4C. Vznikl &8 peleta (protil §thB6smg ifdreark se ding
Roztoky protil §p&KC. MS2 pya dsnkil azdSkeddrt yibnyiln ud dd
centrifuga cp24 5000 g (The Centrifuge 5418, Eppendorf).

Koncentrace proteinT byla stanov.€dako p o mc
Sr ov nworek by!p o ugufr PBSs0,1% azi demPsodnl mol et kon
prot e@irmf iy 8t kov® frakci drgYp ddlle pmo&usgli egd wejn?

o 6 oI
C koncentrace [mg/ml]
Ao absorbance pSi 280 nm
f empirickl faktor = 1,094

n SedhNn2 protil §tky
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3.3.5 ELISA

K ovRSen? speci fity z2skanTlch protil 8t
EnzymeLinked ImmundsorbentAss ay ) . Nejprve se na dno | a
adsorbuje anti gen. sPtoatn® vno8vsa neoduu jper iinm8krunb2a cpe
se v8§ge sekund8rn2 protil8tka znalen8 enz
alkalickou fosfatasou). Po3i dcg&mr2o mo gseunbnsthro§h ar epermolidku& t , | €
koncentrace se d§ mnRDSit spehktve ofnatviBmetnr® c
proti® 8tky

I mobi | i z1&MWMN&C@;B3IMM NaHCQ; pH 9,6
Pr oml v ac@®BSrs6,% DMEEN 20 13,4nM Nad; 1,8mM NaHPQ; 1ImM
NaHPQy; 0,1%(v/v) TWEEN 20; pH 7,2
Bl ok ov a:2%(wh)o otzd lo k PBS30,1% TWEBEN 20
PBS:13,4mM NacCl; 1,8mM NaHPQs;; 1mM NaHPQy; pH 7,2
Vyvol §vatmg/mpblRP(dmk t r of eny | f o 6,028 NaCO£0,08M d n ®h
NaHCQ; 1mM MgCh

Vgecvoky bylymNDSempyar al el n2m Bspo5§# 8nosky §szpson| 22
antigenuna dno jarekmi kr ot i t r &16MaxiSapaN&NGIMMUNO MODULE.

Byl pSi praveni molzit hopurep|kopéentratitikg/ml a na jamku bylo

apli eppi0®h t ohot o r abylapooknue.@phBséds hiSlels noc. N§
den byl nenavs§zanl abyiagaenSoks&tprpmdapidg h:
roztoku Bl opoolBaBhapdidgR %2 r ozt oRBS L% ITWEEN 20
najednu jamkp 87AC po dobu 1 hodiny. Jamky byly o
100kl sl epi | 7 TEmO tcitl raocktycewm p rl ink&ibra% eprsot i | §t
p SiAC Bhbdiny.Pd r 0oj n§probm@m n&sl edoval o nang§ge.l
kr 81 i | 2 protil 8tka rozpozn8vaj?2c? l gY zn
apli kovesekad@d@ir itky v PBS Smaldllen® inkibace 4 0 (
p SB7AC 1 hodinu. P Tkl adn®m parpd mnktd@d1&b yviyovol §vac?2 ho
obsahujfn2ia? ofeernay| f osf §t ,kathlyzgen b §l kal i pagah
Reakce byla zastavena porbd nut 8xdh 3IM0 ONa OH. Absorbance v
reakce by [fotometrilB8reise(@ecan).a
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3.3.6 Af i n iutiftk&ce IgY

l zolovan® pwvajiel 8®kywy WayWauwakluy kS2 gaowou r
Saod dal g2 khoepi Popdacidpueci fi cklch protil §te
chromatografiePo d I e t oh o, zda pepti dl iobmsiakhwolvia,l ke
vyug2t odlign®@ak®2 vtemnEKye n@rl e djo & parikace IgYT b D h u
byl a poucELIBAa met oda

Afinitn?2 ¢ h rnamarbeaty 15 gpfeipg i dem v8&zanim pSes
skupinu cysteinu

Pro pS2pravu apeptidemnstmerkaptoskupimo ¥ le nv ySulfplink g e |
CouplingResin  co¢§ j e ze®n2%Savaa fr8a na®ynakruo snaatyloyaua n o u
skupinou. Ta umogRuj e vazbu pepti du na
(Obr§ z 8)K®

H
/4“”1(‘*' i |

]

agarosa s jodoacetylovol
skupinou

H
N
N~ o
0
imobilizovany peptid
Obr 8&ekmobilizace pepti du joobdsoaahcuejt2ycl2o vcaynsltneii s knuap i ang

PS2 pafaivmi t n2ho sorbentu

I mo b i Ipufrz0205MTais; 0,005M EDTA; pH 8,5

Proml vabwNaQluf r :

Bl ok ov a0g@3M LcysteirbtClvi mo b i | putra| n 2 m
Uc hov §v &@BS 0,Pa(vi/w) NaNs; pH 7,2
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Do polypropyl enov ®nkroztokuBufoLinkiCygupling Resine sceongy
odpop%dbli gatli Memi ovan®ho gel8unli nkKoobliolniaz ablynl
pufr u ayngnesey® mbrgzioku peptidw i mo b i pufruzoakdneehtraci 0,5
mg/ml.Gels ozt okem pept i 4 mategdovederrd mm2nadt agnéte® by
inkubovgn p8Si boadbboi3 Gt mi n&t t e Né ooty § zoachd t r pae
zkol ony, kter8 poti@Gnobyloa zmuflordnly.t aN8s | rld o v a
nezreagovanlch | ordzookemledysgein@®Clivc i moku pufruz a | n 2
kdy prvn2ch 15 minutzabyslt egmdath kdceaddsg!l ghzcdl
30 minut byl ponech8&8n pSi | abor@ztook daod el
kol ona byla promytacpbostppfhPula @ mpr oamhwo:
pSipravanml gedhov dyysakPlRado RdrusSi 4

|l zol ace antipeptidov® protil 8t ky

Afinitn?2olsoee beinlti vr kv8n naoylpradbrmoytatmo nt2u
50mM diethylaminem(DEA) o pH 11,5; 6ml 100mM KBhPQiopH72a 6 ml PBS.
byl o apl i ko w&dkop Spoe | LS praéddnankubacep Ses nA&c pSi
zast 81 ®ho m2ch§8n?2. NE§sT mYModd ? erd edaT ki yaldonniDae
promiv8na PBS, d 830 und neldelsla poblodnatuD®E N §sSli bytbn N
nanesendl0 ml 1M roztokuNaCl vPBS a byly j2m8aysfedteé@r
absorbancp Si 2 Bebtoroztnlo vy sok® elutonalove® sBMDenav§za

Kolona bylap o pré@nyta25mIPBSs p e c ipfriod ky@ag v & b minmoacmpl 5 0
DEAopH115Bylyj 2 mfakcepolmhok amgi t N n @00kl tMaKH)PD0 v § N y
opH6,7Frakcesnej vt g2 m pom$d sdnmnalayy obvi8nyl PRSr oltmi
s0,1% NaNp S#C. Kblonabylapp myt a PBS do neutr &8l n2ho pt
guanidinem/HCI o pH 7,0; 6 ml 160M KH2PQy 0 pH 7,2 a 10 ml PBS. Gel 2 ml
uchovsg8§vac2ho pufAu byl skladovs&n pSi 4

Afinitn2 chromatogpapiedeam s6rhehmupSes ar

Pro konjugacpeptidy kt er T neobs ahona&donupylp @l @ivto un o %
(agarosa) aktivovanl bromkyanem, umo gRuUj 2 ¢
( Obr 8§%ek 9
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CHMBr aktivovana imohilizovany peptid
agarosa

Ob r 8% :dnhobilizace peptidu na agarosu aktivovanou CNBr (upravéo z

PS2prava kolony

Il mo b i IpufrzOalM N&gHCQ; 0,5M NaCl; pH 8,4
Bl o k o v a0k glyxin; foH 8,0
Uc hov §8v &@BS 0,Pa(v/w NaNs; pH 7,2

Knav § g em®nuligyvSepharog4 B akti vovan® pSiodEyame
bNDhem 2 hodi n 200 ®thvpoHCH Sepharos® bylgdak promyta 30ml
destilovan® vodyha pbufmlu.ihne®gd i®koioeyal| nAdm2 s
sroztokempepti du, kt@mBmv2an2kl mgopemt i dpufty e 3 |
a za st8&8l ®ho mSihspBesnkhobov NEsl eduj 2c?
odstraniDn a kol oinmo thiyll ipauglrm?2mydPat 8 mmbyl vy a
bl okovac2ho pufraoah®&nakop®inal dlyd raatpoornne2 t ep
m2 chg8n?z2. Po uplyyn ptS3d pd apw@nndlyotls yprobsetnutpn D 4 1
vody, 10 ml 50mM DEA o pH 11,5, 10 ml 200mM KIPOs 0 pH7,2 a 10 ml PBS.

|l zol ace antipeptidov® protil 8t ky

Na pSiprlhoeleoou byl o naneseno 15 ml pS2sl
nak ol onu rao bs?thSll ®p & KOm4xc$heSsn2noc . Dal g2 den
prot ioldgithk @ na prmorklo ® maa PBS a mNSena absor |
Proml v 8nRoernkdypa bsor bance klesla pod hodnot
apli kov8§no 1MO NmICI|l PBS byl y j2?2?m8ny frakce po
absorbance S i 280 n m.eph&asy 25 mioPBS kiyld na&olonu naneseno 50mM

DEA o pH 11,5ro uvolM nlgY zkolony Fr ak c e b ymldo mjkrozikugnavek, p o 1
kter® ji QR00xlbl®&H8Qk @ | yH 6, 7 za YWl elem neutr
spojeny frakcsn e j v Dt g2 m o bas adhi eant ypzrA@vt el ensTp B cl4iptrroT n

PBS s0,1% azidlems od nT m. Regenerace kolony byl a
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guanidinem/HCI o pH7,0; 9 ml 100mM KHPQs0 pH 7,2a 15 ml PBS. Kolona byla
uchov§&8vs&na pr3ml RBS{,4%NaNp 8&i 42 s

33.7BuniDl n® kul tury

Po pS2pravhD speconutind&Ilmdat wrroitti |j8d jeikc b ydc
cytochromdd t4Almt0o YA ebresnybylbwynD|pok elnicn ioe,§ |
e X pr iCvR2$l%a 2W1.

T MCF-7 : l idsk® buRky r akov’? (poskytmquio sVigr; e X |
Kamilou Burdovoupst av mol ekul 8rn2 geneti ky AV
T A549: | idsk® epiteli8ln2 b uRpogkytraitde no k
Bc. Libug2?2 Noskovou, PS2rodovatkleck§ f
T MT-3: |l idsk® buRky kol or ek tvgsbkauzhladinauk o v i 1

MRNA cytochromu P450 2SposkytnutoRNDr. Pave m SkemyCSc, St 8t n 2

zdrav 0t n2 Yist av)

7 MRC-5 : l idsk® plicn2 fibroblasty; bez
kontrola(poskytnuto Mgr. Kamilou Burdovold st av mol ekul 8r n?2
L R)

BunhD|l n® km?sk8yybyeyf or mDPrpoe | geat|&gnébbyly e nt r |
pfraveny | yz§8§ty.

RIPA pufr: 150mM NaCj 5mM Tris; 1% (v/v) Triton X-100 0,5% (w/v) deoxyclo | § t
sod6inwv)sSDSpH8Q do 10 ml pufru byl o p!
cOmplete ULTRA TabletaPhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets

Kpel et mluch kultur bylo pSid&no takov®
kt er ® odpxonazl@ad mNDk6.0 Po S§dn®m rozsuspendo

30minutp Si tAplzat MM24 n®ésl eSepd&ha I340yp $AL u4 ac e

po dobu P minut.Z 2 s ksaperhatariyl jakol vy z §t ub o WEBEFD p Si

Dal g2m biologickim vzorkem pro i munodet
proti |l 8t ekschdrighia cok(Xieln bl ue) , kterl byl tran
pCMV-SPORTG6pro rekombinah n 2 expresi | ipdbz km®@®MdnNn CYP 38K
naN konci a histidinovou kot vou p . pobj enol
snamNSenT mi hodnop&mi 6b0ypltyn opko® kdyetnnsuittyy Mgr .
zPS2rodovNRdNck® flawkul ty Univerzity Kar
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3.3.8St ano kaneedtracepr ot ei nT

Ke st akormenteangdr ot ei n T bswen I¥|znolrcbhy tlhy zpSotuTg i t a
vyug2vaj2c?2 baréays®@lzmignpiko mpdetnuPromhg® ( B(
j sou scalokpanl® ck ®m pr o $'tns €l 2 Trae dou kroevdautk c@u j
vi zual BeAov &nt&uwi§omsty tvoS2 dbhaodmolyigeZkeeempp $ ix

Visledng§8 absorbance je p®2mo “mhDrn§ koncer
Reagent AN&COz; NaHCQ; k y s el i na biiveinmmnh @&, bichydfoxi8u
sodn®m

ReagentB4 % s2ran mNDNnat

Ke st anovenMicrdplpte BOA yPuodjn Assay Kiti Reducing Agent
Compatibe’,obsahuj 2 c? rpafetyasSandBlake®ovNDz2 s®rov
o rTznT ch kNoan cneinktrraoatci2tcrha | tripti k g ensstait gkeurklob ypl 0o
l yzal n2ho m®di a),vody,standadu®v arcT?z nM zdr ekko hodn Dr a
naSedNn®ho vbywdeuvgblébl edamédk pSadEnkthpo®2 6
byl o pSimratv&m2om repgeir TD&DtablyBkav i nkubov §
mi nut ApBovy8HhAl adnut?2 stylbanm@S e@pSa mabtt?2 pnrmo ga
KIM32 sestrojenak al i bral n2 kSivka, pomoc2 n2¢g byl

vevzorc2ch.

3.39SDSel ekt roVvwmol®zgakr yl ami dov®&m gel u

El ektrofor ®za ez dlbdkmemoekulpzo®uwizsvl8o dvelikostna | e
a nSMm¢otva hhSomogenn2m ebekturi &lb®mv Pd[nyeavgar
(nej l astnDji pr on eDNAA / RNIAy aaknrayl ITamgi)dem (separ
nutn® proteiny rozdRDlit pouzet maszi8kd adldc y
sodn®ho (SDS), kterT udhRl2 ka¥yd® b2l kovint
gel A Pufr A: 0,375M Trig¢HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8
Poy mer al n2 poufuA:t3024w/vAakrylamid; 0,86 (w/v) BIS; pH 8,8
TEMED
100 mg/ml APS

gel B Pufr B: 0,125M TrigHCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8
Pol ymer a BrpufruuBo30%(w/N\K akrylamid; 0,86 (w/v) BIS; pH 6,8
TEMED
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100 mg/ml APS

PSprava gel T na 1 elektrofor®zu:
8% el A 5,5ml pufru A;2ml pol ymer al 7,5¢hlo TrEBOKE BRSU A;
3%gel B: 2,7ml pufru A; 300¢ | pol ymer al 8€lh oT E B®EZIARSk u A;

El ekt r od®3a6# TrighCl; ©,195M glycin; 0,% (w/v) SDS pH 8,3
Vzorbkoavt redukuj 2 c D25 TrisdHCE 84(w/iv) SDS ;8484 (v/v)
glycerol; 20% (v/iv) 2-merkaptoethanol; 0,003%(w/v)
bromfenol 068 modS; pH
Bar v 2 c 8,25%(@8/x)&domassie brilliant blue R50; 46%(v/v ) ethanol; 9,% (V/v)
kyselinao ct ov §
Odbar vov 2%V ghamelR® (vv)kysel i na octovs§
Nejprve byla sestavena el ekitl0gfGorcent)i c kn® z:

byly na ok"'spagerd. VA 00 giem2yst Dn2 skel do mpar a
roztok pro pol ymer adccd V8I% ksy® ptactes Ir3m2chno kg @ |j @
byl roztok pSevrstven destilovanou vodou.
pSi | aboratorn2 teploth, n8§sl ed/rsigey & ivad

pap2rem. Na zp bylnamesenrozokprd3%gasdstvac?2 gel B, ¢
byl vnoSeé0zubhBSe b2 mwi nut §ch byl zabsd5gvmaoh
bTt do komory pSidg&n elektrodovl pufr a h¢
Dovzni k|l Tclynam@eehyblyyz8ty bunhDk, asmndarg| n §
mol ekul ov T c Bpedrandulticomrs Brdad Range Protein LadgdeageRuler
Unstained Broad Range Protein Lagdery z 8ty bunhDl nTch UmnBliAg ne
suspeng e x pr esn2hmlibsyy sat @auSedNna t ak, aby vI
denzitybyla0,9 Si 6.Belv gramz or k TonSi bdy8ln v z o ploona w2 3p uf
ty byly n8slednhD um2stNDny na 5 minut do
pod hladnu el ektr odo O®hokT apu®r usta5ndar du pomo
mikrosS2 kal ky. EIl ekt r o fpoor &zoab up r300b 2 anlua , p $io t 98D
na hodnotu 160Met oda byl a ukonl!| ena, kdyg | el o br
o0d s pooktapeskel.

Po rozebr8n2 aparatury, byl gmihutdoleamv)? od s
| 8znPo n2¢g n8sl edoval a3hooddbi anr vpoSvia cl2a bl o8rzaetRo

jeng nebyl oba'Wesemblcdtbyl pougit na
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3.3.10 Western blot

Metoda "Western blot s | ou § 2elektripp Senos u pocad®il enl c
pompd&? dc hgSezlesjv2@k2t r of or ®zy na nitrocelul oso
(PVDF) mEémRbrt®nui.e membrB8kaboppwEitmpPmwm2 prot
specifickouprst ud opwraontfei n a sekund&rn2 protil 8§tk
kSenovomwxi gasou nebo alkalickou fosfatasol
name mb rz&no pov pd djt2ed nu, kterT byl rozpozns§8tr
PSenos 000RM pris;f0,692M glycin; pH8,3

PBS Tritorr X-100 0,134V NaCl; 1,8mM NaHPQ; 1mM NaHPQy; 0,3% (v/v)

Triton X-100, pH 7.2,

Bl okovad%r obptzto kb kodt ul RBBHiri®dh %100l ®k a v
GelpoSDSPAGEbp ono Sen do p S advorethanciemoadpbu €8 u s
mi nut . Mezit??m byla aktivov8na PnvaDFn Ilhhkeombir
vteSin, do vody na 5 minut a do ypSoesntousponvi®
vrstveryt Si pap?2rryawhhalt enminc 18 p §e rPovsDdv Tmre mbuSf§rneam
pap2ry Whmo BemSen o pudry e ndbyl§§dnnN a td Sl kelno p «
katodou. El ekt ropSenos prob?2hal 40 mi nut za

3,5n8so0bku povrchu gel u.

PSes noc byl a m&i#bvaginak ouvl aocg?erm ar ozt ok u,
nespecifickl m meakay?2nmme mbac8hisbaktegpngios ei ny . NE
den bylamembr §na za sit 8k ®h@v Smdad hByw2 pSi | abor
sroztokem IgYvb |l okovac2m roztoku. Visledn8 konce
IgY byla3080g/ ml a puri fi KgmlanP® pordestiriag8knp21pr ot
me mbr Emrao Byt a bl ok opvoa c® mm.iP muzt®Sodkhelma nanesen
proti-kg88kial 2 | gG pr ot i sslkakckou fosfateou g Yk tkeorn§j uhby
SedNna bl okovpoftMrwott dkaldd vd aNISE2 edl Pl adn
315 minut bl ok o VamirunPBS TatantXd @0 m5 midut destilovanou
vodou. Vyvol 8vac?2 r oz tBCKR/NBTzvii0 nkd e srtoizipdyvgat N 2
Podostatel n®m zv T r aznRn¥?yvol y§lvaa cmehnob rr Sorzat opkSue «

vody a nakonec usugena mezi filtral n2 mi p &
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4 V1 sl edky

41VI bNRr pept.i
Nejprve byl o

kter 8§

dva¥s ezkKCykonceproteinu Jednasekvencd y | a

du

nutn® z prim8rn2 struktury

bpdeppaul)i tkasudhdeRigembuy. | yZ vybr §
p Siteratury¥P(@an & OHO § z k u
avilda wuthrBo sbty?l ap ruerdli eknoa
model ovagraf[¢ hap OH0a8livkyw nal ena modSe) .

aminokyselin

allvyznalena | ervenni)

10
MEATGTWATL

70
SERYGPEVETI

130
GEEWRQLEEF

190
VVCSLLFGLR

250
VSTLAAFTVR

310
FAGTMTVSTT

370
QRLTATVEMS

430
DGEFEEHEAF

490
LEFNIPPARQL

20
LATATLLLLT

80
YLGEWREVVV

140
TMLATEDLGM

200
FSYEDEEFQA

260
CGVQCHQENLD

320
VEYTLLLITME

380
IPRTIMRTTR

440
LPFSLGEEVC

500
GWVEEPTDLHST

30
LATSGTRARG

S0
LVGQEAVRER

150
GEFREGEELIQ

210
VVRAAGGTTLL

270
ASGPARDLVD

330
Y PHVOFEWVEE

390
FRGYTLPQGT

450
LGEGLARAET

TQTR

40
HLPPGPTPLP

100
LEGOAEEFSG

1e0
AFARCLVETF

220
GVSESQGEOTY

280
AFLTEMAQEE

340

50
LLGNTLOLEP

110
RGTVAMLEGT

170
QGTEGRPFDP

230
EMFSWEFLRPL

230
QNPGTEFTHNE

350

EINEELGAGD APST.EDRTRL

400
EVFPFLLGSIT

4g0
FLEFTTITOR

Obr 8§Xe k Pr ismgtoraC¥P2S1. Vyb a pe®tidy pr o

oznal eny

| erven

N a

podl e

410
HDENTIFEHPE

470
FSLESPCPPD

predi k] n2ch

&0
GATYSGLMEL

120
FDGHGVEF SN

180
SLLTAQATSN

240
PGPHEQL.T.HH

300
NMIMTVIYTLL

380
PYTDAVLHER

420
EFNPDEFLDA

480
TLSLEPTVSG

pS2 pr a\pale literatunjojspe n u ]
program]T modsS
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10
MATTLTLTTLFLG

70
ERYGPVFTVH

130
EWEAARQETV

150
ALLFGREFDY

250
RATTRTLL.ER

310
TSATLOWAAT,

370
LPHVPRCTAR

430
EAFT.PFSAGE

490
AQATCAVPRP

Obr §Xe kP r istnuBturaC?Y P 2 W1 .
oznal eny

20
LLGIWGLLCA

80
LGRORTVVLT

140
RATHSLGVGR

200
EDPVEVSLLG

260
RRPHVCPGDP

320
IMERHPTIVQG

380
DTQLGEFLLP

440
EVCVGERLAR

| erven

30
CAQODEPSPARLR

S0
GFEAVEEATA

150
EBFVADETIT.QFE

210
LIDEVMVLILG

270
VCEYVDALTQ

330
EVOEELDRVL

390
RGTEVIPLLT

450
TELFLLFAGL

N a

podl e

40
WPPGPRELPL

100
GPGUELADRE

10
LECTLSGQLDG

220
SPCLOLENVY

280
QGOGDDPEGL

340
GPGRTPRLED

400
SVLLDETOWG

4g0
LORYRLLPEFE

50
VGNLHLLELS

110
PTATFQLIQR

170
YRGRPFPLAT

230
PWLGALLQT.H

290
FAEANAVACT

350
QOAT,PYT SAV

410
TPGOFNPGHF

470

GVSPASLDTT

Zl i terat ur ytytosgkeyce’¥y br §ny
f CYP2Sk KQVRPTDLHSTTQTR(na N koneeptidubylp Si d § n

ami

no

skupina

1 CYP2Wilas TMRPRAQALC

Pomoc?
12a 13, pS2tomnost

vlag no st

1 CYP2Wh:

predi k| aZlkcduap8&pog/rraerhT viBy le XOobor z8i zceek
uspoS§gda(n@®belsS8tkaulb)d § am2 i g én |

bylma viyagiilt a

&0
QODRSTMET.S

120
GEGIFFSSGA

180
LCWAPSNITE

240
REVLERETIEEV

300
LDMVMAGTET

360
LHEVQRFITL

420
LDANGHFVER

480
PARAFTMEPE

Yeptidr parno® p Sriupogemupadie literatury® jsou

predi kln2ch program T modS$

k e

i 16 DL r. § zPeok vzgvepcahe a the/tl ryT vy br 8ny
1 CYP2Sbh: CPPDTLSLKPTVS

ke konjugaci na KLH)

CPGVSPASLDTTP

(na N

konec
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7,0

T T T
% accessible residues

=

[==]
T
1

Hodnoceni
h
n
|

50r 4

45+t |

4,0 I I 1 I I 1 I I 1

450 455 460 465 470 475 4380 485 490 485 500
Pozice

Ob r § Z2eRredikcep S 2 s dti ICpkonoeproteinuCYP2S182Vy br an§ sekvence pepti
i munogenu se nad/i®z8§ na pozici 466

T,D T T T T T T

T T T
% accessible residues

Hodnoceni
(4]
B
T

45+ |

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

Obr §Be k Pr edi k c eC korSepoteinuCYiP@N184Vy br an§ sekvence pept.i
i munogenu se nall®z8§ na pozici 460
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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
Obr 8ekPredi kce sekund®m nzhelig e r eskkifl uSrdyamgly ®2iSsptr;avi del
sekund8rn? st meltedmyznalng struktura. Vybrang8 sek
oznal ena modSe.
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
Obr 8§5ekPredi kce sekund®&hn=heltirxukk 0§ da iy BI2iWptr;avd d= |

sekund8rn®? st mektedmyznalng struktura. sek

oznal ena modSe.

Vybransg
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0,6

T T T
Hphob., » Helling % al

04 | ]

0,2 ]

s

Hodnoceni

0,2 ¢ .

04 | |

_‘l ,O 1 1 1 1 1 1 1 1 1
450 455 460 485 470 475 480 485 490 495 500
Pozice

Ob r § ¥6eRredikce antigenicityC konce proteinuCYP2S1#2Vy br ang§8 sekvence pepti
imunogenu se nal4®x 8§ na pozici 466

0.5

T T T
Hphob. « Helling & al

04 .

0,3 r 4

r

Hodnoceni
(o]
P
|

_0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1
440 44 450 455 460 465 470 475 480 485 490
Pozice

Ob r § ¥rePkedkce antigenicityC konce proteinnlCYP2W18 Vy br an8§8 sekvence pept.i
imunogenu se nal®z8§ na pozici 460
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Vybr an® amindékwseelcien cytochromT P45s6uspoluo pS

soznalen?2 pS2slugn® puTabulced. §t ky pSehl edni wu

Tabulkad:Vy br an ® asnndkyselinpa e pS2prazaytionumrogmphuP450 2S1
oznapsd®hug peptidu a | gy

Cytochrom P450 Vybran® p| Oznal en? Oznal en?
KQVRPTDLHSTTQTR CYP2Sla Sa
CYP2S1
CPPDTLSLKPTVS CYP2S1b Ss
TMRPRAQALC CYP2W1la Wa
CYP2W1
CPGVSPASLDTTP CYP2W1b Ws
42PS2prava imunogenu

Konjugace KLH a pevopuskupinugySaens t hi ol o

Vgechny syntetstzoevmin®g | meéppt idysteinem (C
CYP2Wi1b)b y | y d o b S ek ornoj zupguas! t 0A®NeapkRG4y 0UL5M NaCl; pH
7,2 . Po gomtéka peptidd vk o nj u g a | rs%omtokem uniject Maleimide
Activated Mariculture KLHv d e st i | o vsaen ®n evtovdolBi | y ajBHae@® s
dvouhodi nov &hol am?0am§ mr n2n jtuegpSitp eyt Haz,ni ki e rl

pougit pro imunizaci

Vazba peptidu na mkoadribfo dkioiviaindo vkoLuH konden z a

Nejprvebyl o nutn® bl okovat oamiorsd |TekKokKphkHiyly pr ¢
proveden, aby konjugace prob?2haCYP2Spamabyse p Se
zabr&nilo zes2Sovs&§n2 KLH, cog by vedlo ke
Rozpougt Domh!l KILHt ambyRPmm EespPDgnNn® a n8&sl edr
maleinanhydridu vdi ox anu neprovsg§zely g8dn® kompl
oproti0 , 15M NaCl byl mp8i pi avenanKmnH Psomisnn? cshksun
s2Sovac?2Bb6a | momdidff iakovan®h &t K& Hb A e o ahép&u ishec
d§8 vyvodit, ¢ge blokace amino skupin KLH pr
Peptid CYP2S1la byudhllielhicteanroor®pnu sptunfir uv a
modi fi kovarERB® & rozkokutpepsdu v hl i | it anov®m pufru
KLH-pgpt i d, kterT byl pougit pro imunizaci s
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4.3 Izolacepr ot i | 8t ek

Ze ¢gloutkT vajec sb2ranlTch pSed a po i mu
protiRoBtikzol aci protiviyftakensk| Sdapeaz? sgl
precipitwe pomog N,aChdyl zmhRSen obj em pr dotoindtrigky k o v ®
pSi 2s8Btlamarnvena konZeniSrea ®e ajoscertrara obTakgy

jsouuvedeny vlabulceb.
Tabulka5: Charakteristigi z ol ov argltetk prot il

IgY Objem [ml] Kon([:renrg/rr?]cl]e I9Y ObsahlIgY [mg]
K Sa 11,0 30,2 3322

Sa 36,0 53,1 1911,6

K Ss 18,5 26,8 495.8

Ss 21,0 42,8 898,8
K Wa 22,5 24,7 555,8

Wa 32,5 38,9 1264,3
KWs 13,5 20,2 2727

Ws 27,0 39,6 1069,2

44Speci fita h zporlootvialn8tce k

N§slednhD byla u izolovanilchpegrn dtiiclk§t erkoz:
damitgenZa t2mto %l elem byosat puod ekl@dy&0e3ELd SA
a900yml.Jako ant ipgS?ns paptjnithdvi§lzanT na dnon?2j amk
dest i tlelekcilgYKy | a Ko &4 ii-4 & e minlt 2akopjugova@ alkdlickdu
fosfatasou.be&Emepymiduko Si |j e ho/hS ekndn cjeanka aa e s
pHAO5 nm je pS2mo YumNDrng mnogst VP dkygaici f i
zn8zoma®HBn giBk
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ELISAIgY

31 * -
3 ug/ml
10 ug/ml
2. B3 30 ug/ml
3 90 ug/ml

Obr §B&kw NSen? pcbopm&,sV\akWBSpecificlgy rozpomatgy at an
ELI SA. Jako antigen byl pougit pS2s | ugspécifickoe pt i d.
kontroln2Vipsloedkgtkoau uvedeny se smBDrodatnou odch

U vgech i zol ovraomsltcohu cpr okt o nl c8etnetkr ascp Sil g4r0 5 f
nm(Obr8 z 48 , nezonal upe psmwmedcil f8itkky rozpogem8vaj?

45 Af i nputifik&ce IgY

Za W el em z2sk&8n?2 fsrpaekccief ilcgkYl cbhty | par gtriolv&tdesk
Ponav§z§nw npaepkdldonu pirig¥lspBapravekiumacmuno
pSesc ASi Pda ®d lplpddgy |kted sen e n a \n& peptid

N§sl edoval o uvol mhldm? izdal§apbelk gn RacEvRBSBMyohk u
j 2 m8rakee (1 ml), u kterTch byl a 280mBeFnakce mbisoPbgh
absorbano2jahNtgdykencentr acprSApp4od ev ynhifo dryd g
pr ThaXhiuni t n2 purif.i kace pomoc? ELI SA

Specifick8 frakce vpysokl &t @ WEA(gHzA1dE)w o | n |
domikrozkumavek 4M KHPQu proneutralizaci Pr ot oge po apl i kaci
byl stgle Igebyplwevatceéel miokr alsomEEAa adalt @3 mil «
podm2Bwyelky. tedy prSalpcavemec idivillcdiuEedDEA (Bmipat i | §
2. eluce DEA (5 ml)

Pr T b NDh paifikacalgvtbglé | e d o v 8 nELI®% Propd o avn §8) edhnot | i
frakc?2 protil 8tek 300ymhVizsvlod ceknya jksomw eqirt a faic
uvedeny se smDr Zda tanfal u Od?rdi®&22y lek opua.t Fen ®v g e c h
afinitn2anpurpiefpitkiadcod@wylcyh HBs pDgn &t ek
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IgY S,

4-
34
[Ty ]
g 2
14
0- i : .
A A Xy
.\\Q’ ) ) &
& & & e
o 04@ “oe S
& & @
& 1
R ¢
Q

Obr 8@k TEAPhnNni t n2prpouriSddSitékdyceanT melteadchou IELVIRSA r akce

nakoncentracBOGg/ml.Kontrol n2 1 gY = protil §tky z2skan® pSed
po imunizacine pur i fi kroav ao®r aeamhatnda gr af i 2frakcennezachycdny waekolonu | g Y
speptidem el uce NaCcCl = Bpobonk8plyouovoNmCh® 4. el uce L

z2skan® eluc?2 pomoc2 DEA; 2. @nl8usclee daHdA g meepteuc iDfEIAC k

IgY Sg

Obr 8200k TbNh afinitn? gplueddvaak em@realthiolt §E RS B.r ak c e

na koncentrac0Qg/m.Kont rol n2 1 gY = protil 8t ky z2skankp pSed
po imunizaci nepuri fikovan® af ifrakce mezachycéna oankalona g r a f
speptidem el uce NacCcCl = BEobobnly8plyoa¥volNalCh® 2. el uce TC
z2skan® eluc?2 pomoc? DPEApr @t i ®B8usklge dbUE #kca?n sepl eucci 2f ipco |
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IgY W,

Obr 822k ThNh afinitn2 sl reidfoiviaad e m@teadichiolu 8l & kvy®S W .r akce
na koncentracB0Og/ml.Kontr ol n2 | gV proitzd8&tT kynepskami®k pHekly

po i munizaci nepuri fikovan® af ifrakce m2zachycéna oankalona g r a f
speptidem el uce NacCcCl = gpobobhly8plyoaoa¥¢oNmlCh® 4. el uce LC
z2skah®pemac2 DEA; 2. el uce D®MNAS s=l esdhwejc?i cf2i cekl®u cp?r opt a |

Obr 822k TbhNh afinitn?2 gshridbivikade matealthiolt 8§ & kvySW.r ak c e

na koncentrac0Qy/ml.Kontrdd n2 | gY = protil 8tky z2skan® pSed i mu
po imuni zaci nepuri fikovan® af ifrakce mzachycéna nankalona g r a f
speptidem el uce NacCcCl = BEobbhnly8plymouovoINmICEPeri fietcki®ep D

z2skan® eluc?2 pomoc2 DEA; 2. @nl8usclee dDugA c=2 sepleucci?f ipcoki
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