Chem. Listy 96, 198 — 201 (2002)

Laboratorni piistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

ENZYMOVA IMUNOANALYZA NEKTERYCH
HORKYCH PEPTIDU Z KASEINU

MICHAELA VITKOVA? LADISLAV FUKAL?
GARY BRETT" a PAVEL RAUCH*

“Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd Skola chemicko-
-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, bInstitute of Food
Research, Colney Lane, NR4 7UA Norwich, United Kingdom
e-mail: Ladislav. Fukal @vscht.cz

Doslo dne 9.1.2002

Klicova slova: horké peptidy, enzymova imunoanalyza, ka-
sein, zrdni syri

Uvod

Dtlezitym procesem béhem zrdni syrt je proteolytické
Stépeni molekul kaseinti i jejich fragment zpGsobujici zménu
textury kaseinové hmoty za vzniku senzoricky vyznamnych
latek, které ddvaji jednotlivym typtim syrt charakteristickou
chut a viini'; vedle nich viak mohou vznikat i nezddouci hotké
peptidy?. Rezidudlni mnozstvi proteolytickych enzymd, kterd
se podileji na téchto pochodech, mohou pfedstavovat v syrar-
ské technologii priddavand syfidla, proteolyticky systém piida-
vanych startovacich mléénych bakteridlnich kultur i pfirozené
kontaminujicich mlé¢nych bakterif a také endogenni protei-
nasy mléka. Priibéh a produkty proteolyzy jsou ovliviiovdny
nejenom koncentraci a specifitou ptisobicich enzymi, ale také
fyzikdlné-chemickymi podminkami pfi technologii (pH, kon-
centrace soli, obsah vody, teplota)3. Jako prvni je v kaseinové
micele atakovdna syfidlovymi proteasami molekula k-kasei-
nu, kterd je na povrchu micely. Odstépenim makropeptidu je
k-kasein konvertovdn na tzv. para-k-kasein, coz destabilizuje
kaseinové micely do té miry, Ze agreguji a vypadavaji z rozto-
ku v podobé srazeniny. Béhem dalsi technologie pak dochdzi
k proteolyze o -kaseinu, o,-kaseinu i B-kaseinu, zatimco
para-K-kasein je jiz k ucinku proteas odolny. Nejprve jsou
uvolnovany velké, ve vodé nerozpustné peptidy, které jsou
postupné tépeny na mensi*. Bylo zji§téno, ze hotké kaseinové
peptidy maji primérnou hydrofobicitu vztazenou na jednu
aminokyselinu vy3§i nez 5860 J.mol™!, zatimco fragment
s hodnotou této veli¢iny niz$i nez 5440 J.mol ™" hoiké nejsou’.
Pro piipadna technologickd opatfeni proti hoiké chuti syrt je
nezbytné posouzeni, zda se vznikajici hotky peptid v syru
akumuluje, nebo zda je ddle hydrolyzovdn na nehorké frag-
menty. Pfi studiu peptidi odstépovanych béhem zrani syrt je
extrakt obvykle frakcionovdn podle rozpustnosti nebo veli-
kosti molekuly, pomoci HPLC na reverzni fdzi jsou separo-
vany jednotlivé peptidy, které jsou findlné identifikovdny
Edmanovym odbouravanim nebo hmotnostni spektrometrii*®.
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Pokud jsou predmétem separace hoiké peptidy, je intenzita
horké chuti jednotlivych frakci porovndvdna s chuti standard-
nich roztokd chininu nebo kofeinu. Tento analyticky postup
je vSak pro provozni kontrolu velice ndkladny a zdlouhavy. Za
urcitych okolnosti by mohly byt vhodnym ndstrojem ke sle-
dovani konkrétniho peptidu z molekuly kaseinu imunoche-
mické metody.

Pomoci imunostanoveni makropeptidu uvoliiovaného
z K-kaseinu proteasami psychrotrofnich bakterii byla prediko-
vana trvanlivost mléka pii skladovani’. Enzymovou imuno-
analyzou sledované koncentrace odstépeného fosfopeptidu (f1-28)
z B-kaseinu pii zrani syra umoznily hodnotit jeho stafi®. Se-
nocq a spol.? pouzili protildtky proti péti peptidim z molekuly
B-kaseinu k monitorovani proteolyzy tohoto proteinu plas-
minem a chymosinem.

V této prdci jsme pfipravili protildtky proti péti diive
identifikovanym hotkym peptidiim, které ﬂ'sou odstépovany
z o, -kaseinu a B-kaseinu béhem zrdni syrii 011 Se ziskanymi
protildtkami byly sestaveny a charakterizovany postupy enzy-
mové imunoanalyzy (ELISA) ke stanoveni jednotlivych pep-
tidd.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Hovézi sérovy albumin (BSA), o-fenylendiamin a Tween
20 byly ziskdny od Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA,; Zelatina byla od firmy Fluka AG, SRN; konjugat pero-
xidasy s ,,druhymi‘ protildtkami (prase¢imi imunoglobuliny
proti krali¢im imunoglobuliniim) byl ziskdn od Sevapharmy,
Praha (v katalogu oznacovédn jako SwAR/Px; koncentrace
imunoglobulini 8,1 mg.cm ™, moldrni pomér peroxidasa/imu-
noglobulin byl 1,15). Polystyrenové mikrotitra¢ni desticky
8%12 jamek Costar 9018 byly dodédny firmou Corning Costar,
USA.

Pufrové roztoky

Tti nejCastéji pouzivané pufry pfi enzymové imunoana-

lyze byly znaCeny ndsledujicimi zkratkami:

PBS (,,phosphate buffered saline*) — fosfdtovy pufr 0,01
mol.I"!, pH 7,4, obsahujici 0,8% NaCl,

PBS-Tw — promyvaci pufr, PBS obsahujici 0,05% Tween
20,

PBS-Tw (s 1% zelatinou) — fedici pufr pro vSechny imuno-
reaktanty.

Peptidy

Bylo syntetizovéno celkem 5 peptidt. Ctyfi tiseky z mole-
kuly o -kaseinu: "“EVLN'? (oznaceni GB29), '"NENLL?'
(GB30), 2APFPQVF¥ (GB31), APFPQVFG?** (GB34) a je-
den usek z B-kaseinu: SIPEPGPIPNS® (GB33). Syntéza byla
provedena na automatickém syntetizdtoru peptidi Novasyn



Chem. Listy 96, 198 — 201 (2002)

Crystal (Calbiochem-Novabiochem, V. Britanie). Cistota pfi-
pravenych peptid@ (>95 %) byla kontrolovdna pomoci HPLC
na reverzni fdzi s pouZitim ndpIné kolon C o velikosti ¢dstic
5 um (Phenomenex, V. Britdnie), eluce gradientem acetonitril/
voda. Identita peptidd byla kontrolovdna hmotnostni spektro-
metrii. ProtoZze molekulovd hmotnost v§ech uvedenych pep-
tidd je natolik nizkd, Ze nemohou ve volné podobé provokovat
tvorbu protildtek, byly pro potieby imunizace syntetizovany
imunogenni konjugdty peptidti s BSA. Pro tyto tcely byla na
volnou aminoskupinu peptidu zavedena sulfhydrylova skupi-
na pomoci 2-iminothiolan hydrochloridu (tzv. Trautovo ¢inid-
lo). Takto modifikovany peptid spontdnné konjuguje s BSA,
ktery byl aktivovdn pomoci sukcinimidyl 4-(N-maleinimi-
domethyl) cyklohexan-1-karboxyldtu'? Tyto konjugity byly
pouzity nejen jako imunogeny k imunizaci, ale také pri vlast-
nim imunochemickém stanoveni jako molekuly obsahujici
epitopy, se kterymi interaguji ptipravené protildtky. V systé-
mu ELISA byly konjugdaty imobilizovany na pevnou fazi.

Protildatky

Polyklondlni antiséra proti kazdému z péti syntetizova-
nych peptidd byla pfipravena imunizaci krdlikti postupem de-
tailn& popsanym dfive'®. Jako imunogeny byly pouZity konju-
gdty peptidd s BSA. Imunoglobulinova frakce kazdého antisé-
ra byla izolovdna a purifikovdna afinitni interakci s Proteinem
A pomoci komer¢nich kolonek Prosep A (Sigma Chemical
Company, USA), mrazové sublimovdna, a dale uchovdvdna
pii —18 °C. Pro experimenty byl zdkladni roztok protilatky
o fedéni 1:100 pfipravovan rozpousténim 1 mg sublimdtu v
10 ml PBS.

Enzymovd imunoanalyza

Byla pouzita kompetitivni nepfima enzymova imunoana-
lyza (ELISA) se separaci vdzanych a volnych imunoreaktanti
prostfednictvim zakotveni na pevnou fdzi. Nejprve byl na
stény jamek mikrotitracnich desti¢ek zakotven prostou sorpci
prislusny protein (konjugdt peptidu s BSA nebo kasein) —
zasobni roztok proteinu byl vhodné nafedén karbonat—bikar-
bonatovym pufrem (0,05 mol.1"\, pH 9,6) a pipetovan do jamek
v mnozstvi 200 pl; po inkubaci 18 hodin pfi 4 °C byl roztok
proteinu vylit a jamky ctyfikrdat promyty 200 pl PBS-Tw.
Vlastni kompetitivni imunochemickd interakce byla zahdjena
pipetovanim 50 p roztoku peptidu (¢i jiné testované latky)
v PBS-Tw (s 1% zelatinou) a 50 pl vhodné natfedéné antipep-
tidové protilatky v PBS-Tw (s 1% Zelatinou). Reakéni roztoky
byly inkubovany 1 hodinu pfi 37 °C za mirného tfepdni. Poté
byly jamky ctyfikrat promyty 200 ul PBS-Tw. Kvantifikace
antipeptidové protildtky, kterd byla zprostfedkované imuno-
chemickou reakci zakotvena na stény jamek, byla ucinéna
pomoci tzv. druhé protildtky znac¢ené peroxidasou. Do jamek
bylo pipetovdno 100 pl konjugatu SwAR/Px fedéného 1:2000
v PBS-Tw (s 1% zelatinou). Po inkubaci 1 hodinu pti 37 °C
byl nenavazany konjugdt odstranén ¢tyfmi promyvy 200 pl
PBS-Tw. Dile bylo do jamek pipetovdano 100 ul roztoku
peroxidasového substratu a chromogenni latky (0,03% H,O,
v citrdtovém pufru 0,1 mol.I™!, pH 5.0, s 0,05% o-fenylen-
diaminem). Enzymova reakce byla po 15 minutdch inkubace
pii 37 °C zastavena pifdavkem 50 pl H,SO, (2 mol.1™). Ab-
sorbance reakéni smési byla méfena v jamkdch mikrotitracni
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desticky na pfistroji Multiscan MCC/340 (Labsystems, Fin-
sko).

Vyhodnoceni vysledkt

Sigmoidni kalibra¢ni kfivky byly proklddany pocitaco-
vym programem Microsoft Excel pomoci Ctyfparametrové
regresni funkce

D-C

A=Cr 1+exp(—2><((x+[3><x))

(1)

kde A je absorbance pfi 492 nm, C je dolni asymptota kiivky,
D je horni asymptota, o. charakterizuje posun linedrni ¢dsti
sigmoidni kfivky v systému soufadnic, B charakterizuje sklon
linedrni ¢asti sigmoidni kiivky, x je dekadicky logaritmus
koncentrace antigenu (log ¢).

Detekéni limit byl pocitdn jako koncentrace cgq, 0dpo-
vidajici hodnoté absorbance, jez predstavuje 80 % z rozmez{
D — C (oznaceno jako Ag,,) podle rovnice

(D=4
(Aso% - C)
-2
p

-

log (cgpq) = (2)

kde Agy;, = C+ 0,8 (D-C)

Podobné mtize byt vyjadien dalsi charakteristicky para-
metr kalibracni kfivky csy, pomoci Ayy,. A pomoci stejné
rovnice (2) 1ze vypocitat koncentraci analytu v analyzovaném
vzorku ze zméfené hodnoty absorbance.

Vysledky a diskuse

Bylo syntetizovdno pét peptidd, které jsou odstépovany
z o -kaseinu a B-kaseinu béhem zrdni syrd, a proti nim byly
pfipraveny polyklondlni protilatky. Se ziskanymi protildtkami
byly sestaveny a charakterizovdny postupy enzymové imu-
noanalyzy (ELISA) ke stanoveni jednotlivych peptidi.

Metoda kompetitivni nepfimé ELISA pouziva obecné
platné usporddani analytické procedury. Nejprve je standard
antigenu imobilizovan na stény jamek na mikrotitra¢nich des-
tickach, potom je do jamek napipetovdna protildtka proti
stanovovanému analytu (tzv. ,,prvni* protildtka) a analyzova-
ny vzorek s analytem (nebo roztok standardu analytu). Po
ustaveni rovnovdhy a vymyti vSech reakcnich slozek nefixo-
vanych na sténu jamky je pfidan pfebytek konjugdtu enzymu
stzv. ,,druhou* protildtkou (protildtka proti ,,prvni* protilatce).
Findlné kvantifikovand aktivita enzymu, ktery je zprostiedko-
vané fixovdn na jamku desticky, je pak pfimo imérnd mnoz-
stvi ,,druhé®, a tim i ,,prvni* protildtky fixované na jamku,
a tudiz nepfimo imérnd koncentraci analytu ve vzorku. Citli-
vost a specifitu popsané procedury ovliviluje kombinace celé
fady faktord, jako jsou napf. sorp¢ni vlastnosti desticek, kon-
centrace standardu antigenu v potahovacim roztoku, afinita
a specifita ,,prvni* protilatky a jeji koncentrace v systému.

Pro kazdy ze sledovanych péti peptida byly nejprve zjisté-
ny hodnoty vhodnych koncentraci antigenu v roztoku pro imo-
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Tabulka I

Charakteristika kalibra¢nich kiivek ELISA s protilatkami proti peptidim

Laboratorni piistroje a postupy

Peptid Redéni Létka imobilizovand Detekéni limit [pg.cm™]
protilatky na pevnou fizi Cso9 C0%
v ELISA (koncentrace® [mg.cm’3])
GB29 1:200 BSA-GB29 (2) NDP ND®
GB30 1:500 BSA-GB30 (2) NDP NDP
GB31 1:1000 BSA-GB31 (2) 13,5 4,1
GB34 1:4000 BSA-GB34 (2) 9,7 2,5
GB33 1:1000 BSA-GB33 (2) 14,4 4.6
GB29 1:1000 o-kasein ) 6,9 2,1
GB30 1:1000 o-kasein %) 6,6 1,1
GB31 1:500 a-kasein (10) 11,4 2,6
GB33 1:500 B-kasein (10) 7,6 2,8

 Koncentrace v roztoku pro imobilizaci, ® nebylo mozné sestrojit kalibra¢ni kiivku pro stanoveni peptidu (peptid v roztoku
neinhiboval interakci protilatky s ldtkou imobilizovanou na pevnou fazi)

1,0 o —_ .
AlA,
0.5
0.0
3 5 7 9

log c, pg.cm_3

Obr. 1. Kalibraé¢ni k¥ivky pro rizné kompetitory v systému ELI-
SA s imobilizovanym konjugatem BSA-GB34 a s protilatkami
proti tomuto konjugatu: € peptid GB34, [0 BSA, ® o-kasein, B
konjugat BSA-GB34

bilizaci ve spojitosti s konkrétni koncentraci piislusné proti-
latky. Aplikovany experiment predstavoval proceduru prezen-
tované metody ELISA bez priddvani roztoku analytu do kom-
petice. Jednotlivé fadky a sloupce jamek na destickdch se liSily
koncentraci antigenu v roztoku pro imobilizaci a koncentrac{
,»prvni* protildtky. Naméfené hodnoty absorbanci odpovidaji
parametru D v rovnici (/) (horni asymptota kalibra¢n{ kfivky).
Vhodné pro dalsi experimenty ELISA jsou takové dvojice
hodnot koncentraci uvedenych imunoreagencif, pfi kterych je
dosazeno absorbance v rozpéti hodnot 0,8 az 1,5.

V experimentech, kdy byl na stény jamek imobilizovan
konjugat prislusného peptidu s BSA, se podafilo sestrojit
kalibracni ktivky pouze pro peptidy GB31, GB34 a GB33.
Tabulka I sumarizuje dilezité parametry téchto kalibra¢nich
ktivek. Pro koncentrace uvedenych peptida blizkych hodnoté
C50q, byla hodnota relativni smérodatné odchylky mensi nez
12 % (pro deset stanoveni v rdmci jedné desticky) a mensi nez
9 % (pro stanoveni na Ctyfech destickdch). Priklady krivek

200

2,0

1,5

0,5

0,0

4 6 8
log c, pg.cm_3

Obr. 2. Kalibra¢ni krivky v systému ELISA s imobilizovanym
kaseinem a s protilatkami proti prislusSnému konjugatu BSA-pep-
tid: ® GB29, ¢ GB30, O GB31, ® GB33

ziskanych v tomto systému s protildtkami proti GB34 jsou
uvedeny na obr. 1. Pro vSechny tfi zminéné peptidy lze shr-
nout, Ze interakci protildtky s konjugitem BSA-peptid fixo-
vanym na pevnou fazi viibec neinhibuje BSA, do zna¢né miry
ji inhibuje kasein, ze kterého peptid pochdzi, mnohem vice
vSak prislusny peptid a jeho konjugdt s BSA. Zbyvajici dva
peptidy (GB29 a GB30) ani ve vysokych koncentracich ne-
zpUsobily vyznamné sniZeni hodnoty absorbance dosahované
v systému s nulovou koncentraci peptidu v roztoku. To vypo-
vidd o tom, Ze schopnost interagovat s protilitkou ma kon-
jugadt, ale ne samotny peptid. MiiZe to byt zplisobeno tim, Ze
se jednd o pomérné kréatké peptidy (tetrapeptid a pentapeptid).
Dosavadni prdce o imunochemickém stanoveni kaseinovych
peptidi se zabyvaji strukturami s 10-20 aminokyselinovymi
Zbytky14"5.

Bylo zjisténo, Ze a-kasein interaguje s protilatkami proti
GB29, GB30, GB31 a GB34 a Ze B-kasein interaguje s pro-
tilatkami proti GB33. Této skutecnosti jsme vyuzili pro sesta-
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veni ELISA, pii kterych je na stény jamek imobilizovan ka-
sein, jehoZ soucdsti je sekvence sledovaného peptidu. Ve vSech
pripadech bylo mozno sestrojit kalibra¢ni kiivky (obr. 2). Pro
koncentrace analytti blizkych ¢, byla hodnota relativni smé-
rodatné odchylky mensinez 15 % (pro stanoveni v rdmci jedné
desticky) a mensi nez 11 % (pro stanoveni na tfech destic-
kéch). Z diivodu interakce kaseind s protildtkami proti pepti-
ddm musi byt pfed imunochemickym stanovenim téchto pep-
tidd v extraktech syrd pfedem odstranény proteiny a vyso-
komolekuldrn{ peptidy.

Zavér

Za pouziti polyklondlnich protildtek proti peptidiim byly
vypracovany a charakterizovany analytické postupy kompeti-
tivni nepfimé enzymové imunoanalyzy. Detek¢n{ ]imit%/ pro
jednotlivé peptidy se pohybovaly v rozmezi 1-5 plg.cm™. Pro
koncentrace ve stiedu kalibracni kiivky byly stanoveny hod-
noty relativnich smérodatnych odchylek mensi nez 15 %.
Pomoci vyse prezentovanych imunochemickych postupti bu-
de sledovdna tvorba hotkych peptidi béhem zrani syrd s cilem
zjistit podminky, pfi kterych k jejich tvorbé (resp. kumulaci)
nedochdzi.

Prdce byla financné podporovina GA CR, je soucdsti

projektu GA CR 525/99/1507.
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M. Vitkova?, L. Fukal?, G. Brett”, and P. Rauch? (“De-
partment of Biochemistry and Microbiology, Institute of Che-
mical Technology, Prague, Institute of Food Research, Nor-
wich, UK): Enzyme Immunoassay of Bitter Peptides from
Caseins

Five peptides have been targeted to be synthesised which are
correlated to bitter flavour of cheeses. Four are from o ,-casein
(“EVLN"", "NENLL?', APFPQVF>, and *’APFPQVFG™)
and the fifth from B-casein (*'PFPGPIPNS®). Using rabbit
polyclonal antibodies raised against conjugates of these pep-
tides with bovine serum albumine, competitive indirect ELI-
SA methods for determination of peptides have been construc-
ted and characterised. The detection limits for individual pep-
tides are in the range 1-5 pig.cm™. For concentrations in the
centre of standard sigmoid curves, values of relative standard
deviation were estimated to be less than 15 %.



