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Pouzité metody stanovenia Peroxizomicinu A,
ArgalaSova, K., Lux, A., Bovanova, L., Mikus, M., Brandsteterova, E., Pinieyro, A. L.

Katedra fyziologie rastlin, Universita Komenského, Mlynska dolina B-2,136, Bratislava
tel: (0421)07/79 66 47, e-mail: argalasova@fns.uniba.sk

Ciel'om prace bolo stanovit’ a porovnat’ pritomnost’ Peroxizomicinu A v rastlinnom druhu
Karwinskia humboldtiana (Cel. Rhamnaceae). Peroxizomicin A (3,3"-dimetyl-3,3",8,87,9,9'-
hexahydroxy-3,3’,4,4 -tetrahydro-(7,10")-biantracen-1,1"- (2H,2'H )-dion), na zéklade molekulove;
hmotnosti oznacovany aj ako T-514 je charakteristicky selektivnou in vitro toxicitou na zivo¢isnych
tumoralnych bunkach (PINEYRO 1994).

Na stanovenie Peroxizomicinu A boli pouZité dve chemické metody:

a) metoda TLC
b) metoda HPLC

a) V pripade stanovenia Peroxizomicinu A metodou TLC, Peroxizomicin A bol chloroformom
(10 ml/g ¢.h.) extrahovany z Cerstvého, odvazeného rastlinného materialu Karwinskia humboldtiana
ziskaného z podmienok in vivo a vysuSeny pod znizeny tlakom. VysuSeny chloroformovy extrakt bol
rozpusteny v 1 ml chloroformu a nanasany na TLC platne 8 x 10 cm ( SILICA GEL 60F-254 Division
of EM Industries 0623 RGTH ), ktoré boli vyvijané v zmesi benzén - aceton (2 : 1). Pritomnost’
Peroxizomicinu A na platni bola sledovana pomocou UV svetla a porovnavana so Standardom ziskanym
z laboratoria Dr. Waksmanovej z Mexika. Silica gel bol zoSkrabany z podlozky a niekol’kokrat
opakovane extrahovany v chloroforme, vysuseny vo vakuu a rozpusteny opét’ v 1 ml chloroformu.
Cistota ziskanej frakcie bohatej na Peroxizomicin A | bola sledovana opakovanou kochromatografiou
jednotlivych vzoriek so Standardom (Peroxizomicin A ). Kvantifikacia Peroxizomicinu A, bola
uskuto¢nena spektrofotometricky (spektrofotometer: SPEKOL - K - 20). Zasobny roztok
Peroxizomicinu A, (680 mg . 10 ml' chloroformu) bol rozriedeny na nasledujuce koncentracie: 0,68;
2,04;3.4;6,8;10,2; 20,4 (mg . ml") a spektrofotometrom boli zaznamenané hodnoty absorbancie
jednotlivych koncentrécii pri vinovej dizke 425 nm. Z nameranych hodnot absorbancie bola vytvorena
kalibracna krivka s typickou linearnou funkciou:

x [mg] = ABS -0.0038
0,039

aregresnym koeficientom 0,9985.
Frakcie bohaté na Peroxizomicin A izolované pomocou TLC z chloroformovych extraktov boli
zriedené 5, 25, 125 alebo 725 x a spektrofotometricky boli zmerané hodnoty absorbancie pri vinovej
dizke 425 nm.

b) V pripade stanovenia Peroxizomicinu A HPLC metodou, Peroxizomicin A bol etylesterom
kyseliny octovej (10 ml/g ¢.h.) extrahovany z ¢erstvého, odvazeného rastlinného materialu Karwinskia
humboldtiana ziskaného z podmienok iz vivo a vysusSeny pod znizeny tlakom. VysusSeny extrakt bol
rozpusteny v 1 ml metanolu a stanoveny HPLC metodou na kolone Waters C , (150 x 3,9 mm, 4mm)
s mobilnou fazou metanol - timivy roztok Mcllvaine v pomere 60 : 40 pri pH 4 s prietokom mobilnej
fazy 0,7 ml/min za laboratornej teploty 23°C. Davkovany objem bol 20 ml. Detekcia bola uréena pri
vlnovej dizke 269 nm.

Porovnanim oboch pouzitych metod stanovenia Peroxizomicinu A, sa metoda TLC javi financne;
vhodnejsia, ale pri kvantifikacii uvedenej latky je nutné uprednostnit’ metodu presnejSiu a t€innejsiu
metodu HPLC.
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Dalia Gast vyskumu bude zamerana na stanovenie Peroxizomicinu A | z raslinnych druhov
Karwinskia humboldtiana a Karwinskia parvifolia, ktoré sa z hl'adiska percentualneho podielu a chemicke;j
dostupnosti prave Peroxizomicinu A javia najzaujimavejSie (WAKSMAN a kol. 1990).
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Extrakce, ¢iSténi a stanoveni cytokinint

Balla. J., Klems, M., Blazkova, J., Prochazka, S.

Ustav botaniky a fyziologie rostlin, AF MZLU Brno, Zemé&d&lska 1, 613 00 Brno
tel: 05/45 13 30 23, e-mail: maci(@dahlia.vszbr.cz

Abstrakt

Vyznamnou skupinou rostlinnych hormonti jsou cytokininy. Cytokininy stimuluji déleni bunék a
na irovni integrity rostliny podporuji napft. vétveni. Tvoti velmi pocetnou skupinu fytohormonti chemicky
odvozenych od adeninu. Nejcasteji se cytokininy v rostlinach vyskytuji jako volné baze, ribosidy, ribotidy
a glukosidy a to ve velmi malych mnozstvich, v ng/g cerstvé hmotnosti rostlinného materialu.

Vzhledem k jejich malému mnozstvi v pletivech a snadné oxidaci izoprenoidnich cytokininti jsou
extrahovany organickymi rozpoustédly s antioxidantem. Purifikace probiha v nékolika krocich. Nejprve
jsou odstranény lipidy a lipofilni barviva (chlorofyl) pfi centrifugaci homogenatu v Bieleskiho fixazi
(metanol : chloroform : kyselina mravenci: voda=12:5: 1 : 2). Doplnénim extraktu o polovinu objemu
vodou dosdhneme pfi centrifugaci oddéleni supernatantu (vodny metanol s kyselinou mravenci) od
chloroformu (chlorofyl, tuky atd.), ve kterém neni zadna ztrata cytokininti (zjisténo pomoci radioaktivniho
standardu).

—— vodny metanol s cytokininy

sediment
v: chloroform
Vodny metanol je pak odpafen na rotacni vakuové odparce do sucha. Pro ptipadnou potiebu
Stépeni ribotidl kyselou fosfatazou jsou vyfoukany zbytky kyseliny mravenci v digestoti. Dalsi purifikace

probiha v acetatamonném pufru na kolonach iontoménicui. Na kolon¢ P-celuldzy dochazi k pozitivni
sorpci cytokinint, z této kolony jsou pak eluovany hydroxidem amonnym. Na DEAE-celuldze jsou

vvvvv

cytokininy jsou zachyceny na kolonce hydrofobniho C18 materialu (Sep-pak). Eluovany jsou ze C18
kolon metanolem. (MACHACKOVA et al. 1983).

Po separaci cytokininli pomoci HPLC na baze a ribosidy zeatinu, izopentenyladeninu a
benzyladeninu nasleduje kvantitativni stanoveni jednotlivych cytokinini ELISA testem (STRNAD etal.
1992) jehoz citlivost je v pmol. Principem ELISA stanoveni je kompetice cytokininu z rostlinného
extraktu a cytokininu znaceného enzymem (alkalicka fosfataza) ve vazbé na specifickou protilatku.
Substratem slouzicim k vlastnimu stanoveni fosfatazy je pak p-nitrofenylfosfat a absorbance se odecita
pti 405 nm na readru Uniscan.

Test se provadi v jamkach mikrotitra¢nich desti¢ek. Postup za¢ina navazanim protilatek na stény
jamek. Po inkubaci se prebytecné protilatky vymyji a pipetuje se standartni cytokinin a cytokinin izolovany
z rostlinného extraktu. Po navazani cytokininu se desticka opét promyje a ptidava se cytokinin
konjugovany s alkalickou fosfatazou. Ptid4 se konstantni mnozstvi substratu. Po kratkodob¢ inkubaci
(15 - 60 minut) je enzymaticka reakce zastavena hydroxidem sodnym. Po méfeni absorbance a sestaveni
kalibra¢ni kiivky se odecita pfesné mnozstvi cytokininii ve vzorcich.
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Cisteni cytokininti za¢ind pripravou materialu a homogenizaci vzorkd prvni den, dalsi den probiha
vlastni purifikace, nasledujici den separace precisténych extrakti na HPLC, dalsi den nasleduje piiprava
materialu na ELISA stanoveni a posledni den vlastni ELISA.

Ke zjisténi ztrat cytokinini béhem ¢isténi extraktli je vhodné pridat do extraktt radioaktivni
standart o znamé aktivité ihned po homogenizaci vzorkl. Vytézek se zjistuje po poslednim odpareni
vzorku do sucha (pred nastiikem na HPLC).

K nezbytnému laboratornimu vybaveni patii centrifuga, rotatni vakuova odparka, peristalticka

pumpa nebo separator Dorcus, HPLC, zafizeni pro méteni radioaktivity, ¢tecka pro ELISA-test, uvedené
chemikalie.

17



Methods in Plant Sciences

Metody subcelularnej frakcionacie a ich vyuzitie pri Studiu
vnutrobunecnej kompartmentalizacie cytokininovych metabolitov a
lokalizacie B-glukozidazy Zm-p60

Benkova. E.

Biofyzikalny tstav AVCR, Kralovopolska 135, Brno
tel: 05/41517184, fax: 05/41211293, e-mail: benkova@ibp.cz

Metabolicke deje, ktoré sa v bunke odohravaji, maju nielen svoj ¢asovy, ale aj priestorovz priebeh.
Vnutorna Strukturalizacia je pre bunku zaroven urcitou kompartmentalizaciou funkcii. Hlavné fyziologicke
procesy sa odohravaju v $pecializovanych bunec¢nych organelach (s chloroplastami spojena fotosyntéza,
respiracia typicka pre mitochondrie, proteosyntéza na ribozomoch, geneticka kniznica v jadre). Pre
takéto funk¢né ¢lenenie bunky je dolezita vzajomna komunikéacia medzi bune¢nymi kompartmentami,
prenos latok a signalov. Priestorova kompartmentalizacia tak moze byt’ vyznamnym prvkom riadiaceho
mechanizmu bunky.

Jednym z metodickych pristupov k Studiu priestorovej kompartmentalizcie latok a metabolickych
procesov v bunke je subcelularna frakcionacia; separacia bunecnych organel a izolacia Cistych,
morfolologicky a fyziologicky intaktnych Struktur bez kontaminécie inymi bune&nymi partikulami. Setrna
aucinnd homogenizacia materialu je predpokladom uspesnej separacie neporusenych organel. Vyber
sposobu homogenizacie zavisi na charaktere vychodzieho pletiva, vlastnostiach izolovanej bunecne;
organely a Studijnych ciel'och, na ktoré ma byt pouzitd. Mechanické spdsoby homogenizacie materialu
(rozotrenim s pieskom v trecej miske, krajanim a mixovanim materialu, sonikaciou) st pristupy
invazivnejSie, vyZadujuce si va¢Sie mnozstvo vychodzieho materialu s mensim vyt'azkom. Ich vyhoda je
vSak v rychlosti, s ktorou je mozné organely izolovat’ a vyhnut’ sa tak rozsiahlej$im metabolickym
zmenam, s ktorymi je spojena 10-15 hodinova kultivacia pletiv v enzymatickych roztokoch. Uvol'nenie
buniek enzymatickym natravenim a ich nasledné rozbitie osmotickym Sokom je jeden z najSetrnejSich
pristupov, ktorym mozno ziskat’ organely s vysokou intaktnost'ou a ¢istotou. V tomto pripade je ale
nutné pocitat’s metabolickymi zmenami, ku ktorym dochadza pocas dlhodobe;j kultivacie v traviacom
médiu. Rozbitim buniek sa dostavaju organely do priameho kontaktu s toxickymi latkami, ktoré sa
uvoliiuju z detoxifikacnych oddielov bunky. Homogenizacné médium preto musi obsahovat’ latky,
ktor¢ ich chrania proti fenolom, chindnom, oxidazam t'azkych kovov a zabraiuju povrchovej denaturacii.
Separacia organelarnej frakcie zhomogenizovaného materialu moze byt prevedena - centrifugaciou,
elektroforeticky, fazovou separaciou, Specifickou adsorpciou. Vyber adekvatnej metddy je nutné
posudzovat’ vzh'adom k materialu a bunecnej partikule, ktora je izolovana.

Kritériom Cistoty izolovanej subcelularnej frakcie je aktivita markerovych enzymov viazana na
konkrétny typ bune¢nej organely (napr. cytochrom-c-reduktaza pre endoplazmatické retikulum,
cytochrom-c-oxidaza pre mitochondrie, katalaza pre mikrozomalne telieska, glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza pre chloroplasty, a-mannozidaza pre vakuoly, ¢i fruktozo-6-fosfat fosfotransferaza pre
cytoplazmu). Morfologicka a fyziologicka intaktnost’ je hodnotena mikroskopicky, alebo na zaklade
aktivity markerového enzymu.

Kazdy novy objekt, ktory sa stane predmetom subcelularnej frakcionacie si vyZaduje modifikaciu
a optimalizaciu protokolu na izol4ciu prislusnej bunecnej organely.

Pre tcely Studia subcelularnej kompartmentalizacie cytokininovych metabolitov a lokalizacie
B-glukozidazy Zm-p60, enzymu s vyznamnym postavenim v metabolizme cytokininov, bol
optimalizovany protokol na izolaciu chloroplastov Nicotiana tabacum SR1 z rastlin pestovanych in
vivo a protokol na izolaciu vakuol Nicotiana tabacum SR1 z rastlin pestovanych in vitro.

Pre izolaciu chloroplastov bolo listové pletivo homogenizované krajanim a mixovanim
vysokootackovym homogenizatorom v homogenizacnom pufry obsahujicom polyvinylpyrolidon, kyselinu
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1zoaskorbovi, EDTA a bovinny sérum-albumin (BSA), ako hlavné ochranné latky. Chloroplasty boli
purifikovang centrifugaciou na gradiente Percol. Intaktné chloroplasty sa koncentrovali na medzivrstve
40-80% Percolu. Ziskana bola chloroplastova frakcia s 98-99% intaktnost'ou, bez kontaminacie
cytozolom a mikrozomalnymi telieskami, s menej ako 2% kontaminaciou mitochondriami a 4-5%
kontaminaciou endoplazmatickym retikulom.

Mechanicka homogenizacia nie je pre izolaciu vakuol dostatocne Setrnd metoda. K ziskaniu intaktne;j
vakuolarnej frakcie boli preto najprv izolované protoplasty (podl'a modifikovanej metody Nagy a
Maliga, 1976). K uvol'neniu vakuol z protoplastov doslo po tepelno-osmotickom Soku a ich separacia
od ostatnych bune¢nych kompartmentov bola prevedena flotovanim. Intaktné vakuoly sa koncentrovali
na interfaze 5% roztoku Ficol a 0,6% betainu (Dombrowski J.E. atal., 1993). Uspesnost’ izolacie
vakuol z protoplastov mezofylu listov bola hodnotena ako zvySenie aktivity vakuolarneho markerového
enzymu a-mannozidazy vo vakuolarnej frakcii oproti jeho aktivite v protoplastoch. Izolovana vakuolarna
frakcia mala 4-5x vy$Siu aktivitu a-mannoziddzy v porovnani s protoplastami.

Literatara:

Nagy J.1., Maliga P, (1976), Zpflanzenphysiol 78: 453-455.

Dombrowski J.E.,Gomez L.,Chrispeels M.J., Raikhel N.T., (1993), Plant Molecular Biology Manual,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht.
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Patch-Clamp as a Tool in Plant Physiology

de Boer, A.H.

Vrije Universiteit, Faculty of Biology, Department of Genetics, Section Plant Physiology
De Boelelaan 1087, 1081 HV Amsterdam , The Netherlands

tel.: (31)204447162, fax: (31)20 4447155, e-mail: ahdeboer@bio.vu.nl

An important function of biological membranes is to create and maintain gradients in ion and solute
concentrations. Proteins embedded in the membranes control which ions/solutes are accumulated and
which are excluded. These transport proteins can be divided in three catogories: 1. Primary pumps
(using ATP, redox energy or light as energy source), 2. carriers (tranport coupled to the gradient of
another ion) and 3. Ton channels (tranport driven by electrochemical gradient). Tranport is important
for many aspects of plant growth and development: cell expansion, mineral nutrition, long distance
transport in phloem and xylem, cellular and whole-plant responses to environmental signals and in
hormonal signal transduction.

Electrophysiology is the study of transport carrying a net charge across membranes and the proteins
that are responsible for that. The patch-clamp technique is the highest-resolution method and since its
introduction by Neher and Sakmann in the early 1980s it has been applied succesfully to plants.

In this seminar an overview will be given of the transport proteins identified thus far. It will be
explained what the patch-clamp technique is and what kind of equipment is necessary to set-up a work
station. Then the isolation of cells suitable for patch-clamp measurements and the methods to make a
so-called 'giga-seal' will be discussed. After the seal has been formed, the experimenter must decide on
which configuration (e.g. whole cell, excised inside-out or outside-out patch) and which computer
protocol to use, depending on what the experimenter is interested in. Once the measurements have
been made, the data must be interpreted and presented in the right format. Examples of measurements
will be given and it will be explained how to 'read' the figures. In the end some 'new' methods which will
be indispensible in future patch-clamp studies will be briefly introduced; e.g. expression cloning,
heterologous expression and reverse genetics.
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Detekce PR-proteini po jejich elektroforetickém déleni
Burketova, L., Sindelafova, M.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovcee 1a, 160 00 Praha
tel: 02/24 31 01 09, fax: 02/24 31 01 13, e-mail: elsindel@site.caz.cz

Oznaceni skupiny nove syntetizovanych proteinti v rostlinach infikovanych viry ¢i houbovymi
patogeny jako PR-proteiny (pathogenesis-related proteins) - proteiny souvisejici s patogenezi, bylo na
zaklade pozdéjSich poznatki rozsifeno téz na proteiny indukované dalSimi biotickymi ¢i abiotickymi
faktory. Mezi tyto dalsi induktory PR-proteinti patii zejména nékteré chemické latky (kyselina salicylova,
akrylova, 2,6-dichloroisonikotinova, t¢zké kovy), mechanické poskozeni pletiv, osmoticky stres, solny
stres, starnuti rostlin atd. Pfi studiu indukce, vlastnosti a funkce téchto nové syntetizovanych proteina
byla potvrzena jejich role v indukované rezistenci k naslednému patogenu, na které se v piipadé
superinfikujicich hub a bakterii podili glukanasova a chitinasova aktivita nékterych z nich (skupiny
PR-2,PR-3).

Zatimco kyselé PR-proteiny jsou extracelularné vylucovany, bazické se akumuluji ve vakuolach.
Kysel¢ PR-proteiny se vétSinou analyzuji v extracelularni tekutin€ ziskang odstfedénim po vakuové
infiltraci prisluSného roztoku. K rozdéleni proteinti se pouziva elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
za nativnich a denaturujicich podminek. Enzymov¢ aktivity jednotlivych bandii jsou detekovany v
prekryvacim gelu (chitinasy) nebo ptimo v PAGE gelu (glukanasy).

Extrakce extracelularni kapaliny (Parent and Asselin, 1984)

Listové ¢epele se nastiihaji na mensi ¢asti o vekosti asi Sx6¢cm nebo se v piipadé malych listkti ponechaji
celé. Takto upravené listy ponotené v roztoku: 25mM tris-HCI, pH 7.8 obsahujici 0,5M sacharozu;
10mMMgCl; 10mM CaCl, ; 0,5mM phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF); SmM 2-merkaptoetanol,
se vakuové infiltruji, jemné osusi a svinou tak, aby je bylo mozno bez poskozeni vlozit do kyvety nebo
upravené injekeni stiikacky. Infiltrat ziskany naslednou centrifugaci pfi 1000g 10 min, 4C se muze
bezprostiedné pouZit pro analyzu proteinti PAGE nebo ulozit pii-18C.

* Pro centrifugaci vakuove infiltrovanych listli jsou vhodné centrifugacni kyvety o objemu 30- 50 ml
s malym mnozstvim sklenénych kuliek nebo jiného inertniho materialu. Srolované listy se
vlozi na vrstvu kulicek v kyveté. Jinou moznosti je pouziti upravené injekcni stfikacky
(zkratit, vyjmout pist, na dno strikacky vlozit sitko) umisténé ustim v mikrokyveté eppendorf
ve vetsi (30-50ml) centrifugacni kyvete.

* Pfi manipulaci s listy je nutné se vyvarovat zbyte¢ného poskozeni pletiv, jinak se vzorek kontaminuje
intercelularmimi proteiny.

* Nekteti autofi pouzivaji misto vySe uvedeného roztoku pro infiltraci pouze deionizovanou vodu.
Vynechani sachar6zy umoziuje snadné zakoncentrovani vzorku lyofilizaci.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Molekulové vahy extracelularnich proteinti jsou stanovovany pomoci PAGE za denaturujicich podminek
(SDS) podle obvyklého postupu (.....), spektrum kyselych proteint v nativnich PAGE gelech podle
Laemmliho (1970). V obou postupech se pouZzivaji ploché polyarkylamidové gely: 4% zaostfovaci a
7,5-10% rozliSovaci.
* Pfed nanaSenim vzorkd je potieba stanovit obsah proteintli ve vzorcich napt. podle

Bradfordové (......) a upravit koncentraci zfedénim.

Barveni gelu
Gely mohou byt barveny Coomasie R-250
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pfi slabsi koncentraci proteint je vhodnéj$i obarvit gely stfibrem. V nasi laboratofi pouzivame
modifikovany postup podle Marcinky:

Ptislusnost jednotlivych bandii k molekulovym vaham a relativni mobilitu nativnich proteint
vyhodnocujeme pomoci elfomodulu videoimagingu Lucia (LIM).

Stanoveni glukanasové aktivity v gelech
Izoenzymy b-1,3-glukanas rozkladaji substrat laminarin na glukozu a redukujici oligomery, které vytvareji
barevnou reakci s triphenylterazoliovym regens.
PAGE gel po elektroforéze za nativnich podminek se nejprve promyva deionizovanou vodou (3x 5 min,
200ml vody na kazd¢ promyti) a ekvilibruje v 0,05 M acetatovém pufru (pH 5,0) (5 min), poté se gel
prenese do roztoku 2% laminarinu ve stejném pufru a inkubuje pti 40C 40-60 min. Po skonceni
inkubace se gel opét oplachne deionizovanou vodou, ustali v roztoku obsahujicim 25% metanolu a
10% kyseliny octové a znovu kratce oplachne vodou. Bandy s glukanasovou aktivitou se vizualizuji v
roztoku 1M NaOH obsahujicim 0,1% 2,3,5-triphenylterazolium chloridu v horké vodni lazni (65-70
C) zaneustalého pohybovani gelem v 1azni. V priibéhu 10 minut by se mély v misté glukanasové aktivity
objevit tmave ¢ervené bandy. Gely se uchovavaji v roztoku: 25% metanolu, 10% kyseliny octové a 5%
glycerolu nebo je 1ze obarvit Coomasie R-250 ¢i stiibrem.
* Pro vylouceni faleSnych pozitivit se pfipravi blank: gel se stejnymi vzorky se inkubuje v
acetatovém pufru bez substratu (laminarinu), jinak je postup zcela stejny.
* Pouzity roztok substratu laminarinu je mozno zmrazit (-18C) a po urcitou dobu uchovavat,
roztok 2.3.5-triphenylterazolium chloridu je potieba pfipravit vzdy Cerstvy.
* Prilisné pozadi je obvykle disledkem nedostate¢ného promyti gelu vodou nebo piili§ vysokou
teplotou vodni 1azné pfi vyvolavani reakce.

Stanoveni chitinasové aktivity v gelech
Metoda vyuziva skutecnosti, Ze se glykolchitin, ktery je substratem chitinas, afinitné vaze na Fluorescent
brightner 28. V mist¢ band s chitinasovou aktivitou je substrat rozloZen a k vazbé na Fluorescent
brightner 28 (calcofluor) nedochazi. Tato mista se na UV transiluminatoru jevi jako tmaveé nefluoreskuyjici
bandy na fluoreskujicim pozadi.
PAGE gel po nativni elektroforéze se Smin ekvilibruje v 0,1 M (pH 5,0) acetatovém pufru, poté se
piekryje prekryvacim akrylamidovym gelem obsahujicim glykolchitin.....) a inkubuje ve vlhké komore
1-2 hodiny pii 38 C. Po ukonc¢eni inkubace se prekryvaci gel sejme s rozliSovaciho gelu a inkubuje 5
min ve tmé s ...roztokem Fluorescent Brightneru. Dale se gel promyva deionizovanou vodou nejméné
2 hodiny nebo pies noc pti 4 C. Bandy jsou viditelné na UV transiluminatoru jako tmava mista na
fluoreskujicim gelu.
*V pripad¢ blanku se postupuje stejné s tim rozdilem, Ze se do prekryvaciho gelu neptidava
glykolchitin.
* Je nutné zajistit dokonaly kontakt obou gelti po celé plose, napr. vytlaceni pripadnych
vzduchovych bublin valenim sklenéné pipety.
* Bandy s chitinasovou aktivitou se oznaci propichnutim gelu nebo se prekresli na transparentni
folii a porovnaji s rozliSovacim gelem po jeho obarveni.
* Nékteti autofi doporucuji stanovovat glukanasovou aktivitu v rozliSovacim gelu po jeho
inkubaci s prekryvacim gelem obsahujicim glykolchitin. V nasi laboratofi jsme vSak s timto
postupem neud¢lali dobrou zkusenost.

Poti‘ebné vybaveni
* yvertikalni elektroforéza

* kyvacka - shaker na barveni gelt
* centrifugy
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* termostat
* vakuova pumpa
* mrazici box (-18C)
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Strategie elektroforetického déleni bilkovin

v

Capkova, V.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, odd. biologie pylu, Ke dvoru 15, Praha 6 166 30
e-mail: capkova@site.cas.cz

Elektroforetické déleni bilkovin (elfo) patii mezi bézné pouzivané postupy a piesto Casto ziskané
vysledky zaostavaji za moznostmi této metodiky. Pred vlastnimi analyzami se vyplati vzit uvahu fadu
faktort, které¢ mohou velmi vyrazng ovlivnit konecny vysledek déleni bilkovin.

1) moznosti délent: a) celych funk¢nich komplexti (Blue PAGE)
b) nativnich bilkovin (IEF)
¢) denaturovanych bilkovin (SDS-PAGE)
d) kombinaci a-c ziskat komplexni obrazek (2-D-SDS-PAGE)
2) moznosti bunécné frakcionace na:
a) rozpustné (cytosolické bilkoviny)
b) nekovalentné vazané bilkoviny
¢) bilkoviny buné¢nych kompartmentt: ER, Golgi, mitochondrii, chloroplastt,
bunécné stény
3 ) moznost modifiovat homogenizace a extrakce, moznost volby osmotické hodnoty, molarity a pH
pufru, typu a koncentrace neiontovych i iontovych detergentti a soli
4)moznost identifikovat ur€ité, zname bilkoviny jejichz zviditelnéni je mozné i na pozadi smési ostatnich
bilkovin ( enzymatické reakce, imunodetekce)
5)identifikovat a charakterizovat bilkoviny, které se objevuji jako odraz vyvojovych nebo indukovanych
procest v rostlinnych burikach.

Jaké otazKky je mozno resit pomoci elfo:

1) ukazat zménu bilkovinného spektra jako funkéni odpoveéd” buiky

2) ukdzat syntézu bilkovin v daném ¢asovém rozmezi a za danych podminek

3) ukazat polocas rozpadu nové syntetizované bilkoviny

4)ukazat putovani a translokaci bilkovin v burice

5) ukézat posttranslacni modifikace typu glykosylace a fosforylace

6) vyuzit N-glykosylace bilkovin ke studiu jejich funkce pomoci inhibitora glykosylace

7) ukazat produkty translace in vitro a glykosylace (kotransklace) in vitro

8) spojit metodu transkripce in vitro, translace a kotranslace in vitro k zviditelnéni nascentniho a
posttranslacné modifikovaného bilkovinného produktu analyzovaného genu

Z méné obvyklych metod se chei zminit o izolaci bunéénych stén a o posttransla¢nich modifikacich, o
N-glykosylacich.

Izolace bunéc¢nych stén

Cilem préace je ziskani sténové frakce bez kontaminace cytozolem. Metoda je zaloZzena na
plasmolyze a nasledném oddéleni sténové frakce centrifugaci pies cukerny polStarek pfi nizkych
hodnotach rpm (Fry 1991). Metoda je vhodna pro izolaci stén somatickych i gametofytickych bunék.
Minimalni navazka Cerstvé hmoty je 10 mg.
Postup prace:
Homogenizaci pufrem (40% sacharoza, 10mM DTT, 20 mM Hepes pH 7,5 /NaOH/) je tfeba délat
ve tfence, bez dusiku a bez pisku. Po homogenizaci probiha plasmolyza po 30°pii 0°C. Dalsim krokem
je sonikace, kdy pocet 1/2 minutovych sonikaci je nutno stanovit na zaklad¢ pribézné mikroskopické
kontroly a analyzy cytozolickych bilkovin uvolfiovanych zhomogenatu. Ocisténé stény jsou oddéleny
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centrifugaci pres polstarek: 50% sacharoza, 10mM DTT, 20mM Hepes pH 7,5. Podil polstarku a
homogenatu je 1:1. Nasleduje centrifugace - 15°/14 000g/3°C . Sedimentované stény se smichaji s
2mM merkaptoetanolem a uchovavaji se pti-20°C. Pied dalSim zpracovani je merkaptoetanol peclive
vymyt vodou a stény jsou zmrazeny v tekutém dusiku. Zmrazené stény jsou homogenizovany pufrem
bez detergentti a soli a po centrifugaci je hladina bilkovin v supernatantu testovana kvantitativné i
kvalitativné a tim stanovena Cistota preparace. Supernatant takto ziskany by nemél obsahovat zadné
bilkoviny. Nekovaletn¢ i kovalentné vazané bilkoviny stén jsou piisluSnymi pufry extrahovany a
déleny na 1-D ¢i 2-D SDS PAGE.

Analyza glykoproteini pomoci inhibitoru N-glykosylace.

Metoda je pouzitelna pro N-glykosylované a de novo syntetizované bilkoviny (overeno lektinem
ConA na W-blotu a fluorograficky po aplikaci znacenych aminokyselin). Pfi studiu N-glykoproteinti
je mozno pouZit inhibitord glykosylace, tunikamycinu a castanosperminu (Elbein 1987).

Tunicamycin v rozsahu 200ng-200ug/ 1 ml muiZe zcela zablokovat navazovani glykanového fetézce na
nascentni bilkovinu syntetizovanou na ER. Objevuji se tak pln€ glykosylované a deglykosylovang formy
pfislusné bilkoviny. Molekulova hmotnost nascentni podoby bilkoviny je prvnim dilezitym tdajem.
Sledovani translokace obou forem studované bilkoviny do vyisolovanych buné¢nych kompartment
ukaze roli glykanu pfi ochrané proti proteazam a pii putovani burikou. Vzhledem ke specifi¢nosti reakce
tunikamycinu je mozno z poruchy bunécnych funkci po jeho aplikaci usuzovat na funkci prislusného
glykoproteinu.

Castanospermin je nutno dodavat ve vyssi koncentraci, od 250ug-900ug/1ml . Tento inhibitor blokuje
glukozidazu I a Il , takZe nove syntetizovany glykoprotein odchazi z ER nadbyte¢né glykosylovan a
glykoprotein ma vyss$i molekulovou hmotnost. Tato forma glykanu nedovoluje pokracovat v dalSich,
funk¢né nejdilezitéjSich glykosylacich, které probihaji na Golgi. Kombinaci obou inhibitort je mozno
ziskat dulezité informace o roli glykand a tim 1 o roli glykoproteinu v burice.
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SPOTs- nova technika pro analyzu epitopi protilatek

Cerovska, N., Moravec, T.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovee 1, 160 00 Praha 6
tel: 02/243 101 08

Princip metody:

V soucasné dobé existuji dva rozdilné pristupy k vytvoreni kolekce peptidovych sekvenci slouzicich
pro studium vazebnych interakci peptid-protein, geneticky a synteticky. Geneticky pfistup zahrnuje
klonovani: a bakterialni expresi nahodnych DNA fragmenti jako fuznich proteint a nasledny
imunochemicky rozbor produkovanych proteinti a sekvencni analyzu pozitivnich klont.

Druhy, synteticky pristup, je representovan metodou syntézy peptidi na pevne fazi. Reprezentantem
tohoto ptistupu je napft. systém SPOTs dodavany firmou Cambridge Research Biochemicals. SPOTs
je nova technika, kterda umoziuje syntézu stovek peptidi na pevné fazi ve formé vhodné pro
systematickou analyzu epitopt protilatek. Systém je jednoduchy, rychly a relativné ekonomicky ve
spotiebé reagencii. Pevny nosi¢ s navazanym peptidem je mozno po regeneraci (odvazani protilatek)
pouzit opakovang, a tak jedna syntéza poslouzi pro otestovani vazebnych vlastnosti vice protilatek.

SPOTs je metoda, pomoci které¢ mohou byt simultanné syntetizovany peptidy na derivatizované
celulozové membrané a nasledné analyzovana jejich imunologicka reaktivita. Membrana je derivatizovana
tak, Ze nese volné aminoskupiny. Tyto volné aminoskupiny jsou uspotadany v malych kruhovych skvrnach
(spotech) v matici 8x12.

Pentafluorophenyl nebo N-hydroxy-oxo-dihydro-benzotriazin (Dhbt) estery aminokyselin
chranénych pomoci skupiny Fmoc (9-fluorenylmetoxykarbonyl) se v prvnim kroku naesterifikuji na
volné hydroxylové skupiny celul6zové membrany do spot, které byly oznaceny vyrobcem jiz pted
navazanim prvni aminokyseliny pomoci bromfenolové modii (BPB). Po promyti a acylaci vSech
zbyvajicich volnych aminoskupin se membrana inkubuje v piperidinu, ktery uvolni Fmoc chranéné funkéni
alfa aminoskupiny. Ty se opét vybarvi BPB. Tato volna aminoskupina pak umoziuje peptidové vazby
s dalsi aminokyselinou.

Po ukonceni syntézy se peptidy navazané na membrané analyzuji nepfimym imunologickym tastem
za uziti chromogenniho substratu. Pozitivni reakce protilatek s nasyntetizovanymi peptidy se projevi
vybarvenim spotu. Po ukonceni imunochemického testu miize byt membrana regenerovana, protilatky
odvazany a nasyntetizovane peptidové determinanty lze pouZit pro dalsi imunoreakce.

Laboratorni vybaveni:

Pro prvni pouZiti si je nejlépe opatiit SPOTs kit od firmy od Cambridge Research. Biochemicals,
ktery obsahuje i vSe potiebné, véetné programu pro generovani sekvenci syntetizovanych peptidi.
Mimo specidlnich chemikalii ( napt. chranéné estery aminokyselin, membrany, rozpoustédla, molekulova
sita, protilatky) je nutné mit funk¢ni digestof, tfepacku, automaticke pipety na odméteni riznych objemti,
teflonovou misku se sklenénym vickem pro provedeni syntézy. Dale je nutné mit zajiSténou odbornou
likvidaci pouzitych organickych rozpoustédel.

Pracovni postup:

Nejprve se musi pripravit a otestovat pouzivana rozpoustédla na nepritomnost volnych amint, které by
interferovaly s reakci BPB. a alfa aminoskupiny aminokyselin. . Nevyhovuji-li komeréné dodavana
rozpoustédla (N, N-dimethylformamid (DMF), 1-Methyl 2-pyrolidon (NMP)) je nutné je precistit
ptes molekulova sita 4A.

Po té si musime rozvrhnout pocet vazebnych krokii v pracovnim dnu, jeden cyklus trva priblizng€ 90
min.
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Navazime estery aminokyselin, rozpustime v NMP a rozdélime na n€kolik davek, uskladnime je pfi -
70° C, alikvoty pouzivané tentyz den staci uchovat pii-20° C. (Pozor na nestabilitu argininového
derivatu, musi se odvazovat pro kazdy krok Cerstvy!)

Aminokyseliny nanaSime podle schématu generovaného pocitaCovym programem, ktery je soucasti
kitu, nebo dle vlastniho schématu do modrych spoti na membranu. Pfidanim acetanhydridu dochazi
k acylaci vSech nezreagovanych aminoskupin. Dale se piisobenim roztoku piperidinu v DMF odstépi
Fmoc chranici skupina z alfa aminoskupiny.

Poslednim krokem syntézy je vybarveni spotu reakci BPB s alfa aminoskupinou Mezi jednotlivymi
kroky je membrana nékolikrat promyvana DMF a dalSimi rozpoustédly. Po skonceni kteréhokoliv
cyklu Ize syntézu prerusit, tj. membranu vysusit metanolem a uschovat vakuove zatavenou v igelitovém
sacku pii-20° C a kdykoli pokraCovat v reakci. Po skonceni posledniho cyklu syntézy se musi odstranit
ochranné skupiny na postrannich fetézcich aminokyselin v peptidu kyselinou trifluoroctovou
v dichlormetanu. Po nasledném vymyti a vysuSeni je membrana pfipravena pro imunochemickou reakci.
Jeji podstata spociva ve vazbé prislusné protilatky se specifickou aminokyselinovou sekvenci
(nasyntetizovanym peptidem), reprezentujici spojity konformacné nezavisly epitop. Jde v podstaté o
formu ELISA testu na celulozové membrang. Jako sekundarni protilatka se pouziva protilatka znacena
beta galaktosidazou, jejiz chromogen se snadnéji odstranuje z membrany pii regeneraci.

Vysledky imunoreakce se vyhodnocuji vizualng podle zabarveni skvn.

Metoda je velmi elegantni, rychla (stovky peptidt v pribéhu nékolika dni), finaéné naroné;jsi.
Uskali metody:

Metoda je velmi naro¢na na soustiedéni, na kazdy z témer stovky spotil se nanasi jina aminokyselina,
jediné piekapnuti zcela méni syntetizovanou sekvenci. Dale je tfeba prisné dodrzovat pravidla pro
praci s rozpoustédly (pri kontaktu odpadni TFA s DMF muze dojit k prudké exotermni reakci ¢i
explozi).

Tipy a triky:

Nasim vylepSenim metody je pouzivani N, N -dimethylacetamidu misto N, N-formamidu.
Dimethylacetamid je mnohem stabilngjsi po otevieni, neobsahuje volné aminoskupiny a tim odpada
priSerna a zdlouhava prace pii piipravé molekulovych sit (Zihani sit pii vysokeé teplote) a nasledné
Casove narocné Cisténi rozpoustédel. DMF, komercné dodavany v deklarované Cistoté se ukazal jako
velmi nestabilni a po ve velmi kratké dob¢ otevieni obsahoval volné aminy.

Srovnanis alternativnimi metodami:

Podobna metoda syntézy peptidii (pin method, ) pro tyto ucely byla navrzena Geysenem et al.,
(1984). Jeji podstata spociva v syntéze peptidii na Spicich polyakrylatem potaZzenych polyetylenovych
hrotti. Vyhodou SPOTs metody je moznost opétného pouziti regenerované membrany pro nékolik
protilatek.

Vedle zde uvedené metody SPOTscan lze uvedenou metodu pouzit i pro syntézu analogickych
peptidi (SPOTsalogue) a téz pro urceni velikosti epitopu (SPOTsize) nebo pro namnozeni urcité
proteinové sekvence (SPOTsalot).
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Studies of cytokinin biosynthesis and metabolism

Dobrev, P, Kaminek, M.

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojova 135, 162 05 Praha 6
tel: 02/36 83 05, 02/36 81 58, fax: 02/36 81 59, e-mail: dobrev(@ueb.cas.cz

1. General considerations

Biosynthesis of compounds is a part of plant metabolism in which the product of biosynthesis is
simultaneously metabolite of its precursor(s). However, the approach to biosynthesis and metabolism
studies of particular substance is different. Biosynthesis studies are focused on investigation of biochemical
pathways leading to synthesis of compound(s) of interest. On the other hand in metabolism studies the
fate of compound of interest in biological system is analyzed. Several important aspects have to be
considered before beginning of studies of biosynthesis and metabolism :

- Choice of biological material. 1deally, a biological system rich in investigated compounds which
have already been qualitatively and quantitatively characterized should be used.

- Choice of precursor. In in vivo biosynthesis studies substances suspected to be precursors of
investigated compound(s) are fed to the tissue. The right precursor should be specific for investigated
compound(s), i.e. with high rate of conversion. Good permeability of precursor into tissue is also
necessary. Precursor has to be available in radioactive or heavy labeled form.

- Choice of detection mode of products and intermediates.

a) Heavy atom labeled precursor

Advantages: Identification of products by mass spectrometric(MS) detector is the most unambiguous,
allowing work without radioactivity.

Disadvantages: Limiting factor is the sensitivity of MS-detector. If the rate of conversion of substrate(s)
to product(s) is low, the tissue must be fed with high amounts of precursor to obtain detectable amounts
of product(s). This, however, can be expensive and nonphysiological. The heavy labeled products are
“visible” only if their molecular masses are known, in other words one must have an idea what products
to expect.

b) Radioactivity labeled precursor

Advantages: Precursor of high specific activity can be applied in low ( physiological ) concentration.
All products are radioactively “visible”.

Disadvantages: 1dentification, based only on chromatographic properties is questionable, identity of
products should be confirmed by additional enzymatic and chemical conversions. Work with radioactivity.

2. Cytokinins as object of biosynthesis and metabolism studies

In general, studies of biosynthesis and metabolism of cytokinins are hampered by the extremely low
levels of these compounds in plant tissues. As with other plant hormones, levels found are 10° up to 10-
®mol.(kgFW)!. Use of plant material with high cytokinin content and turnover, such as actively dividing
tissues, is preferable. Another difficulty is caused by the central role of the most likely cytokinin precursors
(adenine, adenosine or its nucleotides, mevalonic acid) in plant metabolism. Thus, a major part of the
precursor is incorporated into common purine metabolites, and only very small part is incorporated into
cytokinins. Due to this low conversion rate the use of radiolabeled precursor is preferred. Most of
investigations in which mevalonic acid (precursor of isoprenoids- constituents of side chain of
cytokinins) was used as precursor of cytokinins, were unsuccessful.

3. Procedures in study of cytokinin biosynthesis and metabolism
- Application of the precursor.
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Solution containing radioactive precursor ( most often *H- or *C-Ade) can be (1) directly applied on
the surface of the tissue, (2) introduced in well, from which is sucked by an organ or (3) added to
incubation mixture in which tissue is submersed.

Appropriate incubation conditions, such as optimal temperature (25-30°C), buffered pH and shaking
can improve the uptake of precursor. Incubation time should be neither very short to allow uptake of
enough radioactivity by cells, nor too long to prevent further metabolite conversions ( usually 1-10
hours).

- Extraction and purification of metabolites.

Extraction proceeds at low temperatures(f. -20°C) with extractant minimizing activities of phosphatases,
e.g. 60% methanol, 5% formic acid, 35% water(v/v).

Metabolites can be purified by standard procedure for determination of endogenous cytokinins, ase.g.:
Extract is passed through C18 column to remove most of lipophilic contaminants.

After evaporation and redissolving in acidic buffer (pH=3), the sample is applied to cation exchange
resin SP-Sephadex. This exchanger shows very good retention and high recoveries for cytokinin bases,
ribosides and glucosides.

Cytokinin nucleotides are purified by anion exchange chromatography on DEAE-Sephadex.
-Identification of products.

Unambiguous identification of the radioactive products is only possible by applying of combination of
chromatographic, enzymatic and chemical methods.

a) Chromatographic methods

Chromatographic identification is based on the coincidence of retention times of radioactive products
with standards. The metabolites are run on two or more chromatographic systems with different mobile
and stationary phases. No shift of the retention times of product from the standard should occur when
changing to other chromatographic system. Column chromatography (including IAC), paper
chromatography, 1D and 2D-TLC, and HPLC are used.

b) Enzymatic methods

Cytokinin nucleotides are identified enzymatically by treatment with nucleotidase. The released riboside
1s identified chromatographically. 5'-Nucleotidase is used for determination of 5'-phosphates. Cytokinin
3-and O-glucosides are deglucosylated by b-glucosidase and identified as corresponding aglucons.
¢) Chemical methods

Treatment with diluted acids (HCI or TFA) removes ribose moiety and hydrolyzes the double bond of
the side chain.

Sodium periodate with subsequent addition of cyclohexamine removes the ribose and cleaves the side
chain.

Diluted aqueous permanganate at neutral pH and room temperature oxidizes the double bond and
cleaves the side chain.

The identification usually proceeds in this sequence:

First, the products are fractionated chromatographically. Then fractions of interest are treated
enzymatically and/or chemically and are again chromatographed. Shifts of retention times should be
observed depending on the treatment.
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Frakcionace bilkovin z vegetativnich ¢asti rostlin na zakladé jejich
rozdilné rozpustnosti

Faltus, M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, oddéleni Slechtitelskych metod, Dmovska 507, 16106 Praha 6 Ruzyné.
tel: (420)02/36 08 51-9, fax: (420) 02/36 52 28, 02/36 52 29, 02/36 58 84, e-mail: faltus@hb.vurv.cz

Tato metoda predstavuje postupnou chemickou extrakci bilkovin z vegetativnich ¢asti rostlin pomoci
pufrl o rtizné iontove sile a riznych detergentd. Frakcionace bilkovin je zaloZena na jejich rozdilné
rozpustnosti, ktera je ovlivnéna zptisobem a silou vazby bilkovin. Podminkou pfi vypracovani tohoto
postupu bylo zachovani molekul bilkovin pfi extrakci v nativnim stavu, aby bylo mozné stanovit tepelnou
stabilitu bilkovin v jednotlivych frakcich a izolovat subfrakce tzv. “heat-stable” (nebo také “boiling-
soluble™) bilkovin. To znamena bilkovin, které pfi teploté varu (100°C) nedenaturuji a zistavaji
rozpustné.

Prti extrakci bilkovin jsou postupné ziskany Ctyti frakce. Prvni frakce, ziskana pomoci pufru o
nizké iontové sile, obsahuje rozpustné bilkoviny. Druha frakce je ziskana pufrem o vysoké iontové sile
a obsahuje bilkoviny vazané v pletivech prevazné polarnimi interakcemi. Tteti frakce je ziskana pufrem
0 vysoké iontové sile obsahujicim neiontovy detergent. Bilkoviny této frakce jsou vazany hydrofobnimi
silami. Ve vSech téchto frakcich nedochazi pti extrakci k denaturaci bilkovin, a proto je u nich mozné
izolovat subfrakce tepelné stabilnich bilkovin. Ctvrta frakce je extrahovana pufrem o vysoké iontové
sile obsahujicim iontovy detergent. Pii extrakci dochazi ke ztraté nativniho charakteru molekul bilkovin,
a proto zde neni mozné izolovat subfrakce tepelné stabilnich bilkovin. Tento krok extrakce byl zatazen
pro stanoveni a izolaci bilkovin, jejichZ vazba nebyla pfekonana v prvnich tfech krocich extrakce.

Chemikalie: Tris, HCI, NaOH, sacharosa, EDTA, PMSF, 2-merkaptoethanol, nerozpustny PVP,
Triton X-100, SDS, aceton, redestilovana voda, tekuty dusik.
Pristroje: Chlazena centrifuga (16000g), laboratorni mixer, mrazak, pH-metr, teplotné regulovana
vodni lazen, analytické vahy, predvazky.
Pracovni postup: V predem vychlazené tfeci misce rozetfeme 1g rostlinného materidluv tekutém
dusiku. Pfidame 0,05g nerozpustného PVP a Sml homogeniza¢niho pufru o nizké iontové sile (50 mM
Tris-HCI, pH 7,2, 10%(w/v) sacharosa, 5 mM EDTA, 1%(w/v) PMSE, 1%(v/v) 2-merkaptoethanol).
Homogenat centrifugujeme 20 minut pii 16000 g v chladu. Supernatant obsahuje frakci rozpustnych
bilkovin. Sediment pfelijeme Sml extrakéniho pufru o vysoké iontové sile (0,5 M Tris-HCI, pH 7.2,
10%(w/v) sacharosa, 5 mM EDTA, 1%(w/v) PMSEF, 1%(v/v) 2-merkaptoethanol). Sediment
rozsuspendujeme sklenénou ty¢inkou a po 10 minutach extrakce v ledové lazni ttepeme 1 minutu. Po
dalsich 10 minutach extrakce v ledové 1azni tfepeme dal$i minutu a opét nechame 10 minut extrahovat
v ledové lazni. Centrifugace probiha za stejnych podminek jako v ptedchozim kroku. Supernatant
obsahuje frakci bilkovin vazanych polarnimi interakcemi. Extrakce dalsi frakce bilkovin i centrifugace
probihaji obdobnym zptisobem jako v ptedchozim ptipadé; extrakeni pufr o vysoké iontové sile obsahuje
navic neiontovy detergent Triton X-100 (3% v/v). Ziskana frakce obsahuje bilkoviny vazané hydrofobnimi
silami. Posledni frakce je extrahovana a centrifugovana obdobnym zptisobem jako predchozi dvé frakce,
ale pti laboratorni teploté. Extrakeni pufi o vysoké iontové sile obsahuje v tomto piipadé iontovy detergent
SDS (1% w/v), ktery zplisobi denaturaci extrahovanych bilkovin. Izolované frakce bilkovin
rozpipetujeme po 200 ml do mikrozkumavek a prelijeme 1 ml vychlazeného acetonu s 1% (v/v) 2-
merkaptoethanolem a uchovame v mrazaku pfi teploté minimalné —20°C.

Izolované frakce bilkovin jsou dale rozdéleny pomoci 1D SDS-PAGE (Capkova et al.,1987).
Elektroforeticka spektra bilkovin jsou vyhodnocena pomoci softwaru Elfoman 2.0-BETA.
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Cena chemikalii potfebnych na zpracovani jednoho vzorku, tzn. 1g rostlinného materidlu €ini asi
50 K¢. Jeden vzorek (1g rostlinného materialu) se zpracuje asi za 4 hodiny a ziskaji se Ctyfi frakce a
z nich piipadné dalsi tfi subfrakce tepelné stabilnich bilkovin.

Megfteni obsahu bilkovin pomoci bézn€ uzivanych metod (Lowry etal., 1951, Bradford, 1976 a
Warburg a Christian, 1942) rusi sloZeni extrakénich pufrii a piitomnost detergentii. Cast extrahovanych
bilkovin, které zistavaji v sedimentu po sliti supernatantu, se dostava do nasledné frakce bilkovin. To
se muze projevit v elektroforetickém spektru zejména u bilkovin, které jsou siln€ zastoupené.

Tento postup byl odzkousen pro zelené listy obilovin. Velikost zpracovavaného vzorku je v tomto
postupu ovlivnéna paralelni izolaci tepelné stabilnich subfrakci bilkovin provadénou v nasi laboratofi.
Pokud nepotrebujeme ziskat tyto subfrakce Ize pouZit jen Ctvrtinu vzorku. Pro stanoveni obsahu bilkovin
1ze doporucit metodu podle Schaffnera a Weissmanna (1973). Pro dokonalé oddéleni bilkovin do
jednotlivych frakei je tteba po kazdé extrakci provadét promyvani sedimentu pomoci pufru se stejnym
sloZenim jako pfi jeji extrakci. Pouziti neiontového detergentu Triton X-100 se ukdzalo vyhodnéjsi nez
pouziti “zwitterionic” detergentu CHAPS. Triton X-100 byl u€inng;si pii extrakci hydrofobné vazanych
bilkovin nez CHAPS. Vyssi iontova sila extrakénich pufiti a pouziti sacharosy v tomto postupu zlepSuje
nasledné rozliSeni bilkovin rozdélenych pomoci elektroforézy.

Dunbar (1988) uvadi ¢tyti zakladni zptsoby frakcionace bilkovin. Frakcionaci organel pomoci
centrifugace a elektroforézy, frakcionace na zakladé rozpustnosti ve vod¢, metody chemicke extrakce
pro analyzu bilkovin a diferencialni adsorpci bilkovin na nabitych matricich. Frakcionace organel pomoci
centrifugace vyZaduje pomérné drahé vybaveni (ultracentrifuga) a také je Casove dosti naro¢na. Pfi
frakcionace podle rozpustnosti bilkovin ve vodé dochazi pti ziskani ve vodé€ nerozpustné frakce
k denaturaci bilkovin a neni mozn¢ zjistit u nich jejich tepelnou stabilitu. Metody chemické extrakce
jsou zalozeny na odolnosti a citlivosti bunécnych bilkovin k pouzitym extrak¢nim ¢inidlim. Pri extrakci
se obvykle uziva pro kazdou frakci samostatny vzorek. Diferencialni adsorpce bilkovin na nabitych
matricich nefesi otazku extrakce bilkovin, ale jejich nasledné déleni na zaklad¢ fyzikalné chemickych a
biologickych vlastnosti.

Zde uvadéna metoda chemicke frakcionace spociva v postupné extrakci bilkovin z jednoho vzorku
na zakladé rizného zptisobu a rtizné sily vazby bilkovin. Neni naro¢na na piistrojove vybaveni (centrifuga
do 16000g). Vyhodou této metody je ziskani ti rizné definovanych frakci bilkovin v nativnim stavu
z Jednoho vzorku a moznost izolace subrakci tepelné stabilnich bilkovin.
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Izolace a identifikace vnitrobunéénych membran

Feltl. T.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Ke dvoru 16/15, 166 30 Praha 6
tel: 02/36 81 56, fax: 02/36 81 59, e-mail: feltl@ueb.cas.cz

Pti studiu funkci jednotlivych proteinti (napf. enzymu, receptort, membranovych kanalu,
prenasect, apod.) diive nebo pozdgji narazime na otazku lokalizace daného proteinu. Je ziejmé, ze
kompartmentace metabolickych procesti je nezbytnou soucasti jednotlivych procesii a regulacnich
mechanizml a bez informace, kde v burice se studovany protein nachazi nelze sestavit funkcni schéma
studovaného procesu.

Zasadné lze rozd¢lit proteiny na cytosolické a membranové (k membranovym proteiniim budu v
tomto ptehledu pocitat i proteiny pevné asociované s membranami). Mozna je jeste tfeti varianta a to,
7e studovany protein se nachazi uvniti nékteré z organel. Prvnim a nezbytnym krokem studia téchto
proteint je izolace dané organely v intaktnim stavu.

Jde-li o membranovy protein, je nutné zjistit

fx . . , . %
v membrang které organely se protein nachazi. / \
. v e « , , HOMOGENIZACE + CENTRIFUGACE
K tomu je potieba rozdélit smé€s membranovych m

vezikll ziskanych pti homogenizaci (viz. dale). g |
Nasledujici prehled by mél ukazat mozné pristupy
a postupy pouzivané pfi takovémto déleni. FRAKCE OBSAHUJICI
(s R R MEMBRANY
(Je téZ mozné pii ziskavani urcitych

membranovych frakci vychdzet z izolovanych

Organel, l'lapf. z izolovan}'/ch vakuol pﬁ ziskavani [Diferenéni centrifugace] [ Free-flow elektroforéza}
tonoplastu. Nevyhodou tohoto postupu je vSak
pomérng narocna izolace dané organely v prvnim
kroku a s tim spojena maléd vytéznost celého
postupu. Vyhodou je naopak vysoké Cistota
vysledné frakce. Podrobnéji se zde o tomto
postupu nebudu zminiovat).

déleni ve dvou fazich

[Gradientové centrifugace} "two-phase separation”

Obr.¢.1: Nékteré metody pouzitelné pfi déleni
vnitrobunécnych membran.

Nékteré z moznych pristupi (viz.obr.¢.1)

Diferencni centrifugace

Nejhrubsi, 1kdyznékdy postacujici, rozdéleni vnitrobunéénych komponent dosahneme pomoci
diferen¢ni centrifugace. Tato metoda je zaloZena na rozdilné hodnoté sedimenta¢niho koeficientu slozek
smési. V tabulce ¢.1 jsou uvedeny podminky pro sedimentaci riiznych ¢asti rostlinné burky. Pro nékteré
slozky, jako jadra, chloroplasty a mitochondrie je tato metoda dobie pouzitelnd. D€leni membranovych

bunééné Casti X & max ¢as (min) g/min
celé buitky 500 5 2500
jadra 500 7 3500
chloroplasty 2000 2 4000
mitochondrie 6 000 15 90 000
Golgiho aparat 10 000 20 200 000
plasmatickd membrana

tonoplast 16 000 20 320000
peroxisomy 17 500 20 350 000
endoplazmatické retikulum 17 500 20 350 000
oplasténé vesikly (mikrovesikly)|| 20 000 20 400 000

Tab.¢.1: Parametry sedimentace nékterych bunécnych ¢asti v
0,25M sacharose.
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vezikll ostatnich typd je vSak vétSinou zna¢né nedokonalé. Znecisténi frakci ostatnimi membranami
stoupd, zeyjména pokud jde o endoplazmatické retikulum (ER), tonoplast a Golgiho aparat.

ProtoZe pomoci diferencialni centrifugace neziskame frakce vysoce obohacené o urcitou slozku,
je vyuzivana predevsim pro pripravu hrubych frakci, které jsou dale déleny pomoci nékteré z nize
popisovanych metod (Prosser et al., 1989).

Tipy, triky, narocnost: Pokud jsme zacali studovat lokalizaci uréitého proteinu, pfinasi nam tato metoda prvotni
informaci o priblizné lokalizace proteinu. Na zakladé této informace muzeme volit dalSi postup (napf. rozsah

sacharozového gradientu). Naro¢nost této metody zavisi na poctu provedenych centrifugaci (viz.tab.¢.1).

Priprava frakce membranovych vezikli (mikrozomalni frakce-MF)

Frakci obsahujici vezikly vnitrobunécnych membran piipravime pomoci dvou centrifugaci,
z prefiltrovaného homogenatu naSeho materialu. Prvni centrifugaci (5000 xgR_, 15 min.) odstranime
nezhomogenizované burky, fragmenty bunécnych stén, jadra, mitochondrie a chloroplasty. Supernatant
obsahuje z velké ¢asti membranové vezikly a rozpustné latky. Pomoci druhé centrifugace (150 000 x g
R .45 min.) ziskame sediment obsahujici pouze membranové vezikly. Supernatant obsahuje rozpustné
latky. Rehomogenizovany sediment vnitrobunéénych membranovych vezikli, mikrosomalni frakce (MF),
je vychozim materidlem pro dalsi d€leni.

Mikrosomalni frakci tvori smésna populace vezikli o velikosti 0,2 um-0,8 um (deDuve, 1964;
Sze, 1985). Kazdy z veziklt je zpravidla tvofen pouze jednim typem membrany (Morre et al., 1987).
Membranové vezikly se mohou vyskytovat ve dvou formach, bud’ je zachovana ptivodni orientace
membrany (“outside-out”), nebo je pfevracena (“inside-out™).

Gradientova centrifugace

Pomoci gradientové centrifugace dosahneme mnohem lepSich vysledki, nez v piipadé diferen¢ni
centrifugace. K déleni membranovych vezikli dochazi podle jejich vznasivé hustoty, ktera vice ¢i méné
odpovida ur¢itému membranovému typu. Gradientovou centrifugaci miizeme rozdélit dle typu gradientu
na kontinualni (hustuta gradientu se méni postupné, piiprava pomoci spojenych nadob) a diskontinualni
(hustota se méni krokove, priprava navrstvenim urcitého po¢tu roztokti o rizné hustoté). Centrifugaci
je mozné také d€lit na centrifugaci izopyknickou (Castice sedimentuji do vrstvy gradientu se stejnou
vznasivou hustotou (1) a zastavi se) a izokinetickou (€astice sedimentuji urcitou rychlosti umémou svym
sedimentacnim koeficienttim (S), nedochazi k dosazeni hustotni rovnovahy). Maximalniho rozlisenti je
mozné dosahnout postupnou kombinaci déleni podle S a nasledné podle r. Konrétni volba podminek
(pouzita sloucenina pro tvorbu gradientu [nejcasteji sacharoza, pokud je na zavadu vysoky osmoticky
tlak - hydrofilni sacharidy jako dextran nebo Ficol], rozsah gradientu) centrifugace zavisi na
zpracovavaném materialu. Problémem je oddéleni PM od chloroplastovych membran, které maji velmi
blizké vznasivé hustoty (Poole, 1984).

V pripadé izolace ER lze vyuzit postupu, ktery kombinuje diskontinualni sach. gradienty s vysokym
a s nizkym obsahem iontti Mg** (Lis a Weiler, 1994), které maji vliv na déleni ER (pfechos SER na rER
azpet).
Tipy, triky, naro¢nost: Pokud nepracujeme s celymi burikami (resp. protoplasty) a nejde nam o zachovani nizké
hodnoty osmotického tlaku, je vyhodné (zejména finanén€) pouzit sachar6zového gradientu. Nutné je pouziti
sachar6zy urcené specialné pro gradientové centrifugace. V prubéhu experimentt nedoporucuji zaménovat vyrobce
chemikalii (napf. Sigma x Beckman - v obohaceni vyslednych frakci urcitymi membranami byl prokazatelny rozdil pri
pouziti sach. od uvedenych firem). V¢etné homogenizace materialu je Casove zvladnutelny cely postup béhem 2 dnu.

Pokud pouzijem pro centr. gradientu ultracentrifugu (260 000 x g R, 2,5 hod. - nutno experimentalné stanovit, idaj
pro MF z listd Ch.rubrum), je mozné ziskat finalni frakce béhem jednoho dne! Nevyhodou je nutnost vlastnit
ultracentrifugu, kterou nezbytné potfebujeme pro pripravu MF.

Pi-.: Pro déleni MF z list Ch. rubrum bylo pouzito linearniho sacharézového gradientu 18-38%(hm./hm., v suspenznim
pufru- 1,1 M glycerol, 5 mM DTT, 10 mM Tris-MES (pH 8,0)), 1zopyknicka centrifugace (30000 x g R, 15 hod.). Doslo

k dobrému rozdéleni membran ER (rER x sER), PM, tonoplastu, mitochondrii. Ostatni membrany nebyly sledovany.

35



Methods in Plant Sciences

Free-flow elektroforéza

Kontinualni free-flow elektroforéza (obr.¢.2) je Setrnd, relativné rychla a efektivni separacni metoda,
pouzitelna k separaci proteind, k déleni a izolaci zivych bun€k, buné¢nych organel a membranovych
systému. Teoretickymi aspekty pouziti této metody v biologii se zabyva prace Hanniga a Heidricha
(1977). Fyzikalni teorie metody je diikladng probrana v praci Hanniga a spolupracovnikti (1975) a
Zeillera a spolupracovnikti (1975). Z hlediska preparace jednotlivych vnitrobuné¢nych membran je
zajimava naptiklad moznost rozliSit membranové vezikly orientované “outside-out” a “inside-out™.

Uplatnéni bylo téz nalezeno v separaci plazmatické membrany
od tonoplastu (Auderset et al., 1986), v pripraveé vysoce Cisté
plazmatické membrany a tonoplastu (Canut ez al., 1988; Sandelius
et al., 1986; Canut et al., 1990), popi. v separaci jinych
vnitrobunéénych membran (Klingler ez al., 1991). Pro purifikaci
PM se dnes spiSe Castéji pouziva postup déleni ve dvou fazich,

injekce vzorku

tok komorového pufru

katoda ( - )

anoda ( +)

oznacovany jako “two-phase” systém.

Vlastni metoda je zaloZena na existenci
hustotou povrchového naboje, ktery je udilen “Castici” jejimi
funk¢nimi skupinami. Takovato “Castice” je od ostatnich “¢astic”
vice ¢i mén¢ separovana pusobenim elektrického pole v délici

komore.
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peristalticka pumpa

Pti typickém prubéh déleni (obr.¢.3) ziskame frakcei vysoce limané frakce
obohacenou o tonoplast (bliZe katody) a frakci vysoce obohacenou Obr.€.2: Schema free-flow
o PM (blize anody). Ostatni membrany zlistavaji uprostied elektroforézy

separacniho pole.
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Obr.€.3: Typicky prabéh déleni membranovych
veziklll pomoci free-flow elektroforézy.

Tipy, triky, naroc¢nost: Pokud chceme oddélit tonoplast od
membran ER, nebo ziskat PM, je velmi vyhodné vyuzit této
metody. Protoze se vzorek pohybuje ve velmi uzkém prostoru
mezi dvéma deskami, je dulezité precizni resuspendovani MF.
Casové naroéné je zejména odladéni aplikace metody na uréity
material. Postup, po¢inaje homogenizaci materialu, je mozné
zvladnout béhem dvou dnt. Doba vlastniho déleni je zavisla
na rychlosti priatoku komorového pufru a rychlosti pratoku
déleného vzorku.

Nevyhodou této metody je nutnost vlastnit free-flow
elektroforézu. Pristroj, pouzitelny pro déleni rostlinného
materialu, se dle mych informaci nenachazi v nasi republice.
P¥.: Pro déleni MF z listd Ch. rubrum byla pouzita Free-flow
elektroforéza Elphor VAP 22 (Bender & Hobein, Munich,
Germany). Déleni probyhalo za téchto podminek: proud
120mA, (napéti 1200V), pratok KP 4,5ml/frakei/hod., pritok

MF 3ml/hod., teplota komory 4°C . Slozeni pufri komorovy pufr-(vodivost 0,90 mS/cm), 15 mM trietanolamin, 4 mM
octan draselny, 10 mM glukdza, 30 mM sacharoza, 240 mM glycin, pH 7,5 (upraveno ledovou kys.octovou),

elektrodovy pufr-(vodivost 1,93 mS/cm), 45 mM trietanolamin, 12 mM octan draselny, 720 mM glycin, pH 7.5.

Déleni ve dvou fazich “two-phase separation” =

Systém dé€leni ve dvoufazovém systému vodnych &) [ u, o
polymert se pouziva ke ziskani frakce vysoce obohacené
0 PM. Tato metoda, obdobné¢ jako free-flow elektroforéza,
dovoluje oddélit vezikly PM od chloroplastovych membran
(coz neni dokonale mozné pomoci centrifugace).

D¢leni probiha na zéklad¢ rizného povrchového
naboje membran. MF se smisi s dextranem T-500 (dex) a

PEG

0l 0

900| _ promyenani [eX(e

s ey ="

e o B *%

U1
gehani oo
promychani .OO
rf

centrifugace L [oe®

- ule

PEG IS
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00

polyetylenglykolem 3350 (PEG) obsahujicim NaCl nebo ~
KClI (obr.&.4). Povrchovy naboj se miize u riiznych Obr.c.4: Znazomeni separace PM pomoci

“two-phase” systému (PM-bila kolecka)
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rostlinnych druht li$it, je nutné vyzkouset rizné koncentraci dex, PEG, a soli (Morre et al., 1987,
Briskinetal., 1987).

Tipy, triky, naro¢nost: PM pripravena timto zpusobem vykazuje vysokou Cistotu, a je idealni pro jeji studium.
Dulezité je pouzit centrifugacnich kyvet z kvalitniho skla (Corex, USA), nebo pouzit silikanizované sklo. Velkou
vyhodou metody je jeji rychlost. Cely postu je zvladnutelny béhem 4 hodin. Dilezité je “nepfeloudovat” systém! Na
16 g smési lze pro uspésnou izolaci nanést MF z 12 g Cerstvych listi Spenatu, avSak pouze MF z 8 g Cerstvych listt
Ch. rubrum.

P¥.: Pro ziskani frakce vysoce obohacené o PM z MF lista Ch. rubrum byl pouzit tento systém: 5,7 % (hm./hm.)
dextran T-500, 5,7 % (hm./hm.) polyethylenglykol 3350, 3mM KCI, 0,5mM fosfatovy pufr (pH 7,8), 0,22M sacharosa.
Smés byla 20x promychana a centrifugovana (1500 xgR_, 5 min.). Tento krok byl opakovan do frakce U, (viz.obr.¢.4).
Tato frakce byla vysoce obohacena o PM.

FRAKCE OBOHACENE O URCITY
MEMBRANOVY TYP

[Specifické enzymové markeryj { Tloust’ka membrany J

Specifické mikroskopické
barveni

Specifické protilatky
(p¥. tonoplast, ER)

‘Zména absorbance indukovana modrym svétlem (LIAC)
(p¥. PM, ER)

Obr.€.5: Nékteré z moznosti identifikace vnitrobuné&nych membran

Cast buiiky (b. membrana) priblizna tlou§C’ka priklad markeru
Plazmaticka membrana (PM) 10 nm -glukansyntasa II
-vanadaten inhibovana K*-ATPasa
-vazba N-1-naftylftalmové kys.
Tonoplast 7-9 nm -nitratem inhibovana K*-ATPasa
-pyrofosfataza
Mitochondrie 6 nm -cytochrom ¢ oxidasa (necitliva
k antimycinu A a k iontim N5)
Chloroplasty 6 nm -chlorofyl
Golgiho aparat 5-9 nm -latentni IDPasa
-glukansyntasa [
Endoplazmatické retikulum (ER) |6 nm -NAD(P)H-cytochrom ¢ reduktasa
Peroxisomy 6-7 nm -katalasa, enzymy produkujici H,0O,
Jadra 6 nm -DNA
Opléastené vezikly (mikrovesikly) | --—---- -klatrin (SDS-PAGE, 180-190 kDa)
Cytosol e -laktat dehydrogenasa

Tab.¢.2: Priklady markert a pfiblizna tloustka nékterych bunéénych ¢asti.
Identifikace vnitrobunéénych membran (obr.c.5)

1) specifické enzymové markery (Morre et al., 1987; Widell a Larsson, 1990)
Principem je méfeni aktivity enzymu, jehoZ vyskyt je vazan na urcity membranovy typ. Priklady
nékterych téchto markert jsou v tabulce ¢.2.

2) méteni tlouStky membrany (Morre et al., 1987) viz.tabulka ¢.2

3) specifické mikroskopické barveni
Pro identifikaci PM se pouZiva napt. barveni pomoci kys. fosfore¢nanowolframové (PTA) nebo
kys. kfemicitanowolframova (STA) (Widell a Larsson, 1990)

4) specifické protilatky
Byly ptipraveny protilatky napt. proti membranam ER a tonoplastu.

5) Zména absorbance indukovana modrym svétlem (LIAC) (Widell a Larsson, 1990)
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Zména absorbance indukovana modrym svétlem souvisi s redukci cytochromu typu b, a je pouzivana
Jako marker PM. Svétlem redukovatelny cytochrom je pfitomny t€¢Z v membrané ER.
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Stanoveni rostlinného Skrobu modifikovanou antronovou
metodou, s vyuzitim chloralhydratu jako rozpousStédla

Grospietsch, M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, Praha 6 - Ruzyn¢, 161 06
tel: 02/36 08 51 1.362, fax: 02/36 52 28, e-mail: grospietsch@hb.vurv.cz

Pti stanovovani obsahu Skrobu v rostlinném materialu byva nejvétSim problémem jeho extrakce.
Nejcastéji se pro jeho prevedeni do roztoku pouziva kyselé, nebo zasadité hydrolyzy pomoci kyseliny
chlorovodikove, chloristé, nebo hydroxidu draselného. Jinou, pomérné malo znamou latkou, ktera
velice dobte rozpousti Skrob (a nikoli celulézu a dalsi polysacharidy) je chloralhydrat (1). NizZe uvedena
metodika je ptivodni prave pouzitim chloralhydratu jako extrak¢éniho Cinidla ve spojeni s naslednym
kolorimetrickym stanovenim Skrobu pomoci antronu. Podstatou antronové metody, vypracované na
prelomu 40. a 50. let (2,3.,4), je tvorba barevného komplexu furfural-antron v prostedi koncentrované
kyseliny sirové. Intenzita zbarveni je imérna koncentraci zkoumaného sacharidu (nejcastéji glukozy) a
muze byt méfena spektrofotometricky.

Metodika

- stroje a nastroje: z piistrojového vybaveni je nutno vlastnit, nebo mit alespon pfistup k
spektrofotometru, stolni centrifuze a vodni lazni (v nouzi stac¢i varic). Pipety, tfeci miska s tlouckem a
zkumavky (nejlépe se zabrusovym Spuntem), byvaji obvyklym vybavenim kazdé¢ laboratore. Z chemikalii
je potieba koncentrovana kyselina sirova, antron, chloralhydrat, 80% etanol a destilovana voda.

- vlastni postup:

1) namichame potfebné mnozstvi antronového roztoku o koncentraci 0,2% (w/v), rozpusSténim
navazeného mnozstvi antronu v koncentrované kyseling sirové. Roztok musi byt jasné Zluty, jestlize
zelena, mame nejspis Spinave sklo.

2) asi 50-100mg rostlinného materidlu rozetfeme v tfeci misce s 2ml 80% etanolu a slijeme do
centrifugacni zkumavky. Misku poté dvakrat vyplachneme 1,5 ml 80% etanolu a vSe rovnéz slijeme do
centrifugacky.

3) centrifugujeme 5 minut pi1 2000 - 3000g.

4) opatrné slijeme supernatant a pelet roztfepeme ve 4ml destilované vody.

5) centrifugujeme 5 minut pi1 2000 - 3000g.

6) jeste jednou zopakujeme body 4) a 5).

7) slijeme supernatant. Nyni jsme se zbavili rozpustnych cukrt a zistal nam pelet, obsahujici Skrobova
zrna a zbytky bunécnych stén.

8) k peletu v centrifugacni zkumavce napipetujeme 1ml 1M roztoku chloralhydratu a vzorky umistime
na 15 minut do vrouci vodni lazné. Béhem procedury se rozpusti amyloplasty a Skrob piejde do roztoku.
9) vzorky vyjmeme z lazn€ a centrifugujeme 5 minut pti 2000 - 3000g. Zbytky bunéénych stén
sedimentuji, zatimco Skrob ztistane ve vodné fazi.

10) pipetou odsajeme 0,2 - 0,5ml supernatantu a ziedime v poméru 1:10 (nebo jiném, zalezi na
Skrobnatosti konkrétniho materialu).

11) mezitim do ¢istych zkumavek se zabrusem napipetujeme 3ml pripraveného antronového roztoku.

12) antron opatrné pievrstvime 1ml nafedéného vzorku z bodu 10) a zkumavku dame chladit do
studené vody.

13) rychlym, ale diikkladnym protrepanim smisime ob¢ faze pod proudem studené vody. Chlazeni je
nutné vzhledem k velkému mnozstvi tepla, které se uvoliiuje pii miseni vody s kyselinou. Rovnéz je
tteba mit v této fazi zkumavku odSpuntovanou, jinak hrozi nebezpeci vystreleni zatky a vystiiknuti
kyseliny s naslednymi neblahymi t¢inky.
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14) promichané vzorky se inkubuji 5 minut ve vrouci vodni lazni, kde dojde k vytvoteni barevného
komplexu a roztok zméni zabarveni ze Zluté na zelenou.

15) po vyjmuti z 1azn¢ se vzorky ochladi na pokojovou teplotu a zméfi se absorbance pii vinové délce
625nm.

-vyhodnoceni dat: obsah Skrobu se odecte z kalibra¢ni kfivky glukdzy, kterou je nutno si ptedem
sestrojit, nejlépe v rozsahu koncentraci 0 - 100mgml™’, kdy je zavislost linearni a absorbance nepiesahuje
1,5. Piitomnost chloralhydratu ve vzorku neovliviiuje absorbanci, ani neposouva absorbéni maximum.
Metoda umoziiyje detekovat uz fradove jednotky mg glukdzy v mililitru vzorku.

Uskali, tipy a triky

- zakladnim pozadavkem je maximalni Cistota, zvlasté laboratorniho skla, které ma pfijit do styku s
antronovym roztokem. Vzhledem ke znacné citlivosti metody staci i nepatrné znecisténi prachem, stopami
celulozy a pod., aby doslo k chybam.

- pokud jde o stabilitu antronového roztoku, néktefi autofi doporucuji nepouzivat zcela cerstvy roztok,
ale nechat ho alespoii 4 hodiny “uzrat”. Rovnéz prilis stary roztok neni vhodny, nebot’ se Casem rozklada
(za 5-10 dni, podle kvality chemikalii a podminek prostfedi) a meni zbarveni z jasné Zlutého na zZlutohn&d¢.
Optimalni je pouZzivat roztok do jednoho dne po namichani.

- IM roztok chloralhydratu lze bez problémii uchovavat v zabrusové lahvi v chladnicce. Pfi praci s nim
je tieba dbat jisté opatrnosti, nebot’ drazdi pokozku a sliznice.

- dle osobnich zkuSenosti neni radno objednavat chloralhydrat u Sigmy, nebot’ se jedna o latku, ktera
nesmi byt vyvazena z Némecka. Lze ho vSak ziskat bez problémt od firmy Fluka.

- pfi praci s rostlinnym materialem obsahujicim pryskyfice, jako naptiklad jehlice konifer, je nutné v
uvodni extrakci nahradit etanol 80% acetonem a pouzit ho nejméné ve dvou stupnich.

Financ¢ni a ¢asova naroc¢nost, srovnani s alternativnimi metodami

Pokud jde o finan¢ni néklady, vyjde zpracovani 100 vzorkti na 250-350,- K¢, pficemz vétSina této
¢astky padne na vrub etanolu a kyseliny sirové. Doba zpracovani 8 vzorkt (pocet mist v centrifiize) ¢ini
2-2,5 hodiny, coz umoziuje teoreticky zpracovat az 32 vzorkli béhem osmi hodin. V porovnani s
metodami, vyuZzivajicimi k extrakci Skrobu kyseliny chloristé (doba extrakce az 12 hodin), misto
chloralhydratu (doba extrakce 15 minut), je zde vyrazna Gispora asu. Rovnéz odpada prace s dalsi
agresivni kyselinou.

Ve srovnani s postupy, vyuzivajicimi enzymatickych, nebo chromatografickych metod stanoveni obsahu
Skrobu je hlavni vyhodou az o fad nizsi cena zpracovani jednoho vzorku.
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Jak studovat receptory pro rostlinné hormony ?

Kaminek, M., Zazimalova, E.*

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Ke dvoru 15, 166 30 Praha 6
tel: 02/36 83 05, 02/36 81 58, fax: 02/36 81 59 e-mail: kaminek@mbox.cernet.cz, zazim(@site.cas.cz.

Koncept hormonalni regulace riistu a vyvoje rostlin pfedpoklada (1) prfenos chemického signalu
representovaného fytohormonem, (2) jeho rozpoznani v cilovém misté a (3) jeho “pteklad” ve forme
fyziologické odpoveédi. Hormonalni signaly jsou rozpoznavany a prijimany specifickymi receptory, které
k tomu, aby mohly plnit svoji specifickou funkci, musi spliiovat fadu kriterii. Idealni receptor se vyznacuje
(1) vysokou afinitou k ligandu (K, <10* M) umoziujici vazbu vyznamného mnoZstvi ligandu ptitomného
obvykle v extrémné nizkych koncentracich, (2) nizkou kapacitou nutnou pro nasyceni vazby pii vysokém
ziedéni ligandu, (3) vysokou specifitou, (4) dynamickou rovnovahou mezi vazanym a volnym ligandem
a (5) fyziologickou “smysluplnosti” vazby, tzn. vazba ligandu musi po pienosu signalu kaskadou
navazujicich procest vést k odpovidajici fyziologické odpovédi (viz Barbier-Brygoo 1994, Libbenga a
Mennes 1995, Venis a Napier 1995). Tato prisna kriteria splituje fada receptorti zivo¢iSnych hormont,
zatimco v rostlinach bylo identifikovano pouze n€kolik bilkovin vazajicich auxin (prehledy Jones 1994,
Napier a Venis 1995, Venis a Napier 1995, Macdonald 1997, Zazimalova et al. 1997), kyselinu
abscisovou (pfehled Assmann 1994) a etylén (ptehled Harpham 1996), které lze povazovat za
hormonalni receptory. Ostatni bilkoviny vazajici fytohormony, u kterych nebyla dolozena fyziologicka
vyznamnost vazby fytohormonu, oznacujeme jako “vazebné bilkoviny” (VB) ¢i “vazebnd mista”.

VB jsou vétSinou vazany na bunééné membrany a vyskytuji se velmi malych koncentracich.
Vzhledem k této skutecnosti a dale k jejich citlivosti viici prostiedi a k nutnosti uchovat jejich specifické
vlastnosti (viz vySe) je tiieba pii jejich studiu pouzivat specifickych Setrnych metod, které zahrnuji:

(1)  Extrakei, ¢isténi aisolaci VB

(2) Biochemickou charakterisaci VB (molekularni: stanoveni molekulové hmotnosti nativniho
proteinu a jeho podjednotek, glykosylace proteinu, pl, imunologické piibuznosti s jinymi proteiny,
sekvence aminokyselin, vymezeni vazebného mista, identifikaci genti kodujicich VB a s nimi
spiazenych promotorU, aj.; kinetickou: uréeni vazebné kapacity, afinity k fytohormonu a specifity
vazby, poctu vazebnych mist).

(3) Lokalisaci vazebného mista na trovni organu, pletiv a bunék.

1. Metody extrakce, CiSténi a isolace VB

Metody pouzivané pro extrakci a €iSténi rozpustnych a na membrany vazanych VB se ¢aste¢né
1i8i. Obecné se jedna o standardni postupy pro isolaci a ¢isténi bilkovin.
1.1. Rozpustné VB jsou extrahovany po homogenisaci rostlinného materiaolu v pufrech o vhodné
molarité a pH (vétSinou 0.01-0.1 M, pH 5-7). V priibéhu isolace a purifikace je titeba potlacit aktivitu
proteas s pouzitim vhodnych inhibitor (sojovy inhibitor trypsinu aj.). Pro ¢isténi supernatantu se
osvédcila iontové vymeénna sloupcova chromatografie a afinitni chromatografie s pouzitim derivatt
fytohormont a protilatek jako afinantti a agarosy jako pevného nosice. Pro isolaci glykoproteinti je
velmi u¢inna chromatografie na sloupci imobilisovaného concanavalinu A. Pro hodnoceni homogenity a
Cistoty je pouzivana elektroforéza nativniho a denaturovaného preparatu na polyakrylamidu. Pro
jednotlivé VB lze pouzit specifickych metod, jako napt. precipitace proteinli v kyselém prostiedi
(Brinegar et al. 1985).
1.2. Membrdnové VB. Prvnim krokem v isolaci VB tvoficich soucasti bunéénych membran je podobné
jako urozpustnych VB homogenisace rostlinného materialu - ultrazvukem nebo klasicky ve tfeci misce
tlouckem. Ve srovnani s rozpustnymi VB se zpravidla pouzivaji pufry o niz$i molarité (0,01-0,05 M) a
vy$$im pH (okolo 8). Dal$im krokem je rozdéleni hrubého homogenatu diferencialni centrifugaci a

*(ba autofi se na priprave piispévku podileli stejné.
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nasledné zpracovani peletti resp. supernatantti odpovidajicich zadané bunécné frakei. K precisnéjSimu
rozdéleni téchto frakci Ize pouzit centrifugaci gradientovou nebo metody rozdélovaci (napi. déleni ve
dvou fazich “two-phase separation”). Podle dalSich pozadavk se 1ze dale soustiedit bud’ na praci s
castecné zachovanymi membranami (napt. vesikly plasmatické membrany), nebo ziskané preparaty
solubilisovat a dale s nimi pracovat jako s rozpustnymi VB.

Metody extrakce a Cisténi rozpustnych i membranovych VB budou demonstrovany na prikladech
VB pro cytokininy a auxiny.

2. Biochemicka charakterisace VB

Pro stanoveni molekulové hmotnosti nativniho VB se osvédcila sloupcova chromatografie na
molekularnich sitech (gelech) typu Sephacrylu s pouzitim molekularnich standardi. Pii detekci VB v
eluénim profilu chromatogramu pomoci vazebného testu Ize molekulovou hmotnost VB stanovitiu
méng Cistych preparatti. V aktivnich frakcich lze ur¢it molekulovou hmotnost podjednotek po denaturaci
proteinu pomoci PAGE. Glykosylace proteinu mize byt stanovena na zakladé jeho chovani vici
concanavalinu A. K detekci vlastniho vazebného mista v molekule VB Ize pouZit fotoafinitniho znaceni
proteinu pomoci radioaktivné znac¢eného derivatu fytohormonu modifikovaného navazanim fotoreaktivni
azidoskupiny v mistech, ktera neinterferuji s vazbou hormonu na VB. Po osvétleni kovalentné navazany
ligand miize byt snadno detekovan na zakladé radioaktivity jak na urovni celistvé molekuly nativni VB,
tak na urovni vazebného mista odstépeného plisobenim specifickych proteas (Brinegar at al. 1988).
Fotoafinitné znacenych proteolytickych $tépti VB lze pouZit pro stanoveni sekvence aminokyselin, jiz
muze byt dale vyuzito pro (1) stanoveni sekundarni struktury vazebného mista, (2) ureni kliCovych
strukturalnich faktort rozhodujicich o vazbé a orientaci ligandu a tim nasledn¢ urcujicich i specifitu
vazebného mista (s pomoci molekularniho modelovani, napt. Fox 1992) a pro (3) konstrukci sond pro
isolaci cDNA kddujici VB (napt. Hesse et al. 1989).

Pro charakterisaci kinetickych parametrii VB je vyuzivana fada vazebnych testl zalozenych na in
vitro vazb¢ znac¢eného ligandu o vysoké molarni radioaktivité; tyto testy umoziuji stanoveni poméru
vazaného a volného ligandu a tim vymezeni tzv. “specifické” a “nespecifické” vazby fytohormonu na
zaklad€ vyménnych reakct pfi jeho prebytku. Tyto tzv. ptime vazebné testy jsou zaloZeny na reversibilité
vazby a vzajemné se lisi zptisobem odd¢leni volného a na VB vazaného ligandu. Budou popsany a
charakterisovany vazebné testy zaloZené na (1) rovnovazné dialyze, (2) precipitaci VB siranem amonnym
po navazani ligandu (pro rozpustné a solubilisované VB), (3) ultrafiltraci a (4) centrifugaci. Témito testy
Ize stanovit kapacitu VB, pocet vazebnych mist v molekule VB nebo hmotnostni jednotce VB, afinitu
VB k fytohormonu a jeho derivattim a nasledng specifitu VB. Uginnost, spolehlivosta presnost jednotlivych
testii Ize dobie hodnotit pomoci VB pro cytokininy (CBF-1), kterou Ize izolovat v dostate¢ném mnozstvi
a Cistoté z obilek pSenice (Kaminek a Fox 1990).

3. Lokalizace VB.

Lokalisace VB miiZe byt studovana na riiznych trovnich: v ramci celé rostliny, jednotlivych organt
apletiv i na trovni vnitrobunécné. Tomu odpovida 1 spektrum pouzivanych metod. Zatimco pro distribuci
urcité¢ VB v ramci celé rostliny jsou zpravidla pouzivany klasické ptimé vazebné studie a “markerem”
vyskytu VB je jeji kapacita v jednotlivych Castech rostliny (napt. Walton a Ray 1981, Zazimalova a
Kutacek 1985, Zazimalova et al. 1997), jsou pro lokalisaci konkrétnich VB v pletivech ¢i subcelularnich
strukturach pouzivany pristupy imuno-cytochemické (Brinegar 1994, Henderson et al. 1997).

Podékovani: Nékteré z vySe uvedenych metod byly vypracovany a optimalisovany v ramei feSeni
projekti 206/96/1032 Grantové agentury CR a A6038706 Grantové agentury AVCR.
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Stanoveni kyseliny abscisové RIA metodou

Klems. M., Balla, J., Flores-Solis, J., Prochazka, S.

Ustav botaniky a fyziologie rostlin, AF MZLU Brno, Zemé&d&lska 1, 613 00 Brno
tel: 05/45133296, e-mail: klems(@dahlia. vszbr.cz

Kyselina abscisova (ABA) je fytohormon reguluyjici v rostlinach vyvojové a metabolické procesy
abscise a dormance. Dulezitou regulacni funkci mé kyselina abscisova i pii zvySeni své endogenni
hladiny v rostlinach za stresovych podminek, sucha, chladu, nevhodnych osmotickych podminek a
imisi. V explantatovych kulturach je zkoumana jeji role v somatické embryogenezi. V rostlinach se
ABA vyskytuje v nepatrnych mnozstvich 10 - 50 ng/g Cerstvé hmotnosti.

Chemicky je kyselina abscisova seskviterpen a v rostlindch vzniké z kyseliny mevalonové a z
karotenoid(i. M4 2 optické izomery, pti¢emz v rostlinach se vyskytuje jen (+)-(S)-enantiomer. Chemicky
vyrobena (-)-(R)-ABA tvoii racemickou smés. Geometricka izomerie molekuly ABA eliminuje
fyziologickou aktivitu ABA v ptipadé, ze karboxylova skupina je v frans konfiguraci.

Pro analytické stanoveni je ABA extrahovana z rostlinného materialu vytfepanim homogenatu do
vodného roztoku po dobu 24 hodin pii +4°C. Volna ABA se odd¢li centrifugaci - zlistava v supernatantu.
Do analyzy se ze vzorku odebira 2 x 50 ml supernatantu.

Radioimunoanalytické stanoveni (RIA) kyseliny abscisove je vysoce citliva kvantitativni (detek¢ni
limit ABA v pg) imunochemickd metoda stanoveni ABA vyuzivajici schopnosti rozpoznani molekuly
ABA protilatkou MAC 252 (QUARRIE et al. 1988) s velmi vysokou specifitou. Princip metody
spociva v kompetici nativni nebo standartni ABA (hapten) a radioaktivné znacené *H-ABA (radioligand)
ve vazbé na protilatku MAC 252. Za ptedpokladu konstantniho mnozstvi protilatky MAC 252 a
radioaktivné znacené *H-ABA a ptebytku nativni ABA, dochazi k vytéshiovani radioligandu z vazby s
protilatkou a k vazbé haptenu s protilatkou. Tvorby komplext hapten-protilatka a hapten-radioligand
je dosaZeno po inkubaci za nizké teploty (+4°C). Jejich separace je provedena vysraZzenim v siranu
amonném a a oddélenim naslednou centrifugaci. Radioaktivita sedimentu je méfena technikou kapalné
scintilace na scintila¢nim spektrofotometru Packard 2000 CA. Kalibra¢ni kfivka je sestrojena za
pouziti standartni ABA (+/- cis, trans-ABA, Sigma).

UBFR pomoci radioimunoanalytického stanoveni ABA studuje dynamiku endogenniho obsahu
ABA v pribéhu dormance sladovnického je¢mene, pfi indukci chladuvzdornosti ozimého je¢mene
jako markeru snizené teploty a pfi studiu dynamiky endogenni ABA v procesu somatické embryogeneze
v in vitro kulturach.

Klic¢ova slova
kyselina abscisova, radioimunoanalyza, hapten, radioligand, monoklonalni
protilatka

Priloha
komponenty radioimunoanalyzy:
- monoklonalni protilatka MAC 252 (Cambridge)
- radioligand (*H-ABA, Amersham)
- standart (hapten, +/- cis, trans-ABA, Sigma)
- extrahovana volna ABA z rostlinného materialu (hapten)
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schéma precipitace (symboly):
tvorba komplexu radioligand-protilatka
63H-Ag + 6Ab 6 *H-AgAb
tvorba obou typt komplext
6°H-Ag + 6Ag + 6Ab 2 ’H-AgAb + 4 AgAb +4°H-Ag + 2Ag
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Metody analyzy fotosyntetickych pigmenti v jehlicich smrku ztepilého
Picea abies (L.)KARST.

Krpes, V.

Katedra biologie, Prirodovédecka fakulta Ostravskeé univerzity, Brafova 7, 702 00 Ostrava,
e-mail: krpes.kbio@prfl.osu.cz

1. Metoda extrakce fotosyntetickych pigmentu

Vesker¢ prace a manipulace se vzorky jsou provadény pfi zeleném svétle vinové délky v rozpéti
510-530 nm. K 200 mg jehlic zbavenych listovych polstarkt a fapiki se ptida 5 ml bezvodého acetonu
ana vodni lazni se zahtiva na bod varu acetonu (60° C) po dobu 1 minuty. Potom nasleduje ochlazeni
v ledové tfisti a uchovani ve tmé a chladu do dalSiho zpracovani.

Homogenizace se provadi s pfidanim Mg CO, a kfemenné drt€ (zrno 0,3 mm). Po dokonalém
rozmélnéni se homogenat extrahuje 5x5 ml acetonem. Jednotlivé extrakty se shromazd'uji do délici
nalevky. Po pfidani petroléteru a protfepani 25 ml nasyceného roztoku Na Cl nasleduje dalsi protifepani
a oddéleni vodni vrstvy s ne€istotami a vysokomolekularnimi latkami, které by zkreslovaly méreni a
TLC analyzu. Epifazicky roztok obsahujici pigmenty se tfikrat promyje destilovanou vodou a prevadi
se kvantitativné do vakuového odparovaku. Odparovano ve vakuu na 22° C v teplé vodni lazni do
sucha. Suchy odparek se rozpusti v 1 ml bezvodého acetonu. Extralce pro HPLC analyzu pigmentti se
provadi bez promyvani a zahuSt'ovani ptimo do 100 % cistého acetonu.

2. Spektrofotometrické stanoveni smési

Pti spektrofotometrickém stanoveni smési chlorofylovych pigmentt se jejich absorpéni kiivky
piekryvaji v rozsahu absorbance, kde plati LAMBERTUV-BEERUV zakon vyjadtujici zavislost
absorbance svétla pti prichodu tloustkou homogenni latky.

Ke stanoveni obsahu chlorofylu aa b a celkovych karotenoidii se pouziva jejich extrakt ve 100 %
acetonu. Ten se zpracovava jako trojkomponentni systém na spektrofotometru Zeiss-Jena. K
vyhodnoceni jsou pouzity matematické vztahy odvozené VERNONEM (1960), jak je uvadéji
LICHTENTHALER a WELLBURN (1983). Ziskané hodnoty se prepocitavaji na 1 g suché hmotnosti.
Rovnice pro vypocet chlorofylu jsou rovnéZ pouzivany v pracich zabyvajicich se fotosyntetickou
tématikou (ZVOLSKY, 1986). Zpiesnéni vypoétovych vztahii k stanoveni fotosyntetickych pigmentt
provedl LICHTENTHALER (1987) a nasledné PORRA a kol. (1989), ktefi také urcili nové extinkéni
koeficienty pro chlorofyl a a b ve ¢tyfech riznych rozpoustédlech. Upravené rovnice pro vypocet
koncentrace chlorofylt v 80 % acetonu (mg. ml"). vypada nasledovné:

Chla = 12’25A663,6 -2’55A 646.6
Chlb = 2031A 491A

6466 663.6

3. Metoda tenkovrstvé chromatografie a zpétna eluce

Pro identifikaci fotosyntetickych pigmentt a pro kvantitativni anlyzu je pouzivana rychla a
jednoducha metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC). Nejvétsi prednosti této techniky je jeji tvarnost,
coz v mnoha piipadech umoziuje rychlé vyteSeni analytického problému a nalezeni optimalnich podminek
pro kapalinovou sloupcovou chromatografii. Smés fotosyntetickych pigmentt je pro svou slozitost
nevhodna pro jakékoliv pfimé analyzy. Pro kvalitni rozdéleni detekovanych pigmentti z analyzovanych
asimilacnich organti je zapotiebi takového absorbendu a takovych organickych rozpoustédel, aby doslo
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k dokonale vyvinutym skvrndm (bez zavojii). Fotosyntetické pigmenty se d¢li na silikagelu, ktery je
nanesen pomoci vhodného neutralniho pojidla na hlinikovych deskach (Silufolu UV 254). Nejlépe se
osveédcila vyvijeci smés ve sloZeni 5d. petroleter - 2d. aceton - 2,5d. éter. Pasy jednotlivych barviv byly
eluovany pislusnymi eluénimi ¢inidly zptisobem jak jej uvadi ERDELSKY, FRIC (1979). b-karoten je
eluovan n-hexanem, chlorofyly a feofytiny acetonem, lutein, violaxantin, zeaxantin a neoxantin alkoholem.

Pro spektralni méfeni se pouziva absorpéniho spektrofotometru. Hodnoty koncentraci jsou
vypocitavany podle prislusnych specifickych koeficienti absorbance. Identifikace jednotlivych pigmentt
je provadéna na pristroji PU 8800 a SPECORD M40. Dale je sledovan charakteristicky pribéh
kiivek a prislusna maxima absorbanci. Kvantita pigmentl se stanovi podle matematickych vztahti
odvozenych MACKINNEYEM, SMAKULOU in ERDELSKY a FRIC(1979). Vysledky jednotlivych
pigmentu se ziskavaji tak, Ze hodnota absorbance A daného pigmentu se dosazuje do prislusného
vztahu. Nasleduje vypocet mnozstvi pigmentu nalézajiciho se ve 2 cm?® kyvet€ spektrometru a piepocet
na 1 g suchého materialu (jehlic).

4. Kapalinova chromatografie (HPLC)

Zavedeni HPLC metody pro stanoveni zejména xantofyl{i je velmi citlivym postupem zpiesnujici
analytickou ¢ast studia fotosyntetickych pigmenti. Pigmenty se analyzuji na pristroji tsp 3200 SPECTRA
SERIES P100 s detektorem Chanel 3. Pro jejich rozliSeni se provadi separace na koloné NUCLEOSIL
120-5C18 (4 x 150 mm) s pouzitim gradientove mobilni faze A aceton-voda (80 : 20), faze B aceton
s UV detekci pii 440 nm. Obsah pigmentd je vypocitavan z jednotlivych pikt v poradi jak uvadi
BRAUMANN a GRIMME (1979): neoxantin neo A, neoxantin, anteraxantin, violaxantin, violeoxantin,
lutein, lutein-5,6-epoxid, chlorofyl b, chlorofyl a’, chlorofyl a, feofytin, b -karoten.

5. Odbér vzorki
Zvlastni pozornost je tieba vénovat odbéru asimilacnich organti. V tivahu prichazi:

ur¢eni gradientu poSkozeni odbérového materialu

expozice koruny s rozliSenim na jizni (proslunénou) a severni ¢ast

urceni doby odbéru v dennim rezimu (vzhledem k fotosyntetické aktivite)
uchovani odbérového materialu, po tepelné inaktivaci enzymi

podrobna charakteristika biotopu.

* & & O o

6. Program kauzalnich zavislosti

K vyhodnoceni vysledki analyz je pouzivan graficky program kauzalnich zavislosti namétenych
hodnot koncentraci a klimatickych podminek véetné Skodlivin SO, a tuhych znecist ujicich latek. Program
podava operativni informace o stavu a sezonnim prubéhu zmén fotosyntetickych pigmentti sledovanych
populaci pokusnych smrkii a jejich zavislosti na abiotickych podminkach. Program ma dveé ¢asti:

. Zpracovani a vypocet koncentraci fotosyntetickych pigmentd a jejich vzajemnych poméra
. Grafické vyhodnoceni fotosyntetickych pigmentti v zavislosti na abiotickych podminkach

Souhrn

Asimila¢ni organy smrku obsahuji mnoho sekundarnich metabolitd, coz zptisobuje analytické
problémy pfi stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentl, zejména pii screeningovém vysetfovani

vvvvvv
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HPLC podava presnéjsi obraz o kvalitativnim zastoupeni jednotlivych fotosyntetickych pigmentd, stale
je problematicka identifikace pikii xantofylové fady.a dalSich deepoxidanti. Medoda ma vyznam pii
diagnostice poskozeni lesnich porostd antropogenni ¢innosti.
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Metody stanoveni rostlinnych hormonti

Machackova, L.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Ke dvoru 15, 166 30 Praha 6
tel: 02/36 81 56, fax: 02/36 81 59, e-mail: . machackova@ueb.cas.cz

Metody stanoveni rostlinnych hormonti zaznamenaly v priibéhu poslednich dvou desetileti vyznamny
rozvoj. Diive byla vétSina stanoveni provadéna biotesty, které jsou ve velké vétsing piipadi vysoce
citlivé, ale jejich specifita neni dostatecnd. Dnes se pfevazné pouzivaji vysoce specifické a citlivé
metody fyzikalni ¢i fyzikalné-chemicke, jako jsou plynova a vysokoucinna kapalinova chromatografie
(GC, HPLC), nejlépe s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC/MS, LC/MS) a metody
imunochemicke.

1. Odbér materialu

Co je potieba v laboratori? Kapalny dusik, pfip. suchy led, termosky, mrazici pult na-70°C,
ptip. lyofilizace

Obecné zasady. Pokud nezpracovavame material ihned, pak jej uchovavame v mrazicim pultu
pii-70°C. Trva-li odbér materialu déle, je nutné jiz odebrany material drzet v kapalném dusiku. Je-li
odebirany material vlhky, je tfeba jej v nejvyssi mozné mifte osusit. Pfipadny transport materialu musi
probihat v suchém ledu, nebo Ize material lyofilizovat a uchovavat a transportovat lyofilizovany, v nadobé
¢i sacku se silikagelem, ktery jima vzduSnou vlhkost. Material k analyzam nesmi nikdy rozmrznout!

Je tteba vénovat pozornost denni dobé odbéru materialu. Hladina hormonti se v pribehu denniho
cyklu muiize vyrazné ménit, a proto pii déletrvajicich pokusech €i pti opakovani pokust je tfeba material
odebirat vzdy ve stejnou denni dobu.

2. Extrakce a CiSténi extrakti

Coje potiebav laboratori? Kapalny dusik, tfeci misky, u starSich metod délici nalevky, vakuova
odparka, pfipadné Speed-Vac, rozpoustédla (metanol, aceton, etanol, éter-viz dale), radioaktivni (¢i
deuterovany ) standard na sledovani vytéznosti, chromatografické kolony, Polyclar AT (nerozpustny
polyvinylpyrolidon), iontoméni¢oveé materialy, Sep-Paky nebo podobné kolonky s C-18 materidlem,
desky na tenkovrstevnou chromatografii, scintilacni pocitac

Postup- obecné zasady Rostlinné hormony jsou organické latky snadno rozpustné v polarnich
rozpoustédlech. Vyskytuji se vSak v pletivech ve stopovych mnozstvich a pred vlastnim stanovenim je
musime nahromadit a extrakt zbavit interferujicich latek, na které jsou rostlinna pletiva velmi bohata
(barviva, fenolicke latky apod.). Pfi extrakci musime okamzité s co nejvyssi i€innosti omezit enzymoveé
aktivity (vybérem rozpoustédla, antioxidanty, nizkou teplotou). Pred extrakci provadime pro zvySeni
ucinnosti homogenizaci. Jedinym univerzalnim zptisobem homogenizace rostlinnych pletiv je rozetfeni
ve tfeci misce po zmrazeni kapalnym dusikem. Extrakéni ¢inidla, nejcastéji vodny (70-80%) metanol,
etanol €i aceton, uzivame 1-2krat destilovana a vychlazena; extrakci 1-2krat opakujeme. Do
rozpoustédla ptfiddvame antioxidanty, napt. butylhydroxytoluen (BHT), dithiotreitol (DTT),
merkaptoetanol ¢i dietyldithiokarbamat (DIECA). Po extrakci rozpoustédlo odpafime za snizeného
tlaku a vodnou fazi dale cCistime. Ke zjisténi ztrat v pribéhu extrakce a €isténi pridavame na zacatku
extrak¢niho postupu izotopy znaceny interni standard, coZ je absolutni nutnost, nebot’ v riznych
extraktech se hormony riizng rychle rozkladaji. K ¢isténi extraktl se pouziva s vyhodou riiznych
chromatografickych technik : chromatografie papirové a tenkovrstevné (dnes spise jiz jen k déleni
metabolitii - nevyhodou tenkovrstevné chromatografie byva nizka vytéznost) a sloupcové chromatografie
na riznych nosi¢ich. Nej€astéji se uzivaji riizné Sephadexy a materidly iontoménic¢ové. K odstranéni
fenolickych latek je nejvhodnéjsi Polyclar AT (je tieba najit podminky, kdy se nevaze i hormon). Viibec
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nejcastéji se dnes pouzivaji kolonky s C-18 materidlem typu Sep-Pak, na kterych volbou pH a
rozpoustédla Ize dosahnout vysokého precisténi. Starsi metody vyuzivaly u hormond, které jsou organické
kyseliny (IAA, ABA, gibereliny), vytfepavani z vodného roztoku do organického rozpoustédla (nejCastéji
¢teru) pii rizné hodnoté pH. K minimalizaci ztrat se doporucuje silylovat pouzivané sklo a s vyjimkou
posledniho kroku pied stanovenim neodparovat extrakt do sucha.

Zvidastnosti jednotlivych hormonii. Indolové slouceniny, zejména kyselina indolyl-3-octova
(IAA), jsou dosti nestalé. Pi jejich extrakei a Cisténi extraktu je tfieba postupovat velmi opatrné (nizka
teplota, antioxidanty) a navic zamezit v nejvyssi mozné mife pristupu svétla, které vyvolava rozklad
IAA. Gibereliny jsou labilni piiextrémnich hodnotach pH a teplotach a je proto nutné pracovat v
rozmezi pH 2,5-8.5 a pfi teploté do 40 °C. Pii manipulaci s extraky ABA je tfeba vyvarovat se zdroji
zareni obsahuyicich siln€jsi slozku UV, nebot’ toto zareni izomerizuje pfirozené se vyskytujici cis-ABA
na jeji trans-izomer. Pii praci s glukdzoesterem ABA nelze pouzit alkalické prostiedi. U cytokinint
nachazime v pletivech volné baze, ribozidy, ribotidy a konjugaty, zejména glukozidy. Ribotidy lze
prevést na ribozidy puisobenim fosfatazy (I€pe je pouzit fosfatazu alkalickou). Chceme-li zamezit ptisobeni
endogennich nespecifickych fosfataz, provadime extrakci ve smési metanol:chloroform:7N kyselina
mravenci (12:5:5,v/v)(tzv. roztok Bieleského). K hydrolyze glukozidi a ribozidii se doporucuji enzymatické
metody. Priklad purifikacniho postupu (véetné chromatografickych technik) je na obr.1. U etylénu ve
veétsSing sledovani métime pouze etylén vydavany do atmosféry - rostliny po néjakou dobu inkubujeme
v uzavieném prostoru a z n¢j ptimo odebirame vzorek k analyze. Chceme-li znat obsah etylénu v
mezibunécnych prostorech, provadime extrakci v nasyceném roztoku siranu amonného za snizené¢ho
tlaku. Casto misto etylénu méfime hladiny jeho prekurzoru kyseliny aminocyklopropankarboxylové
(ACC)ajeho konjugatu (N-malonyl-ACC, MACC). MACC lze prevést na ACC kyselou hydrolyzou
aACC stanovujeme jako etylén po oxidaci chlornanem ¢i bromnanem sodnym v alkalickém prostredi.

3. Biotesty

Biotesty vyuzivaji snadno kvantifikovatelné ristové ¢i metabolické odezvy na dany hormon. Jejich
vyuziti vdé¢ime za objev vétsiny ristovych regulatord. Jejich vyhodou je jednoduchost, dostupnost i
vysoka citlivost (detekéni limit byva 107- 101 mol.I'"), nevyhodou pak nizka specifita a interakce a
dal$imi latkami v extraktech. Ptes nesporné vyhody exaktnich fyzikalnich a fyzikalng - chemickych
metod ziistanou biotesty neocenitelnym pomocnikem pro prvni orientaci. Nenahraditelné jsou pak pii
hledani novych regulatorti riistu. VétSina auxinovych biotestti je zaloZzena na schopnosti auxinti stimulovat
dlouzivy rast, napi. u segmenti koleoptili ovsa nebo pSenice, stonki hrachu a hypokotylt okurky.
Giberelinové biotesty vyuzivaji vétSinou zakrslé mutanty ryze, kukufice ¢i hrachu s nedostate¢nou syntézou
giberelind, u kterych métime intenzitu dlouzivého ristu po aplikaci giberelind. Vyuziva se také schopnosti
giberelinti zvySovat syntézu a sekreci a-amylazy v obilkach je¢mene pti kliceni. Pro stanoveni cytokinint
biotesty se nejvice vyuziva jejich schopnosti brzdit starnuti (rozklad chlorofylu v segmentech listli) ¢i
aktivovat bunécné déleni (v in vitro systémech napt. u kalusti tabaku a soji nebo explantati mrkve).
Casto se pouZiva tzv. amarantovy test, ktery vyuziva schopnosti cytokinind stimulovat v kli¢nich rostlinach
Amaranthus caudatus tvorbu Cervenofialového pigmentu amarantinu. Biotesty na kyselinu abscisovou
vyuzivaji uzavieni priduchti v segmentech listti nebo inhibici riistu segmentii koleoptili ovsa a pSenice.
Pro snadnost stanoveni etylénu plynovou chromatografii se biotesty v podstaté neuzivaji.

4. Metody stanoveni

Coje potrebav laboratori? Plynovy chromatograf, kapalinovy chromatograf, ELISA reader ,
ptipadné scitntilacni pocita¢

Obecré zasady. K finalnimu stanoveni fytohormonti Ize pouzit plynové ¢i kapalinové chromatografie
nebo metod imunochemickych. Plynovou chromatografii 1ze stanovit latky plynné a takove, které 1ze
bez rozkladu za normalniho tlaku ptevést do plynné faze. Proto se stalé latky pred stanovenim prevadéji
na t¢kavejsi derivaty , napt. trimetylsilylderivaty . Detekci provadime ionizaci latek za vysoke teploty
(plamenove ioniza¢ni detektor, FID) nebo zafenim (fotoionizacni detektor, PID), na zakladé rozdilu
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teplot (TCD) , vychytavanim elektrond emitovanych izotopem *Ni (ECD) a analyzou molekularnich
iontt fokusovanych a urychlovanych v elektrickém nebo magnetickém poli (hmotova spektrometrie,
MS). Zname i detektor specificky pro latky obsahujici dusik a fosfor (NPD). Plynova chromatografie
je vyuzivana zejména pro stanoveni etylénu a kyseliny abscisové. Daleko $irSiho pouziti dosahuje
kapalinova chromatografie (HPLC). Kolony obsahuji nejcastéji silikagelovou matrix s navazanymi C,
nebo C , uhlovodikovymi zbytky, tedy vysoce hydrofobni material. Jsou k dispozici 1 naplné
iontomeniCove, chiralni a hydrofilni. Detekujeme na zakladé absorbance v UV svétle, fluorescence,
redox potencidlu , optickych vlastnosti, znaceni radioizotopy nebo hmotovou spektrometrii.
Imunochemické metody jsou zaloZzeny na vysoce specifickée interakci antigen-protilatka. Stanoveni
Ize provést dvéma zptisoby: radioimunotestem (RIA)a enzymovym imunotestem (ELISA, EIA). Pri
radioimunotestu probiha reakce v roztoku a je zaloZena na vzajemném vytésnovani hormonu a jeho
radioaktivné znaceného analogu (traceru) z vazby na protilatku . V ptipadé ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) jsou protilatky navazany na povrch jamek specialnich desti¢ek a na né€ se vaze
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hormon nebo jeho konjugat se snadno kolorimetricky stanovitelnym enzymem (kienova peroxidaza,
alkalicka fosfataza). Tyto testy jsou vysoce citlivé a specificke, ale je nutné, zejména pro ELISA test,
pouzit vysoce pieCisténé extrakty.
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Isoenzymova analyza je moderni metoda pouzivana od 60. let v oblasti populacni genetiky,
vyvojové biologie, taxonomie a nove i pii Slechténi rostlin. Variabilita enzym byla poprvé popsana
koncem 50. let (Hunter a Markert, 1957; Markert a Moller, 1959). Isoenzymy jsou enzymy, které
katalyzuji stejnou reakct, ale 1181 se aminokyselinovym slozenim a svymi fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi (pfi analyze vyuzivame jejich riiznou elektroforetickou pohyblivost). Po specifickém barveni
dostaneme na gelu spektrum isoenzymu daného jedince. Nastin moznych komplikaci a problémd, které
je nutno pfi definovani isoenzymu i pfi samotné analyze brat v uvahu, uvadeji HadaCova a Ondie;j
(1972).

Elektroforéza je separacni technika pro déleni smési elektricky nabitych latek. Elektroforéza na
gelu vyuziva rozdilti ve velikosti naboje délenych molekul (¢im vétsi je naboj, tim rychleji se molekula
pohybuje v elektrickém poli), gel mlize také fungovat jako molekulové sito a rychlost pohybu pak
odpovida i velikosti a tvaru molekuly. Naboj proteinu zavisi na pH, pfi nizkém pH se ionizuji bazické
skupiny, molekula zisk4 kladny naboj a poputuje v elektrickém poli ke katod€; pti vy$sim pH budou
naopak disociovat kyselé skupiny, molekuly proteinu ponesou zaporny naboj a budou se pohybovat
smérek k anodé.

Elektroforéza probiha v riznych typech nosného media, pro déleni enzymii se vétSinou uzivaji
Skrobové a polyakrylamidové gely. U polyakrylamidové gelove elektroforézy (PAGE) Ize snadno zménou
koncentrace monomerti ménit porositu gelu v zavislosti na velikosti délenych proteini. Dalsi prednosti
PAGE je dobra reprodukovatelnost gelti, lepsi délici schopnost, kratky casovy priibéh elektroforézy a
ostré prouzky na gelu. Elektroforéza na Skrobovém gelu (SGE) se uziva ¢astéji tam, kde analyzujeme
velky pocet jedincti z hlediska nékolika riiznych enzymii. SGE nema tak dobrou d€lici schopnost jako
PAGE, jeji vyhodou je ale netoxicita potfebnych chemikalii (akrylamid je neurotoxin), nizsi finan¢ni
naroénost, snadnost piipravy a nanaseni. Skrobové gely Ize horizontalng natezat a kazdy fez pouzit pro
stanoveni jiného enzymu. Podrobny popis pfipravy gelii Ize nalézt v literature (Kirschner a kol. 1994,
Shields a kol. 1983 a Wendel a Weeden 1989).

Kromé obvyklého vybaveni laboratote (pfistroj na piipravu vody, vahy, pH metr, centrifuga,
termostat, digestof, mrazak, chladnicka) je pro elektroforézu isoenzymii nezbytna elektroforeticka
jednotka s moznosti chlazeni gelq, el. zdroj (1000V a 100mA) a termostaticky cirkulator vody.
Elektroforéza byva horizontalni pro Skroboveé gely a vertikalni pro gely polyakrylamidové, hlavné z
diivodu odlisného zplisobu odlévani gel a manipulace s nimi. V nasi laboratofi pracujeme s horizontalni
elektroforézou Multiphor II firmy Pharmacia, ktera umoziiuje praci s obéma druhy geli.

K analyze jsou vhodné jak vegetativni tkané (mladé listy, listové pupeny, kofenové Spicky, kli¢ni
rostliny), tak tkané generativni (pyl, ¢asti semen). Tkan se rozdrti a ptida se extrak¢ni puft, jehoz
slozeni se li8i podle rostlinného druhu, druhu pouzité tkan€ a obsahu interferujicich latek v ni. Existujici
receptury (napt. Wendel a Weeden, 1989) je nutné doladit empiricky. Extrakt je nutno udrzovat stale
v chladu (4°C), aby nedoslo k destrukci enzymii. Je mozné ho ulozit v mrazaku a uchovat delsi dobu -
nékolik tydnti (-20°C) nebo mésicti (-80°C). Pro analyzu v polyakrylamidovém gelu je extrakt nutné
centrifugovat a supernatant pak nanaSime do jamek v gelu mikropipetou, u Skrobového gelu tento krok
odpada, extrakt hned nasajeme do knott z filtra¢niho papiru a klademe do fezu v gelu. Pracovni
postup popisuji podrobné napi. Kirschner a kol. (1994), Shields a kol. (1983) a Wendel a Weeden
(1989).

Rozdélené isoenzymy vizualizujeme specifickym barvenim, kdy detekce enzymt je zaloZena na
reakci, kterou enzym katalyzuje. V piipade pozitivniho barveni jde o srazeni a zménu barvy ptiivodné
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rozpustné indika¢ni latky v mist¢ enzymoveé aktivity - na bezbarvém gelu se vytvoii barevné prouzky.
Meéné Casto se vyuzivaji metody negativniho barveni zaloZené na destrukci nebo inhibici tvorby barevnych
slozek v mist¢ aktivity enzymu, zatimco zbytek gelu je barevny. Navody pro barveni jednotlivych
enzymii uvadi napt. Vallejos (1983).

Po obarveni ziskame gel s riizné usporadanymi prouzky - zymogram. Poloha a pocet prouzkii
z4visi na typu organismu, jeho stafi, druhu pouzité tkdn€ a na tom, jaky enzym byl barven. Pocet
prouzk je ur¢en poctem gend kodujicich dany enzym, jejich alelickym stavem (homozygotni nebo
heterozygotni), kvartérni strukturou funk¢niho enzymu (slozeni z podjednotek) a lokalizaci enzymu v
riznych kompartmentech buriky. Pii hodnoceni zymogramu pfedpokladame, Ze rozdilna pohyblivost
enzymu v elektrickém poli odrazi primo rozdily v kodujicich genech a exprese genti kodujicich enzymy
je kodominantni, tzn. v organismu jsou piitomny produkty vSech alel daného lokusu (Kirschner a kol.,
1994); dale predpokladame, Ze nasledné upravy produkti genti jinymi enzymy neovliviiuji polymorfismus
dany zménami sekvenci DNA.

Pro efektivni zhodnoceni ziskanych vysledki se doporucuje vyhodnotit dédi¢nost klasicky -
analyzou vystépovani vloh v potomstvu hybrida. Pokud je enzym kddovan jen jednim genem v jednom
genotyp je heterozygotni. V piipadé monomerniho enzymu najdeme na gelu dva prouzky, z nichz kazdy
je produktem jedné alely daného lokusu, v piipadé dimeru se funk¢ni enzym muize skladat z podjednotek
tfemi riznymi zptisoby a na gelu najdeme tii prouzky (dva homodimerické a jeden heterodimericky), v
homozygotni fenotypy, jednak fenotypy heterozygotni. Pokud je enzym kodovan ve vice nez jednom
lokusu, je interpretace slozité)si. Mize dochazet ke vzniku intergenickych heterodimerti (pii kombinaci
podjednotek vzniklych prepisem genti v riznych lokusech), jejichZ zona aktivity lezi mezi produkty
obou lokust. VySe uvedené plati pro diploidni organismy, u rostlin je pomérné ¢asto situace
komplikovana polyploidii. Nékdy se vyskytnou tzv. nulové alely, coz jsou alely s potlatenou ¢i nulovou
aktivitou, nebo se mohou objevit sekundarni isoenzymy, vzniklé pii posttranslacnich tpravach produktt
gent nebo degradaci proteint pfi laboratornim zpracovani vzorkt (Kirschner a kol., 1994).

Metoda je finan¢né (hlavné chemikalie pro barveni enzymii) i ¢asové (elektroforéza bézi az 6
hodin) dosti naro¢na.
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V biochemii rostlin, fytochemii a v oborech s nimi souvisejicimi se pfi feSeni vyzkumnych ukolt
setkavame s problémy, které 1ze uspésné studovat elektromigra¢nimi metodami. Kromé vSeobecné
znamych aplikaci téchto metod v “klasickém provedeni” ke sledovani a purifikaci bilkovin (enzymii,
izoenzymu apod.) ¢i nukleovych kyselin, tedy predev§im makromolekularnich latek, se daji vyuzivat i
novejsi varianty téchto metod provadénych v kapilarach k déleni podstatné SirSiho spektra sloucenin.

Pojem “kapilarni** Ize v oblasti separacnich analytickych metod povazovat za synonymum pojmui
“novy”, “zdokonaleny”, ““..se zna¢né zvySenou ucinnosti”.

Toto tvrzeni Ize dokumentovat na analytickych kapilarnich metodach dnes jiz ve svété Siroce
vyuzivanych, jako jsou kapilarni plynova chromatografie, superkriticka fluidni chromatografie i
vysokoucinna kapalinova chromatografie, ve vSech jejich modifikacich. Pievedeni separa¢ni metody
do “kapilarni modifikace ptinasi zvySeni rozliSovaci schopnosti i rychlosti této metody a zna¢né redukuje
potiebné mnozstvi davkovaného vzorku pii analyzach. Kapilary o priméru desitek az stovek mikrometrii
tvoti vysoce ucinné stabilizacni prostiedi pro elektroforetické separace.

Kapilarni elektroforéza (CE) (Hjerten, 1967; Jorgenson et al., 1981, 1981a) vyuziva kromé
separa¢nich mechanismii konvenc¢nich elektroforetickych metod jesté efektt, které piinasi aplikace
elektrického pole v prostiedi kapilar. Toho je napt. vyuzivano v modifikacich CE ik separacim latek,
které nenesou vlastni naboj. Tato metoda nabizi rychlost, snadnost ovladani a moznost on-line kvantifikace
1 automatizace podobné vysokoucinng kapalinové chromatografii (HPLC). Detekce je provadéna v
prubéhu analyzy, a tak odpada ¢asoveé narocny “barvici krok™ po vlastni separaci, znamy z konvencnich
elektroforetickych metod. Vysledky analyz jsou ziskany fadové v minutach, u velmi slozitych separaci
v nékolika desitkach minut. To opét favorizuje tyto metody pii srovnani s konven¢énimi, které obvykle
vyZzaduji nejméné hodiny i dny k ziskani konecnych vysledkt separaci.

Metodami CE lze provadét vétSinu separaci realizovatelnych HPLC. Na rozdil
od ni vyzaduje pouze nanolitrové objemy davkovanych vzork, z ¢ehoZ vyplyva, Ze je mozné s typickym
objemem vzorku potifebnym pro jednu HPLC separaci provézt stovky CE analyz. Dalsi obrovskou
vyhodou, jak z hlediska metodického tak i ekonomického, oproti HPLC je obrovska flexibilita separacni
selektivity. Lze ji dosahnout jednoduse pouhou zménou slozeni pufru pouzitého k déleni analytli v
jednom typu kapilary. Objem pufru miize byt i mensi néz 10 ml. Takto je mozné provadét déleni latek
zalozena na mnoha charakteristickych vlastnostech analyzovanych molekul (napft. velikosti, naboji,
hydrofobity, ale i chirality). Stejné ¢i podobné separace v pripadé HPLC vyzaduji desetiticicové investice
do specialnich chromatografickych kolon.

Kapilarnimi elektroforetickymi metodami Ize délit Siroké spektrum latek, zahrnujici napt. peptidy,
proteiny, olygonukleotidy, aminokyseliny, vitaminy, organické kyseliny a baze, anorganické ionty, izomerni
slouceniny riznych typt, véetné optickych izomerti. Vzhledem k tomu, Ze CE metody nabizeji rozdilnou
separacni selektivitu, v pripadé analyz slozitych smési latek nebo pti ovéfovani Cistoty analyzovanych
latek (napf. pti analyze 1éCiv), ji lze povazovat za komplementarni k HPLC (a naopak).

Schema instrumentace pro provadéni CE separaci je zndzorné€no na obrazku

¢. 1. ; sklada se ze stabilizovaného zdroje napéti (obvykle 30 kV), detektoru (UV/VIS nebo
Laserovy det.), zaiznamoveho zafizeni nebo pocitace uzpusobeného ke sbéru dat,

dvou elektrodovych nadobek naplnénych vhodnym pufrem, do kterych jsou ponoteny
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Obr.1 — Schema pfistroje pro kapilarni elektroforézu
( HV = zdroj vysokého napéti, 30 kV; P=nadobky s pufrem; E = Pt elektrody;
K =kapilara; T = termostatovani kapilary; D = detektor; R = zaznamové zatizeni n. PC )

konce kapilary (obvykle i.d. 25— 75 mm ), ktera muiiZe byt jest¢ cela umisténa do temperovaciho/
chladiciho bloku ¢i obalu.

Molekuly jsou separovany na zakladé riizné rychlosti migrace kapilarou plnénou vhodnym pufrem,
pripadné s dalSimi aditivy upravujicimi podminky separace. Rozdé&lené komponenty vzorku jsou
monitorovany detektorem, jak migruji malym segmentem kapilary umisténym v detektoru. Detek¢ni
signal je zaznamenavan v podob¢ pikl na elektroforeogramech, podobné jako na HPLC
chromatogramech. AvSak na rozdil od HPLC, kde vSechny komponenty nadavkované smési migruji
prutokovou celou detektoru stejnou rychlosti, integrovana plocha piki v pripadé elektroforeogramii je
funkci koncentrace analytu a migracni rychlosti.

V instrumentaci pro CE lze provadét nékolik typt separaci. Nejjednodussi jsou separace
provadéné v jednoduchych roztocich pufrti. Tento typ CE je nazyvan kapilarni zonova elektroforéza
(CZE) adala by se pfirovnat k elu¢nimu modu HPLC.

Pridame-1i k zakladnimu elektrolytu vhodny linearni polymer nebo naplni-li se kapilara poréznim
gelem (napt. polyakrylamidem) mohou se v tomto CE uspotadani provadét déleni napt. nukleovych
kyselin na zaklad¢ rozdilné velikosti molekul (“sieving effect). Obvykle ziskame stejna poradi
separovanych komponent vzorku jako pii konvencni gelové elektroforéze.

Lze dokonce v CE provadet déleni latek metodou isoelektrické fokusace. Provadi se v kapilarach
s chemicky modifikovanym vnitinim povrchem. Typicka kapilarni izoelektricka fokusace je provedena
zaméng jak 10 minut. Nékdy vS§ak mohou nastat problémy pfi detekci separovanych zon.

Modifikace CE umoziujici soucasna déleni aniontt, kationtti i neutralnich latek se nazyva micelamni
elektrokineticka chromatografie (MECC) (Terabe et al., 1984; 1985). Téchto déleni je dosahovano
diky kombinaci elektroforetickych migraci latek a jejich interakei s micelami tenzidii pridavanych do
roztokt elektrolytti (o pH 1 7) v nadkritickych micelarnich koncentracich.

K limitnim faktortim urcujicim citlivost metody pro konkrétni separované analyty patii vinova
délka detektoru, koncentrace a extink¢ni koeficient vzorku, délka davkovani vzorku a aplikované
elektrické pole pii separaci (souvisi 1 s pripadnym efektivnim chlazenim kapilary). V ptipadé biomolekul
se obvykle ptipravuje n€kolik mikrolitr(i vzorku o koncentraci 5-50 mg/ml. Davkovany objem roztoku
byva 1-2 nl, a ztoho plyne, Ze pouze nékolik pikogramii vzorku prochazi detektorem. Extrémni citlivosti
1ze dosdhnout pouzitim detekce zaloZené na piimé i nepiimé fluorescenci indukované lasery. Dnes je
mozna i on-line kombinace CE metody s hmotnostni spektrometrii. Tyto metody jsou ale pon¢kud

wiwr
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Do skupiny CE metod patfi i kapilarni izotachoforéza (ITP) (Everaerts etal.,1976). Jedna se o
elektroforetickou metodu, pfi niZ se vSechny nabité molekuly pohybuji
v elektrickém poli stejnou (=iso) rychlosti (=tacho). MiiZe byt vyuzita k separaci kationtti i aniontu, ale
ne soucasng.

Princip metody spociva v tom, Ze se nejblize katody (pii déleni kationtt; dale= K), ¢i anody (pii
déleni aniontl; dale = A) umisti elektrolyt, jehoz kation (K) ¢i anion (A) ma
v celém systému nejvyssi elektroforetickou pohyblivost [tzv. “vodici ion“]. Naproti tomu
uanody (K), ¢i katody (A), se umisti elektrolyt s nejnizsi pohyblivosti kationtu (K) ¢i aniontu (A) [tzv.
koncovy ion“]. Oba ionty, vodici 1 koncovy, maji stejny protiion, ktery ma vyznamnou funkci pufracni.
Je-li mezi uvedené elektrolyty (vodici a koncovy), umistén vzorek s intermedialni pohyblivosti iontt,
pak se tyto ionty sefadi podle své efektivni pohyblivosti od nejrychlejiiho aZ po nejpomalejsi. Sitka zon
je umérna celkovému mnozstvi prislusnych iontt, ale 1ze ji ovlivnit koncentraci vedouciho iontu. Prestoze
se jedna predevsim o analytickou metodu, Ize ji vyuzit 1 v preparativnim metitku, pfipadné jako
predseparacni stupen, pred jinou CE metodou.

Na prikladech CE separaci polohovych izomerti methoxyfenyloctovych kyselin a 3-indolylderivatt
karboxylovych kyselin (= auxin a strukturné pribuzné latky ¢i metabolity) bude v prednasce
demonstrovana separacni tcinnost vySe zmifiovanych metod a uvedeny i moznosti optimalizace déleni.
Moznosti zjistovani optickych Cistot enantiomert, patfici mezi nejobtiznéjsi separacni tikoly, budou
prezentovany na prikladech ITP separaci optickych izomert efedrinovych alkaloidti a CE separacich
enantiomert chloramfenikolu. (Snopek etal. 1988, 1992, 1996).

Literatura:

Everaerts F M., Beckers J.L.. & Verheggen Th.P.E.M.(1976): In Isotachophoresis, The Journal of
Chromatography Library, Vol.6, Elsevier, Amsterdam.

Hjerten S. (1967): Free zone electrophoresis, Chromatogr. Rev. 9,122.

Jorgenson J.W. & Lukacs K.D. (1981): Anal.Chem., 53, 1298.
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Snopek J., Smolkova-Keulemansova E., Cserhati T., Gahm K .H. & Stalcup A. (1996): In
Comprehensive Supramolecular Chemistry, Lehn J.-M. (Chr. Ed.), Vol.3, Pergamon,

Elsevier Sci., Oxford, N.Y., Yushima, 515, a citace tam uveden¢.
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Biochemické metody pouzivané pri studiu fotosyntézy

Sofrova, D.

Katedra biochemie Ptirodovédeckeé fakulty Univerzity Karlovy, Albertov 2030, 128 43 Praha
tel: 02/21 95 23 27, fax: 02/21 95 23 31, e-mail: photosyn@natur.cuni.cz

Predmétem studia biochemie fotosyntézy jsou déje na molekularni trovni, které probihaji hlavng v
chloroplastech, v tylakoidnich membranach a jejich submembranovych ¢asticich. Biochemie fotosyntézy
zahrnuje jednak pochody spojené s prenosem elektronti a protond, véetné fotolyzy vody; vysledkem je
tvorba ATP, NADPH a O,, jednak déje probihajici ve stromatu chloroplastti, obecné mimo tylakoidni
membrany a to fixaci CO, a tvorbu sacharidi. (Nasledujici prispévek nebude vyCerpavajicim prehledem
vSech metod. Cilem je seznamit zajemce s béznymi, pomeéme jednoduchymi a dostupnymi metodami. )

Celé téma lIze rozdélit na:

L. Izolace (chloroplastt, tylakoidnich membran, subtylakoidnich ¢astic, event.nékterych enzymil).
IL. Fotochemickeé aktivity (fotosystému II /PSII/ a fotosystémul /PSI/).

IILDalsi identifikacni postupy a ostatni metody.

LIzolace.

1. Podstata metody: rozruseni bunéénych stén, odd€leni chloroplastti od ostatnich ¢asti buriky, ziskani

chloroplastii s vysokou biologickou aktivitou.

2. Shrnuti zakladnich postupt.
A. Homogeniza¢ni postupy, jako 1 pou ivana media jsou dosti riznoroda. Homogenizace rostlinného
pletiva obvykle mechanicky (tfeci miska, homogenizatory). Homogeniza¢ni a resuspendacni média
”povinng” obsahuji osmotikum (sacharidy, cukerné alkoholy, mén¢ ¢asto NaCl), pufr (obvykle 5 a
100 mM, pH mezi 6,3 a 8,5), MgCL, (5 - 10mM). Dalsi slozky jsou véci nazoru a viry”.
B. Pracovni postup.Homogenizace v pfislusSném médiu, rychla a kratka centrifugace (do 2000xg,
60 sekund), resuspendace sedimentu, a¢innéjsi centrifugace (cca 2000xg, do 10 minut), konecna
resuspendace.

3. Zhodnoceni finan¢ni a ¢asové narocnosti.

Velmi nenarocné: jakakoliv bézna, 1 stolni, centrifuga, bézné chemikalie. Cas: max. 30 minut.

4. Uskali metody: zadné.

Literatura:
D.A. Walker (1971): Methods Enzymol. 23,211 - 220
J.Barthova, D.Sofrova, M. Ticha (1980): Zakladni praktikum z biochemie, SPN Praha, str. 171 - 179.

Izolace tylakoidnich membran z chloroplastii znamena resuspendaci v hypotonickém médiu a naslednou
centrifugaci.

Poznamka: Izolace tylakoidnich membran z jinych typt fotosyntetickych organism (bakterie, sinice)
se od vySe popsancho standardniho postupu vhodného pro vyssi rostliny obsahujici chloroplasty lisi.
Subtylakoidni ¢astice, obvykle ¢astice PS 1T a PS I, komplex cytochromi typu b a f¢i ATPsyntaza,
vyzaduji dezintegraci membran a to nejCastéji tenzidy (detergenty). Nejvhodnéjsi jsou: amfifilni tenzidy
nebo tenzidy typu glykosidu.

Izolace rozpustnych enzymi stromatu chloroplasti vyuzivaji béznych enzymologickych postupti
(dezintegrace pletiva, separace, €isténi enzymu, enzymova aktivita, studium aktivniho mista, regulacni
mechanismy).
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I1. Fotochemické aktivity
1. Fotochemické aktivity PS II a PS I predstavuji vhodnou identifikaci téchto fotosystémi a v
chloroplastech anebo v subtylakoidnich ¢asticich.

e A\
D2 Dl
\ \J
HO > Y—>PSII>Q—> PQ— cytb)f > PC—> PSI—>X—> Fd— NADP*
\J \J
AZ A1
\- J

2. Casto se pouziva nefyziologickych donort (D, pfed PSII, D, pted PSI) a akceptori (A, za PS1I
aA, za PST)elektroni:

A. Chemikalie (difenylkarbazid jako priklad D2, dichlorfenolindofenol /DCPIP/ jako pf. A,, chinony Ci
redukovany DCPIP jako pf. D, a bipyridiniové soli jako pf. A ) nepatfi mezi bézné chemikalie, ale
jsou dostupné.

Pristroje: jakykoliv spektrofotometr, véetné typu Spekol, 1€pe tzv. kyslikova elektroda Clarkova typu.
B. a C. Postup a vyhodnoceni bude rozvedeno v piednasce.

Literatura:
A. Trebst (1972): Methods Enzymol.24, 146 -164.
J. Barthova a spol.(1980): viz odstavec I.7.

II1. Dalsi postupy a ostatni metody jsou jednak metodickou nadstavbou postupti uvedenych v odstavcich
Iall, jednak predstavuji dalsi “demontaz” tylakoidnich supramolekularnich komplexu.

Bez dalsi diferenciace do bodti 1 a 8 Ize sem zaradit:

Diikaz a stanoveni fotosyntetickych pigmentt spektrofotometricky (A.R. Wellburn /1994/: J Plant Physiol.
144,307 - 313).

Disociace pigmentoproteinti a separace jednotlivych polypeptidi elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu. Jejich imunochemicka identifikace.

Izolace nékterych polypeptidd, jejich aminokyselinova analyza, ur¢eni sekvence, eventualni pouziti
mutantt s odliSnym aminokyselinovym slozenim anebo sekvenci aminokyselin nékterych proteint,
sekvenovani gent.

Krystalizace nékterych pigmentoproteind, jejich rentgenostrukturni analyza, ur¢eni konformace a
trojrozmérny model proteinti a pigment - je-li to jesté arzenal biochemie?
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Moderni metody hmotnostni spektrometrie (MS) a jejich uplatnéni
pri studiu a analyze latek rostlinného ptivodu

Simek_ P,

Entomologicky tstav AVCR, Laborator analytické chemie, BraniSovska 31, 370 05 Ceské Budg&jovice
tel: 038/777 52 86, fax: 038/436 25, e-mail: psimek@entu.cas.cz

V piispévku je podan prehled sou¢asnych metod hmotnostni spektrometrie a pracovist v CR, jez
tuto techniku pouzivaji k analyze ptirodnich latek v rostlinnych matricich. Pozornost bude zamétena na
nové zpusoby ionizace biomolekul (ionizace za atmosferického tlaku, laserem) a na nové moznosti
spojeni metody MS se separacnimi technikami, zejména s kapalinovou chromatografii (LC/MS). Dale
budou diskutovany principy, technické pfednosti a omezeni modernich hmotnostnich spektrometrti z
hlediska jejich vyuziti v biochemické laboratoii. ZkuSenosti s metodou MS budou dolozeny aplikacemi
z praxe Laboratofe analytické biochemie Entomologického tstavu a Laboratofe LC/MS Ustavu
experimentalni botaniky AV CR.

Literatura:
Application of Modern Mass Spectrometry in Plant Science Research.
Russell,P.N., Terence, J.W. (ed.), Clarendon Press, Oxford (1996)
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Izolace protoplastii, inokulace fytoviry a jejich imunodetekce
Sindeldfova, M., Sindelat, L.

Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovce 1, 160 00 Praha 6,
tel: 02/24 31 01 09, fax: 02/24 31 01 13, e-mail: elsindel@site.cas.cz.

Podstata metod: Podstata pripravy mesofylovych protoplasti tabaku spoc¢iva v enzymatické
degradaci bunééné stény a tim k uvolnéni protoplastt. Jejich inokulace kompletnim virionem TMV je
zaloZena na skutecnosti, Ze jak virus, tak plasmalema protoplastu maji zaporny povrchovy naboj. Proto
se na virové ¢astice navaze polykationt (poly-L-ornithin) a tento komplex se stejnym mechanismem
navaze na plasmalemu; virova ¢astice pak prochazi pres membranu pinocytosou. Stanoveni obsahu
viru v protoplastech a procenta infikovanych protoplastii je zaloZzeno na metodé ELISA, pfi které se na
antigen (virus) navaze protilatka znac¢ena alkalickou fosfatasou. Pi pouZiti vhodného substratu se pak
uvede do chodu specifickd enzymova reakce, jejiz méfitelny barevny produkt odpovida koncentraci
enzymu a ta zase koncentraci antigenu (viru).

Mesofylové protoplasty pripravujeme z list tabaku o stari 60 dni od vyseti, ze kterych vyfeZeme
mezi Zilkami prouzky Sitky 1 mm. Prouzky podrobime plasmolyse pti25° C v 10 mM MES-KOH
pufru o pH 5.5, ktery obsahuje 0.45 M manitol, 1 mM KNO, , 10 mM CaCl,, 1 mM MgSO, , 0.2
mMKH,PO, , 1 nMKIa0.1 nM CuSO, (CPW medium, /7). Medium pak vyménime za stejné
obsahujici 1 % (v/0) celulasy (Onozuka R-10, SERVA) a 0.25 % macerasy (Macerozyme R-10,
SERVA) a vakuove infiltrujeme (na 1 g prouzkii pouzivame 10 ml media). Po 15 min pii 30 © C medium
odlijeme, centrifugujeme 10 min pii 2 000 g (odstranéni vétsSiny protoplastii houbového parenchymu) a
znovu vratime k prouzkiim. Po 2 - 3 hod pii 30° C odstranime zbytky rostlinnych pletiv filtraci pies
nylonovou sitku 100 mm a protoplasty shromazdime centrifugaci (10 min 1 500 g). Protoplasty
resuspendujeme v CPW mediu v kyvetach s izkym hrdlem, pfidame stejny objem 1.4 M sacharosy
v CPW mediu a centrifugujeme 2 min pfi 100 g. Za téchto podminek zbytky bunék sedimentuji a
protoplasty vyflotuji do zuZeného hrdla kyvety. Protoplasty se odeberou pipetou, zfedi 35 ml CPW
media, v kyveté podvrstvi 3 ml roztoku 10 mM MES-KOH pH 5.5 (obsahujiciho 0.6 M sacharosu a
5mM CaCl,), pfevrstvi 3 ml 0.2 M CaCl, v 10 mM MES-KOH puftu, a centrifuguji 3 min pfi 100
g. Horni vrstva obsahuje pfevazng¢ protoplasty epidermis, spodni vrstva protoplasty palisadového
parenchymu /2]. Tyto protoplasty odebereme pipetou a ziedime do 10 ml 0.45 M manitolem.

Takto ziskané protoplasty pouzivame po jejich rozbiti na sitce s otvory 20 mm pro izolaci bunécnych
organel. Pokud pouzivame piipravené protoplasty ke kultivaci, sterilizujeme pouzité listy 2 % pripravkem
SAVO a pracujeme dusledné za sterilnich podminek ve flow-boxu. Roztoky sterilizujeme v autoklavu,
enzymy pro izolaci protoplasti nejprve centrifugujeme (10 min 20 000 g), a pak sterilizujeme za chladu
filtraci pres filtr s pory 0,45 mm. Stejnym zptsobem sterilizujeme i suspenzi TMV a roztok poly-L-
orithinu.

Ptiinokulaci protoplastii virem mosaiky tabdku (TMV) pouzivame Cerstvé izolovany virus
[3] (40 mg TMV/5 ml 2 mM citratového pufru pH 5.4 obsahujiciho 0.45 M manitol). Tato suspenze
se smicha s 5 ml stejného pufru obsahujiciho 40 mg poly-L-ornithinu (PLO, MW 118 000), po 20 min
se piida do 10 ml Cerstve pripravenych protoplastt (cca 10° ptpl/ml) a necha reagovat 30 min pii 25°
C. Protoplasty se oddéli od neadsorbovaného viru centrifugaci (10 min 100 g), tfikrat promyji 0.45 M
manitolem s 0.1 mM CaCl, a resuspenduji v CPW mediu na vyslednou koncentraci cca 10° ptpl/ml.
Takto ziskané protoplasty inkubujeme v objemech po 10 ml ve 100 ml Erlenmeyerovych barikach za
konstantniho osvétleni pii 40 mmol . m? s ateploté 25° C. Kontrolni neinokulované (mock-inoculated)
protoplasty pfipravujeme presné stejnym zptisobem bez aplikace TMV. Vzhled a kvalitu protoplasta
kontrolujeme mikroskopicky (zvétSeni 200x) v Burkeroveé komiirce, kde rovnéz stanovujeme jejich
viabilitu pomoci methylenové modie /4] (Zivé protoplasty se nebarvi modie).
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Pti stanoveni obsahu TMV v protoplastech pouzivame standardni metody DAS-ELISA
s pouzitim krali¢ich polyklonalnich protilatek ptipravenych proti izolatu TM V-vulgare a protilatek
s navazanou alkalickou fosfatasou. Obsah viru byl stanoven z kalibra¢ni kivky purifikovaného TMV
pomoci softwaru popsaného v “Metodach enzymové imunoanalyzy™ /5].

Pfi imunoenzymatickém stanoveni procenta inokulovanych protoplastii centrifugujeme
inkubované protoplasty 10 min pii 160 g, sediment dvakrat promyjeme 5 ml vychlazeného (0-4°C)
roztoku 0.35 M KClv 10 mM MES-KOH pufrupH 5.5, tfikrat 3 ml vychlazeného 96 % ethylalkoholu
a dvakrat PBS (0.15 M NaCl v 50 mM draselném fosfatovém pufru pH 7.0) pfi standardnim
centrifugacnim postupu (2 min pii 100 g). Protoplasty resuspendujeme v 1 ml PBS pufru obsahujicim
2 ml anti-TMV IgG konjugované s alkalickou fosfatasou a inkubujeme 16 h pii 4° C. Po zfedéni PBS
vzorek centrifugujeme 5 min pii 160 g, protoplasty resuspendujeme ve 2 ml TNM pufru (0.1 M tris-
HCI, 0.1 M NaCl, 5 mM MgClL, , pH 9.5) a centrifugujeme 5 min pii 160 g. Ziskané protoplasty
resuspendujeme v 0.1 ml TNM pufru a pfidame 2 - 5 ml roztoku BCIP a NBT (0.5 mg 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl fosfatua 7.5 mg nitroblue tetrazolium se rozpusti v 1 ml dimethylformamidu, a pak se
pridaji 2 ml TNM pufru). Reakce probiha 1.5 - 3 hod pti 37°C. Infikované protoplasty se zbarvi
¢ernomodre a jejich pocet se urci v Biirkerové komirce. Relativni chyba stanoveni neni vyssi nez 2 %.

Nejvétsi technické problémy jsou dany jiz samotnymi vlastnostmi protoplastd, jejich relativni
nestabilitou, kiehkosti a snadnou evakuolizaci vlivem pouzivanych osmotik. Dalsi problémy vznikaji pri
zachovavani sterilnich podminek pfi piipravé a kultivaci protoplasti. Je nutné nalézt kompromis mezi
intenzitou a délkou sterilizace listovych pletiv pfipravkem SAVO, coz ovliviiuje viabilitu . DalSim
problémem je flotace protoplastil, které se nelze vyhnout. V tomto ptipadé je nutné ménit osmolaritu
pridavané sacharosy, dokud nedojde k flotaci. protoplastti . A asi nejvétsim a zcela obecnym problémem
je zavislost kvality a vlastnosti pripravenych protoplastii menici se v zavislosti na staii rostlin, prostredi
kultivace a rocnim obdobi). Pfi sledovani po¢tu infikovanych protoplastti je duilezité¢ odzkouset mnozstvi
ptidavaného roztoku BCIP s NBT (2-5 ml). Pfi niz§im mnozstvi se infikované protoplasty nedostatecné
obarvi, pfi vy$§im mnozstvi mize dochazet k nespecifickému barveni, nutno provést kontrolu na
neinfikovanych protoplastech.
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Meéreni katalytické aktivity sacharosasynthasy v in vitro péstovanych
mikrohlizkach bramboru
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Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, Praha 6-Ruzyn¢
tel: 02/36 08 51 1. 445, e-mail: vojtech@genbank.vurv.cz

Sacharosasynthasa (UDP-glukosa D-fruktosa 2-glukosyl transferasa, E.C. 2.4.1.13.) katalysuje zvratnou
reakct :
sacharosa+ UDP <> UDP-glukosa + fruktosa.

pH optimum reakce ve sméru $tépeni je 6.6, pH optimum ve sméru syntézy sacharosy je 8.8. V
podminkach in vivo je rovnovaha posunuta ve prospéch St€peni sacharosy (1,2). Aktivita enzymu se
stanovuje jako mmol produktu vzniklého za minutu. Principem metody je kolorimetrické analyza produktii
(sacharosy nebo fruktosy) piitomnych v reakéni smési po zastaveni enzymové reakce.

Z pristrojového vybaveni je nutna centrifuga (nejlépe chlazend), spektrofotometr méfici ve viditelné
Casti spektra, termostat na inkubaci vzorkti a vodni lazen na zahiivani zkumavek.

Vzorek mize byt Cerstvy, nebo zmrazeny v tekutém dusiku a uchovavany pii-80°C. Cca 200 mg
vzorku presné se homogenisuje ve vychlazené porcelanoveé mistic¢ce se 3x 2.0 ml studeného extrakéniho
pufru (20 mM MES pH 6.5 + 0.5 mM DTT), centrifuguje se 5" pti cca 2000 x g a supernatant se
odsoli do stejného pufru podle Penefského (3).

Na pripravu odsolovacich kolonek podle Penefského pouzivame plastikové Spicky k pipetam 1000 ml
které ucpeme ve Spicce malym kouskem vaty. Kolonky Sephadexu G-25 Medium se naliji a ekvilibruji
jako normalni kolony na chromatografii. Pak se nasadi na malou zkumavku nebo se prostr¢i prodéravélym
vickem eppendorfky, odcentrifuguje se prebyte¢ny pufr, vymeni se spodni nddobka, nanese se vzorek
a vSe se znovu zcentrifuguje. Ve spodni nadobce se sebere odsoleny vzorek. Kapacita vzorku je 20%
objemu kolony. Maximalni pouzitelna rychlost je 1000 x g. Je mozno pouzit i thlovy rotor.

Méreni aktivity ve sméru syntézy sacharosy:

Enzymovy preparat (1/10 celkového objemu reakéni smési) se inkubuje s 10mM Frua 10 mM
UDPG v 50 mM Tris-Cl pH 7.5. Do reakéni smési je mozno pfidat aktivatory 15 mM MgCl a1 mM
DTT a 5 mM NaF (jako inhibitor UDPG- a ADPG-pyrofosforylas; nutné pouze u hrubych extraktt a
¢asteCné purifikovanych vzorkt). Jako slepy pokus inkubujeme obsahuje vzorek enzymu, ktery byl
pfedem tepelné denaturovan. Reakce se ukon¢i ptidanim stejného objemu SN NaOH a 10 min.
zahtivanim ve vrouci vodni l4zni (inaktivace enzymu a rozlozeni se nezreagované fruktosy). Stanoveni
sacharosy se provadi anthronovou metodou (4).

Méreni aktivity ve sméru Stépeni sacharosy:

Enzymovy preparat (1/10 celkového objemu reakéni smési) se inkubuje s 100mM sacharosoua SmM
UDP v 20 mM HEPES-KOH 7.0. Do reak¢ni smési je mozno pfidat S mM NaF jako inhibitor
pyrofosforylas. Jako slepy pokus inkubujeme obsahuje vzorek enzymu, ktery byl pfedem tepelné
denaturovan. Je nutné mit kromée slepého vzorku také kontrolu bez UDP - pozadi invertasy. Reakce se
ukon¢i zahtivanim 1 - 2 minuty na vrouci vodni 14zni nebo tfi minuty pii 95°C. Fruktosu stanovime
metodou podle Somogyiho-Nelsona (4)

Anthronova metoda stanoveni sacharidii: (4):

do 15 ml zabrusové zkumavky se napipetuji 3 ml anthronového ¢inidla (2 mg anthronuw/ml konc. H SO,
nutno pripravovat denné cerstvy) a pievrstvi se 1 ml vodného roztoku vzorku. Opatrné se protiepe za
chlazeni v ledové lazni, aby nedoslo k pfiliSnému zahtati smési. Zahtiva se na vrouci vodni lazni 5 minut
a potom se ochladi vodou. Mé&fi se absorbance pii 625 nm. Soucasné se méfti kalibracni kiivka o
koncentracich mezi 10 a 80mg/ml sacharosy.
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Stanoveni redukujicich cukri podle Somogyiho a Nelsona (4):

Cinidlo I: v 800 ml H, O se rozpusti 24 g Na,CO, , 16 g NaHCO,, 12 g vinanu sodno-draseln¢ho a
144 g Na,SO,

Cinidlo IT: ve 200 ml H,O se rozpusti 4 g CuSO,.5 H.Oa 36 gNa, SO,

Pracovni ¢inidlo se pfipravuje tésné pred pouzitim smichanim 4 dild ¢inidla I a 1 dilu ¢inidla II.
Arsenomolybdatove ¢inidlo: ve 450 ml H,O se rozpusti 25 g bezvodého molybdenanu amonného, za
chlazeni a michani se pfida 21 ml konc. H,SO, a 3 g Na,HAsO,.7 H,O rozpusténé ve 25 ml H,O.
Necha se stat 24 hodin pii 37°C, zfiltruje se a uchovava se vtemnu. 1 ml vodného roztoku vzorku se
smicha s 1 ml pracovniho ¢inidla a 10 min. se vati na vodni 1azni. Po ochlazeni se ptida 1 ml
arsenomolybdatového Cinidla, dobfe se promicha a nafedi se H,O na 10 ml. Odecita se absorbance
pfi 550 nm. Soucasné¢ se méfi kalibra¢ni kiivka o koncentracich mezi 10 a 80 mg/ml glukosy nebo
fruktosy.

Kolorimetrické metody pouzivané pro analyzu produktti reakce jsou relativni metody, které vyzaduji
kalibraci, a to pokud mozno soucasné s méfenim vzorku. Pro vypocet katalytické aktivity je nutno
experimentalné ovérit, Ze zavislost koncentrace produktii na ¢ase je v daném intervalu za danych
podminek (teplota, pH, koncentrace substratti a enzymu) linearni. Pro vypocet koncentraci cukri pomoci
kalibracni kiivky Ize pouzit libovolny pocitacovy program, schopny provadét ma‘tematicke vypocty.
Obé¢ pouzité metody jsou financn€ a pristrojové nenarocné, zato jsou pomérne narocné na cas a
manipulaci.

Anthronova metoda je dost nepiijemna tim, Ze se pracuje s koncentrovanou kyselinou sirovou, a pokud
se do smési dostane dalsi voda (napt. pii méfenti), dojde ke vzniku bilého zékalu, ktery vzorek znehodnoti.
U obou stanoveni dochazi pii del§im stani k samovolnym zménam zbarveni (a tedy ke zménadm v
molarnich absorpcnich koeficientech) a u stanoveni podle Somogyiho a Nelsona se v roztoku po nafedéni
tvori bublinky CO,, které rusi pfi odecitani absorbance. Se stanovenim podle Somogyiho a Nelsona
rovnéZ interferuje piitomnost reduk¢nich Cinidel.

Pro méfeni Ize pouzit Siroké spektrum pufiti a aktivita neni vyznamné ovlivnéna ani iontovou silou.
Enzym neni absolutné specificky pro UDP, aktivita s ADP dosahuje asi 70% aktivity s UDPas TDP asi
30% aktivity s UDP (1). Enzymova reakce ve smeru syntézy sacharosy je inhibovana produktem UDP,
ve sméru Stépeni sacharosy produkty fruktosou a UDP-glukosou (2). Pro méfeni aktivity ve sméru
Stépeni sacharosy v hrubych extraktech in vitro rostoucich bramborovych hlizek nelze pracovat v
oblasti pH blizké pH optimu kviili vysoké aktivit¢ kyselé invertasy. Pro méfeni ve sméru syntézy sacharosy
zase muze interferovat vysoka aktivita pyrofosforylas.

Kolorimetricka stanoveni nejsou prilis specificka, proto se nehodi pro méfeni enzymove aktivity v
neodsolenych hrubych extraktech. Specifické stanoveni UDP-glukosy pomoci
UDP-glukosadehydrogenasy a stanoveni fruktosy sprazenou reakci fosfoglukoisomerasa-hexokinasa-
glukosa 6-fosfatdehydrogenasa jsou sice velmi specificka, ale jsou pomérné nakladna, a 1 zde je potfeba
brat v tvahu moznou interferenci nékteré ze slozek vzorku s enzymovym stanovenim. Analyzu produkti
je rovnéz mozno provést pomoci HPLC, nebo je mozno pouzit znac¢enych substrati a nasledné separace
a analyzy produkti reakce scintila¢nim pocitatem; pro rutinni stanoveni aktivity se vSak tyto metody
pro svou ndkladnost a komplikovanost nepouzivaji.
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1. PRINCIP IMUNOAFINITNI CHROMATOGRAFIE (IAC)

Principem IAC je izolace latek na zaklad¢ jejich interakce se specifickou protilatkou navazanou na
pevném nosici. VétSina sloucenin ve vzorku projde IAC kolonou nezadrzena, nespecificky nasorbované
slouceniny se vymyji pufrem a specificky zachycené slouceniny se eluuji vhodnym ¢inidlem (napf.
methanolem). Timto zplisobem se dosahne v jednom chromatografickém kroku takového stupné
vyc€isténi vzorku, kterého lze jen st€zi dosahnout chromatografii na fyzikalné-chemickém zakladg.

2. METODIKA

2.1. Nezbytné vybaveni

IAC neni naro¢na na pristrojové vybaveni. PIn¢ postacuje klasické zatizeni chemické laboratote
(centrifuga, tfepacka, spektrofotometr, radiometr). Jejim nezbytnym piedpokladem je ovSem dostatecné
velké mnozstvi protilatek (fadoveé desitky mg) o vhodné specifité. Nosice pro vazbu protilatek jsou
komer¢né snadno dostupné, ato i v aktivované formé.

2.2, Priprava imunosorbentu

Protilatky. Pokud jsou pro pripravu imunosorbentu pouzivany monoklonalni protilatky, pak pii vysokém
titru staci jejich nékolikanasobné (3x) presrazeni siranem amonnym (50% nasyceni). Pokud jsou pouZivany
polyklonalni protilatky, je nezbytné jejich afinitni vy€isténi. Protilatky jsou selektovany a testovany
pomoci kompetitivni RIA. Protilatky proti cytokininlim nesmi vykazovat kiiZovou reakci s adeninem
ani s adenosinem, které se vyskytuji v rostlinnych vzorcich v koncentracich fadové vyssich nez
stanovované cytokininy. Pro pfipravu imunosorbentu je vyhodnéjsi pouzit protilatky se Sirsi, tzv.
skupinovou specifitou (napt. protilatky proti isopentenyladenosinu s vyraznou interakci s trans-zeatin
ribosidem a dihydrozeatinem). Skupinoveé specifické sorbenty umoziiuji zachytit ze vzorku celou skupinu
pribuznych latek, v naSem ptipadé vSechny isoprenoidni cytokininy (s vyjimkou 7N- a O-glukosidu,
které vyzaduji vlastni protilatky). Obecné plati, Ze protilatky pfipravené proti nepolarnim N°-
substituovanym haptentim (napt. isopentenyladenosinu) vykazuji Sirsi specifitu (Strnad etal., 1990). V
ptipade uzce specifickych protilatek 1ze pouzit smés dvou nebo vice protilatek.

Vazba na nosic. Tradi¢ni zptisob vazby protilatek na nosi¢ vyuziva funk¢nich skupin proteinu (napt.
volnych aminoskupin). Ve velké srovnavaci studii imunosorbentti pro cytokininy (Davisetal., 1986)
se jako nejlepsi ukazal Affi-Gel 10 (zesitovana agarosa s desetiuhlikatym oddalovacim raminkem -
“spacerem”). Vyhodou této metody je velmi snadné provedeni; orientace protilatek navazanych na
nosi¢ je ovsem nahodna (“random”). Zvlasté v piipadé vysokomolekularnich substratii je pak fada
vazebnych mist na protilatkach stericky neptistupna. Hoffiman a O’Shanessy (1988) zavedli orientovanou
imobilizaci protilatek. Vyuzili skuteCnosti, Ze pouze na Fc fragmentu protilatky (krystalickd, konstantni
¢ast) jsou cukerné zbytky. Ty Ize oxidovat bud’ jodistanem sodnym nebo enzymaticky (v zavislosti na
typu cukerného zbytku galaktosaoxidasou, prip. kombinaci neuraminidasy a galaktosaoxidasy). Vzniklé
aldehydické skupiny velmi snadno a pevné reaguji s hydrazidovymi skupinami. Tento postup vyzaduje
odsoleni protilatek po jejich oxidaci, protoZe ptitomnost jodistanu rusi vazbu na nosi¢. Mnozstvi
navazanych protilatek se v obou ptipadech stanovuje spektrofotometricky (z rozdilu koncentrace ve
vzorku pted vazbou a po ni).
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2.3. Imunodfinitni chromatografie

Po ziskani imunosorbentu se stanovi jeho maximalni kapacita pro jednotlivé cytokininy. Na IAC kolonu
se aplikuje smes radioaktivné znaceného a neznaceného cytokininu, tak aby bylo dosazeno vhodného
hmotoveho zatiZeni pii dostatené aktivité. Po promyti pufrem a vodou je specificky navazany cytokinin
eluovan vychlazenym methanolem. Kolona musi byt okamzité promyta vodou a pufrem. Je zapotiebi
stanovit kapacitu imunosorbentu a vytéznost pro jednotlivé cytokininy ve smési, v koncentracni oblasti
mirng prevysujici hodnoty cytokinint ve vzorcich. Rozdiln4 afinita jednotlivych cytokininti viici protilatkam
se totiz muiZe projevit v jejich maximalni kapacité (prip. vytéznosti) az pii kompetici s ostatnimi cytokininy.

2.4. Porovnadni orientované a neorientované vazby protildtek

Orientovana imobilizace, kterd umoznila zna¢né zvySit kapacitu imunosorbentd u fady
vysokomolekularnich latek (napt. Petkov etal. 1990), v piipadé cytokininti nevykazala vyrazny G¢inek.
Je mozné, Ze protilatky navazané pies spacer (C, ) na Affi-Gel 10, maji dostatek konformacni volnosti
umoznujici cytokininiim dobry piistup. Maximalni kapacity imunosorbenti ziskanych obéma pristupy
byly v podstaté stejné (Varkova et al., podano do tisku).

3. FINANCNI NAROCNOST

Finan¢ni naro¢nost metody je dana dostupnosti vhodnych protilatek (v dostatecném mnozstvi). Cena
sorbentt od renomovanych firem (napt. Bio-Rad: Affi-Gel 10, Affi-Gel Hz) sice rovnéZ neni zanedbatelna,
ale Ize s uspéchem pouzit i sorbenty vyrobené v tuzemsku (napft. perlova celulosa Perloza MT 200 -
Hz). Oba typy nosict vykazovaly pii ptipraveé imunosorbentt pro cytokininy velmi podobné vlastnosti
(Perloza méla dokonce o néco vyssi vazebnou kapacitu).

4. POTENCIALNI ZDROJE POTIZI

Protilatky, stejn¢ jako jin€ proteiny, jsou citlivé na napénéni. Proto je tfeba se vyhnout nadmérnému
tiepani apod. Citlivost jednotlivych protilatek vii¢i jodistanu se lisi. Je proto Iépe volit alespon zpocatku
snizenou teplotu (4°C) a kratsi dobu inkubace (30 min). Pfi vazbé protilatek na nosic je zapotiebi
dosahnout co nejlepsiho kontaktu s nosi¢em, ale zaroven Setrné (lepsi nez ttepacka je kyvacka nebo
rotaCni odparka). Pti [AC je nékdy vhodné nanést vzorek opakované nebo zastavit na ur¢itou dobu
pritok. Methanol pro eluci by mél byt dobte vychlazeny. Zivotnost kolony lze vyrazné prodlouzit
zatazenim predkolonky s nespecifickymi protilatkami. Dobre udrzované kolony si uchovaji svou kapacitu
aznékolik let, pokud nedojde k jejich mikrobidlni kontaminaci (musi byt skladovany v pufru obsahujicim
azid).

5. UPLATNENI

V posledni dob¢ se IAC stale vice uplatiiuje ve standardnim analytickém postupu stanoveni CK. Ionexove
chromatografie by mély predchazet IAC, vzhledem k tomu, Ze by vzorky mély byt pokud mozno
zbaveny fenolti a barviv. Piecisténi na IAC vyrazné zptesni analysu a zlep$i detek¢ni limit, protoZe pii
nasledné HPLC nedochazi k ptipadnému nekontrolovatelnému posunu retencnich ¢ast vlivem pritomnosti
velkého mnozZstvi jinych latek ve vzorku a 1 kone¢né imunostanoveni (ELISA, RIA) neni ruseno
nezadoucimi interferencnimi latkami.
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