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Uvod

Protein p53 je nadorovy supresor. Za norméalnich okolnosti se vyskytuje v burice jen
v malém mnozstvi, ale za stresovych podminek (poskozeni DNA vyvolané napt. UV
zafenim) se jeho hladina vyrazn¢ zvysi. Plisobi jako transkrip¢ni faktor, ktery diky své
sekvencéné specifické vazb¢ aktivuje expresi mnoha gent dilezitych pro zastaveni bu-
nécného cyklu (tim umoznuje buiice opravit poskozeni) nebo v ptipadé rozsahlého po-
Skozeni vyvolava programovatelnou smrt buiiky - apoptosu (Oren and Rotter 1999).

V nasi laboratofi se zabyvame studiem vazby tohoto proteinu na superhelikalni DNA
(Palecek et al. 1997). K nasemu studiu preferen¢ni vazby na tuto formu DNA vyuZziva-
me lidsky protein p53 izolovany jednak z eukaryotického systému hmyzich bun¢k a
predevsim z prokaryotického bakterialniho systému E.coli.

Moznosti izolace rekombinantniho proteinu p53 z E.coli
a. Vybér bakterialnich vektori

Pro ziskéani velkého mnozstvi rekombinantniho proteinu mizeme vyuzit fadu ex-
presnich vektorti se silnymi promotory (Studier et al. 1990) pro E. coli. Specifikaci
proteini odvozenych z proteinu p53 ukazuje tab.1. Jsou zde uvedeny typy vektord,
obsah aminokyselin (AA) proteinu p53, pfipadné fusni doména, molekulova hmotnost
(Mr), teoreticky isoelektricky bod (pl).

typ vektoru konstrukt (AA) Mr pl fiizni doména
pT7-7 P33l (1-393) 43633 6,33 -
pET3d p53CD(94-312) 24550 8.83 -
pGEX-2TK GST320-393 34639 8,62 GST
GST 25498 6.32
320-393 9161 9.91
Tab. 1. Pouzité konstrukty

b. Péstovani bakterialni kultury a indukce tvorby rekombinantniho proteinu
Ruzné pristupy k péstovani a purifikaci rekombinantniho proteinu p53 a konstrukt
od ného odvozenych shrnuje tab. 2. Nam se zatim pro izolaci proteinti z vektort pT7-7
a pET3d jako nejlepsi osvédcil postup inspirovany Pavletichem (Pavletich et al. 1993).
Pro stabilni udrZeni plazmidu a pro zvySeni produkce rozpustného proteinu jsme kulti-
vaci provadeéli pri teploté¢ 18°C a indukovali produkci proteinu dvakrat. Bunky byly
nejdiive kultivovany do OD,,=0,25, pak jsme zahajili slabou indukci 0,05mM IPTG a
po 8-12 hodinach (pfi OD=1,1-1,4) jsme indukovali podruhé, tentokrate siln€ji 0,4mM
IPTG 8-12 hodin. Za téchto podminek se zvlast€¢ pS3CD tvotil v rozpustné forme
z vice nez 50%. Pro indukci konstruktu ve vektoru pGEX-2TK (Pharmacia) jsme vy-
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zkouseli jednak postup doporucovany manualem GST Gene Fusion System (Pharmacia)
a také nas vyse zminény postup. Zptisob kultivace a indukce pfi pouziti tohoto vektoru
vyrazn¢ neovlivnil vysokou produkci rozpustného proteinu.

c. Purifikace proteini

Kapalinova chromatografie umoznuje purifikaci rekombinantniho proteinu na za-
klad¢ jeho néboje (iontoméni¢ovou), specifické interakce (afinitni) nebo rozdilné veli-
kosti (permeacni chromatografie). Zminéné ptistupy jsme vyuzili pro co nejkvalitnéjsi
purifikaci riznych dele¢nich konstrukta proteinu.

Purifikace centralni domény proteinu p53 (p53CD, 94-312 AA)(Pavletich et al. 1993)
vyuziva odliSného naboje této domény (pI= 8.83), DNA a vétSiny zaporn€ nabitych
proteind pti vhodném pH pufru na koloné Q-Sepharose Fast Flow (anex). Ziskany ex-
trakt jsme nanesli na katex Mono S (s vysokym rozliSenim), z kterého byl protein
eluovan 250mM NaCl (ziskany vzorek byl pfecistén asi na 90 a vice %). Vzorek po
presrazeni sulfatem amonnym a gelové permeacni chromatografii na koloné Superdex
75 mél 99-100% cistotu.

Cely protein p531l (fI= z anglického full length) jsme izolovali na HiTrap Heparin
koloné (Hupp et al., 1992). Separace na tomto nosici je zaloZena pfevazné na afinitni
interakci heparinu s proteiny vazajicimi se na DNA, mezi které protein p53 patii (heparin
simuluje strukturu DNA). Kolona byla vhodna pro separace z lyzatt, které obsahuji
velké mnozstvi rozpustného rekombinantniho proteinu, ale pfi izolaci z bakterialniho
lyzétu proteinu exprimovaného z pT7-7Hup53 vektoru jsme dostali vzorek jen 0 40-60 %
Cistoté. Pro dalsi purifikaci jsme pouzili po piesrazeni sulfatem amonnym kolonu
Superdex 200. Separace na této kolon¢ poskytla vzorek o 60-80% cistoté.

Tab. 2. Shrnuti kultiva¢nich a izola¢nich ptistupti

vybrané postupy kultivace faktory
typ konstrukt  autor T [°C] IPTG[mM] potet  doba listota  stav purifikace
vektoru indukci  indukce proteinu (kolony)
pT7-7 pS3fl (Midgley 37°C 0.5 (ODw— ! 2h meTOzD. e diehoridem DEAE
et 3.1., 0,4) BiogelA (io)
1992)
pT7-7 p33fl (Huppet  21°C 0,5(p*i ODg= 1 4h 50-90% 2% rozp. I;jg;’;’;:fgh““’“-
al., 1992) 0.3)
pGEX pS3fIGST  (Smithand 37°C 0,1 1 3-7h glutatione-agarose
Johnson,
1988)
pGEX fuzni protein ~ GST Gene 20-30°C  0,1-1 (ODgy== ! 2-6h HiTrapGST
s GST Fusion
0,5-2)
System
pET3d pS3 (Pavletich RT 0,05 (ODsoe= 2 16-24h  99% >50% gﬁ%’;‘:gﬂ -
(102-292) etal., 0.25) rozp.
1993) 0,4(ODgw= 1)
pT7_7 p53ﬂ Brazdova 18°C dle Pavletiche 2 16-24h  60-80% I;";Z?g?“l;z’;‘(’)m
12)1(:11ng- ?9831"320- Brazdova RT 0,5(0ODg=0.5) 1 12h 99-100% r>052(])3% gg:ggf;j:ﬁifgéoo
pET3d p33CD Subramanian  18°C dle Pavletiche 2 16-24h  99-100% >50% Q-Sepharose
Brazdova rozp. Mono$

Superdex 75
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C-koncovou doménu proteinu p53 (320-393AA) jsme méli k dispozici jako fusni
protein s GST (glutathion S-transferasa) v pGEX-2TK vektoru. Fusni protein jsme
izolovali na HiTrap Heparinové kolon¢. Ziskali jsme vzorek o 85% cistoté. GST byl
odstépen sekvencné specifickou proteasou trombinem a odstranén na MonoS, ziskali
jsme protein 0 99 % cistoté. Protein GST320-393 jsme purifikovali také doporu¢enym
postupem pies HiTrapGST kolonu, kdy jsme ziskali po jednom purifikacnim kroku
7 95% Cisty fusni protein. GST po odStépeni byl odstranén na HiTrap GST. C-koncova
doména proteinu byla piecisténa na Superdexu 200. Ziskali jsme protein 0 99-100%
¢istot¢ mnohem jednodussim zptisobem. Pro detekci odstépeni fusni domény GST jsme
kromé& SDS-PAGE a imunodetekce s vyhodou pouzili elektrochemii. Shrnuti poskytuje
tab. 2. VSechny purifikace jsme provadéli na FPLC systému firmy Pharmacia a také
pouzité kolony byly dodany touto firmou.

Perspektivy

Pro purifikaci rekombinantniho proteinu p53 a jeho domén jsou vhodné expresni
vektory se silnymi promotory (pGEX a pET3d). Pro purifikaci celého proteinu p53£l
budeme hledat kromé¢ afinitni chromatografie na heparinové kolon¢ a gelové permeac-
ni chromatografie jesté vhodnéjsi separacni krok. Zda se ndm zajimava afinitni chro-
matografie s kovalentné navazanou protilatkou proti pS3 a separace na zaklad¢ naboje
proteinu.

Prace vznikla pii feseni ikolu podporovaného grantem GA CR 301/99/0692.
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Kapilarni elektroforesa biologicky aktivnich latek
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Kapilarni elektromigracni separa¢ni metody jsou moderni separacni techniky vyuzi-
vajici k separaci latek elektrické pole. Vlastni separace se provadi v kiemenné separac-
ni kapilafe o vnitfnim praméru n€kolika desitek mikrometrti. Kapilarni elektromigrac-
ni separacni metody se vyznacuji predevsim malou spotiebou vzorku a ¢inidel potieb-
nych pro separaci, velkou u¢innosti separace, velkou rychlosti analyzy a kratkou dobou
potiebnou na optimalizaci separacnich podminek. Mensi reprodukovatelnost a trochu
niz$i citlivost ve srovnani s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) patii
k hlavnim nevyhodam téchto separacnich technik.

Mezi kapilarni elektromigracni separacni metody fadime Sest technik. Kapilarni z6-
novou elektroforesu (CZE = Capillary Zone Electrophoresis), kteréa je vhodna pro se-
paraci molekul s ndbojem, ionti, liSicich se svou molekulovou hmotnosti, tvarem a
nabojem. Kapilarni gelovou elektroforesu (CGE = Capillary Gel Electrophoresis) umoz-
fuyjici déleni vysokomolekularnich biologicky aktivnich latek, jako peptidi, bilkovin,
Stéptt DNA a RNA. Micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografii (MECC,
MEKC = Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography) vyuZzivajici micel vytva-
fenych povrchové aktivnimi latkami, tensidy, které se s vyhodou pouziva pro separaci
neutralnich molekul i iontl. Elektrochromatografii v naplnénych kapilarach (EC, CEC
= Capillary Electrochromatography), jez kombinuje elektroforeticky a chromatogra-
ficky separa¢ni mechanismus a umoziiuje déleni neutralnich i nabitych molekul. Kapi-
larni isoelektrické fokusovani (CIEF, IEF = Capillary Isoelectric Focusing), které déli
latky amfolytické povahy (tj. latky, které mohou nést kladny, zaporny nebo Zadny né-
boj podle pH okolniho prostfedi) v linearnim gradientu pH. Kapilarni isotachoforesu
(CITP, ITP = Capillary Isotachophoresis), jez separuje ionty podle rozdilnych elektro-
foretickych mobilit. S kapilarni zonovou elektroforesou a ostanimi elektromigracnimi
metodami se mize ¢tendi podrobnéji seznamit v dalsi literatute (Kasicka 1997), (Coufal
1999) a (Foret et al. 1993).

V tomto piispévku se budeme zabyvat pouze kapilarni zénovou elektroforesou, tedy
nejjednodussi elektromigracni separaéni metodou umoziujici separaci a stanoveni jak
anorganickych ionti (napiiklad Ca*', Mg*, NO_, PO, *, atd.), tak i organickych latek
s nabojem, tedy slabych organickych kyselin ¢i zasad, které mohou disociovat nebo byt
protonizovany (naptiklad kyselina benzoova, kyselina citronova, tyramin a dalsi).

Separace latek neboli analyza v CZE se provadi v kapilafe z taveného kiemene,
ktera ma vnéjs$i pramér 375 pm a vnitini pramér 50, 75 nebo 100 um. Tato kiemenna
kapilara je na vnéjSim povrchu pokryta vrstvou polyimidu o tloust’ce nékolika mikro-
metrd, ¢imZ se zna¢né zvyS$i pruznost a odstrani kiehkost kapilary a my ji miZeme
ohybat, aniZ by se zlomila.

CZE vyuziva dvou transportnich jevu, elektroforetické migrace ionta v elektrickém
poli a elektroosmotického toku kapaliny kapilarou.
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Elektroforetickou migraci iontd rozumime pohyb ionti v elektrickém poli vlivem
elektrostatického ptitahovani elektrického néboje k opacné nabité elektrodé. Konstant-
ni elektroforeticka rychlost v, [mxs], kterou se i-té ionty pohybuji v homogennim
elektrickém poli k elektrodé s opacnym nabojem, je piimo imérna intenzité elektrické-
ho pole E [Vxm] a elektroforetické pohyblivosti neboli mobilit¢ daného iontu
m, [m2xV-1xs1].

Vef,i =Mef i E (1)

Intenzitu elektrického pole E uvnitt separacni kapilary vypocitdme jako podil napéti
U [V] vloZeného mezi elektrody a celkové délky kapilary 1. [m].

E =1E )

Ionty riznych polomérti nesouci rizné naboje vykazuji v homogennim elektrickém
poli rizné elektroforeticke pohyblivosti m_, které jsou pfimo umeérné velikosti naboje
iontu a nepfimo umérné poloméru iontu a viskozité okolniho prostiedi. V CZE vyjadiu-
jeme pohyblivost nejcastéji v jednotkach [cm?xV-!xs1]. Pouzijeme-li tuto jednotku, jsou
elektroforetické pohyblivosti iontti fadové 10 s tim, Ze elektroforetické pohyblivosti a
elektroforetické rychlosti kationtli jsou kladné a elektroforetické mobility a elektrofo-
retické rychlosti aniontt jsou zaporné.

Druhym transportnim jevem, jenz je vyuzivan v CZE, je elektroosmoticky tok kapa-
liny kfemennou kapilarou. Elektroosmoticky tok (EOF = electroosmotic flow) neboli
elektroosmosa je tok kapaliny kapilarou, v niZ je vytvoieno elektrické pole vloZzenim
napéti desitek kilovoltd mezi elektrody na koncich kapilary. Naplnime-li kapilaru
z tavené¢ho kiemene roztokem vhodného elektrolytu, dochézi k disociaci kiemicitano-
vych (silanolovych) skupin na vnitini sténé kapilary. Vnitini povrch kapilary tak ziska-
va negativni naboj a uvoliiované vodikové protony vytvéieji pozitivné nabitou vrstvu
v roztoku prilehlém k vnitini sténé kapilary. Po vloZeni elektrického napéti mezi elek-
trody na koncich kapilary dochazi k pohybu hydratovanych vodikovych protont, uvol-
nénych z vnitini stény kapilary, ve vzniklém elektrickém poli smérem ke katodé. Tyto
vodikové protony obalené molekulami vody strhavaji veskery roztok uvnitt kapilary
s sebou smérem ke katod¢, ¢imz vznika elektroosmoticky tok. Lineéarni rychlost elek-
troosmotického toku v [mxs'] je pfimo imérna intenzité elektrického pole E uvnitf
kapilary a ptes elektroosmotickou mobilitu m_ [m*xV-'xs'] zavisi na velikosti nega-
tivniho naboje, ktery se vytvofil na vnitini sténé kapilary disociaci silanolovych sku-
pin.

Veof =Meof - E G)
Cim je vy$3i pH roztoku uvniti kapilary (tedy pH separaéniho pufru), tim vét$i nega-

tivni ndboj je rozprostien po vnitini sténé kapilary, a tim rychlejsi elektroosmoticky tok
pozorujeme. Naplnime-li separacni kapilaru 20 mM tetraboritanem sodnym o pH= 9,1,
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dosahneme elektroosmotické mobility zhruba 5x10* cm?xV-'xs!, S timto pufrem
v kapilare o celkové délce 0,5 m s vlozenym napétim 30 kV mezi elektrody budeme
pozorovat elektroosmotickou rychlost zhruba 3 mmxs'.

Kapalina tekouci diky elektroosmose kapilarou vykazuje témét rovny rychlostni profil,
ktery vede k velmi malému rozmyvani zén separovanych latek, a proto se v CZE setka-
vame s mnohem uzs$imi piky nez v HPLC.

Béhem CZE analyzy je separa¢nim pufrem uvniti kapilary veden elektricky proud,
ktery dosahuje desitek mA. Elektricky vykon, ktery je dan sou¢inem elektrického proudu
protékajiciho kapilarou a elektrického napéti vloZzeného na elektrody, se méni na Joule-
ovo teplo, které je odvadéno sténou kapilary do okolniho prostiedi. Aby nedochéazelo
k ptehfivani separacni kapilary béhem analyzy, je kapilara v komer¢nich pfistrojich
chlazena vzduchem nebo kapalinou.

Usporadani ptistroje pro CZE je schématicky zndzornéno na obr. 1. S pfistrojem
vyobrazenym na tomto obrazku lze provadét vSech Sest vySe jmenovanych kapilarnich
elektromigrac¢nich separa¢nich metod.

zdroj vysokého
se  napeti

separacni kapilara

anoda detektor uzemnéna
-+ B elektroda
ﬁ zapisovac
o |
vstupni vzorek vystupni
nadobka n4adobka

Obr. 1. Schéma pfistroje pro kapilarni elektroforesu.

Pti analyze vzorku kapilarni zénovou elektroforesou se nejprve vstupni nadobka,
separacni kapilara a vystupni nadobka naplni vhodnym separa¢nim pufrem. Nejbézné&ji
pouzivanym pufrem je 20 mM tetraboritan sodny o pH = 9,1. Pied vlastni analyzou se
na platinové elektrody ve vstupni a vystupni nadobce vlozi na dobu nékolika minut
(napt. 15 minut) napéti nékolika desitek kilovoltd (napt. 20 kV), aby se stabilizoval
EOF v kapilafte a vnitini povrch kapilary si pfivykl na pouzivany pufr. Poté se provede
davkovani vzorku, pfi némz se vstupni nddobka vyméni za nadobku se vzorkem a na
elektrody se pfipoji davkovaci napéti nékolika jednotek kV na dobu nékolika sekund
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(napft. 5 kV na 6 sekund). Béhem davkovani se pomoci elektrosmosy nasaje malé mnoz-
stvi vzorku do vstupniho konce kapilary, jehoz objem byva jednotky az desitky nanoli-
trii. Davkovani vzorku pomoci vlozeného napéti mezi elektrody se nazyva elektrokine-
tické davkovani. Krom¢ elektrokinetického davkovani se mnohem castéji pouziva hyd-
rodynamické davkovani vzorku. Pfi hydrodynamickém davkovéni vzorku se nadobka
se vzorkem s ponoienou kapilarou a elektrodou hydrodynamicky uzavie a nad hladinu
vzorku se pfivede stlaceny vzduch o tlaku nékolika desitek milibartd po dobu nékolika
sekund (napt. 10 mbar po dobu 5 sekund). Pretlak nad hladinou vzorku natlaci malé
mnozstvi vzorku o objemu nékolika nanolitri do vstupniho konce separacni kapilary.
Hydrodynamicky zplisob ma tu vyhodu, Ze nadavkuje do kapilary vzorek o stejném
sloZeni, jaké je sloZeni vzorku v nddobce. Naproti tomu elektrokineticky zptsob na-
davkuje do kapilary vzorek o odlisném sloZeni neZ sloZeni vzorku v nddobce, nebot’ pti
tomto zptisobu davkovani jsou zvyhodnény kationty a znevyhodnény anionty diky svym
elektroforetickym rychlostem.

Po nadavkovani vzorku se vstupni konec kapilary a elektroda opét ponoii do vstupni
nadobky se separacnim pufrem a pfipojenim napéti nékolika desitek kilovolta (napi-.
20 kV) na elektrody se spusti vlastni analyza vzorku. Po pfipojeni separac¢niho napéti je
celd zéna vzorku unasSena elektrosmotickym tokem separac¢niho pufru smérem ke kato-
d¢, tedy k detektoru. Latky s nabojem navic migruji svymi elektroforetickymi rychlost-
mi uvnitf separa¢niho pufru a vytvareji v kapilare vlastni zony. V ptivodni zon¢€ vzorku
zlstavaji vS§echny neutralni latky ve vzorku pfitomné, a tudiz nedochazi k jejich separa-
ci. CZE je proto nepouzitelna pro separaci a analyzu smési neutralnich latek. Bude-li se
ve vzorku nachazet vice druht kationtti a vice druhti aniontti, které se budou lisit svymi
elektroforetickymi mobilitami, a tedy i elektroforetickymi rychlostmi, budou vytvéaret
vlastni zony pohybujici se rozdilnymi pozorovanymi rychlostmi a dospé&ji do detektoru
v ruznych migracnich ¢asech. Zoény vsech kationtti dorazi do detektoru pied zonou
neutralnich latek a zony vSech aniontli se objevi v detektoru az za zénou neutralnich
latek.

V CZE se nejcastéji pouziva absorp¢ni fotometricky detektor pracujici v ultrafialové
a viditelné oblasti spektra. Detektor umistény pobliz vystupniho konce separa¢ni kapi-
lary (viz. obr. 1) méfi absorbanci roztoku v separacni kapilafe v misté detektoru pii
dané vinové délce. Objevi-li se v kapilafe v misté detektoru zoéna n¢jaké analyzované
latky, ktera absorbuje zareni pfi zvolené vinové délce, detektor ji zaznamena a ndm se
tato zona objevi na zaznamu analyzy, kterému fikame elektroferogram, jako pik odpo-
vidajici dané absorbujici zon€. Pocet separovanych zén analyzovanych latek proslych
detektorem pak odpovida poctu pikt v elektroferogramu. Na svislé ose elektroferogra-
mu je vynesena odezva detektoru odpovidajici absorbanci prislusné zony a na vodorov-
né ose se nachazi migracni Cas zony prislusné latky, coz je doba, kterd uplyne od pocat-
ku analyzy do okamziku, kdy se zona dané latky objevi v detektoru.

Elektroferogram, ktery je obrazem zon separovanych latek vzniklych béhem CZE
analyzy v separacni kapilare, je zdrojem kvalitativni a kvantitativni informace o analy-
zovanych latkach. Poloha piku v elektroferogramu jednozna¢né udava migracni ¢as
prislusné slouceniny, z né¢hoz lze vypocitat elektroforetickou pohyblivost pfislusné ana-
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lyzované latky a tato elektroforeticka pohyblivost udava druh analyzované latky; je
tedy kvalitativni informaci o analyzované latce. Plocha piku v elektroferogramu je
umeérnd mnozstvi prislusné analyzované slouc¢eniny nadavkované do separa¢ni kapila-
ry a pfes nadavkovany objem vzorku jednozna¢né udava koncentraci analyzované lat-
ky ve vzorku. Plocha piku nese tudiz kvantitativni informaci o analyzované slouc¢ening.
Pro kvantitativni vyhodnocovani elektroferogramii se nej¢astéji pouziva metoda kalib-
raéni pfimky.

Kapilarni elektroforesu lze vyuzit k separaci a stanoveni nejriznéjSich biologicky
aktivnich sloucenin, jako nizSich mastnych kyselin (Arellano et al. 2000), aminokyse-
lin (Nishi et al. 1990), nukleosidi (Row et al. 1987), vitamina (Nishi et al. 1989),
bilkovin (Lauer et al. 1986) a extrahovanych barviv z rostlin (Weng et al. 2000).
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Rekombinantni protilatky scFv (single- chain variable
fragments) - novy pristup k sérologické detekci rostlinnych
pathogenii

NoEMI CEROVSKA A TOMAS MORAVEC

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Na Karlovce 1a, Praha 6, 160 00,
tel.: 02/243 10 108, email: moravec@ueb.cas.cz

Princip metody

V soucasné dobé¢ se pro sérologickou detekci rostlinnych pathogent, véetné vira,
pouzivaji jak polyklondlni, tak monoklonélni protilatky (Mabs). Pouziti monoklonal-
nich protilatek je upfednostiiovano, protoze zajist'uji konstantni pfisun protilatky o piesné
urcenych vlastnostech. Ale pfiprava Mabs je ¢asové narocnd, velmi draha, vyzaduje
specialni vybaveni pro jejich pfipravu a skladovani.

Posledni dobou se i do rostlinné virologie rozsifuje nova metoda piipravy specific-
kych protilatek v bakteriich pomoci fagovych peptidovych knihoven (phage display
libraries).

Phage display libraries jsou konstruovany jednak z ptirozenych zdroju, tzn.
z neimunizovanych i imunizovanych darct (naive libraries), jednak jako knihovny syn-
tetické. Fragmenty protilatek se zobrazuji na povrchu vlaknitych fagl fusované nejcas-
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téji ke genu III (glII) pro g3 fagovy protein (g3p) (viz obr. 1). Na konci vlaknité fagové
Castice se vyskytuje 3 az 5 kopii g3p a fragmenty protilatek se zobrazuji bud’ fusované
k aminokonci pfirozeného g3p, nebo k jeho o dvé aminokyseliny zkracené verzi.

Filamentéarni fag M13

@R W EN BN N NN NN B N N SN NN SN SN BN BN SN SN NN BN SN SN N N SN S N N S BN SN BN BN B BN BN BN BN BN BN BN BN B Ry

5

g [ —————— S

obalovy protein gITl

3 az 5 kopii na &astici obalovy protein gV1II

~ 2500-3000 kopii na ¢astici

Ob. 1. Schematické zndzornéni stavby filamentarniho faga M13. Fagova Castice sestava z 2500 az 3000 kopii
hlavniho obalového proteinu gVIII, ktery chrani genom faga v podobé¢ kruznicové ssDNA. Na koncich fagové
Castice je jesté neékolik kopii proteinu glII, ktery umoziuje infekci bakterie. S timto proteinem je fizovan scFv
fragment protilatky v pouzité knihovné.

K ziskani fagovych ¢astic nesoucich protilatky se pouzivaji buiiky, ve kterych lze
faga mnozit, které se koinfikuji pomocnym fagem (helper fagem), ktery vSak také pro-
dukuje g3p. Z tohoto diivodu az 90% fagovych ¢astic nenese protilatku.

Forma exprimovanych protildatek

Protilatky se produkuji bud“ve formé jednoretézcovych fragmentli variabilni ¢asti
(scFv) nebo ve formé Fab fragmentti. Ob¢ formy exprimovanych protilatek jsou mono-
valentni a pouZitelné pro detekci antigenti (viz obr.2.).

NH,
VII

NH,

Fab Fab
NI
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e
QA& ~ g 5 scFv scFv
&8 o}
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Q%.O H H
C.3 C.3
T
& O . .
(90 O% faze s proteinem glII fuze s proteinem gVIII

Obr. 2. Schematické zndzornéni stavby protilatky a protildtkovych fragmentti fusovanych s fagovym proteinem
glll respektive gVIII.

Ve fragmentu scFv jsou variabilni oblasti z lehkych a téZkych fetézcli spojeny pepti-
dovym linkerem a scFv polypeptidové fragmenty jsou fizovany na svém C-konci ke g3p.
Fuaze je provedena pies amber-stop kodon, ktery je ve vhodnych bunkach potlacen a
vznika tak fuzni protein. Vyhodou scFv je mala velikost jejich genti, coz ¢ini knihovnu
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geneticky stabilni a usnadnuje to praci s ni. Fab fragmenty se fuzuji kazdy zvlast, tedy
bud tézky nebo lehky fetézec cestou vazby na C-konec g3p a partnersky fetézec se
exprimuje nefizovany. Po sekreci se oba fetézce se spoji v periplazmatickém prostoru.
Klony kodujici specifické fragmenty 1ze potom vybrat pomoci selekce za pouziti zna-
mych sérologickych metod (ELISA, imunobloting).

Sfil
Ncol
Xhol
Apall
Notl

amber stop

L 6xHis + myc kotva
r.zné variabilni

setvzee synteticky linker

fagemid pHEN2

colE1 ori

Obr. 3. Struktura fagemidu pHEN2. Pod kontrolou promotoru Lac je vlozen synteticky konstrukt scFv nasledo-
vany amber stop kodonem a gIII obalovym proteinem. Pro ptipadnou purifikaci rozpustnych protilatek jsou
vlozeny 6xHis a myc kotvy.

Laboratorni vybaveni

Knihovna (Human Synthetic V,, + V| scFv) byla ziskana z Centre for Protein Engi-
neering, Medical Research Council Centre, Cambridge, UK). Knihovna obsahuje vice
nez 10'° klont a byla konstruovana in vitro pomoci PCR amplifikace sekvenci koduji-
cich variabilni domény (V,+ V) z lidskych imunoglobulinii a jejich reklonovani do
fagového vektoru pHEN?2 (viz obr.3). Knihovna je dodavéna s ndvodem na jeji pésto-
vani.

Kultura helper faga M-13K07 byla ziskdna od fy. Amersham Pharmacia Biotech.
Dale je potieba bézné vybaveni a chemikalie na ELISA metody (doporuceny je plast
firmy Nunc- zkumavky Maxisorp)

Pracovni postup

Pted praci s vlastni knihovnou je nutné se seznamit s pracemi nutnymi pro namno-
zeni knihovny . K seznameni s pracovnim postupem slouzi prace s klony pro pozitivni
(TG1 bunky obsahujici anti-thyreoglobulinovy klon) a negativni kontrolou (TG1 obsa-
hujicich pHN,).

Dalsim krokem je namnozeni pomocného faga a pripraveni sekundarni zasobni
knihovny. V dal$im dnu se jiz necha nartst knihovna a potahnou se zkumavky pro
prvni selekci, ta se provede nasledujici den. Izoluje se fag z prvni selekce a potdhnou se
zkumavKky pro selekci ¢islo dvé. V kazdém dal$im selek¢énim kroku se testuji namnoze-
né a selektované fagy z kroku predchoziho. Selekéni kroky se obvykle provadi tii az
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Ctytikrat. Zavéreénym krokem je ELISA provedena selektovanym fagem, kdy vazba
faga se deteguje pomoci protilatky proti fagu M-13 konjugovaného s chromoforem.
Poptipadé se selektovanymi pHEN infikuji buitky HB2151, které nedokdzou potlacit
amber-stop koddn a indukuje se exprese rozpustnych fragmenta, které se deteguji mo-
noklonalni protilatkou proti markeru myc.

Uskali metody
schopnost selektovat vysoce afinni protilatku je pfimo zavisla na velikosti knihovny,
kazdé snizeni poctu klonti mize vyrazné zhorsit dosazené vysledky.

Dalsi nevyhodou je velikost exprimovaného fragmentu protildkty. Vzhledem k tomu,
7e jde pouze o Fv fragment (viz obr.2.), je tato molekula mnohem mén¢ stabilni nez je
tomu u Fab fragmentti nebo dokonce u celé protilatky. Z toho plynou urcitd omezeni,
naptiklad scFV fragment nelze pouzit jako prvni potahovou protilatku pfimo na ELISA
desku.

Daéle je nutno zabranit jakémukoli tniku faga z kultivac¢nich lahvi a nasledné konta-
minaci laboratofe. Samotné autoklavovani lahvi a nadobi je nedostatecné. Doporucuje
se proto uzivat jednorazovy plast, jinak se musi vSechen plast namocit na 1h do 2%
roztoku chlornanu sodného, teprve potom nasleduje extensivni promyvani a autokla-
vovani. Nakonec se musi pouZité sklo susit nejméné 4h pii 200°C. Doporucuje se také
uzivat polypropylénové zkumavky, na kterych nedochazi k nespecifické vazb¢ faga.

Srovnani s alternativnimi metodami

Hlavni vyhodou uziti fagovych knihoven a selekce scFv pomoci fagového displeje
je obejiti problémii spojenych s pouzitim slabych nebo toxickych imunogenti, protoze
v tomto piipad¢ neni metoda zaloZena na imunitnim systému. Dalsi vyhodou je rych-
lost generace protilatek (po zvladnuti metody asi 14 dni). ScFv mohou byt fusovéany
s velkym okruhem reportérovych molekul, které usnadiuji jejich pouziti jako imunodi-
agnostika (napf. s alkalickou fosfatasou). Nezanedbatelnou vyhodou je rovnéz to, Ze
neni nutné pouZzivat laboratorni zvitata.

Nevyhodou ve srovnani s klasickymi metodami je pomérné nizk4 afinita protilatek,
zvlaste, jestlize se vychazi z nativni knihovny z neimunizovaného darce.
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Cytokinin purification: new approaches on old grounds

PETER DOBREV AND MIROSLAV K AMINEK

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojova 135, 162 05 Praha,
tel.: +420/2/203 90 444, email: dobrev(@ueb.cas.cz

The determination of plant hormones in biological matrices requires thorough puri-
fication prior to final quantitation step. Plant extracts usually contain huge number of
compounds at different quantities and plant hormones represent just a minute part of
them. The common quantitation procedures, e.g. radio-immuno assay (RIA), enzyme-
linked immuno-sorbent assay (ELISA), gas chromatography — mass spectrometry
(GC-MS) or high performance liquid chromatography — mass spectrometry (HPLC-MS)
are very selective and can be successfully applied to relatively not very pure samples.
Nevertheless, there are many interfering substances that can distort the results of these
methods. Nowadays requirements of fast and reliable analyses of sometimes very com-
plex biological matrices put high demands on sample cleanup procedures preceding
quantitation.

The development of extraction and purification procedures for cytokinins has been
based on their chemical nature (1,2). From the three main chemical groups of cytoki-
nins, bases, ribosides and nucleotides, the last are sensitive to extraction method due to
the endogenous phosphatases in the biological extracts. In order to isolate intact nucle-
otides, organic extraction solvents of high acidity at low temperatures are used. These
solvents efficiently precipitate the proteins, thus reducing their enzymatic activities. All

Tab. 1. lonization states of cytokinins at different pH

Cytokinin types pH 3 pH 7 pH 11
Bases HZNJ:< HNJ:< HNJ:<
O-glucosid ”)IN\> “)IN\> ”)IN\>
-glucosides K KN N KN y
Ribosides i J:< " J:< " J:<
N-glucosides NEI% NEI% NEIN\>

O-glucoside ribosides

HO OH HO OH HO OH

Nucleotid t t t

AN _ A\ _ AN

ucleotides o LY o LY o LA
o—-o 0—p-0 0—p-0

: e b

natural cytokinins are amenable of ionization under alternation of pH (Table 1).

This property of cytokinins can be exploited for their purification. By properly ad-
justing pH cytokinins can be purified by chromatography on cation- or anion-exchange
columns. At low pH (<3), bases, ribosides and glucosides are retained on cation-ex-
changer, whereas nucleotides pass through. At neutral pH, anion-exchanger will retain
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nucleotides, separating them from bases, ribosides and glucosides. At high pH (>11),
cytokinin bases and nucleotides are retained on anion-exchanger.

Here we present fast and reliable purification procedure for cytokinins, that uses
newly developed solid phase extraction (SPE) supports. Devising this procedure we
pursued the following objectives:

- toreach high recoveries of most cytokinins at final purified sample

- to use as few as possible purification and evaporation steps

- to obtain final preparation pure enough for analysis by any of the quantitation

methods

- there should be high throughput of samples, with desirable automation of the

procedure

Materials and Methods

The following solvent mixture, which suppresses phosphatases’ activities is used for
extraction: methanol / water / formic acid = 15/4/1 v/v/v. Plant tissue is grounded in
liquid nitrogen and extracted in 5 ml of extraction mixture per 1 gram fresh weight
overnight at —20°C. After centrifugation at 20000 rcf, 4°C for 20min the pellet is reex-
tracted with additional Sml of extraction mixture. The pooled supernatants are directly
applied to the assembled set of SPE columns (sheme 1.). The first column in the set is
reversed phase-C , cartridge(360mg sorbent). All the cytokinins in the plant extract
pass through this column, because of the high percent of organic solvent in the extrac-
tion mixture (75% methanol). However, the most hydrophobic interferences in the plant
extract are retained. The second column in the set is the mixed hydrophobic-strong
cation-exchange column Oasis MCX
(150mg sorbent , Waters co., 3). Due

to the high acidity of extraction sol- _
vent (5% formic acid), the cytokinin reservoir: __y,
bases, ribosides and glucosides are
positively charged and retained by
—>

. . Cg cartridge
ion-exchange mechanism on MCX. 4

The cytokinin nucleotides, as well as adapter
other anions and neutral molecules
pass through. The MCX column is
washed with extraction mixture, fol-
lowed by methanol. Cytokinin bases,

ribosides and glucosides are eluted
from MCX by 5ml 2,5% NH,OH in receiving tube vacuum
—>

Oasis MCX

/ column

‘\ .
60% methanol. E— manifold

Results and Discussion

When MCX columns were tested
under the above conditions with more
than 20 Cytokinin Standards the reco- Scheme I. The puriﬁca’[ion set fOr Cytokinins
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veries were between 85-100%. The capacity of MCX column (150mg sorbent) for ben-
zyladenine in extraction solvent was 6mg. The recoveries of cytokinins in real plant
extracts were above 60% if 1 gram of fresh tissue or less was extracted.

The new column Oasis MCX allows direct isolation of cytokinins from the extracti-
on mixture with good recoveries. This property of MCX eliminates the need of concen-
tration of the plant extracts by evaporation. Another advantage is that the recoveries of
retained compounds are not significantly decreased if the column runs dry. Thus there
is no need of laborious monitoring of the levels of liquid above the column. This allows
easy manipulation of high number of samples and automation of the procedure.

The purity of samples obtained by this new procedure allowed their direct applicati-
on on analytical HPLC prior RIA or ELISA. For micro-HPLC-MS additional SPE-C
purification step is needed.
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Izolace mitochondrii z rostlinného materialu
TomAS HAJEK

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojové 135, 162 05 Praha,
tel.: +420/2/203 90 451, email: hajek@ueb.cas.cz

Mitochondrie jsou jednou z hlavnich organel rostlinné buriky. Jejich izolace od ostat-
niho bunééného materialu musi probihat v osmoticky vhodném prostiredi, nesmi byt
prilis dlouha a nesmi dochéazet k poruseni intaktnosti mitochondrii.

Vypracovali jsme proto rychlou a dostate¢né pfesnou metodu na izolaci mitichond-
rii z naSeho materialu tj.tkanovych kultur tabaku a pylovych lacek. Extrak¢ni pufr
v nasich pokusech ma zékladni sloZzeni dle Neuburgera (2) 0.3M manitol, 4mM cystein,
ImM EDTA, 20mM cocarboxylasa, 0,4mM PMSF + 5mg/ml Leupeptin, Pepstatin a
Aprotinin. Homogenizace 0,2 - 1g filtrovaného materialu probiha rotaci ptitlacného
sita s Imm oky na situ o hustoté 20 um. Mezi sito a pod n¢j se dostane pouze rozdrceny
material. Nerozdrcené bunky stale zistavaji na povrchu. Maximalni doba drceni je 60 sec.
Po 30 sec. jsou jiz plné€ rozdrcena napt. pylova zrna tabaku. Vysledny homogenat se
proplachne médiem a odpipetuje z podkladové folie. Homogenat se procisti od velkych
¢astic centrifugaci pti 2000 x g - 5 min a 6000 x g - 10 min. Supernatant se nanese na
Percollové médium a centrifuguje se na vykyvném rotoru 40 000 x g - 80 min. Ve svrchni
¢asti po centrifugaci se nachdzi vycisténa cytoplazmatické frakce. Nazloutly mitochon-
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drialni prstenec se odebere ze stiedu vytvoreného gradientu. Suspenze se pod vodni
vyvévou odsaje pies nylonovy filtr s velikosti p6érti 0,2 mm a promyje médiem s 0,3M
manitolem. Takto izolované mitochondrie 1ze nasttihat pfimo do nanaSeciho pufru na
libovolny typ elektroforesy resp. zamrazit v -70°C pro dalsi pouziti. Prikazem vycisté-
ni obou frakci jsou vysledky napt. z extrakce pylovych lacek. Na 2-D PAGE SDS
elektroforese se takto ziskané cytoplasmatické a mitochondrialni frakce svym protei-
novym rozlozenim neptekryvaji. Isotopem znacené mitochondridlni proteiny tepelné-
ho Soku po pouziti této metody nelze detegovat v cytoplasmé.
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Organicka hmotnostni spektrometrie a jeji biologické
aplikace

VLADIMIR HAVLICEK
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tel.: 02/475 26 45, fax.: 02/475 27 49, e-mail: vlhavlic@biomed.cas.cz

Organicka hmotnostni spektrometrie zaujala v prib&hu posledniho desetileti zcela
vysadni postaveni mezi analytickymi technikami pouzivanymi v biologickych védach.
Duvody jsou prosté: metoda je nesmirné citliva, specificka, rychla a ,,umi* pracovat
i s velmi komplikovanymi smésemi. Tyto jeji vlastnosti zptisobily, Ze napt. dosud vy-
hradni technika pro sekvenovani peptida a proteind - Edmanovo odbouravani - za¢ina
ustupovat do pozadi, protoze nezvlada stanovit sekvenci peptidu na femtomolarni kon-
centracni urovni, piipadné pokud je N-konec peptidu blokovan, nebo néktera z amino-
kyselin posttranslacné¢ modifikovana.

Prvni zajimavou vlastnosti hmotnostni spektrometrie je tedy velmi nizkéd mez detek-
ce. Pii ionizaci laserem za ptitomnosti matrice (MALDI = Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation) na pristrojich s analyzatory z doby letu (TOF = Time-of-flight)
jsou potieba pouze femtomoly peptidu, abychom byli schopni zjistit béhem cca péti
minut jeho velmi pfesnou molekulovou hmotnost. Pfi ionizaci elektrosprejem na ionto-
vé pasti se detek¢ni limit propada do oblasti attomolt (tedy 10'® molu). Na tomtéz
pristroji staci k plnému urceni sekvence peptidu jiz 30 fmol vzorku. Tim se dostavame
ke druhé fantastické vlastnosti hmotnostni spektrometrie - tj. k jeji specifité: jsme schopni
nejen métit prosté hmotnosti, ale navic ziskavat velmi detailni informace o kovalentni
struktute latek a né¢kdy i ¢aste¢né informace o vysSich strukturach (napf. proteinti).
Siroky zabér v biologickych aplikacich plyne z ohromné 8kaly ioniza¢nich metod, ana-
lyzatorti iont a rdznych kombinacnich technik, které ma hmotnostni spektrometrie
k dispozici. Hlavni z nich, ,,multidimensionalni hmotnostni spektrometrie (MS") a me-
tody kombinované s chromatografickou separaci (LC/MS, GC/MS) budou béhem pred-
nasky probrany detailn&ji. Treti a ¢tvrtou kladnou vlastnosti hmotnostni spektrometrie
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jsou jeji rychlost a schopnost poradit si s bohatou smési. Napt. za optimalnich podmi-
nek Ize stanovit potadi aminokyselin v proteinu o Mr = 15-20 kDa béhem cca jednoho-
dinové LC/MS/MS analyzy.

Izolace proteinu (elektroforéza, chromatografie
monitorovana hmotnostni spektrometrii)

I

elektroeluce | p-eblotovani na PVDF membranu |

™~

| Mw | | proteolyza| | proteolyza na membrém-| | Mw |

~ L7

| in situ proteolyza |

v

extrakce peptid..

v

analyza peptidové mapy
MALDL ESI, FAB, LC/MS,
MS/MS, LC/MS/MS)

1

hledani v knihovnach,
de novo sekvenovani

Obr. 1. Uplna charakterizace proteinii.

O tom, jak vypadéa nejb€zné&jsi sekvenacni hmotnostné-spektrometricky protokol,
referuje obr. 1. Vyplyva z né¢j nasledujici hlavni informace: nejprve je zméfena hmot-
nost celé biomolekuly, které je nasledné enzymove nebo chemicky rozstépena na mensi
¢asti. Tyto jsou pak detailn¢ charakterizovany (sekvenovany) a nakonec cela biomole-
kula je zpétn¢ ,,sestavena‘.

Zméfit hmotnost celé molekuly ,,umi* hmotnostni spektrometrie (na rozdil od jinych
metod) s extrémni piresnosti (0.1-0.01%) a jeji prakticky hmotnostni limit se v soucas-
nosti pohybuje kolem 0.5 MDa. To je hodnota, kam se dostavaji pulsni komercni spek-
trometry na principu MALDI-TOF (UV-laser). Pii pouziti elektrospreje jako ionizacni
techniky na kvadrupolech ¢i starSich iontovych pastech se horni limit pohyboval kolem
150 kDa a byl v rozhodujici mife limitovan konvenc¢nim hmotnostnim rozsahem pfi-
stroje (vétSinou do 4000 Da). Pti ionizaci elektrosprejem dochézi (v zavislosti na poctu
bazickych/kyselych center) k nasobné protonaci/deprotonaci molekuly a tudiz k na-

234



ORGANICKA HMOTNOSTNI[ SPEKTROMETRIE A JEJi BIOLOGICKE APLIKACE

sledné tvorb¢ vicenasobné nabitych ionti. Hmotnostni spektrum, jak znamo, je zavis-
losti intenzit jednotlivych iontovych proudd na pomérech jejich hmotnosti k naboji
(m/z). Je-li latka o molekulové hmotnosti napt. 100 kDa nabita padesatkrat, mizeme
jeji [M+50H]>*" ion pozorovat na m/z 2000, tedy v rozsahu vétsiny komer¢nich piistro-
ja. Dekonvolu¢ni programy, které jsou béZznou soucésti softwarového vybaveni spekt-
rometrd, pak vypoctou vyslednou hmotnost biomolekuly, a to véetné ptesnosti vypo-
¢tu. Nutno poznamenat, Ze soucasné moderni iontové pasti maji zdkladni konvencni
hmotnostni dosah jiz 20 kDa, a jejich redlny ak¢éni radius tak zacind dohanét analyzato-
ry z doby letu (TOF).

Sekven¢ni informace se v pripad¢ peptidl nejcastéji ziskavaji MS/MS experimen-
tem (MS?) na jednou nebo vicekrat protonované molekule. Uspofadani experimentu se
samoziejme 1isi podle typu pouzitého hmotnostniho analyzatoru nebo jejich kombina-
ci. MS/MS spektra se sice v literatuie uvadéji pod rtiznymi nazvy (na TOF pfistrojich
se jedné o Post-Source Decay spektra, u analyzatort s kolizni celou pak o Collision-
Induced Dissociation spektra apod.), ve vSech pripadech se avsak jedna o tzv. dcefina
spektra, ktera obsahuji fragmentové (dcefiné) ionty, které vznikly rozpadem iontu rodi-
¢ovského, v nasem pripadé napiiklad protonované molekuly [M+H]* libovolného pep-
tidu. P¥i ionizaci peptidu dochazi k protonaci nejbazi¢t&jsiho mista v molekule. Casto
se jedna o atomy kysliku v peptidovych vazbach peptidi. Nasledné dochézi k presmy-
ku protonu na amidicky dusik CO-NH vazby a jejimu rozstépeni (Obr. 2).

X2 Vs Z, on oz
R 1 R 2 R 3
H 2--) H 2—>
CH,  CcH, CH,
. .
HN—CH—-CO NH CH CO—-NH——CH— COOH
1-_:— H 2 <-H 2
a, b, c a, b, ¢,

Obr. 2. Stépeni hypotetického tripeptidu. Spodni index iontovych druhti definuje po¢et aminokyselinovych
zbytkl, které jsou ve strukturach téchto iontl obsazeny.

Takto vznikéd dvojice komplementarnich iontd, které se podle hmotnostn¢ spektro-
metrick€ nomenklatury oznacuji jako ionty typu b. (N-koncové ionty) a y, (C-koncové
ionty).

O tom, které iontové druhy budou pfitomny v dcefiném spektru, rozhoduje stupen
nabojové lokalizace. V ptipadé peptidu s vyhradné hydrofébnimi aminokyselinami do-
minuji v MS/MS spektrech ionty typu b, a vysledné spektrum je pomérn€ jednoduché
(Obr. 3). V ptipadé peptidu s vétsi molekulovou hmotnosti a kompletnim spektrem

vvvvvv
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pad¢ netieba zoufat: k dispozici jsou prislusné interpretacni programy nebo specialisté
oboru, na které je mozno se obratit.

V ramci ptednasky budou kromé zékladnich modernich ioniza¢nich technik (MALDI,
elektrosprej) probrany hlavni sekvenacni protokoly, dale postupy pii ur€ovani typu po-
sttranslacnich modifikaci (glykosylace, acylace) a detekci nekovalentnich komplex.
Prednaska by méla presvédcit o eleganci hmotnostni spektrometrie a zbavit posluchace
moznych obav ze slozitosti interpretace zakladnich spekter.

an 1
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Obr. 3. Kolizni spektrum protonované molekuly heptapeptidu VGQLVEV (m/z 743). Aminokyselinovou
sekvenci lze ,,precist” z kompletni série iontl typu b. V oblasti nizkych hmotnosti spektra 1ze nalézt tzv.

immoniové ionty, které charakterizuji jednotlivé aminokyseliny.
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Srovnani riznych metod extrakce, ¢iSténi a stanoveni
cytokinini
KLArRA HOYEROVA, MIROSLAV KAMINEK, ALENA BREZINOVA, PETRE DOBREV, ALENA GAUDINOVA

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojova 135, 162 05 Praha,
tel.: +420/2/203 90 436, email: jirinova@ueb.cas.cz

Cytokininy spolu s auxiny hraji klicovou roli v regulaci vyvoje rostlin. Stimuluji
bunécné déleni a jejich pomér k auxinim urcuje smér regenerace organd; tj. tvor-
bu kofend, prytli nebo nediferencovanych kalusovych pletiv. Déale potlacuji apikalni
dominanci, udrzuji vysokou metabolickou aktivitu pletiv, stimuluji tvorbu chlorofylu a
zpomaluji senescenci rostlin (Komének, 1997); po jejich aplikaci téZ dochazi ke zvy-
Seni tvorby biomasy (Kaminek et al. 1997). Cytokininy stimuluji diferenciaci plastidi a
tvorbu Skrobu (Lustinec et al. 1984), zvysuji toleranci vii¢i extrémnim podminkdm
prostiedi, napt. zasoleni nebo extrémnim teplotam.

Rizeni téchto zakladnich biologickych procesi je zaloZeno na zménach hladin cyto-
kinina v rostlinnych buiikach.

Stanoveni obsahu cytokinint v rostlinném materidlu mé zasadni vyznam pro studi-
um metabolismu a fyziologickych funkci cytokininil. V tomto pfispévku je porovnan
vliv riznych metod extrakce a ¢iSténi na imunochemické stanoveni cytokinini pomoci
RIA a ELISA a srovnani jejich Casové narocnosti.

Princip metod
Stanoveni obsahu jednotlivych cytokinind probiha v nékolika krocich:
1) odbér vzorku
2) extrakce cytokinind
3) Cisténi extrakth
4) frakcionace cytokininid
5) imunochemické stanoveni jednotlivych cytokinind

Odbér vzorkii: Osvédcilo se uchovani vzorku pii -70°C pii ¢emz neni nutné vzorky
zmrazovat v kapalném dusiku.

Extrakce cytokinini: Byla porovnana metoda extrakce Bieleskiho ¢inidlem a extrak-
ce acetonem.

Cisténi extraktu: Bylo porovnano vytiepavani extraktu do n-butanolu pfi riizném pH
a purifikace extraktu na kolonach iontoménicu.
Princip ¢isténi extraktli vytiepavanim spociva ve zménéch polarity cytokinind pii riz-
ném pH. Cytokininové base ptechdzeji v kyselém prostiedi do vodni faze a naopak
v zasaditém prostiedi do organické faze (Biezinova et al. 1992). V dal$im kroku byl
vzorek preciStén na kolonce SEPARON Si-C18.

Pti pouziti kolon iontomé&nicl byly cytokininy navazany na SP-Sephadex a eluovany
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hydroxidem amonnym; piedtim byly na DEAE-Sephadexu zachyceny necistoty nesou-
ci zaporny naboj. V poslednim kroku jsou cytokininy zachyceny na hydrofobni kolon-
ce C18 (reversni faze) a z ni eluovany methanolem.

K rozd¢leni cytokinint na frakce obsahujici jednotlivé cytokininy bylo pouZito vy-
sokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Porovnani stanoveni cytokinini riznymi imunochemickymi metodami: Imunoche-

mické metody jsou zaloZeny na specifické reakci antigen-protilatka. Protilatky speci-

fické proti fytohormontim 1ze ziskat po imunizaci teplokrevnych zivocicht konjuga-
tem bilkoviny s hormonem. Ke stanoveni 1ze pouzit metodu RIA nebo ELISA.

RIA: Metoda je zaloZena na vzajemném vytésnovani hormonu a jeho radioaktivné
znacenc¢ho analogu z vazby na protilatku. Po ustaveni rovnovéahy se stanovi
radioaktivita zbyld v roztoku nebo vazana na protilatky.

ELISA: Protilatky jsou navazany na povrch jamek specialnich desticek a na n¢ je na-
sledn¢€ navazan volny hormon. V nésledujicim kroku jsou volna vazebné mista
protilatky vysycena cytokininem konjugovanym s detek¢nim enzymem (pero-
xidasa, fosfatasa). Po dodani roztoku substratu je stanovena rychlost jeho roz-
Stépeni konjugovanym enzymem na barevny produkt, jehoZz koncentraci 1ze
stanovit kolorimetricky. Rychlost tvorby produktu je nepfimo imérna koncen-
traci cytokininti ve vzorku.

Koncentrace hormonu se odecita z kalibra¢nich kiivek.

Zavér
V prispévku bude srovnana rychlost, citlivost a pfesnost vySe uvedenych postupt.
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Stanoveni kyseliny abscisové metodou ELISA

ZUZANA KADLECOVA A ILJA PRASIL

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, 161 06 Praha 6,
tel.:02/330 22 443, email: kadlecova@hb.vurv.cz

Uvod

Rostlinny hormon kyselinu abscisovou (ABA) Ize stanovit fadou metod, z nichz se
v posledni dobé rozsitily predevsim imunoanalytické metody jako je RIA (Radio Immuno
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Assay) ¢i ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) pro svoji uc¢innost, rychlost a
nenaro¢nost z hlediska zpracovani rostlinného materialu. Déle popisujeme postup sta-
noveni ABA pomoci nepfimého typu ELISA.

Vybaveni a material

ELISA- reader, vodni lazen, chlazena centrifuga, tfepacka, chlazeny box, lednice,
vortex, automatické pipety z toho jedna vicekanalova, plastovy box pro inkubaci des-
ky, mikrotitracni desky.

Chemikalie:

Pufrl: 6,05 g Trizma, 0,2 MgCl, a 8,8 g NaCl rozpustit v 1 1 destilované vody a pomoci
37% HCI upravit pH na 7,8.

Pufr2: 0,05 M NaHCO, pH 9,6

Promyvaci pufr: Do 1 | pufru 1 pridat 1 g BSA a 0,5 ml Tween 20.

Dalsi chemikalie:

(£)-cis,trans-ABA , primarni protilatka MAC252 rozpusténa ve fosfatovém pufru dle

Dr. S.A. Quarrie (John Innes Centre, Norwich, UK), sekundarni protilatka (Anti-Rat

IgG), SN KOH, p-nitrofenylfosfat v tabletach, ABA-4"-BSA konjugat (Hansen 1996,

Weiler 1980) rozpustény v pufru 2.

Postup

Rozetfeme 0,5 g Cerstvé hmoty rostlinného materialu v kapalném dusiku a pielijeme
do zkumavek nebo pouzijeme 30- 40 mg lyofilizovaného materialu rozdrceného na
prasek. Poté ptidame 5 ml destilované vody a dame tfepat ptes noc na 4 °C. Pfipravime
si mikrotitracni desku na nasledujici den ptidanim 200 ul ABA- 4"-BSA konjugétu do
kazdé¢ jamky. Namichame vzorky ABA pro kalibra¢ni kfivku v koncentracich 8000(B-),
4000, 2000, 1000, 500, 250 a 125 pg / 100 ul. Desku ponechame ptes noc v lednici
(4 °C). Nasledujici den zcentrifugujeme vzorky za pomoci chlazené centrifugy 10 mi-
nut pii 5000 g. Supernatant odpipetujeme do predem ptipravenych zkumavek. Z desky
vylijeme ABA- 4’-BSA konjugat a promyjeme ji 3 X promyvacim pufrem. Posledni
promyvaci ddvku nechame v desce a inkubujeme 20 min ve vodni lazni pii 37 °C. Poté
pufr vylijeme a desku oklepeme dosucha. Do jamek napipetujeme 100 pul standardu
nebo vzorku vzdy ve tfech opakovanich a do kazdé jamky pfidame 100 pl primarni
protilatky MAC252. Desku inkubujeme 3 hodiny (nebo ptes noc) v lednici (4 °C). Me-
zitim si ptipravime 20 pl sekundarni protilatky, kterou smichame s 20 ml pufru 1. Poté
vylijeme obsah desky a 3 x promyjeme promyvacim pufrem a oklepeme dosucha. Do
kazdé¢ jamky napipetujeme 200 ul ptipravené sekundarni protilatky a desku inkubuje-
me 1 hod pfi 37 °C ve vodni lazni. Pfipravime 0,05 mM nitrofenylfosfat rozpusténim
1 tablety ve 20 ml pufru 2. Desku promyjeme 5 x promyvacim pufrem a oklepeme
dosucha. Do kazd¢ jamky napipetujeme 200 ul pripraveného nitrofenylfosfatu a desku
umistime na cca 20 min na 37 °C do vodni 14zné€ do doby nez je absorbance vzorku bez
ABA okolo 1,0. Pomoci ELISA-readeru métime absorbanci pti 405 nm. Reakci zasta-
vime pfidanim 50 ul KOH do kazdé jamky.
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Na jedné desce Ize stanovit ABA pro 24 vzorkt ve tiech opakovanich. Vzorky neni
tteba pro analyzu Cistit. Pro vSechny ptipady inkubace mikrotitra¢ni desky se pouziva
plastovy box s navlh¢enou buni¢inou na dné. Analyzu neni vhodné provadét pii vys-
Sich teplotach v laboratofi (napt. v laboratotich umisténych na jizni stran¢€ budov v letnim
obdobi). Vysledky méfeni obsahu ABA v rostlinném materialu, v naSem ptipadé v listech
jecmene, jsou srovnatelné s vysledky méfeni obsahu ABA metodou RIA. Vyhodou
metody ELISA je oproti metodé RIA, skutecnost, Ze jeji realizace nevyzaduje existenci
radioisotopové laboratore.
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Vazebné bilkoviny pro cytokininy v semenech obilnin:
specifické fyziologické funkce a metodické pristupy

MirosLAv KAMINEK, ALENA GAUDINOVA, PETR DOBREV

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojova 135, 162 05 Praha 6,
tel.: 02/203 90 445, email: kaminek@ueb.cas.cz

Uvod

Vazebné bilkovin pro fytohormony jsou proteiny, jejichz funkci je rozpoznani fyto-
hormonalniho signdlu a jeho pienos na dalsi slozky na n¢ navazujicich signéalnich
drah, vedoucich k indukci specifické fyziologické odpovédi. Receptor musi vykazovat
vlastnosti, které umoznuji jeho funk¢ni interakci s fytohormonem, tj. vysokou afinitu a
specifitu vaci fytohormonu, jakoz i nizkou kapacitu potfebnou k nasyceni vazby za
podminek dynamické rovnovahy. Na rozdil od Zivocicht byla v rostlinnych buiikach
identifikovana fada vazebnych bilkovin, které splnuji vétSinu pozadavki kladenych na
klasické receptory, chybi vSak vétSinou diikazy o jejich fyziologické vyznamnosti, tj.
funkéni zavislosti fyziologické odpovédi na vazbé fytohormonu na vazebnou bilkovi-
nu. Vztah ,,pfili§ mnoho vazebnych proteinti, ale mélo receptora* (Firn 1987) naznacu-
je, ze nékteré z téchto bilkovin mohou zastavat jiné funkce, nez je zapojeni do pfenosu
hormonalniho signalu.

K vazebnym bilkovinam jejichZ fyziologicka funkce neni dosud objasnéna patii

ptoteiny vazajici cytokininy (cytokinin binding protein, CBP) v semenech obilnin a
nékterych dalSich rostlin. Vici klasickym receptortim se vyznacuji nékterymi odlis-
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nostmi: (1) jsou pfitomny v obilkach ve vysokych koncentracich, kde predstavuji az
10% rozpustnych bilkovin embrya, (2) maji velmi nizkou afinitu k isoprenoidnim a
vysokou afinitu k aromatickym cytokininim a (3) jsou lokalizovany v embryu a na
rozhrani endospermu a embrya (viz Brinegar 1994). Vysoky obsah CBP v semenech
obilnin umoziuje jejich vyuZiti pro in vitro studium mechanismu vazby cytokininu na
.receptor a vyvoj metod vazebnych testt. Jejich vysoky obsah v nékterych pletivech
muze vyrazn¢ ovlivnit koncentraci volnych cytokinind a proto vyzaduje modifikaci
stavajicich metod extrakce a stanoveni aromatickych cytokinini tak, aby nedochéazelo
ke ztratam v disledku jejich vazby na vazebnou bilkovinu. Tento ptispévek je zaméien
na zvySeni u¢innosti a presnosti extrakce cytokininti z obilek pSenice a ovsa s vysokym
obsahem CBP.

Material a metody

V praci bylo pouzito zralych obilek pSenice a ovsa. CBP byl isolovan vysraZzenim
z postribosomélniho supernatantu (20.000 g, 20 min.) po okyseleni na pH 5,0 a déle
¢istén podle Brinegara ef al. (1985) chromatograficky na sloupcich fosfocelulosy a
Né-benzyladeninu (BA) navazaného na Sepharosu 4B. CBP byl detegovan v chromato-
grafickych frakcich pomoci vazebnych testi zaloZzenych na ekvilibra¢ni dialyze a ul-
trafiltraci s pomoci [°’H] BA o vysoké molarni radioaktivité (0,6 TBq mmol ') (Kaminek
a Fox 1992). Nativni CBP isolované z pSenice a ovsa byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE
na podjednotky o molekularni hmotnosti 53 kDa, resp. 47 kDa. Ke stanoveni stability
vazby [*H] BA na CBP v prubé&hu vysrazeni proteinu bylo pouZzito precipitace pomoci
siranu amonného a methanolu.

Cytokininy byly stanoveny po jejich vytésnéni z vazby na CBP pomoci BA (10“M),
CBP byl vysrazen po okyseleni roztoku na pH 5,0 a cytokininy byly déale ¢istény na
kolonkach DEAE Sephadexu, a SiC,, frakcionovany pomoci HPLC a stanoveny v HPLC
frakcich pomoci ELISA s pouzitim specifickych protilatek (OLCHIM, Olomouc).

Vysledky

1) Pti precipitaci CBP siranem amonnym ¢i methanolem zlistavaji aromatické
cytokininy ([*H] BA) navazany na CBP. Volné aromatické cytokininy se vazi
dokonce i na jiz vysrazeny CBP. Pii béZn¢ pouzivanych metodach extrakce
cytokinint je CBP s navazanym cytokininem vysrazen alkoholem a odstranén
po centrifugaci z extraktu. Pfitomnost vét§iho mnozstvi CBP v analyzovaném
materialu tak vede ke znaénym ztratam a snizeni vytézku cytokinint.

2) Stanoveni vytéznosti cytokinini v pfitomnosti CBP s pomoci internich radio-
aktivnich standardt je zatiZzeno zna¢nou chybou, pokud neni pouZito standardu
identického se stanovovanym cytokininem. Tato chyba je zvIasté vysoka, je-li
pouzit isoprenoidni cytokinin jako interni standard pro stanoveni aromatickych
cytokininli a naopak.

3) Rusivé ptisobeni CBP na presnost stanoveni endogennich aromatickych cytoki-
nint lze eliminovat vytésnénim navazanych cytokinind z vazby na CBP pfe-
bytkem aromatického cytokininu, ktery je bud’ syntetickym derivatem (napf.
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kinetin), nebo ktery neni pfedmétem analyzy (napt. BA) a v nasledném odde¢-
lenim CBP od volnych cytokinint napt. ultrafiltraci ¢i vysraZenim po okysele-
ni roztoku na pH 5.

Poznamky

Obilky psenice obsahuji az v embryu az 50 ug CBP. Toto mnoZstvi CBP pti moleku-
larni hmotnost 140 kDa a ekvimolarni vazbé muze vazat pti plném vysyceni
(viz Kaminek a Fox 1992, Brinegar 1994) az 0,36 nmolu cytokininu na embryo.
To odpovida pti hmotnosti obilky 40 mg potencialni koncentraci vazaného cytokininu
v obilkdch 25 mM (tj. cca 10 pg cytokininribosidu /g Cerstvé hmoty). Vzhledem k tomu,
7ze CBP je soustfedén v oblasti embrya, mize byt koncentrace vazaného cytokininu
v embryu mnohonésobné¢ vyssi. Zlomek téchto hodnot miize dramaticky zkreslit vy-
sledky analyz endogennich cytokinind. Pfirozeny vyskyt aromatickych cytokinina
v obilkéach a akumulace jak CBP, tak aromatickych cytokininti v pribéhu zréani obilek,
jakoz i jejich pokles pfi kli¢eni (Kaminek ez al. 2000), naznacuji specifickou funkci
CBP. Ta dle vSeho spociva v imobilizaci a akumulaci aromatickych cytokinint v oblasti
embrya v prib&hu zrani obilek (prevence pied¢asného klic¢eni) a jejich uvolnovani pfi
kli¢eni (stimulace buné¢ného déleni).

Pod&kovani. Prace byla podpofena Grantovou agenturou CR (grant 206/96/K 188).
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ELISA stanoveni 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D),
TLC separace 2,4-D a jejich metaboliti

MAREK KLEMS, LENKA ANDRYSKOVA, JANA BORKOVA, ZDENKA PROKESOVA, STANISLAV PROCHAZKA

Ustav botaniky a fyziologie rostlin MZLU Brno, Zem&délska 1, 613 00 Brno,
tel.: 05/451 33 296, email: klems@mendelu.cz

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova je pouzivana v in vitro kulturach k indukci tvorby
kalusu, buné¢nych suspenzi, k indukci somatické embryogenese apod. Aktualni mnoz-
stvi 2,4-D a intenzitu jejiho metabolismu v pletivech lze stanovit pomoci TLC

(thinlayer chromatography) a ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) metod
(Audus 1959, Weiler 1984).
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Extrakce a purifikace 2,4-D

Navéazka cca 1 g cerstvého materidlu je po zmraZeni v tekutém dusiku lyofilizovana
a extrahovana v 80% methanolu s antioxidantem butylhydroxytoluenem (100 mg.1").
Extrakce probiha pies noc pii —20 °C a druhy den jsou extrakty tfepany 1 hodinu pii
4 OC. Po té je provedena centrifugace po dobu 20 minut pii 6 000 g. Sediment je mozno
opakované rehomogenizovat a centrifugovat v 80% metanolu pro zvyseni vytézku ex-
trakce. Spojené supernatanty jsou purifikovany (odstranéni barviv) na kolonkach C18
(Sep-pak) za vyuziti vakuového separatoru. Eluat je odpaten na rota¢ni vakuové odpar-
ce a po té je rozpustén v 1 ml destilované vody v ultrazvukové lazni. Po prevedeni do
mikrozkumavek je vzorek zmrazen v tekutém dusiku a po rozmrazeni je centrifugovan
pii 3 000 g pro sedimentaci zbytka chlorofylu, proteinti atd. Vodny supernatant 1ze
uskladnit pii —20 °C.

Priimé stanoveni 2,4-D ELISA testem

Vzorky pro stanoveni 2,4-D jsou fedény v poméru 1:100. Den pifedem jsou jamky
mikrotitracni desticky potaZzeny monoklonalni protilatkou E /G, v potahovacim 0,05M
uhli¢itanovém pufru pH 9,6 (Franek et al. 1994). Druhy den je desticka tfikrat promyta
fosfatovym pufrem s Tweenem pH 7,2. Nasleduje pipetovani standardd 2.,4-D a fedé-
nych vzorka (100 ml), traceru (konjugat 2,4-D-peroxidasa, S0ml). Po 1 hodin¢ inkuba-
ce pii teploté 20 °C je desti¢ka tiikrat promyta fosfatovym pufrem s Tweenem. Po té je
do jamek pipetovan substrat (100 ml roztoku 3,3",5,5 -tetramethylbenzidinu s H O,
v octanovém pufru pH 5.8). Po 15 minutach inkubace je enzymaticka reakce zastavena
100 ml 1M kyseliny sirové. Absorbance barevného produktu je métena na ELISA rea-
deru pfti vinové délce 450 nm.

Separace 2,4-D a jejich metaboliti pomoci TLC

Pro odd¢leni volné *C-2,4-D od jejich metabolitti pomoci TLC je odparek rozpustén
v methanolu a 150 ml tohoto odparku je naneseno na start silufolovych desek s UV
indik&torem. Dé€leni probiha nejprve ve vyvijeci smési benzen : kyselina octova 75 : 12.
Tato vyvijeci smés odd€luje volnou 2,4-D (R, = 0,7) od polarnich metabolitd 2,4-D
(R, =0,0-0,1), a nepolarnich metabolitd (R, = 1,0). Dale jsou ze startu eluci ethylaceta-
tem ziskany polarni metabolity a chromatografii ve vyvijeci smési ethylacetat : 2-butanon
: kyselina mravenci : voda =50 : 30 : 10 :10 jsou odd¢leny konjugované formy 2.4-D
s aminokyselinami resp. s glukézou. Radioaktivné zna¢ené metabolity se eluuji z jed-
notlivych R, zon chromatografickych desek, a to vytfepanim ve 100 ml methanolu po
dobu 30 minut. Po ptidani kapalného scintilatoru SLLD-41 se méfi radioaktivita v dpm
(desintegrace za minutu).

Poznamky

1, Metabolismus lze sledovat za pouziti znaceni odliSnymi isotopy, napf. 2,4-D je znacena “C a
aminokyselina ¢i glukosa *H. Pfipadny detegovany konjugat je pak dvojnasobné znacena
14C-*H-sloucenina. Navic tento postup umoziuje pouziti jednodussi techniky TLC ve srovnani s
napt. méné dostupnymi HPLC, HPTLC aj.

243



L. LUNACKOVA et al.

2, K orienta¢ni visualizaci polohy 2,4-D (napf. neznacené) po TLC separaci Ize vyuzit negativniho
barveni na berlinskou modi (FeCl, : K [Fe(CN),] v poméru 1:1) ¢i pozitivniho barveni
difenylaminem do Cervena (Baranovska a Pieszko 1998).

3, Stanoveni aktualniho obsahu 2,4-D pomoci ELISA s vyuzitim monoklonélni protilatky E./G, je
vysoce specifické, nebot’ tato protilatka nevykazuje kiizové reakce s vySe popsanymi metabolity
2,4-D.

4, Metabolity (neznacené) eluované z TLC lze podrobit alkalické hydrolyze, pfipadné $tépit
[B-glukosidasou za uvolnéni 2,4-D, kterou je po precisténi mozno opét stanovit ELISA testem.
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Abstract

Methods used in our experimental work concerned quantitative analyses of some
organic substances such as starch, reducing sugars and proteins in the leaves and roots
of woody plants, species of genus Karwinskia. These plants are subtropical shrubs or
trees from Mexico producing substances with antineoplastic effects. As the fenolic com-
pounds usually occurr in the woody plants standard analytical methods had to be modi-
fied. The basis of methodological approach of quantitative analyses of all above menti-
oned substances was spectrophotometric determination (Jenway 6405 UV/Visible, Great
Britain).

Starch concentration was established in fresh material extracted with 80 % ethylal-
cohol and centrifuged at 2000 g for 10 min.The precipitate was solubilised in 3.25 cm?
52 % HCIO,, left to stand on ice for 15 min and centrifuged at 3000 g for 15 min.
Concentration of starch in supernatant was determined spectrophotometrically with
anthron solution (0.1 g anthron in 50 cm’® 95 % H_SO,) at 630 nm (Davidek 1981).

Reducing sugar concentration was also determined in fresh material extracted with
80°C water for 30 min (Pribela 1978). However, instead of filtration the centrifugation
in consequence of 50 times lower sample content had to be used. The neutral
Pb(CH,COO), was added and centrifuged at 3000 g for 20 min. For elimination of Pb,
the solution of Na (COO), was added and centrifuged at 3000 g for 15 min. Determina-
tion of reducing sugars concentration in supernatant by Schoorl (1969) was not succes-
full, so that the method according to Dubois et al. (1956) had to be used. Above menti-
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oned substances were determinated spectrophotometrically with 80 % phenol and 5 cm?
96 % H,SO, at 480 nm.

Concentration of proteins was determined in fresh material extracted with 80 %
acetone. As the phenolic substances had perturbating influence on determination the
buffer was needed: 0,1 M Tris HCI pH = 7.8; 0,01 M MgCl; 0,002 M EDTA; 0,02 M
2-ME; 0,002 M DTE; 1% Tween 80; 1% insoluble PVP; 0,02 M NaHCO,. This sus-
pension was stirring on magnetic stirrer for 40 min. and centrifuged at 3000 g for 10 min.
1 cm?10% CCl, COOH was added to 1 cm®sample and left to stand on ice for 3 h. After
centrifugation at 8000 g for 10 min., the precipitate was solubilised in 1 cm?® cold aceto-
ne and centrifuged again. At last, the proteins were solubilised in 1 cm*® 0.1 M NaOH
(Sykorova 1988, Konecna et al. 1989). Concentration of proteins was determined spectro-
photometrically with Coomasie Brilliant Blue R-250 at 595 nm (Bradford 1976).

Analysis of variance was conducted for all the data. We would like to notice that
above mentioned analytical methods require commercial chemicals and standard labo-
ratory equipment.
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Prehled metod stanoveni enzymové aktivity cytokininoxidasy
a zeatinreduktasy v rostlinnych pletivech

VAcLav MOTYKA

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Laboratof hormonalnich regulaci, Rozvojova 2/135, 165 02
Praha 6, tel.:02/203 90 437, email: vmotyka@ueb.cas.cz

Uvod

Hladiny fytohormoni v€etné cytokinint jsou v rostlinnych bunikach regulovany na
urovni jejich biosyntézy, degradace nebo metabolickych pfemén souvisejicich s modi-
fikaci nebo ztratou biologické aktivity. Vzhledem k tomu, Ze dosud neni zndma piima
cesta biosyntézy cytokinini v netransformovanych rostlinach, zaméfuje se experimen-
talni studium cytokininii pfedev§im na problematiku jejich degradace a modifikace je-
jich biologickych aktivit. Na regulaci téchto metabolickych drah se vyznamnou mérou
podileji enzymy cytokininoxidasa a zeatinreduktasa.

Cytokininoxidasa
Cytokininoxidasa je kli€ovym enzymem odbouravani cytokinini v rostlinnych ple-
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tivech. Katalyzuje oxidativni §t€peni nenasyceného N°-postranniho fetézce isoprenoid-
nich cytokininli za vzniku adeninu nebo jeho derivatti a aldehydu odpovidajiciho po-
strannimu fetézci (3-methyl-2-butenal). Na méteni rychlosti této reakce jsou zalozeny
pouzivané metody stanoveni enzymové aktivity.

Stanoveni aktivity radioisotopovou metodou

Vychazi z vyuziti radioaktivné zna¢eného substratu N°-(g2-isopentenyl)adeninu (iP)
nebo trans-zeatinu (¢-Z)), ptipadné jejich ribosidd, v testech in vitro. Aktivita cytokini-
noxidasy je stanovena po inkubaci enzymového preparatu se znacenym substratem na
zéklad¢ méteni radioaktivity vzniklého produktu (adeninu nebo adenosinu), ktery je
odd¢len od nezreagovaného substratu vhodnou chromatografickou metodou. Vyjadiuje
se nejcastéji v prepoctu na 1 mg bilkovin, detegovanych v hrubém extraktu (tj. v nmol
Ade/mg bilk. x hod).

SloZeni inkubacni smési a podminky inkubace jsou vzhledem k rozdilim v bioche-
mickych vlastnostech cytokininoxidas izolovanych z rtiznych rostlinnych zdroja (viz.
piehledy Armstrong 1994, Hare a Van Staden 1994, Galuszka et al. 1999) pomérné
variabilni. Obecn¢ plati, Ze v testech enzymové¢ aktivity je aplikovan znaceny substrat
(*H nebo '“C-znaceni na purinovém jadic) v koncentraci 2-10 uM. Inkubace probiha
pfi teploté 37°C po dobu 30 minut - 4 h v riznych pufrech v rozmezi pH 6.0-9.0 podle
konkrétniho rostlinného materialu. K oddé€leni substratu od produktu enzymatické re-
akce se vyuziva TLC (mikrokrystalicka celulosa, Si-C ,) nebo HPLC, radioaktivita vznik-
1€ého produktu je méfena kapalinovym scintilaénim pocitacem nebo ve frakcich po HPLC
monitorovana pratokovym radiodetektorem.

Specifikace a optimalizace podminek stanoveni aktivity cytokininoxidasy ve vyvije-
jicich se obilkach pSenice a v kalusové kultufe tabaku, provadénych v nasi laboratofi,
je predmétem jiného prispévku v tomto sborniku.

Stanoveni aktivity kolorimetrickymi metodami

V soucasné dob¢ jsou pro stanoveni aktivity cytokininoxidasy pouzivany dvé kolori-
metrické metody. Prvni z nich je zaloZena na reakci 3-methyl-2-butenalu (reakéni pro-
dukt enzymatické degradace iP) s p-aminofenolem, pfi niz v kyselém prostitedi vznika
Schiffova baze s absorbénim maximem 352 nm (Libreros-Minotta a Tipton 1995). Ak-
tivita cytokininoxidasy je stanovena na zakladé méfeni A, po odectu z kalibra¢ni kfiv-
ky pro 3-methyl-2-butenal a vétSinou vyjadiena v nmolech odbouraného iP v pfepoctu
na 1 mg bilkovin za hodinu.

Podstatou dalsi kolorimetrické metody je pokles intenzity modrého zbarveni roztoku
2,6-dichloroindofenolu, ktery je pfidavan do reakéni smési jako akceptor elektront, pti
vlnové délce 600 nm (K.Bilyeu, Univ. Missouri, osobni sdéleni). Test je pouzitelny pro
stanoveni aktivity cytokininoxidasy v slabé alkalickém nebo neutrdlnim prosttedi
(Galuszka et al. 1999), jeho bliZsi specifikace vSak dosud nebyla publikovana.

Vedle uvedenych kolorimetrickych metod byl jiz v pocatcich studia cytokininoxida-
sy popsan spektrofotometricky test, zaloZeny na zméné UV absorbce spojené s degra-

246



PREHLED METOD STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY CYTOKININOXIDASY A ZEATINREDUKTASY

daci cytokinint (Whitty a Hall 1974), biochemicky zaklad zjisténé zmény absorbéniho
spektra ovSem nebyl objasnén.

Zeatinreduktasa

Zeatinreduktaza je enzym, ktery katalyzuje redukci nenasyceného N°-postranniho
fetézce trans-zeatinu za vzniku dihydrozeatinu (DHZ). Vzhledem k tomu, ze DHZ neni
substratem cytokininoxidasy, je ziejmé, Ze se zeatinreduktasa podili svym katalytic-
kym ptlisobenim na regulaci hladin aktivnich cytokinini zejména jejich ,,ochranou*
pred degradaci.

Stanoveni aktivity zeatinreduktazy bylo dosud popsano pouze pro enzym izolovany
z nezralych embryi fazolu (Martin et al. 1989). Aktivita je v tomto ptipadé detekovana
radioizotopovou metodou na zaklad¢ konverse ['*C]¢-Z (cis-zeatin, zeatinribosid ani iP
nejsou substratem zeatinreduktasy) na DHZ po inkubaci (1 h, 27°C) ve fosfatovém
pufru (pH 8.0). Pro stanoveni aktivity je nutna pfitomnost kofaktoru NADPH v reak¢ni
smési. Separaci produktd enzymatické reakce 1ze provést vhodnou chromatografickou
metodou - v daném pripad¢ (Martin et al. 1989) byla pouzita HPLC a nasledna analyza
frakci provedena na zédkladé méteni jejich radioaktivity scintilacnim pocitacem.

Zavér

Jak radioisotopova, tak kolorimetrické metody stanoveni aktivit uvedenych rostlin-
nych enzymu maji své vyhody i nevyhody. Hlavni vyhodou radioisotopové metody je
vysoka citlivost a specifita, dale nizka casova naroc¢nost a jednoduchost. Nevyhody Ize
spatfovat v pomérn¢ zna¢nych finan¢nich narocich (vysoké ceny znacenych substrata,
kapalného scintilatoru, drahy provoz scintilaéniho pocitace), pozadavcich na specialni
zafizeni a povoleni pro praci s radioaktivnim materialem, jakoz i v aspektech ekologic-
kych. Opak plati pro metody kolorimetrické, které jsou finan¢né¢ i pfistrojové veelku
nenaro¢né, avsak pomérn¢ narocné na ¢as a manipulaci (soucasné s kazdym méfenim
vzorkil vyZzaduji kalibraci). Kromé toho kolorimetrické stanoveni obecné€ nejsou pirilis
specificka a v nékterych ptipadech jsou proto nevhodna pro detekci enzymové aktivity
v hrubych extraktech.

7. toho je ziejmé, Ze volba vhodného postupu pro stanoveni aktivity uvedenych rost-
linnych enzymi neni jednoducha a zavisi na konkrétnich podminkach a cilech detekce.
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Extrakce a stanoveni aktivity cytokininoxidasy v obilkach
pSenice a v kalusové kulture tabaku
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Uvod

Cytokininoxidasa (CKOX) je enzym, ktery specificky katalyzuje metabolickou de-
gradaci isoprenoidnich cytokininti od$tépenim nenasyceného N°-postranniho fetézce
na adenin nebo jeho derivat a aldehyd odpovidajici postrannimu fetézci (obr.1). Pie-
hled metod stanoveni aktivity CKOX v rostlinnych pletivech je uveden v jiném pii-
spevku tohoto sborniku. Pfredmétem této prace je specifikace a optimalizace podminek
stanoveni aktivity tohoto enzymu ve vyvijejicich se obilkach jarni pSenice a v kalusové
kultute tabaku (Nicotiana tabacum L.), tj. v pletivech, v nichZ se vyskytuji rizné formy
CKOX s odlisnymi biochemickymi vlastnostmi (pH optimum, glykosylace proteinu
atd.)

HN—CHy-CcH=c s - e
CHs cytokinin i N 0
N7 N oxidase N A\ ] _CH
| \> + 0 K | > +  He-cH=c] S
KN N N N o
H
N°-(A’-isopentenyl)adenin adenin 3-methyl-2-butenal

Obr.1. Schéma reakce katalyzované cytokininoxidasou

Extrakce bilkovinného preparatu

Extrakce bilkovinného preparatu vychazi z modifikace metody Chatfielda a Armstron-
ga (1986). Vsechny kroky extrak¢niho postupu provadime v chladové mistnosti pfi
teploté 0-4°C. Obilky pSenice (ekvivalent 1 g FW) nebo kalusové pletivo tabaku (ekvi-
valent 5 g FW) pfedhomogenizujeme v tfeci misce s tekutym dusikem a nasledn¢ zho-
mogenizujeme (sonikace + homogenizator UNIPAN 309) ve vychlazeném extrakénim
pufru (0.1 M TRIS-HCI, pH 7.5). Homogenaty naneseme na kolony obsahujici 1.5 g
polyvinylpyrolidinu (PVP, Polyclar AT), dikladn¢ promichame a zfiltrujeme. Spojené
filtraty takto zbavené fenolickych latek odstfedime (10 000 g, 10"). Ze vzorka vysrazi-
me nukleové kyseliny a ¢ast nukleoproteidli ptidanim Polyminu P (1 % v/v, pH 7.5) a
odstranime centrifugaci (10 000 g, 10”). Optimalni koncentraci Polyminu P je tfeba
vyzkouset pro kazdy rostlinny material (volime maximalni koncentraci, pfi které jesté
nedochézi k snizeni CKOX aktivity preparatu). Po odstfedéni k supernatantu za stalého
lou suspenzi nechame minimaln¢ 30 minut stat v chladu a potom odstiedime (13 000 g,
407). Po odstranéni supernatantu zmrazime sediment tekutym dusikem a ulozime pfi
-70°C. Takto piipravené bilkovinné preparaty jsou pomérné stalé a pii -70°C je lze
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uchovéavat bez vyrazné ztraty enzymové aktivity po dobu n¢kolika tydnd.

Stanoveni enzymové aktivity

Enzymovou aktivitu CKOX stanovujeme testy in vitro zalozenymi na méteni pie-
mény radioaktivné znaceného N°-(?%isopentenyl)adeninu (iP, znaceni na purinovém kru-
hu) na adenin (Ade). Pro testy enzymové aktivity rozpustime bilkovinné preparaty
ve vode¢ nebo v ptislusném pufru (viz.3.1.) a ur¢ime obsah celkovych bilkovin meto-
dou podle Bradfordové (1976).

Zikladni metoda

Testy enzymové aktivity CKOX provadime v polypropylénovych mikrozkumavkach
(Eppendorf). Slozeni reakéni smési (celkovy objem 50 ul) pro bilkovinné preparaty
z obilek pSenice a kalusu tabaku se vzhledem k jejich rliznym biochemickym vlastnos-
tem lisi a jsou uvedena nize :

a) obilky pSenice b) kalus tabaku

pufr (0,1 M MOPS-NaOH, pH 7,2) 20 pl pufr (0,1 M TAPS-NaOH, pH 8,5) 20 pl
2 uM [2-*H]iP (200 pCi/umol) 10 pl 2 uM [2-*H]iP (200 pCi/pmol) 10 pl
bilk. preparat (ekv.1-1,5 mg ¢.hm.) 20 pl bilk. preparat (ekv.150-625 mg ¢.hm.) 20 pl

Smés inkubujeme pii 37 °C po dobu 1 h (pSenice) nebo 4 h (tabak). Po skonceni
inkubace reakci zastavime dodanim 10 L. Na EDTA (200 mM) a 120 pL 95% ethanolu
obsahujiciho neznaceny Ade a iP (a 0,75 mM).

Metoda ,,zcitlivénd“ piitomnosti komplexu Cu’*-imidazol

Vzhledem k pomérné nizké aktivit¢ CKOX v kalusovém pletivu tabédku u tohoto
materialu s vyhodou vyuzivame stanoveni metodou ,,zcitlivénou* ptitomnosti komple-
xu Cu*-imidazol (modifikace podle Chatficlda a Armstronga 1987) umoziujici az
40-tinasobné zvyseni enzymové aktivity. Pro tento postup pouzivame inkubac¢ni smés
nasledujiciho slozeni:

0,25 M imidazol + 0,0625 M CH, COONa + 0.0375 M CuCl , pH 6,0 20 pl
2 uM [2-3H]iP (200 puCi/pmol) 10 pul
bilk. preparat (ekv.20-80 mg ¢.hm.) 20 pl

Smés inkubujeme 30 minut pii 37 °C, zastaveni reakce provadime stejnym zpuso-
bem jako u zakladni metody.

Chromatografické déleni substratu od produktu

K odd¢leni nezreagovaného substratu od znaceného produktu reakce katalyzované
CKOX pouzivame chromatografii na tenké vrstvé mikrokrystalické celulozy (desky
SigmaCell 20 x 20 cm). Roztoky po ukonceni inkubace a néasledném odstfedéni
(3 000 g, 5") nanasime v objemu 150 pl na pfedem vyznacené 2 cm Siroké pruhy a
chromatogramy vyvijime v horni fazi smési ethylacetat/n-propanol/H,O (4:1:2). Zony
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absorbujici UV svétlo ozna¢ime, nastfihame do scintila¢nich lahvigek a po eluci v 1 ml
methanolu (1 hod) ptidame a 5 ml kapalného scintilatoru (SLT-31 nebo Sigma-Fluor).
Radioaktivitu méfime kapalinovym scintilaénim pocitacem (Hewlett-Packard typ
Tri-carb 300c).

7. celkové radioaktivity zjistime pomér nezreagovaného substratu iP a vytvofeného
produktu. Aktivitu CKOX vyjadiime v nmolech vzniklého Ade v prepoctu na 1 mg
bilkovin za hodinu.

Narocnost, tipy a triky

Tento postup umoziuje diky své specifité stanoveni aktivity CKOX v pomérn¢ hru-
bych extraktech z rostlinnych pletiv, jakoZz i u vysoce precisténych bilkovinnych prepa-
ratd. S vyjimkou chlazené vysokootackové centrifugy a scintilacniho pocitace nevyza-
duje nakladné ptistrojové vybaveni. Finan¢ni naro¢nost metody je dana piredevsim do-
stupnosti znaceného substratu a naklady na kapalny scintilator.

Vzhledem k tomu, Ze rtizné molekularni formy CKOX vykazuji rtizna pH optima
(pH 6,0-9,0), je tfeba pro kazdy rostlinny material pfedem stanovit optimalni hodnotu
pH (bilkovinny preparat je mozno po pouziti znovu zamrazit a bez vyraznéjsi ztraty
aktivity ulozit k dalsimu zpracovani). Podminky reakce by mély byt optimalizovéany
tak, aby radioaktivita vzniklého produktu (Ade) predstavovala 20-30% radioaktivity
celkové. Pro dosazeni optimalni degradace Ize podle potieby upravit koncentraci pou-
zitého bilkovinného preparatu, piip. zkratit ¢i prodlouzit dobu inkubace.
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Introduction

Zm-p60.1 is a member of b-glucosidases belonging to the family 1 of glycosyl hyd-
rolases. b-Glucosidases are a important group of enzymes which are capable of hydro-
lysing the b-glucosidic bonds of disaccharides, oligosaccharides, or conjugated glyco-
sides. Maize cytokinin-glucoside-specific b-glucosidase, Zm-p60.1, has been sugges-
ted to be one of the key enzymes involved in regulation of plant development by relea-
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sing biologically active cytokinins from their storage and transport forms. The Zm-p60.1
protein exists as homodimer located in plastids (chloroplasts) and this homodimer or
higher oligomers are biologically important. The structural knowledge of the Zm-p60.1
is important for a thorough understanding of the catalytic activity and specificity for
this enzyme.

Results and Discussion
Purification and Crystallization

Zm-p60.1 was overproduced and purified as a fusion protein with His tag from E. coli
using modified procedures as in (Zouhar 1999). Protein purification has been carried
out by TALON cobalt column and gel filtration on a BioCAD system.

Crystals were grown at room temperature by hanging drop diffusion method with
2-3 mg.ml! Zm-p60.1 against reservoir solution of 20-30% (w/v) PEG 4000, 0.1 M
sodiumcitrate, pH 5.3-5.9 and 0.2 amoniumacetate (Fig.1).

Fig. 1. Monoclinic crystal of B-glucosidase from Zea mays

Data collection and processing

Crystal with approx. 0.4 x 0.3 x 0.1 mm’ dimensions has been immersed for a few
seconds in cryoprotectant and then flash-freezed. Diffraction data have been collected
to 2.05L resolution at ~ 100 K on beamline BL711 of MAX-Lab synchrotron in Lund,
Sweden, with image plate detector mar345. /n situ annealing of the crystal has been
applied to increase the order and resolution limit. The data have been processed by the
DENZO & SCALEPACK packages. Data collection statistics are summarised in Table 1.
The solvent content of the crystal is about 35%, and it contains a homodimer per asym-
metric unit.

Structure solution

The crystal structure of Zm-p60.1 has been determined by molecular replacement
method using program AmoRe with search model of cyanogenic -glucosidase (1CBG)
from white clover (Barret 1995). The best solution from molecular replacement has
been subjected to several cycles of rebuilding and refinement by the program CNS.
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No NCS (non crystallographic symmetry) restrains have been applied during the refi-
nement. The current refined model has R-factors of 24.7% (R, ) and 19.3% Ry
with 988 residues and 412 water molecules.

Table 1: Data collection statistics
* Values in parenthesis are the highest resolution shell

Wavelength (A) 0.9831
Resolution (A) 68-2.05 (2.42-2.05)*
Completeness (%) 94.7 (85.7)
R pmerge (%) 5.3 (17.6)
Vo(I) 15.5 (4.9)
Space group P2,

Cell parameters (A) a=55.66
b=110.72
c=72.94
B=92.1

Conclusion

Similar to other B-glucosidases, Zm-p60.1 is a single domain (b/a), barrel composed
of more than 500 residues. The retaining mechanism of enzymatic catalysis of
B-glycosidic bond is represented by the well-conserved active site with two most im-
portant residues — a proton donor (186 Glu) and a nucleophile/base (401 Glu) as shown
in Fig. 2. We are currently finishing up the refinement of the structure and investigating
the dimerization interface.
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the cells of VBI-0 tobacco strain

Eva ZAZIMALOVA AND JAN PETRASEK

Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, Rozvojova 135,
16502 Prague 6, Czech Republic, tel.: 02/203 90 431, email: petrasek@ueb.cas.cz

Abbreviations: auxin efflux carrier, AEC; auxin uptake (influx) carrier, AUC;
2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D; indole-3-acetic acid, [AA; naphthalene-1-acetic acid, NAA;
naphthalene-2-acetic acid, 2-NAA; 1-N-naphthylphthalamic acid, NPA

Abstract

Auxins, together with cytokinins, play an important role in the regulation of plant
cell development, namely under iz vitro conditions. Now there is more or less extensive
knowledge about dynamics of the endogenous auxin content, as well as mechanism of
perception and transduction of auxin signal. However, until recently it was very diffi-
cult if not impossible to quantify the flow of auxin molecules across plasma membrane
and, consequently, to understand the mutual exchange of auxin signals between extra-
cellular and intracellular space. Here we describe the simple method according to
Delbarre et al. (Planta 198: 532-541, 1996) for quantification of auxin uptake (influx)
and efflux carrier activities, modified for the suspension-grown auxin-dependent and
cytokinin-independent tobacco cell strain VBI-0.

Introduction

The growth of plant cells cultivated in vitro is mostly auxin-dependent. The proper
balance between exogenous and endogenous auxin seems to be very important for their
standard growth cycle and the translocation of auxin across plasma membrane plays a
key role here. Generally, the endogenous level (or the net accumulation) of any particu-
lar compound within any particular cell compartment results from the partial contribu-
tions of several metabolic and transport (translocation) processes, and the final control
of this level is rather complex. The metabolic regulations include all biosynthetic, con-
jugation and degradation processes (for auxin recently reviewed e.g. by Slovin et al.
1999). The transport (translocation) processes affect the net accumulation of individual
compounds inside the cell via an exchange between ,outer® and ,inner® environment of
the cell. The movement of any particular compound across cell membrane and its resul-
ting internal accumulation is related to the degree of either lipophilicity or hydrophili-
city of its molecule. Generally, its movement can proceed in both passive (by diffusion)
and active (via carriers) manners. Therefore the ‘intensity’ of translocation of com-
pounds depends on the actual state (i.e. on prevailing either ionic or non-dissociated
form) of their molecules (which is given by actual pH in the environment or in particu-
lar cell compartment) and on the presence/absence of relevant carrier(s).
Auxin transport and accumulation

Auxins seem to be the only group of plant hormones exhibiting - on the level of
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whole plant or its parts - an active transport in polar manner besides a long-distance
movement via vascular tissues (Hopkins 1995, Baker 2000). This phenomenon was
first demonstrated in late twenties (Went 1928). The polarity of auxin transport was
later explained in general (Rubery & Sheldrake 1974, Raven 1975) by the different
permeability of opposite parts of cells for dissociated and undissociated molecule of
indole-3-acetic acid (IAA and IAAH, respectively), that is, in particular, by an asym-
metric localisation of so-called auxin efflux carrier (translocating the IAA" anion outsi-
de the cell). This idea was summarised by Goldsmith (1977) and named ,,chemiosmotic
polar diffusion theory*. Now it is believed - on the basis of biochemical, physiological
and molecular data - that the plasma-membrane-located auxin uptake (influx) carrier,
AUC, together with passive diffusion contribute to the auxin translocation into the cell,
while an auxin efflux carrier, AEC, drives the transport of auxin out of the cell (Delbarre
et al. 1996, Bennett ef al. 1998, Palme & Gilweiler 1999, Morris 2000, see Fig. 1).
Thus a certain momentary endogenous auxin level inside the cell results from the acti-
vity of all these processes.

Auxin-uptake carrier
7 (?\uo) &7 NpA-binding site
> Auwinefuxcarrier <> H'-ATPase
'—’H

Ej Diffusion

Fig. 1. Translocation of auxins into and out of the cell

Measurement of auxin accumulation

The auxin accumulation was described in detail by Delbarre ef al. (1996). Using
various radiolabelled auxins the biochemical properties (kinetic properties and specifi-
city) of both carriers (AUC and AEC, respectively) were determined including the data
on interactions of carriers with potential inhibitors (NPA, 2-NAA, etc.). Taken toge-
ther, various auxins are translocated across plasma membrane in different ways accor-
ding to their relative lipophilicity (NAA>IAA>2.,4-D). The most lipophilic NAA mole-
cule seems to be entering the cell mostly by passive diffusion and NAA" anion is efflu-
xed actively by AEC. On the contrary, the most hydrophilic 2,4-D is uptaken mostly via
AUC and then accumulates inside the cell because it is not a substrate for AEC (see
Fig. 2). On the basis of different behaviour of both AUC and AEC towards NAA and
2.,4-D Delbarre et al. (1996) proposed a simple method for measurement of activity of
these carriers: NAA can be used for determination of AEC, in contrast to 2,4-D which
can serve as a marker of AUC activity. The activity of auxin-efflux carrier, and to far
lesser extent also that one of the auxin-uptake carrier, can be affected by the potent
polar auxin transport inhibitors, namely by 1-N-naphthylphthalamic acid (NPA). New
auxin transport inhibitors of aryl and aryloxyalkylcarboxylic acid type have been iden-
tified recently (Imhoff ez al. 2000).
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Fig. 2. Different ways of auxin translocation across plasma membrane. Based on Delbarre et al. (1996). See
Fig. 1 for description of symbols.

The substance of the method is the determination of the accumulation of radioactive
auxins from the buffer solution by the intact cells at the exact time T after labelled
auxin application. The time T should not exceed ca. 10 minutes because of significant
degradation of auxins during the incubation. After radiolabelled NAA application, its
accumulation is a result of passive diffusion into the cells and AEC-driven flow out
from the cells. The application of NPA to the cell suspension together with labelled
NAA results in the increase of NAA accumulation inside the cells due to the inhibition
of the AEC (Fig. 3). Thus the activity of AEC can be calculated from the difference
between the labelled NAA accumulation at the time T with and without NPA treatment.
In concert with Delbarre ef al. (1996) 2,4-D is uptaken actively by AUC also in case of
VBI-0 cells and there is almost no effect of NPA on 2,4-D accumulation (Fig. 4).

Since the tobacco strain VBI-0 is highly friable (no cell clumps) during the whole
subculture period (Opatrny & Opatrna, 1976, Zazimalova et al., 1995), the number of
cells per one unit of volume (e.g. millilitre) can be calculated. Thus all measured data,
as e.g. accumulation of individual auxins, can be expressed as equivalents of number of
molecules (e.g. pmols) per cell number (e.g. 10° cells) and compared quantitatively in
relation to the growth cycle of the cell strain (cf. Fig. 4). For the correct physiological
interpretation of data measured the size of cells must be taken into account.

Concluding remarks

The above-described method for determination of auxin accumulation, and both AUC
a AEC activity estimation is relatively quick, simple and reliable. In general, it could be
used also for other hormones and/or hormone-like substances. However, it can be ap-
plied only for cell suspensions which - preferably - do not form cell clumps. The use of
radiolabelled compounds seems to be necessary, even though e.g. some fluorescent
derivatives might be appropriate, too. With respect to the fact, that up to date there is no
alternative method for determination of the activity of auxin carriers, this simple assay
provides very useful data about processes participating in the control of endogenous
auxin levels in plant cells.
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Fig. 3. Accumulation of NAA in the cells of VBI-0 tobacco strain

The method according to Delbarre ef al. (1996) was used. Concentration of *H-NAA in assay suspension was
2 x 10 M. *H-NAA radioactivity was measured by liquid scintillation technique in 0.5 ml cell suspension
aliquots (cell density ca. 10° cells per 1 ml of suspension) after removal of assay medium by vacuum filtration
through filtration paper and extraction of cells by ethanol. Each measurement was at least triplicated. Activity
of AEC was determined as a difference in the accumulation of "H-NAA with (empty symbols) and without (full
symbols) blocking AEC by NPA (5 x 10 M). Red vertical bar represents the activity of AEC at time T=6 min.

A C, per 1 cell (dpm)

0,02

0,00 ‘ ‘ v ‘ : ~ ‘ :
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Subculture period (days)

Fig. 4. The activity of auxin efflux carrier (AEC) during the subculture period of VBI-0 tobacco cell strain

See legend to Fig. 3 for details. Concentrations of *H-NAA or 2,4-D in assay suspension were 2 x 10 M or

2 x 10* M, respectively. C_ was the net accumulation of NAA or 2,4-D, i.e. the difference between the radioac-
tivity of 0,5 ml aliquot of the cell suspension at the time T=6 min and the radioactivity of 0,5 ml aliquot of the
cell suspension just after application of *H-NAA or *H-2,4-D. D C,_ was the difference between C_values for
each particular auxin (circles for NAA and triangles for 2,4-D) with and without application of NPA

(5 x 10° M).
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