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Zpùsoby purifikace rekombinantního proteinu p53 z E.coli
MARIE BRÁZDOVÁ

Laboratoø biofyzikální chemie a molekulární onkologie, Biofyzikální ústav AV ÈR, Královopolská
135, 612 65 Brno; tel: 05/41517176, e-mail: maruska@ibp.cz

Úvod
Protein p53 je nádorový supresor. Za normálních okolností se vyskytuje v buòce jen

v malém mno�ství, ale za stresových podmínek (po�kození DNA vyvolané napø. UV
záøením) se jeho hladina výraznì zvý�í. Pùsobí jako transkripèní faktor, který díky své
sekvenènì specifické vazbì aktivuje expresi mnoha genù dùle�itých pro zastavení bu-
nìèného cyklu (tím umo�òuje buòce opravit po�kození) nebo v pøípadì rozsáhlého po-
�kození vyvolává programovatelnou smrt buòky - apoptosu (Oren and Rotter 1999).

V na�í laboratoøi se zabýváme studiem vazby tohoto proteinu na superhelikální DNA
(Paleèek et al. 1997). K na�emu studiu preferenèní vazby na tuto formu DNA vyu�ívá-
me lidský protein p53 izolovaný jednak z eukaryotického systému hmyzích bunìk a
pøedev�ím z prokaryotického bakteriálního systému E.coli.

Mo�nosti izolace rekombinantního proteinu p53 z E.coli
a. Výbìr bakteriálních vektorù

Pro získání velkého mno�ství rekombinantního proteinu mù�eme vyu�ít øadu ex-
presních vektorù se silnými promotory (Studier et al. 1990) pro E. coli. Specifikaci
proteinù odvozených z proteinu p53 ukazuje tab.1. Jsou zde uvedeny typy vektorù,
obsah aminokyselin (AA) proteinu p53, pøípadnì fusní doména, molekulová hmotnost
(Mr), teoretický isoelektrický bod (pI).

                   Tab. 1.      Pou�ité konstrukty

b. Pìstování bakteriální kultury a indukce tvorby rekombinantního proteinu
Rùzné pøístupy k pìstování a purifikaci rekombinantního proteinu p53 a konstruktù

od nìho odvozených shrnuje tab. 2. Nám se zatím pro izolaci proteinù z vektorù pT7-7
a pET3d jako nejlep�í osvìdèil postup inspirovaný Pavletichem (Pavletich et al. 1993).
Pro stabilní udr�ení plazmidu a pro zvý�ení produkce rozpustného proteinu jsme kulti-
vaci provádìli pøi teplotì 18°C a indukovali produkci proteinu dvakrát. Buòky byly
nejdøíve kultivovány do OD600=0,25, pak jsme zahájili slabou indukci 0,05mM IPTG a
po 8-12 hodinách (pøi OD600=1,1-1,4) jsme indukovali podruhé, tentokráte silnìji 0,4mM
IPTG 8-12 hodin.  Za tìchto podmínek se zvlá�tì p53CD tvoøil v rozpustné formì
z více ne� 50%. Pro indukci konstruktu ve vektoru pGEX-2TK (Pharmacia)  jsme vy-
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zkou�eli jednak postup doporuèovaný manuálem GST Gene Fusion System (Pharmacia)
a také ná� vý�e zmínìný postup. Zpùsob kultivace a indukce pøi pou�ití tohoto vektoru
výraznì neovlivnil vysokou produkci rozpustného proteinu.

c.  Purifikace proteinù
Kapalinová chromatografie umo�òuje purifikaci rekombinantního proteinu  na zá-

kladì jeho náboje (iontomìnièovou), specifické interakce (afinitní) nebo rozdílné veli-
kosti (permeaèní chromatografie). Zmínìné pøístupy jsme vyu�ili pro co nejkvalitnìj�í
purifikaci rùzných deleèních konstruktù proteinu.

Purifikace centrální domény proteinu p53 (p53CD, 94-312 AA)(Pavletich et al. 1993)
vyu�ivá odli�ného náboje této domény (pI= 8.83), DNA a vìt�iny zápornì nabitých
proteinù pøi vhodném pH pufru na kolonì Q-Sepharose Fast Flow (anex). Získaný ex-
trakt jsme nanesli na katex Mono S  (s vysokým rozli�ením), z kterého byl protein
eluován 250mM NaCl (získaný vzorek byl pøeèi�tìn asi na 90 a více %).  Vzorek po
pøesrá�ení sulfátem amonným a gelové permeaèní chromatografii na kolonì Superdex
75 mìl  99-100% èistotu.

Celý protein p53fl (fl= z anglického full length) jsme izolovali na HiTrap Heparin
kolonì (Hupp et al., 1992). Separace na tomto nosièi je zalo�ena pøevá�nì na afinitní
interakci heparinu s proteiny vázajícími se na DNA, mezi které protein p53 patøí (heparin
simuluje strukturu DNA). Kolona byla vhodná pro separace z lyzátù, které obsahují
velké mno�ství rozpustného rekombinantního proteinu, ale pøi izolaci z bakteriálního
lyzátu proteinu exprimovaného z pT7-7Hup53 vektoru jsme dostali vzorek jen o 40-60 %
èistotì. Pro dal�í purifikaci jsme pou�ili po pøesrá�ení sulfátem amonným kolonu
Superdex 200.  Separace na této kolonì poskytla vzorek o 60-80% èistotì.

  Tab. 2. Shrnutí kultivaèních a izolaèních pøístupù
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C-koncovou doménu proteinu p53 (320-393AA) jsme mìli k dispozici jako fusní
protein s GST (glutathion S-transferasa) v pGEX-2TK vektoru.  Fusní protein jsme
izolovali na HiTrap Heparinové kolonì. Získali jsme vzorek o 85% èistotì. GST byl
od�tìpen sekvenènì specifickou proteasou trombinem a odstranìn na MonoS, získali
jsme protein o 99 % èistotì. Protein GST320-393 jsme purifikovali také doporuèeným
postupem pøes HiTrapGST kolonu, kdy jsme získali po jednom purifikaèním kroku
z 95% èistý fusní protein. GST po od�tìpení byl odstranìn na HiTrap GST. C-koncová
doména proteinu byla pøeèi�tìna  na  Superdexu 200. Získali jsme protein o 99-100%
èistotì mnohem jednodu��ím zpùsobem. Pro detekci od�tìpení fusní domény GST jsme
kromì SDS-PAGE a imunodetekce s výhodou pou�ili elektrochemii. Shrnutí poskytuje
tab. 2. V�echny purifikace jsme provádìli na  FPLC systému firmy Pharmacia a také
pou�ité kolony byly dodány touto firmou.

Perspektivy
Pro purifikaci rekombinantního proteinu p53 a jeho domén jsou vhodné expresní

vektory se silnými promotory (pGEX a pET3d).  Pro purifikaci celého proteinu p53fl
budeme hledat kromì afinitní chromatografie na heparinové kolonì a gelové permeaè-
ní chromatografie je�tì vhodnìj�í separaèní krok.  Zdá se nám zajímavá afinitní chro-
matografie s kovalentnì navázanou protilátkou proti p53 a separace na základì náboje
proteinu.

Práce vznikla pøi øe�ení úkolu podporovaného grantem GA ÈR 301/99/0692.
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Kapilární elektroforesa biologicky aktivních látek
PAVEL COUFAL A JANA SUCHÁNKOVÁ

Univerzita Karlova, Pøírodovìdecká fakulta, Katedra analytické chemie
Albertov 2030, 128 40 Praha 2

Kapilární elektromigraèní separaèní metody jsou moderní separaèní techniky vyu�í-
vající k separaci látek elektrické pole. Vlastní separace se provádí v køemenné separaè-
ní kapiláøe o vnitøním prùmìru nìkolika desítek mikrometrù. Kapilární elektromigraè-
ní separaèní metody se vyznaèují pøedev�ím malou spotøebou vzorku a èinidel potøeb-
ných pro separaci, velkou úèinností separace, velkou rychlostí analýzy a krátkou dobou
potøebnou na optimalizaci separaèních podmínek. Men�í reprodukovatelnost a trochu
ni��í citlivost ve srovnání s vysokoúèinnou kapalinovou chromatografií (HPLC) patøí
k hlavním nevýhodám tìchto separaèních technik.

Mezi kapilární elektromigraèní separaèní metody øadíme �est technik. Kapilární zó-
novou elektroforesu (CZE = Capillary Zone Electrophoresis), která je vhodná pro se-
paraci molekul s nábojem, iontù, li�ících se svou molekulovou hmotností, tvarem a
nábojem. Kapilární gelovou elektroforesu (CGE = Capillary Gel Electrophoresis) umo�-
òující dìlení vysokomolekulárních biologicky aktivních látek, jako peptidù, bílkovin,
�tìpù DNA a RNA. Micelární elektrokinetickou kapilární chromatografii (MECC,
MEKC = Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography) vyu�ívající micel vytvá-
øených povrchovì aktivními látkami, tensidy, které se s výhodou pou�ívá pro separaci
neutrálních molekul i iontù. Elektrochromatografii v naplnìných kapilárách (EC, CEC
= Capillary Electrochromatography), je� kombinuje elektroforetický a chromatogra-
fický separaèní mechanismus a umo�òuje dìlení neutrálních i nabitých molekul. Kapi-
lární isoelektrické fokusování (CIEF, IEF = Capillary Isoelectric Focusing), které dìlí
látky amfolytické povahy (tj. látky, které mohou nést kladný, záporný nebo �ádný ná-
boj podle pH okolního prostøedí) v lineárním gradientu pH. Kapilární isotachoforesu
(CITP, ITP = Capillary Isotachophoresis), je� separuje ionty podle rozdílných elektro-
foretických mobilit. S kapilární zónovou elektroforesou a ostaními elektromigraèními
metodami se mù�e ètenáø podrobnìji seznámit v dal�í literatuøe (Ka�ièka 1997), (Coufal
1999) a (Foret et al. 1993).

V tomto pøíspìvku se budeme zabývat pouze kapilární zónovou elektroforesou, tedy
nejjednodu��í elektromigraèní separaèní metodou umo�òující separaci a stanovení jak
anorganických iontù (napøíklad Ca2+, Mg2+, NO3

-, PO4
3-, atd.), tak i organických látek

s nábojem, tedy slabých organických kyselin èi zásad, které mohou disociovat nebo být
protonizovány (napøíklad kyselina benzoová, kyselina citronová, tyramin a dal�í).

Separace látek neboli analýza v CZE se provádí v kapiláøe z taveného køemene,
která má vnìj�í prùmìr 375 µm a vnitøní prùmìr 50, 75 nebo 100 µm. Tato køemenná
kapilára je na vnìj�ím povrchu pokryta vrstvou polyimidu o tlou��ce nìkolika mikro-
metrù, èím� se znaènì zvý�í pru�nost a odstraní køehkost kapiláry a my ji mù�eme
ohýbat, ani� by se zlomila.

CZE vyu�ívá dvou transportních jevù, elektroforetické migrace iontù v elektrickém
poli a elektroosmotického toku kapaliny kapilárou.

P. COUFAL, J. SUCHÁNKOVÁ
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Elektroforetickou migrací iontù rozumíme pohyb iontù v elektrickém poli vlivem
elektrostatického pøitahování elektrického náboje k opaènì nabité elektrodì. Konstant-
ní elektroforetická rychlost vef,i [m×s-1], kterou se i-té ionty pohybují v homogenním
elektrickém poli k elektrodì s opaèným nábojem, je pøímo úmìrná intenzitì elektrické-
ho pole E [V×m-1] a elektroforetické pohyblivosti neboli mobilitì daného iontu
mef,i [m

2×V-1×s-1].

(PY L�HIL�HI ¢=                                                                 (1)

Intenzitu elektrického pole E uvnitø separaèní kapiláry vypoèítáme jako podíl napìtí
U [V] vlo�eného mezi elektrody a celkové délky kapiláry lc [m].

FO
8

( =                                                                      (2)

Ionty rùzných polomìrù nesoucí rùzné náboje vykazují v homogenním elektrickém
poli rùzné elektroforetické pohyblivosti mef,i, které jsou pøímo úmìrné velikosti náboje
iontu a nepøímo úmìrné polomìru iontu a viskozitì okolního prostøedí. V CZE vyjadøu-
jeme pohyblivost nejèastìji v jednotkách [cm2×V-1×s-1]. Pou�ijeme-li tuto jednotku, jsou
elektroforetické pohyblivosti iontù øádovì 10-4 s tím, �e elektroforetické pohyblivosti a
elektroforetické rychlosti kationtù jsou kladné a elektroforetické mobility a elektrofo-
retické rychlosti aniontù jsou záporné.

Druhým transportním jevem, jen� je vyu�íván v CZE, je elektroosmotický tok kapa-
liny køemennou kapilárou. Elektroosmotický tok (EOF = electroosmotic flow) neboli
elektroosmosa je tok kapaliny kapilárou, v ní� je vytvoøeno elektrické pole vlo�ením
napìtí desítek kilovoltù mezi elektrody na koncích kapiláry. Naplníme-li kapiláru
z taveného køemene roztokem vhodného elektrolytu, dochází k disociaci køemièitano-
vých (silanolových) skupin na vnitøní stìnì kapiláry. Vnitøní povrch kapiláry tak získá-
vá negativní náboj a uvolòované vodíkové protony vytváøejí pozitivnì nabitou vrstvu
v roztoku pøilehlém k vnitøní stìnì kapiláry. Po vlo�ení elektrického napìtí mezi elek-
trody na koncích kapiláry dochází k pohybu hydratovaných vodíkových protonù, uvol-
nìných z vnitøní stìny kapiláry, ve vzniklém elektrickém poli smìrem ke katodì. Tyto
vodíkové protony obalené molekulami vody strhávají ve�kerý roztok uvnitø kapiláry
s sebou smìrem ke katodì, èím� vzniká elektroosmotický tok. Lineární rychlost elek-
troosmotického toku veof [m×s-1] je pøímo úmìrná intenzitì elektrického pole E uvnitø
kapiláry a pøes elektroosmotickou mobilitu meof [m

2×V-1×s-1] závisí na velikosti nega-
tivního náboje, který se vytvoøil na vnitøní stìnì kapiláry disociací silanolových sku-
pin.

(PY HRIHRI ¢=                                                           (3)

Èím je vy��í pH roztoku uvnitø kapiláry (tedy pH separaèního pufru), tím vìt�í nega-
tivní náboj je rozprostøen po vnitøní stìnì kapiláry, a tím rychlej�í elektroosmotický tok
pozorujeme. Naplníme-li separaèní kapiláru 20 mM tetraboritanem sodným o pH= 9,1,

KAPILÁRNÍ ELEKTROFORÉZA BIOLOGICKY AKTIVNÍCH LÁTEK
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dosáhneme elektroosmotické mobility zhruba 5×10-4 cm2×V-1×s-1. S tímto pufrem
v kapiláøe o celkové délce 0,5 m s vlo�eným napìtím 30 kV mezi elektrody budeme
pozorovat elektroosmotickou rychlost zhruba 3 mm×s-1.

Kapalina tekoucí díky elektroosmose kapilárou vykazuje témìø rovný rychlostní profil,
který vede k velmi malému rozmývání zón separovaných látek, a proto se v CZE setká-
váme s mnohem u��ímí píky ne� v HPLC.

Bìhem CZE analýzy je separaèním pufrem uvnitø kapiláry veden elektrický proud,
který dosahuje desítek mA. Elektrický výkon, který je dán souèinem elektrického proudu
protékajícího kapilárou a elektrického napìtí vlo�eného na elektrody, se mìní na Joule-
ovo teplo, které je odvádìno stìnou kapiláry do okolního prostøedí. Aby nedocházelo
k pøehøívání separaèní kapiláry bìhem analýzy, je kapilára v komerèních pøístrojích
chlazena vzduchem nebo kapalinou.

Uspoøádání pøístroje pro CZE je schématicky znázornìno na obr. 1. S pøístrojem
vyobrazeným na tomto obrázku lze provádìt v�ech �est vý�e jmenovaných kapilárních
elektromigraèních separaèních metod.

Obr. 1. Schéma pøístroje pro kapilární elektroforesu.

Pøi analýze vzorku kapilární zónovou elektroforesou se nejprve vstupní nádobka,
separaèní kapilára a výstupní nádobka naplní vhodným separaèním pufrem. Nejbì�nìji
pou�ívaným pufrem je 20 mM tetraboritan sodný o pH = 9,1. Pøed vlastní analýzou se
na platinové elektrody ve vstupní a výstupní nádobce vlo�í na dobu nìkolika minut
(napø. 15 minut) napìtí nìkolika desítek kilovoltù (napø. 20 kV), aby se stabilizoval
EOF v kapiláøe a vnitøní povrch kapiláry si pøivykl na pou�ívaný pufr. Poté se provede
dávkování vzorku, pøi nìm� se vstupní nádobka vymìní za nádobku se vzorkem a na
elektrody se pøipojí dávkovací napìtí nìkolika jednotek kV na dobu nìkolika sekund
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(napø. 5 kV na 6 sekund). Bìhem dávkování se pomocí elektrosmosy nasaje malé mno�-
ství vzorku do vstupního konce kapiláry, jeho� objem bývá jednotky a� desítky nanoli-
trù. Dávkování vzorku pomocí vlo�eného napìtí mezi elektrody se nazývá elektrokine-
tické dávkování. Kromì elektrokinetického dávkování se mnohem èastìji pou�ívá hyd-
rodynamické dávkování vzorku. Pøi hydrodynamickém dávkování vzorku se nádobka
se vzorkem s ponoøenou kapilárou a elektrodou hydrodynamicky uzavøe a nad hladinu
vzorku se pøivede stlaèený vzduch o tlaku nìkolika desítek milibarù po dobu nìkolika
sekund (napø. 10 mbar po dobu 5 sekund). Pøetlak nad hladinou vzorku natlaèí malé
mno�ství vzorku o objemu nìkolika nanolitrù do vstupního konce separaèní kapiláry.
Hydrodynamický zpùsob má tu výhodu, �e nadávkuje do kapiláry vzorek o stejném
slo�ení, jaké je slo�ení vzorku v nádobce. Naproti tomu elektrokinetický zpùsob na-
dávkuje do kapiláry vzorek o odli�ném slo�ení ne� slo�ení vzorku v nádobce, nebo� pøi
tomto zpùsobu dávkování jsou zvýhodnìny kationty a znevýhodnìny anionty díky svým
elektroforetickým rychlostem.

Po nadávkování vzorku se vstupní konec kapiláry a elektroda opìt ponoøí do vstupní
nádobky se separaèním pufrem a pøipojením napìtí nìkolika desítek kilovoltù (napø.
20 kV) na elektrody se spustí vlastní analýza vzorku. Po pøipojení separaèního napìtí je
celá zóna vzorku uná�ena elektrosmotickým tokem separaèního pufru smìrem ke kato-
dì, tedy k detektoru. Látky s nábojem navíc migrují svými elektroforetickými rychlost-
mi uvnitø separaèního pufru a vytváøejí v kapiláøe vlastní zóny. V pùvodní zónì vzorku
zùstávají v�echny neutrální látky ve vzorku pøítomné, a tudí� nedochází k jejich separa-
ci. CZE je proto nepou�itelná pro separaci a analýzu smìsi neutrálních látek. Bude-li se
ve vzorku nacházet více druhù kationtù a více druhù aniontù, které se budou li�it svými
elektroforetickými mobilitami, a tedy i elektroforetickými rychlostmi, budou vytváøet
vlastní zóny pohybující se rozdílnými pozorovanými rychlostmi a dospìjí do detektoru
v rùzných migraèních èasech. Zóny v�ech kationtù dorazí do detektoru pøed zónou
neutrálních látek a zóny v�ech aniontù se objeví v detektoru a� za zónou neutrálních
látek.

V CZE se nejèastìji pou�ívá absorpèní fotometrický detektor pracující v ultrafialové
a viditelné oblasti spektra. Detektor umístìný poblí� výstupního konce separaèní kapi-
láry (viz. obr. 1) mìøí absorbanci roztoku v separaèní kapiláøe v místì detektoru pøi
dané vlnové délce. Objeví-li se v kapiláøe v místì detektoru zóna nìjaké analyzované
látky, která absorbuje záøení pøi zvolené vlnové délce, detektor ji zaznamená a nám se
tato zóna objeví na záznamu analýzy, kterému øíkáme elektroferogram, jako pík odpo-
vídající dané absorbující zónì. Poèet separovaných zón analyzovaných látek pro�lých
detektorem pak odpovídá poètu píkù v elektroferogramu. Na svislé ose elektroferogra-
mu je vynesena odezva detektoru odpovídající absorbanci pøíslu�né zóny a na vodorov-
né ose se nachází migraèní èas zóny pøíslu�né látky, co� je doba, která uplyne od poèát-
ku analýzy do okam�iku, kdy se zóna dané látky objeví v detektoru.

Elektroferogram, který je obrazem zón separovaných látek vzniklých bìhem CZE
analýzy v separaèní kapiláøe, je zdrojem kvalitativní a kvantitativní informace o analy-
zovaných látkách. Poloha píku v elektroferogramu jednoznaènì udává migraèní èas
pøíslu�né slouèeniny, z nìho� lze vypoèítat elektroforetickou pohyblivost pøíslu�né ana-

KAPILÁRNÍ ELEKTROFORÉZA BIOLOGICKY AKTIVNÍCH LÁTEK
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Rekombinantní protilátky scFv (single- chain variable
fragments) - nový pøístup k sérologické detekci  rostlinných
pathogenù
NOEMI ÈEØOVSKÁ A TOMÁ� MORAVEC

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

Princip metody
V souèasné dobì se pro sérologickou detekci rostlinných pathogenù, vèetnì virù,

pou�ívají jak polyklonální, tak monoklonální protilátky (Mabs). Pou�ití monoklonál-
ních protilátek je upøednostòováno, proto�e zaji��ují konstantní pøísun protilátky o pøesnì
urèených vlastnostech. Ale pøíprava Mabs je èasovì nároèná, velmi drahá, vy�aduje
speciální vybavení pro jejich pøípravu a skladování.

Poslední dobou se i do rostlinné virologie roz�iøuje nová metoda pøípravy specific-
kých protilátek v bakteriích pomocí fágových peptidových knihoven (phage display
libraries).

Phage display libraries jsou konstruovány jednak z pøirozených zdrojù, tzn.
z neimunizovaných i imunizovaných dárcù (naive libraries), jednak jako knihovny syn-
tetické. Fragmenty protilátek se zobrazují na povrchu vláknitých fágù fusované nejèas-

lyzované látky a tato elektroforetická pohyblivost udává druh analyzované látky; je
tedy kvalitativní informací o analyzované látce. Plocha píku v elektroferogramu je
úmìrná mno�ství pøíslu�né analyzované slouèeniny nadávkované do separaèní kapilá-
ry a pøes nadávkovaný objem vzorku jednoznaènì udává koncentraci analyzované lát-
ky ve vzorku. Plocha píku nese tudí� kvantitativní informaci o analyzované slouèeninì.
Pro kvantitativní vyhodnocování elektroferogramù se nejèastìji pou�ívá metoda kalib-
raèní pøímky.

Kapilární elektroforesu lze vyu�ít k separaci a stanovení nejrùznìj�ích biologicky
aktivních slouèenin, jako ni��ích mastných kyselin (Arellano et al. 2000), aminokyse-
lin (Nishi et al. 1990), nukleosidù (Row et al. 1987), vitamínù (Nishi et al. 1989),
bílkovin (Lauer et al. 1986) a extrahovaných barviv z rostlin (Weng et al. 2000).
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tìji ke  genu III (gIII) pro g3 fágový protein (g3p) (viz obr. 1). Na konci vláknité fágové
èástice se vyskytuje 3 a� 5 kopií g3p a fragmenty protilátek se zobrazují buï fusované
k aminokonci pøirozeného g3p, nebo k jeho o dvì aminokyseliny zkrácené verzi.

Ob. 1.  Schematické znázornìní stavby filamentárního fága M13. Fágová èástice sestává z 2500 a� 3000 kopií
hlavního obalového proteinu gVIII, který chrání genom fága v podobì kru�nicové ssDNA. Na koncích fágové
èástice je je�tì nìkolik kopií proteinu gIII, který umo�òuje infekci bakterie. S tímto proteinem je fúzován scFv
fragment protilátky v pou�ité knihovnì.

K získání fágových èástic nesoucích protilátky se pou�ívájí buòky, ve kterých lze
fága mno�it, které se koinfikují pomocným fágem (helper fágem), který v�ak také pro-
dukuje g3p. Z tohoto dùvodu a� 90% fágových èástic nenese protilátku.
Forma exprimovaných protilátek

Protilátky se produkují bud¡ve formì jednoøetìzcových fragmentù variabilní èásti
(scFv) nebo ve formì Fab fragmentù. Obì formy exprimovaných protilátek jsou mono-
valentní a pou�itelné pro detekci antigenù (viz obr.2.).

Obr. 2.  Schematické znázornìní stavby protilátky a protilátkových fragmentù fusovaných s fágovým proteinem
gIII respektive gVIII.

Ve fragmentu scFv jsou variabilní oblasti z lehkých a tì�kých øetìzcù spojeny pepti-
dovým linkerem a scFv polypeptidové fragmenty jsou fúzovány  na svém C-konci ke g3p.
Fúze je provedena pøes amber-stop kodón, který je ve vhodných buòkách potlaèen a
vzniká tak fúzní protein. Výhodou scFv je malá velikost jejich genù, co� èiní knihovnu
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geneticky stabilní a usnadòuje to práci s ní. Fab fragmenty se fúzují ka�dý zvlá��, tedy
bud¡tì�ký nebo lehký øetìzec cestou vazby na C-konec g3p a partnerský øetìzec se
exprimuje nefúzovaný. Po sekreci se oba øetìzce se spojí v periplazmatickém prostoru.
Klony kódující specifické fragmenty lze potom vybrat pomocí selekce za pou�ití zná-
mých sérologických metod (ELISA, imunobloting).

Obr. 3. Struktura fagemidu pHEN2. Pod kontrolou promotoru Lac je vlo�en syntetický konstrukt scFv následo-
vaný amber stop kodonem a gIII obalovým proteinem. Pro pøípadnou purifikaci rozpustných protilátek jsou
vlo�eny 6xHis a myc  kotvy.

Laboratorní vybavení
Knihovna (Human Synthetic VH + VL scFv) byla získána z Centre for Protein Engi-

neering, Medical Research Council Centre, Cambridge, UK). Knihovna obsahuje více
ne� 1010  klonù a byla konstruována in vitro pomocí PCR amplifikace sekvencí kódují-
cích variabilní domény (VH + VL ) z lidských imunoglobulínù  a jejich reklonování do
fágového vektoru pHEN2 (viz obr.3).  Knihovna je dodávána s návodem na její pìsto-
vání.

Kultura helper fága M-13K07 byla získána od fy. Amersham Pharmacia Biotech.
Dále je potøeba bì�né vybavení a chemikálie na ELISA metody (doporuèený je plast
firmy Nunc- zkumavky Maxisorp)

Pracovní postup
Pøed prací s vlastní knihovnou je nutné se seznámit s pracemi nutnými pro namno-

�ení knihovny . K seznámení s pracovním postupem slou�í práce s klony pro pozitivní
(TG1 buòky obsahující anti-thyreoglobulinový klon) a negativní kontrolou (TG1 obsa-
hujících pHN2).

Dal�ím krokem je namno�ení pomocného fága a pøipravení sekundární zásobní
knihovny. V dal�ím dnu se ji� nechá narùst knihovna a potáhnou se zkumavky pro
první selekci, ta se provede následující den. Izoluje se fág z první selekce a potáhnou se
zkumavky pro selekci èíslo dvì. V ka�dém dal�ím selekèním kroku se testují namno�e-
né a selektované fágy z kroku pøedchozího. Selekèní kroky se obvykle provádí tøi a�
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ètyøikrát. Závìreèným krokem je ELISA provedená selektovaným fágem, kdy vazba
fága se deteguje pomocí protilátky proti fágu  M-13 konjugovaného s chromoforem.
Popøípadì se selektovanými pHEN infikují buòky HB2151, které nedoká�ou potlaèit
amber-stop kodón a indukuje se exprese rozpustných fragmentù, které se detegují mo-
noklonální protilátkou proti markeru myc.

Úskalí metody
Nejzáva�nìj�ím úskalím je redukce poètu klonù v knihovnì. Vzhledem k tomu, �e

schopnost selektovat vysoce afinní protilátku je pøímo závislá na velikosti knihovny,
ka�dé sní�ení poètu klonù mù�e výraznì zhor�it dosa�ené výsledky.

Dal�í nevýhodou je velikost exprimovaného fragmentu protilákty. Vzhledem k tomu,
�e jde pouze o Fv fragment (viz obr.2.), je tato molekula mnohem ménì stabilní ne� je
tomu u Fab fragmentù nebo dokonce u celé protilátky. Z toho plynou urèitá omezení,
napøíklad scFV fragment nelze pou�ít jako první potahovou protilátku pøímo na ELISA
desku.

Dále je nutno zabránit jakémukoli úniku fága z kultivaèních lahví a následné konta-
minaci laboratoøe. Samotné autoklávování lahví a nádobí je nedostateèné. Doporuèuje
se proto u�ívat jednorázový plast, jinak se musí v�echen plast namoèit na 1h do 2%
roztoku chlornanu sodného, teprve potom následuje extensivní promývání a autoklá-
vování. Nakonec se musí pou�ité sklo su�it nejménì 4h pøi 200°C. Doporuèuje se také
u�ívat polypropylénové zkumavky, na kterých nedochází k nespecifické vazbì fága.

Srovnání s alternativními metodami
Hlavní výhodou u�ití fágových knihoven a selekce scFv pomocí fágového displeje

je obejití problémù spojených s pou�itím slabých nebo toxických imunogenù, proto�e
v tomto pøípadì není metoda zalo�ená na imunitním systému. Dal�í výhodou je rych-
lost generace protilátek (po zvládnutí metody asi 14 dní). ScFv mohou být fusovány
s velkým okruhem reportérových molekul, které usnadòují jejich pou�ití jako imunodi-
agnostika (napø. s alkalickou fosfatasou). Nezanedbatelnou výhodou je rovnì� to, �e
není nutné pou�ívat laboratorní zvíøata.

Nevýhodou ve srovnání s klasickými metodami je pomìrnì nízká afinita protilátek,
zvlá�tì, jestli�e se vychází z nativní knihovny z neimunizovaného dárce.
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Cytokinin purification: new approaches on old grounds
PETER DOBREV AND MIROSLAV KAMÍNEK

Ústav experimentální botaniky AV ÈR, Rozvojová 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

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:

- to reach 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 �20oC. After centrifugation at 20000 rcf, 4oC for 20min the pellet is reex-
tracted with additional 5ml 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-C18  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
bases, ribosides and glucosides are
positively charged and retained by
ion-exchange mechanism on MCX.
The cytokinin nucleotides, as well as
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% NH4OH in
60% methanol.

Results and Discussion
When MCX columns were tested

under the above conditions with more
than 20 cytokinin standards the reco-

UHVHUYRLU

&���FDUWULGJH

DGDSWHU

2DVLV�0&;
FROXPQ

UHFHLYLQJ�WXEH YDFXXP
PDQLIROG

Scheme I. The purification set for cytokinins
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Izolace mitochondrií z rostlinného materiálu
TOMÁ� HÁJEK
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tel.: +420/2/203 90 451, email: hajek@ueb.cas.cz

Mitochondrie jsou jednou z hlavních organel rostlinné buòky. Jejich izolace od ostat-
ního bunìèného materiálu musí probíhat v osmoticky vhodném prostøedí, nesmí být
pøíli� dlouhá a nesmí docházet k poru�ení intaktnosti mitochondrií.

 Vypracovali jsme proto rychlou a dostateènì pøesnou metodu na izolaci mitichond-
rií z na�eho materiálu tj.tkáòových kultur tabáku a pylových láèek. Extrakèní pufr
v na�ich pokusech má základní slo�ení dle Neuburgera (2) 0.3M manitol, 4mM cystein,
1mM EDTA, 20mM cocarboxylasa, 0,4mM PMSF + 5mg/ml Leupeptin, Pepstatin a
Aprotinin. Homogenizace 0,2 - 1g filtrovaného materiálu probíhá rotací pøítlaèného
síta s 1mm oky na sítu o hustotì 20 µm. Mezi síto a pod nìj se dostane pouze rozdrcený
materiál. Nerozdrcené buòky stále zùstávají na povrchu. Maximální doba drcení je 60 sec.
Po 30 sec. jsou ji� plnì rozdrcena napø. pylová zrna tabáku. Výsledný homogenát se
propláchne médiem a odpipetuje z podkladové fólie. Homogenát se proèistí od velkých
èástic centrifugací pøi 2000 x g - 5 min a  6000 x g - 10 min. Supernatant se nanese na
Percollové médium a centrifuguje se na výkyvném rotoru 40 000 x g - 80 min. Ve svrchní
èásti po centrifugaci se nachází vyèi�tìná cytoplazmatická frakce. Na�loutlý mitochon-

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-C18

purification step is needed.
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driální prstenec se odebere ze støedu vytvoøeného gradientu. Suspenze se pod vodní
vývìvou odsaje pøes nylonový filtr s velikostí pórù 0,2 mm a promyje médiem s 0,3M
manitolem. Takto izolované mitochondrie lze nastøíhat pøímo do naná�ecího pufru na
libovolný typ elektroforesy resp. zamrazit v -70°C pro dal�í pou�ití. Prùkazem vyèi�tì-
ní obou frakcí jsou výsledky napø. z extrakce pylových láèek. Na 2-D PAGE SDS
elektroforese se takto získané cytoplasmatické a mitochondriální frakce svým protei-
novým rozlo�ením nepøekrývají. Isotopem znaèené mitochondriální proteiny tepelné-
ho �oku po pou�ití této metody nelze detegovat v cytoplasmì.
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Organická hmotnostní spektrometrie a její biologické
aplikace
VLADIMÍR HAVLÍÈEK

Mikrobiologický ústav AV ÈR, Vídeòská 1083, 142 20 Praha 4,
tel.: 02/475 26 45, fax.: 02/475 27 49, e-mail: vlhavlic@biomed.cas.cz

Organická hmotnostní spektrometrie zaujala v prùbìhu posledního desetiletí zcela
výsadní postavení mezi analytickými technikami pou�ívanými v biologických vìdách.
Dùvody jsou prosté: metoda je nesmírnì citlivá, specifická, rychlá a �umí� pracovat
i s velmi komplikovanými smìsemi. Tyto její vlastnosti zpùsobily, �e napø. dosud vý-
hradní technika pro sekvenování peptidù a proteinù - Edmanovo odbourávání - zaèíná
ustupovat do pozadí, proto�e nezvládá stanovit sekvenci peptidu na femtomolární kon-
centraèní úrovni, pøípadnì pokud je N-konec peptidu blokován, nebo nìkterá z amino-
kyselin posttranslaènì modifikována.

První zajímavou vlastností hmotnostní spektrometrie je tedy velmi nízká mez detek-
ce. Pøi ionizaci laserem za pøítomnosti matrice (MALDI = Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionisation) na pøístrojích s analyzátory z doby letu (TOF = Time-of-flight)
jsou potøeba pouze femtomoly peptidu, abychom byli schopni zjistit bìhem cca pìti
minut jeho velmi pøesnou molekulovou hmotnost. Pøi ionizaci elektrosprejem na ionto-
vé pasti se detekèní limit propadá do oblasti attomolù (tedy 10-18 molu). Na tomté�
pøístroji staèí k plnému urèení sekvence peptidu ji� 30 fmol vzorku. Tím se dostáváme
ke druhé fantastické vlastnosti hmotnostní spektrometrie - tj. k její specifitì: jsme schopni
nejen mìøit prosté hmotnosti, ale navíc získávat velmi detailní informace o kovalentní
struktuøe látek a nìkdy i èásteèné informace o vy��ích strukturách (napø. proteinù).
�iroký zábìr v biologických aplikacích plyne z ohromné �kály ionizaèních metod, ana-
lyzátorù iontù a rùzných kombinaèních technik, které má hmotnostní spektrometrie
k dispozici. Hlavní z nich, �multidimensionální� hmotnostní spektrometrie (MSn) a me-
tody kombinované s chromatografickou separací (LC/MS, GC/MS) budou bìhem pøed-
ná�ky probrány detailnìji. Tøetí a ètvrtou kladnou vlastností hmotnostní spektrometrie
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jsou její rychlost a schopnost poradit si s bohatou smìsí. Napø. za optimálních podmí-
nek lze stanovit poøadí aminokyselin v proteinu o Mr = 15-20 kDa bìhem cca jednoho-
dinové LC/MS/MS analýzy.

Obr. 1. Úplná charakterizace proteinù.

O tom, jak vypadá nejbì�nìj�í sekvenaèní hmotnostnì-spektrometrický protokol,
referuje obr. 1. Vyplývá z nìj následující hlavní informace: nejprve je zmìøena hmot-
nost celé biomolekuly, která je následnì enzymovì nebo chemicky roz�tìpena na men�í
èásti. Tyto jsou pak detailnì charakterizovány (sekvenovány) a nakonec celá biomole-
kula je zpìtnì �sestavena�.

Zmìøit hmotnost celé molekuly �umí� hmotnostní spektrometrie (na rozdíl od jiných
metod) s extrémní pøesností (0.1-0.01%) a její praktický hmotnostní limit se v souèas-
nosti pohybuje kolem 0.5 MDa. To je hodnota, kam se dostávají pulsní komerèní spek-
trometry na principu MALDI-TOF (UV-laser). Pøi pou�ití elektrospreje jako ionizaèní
techniky na kvadrupólech èi star�ích iontových pastech se horní limit pohyboval kolem
150 kDa a byl v rozhodující míøe limitován konvenèním hmotnostním rozsahem pøí-
stroje (vìt�inou do 4000 Da). Pøi ionizaci elektrosprejem dochází (v závislosti na poètu
bazických/kyselých center) k násobné protonaci/deprotonaci molekuly a tudí� k ná-
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sledné tvorbì vícenásobnì nabitých iontù. Hmotnostní spektrum, jak známo, je závis-
lostí intenzit jednotlivých iontových proudù na pomìrech jejich hmotností k náboji
(m/z). Je-li látka o molekulové hmotnosti napø. 100 kDa nabita padesátkrát, mù�eme
její [M+50H]50+ ion pozorovat na m/z 2000, tedy v rozsahu vìt�iny komerèních pøístro-
jù. Dekonvoluèní programy, které jsou bì�nou souèástí softwarového vybavení spekt-
rometrù, pak vypoètou výslednou hmotnost biomolekuly, a to vèetnì pøesnosti výpo-
ètu. Nutno poznamenat, �e souèasné moderní iontové pasti mají základní konvenèní
hmotnostní dosah ji� 20 kDa, a jejich reálný akèní rádius tak zaèíná dohánìt analyzáto-
ry z doby letu (TOF).

 Sekvenèní informace se v pøípadì peptidù nejèastìji získávají MS/MS experimen-
tem (MS2) na jednou nebo vícekrát protonované molekule. Uspoøádání experimentu se
samozøejmì li�í podle typu pou�itého hmotnostního analyzátoru nebo jejich kombina-
cí. MS/MS spektra se sice v literatuøe uvádìjí pod rùznými názvy (na TOF pøístrojích
se jedná o Post-Source Decay spektra, u analyzátorù s kolizní celou pak o Collision-
Induced Dissociation spektra apod.), ve v�ech pøípadech se av�ak jedná o tzv. dceøiná
spektra, která obsahují fragmentové (dceøiné) ionty, které vznikly rozpadem iontu rodi-
èovského, v na�em pøípadì napøíklad protonované molekuly [M+H]+ libovolného pep-
tidu. Pøi ionizaci peptidu dochází k protonaci nejbaziètìj�ího místa v molekule. Èasto
se jedná o atomy kyslíku v peptidových vazbách peptidù. Následnì dochází k pøesmy-
ku protonu na amidický dusík CO-NH vazby a jejímu roz�tìpení (Obr. 2).

Obr. 2.  �tìpení hypotetického tripeptidu. Spodní index iontových druhù definuje poèet aminokyselinových
zbytkù, které jsou ve strukturách tìchto iontù obsa�eny.

Takto vzniká dvojice komplementárních iontù, které se podle hmotnostnì spektro-
metrické nomenklatury oznaèují jako ionty typu bi (N-koncové ionty) a yi (C-koncové
ionty).

O tom, které iontové druhy budou pøítomny v dceøiném spektru, rozhoduje stupeò
nábojové lokalizace. V pøípadì peptidu s výhradnì hydrofóbními aminokyselinami do-
minují v MS/MS spektrech ionty typu bi a výsledné spektrum je pomìrnì jednoduché
(Obr. 3). V pøípadì peptidu s vìt�í molekulovou hmotností a kompletním spektrem
aminokyselin je i odpovídající spektrum daleko slo�itìj�í (Obr. 4). Ani v takovém pøí-
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padì netøeba zoufat: k dispozici jsou pøíslu�né interpretaèní programy nebo specialisté
oboru, na které je mo�no se obrátit.

V rámci pøedná�ky budou kromì základních moderních ionizaèních technik (MALDI,
elektrosprej) probrány hlavní sekvenaèní protokoly, dále postupy pøi urèování typu po-
sttranslaèních modifikací (glykosylace, acylace) a detekci nekovalentních komplexù.
Pøedná�ka by mìla pøesvìdèit o eleganci hmotnostní spektrometrie a zbavit posluchaèe
mo�ných obav ze slo�itosti interpretace základních spekter.

Obr. 3. Kolizní spektrum protonované molekuly heptapeptidu VGQLVEV (m/z 743). Aminokyselinovou
sekvenci lze �pøeèíst� z kompletní série iontù typu b. V oblasti nízkých hmotností spektra lze nalézt tzv.
immoniové ionty, které charakterizují jednotlivé aminokyseliny.

Obr. 4. Kolizní spektrum [M+4H]+ iontu peptidu VGQXVEVDTLEHVQHIIGGAGNDSITGNAHDNFLA-
GGSGDDR
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Srovnání rùzných metod extrakce, èi�tìní a stanovení
cytokininù
KLÁRA HOYEROVÁ, MIROSLAV KAMÍNEK, ALENA BØEZINOVÁ, PETRE DOBREV, ALENA GAUDINOVÁ

Ústav experimentální botaniky AV ÈR, Rozvojová 135, 162 05 Praha,
tel.: +420/2/203 90 436, email: jirinova@ueb.cas.cz

Cytokininy spolu s auxiny hrají klíèovou roli v regulaci vývoje rostlin. Stimulují
bunìèné dìlení a jejich pomìr k auxinùm urèuje smìr regenerace orgánù; tj. tvor-
bu koøenù, prýtù nebo nediferencovaných kalusových pletiv. Dále potlaèují apikální
dominanci, udr�ují vysokou metabolickou aktivitu pletiv, stimulují tvorbu chlorofylu a
zpomalují senescenci  rostlin (Kománek, 1997); po jejich aplikaci té� dochází ke zvý-
�ení tvorby biomasy (Kamínek et al. 1997). Cytokininy stimulují diferenciaci plastidù a
tvorbu �krobu (Lu�tinec et al. 1984), zvy�ují toleranci vùèi extrémním podmínkám
prostøedí, napø. zasolení nebo extrémním teplotám.

Øízení tìchto základních biologických procesù je zalo�eno na zmìnách hladin cyto-
kininù v rostlinných buòkách.

Stanovení obsahu cytokininù v rostlinném materiálu má zásadní význam pro studi-
um metabolismu a fyziologických funkcí cytokininù. V tomto pøíspìvku je porovnán
vliv rùzných metod extrakce a èi�tìní na imunochemické  stanovení cytokininù pomocí
RIA a ELISA a srovnání  jejich èasové nároènosti.

Princip metod
Stanovení obsahu jednotlivých cytokininù  probíhá v nìkolika krocích:

1) odbìr vzorku
2) extrakce cytokininù
3) èi�tìní extraktù
4) frakcionace cytokininù
5) imunochemické stanovení jednotlivých cytokininù

Odbìr vzorkù: Osvìdèilo se uchování vzorkù pøi -70°C pøi èem� není nutné vzorky
zmrazovat v kapalném dusíku.

Extrakce cytokininù: Byla porovnána metoda extrakce Bieleskiho èinidlem a extrak-
ce acetonem.

Èi�tìní extraktu: Bylo porovnáno vytøepávání extraktu do n-butanolu pøi rùzném pH
a purifikace extraktu na kolonách iontomìnièù.
Princip èi�tìní extraktù vytøepáváním spoèívá ve zmìnách polarity cytokininù pøi rùz-
ném pH. Cytokininové base pøecházejí v kyselém prostøedí do vodní fáze a naopak
v zásaditém prostøedí do organické fáze (Bøezinová et al. 1992). V dal�ím kroku byl
vzorek pøeèi�tìn na kolonce SEPARON Si-C18.

Pøi pou�ití kolon iontomìnièù byly cytokininy navázány na SP-Sephadex a eluovány
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hydroxidem amonným; pøedtím byly na DEAE-Sephadexu zachyceny neèistoty nesou-
cí záporný náboj. V posledním kroku jsou cytokininy zachyceny na hydrofobní kolon-
ce C18 (reversní fáze) a z ní eluovány methanolem.

K rozdìlení cytokininù na frakce obsahující jednotlivé cytokininy bylo pou�ito vy-
sokoúèinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Porovnání stanovení cytokininù rùznými imunochemickými metodami: Imunoche-
mické metody jsou zalo�eny na specifické reakci antigen-protilátka. Protilátky speci-
fické proti fytohormonùm lze získat po imunizaci teplokrevných �ivoèichù konjugá-
tem bílkoviny s hormonem. Ke stanovení lze pou�ít metodu RIA nebo ELISA.
RIA:   Metoda je zalo�ena na vzájemném vytìsòování hormonu a jeho radioaktivnì

znaèeného analogu z vazby na protilátku. Po ustavení rovnováhy se stanoví
radioaktivita zbylá v roztoku nebo vázaná na protilátky.

ELISA: Protilátky jsou navázány na povrch jamek speciálních destièek a na nì je ná-
slednì navázán volný hormon. V následujícím kroku jsou volná vazebná místa
protilátky vysycena cytokininem konjugovaným s detekèním enzymem (pero-
xidasa, fosfatasa). Po dodání roztoku substrátu je stanovena rychlost jeho roz-
�tìpení konjugovaným enzymem na barevný produkt, jeho� koncentraci lze
stanovit kolorimetricky. Rychlost tvorby produktu je nepøímo úmìrná koncen-
traci cytokininù ve vzorku.

Koncentrace hormonu se odeèítá z kalibraèních køivek.

Závìr
V pøíspìvku bude srovnána rychlost, citlivost a pøesnost vý�e uvedených postupù.
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Stanovení kyseliny abscisové metodou ELISA
ZUZANA KADLECOVÁ A ILJA PRÁ�IL

Výzkumný ústav rostlinné výroby, Drnovská 507, 161 06 Praha 6,
tel.:02/330 22 443, email: kadlecova@hb.vurv.cz

Úvod
Rostlinný hormon kyselinu abscisovou (ABA) lze stanovit øadou metod, z nich� se

v poslední dobì roz�íøily pøedev�ím imunoanalytické metody jako je RIA (Radio Immuno
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STANOVENÍ KYSELINY ABSCISOVÉ METODOU ELISA

Assay) èi ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) pro svoji úèinnost, rychlost a
nenároènost z hlediska zpracování rostlinného materiálu. Dále popisujeme postup sta-
novení ABA pomocí nepøímého typu ELISA.

Vybavení a materiál
ELISA- reader, vodní lázeò, chlazená centrifuga, tøepaèka, chlazený box, lednice,

vortex, automatické pipety z toho jedna vícekanálová, plastový box pro inkubaci des-
ky, mikrotitraèní desky.

Chemikálie:
Pufr1: 6,05 g Trizma, 0,2 MgCl2 a 8,8 g NaCl rozpustit v 1 l destilované vody a pomocí

37% HCl upravit pH na 7,8.
Pufr2: 0,05 M NaHCO3 pH 9,6
Promývací pufr: Do 1 l pufru 1 pøidat 1 g BSA a 0,5 ml Tween 20.
Dal�í chemikálie:
(±)-cis,trans-ABA , primární protilátka MAC252 rozpu�tìná ve fosfátovém pufru dle
Dr. S.A. Quarrie (John Innes Centre, Norwich, UK), sekundární protilátka (Anti-Rat
IgG), 5N  KOH, p-nitrofenylfosfát v tabletách, ABA-4´-BSA konjugát (Hansen 1996,
Weiler 1980) rozpu�tìný v pufru 2.

Postup
Rozetøeme 0,5 g èerstvé hmoty rostlinného materiálu v kapalném dusíku a pøelijeme

do zkumavek nebo pou�ijeme 30- 40 mg lyofilizovaného materiálu rozdrceného na
prá�ek. Poté pøidáme 5 ml destilované vody a dáme tøepat pøes noc na 4 °C. Pøipravíme
si mikrotitraèní desku na následující den pøidáním 200 µl ABA- 4´-BSA konjugátu do
ka�dé jamky. Namícháme vzorky ABA pro kalibraèní køivku v koncentracích 8000(B-),
4000, 2000, 1000, 500, 250 a 125 pg / 100 µl. Desku ponecháme pøes noc v lednici
(4 °C). Následující den zcentrifugujeme vzorky za pomoci chlazené centrifugy  10 mi-
nut pøi 5000 g. Supernatant odpipetujeme do pøedem pøipravených zkumavek. Z desky
vylijeme ABA- 4´-BSA konjugát a promyjeme ji 3 x promývacím pufrem. Poslední
promývací dávku necháme v desce a inkubujeme 20 min ve vodní lázni pøi 37 °C. Poté
pufr vylijeme a desku oklepeme dosucha. Do jamek napipetujeme 100 µl standardu
nebo vzorku v�dy ve tøech opakováních a do ka�dé jamky pøidáme 100 µl primární
protilátky MAC252. Desku inkubujeme 3 hodiny (nebo pøes noc) v lednici (4 °C). Me-
zitím si pøipravíme 20 µl sekundární protilátky, kterou smícháme s 20 ml pufru 1. Poté
vylijeme obsah desky a 3 x promyjeme promývacím pufrem a oklepeme dosucha. Do
ka�dé jamky napipetujeme 200 µl pøipravené sekundární protilátky a desku inkubuje-
me 1 hod pøi 37 °C ve vodní lázni. Pøipravíme 0,05 mM nitrofenylfosfát rozpu�tìním
1 tablety ve 20 ml pufru 2. Desku promyjeme 5 x promývacím pufrem a oklepeme
dosucha. Do ka�dé jamky napipetujeme 200 µl pøipraveného nitrofenylfosfátu a desku
umístíme na cca 20 min na 37 °C do vodní láznì do doby ne� je absorbance vzorku bez
ABA okolo 1,0. Pomocí ELISA-readeru mìøíme absorbanci pøi 405 nm. Reakci zasta-
víme pøidáním 50 µl KOH do ka�dé jamky.
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Vazebné bílkoviny pro cytokininy v semenech obilnin:
specifické fyziologické funkce a metodické pøístupy
MIROSLAV KAMÍNEK, ALENA GAUDINOVÁ, PETR DOBREV

Ústav experimentální botaniky AV ÈR, Rozvojová 135, 162 05 Praha 6,
tel.: 02/203 90 445, email: kaminek@ueb.cas.cz

Úvod
Vazebné bílkovin pro fytohormony jsou  proteiny, jejich� funkcí je rozpoznání fyto-

hormonálního signálu  a jeho pøenos  na dal�í slo�ky na nì navazujících signálních
drah, vedoucích k  indukci specifické fyziologické odpovìdi. Receptor musí vykazovat
vlastnosti, které umo�òují jeho funkèní interakci s fytohormonem, tj. vysokou afinitu a
specifitu vùèi fytohormonu,  jako� i nízkou kapacitu potøebnou k nasycení vazby za
podmínek dynamické rovnováhy. Na rozdíl od �ivoèichù byla v rostlinných buòkách
identifikována øada vazebných bílkovin, které splòují vìt�inu po�adavkù kladených na
klasické receptory, chybí v�ak vìt�inou dùkazy o jejich fyziologické významnosti, tj.
funkèní závislosti fyziologické odpovìdi na vazbì fytohormonu na vazebnou bílkovi-
nu. Vztah �pøíli� mnoho vazebných proteinù, ale málo receptorù� (Firn 1987) naznaèu-
je, �e nìkteré z tìchto bílkovin mohou zastávat jiné funkce, ne� je zapojení do pøenosu
hormonálního signálu.

K vazebným bílkovinám jejich� fyziologická funkce není dosud objasnìna  patøí
ptoteiny vázající cytokininy (cytokinin binding protein, CBP) v semenech obilnin a
nìkterých dal�ích rostlin. Vùèi klasickým receptorùm se vyznaèují nìkterými odli�-

Na jedné desce lze stanovit ABA pro 24 vzorkù ve tøech opakováních. Vzorky není
tøeba pro analýzu èistit. Pro v�echny pøípady inkubace mikrotitraèní desky se pou�ívá
plastový box s navlhèenou bunièinou na dnì. Analýzu není vhodné provádìt pøi vy�-
�ích teplotách v laboratoøi (napø. v laboratoøích umístìných na ji�ní stranì budov v letním
období). Výsledky mìøení obsahu ABA v rostlinném materiálu, v na�em pøípadì v listech
jeèmene, jsou srovnatelné s výsledky mìøení obsahu ABA metodou RIA. Výhodou
metody ELISA je oproti metodì RIA, skuteènost, �e její realizace nevy�aduje existenci
radioisotopové laboratoøe.

Literatura
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nostmi:  (1) jsou pøítomny v obilkách ve vysokých koncentracích, kde pøedstavují a�
10% rozpustných bílkovin embrya, (2) mají velmi nízkou afinitu k isoprenoidním a
vysokou afinitu k aromatickým cytokininùm a  (3) jsou lokalizovány v embryu a na
rozhraní endospermu a embrya (viz Brinegar 1994). Vysoký obsah CBP v semenech
obilnin umo�òuje jejich vyu�ití pro in vitro studium mechanismù vazby cytokininu na
�receptor� a vývoj metod vazebných testù. Jejich vysoký obsah v nìkterých pletivech
mù�e výraznì ovlivnit koncentraci volných cytokininù a proto vy�aduje modifikaci
stávajících metod extrakce a stanovení aromatických cytokininù tak, aby nedocházelo
ke ztrátám v dùsledku jejich vazby na vazebnou bílkovinu. Tento pøíspìvek je zamìøen
na zvý�ení úèinnosti a pøesnosti extrakce cytokininù z obilek p�enice a ovsa s vysokým
obsahem CBP.

Materiál a metody
V práci bylo pou�ito zralých obilek p�enice a ovsa. CBP byl isolován vysrá�ením

z postribosomálního supernatantu  (20.000 g, 20 min.) po okyselení na pH 5,0 a dále
èi�tìn podle Brinegara et al. (1985)  chromatograficky na sloupcích fosfocelulosy a
N6-benzyladeninu (BA) navázaného na Sepharosu 4B. CBP byl detegován v chromato-
grafických frakcích pomocí vazebných  testù zalo�ených na ekvilibraèní dialýze a ul-
trafiltraci   s pomocí [3H] BA o vysoké molární radioaktivitì (0,6 TBq mmol -1) (Kamínek
a Fox 1992). Nativní CBP isolované z p�enice a ovsa byly rozdìleny pomocí SDS-PAGE
na  podjednotky o molekulární hmotnosti 53 kDa, resp. 47  kDa. Ke stanovení stability
vazby [3H] BA na CBP v prùbìhu vysrá�ení  proteinu bylo pou�ito precipitace pomocí
síranu amonného a methanolu.

Cytokininy byly stanoveny po jejich vytìsnìní z vazby na CBP pomocí BA (10-4M),
CBP byl vysrá�en po okyselení roztoku na pH 5,0 a cytokininy byly dále  èi�tìny na
kolonkách DEAE Sephadexu, a SiC18, frakcionovány pomocí HPLC a stanoveny v HPLC
frakcích pomocí ELISA s pou�itím specifických protilátek (OLCHIM, Olomouc).

Výsledky
1)   Pøi precipitaci CBP síranem amonným èi methanolem zùstávají aromatické

cytokininy ([3H] BA) navázány na CBP. Volné aromatické cytokininy se vá�í
dokonce i na ji� vysrá�ený CBP. Pøi bì�nì pou�ívaných metodách extrakce
cytokininù je CBP s navázaným cytokininem vysrá�en alkoholem a odstranìn
po centrifugaci z extraktu. Pøítomnost vìt�ího mno�ství CBP v analyzovaném
materiálu tak vede ke znaèným ztrátám a sní�ení výtì�ku cytokininù.

2)   Stanovení výtì�nosti cytokininù v pøítomnosti CBP s pomocí interních radio-
aktivních standardù je zatí�eno znaènou chybou, pokud není pou�ito standardu
identického se stanovovaným cytokininem. Tato chyba je zvlá�tì vysoká, je-li
pou�it isoprenoidní cytokinin jako interní standard pro stanovení aromatických
cytokininù a naopak.

3)   Ru�ivé pùsobení CBP na pøesnost stanovení endogenních aromatických cytoki-
ninù lze eliminovat vytìsnìním navázaných cytokininù z vazby na CBP pøe-
bytkem  aromatického cytokininu, který je buï syntetickým derivátem (napø.
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kinetin), nebo který není pøedmìtem analýzy (napø. BA) a v následném oddì-
lením CBP od volných cytokininù napø. ultrafiltrací èi vysrá�ením po okysele-
ní roztoku na  pH 5.

Poznámky
Obilky p�enice obsahují a� v embryu a� 50 µg CBP. Toto mno�ství CBP pøi moleku-

lární hmotnost 140 kDa a  ekvimolární vazbì  mù�e vázat pøi plném vysycení
(viz Kamínek a Fox 1992, Brinegar 1994) a� 0,36 nmolu cytokininu na embryo.
To odpovídá pøi hmotnosti obilky 40 mg potenciální koncentraci vázaného cytokininu
v obilkách 25 mM (tj. cca 10 µg cytokininribosidu /g èerstvé hmoty). Vzhledem k tomu,
�e CBP je soustøedìn v oblasti embrya, mù�e být koncentrace vázaného cytokininu
v embryu mnohonásobnì vy��í. Zlomek tìchto hodnot mù�e dramaticky zkreslit vý-
sledky analýz  endogenních cytokininù. Pøirozený výskyt aromatických cytokininù
v obilkách a akumulace jak CBP, tak aromatických cytokininù  v prùbìhu zrání obilek,
jako� i jejich pokles pøi klíèení (Kamínek et al. 2000), naznaèují specifickou funkci
CBP. Ta dle v�eho spoèívá v imobilizaci a akumulaci aromatických cytokininù v oblasti
embrya v prùbìhu zrání obilek (prevence pøedèasného klíèení) a jejich uvolòování pøi
klíèení (stimulace bunìèného dìlení).

Podìkování. Práce byla podpoøena Grantovou agenturou ÈR (grant 206/96/K188).
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ELISA stanovení 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D),
TLC separace 2,4-D a jejich metabolitù
MAREK KLEM�, LENKA ANDRÝSKOVÁ, JANA BORKOVÁ, ZDEÒKA PROKE�OVÁ, STANISLAV PROCHÁZKA

Ústav botaniky a fyziologie rostlin MZLU Brno, Zemìdìlská 1, 613 00 Brno,
tel.: 05/451 33 296, email: klems@mendelu.cz

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová je pou�ívána v in vitro kulturách k indukci tvorby
kalusu, bunìèných suspenzí, k indukci somatické embryogenese apod. Aktuální mno�-
ství 2,4-D a intenzitu jejího metabolismu v pletivech lze stanovit pomocí TLC 
(thinlayer chromatography) a ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) metod
(Audus 1959, Weiler 1984).

M. KLEM� et al.
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ELISA STANOVENÍ 2,4-DICHLORFENOXYOCTOVÉ KYSELINY (2,4-D)

Extrakce a purifikace 2,4-D
Navá�ka cca 1 g èerstvého materiálu je po zmra�ení v tekutém dusíku lyofilizována

a extrahována v 80% methanolu s antioxidantem butylhydroxytoluenem (100 mg.l-1).
Extrakce probíhá pøes noc pøi �20 OC a druhý den jsou extrakty tøepány 1 hodinu pøi
4 OC. Po té je provedena centrifugace po dobu 20 minut pøi 6 000 g. Sediment je mo�no
opakovanì rehomogenizovat a centrifugovat v 80% metanolu pro zvý�ení výtì�ku ex-
trakce. Spojené supernatanty jsou purifikovány (odstranìní barviv) na kolonkách C18
(Sep-pak) za vyu�ití vakuového separátoru. Eluát je odpaøen na rotaèní vakuové odpar-
ce a po té je rozpu�tìn v 1 ml destilované vody v ultrazvukové lázni. Po pøevedení do
mikrozkumavek je vzorek zmra�en v tekutém dusíku a po rozmra�ení je centrifugován
pøi 3 000 g pro sedimentaci zbytkù chlorofylu, proteinù atd. Vodný supernatant lze
uskladnit pøi �20 OC.

Pøímé stanovení 2,4-D ELISA testem
Vzorky pro stanovení 2,4-D jsou øedìny v pomìru 1:100. Den pøedem jsou jamky

mikrotitraèní destièky pota�eny monoklonální protilátkou E2/G2 v potahovacím 0,05M
uhlièitanovém pufru pH 9,6 (Fránek et al. 1994). Druhý den je destièka tøikrát promyta
fosfátovým pufrem s Tweenem pH 7,2. Následuje pipetování standardù 2,4-D a øedì-
ných vzorkù (100 ml), traceru (konjugát 2,4-D-peroxidasa, 50ml). Po 1 hodinì inkuba-
ce pøi teplotì 20 OC je destièka tøikrát promyta fosfátovým pufrem s Tweenem. Po té je
do jamek pipetován substrát (100 ml roztoku 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidinu s H2O2

v octanovém pufru pH 5,8). Po 15 minutách inkubace je enzymatická reakce zastavena
100 ml 1M kyseliny sírové. Absorbance barevného produktu je mìøena na ELISA rea-
deru pøi vlnové délce 450 nm.

Separace 2,4-D a jejích metabolitù pomocí TLC
Pro oddìlení volné 14C-2,4-D od jejích metabolitù pomocí TLC je odparek rozpu�tìn

v methanolu a 150 ml tohoto odparku je naneseno na start silufolových desek s UV
indikátorem. Dìlení probíhá nejprve ve vyvíjecí smìsi benzen : kyselina octová 75 : 12.
Tato vyvíjecí smìs oddìluje volnou 2,4-D (Rf = 0,7) od polárních metabolitù 2,4-D
(Rf = 0,0-0,1), a nepolárních metabolitù (Rf = 1,0). Dále jsou ze startu elucí ethylacetá-
tem získány polární metabolity a chromatografií ve vyvíjecí smìsi ethylacetát : 2-butanon
: kyselina mravenèí : voda = 50 : 30 : 10 :10 jsou oddìleny konjugované formy 2,4-D
s aminokyselinami resp. s glukózou. Radioaktivnì znaèené metabolity se eluují z jed-
notlivých Rf zón chromatografických desek, a to vytøepáním ve 100 ml methanolu po
dobu 30 minut. Po pøidání kapalného scintilátoru SLD-41 se mìøí radioaktivita v dpm
(desintegrace za minutu).

Poznámky
1, Metabolismus lze sledovat za pou�ití znaèení odli�nými isotopy, napø. 2,4-D je znaèena 14C a

aminokyselina èi glukosa 3H. Pøípadný detegovaný konjugát je pak dvojnásobnì znaèená
14C-3H-slouèenina. Navíc tento postup umo�òuje pou�ití jednodu��í techniky TLC ve srovnání s
napø. ménì dostupnými HPLC, HPTLC aj.
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Methodical contribution to the quantitative analysis of some
organic substances in woody plants
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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 cm3

52 % HClO4, 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 cm3 95 % H2SO4) 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(CH3COO)2 was added and centrifuged at 3000 g for 20 min. For elimination of Pb,
the solution of Na2(COO)2 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-

2, K orientaèní visualizaci polohy 2,4-D (napø. neznaèené) po TLC separaci lze vyu�ít negativního
barvení na berlínskou modø (FeCl3 : K3[Fe(CN)6] v pomìru 1:1) èi pozitivního barvení
difenylaminem do èervena (Baranovska a Pieszko 1998).

3, Stanovení aktuálního obsahu 2,4-D pomocí ELISA s vyu�itím monoklonální protilátky E2/G2 je
vysoce specifické, nebo� tato protilátka nevykazuje køí�ové reakce s vý�e popsanými metabolity
2,4-D.

4, Metabolity (neznaèené) eluované z TLC lze podrobit alkalické hydrolýze, pøípadnì �tìpit
b-glukosidasou za uvolnìní 2,4-D, kterou je po pøeèi�tìní mo�no opìt stanovit ELISA testem.
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oned substances were determinated spectrophotometrically with 80 % phenol and 5 cm3

96 % H2SO4 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 HCl pH = 7,8; 0,01 M MgCl2; 0,002 M EDTA; 0,02 M
2�ME; 0,002 M DTE; 1% Tween 80; 1% insoluble PVP; 0,02 M NaHCO3. This sus-
pension was stirring on magnetic stirrer for 40 min. and centrifuged at 3000 g for 10 min.
1 cm3 10% CCl3 COOH was added to 1 cm3 sample and left to stand on ice for 3 h. After
centrifugation at 8000 g for 10 min., the precipitate was solubilised in 1 cm3 cold aceto-
ne and centrifuged again. At last, the proteins were solubilised in 1 cm3 0.1 M NaOH
(Sýkorová 1988, Koneèná 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.

References
Bradford, M. M. 1976.- Anal. Biochem. 72: 248-254.
Davidek, J. 1981. - Laboratory Manual of Food Analysis. SNTL, Prague. [in Czech]
Dubois, M. Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A., Smith, F. 1956.- Anal. Chem. 28: 350.
Koneèná, B. Friè, F. Masarovièová, E. 1989.- Photosynthetica 23: 566-574.
Príbela, A. 1978. - Analysis of natural substances in food. ALFA, Bratislava. [in Slovak]
Schoolr, A. 1969.- Príbela A. (ed.): Analysis of food I. SVST, Bratislava. [in Slovak]
Sýkorová, B. 1988.- Negative effects of abiotic factors on biochemical characteristics of

photosynthesis in the leaves of three oak species. M.S.Thesis. Institute of experimental biology
and ecology CBEV SAS, Bratislava.

Pøehled metod stanovení enzymové aktivity cytokininoxidasy
a zeatinreduktasy v rostlinných pletivech
VÁCLAV MOTYKA

Ústav experimentální botaniky AV ÈR, Laboratoø hormonálních regulací, Rozvojová 2/135, 165 02
Praha 6, tel.:02/203 90 437, email: vmotyka@ueb.cas.cz

Úvod
Hladiny fytohormonù vèetnì cytokininù jsou v rostlinných buòkách regulovány na

úrovni jejich biosyntézy, degradace nebo metabolických pøemìn souvisejících s modi-
fikací nebo ztrátou biologické aktivity. Vzhledem k tomu, �e dosud není známa pøímá
cesta biosyntézy cytokininù v netransformovaných rostlinách, zamìøuje se experimen-
tální studium cytokininù pøedev�ím na problematiku jejich degradace a modifikace je-
jich biologických aktivit. Na regulaci tìchto metabolických drah se významnou mìrou
podílejí enzymy cytokininoxidasa a zeatinreduktasa.

Cytokininoxidasa
Cytokininoxidasa je klíèovým enzymem odbourávání cytokininù v rostlinných ple-
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tivech. Katalyzuje oxidativní �tìpení nenasyceného N6-postranního øetìzce isoprenoid-
ních cytokininù za vzniku adeninu nebo jeho derivátù a aldehydu odpovídajícího po-
strannímu øetìzci (3-methyl-2-butenal). Na mìøení rychlosti této reakce jsou zalo�eny
pou�ívané metody stanovení enzymové aktivity.

Stanovení aktivity radioisotopovou metodou
Vychází z vyu�ití  radioaktivnì znaèeného substrátu N6-(e2-isopentenyl)adeninu (iP)

nebo trans-zeatinu (t-Z), pøípadnì jejich ribosidù, v testech in vitro. Aktivita cytokini-
noxidasy je stanovena po inkubaci enzymového preparátu se znaèeným substrátem na
základì mìøení radioaktivity vzniklého produktu (adeninu nebo adenosinu), který je
oddìlen od nezreagovaného substrátu vhodnou chromatografickou metodou. Vyjadøuje
se nejèastìji v pøepoètu na 1 mg bílkovin, detegovaných v hrubém extraktu (tj. v nmol
Ade/mg bílk. x hod).

Slo�ení inkubaèní smìsi a podmínky inkubace jsou vzhledem k rozdílùm v bioche-
mických vlastnostech cytokininoxidás izolovaných z rùzných rostlinných zdrojù (viz.
pøehledy Armstrong 1994, Hare a Van Staden 1994, Galuszka et al. 1999) pomìrnì
variabilní. Obecnì platí, �e v testech enzymové aktivity je aplikován znaèený substrát
(3H nebo 14C-znaèení na purinovém jádøe) v koncentraci 2-10 µM. Inkubace probíhá
pøi teplotì 37oC po dobu 30 minut - 4 h v rùzných pufrech v rozmezí pH 6.0-9.0 podle
konkrétního rostlinného materiálu. K oddìlení substrátu od produktu enzymatické re-
akce se vyu�ívá TLC (mikrokrystalická celulosa, Si-C18) nebo HPLC, radioaktivita vznik-
lého produktu je mìøena kapalinovým scintilaèním poèítaèem nebo ve frakcích po HPLC
monitorována prùtokovým radiodetektorem.

Specifikace a optimalizace podmínek stanovení aktivity cytokininoxidasy ve vyvíje-
jících se obilkách p�enice a v kalusové kultuøe tabáku, provádìných v na�í laboratoøi,
je pøedmìtem jiného pøíspìvku v tomto sborníku.

Stanovení aktivity kolorimetrickými metodami
V souèasné dobì jsou pro stanovení aktivity cytokininoxidasy pou�ívány dvì kolori-

metrické metody. První z nich je zalo�ena na reakci 3-methyl-2-butenalu (reakèní pro-
dukt enzymatické degradace iP) s p-aminofenolem, pøi ní� v kyselém prostøedí vzniká
Schiffova báze s absorbèním maximem 352 nm (Libreros-Minotta a Tipton 1995). Ak-
tivita cytokininoxidasy je stanovena na základì mìøení A352 po odeètu z kalibraèní køiv-
ky pro 3-methyl-2-butenal a vìt�inou vyjádøena v nmolech odbouraného iP v pøepoètu
na 1 mg bílkovin za hodinu.

Podstatou dal�í kolorimetrické metody je pokles intenzity modrého zbarvení roztoku
2,6-dichloroindofenolu, který je pøidáván do reakèní smìsi jako akceptor elektronù, pøi
vlnové délce 600 nm (K.Bilyeu, Univ. Missouri, osobní sdìlení). Test je pou�itelný pro
stanovení aktivity cytokininoxidasy v slabì alkalickém nebo neutrálním prostøedí
(Galuszka et al. 1999), jeho bli��í specifikace v�ak dosud nebyla publikována.

Vedle uvedených kolorimetrických metod byl ji� v poèátcích studia cytokininoxida-
sy popsán spektrofotometrický test, zalo�ený na zmìnì ÚV absorbce spojené s degra-
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dací cytokininù (Whitty a Hall 1974), biochemický základ zji�tìné zmìny absorbèního
spektra ov�em nebyl objasnìn.

Zeatinreduktasa
Zeatinreduktáza je enzym, který katalyzuje redukci nenasyceného N6-postranního

øetìzce trans-zeatinu za vzniku dihydrozeatinu (DHZ). Vzhledem k tomu, �e DHZ není
substrátem cytokininoxidasy, je zøejmé, �e se zeatinreduktasa podílí svým katalytic-
kým pùsobením na regulaci hladin aktivních cytokininù zejména jejich �ochranou�
pøed degradací.

Stanovení aktivity zeatinreduktázy bylo dosud popsáno pouze pro enzym izolovaný
z nezralých embryí fazolu (Martin et al. 1989). Aktivita je v tomto pøípadì detekována
radioizotopovou metodou na základì konverse [14C]t-Z (cis-zeatin, zeatinribosid ani iP
nejsou substrátem zeatinreduktasy) na DHZ po inkubaci (1 h, 27oC) ve fosfátovém
pufru (pH 8.0). Pro stanovení aktivity je nutná pøítomnost kofaktoru NADPH v reakèní
smìsi. Separaci produktù enzymatické reakce lze provést vhodnou chromatografickou
metodou - v daném pøípadì (Martin et al. 1989) byla pou�ita HPLC a následná analýza
frakcí provedena na základì mìøení jejich radioaktivity scintilaèním poèítaèem.

Závìr
Jak radioisotopová, tak kolorimetrické metody stanovení aktivit uvedených rostlin-

ných enzymù mají své výhody i nevýhody. Hlavní výhodou radioisotopové metody je
vysoká citlivost a specifita, dále nízká èasová nároènost a jednoduchost. Nevýhody lze
spatøovat v pomìrnì znaèných finanèních nárocích (vysoké ceny znaèených substrátù,
kapalného scintilátoru, drahý provoz scintilaèního poèítaèe), po�adavcích na speciální
zaøízení a povolení pro práci s radioaktivním materiálem, jako� i v aspektech ekologic-
kých. Opak platí pro metody kolorimetrické, které jsou finanènì i pøístrojovì vcelku
nenároèné, av�ak pomìrnì nároèné na èas a manipulaci (souèasnì s ka�dým mìøením
vzorkù vy�adují kalibraci). Kromì toho kolorimetrická stanovení obecnì nejsou pøíli�
specifická a v nìkterých pøípadech jsou proto nevhodná pro detekci enzymové aktivity
v hrubých extraktech.

Z toho je zøejmé, �e volba vhodného postupu pro stanovení aktivity uvedených rost-
linných enzymù není jednoduchá a závisí na konkrétních podmínkách a cílech detekce.
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Úvod
Cytokininoxidasa (CKOX) je enzym, který specificky katalyzuje metabolickou de-

gradaci isoprenoidních cytokininù od�tìpením nenasyceného N6-postranního øetìzce
na adenin nebo jeho derivát a aldehyd odpovídající postrannímu øetìzci (obr.1). Pøe-
hled metod stanovení aktivity CKOX v rostlinných pletivech je uveden v jiném pøí-
spìvku tohoto sborníku. Pøedmìtem této práce je specifikace a optimalizace podmínek
stanovení aktivity tohoto enzymu ve vyvíjejících se obilkách jarní p�enice a v kalusové
kultuøe tabáku (Nicotiana tabacum L.), tj. v pletivech, v nich� se vyskytují rùzné formy
CKOX s odli�nými biochemickými vlastnostmi (pH optimum, glykosylace proteinu
atd.)

Obr.1.  Schéma reakce katalyzované cytokininoxidasou

Extrakce bílkovinného preparátu
Extrakce bílkovinného preparátu vychází z modifikace metody Chatfielda a Armstron-

ga (1986). V�echny kroky extrakèního postupu provádíme v chladové místnosti pøi
teplotì 0-4OC. Obilky p�enice (ekvivalent 1 g FW) nebo kalusové pletivo tabáku (ekvi-
valent 5 g FW) pøedhomogenizujeme v tøecí misce s tekutým dusíkem a následnì zho-
mogenizujeme (sonikace + homogenizátor UNIPAN 309) ve vychlazeném extrakèním
pufru (0.1 M TRIS-HCl, pH 7.5). Homogenáty naneseme na kolony obsahující 1.5 g
polyvinylpyrolidinu (PVP, Polyclar AT), dùkladnì promícháme a zfiltrujeme. Spojené
filtráty takto zbavené fenolických látek odstøedíme (10 000 g, 10´). Ze vzorkù vysrá�í-
me nukleové kyseliny a èást nukleoproteidù pøidáním Polyminu P (1 % v/v, pH 7.5) a
odstraníme centrifugací (10 000 g, 10´). Optimální koncentraci Polyminu P je tøeba
vyzkou�et pro ka�dý rostlinný materiál (volíme maximální koncentraci, pøi které je�tì
nedochází k sní�ení CKOX aktivity preparátu). Po odstøedìní k supernatantu za stálého
míchání pøidáváme (NH4)2SO4 v mno�ství odpovídajícím dosa�ení 80 % saturace. Vznik-
lou suspenzi necháme minimálnì 30 minut stát v chladu a potom odstøedíme (13 000 g,
40´). Po odstranìní supernatantu zmrazíme sediment tekutým dusíkem a ulo�íme pøi
-70OC. Takto pøipravené bílkovinné preparáty jsou pomìrnì stálé a pøi -70OC je lze
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uchovávat bez výrazné ztráty enzymové aktivity po dobu nìkolika týdnù.

Stanovení enzymové aktivity
Enzymovou aktivitu CKOX stanovujeme testy in vitro zalo�enými na mìøení pøe-

mìny radioaktivnì znaèeného N6-(?2isopentenyl)adeninu (iP, znaèení na purinovém kru-
hu) na adenin (Ade). Pro testy enzymové aktivity rozpustíme bílkovinné preparáty
ve vodì nebo v pøíslu�ném pufru (viz.3.1.) a urèíme obsah celkových bílkovin meto-
dou podle Bradfordové (1976).

Základní metoda
Testy enzymové aktivity CKOX provádíme v polypropylénových mikrozkumavkách

(Eppendorf). Slo�ení reakèní smìsi (celkový objem 50 µL) pro bílkovinné preparáty
z obilek p�enice a kalusu tabáku se vzhledem k jejich rùzným biochemickým vlastnos-
tem li�í a jsou uvedena ní�e :

a) obilky p�enice b) kalus tabáku
pufr (0,1 M MOPS-NaOH, pH 7,2) 20 µl pufr (0,1 M TAPS-NaOH, pH 8,5) 20 µl
2 µM [2-3H]iP (200 µCi/µmol) 10 µl 2 µM [2-3H]iP (200 µCi/µmol) 10 µl
bílk. preparát (ekv.1-1,5 mg è.hm.) 20 µl bílk. preparát (ekv.150-625 mg è.hm.) 20 µl

Smìs inkubujeme pøi 37 OC po dobu 1 h (p�enice) nebo 4 h (tabák). Po skonèení
inkubace reakci zastavíme dodáním 10 µL Na4EDTA (200 mM) a 120 µL 95% ethanolu
obsahujícího neznaèený Ade a iP (a 0,75 mM).

Metoda �zcitlivìná� pøítomností komplexu Cu2+-imidazol
Vzhledem k pomìrnì nízké aktivitì CKOX v kalusovém pletivu tabáku u tohoto

materiálu s výhodou vyu�íváme stanovení metodou �zcitlivìnou� pøítomností komple-
xu Cu2+-imidazol (modifikace podle Chatfielda a Armstronga 1987) umo�òující a�
40-tinásobné zvý�ení enzymové aktivity. Pro tento postup pou�íváme inkubaèní smìs
následujícího slo�ení:

0,25 M imidazol + 0,0625 M CH3 COONa + 0.0375 M CuCl 2, pH 6,0 20 µl
2 µM [2-3H]iP (200 µCi/µmol) 10 µl
bílk. preparát (ekv.20-80 mg è.hm.) 20 µl

Smìs inkubujeme 30 minut pøi 37 OC, zastavení reakce provádíme stejným zpùso-
bem jako u základní metody.

Chromatografické dìlení substrátu od produktu
K oddìlení nezreagovaného substrátu od znaèeného produktu reakce katalyzované

CKOX pou�íváme chromatografii na tenké vrstvì mikrokrystalické celulózy (desky
SigmaCell 20 x 20 cm). Roztoky po ukonèení inkubace a následném odstøedìní
(3 000 g, 5´) naná�íme v objemu 150 µl na pøedem vyznaèené 2 cm �iroké pruhy a
chromatogramy vyvíjíme v horní fázi smìsi ethylacetát/n-propanol/H2O (4:1:2). Zóny

EXTRAKCE A STANOVENÍ AKTIVITY CYTOKININOXIDASY V OBILKÁCH
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absorbující ÚV svìtlo oznaèíme, nastøíháme do scintilaèních lahvièek a po eluci v 1 ml
methanolu (1 hod) pøidáme a 5 ml kapalného scintilátoru (SLT-31 nebo Sigma-Fluor).
Radioaktivitu mìøíme kapalinovým scintilaèním poèítaèem (Hewlett-Packard typ
Tri-carb 300c).

Z celkové radioaktivity zjistíme pomìr nezreagovaného substrátu iP a vytvoøeného
produktu. Aktivitu CKOX vyjádøíme v nmolech vzniklého Ade v pøepoètu na 1 mg
bílkovin za hodinu.

Nároènost, tipy a triky
Tento postup umo�òuje díky své specifitì stanovení aktivity CKOX v pomìrnì hru-

bých extraktech z rostlinných pletiv, jako� i u vysoce pøeèi�tìných bílkovinných prepa-
rátù. S vyjímkou chlazené vysokootáèkové centrifugy a scintilaèního poèítaèe nevy�a-
duje nákladné pøístrojové vybavení. Finanèní nároènost metody je dána pøedev�ím do-
stupností znaèeného substrátu a náklady na kapalný scintilátor.

Vzhledem k tomu, �e rùzné molekulární formy CKOX vykazují rùzná pH optima
(pH 6,0-9,0), je tøeba pro ka�dý rostlinný materiál pøedem stanovit optimální hodnotu
pH (bílkovinný preparát je mo�no po pou�ití znovu zamrazit a bez výraznìj�í ztráty
aktivity ulo�it k dal�ímu zpracování). Podmínky reakce by mìly být optimalizovány
tak, aby radioaktivita vzniklého produktu (Ade) pøedstavovala 20-30% radioaktivity
celkové. Pro dosa�ení optimální degradace lze podle potøeby upravit koncentraci pou-
�itého bílkovinného preparátu, pøíp. zkrátit èi prodlou�it 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-1 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 mm3 dimensions has been immersed for a few

seconds in cryoprotectant and then flash-freezed. Diffraction data have been collected
to 2.05Å  resolution at ~ 100 K on beamline BL711 of MAX-Lab synchrotron in Lund,
Sweden, with image plate detector mar345. In 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 b-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.

CRYSTAL STRUCTURE OF A CYTOKININ-GLUCOSIDE-SPECIFIC b-GLUCOSIDASE FROM ZEA MAYS
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Fig. 2: The topology of the maize
b-glucosidase molecule. Ribbon diagram
showing the overall fold of the molecule.
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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% (Rfree) and 19.3% (Rcryst)
with 988 residues and 412 water molecules.

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

Conclusion
Similar to other b-glucosidases, Zm-p60.1 is a single domain (b/a)8 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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Abstract
Auxins, together with cytokinins, play an important role in the regulation of plant

cell development, namely under in 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 et al. 1998, Palme & Gälweiler 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.

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

Measurement of auxin accumulation
The auxin accumulation was described in detail by Delbarre et 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 et 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 et 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 (Opatrný & Opatrná, 1976, Za�ímalová 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. 106 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. 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 3H-NAA or 2,4-D in assay suspension were 2 x 10-9 M or
2 x 10-8 M, respectively. Cta 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 3H-NAA or 3H-2,4-D. D Cta was the difference between Cta values for
each particular auxin (circles for NAA and triangles for 2,4-D) with and without application of NPA
(5 x 10-5 M).
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Fig. 3. Accumulation of NAA in the cells of VBI-0 tobacco strain
The method according to Delbarre et al. (1996) was used. Concentration of 3H-NAA in assay suspension was
2 x 10-9 M. 3H-NAA radioactivity was measured by liquid scintillation technique in 0.5 ml cell suspension
aliquots (cell density ca. 105 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 3H-NAA with (empty symbols) and without (full
symbols) blocking AEC by NPA (5 x 10-5 M). Red vertical bar represents the activity of AEC at time T=6 min.
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