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Seznam pouzitych zkratek

Ab — protilatka (antibody)

Ag — antigen

BCR — B-buné&cény receptor (B-cell region)

BSA — hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

CDR - oblasti uréujici komplementaritu (complementary-determing region)
DEDTCA - diethyldithiokarbamova kyselina

ELISA — enzymova imunoanalyza (enzyme-linked immunosorbent assay)
Fab fragment — fragment vazici antigen (fragment antigen binding)

Fc fragment — krystalizujici fragment (fragment crystallizable region)

IAA — indol-3-octova kyselina

IAA-Me — methyl ester indol-3-octoveé kyseliny

Ig — imunoglobulin

IS — interni standardy

MOPS — 3-morfolinopropansulfanova kyselina

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

MS — Murashige & Skoog médium

oxIAA — 2-oxindol-3-octova kyselina

PBS - fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

SPE — extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)

UHPLC - ultra uc¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid

chromatography)



1  Uvod

Protilatky jsou latky bilkovinné povahy, které vznikaji pouze v zivém organismu jako
odpovéd na cizorodou latku. Skladaji se ze dvou tézkych a dvou lehkych Fetézcu
navzajem spojenych disulfidovymi mustky, které zajiStuji odolnost a stabilitu
protilatky. Celd molekula potom zaujima tvar pismena ypsilon. Déli se na fragment
Fc, ktery se vaze na Fc receptor leukocytl a dva fragmenty Fab, pomoci nichz se
specificky vazi na antigen (tato vazba je tvofena nekovalentnimi interakcemi). Podle
tézkych fetézcu Ize odlisit jednotlivé tfidy protilatek. RozliSujeme monomery IgD, IgE,
IgG, dimery IgA a pentamery IgM. Imunoglobulin G je nejvyznamnéjsi tfidou

protilatek, jeho hlavni funkci je vazba na antigen.

Auxiny jsou skupinou rostlinnych hormona, které pusobi i ve velmi nizkych
koncentracich a ovliviiuji rast bunék. Za auxiny povazujeme latky rizného
chemického sloZeni, které maji podobnou biologickou aktivitu. Prvni auxin byl objeven
ve 30. letech minulého stoleti, a to kyselina indol-3-octova (IAA). Kromé auxinu, které
se v rostlinach vyskytuji pfirozené, byla do dnedni doby pfipravena i cela fada jejich
syntetickych derivatd. Auxiny se podileji na Fizeni mnoha procesu v rostliné, nejvice

v8ak ovliviuji déleni, dlouzivy rust a diferenciaci vodivych pletiv.

Cilem mé bakalarské prace bylo vyizolovat a urcit zakladni charakteristiky 3 typu
protilatek proti rostlinnym hormondm auxinim. Byly testovany dvé polyklonalni
protilatky — anti — oxIAA a anti — IAA-N (konjugovana pres dusik) a jedna monoklonalni
protilatka anti — IAA spojena pfes karboxylovou skupinu s hovézim sérovym
albuminem (IAA-C1°-BSA). Testovanim bylo zjisténo, Ze nejlepsi afinitu k auxinlm
ma monoklondlni protildtka, pomoci niz byl pfipraven imunoafinitni gel, ktery byl

pouzit pfi extrakci a purifikaci IAA a jejich derivatu z rostlinného materialu.



2 Teoreticka cast

2.1 Protilatky

Protilatky (imunoglobuliny — Ig) jsou rozpustné glykoproteiny tvofené z 82-96 %
polypeptidy a ze 4-18 % cukry. VétSinu biologickych vlastnosti molekul protilatek nese
polypeptidicky fetézec. Vznikaji jako odpovéd organismu na cizorodou latku (Stites a
Terr, 1994). Maji schopnost specificky vazat antigen s vysokym stupném afinity.
Interakce protilatka-antigen tvofi zaklad Sirokého wvyuziti protilatek v

biotechnologickych a medicinskych aplikacich (Ayyar et al., 2011).

Protilatky jsou soucasti imunitniho systému obratlovcl a na zakladé odliSnych
strukturnich a biologickych vlastnosti se rozdéluji do 5 hlavnich tfid — A, D, E, G a M.
Imunoglobuliny tfidy G (IgG) patfi z hlediska imunitni odpovédi mezi nejdulezitéjsi
(Delaunay et al., 2000).

2.1.1 Charakteristické vlastnosti a struktura protilatek

Typicka molekula imunoglobulinu ma molekulovou hmotnost 150-200 kDa a je
tvofena Ctyfmi polypeptidovymi fetézci. Dva lehké fetézce maji hmotnost pfiblizné 23
kDa, dva tézké fetézce asi 50-80 kDa (Peakman a Vergani, 2009).
Tyto Ffetézce jsou navzajem propojeny disulfidovymi muastky a cely imunoglobulin
potom zaujima tvar pomysiného pismene Y. Na N-koncové casti polypeptidického
fetézce se nachazi dvé identicka mista, do kterych se vaze antigen. Opacny konec
fetézce se oznacuje jako Fc (crystallizable fragment). Dale se tézké a lehké fetézce
déli na variabilni (V) a konstantni (C) oblasti. Variabilni oblasti obou fetézcu obsahuji
tfi hypervariabilni mista. Tyto hypervariabilni domény tvofi komplementarni oblasti
(CDR - complementary-determing region). V téchto ¢astech interaguji lehké a tézké
fetézce s antigennimi determinantami (epitopy) pomoci vodikovych mustku,
iontovych, hydrofobnich a Van der Waalsovych sil (Delaunay et al., 2000).

Molekulu imunoglobulinu Ize rozstépit proteolytickym enzymem papainem. Papain
Stépi imunoglobulin v pantové oblasti, ¢imz vznikaji dva identické antigen vazici
fragmety Fab a jeden Fc fragment (Roitt, 1981).

Fab fragment zahrnuje dvé konstantni a variabilni domény obou lehkych a téZkych
fetézcl a obsahuje vazebné misto pro antigen. Fc doména zahrnuje 2-4 konstantni

domény tézkého fetézce, ma urcité efektorové funkce a slouzi také k odliSeni
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jednotlivych tfid protilatek. Struktura protilatky je zobrazena na obrazku 1 (Ayyar et
al., 2011).

lehké retézce

)

/ <—  antigen —> \\ ]

Variabilni
oblasti lehkych
a tézkych
fetézcl

<« téiké —p

retézce — Fab

N

disulfidové

mistky pantova

Konstantni oblast

oblasti lehkych
a tézkych
retézcl

Obr. 1: Chemicka struktura imunoglobulinu IgG (pfevzato a modifikovano dle Ayyar et al.,
2011)

Variabilni oblasti lehkych a tézkych fetézcu obsahuji vazebné misto, které je
uzpUsobeno struktufe na povrchu antigenu (epitopu) svym tvarem a rozloZenim
naboju (Horejsi a Bartdrikova, 2009). Pfi navazani antigenu do vazebného mista
vznika imunokomplex, ktery je reverzibilni (ma urcitou rychlost vzniku a rozpadu).
Rovnovazna (asociacni) konstanta Kas nam definuje pomér rychlostnich konstant
vzniku a rozpadu imunokomplexu. Pro komplex antigen-protilatka je tato rovnovazna
konstanta v rozmezi 10° — 102 1/mol. Cim vy3$$i je Kas, tim vy$$i je afinita protilatky

k antigenu.

Zname dva typy lehkych fetézcl, k a A (Horej§i a Barttrikova, 2009). Tyto fetézce
se od sebe navzajem odliSuji primarni strukturou konstantnich domén a jsou
kédovany odliSnymi geny. Jinak jsou si ale velmi podobné. Maji pfedevsim stejnou
velikost, ale také strukturni a funkéni vlastnosti. Dale zname 5 typa tézkych fetézca.
Genové useky, které koduji konstantni ¢asti izotopl, jsou sefazeny tandemové na
jediném chromozomu. Tézké fetézce se poté nazyvaji u, 6, y, a a €. Protilatky, které
jsou tvoreny témito typy (tfidami) tézkych fetézcl oznacujeme jako IgM, IgD, IgG, IgA
a IgE. Imunoglobuliny IgM a IgD se nachazi na povrchu B bunék a tvofi BCR (B —

bunéény receptor na povrchu B-lymfocytl). IgG a IgE jsou lokalizovany v séru a
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intersticialni tekuting, IgA se ve velké mife vyskytuje na povrchu sliznic, ve slinach a
slzach.

Tab. 1: Hlavni t¢inky imunoglobulinti (Horej$i a Barturikova, 2009)

¢asnd imunitni odpovéd, aktivace
IgM

komplementu, receptor pro antigen
IgD membranovy receptor pro antigen

opsonizace, neutralizace, sekundarni
IgG

odpovéd, prostupuje pres placentu
IgA hlavni protilatka sliznic, opsonizace
IgE obranné reakce proti parazitim

2.1.2 Monoklonalni x Polyklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky maji vysokou specifitou vUci antigennimu epitopu. Pfipravuji
se technologicky naroénym zpusobem, tzv. bunéCnou fazi mySich splenocytl
s burikami mySiho myelomu, kterou poprvé popsali G. Kdhler a C. Milstein v roce
1975 (Kohler a Milstein, 1975). Takto vznikla hybridni burika, tzv. hybridom ziska po
lymfocytu B schopnost tvofit protilatky a po burfice myelomu schopnost nekonecné se
délit (Vrana et al., 2011). Hybridom produkuje protilatku Zadané kvality do média a je
ziskana standardni reagencie témér v jakémkoli mnozstvi (Luka$ et al., 1997). Prvni
pouZzitou monoklonalni protilatkou v klinické praxi byl Muromonab-CD3, ktery sniZuje
rejekci pfi transplantaci organt (Viklicky et al., 2008). V lidském téle se vSak mysi
monoklonalni protilatky chovaji jako xenoantigeny a vyvolavaji velmi vyraznou
imunitni reakci. Tato odpovéd imunitniho systému rychle eliminuje biologickou aktivitu

monoklonalnich protilatek pfi opakovaném pouziti (Krejsek a Kopecky, 2004). Proto
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doslo k vytvorfeni chimérickych protilatek, které maji konstantni fetézce nahrazeny
lidskymi, pficemz mysSi variabilni Ffetézce zlstavaji zachovany. Prvni chimérickou
protilatkou byl abciximab (Morrison et al., 1984). Nasledné byly vyvinuty
humanizované protilatky, u kterych se take stfidaji lidské a mysi sekvence. U téchto
protilatek jsou ale mySi sekvence zachovany pouze v hypervariabilni oblasti CDR,
ktera je odpovédna za vazbu antigenu (Jones et al., 1986). Devadesata léta minulého
stoleti byla velkym milnikem, jelikoz byly vytvofeny pIné lidské monoklonalni
protilatky. Byly rozvinuty metody zaloZené na klonovani variabilnich sekvenci
protilatek a jejich selekci vac&i antigenu prostfednictvim bakteriofagt (McCafferty et
al., 1990) a pozdéji také pomoci transgennich mysi. Geny mySi, které koduji
imunoglobuliny, byly nahrazeny lidskymi (Lonberg et al., 1994). Monoklonalni
protilatky mizeme vyuzit v mnoha oblastech klinické praxe. Nejpropracovanéjsi
postupy jsou pfi aplikacich v nadorové imunologii. Tyto protilatky Ize ale vyuzit i jinak,
a to jako nosice, které mohou cilené nést diagnostické markery anebo také léCiva

k cilovym tkanim nebo bunkam (Krejsek a Kopecky, 2004).

Polyklonalni protilatky pfedstavuji heterogenni smés (Lukas et al., 1997). Ziskavaiji
se konvenénim zplsobem, a to odbérem krve po opakované imunizaci pokusného
zvitete (nejCastgji kralika). PFi pouziti stejného antigenu se tato smés polyklonalnich
protilatek liSi nejenom u rdznych zvitat, ale i u téhoz zvitete, a to mezi jednotlivymi
odbéry. Smés obsahuije protilatky, které maji rozmanitou specifitu a afinitu k antigenu.
Dale obsahuje protilatky nejen riznych tfid, ale i podtfid, a i rozli€nych biologickych a

fyzikalné — chemickych vlastnosti. Pfecisténé polyklonalni protilatky jsou s uspéchem

pouzivany v imunochemickych metodach.
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2.2 Priprava protilatek

Imunoglobuliny se nej€astgji izoluji z krevniho séra, jen v ojedinélych pfipadech
Z jinych télnich tekutin a ristovych médii (Ferencik, 1989). Pouzivaji se pfitom rizné
metody, které umozfuji pfipravu imunoglobulind s riznym stupném distoty a

imunochemické aktivity.

Cisténi imunoglobulini pomoci afinitni chromatografie vyuziva strukturu jejich
domény (Huse et al., 2002). Strategii CiSténi Ize tedy vyvodit z jejich stavby. Prvni
metoda vyuziva schopnosti specificky vazat antigen anebo se zaméfuje na konstantni
Cast protilatky — fragment Fc (specifické metody). Nespecifické metody jsou
pouzivany obecné pro purifikaci proteini. Rozdéleni nespecifickych a specifickych

metod je uvedeno v tabulce 2.

Tab. 2: Rozdéleni metod pro ¢isténi protilatek (upraveno dle Ferencik, 1989)

Nespecifické metody Specifické metody
Frakéni precipitace Imunoafinitni chromatografie
Elektroforetické metody Chromatografie na proteinu A, G, L

Izoelektricka fokusace
lonexova chromatografie
Gelova filtra¢ni chromatografie

Hydrofébni chromatografie

Nespecifickymi metodami jsou izolovany imunoglobuliny urcité tfidy, ale také
podtfidy (Ferencik, 1989). Pfedstavuji heterogenni populaci molekul a maji riznou
specifitu vazebnych mist. Ve smési polyklonalnich protilatek jsou pfitomny rizné
idiotypy. Tyto idiotypy vznikly jako odpovéd na antigeny, se kterymi pfiSel darce do
styku. PFi specifickych metodach je pouzit pouze jeden Cisty antigen, diky kterému je
umoznéna izolace polyklonalnich protilatek, které jsou specificky omezeny pouze na

determinanty, jenz se nachazi na pouzitém antigenu.
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2.3  Auxiny

Auxiny jsou dulezitou skupinou rostlinnych hormonu, které Ize nalézt ve vSech
suchozemskych rostlinach a u nékolika Zivocichl Zzijicich v padé. Tento hormon byl
jednim z prvnich identifikovanych fytohormond (Woodward a Bartel, 2005), v 19.
stoleti byl objeven Charlesem Darwinem a jeho synem Francisem pfi
studiu jednodéloznych koleoptili. Sledovali pfedevsim tvorbu, polarni transport a
tropizmy (Nishimura et al., 2009). Za oficialniho objevitele je ale povaZzovan Fritz
Warmolt Went, ktery izoloval chemickou latku zodpovédnou za ohyb, kterou

pojmenoval auxin (z feckého auxein — rlst) (Went, 1928).

Primarnim a pfirozenym auxinem je slaba organicka indol-3-octova kyselina (IAA,
viz obrazek 2). Je tvofena indolovym kruhem, na némz je navazan postranni fetézec
nesouci karboxylovou skupinu, ktera je pfi nizkém pH protonovana a snaze difunduje

pfes bunécné membrany (Ljung, 2013).

OH OH
N\, N
R | Y=o
N N
H H

Obr. 2: Chemicka struktura indol-3-octové a 2-oxindol-3-octové kyseliny

Auxiny se tvofi v nizkych koncentracich ve vSech rostlinnych tkanich, mista
S nejvétsi syntézou jsou ale v apikalnich meristémech a mladych listech (Ljung et al.,
2001). Ztkani jsou transportovany polarnim transportem, ktery vznika brzy
v embryonalnim vyvoji a je fizen chemiosmotickym potenciadlem (Goldsmith, 1977).
Transport ve stonku je bazipetalni — dochazi ke snizovani hladiny IAA od vrcholu
k bazi (v kofenech akropetalni) (Prochazka et al., 1998). Na dlouhé vzdalenosti jsou
transportovany floémem spole¢né s asimilaty. Na kratké vzdalenosti prochazi
nedisociované auxiny volné pFfes cytoplazmatickou membranu, v pfipadé
disociovanych do bunky vtékaji pomoci specifickych pfenaseci rodiny AUX/LAX a

vytokovymi pfenaseci rodiny PIN jsou transportovan ven (Enders a Strader, 2015).
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Auxiny se mohou kovalentné navazat na slou€eniny s vysokou nebo nizkou
molekulovou hmotnosti, a to zejména vsemenech a zasobnich organech.
Enzymatickymi procesy pak mohou byt rychle uvolnény z mnoha sloucenin, a tak

slouzit jako zasobni forma a regulovat hladinu volného auxinu (Taiz a Zeiger, 2010).

Syntéza je tedy mozna hydrolyzou auxinovych konjugatu, anebo syntézou de novo
(Nomanly, 2010). V této souvislosti bylo navrzeno 5 biosyntetickych drah. Ctyfi jsou
vzajemné propojené a zavislé na tryptofanu, ktery je zpracovan na IAA drahou indol-
3-acetaldoximu (IAOx), drahou tryptaminu (TAM), drahou indol-3-pyrohroznove
kyseliny (IPyA) nebo drahou indol-3-acetamidu (IAM); a jedna draha na tryptofanu
nezavisla, ktera vychazi z indolyl-3-glycerofosfatd (IGP), viz obrazek 3 (Tivendale et
al., 2014). Odbourani IAA je uskute€néno dvéma oxidacemi. V prvnim pfipadé se
indolova skupina IAA oxiduje na kyselinu oxindol-3-octovou a nasledné na glukozu.
V jiné draze se IAA mlze konjugovat s aspartatem a oxidovat se na oxIAA (Taiz a
Zeiger, 2010).
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Obr. 3: Biosyntetické drahy IAA. ANT, anthranilat; AS, anthranilat syntaza; CHA, kyselina
chorismova; IGP, indol-3-glycerolfosfat; 1GS, indol-3-glycerolfosfat syntaza; PAT,
fosforibosylanthranilat transferaza; TSA, tryptofan syntaza a; TSB, tryptofan syntaza f3;

(pFevzato a modifikovano dle Normanly et al., 1993, Wang et al., 2015)
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2.3.1 Hlavni fyziologické ucinky auxina

Auxiny hraji dllezitou roli v ristu a vyvoji rostlin. Jednim z hlavnich u¢inkd auxin je
stimulace dlouzivého rastu (Evans a Hokanson, 1969), regulace tropisma (Shen-
Miller et al., 1969), diferenciace vodivych pletiv (Hollis a Tepper, 1971), apikalni

dominance (Phillips, 1975) a senescence (Morgan a Durham, 1972).

Stimulace dlouzivého rastu je vyvolana koncentraci auxinu v rozmezi 107-10"°
mol/l. S touto stimulaci je spojena regulace tropizm( (gravitropizmus a fototropizmus),
kdy vlivem jednostranného osvétleni dochazi k nerovnomérné distribuci IAA, a tak
k nerovhomérnému rustu a ohybu (Hejnak et al., 2005). Auxiny ovliviuji apikalni
dominanci, po produkci vzrostnym vrcholem jsou transportovany smérem dolu a
inhibuji rdst postrannich pupen( (vrcholovy pupen dominuje nad vrcholy postrannimi)
(Ryplova, 2014). Klasicky experiment byl proveden na fazolich ve 20. letech minulého
stoleti (Skoog a Thimann, 1934). Podobné je auxiny zprostfedkovana dominance
plodu, kdy plod, ktery bazipetalné transportuje nejvétsi mnozstvi auxinu, brzdi vyvoj
okolnich plodi a sam roste. S tim souvisi Uloha regulace senescence. Dokud je
transport IAA opadovou zénou funkéni, jsou bunky, které se zde nachazi, zivé. Pfi
zastaveni transportu nastava lyticky proces — opad listll nebo plodd (Prochazka et al.,
1998). Vyznamnym ucinkem auxinu je diferenciace vodivych pletiv. Tim je usnadnén
transport dalSich fytohormonu rostlinou. Vodiva pletiva se tésné pod vzrostnym

vrcholem diferencuji z prokambia (Ryplova, 2014).

2.4  Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je separaCni analyticka technika, ktera je zalozena na
reversibilni interakci mezi proteinem a jeho ligandem (imunoafinitni chromatografie -
na vazbé antigenu ke specifické protilatce) (Ayyar et al., 2011). Specifita vazby je
zajisténa ligandem, ktery je vétSinou vyuZit pro selektivni absorpci cilového proteinu
ze smési. Ten je nasledné eluovan pomoci bud kompetitivnich analogu,
denaturacnich €inidel nebo zménou reak&nich podminek jako je pH, iontova sila,
nebo polarita. Afinitni chromatografie se sklada z pevné (stacionarni) a kapalné
(mobilni) faze. Idealni stacionarni faze by méla byt jednotna, makroporézni, hydrofilni,
chemicky a mechanicky odolna, selektivni, vykazujici minimum nespecifickych

interakci a nerozpustna v eluénim rozpoustédle. Pevné faze pro afinitni
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chromatografii mohou byt rozdéleny do tfi skupin — pfirodni (agarosa, celulosa),

syntetické (akrylamid, polystyren), anebo anorganické.

Imunoafinitni chromatografie je tedy proces, pfi kterém se vazebna afinita antigenu
(Ag) a protilatky (Ab) pouziva jako zaklad separace (Subramanian, 2002). Protilatka
specifickd pro dany antigen je imobilizovana na pevném nosi¢i za vzniku
imunosorbentu. Slozitd smés reaktantll je vedena pfes imunosorbent, pficemz
antigeny jsou specificky zachyceny na protilatce, kdezto ostatni balastni latky jsou
odmyty. Reverzibilni interakce mezi antigenem a protilatkou mize byt naruSena

eluénim cinidlem, &imz se ziska vysoce Cisty produkt, viz obrazek 4.

kondicionace naneseni vzorku promyti eluce

1 1 1 1

>

i
Q
Q
Q

Obr. 4: Princip imunoafinitni chromatografie

2.5 Enzymova imunoanalyza

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je pfimy vazebny test na protilatky
anebo antigeny. Tyto testy jsou €asto vyuzivany k diagnostice virovych onemocnéni.
Pro standardizaci testu je nezbytna pfiprava znamého antigenu nebo protilatky
(Murphy, 2012). Existuje vice uspofadani ELISA testu, podle toho, zda se jedna o
kompetitivni & nekompetitivni typ, anebo podle stanovovaného reaktantu na pevné
fazi (Litzman et al., 2007).

ELISA test nejCastéji probiha v 96-ti jamkovych mikrotitracnich destiCkach.
Specificka protilatka pro antigen, ktery se ma stanovit, se navaze na pevnou fazi.

Pfida se antigen znaeny enzymem ve znamém mnozstvi. Nasledné se pfida bud
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znamé (standardni) nebo neznamé (analyzované) mnozstvi neoznaceného antigenu.
Deska je inkubovana a dochazi ke kompetici oznaCeného antigenu se standardnim
nebo zkoumanym neoznaCenym antigenem. Po uplynuti inkubaéni doby se jamka
v desti€ce (reakéni prostor) promyje roztokem, €imZ se odstrani volné reaktanty.
V jamce zUstanou pouze oznaCené a neoznacené antigeny, jenz jsou navazany na
sténu jamky, tzn. na imobilizovanou protilatku. Dale je pfidan roztok substratu. Enzym,
ktery je pfitomen v imunokomplexech, rozlozi tento substrat za vzniku barevného
produktu (Ferencik, 1989). Zména barvy reakéniho roztoku je tedy pozitivni reakci.
Intenzita zbarveni se spektrofotometricky zméfi. Nejedna se pouze o metodiku
kvalitativni, ale také o kvantitativni, protoZe intenzita vysledného zbarveni je v urcitém
rozmezi koncentraci pfimo umérna mnozstvi protilatky, ktera se navazala, takze také

koncentraci prokazovaného antigenu ve vzorku, viz obrazek 5 (Litzman et al., 2007).

o9 &
V'S vv v - v &
I ) W J — =
13 v v v 4 v
v “E’v’
° o ¢ %S ¢ %%
protilatka & antigen

& antigen znaceny enzymem

Obr. 5: Princip enzymové imunoanalyzy
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie a pfistroje
Chemikalie

Affigel 10 (BioRad, Némecko), azid sodny (Sigma-Aldrich, USA), ethanol (VWR
chemicals, CR), ethanolamin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA), fytoagar (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko), hydrogenuhligitan sodny (Lachema, CR), hydroxid sodny
(Lach-Ner, CR), interni standardy auxind (Olchemim, CR), kyselina chlorovodikova
(Lach-Ner, CR), kyselina mravenéi (Sigma-Aldrich, USA), methanol (Lach-Ner, CR),
Murashige & Skoog médium (Duchefa Biochemie, Nizozemsko), p-nitrofenylfosfat
(Sigma-Aldrich, USA), sacharéza (Duchefa Biochemie, Nizozemsko), siran amonny
(Lach-Ner, CR), standardy auxini (Olchemim, CR)

Slozeni roztoku

MOPS pufr: 20,93 g kyseliny 3-morfolinopropansulfanove, 17,53 g NaCl na 1 litr
destilované vody; pH 7,2

PBS pufr: 0,87 g NacCl, 7,8 g NaH2PO, . 2 H,0 na 1 litr destilované vody; pH 7,2

PBS pufr pro dialyzu: 9 g NaCl, 17,9 g Na;HPO, . 12 H,O na 1 litr destilované vody;
pH 7,2

Pufry pro ELISU:

BSA: 200 mg na 1 litr TBS pufru

Koutovaci pufr: 4,2 g NaHCO3 na 1 litr destilované vody, pH 9,6
NaOH: 9,99 g, 0,5 M na 0,5 litru destilované vody

TBS pufr: 6,05 g Tris, 0,203 g MgCl, . 2 H,0, 0,584 g NaCl na 1 litr destilované vody,
pH 7,5
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Pristroje

Analytické vahy — CPA225D, Sartorius, Némecko

Centrifuga — Heraeus Biofuge Stratos, Trigon plus, Ceska republika
Kulovy mlynek — HM 301, Retsch, Ceska republika

Laminarni flowbox — Heto-Holten, Dansko

pH metr — Eutech Instruments, Nizozemsko

Plate reader, Labsystems Multiscan Plus, Finsko

Ultrazvuk — EImasonic S10, Elma, Ceska republika

UV — VIS 1601 spektrofotometr, Shimadzu, Japonsko

Vakuovy manifold — Visiprep, Supelco, USA

Vortex — Velp Scantifica, Chemos, Ceska republika
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3.2 Metody prace

3.2.1 Cisténi protilatek

Protilatky mohou byt CiStény rlznymi zpUsoby na zakladé jejich jedinecnych
fyzikalnich a chemickych vlastnosti, jako je velikost, rozpustnost, naboj, hydrofobicita
a vazebna afinita. V této praci byly protilatky vysrazeny siranem amonnym, jakozto
vhodny prvni krok pfi Cidténi protilatek. Princip sraZeni spociva ve ,vysolovani“
proteinll z roztoku. Témto proteiniim je zabranéno tvofit vodikové vazby s vodou a sl
umoznuje jejich vzajemnou interakci mezi sebou. Vytvari se agregaty, které se poté

vysrazi z roztoku (Grodzki a Berenstein, 2010).

K pfipravé Cistych protilatek precipitaCni metodou byl pouZit nasyceny roztok
siranu amonného, pH 7,2. Bylo smichano 5 ml krevniho séra (polyklonalni protilatky)
nebo ascitu (monoklonalni protilatka) se 2 ml PBS pufru (0,87 g NaCl; 7,8 g NaH.PO4
. 2 H20/l; pH 7,2). Tato smés byla pfenesena do vhodné centrifugacni zkumavky a za
stalého michani k ni bylo pomalu pfikapano 7 ml roztoku siranu amonného. Nasledné
byla smés promichana na vortexu a byla ponechana 20 minut pfi laboratorni teploté,
pricemz byla jesté opét lehce promichana. Dale nasledovala centrifugace, ktera trvala

20 minut pfi teploté 4 °C a pfi 10 000 rpm.

3.2.2 Rozpusténi a dialyza protilatek

Dialyza je proces, pfi kterém se oddéluji velké molekuly od malych molekul pfes
polopropustnou membranu (Berg et al., 2012). Smés protein se umisti do dialyzacni
trubice. Tato trubice je poté ponofena do pufru, ktery neobsahuje malé molekuly, jenz
maji byt nasledné oddéleny. Molekuly (proteiny), které jsou podstatné vétsi, nez je
primér poru, zustavaji uvniti dialyzacni trubice. Malé molekuly prochazi pory

v membrané a difunduji z prostfedi s vySSi koncentraci do mista s nizSi koncentraci.

Po centrifugaci byl z centrifugacni zkumavky supernatant opatrné odstranén a
sedlina rozpusténa v minimalnim objemu PBS pufru. V sedliné byly tedy pfitomny
pozadované protilatky. Roztok byl poté pfenesen do dialyzaéni trubice a dialyzovan
3 dny proti PBS dialyzaénimu pufru. Roztok s Cistymi protilatkami byl oSetfen

pfidavkem azidu sodného a uskladnén pfi -20 °C.
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3.2.3 ELISA testy

Optimalizace parametrt ELISA testu zahrnovala tyto kroky:

1) optimalizace mnozstvi znaéeného auxinu a mnozstvi protilatky
2) optimalizace kalibraéni kfivky

3) studium k¥izoveé reaktivity

ELISA probiha v mikrotitracnich desti¢kach, které obsahuji 96 jamek (8 fadka a
12 sloupct). Vnitfni povrch destiCek je vyroben ze specialniho plastu, ktery je schopen
vazat protilatky a antigeny. Prvnim krokem bylo navazani protilatky na ELISA desku.
Deska byla nakoutovana monoklonalni anti — IAA protilatkou, nebo polyklonalnimi
protilatkami: anti — oxIAA nebo anti — IAA-N, které byly rozpustény v pufru
z hydrogenuhli¢itanu sodného (4,2 g NaHCOs3, 50mM, pH 9,6). Do jamky bylo celkem
aplikovano 150 ul této smési. Nakoutovana deska byla inkubovana pfes noc ve 4 °C.
Po uplynuti této doby byla deska vyklepnuta a 2x promyta redestilovanou vodou, aby
se odstranily nenavazané protilatky a nasledné byla vysudena. Poté byla pomoci
osmikanalové automatické pipety naplnéna BSA pufrem, ktery minimalizuje mozné
nespecifické interakce, v mnozstvi 200 ul na jamku. Nasledovala opét inkubace - 1
hodinu pfi 24 °C. Mezitim byly pfichystany pfislusné standardy IAA, IAA-Me, oxIAA
nebo oxIAA-Me, které byly nafedény do TBS pufru a také pfisluSny enzymovy
konjugat (IAA-AP, IAA-N-AP, IAA-Me-N-AP nebo oxIAA-AP), ktery byl nafedén do
BSA pufru, viz tabulka 3.

Tab. 3: Pfiklad fedéni monoklonalni protilatky a fedéni konjugatu IAA-AP

Cislo desky koncentrace protilatky proti IAA Redéni konjugatu s AP
1 7,9 mg/mi 1:1333, 1:2000, 1:332, 1:4000
2 10,5 mg/ml 1:1333, 1:2000, 1:332, 1:4000

Po 1 hodiné byl BSA pufr odstranén, deska byla opét 2x promyta redestilovanou
vodou a vysuSena. Deska byla naplnéna TBS pufrem (100 pl na jamku). Nasledné
bylo do prvniho sloupce aplikovano 50 pl roztoku pfisludného standardu o koncentraci
10° M. Roztok v prvnim sloupci byl promichan a pomoci automatické pipety bylo
postupné preneseno 50 ul roztoku z prvniho sloupce az do sloupce 11. Timto krokem
se sniZzovala koncentrace antigenu zleva doprava. Poté byl co nejrychleji nanesen do

kazdé jamky, kromé& jamky 12A, pfisluSny enzymovy konjugat v mnozstvi 50 ul na
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jamku. Jamka 12A slouzila jako blank pro méfeni absorbance. Deska byla inkubovana
1 hodinu pfi 24 °C. Po hodiné byla deska vyklepnuta, 2x promyta redestilovanou
vodou a vysusena. Nasledné byl do kazdé jamky aplikovan substrat - 150 pl na jamku.
Jako substrat byl pouzit p-nitrofenylfosfat, v mnozstvi 1 mg p-nitrofenylfosfatu/1 ml
hydrogenuhli¢itan sodného pufru. Deska byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni
teploté. Reakce byla zastavena hydroxidem sodnym (0,5 M). Deska byla pfenesena
do spektrofotometru, kde byla zméfena intenzita Zlutého zbarveni pfi vinoveé délce

405 nm. Hodnoty B/Bo byly vypocCitany podle vztahu:

A (B) - A (UB)
A (Bo) - A (UB)

B/Bo= x 100 (%)

A(B) —absobance standardu; A (Bo) absorbance za nepfitomnosti neznaceného IAA-

Me; A(UB) absorbance za pritomnosti nadbytku neznaceného IAA-Me.
Nasledné byla provedena logaritmicka transformace kalibracni kfivky podle vzorce:

Logit B/Bo= In [B/Bo/(100- B/Bo)]

3.2.4 Kirizova reaktivita

Ke kFizoveé reaktivité dochazi tehdy, kdyz jedna protilatka reaguje s epitopem, ktery je
strukturné podobny imunogenu (Daussant a Desvaux, 2007). Afinita protilatky pro dva
epitopy maze byt zcela odliSna. Relativni intenzita kfizové reaktivity se v souasné
dobé hodnoti pomoci ELISA testu. KFfizovou reaktivitu mizeme pozorovat u
monoklonalnich protilatek (specifické pro jeden epitop), nebo u polyklonalnich
protilatek (protilatky pfitomny v séru jsou specifické pro rizné epitopy). V poslednim
pfipadé mulze byt kfizova reaktivita uskute¢néna jednou nebo nékolika protilatkami,

které jsou v séru obsazeny.

Pomoci ELISA testu bylo otestovano 37 auxinovych derivata (viz tabulka 5). Byly
pouzity pouze monoklonalni protilatky anti — IAA a konjugat IAA-AP. Na kazdou desku
byl do fad AB nanesen standard IAA-Me. Tato latka ma kfizovou reaktivitu 100 %. Do
6 zbyvajicich fad byly vzdy ve 2 opakovanich naneseny dalSi 3 zkoumané latky.

V8echny standardy byly nanaseny v koncentraci 10° M. Praktické provedeni ELISA
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testu bylo stejné jako pfi optimalizacich. KFfizova reaktivita byla vypocitana podle

nasledujiciho vzorce:

koncentrace standardu pfi B/Bo

KFizova ktivita =
fizova reaktivita koncentrace kfiZzové reaguijicich latek pfi B/Bg

3.2.5 Priprava média a vertikalnich desek

Pro pfipravu kultivaéniho média bylo navazeno 1,1 g Murashige & Skoog média (MS)
a 5 g sachardézy. Latky byly rozpustény v redestilované vodé a pomoci 0,1 M
hydroxidu sodného bylo upraveno pH na 5,7 a objem roztoku dopInén na 0,5 I. Poté
bylo do Erlenmayerovy banky navazeno 3,5 g fytoagaru a zalito pfipravenym
roztokem MS a sachardzy. Banka byla dukladné prekryta alobalem a oznacena
paskou pro kontrolu sterilizace. Médium bylo auktoklavovano, stejné jako Spicky,
filtraCni papir ve sklenéné Petriho misce, paratka, pinzeta a destilovana voda. Sterilni

médium bylo ve flowboxu rozlito do 10 kultivacnich desek.

3.2.6 Sterilizace seminek pred vysevem

Seminka byla odsypana do mikrozkumavky a byl k nim pfidan 1 ml sterilizaniho
roztoku (70% ethanol (v/v), 0,1% Tween 20). Mikrozkumavka byla michana 10 minut
pfi 4 °C, poté byl ve flowboxu opatrné odstranén sterilizaéni roztok. Nasledné byla
seminka v mikrozkumavce jesté protfepana s 1 ml 96% ethanolu (v/v). Zbytek

ethanolu byl sterilni Spi¢kou odstranén.

3.2.7 Vysev

Seminka Fefichy seté (Lepidium sativum) a Salvéje hispanské (Salvia hispanica) byly
zasazeny ve 2 fadach asi po 20 kusech. Seminka husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana L., COL-0) byla zasazena také po 20 kusech, ale ve 3 fadach (viz obrazek
6). Po nasazeni seminek byly desky zavfeny a pfetahnuty paskou Softpore. Nasledné

byly zabaleny do alobalu, poté do ¢erného sacku a uloZzeny na 48 hodin do lednice.
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Po uplynuti této doby byly desky pfeneseny do fytotronu, kde byly ulozeny vertikalné

do stojand. Teplota v klima boxu byla 22 °C a svételny rezim byl 16 h svétlo / 8 h tma.

Obr. 6: Dvoutydenni rostlinky huseni¢ku rolniho

3.2.8 Extrakce vzorkd pro analyzu IAA

Vzorky jednotlivych rostlin byly homogenizovany pod tekutym dusikem a rozvazeny
asi po 20 mg do mikrozkumavek, nasledné byly vzorky uchovany pfi teploté — 70 °C.
Ke kazdému vzorku bylo pfidano 990 pl extrakéniho pufru (50 mM fosfatovy pufr, pH
7,0, 0,1% DEDTCA - diethyldithiokarbamova kyselina), 10 pl smési internich
standardu (5 pmol) a 3 homogenizaéni kulicky. Vzorky byly homogenizovany pomoci
kulového mlynku pfi frekvenci 20 Hz. Nasledné byly vzorky extrahovany na kolotogi
pfi 4 °C po dobu 15 minut a centrifugovany (15 minut pfi 17 000 rpm, 4 °C). Vzorky
byly pfeneseny do Cisté mikrozkumavky a okyseleny pfidanim 45 pl 1 M kyseliny
chlorovodikové na pH 2,7.
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3.2.9 Extrakce na pevné fazi

Pro extrakci na pevné fazi (SPE) byly pouzity kolony C8, 500 mg (Agilent
Technologies). Kolony byly pfipraveny tak, ze byly promyty 2 ml 100% methanolu a
nasledné 2 ml 1% kyseliny mravenci (v/v). Poté byly vzorky naneseny na kolony a po
jejich prokapani byly kolony promyty 2 ml 10% methanolu (v/v) okyseleného 1%
kyselinou mravenéi (v/v). Eluce probéhla pomoci 2 ml 70% methanolu (v/v)
okyseleného 1% kyselinou mravenci (v/v). Vzorky byly odpafeny do sucha na rotacni

vakuové odparce.

3.2.10 Methylace

Pfed imunoafinitni chromatografii bylo nutné vzorky osetfit methylaci, jelikoz methyl
estery vykazuji lepSi kfizové reaktivity nez volné kyseliny. Odpafené vzorky byly
rozpustény ve 100 pl methanolu okyseleného kyselinou chlorovodikovou (1%, v/v).
Poté k nim bylo pfidano 300 ul diazomethanu, smés byla promichana a nechana
reagovat 10 minut, poté byla opét promichana. Vzorky byly odpafeny do sucha na

TurboVap dusikové odparce.

3.2.11 Priprava imunoafinitniho gelu

Pro pfipravu imunoafinitniho gelu byl pouzit afinitni gel Affigel 10 (BioRad). Na 1 ml
tohoto gelu mohlo byt maximalné navazano 25 mg IgG. Blokovaci latkou byl 1 M
ethanolamin hydrochlorid, pH 8. Vyizolovana protilatka byla dialyzovana pfes noc
proti MOPS pufru (20,93 g MOPS; 17,53 g NaCl; pH 7,2) pfi teploté 4 °C. Do Cisté
kolonky byly pomoci Pasteurovy pipety pfeneseny 3 ml gelu. Isopropanol byl nechan
vykapat zpét do zasobni lahvi¢ky. Pfipraveny gel byl promyt 10 ml redestilované vody
a 15 ml MOPSu. Nasledné byl pfenesen do plastové zkumavky a smichan s roztokem
protilatky (25 mg/ml gelu). Reakéni smés byla michana 4 hodiny pfi 4 °C. Po uplynuti
této doby byla zablokovana nadbyte¢na vazebna mista pfidanim 300 pyl 1 M
ethanolamin hydrochloridu a smés byla michana jesté dalSi hodinu pfi 4 °C. Dale byl
gel pfenesen do kolony s fritou, promyt 10 ml vody a 15 ml PBS. Takto pfipraveny gel

byl uchovavan v PBS pufru s pfidavkem azidu sodného pfi teploté 4 °C.

28



3.2.12 Imunoafinitni chromatografie

Stanoveni kapacity a navratnosti gelu

Imunoafinitni gel byl po 500 ul rozpipetovan do kolonek s fritou o objemu 3 ml a
zregenerovan nasledujicim zpusobem: 3 ml PBS, 3 ml destilované vody, 3 ml
methanolu, 3 ml destilované vody a 3 ml PBS. Standard IAA-Me byl nanesen na
kolony v koncentracich 100 pmol, 200 pmol, 500 pmol, 1000 pmol, 2500 pmol a 5000
pmol a jiman do téZze zkumavky. Pro zvySeni vytéZnosti byl cely proces 7x opakovan.
Pozadovany analyt se navazal na imunoafinitni gel a necistoty byly z kolonky odmyty
pomoci 9 ml destilované vody. Eluce analytu probéhla pfidanim 3 ml vychlazeného
100% methanolu. Vzorky byly jimany do Cisté zkumavky a odpafeny do sucha na

TurboVap dusikové odparce.

Méreni realnych vzorku

Vzorky byly rozpustény v 970 ul PBS a ve 30 ul 100% methanolu a byly umistény
na 3 minuty do ultrazvuku. Nasledné byly naneseny na kolony, postup byl totozny
jako pfi stanoveni kapacity a navratnosti gelu. Obsah auxint byl stanoven pomoci

UHPLC-MS/MS metody rutinné pouzivané v Laboratofi ristovych regulatora.
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4  Vysledky

4.1 Priprava protilatek

Polyklonalni protilatky proti auxinlm a jejich konjugatim byly ziskany imunizaci
kralika. Kralikim bylo odebrano krevni sérum, protilatky byly vysrazeny siranem
amonnym, centrifugovany, rozpustény v PBS a dialyzovany proti PBS pufru. Jejich
koncentrace byla zméfena na spektrofotometru pfi vinové délce 280 nm. Koncentrace
anti — IAA-N protilatky (konjugované pfes dusik) byla 24,5 mg/ml, koncentrace anti —
oxIAA protilatky byla 18,2 mg/ml. Enzymovou imunoanalyzou bylo prokazano, ze
polyklonalni protilatky nevazi dany antigen, proto byly vSechny dalSi experimenty
provadény na protilatkdch monoklonalnich. Monoklonalni protilatka anti — IAA byla
ziskana hybridomovou technologii (Kbéhler a Milstein, 1975), pokusné mysi byly
imunizovany konjugatem IAA spojenym pfes karboxylovou skupinu s hovézim
sérovym albuminem (IAA-C1°-BSA). Protilatky byly vysrazeny ze zapalové bfisni
tekutiny mySi a zpracovany stejnym zpusobem jako polyklonalni protilatky, jejich
koncentrace byla 12,6 mg/ml.

4.2 Zakladni parametry ELISA testu

V grafu 1 je zobrazena kalibracni kfivka ELISA testu po optimalizaci jednotlivych
parametr(. V grafu sledujeme zavislost B/Bo na latkovém mnozstvi standardu IAA-Me
[fmol]. Hodnota B je absorbance standardu, ktery se navazal na danou protilatku pfi
kompetici se znaCenym antigenem. Hodnota By je poté absorbance v nepfitomnosti
neznaCeného auxinu. Kalibra¢ni kfivka byla nasledné logaritmicky transformovana

pomoci vzorce (graf 2):

logit B/Bo = In[B/Bo : (100 — B/Bo)]
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Graf 1: Kalibragni kfivka ELISA testu pro IAA-Me
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Graf 2: Logaritmicky transformovana kalibrac¢ni kfivka ELISA testu pro IAA-Me
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Tab. 4: Zakladni parametry ELISA testu pro stanoveni IAA-Me

Charakteristiky MAD proti IAA

Koncentrace protilatky 7,89 ug/ml

Mnozstvi znaceného antigenu 25,00 ng

Linearni rozsah méreni 457 .10°-1,0.10% mol/l
Detekéni limit 4,57 . 10°molll

Hodnota poloviéniho vytésnéni (B/Bo) 1,50 . 10" mol/l
Nespecificka vazba 0,90 %

Variabilita testu 1,37 %

Variabilita mezi testy 1,10 %

Objem protilatky, ktery byl na desku nanesen, je 8 ul. Tento objem byl pfenesen
do 15 ml koutovaciho roztoku a vysledna koncentrace protilatky byla 7,89 ug/ml. Pro
dosazeni optimalnich hodnot ELISA testu byla potfebna koncentrace konjugatu IAA-
AP 25 ng na jamku. Za téchto podminek byla nespecificka vazba 0,90 % z vazané

aktivity enzymového konjugatu.

Tvar kalibraéni kfivky udava rozsah koncentraci pouzitelnych pro dany test. Pro
pfesné urCeni rozsahu mérfeni byla kalibrani kfivka linearizovana pomoci log-logit
transformace (4,57 . 10°— 1,0 . 10° mol/l).

K ur€eni citlivosti dané imunoanalyzy se nej¢astéji pouziva detekCni limit. To je

Detekéni limit ELISA testu byl 4,57 . 10° mol/l.

Hodnota poloviéniho vytésnéni (B/Bo) byla vyhodnocena ze sklonu kalibraéni
kfivky (1,50 . 10" mol/l), tento parametr je zavisly pouze na sklonu kalibraéni kfivky a
nezahrnuje experimentalni rozptyl a je vhodny ke sledovani stability ELISA testu.
Variabilita uvnitf ELISA testu byla 1,37 %. Tuto hodnotu Ize definovat jako shodu
vysledkl série méfeni téhoz vzorku zpracovanych soubé&zné za stejnych podminek a
vyjadfuje se jako varia¢ni koeficient. Variabilita mezi testy (1,1 %) je vyjadfena rovnéz
pomoci varianiho koeficientu a je vypocitana na zakladé méfeni téhoz standardu

v nékolika rdznych pokusech.
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4.3 Specifita protilatek

V mé bakalarské praci bylo pro zjisténi kfizové reaktivity rdznych derivatl auxinG
vyuzito enzymové imunoanalyzy. Testovala jsem celkem 37 derivatd auxinu, které
vykazovaly vétSi ¢ mensi kfizovou reaktivitu, tedy afinitu k dané protilatce. VSechny
ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. NejvysSi kfizovou reaktivitu, kromé
standardu IAA-Me (100 %), ma IAA-Et (305 %). Vysokych hodnot dosahuje také IAA-
Gly (91,60 %) a IAAla-Me (57,80 %). Velka ¢ast testovanych hormonu dosahuje
nizkych hodnot, a to <0,01 %. Tyto hormony maji velmi malou (nebo témér zadnou)

afinitu k protilatce.
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Tab. 5: Pfehled auxint s hodnotami kfizové reaktivity

Zkratka Nazev KFizova reaktivita [%]
IAA-Me Methyl ester kyseliny indol-3-octové 100,00
IAA-Et Ethyl ester kyseliny indol-3-octové 305,00
IAA Indol-3-octova kyselina 0,79
IAM Indol-3-acetamid 22,00
IAN Indol-3-acetonitril 4,79
IEt Indol-3-ethanol <0,01
IM Indol-3-methanol 6,85
IAld Indol-3-aldehyd 0,20
ISCA Indol-3-karboxylova kyselina <0,01
IPA Indol-3-propionova kyselina <0,01
IBA Indol-3-maselna kyselina <0,01
OxIAA 2-Oxindol-3-octova kyselina <0,01
4CIIAA 4-Chlorindol-3-octova kyselina <0,01
TRP Tryptofan <0,01
TRY Tryptamin <0,01
IAAla Indol-3-acetyl-L-alanin 3,40
IAVal Indol-3-acetyl-L-valin <0,01
IAA-Gly Indol-3-acetyl-L-glycin 91,60
IAA-Leu Indol-3-acetyl-L-leucin <0,01
IAA-Asp Indol-3-acetyl-L-aspartat 2,73
IAA-Phe Indol-3-acetyl-L-fenylalanin 0,03
IA-lleu Indol-3-acetyl-L-isoleucin <0,01
IA-Glu Indol-3-acetyl-L-glutamova kyselina 2,45
IAAla-Me  Methyl ester indol-3-acetyl-L-alaninu 57,80
IAASP-Me; l[())l/?eeiit;\;/l ester indol-3-acetyl-L-asparagové 6.15
IAGIU-Me, E}l/g]e(-:ltit;\;/I ester indol-3-acetyl-L-glutamoveé 023
IAGly-Me  Methyl ester indol-3-acetylglycinu <0,01
IAlle-Me Methyl ester indol-3-acetyl-L-isoleucinu 2,69
IALeu-Me  Methyl ester indol-3-acetyl-L-leucinu <0,01
laPhe-Me  Methyl ester indol-3-acetyl-L-fenylalaninu <0,01
ISCA-Me Methyl ester indol-3-karboxylové kyseliny <0,01
4CIIAA-Me  Methyl ester 4-chlorindol-3-octové kyseliny 13,00
IGA-Me Methyl ester indol-3-glyoxylové kyseliny <0,01
Trp-Me Methyl ester tryptofanu <0,01
oxIAA-Me  Methyl ester 2-oxindol-3-acetylu <0,01
IBA-Me Methyl ester indol-3-maselné kyseliny 3,10
IPA-Me Methyl ester indol-3-pyrohroznové kyseliny 0,12
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4.4 Kapacita imunoafinitniho gelu

Monoklonalni protilatky proti IAA-Me byly navazany na imunoafinitni gel. Jeho
kapacita pro IAA-Me je 3,3 £ 0.2 nmol na 1 ml. Zavislost navratnosti gelu na latkovém
mnozstvi IAA-Me je zobrazena v grafu 3.
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Graf 3: Zavislost navratnosti imunoafinitniho gelu na latkovém mnozstvi IAA-Me

4.5 Vysledky méreni realnych vzorku

Byly stanoveny hladiny IAA a jejich konjugati s aminokyselinami ve tfech testovanych
rostlinach — husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L., COL-0), feficha seta (Lepidium
sativum) a Salvéj hispanska (Salvia hispanica). Rostliny byly péstovany na
vertikalnich deskach ve fytotronu a extrahovany pro analyzu auxint. Pozadované
mnozstvi navazené Cerstvé hmoty bylo kolem 20 mg a méfeni bylo provedeno pomoci
UHPLC-MS/MS analyzy. Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze 3 testované rostliny
obsahuji nejvice IAA. Vrostlinach jsou také v menSim mnozZstvi zastoupeny
konjugaty IAA s aminokyselinami Asp, Glu, Gly a Leu. Mimo mez detekce se u vSech
zkoumanych rostlin nachazi IAAla, IAPhe a IAVal.
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Tab. 6: Hladiny auxin(i v realnych vzorcich, IAAla, IAPhe, IAVal - <LOD (limit detekce)

[pmol/g] Cerstvé hmoty
IAA IAAsp IALeu IAGIu IAGly
Husenicek 200,5+10,6 349+20 043+0,15 17,7+2,1 0,09 0,02
rolni

Reficha 1456 +125 16,6+ 1,1 <LOD 86+1,3 <LOD
seta
Salvéj 297+ 34 394+46 <LOD 13,4+25 <LOD

hispanska




5 Diskuze

Cilem této prace bylo charakterizovat 3 typy protilatek proti auxinim. Byly testovany
dvé polyklonalni protilatky — anti — IAA-N a anti — oxIAA, které byly ziskany imunizaci
kralika. ELISA testy bylo zjisténo, ze nemohou byt pouzity pro dalSi experimenty —
jejich afinita k pfislusnému antigenu byla velmi nizka. Proto byla otestovana
monoklonalni protilatka, ktera se ukazala jako vhodna a byla pouzita pro izolaci
endogennich auxind. Konjugat monoklonalni protilatky byl vytvofen spojenim IAA
s hovézim sérovym albuminem (BSA) pfes karboxylovou skupinu (IAA-C1°-BSA).

Tento postup popsal jiz dfive Weiler (1981).

KFizovou reaktivitou byla ur€ena specifita monoklonalni protilatky. Tomuto testu
bylo podrobeno 37 derivati auxind. Dle predpokladu méla vyjit nejvy$Si hodnota
kfizové reaktivity u strukturné nejpodobnéjsich latek. Tento pfedpoklad se potvrdil,
kromé standardu IAA-Me (100 %) mél vysokou hodnotu kfizové reaktivity IAA-Et (305
%). Nizkou hodnotu méla naopak volna IAA (0,79 %). Rozsahlé studie anti-IAA
protilatek potvrzuji jejich polyspecifitu. Péncik et al. (2009) testovali polyklonalni
protilatky proti IAA a kfizova reaktivita 3-substituovanych indolt (zahrnujici indol-3-
acetamid, indol-3-acetonitril, indol-3-ethanol a methyl estery IAA konjugatll) se
pohybovala mezi 85 % az 210 %, v porovnani s IAA-Me.

Byly vypéstovany 3 druhy rostlin — husenicek rolni, feficha seta a Salvéj hispanska.
Vzorky byly podrobeny extrakci na pevné fazi (SPE). RolCik et al. (2005) se zabyvali
purifikaci indol-3-octové kyseliny pomoci SPE, jakozto vhodny krok pro extrakci a
odstranéni nadbyteéné matrice ze vzorku. Postup je zaloZzen na pouziti kolon C18,
celkova navratnost byla ur€ena mezi 89-94 %. Smés monoklonalnich protilatek
s vysokou afinitou vici auxinim byla pouzita pro pfipravu imunoafinitniho gelu, jeho
kapacita pro IAA-Me byla 3,3 + 0,2 nmol na 1 ml. Pomoci imunoafinitni
chromatografie byly ziskany auxiny, které byly dale kvantifikovany. Smés obsahujici
IAA a jeji konjugaty byla oznagena internimi standardy (pfipraveny dle lli¢ et al.,
1997), které odpovidaly studovanym slou¢enindm. Standardy obsahovaly indolovy
skelet oznaceny péti atomy deuteria, atomem *N nebo !*C. Slouceniny byly
kvantifikovany pomoci selektivni UHPLC — MS/MS analyzy. U vSech tfi testovanych
rostlin bylo nalezeno nejvétSi mnozstvi IAA, IAAsp a IAGIlu. V rostlinach se ale
nachazely v mnohem mensim mnozstvi, nez popsal Péncik et al. (2009) u testované
rostliny Cemefice Cerné (Helleborus niger). U této rostliny nové detekovali 1AA
konjugaty se tfemi aminokyselinami — Gly, Val a Phe. V experimentalni casti této

bakalarské prace byl IAVal a IAPhe mimo mez detekce, IAGly byl v nepatrném
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mnozstvi detekovan pouze u husenicku rolniho. Kowalczyk a Sandberg (2001) jiz
dfive analyzovali hladiny konjugatl IAA s Asp, Glu a jednoho oxidativniho katabolitu
(oxIAA) v husenicku a potvrdili existenci dvou dalSich konjugatd — IAAla a IALeu, které
se v rostliné vyskytuji jen velmi malém mnozstvi a nepfispivaji ke zvySeni celkového
objemu IAA. Vtéto praci byl detekovan I|ALeu v nepatrném mnozZstvi, IAAla
detekovan nebyl. Matsuda et al. (2005) kvantifikovali kyselinu indol-3-octovou (IAA) a
jeji konjugaty v ryzi seté (Oryza sativa). V rostliné byla dle pfedpokladu nejvice
zastoupena IAA, a to ve vSech Castech rostliny v€éetné semen. Mimo to byly v kofeni,
kalusu a semenech detekovany ftfi typy konjugatl — IAAsp, IAGIu, IAAla. V této
bakalafské praci se IAA, IAAsp a IAGIu vyskytovali u v3ech testovanych rostlin ve

vétSim mnozstvi nez v ryzi.
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6 Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo charakterizovat protilatky proti auxinim a na jejich
zakladé pfipravit gel pro imunoafinitni chromatografii. Testovani bylo provedeno
pomoci enzymové imunoanalyzy. Polyklonalni protilatky byly ziskany z krali¢iho séra
a vysrazeny siranem amonnym, koncentrace protilatky anti — IAA-N byla 24,5 mg/mi
a anti — oxIAA 18,2 mg/ml. Bylo zjisténo, ze tyto protilatky vykazovaly velmi $patnou
afinitu k imunogenu, a proto byla v dalSich experimentech pouzita monoklonalni
protilatka ziskana hybridomovou technologii. Studiem kfizové reaktivity byla uréena
specifita monoklonalni protilatky, nejvysSich hodnot dosahovaly IAA-Et (305 %) a
IAA-Gly (91,60 %), v porovnani se standardem IAA-Me (100 %).

Po charakterizaci byla monoklonalni protilatka navazana na imunoafinitni gel,
jehoz kapacita pro I1AA-Me byla stanovena na 3,3 = 0.2 nmol na 1 ml. Pomoci
imunoafinitni chromatografie byly vyizolovany auxiny z rostlinného materialu, které
byly nasledné kvantifikovany pomoci UHPLC-MS/MS. Bylo zji§téno, ze v nejvét§Sim
mnozstvi se u testovanych rostlin nachazi IAA, dale IAAsp a IAGIu. Konjugaty IAA

s Ala, Val a Phe nebyly detekovany.
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