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Abstrakt

Heat shock proteiny (Hsps) st funk¢ne prepojené proteiny, ktorych expresia je regulovana
mnozstvom mechanizmov v bunkach, ked st bunky vystavené vysokym teplotam,
a potlaCaju denaturaciu molektl spdsobentt vplyvom rdéznych podnetov. Na ziklade
vlastnosti a funkcie boli Hsp rozdelené do piatich hlavnych tried Hsps charakterizovanych
podrla ich pribliznej molekulovej hmotnosti: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 a malé heat
shock proteiny. V rastlinach sa Hsp70 najStudovanejsou skupinou Hsps, ktoré
sa nachadzaju v cytozole, mitochondriach, chloroplastoch a endoplazmatickom retikule.
Metdda ELISA patri medzi kvantitativne analytické metédy a ma vysoku citlivost’
a Specificitu. Vyuziva sa k detekcii a stanoveniu koncentracie antigénov (peptidy,
proteiny, hormoény, vitaminy, liecivd) alebo protilatok. Cielom diplomovej prace bolo
zaviest a optimalizovat metodu ELISA pre stanovenie Hsp70 v hrachu, vyuzit
optimalizovani ELISA metodu pri $tudiu vplyvu abiotického stresového faktora (teplo,
chlad) na produkciu Hsp70 v hrachu a porovnat’ vysledky s klasickym Western blotom.
Pre stanovenia boli pouzité tri genotypy hrachu, a to Arvika, Arkta a Trendy, ktoré boli
zozbierané v Casovych intervaloch 0; 0,5; 1; 2; 4 a 24 hodin po vystaveni stresom.
Vysledky stanovené metédou ELISA a Western blotom vzajomne Kkorelovali.
Bol detegovany vplyv teplotného stresu na produkciu Hsp70 metodou ELISA. Dosiahnuté
vysledky boli porovnané s uverejnenymi zisteniami V podobnych §tadiach a mozu slazit’
k dalsiemu vyskumu.
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CIELE PRACE

Teoreticka cast’:
Vypracovat’ literarnu resers:
e Heat shock proteiny so zameranim na Hsp70
e ELISA
e Metody ELISA pre rastlinné Hsp70

Experimentalna ¢ast’:
e Zavedenie metody ELISA so Standardmi.
e Vyuzitie zavedenej metddy ELISA pri Stadiu vplyvu abiotického stresového
faktora na produkciu Hsp70 u hrachu.
e Porovnanie vysledkov stanoveni Hsp70 ELISA metodou a klasickym Western

blotom, diskusia vyhod a nevyhod a tskalia jednotlivych metod.



1 UVOD

Heat shock proteiny (Hsps), v preklade proteiny tepelného Soku, st v prokaryotickych aj
eukaryotickych organizmoch rozsirené a vSadepritomné proteiny. Prvykrat boli objavené
Vv reakcii na zvySenie teploty, ale mnoho dokazov naznacuje, Ze Hsps sa podiel'aji aj na
mnozstve d’alSich reakcii. Predovsetkym pdsobia ako chaperony a z(i¢astiuju sa na zosta-
vovani, stabilizdcii a dozrievani proteinov a proteinovych komplexov. Okrem svojej
funkcie chaperona hraji Hsps tlohu Vo vyvoji rastlin a reakcii na abiotické a biotické
stresové podmienky vratane salinity, sucha ¢i infekcie patogénmi (Berka et al., 2022).

Hsps sa vo vSeobecnosti rozdel'ujii na péat hlavnych tried podl'a ich molekulovej
hmotnosti: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 a malé heat shock proteiny (SHsps z angl.
small heat shock proteins). Trieda Hsp70 je vysoko konzervovana vo vsetkych
organizmoch a nachadza sa v réznych cCastiach bunky ako st mitochondrie, cytozol,
chloroplasty a endoplazmatické retikulum. Hsp70 sa podiel’ajii na proteinovej homeo-
staze, zabranuju zhlukovaniu proteinov a vyuzivaji energiu hydrolyzy ATP na trans-
lokéaciu a sprostredkovanie spravneho rozkladania a opdtovného skladania proteinov
(Kang et al., 2022).

V rastlinnom materiali je mozné Hsp70 detegovat’ pouzitim réznych metdd. Jednou
z pouzivanych je aj metoda ELISA, ktora patri medzi enzymové imunotesty. Pri tomto
type analyzy je jedna zo zloZiek reakcie neSpecificky adsorbovana alebo kovalentne
viazana na pevny povrch, ktorym moéze byt mikrotitracna jamka, magneticka Castica
alebo plastova gul'6¢ka. Po naviazani antigénu na pevny povrch je pridand Specificka
primarna protilatka viazica sa len na testované proteiny. Naopak, sekundéarna protilatka
je konjugovand s enzymom a viaze sa na primarnu protilatku, ktord nie je konjugovana
s enzymom. Detekcia sa vykonava pridanim substratu, ktory moze vyvolat’ farebni
zmenu. NajcastejSie pouZivanymi substratmi s fenolova donor:oxidoreduktaza peroxidu
vodika (chrenova peroxidaza, HRP, EC 1.11.1.7) alebo fosfat-monoester fosfohydrolaza
(alkalicka fosfataza, AP, EC 3.1.3.1). Reakciu enzym-Substrat mozno zastavit' pouzitim
kyseliny sirovej. Vysledok sa nasledne od¢ita spektrofotometricky pri potrebnej vlnovej
dizke v zavislosti od pouZitého konjugatu (Suleyman, 2015; Alhajj et al., 2023).

Diplomova préica je venovand optimalizacii metody ELISA pre stanovenie mnoZstva
Hsp70 v hrachu siatom, ktoré boli doteraz detegované len pomocou Western blotu
S naslednou imunodetekciou. Optimalizovand metoda moze d’alej sluzit’ k stadiu Hsp70

V réznom rastlinnom materiali.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Heat shock proteiny

Hsps objavil taliansky vedec Ferruccio Ritossa, ktory si vSimol rychlu transkripént
odpoved’ na tepelny Sok u Drosophila melanogaster a svoje vysledky napokon publikoval
v roku 1962. Hsps su rodinou funk¢ne prepojenych proteinov, ktoré reguluji svoju
expresiu, ked’ su bunky vystavené vysokym teplotdm a potlacajii denaturaciu molekul
sposobent vplyvom roznych podnetov. Termin "heat shock protein" je v Stcasnosti
nespravny, pretoze Hsps sa neexprimuju len pri vysokej teplote, ale aj pri inych stresoch
ako je chlad (Ul Hagq et al., 2019), sucho (Hussain et al., 2019), salinita (Isayenkov
& Maathuis, 2019) alebo tazké kovy (Kul et al., 2021). Su délezitymi zlozkami, ktoré
prispievaju k bunkovej homeostdze za priaznivych a Skodlivych podmienok rastu
v prokaryotickych aj eukaryotickych bunkach. VSetky Hsps s charakterizované
pritomnostou karboxylového konca nazyvaného doména tepelného Soku. Struktarne
maju spolo¢nti podskupinu chaperénov kontrolujtcich formu skladania proteinov, ktoré
st zdkladnou bunkovou zloZkou zodpovednou za r6zne kI'icové funkcie vratane syntézy,
transportu za normalnych podmienok a denaturacie proteinov pri strese a inych
bunkovych funkciach (Al-Whaibi, 2011; Jee, 2016; Khan et al., 2021; Batool et al., 2022;
Berka et al., 2022).

Hsps st dolezité v zivotnom cykle rastlin, pretoze ich tlohou je ochrana pred
biotickymi a abiotickymi stresmi. Pocas stresu dochadza k skodlivym struktarnym a fun-
kénym zmenam, ktorym podliehaji mnohé proteiny. Pre bunky je obzvlast' dolezité
udrziavat proteiny v ich funkénych konformaciach, zabrénit’ zhlukovaniu neprirodzenych
proteinov ¢i pomdct opdtovnému skladaniu denaturovanych bielkovin. Pri bunkovej
ochrane spolupracuju rozne triedy HsSps a zohravaji, niekedy sa prekryvajice tlohy.
Okrem toho, sa Hsps podielaju aj na raste a vyvoji rastlin za normalnych podmienok,

kam patri napr. vyvoj kvetov, semien a plodov (Wang et al., 2004; Ul Haq et al., 2019).

2.1.1 Klasifikacia heat shock proteinov

Hsps su konzervované takmer vo vSetkych organizmoch od baktérii po huby, rastliny
a zvierata vratane l'udi (Ul Haq et al., 2019). Vo vSeobecnosti sa v rastlinach navrhlo pat
hlavnych tried Hsps charakterizovanych podla ich pribliznej molekulovej hmotnosti:
Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 a malé Hsps, ktorych molekulova hmotnost’ sa pohybuje
od 15 do 43 kDa (Al-Whaibi, 2011; Jee, 2016). Kazda rodina Hsps obsahuje viacero



izoforiem, z ktorych kazda je nezavisle regulovana. Proteiny sa od seba lisia svojou
substratovou Specifickostou a bunkovou funkciou, ale ¢asto navzajom spolupracuju

(Bierkens et al., 1998).

2.1.1.1 Heat shock proteiny 100

Rodina Hspl00, znama aj pod oznacenim kazeinova lyticka proteinaza (Clp),
je klasifikovana Hsps s molekulovou hmotnostou od 100 do 104 kDa. Hsp100 ziskavaja
energiu z ATP a v podmienkach silného tepelného Soku zachovavaji urcité klucové
polypeptidy neporusené tym, ze umoziuju resolubiliziciu nefunkénych proteinovych
zhlukov, a taktiez pomadhaju degradovat’ nevratne poSkodené polypeptidy. Hspl00
su zvy€ajne lokalizované v cytozole alebo v jadre a aj napriek tomu sa uvadza, ze sa

podiel'aju na oprave proteinov denaturovanych teplom v endoplazmatickom retikule

(Hénninen et al., 1999; Park & Seo, 2015; Sable & Agarwal, 2018).

2.1.1.2 Heat shock proteiny 90

Zastupenie Hsp90 v rastlinnych bunkach predstavuje priblizne 1 — 2 % z celkovych
proteinov. Nachadzaju sa hlavne v cytoplazme a len zriedkavo v endoplazmatickom
retikule, mitochondriach a chloroplastoch. Zakladnd molekula Hsp90 napomaha
k spravnemu skladaniu inych proteinovych substratov, pdsobi ako mediator v signalnych
dréhach rastlinného abiotického stresu a mé ustrednt rolu v drdhach, ktoré reguluju rast
(Xu et al., 2012; Khan et al., 2021). Monomér Hsp90 obsahuje tri domény, ktorymi su
nukleotid viazuca doména na N-konci, stredna doména a C-koncova doména. Pre navia-
zanie ko-chaperonu obsahuje C-koncova doména motiv metionin-glutamin-glutamin-
valin-kyselina aspardgova (MEEVD). Aktivita skladania je zalozend na dynamickych
zmenach konformacie zavislych od ATP a je regulovand pomocou viacerych ko-

chaperénov (Hu et al., 2022).

2.1.1.3 Heat shock proteiny 60

Hsps s molekulovou hmotnostou okolo 60 kDa, zndme aj pod oznacenim chaperoniny,
zvycajne funguju vo vnutri mitochondrii spolu s ko-chaperonom Hsp10, kde sa podielaju
na udrzani proteinovej homeostazy. Nachadzaju sa vSak aj v inych sucastiach bunky
vratane endoplazmatického retikula, cytozolu, chloroplastov a jadra. Vacsina Hsp60

je indukovatel'na teplom a rovnako potrebna na zabranenie zhlukovania proteinov



¢i sprostredkovanie skladania (Kang et al., 2022). KI'icova tiloha chaperoninov spociva
Vv tom, ze pomdahaji Sirokému spektru novo syntetizovanych a novo translokovanych

proteinov dosiahnut’ ich nativne formy (Wang et al., 2004).

2.1.1.4 Malé heat shock proteiny

Malé Hsps st jedinecné, evoluéne zachované a ich funkcia nie je zavislda od ATP.
Molekulova hmotnost’ sHsps sa pohybuje od 12 do 42 kDa, a podl'a nej sa mézu d’alej
detailnejsie delit’ do tried ako napriklad Hsp20 alebo Hsp27. Hsp20 majt molekulova
hmotnost’ v rozsahu od 15 — 22 kDa, priCom ¢lenovia danej triedy obsahuju odlisné
aminokyselinové sekvencie, ktoré sa nenachddzaju v inych Hsps. sHsps nedokdzu
preskladat’ cudzie proteiny, ale mozu sa viazat’ na ¢iastocne poskladanu alebo poskodenu
Cast’ substratu, a tym zabrania rozloZeniu stabilnych proteinov (Khan et al., 2021). sHsps,
ako sucast mechanizmov kontroly kvality bunkovych proteinov, sa pri environ-
mentalnych stresoch povazujl za prva liniu obrany proti stresu, ktory ohrozuje proteiny
buniek. Clenovia sHsps tiez pdsobia ako regulaéné molekuly, a podiel'aju sa na stresom
indukovanej signalnej transdukcii, snimani stresu a aktivacii génov suvisiacich
s abiotickym stresom. Okrem toho SHsps reaguju aj na biotické stresy tym, Ze majt podiel
na zhromazdovani réznych proteinov rezistencie, a teda na koordinacii kaskady

obranného signalu (Wu et al., 2022).

2.2 Heat shock proteiny 70

Hsp70 patria medzi najStudovanejsiu skupinu Hsps nachadzajucu sa v rastlinach. Hsp70
(obr. 1) su vysoko konzervované ATP-dependentné chaperony pre novosyntetizované
proteiny. Ak neddjde k interakcii s peptidovym substratom, Hsp70 zostane viazany
na ATP, ¢o sa vyznaCuje vel'mi slabou ATP-azovou aktivitou Hsp70 pomadhaji pri
skladani regula¢nych proteinov, aby zamedzili ich hromadeniu vo forme zhlukov,
a zabranuji zoskupovaniu denaturovanych proteinov. Podielaji sa aj na mechanizme
importu a translokacie proteinov a podporuji proteolytickii degradaciu defektnych
proteinov ich prenosom do lyzozomov alebo proteazémov. Zohravaju tiez kI'ai¢ovi tllohu
v sietach prenosu signalov ¢i regulacii bunkového cyklu. Okrem toho, Hsp70 spolu
S0 sHsps, maju klI'a¢ova tlohu pri ochrane rastlinnej bunky pred skodlivymi uc¢inkami
tepelného stresu. Hsp70 teda plnia potrebné funkcie v réznych formach zivota
(Al-Whaibi, 2011; Khan et al., 2021; Batool et al., 2022; Berka et al., 2022).



V rastlinach sa Hsp70 nachadzaji v cytozole, mitochondriach, chloroplastoch a endo-
plazmatickom retikule. Tato lokalizacia je urCend konzervovanymi N- a C-koncovymi
sekvenciami a Casto sa pouZziva na rozdelenie Hsp70 do Styroch hlavnych podskupin:
cytozolové/jadrové, plastidové, mitochondridlne a heat shock proteiny endoplazmatic-
kého retikula. Tie, ktoré st zamerané na rovnaka organelu, maji podobnu evolu¢nu
historiu. Hsp70 lokalizované v endoplazmatickom retikule a cytozole vznikli duplikaciou
génov a naslednou divergenciou. Hsp70 lokalizované v mitochondriach a chloroplastoch
sa vyvinuli prenosom génov z endosymbiontov (Berka et al., 2022). Hsp70 st pre bunky
kla¢ové ako konstitutivne a v8adepritomne exprimované proteiny, pricom ich expresia
nie je indukovand len tepelnym Sokom, ale takmer vSetkymi typmi rastlinnych stresov

(Hyskova et al., 2021a).

Obr. 1: Struktira Hsp70 s naviazanym ATP. Prevzaté a upravené z Berka et al., 2022.



2.2.1 Struktira domén Hsp70

Vsetky Hsp70 maju dve funkéné domény, ktorymi st nukleotid viazuca doména (NBD)
na N-konci a substrat viazuca doména (SBD) na C-konci (obr. 2A). Medzi doménami,
ktoré¢ maju velkost’ priblizne 40 kDa a 25 kDa, sa nachddza flexibilny medzidoménovy
linker, ktory je citlivy na Stiepenie protedzou. NBD je oznacovana ako N-termindlna
ATP-4zova doména, ktord drzi spolu s ATP hydrolyzujiicim sa v pritomnosti vody na
ADP a vykonava regulacné funkcie. NBD ma aktinovy zahyb skladajuci sa z laloku I a |l
(obr. 2B). Medzi lalokmi existuju hlboké $trbiny a nukleotid sa viaze v spodnej Casti.
Laloky su dalej rozdelené na subdomény A a B. SBD Hsp70 je zlozena z dvoch
subdomén, SBDa a SBDB. SBDJ sa sklada z 6smich B-ret'azcov usporiadanych do dvoch
B-listov. Za dvomi subdoménami nasleduje C-terminalny chvost s motivom EEVD
(konzervovany glutamin-glutamin-valin-kyselina asparagova, EEVD), ktory rozpoznava
niekol’ko ko-chaperéonov. SBD sa spaja s hydrofébnymi zvySkami substratovych
proteinov v neprirodzenej konformacii (Sung et al., 2001; Usman et al., 2017; Sable

& Agarwal, 2018; Kohler & Andréasson, 2020; Hu, et al., 2022).
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Nukleotid viazuca doména (NBD) Linker Substrat viazuca doména (SBD)
! | I | LI | 1
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| 1
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SBDa e
il T . N
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Obr. 2: Schematické znazornenie hlavnych domén Hsp70 spojenych medzidoménovym
linkerom (A). Zlozenie nukleotid viazacej domény (NBD) z laloku I a laloku II
a nasledne zobrazenie naviazania nukleotidu do NBD a substratu do substrat viazucej
domény (SBD) (B). Prevzaté a upravené z Kohler & Andréasson, 2020.



2.2.2 Pomocné ko-chaperony pre Hsp70

Hsp70 majii pomocné proteiny oznacované ako ko-chaperony, ktoré pomahaju pri ich
funkcii. V bunke st pritomné dva typy ko-chaperonov, a to proteiny s J-doménou (z angl.
J domain protein, JDP) a faktor vymeny nukleotidov (z angl. nucleotide exchange factors,
NEF). JDP rozpoznava hydrofébne znaky na rozlozenych alebo vznikajtcich proteinoch
a odovzdava substraty Hsp70. Chaperonova aktivita Hsp70 je zalozena na alostericke;j
konformacnej zmene Hsp70, ktora je zavisla od ATP (obr. 3). V tomto procese je ADP
viazané na Hsp70, ktoré rozpoznavaju substrat v doméne SBD s vysokou afinitou
a dochadza k naviazaniu substratu. Proteiny J-domény spustaji hydrolyzu ATP pomocou
Hsp70 a indukuju pevnu vizbu peptidu. Faktory vymeny nukleotidov pomahaju pri ATP-
ADP vymennom cykle. Vizba NEF katalyzuje uvoltiovanie ADP z proteinu Hsp70, ¢im
umoziuje viazbu ATP, a tym sa posuva cyklus skladania dopredu. Uvol'nenie ADP meni
uzavretu konformaciu na otvorenu a uvolnuje sa molekula substratu, pretoze ATP
viazana konformacia Hsp70 ma nizku afinitu k substratom. Nukleotid sa opat’ vymeni
za ATP molekulou Hsp70, aby sa zac¢al d’al$i cyklus. Vynaty substrat by sa mohol znovu
naviazat’ na Hsp70 a podstupit’ d’alsie cykly skladania, az kym nedosiahne svoj nativny
stav. Roznorodd skala ko-chaperonov umoziuje Hsp70 prijimat’ Siroku Skalu

substratovych proteinov (Dragovic et al., 2006; Sable & Agarwal, 2018; Hu, et al., 2022).
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Obr. 3: Konformacny cyklus heat shock proteinov 70 zavisly na ATP. JPD - proteiny
s J-doménou (z angl. J domain protein), NEF - faktor vymeny nukleotidov (z angl.
nucleotide exchange factors). Prevzaté a upravené z Kohler & Andréasson, 2020.
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2.2.3 Faktory tepelného Soku

Hsps st kodované roznymi génmi, ktoré sa nachadzaji v mnohych bunkovych
oddeleniach. Expresia Hsps je riadena a regulovana transkripénymi faktormi
ozna¢ovanymi ako faktory tepelného Soku (z angl. heat shock factors, Hsf), ktoré
normalne existuju ako neaktivne proteiny (Wang et al., 2012; Hyskova, et al., 2021a).
V blizkosti N-konca vSetkych Hsf sa nachadza vysoko Struktirovana DNA viazuca
doména (z angl. DNA-binding domain, DBD). DBD je tvorena trojzavitnicovym
zvizkom (H1, H2 a H3) a stvorvlaknovym antiparalelnym p-listom. DBD je charak-
terizovana centralnym motivom helix-otoc¢ka-helix (H2-T-H3), ktory sa $pecificky viaze
na elementy tepelného stresu (z angl. heat stress elements, HSE). HSE su tvorené
opakujucimi sa vzormi palindromatickych vézbovych motivov pred TATA boxom
eukaryotickych génov indukovatel'nych tepelnym stresom. DBD je spojena s oligomeri-
za¢nou doménou (OD alebo HR-A/B oblast’) pomocou linkeru s premenlivou dizkou.
Na zéklade diZky linkeru medzi DBD a oligomerizaénou doménou a poétu amino-
kyselinovych zvyskov vloZzenych do oblasti OD sa rastlinné Hsf delia do troch tried:
HsfA, HsfB a HsfC (obr. 4) (Scharf et al., 2012; Guo et al., 2016).

HsfA1a DBD joD | NLS AHA1/AHA2  NES
1 37 A 131 163 228 244 449 468 508 527
HsfA2 DBD foo | NLS AHA1 AHA2/NES

1 29 A 123 137 202 217 294 335 351

HsfB1 : DBD onl RD/NLS

17 A 101 155 192 247 255 301

HsfB5 : DBD :O:D:NLS

1 23 A 123 158 200 205

HsfC : DBD oa | I

17 A 101 118 162 185 369

Obr. 4: Zakladna Struktara faktorov tepelného Soku pre 5 paradajkovych Hsf zarovnanych na
zadiatku DNA viazucej domény (DBD). Sipka znazoriiuje polohu konzervovaného
intronu. OD — oligomeriza¢nd doména, NLS — jadrovy lokaliza¢ny signal, NES — jadrovy
exportny signal, AHA — motiv aktivatora, RD — represorova doména. Prevzaté
a upravené z Scharf et al., 2012.



Trieda A Hsf ma funkciu aktivatora transkripcie. V mnohych pripadoch st pre funkciu
aktivatora rozhodujuce kratke peptidové AHA motivy, ktoré charakterizuju C-terminalne
aktivaéné domény rastlinnych Hsf. AHA motivy su charakterizované aromatickymi,
velkymi hydrofébnymi a kyslymi aminokyselinovymi zvySkami. Jadrovy lokalizacny
signal (z angl. nuclear localization signal, NLS) faktora tepelného Soku je tvoreny
jednodielnymi alebo dvojdielnymi zhlukmi béazickych aminokyselinovych zvyskov
C-konca oligomeriza¢nej domény. V Hsf triedy B, okrem HsfB5, pravdepodobne sltzi
ako jadrovy lokalizacny signal, zakladny klaster spojeny s vysoko konzervovanym
tetrapeptidovym motivom, fungujici ako represorova doména (RD). Jadrovy exportny
signal (z angl. nucelar export signal, NES) na C-konci mnohych Hsf je hydrofobny a ¢asto
bohaty na leucin. Spolu s prilahlymi AHA motivmi sluzi NES ako sucast’ typovo
Specifickej signalnej oblasti na C-konci Hsf triedy A v rastlinach. V zavislosti
od rovnovahy jadrového importu a exportu sa vnatrobunkova distribucia Hsf dynamicky
meni medzi jadrom a cytoplazmou (Scharf et al., 2012; Guo et al., 2016).

2.3 Typy stresov

Rastliny st organizmy, ktoré svojim sposobom Zivota nemézu zmenit’ miesto pre vlastny
vyvoj, a preto si ovplyviiované réznymi biotickymi a abiotickymi faktormi. Medzi
abiotické faktory patri napriklad teplota, sucho, oZiarenie alebo pddne faktory akymi
je zasolenie, pritomnost’ tazkych kovov, toxinov a oxidantov v dosledku 'udskej ¢innosti.
Biotickymi faktormi m6zu byt’ patogény alebo bylinozravce. Vsetky tieto faktory (obr. 5)
mozu na rastlinu posobit’ naraz a viest’ k vyvolaniu stresu. Takmer vSetky druhy stresov
indukuju v bunkach expresiu génov a syntézu Hsps (Al-Whaibi, 2011; Guo et al., 2016).
Dané typy stresov, ¢i uz jednotlivo alebo v kombinécii, maji negativne u€inky na rast,
vyvoj, kli¢enie rastlin, stratu fotosyntetického pigmentu, ale aj na znizenu produkciu
fotoasimilatov. Nasledkom tychto stresov sa tvoria reaktivne formy kyslika (ROS), ktoré
mozu viest’ k oxidacnému stresu a v kone¢nom dosledku k bunkovej smrti (Ul Haq et al.,
2019).



Tazké
kovy a
organické
latky

Obr. 5: Schéma potencialnych abiotickych stresov pdsobiacich na rastlinu. Prevzaté a upravené
z Francini & Sebastiani, 2019.

Pri oxida¢nom strese sa tvoria reaktivne formy kyslika, ako je peroxid vodika (H205),
hydroxylové radikaly (OH"), superoxid (O2) a singletovy kyslik (*O;) nachadzajuce
sa hlavne v mitochondriach, chloroplastoch a peroxizémoch, ale taktiez v bunkovej stene,
bunkovej membrane alebo endoplazmatickom retikule. Vysoké koncentracie ROS su pre
bunky skodlivé a maji za nasledok poskodenie, ktoré sa prejavuje degradaciou biomo-
lekul vratane proteinov, lipidov, sacharidov, DNA a pigmentov, ¢o vedie k bunkovej
smrti rastlin (Ul Haq et al., 2019; Aghaie & Tafreshi, 2020; Devi et al., 2023). ROS
st produkované ako normalne produkty bunkového metabolizmu. AvSak, jednou
z hlavnych pri¢in oxida¢ného stresu je produkcia peroxidu vodika, ktory sa premiena
zo superoxidu unikajuceho z mitochondrii. Akumuldcia ROS moéze znizit'® odolnost’
organizmov Vv dosledku oxida¢ného poskodenia, ktoré moze ovplyvnit’ mitochondrialnu

ucinnost’ a d’alej zvysit’ rychlost’ produkcie ROS (Firmansyah & Argosubekti, 2020).
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2.3.1 Vysoka teplota

Teplota je jednym z klI'aiovych fyzikalnych parametrov, ktory ovplyviiuje Zivot na Zemi.
Klimatické zmeny sprevadzané vysokymi teplotami ohrozuju vSetky organizmy,
ale rastliny st postihnuté najviac pre neschopnost’ pohybu. Takmer vSetky zZivé bunky
si vyvinuli signalne drahy snimajuce mierne zmeny okolitej teploty, podla ktorych
nasledne upravuji svoj metabolizmus a funkciu buniek, aby zabranili poskodeniu
sposobenému teplom. Vysoka teplota modze mat’ nepriaznivy vplyv na skoro vSetky
aspekty vyvoja, rastu a rozmnozovania rastlin. TaktieZ negativne vplyva na stabilitu
proteinov, membran, Strukturu cytoskeletu a meni G¢innost’ enzymovych reakcii v bunke,
¢o spdsobuje nerovnovahu metabolického stavu. Ovplyviuje aj fluiditu membrany a jej
naruSenie ma za nasledok akumulaciu ROS (Mittler et al., 2012; Ul Haq et al., 2019).
K zvysenej produkcii Hsps dochadza bud’ pri postupnom zvyseni teploty alebo pri reakcii
na nahle zvysenie teploty o 5 — 10 °C (Firmansyah & Argosubekti, 2020).

2.3.2 Chlad

Stres vyvolany chladom ovplyviiuje rastlinné enzymy, plasticitu membran, meni metabo-
lizmus, €o vytvara pre rastlinu stresové podmienky, ktoré maji nepriaznivy vplyv na rast
a vyvoj. Nizka teplota (0 — 15 °C) je spajana s dysfunkciou a denaturaciou proteinov,
¢o vyvolava akumulaciu Hsps (Ul Haq et al., 2019). Zatial’ ¢o kratke vystavenie nizkym
teplotiam moze vyvolat’ len prechodné zmeny, dlhodobé vystavenie chladu spdsobuje
nekrozu alebo smrt’ rastlin (Szymanska et al., 2017). Nizke teploty mézu rastlinam
vyvolat’ stres dvojakym spdsobom, a to samotnymi ucinkami nizkej teploty alebo
dehydrataciou buniek a tkaniv, ked’ voda v bunkach zamrzne (Beck et al., 2004). Reakcia
rastlin na stres sposobeny nizkymi teplotami je dynamicky proces, ktory zavisi
od roznych faktorov, akymi su vyvojové Stadium, trvanie a zavaznost’ stresu, rychlost’
ochladzovania a aj to ¢i dochadza k tvorbe l'adu intraceluldrne alebo extracelularne
(Janmohammadi et al., 2015). Vytvorenie l'adu v intracelularnych priestoroch moze

spdsobit’ narusenie buniek a tkaniv ¢i denaturéciu bielkovin (Imran et al., 2021).

2.3.3 Sucho
Rozhodujuci a ohrozujuci abioticky faktor akym je sucho v sucasnosti ovplyviltuje
produkciu mnohych plodin a je jednou z hlavnych pri¢in strat na urode po celom svete.

V kombinacii s vysokou teplotou negativne posobi na morfologické, fyziologické
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a molekularne charakteristiky rastlin, ¢o vedie k znizeniu fotosyntézy, nedostatku mine-
ralnych zivin vyraznému poklesu kli¢enia ¢i zadrziavaniu vody. Sucho narasa normalny
transport rozpustenych latok, spdsobuje tnik elektrénov a spusta produkciu ROS, ¢im
dochadza k oxida¢nému poskodeniu jadra, membranovych lipidov, bielkovin, ¢o vedie
k bunkovej smrti. Deficit vody vplyva aj na mnozstvo a Kvalitu rastlinnych bielkovin,
v dosledku ¢oho sa indukuju proteiny suvisiace so stresom vratane Hsps (Hussain et al.,
2019; Ul Hag et al., 2019; Aghaie & Tafreshi, 2020). Rast rastlin sa uskuto¢fiuje delenim
buniek, ich zvdc¢Senim a rozdelenim, av§ak sucho zhorsuje mitézu a predlzovanie buniek,
¢o ma za nasledok slaby rast. V podmienkach sucha sa znizuje aj pocet a velkost

jednotlivych listov (Fahad et al., 2017).

2.3.4 Salinita
Jednym z najdolezitejSich globalnych problémov, ktory negativne ovplyvituje produkti-
vitu rastlin je zasolenie pody. Salinita zhorSuje rast a vyvoj rastlin prostrednictvom
vodného stresu, nutricnej nerovnovahy a cytotoxicity désledkom nadmerného prijmu
i6nov, ako st i6ny sodika a chléru. Okrem toho je zasolenie pddy sprevadzané oxida¢nym
stresom nasledkom tvorby ROS (Isayenkov & Maathuis, 2019). Salinita sa deli
na primarnu a sekundarnu, pricom primarna je sposobend nahromadenim soli pocas
dlhého casového obdobia procesmi v pdde alebo podzemnej vode. Medzi prirodzené
procesy patri zvetravanie materialov obsahujlcich rozpustné soli alebo usadzovanie
oceanskej soli, ktord je prendsana vetrom a dazd'om. Sekundarna salinita je zapri¢inena
Pudskou cinnostou, ktorda meni hydrologicku rovnovahu poédy medzi pouzitou vodou
(zavlazovanie alebo zrazky) a vodou vyuzivanou plodinami (Parihar et al., 2015).
ZvySené mnozstvo soli v pdde brani rastu rastlin, pretoze ich pritomnost’ zniZuje
schopnost’ rastliny prijimat vodu, ¢o vedie k poklesu rychlosti rastu. Taktiez,
ak nadmerné mnozstvo soli vstapi do rastliny v transpira¢nom prade, dojde k poskodeniu
buniek v transpira¢nych listoch, a to moze sposobit’ d’alsie obmedzenie rastu. Skodlivy
ucinok sa pozoruje na urovni celej rastliny ako tthyn alebo zmensenie produktivity. Sol'ny
stres ovplyvnuje vSetky hlavné procesy, ako je kliCenie, rast, fotosyntéza, fotosyntetické

pigmenty, pomer vody, nerovnovaha zivin, oxidacny stres a vynos (Parihar et al., 2015).
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2.3.5 Taiké kovy

Pritomnost’ tazkych kovov v pdde obmedzuje rast rastlin bud’ vytesnenim esencidlnych
kationov zo Specifickych vizbovych miest alebo vytvaranim oxida¢ného stresu tvorbou
ROS, ktoré nartsaju antioxida¢né obranné systémy (Ul Haq et al., 2019; Kul et al., 2021).
Tazké kovy ako Zelezo, mangan, med’, nikel, kobalt, kadmium, zinok, ortut’ a arzén
sa l'udskou ¢innostou dlhodobo hromadia v pode a st klasifikované ako biologicky
nerozlozite'né. Priemyselny odpad, hnojenie ¢i likvidacia odpadovych vod sposobuju
vyplavovanie kovov do podzemnych vdd alebo ich hromadenie na povrchu pody (Ghori
et al., 2019; Kul et al., 2021). Pre zivotné prostredie sa Stala hlavnou hrozbou toxicita
kadmia, pretoZe ho rastliny 'ahko absorbuji z pédy a umoziuji mu vstup do potravi-
nového retazca. Kadmium vstupuje do rastlinnych buniek cez membranovo viazané
kationové transportéry a nartiSa normalne bunkové funkcie tym, ze nahradi zinok, vapnik
a zelezo v proteinoch (Hossain et al., 2012a). Skodlivost’ tazkych kovov na bunkovej
a molekularnej urovni vedie k zmendm fyziologickych procesov rastlin, vratane
inaktivacie a denaturacie proteinov, naruSenia bunkovej membrany, blokovania
funk¢énych skupin délezitych molekul, ¢o ma za nasledok zmenu metabolizmu, stratu

fotosyntézy a dychania (Hossain et al., 2012b).

2.4 Metody detekcie heat shock proteinov 70

Hsp70 v rastlinach je mozné detegovat’ pomocou rdoznych metod. V praci Ireland et al.
(2004) vyuzili metédu ELISA, ktora je podrobnejSie popisana v kapitole 2.5. Polenta
et al. (2020) vo svojom vyskume pouzili na separaciu proteinov polyakrylamidovu gélovu
elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného (z angl. SDS-PAGE) s naslednou
imunodetekciou Hsp70, ktoré st viac rozpisané v kapitolach 2.6 a 2.8. Cazalé et al. (2009)
vyuzivali kvantitativnu polymerazovu ret'azovi reakciu s reverznou transkripciou (z angl.
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, RT-qPCR). Pravdepodobne
najdolezitej$im krokom pri RT-qPCR je izolacia vzorky, pretoze je nevyhnutné, aby
neobsahovala ziadne kontaminanty, ktoré by mohli inhibovat’ reakciu. NajcastejSie sa na
extrakciu vyuzivaju komercéne dostupné kity pre extrakciu celkovej RNA, Kktoré
st vyhodne pre svoju jednoduchost’ a Casovi nenaroc¢nost’ (Adams, 2020). V bunke
st gény definované ako useky DNA sekvencie, ktoré mozu byt preitané a prepisané
do messengerovej] RNA (mRNA) pomocou uréitych enzymov. Tento proces sa nazyva

transkripcia. V druhom kroku sa sekvencia mRNA preklada do sekvencie aminokyselin.
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Pri RT-qPCR sa mRNA najprv prepisuje spat’ do CDNA (reverzna transkripcia), a potom
sa amplifikuje v nickolkych cykloch polymerazovou reakciou. Pouzitim tzv. primerov
Specifickych pre danu sekvenciu sa proces amplifikacie obmedzi na urciti cielovu
sekvenciu zodpovedajucu génu zaujmu (z angl. gene of interest, GOI). Existuju dve
varianty sledovanie amplifikacie tsekov DNA v realnom case. Pouzivaji sa bud
neSpecifické fluorescencné DNA farbiva alebo fluorescenc¢ne znacené oligonukleotidové
sondy, ktoré su vyuzivanejSie. Po kazdom cykle sa meria flourescencia a intenzita
fluorescenéného signalu odraza momentalne mnozstvo amplikonov DNA vo vzorke
v danom case. V zaciato¢nych cykloch je fluorescencia prili§ nizka na to, aby sa dala
odlisit’ od pozadia (Kralik & Ricchi, 2017; Krause et al., 2021).

U RT-gPCR je mozné pouzit dve stratégie kvantifikicie génov. Hladiny
exprimovanych génov sa mézu merat’ pomocou absolttnej alebo relativnej kvantifikacie.
Absolutna kvantifikacia vzt'ahuje signal PCR na vstupny pocet kopii pomocou
kalibra¢nej krivky. Relativna kvantifikacia urcuje zmeny ustalenych hladin mRNA génu
vo viacerych vzorkach a vyjadruje ich vo vzt'ahu k hladinam vnutornej kontrolnej RNA.
Dany referen¢ny gén (z angl. housekeeping gene) ma stabilnt expresiu napriec vSetkymi
meranymi vzorkami. Na vypocet expresie cielového génu vo vzt'ahu k referenénému
génu si vytvorené rozne matematické modely. Vypocty st zalozené na porovnavani
odlisného cyklu ur¢eného réznymi metodami ako napriklad prahovymi hodnotami
(z angl. threshold values) pri konstantnej Grovni fluorescencie (Pfaffl, 2004). Hodnoty
fluorescencie sa zaznamenavajui pocas kazdého cyklu a predstavuju mnozstvo produktu
amplifikovaného do daného bodu amplifikaénej reakcie. Cim viac templétu je pritomného
na zaciatku reakcie, tym mensi pocet cyklov je potrebny na dosiahnutie bodu, v ktorom
je fluorescencny signdl prvykrat zaznamenany ako Statisticky vyznamny a odliSite'ny
od pozadia. Tento bod je definovany ako C; hodnota (z angl. threshold cycle) a nastava

pocas exponencialnej fazy amplifikacie (Bustin, 2000).
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2.5 ELISA

Kvantitativne analytické metddy zobrazujuce reakciu antigénu s protilatkou prostrednic-
tvom farebnej zmeny ziskanej pouzitim detekéného enzymu naviazaného na protilatke,
sa vo vSeobecnosti nazyvaju enzymové imunotesty. Dané metddy sluzia na identifikaciu
pritomnosti a koncentracie molekul v biologickych tekutindch. Medzi enzymové imuno-
testy patri enzymova imunoanalyza (EIA) a enzymova imunosorb¢na analyza (ELISA).
Molekuly s ve'mi nizkou koncentraciou ako st peptidy, proteiny, hormony, vitaminy
a lieCiva, vykazuju vysoku mieru Specifity voci protilatkam alebo antigénom na ne
vyvinutym (Suleyman, 2015).

Enzymové imunotesty sa rozdeluju do dvoch vSeobecnych kategorii: homogénne
a heterogénne enzymové imunoanalytické metddy. Pri homogénnych metédach
enzymove] imunoanalyzy sa enzymy inaktivuju, ked’ sa naviazu na protilatku, a preto
neexistuje faza (premyvanie), v ktorej sa antigén oddeli od média. Enzymova aktivita
znaceného antigénu Sa meria v pritomnosti znaceného komplexu antigén-protilatka,
ktorého enzymova cast’ je stéricky inhibovana. ZvyCajne sa pouziva na meranie latok
v malych mnozstvach, ako su terapeutické lieky. Pri heterogénnych enzymovych imuno-
analytickych metddach je potrebné, po naviazani antigénu a protilatky, zabranit
interferencii akejkol'vek molekuly v médiu s nim. Preto sa komplex antigénu a protilatky
viaze na steny skiimaviek a vSetko ostatné, okrem komplexu, sa z média odstrani
premyvacimi postupmi. Tym padom je nevyhnutné mat v metodach heterogénnej
enzymovej imunoanalyzy premyvaci stupeil na oddelenie viazaného antigénu od vol'ného
antigénu po interakcii antigén-protilatka. Ked’ze heterogénna metoda je citlivejsSia ako
homogénna, pouziva sa castejSie. Medzi heterogénne enzymové imunotesty parti
aj metoda ELISA, ktorej rozdelenie je zobrazené na obrazku 6. Pri metéde EIA
st molekuly enzymu konjugované so sekundarnymi (detekénymi) protilatkami, ktoré
sa viazu na primarny komplex antigén-protilatka. Po pridani vhodného substratu enzym
katalyzuje tvorbu konecného farebného produktu, ktory mozno vizualizovat’ a kvanti-
fikovat’. NajcastejSie pouzivanymi enzymami su AP alebo HRP (Clark & Engvall, 1980;
Koivunen & Krogsrud, 2006; Suleyman, 2015).

Specifické protilatky alebo antigény sa pri metdde ELISA kvantifikuju inkubaciou
testovanych tekutin v skimavkach ¢i mikrodostickach potiahnutych antigénom alebo
$pecifickou protilatkou. Dalsi krok zahfiia pridanie enzymom oznageného ¢&inidla

(antiimunoglobulinu alebo S$pecifickej protilatky), ktoré po reakcii s komplexom
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antigén-protilatka predstavuje zéklad pre konecnu vizualizaciu celkového komplexu,
pomocou Specifického enzymového substratu (Bishai & Galli, 1978). Enzymy, ktoré
sa moézu pouzit' v ELISA zahfiaju B-D-galaktozid galaktohydrolazu (B-galaktozidaza,
B-gal, EC 3.2.1.23), B-D-glukéza:kyslik 1-oxidoreduktazu (glukozooxidaza, GOD,
EC 1.1.3.4), NADH:vodik-peroxid oxidoreduktazu (peroxidaza, POD, EC 1.11.1.1),

chrenovi peroxidazu a alkalicku fosfatazu (Suleyman, 2015).

TYPY ELISA METODY

- -
HOMOGENNE HETEROGENNE
(pre Specidlne pouiitie) (pre vieobecné pouiitie)

|
R AL T TR T
+ + v +

Priama Nepriama Sendvicova Kompetitivha

¥ Protildtka y Protildtka + Antigén ; Antigén . Blokovanie

Konjugat (biotinom znaena Enzym o Substrat
protilatka)

Obr. 6: Typy ELISA metody rozdelené na homogénne a heterogénne. Prevzaté a upravené
zo Suleyman, 2015.
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2.5.1 Typy ELISA metody

ELISA je metdda pouzivana na detekciu Specifickych protilatok a rozpustnych antigénov.
Ked’Ze Struktara a vlastnosti meranych latok nie su vzdy rovnaké, boli vyvinuté rdzne
typy ELISA metdd na zvysSenie Specifickosti merania. ELISA sa rozdel'uje na $tyri hlavné
typy, ktorymi su priama, nepriama, sendvi¢ova a kompetitivna ELISA (Suleyman, 2015;
Saangi, 2021).

25.1.1 Priama ELISA

Pri priamej ELISA metdde (obr. 7) sa antigén alebo vzorka prida priamo na mikrodos-
ticku, ktora sa nasledne inkubuje. Po inkubacii sa mikrodosticka premyje od pripadnych
neviazanych protilatok a dochadza k zablokovaniu vSetkych nenaviazanych miest
na mikrodosticke pomocou latok ako je hoviddzi sérovy albumin (BSA), ovalbumin,
aprotinin alebo iné zivoc¢isne bielkoviny. Premytie je dolezitym krokom, pretoze zabrainu-
je naviazaniu akychkol'vek nespecifickych protilatok na mikrodosticku a minimalizuje
falo$ne pozitivne vysledky. Po pridani pufru sa mikrodosticka znovu premyje a prida
sa vybrana primarna detekénd protilatka konjugovand s enzymom, ktord sa viaze na
cielovy protein. Potom sa dosticka znovu premyje, aby sa odstranili vSetky nenaviazané
protilatky a nasleduje pridanie substratu/chromofoéru. Ako substrat/chromofor sa vyuziva
AP alebo HRP, ¢o vedie k zmene farby. Zmena farby vzorky nastava bud’ hydrolyzou
fosfatovych skupin zo substratu pomocou AP, alebo oxidaciou substratov pomocou HRP
(Saangi, 2021; Alhajj et al., 2023).

Vyhodami pouzitia priamej ELISA metody je eliminacia skriZzenej reaktivity
sekundarnych protilatok, a vd’aka mensiemu poctu krokov je rychla v porovnani s nepria-
mou ELISA metdédou. Medzi jej nevyhody patri tieZ nizka citlivost v porovnani
s ostatnymi typmi ELISA met6d a vysoka cena reakcie. Priama ELISA vyuziva len jednu
protilatku, a preto je menej Specificka ako sendvicova ELISA (Saangi, 2021; Alhajj et al.,

2023). Je vhodna na kvalitativnu analyzu makromolekul (Sakamoto et al., 2018).
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' konjugovana
Ag . protilatka

Obr. 7: Schéma priebehu priamej ELISA metody. Ag — antigén. Prevzaté a upravené
z https://theory.labster.com/types-elisa/.

2.5.1.2 Nepriama ELISA
Nepriama ELISA (obr. 8) je podobna priamej ELISA metdde, pretoze antigén

je imobilizovany na mikrodosticke. Rozdielom je dodatocné premytie a typy protilatok
pridanych po odstraneni pufra. Nepriama ELISA vyzaduje dve protilatky. Primarnu
detekénu protilatku, ktora sa prilepi na protein zaujmu a sekundarnu enzymovo viazana
protilatku, komplementarnu k primarnej protilatke. Najskor sa prida primarna protilatka,
ktora sa viaZe na Specificky antigén. Nasleduje premyvaci krok a pridanie konjugovanej
sekundarnej protilatky namierenej proti hostitel'skému druhu primarnej protilatky. Potom
st kroky rovnaké ako pri priamej ELISA metode zahfiajucej premyvaci krok, pridanie
substratu, ktory produkuje signal timerny mnozstvu naviazaného antigénu v jamke
a deteguje sa zmena farby (Saangi, 2021; Alhajj et al., 2023).

Nepriama ELISA ma vysSiu citlivost’ v porovnani s priamou ELISA metddou. Je tiez
lacnejSia a flexibilnejSia vd’aka mnozstvu moznych primarnych protilatok, ktoré mozno
pouzit. Jedinou védcSou nevyhodou tohto typu ELISA metody je riziko skrizenej
reaktivity medzi sekundarnymi detekénymi protilatkami (Saangi, 2021; Alhajj et al.,
2023).
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Obr. 8: Schéma priebehu nepriamej ELISA metody. Ag — antigén. Prevzaté a upravené
Z https://theory.labster.com/types-elisa/.

2.5.1.3 Sendvic¢ova ELISA

Sendvicova ELISA (obr. 9) je najbeznejsim typom ELISA metody. Za¢ina imobolizaciou
protilatky, nazyvanej zachytavacia protilatka nanesenou na jamky mikrodosticky.
Oznacuje sa ako "sendviCova", pretoze antigény su vlozené medzi dve vrstvy protilatok
(zachytavacie a detek¢éné protilatky). Po pridani zachytavacej protilatky sa mikrodosticka
inkubuje urcity ¢as, nasledne sa premyje fosfatovym pufrom (z angl. phosphate buffered
saline, PBS) a potom sa blokuje BSA. Nakoniec sa mikrodosticka pred pridanim antigénu
eSte raz premyje PBS. Prid4 sa antigén, ktory sa naviaze na zachytavaciu protilatku
aznovu sa inkubuje. Mikrodosti¢ka sa premyje, prida sa na fiu primarna detekéna
protilatka, ktord sa viaze na d’alsi epitop na cielovom proteine, a nasleduje inkubécia
S premytim. Po premyti sa prida sekundarna protilatka konjugovand s enzymom a znovu
sa inkubuje. Mikrodosticka sa opét’ premyje a prida sa substrat, ktory vytvori signal
umerny mnozstvu analytu pritomného vo vzorke (Saangi, 2021; Alhajj et al., 2023).
Sendvicova ELISA ma najvyssiu citlivost’ spomedzi vSetkych typov ELISA metod.
Hlavnou nevyhodou tohto typu ELISA metddy je ¢asova a finan¢na narocnost’, av§ak
je vysoko Specificka, pretoze na naviazanie sa na protein s potrebné dve protilatky

(Saangi, 2021; Alhajj et al., 2023).
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Obr. 9: Schéma priebehu sendvi¢ovej ELISA metody. Ag — antigén. Prevzaté a upravené
z https://theory.labster.com/types-elisa/.

25.14 Kompetitivna ELISA
Kompetitivna ELISA (obr. 10) testuje pritomnost’ protilatky Specifickej pre antigény

V testovanom sére. Bezne sa pouziva na malé molekuly, ked’ je protein zaujmu prili§ maly
na to, aby sa dal ucinne spojit’ s dvoma protilatkami. Tento typ ELISA metddy vyuziva
dve Specifické protilatky, protilatku konjugovant s enzymom a d’alSiu protilatku prito-
mnu v testovanom sére. Kombinacia tychto dvoch protilatok v jamkach umozni sat'az
(kompeticiu) o vdzbu na antigén. Namiesto pouzitia konjugovanej detekcénej protilatky
sa pouziva konjugovany antigén, aby sa dokoncila vdzba s antigénom pritomnym
vo vzorke. Cim viac antigénov je pritomnych vo vzorke, tym menej konjugovaného
antigénu sa viaze na zachytenu protilatku. To znamena, Ze so zvySujicim sa mnozstvom
cielového antigénu sa signal znizuje. Prida sa substrat a vytvoreny signal je nepriamo
umerny mnozstvu proteinu pritomného vo vzorke. Ak po pridani substratu dojde
k farebnej zmene, znamena to, ze test je negativny, pretoze protilatka konjugovana
S enzymom naviazala antigény (nie protilatky testovacieho séra). Nepritomnost’ farby
znamena pozitivny test a pritomnost’ protilatok v testovanom sére (Sakamoto et al., 2018;

Saangi, 2021; Alhajj et al., 2023).
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Kompetitivna ELISA ma nizku Specifitu a nemoze sa pouzit’ v zriedenych vzorkach.
Medzi jej vyhody mozno zaradit' nizku variabilitu, niZzSie mnozZstvo potrebnych
premyvacich krokov pre vzorky, moznost’ merat’ vel’ky rozsah antigénov v danej vzorke,

a rovnako moznost’ pouzitia na malé antigény (Saangi, 2021; Alhajj et al., 2023).

Lnnlliil;gr?; .I‘ Substrat
s 95
o .

Ag .

Obr. 10: Schéma priebehu kompetitivnej ELISA metody. Ag — antigén. Prevzaté a upravené
z https://theory.labster.com/types-elisa/.
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2.6 Elektroforéza SDS-PAGE

SDS-PAGE sa pouziva ako Standardny néstroj na analyzu proteinov v laboratériach po
celom svete od roku 1970, kedy ju zaviedol Laemmli (Hagiwara, 2022). Metoda (obr. 11)
je zamerana na separaciu proteinov na zaklade ich schopnosti pohybovat sa v elektrickom
poli vzhl'adom na ich molekulovii hmotnost a dizku polypeptidovych retazcov. Postup
zahfia poc¢iatocnll denaturaciu proteinov pomocou aniénového detergentu dodecylsiranu
sodného (SDS), ktory sa zaroven na ne viaze a dodava vSetkym proteinom rovnaky
zaporny naboj umerny ich molekulovej hmotnosti. Néasledne prebieha elektroforéza cez
akrylamidovy gél, vdaka ktorému sa proteiny oddel'nji s vynikajicim rozliSenim
na zaklade ich velkosti. Akrylamidovy gél sa vytvara polymerizaciou akrylamidu (AA)
s prie¢nym spojivom N, N’-metylenbisakrylamidom (BIS) v pritomnosti katalyzatora
N, N, N, N'-tetrametyletylendiaminu (TEMED) a iniciatora persiranu amoénneho (APS)
za pritomnosti vhodného gélového pufra. Rychlost’ polymerizacie gélu sa da regulovat
zmenou koncentracie TEMED a APS (Nowakowski et al., 2014; Roy & Kumar, 2014).
Pri elektroforéze sa vyuzivaju dva typy gélov: deliaci a zaostrovaci. Zaostroaci gél
je mierne kysly (pH 6,8) a ma niz8iu koncentraciu akrylamidu, ¢o vytvara porézny gél,
ktory zle oddel'uje bielkoviny, ale umoziuje im vytvorit’ tenké, ostro ohrani¢ené pasy.
Deliaci gél je zasadity (pH 8,8) a ma vyssi obsah polyakrylamidu, vd’aka comu su pory
gélu uZzsie. Bielkoviny sa tak v tomto géle viac separuji podl'a velkosti, pretoZze mensie
biclkoviny sa pohybuju lahSie, a teda aj rychlejsie, ako vicésie bielkoviny (Mahmood
& Yang, 2012).

@ Nanasanie vzoriek na gél @ SDS-PAGE @ Separacia proteinov

g )

Obr. 11: Schematicky postup polyakrylamidovej gélovej elektroforézy v pritomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Po priprave a stuhnuti gélov st nanesené vzorky
(1). V priebehu SDS-PAGE su proteiny separované podl'a velkosti (2 a 3). Vytvorené
pomocou programu BioRender.
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2.7 Western blotting

Western blotting (obr. 12), tiez aj imunoblot, je najbeznejsia analyticka metdda, pri ktore;
s na membranu prenaSané separované proteiny, co umoziuje odhadnut’ ich pritomnost,
molekulovi hmotnost’ a relativne mnozstvo (Moritz, 2020). V porovnani s difiznym
alebo vadkuovym prenosom je jeho vyhodou hlavne rychlost a uplnost prenosu.
Pri prenose z polyakrylamidového gélu sa moze pouzit’ nitrocelulézova alebo polyviny-
lidenfluoridova (PVDF) membrana. Aby bol umozneny ucinny prenos, gél a membrana
musia mat’ sendvi¢ové usporiadanie. Membrana sa umiestni medzi gél a kladnu elektrodu,
pricom sa na kazdej strane nachadzaju filtraéné papiere na ochranu gélu a blotovace;j
membrany. Prenos sa uskutocnuje pomocou elektrického prudu, ktory pdsobi kolmo
na povrch gélu, ¢o ma za nasledok, Ze sa proteiny prenest z gélu na membranu a viazu
sa nekovalentnymi vdzbami. Prenos proteinov je mozné dosiahnut’ bud’ celym ponorenim
gélového membranového sendvica do pufru — mokry prenos (z angl. wet transfer) alebo
umiestnenim gélového membranového sendvica medzi filtraény papier namoceny v pufri
— polosuchy prenos (z angl. semi-dry transfer). Pre vac¢sie bielkoviny sa odporaca mokry
prenos (Kurien & Scofield, 2006; Mahmood & Yang, 2012; Roy & Kumar, 2014; Sule
etal., 2023).

NajcastejSie pouzivanou membranou na prenos je nitrocelulézova membrana, ktorej
nevyhodou je to, Ze proteiny sa neviazu kovalentne a v suchom stave je krehka. Malé
proteiny maju tendenciu sa pohybovat’ cez nitrocelulozu a len mala cast’ z celkového
mnozstva sa viaze. Na rozdiel od nitrocelulézovej membrany, PVDF membrana
je vhodnejsia z dovodu vysokej kapacity viazania proteinov fyzikalnej sily a chemickej
stability (Kurien & Scofield, 2006).
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Obr. 12: Pracovny postup Western blottingu. Izolované proteiny (1) sa najprv separuju podla
vel'kosti pomocou gélovej elektroforézy (2 a 3). Oddelené proteiny sa nasledne prenesu
na nitrocelul6zovu alebo PVDF blotovaciu membranu pomocou blottingu (4). Po prenose
sa membrana inkubuje s primarnou a konjugovanou sekundarnou protilatkou kvoli
detekcii proteinov (5). Nakoniec, v zavislosti od pouzitej sekundarnej protilatky, sa
cielovy protein deteguje kolorimetrickymi, fluorescenénymi alebo luminiscenénymi
metodami (6). Prevzaté a upravené z Meftahi et al., 2021.

2.8 Imunodetekcia

Proteiny prenesené na membranu pomocou blottingu je mozné vizualizovat’ reakciou
S primarnou protilatkou, a nasledne znacenou sekundarnou protilatkou proti izotypu
primarnej protilatky, ktord je naviazanad na pozadovany protein. Na detekciu je mozné
pouzit' radioaktivne, fluorescencné ¢i kolorimetrické metddy. Radioaktivna detekcia
je popularna kvoli nizkemu limitu detekcie, ¢o umoziiuje dobré signaly pre slabo
exprimované proteiny. Pri pouZiti fluorescencnej detekcie musi byt’ sekundéarna protilatka
konjugovana s fluorescenénym farbivom. Chromogénna detekcia funguje vdaka
chemickym reakcidm spistanym enzymami konjugovanymi s primarnymi alebo
sekundarnymi protilatkami. K blotu sa prida chromogénny substrat, ktory sa predtym
inkuboval s protilatkou konjugovanou s enzymom (typicky chrenova peroxidaza), ktory
premeni substrat na farebni zrazeninu. Precipitat je viditeI'ny voI'nym okom a na detekciu
nie je potrebné Specidlne vybavenie. Chemiluminiscen¢na detekcia patri medzi
najbeznejSie pouzivané metddy pri blottingu. Pri chemiluminiscencnej detekcii
sa primarna protilatka viaZze na testovany protein a sekundarna protilatka je znaCena
chrenovou peroxidazou. HRP katalyzuje oxidaciu luminolu (substratu) v pritomnosti

peroxidu na 3-aminoftalat, o vedie k emisii svetla pri vinovej dizke 425 nm. Produkt
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reakcie produkuje luminiscenciu, ktora je relativna k mnozstvu detekovaného proteinu.
Kolorimetrickda detekcia ma Tahké pouzitie. Siroko pouZivanym suborom
chromogénnych substratov pre alkalicku fosfatazu je 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
(BCIP) a nitrotetrazoliova modra (z angl. nitro blue tetrazolium, NBT). Po katalyze
alkalickou fosfatdzou, produkt BCIP dalej reaguje s NBT za vzniku nerozpustnej

tmavomodrej az fialovej zrazeniny (Lipman et al., 2005; Sule et al., 2023).

2.8.1 Struktira a funkcia protilatky

Protilatky st glykoproteiny, oznaované tiez ako imunoglobuliny, pretoze obsahuju
spolo¢nu Struktirnu doménu nachadzajicu sa v mnohych proteinoch. Produkuju ich
diferencované B lymfocyty v reakcii po vystaveni antigénom. Molekuly v tvare Y sa
identifikované ako imunoglobuliny G (IgG) s molekulovou hmotnost'ou okolo 150 kDa.
Ich zloZenie pozostava zo Styroch polypeptidov - dvoch identickych kopii tazkého
retazca (50 kDa) a dvoch kopii l'ahkého retazca (25 kDa) vzajomne spojenych
disulfidovymi mostikmi, ktoré zabezpecCuju stabilitu tazkych a 'ahkych retazcov vedla
seba (obr. 13). Lahky retazec pozostava z variabilnej 'ahkej (Vi) a konStantnej 'ahkej
(CL) oblasti. Tazky retazec sa skladd z jedného Vy (variabilného tazkého) retazca
spojeného s tromi konStantnymi oblastami (Chi, CH2 @ Chz). Hlavnymi funkénymi
zlozkami protilatky su dva fragmenty antigén viazucej domény (z angl. Fragment antigen
binding domains, Fab) a krystalizovatel'ny fragment (z angl. Fragment crystallizable, Fc).
Fragmenty Fab a Fc st spojené pantovou oblast'ou, ktora umoziuje Fab velkt mieru
konformacnej flexibility vzhl'adom na Fc. To ulahcuje vdzbu Fab na viaceré ciele
a umoznuje Fc nezavisle interagovat’ s inymi zlozkami imunitného systému. Kazdy Fab
ma identické antigénové vizobné miesta na vdzbu protilatky so Specifickym cielovym
antigénom, c¢o prispieva k priamym uc¢inkom protilaitky ako je inhibicia alebo
neutralizacia antigénu. Fc fragment obsahuje glykolyza¢né miesta, ktoré sa viazu
na rozne receptorové molekuly a poskytuju profil efektorovej funkcie, ktory urcuje triedu
protilatky a jej funkéné vlastnosti a aj to ako protilatka interaguje s ostatnymi zlozkami
imunitného systému. Existuje pét’ tried protilatok vratane IgG, IgM, IgD, IgE a IgA
s odliSnymi efektorovymi mechanizmami na rozpozndvanie a eliminaciu antigénov
(Lipman et al., 2005; Murphy et al., 2016; Chiu et al., 2019; Sadeghalvad & Rezaei,
2021).
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Obr. 13: Typicka molekula IgG pozostavajica zo Styroch polypeptidovych retazcov - dva tazké
retazce a dva lahké retazce, ktoré su spojené disulfidovymi mostikmi (znazornené
cervenou farbou). Lahky retazec pozostava z variabilnej I'ahkej (V1) a konS§tantnej I'ahke;j
(CL) oblasti. Tazky retazec pozostava z jedného Vu (variabilného tazkého) retazca
spojeného s tromi konstantnymi oblastami (Chi1, CH2 & Chs). Fc oblast’ je dolezita pre
sprostredkovanie efektorovych funkcii imunitného systému a Fab oblast’ viaze antigén.
Prevzaté a upravené z Murphy et al., 2016.

2.8.2 Monoklonalne a polyklonalne protilatky

Protilatky rozpozndvaju epitopy réznej velkosti a mdézu ich viazat’ pomocou oblasti
urcujucej komplementaritu (z angl. complementarity-determining region, CDR). Vizba
epitopu na protilatku je reverzibilnd a zavisi od presnej konfigurécie protilatka-antigén.
Vysoka Specifickost’ a roznorodost’ protilatok z nich urobili populdrne molekuly s vel'mi
vysokou ucinnostou v niekol’kych terapeutickych alebo diagnostickych aplikaciach.
Monoklonélne protilatky (z angl. monoclonal antibody, mAb) st skupinou protilatok
produkovanych identickymi klonmi B lymfocytov proti konkrétnemu antigénu. Mono-
klonalne protilatky su rovnaké v niekol’kych vlastnostiach ako je napriklad oblast’ miesta
viazuceho antigén, vdzbova afinita k svojim cielom, proteinovad sekvencia a identické
nasledné funkcéné ucinky. Tieto charakteristiky mAb zdoraziiuji ich rozdiely s poly-

klonalnymi protilatkami (z angl. polyclonal antibody, pAb), ktoré obsahuju mnoho
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odlisnych molekularnych druhov protilatok a rozpoznavaju rézne epitopy na antigéne.
Polyklonalne protilatky su stabilnejsSie pri Sirokom pH a koncentracii soli, zatial’ co mAb
mozu byt vysoko citlivé na malé zmeny v oboch pripadoch (Lipman et al., 2005;

Sadeghalvad & Rezaei, 2021).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Rastlinny material

Rastlinny material predstavovali semena kultarnych hrachov — Pisum sativum, konkrétne

sa jednalo o tri genotypy: Arkta, Arvika a Trendy. Odrody Arkta a Arvika st kfmne

hrachy, zatial' o odroda Trendy je klasicky zahradny hrach. Okrem toho, Arkta patri

medzi ozimnu odrodu. Pre oznacenie genotypov su d’alej v praci pouzivané skratené

nazvy Arkta, Arvika a Trendy. VSetky semena boli poskytnuté firmou Selgen a.s.

3.2 Pouzité protilatky

Primérne protilatky :

Monoklonalna protilatka Anti-Heat Shock Protein 70, protilatka produkovana
V mysi, (H5147) — Merck, USA,;
https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents
/355/029/h5147dat.pdf

Polyklonalna protilatka Hsp70 — Heat shock protein 70 (cytoplazmatickd)
protilatka produkovand v zajacovi, (AS08371) — Agrisera, Svédsko;
https://www.agrisera.com/cgi-bin/ibutik/SkapaFaktura.pl?SkrivPDF=J&Sprak=
EN&Friendly_Grupp=heat-shock&funk=visa_artikel&artgrp=57&Friendly=hsp
70-heat-shock-protein-70-cytoplasmic&skrivpdf=j&artnr=AS08%20371

Sekundarne protilatky:

Anti-mysia IgG (Fc $pecifickd) znacena alkalickou fosfatdzou — protilatka
produkovana v koze, (A1418) — Sigma-Aldrich, USA — pouzivana pre Western
blot

Anti-zajacia IgG (celd molekula) znacena alkalickou fosfatdzou — protilatka
produkovana v koze, (A3687) — Sigma-Aldrich, USA — pouzivana pre Western
blot

Anti-zajacia IgG (celd molekula) znac¢ena peroxidazou — protilatka produkovana

v koze, (A0545) — Sigma-Aldrich, USA — pouzivana pre ELISA metodu

3.3 Pouzité chemikalie

e 3, 37,5, 5 -tetrametylbenzidin dihydrochlorid (TMB) — ROTH, Nemecko
e 5-promo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP) — ROTH, Nemecko
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Akrylamid (AA) — Sigma-Aldrich, USA

Bromfenolova modra — Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosforeénan amoénny — Penta, Ceské republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny — Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosfor¢nan sodny hydrat — Spolek pro chemickou a hutni vyrobu,
Ceska republika

Dimetylformamid (DMF) — Sigma-Aldrich, USA
Dimetylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich, USA
Disodna sol’ kyseliny etyléndiamintetraoctovej — Millipore, Nemecko
Dodecylsiran sodny (SDS) — ROTH, Nemecko

Dusiénan draselny — Lachema, Cesk4 republika

Dusiénan vapenaty tetrahydrat — Lachema, Ceska republika
Etanol — Penta, Ceska republika

Glycerol — Sigma-Aldrich, USA

Glycin — Sigma-Aldrich, USA

Hovédzi sérovy albumin (BSA) — Sigma-Aldrich, USA
Hydrogenfosfore¢nan draselny — Sigma-Aldrich, USA
Hydrogenfosfore¢nan sodny — Sigma-Aldrich, USA
Hydrogenuhli¢itan sodny — Lach-Ner, Ceska republika
Hydroxid sodny — Penta, Ceské republika

Chlorid draselny — Lachema, Ceska republika

Chlorid hore¢naty — Lach-Ner, Ceska republika

Chlorid sodny — Penta, Ceska republika

Kyselina boritda — ROTH, Nemecko

Kyselina citronova — Lach-Ner, Ceska republika
Kyselina chlorovodikova — Lach-Ner, Ceska republika
Kyselina sirova — Lach-Ner, Ceska republika
Merkaptoetanol — ROTH, Nemecko

Metanol — Sigma-Aldrich, USA

Molybdenan amoénny tetrahydrat — Sigma-Aldrich, USA
Nitrotetrazoliova modra (NBT) — ROTH, Nemecko
n-butanol — Sigma-Aldrich, USA
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e N, N'-metylénbisakrylamid (BIS) — Sigma-Aldrich, USA

e N, N, N’, N'-tetrametyletyléndiamin (TEMED) — ROTH, Nemecko

e Perborat sodny — Merck, Slovinsko

e Persiran amoénny (APS) — Sigma-Aldrich, USA

e Siran hore¢naty heptahydrat — ROTH, Nemecko

e Siran manganaty hydrat — Sigma-Aldrich, USA

e Siran med’naty pentahydrat — Sigma-Aldrich, USA

e Siran zino¢naty heptahydrat — Penta, Ceské republika

e Siran Zeleznaty heptahydrat — Penta, Cesk4 republika

e SuSené mlieko — ROTH, Nemecko

e Tris/HCI pufor — Acros Organics, Belgicko

e Tween 20 - ROTH, Nemecko

e Uhligitan sodny — Lach-Ner, Ceské republika

e Zivodisny $tandard Hsp70 z hovidzieho mozgu (H9776) — Sigma-Aldrich,
USA

3.4 Pouzité pristroje a experimentalne vybavenie
e 96-jamkova ELISA dosticka Corning Costar — Sigma-Aldrich, USA
e Akvarijny motoréek — Tetra, Nemecko
¢ Analytické vahy — Denver Instrument, USA
e Blotovacia aparattra na semi-dry — BioRad, USA
e Centrifuga 5418R — Eppendorf, Nemecko
e Flektroforeticka sada — BioRad, USA
e ImmunoPlate F96 Nunc, Maxisorp — Thermo Fisher Scientific, USA
e Magneticka mieSacka — BioSan, Lotyssko
e Sada automatickych pipiet — Eppendorf, Nemecko
e Termostat — Major Science, Taiwan
e Termostatovana trepacka — BioSan, LotySsko
e Trepacka — BioSan, LotySsko
e \ortex — BioSan, Lotyssko

e Zdroj prudu — Cleaver Scientific Ltd, Spojené kral'ovstvo
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3.5 ZloZenie a priprava roztokov

Vzorkovaci pufor — 0,125 mol-I"t Tris/HCI pufor o pH 6,8; 4% (w:v) SDS, 20%
(v:v) glycerol, 5% (v:v) merkaptoetanol a 0,02% (w:v) bromfenolova modra
Roztok ,,R* — 1 diel 0,1 mol-I* Tris/HCI pufru o pH 7, 1 diel vzorkovacieho pufru
a 1 diel 10% (w:v) SDS

Blokovaci pufor — 5% (w:v) roztok suseného mlieka v TBS (20 mmol-I* Tris
a 500 mmol-I* chlorid sodny, pH 7)

Roztok Tweenu 20 v TBS — 20 mmol-I** Tris a 500 mmol-I* chlorid sodny, pH 7
(objem 600 ml) + Tween 20 0 objeme 300 pl

,Staining pufor — 100 mmol-It Tris pufor, 100 mmol-I* chlorid sodny
a 5 mmol-I* chlorid horeénaty, pH 9,5

Farbiaci roztok — ,,staining™ pufor, NBT (10% (w:v) NBT v 70% (v:v) DMF),
BCIP (5% BCIP (w:v) v 100% (v:v) DMF). 5 ml ,,staining" pufru zmiesat’ s 16 ul
roztoku NBT a 16 ul roztoku BCIP

Uhli¢itanovy pufor — 1,272 g uhli¢itan sodny a 1,512 g hydrogenuhli¢itan sodny,
rozpustit' v 250 ml destilovanej vody, upravit’ pH, doplnit’ na objem 300 ml;
pouzité pH 7,5; 9,6 a 10,5; vysledna koncentracia uhli¢itanovéhu pufru bola
0,1 mol-I*

K-fosfatovy pufor — 1 mol-I* hydrogenfosfore¢nan draselny a 1 mol-I"* dihydro-
genfosfore¢nan draselny, pH 7; vysledna koncentracia K-fosfatového pufru bola
0,1 mol-I*

10x koncentrovany premyvaci pufor o pH 7,5 — 1,5 mol-I"! chlorid sodny,
0,03 mol-I* dihydrogenfosfore¢nan sodny hydrat a 0,01 mol-I"* hydrogen-
fosforecnan sodny

Premyvaci pufor — 50 ml 10x koncentrované¢ho premyvacieho pufru zmiesat
s 500 pl Tween 20 a pridat’ 450 ml destilovanej vody

Bloka¢né cinidla — pouzité 2% (w:v) BSA; 2% (w:v) BSA + 0,02% (v:v)
Tween 20; 0,5% (w:v) mlieko a 0,5% mlieko (w:v) + 0,02% (v:v) Tween 20
Fosfo-citratovy pufor — 0,2 mol:I* hydrogenfosfore¢nan sodny, 0,1 mol-I*
kyselina citronova a 4,89 mmol-I"! perborat sodny, pH 4,6

Roztok TMB - 24 mg TMB v 1 ml DMSO

ELISA substrat — 0,1 mol-It TMB a 0,1 mol-I! fosfo-citratovy pufor s perboratom
sodnym 0 pH 4,6
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3.6 Metédy
3.6.1 Pestovanie rastlinného materialu

3.6.1.1 Rastlinny material I.

Rastlinny material I. bol pestovany pre stanovenie Hsp70 metédou SDS-PAGE (kap. 4.1
a4.4.2). Semena hrachu Trendy a Arvika boli ponechané pocas jedného dna v kadickach
s vodou, kde sa nechali nabobtnat’ pri izbovej teplote 25 °C. Na druhy den boli semena
premiestnené na Petriho misky. Do kazdej Petriho misky boli vloZené vodou zvlh¢ené
servitky a nasledne boli na ne poukladané semena hrachu. Semena sa ponechali kli¢it
vo fytotrone po dobu dvoch dni pri teplote 23 °C s fotoperiddou 16 hodin svetlo a 8 hodin
tma.

Po dvoch dinoch boli naklicené semena hrachu z Petriho misiek premiestnené
na pestovanie v hydroponickom systéme. Pri pestovani bol pripraveny zivny Hoaglandov
roztok podla tabulky 1, riedeny v pomere 1:3 s vodou a prevzdusiovany pomocou
akvarijného motorceka. Po siedmich diioch bol rastlinny materidl vystaveny stresovym
podmienkam. Polovica rastlin sluzila ako kontrola, ktora bola ponechana 2 hodiny pri
izbovej teplote 25 °C a druha polovica bola vlozena do termostatu s teplotou 42 °C na dve
hodiny. Nasledne boli zozbierané zvlast’ korene a nadzemné Casti kontrolnych aj streso-

vanych rastlin a material bol zamrazeny pre d’alSie pouzitie.

Tab. 1: Zlozenie Hoaglandovho roztoku.

Koncentracia Visledns
i zasobného Navazka Objem ysteana
Chemikalie 1 1 koncentracia
roztoku (g'1h) (ml-17%) 1)
(mmol-1?t) (pmo
KNOs3 1000 101,2 1,5 15
Ca(NOs)2-4H,0 1000 236 1 1
NHsH2PO, 1000 115,2 0,5 500
MgSQO4-7H,0 1000 246,4 0,25 250
KCI 50 3,72 50
MnSO4-H0 2 0,338 1 2
ZnS04-7H0 2 0,574 2
CuS04'5H,0 0,5 0,124 0,5
(NH4)6M07024-4H,0 0,5 0,08 0,5
H3BO3 25 1,55 0,5 12,5
Na:EDTA 20 7,44 1 20
FeSO47H,0 20 5,56 20
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3.6.1.2 Rastlinny material Il.

Rastlinny material II. bol pestovany pre stanovenie Hsp70 optimalizovanou metoédou
ELISA (vid. kap. 4.2.1; 4.4.1; 4.4.3 a 4.5). Semena hrachu Arkta, Arvika a Trendy boli
pri izbovej teplote 25 °C ponechané v kadickach s vodou nabobtnat’ pocas jedného dna.
Nasledujuci den boli premiestnené do Petriho misiek, na vodou navlh¢ené servitky, kde
sa nechali kli¢it po dobu 3 dni pri izbovej teplote 25 °C. Nakli¢ené semena boli nasledne
presunuté z Petriho misiek do fytotronu, kde boli pestované hydroponicky za rovnakych
podmienok ako pri pestovani pre SDS-PAGE.

Po siedmich dnoch bol rastlinny material vystaveny stresovym podmienkam. Rastliny
troch genotypov boli rozdelené na tri Casti, kedy jedna Cast’ sluzila ako kontrola (izbova
teplota 25 °C, tma), druha Cast’ bola stresovana teplom v termostate (42 °C, tma) a tretia
Cast’ bola stresovana chladom (4 °C, tma). VSetky rastliny boli pri danych podmienkach
ponechané dve hodiny. Potom boli nadzemné Casti a korene zozbierané zvIast' v ¢asovom

rozmedzi 0; 0,5; 1; 2; 4 a 24 hod. po vystaveni stresovym podmienkam.

3.6.1.3 Rastlinny material I11.

Z dovodu, ze komerény $tandard rastlinnych Hsp70 nebolo mozné zakupit’, bol pestovany
genotyp hrachu Trendy, ktory sluzil ako interny kalibrator pre ELISA metodu (kap. 4.2.2;
4.2.3; 4.24; 4.25; 4.26; 4.3; 4.4 a 45). Semena hrachu Trendy boli ponechané
v kadickach nabobtnat’ pocas jedného dia pri izbovej teplote 25 °C. Na d’alsi den boli
semena premiestnené na vodou navlhceny perlit. Pestovanie trvalo 16 dni a nasledne bola
zozbierand len nadzemna Cast’ rastlin. Nakoniec bol rastlinny materidl zamrazeny pre

d’alSie pouzitie.

3.6.2 Priprava rastlinnych extraktov pouzitych pri SDS-PAGE

Nadzemné &asti a korene boli homogenizované na lade v trecej miske pomocou t¢ika.
Po homogenizacii bol k rastlinnému materialu pridany roztok ,,R“ v pomere 1:2 (w:v).
Nasledne boli vzorky centrifugované pri teplote 4 °C, pocas 10 minut pri maximalnych
otaCkach 16 000 X g. Zo zcentrifugovanych vzoriek boli odpipetované supernatanty
do novych mikroskiimaviek, ktoré sa nechali inkubovat’ po dobu 5 minut pri teplote

100 °C. Vzorky sa po inkubacii nechali schladit’ a potom boli pouzité na SDS-PAGE.
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3.6.3 SDS-PAGE

Pritomnost’ Hsp70 v hrachu siatom genotypoch Arvika a Trendy v stresovanych
a kontrolnych vzorkach bola ur¢ena pomocou metdédy SDS-PAGE, pri ktorej bol vyuzity
4% zaostrovaci a 7% deliaci gél. Gély boli pripravené podl'a tabul’ky 2. Pre zaostrovaci
gél bol pouzity 0,5 mol-I"* Tris/HCI pufor o pH 6,8 a pre deliaci gél 1,5 mol-I"* Tris/HCI
pufor o pH 8,8. Pred zahdjenim polymeracie bol pridany TEMED a pre jej vlastné
zahajenie 10% (w:v) APS. Elektroforéza prebiehala za konsStantného napétia 120 V po
dobu priblizne 15 minut a nasledne bolo napéitie zvySené na 200 V. Po skonceni
elektroforézy nasledovalo blotovanie, teda prenos proteinov z gélu na membranu,

metodou semi-dry Western blotting.

Tab. 2: Zlozenie 4% zaostrovacieho gélu a 7% deliaceho gélu.

Gél (% T) Deionizovana  AA/Bis Pufor  10% (w:v) TEMED APS 10%

voda (ml) 30% (w:v) (ml) SDS (ml) (ml) (w:v)

(ml) (ml)

4 6,1 1,3 2,5 0,1 0,01 0,1
7 51 2,3 2,5 0,1 0,01 0,05
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3.6.4 Semi-dry Western blotting

Pomocou metddy semi-dry Western blotting boli rozdelené proteiny z gélu prenesené
na nitrocelulézovi membranu s vel’kostou porov 0,45 um. Prenos prebiehal 1 hodinu.
Po prenose bola nitrocelulézova membrana vlozena do blokovacieho pufru.
Nitrocelul6zova membrana bola ponechana v blokovacom pufri na trepacke do druhého

diia a nasledne bola pouZita na imunochemickl detekciu.

3.6.5 Imunochemicka detekcia proteinov na membrane
Po prenose proteinov z gélu na nitrocelulozovii membranu bola prevedena imuno-
chemicka detekcia. Membrana, po inkubacii v blokovacom pufri, bola inkubovana
s primarnou protilatkou, ktorou bola monoklonalna protilatka Anti-Heat Shock
Protein 70, produkovana v mysi. Protilatka bola riedena v pomere 1:1400 a inkubacia
prebichala dve hodiny. Po uplynuti daného ¢asu bola membrana dvakrat po dobu desat’
minut premytd roztokom Tweenu 20 v TBS. Nasledne bola na membranu nanesena
sekundarna protilatka anti-mysia 1gG (Fc Specifickd) znacena alkalickou fosfatazou
produkovana v koze, ktora bola riedena v pomere 1:3000. Inkubacia prebichala dve
hodiny. Po inkubacii bola membrana rovnako dvakrat po desat’ mintt premyta roztokom
Tweenu 20 v TBS. Nakoniec bola prevedena detekcia farbiacim roztokom. Farbenie
membrany prebiehalo cca 5 mintt a nésledne bola premyta destilovanou vodou.
Imunochemicka detekcia bola prevedena v niekol’kych opakovaniach, avSak pocas
experimentov dosSlo k zmene primarnej aj sekundarnej protildtky. Okrem uvedenej
primarnej monoklonalnej protilatky bola na detekciu vyskisana primarna polyklonalna
protilatka proti Hsp70, produkovana v zajacovi a riedena v pomere 1:10000. Pouzitou
sekundarnou protilatkou bola anti-zajacia 1gG (cela molekula) znacena alkalickou

fosfatazou, produkovana v koze a riedena 1:5000.

3.6.6 Priprava rastlinnych extraktov pouzitych pri ELISA metode

Korene a nadzemné ¢asti boli homogenizované pomocou ti¢ika v trecej miske. Rastlinny
material bol homogenizovany s 10-nasobkom vazbového (z angl. coating) pufru. Ked'ze
pri metode ELISA iSlo o optimalizaciu, boli pouzité Styri rozne pufry: uhli¢itanové pufry
o pH 7,5; 9,6 a 10,5, ktorych koncentracia bola 0,1 mol-I* a K-fosfatovy pufor o pH 7

a koncentracii 0,1 mol-I"t. Nasledne boli vzorky centrifugované pri teplote 4 °C, pocas
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10 minut pri maximalnych otackach 16 000 x g. Po centrifugécii boli supernatanty

prepipetované do novych mikroskiimaviek a pouzité na ELISA metodu.

3.6.7 ELISA

K detekcii a stanoveniu koncentracie Hsp70 vo vzorkach genotypov hrachu Arkta, Arvika
a Trendy sluzila imunologickd metoda ELISA. Pre optimalizaciu spravnej dosticky boli
pouzité dva typy: 96-jamkova ELISA dosticka Corning Costar — Sigma-Aldrich, USA
a ImmunoPlate F96 Nunc, Maxisorp — Thermo Fisher Scientific, USA. 96-jamkova
ELISA dosticka Corning Costar je schopnd viazat’ stredne velké a velké molekuly.
Jej vizobna kapacita je priblizne 400-500 ng IgG-cm?. ImmunoPlate F96 Nunc,
Maxisorp ma kapacitu viazania bielkovin priblizne 600-650 ng 1gG-cm.

Postup ELISA metddy spocival v niekolkych krokoch zhrnutych v schéme na
obrazku 14. Prvym krokom bolo nanesenie 100 pl vzorky na ELISA dosticku. Dosticka
S nanesenymi vzorkami bola néasledne inkubovana cez noc pri teplote 4 °C. Na d’alsi deit
boli vzorky z jamiek vytrepané, vysuSené poklepanim o servitku a premyté pridavkom
200 pl premyvacieho pufru. Nasledovala inkubacia s blokacnym ¢inidlom (200 pl), ktora
trvala 2 hodiny. Optimalizaciou bolo zvolené vhodné bloka¢né ¢inidlo spomedzi $tyroch
roznych: 0,5% (w:Vv) roztok suseného mlieka v premyvacom pufri, 0,5% (w:v) roztok
suseného mlieka v premyvacom pufri S pridavkom 0,02% (v:v) Tweenu 20, 2% (w:v)
roztok BSA v premyvacom pufri, 2% (w:Vv) roztok BSA v premyvacom pufri s pridavkom
0,02% (v:v) Tweenu 20. Po inkubécii boli jamky dosticky premyté premyvacim pufrom
(200 pl). Nasledovala inkubdacia s primarnou protilatkou (100 pl) pocas jednej hodiny.
Pouzita bola primarna polyklondlna protilatka proti Hsp70, produkovand v zajacovi,
ktorej vhodné riedenie bolo optimalizované. Po inkubacii nasledovalo premytie
premyvacim pufrom (200 pl). Dalej bola do jamiek pipetovana sekundarna protilatka
(100 pl) a dosticka bola inkubovana po dobu jednej hodiny. Pouzita sekundarna protilatka
bola anti-zajacia 1gG (cela molekula) — znacena peroxidazou, produkovana v koze
a riedena v pomere 1:3000. Po inkubacii nasledovalo opét’ premytie premyvacim pufrom
(200 upl). Nasledovala inkubacia s ELISA substratom (100 ul), po ktorej bola reakcia
zastavena pridavkom 50 ul 0,5 mol-I"t kyseliny sirovej. Nakoniec bola koncentracia
proteinov stanovend spektrofotometricky pri vinovej dizke 450 nm. Cely a podrobny
postup ELISA metody s nazvom ,,Stanovenie mnozstva Hsp70 v semenacikoch hrachu

pomocou ELISA metody* je prilozeny v prilohe 2.
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Inkubacia s

Nanesenie vzorky Inkubdcia cez noc Premyvanie PR
vy e L blokaénym &inidlom
na dosticku prid°C premyvacim pufrom
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Inkubécia so Inkubacia s

Premyvanie
premyvacim pufrom

Premyvanie

sekundarnou Ly
premyvacim pufrom

protilatkou 1 hod.

primarnou
protilatkou 1 hod.

Premyvanie Inkubdcia s ELISA Zastavenie reakcie Meranie absorbacie

premyvacim pufrom substratom 1 hod. prldar;;:m;x./jselmy spektrofotometricky

Obr. 14: Schéma krokov postupu metody ELISA.
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4 VYSLEDKY

Zameranim experimentalnej Casti diplomovej prace bolo zavedenie metody ELISA pre
stanovenie Hsp70, ktoré boli na Katedre biochémie doteraz detegované len pomocou
Western blotu. Po optimalizacii bola metoda ELISA pouzita pre stanovenie Hsp70
Vv rastlinnom materiali hrachu siateho u genotypov Arkta, Arvika, a Trendy v kontrolnych
ateplom a chladom stresovanych vzorkach. V ramci metédy Western blot bola pouzivana
sekundarna protilatka znacend alkalickou fosfatazou, zatial Co pri metode ELISA

sekundarna protilatka znacena peroxidazou.

4.1 Testovanie primarnych protilatok pre stanovenie mnozstva Hsp70
pomocou metédy Western blot

4.1.1 Pouzitie monoklonalnej protilatky (Merck)

V prvom realizovanom experimente boli Hsp70 stanovené metodou Western blot
S vyuzitim protilatok pouzivanych na Katedre biochémie pomocou uz zavedeného
protokolu. V protokole sa pracuje s primarnou monoklonalnou protilatkou Anti-Heat
Shock Protein 70, ktord je produkovana v mysi a riedend 1:1400. Pouzita sekundarna
protilatka je Anti-mysia IgG (Fc $pecifickd) produkovana v koze, znacena alkalickou
fosfatazou a riedena 1:3000. Pre kvantifikdciu bol pouzivany Standard Hsp70
Z hovadzieho mozgu.

V experimente bolo sku$ané, ¢i dojde k naviazaniu monoklondlnej protilatky
na rastlinné Hsp70, pretoze na strankach Merck je uvedené, Ze aj tato protilatka je vhodna
pre rastlinné vzorky. Nasledne bola zaklipend a testovand ina, Specifickd, rastlinna
primarna protilatka zo spolo¢nosti Agrisera (vid’. kap. 4.1.2).

Obrazok 15 (A, B) zobrazuje detegované Hsp70 v rastlinnych vzorkach (nadzemna
Cast’) hrachu siateho genotypu Arvika a Trendy detegované metédou Western blot
S vyuzitim nitrocelul6zovej membrany po imunochemickej detekcii a farbeni roztokmi
NBT a BCIP (detekcia alkalickej fosfatazy). Rastliny boli vystavené tepelnému stresu
(inkubacia 2 h pri teplote 42 °C v tme). Z vysledkov je zrejmé, ze Hsp70 boli detegované
len v nadzemnej Casti, zatial’ ¢o v korenoch vobec. Vplyv tepelného stresu na zvysenie

produkcie Hsp70 bol zaznamenany len u hrachu siateho v genotype Trendy.
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Obr. 15: Hsp70 detegované u hrachu siateho genotypu Arvika (A) a Trendy (B) metodou
Western blot s pouzitim monoklonalnej protilatky proti Hsp70. S — tandard (0,05 pg);
1 —koren (kontrola); 2 — koren (tepelny stres); 3 — nadzemna cast' (kontrola);
4 — nadzemna Cast’ (tepelny stres). Primarna protilatka: monoklonalna Anti-Heat Shock
Protein 70 (Sigma-Aldrich), produkovand v myS$i a riedena 1:1400. Sekundarna
protilatka: Anti-mysia IgG (Fc Specifickd) znacena alkalickou fosfatdzou, produkovana
v koze a riedena 1:3000.

4.1.2 Pouzitie polyklonalnej protilatky (Agrisera)

Pre porovnanie vysledkov detekcie Hsp70 metodou Western blot s vyuzitim primarne;j
monoklondlnej protilatky (vid. kap. 4.1.1) bola zakipena polyklonalna protilatka
od firmy Agrisera, ktord podla produktového listu (z angl. datasheet), je urfena
predovSetkym pre stanovenie Hsp70 v rastlinnych vzorkach a je u nej predikovana
reaktivita aj priamo pre testovany hrach Pisum sativum. Vyrobca doporucuje riedenie
protilatky 1:3000 — 1:10000. Pre optimalizaciu vhodného riedenia protilatky bolo
testované riedenie 1:5000 (obr. 16 B), 1:7500 (obr. 16 A) a 1:10000 (obr. 17 A, B).
Pouzita bola sekundarna protilatka anti-zajac¢ia 1gG (cela molekula), produkovana
v koze, znacena alkalickou fosfatazou a riedena 1:5000.

Porovnanim signalov na membrane pri pouziti riedenia primarnej polyklonalnej
protilatky proti Hsp70 1:5000, 1:7500 a 1:10000 sa javi ako najoptimalnejsie riedenie
1:10000 (obr. 16 a 17). Vysledky tiez ukazuju, Ze V rastlinach vystavenych tepelnému
stresu je mnozstvo Hsp70 vySSie v porovnani s kontrolnymi vzorkami u oboch
testovanych genotypov Arvika a Trendy. V nadzemnej Casti teplom stresovanych rastlin
je mozné pozorovat pritomnost novo produkovaného Hsp70 o vySSej molekulovej
hmotnosti (obr. 16, 17). Z vysledkov na obrazku 17 A, je viditeIné, Ze Hsp70 sa
u genotypu Arvika nachadzaji len v kontrolnej a stresovanej vzorke nadzemnej Casti,
zatial’ ¢o vo vzorkach korena nie. V pripade genotypu Trendy (obr. 17 B) boli Hsp70
detegované v kontrolnych a stresovanych vzorkach korena a rovnako tak aj v kontrolnych
a stresovanych vzorkach nadzemnej Casti. Pomocou primarnej polyklondlnej protilatky

proti Hsp70 (obr. 17) na rozdiel od pouzitia monoklonalnej protilatky proti Hsp70
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(obr. 15) boli detegované Hsp70 aj v korenoch hrachu siateho genotyp Trendy a v pripade

teplom stresovanych rastlin bola ich produkcia vyssia.

<+<—— 100 kDa

“w e - —Beeams. &

<«—— 63kDa

Obr. 16: Hsp70 detegované u hrachu siateho genotypu Arvika a Trendy metodou Western blot
S pouzitim polyklonalnej protilatky proti Hsp70. Primarna protilatka: polyklonalna Heat
Shock Protein 70 (Agrisera), produkovana v zajacovi a riedend 1:7500 (A), 1:5000 (B).
Sekundara protilatka: Anti-zajacia IgG (celd molekula), znacena alkalickou fosfatazou,
produkovana v koze a riedena 1:5000. S — §tandard (0,05 pg); 1 - nadzemna &ast’ genotyp
Trendy (kontrola); 2 — nadzemna Cast’ genotyp Trendy (tepelny stres); 3 — nadzemna cast’
genotyp Arvika (kontrola); 4 — nadzemna cast’ genotyp Arvika (tepelny stres); M — marker
molekulovej hmotnosti.

A B
Mo§ 1 2 3 4 M S 1 2 3 B
100 kDa — 100 kDa —»
75 kDa —» 75 kDa —»
63kDa —» --- TEe—-—— i, e C —

Obr. 17: Hsp70 detegované u hrachu siateho genotypu Arvika (A) a Trendy (B) metdédou Western
blot s pouzitim polyklonalnej protilatky proti Hsp70. Primarna protilatka: polyklonalna
Heat Shock Protein 70 (Agrisera), produkovana v zajacovi a riedena 1:10000.
Sekundarna protilatka: Anti-zajacia IgG (cela molekula) znacena alkalickou fosfatdzou,
produkovana v koze a riedena 1:5000. S — $tandard (0,05 pg); 1 - kore (kontrola); 2 —
koren (tepelny stres); 3 — nadzemna Cast’ (kontrola); 4 — nadzemna Gast’ (tepelny stres);
M — marker molekulovej hmotnosti.
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4.1.3 Porovnanie monoklonalnej a polyklonalnej protilatky

Rastlinné vzorky genotypu Arvika a Trendy vystavené tepelnému stresu spolu
s kontrolnymi vzorkami po imunochemickej detekcii a farbeni roztokmi NBT a BCIP
su zobrazené na obrazku 18 (A, B). Boli pouzit¢ dve rézne primarne protilatky:
a) monoklonalna protilatka Anti-Heat Shock Protein 70, protilatka produkovana v mysi,
riedend 1:1400 a b) primarna polyklonalna protilatka proti Hsp70 riedena 1:10000.
Sekundarna protilatka pouzita spolo¢ne s primarnou monoklonalnou protilatkou bola
anti-mysia IgG (Fc Specificka) znacena alkalickou fosfatazou produkovana v koze
ariedena v pomere 1:3000. Sekundarna protilatka, ktord bola pouzitd v experimentoch
S primarnou polyklondlnou protilaitkou bola anti-zajacia IgG (celd molekula)
produkovana v koze, znaCena alkalickou fosfatazou a riedena 1:5000. Pouzity bol
zivoCisny Standard Hsp70 z hoviddzieho mozgu.

Z vysledkov je vidiet, ze v pripade genotypu Arvika, vySiel rovnaky vysledok pri
pouziti monoklondlnej aj polyklonalnej protilditky a Hsp70 boli detegované len
v nadzemnej ¢asti. Co sa tyka genotypu Trendy, pri pouZiti monoklonélnej protilatky boli
Hsp70 detegované len v nadzemnej Casti, zatial' o v pripade pouzitia polyklonalnej
protilatky aj vo vzorkach korena. Podl'a markeru je mozné priblizne stanovit’ molekulova

hmotnost’ na 70 kDa, ¢o zodpoveda pozadovanym Hsp.

A B
S 1 2 3 4 1 2 3 4
a)
M3 1 2 3 4 M S 1 2 3 4
100kDa —» 100kDa —»
75 kDa —» 75 kDa —»
63 kDa —» i | e— 63 kDa —» - — ——

Obr. 18: Hsp70 detegované u hrachu siateho genotypu Arvika (A) a Trendy (B) metédou Western
blot s pouzitim primarnej monoklonalnej a polyklonalnej protilatky. Primarna protilatka:
a) monoklonalna Anti-Heat Shock Protein 70 (Sigma-Aldrich), produkovana v mysi,
riedena 1:1400 a b) polyklonalna Heat Shock Protein 70 (Agrisera), produkovana
Vv zajacovi a riedena 1:10000. Sekundarna protilatka pouzita s primarnou monoklonalnou
protilatkou: Anti-mysia IgG (Fc $pecificka) znacena alkalickou fosfatazou, produkovana
v koze a riedend 1:3000. Sekundéarna protilatka pouzitd s primarnou polyklondlnou
protilatkou: Anti-zaja¢ia IgG (celd molekula), znacena alkalickou fosfatazou,
produkovana v koze a riedena 1:5000. S — standard (0,05 pg), 1 — koren (kontrola);
2 - koreii (tepelny stres); 3 — nadzemna Cast’ (kontrola); 4 — nadzemna Cast’ (tepelny stres).
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4.2 Optimalizacia metody ELISA

Optimalizacia metddy ELISA pozostavala z viacerych krokov, ktoré zahfnali vyber
vhodnej ELISA dosticky, vdzbového (coating) pufru, bloka¢ného Cinidla, riedenia vzorky
a riedenia primarnej polyklonalnej protilatky proti Hsp70. Po optimalizovani krokov bola
metoda ELISA vyuzitda k stanoveniu mnozstva Hsp70 u genotypov Arkta, Arvika
a Trendy (kap. 4.5). Experimenty tykajuce sa optimalizacie jednotlivych krokov boli
robené v minimélne dvoch opakovaniach. Pre metodu ELISA bola pouzivana primarna
polyklonalna protilatka proti Hsp70 a sekundarna anti-zajacia IgG (cela molekula)

produkované v koze a znacend peroxidazou.

4.2.1 Vyber vhodnej ELISA doSti¢ky

Pri vybere vhodnej ELISA dosticky boli pouzité dva typy, a to 96-jamkova ELISA
dosticka Corning Costar a ImmunoPlate F96 Nunc, Maxisorp. Na obe dosticky boli
pipetované blanky (uhli¢itanovy pufor o pH 9,6 bez pridavku vzorky) a Standardy
0 koncentrécii 2, 10 a 100 ng-ml™. Ako standard bol pouZity $tandard Hsp70 z hoviidzieho
mozgu. Proteiny z rastlinného materialu boli extrahované v uhli¢itanovom pufti o pH 9,6.
Pouzité vzorky st uvedené v tabulke 3. Metdéda ELISA bola realizovanéd podl'a postupu
Snazvom ,,Stanovenie mnozstva Hsp70 v semenacikoch hrachu pomocou ELISA
metody*, ktory je priloZzeny v prilohe 2. Z vysledkov porovnania dosticky Corning Costar
a ImmunoPlate F96 Nunc je mozné pozorovat’, ze dosticka Corning Costar mala lepsie
vidzobné schopnosti a detegovany signal bol vySS$i. V pripravenych extraktoch
Z nadzemnej Casti oboch genotypov aplikovanych na dosticku Corning Costar bol signal
prili§ vysoky. Na zadklade uvedenych vysledkov bola pre dalSie merania zvolena
96-jamkova ELISA dosti¢ka Corning Costar.

Standard aplikovany v pouzitej koncentracii nevykazoval signal na dosticke
ImmunoPlate F96 Nunc. V pripade pouzitia dosticky Corning Costar bol signal Standardu
detegovany. Signdl detegovany v pripade tepelne stresovanej vzorky je vyssi ako
v kontrolnej vzorke pri realizacii stanovenia na oboch typoch testovanych dosticiek,
¢o koreluje s vysledkami ziskanymi metédou Western blot (kap. 4.1). Efekt tepelného
stresu na zvySenie produkcie Hsp70 nie je mozné jednoznacne potvrdit’ na zaklade tohto
orientacného experimentu, pretoze neboli ziskané koreSpondujuce vysledky pri pouziti

testovanych dosti¢iek. Pre jednoznaéné vyhodnotenie vplyvu tepelného stresu
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na produkciu Hsp70 boli nasledne realizované cielené experimenty s vyuzitim

optimalizovanej metody ELISA.

Tab. 3: Absorbancia namerana pri 450 nm pre stanovenie Hsp70 v ramci pozorovania dvoch
testovanych ELISA dosti¢iek. K — kontrola, TS — tepelny stres, *Nd — nedetegované,

prilis vysoka hodnota.

Dosticka Corning

Dosticka ImmunoPlate

Aplikécia vzoriek na dosticky Costar F96 Nunc

1 2 3 1 2 3 1 2 3
Arvika Trendy

Blank korefi (K) korefi (K) 0,152 2,965 3,699 0,146 1,127 2,924
Standard Arvika Trendy

2 ngmlt Korefi (TS)  koref (TS) 0,16 2,901 3,828 0,151 2,519 3,452
Standard Arvika Trendy

10 ne-mlt nadzemna nadzemna 0,168 *Nd *Nd 0,147 3,885 4,04
& cast’ (K) Cast’ (K)
Standard Arvika Trendy

100 ne-ml-: nadzemna nadzemna 0,195 *Nd *Nd 0,131 3,921 4,01
& ast (TS)  &ast (TS)
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4.2.2 Vyber vhodného vazbového pufru

Pre testovanie vhodného vizbového pufru pre metédu ELISA boli pouzité uhli¢itanové
pufry s hodnotou pH: 7,5; 9,6 a 10,5 a K-fosfatovy pufor s pH 7. Pouzitym blokacnym
¢inidlom bol 0,5% roztok suseného mlieka, primarna polyklonalna protilatka proti Hsp70
bola riedena 1:5000 a sekundarna anti-zajacia IgG (cela molekula) produkovana v koze
a znacena peroxidazou bola riedena 1:3000. Namiesto Standardu Hsp70, ktory v rastlinnej
forme nie je dostupny, bol pre analyzy pouzity kalibrator, ktory bol pripraveny extrakciou
nadzemnej Casti genotypu Trendy (vid’. kap. 3.6.1.3) v testovanych pufroch a zriedeny
600, 800, 1000 a 1200x. Z vysledkov ELISA metddy bolo zistené, ze najvhodnejSim
pufrom na extrakciu je uhli¢itanovy pufor s pH 9,6 (obr. 19). V pripade pouzitého
uhli¢itanového pufru pH 9,6 bol pozorovany najvyraznejsi efekt riedenia kalibratora na

detegovany signal.

Uhlic¢itanovy pufor pH 7,5

15 .. .
Uhlic¢itanovy pufor pH 9,6
Uhli¢itanovy pufor pH 10,5
13 [ .[ K-fosfatovy pufor pH 7
1,1 J‘
o 4 [
o 09 *F
&+ » 2 T 1
< ’ $ )
[ ? :
T
07 | $ 1
0,5 ;
0,3
600 800 1000 1200

Riedenie kalibratora

Obr. 19: Testovanie vplyvu zloZenia vdzbového pufru. Zavislost' absorbancie pri 450 nm na
riedenie kalibratora (600, 800, 1000 a 1200x) v kombindcii s pouzitymi testovanymi
vézbovymi puframi o pH v rozsahu 7 — 10,5.
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4.2.3 Testovanie vhodného bloka¢ného ¢inidla

Pre zablokovanie neobsadenych miest na povrchu jamiek boli testované dva proteinové
blokatory, bud’ samotné alebo s pridavkom neionogénneho detergentu. Konkrétne to boli
tieto varianty: 1) 0,5% roztok suseného mlicka 2) 0,5% roztok suSeného mlieka s 0,02%
Tweenom 20 3) 2% roztok BSA a 4) 2% roztok BSA s 0,02% Tweenom 20. Pre tieto
merania bol pouzity kalibrator extrahovany v uhli¢itanovom pufri s pH 9,6 (vychadza
z kap. 4.2.2) v réznych riedeniach (600, 1000, 1400, 1600x). Primarna polyklonalna
protilatka bola riedenda 1:5000 a sekundarna anti-zaja¢ia IgG (cela molekula)
produkovand v koze a znacend peroxidazou 1:3000. Pre d’alSie experimenty bolo zvolené

blokac¢né ¢inidlo 2% roztok BSA s 0,02% Tweenom 20 (obr. 20).

14 0,5% mlieko
0,5% mlieko + 0,02% Tween20
1,2 [ 2% BSA
2% BSA + 0,02% Tween 20
1,0 l
0,8 | { 1
3 J '
< os] 1 |
'[ ]
0,4 '
1 I
T 1
0,2 ]
0,0
600 800 1000 1200 1400 1600

Riedenie kalibratora

Obr. 20: Testovanie vplyvu zloZenia blokovacieho roztoku. Zavislost’ absorbancie pri 450 nm na
riedenie kalibratora (600, 1000, 1400 a 1600x) v kombinacii s pouZitymi testovanymi
bloka¢nymi ¢inidlami. BSA — hovédzi sérovy albumin.
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4.2.4 Optimalizacia vhodného riedenia vzorky

Pri testovani roznych riedeni vzorky bol pouzity pripraveny kalibrator, ktory bol
extrahovany v uhli¢itanovom pufri s pH 9,6 a zriedeny 600x — 1600x. Pouzitym
bloka¢nym ¢inidlom bol 2% roztok BSA s pridavkom 0,02% Tweenu 20 (vychadza z kap.
4.2.3). Primarna polyklonalna protilatka bola riedena 1:5000 a sekundarna anti-zajacia
IgG (celda molekula) produkovana v koze a znafena peroxidazou 1:3000. V grafe
na obr. 21 je mozné pozorovat klesajuci trend absorbancie v zavislosti na znizujucej
sa koncentracii Hsp70, a to az do riedenia 1200x, potom dochadza k opa¢nému trendu,
kedy absorbancia so znizujucou sa koncentraciou Hsp70 narastd. Ako optimalne riedenie
kalibratora pre dosiahnutie spravnych vysledkov bolo zvolené riedenie 1000x. Pri nizSich
riedeniach (600x a 800x) bola hodnota absorbancie namerana pri 450 nm uz vyssia ako
hodnota 1.

1,6
1,4
1,2 1 I
1,0

0,8

A45(]

0,4 L
0,2

0,0
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Riedenie kalibratora

Obr. 21: Optimalizacia vhodného riedenia vzorky pre metodu ELISA. Absorbancie rézne
riedeného kalibratora (600x — 1600x) pri ELISA metode.
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4.2.5 Stanovenie vhodného riedenia primarnej protilatky

K zisteniu najvhodnejSicho riedenia primarnej polyklonalnej Hsp70 protilatky boli
pouzité riedenia 1:1000, 1:2500, 1:5000, 1:7500 a 1:10000. Ako vzorka sluzil opét
kalibrator 600x — 1600x zriedeny. Pre ELISA metddu boli pouzité uz optimalizované
kroky vid. kapitoly 4.2.2; 4.2.3 a 4.2.4, tzn. vdzbovy uhli¢itanovy pufor pH 9,6
a blokac¢né ¢inidlo 2% BSA s 0,02% Tweenom 20. Sekundarna protilatka anti-zajacia IgG
(cela molekula) produkovand v koze a znacena peroxiddzou bola riedend 1:3000. Podl'a
vysledkov znazornenych na obrazku 22 je najvhodnejSim riedenim primarnej protilatky
1:1000. Avsak, vzhladom na Setrenie protilatky nebolo zvolené, a rovnako tak ani
riedenie 1:2500. Riedenia primarnej protilatky 1:7500 a 1:10000 taktiez neboli uréené
ako vyhovujuce, pretoze pri riedeni kalibratora 1000x sa vzajomne ich hodnoty
absorbancie prekryvali. Preto bolo ako vhodné riedenie primarnej protilatky pre d’alSie

merania zvolené riedenie 1:5000.

—e—Riedenie Ab 1:1000

Riedenie Ab 1:2500

18 Riedenie Ab 1:5000

Riedenie Ab 1:7500
—e— Riedenie Ab 1:10 000
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Obr. 22: Testovanie vplyvu riedenia primarnej protilatky. Zavislost’ absorbancie pri 450 hm na
riedeni kalibratora (600, 800, 1000, 1200, 1400 a 1600x) v kombinacii s riedenim
primarnej polyklonalnej protilatky proti Hsp70.
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4.2.6 Testovanie moznych interferencii pocas ELISA metody

V ramci optimalizacie metody ELISA boli otestované aj mozné interferencie a vznik
nespecifickych vézieb medzi blokacnym cinidlom, protildtkami, pripadne vzorkou
kalibratora, a preto boli premerané rozne zlozenie blankov (tab. 4). ELISA metoda bola
realizovana podl'a postupu uvedenom v prilohe s ndzvom ,,Stanovenie mnozstva Hsp70
v semenacikoch hrachu pomocou ELISA met6dy*. Primarna polyklonalna protilatka bola
riedena 1:5000 a sekundarna anti-zajacia IgG (celd molekula) produkovana v koze
a znacena peroxidazou 1:3000.

Pri stanoveni moznych interferencii pri ELISA metdde boli robené vzdy tri technické
replikaty a stanovena priemerna hodnota absorbancie je uvedend v tabulke 4.
Z vysledkov bolo mozné pozorovat, ze vSetky typy blankov, okrem blanku 3, mali nizku
hodnotu absorbancie. Na zaklade nameranych hodnét absorbancii bolo zistené, Ze
ublanku 3 dochadzalo k interferencii medzi kalibratorom, bloka¢nym c¢inidlom
a sekundarnou protilatkou. Pre d’alSie merania bol preto pouzity blank, ktory bol
Specificky pre kazda vzorku. Blank obsahoval konkrétnu vzorku, pridavok bloka¢ného
Cinidla, primarna protilatka bola vynechana a nahradena vdzbovym pufrom, a nasledne
bola pridana sekundarna protilatka. Takyto typ blanku bol vyuzity pri merani vSetkych

vzoriek rastlinného materialu popisanych v kapitole 4.4.1 a 4.5.
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Tab. 4: ZloZenie siedmich typov blankov pouzitych pri optimalizacii metody ELISA. Blank 3 obsahoval pridavok kalibratora s riedenim 600, 800, 1000, 1200,
1400 a 1600x. Blank 5 obsahoval pridavok kalibratora s riedenim 600, 1000 a 1400x. Absorbancia bola merana pri vinovej dlzke 450 nm. + = bolo
pridané do reakcie, - = nebolo pridané do reakcie.

Blank1 Blank2 Blank3 Blank4 Blank5 Blank 6 Blank 7

Riedenie pridaného

o, - - 600x 800x 1000x 1200x 1400x 1600x
kalibratora

600x 1000x 1400x

Blokaéné ¢inidlo
(0,5% mlieko + - + + + + + + + + - - - + -
0,02% Tween 20)

Blokac¢né ¢inidlo

(2% BSA + 0,02% - - - - - - - - - + + + - +
Tween 20)

Primarna protilatka - + - - - - - - - - - - - -

Sekup@éma - + + + + + + + - - - - + +
protilatka

Auso 0,102 0,134 0,680 0,885 0,354 0,444 0,221 0,262 0,081 0,139 0,155 0,136 0,135 0,124




4.3 Stanovenie koncentracie Hsp70 v pouzivanom kalibratore

Pre ur¢enie kvantitativneho mnoZzstva Hsp70 vo vzorkach bolo nutné pouzivat’ Standard,
ktory vSak pre rastlinné Hsp70 nie je komeréne dostupny. Preto sme si pripravili vlastny
,,Standard — kalibrator a podl'a zaktipeného kitu chceli urcit’ presntit koncentraciu Hsp70
v tejto vzorke. Na internete (https://www.mybiosource.com/plant-elisa-kits/heat-shock-
protein-70-hsp70/9370793) bol najdeny jediny kit, ktory by mal umoznit’ kvantitativne
stanovit’ koncentraciu Hsp70 v rastlinnych vzorkach. Jednalo sa o Kit s nazvom Plant
Heat Shock Protein 70 (Hsp70) ELISA Kit. Cat.No: MBS9370793. Manual k tomuto Kitu
je vlozeny na konci diplomovej prace ako priloha 1. Postup zahiiial pridavok Siestich
Standardov o nasledujucich koncentraciach: 62,5; 125, 250, 500, 1000 a 2000 pg-ml™.
Dalej bola ku kazdému $tandardu, pipetovanych do prilozenych stripov, pridana
reagencia konjugovana s chrenovou peroxidazou. Vzorky boli inkubované pocas jedne;j
hodiny pri teplote 37 °C a po uplynuti ¢asu boli Styrikrat premyté prilozenym premyvacim
roztokom riedenym 20x destilovanou vodou. Pouzitie kitu bolo zalozené na principe
sendvicovej ELISA metddy, kedy bola vyuzitd imunoenzymova reakcia bezfarebného
substratu, chromogenu B (TMB), ktory bol hydrolyzovany na farebny produkt.
K chromogenu B bol pridany roztok pre zastavenie reakcie s pridavkom kyseliny sirove;.
Nakoniec bola absorbancia zmerana spektrofotometricky pri vinovej dizke 450 nm.
Koncentracie Standardov a ich zmerané absorbancie boli pouZzit¢é na zhotovenie
kalibra¢nej krivky a rovnice priamky (obr. 23), ktora slazila k stanoveniu koncentracie

Hsp70 v napestovanom kalibratore.
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Obr. 23: Graf kalibra¢nej krivky zavislosti Asso na koncentracii Hsp70 (pg-ml?).
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Podl'a navodu, ktory bol prilozeny pri kite, Sa na analyzu mali pouZzit' neriedené
rastlinné vzorky a v pripade nameranej absorbancie prekracujucej hodnotu 1 mohli byt
vzorky zriedené 1x alebo 2x. Neriedeny kalibrator bol pipetovany do jamiek stripu a pre
detekciu Hsp70 bol pouzity rovnaky postup ako aj v pripade stanoveni Standardov (vid'.
text vysSie). Vysledky stanovenia koncentracie Hsp70 v napestovanom kalibratore
(tab. 5) boli ziskané vypoctom z rovnice priamky kalibraénej zavislosti. Merania boli
opakované v troch technickych replikdtoch a uvedend je priemernd hodnota. Okrem
stanovenia koncentracie Hsp70 v kalibratore, bol kit pouzity aj na stanovenie
koncentracie Hsp70 v jednotlivych vzorkach a vysledky st podrobnejsie analyzované

v kapitole 4.4.3.

Tab. 5: Stanovenie koncentracie Hsp70 s vyuzitim komeréne dostupného kitu vo vzorke
pripraveného kalibratora.

Neriedena vzorka kalibratora
Auso 0,537
Koncentracia (pg-ml?) 856,17
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4.4 Porovnanie stanovenia mnozstva Hsp70 tromi metédami

K stanoveniu mnozstva Hsp70 v rastlinnom materiali boli pouZité tri metddy, a to
1) ELISA — optimalizovany postup 2) Western blot a 3) ELISA — komer¢ny kit. Ziskané
vysledky boli vzajomne porovnané. Pre vSetky metody boli pouzité tieto rastlinné vzorky:
pripraveny kalibrator, kontrolné a teplom stresované korene a nadzemné Casti genotypu
Trendy zozbierané hned’ po vystaveni 2h tepelnému stresu pri teplote 42 °C. Pre Western
blot aj metodu ELISA bola pouzita primarna polyklonélna protilatka riedena v pomere
1:5000 pre metodu ELISA a 1:10000 pre Western blot. Sekundarna anti-zajacia IgG (cela
molekula) znacend peroxidazou a produkovana v koze bola riedend 1:3000 pre metodu
ELISA a pre Western blot bola pouzitd sekundarna protilatka anti-zajacia znacena
alkalickou fosfatazou riedena v pomere 1:5000. Pouzité rastinné vzorky boli riedené
1000x pre metodu ELISA a pre Western blot a metédu ELISA — komerény kit sa pouzili

neriedené vzorky.

4.4.1 Stanovenie mnoZzstva Hsp70 metéodou ELISA (optimalizovany

postup)

Metoda ELISA prebiehala podl'a optimalizovanych krokov (priloha 2), ¢ize bola pouzita
dosticka Corning Costar, rastlinny material bol extrahovany v uhli¢itanovom pufri
0 pH 9,6 a nasledne 1000x nariedeny. Ako bloka¢né ¢inidlo bol pouzity 2% roztok BSA
Vv premyvacom puftri S pridavkom 0,02% Tweenu 20 a primdrna polyklonalna protilatka
proti Hsp70 pripravend v zajacovi bola riedena v pomere 1:5000 v premyvacom pufri.
Sekundarna anti-zajac¢ia IgG (cela molekula) pripravena v koze a znacCena peroxidazou
bola riedena v premyvacom pufri v pomere 1:3000. Absorbancia bola merana pri vinovej
dizke 450 nm.

Mnozstvo Hsp70 bolo prepocitané na relativne jednotky, kedy hodnota jedna bola
vzdy priradena kalibratoru (obr. 24). Vzorky kontrolného aj teplom stresovaného korena
genotypu Trendy vykazovali voci vzorkdm nadzemnej Casti menSie mnoZstvo Hsp70.
Po vystaveni stresu bolo mnozstvo Hsp70, ¢i uz v koreni alebo nadzemnej Casti, zvySené
Vv porovnani s kontrolnymi vzorkami. Najviac Hsp70 sa podla vysledkov nachadza

V nadzemnej Casti stresovanej teplom, a naopak najmenej vo vzorkach korena.
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Obr. 24: Stanovenie mnozstva Hsp70 optimalizovanou metédou ELISA. PouZitym rastlinnym
materidlom boli kontrolné a teplom stresované korene a nadzemné Casti genotypu Trendy
zozbierané hned’ po vystaveni stresu.

4.4.2 Stanovenia mnozstva Hsp70 metédou Western blot

Dal$iou metédou pouzitou pre stanovenie mnozstva Hsp70 V rastlinnom materiali bol
Western blot s naslednou imunodetekciou (obr. 25). Pouzita bola primarna polyklonalna
protilatka Hsp70 riedena v pomere 1:10000 a sekundarna protilatka anti-zajacia znacena
alkalickou fosfatazou riedena v pomere 1:5000. Pre porovnanie s vysledkami stanoveni
Hsp70 optimalizovanou metoédou ELISA bolo realizované denzitometrické vyhodnotenie
pomocou programu ImageJ (obr. 26). Porovnanim obrazkov 24 a 26 je jasné, ze mnozstvo
Hsp70 v rastlinnych vzorkach stanovené pomocou metédy ELISA aj Western blot,

je zrovnatel'né.
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100 kDa
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Obr. 25: Hsp70 detegované v kontrolnych a teplom stresovanych korefioch a nadzemnych
castiach genotypu Trendy zozbierané hned’ po vystaveni stresu. Primarna protilatka:
polyklonalna Heat Shock Protein 70 (Agrisera), produkovand v zajacovi a riedena
1:10000. Sekundarna protilatka: Anti-zajacia IgG (celd molekula) znacena alkalickou
fosfatazou, produkovana v koze a riedena 1:5000. M - marker, S — §tandard (0,05 pg);
K - napestovany kalibrator; 1 — koren (kontrola); 2 — koren (tepelny stres); 3 - nadzemna
cast’ (kontrola); 4 — nadzemna Cast’ (tepelny stres).
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Obr. 26: Mnozstvo Hsp70 ziskané denzitometrickym vyhodnotenim bandov z obrazku 25
S vyuzitim programu ImageJ. PouZitym rastlinnym materialom boli kontrolné a teplom
stresované korene a nadzemné Casti genotypu Trendy zozbierané hned’ po vystaveni
stresu.
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4.4.3 Stanovenia mnoZstva Hsp70 metédou ELISA (komerény Kit)

V poslednom rade bolo mnozstvo Hsp70 v rastlinnych vzorkach analyzované pomocou
komer¢ne dostupného Kitu. Informacie o Kite, rovnako ako aj podrobny manual pre jeho
pouzitie je sucastou prilohy 1. Mnozstvo Hsp70 bolo prepocitané na relativne jednotky
a hodnota jedna bola opét’ priradena napestovanému kalibratoru (obr. 27). Z vysledkov
bolo mozné pozorovat opacny trend ako pri vysledkoch, ktoré boli ziskané
optimalizovanou metdédou ELISA a metédou Western blot. Vo vzorkach korena, ¢i uz
kontrolného alebo stresovaného teplom, bolo mnozstvo Hsp70 mnohonésobne vicsie ako
v ostatnych vzorkdch. Hodnota jeho absorbancie stanovovana pri 450 nm bola mimo
horntt hranicu detekcie spektrofotometra. V porovnani s dal§imi dvomi pouZitymi
metodami nebol u nadzemnej Casti pozorovany pozitivny efekt tepelného stresu na
produkciu Hsp70. Vysledky ziskané pouzitim komeréného kitu neodpovedali vysledkom,
ktoré boli dosiahnuté vyuzitim metédy ELISA a Western blot, a preto nebolo vhodné
pracovat’ s komer¢nym kitom a pouzivat’ ho pre stanovenie mnozstva Hsp70 v d’alSich
vzorkach. Taktiez hodnota koncentracie Hsp70 pre kalibrator stanovena v kapitole 4.3
nemusi byt zrejme spravna, a preto sa S nou d’alej ani nepocita. Mnozstvo Hsp70
stanovované optimalizovanou metédou ELISA sa tak stile prepocCitava na relativne

jednotky.
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Obr. 27: Stanovenie mnozstva Hsp70 pouzitim komeréne dostupného kitu. Pouzitym rastlinnym
materialom boli kontrolné a teplom stresované korene a nadzemné Casti genotypu Trendy
zozbierané hned’ po vystaveni stresu. * = Nd — nedetegované — prekro¢ena horna hranica
detekcie spektrofotometra.
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4.5 Aplikacia optimalizovanej ELISA metody pre stanovenie mnoZstva
Hsp70 v hrachu siatom po vystaveni tepelnému a chladovému

stresu

Optimalizovand ELISA metdda (priloha 2) bola aplikovana pre Stadium produkcie Hsp70
vo vzorkach pripravenych zo semenacikov hrachu vystavenych tepelnému a chladovému
stresu. K stadiu produkcie Hsp70 boli pouzité tri genotypy hrachu siatého Arkta, Arvika
a Trendy. Zvlast boli testované korene a nadzemné casti, sledovali sa zmeny v produkcii
Hsp70 v stresovanych rastlinach voéi rastlinam kontrolnym v ¢asovych intervaloch O;
0,5; 1; 2; 4 a 24 hodin po vystaveni stresu. Pouzity bol interny Standard pre prepocet
relativneho mnozstva Hsp70, kedy hodnota jedna bola vzdy priradend internému
Standardu a pre kazdu vzorku bol pouzity vlastny blank (vid’. kap. 4.2.6). Vsetky merania
boli zopakované trikrat.

Stanovené mnozstvo Hsp70 optimalizovanou metodou ELISA v korenioch
a nadzemnych Castiach genotypu Arkta je zndzornené na obrazku 28. Vzorky koretiov
zozbierané hned’ po vystaveni tepelnému aj chladovému stresu nevykazovali vyrazné
zmeny VvV mnozstve Hsp70 voc¢i kontrole. U koretiov kontrolnych rastlin doslo
po odtemneni rastlin k miernemu narastu produkcie Hsp70 v ¢ase 0 — 2 hodiny. Potom
hodnota Hsp70 mierne klesala a po 24 hodinach bolo pozorované najviac Hsp70
Vv korenioch kontrolnych rastlin. V koretioch rastlin vystavenych tepelnému stresu doslo
k narastu produkcie Hsp70 pol hodiny od vystavenia stresu, kedy s postupom ¢asu
koncentréacia Hsp70 v korenioch klesala. Najvyssia produkcia Hsp70 v korefioch teplom
stresovanych rastlin bola pozorovand pol hodinu po vystaveni stresu v porovnani
s kontrolnymi korefimi. Korene rastlin vystavenych chladovému stresu vykazovali pokles
mnozstva Hsp70 pol hodiny po vystaveni stresu, potom produkcia vyrazne vzrastla,
najviac Hsp70 bolo nameranych 1 hodinu po vystaveni stresu, a potom postupne klesala.

Mnozstvo Hsp70, v nadzemnej Casti genotypu Arkta zozbieranej hned’ po vystaveni
stresu, vzrastlo voci kontrole vo vzorke stresovanej teplom aj chladom. V kontrolnych
vzorkach sa mnozstvo Hsp70 v case nemenilo (obr. 28). Nadzemné casti rastlin
vystavenych tepelnému stresu vykazovali narast Hsp70 voc¢i kontrole len v ¢asoch
O0alhodina. Pri nadzemnej casti rastlin vystavenych chladovému stresu bol
zaznamenany len mierny pokles produkcie Hsp70 v ¢ase 0 — 4 hodiny. Vys$sie mnozstvo

Hsp70 bolo detegované po 24 hodinach v porovnani s kontrolou.
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Hladina Hsp70 v korenoch a nadzemnych ¢astiach hrachu siateho genotypu Arvika
bola stanovena optimalizovanou metédou ELISA (obr. 29). V korenoch zozbieranych
hned’ po vystaveni stresu bolo mnozstvo Hsp70 vysSie Vv korenoch rastlin stresovanych
teplom v porovnani s korenimi kontrolnych rastlin, zatial’ co mnozstvo Hsp70 Vv korenoch
stresovanych chladom bolo voc¢i kontrole nizSie. Kontrolné vzorky korena vykazovali
narast mnozstva Hsp70 od 0 — 2 hodiny, a nasledne mnozstvto Hsp70 pokleslo. U korefiov
rastlin stresovanych teplom bol pozorovany prudky nérast hned po vystaveni stresu.
Vysoka hladina Hsp70 bola az do 1 hodiny, potom mnozstvo Hsp70 kleslo. Korene rastlin
stresovanych chladom hned’ po vystaveni stresu vykazovali pokles produkcie Hsp70.
Nasledne bol zaznamenany vysoky narast mnozstva Hsp70 v ¢ase 0,5 — 2 hodiny
po strese, potom doslo k poklesu.

Produkcia Hsp70, stanovena optimalizovanou metédou ELISA, v nadzemnej Casti
genotypu Arvika bola hned’ po vystaveni stresu vySSia v nadzemnej Casti vystavenej
tepelnému stresu a niz§ia v nadzemne;j Casti stresovanej chladom voci kontrole (obr. 29).
V kontrolnych vzorkach bol pozorovany mierny narast mnozstva Hsp70 do 1 hodiny,
potom postupny pokles. Najvacsi narast produkcie Hsp70 u rastlin vystavenych
tepelnému stresu bol 2 hodiny od vystavenia, néasledne produkcia klesala. Chladom
stresované nadzemné Casti genotypu Arvika vykazovali pozvolny narast mnozstva Hsp70
az do 4 hodin, potom hladina Hsp70 postupne klesala.

Mnozstvo Hsp70 v genotype Trendy, v koreni a nadzemnej casti, bolo stanovené
optimalizovanou metédou ELISA (obr. 30). Hned po vystaveni stresu bolo mnozstvo
Hsp70 vyssie v teplom stresovanej vzorke a nizSie vo vzorke stresovanej chladom, voci
kontrole. U kontrolnych korenov doslo pol hodinu po odtemneni k vyraznejsiemu poklesu
Hsp70, nasledne mnozstvo Hsp70 postupne vzrastlo. Korene rastlin vystavené tepelnému
stresu vykazovali mierny néarast Hsp70 do 1 hodiny od stresu, potom mnozstvo klesalo.
V chladom stresovanych korenoch genotypu Trendy bol pozorovany pokles produkcie
Hsp70 do 0,5 hodiny, a potom doslo k narastu mnozstva Hsp70, priCom najviac Hsp70
bolo v korenoch rastlin vystavenych chladovému stresu po 24 hodinach.

Nadzemné¢ casti genotypu Trendy hned’ po vystaveni obom typom stresu vykazovali
narast mnozstva Hsp70 voci kontrole (obr. 30). Vzorky nadzemnej Casti kontrolnych
rastlin vykazovali po odtemneni prudky pokles hladiny Hsp70, ndsledne mnozstvo Hsp70
do 1 hodiny vzrastlo a postupom ¢asu mierne pokleslo. U rastlin vystavenych tepelnému

stresu produkcia Hsp70 rastla do 1 hodiny, potom mierne poklesla. Nadzemné Casti rastlin
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vystavenych chladovému stresu vykazovali pokles hladiny Hsp70 hned’ po vystaveni

stresu, nasledne hladina Hsp70 do 1 hodiny vzréstla a priebehom ¢asu opét’ mierne klesla.
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Obr. 28: Mnozstvo Hsp70 v korefioch a nadzemnych castiach genotypu Arkta po vystaveni
tepelnému a chladovému stresu. Vzorky boli zozbierané v ¢asovych rozmedziach
0d 0 — 24 hodin po vystaveni stresu.
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Obr. 29: Mnozstvo Hsp70 v korenoch a nadzemnych castiach genotypu Arvika po vystaveni
tepelnému a chladovému stresu. Vzorky boli zozbierané v Casovych rozmedziach
0d 0 — 24 hodin po vystaveni stresu.
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Obr. 30: Mnozstvo Hsp70 v korenoch a nadzemnych ¢astiach genotypu Trendy po vystaveni
tepelnému a chladovému stresu. Vzorky boli zozbierané v ¢asovych rozmedziach
od 0 — 24 hodin po vystaveni stresu.
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5 DISKUSIA

Rastliny st v prirode Casto vystavené réznym druhom abiotického stresu vratane nizkej
alebo vysokej teploty, nedostatku alebo prebytku vody, vysokej salinite ¢i tazkym
kovom. Spomedzi spominanych stresov ma tepelny stres vyznamny vplyv na rast
a metabolizmus rastlin. V reakcii na tepelny stres si rastliny syntetizuji molekularne
chaperony vratane Hsps, ktoré sa rozdel'uju na zaklade ich molekulovej hmotnosti na pat
tried: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 a malé Hsp (Kang et al., 2022).

Na pracovisku katedry biochémie PfF UP sa v ramci §tudii zameranych na obranné
reakcie rastlin pouziva pre detekciu Hsp70 metéda Western blot. Cielom mojej
diplomovej prace bolo optimalizovat’ a vytvorit funkény protokol pre stanovenie
a kvantifikaciu Hsp70 metdédou ELISA v rastlinnych vzorkach. Nasledne optimalizovant
metddu pouzit’ pre stanovenie Hsp70 v rastlinnom materiali hrachu, konkrétne v troch
genotypoch: Arkta, Arvika a Trendy. K detekcii Hsp70 sa pouzivaju aj kity, ktoré st
komer¢ne dostupné, ale hlavne st pripravené pre detekciu zivociSnych a I'udskych Hsps,
napr. https://www.baria.cz/z3578496-elisa-kit-for-heat-shock-protein-70-hsp70-96t
alebo https://www.abcam.com/en-cz/products/assay-Kkits/heat-shock-protein-assay-kit-
fluorometric-ab284527. Pre detekciu v rastlinnom materiali bol najdeny len ELISA kit
firmy MyBioSource (vid’. priloha 1), ktory bol zakpeny a pouzity pocas rieSenia
diplomovej prace.

Analyza Hsp70 v nadzemnych cCastiach teplom stresovanych rastlin hrachu siateho
genotypu Arvika a Trendy metodou Western blot, preukazala pritomnost novo
produkovaného Hsp70 o vySsej molekulovej hmotnosti. V' kontrolnych vzorkach
sa pritomnost’ Hsp70 o vysSej molekulovej hmotnosti neprejavila. Pri stanoveni Hsp70
bola pouzitd primarna polyklonalna protilatka riedena 1:5000, 1:7500 a 1:10000.
Rovnaké vysledky pozorovali aj Piterkova et al. (2013) v paradajke, konkrétne v dvoch
genotypoch Solanum lycopersicum cv. Amateur a Solanum chmielewskii. VV oboch
skimanych genotypoch paradajky bola akumulacia Hsp70 s vys$Sou molekulovou
hmotnost'ou 75 kDa typicka len pre vzorky vystavené tepelnému stresu.

Prvy krok optimalizacie metdody ELISA bol zamerany na vyber vhodnej dosticky
s najlepSou vizobnou schopnost'ou pre Hsp70. Pri optimalizécii sa vychadzalo z postupu,
ktory je na Katedre biochémie bezne pouzivany pre stanovenie véelich antimikrobidlnych
peptidov metddou ELISA. V ramci optimalizacie boli porovnavané 96-jamkova ELISA

dosticka Corning Costar a ImmunoPlate F96 Nunc, Maxisorp. Na zaklade vysledkov
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z vyberu vhodnej ELISA dosticky bola zvolena 96-jamkova Corning Costar dosticka
vd’aka lepSej vdzobnej schopnosti pre Hsp70.

Pre pripravu a pouzitie vzoriek rastlinného materialu bolo nutné zvolit' vhodny
viazbovy pufor. Cielom vhodného védzbového pufru je, aby protein mal Co najviac
hydrofébnych oblasti, ktorymi sa méze viazat' na dosticku. Podl'a stadii (Beckman et al.,
1994; Ireland et al., 2004) boli testované dva typy pufrov — uhli¢itanovy pufor o pH
v rozsahu 7,5-10,5 a K-fosfatovy pufor 0 pH 7. Z dosiahnutych vysledkov vyplynulo,
ze pre Studovany rastlinny material je vhodné pouzitie uhli¢itanového pufru o pH 9,6.
Podobné vysledky ziskali aj Beckman et al. (1994).

Z dovodu, Ze nie je k dispozicii Standard pre rastlinné Hsp70 o znamej koncentracii,
bol v priebehu optimalizaénych pokusov aj pri realizacii experimentov vyuZzivajicich
ELISA metodu pre stadium Hsp70 u rastlin vystavenych tepelnému a chladovému stresu
pripraveny tzv. kalibrator. Pre vyber vhodného riedenia vzoriek boli pouzité riedenia
600x — 1600x. Za najvhodnejSie riedenie kalibratora aj samotnych vzoriek bolo zvolené
riedenie 1000x, pretoze pri riedeniach 600x a 800x bola hodnota absorbancie, namerana
pri 450 nm, vysSia ako hodnota 1.

Dal$im krokom pri optimalizacii bolo testovanie blokaéného ¢inidla, ktoré zahfiialo
dva proteinové blokatory (mlieko, BSA), bud’ samotné alebo s pridavkom neionogénneho
detergentu (Tween 20). Narozdiel od Beckman et al. (1994), kde vyuzivali na
zablokovanie roztok suSeného mlieka, tak pre zablokovanie volnych miest pri préci
S rastlinnym materialom hrachu, vychadzalo ako najlepsie bloka¢né ¢inidlo roztok BSA
s pridavkom neionogénneho detergentu Tweenu 20.

Nasledujicim testovanym parametrom pri optimalizacii ELISA met6dy bolo riedenie
primarnej polyklonalnej protilatky Hsp70 (cytoplazmaticka) produkovanej v zajacovi.
Na zaklade odporucani vyrobcu (https://www.agrisera.com/cgi-
bin/ibutik/SkapaFaktura.pl?SkrivPDF=J&Sprak=EN&Friendly Grupp=heat-
shock&funk=visa_artikel&artgrp=57&Friendly=hsp70-heat-shock-protein-70-
cytoplasmic&skrivpdf=j&artnr=AS08%20371) bolo vhodné riedenic primarnej
polyklonalnej Hsp70 protilatky od 1:3000 — 1:10000. Pilotné experimenty testovania
vhodného riedenia (1:5000, 1:7500 a 1:10000) primarnej polyklonélnej protilatky boli
realizované pri stanoveni metody Western blot, kedy sa javilo ako optimalne riedenie
1:10000. Podla uz zavedenej metody Western blot, bola na membranach pouzita
sekundarna protildtka znacena alkalickou fosfatazou. V pripade metody ELISA boli

k zisteniu pouzité riedenia 1:1000, 1:2500, 1:5000, 1:7500 a 1:10000. Optimalizaciou
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bolo za najvhodnejSie zvolené riedenie 1:5000 pre metddu ELISA, zatial' o Hyskova
etal. (2021b) pouzili pre metodu ELISA riedenie tej istej primarnej polyklonalnej
protilatky 1:3000. Intenzita signalu bola dostato¢na a sucasne sme sa snazili aby bola
metdda ekonomicky vyhodna (cena za 50 pl protilatky je priblizne 320 € - 8085 K¢,
mnozstvo protilatky pouzitelné na cca 41 experimentov, v pripade vyuzitia celej
96-jamkovej ELISA dosticky). Na rozdiel od pouzitej sekundarne;j protilatky pri metode
Western blot, pri metéde ELISA bola vyuzita sekundarna protilatka znacena peroxidazou.
Na zaklade vysledkov z optimalizaénych experimentov bol vypracovany podrobny
protokol ,,Stanovenie mnozstva Hsp70 v semenacikoch hrachu pomocou ELISA
metody*, ktory je uvedeny v prilohe 2.

Metoda ELISA a aj metdda Western blot patria medzi nepriame metody, ktoré
je mozné pouzit' na detekciu pritomnosti proteinu vo vzorke. Obe metédy maju svoje
vyhody aj nevyhody. Sadeq et al. (2023) uviedli, ze metéda ELISA je ovel'a rychlejsia,
lacnejSia a vyzaduje Si malu zrucnost’, zatial ¢o metoda Western blot je zlozitejsia
a vyzaduje si viac sktsenosti. V dosledku toho sa Western blot pouziva vo vyskume
na potvrdenie vysledkov ELISA metdédy. Rovnako aj v diplomovej praci boli uvedené
metody porovnané a z vysledkov vyplyva, Ze data ziskané obomi metddami
st zrovnatel'né. Gavini a Parameshwaren (2023) uviedli, ze Western blot je ¢asovo
naro¢na metoda a v pripade nedodrzania potrebného ¢asu, moze dojst’ k skresleniu
vysledkov. Taktiez nedostatocny c¢as prenosu moéze spdsobit, Ze vicSie proteiny
sa neprenesu z gélu na membranu. Ako d’alSia mozna nevyhoda je aj to, Ze Western blot
je semikvantitativna metdda, a preto sa z vysledku da len priblizne odhadnut’, nie presne
urc¢it’, molekulovda hmotnost’ proteinu. Sakamoto et al. (2018) popisali, ze nevyhodou
metddy ELISA moze byt vysoka moznost' faloSne pozitivnych alebo negativnych
vysledkov z ddovodu nedostatocného blokovania povrchu mikrotitracnej dosticky
imobilizovanej antigénom. Naopak, ako vyhody uviedli jednoduchy postup, vysoki
ucinnost, pretoze analyzy sa moézu vykonavat' bez komplikovanej upravy vzoriek
¢i vysoku Specifickost’ a citlivost’ vd’aka reakcii antigén-protilatka. To, Zze metéda ELISA
ma vysoka citlivost’ vo¢i Western blotu bolo dokazené aj v diplomovej praci. S vyuzitim
metoédy ELISA, bolo mozné stanovit' relativne mnozstvo Hsp70 v koreni genotypu
Arvika, zatial’ ¢o pri pouziti Western blotu neboli Hsp70 detegované ani v kontrolnej ani
teplom stresovanej vzorke.

Mészaros, E. (2022) vo svojom &lanku uviedla, e ak chceme ziskat spolahlivé

kvantitativne udaje z pouzitia metody ELISA, je mozné zostavit’ kalibra¢nu Krivku.
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K zostrojeniu grafu kalibracnej krivky sa vyuZzije sériové riedenie stanovovaného typu
proteinu o znamej koncentracii. Pre porovnanie metodickych pristupov bol zakapeny
komerény ELISA kit. Vyrobca v manuali uvadzal, Ze kit je mozné pouZit’ na rastlinné
vzorky. Pomocou S$tandardov, ktoré boli sucastou kitu bola stanovend koncentracia
Hsp70 v pripravenom kalibratore. Kit bol pouzity aj pre stanovenie koncentracie Hsp70
vo vzorkach hrachu siateho. Napriek tomu, ze komer¢ny kit bol deklarovany ako vhodny
pre detekciu Hsp70 v rastlinnych vzorkach, ziskané vysledky neodpovedali vysledkom,
ziskanym vyuzitim metédy ELISA a metody Western blot. Kit umozioval realizciu
priblizne 8 stanoveni a jeho cena bola cca 1580 € - 40 000 K¢. Z dovodov ekonomicke;j
naro¢nosti a sucasne v dosledku ziskania nekore$pondujucich vysledkov s optima-
lizovanou metédou ELISA a uz dlhodobo zavedenou metodou Western blot
na pracovisku, nebolo vhodné s komerénym kitom d’alej pracovat’ a pouZzivat’ ho pre
stanovenie mnozstva Hsp70 v d’al§ich vzorkdch. Otaznou je aj spravnost’ stanovenia
koncentracie Hsp70 v kalibratore, preto by bolo nutné pre dosiahnutie adekvatnych
vysledkov pouzit’ iny Standard Hsp70, napriklad 'udsky, o znamej koncentracii.

V stadii vypracovanej Ni et al. (2021), bola Studovana expresia génu GhHSP70-26,
ktory koduje Hsp70 v baviniku. Hladina transkriptu bola vyssia v listoch baviniku ako
Vv jeho korenioch. Podobné zistenie vyplyvalo aj z vysledkov stanovenia mnozstva Hsp70
Vv jednotlivych genotypoch hrachu, priCom vo vSeobecnosti bolo relativne mnozstvo
Hsp70 vys§ie v nadzemnej Casti, obsahujicej aj listy, ako v korefioch rastlin. Dalej
VO svojej Stadii Ni et al. (2021) zistili, Ze gén GhHSP70-26 reaguje na transkripéne;j
urovni na vystavenie tepelnému alebo chladovému stresu. Bolo pozorované, ze relativna
expresia génu, ktory koduje Hsp70, po vystaveni tepelnému stresu bola najvyssia
po dvoch hodinach od vystavenia. Podobné vysledky boli dokazané aj u genotypu hrachu
Arvika, kedy tiez bolo relativne mnozstvo Hsp70 najvysSie v nadzemnej €asti po dvoch
hodinach od vystavenia tepelnému stresu. Pri vystaveni rastlin bavinika chladovému
stresu bola relativna expresia najvyssia po Siestich hodinach od vystavenia. V pripade
hrachu boli obdobné vysledky sledované u genotypu Arvika v nadzemnej Casti po Styroch
hodinéch.

V ramci stanovenia zmeny produkcie Hsp70 v hrachu siatom vystavenom tepelnému
a chladovému stresu boli porovnané tri genotypy Arkta (obr. 31), Arvika (obr. 32)
a Trendy (obr. 33). Z vysledkov prezentovanych v kapitole 4.5 bol vypocitany
pokles/narast produkcie Hsp70 u stresovanych rastlin voc¢i kontrolnym vzorkam.

Signifikantny vysledok bol pozorovany u genotypu Arkta v nadzemnej Casti vystavenej
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chladovému stresu (obr. 31). NajvysSia hladina Hsp70 bola zaznamenanid hned
po vystaveni stresu a postupom casu klesala. Genotyp Arkta patri medzi ozimné odrody
hrachu siateho a bol vyslachteny firmou Selgen a.s. Vyznacuje sa schopnost’ou dobrého
prezimovania a odolnostou vo¢i mrazu. Dal§im, velmi zaujimavym pozorovanim bola
odli$na reakcia na stres vyvolany teplom alebo chladom vo forme produkcie Hsp70
u semenacikov zdhradného hrachu Trendy v porovnani s kfmnymi hrachmi Arktou
a Arvikou. U genotypu Trendy bolo namerané vicSie mnozstvo Hsp70 v nadzemnych
Castiach vystavenych ako teplu, tak aj chladu. V korenoch tohto genotypu bol
zaznamenany pokles, resp. narast po tepelnom strese, a taktiez pokles resp. narast aj po
chladovom strese, zatial' ¢o u d’alSich dvoch Studovanych genotypov nebol pozorovany

ziadny vyznamny trend.
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Obr. 31: Porovnanie relativneho mnozstva Hsp70 u gentotypu Arkta v koreni a nadzemnej ¢asti voci kontrole v ¢ase 0 — 24 hodin od vystavenia stresu.
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Obr. 32: Porovnanie relativneho mnozstva Hsp70 u gentotypu Arvika v koreni a nadzemne;j €asti voc¢i kontrole v ¢ase 0 — 24 hodin od vystavenia stresu.
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Obr. 33: Porovnanie relativneho mnozstva Hsp70 u gentotypu Trendy v koreni a nadzemnej €asti vo¢i kontrole v ¢ase 0 — 24 hodin od vystavenia stresu.



6 ZAVER

Uvod diplomovej prace bol venovany literarnej resersi, ktora bola zamerana na Hsps
rozdelené podl'a molekulovej hmotnosti na Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 a malé Hsps.
Podrobnejsie charakterizovana bola trieda Hsp70, ich Struktira a funkcia. V ramci
teoretickej Casti bola taktiez popisana metoda ELISA, jej rozdelenie a vyuzitie a metoda
Western blot s imunodetekciou.

V experimentalnej Casti bol pestovany a spracovany rastlinny material troch
genotypov hrachu siateho Arkta, Arvika a Trendy, ktory bol vystaveny chladovému
a tepelnému stresu. Rastlinny material bol nasledne zozbierany v ¢asovych rozmedziach
0 — 24 hodin od vystavenia stresu a slizil k stanoveniu mnozstva Hsp70 zavedenou
a optimalizovanou metédou ELISA. Okrem toho, bolo mnozZstvo Hsp70 stanovené
aj metddou Western blot a pomocou komer¢ného kitu.

Vysledky ziskané Western blot analyzou preukazali, Ze primarna polyklondlna
protilatka je SpecifickejSia voc¢i rastlinnym Hsp70 ako monoklondlna protilatka.
V porovnani s metdédou Western blot bola optimalizovand metéda ELISA citlivejSia
na stanovenie mnozstva Hsp70 v hrachu siatom, ale vysledky vzajomne korelovali.
U vsetkych genotypov bola metédou ELISA stanovena vyssia hladina Hsp70 v nadze-
mnych castiach v porovnani s mnozstvom Hsp70 v koretioch, ¢o moze znamenat’,
ze tepelny stres predstavuje pre nadzemné Casti vac¢siu zataz a akumulujl sa tam viac.
Vzhl'adom na pouzitie kitu, ktory mal sluzit’ k stanoveniu rastlinnych Hsp70, neboli
dosiahnuté vysledky adekvatne, a preto nebol komer¢ny kit pouzity k stanoveniu
koncentracie Hsp70 v rastlinnom materiali.

Nadzemné casti a korene rastlin vystavenych tepelnému a chladovému stresu
vykazovali rozdielne hladiny Hsp70 porovnanim genotypov Arkta, Arvika a Trendy.
Zvysené mnozstvo Hsp70 v nadzemnej casti ozimného genotypu Arkta hned
po vystaveni Stresu moéze mat’ za ulohu pomahat’ rastline ¢elit’ nizkym teplotdm a prezit’
aj Vv nepriaznivych podmienkach. Naopak, genotypy Arvika a Trendy nepatria medzi
ozimné odrody, preto u nich nebol pozorovany narast mnoZstva Hsp70 po vystaveni
chladovému stresu.

Ziskané vysledky m6zu dopomoct’ k porozumeniu funkcie a vyznamu Hsp70 nielen
v hrachu siatom, ale aj inom rastlinnom materiali, ktory moze byt okrem tepelného
a chladového stresu, vystaveny d’al§im typom abiotického stresu. K stanoveniu mnozstva

Hsp70 v nasledujucich Stidiach mozZe byt’ vyuzitd optimalizovand metoda ELISA.
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9 PRILOHY
9.1 Plant Heat Shock Protein 70 (HSP70) ELISA Kit. Cat.No:
MBS9370793

Plant Heat Shock Protein 70 (HSP70) ELISA Kit N
Cat.No: MBS9370793

Store the kit at 2°C-8°C !
Valid Period: Six Months (2°C-8°C)!
Specification: 48 well kit or 96 well kit
FOR LAB REAGENT/RESEARCH USE ONLY!
NOT FOR THERAPEUTIC OR DIAGNOSTIC APPLICATIONS!

1. Introductions

This Quantitative Sandwich ELISA kit is for lab reagent/research use only, not for drug, household, therapeutic or
diagnostic applications! This kit is intended to be used for determine the level of HSP70 (hereafter termed "analyte") in
undiluted original Plant tissue homogenates nlﬁples. For other sample types please contact tech support to determine
compatibility with this assay. This kit is not suitable for assaying non-biological sources of substances.

2. Performances

Sensitivity: The sensitivity of this kit is 10pg/ml.
Detection Range: The detection range of this kit is 62.5pg/ml-2000pg/ml.

Standard Concentration Gradients (S6 to S1) : 2000,1000,500,250,125,62.5

Reproducibility: Both Intra-assay CV (%) and Inter-assay CV (%) is |
CV% should be compared by concentration, not compared by OD values.

3. Precautions ;

3.1) We reserve the right to amend the terms and conditions of’}
3.2) Limited by current skill and knowledge, it is impossible for
this analyte and all its analogues: therefore. cross reaction to ol hﬁl}ge
could vary between sample type or species. o
3.3) Influenced by factors including cellviabili
supernatant/extract or cell lysates are not sui
3.4) Pure buffer controls are not suitat
biological matrix of an endogenous sam
please do not add the HRP-Conjugate R
3.5) The reagents and the plate of thelkit
only when they are together as “*‘ le kit, 5o please do not substitute reagents from one kit to other kits and use only the

CV(%) = SD/mean =100]. All

wilhout prior notice in this manual.
0 complete the cross-reactivity detection between
ts may potentially exist. Furthermore, cross-reactivity

ell number and sampling time, samples from cell culture

eétion by this kit.

ne step assay because they do not reflect the contribution of the
ng the background of the assay. If a pure buffer blank is required then

the pure buffer blank reaction mixture.

manufacturers and antibody/afitigen used in this kit (such as differences in conformational epitopes caused by chemical
environments or differences in'lincar epitopes, and so on), some synthetic peptides, recombinant proteins and extracted
proteins can not be detected out by this kit. Additionally, we will not be responsible for using this kit or any part of this kit
to do any other experiments (such as western blot, immunohistochemistry, spike/recovery and so on) arbitrarily.

3.6) Results from end users might be inconsistent with our in house data due to some unexpected transportation or
storage conditions, or different ambient temperature, lab equipment, operation, pipetting, washing, incubation temperature
or time, and kit age. Assay variance among wells or kits might arise from these factors, too.

3.7) The Stop Solution is an acid solution, please avoid contact it, it may cause skin irritations and burns. so please pay
enough attention to safety when use it. Samples should be handled as potentially hazardous and capable of transmitting
disease. Disposable gloves must be worn during the assay procedure, since no known test method can offer complete
assurance that products derived from body will not transmit infectious agents. Therefore, all blood derivatives should be
considered potentially infectious and good laboratory practices should be followed.

4. Materials Required but Not Supplied

4.1) Distilled water.
4.2) Absorbent paper or paper towels.

1 Version 12.0  January 16, 2020
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4.3) Pipettes and disposable pipette tips.
4.4) An ELISA reader capable of measuring absorbance at 450 nm.

4.5) A constant temperature incubator which can provide stable incubation conditions up to 37°C0.5°C.

5. Materials Supplied

Items | Materials Color of covers 48 well kit 96 well kit

1 Microelisa Stripplate wes 48 well plate 96 well plate
S1(Red); S2(Pink);

2 Standards $3(Blue); S4(Green), 0.5mlx6 vials 0.5mlx6 vials
S5(Yellow); S6(White)

3 | Sample Diluent Blue 3.0mlx1 bottle | 6.0mix] botdle

4 HRP-Conjugale Reagent | Red 5.0mlix1 bottle | 10.0mlx1 bottle

5 20xWash Solution White 15mlx1 bottle | 25mix1 bottle

6 Stop Solution Yellow 3.0mlix1 bottle | 6.0mix1 bottle

7 Chromogen Solution A | Purple 3.0ml=1 bottle | 6.0mlx1 bottle

8 Chromogen Solution B | Black or Brown 3.0mlx1 bottle | _6dmix1 bottle

9 Closure Plate Membrane | == 2xpieces 5‘_ gzpi;e'_&s

10 Manual - I %paper, s.

6. Samples Collection and Storage

Although we have listed most of possible sample types, it does not mean the nnalyle exists in all of these listed
samples, because some analytes only exist in specific body fluid s, nrgamu Jee cells or tissues, End users have the
responsibility to judge whether their samples contain the ana

Serum: Collect and centrifuge serum at 1000xg (or 3000rpm).fc 'ﬁximmly 20 minutes, Collect the supernatant
— carefully. Assay immediately or store sampl: 22 -80°C. Avoid repeated fraezefthaw eycles.
Collect plasma using EDTA or heparin asfan afiticoagulant. Centrifuge the plasma at 1000xg (or 3000rpm)
Plasma: | for approximately 20 minutes. Cnlfm !he%upcmium carefully. Assay immediately or store samples at -20°C
or -80°C. Avoid repeated fmchmawwcleu
Collect whole blood using BDTAur h:parin as an anticoagulant, and using ultrasonication or two freeze-thaw
Whole | cycles to break the cell mmbm:s Centrifuge the whole blood at 1000g (or 3000rpm) for approximately
Blood: | 20 minutes. Collect the supcmmm. carefully. Assay immediately or store samples at -20°C or -80°C. Avoid
repeated frccm'l.tmw eyeles.
Other | Collect and cenirifuge ﬂul;%l 000=g (or 3000rpm) for approximately 20 minutes, Collect the supernatant
Fluid: | carefully. cdiately or store samples at =20°C or -80°C. Avoid repeated freeze/thaw cycles.
The preparation oftissue homogenates will vary depending upon tissue type. Collect and weigh tissue before
homogenization,, mince the tissue to small pieces and homogenize the tissue with a certain amount of PBS
Tissue: | (usually 10mg tissue to 100p! PBS.). Centrifuge the homogenate at 1000xg {or 3000rpm) for approximately
20 minutes. Collect the supernatant carefully. Assay immediately or store samples at -20°C or -80°C. Avoid
repeated freeze/thaw cycles.
Saliva: Collect and centrifuge saliva at 1000%g (or 3000rpm) for approximately 20 minutes. Collect the supernatant
" | carefully. Assay immediately or store samples at -20°C or -80°C. Avoid repeated freeze/thaw cycles.
Collect and centrifuge urine at 1000%g (or 3000rpm) for approximately 20 minutes. Collect the supernatant
Urine: ; " .
carcfully. Assay immediately or store samples at -20°C or -80°C. Avoid repeated freeze/thaw cycles.
Collect and fully shake feces with a certain amount of PBS (usually 10mg feces to 100yl PBS.). Centrifuge
Feces: | the homogenate at 1000%g (or 3000rpm) for approximately 20 minutes. Collect the supernatant carefully.
Assay immediately or store samples at -20°C or -80°C. Avoid repeated freeze/thaw cycles,
Important Notes:

6.1) We are only responsible for the kit itself, but not for the samples consumed during the assay. The user should
calculate the possible amounts of samples needed for the entire assay. Please make sure that sufficient samples are available.
6.2) Fresh samples without long time storage are recommended for the assay. Otherwise, protein degradation and
denaturation may occur in the samples and lead to wrong results. Samples to be used within a week can be stored at 2°C-
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8°C, otherwise samples should be stored at -20°C(<three month) or -80°C(<six months) to help avoid loss of bioactivity and
contamination. Avoid repeated freeze/thaw cycles (less than 3 cycles, and no more than 5 cycles). The validity period of
samples may vary depending on the analyte, sample type, storage method and other variables.

6.3) There is no unified rules about how long to clot samples after the blood draw. You can clot for 2 hours at room
temperature or overnight at 4°C, but it is not necessary to do it.

6.4) Grossly hemolyzed samples are not suitable for use in this assay, so the samples should be centri fuged adequately
and no hemolysis or granule is allowed.

6.5) The kit can not assay samples which contain sodium azide (NaN3), because NaN3 will inhibit the activity of
horseradish peroxidase (HRP).

6.6) If sample types are not indicated in the manual, a preliminary experiment to determine the validity of this kit is
necessary. '

7. Reagent Preparation and Storage

Please store the kits (the Plate and all reagents) at 2°C-8°C,

7.1) The valid period of the unopened kit is up to six months at 2°C-8°C. The kit should not be used beyond the
expiration date.

7.2) Wash Solution (1x) - Dilute one volume of Wash Solution (20=) with nineteen volumes of deionized or distilled
water. Diluted Wash Solution is stable for one month at 2°C-8°C. Undiluted Wash Solutio other reagents are stable for
up to six months at 2°C-8°C.

7.3) When the kit is opened, please use up the plate as soon as possible afte plate from the foil pouch,
because the plate easily become damp afier repeatedly removed it from the foil;pouchiFhe Plate is detachable, so please
return the unused wells to the foil pouch containing the desiccant pack, and feseal filo g the entire edge of the zip-seal for
preventing moisture. The remaining reagents also need to be stored at 29€-§ valid period of opened kits may vary
depending on various factors and for best results the kit should be used on as possible

8. Assay Procedures :

Steps | | Operations
Step 1 Check the Plate and equipment before your ex make sure they are no problem
P Check the labels and the color of the capers oft bottles and make surc they are matched and no mistake.

10 Coie'lo room temperature (18°C-25°C) maturally before starting assay
m al the Plate, reagents or samples.

Step 2

Step 3

Stepd | Set Blank wells; Set Standard

Step5 | Add 50 il Stafilird. (5t Sa. Sa. Se. S S4) to " )
Add 50 i Samblé.o cvéry Sample v Lorrepunding Mandard sells

Step6 | Add ! inju Reagen mmml]M

Step 7 Cwe.rlhclewrﬂu(:loaucPlaanhm:mdilnh_forﬁﬂmmuBﬂJ?‘C

Step8 | Wash all wells (including all Blank wells) 4 times.

Step9 | Add 50 ul Chromogen Solution A to gvery well.

Step 10 Add 50 ! Chromogen Solution B o every well. (Protect Chromogen Solution B from light,)
Step 11 | Mix gently and incubate the Plate for 15 minutes at 37°C. (Protect the Plate from light.)

Step 12 | Add 50 ul Stop Solution to every well
13 | Read the Optical Density (0.D.) at 450 nm using an ELISA reader within 15 minutes afier adding Stop Solution (around
B0 13 | 5 minutes is weualy the best ime),

Important Notes:

8.1) Protect all reagents from strong light during storage and incubation. All the bottle caps of reagents should be
covered tightly to prevent evaporation and contamination with microorganisms.

8.2) Do not remove the Plate from the foil pouch until needed. There may be some foggy substance in the wells when
the Plate is opened the first time. This will not have any effect on the final assay results.
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8.3) The foil pouch may leak and no longer vacuum after stored or transported for a long distance. This will not have
any effect on the final assay results.

8.4) Samples or Reagents Addition: Please carefully add samples to wells and mix gently to avoid foaming. Do not
touch the well wall in as much as is possible. For each step in the procedure, total dispensing time for addition of reagents
or samples to the Plate should not exceed 10 minutes. This will ensure equal elapsed time for cach pipetting step, without
interruption. Duplication of all blanks, standards and samples, although not required, is recommended. To avoid
contamination, please use fresh disposable pipette tips for cach transfer.

8.5) Incubation: To ensure accurate results, proper adhesion of the Plate scalers during incubation steps is necessary.
Do not allow wells to sit uncovered for extended periods between incubation steps. Once reagents have been added to the
well strips, Do not let the strips dry at any time during the assay. Incubation time and temperature must be observed. Do not
shake during incubation, because shaking may affect the binding reaction of antigen and antibody particularly if not shaking
evenly.

8.6) Washing Plate: The wash procedure is critical. Complete removal of liquid at each step is essential to good
performance. After the last wash, remove any remaining Wash Solution by aspirating or decanting and remove any drop of
water and fingerprint on the bottom of the Plate. Insufficient washing will result in poor precision and falsely elevated
absorbance reading.

Normally there are two ways of washing: Manual Washing and Automated Washing...

Manual Washing - Dump the incubation mixtures of the wells into a sink o
pipette or squirt bottle, fill each well completely with Wash Solution (1x), leave
one minute and then invert and hit the Plate onto absorbent papers or paper tow
procedure four times. Note: Hold the sides of the Plate frame firmly when wash
securely in Plate frame. n

Automated Washing - Aspiratc all wells, then wash the Plate folir times using Wash Buffer (1x). Always adjust
your washer to aspirate as much liquid as possible and set fill e at3 Il/wash. After the final wash, invert the
Plate, and blot the Plate dry by hitting the Plate onto abso .

8.7) Controlling Reaction Time: Observe the change
minutes). Substrates should change from colorless or li
turn from blue to yellow after adding the Stop S@utmﬁ

8.8) Chromogen Solution B is 3,3',5,5" % zidine (TMB), and it is easily degraded by sunlight and by

ch standard and sample to subtract average optical density of the Blank (OD).
;| Blank | Si S Ss S4 Ss | Se
_ ODo | ODy | OD2 | ODs | OD4 | ODs | ODg

9.2) Use the professionalicurve fitting software to make the standard curve (usually the standard curve is lincar,
quadratic and cubic curve) and calculate the level of the analyte.

9,3) If the highest OD value of the samples are higher than the highest OD value of the standards, please dilute the
samples with equal or double volume of Sample Diluent and repeat the assay again.

waste container. Using a
jaltition in the wells for about

r adding Substrates (e.g. observation once every 10
ations of blue. The color developed in the wells will

Note: Any variation in ambient temperature, equipment, operation, pipetting. washing. incubation temperature or time,
and kit age can cause variations in results. Every user should obtain their own standard curve,
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9.2 Stanovenie mnoZstva Hsp70 v semencikoch hrachu pomocou
ELISA metody

Stanovenie mnozstva Hsp70 v semenacikoch

hrachu pomocou ELISA metody

Vypracovala: Bc. Martina Sopkuliakova
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Navod slazi k stanoveniu Hsp70 v semenacikoch hrachu.

1 SKRATKY
BSA hovédzi sérovy albumin
DMSO dimetylsulfoxid
TMB 3,3, 5, 5'-tetrametylbenzidin dihydrochlorid

2 PRIPRAVA VZORIEK
2.1 Chemikalie

Tab. 6: Chemikalie pouzité pri priprave vzoriek pre metodu ELISA.

Chemikalie Dovozca
Hydrogenuhlicitan sodny Lach-Ner, Ceska republika
Kyselina chlorovodikova Lach-Ner, Ceska republika
Uhli¢itan sodny Lach-Ner, Ceska republika

2.2 Priprava pufru pouzitého pri priprave vzoriek
Vizbovy (coating) pufor

1.
2.

3.
4.

Navazime 1,272 g Na,COz a 1,512 g NaHCOs.

Navazky rozpustime v 250 ml destilovanej vody a upravime pH na hodnotu 9,6
(HCI).

Roztok doplnime do 300 ml.

Pripraveny roztok autoklavujeme a nasledne uchovavame pri teplote 4 °C,
trvanlivost’ pufru je 1-3 mesiace.

2.3 Postup pripravy vzoriek

1.

Testovany rastlinny material odvazime, navazku prenesieme do trecej misky
a priddme 10-ndsobok védzbového pufru, (tzn. ak je navazka 0,18 g rastlinného
materialu, priddme 1,8 ml viazbového pufru).

Rastlinny material s pridavkom védzbového pufru homogenizujeme pomocou
ticika v trecej miske.

Po homogenizacii prenesieme homogenat do mikroskiimavky. Pre kazdu vzorku
nova mikroskiimavka.

Vzorky centrifugujeme pri teplote 4 °C po dobu 10 minut pri otackach 16 000 x g.
Po centrifugacii prepipetujeme supernatanty do novych mikroskiimaviek.

Pred samotnym stanovenim mnozstva Hsp70 pomocou metody ELISA, si vzorky
podla potreby nariedime vo vdzbovom pufri.

Po nariedeni, vzorky nanaSame na ELISA dosticku.
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3 ELISA

3.1 Princip metody

Metoda ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) patri medzi
kvantitativne analytické metody ukazujuce reakciu antigénu s protilatkou prostred-
nictvom farebnej zmeny ziskanej pouzitim enzymového konjugitu a enzymového
substratu. ELISA ma vysoku citlivost” a Specificitu a vyuziva sa k detekcii a stanoveniu
koncentracie antigénov (peptidy, proteiny, hormoény, vitaminy, lie¢iva) alebo protilatok.
Principom metddy je imunoenzymova reakcia bezfarebného (chromogénneho) substratu,
ktory je hydrolyzovany na farebny produkt. Intenzita vysledného zafarbenia sa meria
spektrofotometricky a je imerna koncentracii stanovovanej protilatky alebo antigénu.

3.2 Pouzité protilatky

Primarna protilatka — polyklonalna protilatka Hsp70 — Heat shock protein 70
(cytoplazmatickd) protilatka produkovana v zajacovi, (AS 08371) — Agrisera, Svédsko
Sekundéarna protilaitka — Anti-zajacia IgG (celda molekula) znacena peroxidazou —
protilatka produkovana v koze, (A0545) — Sigma-Aldrich, USA

3.3 Pouzité pristroje a experimentialne vybavenie
96-jamkova ELISA dosticka Corning Costar — USA

Sada automatickych pipiet — Eppendorf, Nemecko
Termostatovana trepacka — BioSan, LotySsko

3.4 Chemikalie
Tab. 7: Chemikalie pouzité pri metéde ELISA.

Chemikalie Dovozca
s o ek
Dihydrogenfosfore¢nan sodny hydrat Spolek pro chemickou a hutni vyrobu,

Ceska republika
Dimetylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA
Hovidzi sérovy albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA
Hydrogenfosforec¢nan sodny Sigma-Aldrich, USA
Hydroxid sodny Penta, Ceska republika
Chlorid sodny Penta, Ceska republika
Kyselina citronova Lach-Ner, Ceska republika
Kyselina sirova Lach-Ner, Ceska republika
Perborat sodny Merck, Slovinsko
Tween 20 ROTH, Nemecko

79



3.5 Priprava roztokov
Premyvaci pufor 10x koncentrovany
1. Navazime 43,82 g NaCl, 2,08 g NaH2PO4-H20 a 0,74 g Na;HPO4,
2. Navazky rozpustime v 400 ml destilovanej vody a upravime pH na hodnotu 7,5
(NaOH).
3. Roztok doplnime do 500 ml, nésledne autoklavujeme a uchovavame pri teplote
4 °C.
4. Pred pouzitim je potrebné pufor nariedit’, vid’ niZSie.

Premyvaci pufor pre pouZitie
1. 50 ml 10x koncentrované¢ho premyvacieho pufru zmiesame s 500 pul Tweenu 20
(pipetujeme pomocou odstrihnutej Spicky).
2. K zmesi priddme 450 ml destilovanej vody.
3. Pracovny premyvaci pufor uchovavame pri teplote 4 °C.

3.6 Priprava nekomercného ELISA substratu
0.2 mol-I"* hydrogenfosfore¢nan sodny
1. Navazime 1,78 g Na2HPO4:2H>0 (alebo 3,58 g Na2HPO4-12H,0 alebo 1,42 g
NazHPO,).
2. Navazku rozpustime v 50 ml destilovanej vody
3. Roztok uchovavame pri teplote 4 °C.

0.1 mol-1"! kyselina citrénova
1. Navazku 1,92 g bezvodej kyseliny citronovej rozpustime v 100 ml destilovanej
vody.
2. Roztok uchovavame pri teplote 4 °C.

0,1 mol-1* fosfo-citratovy pufor s perbordtom sodnym (4,89 mmol-1?%) pH 4,6

1. 24 ml 0,2 mol-I* hydrogenfosfore¢nanu sodného zmiesame s 26 ml 0,1 mol-1*
kyseliny citronove;j.

2. Hodnotu pH roztoku upravime na 4,6.

3. Nasledne k roztoku pridame 0,0376 g perboratu sodného (tetrahydrat).

4. Roztok uchovdvame pri teplote 4 °C v polyetylénovej nadobe. Trvanlivost
roztoku je 1 rok. Roztok je nutné pripravit’ minimalne den dopredu!

100 mmol-1* TMB
1. Navazku 24 mg TMB rozpustime v 1 ml DMSO.
2. Roztok uchovavame pri teplote 4 °C v tme. Roztok je pouziteny 1 rok.

Nekomerény ELISA substrat pre pouzitie
1. 1 ml fosfo-citratového pufru s perboratom sodnym pH 4,6 zmieSame s 25 ul
100 mmol-1t TMB (riedenie v pomere 1:40).
2. Roztok uchovavame v tme pri teplote 4 °C. Roztok pripravime aspoii 1 hodinu
pred pouZitim, ale musime ho pouZit’ v rovnaky den!

3.7 Priebeh metody ELISA

1. Do kazdej jamky ELISA dosticky pridame 100 pl vzorky extrahovanej vo
viazbovom pufri. VSetky vzorky pipetujeme v triplikdte. Pre kazdu vzorku
pipetujeme aj vlastny blank (100 ul) v duplikate. Blank pozostava zo vzorky
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10.

11.

12.

13.

14.

extrahovanej vo vdzbovom pufri s nasledujucim blokovanim, bez primarnej
protilatky (namiesto primarnej protilatky pridame 100 pl vdzbového pufru),
s pridavkom sekundarnej protilatky a nasledne ELISA substratom.
Dosticku prikryjeme vickom a obtiahneme parafilmom. Inkubujeme cez noc pri
4 °C (vézba antigenu na ELISA dosticku). Od tohto kroku nesmu jamky nikdy
vyschnut’!
Nasledujtci dent vytrepeme vzorky z jamiek, dosticku vysusime poklepanim na
servitku a premyjeme vSetky jamky nasledujucim postupom:
a. Do kazdej jamky priddme 200 pl pracovného premyvacieho pufu.
b. Kazdt jamku 7x premyjeme pomocou pipety (nasatim a vysatim objemu
Vv pipete 7x za sebou).
c. Premyvaci pufor vytrepeme z jamiek.
d. Premyvanie opakujeme este 2x, tzn. dokopy 3x premyjeme.
€. Na zédver poriadne vytrepeme zvysny pufor z jamiek.
Do kazdej jamky pridame 200 pl bloka¢ného ¢inidla, ktoré obsahuje 2% BSA
s pridavkom 0,02% Tweenu 20 v pracovnom premyvacom pufri.
Dosticku prikryjeme vickom, ktoré obtiahneme parafilmom a inkubujeme
2 hodiny pri 37 °C za trepania pri 300 rpm.
Pred koncom inkubacie si pripravime primarnu protilatku (vid’. bod 8).
Po inkubécii vytrepeme vzorky z jamiek, dosticku vysuSime poklepanim na
servitku a opét’ premyjeme vSetky jamky nasledujicim postupom:
a. Do kazdej jamky priddme 200 pl pracovného premyvacieho pufu.
b. Kazda jamku 7x premyjeme pomocou pipety (nasatim a vysatim objemu
V pipete 7x za sebou).
C. Premyvaci pufor vytrepeme z jamiek.
d. Premyvanie opakujeme este 2x, tzn. dokopy 3x premyjeme.
€. Na zaver poriadne vytrepeme zvysny pufor z jamiek.
Do kazdej jamky priddme 100 pl nariedenej primarnej protilatky. Primarnu
protilatku riedime v pracovnom premyvacom pufri v pomere 1:5000.
Dosticku prikryjeme vickom, ktoré obtiahneme parafilmom a inkubujeme
1 hodinu pri 37 °C za trepania pri 300 rpm.
Pred koncom inkubécie vytiahneme z chladni¢ky roztok 100 mmol-1* TMB.
Roztok TMB musi byt’ pred riedenim minimalne 1 hodinu pri laboratornej
teplote. Pripravime si sekundarnu protilatku (vid’. bod 12).
Po inkubécii vytrepeme vzorky z jamiek, dosticku vysuSime poklepanim na
servitku a opdt’ premyjeme vSetky jamky nasledujicim postupom:
a. Do kazdej jamky priddme 200 ul pracovného premyvacieho pufu.
b. Kazda jamku 7x premyjeme pomocou pipety (nasatim a vysatim objemu
V pipete 7x za sebou).
c. Premyvaci pufor vytrepeme z jamiek.
d. Premyvanie opakujeme eSte 2x, tzn. dokopy 3x premyjeme.
e. Na zaver poriadne vytrepeme zvys$ny pufor z jamiek.
Po premyti priddme do kazdej jamky 100 pl sekundarnej protilatky (konjugovane;j
s chrenovou peroxidazou), ktorti riedime v pomere 1:3000 v pracovnom
premyvacom pufri a inkubujeme 1 hodinu pri 37 °C za trepania pri 300 rpm.
Pripravime si nekomerény ELISA substrat pre pouzitie podla kapitoly 3.6.
Substrat je potrebné pripravit’ minimalne 1 hodinu pred pouZzitim!
Po inkubécii vytrepeme vzorky z jamiek, dosticku vysusime poklepanim na
servitku a opdt’ premyjeme vSetky jamky nasledujiicim postupom:
a. Do kazdej jamky priddme 200 pl pracovného premyvacieho pufu.
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Kazdu jamku 7x premyjeme pomocou pipety (nasatim a vysatim objemu
V pipete 7x za sebou).

Premyvaci pufor vytrepeme z jamiek.

Premyvanie opakujeme este 3x, tzn. dokopy 4x premyjeme.

Znovu do kazdej jamky priddme 200 pl pracovného premyvacieho pufru.
Premyvaci pufor ihned’ vytrepeme z jamiek (uZ nenasdvame pipetou).
Toto premytie opakujeme este raz (dokopy premyjeme 2x).

Na zaver poriadne vytrepeme zvy$Sny premyvaci pufor z jamiek.
V jamkach nesmu zostat’ Ziadne bublinky! Bublinky prepichneme
Spendlikom.

S@ e oo

15. Priddme 100 pl nekomerc¢ného ELISA substratu pre pouzitie a inkubujeme
1 hodinu v tme pri 37 °C za trepania pri 300 rpm.

16. Substrat aj dosticku inkubujeme v tme, pretoZe substrat je na svetle nestaly.

17. Po inkubdcii zastavime reakciu pridanim 50 pl 0,5 mol-1"t H,SO4 do kazdej jamky.

18. Absorbanciu zmeriame na spektrofotometrickom readri pri vinovej dizke 450 nm.

4 PRILOHY
4.1 Nastavenie nového protokolu na spektrofotometri

1.

2.

w

Spustime spektrofotometricky reader (Synergy, H1) a k nemu prisluSny
pocitac.

Zapneme program Gene 5, v zaloZke ,,Protocols® stla¢ime ikonu ,,Create
New*.

Zvolime Standardny typ protokolu.

V  moznosti ,Read” nastavime absorbanciu, Endpoint/Kinetics,
monochromators a pozadovant vinovii dizku, pri ktorej budeme merat
absorbanciu.

Nésledne v zélozke ,,Report/export Bulders* nastavime moznost’ aby sa nam
data vzdy automaticky exportovali v novom Exceli.

Nastaveny protokol uloZime pre d’alSie pouzitie.

82



