Imunoanalytické stanoveni zeatin ribosidu (ZR) v rostlinném materialu

Cast |. — Extrakce a purifikace

Ukol: Z rostlinného materialu izolovat zeatin ribosid pro stanoveni metodou ELISA

Pii studiu transgennich rostlin, nejriznéjsich fyziologickych jevl a procesl a zvlasté pak pfi studiu
metabolismu rostlinnych hormonu (fytohormont) je nutno Zjistit, v jakém mnoZstvi se tyto fytohormony
v rostlinném organismu (ve vzorku) nachazeji. Cini se tak analytickou procedurou zvanou stanoveni
nebo kvantifikace. Ta zaéina extrakci fytohormonu, ktery je pfedmétem analyzy (tzv. analyi)
z rostlinného materialu do vhodného rozpoustédla. Nasleduje centrifugace, jiZ se odstrani jiz
nepotifebny pevny material (matrice) a ziskany extrakt fytohormonu se pak dale &isti (purifikuje), aby
se odstranily tzv. balastni latky, které byly ze vzorku extrahovany spoleéné s analytem. Proces
stanoveni uzavira tzv. analyticka koncovka, tedy metoda, jiz je pfecistény analyt kvantifikovan.

Pro purifikaci se s Usp&chem pouziva cela fada postupl (metod), napt.:

- Extrakce v systému dvou kapalnych fazi (napf. voda - ether). Nepolarni analyt preferuje
nepolarni ether (,Podobné se rozpousti v podobném.”) a pfechazi zvodného extrakiu do
etherické faze.

- SPE (Solid Phase Extraction), tedy extrakce pevnou fazi. Napf. analyt, ktery ma nepolarni
charakter, preferuje relativné nepolarni pevnou fazi pfed relativné polarni kapalnou fazi. Pfechazi
tedy z kapalného extraktu na povrch pevného sorbentu, ktery je obvykle umistén v kolonce. Po
promyti sorbentu (vymyti balastu) se analyt s povrchu sorbentu uvolni aplikaci méné polarniho
rozpoustédla.

- Imunoafinitni extrakce. Roztok analytu se prolije kolonkou obsahujici sorbent s navazanou
specifickou protilatkou (jde o protilatku specificky interagujici pouze s analytem). Po promyti
kolonky (vymyti balastu) se analyt uvolni reversibilni denaturaci protilatky (napf. aplikaci
methanolu) — struktura protilatky se zhrouti, vymizi jeji schopnost ,udrzet” analyt; ten pak odtéka
s pouzitym rozpoustédlem a jima se.

Coby analyticka koncovka se v souéasnosti pouzivaji vétdinou instrumentalni metody. K separaci
pre¢isténého vzorku slouzi nejéastéji vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC) nebo jeji
modernéjsi obdoba UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography). Na ni pak navazuje
detekce hmotnostni spektrometrii (MS) nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).

Mozna je oviem kvantifikace pomoci desitky let staré, presto vdak dodnes pouzivané metody ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Princip metody, s niz se |ze setkat napf. v klinické praxi, je
interakce specifickych protilatek — sorbovanych na povrchu jamek mikrotitraéni desky — s analytem.
K vizualizaci se pak pouziva standard analytu znaéeny enzymem.

V této Uloze bude metoda ELISA pouzita ke stanoveni zeatin ribosidu v kalusu ipt-transgenniho
tabaku (Nicotiana tabacum). Jeho hladina vtomto materialu po indukci exprese ipt genu je
nadprimérné vysoka. Pfiprava vzorku bude proto spoéivat v pouhé:

- extrakci 70% ethanolem
- centrifugaci (odstrani se pevny, nerozpustny podil) a

- precisténi extraktu na kolonce s nepolarnim C8 sorbentem (ij. sorbentem s kovalentné
navazanymi oktylovymi skupinami).



Imunoanalytické stanoveni zeatin ribosidu (ZR) v rostlinném materialu ¢ast I.

Pracovni postup:

1) navazit asi 1g kalusu ipt-transgenniho tabaku, zapsat pfesnou navazku

2) pripravit extrakéni €inidlo: 5 ml smési Methanol: H,O: HCOOH (15:4:1)

3) vlozit do tfeci misky, rozdrtit

4) prevrstvit kapalnym dusikem, rozetfit

5) pfidat 100 L diethyldithiokarbamatu sodného a 2 ml smési Methanol: H,O:
HCOOH

6) smés vpravit do centrifugacni zkumavky a tfeci misku vyplachnout jesté 1 mL
extrakéni smési, centrifugacni zkumavky vyvazit, centrifugovat 15 min/15 000
otacek/min.

7) C18 kolonu aktivovat 1 ml extrakéni smési

8) supernatant nanést na C18 kolonu a nechat prokapat do pfipravené zkumavky,

odpaiit do sucha.



