Imunoanalytické stanoveni zeatin ribosidu (ZR) v rostlinném materialu
Cast IIl. — ELISA

Ukol: Stanovit obsah zeatin ribosidu v rostlinném materialu metodou ELISA

Obsah predchoziho cvi€eni

Z kalusu ipt-transgenniho tabaku (Nicotiana tabacum) byl do 70% ethanolu extrahovan cytokinin
zeatin ribosid (spolu s nim téz dalsi latky, o €¢emz svédcilo Zlutozelené zabarveni extraktu). Po extrakci
byl pevny podil odstranén centrifugaci a supernatant byl preci§tén na kolonce s C8 sorbentem.
Precistény extrakt byl odpafen k suchu (ij., bylo odpafeno rozpoustédlo — 70% ethanol). V bance s
odparkem je tedy zeatin ribosid, ktery byl v kalusu obsazen a z kalusu extrahovan. Kvantifikace tohoto
cytokininu bude provedena metodou ELISA.

Princip

Imunochemicka metoda ELISA je zaloZzena na pouziti protilatek specificky reagujicich s analytem.
Do jamek mikrotitracni desky je nanesen roztok protilatky, ktera se v pribéhu inkubace (pfi teploté
+4°C) sorbuje na povrch jamek. Po 12 hodinach je roztok protilatky odstranén a deska je kratce
inkubovana s roztokem BSA, aby se pokryla ta ¢ast povrchu jamek, na niz se protilatka nesorbovala.

PFi vlastnim provedeni ELISA se do jednotlivych jamek vnaseji rizna znama mnozstvi antigenu
(tedy standardu) nebo neznama mnozstvi antigenu (jedna se o vzorek). Zaroven se do kazdé jamky
pridava antigen s enzymovou znackou.

Protoze antigenu (znaceného a neznaceného) je v kazdé jamce vzdy vice, nez sorbované
protilatky, kompetuje (soutézi) tyto dva druhy antigenu o dostupnou protilatku. Po hodinové inkubaci je
ELISA deska vyprazdnéna, promyta a vizualizace navazané enzymové znacky je provedena reakci se
substratem. Kvantifikace je provedena metodou kalibrac¢ni kfivky, jez vychazi ze zavislosti absorbance
na latkovém mnozstvi (neznaceného) standardu.

Provedeni analyzy

Odparek v barice, obsahujici zeatin ribosid, je tfeba rozpustit a nanést na mikrotitracni desku.
Deska je jiz pro analyzu pfipravena, tj., na sténach jejich 96 jamek je nasorbovana protilatka proti
zeatin ribosidu (ZR). Jamky jsou uspofadany do osmi fad (A-H) a dvanacti sloupct (1-12),
schematicky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A std 0
B std Bo
C std Bo
D std Bo
E vz Bo
F vz Bo
G vz Bo
H vz Bo




Co je nutné si uvédomit:

-V kazdé jamce je sorbovano stejné mnozstvi protilatky; v kazdé jamce bude stejné mnozstvi
pufru TBS;

- standard a vzorek bude vnesen do prvniho sloupce a nasledné pipetou fedén ve sméru
zleva doprava (1j., koncentrace ve sméru doprava bude klesat), az do sloupce 11; ve sloupci
12 bude pouze pufr (TBS);

- do kazdé jamky kromé& A12 se vnese standard ZR s navazanou alkalickou fosfatasou
(zkracené oznacovany AP), do kazdé jamky stejné mnoZzstvi;

- po navazani standardu, vzorku a AP na protilatku v jamkéach (po 60 min) se jamky vyprazdni,
promyji (vSe, co je navazano na protilatku, v jamkach ovSem zustava) a naplni substratem
(p-nitrofenylfosfat).

Enzymova reakce probihd 60 min. Pfeménou substratu vznika Zluty p-nitrofenol; jeho zvySené
koncentraci korespondujici se zvySenou pfitomnosti enzymové znacky odpovida zvySena absorbance,
jez je mérena osmikanalovym spektrofotometrem. Je zfejmé, ze

- jamky (A-H)1 budou vybarveny nejméné — obsahuji nejvice standardu nebo vzorku;
- jamky (B-H)12 budou vybarveny nejvice — obsahuji pouze AP;

- jamka A12 nebude vybarvena vibec — neobsahuje totiz zadny enzym. Tato jamka bude
jamkou referentni pro méfeni absorbance (intensity zbarveni) ostatnich jamek (tzv. blank).



Pracovni postup

1) Odparek ve zkumavce rozpustit v 25 ul DMSO a 475 ul TBS, promichat.
2) Ze zkumavky odebrat do eppendorfky s pfedlozenymi 700 ul TBS 100 pl roztoku a promichat.

3) Mikrotitraéni desku vyklepnout, promyt 2x destilovanou vodou; naplnit jamky pomoci
osmikanélové pipety 100 ul TBS.

4) Do jamek Al, B1, C1, D1 vnést po 50 ul standardu ZR (10'6 mol/l).
5) Do jamek E1, F1, G1, H1 vnést po 50 ul vzorku z eppendorfky.

6) Pomoci osmikanalové pipety promichat sloupec 1, nabrat 50 ul a pfenést do sloupce 2,
promichat, odebrat, ... Postup se opakuje az do sloupce 11, z néhoz se 50 pl odebere do
odpadu. Ve sloupci 12 je tedy Cisty TBS (100 wl).

7) Do roztoku BSA (18 ml) vnést 20 ul AP (konjugéatu standardu ZR s enzymem alkalicka fosfatasa).
Promichat opakovaci pipetou.

8) Opakovaci pipetou vnést do kazdé jamky po 50 pl roztoku AP. POZOR! Do jamky A12
nepfidavat nic (blank)! Zde bude pouze 100 pul TBS.

9) Zaznamenat &as; obsah desky promichat na tfepacce (1-2 min).

Po 60 min

10) Desku vyklepnout, promyt 2x destilovanou vodou.

11) Osmikanalovou pipetou vnést do kazdé jamky 150 ul substratu (p-nitrofenylfosfat; 1 mg/ml
uhli¢itanového pufru, pH 9,6).

Po dalSich 60 min

12) Enzymovou reakci zastavit pfidavkem 50 pl NaOH (0,5 mol/l) do kazdé jamky.
13) Zméfit absorbanci pfi 405 nm.

Z naméfenych hodnot

spocitat hodnoty relativni absorbance standardu a vzorku (11 quadruplikat(); hodnoty ziskané pro
standard vynést do semilogaritmického grafu (zavislost rel. absorbance v % na dekadickém logaritmu
latkového mnozstvi ZR v pmol). Sestrojit kalibracéni kfivku. Odecist latkové mnozstvi pro vzorek.
Spocitat pro vzorek latkové mnozstvi ZR vnesené do prvni jamky (do prvniho sloupce) na ELISA-
desce. Spocitat celkovy obsah ZR ve vzorku. Z navazky vzorku dopocitat vysledek analyzy: obsah
zeatin ribosidu v pmol (nmol) na g €erstvé hmoty.
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