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Seznam pouzitych zkratek:

ELISA — Enzymova imunoanalyza

EIA — Enzymova imunoanalyza

Fab—fragment - Fragment antigen binding
Fc—fragment - Fragment crystallizable

CDR (doména) — Complementarity Determining Region
RIA — Radioimunoanalyza

MSBP1 - Membrane Steroid Binding Protein 1

SBP - Steroid Binding Protein

UPLC-MS/MS - Spojeni ultraucinné kapalinové chromatografie a tandemové

hmotnostni spektrometrie

GC - Plynova chromatografie

LC — Kapalinova chromatografie

IAC — Imunoafinitni chromatografie
20H3MeOBAPR - 2-hydroxy-3-metoxybenzylaminopurinribosid
DMSO - Dimethylsulfoxid

DCC - N,N-dicyclohexylkarbodiimid

BSA — Hovézi sérovy albumin

HRP — Kfenova peroxidasa

PBS - Fosfatovy pufr

MOPS - Kyselina 3—morfolinopropansulfanova
NHS - N-hydroxysukcinimid

FIA — Freudovo nekompletni adjuvans

FCA - Freudovo kompletni adjuvans



1. Uvod a cil bakalaiské prace

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou latky bilkovinné povahy, hrajici
ddlezitou roli v imunité Clovéka. Strukturné jsou protilatky tvofeny dvéma
téZkymi a dvéma lehkymi fetézci, které jsou mezi sebou spojeny pomoci
disulfidickych vazeb. Vazebna mista imunoglobulini jsou schopna specificky
interagovat s antigenem, C¢ehoz se vyuzZiva v Sirokém spektru

imunochemickych metod, jako je napfiklad imunoafinitni chromatografie.

Protilatky muzeme rozdélit na polyklonalni a monoklonalni. Polyklonalni
protildtky jsou pro laboratorni ucely produkovany laboratornimi zvifaty,
nejCastéji pak kralikem. Vznik specifickych protilatek je velmi dlouhy a
sofistikovany proces, ktery zahrnuje nékolik dulezitych fazi. Patfi sem priprava
imunogenu, imunizace zvifete, ziskani protilatek a jejich nasledna uprava do
nami pozadované podoby. Samotné vlastnosti protilatek se poté testuji

napriklad pomoci enzymové imunoanalyzy (ELISA).

Steroidni hormony jsou esencialni latky vyskytujici se jak v rostlinné, tak
v zivoCiSné FiSi. Zakladni chemickou strukturou steroidnich hormonl je
steranovy skelet, ktery pak podléha riznym modifikacim. Vyznamnym
zastupcem steroidnich hormonl je progesteron. Jde o latku se strukturnim
oznacenim pregn-4—en-3,20-dion, ktera se klasicky vyskytuje ve vSech ¢astech
rostlinného téla. Jak v jednotlivych ¢astech rostlin, tak mezi jednotlivymi druhy
rostlin se vS8ak vyznam a koncentrace progesteronu liSi. Pfikladem funkce
progesteronu v rostlinnych bunkach muze byt napfiklad vliv na adaptaci

rostliny proti biotickému a abiotickému stresu.

Cilem bakalarské prace byla pfiprava polyklonalnich protilatek namifenych
proti progesteronu. Nasledovalo testovani vlastnosti téchto protilatek pomoci
ELISA testu. Protildtky budou v budoucnosti vyuzity vimunoafinitni
chromatografii za ucCelem usnadnéni a zpfesnéni extrakce a purifikace

progesteronu z rostlinného materialu.



2. Teoreticka cast

2.1. Protilatky a jejich vyznam

Protilatky patfi mezi nejdulezitéjSi komponenty imunitniho systému. Jsou to
latky bilkovinné povahy, které maji nezastupitelnou funkci v latkové obrané
Clovéka. V téle jsou protilatky produkovany plazmatickymi bufikami, coZ jsou
diferenciované B-lymfocyty. Imunoglobuliny, které se vtéle nachazeji
pfedevsim v krevnim séru, se specificky vazi na antigen, této reakci fFikame
imunitni odpovéd (Wood, 2011).

Chemicka struktura protilatek byla objevena az po popsani jejich biologické
aktivity. Zaslouzili se o to A. Tiselius a E. A. Kabat, ktefi v rozmezi let 1930 az
1935 rozdélili krevni sérum pomoci jednosmérného elektrického proudu na
nékolik frakci. Tento experiment dokazal, Ze protilatky (imunoglobuliny) jsou
sérové proteiny globularniho typu (Ferencik, 1989). Pozdéji bylo zjisténo, ze
protilatky jsou tvofeny dvéma téZkymi a dvéma lehkymi fetézci. Tyto fetézce
spolu tvori tetramer, ktery je propojen disulfidickymi vazbami. Oba dva typy
fetézch se liSi jak v primarni struktufe tvofené aminokyselinami, tak
v molekulové hmotnosti. Lehky fetézec, ktery oznaujeme symbolem L, je
tvofen variabilni a konstantni doménou. Podle typu konstantni Casti
rozdélujeme lehké fetézce na A a k. Variabilni ¢ast lehkého fetézce je dulezita
pro vazbu na antigen. Tézky fetézec, oznaCovany symbolem H, tvofi jedna
variabilni ¢ast a nékolik ¢asti konstantnich. Variabilni ¢asti jsou stejné jako u
lehkych Fetézcl dullezité pro vazbu antigenu na protilatku. Podle konstantni
Casti tézkych fetézcl pak lidské protilatky klasicky rozdélujeme do péti
zakladnich skupin. RozliSujeme typy IgG, IgA, IgE, IgM a IgD, tyto podtfidy
protilatek se kromé chemického slozeni liSi také ve své specifické roli v obrané

organismu Ci v misté vyskytu v organismu (Fucikova, 2002).

Imunoglobuliny strukturou pfipominaji pismeno Y. Asi v poloviné fetézce H
se nachazi pantova oblast, v které muze byt molekula imunoglobulinu
enzymaticky nebo chemicky rozdélena na dvé ¢asti. Témito ¢astmi jsou Fab—

fragment (Fragment antigen binding) a Fc—fragment (Fragment crystallizable).



Fab—fragment je zakonfen amino skupinou, Fc—fragment je zakoncéen
karboxylovou skupinou (Wood, 2017). Chemicka struktura protilatky je

zobrazena na obrazku ¢.1.

Je znamo, Ze antigen s protilatkou nereaguje celym svym povrchem, ale
pouze urcitou Casti, kterd se nazyva epitop neboli antigenni determinanta.
Stejné tak protilatka nereaguje s antigenem celym svym povrchem, pro vazbu
jsou dulezité variabilni konce tézkého a lehkého fetézce. Na téchto koncich se
nachazi hypervariabilni useky oznacované jako CDR domeény, které tvofi

vazebné misto pro antigen.

Protilatky vznikaji z velké Fady subgenl, je odhadovano, Zze lidsky
organismus muUZe vytvaret az 10° rtznych molekul protilatek, coZ stadi na
pokryti vSech druhu epitopl i kdyz s rozdilnou silou afinity. Afinitou protilatek
se s termodynamického hlediska rozumi sila (energie) nekovalentni vazby
mezi receptorem (protilatkou) a ligandem (determinantou). Jelikoz protilatky
obsahuji obvykle vice vazebnych mist, rozeznavame také pojem avidita, coz je

sila vazby mezi celou protilatkou a antigenem (Catty, 1990).
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Obr. ¢. 1: Chemické struktura protilatky.

Zdroj: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Genov%C3%A1_kontrola_tvorby protil%C3%A1tek
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2.1.1. Polyklonalni x Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou chemicka individua, namifena proti jednomu
konkrétnimu epitopu antigenu. Jsou produkovany hybridomy, coZz jsou
specialni bunky, které v laboratornich podminkach vznikaji fizi myelomovych
nadorovych bunék a lymfocytd typu B. Tento hybridom ziskava dulezité
vlastnosti obou dvou typl rodi¢ovskych bunék. Diky nadorovym burkam se
hybridom muze neustale délit a je téméFf nesmrtelny, diky B—lymfocytim
produkuje  nami  poZadovanou monoklonalni  protilatku.  Protilatky
monoklonalniho typu jsou vyuZivany jak v mediciné (imunoterapie), tak pfi
riznych laboratornich metodach, napfiklad pfi enzymové imunoanalyze
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Druhym typem protilatek jsou protilatky polyklonalni. Tyto imunoglobuliny
jsou produkovany mnoha typy plazmatickych bunék. Jedna se o heterogenni
smés protilatek s rliznymi vlastnostmi, které jsou namifeny proti vice epitopiim
jednoho antigenu &i proti smési antigenu. Polyklonalni protilatky jsou ziskavany
z krevni plazmy imunizovanych zvifat, nej¢astéji kralikd. Jednim z problému
produkce polyklonalnich protilatek je fakt, ze kazdé zvife musi byt pro ziskani
protilatek usmrceno. DalSi nevyhodou je subjektivni imunitni odpovéd zvifete,
kazdy jedinec tedy produkuje rozdilnou smés protilatek. Naopak vyhoda
polyklonalnich protilatek spociva v jejich schopnosti tvofit velké nerozpustné
imunokomplexy s antigenem ¢&i snadno aglutinovat tak, Zze reakce mlze byt

viditelna, vizualné méfitelna nebo fotometricky urcitelna (Catty, 1990).

3. Priprava protilatek

3.1.1. Imunizace

Produkce protilatek in vivo je slozity proces zavisly na humoralni odpovédi
imunizovaného zvifete. Zahrnuje nékolik dulezitych krokl(, mezi které patfi

pfiprava imunogenu, injekéni zavedeni imunogenu do zvifete, metody
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odebrani vzniklych protilatek a také zvySeni samotné imunitni odpovédi zvifete

na prijmuty imunogen.

Dulezitym pojmem spojenym se samotnou imunizaci je imunogenicita. Jde
o schopnost imunogenu vyvolat imunitni odpovéd. Tento fakt je zavisli jak na
chemické strukture injektované molekuly, tak na schopnosti zvifete odpovédét
na samotny imunogen. Imunogenem muze byt jak latka proteinové povahy, tak
i nukleova kyselina nebo lipid. Stejné tak zvifeti mize byt podan cely antigen

nebo pouze jeho ¢ast — hapten (Harlow a Lane, 1988).

Pro produkci polyklonalnich protilatek in vivo se jako laboratorni zvife
obvykle pouziva kralik. Obecné se pfi vybéru laboratorniho zvifete hledi na
nékolik parametri. Vybér zvifete uruje predevS§im plvod a druh antigenu.
V pfipadé, Ze jde o zivociSny antigen, mél by se pouzit fylogeneticky co
nejvzdalenéjsi druh.

Samotny imunogen se muze do laboratorniho zvifete aplikovat nékolika
intradermalni, subkutanni a intramuskularni. Pro zvySeni imunitni odpovédi
zvifete, se imunizace provadi v nékolika opakovanich, antisérum obsahujici

protilatky pak nazyvame hyperimunni, toto antisérum ma vysoky titr protilatek.

Pro zvySeni imunitni odpovédi jsou spole¢né se zajmovym imunogenem
podany zvifeti také adjuvantni latky (adjuvans). Vedle zvySeni afinity antigenu
k bufikam lymfatického systému, spociva jejich vyznam také v ochrané
antigenu pred jeho degradaci. VUibec nejpouzivanéjSi adjuvantni latkou je
Freundovo adjuvans, coz je emulze vodného roztoku antigenu s mineralnim
olejem, za soucasného pouziti emulgatoru. Mezi dalSi Casto pouzivané
adjuvantni latky patfi hydroxid hlinity nebo siran hlinitodraselny (Ferencik,
1989).

Samotné protilatky se z imunizovaného zvifete ziskavaji v podobé antiséra.
Idealni ¢as odbéru antiséra je mezi sedmym a ctrnactym dnem uplynulym od

posledni imunizace.
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3.1.2. Priprava Cistych protilatek

Cilem purifikace je ziskani co mozna nejCistSi smési nami poZadovanych
protilatek. Samotné metody purifikace mizeme rozdélit na nespecifické, kam
fadime bézné biochemické metody a na metody specifické, zaloZzené na
interakci antigenu a protilatky. Pfehled nejpouzivanéjSich metod pro izolaci

protilatek je v tabulce ¢.1.

Nespecifické metody Specifické metody
Frakéni precipitace Imunoafinitni chromatografie
Zonova elektroforéza Imunoadsorbce

|zoelektricka fokusace
lonexova chromatografie

Ultracentrifugace

Tabulka ¢.1: Prehled nejpouzivanéjsich izolacnich metod pro zisk protilatek.

Mezi nejpouzivanéjSi a nejjednodussi metody izolace protilatek patfi frakéni
precipitace. Z krevniho séra se touto metodou nejdfive vysrazi hledané
protilatky, dale nasleduje jejich centrifugace a zpétné rozpusténi v pufru.
Poslednim krokem je pak dialyza nebo gelova filtrace ziskanych protilatek.
Prikladem specifickych metod je imunoafinitni chromatografie s proteinem G
nebo A. Tyto proteiny, které jsou v imunoafinitnich kolonach imobilizované,
jsou klasicky soucasti bunécné stény bakterii. Proteiny G a A jsou schopny
specificky reagovat s Fc-Castmi imunoglobulind a tim vychytavat nami

pozadovanou protilatku (Harlow a Lane, 1988).
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3.2. Steroidni hormony

Steroidni hormony se vyskytuji jak v zivo€iSnych, tak v rostlinnych burikach.
Jde o latky lipofiini povahy, které vznikaji procesem steroidogeneze
z cholesterolu. Mezi nejznaméjsi steroidni hormony patfi estrogeny, androgeny
nebo progesteron. V rGiznych typech zivocisnych bunék se jejich funkce a
vyskyt liSi, stejné tak se lii jejich role v Zivocisné a v rostlinné fisi. Pro savce
jsou steroidni hormony velmi dualezitou komponentou, ktera ovliviiuje

pfedevsim ontogenezi a téhotenstvi (Janeczko a Skoczowski, 2005).

Steroidni  hormony, konkrétné estrogeny, byly vrostlinach poprvé
detekovany vroce 1926 (Dohrn a kol., 1926). Nicméné v této dobé byly
vysledky experimentl pouze orientacni, protoze detekéni metody nebyly pfrilis
presné. Znacny pralom ve studii steroidnich hormont datujeme do roku 1989,
kdy bylo pomoci metody RIA na pfitomnost steroidnich hormonud otestovano
128 druhd rostlin. Androsteron a progesteron byly prokazany u vice nez 80%

zkoumanych druht. (Simmons a Grinwich, 1989).

Pro fadu vyzkumd, tykajicich se vyskytu a funkce steroidnich hormond, byl
dalezitym milnikem objev receptort steroidnich hormonu a nasledna studie
jejich mechanismd. Membrane Steroid Binding protein 1 (MSBP1), ktery hraje
dalezitou roli v regulaci rustu, byl poprvé identifikovan u Arabidopsis thaliana.
Tento vazebny protein ma vysokou afinitu pfedevSim k progesteronu. (Yang a
kol., 2005). Stejnymi autory byl popsan také Steroid Binding Protein (SBP),
ktery se zda byt pro rostliny specificky.

Pfikladem steroidnich hormonu hrajicich ddlezitou roli v rostlinném Zivoté
jsou brassinosteroidy. Tyto hormony ovliviiuji rst a diferenciaci organu, tvorbu
biomasy, dllezitou roli hraji v oddaleni senescence (Bajguz, 2007). Druhou
zajimavou skupinou jsou ekdysteroidy. Tyto latky byly nalezeny jak u zivocichu
(hmyz a néktefi €lenovci), tak u rostlin (Spenat a nékteré kapradiny)(Jizba a
kol.,1967). Zatimco u hmyzu je jejich funkce zfejma, u rostlin neni jejich
vyznam zcela jasny. Ma se v8ak za to, Zze ekdysteroidy v rostliné plsobi jako

pfirodni pesticidy (Harmatha a Dinan, 2003).
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3.2.1. Progesteron

Progesteron, strukturnim nazvem pregn-4-en-3,20-dion (Obr. €.2), patfi
mezi nejvyznamnéjSi steroidni hormony. Obsahuje 21 uhliku, je tedy fazen
mezi progestiny. Jeho vyznam pro zivoc&iSnou FiSi je enormni. Hraje dulezitou
roli v obdobi téhotenstvi, kdy je produkovan placentou, spole¢né s estrogenem
pak reguluje menstruaci (Graham a Clarke, 1997). U rostlin byl progesteron
poprvé prokazan v semenech jablka (Gawienowski a Gibbs, 1968). Pomoci
tenkovrstvé a plynové chromatografie byl progesteron kvantifikovan v mnozstvi
500 ng.g”' Serstvé hmoty. Bylo zjisténo, Ze hladina progesteronu je u rostlin
rozdilna nejen mezi jednotlivymi druhy, ale také mezi samotnymi organy.
Koncentrace progesteronu zavisi dokonce na fyziologickych procesech a
steroidnich funkcich. Velice sofistikovanou metodu pro dukaz pfFitomnosti
progesteronu v rostlinnych vzorcich je pouZiti imunoafinitni chromatografie, kdy
jsou specifické protilatky proti progesteronu pouzity k purifikaci extraktu a
naslednému ziskani tohoto steroidniho hormonu. Tato metoda byla ve spojeni
s UPLC-MS/MS pouzita pro kvantifikaci progesteronu z téchto druhd rostlin:
Nicotiana tabacum L, Digitalis purpurea a Inula helenium L (Simersky a kol.,
2009).

CH CH

Obr. ¢. 2: Chemicka struktura progesteronu.
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Metabolické drahy progesteronu byly zkoumany velkou fadou védcu hlavné
v Sedesatych letech dvacatého stoleti. Z dostupnych poznatku vyplyva, zZe
prekurzory progesteronu v rostliné jsou cholesterol, campesterol, sitosterol a
stigmasterol. Z téchto prekurzori vznika nejdfive pregnenolon (pregn-5-ene-
3B-al-20-on), ktery poté konvertuje na progesteron. Progesteron pak mize byt
v rostlinnych burikdch pfeménén na derivaty pregnanu a jeho konjugaty

(mastné kyseliny a glykosidy) (Stohs a Roseneberg, 1975).

Po prokazani pritomnosti progesteronu v rostlinnych vzorcich bylo dalSim
cilem védcl zkoumani ucinki progesteronu na fyziologické procesy
v rostlinnych bunkach. Yistra a kol.(1995) zjistili, Ze Zivo€iSné hormony vcCetné
progesteronu stimuluji kli€eni a rist pylové lacky tabaku. Progesteron byl dale
charakterizovan jako jeden ze steroidnich hormonu, ktery indukuje generativni
vyvoj u pSenice (Janeczko a Filek, 2002) a husenicku rolniho (Janeczko a kol.,
2003). DalSi vyznamnou funkci progesteronu je jeho schopnost zvySovat
mnozstvi mineralnich prvka (P, S, Mg, Ca), které jsou nezbytné pro ontogenezi
rostlin (Erdal a Dumlupinar, 2011a). DalSi studie prokazali stimulacni ucinek
progesteronu na aktivitu anti-oxidativnich enzymu, jako je katalaza. Tento
ucinek poukazuje na potencionalni roli progesteronu v regulaci biotického a

abiotického stresu rostlin (Erdal a Dumlupinar, 2011b).

3.3. Imunoafinitni chromatografie

Chromatografie je bezesporu jednou z nejpouzivanéjSich separacnich
metod v biochemii. Jedna se o fyzikalné-chemickou metodu, pfi které jsou
slozky smési rozdéleny na rozmezi dvou fazi. Tyto faze se nazyvaiji stacionarni
a mobilni. Pomoci chromatografie muzeme provést jak identifikaci slozek
smési, tak kvantifikaci jednotlivych analytu. V praxi to pak probiha tak, ze
spole¢né s mobilni fazi prostupuje sorbentem také vzorek, jehoz slozky diky
nékteré zfyzikalné - chemickych vlastnosti interaguji vrizné mife se
stacionarni fazi. Chromatografie se pak podle mnoha kritérii déli do raznych

skupin. RozliSujeme napfiklad chromatografii na tenké vrstvé, plynovou
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chromatografii (GC) Ci kapalinovou chromatografii (LC)

(http://fch.upol.cz/skripta/zfcm/chrom/chrom_teorie.htm).

Imunoafinitni chromatografie (IAC) je specialnim prikladem afinitni
chromatografie. Jde o typ sloupcové chromatografie zalozené stejné jako
vSechny imunochemické metody na interakci protilatky s antigenem. Afinitni
chromatografie patfi mezi velice ufinné metody purifikace, které jsou
charakteristické vysokou specifitou k nami pozadovanému analytu (Hennion a
kol., 2003). Na vazbé protilatka — antigen se podili nékolik rozdilnych typu
nekovalentnich vazeb. Jde o iontové interakce, vodikové mustky, Van der
Waalsovi sily a hydrofobni interakce (Fitzgerald a kol., 2011). Specificka
protilatka je v IAC navazana na stacionarni fazi. Smés latek, jejichz slozkou je
nami pozadovany antigen, je pomoci kapalné faze prohnana stacionarni fazi.
Nami pozadovany antigen se dle specifické vazby protilatka — antigen zachyti,
ostatni zbytky smési jsou zkolon odstranény (Chase, 7983). Antigen
pfichyceny specifickou vazbou na protilatce pak ziskame eluci. Jde o
specifické poruseni vazby urcitym Cinidlem (€asto metanol), vysledkem je pak
Cisty produkt obsahujici nami poZadované latky (Velander, 1989). Princip IAC

na obrazku ¢.3.

V dnesni dobé& ma imunoafinitni chromatografie ddlezitou roli pfedevsim
pfi purifikaénich metodach. E. Hauserova a kol. (2005) vyuZzili IAC pro ziskani
20H3MeOBAPR z mysich krevnich vzorkd. Pomoci monoklonalnich protilatek
navazanych na sorbentu, byla ziskdna vySe zminéna latka, ktera je velice
zajimava pro své antiproliferacni vlastnosti. Simersky a kol. (2009) pouzili IAC
ve spojeni s polyklonalnimi protilatkami proti 4-androsten-3-keto-steroidu. Tato
metoda se ve spojeni s UPLC-MS/MS ukazala jako velice ucinna a rychla pfi
stanoveni steroidnich latek z nékolika druhd rostlinnych vzorkd (Digitalis

purpurea L. Nicotiana tabacum L.).
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Obr. ¢. 3: Princip imunoafinitni chromatografie.

3.4. ELISA testy

ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), oznaCovana také
jako EIA  (Enzyme Immunoassay) je jednou z nejpouzivangjSich
imunochemickych metod slouzicich k detekci jak protilatek, tak antigend.
Stejné jako u ostatnich imunochemickych metod vyuzivame i u ELISA testl
specialni vazby protilatky s antigenem. Pfi testech ELISA se navic vyuziva
dvou dalSich vlastnosti protilatek. Za prvé je to schopnost téchto
imunoglobulini vazat se na povrch nékterych plastd, napfiklad polystyrenu.
Druhou funkci imunoglobulint dulezitou pro testy ELISA je jejich schopnost
vazat pomoci Fc-fragmentu na svUj povrch enzymy
(http://www.pragostem.cz/elisa-kity.html). NejCastéji pouzivanymi enzymy jsou
alkalicka fosfatdaza a kfenova peroxidaza. K testim se vyuziva specialnich
ELISA desek, které obsahuji rizné pocty jamek. Jednotlivé desky se liSi také

typem plastového materialu.

RozliSujeme nékolik typt ELISA testl. Zakladnimi typy jsou pfima ELISA,
nepfima ELISA a sandwichova ELISA. V pfipadé sandwichové EIA nejdfive
navazeme do jamky protilatku. Poté pfidame nas zajmovy antigen. DalSim
krokem je navazani enzymaticky znacené protilatky, ktera je specificka pro
dany antigen. Nakonec je pfidan substrat, ktery nam navazanim na enzym
poskytuje barevnou reakci. Intenzita barevné reakce je pak zméfena pomoci
spektrofotometrickych metod (Wood, 20117). DalSim typem ELISY, ktery byl

vyuzit také v experimentalni ¢asti této bakalarské prace, je ELISA pfima. Tato
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metoda se klasicky vyuziva ke kvantitativni detekci antigenu. Do jednotlivych
jamek jsou nejprve navazany protilatky. Poté je pfidano znamé mnozZstvi
zajmového antigenu a také znamé mnozZstvi antigenu, ktery je znacen
enzymaticky. Oba dva komponenty soutéZi o vazebné misto protilatky. Lehce
mizeme odvodit, Ze ¢im vice bylo v reakéni smési neznaeného antigenu, tim
méné oznaceného antigenu se nachazi v komplexu s protilatkou. Nakonec je
stejné jako u sandwichové ELISA metody pfidan substrat, ktery nam poskytuje
barevnou reakci. Intenzitu barevné reakce, prakticky absorbanci, poté méfime
spektrofotometricky (Ferencik, 1989). Celkovy princip enzymové imunoanalyzy

je popsan na obrazku ¢.4.

Jak uz bylo feCeno, EIA testy maji velké uplatnéni pfi mnoha
imunochemickych experimentech. Strnad a kol. (1992) pouZili ELISA test ke
kvantifikaci a identifikaci izoprenoidnich a aromatickych cytokinini pomoci
polyklonalnich protilatek. Samotny ELISA test byl také pouZit k zméfeni
mnozstvi progesteronu v kravském miléce. K tomuto ucelu byly také pfipraveny
polyklonalni protilatky, tentokrat namifené proti 11a—hydroxyprogesteronu

(Simersky a kol., 2007).
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Obr. €. 4: Princip primého ELISA testu.
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4. Material a metody

4.1. Chemikalie a pristroje

Chemikalie:

Siran amonny, 11a-hydroxyprogesteron—hemisukcinat (Sigma-Aldrich- USA),
dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich-USA), N-hydroxysukcinimid (NHS,
Sigma-Aldrich-USA), N,N-dicyclohexylkarbodiimid (DCC, Sigma-Aldrich-USA),
hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich-USA), kfenova peroxidaza (HRP,
Sigma-Aldrich-USA), Freudovo kompletni adjuvants, Freudovo nekompletni
adjuvants, Affigel 10 (BioRad, Némecko), 1M ethanolamin (pH 8), azid sodny
(Lachema, CR), metanol, 2M kyselina sirova, destilovana voda, standardy
steroidnich hormonu (Sigma-Aldrich-USA).

Neni-li uvedeno jinak, vdechny ostatni chemikalie jsou od firmy Lachema CR.

Slozeni roztoku:

Pufr pro izolaci protilatek: 0,87g NaCl, 7,8 g NaH,PO4. 2H,0 na 1 litr dest. vody,
pH 7,2

Pufr pro dialyzu: 18g NaCl, 35,89 NaH,PO,4. 12H,0 na 1 litr dest. vody, pH 7,2

Pufr na fedéni steroidnich hormond (PBS): 8,5g NaCl, 0,34g NaH,PO4, 2,69 g

NazHPO4 na 1 litr destilované vody

Promyvaci pufr (PBST2p): 1g TWEENy, (Sigma-Aldrich-USA) na 1 litr PBS

Pufr pro tracer: 0,1% BSA v PBS

Koutovaci pufr: 1,59 Na,COs, 2,93 g NaHCO3 na 1 litr destilované vody, pH 9,6

Substrat pro enzymatickou reakci: 0,5 ml roztoku CH3;COONa (27,2 ¢
CH3COONa/100 ml H20, pH 5,8), 100 ul TMB (3,3°,5,5 -tetrametylbenzidin, 0,1 g
TMB/10 ml DMSO), 10 pl H202 (30%, 1:5) na 10 ml dest. vody

MOPS — 20,93g MOPS (kyselina 3—morfolinopropansulfanova), 17,53g NaCl na 1
litr destilované vody, pH 7,2
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Pristroje a vybaveni:

Labsystems Multiscan Plus, plate reader, Finsko
UV-1601, Shimadzu, Japonsko

Vortex — Velp scientifica, Chemos, CZ

Elisa desky — NUNC — Immuno Plat, Brand products
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4.2. Metody prace

4.2.1. Priprava konjugatl pro imunizaci a enzymovou imunoanalyzu

Pro ucely imunizace a enzymové imunoanalyzy byl pfipraven konjugat 11a—
Hydroxyprogesteron—hemisukcinat—-BSA (HRP). Tento konjugat byl pfipraven
modifikovanou karbodiimidovou metodou (O’Sullivan, 1979, Gross a Bilk
1968). 10 mg haptenu (11o—Hydroxyprogesteron—hemisukcinat) bylo
rozpusténo ve 45 pl dimethylsulfoxidu a poté smichano s odpovidajicim
mnozstvim N-hydroxysukcinimidu (NHS) a N,N-dicyclohexylkarbodiimidu
(DCC), celkové v molarnim poméru 1:1:1. Konjugacni reakce probéhla ve tmé
po dobu 12 hodin.

Pro ucely imunizace byl nejdfive hovézi sérovy albumin (BSA) rozpustén
v 0,13M uhli¢itanovém pufru o pH 7,2. Za stalého michani byl k tomuto pufru
pridan aktivovany hapten. Konjugace probihala 3 hodiny pfi laboratorni teploté.
Poslednim krokem byla dialyza konjugatu proti PBS (pH 7,2), a to po dobu 5
dnd. Pri pfipravé konjugatu pro enzymovou imunoanalyzu byl misto BSA pouzit
enzym kienova peroxidaza (HRP). Pfi konjugaci bylo dodrZzeno shodného

postupu a podminek jako pfi konjugaci s BSA.

4.2.2. Imunizace

Prvnim krokem pfipravy polyklonalnich protilatek byla imunizace dvou
vybranych kralikd. Imunizaci byl do téla vpraven konjugat 110—
Hydroxyprogesteron—hemisukcinat-BSA, ktery byl pfipraven v Laboratofi
rdstovych regulatord. Imunizace probéhla podle standardniho protokolu, a to
celkem ve Ctyfech davkach, v mnozstvi 0,25 mg az 0,5 mg na jednoho kralika.
Pfed prvni imunizaci byla kralikim pro zlepSeni imunitni odpovédi injektovana
také adjuvantni latka. Ktomuto ucelu bylo pouZito Freudovo kompletni
adjuvans (FCA). Stejny postup byl zachovan i pfi naslednych imunizacich,

pouze FCA bylo nahrazeno Freudovym nekompletnim adjuvans (FIA). Ve
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finale bylo zjednoho kralika ziskano asi 80 ml krevniho séra, které bylo
nasledné pouzito v dalSim postupu. Celkové schéma imunizace i s Casovym

rozvrhem:

1.den ... prvni imunizace, 0,5 mg antigenu/ml/kralika, pfidano FCA
14. den ... druhd imunizace, 0,25 mg antigenu/ml/kralika, pfidano FIA
44. den ... tfeti imunizace, 0,25 mg antigenu/ml/kralika, pfidano FIA
74. den ... Ctvrta imunizace, 0,25 mg antigenu/ml/krélika, pfidano FIA

80. den ... odbér krevniho séra

4.2.3. Srazecireakce

RUzné druhy proteint se srazeji pfi rlznych koncentracich soli. Pfidanim
neutralni soli tedy sniZzujeme rozpustnost bilkoviny a pfi konkrétni koncentraci
soli docilime uplného vysrazeni nami uréeného proteinu z roztoku (Ferencik,
1989).

K vysrazeni imunoglobulint jsem jako srazeci Cinidlo pouzil (NH4)2SO4 (pH
7,2). Prvnim krokem této srazeci reakce bylo smichani 5 ml krevniho séra s 5
ml PBS. Za stalého michani jsem opatrné pfikapaval 10 ml sraZzeciho Cinidla
(NH4)2S0O4. Takto vznikly roztok jsem za obCasného promichani nechal stat asi
30 minut pfi laboratorni teploté. Poté jsem proved| centrifugaci, a to po dobu 20

minut pfi teploté 4°C a pfi 5000xg/min.
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4.2.4. Rozpusténi a dialyza protilatek

Nasledné jsem z centrifugaéni zkumavky odstranil vznikly supernatant a
sedlinu, kterd obsahovala pozadované protilatky, jsem rozpustil v PBS pufru.

Tento roztok jsem pfenesl do dialyzac¢niho stfeva.

Dialyza je biochemicka metoda, pfi které jsou mensi molekuly oddélovany
od vétSich, a to pfes polopropustnou membranu. Hnaci silou tohoto pfenosu je
koncentracni gradient na obou stranach membrany, kdy mensi molekuly putuji
ven z dialyzaCniho stfeva az do vyrovnani koncentraci uvnitf a vné. Timto
zpusobem se oddéluji také leh&i proteiny od imunoglobulinG, které zlstavaiji
uvnitf stfeva (Pingoud, Urbanke, 2002).

Izolaci protilatek pomoci dialyzy jsem provedl proti dialyzacnimu PBS pufru.
Samotna dialyza trvala 3 dny, relativné Cistou smés protilatek jsem nasledné

uskladnil za pfidavku azidu sodného pfi - 20°C.

4.2.5. Optimalizace ELISA metody

Jelikoz kazda protilatka, ktera je namifena proti jinému antigenu, vykazuje
rozdilnou chemicko-biologickou aktivitu, je potfeba pro kazdou konkrétni
protilatku optimalizovat metodu ELISA. Toho docilime hledanim spravné
koncentrace protilatky, antigenu ¢i enzymaticky znaceného antigenu. Spravna
koncentrace jednotlivych komponent ELISA testu je kromé idealni vaznosti
protilatky s antigenem dulezita také pro spektrofotometrické urceni
absorbance, kdy jak pfilis vysoka, tak pfili§ nizkd hodnota absorbance

poskytuji nepfesny vysledek.

Samotné testovani protilatek ELISA metodou zahrnuje nékolik dulezitych
krokl. V experimentalni ¢asti mé bakalarské prace jsem pouzil typ pfimé
ELISA metody, tedy test, ktery je zaloZzen na kompetici antigenu a enzymaticky
znaceného antigenu, které spolu soutéZi o vazebné misto protilatky. K EIA
testu byly pouzity 96jamkové desticky rozdélené na dvanact sloupct po osmi

jamkach.
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V prvnim kroku testu jsem nejdfive do jamek navazal protilatku, jako
spravna koncentrace se ukazala koncentrace 5 pul protilatky na 15 ml
koutovaciho pufru, na jednu jamku pak pfipadlo 150 pl tohoto roztoku. Takto
nakoutované desky byly ponechany po dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C. DalSi
den jsem z desky nejdfive pomoci promyvaciho pufru vymyl nenavazanou
protilatku. Poté jsem do kazdé jamky pfidal 100 pl PBS. V dal§im kroku jsem
postupnym fedénim nanesl do ELISA desky standard progesteronu. Do jamek
prvniho sloupce jsem nanesl 50 pl progesteronu o koncentraci 10° M. Po
promichani jsem z prvni fady pfenesl 50 ul nafedéného roztoku do dalsi fady,
kde jsem cely proces opakoval. Postupné jsem tak fedénim zleva doprava
snizoval koncentraci antigenu. Do posledni, dvanacté rfady, jsem pak antigen
vubec nepfidal. Tato Fada, vkteré neprobéhla kompetice antigenu
s enzymaticky znaCenym antigenem slouZzila v testu jako kontrola. V rychlém
Casovém sledu jsem pak az na jamku 12A pfidal do v8ech jamek 50 pl
enzymaticky znaCeného antigenu. Jako enzym byla v konjugatu pouZita
kfenova peroxidaza. Konjugat jsem nanesl v koncentraci 3 pl/5 ml na jednu
desku, tato koncentrace se ukazala pro tuto konkrétni protilatku jako nejlepsi.
Desku jsem poté nechal 1 hodinu inkubovat. Nasledné jsem zbytky antigenu,
ktery se nenavazal, vymyl pomoci promyvaciho pufru. V dalSim kroku jsem do
kazdé jamky pfidal 150 ul pfipraveného substratu. Reakci jsem v dobé, kdy
byla barevna reakce dostacujici pro spektrofotometrické méreni, zastavil
pomoci 50 pupl 2M H;SO4. Celou desku jsem poté prenesl do
spektrofotometrického zafizeni a zméfil jsem absorbanci pfi vinové délce 450

nm.

4.2.6. Kiizova reaktivita

Jednou z nejdllezitéjSich charakteristik polyklonalnich protilatek je jejich
kfizova reaktivita. Jde o schopnost protilatky vazat i antigeny, které jsou
strukturné podobné antigenu, proti kterému byla protilatka pfipravena. Kfizovou
reaktivitu mnou pfipravené protilatky jsem zméfil pomoci pfimého ELISA testu.

Otestovano bylo 22 steroidnich hormonu, a to v nékolika opakovanich. Postup
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byl obdobny jako pfi optimalizaci metody, nanaSena koncentrace vSech
hormont v&etné progesteronu byla 10°M. Standardy byly nanaseny
nasledovné: Osm fad jsem rozdélil na ¢tyfi skupiny po dvou fadach. Poté jsem
nejdfive do prvnich dvou fad pfidal standard progesteronu, do dalSich tFi
skupin po dvou fadach jsem pfidal standardy tfi dalSich steroidnich hormond,
které byly testovany na kfiZovou reaktivitu. Na jedné desce jsem byl tedy
najednou schopen zméfit kfizovou reaktivitu tfi rozdilnych steroidnich
hormonl. KrFizova reaktivita byla ur€ena zpomérld absorbance, kdy
procentualni vyjadfeni bylo odvozeno od progesteronu, jehoz hodnota kfizové
reaktivita byla 100 %.

4.2.7. Priprava imunoafinitniho gelu

Pripravené polyklonalni protilatky proti progesteronu byly dale vyuzity
v imunoafinitni chromatografii. Protilatka byla nejdfive dialyzovana proti
MOPSu, a to jeden den pfi 4 °C. Poté byly protilatky navazany na specialni
afinititni gel (Affigel 10 — BioRad). Postupné jsem nejdfive 5 ml gelu pfenesl do
plastovych kolonek. Gel byl poté promyt 10 ml H,O a 10 ml MOPSu. Takto
pfipraveny gel jsem pFenesl do centrifugaCnich zkumavek, pfidal jsem 4 ml
protilatky (25 mg protilatky v 1 ml). Tuto reakéni smés jsem nechal michat 4
hodiny pfi 4°C. Nespecificka vazebna mista byla zablokovana pfidavkem 1M
ethanolaminu (0,1 ml/1ml gelu). Po dal$i hodiné jsem gel nanesl do kolonek
s frytou, promyl jsem ho 10 ml H,O a 10 ml PBS. Imunoafinitni gel byl poté

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

4.2.8. Testovani kapacity imunoafinitniho gelu

Kapacita imunoafinitniho gelu pfipraveného v kolonkach byla zméfena
pomoci standardu progesteronu, ktery se specificky vaze na protilatku. Aby
bylo antigen mozné navazat, musel jsem kolonky simunoafinitnim gelem

nejdfive zregenerovat. Postupné jsem gel promyl 3 ml imunoafinitniho pufru, 3
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ml destilované vody, 3 ml metanolu, 3 ml destilované vody a znovu 3 ml
imunoafinitniho pufru. Standard progesteronu jsem nafedil pomoci metanolu a
PBS pufru na poZzadovanou koncentraci. Roztok progesteronu jsem asi na 3
minuty uloZil do ultrazvuku. Pfipraveny vzorek jsem poté v sedmi opakovanich
nanesl na imunoafinitni gel, progesteron se v urcité koncentraci navazal na
protilatku. Zbytek nenavazaného antigenu jsem vymyl 9 ml destilované vody.
DalSim dulezitym krokem byla eluce antigenu. Tu jsem provedl pomoci 3 ml
metanolu. Eluat jsem pak odpafil do sucha. Koncentrace progesteronu a s ni
spojena kapacita protilatek pak byla zméfena pomoci UPLC-MS/MS (Simersky
a kol., 2009). PouZzity imunoafinitni gel byl poté promyt 3 ml destilované vody,
nasledné jsem provedl opét regeneraci. Kolonky byly uchovavany s malym

pfidavkem azidu sodného pfi teploté 4°C.
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5. Vysledky

5.1. Priprava polyklonalnich protilatek

Kralikim uréenym pro produkci polyklonalnich protilatek byl nejdfive
v nékolika opakovanich injektovan konjugat 11o—Hydroxyprogesteron—
hemisukcinat-BSA za soufasného pfidani adjuvantni latky. Vytvofené
protilatky byly poté z kralik( odebrany v podobé krevniho séra. Imunoglobuliny
byly vysrazeny pomoci siranu amonného. Nasledovala centrifugace a
rozpusténi protilatek v PBS pufru. Poslednim krokem Ccisténi protilatek byla
jejich dialyza.

Koncentrace protilatek v roztoku byla zméfena pomoci dvoupaprskové
spektrofotometrie. Méfeni probéhlo pfi vinové délce 280 nm a vysledna

koncentrace protilatky méla hodnotu 31 mg na 1ml roztoku.

5.2. KfFizova reaktivita

KFizova reaktivita, jako jedna ze zakladnich charakteristik polyklonalnich
protilatek, byla v experimentalni ¢asti bakalarské prace méfena pomoci pfimé
enzymové imunoanalyzy. Testovani bylo podrobeno celkem 22 steroidnich
hormon( s podobnou i s pomérné odliSnou strukturou vuci struktufe antigenu,
proti kterému byly protilatky pfipraveny - progesteronu. KFiZova reaktivita
progesteronu byla 100 %. Pfehled vSech steroidnich hormonl i s jejich

kfizovou reaktivitou je v tabulce €.2.
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Steroidni hormon KFizova reaktivita (%)

B — estradiol <0,01
Danasol < 0,01
Norethindron <0,01
Estron < 0,01
Hydrocortison < 0,01
Estriol <0,01
Prednisolon <0,01
17 a — hydroxyprogesteron 1,5
17 a - hydroxypregnenolon <0,01
Kortexolon <0,01
Dehydroisoandrosteron < 0,01
Kortikosteron < 0,01
11 a—hydroxyprogesteron 54,2
4,16—pregnadien—3,20—dion 1,97
5 a—pregnan—3,20—dion 37,2
4—androsten—3,17—dion 1,1
5—pregnen-3 3—ol-3—on 35,6
4—pregnen—20 o—ol-3- on < 0,01
Cholesterol <0,01
Kortison < 0,01
Testosteron <0,01
Dihydroxytestosteron < 0,01
Progesteron 100 %

Tab. ¢.2: Prehled steroidnich hormont i s hodnotou kfizové reaktivity.
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Vysokou hodnotu kfizové reaktivity vykazovali steroidni hormony 11 o—
Hydroxyprogesteron, 5-pregnen-3 [(-ol-3 on a 5 oa—pregnan-3,20-dion.
Polyklonalni protilatky proti progesteronu tedy mohou byt vyuZity k ziskani
téchto hormon, které maji k protilatce relativné vysokou afinitu. Naopak velka
fada steroidnich hormonu vykazovala kfizovou reaktivitu < 0,01, afinita

protilatky k pfisluSnym analytim je tedy skoro nulova.

5.3. Dalsi charakteristiky protilatky

Charakterizace polyklonalnich protilatek proti progesteronu byla provedena
pomoci pfimé ELISA metody. V této metodé spolu kompetuji znaceny a
neznaCeného antigenu v porovnani s antigenem znacenym, tim vyS$Si je
pochopitelné sila signalu, tedy intenzita enzymatické barevné reakce
(absorbance). V grafu ¢.1 je vynesena zavislost hodnot B/By na koncentraci
progesteronu. Hodnota B odpovida absorbanci kompetice mezi znatenym a
neznaCenym antigenem, hodnota By pak odpovida maximalni absorbanci za
nepfitomnosti znaCeného antigenu. Ziskanou kalibraéni kfivku jsem nasledné

podrobil logaritmické transformaci podle vzorce:

logit B/Bo = In [B/Bo/ (100 — B/ Bo)].
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Graf ¢.1: Zavislost B/By na koncentraci progesteronu.

Pfi koncentraci protilatky 31 pg/jamku dostavame hodnotu idealniho
mnozstvi znaceného antigenu potfebného na jednu jamku jako 8,3 ng. Za

téchto podminek odpovida nespecificka vazba protilatky 0,81 %.

Linearni rozsah koncentraci pouzitelnych pro nasi ELISA metodu je dan
tvarem kalibracni kfivky. Tato Ciselna hodnota je zavisla na koncentraci
protilatky a enzymové znaCeného konjugatu. Po log-logit transformaci kfivky
dostavame hodnotu linearniho rozsahu méfeni jako 13,7.10°mol/L -3,3.10°

mol/L.

v v

odezvu odliSnou od slepého vzorku. Detekéni limit pro enzymovou
imunoanalyzu protilatek namitenych proti progesteronu mél hodnotu 13,7.10°°

mol/L.

Ze sklonu kalibra¢ni kfivky byla odvozena hodnota poloviéniho vytésnéni
(0,2.10° mol/L), hodnota variability testu (4,5 %) a hodnota variability uvnitf
testu (2,4 %). Vtabulce €.3 jsou shrnuty vSechny dulezité charakteristiky
protilatek.
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Charakteristika protilatky Prog 2

Linearni rozsah méfeni 13,7.10°mol/L -3,3.10° mol/L
Mnozstvi znaceného antigenu 8,3 ng

Detekéni limit 13,7.10"° mol/L

Poloviéni vytésnéni 0,2.10°° mol/L

Nespecificka vazba 0,81%

Variabilita testu 4,5%

Variabilita uvnitf testu 2,4%

Tab. ¢. 3: Prehled duleZitych charakteristik protilatek namifenych proti

progesteronu.

5.4. Kapacita imunoafinitniho gelu

Polyklonalni protilatky pfipravené proti progesteronu nasly své uplatnéni
v imunoafinitni chromatografii. Protilatky byly navazany na Affigel 10
v koncentraci 25 mg protilatky na 1 ml afinitniho gelu. Kapacita tohoto
imunoafinitniho gelu byla testovana pomoci standardu progesteronu. Kapacita
gelu pro progesteron byla stanovena na hodnotu 2 nmol na 1 ml gelu. Zavislost

navratnosti imunoafinitniho gelu na koncentraci progesteronu je v grafu ¢€.2.
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Navratnost IA gelu (0,5ml)
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Graf ¢.2: Zavislost navratnosti imunoafinitniho gelu na koncentraci progesteronu.
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6. Diskuze

Cilem této bakalarské prace byla pfiprava polyklonalnich protilatek
namifenych proti progesteronu. Pfipravené protilatky byly navazany na afinitni
gel a v budoucnosti mohou byt vyuzity v imunoafinitni chromatografii k ¢isténi

rostlinnych vzorku.

Jako imunogen byl kralikiim injektovan konjugat 11a—Hydroxyprogesteron—
hemisukcinat-BSA. Tento  konjugat byl pfipraven  modifikovanou
karbodiimidovou metodou (O’Sullivan, 1979, Gross a Bilk 1968). Znacenym
antigenem, pouZzitym pfi charakterizaci polyklonalnich protilatek pomoci pfimé
enzymove imunoanalyzy, byl konjugat 11a—hydroxyprogesteron—
hemisukcinat-HRP.  Simersky a kol. (2009) pfipravili shodnou metodou
polyklonalni protilatky namifené proti 4-androsten-3-on-17-
karboxymethyloximu. Jako metodu €isténi pouzili imunoafinitni chromatografii
s imobilizovanym proteinem G. V experimentalni ¢asti mé bakalafské prace
jsem jako izolaéni techniku pouzil nespecifickou metodu - frakéni precipitace.
Tato metoda je oproti IAC s proteinem G, jednodussi, rychlejsi, avSak méné

specificka.

Testovani kfizové reaktivity bylo provedeno u 22 steroidnich hormondu.
Pfedpokladalo se, Ze nejvy$Si hodnotu kfiZzové reaktivity dostaneme u
imunogen pouzit konjugat konjugat 11a—hydroxyprogesteron—hemisukcinat—
BSA, nejvysSi hodnotu kfizové reaktivity vykazoval podle oCekavani 11 a—
hydroxyprogesteron, a to 54,2 %. Naopak 17 a—hydroxyprogesteron, ktery se
ve struktufe liSi pouze v poloze — OH skupiny vykazoval hodnotu kfizové
reaktivity pouze 1,5 %. Simersky a kol. (2007), ktefi pfipravili polyklonalni
protilatky proti progesteronu z kravského miléka, naméfili obdobné hodnoty
kfizovych reaktivit, a to i v pfipadé 17 a—hydroxyprogesteronu. Vysokou
kfizovou reaktivitu v obou dvou experimentech mizeme pozorovat u 5 a-

pregnan-3,20-dionu, coz je metabolit progesteronu.

Z hodnot kfizovych reaktivit naméfenych v experimentalni casti mé

bakalaiské prace muzeme usoudit, Ze tyto protilatky jsou specifické
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k progesteronu, naopak jejich afinita k ostatnim steroidnim hormonim je

relativné nizka.
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7. Zavér

V ramci mé bakalarské prace se podafilo pfipravit polyklonalni protilatky
namifené proti progesteronu. Tyto protilatky se ukazali jako specifické pro
tento steroidni hormon. Protilatky se po vysraZzeni a nasledné dialyze
nachazely v koncentraci 31 mg na 1 ml roztoku. Pomoci pfimé enzymové
imunoanalyzy pak byly ur€eny dulezité charakteristiky protilatky, v€etné kfizové

reaktivity.

Protilatky byly dale navazany na afinitni gel. Kapacita imunoafinitniho gelu
byla stanovena na 2 nmol na 1 ml gelu. OCekava se, ze imunoafinitni
chromatografie za pouziti imobilizovanych polyklonalnich protilatek proti
progesteronu znac¢né usnadni Cisténi rostlinnych vzorkl za ucelem ziskani
progesteronu, jehoz ucinky na fylogenezi rostlin jsou i nadale v zamu

védeckych pracovniku.
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