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Jméno a UCO: Datum:

ULOHA A
Analyza izoenzymu askorbat peroxidasy (APX)
pomoci nativni PAGE a aktivity phenylalanin
amoniak-lyasy (PAL)

TEORETICKY UVOD

V rostlinnych bunkach je hlavnim detoxika¢nim systémem peroxidu vodiku askorbat-
glutathion cyklus, ve kterém hraje klicovou roli enzym askorbat peroxidasa (APX) katalyzujici
pfeménu H,0; na vodu za poutziti askorbatu jako specifického donoru elektrona:

2 askorbat + H,0, —————> 2 monodehydroaskorbat + 2 H,O

V odlisnych ¢astech bunky, jako jsou chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy a cytosol,
jsou pritomné rizné izoformy APX. Exprese jednotlivych genl APX je regulovana jak v rdmci
biotického, tak abiotického stresu a dale poté v rdmci vyvoje rostlin. Aktivita APX se tak pfimo
podili na ochrané rostlinnych bunék pfed nepfiznivymi environmentdlnimi podminkami.
Vlastni uloha enzymu APX v ramci o branné reakce rostlin je poté podporena celou rfadou
vysledk( ukazujicich nardst nebo naopak jeji aktivity vramci infekce rostliny patogenem.
Vyrazny pokles jeji aktivity je poté vétSinou spojen s nekrézou bunék zplsobenou prevdiné
oxidacnim stresem.

Vyuziti nativni polyalkrylamidové elektroforézy pro stanovovani aktivit celé rady
enzymU ma prevazné nejvétsi vyznam pfi studiu aktivace jednotlivych izoenzymovych forem.
Sledovani aktivity APX je zaloZeno na jeji schopnosti zabranit askrobat-dependentni redukci
nitroblue tetrazolia v pfitomnosti H,O. a N,N,N’,N’-tetraethylendiaminu (TEMED) na
nerozpustny barevny formazan. Vyslednd aktivita APX je tak pozorovana na gelu jako
achromaticky prouzek. Tato metoda je velmi citliva a (detekce méné nez 0,01 jednotek APX) a
specificka pro méreni aktivity APX.

V rostlinné burice existuji tfi zakladni regulacni enzymy Ucastnici se syntézy fytoalexind,
phenylalanin amoniak-lyasa (PAL), 5-epiaristolochen syntasa (EAS) a 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA reductasa (HMGR). Aktivace enzymu PAL (EC: 4.3.1.5) je spojena s akumulaci
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fenylpropanoidnich latek a se syntézou dllezZité signalni molekuly, kyseliny salicylové. PAL
katalyzuje reakci premény aminokyseliny L-phenylalaninu na kyselinu trans-skoficovou:

Aktivita PAL se da velmi dobfe méfit naristem absorbance kyseliny trans-skoticové pfi
290nm.

POSTUP PRACE

Infiltrace neznamého vzorku do listu tabdku

Jednotlivé skupiny obdrzi roztoky nezndmého vzorku pro nasati skrze listovou petiolu.

Pro infiltraci skrze petiolu napipetujte cca 300 pl nezndmého vzorku do malé 0.2ml
eppendorfky a sefiznuty list nechte nasat tekutinu z eppendorfky (viz. obrazek 1) po dobu cca
30 minut. Poté prendejte list do vody a inkubujte 24 hodin.

Obrazek 1: Pfima infiltrace neznamého vzorku skrze petiolu

I1zolace askorbdt peroxidasy

1. Odeberte 0,3 g rostlinného pletiva po 24 h inkubaci s nezndmym vzorkem a rozdrtte
ho v tekutém dusiku.

2. Nasledné pridejte 0,6 ml izola¢niho pufru (100 mM fosfatovy pufr (pH=7.0), 5 mM
askorbat, 1 mM EDTA) a dobfe zvortexujte.
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3. Homogenat centrifugujte pfi 12 000 x g 5 min pfi 4°C.

4. Supernatant pieneste do nové 1.5 ml zkumavky a opét centrifugujte pfi 20 000 x g 40
min pfi 4°C.

5. Odsajte supernatant a uchovavejte ho na ledu.

1zolace phenylalaninamoniak lyasy

1. Odeberte 0,3 g rostlinného pletiva po 24 h inkubaci s nezndmym vzorkem a rozdrtte
ho v tekutém dusiku.

2. Nasledné pridejte 0,6 ml izolacniho pufru (0,1 M Borat (pH= 8.8), 17 mM
B-merkaptoethanol, 1 % PVP) a dobfe zvortexujte.

3. Homogenat centrifugujte pfi 12 000 x g 5 min pti 4°C.

4. Supernatant pieneste do nové 1.5 ml zkumavky a opét centrifugujte pti 20 000 x g 40
min pfi 4°C.

5. Odsajte supernatant a uchovavejte ho na ledu.

Priprava polyakrylamidového gelu

1. Gel proplachnéte vodou, vlozte do elektroforetické vany a pfilijte elektroforeticky pufr
obsahujici 2 mM askorbat.

2. Spustte elektroforézu na 30 minut pfi konstantnim proudu 15 mA/gel. Elektroforézu
provadeéjte pti 4°C.

Pfiprava a naneseni vzorkd

1. Smichejte 60 ul enzymového izolatu askorbat peroxidasy s 12 pl nanaseciho pufru
(50% Glycerol, 0.05% Bromfenolovd modfr).

2. Na gel nandsejte 15 ul jednotlivych izolatu

3. Elektroforézu provadéjte pfi konstantnim proudu 15 mA/gel po dobu 2 hodin pfi 4 °C.

Detekce aktivity askorbdt peroxidasy v gelu

Vsechny nasledujici kroky budou provadény pfi pokojové teploté.

1. Ekvilibrujte gel 5 minut v 20 ml ekvilibra¢niho pufru | (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.0),
2mM askorbat).

2. Poté inkubujte gely 10 minut v 20 ml ekvilibraéniho pufru Il, do kterého pridejte 6 ul
peroxidu vodiku.

3. Poté gel promyjte 1 minutu v 20 ml promyvaciho pufru (50 mM fosfatovy pufr
(pH=7.0)) a ponofte ho do detekéniho pufru (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.8), 28 mM
TEMED, 2.45 mM NBT). Aktivita askorbat peroxidasy bude detekovana jako
achromaticky prouzek na tmavém pozadi.



Uloha A — Analyza izoenzymu APX a aktivity PAL

Meéreni aktivity enzymu phenylalanin amoniak-lyasy

Roztoky:
0,1M Boratovy pufr (pH = 8.8)
12 mM L-Phenylalanine

Méreni se bude provadeét v triplikatu. Do tfi 1.5 ml zkumavek napipetujeme jednotlivé slozky
reakéni smési:

0,1M Boratovy pufr (8.8) 150 pl
12 mM L-Phenylalanin 150 pl

Jako blank pouzijeme nésledujici reakéni smés:
0,1M Boratovy pufr (8.8) 150 pl
12 mM D-Phenylalanin 150 pl

Poté pridejte do kazdé zkumavky 125 ul enzymového extraktu a inkubujte 30 minut pti 30°C.
Nasledné reakci zastavime pfidavkem 150 pl 0,1M TCA. Smés dikladné promichejte na
vortexu a do kazdé zkumavky pridejte 125 pl vody a smés centrifugujte 10 minut pfi 15 000 x
g. Odsajte supernatant, prepipetujte ho do UV semi-mikro kyvety a zmérte absorbanci pfi 290
nm oproti blanku (reakéni smés s D-phenylalaninem).

VYHODNOCENI|

- Srovnejte zmény aktivity askorbat peroxidasy po aplikaci jednotlivych latek v
zavislosti na case.
- Vysledek zdlvodnéte.

- Spocitejte aktivitu phenylalanin amoniak-lyasy (PAL) v ¢ase 24h po aplikaci neznamého
vzorku v pmol/s na mg rostlinného pletiva.

- Vysledky vyneste do grafu, kde budou srovnany zmény aktivity PAL po aplikaci vaseho
neznamého vzorku s kontrolou (voda).

- Vysledek zdlvodnéte.



