Uloha 5 : MéFeni aktivity phenylalaninamoniak lyasy

Méreni aktivity phenylalaninamoniak lyasy

TEORETICKY UVOD

V rostlinné burice existuji tfi zakladni regulaéni enzymy Ucastnici se syntézy fytoalexin(,
phenylalaninamoniak 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 fenylpropanoidnich latek a se syntézou dulezité signalni molekuly, kyseliny salicylové.

PAL katalyzuje reakci premény aminokyseliny L-phenylalaninu na kyselinu trans-skoficovou:
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Aktivita PAL se da velmi dobfe mérit narlistem absorbance kyseliny trans-skoricové pfi 290 nm.
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POSTUP PRACE

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci z listd po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich listll po aplikaci

vody sesbiranych v ¢asovych intervalech Oh, 6h a 24h po aplikaci.

lzolace enzymu phenylalaninamoniak lyasy

Roztoky:
Izolaéni pufr (0,1 M Borat (pH= 8.8), 17 mM B—merkaptoethanol, 1 % PVP)

0,3 g tkané vlozte do treci misky, zmrazte v tekutém dusiku a rozetfete v 1.5 ml izola¢niho pufru.
Homogenét nepipetujte do 2.0 ml zkumavky. Centrifugujte 20 minut pfi 15 000 x g pfi 4°C. Poté

prepipetujte supernatanty do 1.5 ml zkumavky a uchovavejte na ledu.

Méreni aktivity enzymu phenylalaninamoniak lyasy

Roztoky:
0,1M Boratovy pufr (pH = 8.8)

12 mM L-Phenylalanine

Méreni se bude provadét v triplikatu. Do tti 1.5 ml zkumavek napipetujeme jednotlivé slozky

reakéni smeési:

0,1M Boratovy pufr (8.8) 150 ul }7
3x
12 mM L-Phenylalanin 150 ul

Jako blank pouZijeme nasledujici reakéni smés:

0,1M Boratovy pufr (8.8) 150 ul }7
1x
12 mM D-Phenylalanin 150 ul

Poté pfidejte do kaZzdé zkumavky 125 ul enzymového extraktu a inkubujte 30 minut p¥i 30°C.
Nasledné reakci zastavime pridavkem 150 ul 0,1M TCA. Smés dikladné promichejte na vortexu a
do kazdé zkumavky pridejte 125 ul 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).
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VYHODNOCENI

-Spocitejte aktivitu PAL v ¢ase Oh, 6h a 24h po aplikaci cryptogeinu a kontrolniho vzorku (vody).
-Vysledky vyneste do grafu, kde budou srovnany zmény aktivity PAL po aplikaci cryptogeinu ve
srovnani s kontrolou (voda) v zavislosti na Case.

-Vysledek zdGvodnéte.
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