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ULOHA A
Analyza izoenzymu askorbat peroxidasy pomoci
nativni PAGE

TEORETICKY UVOD

Askorbat peroxidasa (APX) je enzym zodpovédny za detoxifikaci peroxidu vodiku u
rostlin. U rostlin se vyskytuji tfi izoenyzmové formy liSici se lokalizaci v burce. VSechny
askorbat peroxidasy katalyzuji reakci:

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

Role askorbdat peroxidasy pfi obranné reakci byla podpofena pozorovanimi, Ze jeji
aktivita narlstd pfi aplikaci riznych environmentdlnich strest. V nékterych pripadech vsak
mulzeme po infekci rostliny patogenem pozorovat drasticky pokles jeji aktivity, ktery poté
potencuje nekrdzu bunék zplsobenou prevaziné oxidacnim stresem.

Vyuziti nativni polyalkrylamidové elektroforézy pro stanovovani aktivit celé fady
enzymU ma prevazné nejvétsi vyznam pfi studiu aktivace jednotlivych izoenzymovych forem.
Toto stanoveni aktivity APX je zalozeno na schopnosti askorbdtu redukovat nitro-blue
tetrazolium (NBT) v pfitomnosti N,N,N’,N"-tetraethylendiaminu (TEMED) na nerozpustny
barevny formazan. V pfitomnosti H,0, je APX schopna zabranit tvorbé formazanu diky velmi
rychlé oxidaci askorbatu. Proto je aktivita APX pozorovdna na gelu jako achromaticky prouzek.

POSTUP PRACE

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci z listd po aplikaci neznamych latek a kontrolnich
listd po aplikaci vody sesbiranych v ¢asovych intervalech Oh a 6h po aplikaci.

I1zolace askorbdt peroxidasy

1. 0,3 g dfive pred drcené rostlinné tkané smichejte s 0,6 ml izola¢niho pufru (100 mM
fosfatovy pufr (pH=7.0), 5 mM askorbat, 1 mM EDTA) a dobte zvortexujte.
2. Homogenat centrifugujte pfi 12 000 x g 5 min pfi 4°C.
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3. Supernatant preneste do nové 1.5 ml zkumavky a opét centrifugujte pfi 20 000 x g 40
min pfi 4°C.
4. Odsajte supernatant a uchovavejte ho na ledu.

Priprava polyakrylamidového gelu

1. Gel proplachnéte vodou, vlozte do elektroforetické vanicky 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 vzorki

1. Smichejte 60 pl enzymového izolatu s 12 pl nanaseciho pufru.
2. Na gel nanasejte 15 pl 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 ekvilibra¢niho pufru Il, do kterého ptidejte 6 ul
peroxidu vodiku.

3. Poté gel promyjte 1 minutu v 20 ml promyvaciho pufru (50 mM fosfatovy pufr
(pH=7.0)) a ponorte 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.

VYHODNOCENiI

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



