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Protokol za vezbu 8: Odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze

BErVer

PROTOKOL ZA ODREDIVANJA BRZINE ENZIMSKE AKTIVNOSTI
ALKALNE FOSFATAZE (AP) METODOM PO KINGU FENOLNI POSTUPAK)

Alkalna fosfataza je intrecelularni enzim koji se nalazi u tkivu jetre i kostiju. U krv (plazmu) dospeva
pasivno, nakon osteéenja pomenutih tkiva.

Fenolni postupak po Kingu je klasi¢na, staticka metoda (metoda dve tacke), za klinicko odredivanje
aktivnosti AP. Meri se koli¢ina fenola koju je enzim (AP) izdvojio iz supstrata (dinatrijum-fenilfosfat)
tokom 15 minuta. Jedinica za izrazavanje je jedinica AP (nesistemska).

REDOSLED KORAKA PRI UZVODENJU
METODE

KRATKO OBJASNJENJE

U dve epruvete sipati po 2 ml puferai2
ml dinatrijum-fenilfosfata (DFF).

Pufer omogucava optimalni pH sredineza rad AP, a
DFF je njen supstrat.

Staviti epruvete u vodeno kupatilo na
37°C, 3 minuta.

Preinkubacija - zagrevanje reakcione smese na
optimalnu temperaturu, da bi nakon dodavanja
uzorka reakcija pocela odmah, punom brzinom.

U uzorak mikropipetom dodati ta¢no 200
pL krvne plazme (uzorak) i promesati (na
vorteksu).

U kontrolu prvo dodati Folin Cukalto
reagens (1,8 mL), a zatim 200 pL
ispitivane plazme.

U uzorku se nalazi AP ¢iju aktivnost Zzelimo da
odredimo; reakcija ¢e da te¢e normalno.

U kontroli, Folin Cukalto reagens odmah denaturise
AP; nece biti enzimske reakcije.

Staviti obe epruvetu u vodeno kupatilo
na 37 °C, taéno 15 minuta.

Inkubacija — tokom 15 min. na optimalnoj
temperaturi odvija se enzimska reakcija, AP razlaze
DFF oslobadajuci fenol i fosfor.

U uzorak dodati 1,8 ml Folin Cukalto
reagensa i vorteksirati.

Folin Cukalto reagens denaturi$e proteine i na taj
nacin inaktivise AP, te se trenutno prekida enzimska
reakcija.

Centrifugirati 5 minuta na 2500 obrtaja

Uklanja se talog koji u sebi sadrZi sve proteine. U
supernatantu se nalaze proizvodi enzimske reakcije —
fenol i fosfor.

U kivetu odliti tacno 4 ml supernatanta,
pazljivo da se ne podigne talog.

Odvaja se bistar rastvor za merenje.

Dodati 2 mL karbonata i 4 ml vode.

Korbonat sa fenolom se formira jedinjenje plave
boje.

Staviti kivetu u vodeno kupatilo na 37 °C
10 minuta.

Razvijanje boje.

10.

Ocitati vrednost absorbanse na 660 nm
na spektrofotometru.

Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije
fenola.

11.

lzracunati vrednost aktivnosti AP
unosenjem ocitanih vrednosti
adsorbansi.

Auz — Ak
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Auz - absorbansa uzorka,

Ak - absorbansa kontrole (pokazuje koli¢inu fenola
oslobodenu nezavisno od enzima AP)

Ast - absorbansa standarda (pokazuje koli¢inu fenola
koja bi se oslobodila iz supstrata ako bi reakcija tekla
bez zaustavljanja)




