Stanoveni fosfatazové aktivity acetonového prasku
a nativnich bunek

- 24h kultura bunék (CCM1000) — centrifugace a 2x promyti v Tris pufru

- resuspenduji v Tris pufru na zakal 80% (T=20), 620nm

- stanovim susinu

- pfipravim roztok acetonového prasku (HEP): 2mg do 20ml Tris pufru

- zasobni roztok PNPP (4mg/ml) nafedim na: 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 mg/ml
- zkumavky s 0,6 ml Tris p. + 1 ml HEP/bunék dam temperovat — lazen 40°C
- reakci nastartuji pfidanim 0,2 ml PNPP pfislusné koncentrace

- inkubuji 5-10 min (dle zabarveni)

- reakci zastavim pfidanim 2ml 1M NaOH

- zkumavky s burikami zcentrifuguiji

- méfim zabarveni vzniklého PNP na Spekolu 20 — 400nm

Koncentrace PNPP 4 2 1 0,5 0,25 0,125
mg/ml
0,6ml Tris+1ml bunék

0,6ml Tris+1ml HEP

1,6 ml Tris

Zaver: Vypocet Km sestrojeni grafu zavislosti rychlosti stépeni PNPP (nmol PNP/mg sus/min)
na jeho koncentraci v reakéni smési



