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Znaczenie diagnostyczne i oznaczanie
fostatazy alkalicznej (ALP) i fosfatazy
kwasowej (AP)

Fosfatazy zaliczane sa do klasy hydrolaz. Ich zadaniem jest katalizowanie rozktadu monoestrow
kwasu fosforowego. Enzymy te sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie, poniewaz wytwarzane
sa zarowno przez organizmy zwierzece jak i roslinne, a takze przez drobnoustroje. Wiekszos¢
z fosfataz znalazlo zastosowanie nie tylko w diagnostyce klinicznej lecz réwniez w przemysle [3].
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Fosfataza zasadowa (alkaliczna, ALP)

Ten rodzaj fosfotaz zaliczany jest do tzw. ektoenzymoéw, tj. enzymo, ktore zawieraja swoje centrum
aktywne zwrdocone na zewnatrz komorki. Fosfatazy zasadowe dziataja w warunkach wysokiego pH (w
granicach 8-10). Znane jest 4 podstawowe typy ALP:

1. fosfatazy tkankowo-niespecyficzne (znane réwniez jako LBK). Enzymy te ulegaja ekspresji na
btonie komérkowej hipertroficznych chondrocytéw czy osteoblastéw. Ponadto, skoncentrowane sa
takze na membranach odrywajacych sie od komorki pecherzykow

2. fosfatazy jelitowe

3. fosfatazy tozyskowe

4. fosfatazy zwigzane z komoérkami rozrodczymi [3].

Fosfataza zasadowa uczestniczy w transporcie lipido w jelicie , a takze w procesie kalcyfikacji kosci.
Enzym ten wystepuje powszechnie w organizmie, w réznych rodzajach komorek i tkankach w postaci
izoenzymow i izoform. Okoto 50% ALP w surowicy pochodzi z watroby i pk. 48% z kosci. Stosunek
ALP watrobowej do kostnej zmienia sie wraz z wiekiem [4]. W szczegélnie duzych stezeniach ALP
wystepuje w 16zysku, nabtonku jelitowym,kanalikach nerkowych, osteoblastach i watrobie. Fosfataza
obecna w surowicy zdrowych, dorostych oséb produkowana jest glowni ew watrobie i kosciach [5].

Oznaczanie ALP

ALP w srodowisku alkalicznym katalizuje przeniesienie grupy fosforanowej z 4-nitrofenylofosforanu
na dwuetanoloamine (DEA), w wyniku czego dochodzi do uwolnienia 4-nitrofenolu. Stezenie zwigzku
oznaczane jest na podstawie szybkosci powstawania 4-nitrofenolu, mierzonego przy diugosci fali
A=405 nm [5]. Powyzsza reakcja zachodzi wg rownania:

ALP

4-Nitrofenylofosforan + DEA- Fosforan DEA + 4-Nitrofenol

Oznaczanie enzymu wykonywane jest bardzo czesto w podejrzeniu wielu réznych chordb, ze wzgledu
na fakt , ze fosfataza alkaliczna wchodzi w sktad wielu narzadowych profili diagnostycznych. Bardzo
czesto oberwowany jest wzrost aktywnosci ALP (podwyzszone wartos$c¢i) w surowicy bez pojawienia
sie konkretnych objawdéw klinicznych [4]. Podwyzszone stezenie fosfatazy obserwuje sie o 0sob
z chorobami kosci zwigzanymi ze wzmozona aktywnoscig osteoblastyczna, a takze u osob
z chorobami drég zétciowych i watroby. Wsréd tych choréb wymienia sie zéttaczki, uszkodzenia
watroby czy raka watroby. Niektére zmiany fizjologiczne, w tym przyrost masy kostnej i cigza moga
powodowac wzrost aktywnosci (stezenia) ALP w surowicy [5].

Na rynku dostepne sa testy stuzace do oznaczania fosfatazy alkalicznej, ktére mozna wykorzystywac
do uzytku in vitr w laboratoriach klinicznych (zestaw Fosfataza alkaliczna (ALP)-DEA, BioSystems)

[5].

W celu wykonania oznaczenia jako material do badan mozna wykorzysta¢ surowice lub osocze
pobrane zgodnie ze standardowymi procedurami. Probka moze by¢ pobrana na antykoagulant (
w tym celu mozna uzywac heparyny). W trakcie oznaczenia nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze fosfataza
alkaliczna w surowicy lub osoczu jest stabilna przez 7 dni, w momencie przechowywania
w temperaturze od 2 do 8°C [5].



Przed przystapienie do oznaczenia odczynnik roboczy oraz aparat(spektrofotometr lub fotomoetr
z termostatowanymi gniazdami na 25, 30 lub 37°C oraz filtrem o dtugosci fali 405 nm) nalezy
doprowadzi¢ do temperatury reakcji, oraz odpowiednio przygotowaC zataczone w zestawie
odczynniki (dwuetanoloamina, 4-nitrofenylofosforan) [5].

Wykonanie oznaczenia ALP (z wykorzystaniem zestawu firmy BioSystems):

- do kuwety odpipetowac¢ 1 ml odczynnika roboczego oraz 20 pL préby badanej

- calo$¢ wymieszac, po czym kuwete wlozy¢ do fotometru, na tym etapie rozpocza¢ pomiar czasu

- zarejsestrowac¢ absorbancje poczatkowa , a nastepnie w odstepach 1-minutowych wykonac¢ 3
kolejne pomiary

- pomiedzy pzreprowadzonymi pomiarami nalezy obliczy¢ réznice absorbancji, a takze Srednia
roznice absorbancji na minute (AA/minute).

Z otrzymanych wynikéw oblicza sie stezenie fosfatazy zasadowej w badanej probie, wykorzystujac
w tym celu ponizszy wzor:

AA/ min probki ’AA/ min kalibratora X C kalibratora = U/ L

Powyzszy test wykazuje granice detekcji (oznaczalnosci) réwna 1,6 U/L = 0,027 pkat/1 [5].

Enzymy sa czasteczkami biatkowymi, majacymi tréjwymiarowe kuliste ksztalty. Ich zadaniem jest
przyspieszanie szybkosci zachodzenia reakcji chemicznych, w szczegdlnosci w komoérkach
organizmow. Enzymy sa w zwigzku z tym biologicznymi katalizatorami. Reakcje te zachodza w tzw.
»~miejscach aktywnych” czasteczek enzymu Wynikiem katalizowanej reakcji chemicznej sa
specyficzne zmiany w podlozu, ktére tworza nowa czasteczke chemiczna lub "produkt", a czasteczka
enzymu sama w sobie pozostaje bez zmian (po zajsciu tych reakcji) [1]. Wszystkie enzymy
sklasyfikowane sa w szesciu grupach, w zaleznosci od katalizowanych przez nie reakcji. I tak,
transferazy katalizuja przeniesienie matej czesci (lub grupy czasteczkowej) z jednego substratu do
innego, z kolei ligazy odpowiedzialne sa za powstawanie wigzan pomiedzy dwoma substratami,
tworzac tym samym jedna wieksza czasteczke.Oksydazy katalizuja przenoszenie wodoru na tlen,
w wyniku czego powstaje woda lub nadtlenek wodoru. Z kolei, liazy katalizuja rozszczepienie
czasteczki zwiazku na dwie czesci lub taczenie molekut dwéch substancji w jedna. Podobnie,
hydrolazy rozszczepiaja czasteczki, ale w przeciwienstwie do liaz proces ten zachodzi zawsze
w obecnosci wody (woda jest czescig procesu). Fosfatazy natomiast naleza do hydrolaz, ktore
hydrolizuja wigzania fosforanomonoestrowe. W wyniku ich dziatania zachodzi defosforylacja
czasteczki. W zaleznosci od pH srodowiska, w ktorym fosfatazy wykazuja aktywnos$¢, dziela sie na:
fosfatazy kwasne i zasadowe (zwane takze alkalicznymi) [1].

Wzrost kosci i ich przebudowa to normalne zjawiska fizjologiczne, ktére wystepuja w duzej ilosci
w dziecinstwie i okresie dojrzewania, a w mniejszym stopniu w ciagu dorostego zycia. Zjawiska te sa
wynikiem aktywnosci dwoch typow komodrek kosci, ktéore maja dziatania przeciwne: tych, ktére
syntetyzuja nowy materiat kostny (gtownie osteoblasty) oraz komoérek zwanych osteoklastami ( ktore

odpowiedzialne sa za resorpcje lub podziat istniejacego materiatu kostnego). Przesadne tempo
resorpcji kosci lezy u podstaw patofizjologii wielu choréb czlowieka np. choroby Pageta, zlosliwej
hiperkalcemii, osteodystrofii nerek, nadczynnos¢ tarczycy, nadczynnos¢ przytarczyc. Wynikiem



resorpcji jest postepujace rozrzedzenie kosci, a takze zwiekszone ryzyko ztaman [1].

Stezenie fosfatazy alkalicznej w surowicy zwieksza sie wyraZznie w krzywicy, po czym jej poziom
wraca catkowicie do normy dopiero po zakonczeniu leczenia. Ze wzgledu na ten fakt, fosfataza
surowicy uwazana jest za najlepszy wskaznik wykorzystywany do wykrywania tego
niedoboru.Aktywnos¢ fosfatazy w surowicy nie jest $cisle specyficzna w tym zakresie, ale okazata sie
klinicznie przydatna w diagnozowaniu wielu innych stanéw patologicznych, na przyktad, choroby
Pageta, nadczynnosci przytarczyc, choréb watroby, itp [1].

Vaentine i Beck (1951), Wachstein (1946), Wiltshaw i Moloney (1958) oraz Williams i Mendel (1954)
w sowich badaniach zgtaszali istotne réznice w aktywnosci fosfatazy alkalicznej z leukocytéw
zaobserwowane w niektorych chorobach. Duzy wzrost tego enzymu zauwazono np. w zakazeniach,
czerwienicy prawdziwej czy przewleklej biataczce szpikowej. Zauwazone zmiany zostatly
udokumentowane i potwierdzone wieloma biochemicznymi i histochemicznymi metodami, w celu
uzasadnienia ich zastosowania w diagnostyce [1].

Oczyszczanie fosfatazy zasadowej z ludzkich leukocytow [2].

Metoda separacji leukocytéw z krwi ludzkiej po raz pierwszy zostala opisana przez Trubowitz,
Feldmana, Benante & Kirman (1957). W metodzie tej, w przyblizeniu wykorzystywano 50 1 swiezo
pobranej krwi ludzkiej, ktora nastepnie dzielono na 5 | frakcje. Przemyte leukocyty ( z kazdej 5 1
porcji) zawieszano w 200 ml wody, a nastepnie homogenizowano z wykorzystaniem homogenizatora
szklanego w temperaturze od 0-5 °C przez 5 minut. Tak przygotowane probki przechowywano
w temperaturze -20°C [2]. W trakcie proceduury oczyszczania, alkaliczna fosfataze okreslano przez
inkubacje 0,3 ml preparatu enzymu , 9 ml glicerolu sodu (sodium glycerol 2-phosphate)
buforowanego przy pH 9.9 za pomoca 0,1 M wodorotlenku sodu , 0,02 M barbituranu dietylowego
sodu, 0,2 ml 0,05 M MgCl, i 0,5 ml 0,9% roztworu NaCl. Oznaczenie przeprowadza sie w dwoch
powtorzeniach. Powyzsza reakcje zatrzymano po uptywie 1 godziny w 37°C przez dodanie 2 ml 30%
kwasu trichlorooctowego. Nastepnie, probke przefiltrowano (w celu usuniecia wytragconego
materiatu) [2].

Kwasna fosfataza (AP)
Enzym ten katalizuje reakcje: monoester fosforanowy + H,O0 - alkohol + Pi

Fosfatazy kwasne maja zdolnos¢ hydrolizowania monomerow ortofosforanu w kwasnym pH (w
granicach 4 do 6). Ludzkie AP mozna podzieli¢ na kilka odrebnych typow, ktére to rézniag sie miedzy
soba m.in.: masa czasteczkowq, homologia aminokwasow czy dlugoscia sekwencji.

Kwasne fosfatazy wystepuja zazwyczaj w niskich stezeniach i zlokalizowane sa w réznych tkankach
organizmu. Zmiany w tempie i syntezy tych enzyméw obserwowane sa w momencie pojawienia sie
niektorych stanéw chorobowych, dzieki czemu AP moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane jako
jako serologiczne i tkankowe markery [3]. W warunkach normalnych u ludzi AP wystepuje w niskich
stezeniach, a jej wzrost (wyraZzne zmiany w syntezie) wystepuja w poszczegdlnych chorobach, gdzie
zazwyczaj niezwykle wysoka lub niska ekspresja enzymu postrzegana jest jako czes¢ procesu
patofizjologicznego. Tak wiec, kwasna fosfataza wykorzystywana moze by¢ jako serologiczny
i histologiczny marker choroéb [1].

W komoérce fosfataza kwasna zlokalizowana jest gtdéwnie w lizosomach, a jej gtownym zrédtem jest



gruczot krokowy. Duze ilosci tego enzymu wystepuja takze w erytrocytach, ptytkach krwi, szpiku,
kosciach, nerkach badz watrobie. W osoczu wystepuje 5 izoenzyméw fosfatazy kwasnej, przy czym
30% stanowi fosfataza sterczowa. Fosfataza sterczowa (ang. prostatic acid phosphatase- PAP) jest
bardzo nietrwala w temperaturach powyzej 37°C oraz w pH wyzszym od 7.0. Do odrdznienia PAP od
innych izoenzyméw fosfatazy kwasnej, mozliwe jest przeprowadzenie oznaczania aktywnosci ACP
w obecnosci winianu. Winian jest silnym inhibitorem fosfatazy sterczowej, z kolei inne izoenzymy
fosfatazy kwasnej sa na niego niewrazliwe[4].

Apostot I., Augustyn M. i wsp. (1985) przedstawili wlasng immunoenzymatyczna metode
oznaczaniaaktywnosci AP sterczowej w surowicy. Opisana przez autorow metoda opierata sie na
pomiarze aktywnosci izoenzymu sterczowego wyizolowanego z badanego materiatu przy uzyciu
swoistego przeciwciala. Z racji tego, ze oznaczanie aktywnosci kwasnej fosfatazy w surowicy krwi
jest pomocne w rozpoznawaniu oraz kontroli leczenia chorych na raka stercza, opisana metoda ma
duzy potencjat diagnostyczny. Jako materiat do przeprowadzenia oznaczenia wykorzystywano m.in.
oczyszczony preparat fosfatazy sterczowej. Nastepnie, przeprowadzono immunoprecypitacje
kompleksu fosfatazy sterczowej z przeciwciatem surowicy krolika w 1,0% agarozie, a otrzymany
precypitat kompleksu barwiono btekitem Coomasie (CBB) [6].

Odczynniki wykorzystywane w metodzie:

- przeciwciato I (Ab I): w postaci 100-krotnie rozcienczonej sola fizjologiczna surowicy kroélika
immunizowanego fosfataza sterczowa. Surowica stabilizowana za pomoca 0,02% azydku sodu.

. przeciwciato II (Ab II): surowica kozia skierowana przeciwko immunoglobulinom kroélika,
rozcienczona 20x a pomoca soli fizjologicznej z dodatkiem 3,5% glikolu polietylenowego 6000.

- substrat: 15,3 mM roztwor p-nitrofenylofosforanu sodu w 0,2 M buforze octanowym (pH 5,0) [6].

Wykonanie (immunoenzymatyczna metoda oznaczania zawartosci fosfatazy pochodzenia
sterczowego w surowicy krwi ludzkiej wg Apostot i wsp. (1985)) :

- Do 0,2 ml surowicy ludzkiej wprowadzono 0,2 ml przeciwciata I. Probke dokltadnie wymieszano, po
czym inkubowano przez noc w temperaturze 20°C

- Nastepnie, do kazdej probki dodawano po 1 ml przeciwciala II, probki inkubowano w temp. 20°C
przez 1 h, zas po uplywie czasu inkubacji zbierano osad wytraconego kompleksu- w tym celu probki
odwirowano przy 10 000x g przez 5 minut. Na tym etapie przystapiono do oznaczaniaa ktywnosci
fosfatazy. Oznaczenie przeprowadzano w 3 rownolegtych prébkach. Przygotowano réwniez prébe
kontrolng, ktéra zamiast surowicy zawierata 0,9% roztwdr chlorku sodu [6].

Fosfataza sterczowa (AcP-P lub ACP ST) jest izoenzymem fosfatazy kwasnej, ktora zwigzana jest
z prostata. Zmiany w aktywnosci fosfatazy sterczowej zwiazane sa ze zmianami w obrebie gruczotu
krokowego. Frakcja sterczowa stanowi u mezczyzn ok. 30% catkowitej aktywnosci enzymu,
w zwiazku z czym monitorowanie poziomu tej frakcji enzymu ma bardzo duze znaczenie
diagnostyczne [7]. Oznaczenie aktywnosci enzymu stosuje sie gldwnie w monitorowaniu leczenia
hormonalnego raka prostaty [7].

Oznaczanie aktywnosci fosfatazy sterczowej (Apostol i wsp. (1985)):

Otrzymany osad wytraconego kompleksu fosfatazy sterczowej (z przeciwciatem Ii II) zawieszano
w 0,2 ml 0,9% chlorku sodowego. Nastepnie, do probki dodawano po 0,2 ml 15,3mM
p-nitrofenylofosforanu sodowego w 0,2 M buforze octanowym (pH 5,0). Probke enzymu inkubowano



z substratem przez 30 minut w temperaturze 37°C, a po uptywie czasu inkubacji, reakcje
zatrzymywano dodajac do probki 2 ml 0,1M wodorotlenku sodu (NaOH). Na koniec, w probce
mierzono absorbancje przy A=405 nm wzgledem probki kontrolnej. Na podstawie wynikow pomiaru
absorbancji okreslano ilos¢ powstatego produktu [6].

Zwiazki fenolowe daja czerwone lub fioletowe zabarwienie z 4-aminoantypiryna (A.A.P) w obecnosci
zasadowych srodkow utleniajacych. Grupy aminowe z 4-aminoantypiryny tacza sie z fenolem,
w wyniku czego otrzymuje sie substancje, ktéra jest utleniana do barwnego chinonu [8].

Ilosciowe oznaczanie fosfatazy alkalicznej (ALP) (wg procedury kitu Atlas Medical,
http://www.atlas-site.co.uk/index files/website/$8.05.03.1.0060%20Alkaline%20Posphatase%204x15
ml%20S06.pdf) [9].

Fosfataza alkaliczna katalizuje hydrolize fosforanu p-nitrofenylu w pH =10.4, uwalniajac p-nitrofenyl
i fosforan. Szybkosc powstawania p-nitrofenolu mierzona metoda fotometryczna jest proporcjonalna
do stezenia fosfatazy w probce. Jak juz wspomniania fosfataza alkaliczna wystepuje prawie we
wszytskich splotach organizmu, a najwiecej w kosciach, watrobie, tozysku czy nerkach. Zaréwno
wzrost poziomu tego enzymu, jak i jego spadek, maja bardzo duze znaczenie kliniczne [9].

Odczynniki zastosowane w Kkicie:
Bufor 1 (R1):

- Dietanoloamina (DEA) pH=10.4 (1mmol/L)
- Chlorek magnezu (0,5 mmol/L)

Substrat (R2):
- Fosforan p-nitrofenylu (pNPP) (10mmol/L)

Przygotowanie: Nalezy rozpusci¢ jedna tabletke substratu R2 w 15 ml buforu R1. Probke zamkna¢
i doktadnie wymieszac¢, az do momentu rozpuszczenia zawartosci. Stabilno$¢ otrzymanego roztworu
wynosi 21 dni w temperaturze 2-8°C lub 5 dni w temperaturze pokojowej (15-25°C) [9].

Probki (proby badane): surowica lub heparynizowane osocze.
Wykonanie oznaczanie:

Oznaczanie ALP nalezy wykonywac¢ przy 405 nm, w 1-cm kuwetach, w stalych temperaturach: 25,30,
37°C.

Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy wyzerowac spektrofotometr do wody destylowanej. Do 1,2 ml
mixu (R2+R1) nalezy dodac¢ 20 uL prébki badanej , nastepnie inkubowa¢ mix przez 1 minute, po
czym rozpocza¢ pomiar. W tym celu, nalezy zczyta¢ poczatkowa wartosc absorbancji probki (A),
uruchomi¢ stoper i odczytywac absorbancje w odstepach 1-minuty (przez 3 minuty). Na postawie
otrzymanych wynikéw oblicza sie réznice pomiedzy absorbancja, a Srednia réznica absorbancji na
minute (AA/min) . Czutos¢ powyzszej metody: 1U/L = 0,0003 AA/min[9].

W trakcie oznaczenia nalezy miec na uwadze, ze fluorki, szczawian, cytrynian, a takze EDTA hamuja
aktywnosc¢ fosfatazy, w zwiazku z czym zwiazki te nie powinny by¢ wykorzystywane jako
antykoagulanty [9].

Autor: Lidia Koperwas
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