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Wybrane metody oznaczania aktywnosci
fosfataz (fosfataza kwasowa i zasadowa)

Fosfatazy sa enzymami nalezacymi do klasy hydrolaz, ktorych funkacja polega na
hydrolizowaniu estrow kwasu fosforowego, a dzieki temu na uwalnianiu fosforu
nieorganicznego (Pi) ze zwiazkow organicznych. Enzymy te sa szeroko rozpowszechnione
w organizmie, w wysokich stezeniach obecne sa w kosciach, jelitach, nerkach, watrobie
i lozysku. Stezenie enzymu (normalnie wystepujacego w osoczu) uzaleznione jest przede
wszystkim od watroby i jelit oraz w niewielkim stopniu od kosci. Wzrost aktywnosci
fosfatazy zasadowej w surowicy jest waznym wskaznikiem zaburzen watroby i drog
zo6lciowych lub kosci [1], [5].
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Fosfataza alkaliczna ALP jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w organizmie ludzkim:
u dorostych czesciowo pochodzi z watroby (frakcja termostabilna) i czesciowo z kosci, RES i uktadu
naczyniowego (frakcja termolabilna). Dzieki temu tez wyrozniane sa jej rozne izoenzymy. Aktywnosé
osoczowa frakcji kostnej fosfatazy alkalicznej w normalnych warunkach osiaga maksymalne wartosci
u dzieci w trakcie ich wzrostu (do trzykrotnej wartosci poziomu organizmu dorostego), w zwiazku
z tym izoenzym ten wystepuje rowniez w osteoblastach (komdrkach zwigzanych z procesem
formowania kosci i wbudowywania wapnia). Pod koniec pierwszego trymestru ciazy zauwaza sie
wzrost produkcji enzymu, co jest reakcja fizjologiczna zwigzang ze wzrostem izoenzymu tozyskowego,
ktory osiaga najwyzszy poziom w tym okresie (ok. dwukrotnie ponad norme).

Niestety, oprécz wartosci fizjologicznych, rozrdznia sie takze patologie zwigzane z podniesieniem sie
aktywnosci surowiczej fosfatazy alkalicznej, wsrod ktérych diagnozuje sie m.in.: przerzuty
nowotworowe do kosci i watroby (produkujace enzymy), zoéttaczke zewnatrz i wewnatrzwatrobowa,
zespoly uposledzonego wchtaniania z nadzerkami i wrzodami btony sluzowej czy uszkodzenia
w procesach zdrowienia takich jak: ostry zawat miesnia sercowego, ptuc czy nerek [13].

Wszystkie fosfatazy podzielono na 3 gtowne grupy, wyszczegolnione ze wzgledu na ilo$¢ wigzan
estrowych danego substratu:

- fosfomonoesterazy (okreslane rowniez jako hydrolazy monoestrow fosforanowych)
- fosfodiesterazy (hydrolazy diestrow fosforanowych)
- fosfotriesterazy (hydrolazy triestrow fosforanowych) [1].

Ponadto, w zaleznosci od pH dziatania, enzymy podzielono na kwasne fosfomonoesterazy (kwasne
fosfatazy) oraz alkaliczne fosfomonoesterazy (alkaliczne fosfatazy). Fosfatazy kwasne wykazuja
maksimum dziatania przy pH=4 - 6, zas zasadowe maja optimum pH w granicach 8-10 [1].
Ze wzgledu na lokalizacje wyroznia sie fosfatazy wewnatrzkomérkowe oraz zewnatrzkomoérkowe
(tzw. fosfatazy sekrecyjne). Fosfatazy wewnatrzkomdrkowe uczestnicza w remobilizacji Pi ze zrodet
wewnetrznych. Wystepuja one zaréwno w wegetatywnych, jak i generatywnych organach roslin
(gtéwnie w wakuolach). Fosfatazy sekrecyjne uczestnicza w pozyskiwaniu fosforu z podtoza [1].
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Zdjecie: Podziat fosfataz [1].



Oznaczanie aktywnosci fosfataz

Do okreslania aktywnosci tych enzymdéw wykorzystuje sie zazwyczaj syntetycznie otrzymane
substraty, a wsréd nich najczesciej sa to: o i B-glicerofosforan, fenylofosforan, p-nitrofenylofosforan
czy ester fosforowy fenoloftaleiny. Aktywno$¢ mierzy sie na podstawie obserwacji dwoch typow, tj.:

1)iloscia uwolnionego nieorganicznego fosforu lub

2)iloscia uwolnionej reszty organicznej estru fosforanowego po inkubacji enzymu z substratem,
a cata reakcja przeprowadzana jest w Scisle okreslonych warunkach. Zastosowanie tej metody
uzaleznione jest od budowy chemicznej zwigzku. Fenol oznaczany jest z wykorzystaniem odczynnika
Folina-Ciocalteu, z kolei fenoloftaleine i p-nitrofenol - po zalkalizowaniu proébki, zas np. naftol
oznaczany jest kolorymetrycznie po sprzegnieciu z sola diazoniowa na barwnik diazowy [3].

Sole diazoniowe powstaja w reakcji amin aromatycznych z kwasem azotowym. State sole diazoniowe
sa bardzo niebezpieczne, wybuchowe, a niektore z nich sq réwniez kancerogenne. Reakcja
diazowania przebiega w srodowisku kwasnym, tak wiec amina, ktéra bierze udzial w takiej reakc;ji
ulega rozpuszczeniu w roztworze kwasu solnego lub kwasu siarkowego, a nastepnie tworzy
chlorowodorek lub siarczan. Reakcja taka przebiega wedtug wzoru: C;H;N,* + H,0 - C;H;,OH + N,
+ H*[2], [3].

Otrzymywanie soli diazoniowych

Sole diazoniowe powstaja w reakcji fenyloaminy (zznanej réniez jako anilina lub aminobenzen)
z kwasem azotowym - zwtaszcza w reakcji w temperaturze ponizej 5°C.

HYag) + NO2(aq ———=  HNOzaq

Kwas azotowy ulega bardzo szybko roztozeniu. W przypadku reakcji z fenyloaming, fenyloamina
najpierw ulega rozpuszczeniu w kwasie solnym, a nastepnie dodaje sie roztwor azotynu sodu lub
azotyn potasu. W reakcji miedzy kwasem solnym i jonami azotowymi powstaje kwas azotowy.
Fenyloaminy reaguja z kwasem azotowym w rézny sposob, w zaleznosci od temperatury reakgcji [4].

Reakcja z ogrzewaniem mieszaniny

Jezeli mieszanine ogrzewa sie, mozna uzyskac¢ czarny oleisty produkt zawierajacy miedzy innymi
fenol i wydzielajac sie (w postaci gazu) azot:

CgHgMH2 + HMNO2  ————— CgHgOH + H2O + M2
Reakcja w niskich temperaturach

Wszystkie roztwory nalezy ochtodzi¢ w zlewkach z lodem tj.: roztwor fenyloaminy z kwasem solnym
(chlorek fenyloaminy) oraz roztwor azotynu sodu lub potasu (przetrzymywany w tych samych
warunkach). Nastepnie, ochtodzony roztwor azotynu dodaje sie do roztworu chlorku fenyloaminy,
w taki sposéb by temperatura roztworéw nie wzrosta powyzej 5°C. W wyniku reakcji powstaje
chlorek benzenodiazoniowy.

MH2

+
@ + HMNO2 + HY ——» @NEN + 2H:0



Jon dodatni zawierajacy grupe -N2* znany jest jako jon diazoniowy. Czes$¢ nazwy ,azo” odnosi sie do
azotu [4].

Mechanizm dzialania fosfataz

Proces dziatania enzymoéw jest dobrze poznany, dzieki czemu wiadomo, ze polega on na
sekwencyjnym uwalnianiu produktéw hydrolizy monoestrow fosforanowych. W trakcie reakcji
pierwszy uwalniany jest produkt alkoholowy, ktory albo nie wykazuje hamowania aktywnosci
enzymow, albo jest to hamowanie niekompetycyjne. Jako koncowy produkt reakcji uwalniany jest
fosfor (Pi), ktéry hamuje enzym kompetycyjnie. Aktywnos¢ kwasnych fosfataz moze by¢
stymulowana dwuwartosciowymi kationami metali, takimi jak: Ni**, Ca**, Mg?**. Hamowanie
aktywnosci enzymow zachodzi w obecnosci jonow metali ciezkich czy zwigzkdéw takich jak: arsenian,
molibdenian, winian badZz szczawian [1].

Zestaw do pomiaru aktywnosci fosfatazy kwasowej (King & King’s Method (King. P.R.M & King,
E.J. Clin Path 7.322.), M/s Excel Diagnostics, procedura pochodzaca ze strony:
http://exceldiag.com/catalogs/10003.pdf)).

Do okreslania aktywnos$ci fosfatazy kwasowej mozna wykorzysta¢ kilka rézych substratéow np.:
p-nitrofenylofosforan. W metodzie King’a wykorzystuje sie fenylofosforan disodowy, ktory jest
hydrolizowany przez fosfataze kwasna z wydzieleniem fenolu, a metoda ta jest szeroko stosowana.
Fenol uwalniany jest proporcjonalnie do aktywnosci fosfatazy, ktéra mierzona jest kolorymetrycznie.
Ponadto, fenol jest zwiazkeim reaktywnym, dzieki czemu moze by¢ okreslany wrazliwymi metodami
kolorymetrycznymi, umozliwiajac w ten sposéb skrocenie czasu inkubacji [7], [8].

Firma M/s Excel Diagnostics Pvt.Ltd wprowadzita zestaw do pomiaru aktywnosci kwasnej fosfatazy
oparty na zmodyfikowanej metodzie Kinga (King & King’s Method), w ktérej buforowany substrat
jest specjalnie stabilizowany i przedstawiony jest jako fiolkowy monotest. Ponadto, kolor reagent jest
zmodyfikowany, w celu zmniejszenia dodawanej ilosci, tak wiec dodatki odczynnikdw minimalizujq
btedy podczas wykonywania testu [7].

Zasada metody:

fosfataza kwasna z surowicy ulega hydrolizie do fenolu i wodorofosforanu disodowego, przy pH=10.
Tak wytworzony fenol poddaje sie reakcji z 4-aminoantypiryna w srodowisku zasadowym,
w obecnosci srodka utleniajacego, ktorym jest zelazocyjanek potasu z utworzeniem czerwonego
kompleksu, ktérego absorbancja jest wprost proporcjonalna do aktywnosci enzymu [7]. Oznaczenie
probek wykonuje sie dtugosci fali rownej 510 nm (zielony filte), po wczesneijszej inkubacji probek
w 37°C w czasie od 3-15 minut [7].

Wykonanie oznaczenia z zastosowaniem zestawu M/s Excel Diagnostics (King & King’s
Methods; King. P.R.M & King, E.J. Clin Path 7.322.)

- Do czystych i suchych probéwek oznaczonych: blank (B), standard (S), kontrola (C) oraz test (T),
odpipetowac za pomoca pipety odczynniki (w nastepujacy sposob):



B 5 C T

Working 1.0ml  1.0ml 1.0ml 1.0ml
Buffered Substrate
Deionized water 3.1ml 3.0mil 3.0ml  3.0ml

Incubate for 3 minutes at 37°C

Serum — — — 0.1ml

Phenol Standard (3) — 0.1iml — —
Incubate for 15 minutes at 37°C

Color Reagent (2) 20ml 2.0ml  2.0ml 2.0ml

Serum — — 0.1 ml

Zdjecie: http://exceldiag.com/catalogs/10003.pdf

- Wszystkie odczynniki dokladnie wymieszaé, po czym zmierzy¢ absorbancje wzgledem wody
dejonizowanej na fotokolorymetrze stosujac filtr zielony lub spektrofotometrze przy A=510 nm [7].

. Obliczenia:

ALP w jednostkach KA unit/dl= A(Test) - A(Control) / A(Standard) - A(Blank) x 10 (Std. Conc.)

1KA unit/dl = 7.1 U/l [7].

Oznaczanie aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasowej

W doswiadczeniu wykorzystuje sie metode Kinga-Armstronga (1965). Zasada metody opiera sie na
hydrolizie fenylofosforaniu disodowego przez fosfataze, a ilo§¢ wytworzonego w reakcji fenolu jest
miarg aktywnosci enzymu. Do oznaczenia fenolu wykorzystuje sie odczynnik Folina-Ciocalteu
w metodzie kolorymetrycznej. Otrzymany wynik podawany jest w jednostkach Kinga-Armstronga [3].

Jednostka Kinga-Armstronga oznacza mg fenolu uwolnionego z fenylofosforanu disodowego przez
enzym w 100 ml surowicy , w temperaturze 37°C, w ciagu 15 minut przy pH=10 dla fosfatazy
zasadowej, oraz w ciagu 60 minut przy pH=4,9 dla fosfatazy kwasowej [3].

Wykonanie:

Do probéwek wiréwkowych nalezy odmierzy¢ po 2 ml buforu weglanowo-wodoroweglanowego
o pH=10 dla fosfatazy zasadowej (tj.: rozpusci¢ 6,36 g Na,CO, oraz 3,36 g NaHCO, w wodzie
i uzupetni¢ woda do objetosci rownej 100 ml) lub buforu cytrynianowego o pH=4,9 dla fosfatazy
kwasowej (tj.: rozpusci¢ 21 g kwasu cytrynowego w wodzie, doda¢ 188 ml 1M roztoru NaOH,
uzupeini¢ woda do obj. 500 ml. Sprawdzi¢ pH- w razie potrzeby doprowadzi¢ do odpowiedniego pH
za pomoca 1M roztworu HCI lub NaOH. Na koniec do roztworu dodac¢ kilka kropli chloroformu
i przechowywac¢ w lodéwce) oraz 2 ml substratu. Probowki ogrzewac kilka minut w tazni wodnej
o temperaturze 37°C, po czym doda¢ po 0,2 ml surowicy. Dobrze wymieszac i inkubowa¢ w temp.
37°C przez 15 minut (oznaczenie aktywnosci fosfatazy zasadowej) lub przez 60 minut (oznaczenie



aktywnosci fosfatazy kwasowej). Po inkubacji do prébek doda¢ 1,8 ml rozcienczonego (1:2)
odczynnika Folina-Ciocalteu, cato$s¢ wymieszac , a po kilku minutach inkubacji probki odwirowac. Po
wirowaniu z probek pobraé¢ po 4 ml supernatantu (do wywotania barwy) [3].

Jednoczesnie wykona¢ probe kontrolng: do 2 ml buforu oraz 2 ml substratu nalezy dodac 0,2 ml
surowicy i od razu 1,8 ml rozcienczonego odczynnika Folina-Ciocalteu, prébke wymieszaé
i odwirowac¢, po czym pobraé¢ 4 ml supernatantu [3].

Do probéwek z supernatantami doda¢ po 2 ml 15% Na,CO,, inkubowa¢ w tazni wodne;j
o temperaturze 37°C przez 10 minut. Po inkubacji nalezy oznaczy¢ absorbancje dla probek wobec
wody przy dlugosci fali rownej A=680 nm [3].

Przygotowanie krzywej kalibracyjnej:

Jako pierwszy etap nalezy przygotowac szereg rozcienczen wzorcowych roztworu fenolu (tj.:
macierzysty roztwdr wzorcowy fenolu zawierajacy 1mg fenolu w 1 ml (0,1% fenolu w 0,1M HCI)).
Rozcienczenia przygotowuje sie tak, by uzyskaé stezenia od 0,002 mg do 0,02 mg w 1 ml.

Do 2 ml przygotowanych rozcienczen dodaé¢ 1,2 ml odczynnika Folina-Ciocalteu, 0,8 ml wody oraz 2
ml 15% roztworu Na,CO,. Probki wymieszac¢ i inkubowaé¢ w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez
10 minut. Po uptywie czasu inkubacji, odczyta¢ absorbancje wobec préby kontrolnej na odczynniki
i wykresli¢ krzywa kalibracyjna dla mg fenolu [3].

Obliczenia do doswiadczenia:

Wartos$¢ absorbancji proby kontrolnej odejmuje sie od wartosci proby badanej, a nastepnie z krzywej
kalibracyjnej nalezy odczytac ilos¢ uwolnionego fenolu (w mg). Otrzymany wynik mnozy sie warto$c¢
750 (do wywolania barwy w doswiadczeniu pobrano po 4 ml z 6 ml inkubatu, ktéry zawiera 0,2 ml
surowicy, uwzgledniajac te dane, otrzymuje sie powyzsza artosc tj.: (100/0,2) x (6/4)=750). Wartos¢
wyniku odczytuje sie w jednostkach Kinga-Armstronga (K-A) [3].

Jednostka Kinga-Armstronga w ukladzie SI

Rozwdj gatezi medycyny laboratoryjnej jest scisle zwiazany z rozwojem metod badawczych, a takze
technik pomiarowych, ktore wykorzystywane sa do wykonywania badan. Wraz z rozwojem wiedzy
z dziedzin takich jak: chemia, fizyka oraz nauki przyrodnicze i medyczne, ewoluowaly takze jednostki,
w ktéorych wyrazano wyniki pomiaréw badan laboratoryjnych. I tak, przelomem byta zamiana
zwiazana z wyrazaniem stezenia elektrolitow we krwi . Uzywana , 0d zawsze” jednostka miligraméw
na decylitr (mg/dl) zostata zastapiona jednostke miliekwiwalenty na litr (mEq/l). Zamiana ta
dotyczyta oznaczania stezenia sodu, potasu oraz chlorkéw. Co wiecej, w istotny sposob wplyneta ona
na sposob interpretacji wynikdw oznaczen elektrolitow. Sam fakt wprowadzenia nowej jednostki byt
Scisle zwigzan z mozliwoscia oceny stanu gospodarki wodno-elektrolitowej ustroju, z jednoczesnym

uwzglednieniem zasady tzw. elektroobojetnosci ptyndéw ustrojowych. Aktualnie,wiekszo$¢
laboratoriow medycznych dla wyrazania stezenia elektrolitow czyli np. s6d czy potas, stosuje
jednostke mmol/l, ktdéra jest jednostka uktadu SI [6].

W toku ,ewolucji jednostek”, zmieniono rowniez sposéb wyrazania aktywnosci katalitycznej biatek
enzymatycznych. Poczatkowo aktywnos¢ enzymu wyrazana byta w bardzo réznych jednostkach, co
w gléwnej mierze zwigzane bylo z wykorzystywaniem r6znych metod badawczych oznaczania
aktywnosci katalitycznej enzymu. Najczesciej stosowana nazwa jednostki pochodzita od nazwiska
badacza, ktéry opracowal dang metode. I tak, aktywnos¢ katalityczna amylazy, fosfatazy kwasnej
i zasadowej wyrazano w jednostkach umownych. Aktywno$¢ amylazy wyrazana byta w jednostkach



bez nazwy, jednakze za kazdym razem obok wyniku podawano nazwe metody, ktéra wykonano dane
oznaczenie, np.:

1. jednostka wyrazajaca taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciagu jednej minuty i w temperaturze rownej
30°C uwalnia grupy redukujace w ilosci rownowaznej 1 p molowi glukozy (metoda Bernfellda)

2. jednostka (metoda Winslowa)

3. jednostka (metoda Somogyi)

4. jednostka (metoda Heinkela)

5. jednostka (metoda Carawaya).

6. jednostka (metoda Phadebas) [6].

~ o~ o~ o~

Do wyrazania aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej stosowano kilka réznych jednostek, m.in.:
1. jednostke Bodansky’ego (od stosowanej metody Bodansky’ego)
2. jednostke Kinga-Armstronga (metoda Kinga-Armstronga)

3. jednostke Besseya (metoda Besseya) [6].

W niektdérych przypadkach istnialy wzajemne przeliczniki jednostek umownych, dzieki czemu dany
wynik mozna byto poda¢ w dwoéch jednostkach,np.: 1 jednostka Besseya odpowiadata ok. 1,8
jednostek Bodansky’ego. Stosowanie wielu jednostek umownych,byto niestety nie do konca dobrym
rozwigzaniem, gdyz uniemozliwiato to lub utrudnialo poréwnywanie wynikow badan, ktére zostaly
uzyskane w réznych jednostkach badawczych - laboratoriach. W konsekwencji ciagtego dazenia do
doskonalenia metod oznaczania aktywnosci enzyméw bylo przyjecie ujednoliconej jednostki stuzacej
do wyrazania aktywnosci enzymow. W 1961 roku Miedzynarodowa Unia Biochemii i Biologii
Molekularnej wprowadzila standardowa jednostke aktywnosci enzymow, ktéra nazwano jednostka
miedzynarodowa (ang. international unit, IU). Przyjeta jednostke zdefiniowano jako” ,aktywnos¢
katalityczna zdolna do przeksztalcenia 1 mikromola substratu w czasie 1 minuty”. Ponadto, zalecono,
by aktywnos$¢ enzymow wyrazana byta w jednostkach na litr (IU/1) lub w milijednostkach na mililitr
(mIU/ml) [6].

E. J. King i wsp. w 1951 roku, w oparciu o pierwotna metode King’a i Armstrong’a (1934), ktéra
wykorzystywatla fenylofosforan disodowy hydrolizowany przez fosfataze kwasna z uwolnieniem
fenolu, opracowali dwie podobne metody oznaczania aktywnosci fosfatazy. Gléwnym powodem
opracowania ponizszych metod, w ktorych niezwykle wazny jest koncowy pomiaru ilosci uwolnionego
nieorganicznego fosforanu byl fakt, ze oszacowanie fosforanu w osoczu bylo czesto wymagane
w badaniu choréb u dzieci. Uwazano,ze pozadane jest laczenie oszacowania ilosci uwolnionego
fosforanu z okresleniem ilosci fosfatazy, co moze by¢ tatwo wykonane poprzez pomiar
nieorganicznego fosforanu z identyczna kontrola dla fosfatazy. Pomiary takie przeprowadzane byty
z wykorzystaniem niektérych procedur np. Jenner i Kay (1932)i Bodansky (1933). Jednakze,
zastosowanie fenylofosforanu do oznaczania fosfatazy byto bardziej preferowane, z powodu wiekszej
wygody procedury- przebiegata w znacznie krétszym czasie, co byto niezbedne do wykonania
oznaczenia w momencie dysponowania matymi ilosciami osocza lub surowicy [9].



Metoda I (wg ]. King E.] i wWSsSp. (1951),
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1023361/?page=1)

Odczynniki wykorzystane w procedurze:

1)Substrat: W ponizszej metodzie jako substrat wykorzystuje sie 0,01 M fenylofosforan disodowy,
otrzymany przez rozpuszczenie 2,18 g w 1 litrze wody destylowanej, ktora jest szybko ogrzewana do
wrzenia (w celu zniszczenia drobnoustrojow). Roztwor nalezy przechowywac na lodzie.Dodatek
kilku kropli chloroformu dziata jak srodek antyseptyczny.

2)Bufor (pH = 10): 0,1 M roztwér 6Na2C0O3: 4NaHCO3 przygotowany przez rozpuszczenie 6.36 g.
Na2CO3 (bezwodny) i 3,36 g. NaHCO3 w wodzie destylowanej i rozcienczony do objetosci 1 litra
[9].

3)Bufor (pH 4,9).- 0,2 M octan sodowy (6,5 NaOAc : 3,5 HOAc) przygotowany przez dodanie 65 ml
0,2 M octanu sodu (27,2 g. C,H,0,Na.3H20 na litr) do 35 ml. 0,2 M kwasu octowego (11,3 ml
czystego lodowatego kwasu octowego na litr).

4)Kwas trichlorooctowy: 7% i 20%

5)Molibdenian- 5g molibdenianu amonu rozpusci¢ w ok. 5M roztworze H2SO4 przeygotowanym
przez dodanie 14 ml stezonego roztworu kwasu siarkowego do 86ml wody destylowanej (kwas
dodawac¢ powoli, ciagle meiszajac)

6)Kwas aminonaftolosulfonowy (odczynnik redukujacy): 1:2:4-kwas aminonaftolosulfonowy (0,2 g) 12
g pirosiarczynu sodu oraz 2,4g krystaliczny siarczan sodowy (Na, SO, .7H20) nalezy rozpuscic¢
w 100 ml wody destylowanej.

7)Chlorek cyny (odczynnik redukujacy): 10g chlorku cyny (SnCl,) rozpusci¢ w 100 ml ok. 5M HCI (w
stosunku 1:1)- roztwdr ten jest zdatny do uzytku przez miesiac (nalezy go przechowywaé an
lodzie).Odczynnik redukujacy nalezy przygotowa¢ w rozcienczeniu 1 do 20 (w 5M H,SO,)- tak
przygotowana odczynnik jest stabilny 1 dzien.

8)Stock - fosforan (standard): 2,194 g diwodorofosforanu potasu nalezy rozpusci¢ w 500 ml wody
destylowanej, cato$¢ doktadnie wymieszaé. Do roztworu dodaé kilka kropli chloroformu w celu
zabezpieczenia przed wzrostem mikroorganizméw. Roztwor ten zawiera 1mg fosforu na mililitr [9].

9)Przygotowanie standardu fosforu ze stocku (0,004 mg P w 1 ml): 2 ml fosforanu (ze stocku)
odmierzyé do kolby o poj. 500 ml i uzupetnié¢ do kreski za pomoca wody destylowanej, catos¢
doktadnie wymiesza¢. Zakonserwowaé roztwor dodajac kilka kropli chloroformu [9].

Wykonanie:

Do probowki odpipetowano po 3 ml buforu i substratu, probke ogrzewano w tazni wodnej w 37°C
przez 3-4 minut. Do prébki dodano 0,3 ml osocza lub surowicy, cato$¢ tagodnie wytrzasnieto
i pozostawiono w inkubacji przez kolejne 15 minut. Po uptyiwe inkubacji, do prébki dodano 1,2 ml
20% kwasu trichlorooctoweg- zatrzymanie hydrolizy. Cato$s¢ wymieszano i zwirowano w celu
usuniecia biatek (prébka moze byé roniez przefiltrowana) [9].



Kontrola: 0,3 ml osocza dodano do 6 ml wody, wymieszano, po czym probke zmieszano z 1,2 ml 20%
kwasu trichlorooctowego, catos¢ przefiltrowano.

Blank (préba zerowa)- do 3 ml buforu dodano 3 ml substratu, 0,3 ml wody oraz 1,2 ml 20% kwasu
trichlorooctowego [9].

Oznaczanie fosforu:

Do 5 ml kazdej z probek (testowej, kontrolnej i blanka oraz probki ze standardowym roztworem
fosforu (0,02 mg P) , dodano 0,8 ml molibdenianu oraz 0,2 ml kwasu aminonaftolosulfonowego.
Probki wymieszano i pozostawiono na 10 minut w celu pojawienai sie niebieskiego koloru. Nastepnie,
w probkach zmierzono absorbancje (ekstynkcje) za pomoca foto-elektrycznego kolorymetru,
wyposazonego w filtr czerwonego swiatta.

Réwnomolowe ilosci fenolu i fosforanu sa uwalniane w trakcie hydrolizy fenylofosforanu. Dla kazdej
czasteczki fenolu o masie molowej réwnej 94, 11 g/mol, przypada czasteczka fosforanu
zawierajacego jeden atom fosforu (P)o masie molowej rownej 31 g/mol. Tak wiec, okoto trzy razy
wiecej fenolu (wagowo) uwalniane jest w okreslonym czasie jako fosforan wyrazony jako P.

Jednostak Kinga-Armstronga zdefiniowana jest jako ilo$¢ enzymu,ktéra uwalnia 1 mg fenolu
z fenylofosforanu. Jednostka ta mozne by¢ rowniez zdefiniowana jako ta, ktéra uwalnia 1/3 mg P,
w zwiazku z czym konieczne jest aby pomnozy¢ liczbe P (mg) uwolnionego w trakcie 15 minut przez
3, aby uzyska¢ wartosé rowna jednostce Kinga-Armstrona [9].

Metoda II :
Proba testowa:

1 ml kazdego buforu i substratu odpipetowano do probéwki i ogrzewano w tazni wodne;j
w temperaturze 37 ° C przez 3 do 4 minut. Nastepnie dodano 0,1 ml osocza lub surowicy,
wymieszano, po czym probke utrzymywano w temperaturze 37°C przez 15 minut.

Dalej, dodano 2,9 ml 7% kwasu trichlorooctowego, catosc doktadnie wymieszano i odwirowano.

Kontrola: kontrole przygotowano przez potraktowanie 2 ml wody i 0,1 ml osocza 2,9 ml 7% kwasu
trichlorooctowego. Catosc wymieszano, po czym poddano filtracji

Blank: na blank sktada sie bufor i substrat w objetosco po 1 ml oraz 0,1 ml wody i 2,9 ml 7% kwasu
trichlorooctowego.

Oznaczanie fosforu:



Standard, oraz po 2 ml kazdej prébki testowej, kontrole oraz blank rozcienczono w 3 ml wody, po
czym probki potraktowano 0,8 ml molibdenianu. Prébki doktadnie wymieszano, po czym dodano do
nich po 2 ml chlorku cyny - catosc ponownie doktadnie wymieszano. Probki inkubowano 15 minut,
a dalej odczytano otrzymane wyniki za pomoca kolorymetru, ktory jako wartosé¢ zero wskazuje po
pomiarze prébki ,blank” sktadajacej sie z 4 ml wody, 1 ml 7% kwasu trichlorooctowego, 0,8 ml
molibdenianu oraz 0,2 ml chlorku cyny [9].

Obliczenia:

Otrzymane w trakcie doswiadczenia wyniki pokazuja, ze w 2 ml probki testowanej i kontrolnej
stanowig 0,04 ml osocza, a co za tym idzie tyle samo unitéw fosfatazy na 100 ml [9].

Rietz B. oraz Gullbault G.G (1975) opisali enzymatyczna metode fluorymetryczna wykorzystywana do
okreslania aktywnosci fosfatazy alkalicznej w surowicy oraz fosfatazy kwasnej w roztworze i na
silikonowych podktadkach. Jako poditoze w doswiadczeniu zastosowano fosforan
4-metylo-umbeliferonu. W roztworze, reakcja meirzona jest w temperaturze 37°C w 3-ml kuwetach
[10]. Pomiar na silikonowych podkladkach réowniez odbywa sie w temperaturze 37°C, po
wczesniejszym otrzymaniu stabilnych warst wszystkich wykorzystywanych odczynnikow przez
liofilizacje na powierzchni silikonowych podktadek. W metodzie wykorzystuje sie jedynie ok 20 do 30
nl roztworu substratu, 50 pl roztworu buforu oraz 1 do 10 ul krwi, dzieki czemu koncowa objetosc¢
odczynniké wynosi od 51 do 60 pl dla kazdego pomiaru. W doswiadczeniu mierzono szybkosc
pojawienia sie fluorescencyjnego 4-metyloumbeliferonu uwalnianego
z fosforanu-4-metyloumbeliferonu na skutek dziatania enzymoéw, a nastepnie z otrzymany wartosci
obliczano aktywno$¢ enzymu [10].

Umbeliferon zaliczany jest do kumaryn (7-hydroksykumaryna). Zwigzek ten wystepuje w roslinach
z rodzin: Umbelifere Solanaceae, Compositae i innych. Ponadto, stanowi jeden ze sktadnikow olejku
eterycznego rumianku pospolitego. Zazwyczaj umbeliferon spotykany jest w wolnej postaci tzw.
aglikon. Wazna cecha umbeliferonu jest zdolnos¢ do absorbcji ultrafioletowej czesci widma
stonecznego , przez co zwiazek ten nalezy do tak zwanych substancji fotochronnych. Tak wiec,
pochodne umbeliferonu (np.: octan umbeliferonu) znalazly zastosowanie przy produkcji kosmetykow
przeciwstonecznych [11].



Zdjecie: Struktura umbeliferonu,
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5281426#itabs-2d

Dotychczas opisano wiele procedur, w ktorych dla zwiekszenia czutosci fluorymetrycznej
wykorzystywano zwiazki (substraty), ktore sa rozszczepiane enzymatycznie dajagc w konsekwencji
produkty fluorescencyjne. Fosforan 4-metyloumbeliferonu oraz fosforan umbeliferonu
wykorzystywane sa np. jako substrat do oznaczania aktywnosci jelitowej (cielecej) fosfatazy
alkalicznej [10].

Oznaczenie aktywnosci fosfatazy alkalicznej wg Rietz B. oraz Gullbault G.G (1975) [10].

Odczynniki:

- Bufor Tris 0,1 mol/l , pH=9.8 w 37°C. Do buforu dodano MgCFI «6H,0 do konicowego stezenia
jonow Mg** rownego 1 mmol/litr

- Bufor cytrynianowy: cytrynian trisodowy, 0,1mol/litr w 37°C, doprowadzony do pH= 4.9 za pomoca
0,1 mol/litr HCL.

- Enzym kontrolny (o znanej aktywnosci): w zaleznosci od wskazan producenta (np. enzym Sigma
Chemical Co. ) fiolke z enzymem rozpuszcza sie w odpowiedniej ilosci potrdjnie destylowanej wody
z dodatkiem 5 ml buforu weglanowego (0,1 mol/litr, o pH=9.8 w temp. 37°C. Przygotowane
kontrolne wykorzystane byly nastepnie do ustalenia krzywej wzorcowej. Koncowe badania
pzreprowadzono na probkach $wiezej surowicy krwi.

- Substrat do oznaczenia fluorometrycznego: roztwor (fosforan 4-metyloumbeliferonu) w formie
krystalicznej, przygotowany przez rozpuszczenie w potrdjnie destylowanej wodzie w stezeniu 0,1
mmol/litr w przypadku badan z fosfataza alkaliczng i 1 mmol/litr dla fosfatazy kwasowe;j.



Wykorzystywany w doswiadczeniu fluorometr poddano standaryzacji w roztworze 10° mol/litr
siarczanu chininy w 0,2 mol/litr H,SO,.

Fluorometryczne oznaczanie fosfatazy zasadowej [10]:

Do 0,1 ml roztworu fosforanu 4-metyloumbeliferonu dodano 2,9 ml buforu Tris. Roztwér ogrzano do
temperatury rownej 37 ° C przez 2 minuty w fluorymetrze).

Po 2 minutach do prébki dodano enzym, calo$¢ dokladnie wymieszano w cieptym roztworze.
Nastepnie, mierzono szybkos¢ zmiany fluorescencji po uptywie 1 minuty (tj. doktadnie 3 min po
rozpoczeciu ogrzewania roztworu), po czym wykreslono zmiany fluorescencji (Af / min) wzgledem
aktywnosci enzymatycznej [10].

Fluorometrycze oznaczanie fosfatazy kwasnej:

Do 0,5 ml fosforanu 4-metyloumbeliferonu dodano 2,5 ml buforu cytrynianowego. Dalej postepowano
zgodnie z powyzsza procedura (oznaczanie fosfatazy zasadowej). Wykres kalibracyjny Af/min
wzgledem aktywnosci enzymatycznej powinien by¢ liniowy od 0,265 do 5,3 jednostek
King-Armstrong. Na podstawie otrzymanego wykresu nastepnie okreslono aktywnos$¢ enzymu
w surowicy krwi [10].

P-nitrofenol jest bardzo waznym zwiazkeim chemicznym wykorzystywanym w biologii i medycynie.
Zaliczany jest do zwiazkow wysoko-chromogennych, stabilnych bedacych produktem enzymatycznej
katalizy wielu syntetycznych substratéw. Jeden z tych syntetycznych substratow - fosforan
4-nitrofenylu (4NPP) jest wykorzystywany w chemi klinicznej do pomiaru fosfatazy alkalicznej [13].

Oznaczanie aktywnosci fosfatazy zasadowej oraz fosfatazy kwasowej z wykorzystaniem
metody Besseya i Lowry’ego (E.Szczeklik 1963: Enzymologia kliniczna. PZWL, Warszawa, s.272).

Aktywnos¢ fosfataz podawana jest w tzw. jednostkach Besseya. Jednostka Besseya oznacza liczbe
milimoli p-nitrofenolu uwolnionego w trakcie reakcji przez enzym w okreslonych warunkach tj.:
w 1000 cm?® surowicy w trakcie 1 godziny inkubacji w warunkach metody badz standardowych
jednostkach aktywnosci enzyméw (U/1). Jednostka Besseya oznacza taka ilo$¢ enzymu, ktéra zdolna
jest do katalizowania przemiany 1 pmola substratu w trakcie 1 minuty w temperaturez réwnej 30°C
w optymalnych warunkach [12]. W metodzie Besseya i Lowry’ego oznaczenie fosfataz opiera sie
spektrofotometrycznym pomiarze stezenia p-nitrofenolu, ktéry uwalniany jest w trakcie
enzymatycznej hydrolizy p-nitrofenylofosforanu. Oznaczenie wykonuje sie po zalkalizowaniu probki
badanej [12], [3].



Odczynniki wykorzystywane w trakcie oznaczenia:

1)Odczynnik A: rozpusci¢ 7,5 g glicyny oraz 15 mg MgCl, w wodzie, doda¢ 85 ml 1M roztworu
wodorotlenku sodu, po czym uzupeii¢ woda do konicowej objetosci rownej 1000 ml (pH= ok. 10,5)

2)Odczynnik B: 0,4% p-nitrofenylofosforan disodowy w 0,001M roztworze kwasu solnego, pH= 6.5 -
8.0.

3)Odczynnik C: w celu przygotowania odczynnika C nalezy zmiesza¢ rowne objetosci odczynnik
A oraz B. 2 ml otrzymanego substratu po dodaniu 10 ml 0,02 M roztworu NaOH nie powinny
wykazywac¢ absorbancji przy 415 nm wiekszej od 0,1 (pomiar przeprowadzony w kuwecie o grubosci
1 cm). W razie potrzeby otrzymany substrat mozna poddac¢ przekrystalizowaniu z dodatkiem 87%
roztworu etanolu [3].

4)100 mM roztwor p-nitrofenolu: 139,1 mg w 10 ml roztworu (nalezy sporzadzié¢ rozcienczenia:
1,2,4,6 mmol na 1000 ml roztworu, czyli: 1,2,4 oraz 6 mM).

Wykonanie:

Do 0,5 ml surowicu doda¢ 0,5 ml substratu (odczynnik C). Prébke inkubowa¢ w tazni wodnej o temp.
37°C przez 30 minut. Po uptywie czasu inkubacji probke nalezy ochtodzi¢ w tazni lodowej , po czym
dodac¢ do niej 5 ml 0,02 M roztworu NaOH. Zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali rownej A= 415
nm. Oznaczenie przeprowadzi¢ wobec probki kontrolnej, otrzymanej w identyczny sposob
z pominieciem 30-minutowej inkubacji.

Na podstawie otrzymanych wartosci, absorbancje (A) nalezy odczyta¢ z krzywej aktywnosci
w jednostkach Besseya, ktore oznaczaja liczbe milimoli p-nitrofenolu uwolnionego przez enzym
w 1000 ml surowicy, w trakcie 1- godzinnnej inkubacji w warunkach metody.

Préba wzorcowa oraz kontrolna na odczynniki otrzymywana jest w analogiczny sposdéb co préba
badana ( z surowica) z 0,05 ml roztworéow wzorcowych lub H,0.

Do oznaczenia aktywnosci fosfatazy kwasowej w powyzszej metodzie nalezy wykorzysta¢ bufor
cytrynianowy o pH= 4,8, zawierajacy p-nitrofenylofosforan. Probke sktadajaca sie z 0,2 ml surowicy,
0,35 ml H,O oraz 1 ml substratu, nalezy inkubowac¢ przez 30 minut w temperaturze 37°C, po uptywie

czasu inkubacji doda¢ 4 ml 0,05 M roztworu NaOH. Nastepnie, odczyta¢ warto$¢ absorbancji (A)
wobec proby kontrolne;j.

Wartosci fizjologiczne:
- fosfataza zasadowa: 0,8 - 2,3 j. Besseya

- fosfataza kwasowa: 0,1 - 0,6 j. Besseya [3].

Autor: Lidia Koperwas
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