Histochemicka lokalizace kyselé fosfatazy
(Benes a kol. 1961 in Lojda a kol. 1979)

Kysela fosfataza (AcP)= kysela fosfomonoesteraza, ortofosfomonoester fosfohydrolaza, 3.1.3.2

Enzym v kysel¢ oblasti katalyzuje hydrolyzu esterti ortofosforecné kyseliny s riznymi
alkoholy a fenoly podle nasledujiciho schematu:

monoester o-fosfore¢né kyseliny + HHO —» AcP —» alkohol (fenol) + ortofosfat

Kysela fosfataza navic hydrolyzuje pyrofosfatové slouceniny a ptlisobi jako
transfosforyldza. Vieobecnymi inhibitory jsou fluoridové a fosfitové ionty, naopak Mn*"
ionty mohou enzym aktivovat, pH optimum je mezi 4 a 5.

Kysela fosfatdza je lokalizovana hlavné v lysozomech. Existuji téZ extra-lysozomalni
kyselé fosfatazy, které se vyskytuji hlavné v ER a hyaloplazmé. Protoze lysozomy se snadno
zni¢i a kysela fosfatdza zC¢asti neni pevné vazana na strukturu, musi byt zvlastni pozornost
vénovana predplsobeni pletiva. Aktivitu enzymu lze detekovat i na parafinovych fezech, ale
celkova aktivita enzymu mtize byt detekovéana jen na kryostatovych fezech Cerstvého pletiva
metodou semipermeabilnich membran.

K detekci aktivity kyselé fosfatazy 1ze pouzit azokopulace, Gomoriho srazeci reakce i
indogenni metody. Univerzalni metodou je simultanni azokopulace s naftol AS-BI nebo
naftol AS-TR fosfatem jako substratem a hexazonium-p-rosanilinem jako azokopulacnim
¢inidlem.

Postup:

1. Fixace vzorku: 4% formaldehyd v 0,05 M TRIS — HCI pufru, pH 7,2, doba fixace 2 hod.,
(u citlivéjsiho materialu 0,5 hod. na ledu pii 0°C)

2. Oplach v 0,05 M TRIS — HCI pufru, pH 7,2 2 x 5 minut

Kryoprezervace v 7,5% sacharose v 0,05 M TRIS — HCI pufru, pH 7,2 3x

4. Priprava kryostatovych Fezii a pfenos na podlozni skla potazend chromovou Zelatinou
nebo na semipermeabilni membranu

5. Inkubace Fezl v inkuba¢nim médiu - navrstvit na fezy umisténé ve vlhké komdirce a

nechat inkubovat (30 — 60pti 37°C, 1 — 2 hod. ptfi RT nebo nékolik hodin v lednicce pii

4°C)

Oplach v destilované vodé

7. Postfixace: 4% formaldehyd v 0,05 M TRIS — HCI pufru, pH 7,2, (pro redukci bublinek

v fezech) 2 -4 hodiny

Oplach ve vodovodni vodé

9. Uzavieni fezii do glycerol-Zelatiny (Pfi dehydrataci, obzvlast’ pii pfechodu ze 100%
EtOH do xylénu a uzavirani do pryskyfice dochazi k eluci reakéniho produktu a navic
barvivo neni jasné lokalizovano. Proto se odvodnéni nedoporucuje.)
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Vysledek: Mista s aktivnim enzymem jsou zbarvena Cerveng.

Priprava roztoki:
0,05 M TRIS-HCI pufr

1. zasobni roztok 0.2M TRIS (m.v. 121,14) 12,114 g do 500ml
2. zasobni roztok 0,1 N HCI (m.v.36.47) 4,16 ml do 500 ml
pro pH 7,2: 250 ml 0,2M TRIS + 450 ml 0,1N HCl

doplnit do 1000 ml destilovanou vodou



4% formaldehyd v TRIS / HCI pufru, pH 7,2 (8 ml 36% formaldehydu +64 ml pufru )
7,5% sacharosa v TRIS / HCI pufru, pH 7,2 (7,5 g sacharosy do 92,5 ml TRIS/HCI pufru)

Hexazonium-p-rosanilin

Ostrost s jakou jsou zobrazeny lysozomy na fezech zavisi pfedevsim na koncentraci
hexazotizovaného p-rosanilinu. Cim vy$§i koncentrace, tim ostiej§i je zobrazeni lysozomul.
Avsak s rostouci koncentraci kopula¢niho Cinidla roste také zluté vybarveni pozadi fezi,
hlavné po fixaci glutaraldehydem. Navic pfi vyssi koncentraci hexazotizovaného p-rosanilinu
je nebezpeci siln€jsi inhibice kyselé fosfatazy. Pokud pracujeme s pletivy s vysokou aktivitou
kysel¢ fosfatazy, doporucuje se vysSi pH inkuba¢niho média a zvySeni koncentrace
pozadi. Naopak pfi nizSim pH a niZsi koncentraci diazoniové soli bude pozadi fezl Ciré a
mista sniz8§i enzymatickou aktivitou budou snadnéji zobrazena, avSak mista s vysokou
aktivitou budou zbarvena diftizné.

Priprava hexazonium-p-rosanilinu

roztok A

bazicky fuchsin (kvalita pro Schiffovo reagens) 400 mg
rozpustit v destilované vod¢ 8 ml
koncentrovana HCI (36%) 2 ml

michat do rozpusténi a filtrovat
roztok Ize skladovat po mésice pti ulozeni v lednicce pti 4°C

roztok B
4% NaNO,
roztok Ize skladovat max. 1 tyden pfi ulozeni v lednicce pti 4°C.

Tésné pied pouzitim smichame stejné objemy roztoku A a roztoku B.

Pokud je barvivo dobré kvality, smés kratce po ptfidani dusitanu zezloutne. Hnédé zbarveni
ukazuje na Spatnou kvalitu barviva nebo na nedokonalou diazotaci, ¢i ztratu HCI.

Vysledkem inkubace s takovou smési jsou neuspokojivé vysledky (Lojda a kol. 1979).

Inkubaéni médium

naftol AS BI nebo AS-TR-fosfat 20-25mg
rozpustit v N,N-dimethylformamidu (DMFA) 1 ml
pufrovany hexazotizovany p-rosanilin (nebo new fuchsin), pHS — 5,5

(ptipravi se smichanim 2 ml hexazotizované¢ho-p-rosanilinu

a 48 ml 2% acetédtu sodného) 50 ml
peclivé zamichat a po chvili stani zfiltrovat
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