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Przeznaczenie
Do ilosciowego oznaczania kwaénej fosfatazy w surowicy. Tylko Rx

Znaczenie kliniczne

Duze podwyzszenie kwasnej fosfatazy gruczotu krokowego stwierdza sie w
przypadkach raka gruczotu krokowego z przerzutami. Poniewaz kwasna fosfataza
jest réwniez wytwarzana w innych tkankach, w celu doktadnego rozpoznania nalezy
odréznic¢ izoenzym gruczotu krokowego od nieprostatycznego. Podwyzszone poziomy
kwasnej fosfatazy nieprostatycznej obserwowano u pacjentéw z chorobg Pageta,
nadczynno$cig przytarczyc z zajeciem uktadu kostnego oraz nowotworami, ktére
naciely kosci.”

Metodyka

Zwiazki fosforanowe proponowane przez lata jako substraty do pomiaru aktywnosci
kwasnej fosfatazy obejmowaly fenylofosforan, [- glicerolfosforan,, [- nitrofenylofosforan i
fosforan tymoloftaleiny. Wigkszo$¢ z powyzszych substratow byta albo niewrazliwa na
niewielki wzrost aktywnosci kwasnej fosfatazy gruczotu krokowego, albo byta zbyt
wrazliwa na kwas$ng fosfataze nieprostatyczng w surowicy. W 1971 roku Roy i wsp.!
zaproponowali metode wykorzystujaca monofosforan tymoloftaleiny sodu jako
specyficzny substrat dla kwasnej fosfatazy prostaty. Modyfikacja dokonana przez
Ewena i Spitzera? w 1976 roku poprawita czuto$¢ metody Roya. Chociaz
zmodyfikowana procedura znalazta szeroka akceptacie, jej wady wynikajg z tego, ze
jest to procedura dtuga i zmudna, a takze nie jest catkowicie specyficzna dla kwasne;
fosfatazy prostaty; réwniez pomiar erytrocytow i kwasnej fosfatazy ptytkowej.

W 1959 roku Babson i wsp.? zaproponowali alfa-naftylofosforan jako specyficzny substrat
dla kwasnej fosfatazy gruczotu krokowego. Specyfika zostata zakwestionowana przez
Amador* w 1969 roku.

Hilman® w 1971 roku zaproponowat metode, ktéra obejmowala diazowany 2-amino-5-
chlorotoluen (Fast Red TR), tworzacy barwnik diazowy, kidry silnie absorbowat przy 405
nm. L-winian zastosowano jako specyficzny inhibitor kwasnej fosfatazy gruczotu
krokowego w celu ustalenia zroznicowanej ilosci izoenzymu gruczotu krokowego.®
Powyzsza metoda kinetyczna jest specyficzna, szybka, prosta i moze by¢ fatwo
dostosowana do zautomatyzowanego oprzyrzadowania.

Zasada dziatania
Kwas Fosf..
a-fosforan naftylu + Hp0 =--mmmrmmemmmemmommcemmceeene > a naftol + fosforan nieorganiczny

a -naftol + Fast Red TR

> Barwnik diazowy (Chromofor)

a -fosforan naftylu jest hydrolizowany przez kwasnq fosfataze surowicy do a -naftolu oraz
nieorganicznego fosforanu. Szybko$¢ hydrolizy jest proporcjonalna do aktywnoci
enzymu. Wytworzony a -naftol jest sprzegany z Fast Red TR w celu wytworzenia barwnego
kompleksu, ktéry absorbuje $wiatto o diugosci fali 405 nm. Reakcje mozna oceni¢ ilosciowo
fotometrycznie, poniewaz reakcja sprzegania jest natychmiastowa. L-winian hamuje
kwasng fosfataze prostaty, ale nie zaktdca mechanizmu reakcji. Dlatego tez, jesli
badanie przeprowadza sig w obecnoéci i pod nieobecno$¢ L-winianu, réznica miedzy
wynikami obu testéw polega na poziomie kwasnej fosfatazy gruczotu krokowego w
surowicy.

Odczynn|k|
Odczynnik kwasnej fosfatazy (stezenia odnosza sig do rekon. odczynnika): - fosforan
naftylu 3 mM, Fast Red TR 1mM, kwas cytrynowy20mM, cytrynian sodu 60mM,
pH5.3+0.1.

2. Odczynnik L-winian (steZenia odnoszq sig do rekon. odczynnika): L-winian sodu 2M,
kwas cytrynowy 70 mM, cytrynian sodu 10 mM, pH 5.3 £0.1.

3. Bufor octanowy: 5M, pH 5.0.

Przygotowanie odczynnika

1.

Rozpus¢ odczynnik kwasnej fosfatazy w objetosci wody destylowanej podanej
na etykiecie. Wirowa¢ do rozpuszczenia. Rozpusci¢ odczynnik L-winianowy w
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5,0 ml wody destylowanej. Ogrza¢ odczynnik, aby wspomac rozpuszczanie, jesli to
konieczne.
2. Bufor octanowy jest gotowy do uzycia.

Przechowywanle odczynnikow
. Nieotwarte fiolki sq stabilne do daty waznosci podanej na etykiecie fiolki, jesli sg
przechowywane w lodowce (2-8°C).

2. Rozpuszczony odczynnik kwasnej fosfatazy jest stabilny przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej (22-28°C) i przez 14 dni, jesli jest przechowywany w loddwce (2-8°C).

3. Rozpuszczony odczynnik L-winianu jest stabilny w lodéwce (2-8°C) do daty waznosci
podanej na etykiecie fiolki. Jesli wystapi krystalizacja, ogrzewaé w umiarkowanych
temperaturach (40-50°C) az do rozpuszczenia.

4. Roztwér buforu octanowego jest stabilny w lodowce (2-8°C) do daty waznodci podanej na
etykiecie fiolki.

Pogorszenie jakosci odczynnika

Odczynnika nie nalezy uzywac, jesli:

1. Rekonstytuowany odczynnik kwasnej fosfatazy, bez dodatku surowicy, ma absorbancje
wigksza niz 0,300, mierzonq przy dtugosci fali 405 nm wzgledem wody.

2. Wytraca sie odczynnik L-winianu. Zastosuj temperature (40-50°C), aby ponownie rozpuscic
adczynnik.

Srodki ostroznosci
Odczynnik przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

Pobieranie i przechowywanie probek

1. Stosowat wylacznie czysta, niezhemolizowang surowice.

2. Surowice nalezy oddzieli¢ od skrzepu w ciagu dwdch godzin po pobraniu.

3. Aktywnos¢ kwasnej fosfatazy jest wyjatkowo nietrwata w temperaturze pokojowej.
Stabilizacje enzymu mozna osiagna¢ jedynie przez zakwaszenie dostarczonym
buforem octanowym. Dodaé 20ul (0.02ml) buforu na 1.0ml surowicy. Mieszac.
Poddane obrobce probki surowicy pozostang stabilne przez 7 dni, jesli beda przechowywane
w lodéwce w temperaturze 2-8°C.8

4. Nie uzywaj plazmy. Niektdre antykoagulanty hamujg aktywno$¢ kwasnej fosfatazy iflub
powodujg zmetnienie.?

Interferencije

1. Wysokie poziomy bilirubiny (prébki zottaczkowe) podobno hamuja aktywnos$¢ kwasnej
fosfatazy okreslona ta procedura, ™0

2. Szereglekow i substancji wplywa na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej. Young i wsp.! opublikowali
obszerna liste.

Materiaty dostarczane

1. Odczynnik kwasnej fosfatazy.
2. Odczynnik L-winianowy.

3. Bufor octanowy.

Materiaty wymagane, niewchodzace w skiad produktu

Doktadne urzadzenia do pipetowania

Probowki/stojak

Stoper

Spektrofotometr z mozliwoscia odczytu przy dlugodci fali 405 nm.

Woda destylowanaldejonizowana.

Temperatura musi byc Sciéle kontrolowana podczas testu. Nalezy uzy¢ kuwety z
kontrolowana temperatura (30 lub 37°C).
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Procedura (Automat)
Zgodnie z wytycznymi aplikacji na dany analizator.

Procedura (Manualna)

Uwaga: Ustabilizuj kwasna fosfataze natychmiast po oddzieleniu surowicy od skrzepu, dodajac 20 ul
(0,02 ml) buforu octanowego na 1,0 ml surowicy. Wymieszac i przechowywac w lodowce, az
oznaczenie bedzie gotowe do wykonania.
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A.  Catkowita kwasna fosfataza
1. Rozpuéci¢ odczynnik zgodnie z instrukcja.
2. Oznacz probowki napisem ,Kontrola”, ,Pacjent” itp.
3. Odpipetowa¢ 1,0 ml odczynnika do wszystkich probowek.
4. Spekirofotometr zerowy z woda przy 405 nm. Ustawic temperature kuwety
na 30 lub 37°C.
5. Doda¢ 100 ul (0,100 ml) probki do odpowiedniej probowki i pozostawic do
inkubacji przez pig¢ minut.
6.  Poinkubacji odczytaj i zapisz absorbancjg co minute
pie¢ minut, aby okreslic AA/minute.
7. Powtdrz procedure dia kazdej probki.
8. Wartodci (ulL) uzyskuje sie mnozac AA/minute przez wspotczynnik. Patrz
,Obliczenia”.
B.  Nieprostatyczna kwasna fosfataza
1. Dodac 1,0 ml odczynnika do odpowiednio 0znaczonej probowki.
2. Doda¢ 10 ul (0,010 ml) odczynnika L-winian i wymieszac.
3. Spektrofotometr zerowy z woda przy 405 nm. Ustawi¢ temperature kuwety na 30
lub 37°C.
4. Dodac 100 ul (0,100 ml) probki, wymiesza i inkubowac przez pig¢ minut.
5. Poinkubacji odczytaj i zapisz absorbancje co minute przez
pie¢ minut, aby okreslic AA/minutg.
6. Wartodci (ulL) uzyskuje sie mnozac AA/minute przez wspotczynnik. Patrz
,Obliczenia”.
C.  Kwasna fosfataza prostaty
1. WartosS¢ uzyskuje sig przez odjgcie wyniku testu kwadnej fosfatazy niezwigzanej z
prostata (B) od wyniku testu catkowitej kwasnej fosfatazy (A).

Ograniczenia

Probki o wartodciach powyzej 35ull w temperaturze 30°C lub powyzej 40ul w
temperaturze 37°C nalezy rozcieficzy¢ solg fizjologiczng w stosunku 1.9, ponownie
przeanalizowac, a wynik korcowy pomnozy¢ przez 10.

Obliczenia
Jedna jednostka miedzynarodowa jest zdefiniowana jako iloS¢ enzymu, kiéra katalizuje
przemiang jednego mikromola substratu na minute w okreslonych arunkach.

A.  Obliczenie catkowitej kwasnej fosfatazy
IAMinx 109x 1.1 = u/L = AA/Min x 853
12.9x103x 1.0x 0.1
B.  Obliczanie kwasnej fosfatazy nieprostatycznej
IAMin x 108x1.11 = u/L = AA/Min x 860
12.9x103x 1.0x 0.1
Gdzie:
05 = Konwersja moli na milimole
.1 = Catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej (catkowita AP)
11 = Catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej (Non-Prost. AP.)
2.9x10% = Molarna absorpcja (- naftolu Fast Red TR Complex przy 405 nm.
1.0 = Sciezka $wiatla w cm.
0.1 = Objeto$¢ probki (ml).

Przyktadowe obliczenia:

TA/Min. catkowita kwasna fosfataza = 0,010

IAMMin. Kwasna fosfataza nieprostatyczna = 0,009 Catkowita kwasna
fosfataza: 0,010 x 853 = 8,5 ull

Kwasna fosfataza nieprostatyczna: 0,009 x 860 = 7,7 ull

Kwasna fosfataza prostaty: 8,5 -7,7= 0,8 ull

Kontrola jakosci

1. Nalezy monitorowa¢ integraino$¢ reakcji, stosujgc normalng i nieprawidtowg
surowice kontrolng 0 znanych wartosciach kwasnej fosfatazy.

2. Fosfataza kwasna w surowicach kontrolnych jest mniej trwala niz w surowicach
$wiezych. Doda¢ 20 ul (0,02 ml) buforu octanowego na 1,0 ml wody uzytej do
rozpuszczenia surowic kontrolnych.

Wartosci oczekiwane
Kwasna fosfataza catkowita: 0-9u/L at 30°C, 2.5-11.7ulL at 37°C Kwaéna fosfataza
prostaty: 0-3u/L at 30°C, 0.2-3.5ulL at 37°C
Wartosci zostaly zaczerpniete z literatury. ™2 Zdecydowanie zaleca sig, aby kazde laboratorium ustalito swoj
whasny zakres normy.
Wydajnos¢
1. Liniowos¢: 35 ulL at 30°C, 40ulL at 37°C
2. Poréwnanie: Badanie przeprowadzone tq metoda z komercyjnym odczynnikiem o
podobnym skfadzie dato nastepujace wyniki:

N=26 Catkowita Prostataty
Wspétczynnik korelacji 0.998 0.9%
Rownanie regresji y=0.97x-0.40 y=0.97x-0.25

3. Precyza:

W serii (N=15) Catkowita (N=15)

Srednia SD.  CV.% $rednia  S.D. CV.%
8.7 0.14 1.6 (Catkowita) 37 0.28 76
33.3 0.29 0.9 (Catkowita) 78 018 23
7.2 057 7.9 (Prostaty) 327 0.36 1.1
294 0.67 2.3 (Prostaty)
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Certyfikacja

Odczynniki Pointe sg certyfikowane zgodnie z okre$lonymi parametrami. Kazdy odczynnik
Pointe, ktéry nie spetnia specyfikacji w podanym terminie waznosci, zostanie natychmiast
i bezptatnie wymieniony.
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