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

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

Enzym v kyselé oblasti katalyzuje hydrolyzu esterti ortofosforecné kyseliny s riiznymi
alkoholy a fenoly podle nasledujiciho schematu:

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

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

Kysela fosfataza 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 zCasti neni pevné vazana na strukturu, musi byt zvlastni pozornost
vénovana predplisobeni 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 detekei aktivity kyselé fosfatdzy 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 azokopula¢nim ¢inidlem.

Postup:

A. priprava materialu:

1. Odbér vzorku: jiz ve fixdzi nakrijime pfimétené velké segmenty hypokotylu rajcete
Solanum lycopersicum, abychom ptedesli dalSimu zavzdusnéni pletiv.

2. 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). Pokud segmenty plavou na povrchu
fixaze, infiltrujeme fixaéni smés pii snizeném tlaku.

3. Oplach v 0,05 M TRIS — HCI pufru, pH 7,2 2 x 15 minut
4. Kryoprezervace: pienos vzorkli do roztokil s rostouci koncentraci sacharosy v 0,05 M
TRIS — HCI pufru, pH 7,2 (3%, 5% a 7,5% sacharosa) 3 x 90 minut

B. Priprava kryostatovych rezii

5. Zhotoveni blo¢kii: na vychlazeném blocku kryostatu zamrazime zaklad média, na ktery
pfimrazime segment, zakapneme stejnym médiem a nechame dokonale zmrazit (7,5%
sacharosa, zelatina nebo TissueTec®).
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6.

Krajeni Fezi: pii vhodném sklonu noze krajime fezy primétené tloustky a preneseme je
na podlozni skla potazena chromovou Zelatinou (nebo na semipermeabilni membranu
napnutou na sklenéné epruvetg).

Suseni Fezii na mirné vyhiaté ploténce pro zajisténi dokonalé adheze fezil. Rezy nalepené
na podlozni skla Ize kratce skladovat v lednicce.

C. Viastni inkubace

8.

1.
12.

13.

a Inkubace Fezii na podloZnim skle: pfiméfené mnozstvi inkuba¢niho média navrstvime
na fezy umisténé ve vlhké komiirce a nechame inkubovat.

Doba inkubace: 30 — 60" pti 37°C, 1 — 2 hod. pti RT nebo n¢kolik hodin v ledni¢ce pii
4°C). Pti delsi inkubaci za nizsi teploty se vytvari reakéni produkt jemnéjsi granulace.
Oplach v destilované vodé

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

dusiku v fezech) 2 - 4 hodiny

Oplach ve vodovodni vodé

Uzavreni Fezii do glycerol-Zelatiny (Pfi dehydrataci, obzvlast’ pifi pfechodu ze 100%
EtOH do xylénu a uzavirdani do pryskyfice dochazi k eluci reakéniho produktu a navic
barvivo neni jasn¢ lokalizovano. Proto se odvodnéni nedoporucuje.)

b Inkubace fezii na semipermeabilni membrané: inkuba¢ni médium dvojnasobné
koncentrace se smichd se stejnym dilem rozvafeného chladnouciho 1% agaru v 0,05 M
TRIS — HCI pufru, pH 7, 2. Pfiméfené mnozstvi inkubacni smési pipetujeme do epruvety
na opacnou stranu semipermeabilni membrany. Po inkubaci se membrana oddéli od
epruvety a provadi se stejné procedury jako u fezil ptilepenych na podlozni skla.

Piiprava roztoki:

0,05 M TRIS-HCI pufr

1. zasobni roztok 0.2M TRIS (m.v. 121,14) 12,114 g do 500ml
2. z4sobni 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 HC1

doplnit do 1000 ml destilovanou vodou

4% formaldehyd v TRIS / HCI pufru, pH 7,2 (8 ml 36% formaldehydu +64 ml pufru )

3% sacharosa v TRIS / HCI pufru, pH 7,2 (3 g sacharosy do 97ml TRIS/HCI pufru)
5% sacharosa v TRIS / HCI pufru, pH 7,2 (5 g sacharosy do 95ml TRIS/HCI 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 vys$si koncentrace, tim ostiejSi je zobrazeni lysozomi.
Avsak s rostouci koncentraci kopulacniho Cinidla roste také zluté vybarveni pozadi tezd,
hlavné po fixaci glutaraldehydem. Navic pfi vyssi koncentraci hexazotizovaného p-rosanilinu

v

je nebezpeci silngjsi inhibice kyselé fosfatazy.

Pokud pracujeme s pletivy s vysokou aktivitou kyselé fosfatazy, doporucuje se vyssi

pH inkubaéniho média a zvySeni koncentrace diazoniové soli pro zvySeni rychlosti
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koncentraci diazoniové soli bude pozadi fezt ¢iré a mista s niz§i enzymatickou aktivitou
budou snadnéji zobrazena, av§ak mista s vysokou aktivitou budou zbarvena difuzné.

Priprava hexazonium-p-rosanilinu

roztok A

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

michat do rozpusténi a filtrovat
roztok 1ze skladovat po mésice pfi ulozeni v ledni¢ce pii 4°C

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

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

Pokud je barvivo dobré kvality, smés kratce po pfidani 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).

hexazonium p-rosanilin

= cl—
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Inkuba¢ni médium
naftol AS Bl nebo AS-TR-fosfat 20-25mg
rozpustit v N,N-dimethylformamidu (DMFA) 1 ml

pufrovany hexazotizovany p-rosanilin (nebo new fuchsin), pH5 — 5,5

(ptipravi se smichanim 2 ml hexazotizovaného-p-rosanilinu

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

Vysledek: Mista s aktivnim enzymem jsou zbarvena cervene.
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