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FELHASZN¡L¡SI JAVALLAT
A Sigma-Aldrich Alkaline Phosphatase kÈszletek leukocit·kban elıfordulÛ l˙gos

foszfat·z aktivit·s hisztokÈmiai szemikvantitatÌv bemutat·s·ra javalltak. Az Alkaline
Phosphatase reagensek in vitro diagnosztikai haszn·latra javallottak.

A hematopoietikus szˆvetben a l˙gos foszfat·z korl·tozottan jelenik meg a s·vos Ès
szegment·lt neutrofilekben.1ñ2 P·rhuzamos elfog·ssal tˆrtÈnı bemutat·sa szubsztitu·lt
naftolt Ès diazÛnium sÛkat haszn·lva tal·n a citokÈmiai enzim vizsg·latok legkor·bbi
pÈld·ja, melynek klinikai jelentısÈge is van.3

A legtˆbb elj·r·s, a Sigma-Aldrich fÈlÈt is beleÈrtve, stabil diazÛnium sÛkat alkalmaz.
Ezek aril-amin n·trium-nitrittel valÛ reakciÛja sor·n kÈpzıdnek savas kˆzegben.4 A kapott
diazÛnium-klorid (·ltal·ban instabil) ezut·n olyan vegy¸letekkel kezelhetı, mint pÈld·ul a
cink-klorid, a cink-szulf·t vagy a naftalin-1,6-diszulfon·t, melyekkel stabil sÛkat alkot. Ezek
a stabiliz·torok Èszrevehetıen g·tolnak nÈh·ny enzimatikus rendszert, mivel a diazÛnium-
kloridok kevÈsbÈ tiltÛak.4 EzÈrt a Sigma-Aldrich fast red violet LB, fast blue BB alap˙ Ès
n·trium-nitrites stabil oldatokat biztosÌt a l˙gos foszfat·z citokÈmi·hoz. A mÛdszerek
tov·bbi egyszer˚sÌtÈsÈhez, haszn·lhatÛ a naftol-AS-BI-foszf·t stabil oldata is.

A vizsg·lat elvÈgzÈsÈhez, a fix·lt vÈr h·rty·kat szobahımÈrsÈkleten (18ñ26 °C),
naftol-AS-BI-foszf·tot Ès frissen kÈszÌtett, pH=9,5-ˆn 2-amino-2-metil-1,3-prop·ndiollal
(AMPD) pufferelt fast red violet LB sÛt vagy fast blue BB sÛt tartalmazÛ oldatban
inkub·lj·k. Az aktivit·si helyek vagy vˆrˆsek vagy kÈkek a diazÛnium-sÛtÛl f¸ggıen. A fast
red violet LB-s elj·r·s hasonlÛ a javasolt NCCLS referencia mÛdszerhez.5

REAGENSEK

NAPHTHOL AS-BI ALKALINE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 86-1
Naftol-AS-BI-foszf·t. 4 mg/ml, AMPD pufferben, 2 mol/l, pH=9,5.

FRV-ALKALINE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 86-2
Fast red violet LB alap, 5 mg/ml, sÛsavban, 0,4 mol/l, stabiliz·torral.

FBB-ALKALINE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 86-3
Fast blue BB alap, 5 mg/ml, sÛsavban, 0,4 mol/l, stabiliz·torral.

SODIUM NITRITE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-4
N·trium-nitrit, 0,1 mol/l.

CITRATE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-5
Citromsav, 18 mmol/l, n·trium-citr·t, 9 mmol/l, n·trium-klorid, 12 mmol/l, fel¸letkezelı
anyaggal. pH=3,6-on pufferelve.

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, KatalÛgus sz·m: GHS-3
Igazolt hematoxilin, 6,0 g/l, n·trium-jod·t, 0,6 g/l, alumÌnium-szulf·t, 52,8 g/l Ès stabiliz·torok.

NEUTRAL RED SOLUTION, BUFFERED, KatalÛgus sz·m: N 6264
Semleges vˆrˆs, igazolt, 0,5 % w/v, acet·t pufferben, pH=5,2. TartÛsÌtÛszerrel.

T¡ROL¡SI K÷R‹LM…NYEK …S ELTARTHAT”S¡G:
A Naphthol AS-BI Alkaline Solution, az FRV-Alkaline Solution, az FBB-Alkaline

Solution Ès a Sodium Nitrite Solution h˚tıszekrÈnyben (2ñ8 °C) t·rolandÛ. A reagensek a
lej·rati d·tumig haszn·lhatÛk fel.

A Citrate Solution h˚tıszekrÈnyben t·rolandÛ (2ñ8 °C). Az oldat megfelelıen
haszn·lhatÛ a mikrÛb·s nˆvekedÈs hi·nyakor.

A Hematoxylin Solution Ès a Neutral Red Solution szobahımÈrsÈkleten t·rolandÛ
(18ñ26 °C). A Hematoxylin Solution-t fÈnytıl vÈdjÈk. A reagensek a lej·rati d·tumig
haszn·lhatÛk fel.

T÷NKREMENETEL:
Ha a Hematoxylin Solution barna (levegın oxid·lÛdott) vagy bÌborszÌn˚ (elvesztette a

savass·g·t), meg kell semmisÌteni.

EL’K…SZÕT…S:
A reagensek haszn·latra kÈszek.
CITRATE-ACETONE-FORMALDEHYDE FIXATIVE: 25 ml Citrate Solution-hoz,

KatalÛgus sz·m: 91-5, adjanak 65 ml acetont Ès 8 ml 37 %-os formaldehidet. HelyezzÈk
¸veg palackba Ès szorosan z·rj·k le kupakkal. H˚tıszekrÈnyben (2ñ8 °C) t·rolandÛ.
Haszn·lat elıtt 18ñ26 °C-ra melegÌtendı. Maximum 4 hÈtig stabil, ha szorosan
lez·rva h˚tıszekrÈnyben t·rolj·k.

”VINT…ZKED…SEK:
A laboratÛriumi reagensekkel tˆrtÈnı munka sor·n a szok·sos ÛvintÈzkedÈseket be

kell tartani. HulladÈk-megsemmisÌtÈs az ˆsszes helyi, ·llami, tartom·nyi vagy nemzeti
szab·ly figyelembevÈtelÈvel. A legfrissebb kock·zati, veszÈly vagy biztons·gi
inform·ciÛkat l·sd az Anyagbiztons·gi adatlapban.

US Kock·zati Ès biztons·gi mondatok
Napthol AS-BI Alkaline Solution Ès Neutral Red Solution. Figyelem: Az anyagot mÈg

nem teljesen vizsg·lt·k.
Az FRV-Alkaline Solution MAR”. Lenyelve ·rtalmas. BelÈlegezve mÈrgezı (toxikus).

…gÈsi sÈr¸lÈst okoz. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet, vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. Baleset
vagy rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt meg kell mutatni.
CÈlszervek: M·j Ès vesÈk.

Az FBB-Alkaline Solution M…RGEZ’. BelÈlegezve mÈrgezı (toxikus). …gÈsi sÈr¸lÈst
okoz. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell fordulni. Megfelelı
vÈdıˆltˆzetet, vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. Baleset vagy rosszullÈt esetÈn
azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt meg kell mutatni. CÈlszervek: M·j Ès vesÈk.

ALKALINE PHOSPHATASE
(AP), LEUKOCYTE
(Elj·r·s sz·ma: 86)

A Gill fÈle 3 hematoxilin oldat ¡RTALMAS. Lenyelve ·rtalmas. Szem- Ès bırizgatÛ
hat·s˙, izgatja a lÈgutakat. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet, vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. CÈlszervek:
M·j Ès vesÈk.

Az aceton GY⁄L…KONY Ès IRRITATÕV. SzemizgatÛ hat·s˙. IsmÈtelt expozÌciÛ a bır
kisz·rad·s·t vagy megrepedezÈsÈt okozhatja. Gızˆk ·lmoss·got vagy szÈd¸lÈst
okozhatnak. Az edÈnyzet jÛl szellıztethetı helyen tartandÛ. Gy˙jtÛforr·soktÛl t·vol
tartandÛ. ñ Doh·nyozni tilos! Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz
kell fordulni. CÈlszervek: M·j Ès vesÈk.

A formaldehid oldat M…RGEZ’ (TOXIKUS). BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès
lenyelve mÈrgezı (toxikus). …gÈsi sÈr¸lÈst okoz. R·kot okozhat (karcinogÈn hat·s˙ lehet).
Bırrel Èrintkezve ÈrzÈkenysÈget okozhat. ÷rˆklıdı genetikai k·rosod·st okozhat
(mutagÈn hat·s˙ lehet)! Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet, vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. Baleset
vagy rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt meg kell mutatni.
JÛl szellızı helyen tartandÛ.

Az EurÛpai UniÛ kock·zati Ès biztons·gi mondatai 
Napthol AS-BI Alkaline Solution Ès Neutral Red Solution. Figyelem: Az anyagot mÈg

nem teljesen vizsg·lt·k.
Az FRV-Alkaline Solution Ès a FBB-Alkaline Solution ¡RTALMASAK. Lenyelve

·rtalmas. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet kell viselni.
A Gill fÈle 3 hematoxilin oldat ¡RTALMAS. Lenyelve ·rtalmas. Szem- Ès bırizgatÛ

hat·s˙, izgatja a lÈgutakat. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıruh·zatot kell viselni.

Az aceton RENDKÕV‹L GY⁄L…KONY Ès IRRITATÕV. RendkÌv¸l gy˙lÈkony.
SzemizgatÛ hat·s˙. IsmÈtelt expozÌciÛ a bır kisz·rad·s·t vagy megrepedezÈsÈt
okozhatja. Gızˆk ·lmoss·got vagy szÈd¸lÈst okozhatnak. Az edÈnyzet jÛl szellıztethetı
helyen tartandÛ. Gy˙jtÛforr·soktÛl t·vol tartandÛ. ñ Doh·nyozni tilos! Ha szembe jut, bı
vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell fordulni.

A formaldehid oldat M…RGEZ’ (TOXIKUS). BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès
lenyelve mÈrgezı (toxikus). …gÈsi sÈr¸lÈst okoz. R·kot okozhat (karcinogÈn hat·s˙ lehet).
Bırrel Èrintkezve ÈrzÈkenysÈget okozhat. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni
Ès orvoshoz kell fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet, vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell
viselni. Baleset vagy rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt
meg kell mutatni. JÛl szellızı helyen tartandÛ.

ELJ¡R¡S

MINTA BEGY¤JT…SE:
Javasolt a minta begy˚jtÈsÈt az M29-A2 NCCLS dokumentum szerint vÈgezni.

SemmifÈle vizsg·lati mÛdszer nem ismert, mely teljes bizonyoss·ggal kimutathatja, hogy
a vÈrmint·k vagy a szˆvet nem terjeszt fertızÈst. EzÈrt, minden vÈr sz·rmazÈk vagy
szˆvetminta esetlegesen fertızınek tekintendı.

Friss vÈr vagy csontvelı h·rty·k vagy heparinnal antikoagul·lt mint·k haszn·lhatÛk.5

Az EDTA ker¸lendı.5 A vÈrkeneteket az enzim aktivit·shoz az elkÈszÌtÈs ut·n 8 Ûr·n bel¸l
festeni kell. Azonban, ha ez nem lehetsÈges, a l˙gos foszfat·z aktivit·s fokozatos
csˆkkenÈse kÈsleltethetı az egÈsz Èjszak·n ·t tartÛ fagyasztÛban tˆrtÈnı fix·l·ssal Ès
t·rol·ssal.5 A h·rty·kat a fix·l·s elıtt legal·bb 1 Ûr·val sz·rÌtani kell Ès a fix·l·s ut·n
3 Ûr·val a fagyaszt·s elıtt.

SZ‹KS…GES, DE NEM BIZTOSÕTOTT SPECI¡LIS ANYAGOK:
Aceton, ACS reagens
FORMALDEHYDE, 37 % ACS

MEGJEGYZ…SEK:
Az elj·r·s sor·n haszn·ljanak pozitÌv kontrollokat. Ezeket olyan betegektıl

szerezhetik be, akik gennykeltı leukocitÛzisban szenvednek, illetve harmadik
trimeszterben lÈvı terhes nıktıl vagy a gyermek·gy elsı nÈh·ny napj·ban lÈvı nıktıl.
EzeknÈl az embereknÈl a leukocita l˙gos foszfat·z ÈrtÈkek ·ltal·ban meghaladj·k a 
100-at. NegatÌv kontroll kÈszÌthetı a norm·l, fix·lt kenetbıl, ha 1 percre forrÛ vÌzbe m·rtj·k
az enzim inaktiv·l·sa miatt. A kontroll h·rty·k megırizhetık maximum 1 Èvig, ha fix·lva,
ParafilmÆ-mel takarva -70 °C-on t·rolj·k. Ezeket a h·rty·kat a fix·l·s elıtt legal·bb
1 Ûr·val levegın sz·rÌtani kell Ès a fix·l·s ut·n 3 Ûr·val a fagyaszt·s elıtt.

Nagyon javasolt mindegyik laboratÛriumnak, hogy meg·llapÌts·k a saj·t v·rt
tartom·nyt, mely a helyi nÈpessÈgre jellemzı.

Az elj·r·s a festett sejtek szubjektÌv ÈrtÈkelÈsÈtıl f¸gg. Emiatt sokfÈle ÈrtÈkelÈst
kaphatnak. A reakciÛkeverÈk hımÈrsÈkletÈt 18ñ26 °C kˆzˆtt kell tartani. Alacsonyabb
hımÈrsÈklet esetÈn jelentısen alacsonyabb ÈrtÈkeket kapnak. 30 °C felett, az aktivit·s
Èszrevehetı nˆvekedÈse tapasztalhatÛ. Az eozinofilek nem festenek, de a kÈtlebeny˚
magokkal Ès a nagy tˆrÈkeny granul·tumokkal azonosÌthatÛk.

Hi·nyosak azok, a vegy¸letekre vonatkozÛ adatok, melyek akad·lyozhatj·k a
leukocita l˙gos foszfat·z aktivit·st (LAPA) Bizonyos gyÛgyszerekrıl Ès m·s anyagokrÛl
ismert, hogy befoly·solj·k a l˙gos foszfat·z aktivit·s keringÈsÈt.6 Az or·lis
fogamz·sg·tlÛk, a kortizol Ès a stressz megnˆvekedett leukocita l˙gos foszfat·z ÈrtÈkeket
eredmÈnyezhetnek.3

Az emberek esetÈn, a l˙gos foszfat·z aktivit·s az Èrett Ès s·v-form·j˙ granulocit·kra
korl·tozÛdik. NÈha gyenge festÈs tapasztalhatÛ a limfocit·kban. A csontvelı
oszteoblasztok Ès az endoteli·lis sejtek erısen festenek. …szrevehetı nˆvekedÈs
figyelhetı meg a perifÈri·s vÈr leukocita l˙gos foszfat·zban tˆbbszˆrˆs mielıma, Hodgin-
kÛr, policitÈmi·s vera Ès fertızı leukocitÛzis esetÈn. Alacsony vagy hi·nyos aktivit·s
l·thatÛ krÛnikus mielÛcitikus leukÈmia, ˆrˆkletes hipofoszfat·zia Ès rohamokban fellÈpı
noncturn·lis hemoglobin˙ria esetÈn.

Az ilyen elj·r·sbÛl kapott adatok csak segÌtsÈgkÈnt szolg·lnak a diagnÛzishoz Ès
egyÈb klinikai diagnosztikai vizsg·latokkal vagy inform·ciÛkkal egy¸tt ·t kell vizsg·lni.



ELJ¡R¡S
MEGJEGYZ…S: Columbia edÈnnyel valÛ haszn·lathoz, ossz·k el a reagensek tÈrfogatait 5-tel.
1. MÈrjenek ki 45 ml ioncserÈlt vizet Ès ·llÌts·k be a hımÈrsÈkletet 18ñ26 °C-ra.
2. KÈszÌtsenek diazÛnium sÛ oldatot:

Adjanak 1 ml Sodium Nitrite Solution-t 1 ml FRV-Alkaline Solution-hoz.
vagy
Adjanak 1 ml Sodium Nitrite Solution-t 1 ml FBB-Alkaline Solution-hoz.
KeverjÈk ˆssze Ûvatosan megfordÌtgatva. Hagyj·k ·llni 2 percig.

3. A 2. lÈpÈsben elkÈszÌtett oldatot adj·k hozz· az 1. lÈpÈs ioncserÈlt vizÈhez.
4. Adjanak 1 ml Naphthol AS-BI Alkaline Solution-t a hÌgÌtott diazÛnium sÛ oldathoz

(3. lÈpÈs). Alaposan keverjÈk ˆssze Ès ˆntsÈk egy Coplin edÈnybe.
5. A Citrate-Acetone-Formaldehyde Fixative Solution legyen szobahımÈrsÈklet˚ (18ñ26 °C).

Fix·lj·k a t·rgylemezeket 30 m·sodpercre belemerÌtve a fix·lÛ oldatba. ”vatosan ˆblÌtsÈk
ioncserÈlt vÌzben 45 m·sodpercig. Ne hagyj·k a t·rgylemezeket megsz·radni.

6. TegyÈk a t·rgylemezeket l˙g-festÈk keverÈkbe (4. lÈpÈs) Ès inkub·lj·k 18ñ26 °C-on
15 percig. A merÌtett t·rgylemezeket vÈdjÈk a kˆzvetlen napfÈnytıl. Haszn·lat ut·n a
l˙g-festÈk keverÈk megsemmisÌtendı.

7. 15 perc inkub·l·s ut·n, vegyÈk ki a t·rgylemezeket a Coplin edÈnybıl Ès ˆblÌtsÈk
2 percig ioncserÈlt vÌzben. Ne hagyj·k a t·rgylemezeket megsz·radni.

8. FessÈk ut·n 2 percig. Ha FRV-Alkaline Solution-t haszn·lnak, fessÈk ut·n
Hematoxylin Solution, Gill No. 3-mal. Ha FBB-Alkaline Solution-t haszn·lnak, fessÈk
ut·n Neutral Red Solution-nal, Buffered.

9. ÷blÌtsÈk le a t·rgylemezeket alaposan csapvÌzben Ès levegın sz·rÌts·k meg.
10. …rtÈkeljÈk mikroszkÛpikusan. Ha fedılemezekre van sz¸ksÈg, haszn·ljanak vizes

fedı mÈdiumot.

TELJESÕTM…NYJELLEMZ’K

…RT…KEL…SI M”D:
Tanulm·nyozz·k a h·rty·t (900X) Ès v·lasszanak egy vÈkony ter¸letet, ahol az

eritrocit·k Èppencsak Èrintkeznek. A foszfat·z aktivit·s helyei kÈk vagy vˆrˆs
granul·tumokkÈnt jelennek meg a haszn·lt festÈktıl f¸ggıen. V·lasszanak 100 egym·st
kˆvetı szegment·lt Ès s·vos neutrofil granulocit·t. Oszt·lyozz·k 0ñ4+ kˆzˆtt a sejtek
citoplazm·in bel¸l kicsapott festÈk mennyisÈge Ès intenzit·sa alapj·n. Az ÈrtÈkelÈs
jellemzıi az 1. t·bl·zatban tal·lhatÛk. A 100 sejt ÈrtÈkelÈsÈnek ˆsszege a pont.

1. T¡BL¡ZAT: AZ …RT…KEL…S JELLEMZ’I*

A citoplazm·ban kicsapott azo-festÈk

Sejt ÷sszeg** Intenzit·s H·ttÈr
Oszt·lyoz·s (%) SzemcsemÈret FestÈs Citoplazma

0+ Semmi ó Semmi Semmi

1+ 50 Kicsi Halv·ny SzÌntelen nagyon
Kˆzepes halv·ny rÛzsaszÌn 

vagy kÈk

2+ 50ñ80 Kicsi Kˆzepes SzÌntelen-halv·ny
erıs rÛzsaszÌn vagy kÈk

3+ 80ñ100 Kˆzepes-nagy Erıs SzÌntelen-rÛzsaszÌn
vagy kÈk

4+ 100 kˆzepes Ès nagy FÈnyes Nem l·thatÛ

* Az 1. t·bl·zat bemutatja a Kaplow ·ltal vÈgzett megfigyelÈsek mÛdosÌt·s·t.2,3

** Az azo-festÈk csapadÈk ·ltal elfoglalt citoplazma tÈrfogata sz·zalÈkban.

A leukocita l˙gos foszfat·z aktivit·s (LAPA) ÈrtÈkhez, a sz·molt sejtek sz·m·t meg
kell szorozni a sejt minısÌtÈs ÈrtÈkÈvel. Ezeket a sz·mjegyeket adj·k hozz· a LAPA ÈrtÈk
megkap·s·hoz, ahogyan a kˆvetkezı pÈld·kban is l·thatÛ.

Sejt Sz·molt LAPA
MinısÌtÈs Pont Pont

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4_____ _____ _____

÷sszesen 100 67

A leÌrt mÛdszerrel a Sigma-Aldrich a kˆvetkezı pontokat kapta 40 egÈszsÈges ember
esetÈn.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB__________________ ____________
LAPA ¡tlag ± 1 SD 76±31 94±39
LAPA tartom·ny 44ñ106 55ñ133

A norm·l pontok tartom·nya szÈles, 20 Ès 180 kˆzˆtt v·ltozik. A kˆvetkezı
ponttartom·nyokat kapt·k 40 norm·l szemÈly esetÈben:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB__________________ ____________
20ñ146 25ñ180

Ha a megfigyelt eredmÈnyek eltÈrnek a v·rttÛl, vegyÈk fel a kapcsolatot a Sigma
Aldrich m˚szaki szolg·lat·val.
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