ALKALINE PHOSPHATASE
(AP), LEUKOCYTE

(Eljaras szama: 86)

SIGMA-ALDRICH’

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich Alkaline Phosphatase készletek leukocitakban el6fordulé lugos
foszfatdz aktivitas hisztokémiai szemikvantitativ bemutataséara javalltak. Az Alkaline
Phosphatase reagensek in vitro diagnosztikai hasznalatra javallottak.

A hematopoietikus szdvetben a ligos foszfataz korlatozottan jelenik meg a savos és
szegmentalt neutrofilekben.'? Parhuzamos elfogassal torténé bemutatasa szubsztitualt
naftolt és diazonium sbkat hasznalva talan a citokémiai enzim vizsgéalatok legkorabbi
példaja, melynek klinikai jelentésége is van.?

A legtébb eljaras, a Sigma-Aldrich félét is beleértve, stabil diazonium sokat alkalmaz.
Ezek aril-amin natrium-nitrittel val6 reakcioja soran képz&dnek savas kdzegben.* A kapott
diazénium-klorid (altalaban instabil) ezutan olyan vegylletekkel kezelheté, mint példaul a
cink-klorid, a cink-szulfat vagy a naftalin-1,6-diszulfonat, melyekkel stabil sokat alkot. Ezek
a stabilizatorok észrevehetéen gatolnak néhany enzimatikus rendszert, mivel a diazénium-
kloridok kevésbé tiltoak.* Ezért a Sigma-Aldrich fast red violet LB, fast blue BB alapu és
natrium-nitrites stabil oldatokat biztosit a ligos foszfataz citokémiahoz. A moédszerek
tovabbi egyszer(isitéséhez, hasznalhat6 a naftol-AS-Bl-foszfat stabil oldata is.

A vizsgalat elvégzéséhez, a fixalt vér hartyakat szobahémérsékleten (18-26 °C),
naftol-AS-Bl-foszfatot és frissen készitett, pH=9,5-6n 2-amino-2-metil-1,3-propandiollal
(AMPD) pufferelt fast red violet LB so6t vagy fast blue BB sot tartalmazé oldatban
inkubaljak. Az aktivitasi helyek vagy vérések vagy kékek a diazonium-sotol fiiggéen. A fast
red violet LB-s eljaras hasonlé a javasolt NCCLS referencia moédszerhez.®

REAGENSEK

NAPHTHOL AS-BI ALKALINE SOLUTION, Katalogus szam: 86-1
Naftol-AS-Bl-foszfat. 4 mg/ml, AMPD pufferben, 2 mol/l, pH=9,5.

FRV-ALKALINE SOLUTION, Katalogus szam: 86-2
Fast red violet LB alap, 5 mg/ml, s6savban, 0,4 mol/l, stabilizatorral.

FBB-ALKALINE SOLUTION, Katalogus szam: 86-3
Fast blue BB alap, 5 mg/ml, sésavban, 0,4 mol/l, stabilizatorral.

SODIUM NITRITE SOLUTION, Katalégus szam: 91-4
Natrium-nitrit, 0,1 mol/I.

CITRATE SOLUTION, Katalégus szam: 91-5
Citromsav, 18 mmol/l, natrium-citrat, 9 mmol/l, natrium-klorid, 12 mmoll/l, fellletkezel6
anyaggal. pH=3,6-on pufferelve.

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, Katalégus szam: GHS-3
Igazolt hematoxilin, 6,0 g/l, natrium-jodat, 0,6 g/l, aluminium-szulfat, 52,8 g/l és stabilizatorok.

NEUTRAL RED SOLUTION, BUFFERED, Katalégus szam: N 6264
Semleges voros, igazolt, 0,5 % wlv, acetat pufferben, pH=5,2. Tartositoszerrel.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

A Naphthol AS-BI Alkaline Solution, az FRV-Alkaline Solution, az FBB-Alkaline
Solution és a Sodium Nitrite Solution hiitészekrényben (2-8 °C) tarolandé. A reagensek a
lejarati datumig hasznélhatok fel.

A Citrate Solution h(itészekrényben taroland6 (2-8 °C). Az oldat megfelelen
hasznalhat6 a mikrobas névekedés hianyakor.

A Hematoxylin Solution és a Neutral Red Solution szobah&mérsékleten tarolandéd
(18-26 °C). A Hematoxylin Solution-t fénytél védjék. A reagensek a lejarati datumig
hasznalhatok fel.

TONKREMENETEL:

Ha a Hematoxylin Solution barna (levegén oxidalodott) vagy biborszini (elvesztette a
savassagat), meg kell semmisiteni.
ELOKESZITES:

A reagensek hasznalatra készek.

CITRATE-ACETONE-FORMALDEHYDE FIXATIVE: 25 ml Citrate Solution-hoz,
Katalégus szam: 91-5, adjanak 65 ml acetont és 8 ml 37 %-os formaldehidet. Helyezzék
liveg palackba és szorosan zérjék le kupakkal. Hit6szekrényben (2-8 °C) tarolando6.
Hasznalat el6tt 18-26 °C-ra melegitendd. Maximum 4 hétig stabil, ha szorosan
lezarva hiitészekrényben taroljak.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel torténé munka sorén a szokésos 6vintézkedéseket be
kell tartani. Hulladék-megsemmisités az 6sszes helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti
szabaly figyelembevételével. A legfrissebb kockazati, veszély vagy biztonsagi
informé&ciokat lasd az Anyagbiztonsagi adatlapban.

US Kockazati és biztonsagi mondatok

Napthol AS-BI Alkaline Solution és Neutral Red Solution. Figyelem: Az anyagot még
nem teljesen vizsgaltak.

Az FRV-Alkaline Solution MARO. Lenyelve artalmas. Belélegezve mérgez6 (toxikus).
Egési sériilést okoz. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel6 védéoltozetet, védbkesztylit és szem-/arcvéd6t kell viselni. Baleset
vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.
Célszervek: M§j és vesék.

Az FBB-Alkaline Solution MERGEZO. Belélegezve mérgez6 (toxikus). Egési sériilést
okoz. Ha szembe jut, bd vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfelelé
véddoltdzetet, védbkeszty(it és szem-/arcved6t kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén
azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Célszervek: Maj és vesék.

A Gill féle 3 hematoxilin oldat ARTALMAS. Lenyelve artalmas. Szem- és bérizgatd
hatasu, izgatja a légutakat. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfeleld véddoltozetet, véddkeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni. Célszervek:
M4j és vesék.

Az aceton GYULEKONY és IRRITATIV. Szemizgaté hatast. Ismételt expozicié a bér
kiszaradasat vagy megrepedezését okozhatja. G6zok almossagot vagy szédulést
okozhatnak. Az edényzet joI szelléztethetsé helyen tartandd. Gydijtoforrasoktél tavol
tartand6. - Dohanyozni tilos! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz
kell fordulni. Célszervek: Maj és vesék.

A formaldehid oldat MERGEZO (TOXIKUS). Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve mérgezd (toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén hatast lehet).
Bérrel érintkezve érzékenységet okozhat. Oroklédd genetikai karosodast okozhat
(mutagén hatasu lehet)! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel6 védéoltozetet, védbkesztylit és szem-/arcvéd6t kell viselni. Baleset
vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.
Jol szell6z6 helyen tartando.

Az Eurépai Uni6 kockazati és biztonsagi mondatai

Napthol AS-BI Alkaline Solution és Neutral Red Solution. Figyelem: Az anyagot még
nem teljesen vizsgaltak.

Az FRV-Alkaline Solution és a FBB-Alkaline Solution ARTALMASAK. Lenyelve
artalmas. Megfelel6 védéoltdzetet kell viselni.

A Gill féle 3 hematoxilin oldat ARTALMAS. Lenyelve artalmas. Szem- és bérizgaté
hatés(, izgatja a légutakat. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.

Az aceton RENDKIVUL GYULEKONY és IRRITATIV. Rendkiviil gyalékony.
Szemizgaté hatasu. Ismételt expozici6 a bér kiszaradasat vagy megrepedezését
okozhatja. G6z6k almossagot vagy szédiilést okozhatnak. Az edényzet jol szell6ztethetd
helyen tartandé. Gyujtoforrasoktél tavol tartand6. - Dohényozni tilos! Ha szembe jut, bé
vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni.

A formaldehid oldat MERGEZO (TOXIKUS). Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve mérgezé (toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén hatast lehet).
Bérrel érintkezve érzékenységet okozhat. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni
és orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 véd&oltozetet, védbkesztylt és szem-/arcvédét kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét
meg kell mutatni. Jol szell6z6 helyen tartando.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(ijtését az M29-A2 NCCLS dokumentum szerint végezni.
Semmiféle vizsgalati modszer nem ismert, mely teljes bizonyossaggal kimutathatja, hogy
a vérminték vagy a szbvet nem terjeszt fertézést. Ezért, minden vér szarmazék vagy
szOvetminta esetlegesen fert6zének tekintendd.

Friss vér vagy csontvel6 hartyak vagy heparinnal antikoagulélt mintak hasznélhatok.
Az EDTA kerlilendd.® A vérkeneteket az enzim aktivitashoz az elkészités utan 8 6ran belil
festeni kell. Azonban, ha ez nem lehetséges, a lugos foszfataz aktivitas fokozatos
csOkkenése késleltethetd az egész éjszakan at tartd fagyasztoban térténd fixalassal és
tarolassal.® A hartyakat a fixalas el6tt legalabb 1 6raval szaritani kell és a fixalas utan
3 dréval a fagyasztas el6tt.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK:
Aceton, ACS reagens
FORMALDEHYDE, 37 % ACS

MEGJEGYZESEK:

Az eljarés sordn hasznaljanak pozitiv kontrollokat. Ezeket olyan betegekt6l
szerezhetik be, akik gennykeltd leukocitézisban szenvednek, illetve harmadik
trimeszterben 1év6 terhes n6ktél vagy a gyermekagy elsé néhany napjaban 1évé noéktél.
Ezeknél az embereknél a leukocita ligos foszfataz értékek altalaban meghaladjak a
100-at. Negativ kontroll készithet a normal, fixalt kenetbdl, ha 1 percre forré vizbe martjak
az enzim inaktivalasa miatt. A kontroll hartyak megérizhet6k maximum 1 évig, ha fixalva,
Parafilm®-mel takarva -70 °C-on taroljak. Ezeket a hartyakat a fixalas el6tt legalabb
1 6raval leveg6n széritani kell és a fixalas utan 3 6raval a fagyasztas el6tt.

Nagyon javasolt mindegyik laboratériumnak, hogy megallapitséak a sajat vart
tartoméanyt, mely a helyi népességre jellemz6.

Az eljaras a festett sejtek szubjektiv értékelésétdl fligg. Emiatt sokféle értékelést
kaphatnak. A reakciokeverék hémérsékletét 18-26 °C kozott kell tartani. Alacsonyabb
hémérséklet esetén jelentésen alacsonyabb értékeket kapnak. 30 °C felett, az aktivitas
észreveheté ndvekedése tapasztalhat6. Az eozinofilek nem festenek, de a kétlebenyli
magokkal és a nagy térékeny granulatumokkal azonosithatok.

Hianyosak azok, a vegyiiletekre vonatkozé adatok, melyek akadalyozhatjgk a
leukocita ligos foszfataz aktivitast (LAPA) Bizonyos gyogyszerekrdl és mas anyagokrol
ismert, hogy befolydsoljak a lugos foszfataz aktivitds keringését.® Az oralis
fogamzasgatlok, a kortizol és a stressz megndvekedett leukocita lugos foszfataz értékeket
eredményezhetnek.®

Az emberek esetén, a lugos foszfataz aktivitas az érett és sav-formaji granulocitakra
korlatozodik. Néha gyenge festés tapasztalhatd a limfocitakban. A csontveld
oszteoblasztok és az endotelidlis sejtek er6sen festenek. Eszrevehetd ndvekedés
figyelhet6 meg a periférias vér leukocita ligos foszfatazban tébbszérés mieléma, Hodgin-
kor, policittmias vera és fertéz6 leukocitozis esetén. Alacsony vagy hianyos aktivitas
lathatd kronikus mielécitikus leukémia, 6rokletes hipofoszfatazia és rohamokban fellepd
noncturnalis hemoglobinGria esetén.

Az ilyen eljarasbol kapott adatok csak segitségként szolgalnak a diagnézishoz és
egyéb klinikai diagnosztikai vizsgalatokkal vagy informaciokkal egyiitt at kell vizsgalni.



ELJARAS
MEGJEGYZES: Columbia edénnyel valé hasznalathoz, osszak el a reagensek térfogatait 5-tel.
1. Mérjenek ki 45 ml ioncserélt vizet és allitsak be a h6mérsékletet 18-26 °C-ra.
2. Készitsenek diazénium sé 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.
Keverjék dssze 6vatosan megforditgatva. Hagyjék allni 2 percig.
A 2. Iépésben elkészitett oldatot adjak hozza az 1. 1épés ioncserélt vizéhez.
Adjanak 1 ml Naphthol AS-BI Alkaline Solution-t a higitott diazénium sé oldathoz
(3. 1épés). Alaposan keverjék dssze és dntsék egy Coplin edénybe.

5. A Citrate-Acetone-Formaldehyde Fixative Solution legyen szobahémérsékleti (18-26 °C).
Fixaljak a targylemezeket 30 masodpercre belemeritve a fixald oldatba. Ovatosan oblitsék
ioncserélt vizben 45 mésodpercig. Ne hagyjék a targylemezeket megszaradni.

6. Tegyék a targylemezeket lug-festék keverékbe (4. Iépés) és inkubaljak 18-26 °C-on
15 percig. A meritett targylemezeket védjék a kozvetlen napfénytél. Hasznélat utan a
lGg-festék keverék megsemmisitendd.

7. 15 perc inkubalas utan, vegyék ki a targylemezeket a Coplin edénybdl és dblitsék
2 percig ioncserélt vizben. Ne hagyjak a targylemezeket megszaradni.

8. Fessék utan 2 percig. Ha FRV-Alkaline Solution-t hasznalnak, fessék utan
Hematoxylin Solution, Gill No. 3-mal. Ha FBB-Alkaline Solution-t hasznalnak, fessék
utan Neutral Red Solution-nal, Buffered.

9. Oblitsék le a targylemezeket alaposan csapvizben és levegén szaritsak meg.

10. Ertékeljek mikroszkopikusan. Ha fedslemezekre van sziikség, hasznaljanak vizes
fedé médiumot.

~>w

TELJESITMENYJELLEMZOK

ERTEKELESI MOD:

Tanulmanyozzak a hartyat (900X) és valasszanak egy vékony teriiletet, ahol az
eritrocitak éppencsak érintkeznek. A foszfataz aktivitas helyei kék vagy vords
granulatumokként jelennek meg a hasznélt festéktdl fliggéen. Valasszanak 100 egymast
kovetd szegmentalt és savos neutrofil granulocitat. Osztalyozzak 0-4+ kdzott a sejtek
citoplazméin beliil kicsapott festék mennyisége és intenzitdsa alapjan. Az értékelés
jellemz6i az 1. tablazatban talalhatok. A 100 sejt értékelésének 6sszege a pont.

1. TABLAZAT: AZ ERTEKELES JELLEMZOI*

A citoplazmaban kicsapott azo-festék
Sejt Osszeg* Intenzitas Hattér
Osztalyozas (%) Szemcseméret Festés Citoplazma
0+ Semmi — Semmi Semmi
1+ 50 Kicsi Halvany Szintelen nagyon
Kézepes halvany rézsaszin
vagy kék
2+ 50-80 Kicsi Kézepes Szintelen-halvany
erds rozsaszin vagy kék
3+ 80-100 Kdzepes-nagy Erés Szintelen-rézsaszin
vagy kék
4+ 100 kdzepes és nagy Fényes Nem lathat6

* Az 1. tablazat bemutatja a Kaplow altal végzett megfigyelések modositasat.>®
** Az azo-festék csapadék altal elfoglalt citoplazma térfogata szazalékban.

A leukocita lugos foszfataz aktivitas (LAPA) értékhez, a szamolt sejtek szamat meg
kell szorozni a sejt mindsités értékével. Ezeket a szamjegyeket adjak hozza a LAPA érték
megkapasahoz, ahogyan a kdvetkezd példakban is lathato.

Sejt Szamolt LAPA
Mindsités Pont Pont
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Osszesen 100 67

A leit modszerrel a Sigma-Aldrich a kdvetkez6 pontokat kapta 40 egészséges ember
esetén.

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Miiszaki szolgalat: 800-325-0250 vagy hivjak 314-771-3122
vagy e-mail: clintech@sial.com
Megrendelés: 800-325-3010 vagy hivjak: 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

2-HU

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
LAPA Atlag + 1 SD 76431 94+39
LAPA tartoméany 44-106 55-133

A normél pontok tartoménya széles, 20 és 180 kdzott véltozik. A kdvetkez6
ponttartomanyokat kaptak 40 norméal személy esetében:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

Ha a medgfigyelt eredmények eltérnek a varttol, vegyék fel a kapcsolatot a Sigma
Aldrich miiszaki szolgalataval.

IRODALOMJEGYZEK

1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the
bone. Br J Exp Pathol 10:253, 1929

2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte
alkaline phosphatase activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955

3.  Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes
Publications, Park Ridge (NJ), 1982, pp 248-250

4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of
Neoplasms. Academic Press, New York, 1962, pp 88-113

5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase
H22-P, Vol 4, No. 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards

6. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3rd ed. DS Young, Editors, AACC
Press, Washington (DC), 1990

7.  Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and
methods. Ann New York Acad Sci 155:911, 1968

A Parafilm az American Can Company, Greenwich, CT bejegyzett védjegye.

Sigma-Aldrich, Inc. garantalja, hogy termékei megfelelnek a jelen és egyéb Sigma-Aldrich
publikaciokban kdzolt informaciokkal. A vev kdteles a termék(ek) megfeleléségét az adott
felhasznalashoz meghatarozni. Tovabbi kikdtések és feltételek alkalmazhatok. Lasd a
szamla vagy csomagolas hatsé oldalat a tovabbi eladési kikotések és feltételek
tekintetében.

Eljaras szama: 86
Korabbi fellilvizsgalas: 2003-02
Fellilvizsgalva: 2003-09

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
Egham, TW20 9BD Velka Britanie
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SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Németorszag 49-7329-970
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