PRZECHOWYWAC W TEMP. 2-8:C

QOdczynniki do pomiaru stezenia ALP
Tylko do uzytku in vitro w laboratorium kiinicznym

FOSFATAZA ALKALICZNA
(ALP) - AMP

FOSFATAZA ALKALICZNA (ALP) - AMP
c € BUFOR 2-AMINO-2-METYLO-1-PROPANOL (IFCC)

ZASADA METODY

Fosfataza alkaliczna {ALP} katalizuje w érodowisku alkalicznym przeniesienie grupy fosforanowej
2 4-nitrofenylofosforanu na 2-amino-2-metylo-1-propanol (AMP), uwalniajac 4-nitrofencl, Stezenie
katalityczne oznaczane jest na podstawie szybkoéci tworzenia sig 4-nitrofenolu, mierzonego przy
405 nm",

ALP
4 - Nitrofenylofosforan + AMP ~ ~—-—————> Fosforan AMP + 4 - Nitrofenol
ZAWARTOSC OPAKOWANIA
Nrkat. 11592 Nrkat. 11503 Nrkat. 11598
A. Odczynnik 1x40ml 1% 160 ml 4x 100 ml
B. Odczynnik tx1om 1x40ml 2x50ml
SKLAD

A. Odczynnik:  2-Amino-2-metylo-1-propanol 0.4 molf, siarczan cynku 12 mmolf,
kwas N-hydroksyetyloetylenodiaminatrioctowy 2.5 mmol, octan magnezu 2.5 mmol, pH
10.4,

B. Odczynnik: 4-Nitrofenylofosforan 60 mmol/.

PRZECHOWYWANIE

Przechowywat w temp. 2-8°C.

QOdczynniki s3 stabilne do daty waznosci podanej na etykiecie, jezeli s3 szczelnie zamknigte oraz

jezeli nie dopusc sie do ich zanieczyszczenia podczas uzycia.

Oznaki zepsucia:

— Odczynniki: Obecno$t zawiesiny, zmetnienie, absorbancja $lepej powyzej 1.200 przy 405 nm
(kuweta z droga optyczng 1 cmy).

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Odezynnik roboczy:

o Nrkat. 11592 i 11593; Wla¢ zawarto$¢ buteleczki z odczynnikiem B do butelki z odczynnikiem
A. Delikatnie wymieszaé. Inne objeiosci odczynnika roboczego mozna przygotowaé w

nastepujacej proporcji: 4 ml odczynnika A + 1 mi odezynnika B. Stabilno$¢ przez 2 miesigce w
temp. 2-8°C.

o Nr kat. 11598: Przenieé¢ 25 mi odczynnika z buteleczki B do butelki z odczynnikiem A.
Delikatrie wymiesza¢. Inne objgtosci odczynnika roboczego mozna przygotowaé w
nastepujgcej proporcji: 4 mi odczynnika A + 1 ml odczynnika B. Stabilno$¢ przez 2 miesiage w
temp. 2-8°C.

WYPOSAZENIE DODATKOWE

— Analizator, spektrofotometr lub fotometr z termostatowanymi gniazdami na 25, 30 lub 37°C i
filtrem o diugoéci fali 405 nm,
— Kuwely z droga optyczng 1 cm.

MATERIAL DO BADAN

Surowica lub osocze pobrane zgodnie ze standardowymi procedurami.
Fostataza alkaliczna w surowicy lub osoczu jest stabilna przez 7 dni w temp. 2-8°C. Jako
antykoagulantu mozna uzywat heparyny.

WYKONANIE OZNACZENIA

1. Doprowadzi¢ odczynnik roboczy i aparat do temperatury reakcji,
2. Odpipetowa do kuwety: (Uwaga 1)

Odczynnik roboczy 1.om

Préba badana 20pi

3. Wymieszat | wiozy¢ kuwete do fotometru.

4, Zarejestrowat absorbancie poczatkowa i wykonaé 3 kolgjne pomiary w odstepach
jednominutowych,

5. Obliczys réznice pomigdzy kolejnymi pomiarami absorbancji oraz §rednig réznice absorbancji
na minutg (AA/min),

OBLICZENIA

Stezenie katalityczne ALP w prébie oblicza sig przy zastosowaniu ponizszego ogélnego wzoru:

o Vix 108
AA/min x =UL
exixV§

Absorbancia molowa (g) 4-nitrofenolu przy 405 nm wynosi 18450, droga optyczna (I) - 1 cm,
cafkowita objetosé reakeji (V1) - 1.02, objgtoéé proby badanej (Vs) - 0.02, a 1 U/l réwna sig 0.0166
ukath. Do obliczenia steZenia katalitycznego stosuje sie nastepujace wzory:

x2764=UA

Ahrin ¥ 46.08 = pkat

WARTOSCI REFERENCYJNE

Temperatura reakcji mgzezyzni kobiety
25°C, do 75 Ul = 1.25 pKatl 68 U= 1.13 pKatd
30°C, do? 87 UM =1.45 pKatl 80 UA=1.33 pKan
37°C, do? 115 UN =192 pKath 105 Ut =1.75 pKatd

Wartosci dia temp. 25°C uzyskuje sig na podstawie wartosci dla temp. 30°C przy uzyciu
wspblczynnika konwersji. U dzieci dorastajacych stezenia sa wyzsze | bardzo zmienne. Podane
zakresy maja jedynie charakter orientacyiny; kazde laboratorium powinno ustalic wiasny zakres
warloéci referencyjnych.

KONTROLA JAKOSCI

W celu weryfikacji wykonania procedury oznaczenia zaleca sig uzywanie surowicy kontrolnej
biochemicznej poziom | (nr kat. 18005, 18009 i 18042) i poziom ii (nr kat. 18007, 18010 i 18043).

Kazde laboratorium powinno ustalic wiasny, wewnetrzny system kontroli jakosci i procedur
naprawczych, jezeli wartosci kontrolne nie mieszcza sie w zakresie dopuszczalnych tolerancii,

CHARAKTERYSTYKA METROLOGICZNA
— Granica detekejic 1.0 UA = 0,017 pkat!

— Granica liniowosci: 1200 U/l = 20 ukatd, Przy wyzszych wartoéciach rozcienczyG probe wodg
destylowang w stosunku 1:2 i powtdszyG pomiar.

— Powtarzalno$é (wewnatrzseryjna):

Srednie stezenie oV n
61 U= 1.02 pkatt 1.0% 20
244 UN = 4,07 pkatl 07 % 20

— Odtwarzalno$é (migdzyseryjna):

Sradnie stezenie % n
61U =1.02 pkat! 34% 25
244 UA = 4.07 pkatl 11% 25

~ Czutosé: 0.362 AmA-L/U-min = 21.7 AmA-L/pkat-min

— Poprawnoét: Wyniki uzyskane przy uzyciu tego odczynnika nie wykazaly réznic
systematycznych w poréwnaniu z odczynnikami referencyjnymi, Szczeglly eksperymentéw
poréwnawczych dostepne sa na zyczenie.

— Interferencje: Lipemia (triglicerydy < 10 g/l) i bilirubina (< 20 mg/dl) nie interferuja,
Hemoglobina (> 2.5 g/l) interferuje. Inne leki i substancje moga interferowad %,

Podana charakterystyka metrologiczna zostata uzyskana w przypadku uzycia analizatora. Wyniki
moga réznic sig przy uzyciu innego aparatu lub w procedurze manualnej.

CHARAKTERYSTYKA DIAGNOSTYCZNA

Fosfataza alkaliczna katalizuje hydrolize monoestréw organicznego fosforanu w zasadowym pH.
Enzym jest obecny praktycznie we wszystkich tkankach ciata, giéwnie w btonach komédrkowych,
a w szczegbinie wysokich stezeniach wystepuje w tozysku, nablonku jelitowym, kanalikach
nerkowych, osteoblastach | watrobie.

Fosfataza obecna w surowicy zdrowych osob dorostych powstaje giéwnie w watrobie | kosciach.
Podwyzszone stezenia ALP w surowicy wystepuia u pacjentéw z chorobami ko$ci zwigzanymi ze
wzmozong aktywnoscia osteoblastyczng (choroba Pageta, pierwotna i wtdma nadczynno$t
przytarczyc, guzy Kosci, krzywica, osteomalacja, zlamania koéci), a take u pacjentéw z
chorobami drég z6iciowych i watroby (2GHaczka zaporowa, ZGitaczka, polekowe uszkodzenie
watroby, rak watroby). Zmiany fizjologiczne takie jak przyrost masy kostnej i ciaza moga
spowodowat wzrost poziomu ALP43,

Diagnoza Kliniczna nie powinna by stawiana na podstawie wynikéw pojedynczego badania, ale
powinna faczyé zaréwno dane kliniczne jak i laboratoryjne.

UWAGI

1. Odczynniki te moga byé stosowane w analizatorach automatycznych. Aplikacie do wielu 2
nich dostepne sa na zyczenie.
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