2Alkalin Fosfataz (ALP)

Validity

Alkalin Fosfataz (ALP) konsantrasyonunun tayini igin diagnostik reaktif.
Sivi. Cift reaktif (Oran: R1/R2: 4/1). +2°C/+8°C’de saklayiniz. In Vitro Diagnostik kullanim i¢indir. Dondurmayiniz.

MH-012 75 mL
MH-013 50 mL

Kullanma talimati igerisinde yapilan degisiklikler gri ile isaretlenmisgtir.

KULLANIM AMACI

Bu test insan serum ve plazmasindaki Alkalin Fosfotaz
(ALP)in kantitatif tayini icin uygulanmaktadir.

GENEL BILGI

Alkalin Fosfataz, (EC 3.1.3.1; ortofosforik monoester
fosfohidrolaz [alkalin optimum]; ALP) cok cesitli, dogal
olarak olusan ve sentetik substratlarin alkalin hidrolizini
katalize eder. Mg*?, Co*? ve Mn*? gibi bazi iki degerlikli
iyonlar enzimin aktivatorleri iken, Zn*? yapisal olarak
enzimde bulunan bir metal iyonudur. Mg*? ve Zn*2 iyonlari
arasindaki uygun oran Mg*?’un yer degistirmesini énlemek
ve enzimin optimum aktivitesi igin gereklidir. Fosfat, borat,
oksalat ve siyandr iyonlari ALP aktivitesinin inhibitorleridir.
Mg*? ve substrat konsantrasyonlarindaki degisimler enzim
aktivitesi icin gerekli olan optimum pH’y1 degigtirir. ALP
aktivitesi vicudun ¢odu organinda mevcuttur ve 6zellikle
ince bagirsagin mukozasinda ve bdbregin proksimal
kivrimli tibullerinde, kemikte (osteoblastlar), karacigerde
ve plasentada glikosilfosfatidilinositol  (“ektoenzim”)
aracihgiyla hicre zarina sabitlenmis olarak bulunur.
Enzimin tam metabolik islevi henlz anlagsilamamis olsa da
bagirsakta lipit tasinmasi, kemikte kalsifikasyon sireci ve
endotoksin defosforilasyonu yoluyla konak savunmasi ile
iliskili oldugu gortlmektedir. ALP, bazilari ayri genetik
lokuslarda kodlanmis gergek izoenzimler olan ¢oklu
homodimerik formlarda (molekiler agirhk araliklar 70 ila
120 kDa) bulunur. Kemik, karaciger ve bobrek ALP
formlari, ayni genetik lokus tarafindan kodlanan ortak bir
birincil yapiyr paylasir, ancak karbonhidrat igerikleri
farkhhik gosterir.  Saglikh yetigkinlerin  serumlarinda
bulunan ALP aktivitesi, yaklasik 1:1 oraninda baglica
karaciger ve kemik kaynaklidir. Ozellikle kan grubu B veya
O olan bireylerin serumlarinda minimal miktarlarda
bagirsak ALP'si de bulunabilir.

Serum ALP aktivitesindeki artiglar karaciger ve kemik
olmak uzere genellikle iki kaynagin birinden veya her
ikisinden kaynaklanir. Sonug olarak, serum ALP dlguimleri,
iki baglica durumun arastiriimasinda 6zellikle énemlidir:
Hepatobiliyer hastalik ve artmis osteoblastik aktivite ile
iliskili kemik hastaligi. Serum ALP, karaciger hastaliginin
arastirnimasinda  kullanilan  basglica enzimlerdendir.?
Karaciger, safra yollarindaki herhangi bir tikanikhga karsi
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cevap olarak, hepatositler tarafindan ALP sentezini
indlkler. Yeni olusan ektoenzim, safra tuzlarinin deterjan
etkisi ile hlcre zarindan salinir ve serumdaki enzim
aktivitesini artirmak igin dolasima girer.?

Ekstrahepatik tikaniklikta enzim aktivitesindeki artis, (6rn.
tas, pankreas basi kanseri) (st referans limit (URL)
degerinin dort katindan fazla olabilir. Bu artis genel olarak
intrahepatik kolestazda gorilenden daha fazladir.
Tikaniklik ne kadar fazla ise serum enzim aktivitesi o kadar
yiiksektir (URL'nin 10 ila 12 katina ulasabilir) ve genellikle
tikanikhgin cerrahi olarak giderilmesinden bir hafta sonra
normal degere geri doner. Benzer artig, ilerlemis primer
karaciger kanseri veya vyaygin sekonder karaciger
metastazi olan hastalarda da gorllir. ALP artisi primer
biliyer kolanjit (daha 6nce primer biliyer siroz olarak
bilinen) hastalarinin karaciger nakli veya o&lum gibi
sonuglarinda éngérdiriiciidir ve bu artis URL'nin iki
katindan fazla olabilir.® Primer sklerozan kolanjitte de ALP
aktivitesinden benzer prognostik bilgiler elde edilebilir.
Enfeksiyoz hepatit gibi temel olarak parankimal hicreleri
etkileyen karaciger hastaliklari tipik olarak sadece orta
derecede (lg¢ kattan az) artmis ve hatta normal serum ALP
aktiviteleri gosterir. Artiglar ayrica ilag tedavisine verilen bir
tepkinin sonucu olabilir ve ALT-/ALP- tabanli kriterler, ilag
ile indUklenmis karaciger hasar tipini saptamak ve
nitelendirmek icin temel dayanak olmaya devam
etmektedir.*

Gebeligin tciinci trimesterinde kadinlarda URL'nin iki ila
Uc katina kadar bir artis gdzlenir. Bu durum, ALPYi
gebelikte hepatobiliyer hastaligin guvenilir olmayan bir
belirteci yapar. Calismalarda, artan bagirsak ALP
konsantrasyonlarinin  neden oldugu serum ALP
aktivitesinde iyi huylu bir ailesel artig tanimlamistir.> Bebek
ve cocuklarda hem karaciger hem de kemik formlarindan
kaynaklanan gegici, iyi serum ALP artiglari gorilebilir ve
genellikle bu degisim URL'nin 10 katina kadar ulasabilir.
Bu degisiklikler, enzim glikosilasyonunun  gegici
modifikasyonlarinin  neden oldugu ALP'nin kandan
uzaklastinimasindaki azalmayi yansitiyor gibi
goériinmektedir.® ALP ve immunoglobulinler veya makro-
ALP arasindaki kompleksler, zaman zaman serumda
gorilen ve anormal ALP degerlerine neden olan
durumlardir ancak, mevcut bilgi duzeyinde spesifik bir
tanisal degeri yoktur.!
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Son olarak, dokuya 06zgli olmayan ALP genindeki
fonksiyon kaybi mutasyonlari, zayif kemik
mineralizasyonu (dogal bir ALP substrati ve gugclu bir
mineralizasyon inhibitérl olan inorganik pirofosfatin hiicre
digi birikimi nedeniyle) ve dustk serum ALP aktivitesi ile
karakterize edilen nadir bir kalitsal bozukluk olan
hipofosfataz ile iligkilidir.

TEST PRENSIBI

Kolorimetrik él¢iim [Klinik Kimya ve Tip Laboratuvar
Uluslararasi Federasyonu (IFCC) referans metotu ile
uyumlu]

IFCC referans olglim prosediri, substrat olarak 4-
nitrofenil fosfat (4-NPP) ve fosfat alici tampon olarak 2-
amino-2-methyl-1-propanol (AMP) kullanir.

IFCC referans ydntemine uygun olarak test yénteminde
substrat olarak 4-nitrofenil fosfat (4-NPP) bulunmaktadir.
Numunedeki alkalin fosfataz, renksiz 4-NPP’nin hidrolizini
katalize ederek benzenoid formunda renksiz 4-nitrofenol
ve inorganik fosfat aciga cikarir. Alkali ortamda 4-
nitrofenol, sari renkli 4-nitrofenoksit iyon formuna doénusdr.
Enzim reaksiyonu, 405 nm'de 4-nitrofenoksit iyonlarinin
olusum hizi gézlemlenerek surekli olarak izlenir. Bu dalga
boyundaki absorbans artis orani, numunedeki ALP
aktivitesi ile dogru orantilidir.

Bu testte tampon olarak AMP kullaniimistir. Mevcut
tampon tipi, enzim aktivitesinin hizini etkiler. Buna gore
tamponlar inert (karbonat ve barbital), inhibe edici (glisin
ve propilamin) veya aktive edici (AMP, tris [hidroksimetil]
aminometan [TRIS] ve dietanolamin) olarak
siniflandirilabilir. Optimal konsantrasyonda kullanilan AMP
tamponu gibi aktive edici tamponlar enzim aktivitesini
karbonat gibi inert olanlara goére iki ila altt kat
artirmaktadir.t

Optimize Mg*? ve Zn*2 iyon konsantrasyonlari,
numunedeki ALP’yi aktif hale getirmek icin kofaktor olarak
mevcuttur. Reaktif bileseni, reaksiyonda yer alan aktivator
ozellikli Mg*? ve Zn*? iyonlarinin yani sira, bu iyonlarin
optimal konsantrasyonlarinin korunmasinda bir metal iyon
tamponu gorevi goren selatlayici ajan N-
hidroksietilendiamintriasetik asit (HEDTA) icermektedir.t

REAKTIF BILESENLERI

2-amino-2-methyl-

1-propanol buffer :<0.35M
pH 10.40 (30°C),

Magnesium acetate :<2mM
Zinc sulfate <1 mM
HEDTA :<2mM
4-NPP ;<16 mM

REAKTIF HAZIRLAMA

Reaktifler kullanim i¢in hazirdir.
REAKTIF STABILITESI VE SAKLAMA SARTLARI

Reaktifler +2/+8°C'de kapal tutuldugu siirece etikette
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.
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Validity
Acllan siseler 10 gin +2/+8°C’de optimum sartlarda
stabildir. Cihaz Ustl stabilite otoanalizér sogutma

spesifikasyonlar ve carry-over degerleri ile gugli bir
sekilde iligkilidir.

Reaktif stabilitesi ve saklama sartlari verileri, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) EP25-A protokoll
kullanilarak dogrulanmistir.”

NUMUNE GEREKLILIKLERI

Standart prosediirle toplanan serum veya Li-heparinli
plazma kullanilabilir. Birden ¢ok numune dondurma ve
¢dzme isleminden kaginiimalidir.

Serum ve plazmadaki ALP stabilitesi:
7 gun +20/+25°C’de,
7 gun +2/+8°C’de,
2 ay -20°C’de stabildir.

Birim Doniisiim:
U/L x 0.0167 = pkat/L

Not

e Hemoliz igcermeyen serum veya heparinize plazma
kullanilmalidir. ALP aktivitesi igin gerekli kofaktorler olan
Mg*? ve Zn*? gibi katyonlari bagladiklari igin sitrat,
oksalat ve EDTA gibi kompleks olusturan
antikoagiilanlardan kaginilmalidir. Kan transfiizyonu
(sitrat iceren) benzer bir mekanizma ile serum ALP'de
gegcici bir dususe neden olur.

e Onerilen, taze toplanmis serum numunelerinin oda
sicakliginda tutulmasi ve mimkin olan en kisa sirede,
tercihen toplandiktan sonra 4 saat iginde test edilmesidir.
Buzdolabinda saklanan serumlarda, ALP aktivitesi
yavascga (%2/d) artis gosterir.

e Eger numune dondurularak saklandi ise, tam enzim
reaktivasyonu elde etmek icin donmus numuneler
o6lcimden Once ¢oOzilmeli ve 18 ila 24 saat oda
sicakh@inda tutulmalidir.*

KALITE KONTROL VE KALIBRASYON

Kalibrasyon: Bu test igin Arcal Auto Kalibrator
kullaniimalidir.

Arcal Auto Kalibratér

Ref.No: VT-003

Kalibrasyon  stabilitesi 10 gundur. Reaktif lot
numarasindaki degisiklikler kalibrasyon gerektirir. Eger
kalite kontrol sonuglari kabul edilebilir limit araliklarinda
degilse kalibrasyon yapmak gerekir.

Kontrol: Degerleri bu yéntemle belirlenmis ticari olarak
ulagilabilen kontrol malzemesi kullanilabilir. Tavsiye
edilen:

Arcon N Seviye 1 Kontrol- Liyofilize
Ref.No: VT-001

Arcon P Seviye 2 Kontrol- Liyofilize
Ref.No: VT-002
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En az iki seviye kontrol her 24 saatte bir ¢aligtiriimalidir.
Her laboratuvarin kendi kalite kontrol prosedirlerini
belirlemesi gerekmektedir. Daha siki kontrol takibi
gerekiyorsa, laboratuvariniz igin gelistiriimis kalite kontrol
prosedirlerine bakiniz.

REFERANS ARALIKLARI / MEDIKAL KARAR
DUZEYLERI
Beklenen Degerler*®

Yas Beklenen Deger
(U/L)

Oile 14 glin 90 — 273
15 glnile <1 yil 134 - 518
1ylile <3yl 156 — 369
3ilebSyil 144 - 327
6ile 10 yil 153 - 367
11 ile 15 yil, Erkek 113 -438
11 ile 15 yil, Kadin 64 — 359
16 ile 21 yil, Erkek 56 — 167
16 ile 29 yil, Kadin 44 - 107
22 ile 79 yil, Erkek 50-116
30 ile 79 yil, Kadin 46 — 122

e Serumdaki ALP aktiviteleri yasa ve az da olsa cinsiyete
gore degisir.

e Kadinlar igin, menopozdan sonra ALP aktivitesinde
ilerleyici bir artis tanimlanmistir.

Bebekler ve peripubertal c¢ocuklar, kemik blyimesi

sirasinda osteoblastlardan kemik ALP sizintisinin bir

sonucu olarak saglikh yetigkinlerden daha yuksek ALP

aktivitesi gosterir. Bu nedenle yasa 6zel referans araliklari

hipofosfatazya tespiti icin gcok dnemlidir. ALP aktivitesinde

tipik yetigkin araliklarina dusls, kadinlarda erkeklerden

ortalama 2 yil 6nce gergeklesir.:8

Her laboratuvar kendi hasta populasyonu icin beklenen
degerlerin transfer edilebilirligini aragtirmali ve eger gerekli
ise kendi referans araligini belirlemelidir.

Referans aralidi, CLSI EP28-A3c protokolu kullanilarak
dogrulanmugtir.®

PERFORMANS KARAKTERISTIKLERI
Olgiim Arahg (Measuring Interval)

CLSI EP34-ED1:2018'e gére “Olgiim Arahgr” ilgili analitin
alt miktar tayini sinin (lower limit of quantitation; LLoQ) ile
Ust miktar tayini siniri (upper limit of quantitation; ULoQ)
arasinda yer alan, seyreltme, konsantre etme veya
herhangi bir 6n islem olmaksizin tibbi olarak ve laboratuvar
gereksinimi  bakimindan istenilen dogrulukta analit
konsantrasyonunun 6lgildigu arahgi ifade eder.1°

ALP icin tespit edilen analitik 6lciim arahgi: 8 -1000 U/L’dir.
Tayin Limitleri (Detection Capability)

Saptama siniri (Limit of Detection: LoD): 5 U/L
Miktar tayini sinirn (Limit of Quantitation; LoQ): 8 U/L
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Validity
Not: Bu deger belirlenirken ylzde degisim katsayisi
(%CV) degerinden =< %20 degeri temel alinir.

LoD ve LoQ degerleri, CLSI EP17-A2:2012 protokoli
kullanilarak dogrulanmigtir.1!

Dogrusallik (Linearity)

Bu yoéntem, 1000 U/L'ye kadar 6lgim dogrusalligini
gosterir. Bu de@erin Uzerindeki konsantrasyonlarda
otoanalizériin otomatik dillisyonundan faydalanabilirsiniz.
ilave bilgi icin cihazin kullanim kilavuzuna bakabilirsiniz.

Manuel dilisyon prosediirl i¢in, numuneyi 1:10 oraninda
%0.90°lik isotonik kullanarak seyreltiniz. Bu islemden
sonra tekrar galigilan numune sonucunu dilisyon faktora
ile carpiniz. Dilisyon sonrasi numune sonucu lineer alt
sinirdan disik  oldugunu gOsterecek sekilde
isaretlenmisse sonucu rapor etmeyiniz. Uygun bir diliisyon
kullanarak tekrar galistiriniz.

Dogrusallik galigmalari CLSI EP06-A:2003 rehberi
kullanilarak dogrulanmistir.?

Kesinlik (Precision)

Calisma diizeni 20x2x2 “The Single Site” protokoliine gére
olusturulmustur. Calisma sonucunda Tekrarlanabilirlik
(Repeatibility) ve Laboratuvar igi Kesinlik (Within-
Laboratory precision/Within-Device Precision) degerleri
elde edilmistir.

Kullanilan protokole gére 20 glin boyunca (ardisik gin
olma zorunlulugu yoktur) ginde 2 ayri c¢alisma (run)
yapilmistir.

Bu protokol dustk ve yuksek numuneler icin ayri ayri
uygulanmis ve her bir numune icin 80 sonu¢ elde
edilmistir. Sonuclar istatistiksel olarak 2 faktérli Nested-
ANOVA modeli kullanilarak elde edilmigtir.13

ALP’ye ait tekrarlanabilirlilik ve laboratuvar igi kesinlik SD
ve %CV degerleri sirasiyla tablo 1 ve 2'de verilmistir:

Tablo 1. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen ALP Tekrarlanabilirlilik Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD* %CV n
83 U/L 0.59 0.71 80
205 U/L 0.90 0.44 80

*SD: Standart Sapma

Not: Bu g¢alisma dizeni 6nceki yayinlanmig CLSI EPO5-
A2 rehberinde “within-run precision” olarak
adlandiriimaktadir.14

Tablo 2. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen ALP Laboratuvar igi Kesinlik Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD %CV n
83 U/L 2.35 2.83 80
205 U/L 6.79 331 80

Not: Bu calisma dizeni dnceki yayinlanmis CLSI EP05-
A2 rehberinde “total presizyon” olarak
adlandiriimaktadir.t4
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Metot Karsilagtirma

Metot kargilastirmasi verilerinin istatiksel degerlendiriimesi
sonucunda:
r=0.999 olarak hesaplanmistir

Pasing-Bablok denklemi:
y=0,95x +1,65

interferans

ALP interferans tarama testinde kullanilan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlari “CLSI EP37-
ED1:2018” ve “CLSI EP07-ED3:2018” kilavuzlarina uygun
olacak sekilde belirlendi.1>1¢

ALP interferans tarama testi sonucunda elde edilen
g6zlemlenen fark degerinin interferans bakimindan
anlamli olup olmadigini tespit edebilmek igin kullanilacak
olan toplam kabul edilebilir hata orani +%10 olarak
alindi.'’

ALP interferans testi sonucunda, belirlenmis olan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlarinda, interferantlar ve
analit arasinda belirgin bir etkilesim gézlenmedi.

interferant- ALP %G6zlemlenmis
Konsantrasyon Hedef (U/L) Geri Elde

ol

swsmga. 5 3

625 mgjaL o B 0L

*Serum havuzu seklinde hazirlanmig olan kontrol ve test (iginde
interferant bulunan) numunelerinin kag kez tekrarli ¢alisilacaginin
hesaplanmasinda ilgili metot igin 6nceden tespit edilmis
tekrarlanabilirlik (with-in run) SD degerleri ve interferans limiti
olarak belilenmig toplam kabul edilebilir hata orani kullanildi.
Hesaplamalarda tip 1 hata (a hata) orani %5 ve tip 2 hata orani (8
hata) %10 (%90 giig) kabul edildi.*®

Endojen interferantlar yani sira cgesitli ilag ve
metabolitlerinin, antikoagllanlar (6rn. Heparin, EDTA,
sitrat, oksalat) ve koruyucular (6rn. Sodyum florr,
iyodoasetat, hidroklorik asit) gibi 6rnek katki maddelerinin,
toplama ve isleme sirasinda 6rneklerle temas edebilen
maddelerin (serum ayirici cihazlari, 6rnek toplama kaplari
ve igerigi, kateterler, kateter yikama c¢ozeltileri, cilt
dezenfektanlari, el temizleyicileri ve losyonlar, cam yikama
deterjanlari, toz eldivenler vb.), belirli testleri etkiledigi
bilinen diyet maddelerinin (kafein, beta-karoten, haghas
tohumu vb.) veya bir Ornekte yabanci proteinlere
(heterofilik antikorlar vb.), otoimmin yanita (otoantikorlar
vb.) veya maligniteye bagli (6rnegin paraproteinlerin,
fosfat testi ve indirekt iyon segici elektrot yontemleri ile
girisim olusturmasi) olusturan mevcut bazi maddelerin pek
cok farkli nedenden o6turid cesitli girisimlere ve yanlis
degerlendirmelere neden olacak olumsuz etkilerinin ortaya
cikabilecedi unutulmamalidir.t6
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Validity
Bu performans karakteristikleri otoanalizér kullanilarak

elde edilmistir. Sonuglar farkli ekipmanlar ya da manuel
prosedurler kullanildiginda bazi degisiklikler gésterebilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

IVD: In vitro Diagnostik kullanim igindir.

Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayiniz.
Farkli iki lot numarali reaktif birbirine karigtirimamalidir.
Profesyonel kullanim igindir.

lyi Laboratuvar Uygulamalari (GLP) ilkelerine uyunuz.

DIKKAT: Bu Uriin ile birlikte insan kaynakli érnekler isleme
alinmaktadir. insan kaynakli érneklerin timi potansiyel
bulasici olarak kabul edilir ve OHSAS standartlarina uygun
olarak ele alinmasi tavsiye edilmektedir.

Tehlike

EUH032 :Asitle temasta ¢ok zehirli gaz ¢ikarir.

H317 :Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Onlem

P280 :Koruyucu eldiven / koruyucu giysi /
g0zlik / maske kullaniniz.

P264 :Kullandiktan sonra elinizi uygun sekilde
yikayiniz.

p272 :Kirlenmis is kiyafetinin is yeri disinda
kullanimina izin verilmemelidir.

Miidahale

P302+P352 :Deri ile temasta bol sabun ve su ile
yikayiniz.

P333+P313 :Deriyi tahris eder ya da kizariklik
meydana  gelirse  tibbi  yardima
basvurunuz.

P362+P364 :Kontamine olmus giysiyi ¢ikariniz ve
kullanmadan 6nce uygun sekilde
yikayiniz.

imha

P501 :igerikleri ve kaplari yerel diizenlemelere
gore atiniz.
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