SIGMA-ALDRICH’

NAFTOL AS-D QHLORACETAT
ESTERAZA A

FTYL ACETAT ESTERAZA
(Postup €. 91)

POUZITI

Pro cytologickou demonstraci specifické a
nespecifické leukocytické esterazy. Reagencie pro prikaz
esterazy jsou uréeny k “diagnostice in vitro.”

Bunééné esterazy jsou vSudypfitomné a zfejmé
reprezentuji  série ruznych enzymu aktivovanych
vybranymi substraty. Na z&kladé definovanych podminek
reakce Ize urcit typy hemopoietickych bunék, podle pouziti
specifickych substrati pro esterazy. Popsana metoda
poskytuje hematologim a hematopatologim névod k
rozli$eni granulocytli od monocytt."®

K provedenti testu je tfeba krevni filmy, filmy kostni dfené
nebo otiskové tkanové preparaty inkubovat bud’ naftol AS-D
chloracetatem (NCAE) nebo o-naftyl acetdtem (NAE) za
pitomnosti Cerstvé pripravené diazoniové sole. Enzymaticka
hydrolyza esterové vazby uvolfiuje volné naftolové
slouceniny. Ty se spojuji s diazoniovou soli a vytvareji silné
kolorované usazeniny v oblastech enzymatické aktivity.

Vétsina postupl, véetné téch, které provadi Sigma-
Aldrich, vyuzivaji stabilni diazoniové sole. Ty se vytvéarej
reakei arylaminu s nitridem sodnym v kyselém médiu.®
Vysledny diazochlorid (obvykle nestabilni) Ize upravovat
slou¢eninami, jako napfiklad chloridem zine€natym, siranem
zine¢natym nebo napftalen-1-6-disulfonatem, vytvéarejicich
stabilni’ sole. Tyto stabilizatory vyuzivaji vyrazné inhibice
nékterych enzymatickych systémd, pfi¢emz diazochloridy
jsou méné inhibi¢ni.® Proto spole¢nost Sigma-Aldrich nyni
poskytuje stabilni roztoky fast red violet LB baze, fast blue
BB baze a nitrat sodny pro cytochemii esterazy. Pro dalsi
zjednodu$eni téchto metod jsou pfipojeny stabilni roztoky
naftol AS-D chloracetdt a a-naftyl acetat. Tyto stabilni
roztoky umoziuji zakaznikovi upravovat mnozstvi pracovni
reagencie podle potfeb a bez zbytku.

REAGENCIE

ROZTOK NAFTOL AS-D CHLOROACETAT, katalogové
¢. 911

Naftol AS-D chloracetat, 8 mg/mL a stabilizator.

ROZTOK FAST RED VIOLET LB BASE, katalogové ¢. 91-2
Fast red violet LB baze, 15 mg/mL, v 0,4 mol/l kyseliny
chlorovodikové, se stabilizatorem.

KONCENTRAT TRIZMAL™ 6,3, katalogové &. 91-3
TRIZMA® maleate, 1 mol/l, s detergentem. pH 6,3 + 0,15
pfi 25 °C.

ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogové & 91-4

Nitrid sodny, 0,1 mol/l.

CITRATOVY ROZTOK, katalogové &. 91-5
Kyselina citronova, 18 mmol/l, citrat sodny, 9 mmol/l, chlorid
sodny, 12 mmol/l s detergentem. pH 3,6 + 0,1 pfi 25 °C.

a-NAFTYL ACETAT, ROZTOK katalogové &. 91-6
o-Naftyl acetat, 12,5 mg/mL, v roztoku methanolu se
stabilizatory.

ROZTOK FAST BLUE BB BASE, katalogové ¢. 91-7
Fast blue BB baze, 15 mg/mL, v kyseliné chlorovodikoveé,
0,4 mol/l, se stabilizatorem.

KONCENTRAT TRIZMAL™ 7,6, katalogové ¢. 91-8
TRIZMA® maleate, 1 mol/l, s detergentem. pH 7,6 + 0,15
pfi 25 °C.

ROZTOK HEMATOXYLINU, GILL C. 3, katalogové & GHS-3
Certifikovany hematoxylin, 6,0 g/l, jodi¢énan sodny, 0,6 gl
siran hlinity, 52,8 g/l, se stabilizatory.

ROZTOK FLUORIDU SODNEHO, katalogové &. 91-9
Fluorid sodny, 20 g/l

ULOZENI A STABILITA:

Skladujte roztok Hematoxylinu, Gill ¢. 3 pfi pokojové
teploté (18-26 °C chranény pred svétlem. Skladujte
ostatni reagencie v ledni¢ce (2-8 °C).

Koncentrovany pufr TRIZMAL™ 6,3, koncentrovany
pufr TRIZMAL™ 7,6 a citratovy roztok lze pouzZivat,
pokud neni viditelné mikrobialné znecistén. Reagencie
jsou stabilni po dobu pouzitelnosti uvedené na Stitcich.

ZHORSENI:

Zlikvidujte koncentrat TRIZMAL™ a citratovy roztok
pokud je mikrobialné znegistén. Zlikvidujte roztok

hematoxylinu Gill €. 3, pokud zhnédne ( oxidaci vzduchem)
nebo zrudne (ztrata kyselosti).

PRIPRAVA:

Pfed pouzitim v8echny reagencie zahfejte na
pokojovou teplotu (18-26 °C). Reagencie esterdzy jsou
dodéavana pfipravena k okamzitému pouziti.

Fixativum - Citrat-Acetonovyformaldehyd: K 25 mL
citratového roztoku, katalogové ¢&. 91-5, pridejte 65 mL
acetonu a 8 mL 37 % formaldehydu. Umistéte do sklenéné
lahve a pevné uzavrete. Skladujte v lednici (2-8 °C). Pred
pouzitim zahrejte na 18-26 °C. Roztok je stabilni az 4 tydny,
je-li skladovan tésné uzavfen v lednici.

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpeénostni opatfeni pfi
manipulaci s laboratornimi reagenciemi. Odpad likvidujte v
souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy.
Viz Bezpet€nostni list k materialu, ktery uvadi aktuéini
informace o riziku, nebezpe¢i a bezpe€nosti.

US prohlaSeni o rizicich a bezpe¢nosti L

Roztok naftol AS-D chloracetat je DRAZDIVY. Mlze
tvofit vybudné peroxidy. Mlze zpusobit precitlivélost
kontaktem s pokozkou. Nadobu uchovavejte tésné
uzavienou. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Roztok Fast Red Violet LB Base je TOXICKY. Skodlivé
pfi poziti. Pfi vdechnuti jedovaty. Zpusobuje popéaleniny. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte lékafskou pomoc. PouZivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned
lékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Koncentrovany Pufr TRIZMAL™ 6,3 Upozornéni: Latka
jesté nebyla zcela otestovana. ; i i

a-Roztok naftyl acetat je HORLAVY a TOXICKY.
Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kuzi a pfi poziti. Drazdi
o¢i a pokozku. Toxicky: mozné riziko velmi vaznych
ireverzibilnich vlivd vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a
pozitim. Chrarite pfed zdrojem zapéleni - z&kaz koureni. V
pfipadé kontaktu s ogima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. PouZivejte vhodné
ochranné obleceni a rukavice. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek). .

Roztok Fast Blue BB Base je TOXICKY. Skodlivé pfi
poziti. Pfi vdechnuti jedovaty. Zplsobuje popaleniny. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte lékafskou pomoc. PouZivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned
lékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
ZasaZené organy: Jatra a ledviny. o

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Skodlivé pfi
poziti. Drazdi ogi, dychaci systém a pokozku. V pipadé kontaktu
s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Dréazdi oéi.
Opakovana expozice mlize zpusobit vysuseni a praskani
pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost a zavraté.
Udrzujte nadobu na dobfe vétraném misté. Chrarte pfed
zdrojem zapéleni - z&kaz koufeni. V pfipadé kontaktu s
oc¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledeijte
|ékarskou pomoc. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

2 % roztok fluoridu sodného. Upozornéni: Zamezte
kontaktu a vdechnuti. ZasaZené orgény: Ledviny a kosti.

Roztok formaldehydu je TOXICKY. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s kuzi a pfi poziti. Zpusobuje
popaleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Mdze
zpUsobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. Muze
zpUsobit déditné genetické poskozeni. V pfipadé kontaktu s
oc¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledeijte
lékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobre, vyhledeijte ihned Iékarskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouzivejte pouze v
dobre vétranych prostorach.

EU prohlaSeni o rizicich a bezpe¢nosti L

Roztok naftol AS-D chloracetat je DRAZDIVY. Mlze
tvofit vybudné peroxidy. Mlze zpusobit precitlivélost
kontaktem s pokozkou. Nadobu uchovavejte tésné
uzavienou. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. ’
. Roztok Fast Red Violet LB Base je SKODLIVY.
Skodlivé pfi poziti.

Koncentrovany Pufr TRIZMAL™ 6,3 Upozornéni: Latka
jesté nebyla zcela otestovana. ’

-Roztok naftyl acetat je TOXICKY. Hoflavy. Toxicky pfi
vdechnuti, v kontaktu s kizi a pfi poziti. Toxicky: mozné
riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivi vdechnutim, v
kontaktu s pokozkou a pozitim. Drazdi o¢i a pokozku.
Chrarite pfed zdrojem zapéleni - zékaz koufeni. V pfipadé
kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
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vyhledejte lékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné
oble¢eni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). . o

Roztok Fast Blue BB Base je SKODLIVY. Skodlivé
pfi poziti. ; .

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Skodlivé pfi
poziti. Drazdi ogi, dychaci systém a pokozku. V piipadé kontaktu
s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
lekarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce
hoflavy. Drazdi o¢i. Opakovana expozice mlze zpusobit
vysudeni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit
otupélost a zavraté. UdrZzujte nadobu na dobfe vétraném
misté. Chrarite pfed zdrojem zapaleni - zékaz koufeni. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc.

2 % roztok fluoridu sodného. Nevdechujte vypary.
Zamezte kontaktu s kiZi a o€ima. }

Roztok formaldehydu je TOXICKY. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s kuzi a pfi poziti. Zplsobuje
popaleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Mlize
zpusobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. V piipadé
kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a
vyhledejte lékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné
odévy, rukavice a ochranu oblieje / o¢i. V pfipadé nehody
nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned IékaFskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouzivejte
pouze v dobie vétranych prostorach.

POSTUPY

ODBER VZORKU:

DoporuCuje se provadét odbér vzorkd v souladu s
dokumentem M29-A2 smérnice NCCLS. Zadna znama
zkuSebni metoda nemuZze nabidnout Uplné zajisténi, ze
krevni vzorky nebo tk&n nebudou prenaSet infekci. Proto
v8echny krevni derivaty nebo tkariové vzorky by mély byt
povazovany za potencialné infekéni.

Krevni filmy, filmy kostni dfené, otiskové tkarové
preparaty a cytocentrifugované preparaty Ize pouzit jak pro
a-naftyl acetat esterdzu, tak pro naftol AS-D chloracetat
esterdzu. Jako antikoagulant Ize pouzit EDTA nebo
heparin.”® Zmrazené a parafinové tkarové fezy je mozné
pouzit s naftol AS-D chloracetat esterazou. o-Naftyl acetat
esterdzu Ize Uspé3né pouzit na zmrazenych tkanovych
fezech." Krevni filmy a filmy kostni dfené Ize skladovat
fixované pti pokojové teploté (18-26 °C) po dobu nékolika
tydn nebo nefixované nékolik dnd, aniz by se zménila
Geinnost.*™ Neposilejte plnou krev na testovani do jinych
laboratofi. Posilejte ustalena nebo neustalena sklicka.
Béhem prfepravy by se sklitka méla udrzovat v chladu.
Nechte filmy schnout asi hodinu pfed fixaci.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU

SOUCASTI DODAVKY:

Aceton, ACS reagencie

FORMALDEHYD, 37 % ACS

Roztok fluoridu sodného, katalogové €. 91-9 (potfebny pro
postup a-naftyl acetat esterazy s inhibici fluoridem.)

OMEZENIi POSTUPU:

Zde popisovany postup se provadi pfi 37 °C. Pokud
reagencie nejsou zpracovavany pii této teploté, mohou
reakce vést ke slabému nebo negativnimu zabarveni.
Doporu€uje se kontrolovat teplotu spravnym teplomérem.
Vodni lazen s fizenou teplotou je mnohem G¢innéjsi nez
teplo vzdu$né inkubatory a je doporuovana pro
cytochemické enzymatické metody. Pfenos tepla je
rychlejsi pres sklo nez pres umélou hmotu, z tohoto ddvodu
se doporucuje pouzit sklenéné nadoby Coplin.

VétSina enzymatickych systém( je citliva na stopy
detergentu. Umyijte sklenéné nadobi roztokem odbarvovace
a vyplachnéte dostate¢nym mnozstvim deionizované vody,
tak zamezite plisobeni detergentu na bunééné enzymy.

Fixa€ni systém popsany v ¢asti “Reagencie” obsahuje
formaldehyd. Pokud neni fixaéni prostfedek zcela odstranén
dikladnym promyvanim, mize se stat, ze zbytky aldehydu
koncentrovaného na usu$enych podloznich sklech nebo
zbytky na vlhkych sklech v inkubaénim systému zplsobi
inhibici enzymu. Aby se zabrénilo ztraté krevniho filmu
béhem procesu promyvani, nasmérujte proud vody nad
okraj podlozniho skla. Oplachnéte obé strany sklicka.

Vysledky jsou zavislé do urcitého miry na subjektivni
interpretaci. Jednotlivé laboratofe musi stanovit vlastni
bézny rozsah.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako
diagnosticka pomutcka a mély by se provéfit ve spojeni s
jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POZNAMKY:

UzZivatelé kit Sigma 390-A a 91-C musi davat pozor pfi
pouziti pufrového koncentratu TRIZMA®, katalogova ¢. 91-3



a 90-3C, protoze je lze snadno zaménit. Pouziti

nespravného pufru mize vést k negativni reakci.

POSTUP:
Popisované postupy je tfeba provadét pfi teploté 37 °C.
POSTUP NAFTOL AS-D CHLORACETAT ESTERAZA

1. Pfedem zahfejte dostate€né mnozstvi deionizované
vody pro substrat na 37 °C. Pfed pouzitim zkontrolujte
teplotu.

2. Tésné pred fixaci pfidejte 1 mL roztoku nitridu sodného
do 1 mL roztoku Fast Red Violet LB Base ve zkumavce.
Opatrné obracenim promichejte a nechejte ustat
2 minuty. Je tfeba zabranit vzniku plynovych bublinek.

3. Pridejte roztok z kroku 2 do 40 mL deionizované
predehraté vody.

4. Pridejte 5 mL koncentrovaného pufru TRIZMAL™ 6,3.
(Viz "Poznamka")

5. Pridejte 1 mL roztoku naftol AS-D chloracetat. Roztok
musi zéervenat. Opatrné promicheijte a vlijte do nadoby
Coplin.

6. Vyrovnejte teplotu fixaéniho roztoku citrato-
acetonového formaldehydu (CAF) na pokojovou
teplotu (23-26 °C). Fixujte sklicka ponofenim do
fixaéniho roztoku CAF na dobu 30 sekund.

7. Proplachnéte sklitka peclivé v tekouci deionizované

vodé na 45-60 sekund, potom vlozte do roztoku z

kroku 5. Nenechejte sklicka vyschnout.

Inkubujte 15 minut, pfi 37 °C, chrarte pred svétlem.

Po 15 minutach sklitka vyjméte a dukladné proplachnéte

v deionizované vodé na nejméné 2 minuty.

10. Provedte kontrastni barveni po dobu 2 minut v roztoku
hematoxylinu, Gill &. 3.

11. Proplachnéte ve vodovodni vodé a ususte na
vzduchu.

12. Mikroskopicky vyhodnotte. Je-li potifeba sklitka
zakryt, pouzijte pouze vodné montazni médium.

POZNAMKY
Pouzuete li nadoby Columbia, podélte mnoZzstvi
reagencif 5.

2. Jestli-ze se substrat (viz krok 5) zakali, dejte do
pokojové teploty (23-26 °C) a dobre promichejte.

3. Pokud byla sklicka fixovana a skladovana, vynecheijte
krok fixace (kroky 6 a 7) a zacnéte barvit sucha
predem fixovana skli¢ka podle kroku 8.

POSTUP o-NAFTYL ACETAT ESTERAZA
Pfedem zahrejte dostate€né mnozstvi deionizované
vody pro substrat na 37 °C. Pred pouzitim zkontrolujte
teplotu.

2. Tésné pred fixaci pfidejte 1 mL roztoku nitratu sodného
do 1 mL roztoku Fast Blue BB Base ve zkumavce.
Opatrné obracenim promichejte a nechejte ustat
2 minuty. Barva se zméni ze 8pinavé hnédé na tmavé
Zlutou. Je tfeba zabranit vzniku plynovych bublinek.

3. Pridejte roztok z kroku 2 do 40 mL deionizované

predehraté vody.

Pridejte 5 mL koncentrovaného pufru TRIZMAL™ 7,6.

Pridejte 1 mL roztoku o-Naftyl Acetat Roztok

musi zezelenat. Opatrné promichejte a vlijte do

nadoby Coplin.

6. Vyrovnejte teplotu fixaéniho roztoku citrato-
acetonového formaldehydu (CAF) na pokojovou

teplotu (23-26 °C). Fixujte sklicka ponofenim do
fixaéniho roztoku CAF na dobu 30 sekund. Sklitka
dukladné protfepejte nejméné 5 sekund.

7. Proplachnéte sklicka peclivé v tekouci deionizované

vodé na 45-60 sekund, potom vlozte do roztoku z

kroku 5. Nenechejte sklicka vyschnout.

Inkubuijte 30 minut, pfi 37 °C, chrante pred svétlem.

Po 30 minutach sklitka vyjméte a dukladné

proplachnéte v tekouci deionizované vodé na

nejméné 2 minuty.

10. Provedte kontrastni barveni po dobu 2 minut v roztoku
hematoxylinu, Gill €. 3.

11. Proplachnéte ve vodovodni vodé a ususte na
vzduchu.

12. Mikroskopicky vyhodnotte. Je-li potfeba sklitka
zakryt, pouzijte pouze vodné montazni médium.

POZNAMKY:

1. Pouzijete-li nadoby Columbia, vydélte mnozstvi
reagencii péti.

2. Jestli-ze se substrat (viz krok 5) zakali, dejte do
pokojové teploty (23-26 °C) a dobre promichejte.

3. Pokud byla sklicka fixovana a skladovana, vynecheijte
krok fixace (kroky 6 a 7) a za¢néte barvit sucha
pfedem fixovana sklicka podle kroku 8.

POSTUP DVOJIHO BARVENIi ESTERAZY
1. Provedte test a-naftyl acetat esterazy, jak je popsano
v navodu k postupu. Neprovadéijte kontrastni barvent.
2. Oplachnéte sklicka v deionizované vodé na 5 minut.
3. Provedte test naftol AS-D chloracetat esterazy podle
popsaného postupu, kroky 1-12. Vynechejte krok 6.

a1~
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POSTUP a-NAFTYL ACETAT ESTERAZA S INHIBICI
FLUORIDEM

Ackoliv a-naftyl acetat esterdza se nachazi zejména v
burkach monocytickych linif, pokud je postup proveden podle
tohoto navodu, mélo by se prokazat, ze megakaryocytey a
erytroidni prekurzory jsou na tento enzym pozitivni.'* Lymfocyty
a nékteré zralé granulocyty vykazuji nékdy téz pozitivitu.® Aby
bylo mozné tyto burky presveédcivé odlisit od monocytu, je do
inkubaéniho systému zapojen fluorid sodny. Enzym monocytu
je pitomnosti této slouceniny inaktivovan.' Nasleduijici postup je
uréen k provedeni inhibiéniho testu fluoridu.

1. Do 2 mL roztoku Fast Blue BB Base pfidejte 2 mL
roztoku nitratu sodného. Prevracenim opatrné
promicheijte. Nechejte ustat 2 minuty.

2. Opatfete titkem A a B 2 kadinky a pfidejte nasleduijici:

Kadinka A | Kadinka B
Predehréatou, na 37 °C
deionizovanou vodu 40 mL 40 mL
Diazotizovanou Fast Blue BB
z kroku 1 2mL 2mL
Koncentrovany Pufr 5mL 5mL
TRIZMAL™ 7,6
Roztoku a-Naftyl Acetat 1mL 1mL
roztoku fluoridu sodného — 1mL

3. Dobre promichejte a nalijte do nadob Coplin
oznac¢enych A a B.

4. Pokratujte podle krokt 6-12 popsanych v postupu
a-Naftyl acetat esterazy.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

BODOVACI METODA:

Prohlédnéte film a vyberte tenkou oblast s nékolika
erytrocyty. Oblasti s aktivitou Naftol A S-D Chloracetat
Esterazy se zobrazi jako svétle ervené zrnéni, o-naftyl acetat
esteraza jako ¢erné zrnéni. Vyhodnotte stupnici od 0 do 4 +
na zakladé mnozstvi a intenzity konkrétniho barviva uvnitt
cytoplazmy téchto typl bunék. Charakteristiky bodovani jsou
zavislé na subjektivni interpretaci. Navrhované usporadani
bodovani je uvedeno v tabulce 1. Zavéry jsou primérovany
na relativni pfitomnost nebo nepfitomnost zabarveni.

TABULKA |
Charakteristiky bodovani
Hodnoceni Intenzita
bunék zabarveni Interpretace
0 Zadné -
1+ Nejasné az stredni +
2+ Stredni az silné +
3+ Silné +
4+ Velmi silné +

OCEKAVANE VYSLEDKY: NAFTOL AS-D
CHLORACETAT ESTERAZA

(Fast Red Violet LB) - Tento enzym je obvykle
povazovan jako specificky pro buriky granulocytickych linif.
Oblasti aktivity vykazuji jasné ¢ervené zrnéni. Slaba aktivita
nebo jeji nepfitomnost je v monocytech a lymfocytech.

o-NAFTYL ACETAT ESTERAZA:

(Fast Blue BB) - Enzym je detekovan zejména v
monocytech, makrofazich a histocytech a je nepfitomen
témeér ve v8ech granulocytech. Monocyty musi vykazovat
¢erné zrnéni. Lymfocyty mohou aktivitu vykazovat obéasné.

POSTUP o-NAFTYL ACETAT ESTERAZA S INHIBICI
FLUORIDU

V&echny monocytické linie jsou na enzymatickou
aktivitu negativni, s vyjimkou rozliSenych histiocytd nebo
specializovanych makrofagtl v tkani, kterd mize byt na
fluorid sodny rezistentni."

DVOJi BARVENI ESTERAZY

Vzorky, na kterych byla provedena procedura dvojittho
barvent, vykazujl’ granulocyty s Cervenym zrnénim a
monocyty s ¢ernym zrnénim.

POZNAMKA: Roztok Fast Blue BB Base, katalogové
€. 91-7 Ize nahradit roztokem Fast Red Violet LB Base,
katalogové €. 91-2, jestlize pro naftol AS-D chloracetat
esterazu preferujete modre zbarvené zrnéni.

KONTROLA KVALITY:

Reagen¢ni systém je tfeba monitorovat pouzitim
pozitivnich a negativnich kontrolnich skli¢ek.

Pozitivni kontrolni” skiitka Ize pfipravit z leukemickych
vzorkl nebo bunéénych linii, které jsou prokazany jako
pozitivni. Bun&né linie Ize ziskat z Amerického registru kultur
(ATCC), kultivované, zmrazené a uchovavané v tekutém
nitrogenu. Vhodné jako pozitivni kontroly jsou: A-937,

2-CZ

derivovanad z lidského histiocytického lymfomu, pro
nespecifickou esterazu; promyelocyticka linie HL-60, pro naftol
AS-D chloracetat esterazu; a Molt-4, derivovana z T-bunécné
leukémie, pro a-naftyl acetat esterazu. Dal$i bunééné linie pro
spravné provedeni procedur naleznete v literature.

Déle Ize pouzit antikoagulovanou krev z normélnich
vzork(l (pfednostné se zvySenym poctem monocytl, kdyz
se jedna o postup a-naftyl acetat esterazy); avdak tyto linie
budou vykazovat slabsi intenzitu zabarveni a budou mit
mensi pocet pozitivnich bunék.

Znama negativni sklicka pacienttl Ize pouzit jako negativni
kontrolu. Nejsou-li k dispozici, Ize, k docileni pozadovanych
vysledku, vzorky barvit v inkubaéni smési s vynechanim
substratu. Doporuguje se vSak pouzit vy$e uvedené.

Pokud se zjisténé vysledky li§i od ocekavanych,
kontaktujte prosim technické sluzby spole¢nosti Sigma-
Aldrich za ucelem konzultace.
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