SIGMA-ALDRICH’

LYMFOCYTICKE ENZYMY
(Postup ¢&. 181)

POUZITI

Kity lymfocytické enzymy Sigma-Aldrich jsou uréeny k
pouziti v prokazovani kyselé fosfatazy (Kit ¢. 181-A), a-naftyl
butyrat esterazy (Kit ¢. 181-B) nebo B-glukuronidazy (Kit ¢. 181-C)
v krevnich filmech, filmech kostni dfené a otiskovych tkanovych
preparatech. Reagencie lymfocytické enzymy jsou uréena k
pouziti v “diagnostice in vitro.”

Rozbor zrani norméalnich T-bunék na jednotliva stadia
pomoci cytochemie enzymu a monoklonélnich protilatek
prokéazal, ze T-bunétné malignity odrazeji stejnou
ontogenetickou diverzitu."™ Tyto nalezy ve vét§iné pfipadu
podporuji zavér, ze T-bunétné neoplazie reflektuji zastaveni
zrani béhem normalniho vyvoje.

Série OKT® monoklonalnich protilatek rozpoznavajicich
T-bunééné povrchové antigeny vykresluji prothymocyty /
thymocyty ze zralych T-bunék. Podobné, vétsina T-bunék
periferni krve a lymfatické tkané, jsou-li barveny enzymy,
napriklad kyselou fosfatazou (AcP), B-glukuronidazou (BG) a
a-naftyl butyrat esterazou (a-NB), zobrazuje charakteristicke,
stafi odpovidajici, cytochemické profily. AcP je ziskavana
pomoci ranych fetélnich thymocyti a je zadrzovana T-
bunéénou diferenciaci.’** BG, objevuijici se v pozdéjsim vyvoji,
se nachazi v posttéhotenskych thymocytech, zralych
cirkulujicich T-burikach' a muze byt skuteény Pan T-enzym.'®®
Epitop a-NB, reaguijici pfi pH rozsahu (5,7-6,0) je exprimovan
zralymi T-burikami a medularnimi thymocyty.®® Z téchto
vysledkl, Basso a kol.,” navrhli schéma zrani, pficemz
diferenciace T-bunék se vyviji z AcP+, BG-, a-NB- na AcP+,
BG+, a-NB- a nakonec AcP+, BG+, a-NB+.

Vétsina zralych T-bunék, definovano burikami éervenych
krvinek ovce, zobrazuji zfetelny fokalni (teCkovany) vzor pi
barveni AcP, BG a a-NB?'# a exprimuji povrchové receptory pro
IgM (T, T, Fer).® Jsou charakterizovany pomoci difizniho /
granularniho barviva a exprimuji receptory pro IgG (Tg, gFcr).**
Existuji za&znamy, ze subsety Ty,/Tg mohou prekryvat subsety
OKT-4/OKT-8 (pomocny supresor). Bylo hlaseno”?
neshodnych (daji ohledné této pribuznosti.*** Momentané to
vypadé, ze fenotypy enzymu napomahaji zejména pfi uréovani
stadia zastaveni zrani v T-bunéénych malignitach a umoznujf
rozli$eni mezi T-, B- a ne-T/ne-B lymfoproliferativnimi chorobami.

Popsany postup umoznuje rozbor rozdéleni T-bunék do
tfi samostatnych fazi vyvoje. Tyto techniky nevylu€uji pouziti
monoklonalnich protilatek pro fenotypové analyzy, jsou-li ve
shodé mohou pfispét k dal$im informacim ohledné povahy
T-bunéénych lymfoproliferativnich chorob.

Reakce v seznamu nize, o-naftyl butyrat esteraza
prokazuje rovnéz aktivitu nespecifické esterazy v monocytech
a makrofazich. Tomuto G¢elu je k dispozici nékolik riznych
metod. Metoda popsana nize neni specificka pro monocyty a
makrofagy, protoze pH inkubacniho média bylo upraveno k
prokazani fokalniho (te¢kovaného) barvictho vzoru v
nékterych lymfocytech. a-naftyl butyrat esterdza je méné
citliva nez postup a-naftyl acetat esterazy. Sigma nabizi pro
postupy vice citlivé na monocyty dva kity esterazy,
katalogova €. 90-A1 a 91-A. Tyto kity obsahuji i navod k
prokazani a-naftyl acetat esterazy s inhibici fluoridem.

Podle postupl Sigma-Aldrich, jsou cytocentrifugované
preparaty nebo filmy fixovany v roztoku citrat-aceton-
formaldehydu. Kysela fosfataza, a-naftyl butyrat esteraza a
B-glukuronidaza jsou potom vizualizovany pomoci nasledujicich
principt sou€asného zachycovani.

Kysela foasfataza:

Naftol AS-BI AcP Nerozpustny chromogenni
fosfat W Kompex Naftol AS-BI-GBC
(Cerveno-fialovy)

o-Naftyl butyrat esteraza:

o-Naftyl oNB Nerozpustny chromogenni
butyrat Hexazotizovany a-Naftyl-HPR
Komplex pararosanilinu (€erveno-hnédy)

B-Glukuronidaza:

o-Naftol AS-BI BG Nerozpustny chromogenni
B-p-glukuronid  Hexazotizovany Naftol AS-BI-HPR
Komplex pararosanilinu (Cerveny)

REAGENCIE

o-NAFTYL BUTYRAT, ROZTOK katalogové &. 180-1
o-Naftyl burytat, 2,4 g/mL, v roztoku methanolu se stabilizatory.

ROZTOK NAFTOLU AS-BI A KYSELINY FOSFORECNE,
katalogové ¢. 180-2

Kyselina fosfore¢na a naftol AS-BlI, 4 g/l, v roztoku methanolu
se stabilizatory.

ROZTOK NAFTOL AS-BI, KYSELINA B-p-GLUKURONICKA,
katalogové €. 180-3

Kyselina B-b-glukuronicka a naftol AS-BI, 2,5 g/l, v roztoku
methanolu se stabilizatory.

ROZTOK PARAROSANILINU, katalogové ¢. 180-4
Pararosanilin, 40 g/l, ve 2 mol/l kyseliny chlorovodikoveé.

ROZTOK FAST GARNET GBC BASE , katalogové ¢. 387-2
Fast garnet GBC base, 7,0 mg/mL, v kyseliné chlorovodikové,
0,4 mol/l, se stabilizatorem.

ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogové &. 91-4
Nitrid sodny, 0,1 mol/l.

TABLETY NITRIDU SODNEHO, katalogové &. 180-9
Nitrid sodny 250 mg v jedné tableté.

CITRATOVY ROZTOK, katalogové ¢. 91-5
Kyselina citronova, 18 mmol/l, citrat sodny, 9 mmol/l, chlorid
sodny, 12 mmol/l s detergentem. pH musi byt 3,6 + 0,1.

ROZTOK ACETATU, katalogové ¢. 386-3
Acetatovy pufr, 2,5 mol/l, pH 5,2.

FOSFATOVY PUFR, katalogové ¢. 180-5
Fosfore¢nan sodny a draselny.

ROZTOK METHYLENOVE MODRE, katalogové &. 180-8
Methylenova modr, 1,4 % (w/v) v 95 % ethanolu.

ULOZENI A STABILITA:

Uchovavejte roztoky o-naftyl butyrat, naftol AS-BI
kyselina fosfore¢na a naftol AS-BI kyselina B-p-Glukuronicka v
mrazni¢ce pod 0 °C. Pred pouzitim zahrejte roztoky na teplotu
37 °C a dobfe promichejte. Zlikvidujte reagencie, jestlize
dostanou Zlutou barvu nebo se v nich utvofi srazeniny.

Uchovavejte pararosanilinovy roztok, fosfatovy pufr,
tablety nitritu sodného a roztok methylenové modre pfi
pokojové teploté (18-26 °C), chranéné pred svétlem.

Skladujte roztoky Fast Garnet GBC Base, nitritu
sodného, acetatu a fosfatového pufru v lednici (2-8 °C).

Stitek reagencie uvadi datum pouzitelnosti.

Roztok nitritu sodného a citratu sodného je vhodny pro
pouziti bez viditelného mikrobialniho ristu.

ZHORSENi:

Zlikvidujte roztoky a-naftyl butyrat, naftyl AS-BI kyseliny
fosfore¢né a naftol AS-BI kyseliny B-p-Glukuronické, jestlize
reagencie zezloutnou nebo se v nich utvofi srazeniny.

Zlikvidujte pararosanilinovy roztok, jestlize se po pridani
roztoku nitrit sodného nezabarvi do Zluta.

Roztoky nitridu sodného a fosfatového pufru je treba
zlikvidovat, jakmile se zakali.

PRIPRAVA:

Zahtejte roztoky a-naftyl butyrét, naftol AS-Bl kyselina
fosfore¢na a naftol AS-BlI kyselina B-p-Glukuronicka na 37 °C.

Roztok z tablet nitridu sodného, 4 g/dl se pfipravi
rozpusténim 1 tablety v 6,25 mL deionizované vody. Uchovéavejte
roztok pevné uzavien pii 2-8 °C. Pfed pouzitim zahfejte na
pokojovou teplotu. Zlikvidovat, kdyZ se objevi zakaleni.

Roztok fosfatového pufru se pfipravi rozpusténim obsahu
fosfatového pufru, katalogove €. 180-5, v 500 mL deionizované
vody. Pufr ma koncentraci 0,067 mol/l, pH 7,7 pii 25 °C.
Skladujte v lednici (2-8 °C). Zlikvidujte, je-li mikrobialné
znegisténo.

POZNAMKA: Mikrobialni rist Ize odstranit prefiltrovanim
pres filtrovaci jednotku 0,22 mikronut.

Kontrastni barvivo methylenova modr se pfipravi pfidanim
5 mL roztoku methylenové modre, katalogové ¢. 180-8, do
45 mLdeionizované vody. Dobfe promichat. Pfipravovat
denné Cerstvy. ) .

FIXATIVUM - CITRAT-ACETONOVY FORMALDEHYD:
K 25 mL citratového roztoku, katalogové ¢. 91-5, pridejte 65 mL
acetonu a 8 mL 37 % formaldehydu. Umistéte do sklenéné
lahve a pevné uzaviete. Skladujte v lednici (2-8 °C). Pred
pouzitim zahrejte na 23-26 °C. Pokud je skladovan pevné
uzavien a v lednici, je stabilni

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpecnostni opatreni pfi
manipulaci s laboratornimi reagenciemi. Odpad likvidujte v
souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy. Viz
Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktualni informace o
riziku, nebezpeti a bezpe€nosti.

US prohla$eni o rizicich a bezpe¢nosti i

Roztok a-naftyl butyrat je HORLAVY a TOXICKY. Toxicky
pfi vdechovani, pfi styku s kizi a pfi poziti. Toxicky: mozné
riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivi vdechnutim, v
kontaktu s pokozkou a pozitim. Drazdi o¢i a pokozku. Nadobu
uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pfed zdrojem zapaleni
- zékaz koureni. Pfijméte pfislusna bezpecnostni opatieni
proti vybojum statické elektfiny. Zamezte kontaktu s kuzi.
Pouzivejte vhodné ochranné oble¢eni a rukavice. V pfipadé

1-CZ

nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned
lékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). i

Roztok naftolu AS-BI kyseliny fosfore¢né je HORLAVY
a TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kizi a pfi
poziti. Toxicky: mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich
vlivi vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Drazdi
o¢i a pokozku. Chrante pred zdrojem zapaleni - zakaz
kourent. V piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. PouZivejte
vhodné ochranné oblegeni a rukavice. V pfipadé nehody
nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

_Roztok naftolu AS-BI kyseliny B-p-Glukuronické je
HORLAVY a TOXICKY. Skodlivy pfi vdechnuti a spolknuti.
Drézdi o¢i a pokozku. Udrzujte mimo zdroju zapaleni -
zakaz koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte
velkym mnozstvim vody a vyhledejte |ékarskou pomoc.
Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned
lékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztok pararosanilinu je TOXICKY. Pfi vdechnuti
jedovaty. Zpusobuje popaleniny. Mlze zpusobit rakovinu. V
pripadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte |ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned
|ékar'skou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Zasazené
organy: Jatra a §titna zlaza. California Prop 65 karcinogen.

Zamezte kontaktu a vdechnuti fosfatoveho pufru,

Roztok methylenové modfe je HORLAVY a DRAZDIVY.
Drazdi o¢i, dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovaveijte
tésné uzavienou. Chrarite pfed zdrojem zapéleni - zakaz
koureni. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte |ékafskou pomoc. PouZivejte
vhodné ochranné odévy. ) )

Tablety nitridu sodného jsou TOXICKE, OXIDACNI a
nebezpetné pro Zivotni prostfedi. Kontakt se zapalnym
materidlem mulze zpUsobit pozar. Toxicky pfi poziti. Velmi
toxicky pro vodni organizmy. Uchovévejte mimo dosah
zapalného materialu. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obli¢eje / o&i. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek). Zabrarite Gniku do
zivotniho prostfedi. Viz speciélni instrukce / bezpecnostni listy.

Sl Fast Gamet GBC Base je TOXICKA. Skodlivé pri
poziti. Pfi vdechnuti jedovaty. ZpUsobuje popaleniny. Muze
zpusobit rakovinu. V pfipadé kontaktu s oima, ihned
promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a
ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Acetatovy roztok - upozornéni: Latka jesté nebyla
zcela otestovana. ’ L

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi oci.
Opakované expozice muze zpusobit vysuseni a praskani
pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost a zavraté.
Udrzujte nadobu na dobfe vétraném misté. Chrante pred
zdrojem zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s
ocima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
Iékar'skou pomoc. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Roztok formaldehydu je TOXICKY. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s kuzi a pfi poziti. Zplsobuje
popaleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Miize
zpusobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. Muze
zpusobit dédicné genetické poskozeni. V pfipadé kontaktu
s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte 1ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné
odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé nehody
nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). PouZivejte
pouze v dobfe vétranych prostorach.

EU Prohlasenf o rizicich a bezpe¢nosti (Upozornéni: Latka
jesté nebyla zcela otestovana) ’

Roztok a-naftyl butyrat je TOXICKY. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s kizi a pfi poziti. Toxicky: mozné
riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivi vdechnutim, v
kontaktu s pokozkou a pozitim. Pouzivejte vhodné
ochranné oble¢eni a rukavice. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek). i

Roztok naftol AS-BI kyselina fosfore¢na je TOXICKY.
Hoflavy. Toxicky pfi vdechnuti, v kontaktu s kizi a pfi poziti.
Toxicky: mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich vliva
vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Drazdi oc¢i a
pokozku. Chrarite pfed zdrojem zapéleni - zékaz koureni. V
pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou pomoc. Pouzivejte
vhodné ochranné oble¢eni a rukavice. V piipadé nehody
nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).



Roztok naftol AS-BI kyselina B-p-Glukuronicka je

TOXICKY. Hotlavy. Skodlivy pfi vdechnuti, v kontaktu s kizi

a pfi poziti. Drazdi o¢i a pokozku. V pfipadé kontaktu s
oc¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztok pararosanilinu je DRAZDIVY. Drazdi o¢i, dychaci
systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned
promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné oble¢eni a rukavice.

Fosfatovy pufr Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela
otestovana. ; i

Roztok methylenové modre je VYSOCE HORLAVY.
Vysoce hoflavy. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou.
Chrante pred zdrojem zapalenl - zékaz koufeni.

Tablety nitridu sodného jsou TOXICKE, OXIDACNI a
nebezpeéné pro Zzivotni prostredi. Kontakt se zapalnym
materidlem muze zpusobit pozar. Toxicky pfi poziti. Velmi
toxicky pro vodni organizmy. V pfipadé nehody nebo pokud
se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékar'skou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). Zabrante Uniku do Zivotniho
prostredi. Viz specialni instrukce / bezpecnostnl listy.

Stl Fast Garnet GBC Base je TOXICKA. Skodlivé pfi
poziti. Muze zpusobit rakovinu. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned lékarskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Acetatovy roztok - upozornéni: Latka jesté nebyla zcela
otestovana. ; i L

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce
hoflavy. Drazdi o¢i. Opakovana expozice mlze zpGsobit
vysu$eni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit
otupélost a zavraté. Udrzujte nadobu na dobfe vétraném
misté. Chrante pred zdrojem zapaleni - zékaz koufeni. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledeijte Iékai'skou pomoc.

Roztok formaldehydu je TOXICKY. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s kizi a pfi poziti. Zplsobuje
popéleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Mdze
zpusobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. V pfipadé
kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte 1ékafskou pomoc. PouZivejte vhodné ochranné
odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V piipadé nehody
nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékafskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouzivejte pouze
v dobre vétranych prostorach.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporu¢uje se provadét odbér vzorki v souladu s
dokumentem M29-A2 smérnice NCCLS. Z&dna znama
zku$ebni metoda nemlze nabidnout Uplné zajisténi, ze
krevni vzorky nebo tkan nebudou prenadet infekci. Proto
v§echny krevni derivaty nebo tkanové vzorky by mély byt
povazovany za potencialné infeként.

Krev se mize shromazdovat v heparinu nebo EDTA.
Po fixaci skli¢ek Ize skladovat pfi pokojové teploté po dobu
nejméné 2 tydnd. Maji-li se izolovat mononuklearni buriky
pomoci HISTOPAQUE®1077, separaci je treba provést
béhem 4 hodin, ackoliv pfiméfena regenerace byla
zaznamenana i po 24 hodinach.® Krevni filmy, zejména z
leukopenickych jedinc(, se pro tyto procedury nedoporuguiji,
protoze hodnoceni tohoto materialu je Casové naro¢né.
Cytocentrifugované nebo buffy coat preparaty jsou
doporucované. Filmy kostni dfené a otiskové tkanové
preparaty nepredstavuji zadny problém, jsou-li hodnoceny
pod mikroskopem.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU
SOUCASTI DODAVKY:

Aceton, ACS reagencie

Formaldehyd

Formaldehyd, 37 %

Vodni lazen schopna udrzovat teplotu 37 °C, chranéna pred
svétlem

POZNAMKY:

Ke kazdému testu je tfeba pripojit buriky zdravych darct.

Buriky izolované na gradienty polysachar6zy-diatrizoatu
sodného Ize pro kontrolni Gely uchovavat v tekutém nitrogenu
(LNy). K provedeni je tieba 1 x 107 - 108 bunék zmrazit pfi
1+ 0,3 °C po dobu jedné minuty v médiu s obsahem 50 %
fetalniho teleciho séra, 40 % RPMI-1640 (nebo jiné tekuting
tkanové kultury) a 10 % dimethylsulfoxidu (DMSO). Lze je
skladovat v tekuté nebo plynné formé LN,.

Sklicka je treba vyhodnocovat pfi zvétseni 1000X. Filtry
dydimium mohou vylep$it vyrazné barvu difazniho
zabarveni a-NB.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako
diagnostickd pomucka a mély by se provéfit ve spojeni s
jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
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POSTUP KYSELE FOSFATAZY:

Reagencie

Roztok naftol AS-Bl kyselina fosfore¢na, katalogové ¢. 180-2
ROZTOK FAST GARNET GBC BASE , katalogové ¢. 387-2
ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogove ¢.91-4
CITRATOVY ROZTOK, katalogove ¢. 91-5

Roztok acetatu, katalogové ¢. 386-3

ROZTOK METHYLENOVE MODRE, katalogové ¢. 180-8

1. Predem zahrejte dostate¢né mnozstvi denni spotfeby
deionizované vody na 37 °C.

2. Tésné pred fixaci pfidejte 1 mL roztoku nitridu sodného,
katalogoveé ¢. 91-4, do 1 mL roztoku Fast Garnet GBC
Base, katalogové €. 387-2. Protfepanim opatrné
promichejte a nechejte ustat nejméné 2-5 minuty.

3. Pridejte roztok z kroku 2 do 38 mL deionizované
predehraté vody.

4. Pridejte roztok acetatu, katalogové ¢&. 386-3.

5.  Pridejte 5 mL roztoku naftol AS-BI kyselina fosfore¢na,
katalogové ¢. 180-2. Dobre promichejte a nalifte do
nadoby Coplin. Roztok dostane Zlutou barvu. Tvorba
srazenin v roztoku znamenéa zhorseni kvality roztoku.

6. Fixujte sklitka na 30 sekund ve fixacnim roztoku citrat-
aceton-formaldehyd pfi pokojové teploté (23-26 °C).
Opatrné proplachnéte v deionizované vodé na
45-60 sekund. Nenechejte sklitka vyschnout.

7. lhned po omyti umistéte sklicka do roztoku z kroku 5
a inkubuijte 1 hodinu pfi 37 °C.

POZNAMKA: Jestlize sklitka nevlozite po fixaci do
inkubaéniho roztoku, je tfeba je nechat uschnout na
vzduchu na nejméné 45 minut.

8. Po 1 hodiné vyjméte sklitka z nédoby Coplin a
proplachnéte nejméné 2 minuty ve vodovodni vodé.
Barvici roztok zlikvidujte.

9. Pred kontrastnim barvenim nechejte sklitka uschnout
po dobu nejméné 15 minut.

10. Provedte kontrastni barveni po dobu 2 minut v
kontrastnim barvivu methylenova modr.
11.  Oplachnéte v deionizované vode

POSTUP o-NAFTYL BUTYRAT ESTERAZA:

Reagencie

o-NAFTYL BUTYRAT, ROZTOK katalogove ¢. 180-1
ROZTOK PARAROSANILINU katalogové ¢&. 180-4
ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogove ¢. 180-9
FOSFATOVY PUFR, katalogove ¢. 180-5

ROZTOK METHYLENOVE MODRE, katalogové &. 180-8
CITRATOVY ROZTOK, katalogové &. 91-5

1. Zahtejte roztok fosfatového pufru na 37 °C.

2. Tésné pred fixyci pridejte 1,5 mL roztoku z tablet
nitridu sodného do 1,5 mL roztoku pararosanilinu,
katalogové ¢. 180-4. Opatrné promichejte protfepanim
a nechejte ustat nejméné 5 minut, potom pfidejte do
40 mL pfedehratého roztoku fosfatového pufru.

3. Pridejte 5 mL roztoku a-naftyl butyrat katalogové ¢. 180-1

4. Opatrné promichejte a vlijte do nadoby Coplin.
Roztok dostane Zlutou barvu. Tvorba srazenin v
roztoku znamena zhorseni kvality roztoku.

5. Fixujte sklicka na 10 sekund ve fixaénim roztoku citrat-
aceton-formaldehyd pfi pokojové teploté (23-26 °C).
Opatrné proplachnéte v deionizované vodé na
45 sekund. Nenechejte sklitka vyschnout.

6. Ihned po omyti umistéte sklitka do roztoku z kroku 4
a inkubujte 1 hodinu pfi 37 °C.

POZNAMKA: Jestlize sklitka nevlozite po fixaci do
inkubac¢niho roztoku, je tfeba je nechat uschnout na
vzduchu na nejméné 45 minut.

7. Po 1 hoding vyjméte sklicka z nadoby Coplin a

proplachnéte nejméné 2-3 minuty ve vodovodni

vodé. Barvici roztok zlikviduijte.

8. Pred kontrastnim barvenim nechejte sklitka uschnout
po dobu nejméné 15 minut.

9. Provedte kontrastni barveni po dobu 5 minut v
kontrastnim barvivu methylenova modr.

10. Oplachnéte v deionizované vodé

POSTUP B-GLUKURONIDAZA:

Reagencie

Naftol AS-BI kyselina B-p-Glukuronicka, katalogové ¢. 180-3
ROZTOK PARAROSANILINU, katalogové ¢. 180-4
ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogové ¢. 180-9
Roztok acetatu, katalogové ¢. 386-3

ROZTOK METHYLENOVE MODRE, katalogové ¢&. 180-8
CITRATOVY ROZTOK, katalogové ¢. 91-5

1. Predem zahfejte dostate¢né mnozstvi denni spotfeby
deionizované vody na 37 °C.

2. Tésné pred fixaci pfidejte 0,5 mL roztoku z tablet
nitridu sodného do 0,5 mL roztoku pararosanilinu,
katalogové ¢. 180-4. Opatrné promichejte protfepanim
a nechejte ustat nejméné 5minut, potom pridejte do
38 mL predehréaté deionizované vody.

3. Pridejte 5 mL roztok acetatu, katalogove ¢. 386-3
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4. Pridejte 5 mL roztoku naftol AS-Bl kyselina
B-p-Glukuronicka, katalogové ¢. 180-3

5. Opatrné promichejte a vlijte do nadoby Coplin. Roztok
dostane Zlutou barvu. Tvorba sraZzenin v roztoku
znamend zhor$eni kvality roztoku.

6. Fixujte sklitka na 30 sekund ve fixaénim roztoku citrat-
aceton-formaldehyd pfi pokojové teploté (23-26 °C).
Opatrné proplachnéte v deionizované vodé na
45 sekund. Nenechejte sklitka vyschnout.

7. lhned po omyti umistéte sklicka do roztoku z kroku 5
a inkubujte 90 minut pfi 37 °C, chrante pfed svétlem.
POZNAMKA: Jestlize sklitka nevlozite po fixaci do
inkubaéniho roztoku, je tfeba je nechat uschnout na
vzduchu na nejméné 45 minut.

8. Po 90 minutach vyjméte sklicka z nadoby Coplin a
proplachnéte nejméné 2-3 minuty ve vodovodni vodé.
Barvici roztok zlikvidujte.

9. Pred kontrastnim barvenim nechejte sklitka uschnout
po dobu nejméné 15 minut.

10. Provedte kontrastni barveni po dobu 3 minut v
kontrastnim barvivu methylenova modr.
11.  Oplachnéte v deionizované vodé

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

KYSELA FOASFATAZA: Fokalni (tetkovang) zabarveni
lymfocytl naznacuje thymickeé linie (T-bunécné).
a-NAFTYL BUTYRAT ESTERAZA: Fokalni (te¢kovany)
barvici vzor pozorovany v nékterych lymfocytech je
spojovan se zralymi T-burkami nesoucimi receptory Fc pro
IgM. Tento subset do jist¢ miry prekryvad populaci T-
pomocnych bunék, ale neni zcela spravnou mirou pomocné
funkce. Difazni nebo granularni zabarveni lymfocyt( souvisi
s Casti Fc IgG a do jisté miry prekryva T supresor bunééné
populace.
B-GLUKURONIDAZA: Pozitivni zbarveni se zobrazuje v
souvislosti se zralymi thymocyty, cirkulujicimi T-burikami a
subpopulaci nezralych B-bunék. Fokalni (te¢kovany) a
difdzni granularni vzor se svym zpusobem podoba a-naftyl
butyrar esteraze. Monocyty a granulocyty jsou obvykle
negativni.

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