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POUéITÕ
Kity lymfocytickÈ enzymy Sigma-Aldrich jsou urËeny k

pouûitÌ v prokazov·nÌ kyselÈ fosfat·zy (Kit Ë. 181-A), α-naftyl
butyr·t ester·zy (Kit Ë. 181-B) nebo fl-glukuronid·zy (Kit Ë. 181-C)
v krevnÌch filmech, filmech kostnÌ d¯enÏ a otiskov˝ch tk·Úov˝ch
prepar·tech. Reagencie lymfocytickÈ enzymy jsou urËena k
pouûitÌ v ìdiagnostice in vitro.î

Rozbor zr·nÌ norm·lnÌch T-bunÏk na jednotliv· st·dia
pomocÌ cytochemie enzym˘ a monoklon·lnÌch protil·tek
prok·zal, ûe T-bunÏËnÈ malignity odr·ûejÌ stejnou
ontogenetickou diverzitu.1ñ14 Tyto n·lezy ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘
podporujÌ z·vÏr, ûe T-bunÏËnÈ neoplazie reflektujÌ zastavenÌ
zr·nÌ bÏhem norm·lnÌho v˝voje.

SÈrie OKTÆ monoklon·lnÌch protil·tek rozpozn·vajÌcÌch
T-bunÏËnÈ povrchovÈ antigeny vykreslujÌ prothymocyty /
thymocyty ze zral˝ch T-bunÏk. PodobnÏ, vÏtöina T-bunÏk
perifernÌ krve a lymfatickÈ tk·nÏ, jsou-li barveny enzymy,
nap¯Ìklad kyselou fosfat·zou (AcP), fl-glukuronid·zou (BG) a 
α-naftyl butyr·t ester·zou (α-NB), zobrazuje charakteristickÈ,
st·¯Ì odpovÌdajÌcÌ, cytochemickÈ profily. AcP je zÌsk·van·
pomocÌ ran˝ch fet·lnÌch thymocyt˘ a je zadrûov·na T-
bunÏËnou diferenciacÌ.15ñ16 BG, objevujÌcÌ se v pozdÏjöÌm v˝voji,
se nach·zÌ v posttÏhotensk˝ch thymocytech, zral˝ch
cirkulujÌcÌch T-buÚk·ch17 a m˘ûe b˝t skuteËn˝ Pan T-enzym.18ñ20

Epitop α-NB, reagujÌcÌ p¯i pH rozsahu (5,7ñ6,0) je exprimov·n
zral˝mi T-buÚkami a medul·rnÌmi thymocyty.18ñ20 Z tÏchto
v˝sledk˘, Basso a kol.,16 navrhli schÈma zr·nÌ, p¯iËemû
diferenciace T-bunÏk se vyvÌjÌ z AcP+, BG-, α-NB- na AcP+,
BG+, α-NB- a nakonec AcP+, BG+, α-NB+.

VÏtöina zral˝ch T-bunÏk, definov·no buÚkami Ëerven˝ch
krvinek ovce, zobrazujÌ z¯eteln˝ fok·lnÌ (teËkovan˝) vzor p¯i
barvenÌ AcP, BG a α-NB21,22 a exprimujÌ povrchovÈ receptory pro
IgM (TM, Tµ, Fcr).23 Jsou charakterizov·ny pomocÌ dif˙znÌho /
granul·rnÌho barviva a exprimujÌ receptory pro IgG (Tg, gFcr).9,23

ExistujÌ z·znamy, ûe subsety TM/TG mohou p¯ekr˝vat subsety
OKT-4/OKT-8 (pomocn˝ supresor). Bylo hl·öeno17ñ20

neshodn˝ch ˙daj˘ ohlednÏ tÈto p¯Ìbuznosti.9,23,24 Moment·lnÏ to
vypad·, ûe fenotypy enzymu napom·hajÌ zejmÈna p¯i urËov·nÌ
st·dia zastavenÌ zr·nÌ v T-bunÏËn˝ch malignit·ch a umoûÚujÌ
rozliöenÌ mezi T-, B- a ne-T/ne-B lymfoproliferativnÌmi chorobami.

Popsan˝ postup umoûÚuje rozbor rozdÏlenÌ T-bunÏk do
t¯Ì samostatn˝ch f·zÌ v˝voje. Tyto techniky nevyluËujÌ pouûitÌ
monoklon·lnÌch protil·tek pro fenotypovÈ anal˝zy, jsou-li ve
shodÏ mohou p¯ispÏt k dalöÌm informacÌm ohlednÏ povahy 
T-bunÏËn˝ch lymfoproliferativnÌch chorob.

Reakce v seznamu nÌûe, α-naftyl butyr·t ester·za
prokazuje rovnÏû aktivitu nespecifickÈ ester·zy v monocytech
a makrof·zÌch. Tomuto ˙Ëelu je k dispozici nÏkolik r˘zn˝ch
metod. Metoda popsan· nÌûe nenÌ specifick· pro monocyty a
makrof·gy, protoûe pH inkubaËnÌho mÈdia bylo upraveno k
prok·z·nÌ fok·lnÌho (teËkovanÈho) barvicÌho vzoru v
nÏkter˝ch lymfocytech. α-naftyl butyr·t ester·za je mÈnÏ
citliv· neû postup α-naftyl acet·t ester·zy. Sigma nabÌzÌ pro
postupy vÌce citlivÈ na monocyty dva kity ester·zy,
katalogov· Ë. 90-A1 a 91-A. Tyto kity obsahujÌ i n·vod k
prok·z·nÌ α-naftyl acet·t ester·zy s inhibicÌ fluoridem.

Podle postup˘ Sigma-Aldrich, jsou cytocentrifugovanÈ
prepar·ty nebo filmy fixov·ny v roztoku citr·t-aceton-
formaldehydu. Kysel· fosfat·za, α-naftyl butyr·t ester·za a 
fl-glukuronid·za jsou potom vizualizov·ny pomocÌ n·sledujÌcÌch
princip˘ souËasnÈho zachycov·nÌ.

Kysel· foasfat·za:

Naftol AS-BI AcP Nerozpustn˝ chromogennÌ
fosf·t Kompex Naftol AS-BI-GBC

GBC (Ëerveno-fialov˝)

αα-Naftyl butyr·t ester·za:

α-Naftyl α-NB Nerozpustn  ̋chromogennÌ
butyr·t Hexazotizovan˝ α-Naftyl-HPR

Komplex pararosanilinu (Ëerveno-hnÏd˝)

fl-Glukuronid·za:

α-Naftol AS-BI BG Nerozpustn  ̋chromogennÌ
fl-D-glukuronid Hexazotizovan˝ Naftol AS-BI-HPR

Komplex pararosanilinu (Ëerven˝)

REAGENCIE
αα-NAFTYL BUTYR¡T, ROZTOK katalogovÈ Ë. 180-1
α-Naftyl buryt·t, 2,4 g/mL, v roztoku methanolu se stabiliz·tory.

LYMFOCYTICK… ENZYMY
(Postup Ë. 181)

ROZTOK NAFTOLU AS-BI A KYSELINY FOSFORE»N…, 
katalogovÈ Ë. 180-2
Kyselina fosforeËn· a naftol AS-BI, 4 g/l, v roztoku methanolu
se stabiliz·tory.

ROZTOK NAFTOL AS-BI, KYSELINA fl-D-GLUKURONICK¡,
katalogovÈ Ë. 180-3
Kyselina fl-D-glukuronick· a naftol AS-BI, 2,5 g/l, v roztoku
methanolu se stabiliz·tory.

ROZTOK PARAROSANILINU, katalogovÈ Ë. 180-4 
Pararosanilin, 40 g/l, ve 2 mol/l kyseliny chlorovodÌkovÈ.

ROZTOK FAST GARNET GBC BASE , katalogovÈ Ë. 387-2
Fast garnet GBC base, 7,0 mg/mL, v kyselinÏ chlorovodÌkovÈ,
0,4 mol/l, se stabiliz·torem.

ROZTOK NITRIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 91-4
Nitrid sodn˝, 0,1 mol/l.

TABLETY NITRIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 180-9
Nitrid sodn˝ 250 mg v jednÈ tabletÏ.

CITR¡TOV› ROZTOK, katalogovÈ Ë. 91-5
Kyselina citrÛnov·, 18 mmol/l, citr·t sodn˝, 9 mmol/l, chlorid
sodn˝, 12 mmol/l s detergentem. pH musÌ b˝t 3,6 + 0,1.

ROZTOK ACET¡TU, katalogovÈ Ë. 386-3
Acet·tov˝ pufr, 2,5 mol/l, pH 5,2.

FOSF¡TOV› PUFR, katalogovÈ Ë. 180-5 
FosforeËnan sodn˝ a draseln˝.

ROZTOK METHYLENOV… MODÿE, katalogovÈ Ë. 180-8 
Methylenov· mod¯, 1,4 % (w/v) v 95 % ethanolu.

ULOéENÕ A STABILITA:
Uchov·vejte roztoky α-naftyl butyr·t, naftol AS-BI

kyselina fosforeËn· a naftol AS-BI kyselina fl-D-Glukuronick· v
mrazniËce pod 0 °C. P¯ed pouûitÌm zah¯ejte roztoky na teplotu
37 °C a dob¯e promÌchejte. Zlikvidujte reagencie, jestliûe
dostanou ûlutou barvu nebo se v nich utvo¯Ì sraûeniny.

Uchov·vejte pararosanilinov˝ roztok, fosf·tov˝ pufr,
tablety nitritu sodnÈho a roztok methylenovÈ mod¯e p¯i
pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C), chr·nÏnÈ p¯ed svÏtlem.

Skladujte roztoky Fast Garnet GBC Base, nitritu
sodnÈho, acet·tu a fosf·tovÈho pufru v lednici (2ñ8 °C).

ätÌtek reagencie uv·dÌ datum pouûitelnosti.
Roztok nitritu sodnÈho a citr·tu sodnÈho je vhodn˝ pro

pouûitÌ bez viditelnÈho mikrobi·lnÌho r˘stu.

ZHORäENÕ:
Zlikvidujte roztoky α-naftyl butyr·t, naftyl AS-BI kyseliny

fosforeËnÈ a naftol AS-BI kyseliny fl-D-GlukuronickÈ, jestliûe
reagencie zeûloutnou nebo se v nich utvo¯Ì sraûeniny.

Zlikvidujte pararosanilinov˝ roztok, jestliûe se po p¯id·nÌ
roztoku nitrit sodnÈho nezabarvÌ do ûluta.

Roztoky nitridu sodnÈho a fosf·tovÈho pufru je t¯eba
zlikvidovat, jakmile se zakalÌ.

PÿÕPRAVA:
Zah¯ejte roztoky α-naftyl butyr·t, naftol AS-BI kyselina

fosforeËn· a naftol AS-BI kyselina fl-D-Glukuronick· na 37 °C.
Roztok z tablet nitridu sodnÈho, 4 g/dl se p¯ipravÌ

rozpuötÏnÌm 1 tablety v 6,25 mL deionizovanÈ vody. Uchov·vejte
roztok pevnÏ uzav¯en p¯i 2ñ8 °C. P¯ed pouûitÌm zah¯ejte na
pokojovou teplotu. Zlikvidovat, kdyû se objevÌ zakalenÌ.

Roztok fosf·tovÈho pufru se p¯ipravÌ rozpuötÏnÌm obsahu
fosf·tovÈho pufru, katalogovÈ Ë. 180-5, v 500 mL deionizovanÈ
vody. Pufr m· koncentraci 0,067 mol/l, pH 7,7 p¯i 25 °C.
Skladujte v lednici (2ñ8 °C). Zlikvidujte, je-li mikrobi·lnÏ
zneËiötÏno.

POZN¡MKA: Mikrobi·lnÌ r˘st lze odstranit p¯efiltrov·nÌm
p¯es filtrovacÌ jednotku 0,22 mikronut.

KontrastnÌ barvivo methylenov· mod¯ se p¯ipravÌ p¯id·nÌm
5 mL roztoku methylenovÈ mod¯e, katalogovÈ Ë. 180-8, do
45 mLdeionizovanÈ vody. Dob¯e promÌchat. P¯ipravovat
dennÏ Ëerstv˝.

FIXATIVUM ñ CITR¡T-ACETONOV› FORMALDEHYD:
K 25 mL citr·tovÈho roztoku, katalogovÈ Ë. 91-5, p¯idejte 65 mL
acetonu a 8 mL 37 % formaldehydu. UmÌstÏte do sklenÏnÈ
l·hve a pevnÏ uzav¯ete. Skladujte v lednici (2ñ8 °C). P¯ed
pouûitÌm zah¯ejte na 23ñ26 °C. Pokud je skladov·n pevnÏ
uzav¯en a v lednici, je stabilnÌ

BEZPE»NOSTNÕ OPATÿENÕ:
Je t¯eba dodrûovat bÏûn· bezpeËnostnÌ opat¯enÌ p¯i

manipulaci s laboratornÌmi reagenciemi. Odpad likvidujte v
souladu se vöemi mÌstnÌmi, st·tnÌmi a oblastnÌmi p¯edpisy. Viz
BezpeËnostnÌ list k materi·lu, kter˝ uv·dÌ aktu·lnÌ informace o
riziku, nebezpeËÌ a bezpeËnosti.

US prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Roztok α-naftyl butyr·t je HOÿLAV› a TOXICK›. Toxick˝

p¯i vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ. Toxick˝: moûnÈ
riziko velmi v·ûn˝ch ireverzibilnÌch vliv˘ vdechnutÌm, v
kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku. N·dobu
uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ
ñ z·kaz kou¯enÌ. P¯ijmÏte p¯Ìsluön· bezpeËnostnÌ opat¯enÌ
proti v˝boj˘m statickÈ elekt¯iny. Zamezte kontaktu s k˘ûÌ.
PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ

nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned
lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Roztok naftolu AS-BI kyseliny fosforeËnÈ je HOÿLAV›
a TOXICK›. Toxick˝ p¯i vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i
poûitÌ. Toxick˝: moûnÈ riziko velmi v·ûn˝ch ireverzibilnÌch
vliv˘ vdechnutÌm, v kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ
oËi a pokoûku. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz
kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte
vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody
nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou
sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Roztok naftolu AS-BI kyseliny fl-D-GlukuronickÈ je
HOÿLAV› a TOXICK›. äkodliv˝ p¯i vdechnutÌ a spolknutÌ.
Dr·ûdÌ oËi a pokoûku. Udrûujte mimo zdroj˘ zap·lenÌ ñ
z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte
velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc.
PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ
nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned
lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Roztok pararosanilinu je TOXICK›. P¯i vdechnutÌ
jedovat˝. Zp˘sobuje pop·leniny. M˘ûe zp˘sobit rakovinu. V
p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm
vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ
ochrannÈ odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ
nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned
lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ
org·ny: J·tra a ötÌtn· ûl·za. California Prop 65 karcinogen.

Zamezte kontaktu a vdechnutÌ fosf·tovÈho pufru.
Roztok methylenovÈ mod¯e je HOÿLAV› a DR¡éDIV›.

Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku. N·dobu uchov·vejte
tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz
kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte
vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

Tablety nitridu sodnÈho jsou TOXICK…, OXIDA»NÕ a
nebezpeËnÈ pro ûivotnÌ prost¯edÌ. Kontakt se z·paln˝m
materi·lem m˘ûe zp˘sobit poû·r. Toxick˝ p¯i poûitÌ. Velmi
toxick˝ pro vodnÌ organizmy. Uchov·vejte mimo dosah
z·palnÈho materi·lu. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy,
rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ nehody nebo
pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu
(pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZabraÚte ˙niku do
ûivotnÌho prost¯edÌ. Viz speci·lnÌ instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

S˘l Fast Garnet GBC Base je TOXICK¡. äkodlivÈ p¯i
poûitÌ. P¯i vdechnutÌ jedovat˝. Zp˘sobuje pop·leniny. M˘ûe
zp˘sobit rakovinu. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned
promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy, rukavice a
ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se
necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud
moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

Acet·tov˝ roztok ñ upozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla
zcela otestovan·.

Aceton je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi.
Opakovan· expozice m˘ûe zp˘sobit vysuöenÌ a prask·nÌ
pokoûky. V˝pary mohou zp˘sobit otupÏlost a z·vratÏ.
Udrûujte n·dobu na dob¯e vÏtranÈm mÌstÏ. ChraÚte p¯ed
zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s
oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte
lÈka¯skou pomoc. ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

Roztok formaldehydu je TOXICK›. Toxick˝ p¯i
vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ. Zp˘sobuje
pop·leniny. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. M˘ûe
zp˘sobit p¯ecitlivÏlost kontaktem s pokoûkou. M˘ûe
zp˘sobit dÏdiËnÈ genetickÈ poökozenÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu
s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a
vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ
odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ nehody
nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou
sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). PouûÌvejte
pouze v dob¯e vÏtran˝ch prostor·ch.

EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti (UpozornÏnÌ: L·tka
jeötÏ nebyla zcela otestovan·)

Roztok α-naftyl butyr·t je TOXICK›. Toxick˝ p¯i
vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ. Toxick˝: moûnÈ
riziko velmi v·ûn˝ch ireverzibilnÌch vliv˘ vdechnutÌm, v
kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. PouûÌvejte vhodnÈ
ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody nebo
pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu
(pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Roztok naftol AS-BI kyselina fosforeËn· je TOXICK›.
Ho¯lav˝. Toxick˝ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ.
Toxick˝: moûnÈ riziko velmi v·ûn˝ch ireverzibilnÌch vliv˘
vdechnutÌm, v kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ oËi a
pokoûku. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V
p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte
vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody
nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou
sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).



Roztok naftol AS-BI kyselina fl-D-Glukuronick· je
TOXICK›. Ho¯lav˝. äkodliv˝ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s k˘ûÌ
a p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s
oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte
lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy,
rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ nehody nebo
pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu
(pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Roztok pararosanilinu je DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ
systÈm a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned
promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice.

Fosf·tov˝ pufr UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela
otestovan·.

Roztok methylenovÈ mod¯e je VYSOCE HOÿLAV›.
Vysoce ho¯lav˝. N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou.
ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.

Tablety nitridu sodnÈho jsou TOXICK…, OXIDA»NÕ a
nebezpeËnÈ pro ûivotnÌ prost¯edÌ. Kontakt se z·paln˝m
materi·lem m˘ûe zp˘sobit poû·r. Toxick˝ p¯i poûitÌ. Velmi
toxick˝ pro vodnÌ organizmy. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud
se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud
moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZabraÚte ˙niku do ûivotnÌho
prost¯edÌ. Viz speci·lnÌ instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

S˘l Fast Garnet GBC Base je TOXICK¡. äkodlivÈ p¯i
poûitÌ. M˘ûe zp˘sobit rakovinu. V p¯ÌpadÏ nehody nebo
pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu
(pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Acet·tov˝ roztok ñ upozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela
otestovan·.

Aceton je VYSOCE HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce
ho¯lav˝. Dr·ûdÌ oËi. Opakovan· expozice m˘ûe zp˘sobit
vysuöenÌ a prask·nÌ pokoûky. V˝pary mohou zp˘sobit
otupÏlost a z·vratÏ. Udrûujte n·dobu na dob¯e vÏtranÈm
mÌstÏ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V
p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm
vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc.

Roztok formaldehydu je TOXICK›. Toxick˝ p¯i
vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ. Zp˘sobuje
pop·leniny. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. M˘ûe
zp˘sobit p¯ecitlivÏlost kontaktem s pokoûkou. V p¯ÌpadÏ
kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a
vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ
odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ nehody
nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou
sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). PouûÌvejte pouze
v dob¯e vÏtran˝ch prostor·ch.

POSTUP
ODBÃR VZORKŸ:

DoporuËuje se prov·dÏt odbÏr vzork˘ v souladu s
dokumentem M29-A2 smÏrnice NCCLS. é·dn· zn·m·
zkuöebnÌ metoda nem˘ûe nabÌdnout ˙plnÈ zajiötÏnÌ, ûe
krevnÌ vzorky nebo tk·Ú nebudou p¯en·öet infekci. Proto
vöechny krevnÌ deriv·ty nebo tk·ÚovÈ vzorky by mÏly b˝t
povaûov·ny za potenci·lnÏ infekËnÌ.

Krev se m˘ûe shromaûÔovat v heparinu nebo EDTA.
Po fixaci sklÌËek lze skladovat p¯i pokojovÈ teplotÏ po dobu
nejmÈnÏ 2 t˝dn˘. MajÌ-li se izolovat mononukle·rnÌ buÚky
pomocÌ HISTOPAQUEÆ-1077, separaci je t¯eba provÈst
bÏhem 4 hodin, aËkoliv p¯imÏ¯en· regenerace byla
zaznamen·na i po 24 hodin·ch.25 KrevnÌ filmy, zejmÈna z
leukopenick˝ch jedinc˘, se pro tyto procedury nedoporuËujÌ,
protoûe hodnocenÌ tohoto materi·lu je ËasovÏ n·roËnÈ.
CytocentrifugovanÈ nebo buffy coat prepar·ty jsou
doporuËovanÈ. Filmy kostnÌ d¯enÏ a otiskovÈ tk·ÚovÈ
prepar·ty nep¯edstavujÌ û·dn˝ problÈm, jsou-li hodnoceny
pod mikroskopem.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU
SOU»¡STÕ DOD¡VKY: 
Aceton, ACS reagencie
Formaldehyd
Formaldehyd, 37 %
VodnÌ l·zeÚ schopn· udrûovat teplotu 37 °C, chr·nÏn· p¯ed
svÏtlem

POZN¡MKY:
Ke kaûdÈmu testu je t¯eba p¯ipojit buÚky zdrav˝ch d·rc˘.
BuÚky izolovanÈ na gradienty polysacharÛzy-diatrizoatu

sodnÈho lze pro kontrolnÌ ̇ Ëely uchov·vat v tekutÈm nitrogenu
(LN2). K provedenÌ je t¯eba 1 x 107 ñ 108 bunÏk zmrazit p¯i 
1 ± 0,3 °C po dobu jednÈ minuty v mÈdiu s obsahem 50 %
fet·lnÌho telecÌho sÈra, 40 % RPMI-1640 (nebo jinÈ tekutinÏ
tk·ÚovÈ kultury) a 10 % dimethylsulfoxidu (DMSO). Lze je
skladovat v tekutÈ nebo plynnÈ formÏ LN2.

SklÌËka je t¯eba vyhodnocovat p¯i zvÏtöenÌ 1000X. Filtry
dydimium mohou vylepöit v˝raznÏ barvu dif˙znÌho
zabarvenÌ α-NB.

⁄daje zÌskanÈ z tohoto postupu slouûÌ pouze jako
diagnostick· pom˘cka a mÏly by se provÏ¯it ve spojenÌ s
jin˝mi klinick˝mi diagnostick˝mi testy nebo informacemi.

4. P¯idejte 5 mL roztoku naftol AS-Bl kyselina 
fl-D-Glukuronick·, katalogovÈ Ë. 180-3

5. OpatrnÏ promÌchejte a vlijte do n·doby Coplin. Roztok
dostane ûlutou barvu. Tvorba sraûenin v roztoku
znamen· zhoröenÌ kvality roztoku.

6. Fixujte sklÌËka na 30 sekund ve fixaËnÌm roztoku citr·t-
aceton-formaldehyd p¯i pokojovÈ teplotÏ (23ñ26 °C).
OpatrnÏ propl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ na
45 sekund. Nenechejte sklÌËka vyschnout.

7. Ihned po omytÌ umÌstÏte sklÌËka do roztoku z kroku 5
a inkubujte 90 minut p¯i 37 °C, chraÚte p¯ed svÏtlem.
POZN¡MKA: Jestliûe sklÌËka nevloûÌte po fixaci do
inkubaËnÌho roztoku, je t¯eba je nechat uschnout na
vzduchu na nejmÈnÏ 45 minut.

8. Po 90 minut·ch vyjmÏte sklÌËka z n·doby Coplin a
propl·chnÏte nejmÈnÏ 2ñ3 minuty ve vodovodnÌ vodÏ.
BarvicÌ roztok zlikvidujte.

9. P¯ed kontrastnÌm barvenÌm nechejte sklÌËka uschnout
po dobu nejmÈnÏ 15 minut.

10. ProveÔte kontrastnÌ barvenÌ po dobu 3 minut v
kontrastnÌm barvivu methylenov· mod¯.

11. Opl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
KYSEL¡ FOASFAT¡ZA: Fok·lnÌ (teËkovanÈ) zabarvenÌ
lymfocyt˘ naznaËuje thymickÈ linie (T-bunÏËnÈ).
αα-NAFTYL BUTYR¡T ESTER¡ZA: Fok·lnÌ (teËkovan˝)
barvicÌ vzor pozorovan˝ v nÏkter˝ch lymfocytech je
spojov·n se zral˝mi T-buÚkami nesoucÌmi receptory Fc pro
IgM. Tento subset do jistÈ mÌry p¯ekr˝v· populaci T-
pomocn˝ch bunÏk, ale nenÌ zcela spr·vnou mÌrou pomocnÈ
funkce. Dif˙znÌ nebo granul·rnÌ zabarvenÌ lymfocyt˘ souvisÌ
s Ë·stÌ Fc IgG a do jistÈ mÌry p¯ekr˝v· T supresor bunÏËnÈ
populace.
fl-GLUKURONID¡ZA: PozitivnÌ zbarvenÌ se zobrazuje v
souvislosti se zral˝mi thymocyty, cirkulujÌcÌmi T-buÚkami a
subpopulacÌ nezral˝ch B-bunÏk. Fok·lnÌ (teËkovan˝) a
dif˙znÌ granul·rnÌ vzor se sv˝m zp˘sobem podob· α-naftyl
butyr·r ester·ze. Monocyty a granulocyty jsou obvykle
negativnÌ.

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch,
kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby spoleËnosti Sigma-
Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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POSTUP:
POSTUP KYSEL… FOSFAT¡ZY:
Reagencie
Roztok naftol AS-Bl kyselina fosforeËn·, katalogovÈ Ë. 180-2
ROZTOK FAST GARNET GBC BASE , katalogovÈ Ë. 387-2
ROZTOK NITRIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 91-4
CITR¡TOV› ROZTOK, katalogovÈ Ë. 91-5
Roztok acet·tu, katalogovÈ Ë. 386-3
ROZTOK METHYLENOV… MODÿE, katalogovÈ Ë. 180-8 
1. P¯edem zah¯ejte dostateËnÈ mnoûstvÌ dennÌ spot¯eby

deionizovanÈ vody na 37 °C.
2. TÏsnÏ p¯ed fixacÌ p¯idejte 1 mL roztoku nitridu sodnÈho,

katalogovÈ Ë. 91-4, do 1 mL roztoku Fast Garnet GBC
Base, katalogovÈ Ë. 387-2. Prot¯ep·nÌm opatrnÏ
promÌchejte a nechejte ust·t nejmÈnÏ 2ñ5 minuty.

3. P¯idejte roztok z kroku 2 do 38 mL deionizovanÈ
p¯edeh¯·tÈ vody.

4. P¯idejte roztok acet·tu, katalogovÈ Ë. 386-3.
5. P¯idejte 5 mL roztoku naftol AS-BI kyselina fosforeËn·,

katalogovÈ Ë. 180-2. Dob¯e promÌchejte a nalijte do
n·doby Coplin. Roztok dostane ûlutou barvu. Tvorba
sraûenin v roztoku znamen· zhoröenÌ kvality roztoku.

6. Fixujte sklÌËka na 30 sekund ve fixaËnÌm roztoku citr·t-
aceton-formaldehyd p¯i pokojovÈ teplotÏ (23ñ26 °C).
OpatrnÏ propl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ na
45ñ60 sekund. Nenechejte sklÌËka vyschnout.

7. Ihned po omytÌ umÌstÏte sklÌËka do roztoku z kroku 5
a inkubujte 1 hodinu p¯i 37 °C.
POZN¡MKA: Jestliûe sklÌËka nevloûÌte po fixaci do
inkubaËnÌho roztoku, je t¯eba je nechat uschnout na
vzduchu na nejmÈnÏ 45 minut.

8. Po 1 hodinÏ vyjmÏte sklÌËka z n·doby Coplin a
propl·chnÏte nejmÈnÏ 2 minuty ve vodovodnÌ vodÏ.
BarvicÌ roztok zlikvidujte.

9. P¯ed kontrastnÌm barvenÌm nechejte sklÌËka uschnout
po dobu nejmÈnÏ 15 minut.

10. ProveÔte kontrastnÌ barvenÌ po dobu 2 minut v
kontrastnÌm barvivu methylenov· mod¯.

11. Opl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ

POSTUP αα-NAFTYL BUTYR¡T ESTER¡ZA:
Reagencie
α-NAFTYL BUTYR¡T, ROZTOK katalogovÈ Ë. 180-1
ROZTOK PARAROSANILINU, katalogovÈ Ë. 180-4 
ROZTOK NITRIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 180-9
FOSF¡TOV› PUFR, katalogovÈ Ë. 180-5 
ROZTOK METHYLENOV… MODÿE, katalogovÈ Ë. 180-8 
CITR¡TOV› ROZTOK, katalogovÈ Ë. 91-5

1. Zah¯ejte roztok fosf·tovÈho pufru na 37 °C.
2. TÏsnÏ p¯ed fixycÌ p¯idejte 1,5 mL roztoku z tablet

nitridu sodnÈho do 1,5 mL roztoku pararosanilinu,
katalogovÈ Ë. 180-4. OpatrnÏ promÌchejte prot¯ep·nÌm
a nechejte ust·t nejmÈnÏ 5 minut, potom p¯idejte do
40 mL p¯edeh¯·tÈho roztoku fosf·tovÈho pufru.

3. P¯idejte 5 mL roztoku α-naftyl butyr·t katalogovÈ Ë. 180-1
4. OpatrnÏ promÌchejte a vlijte do n·doby Coplin.

Roztok dostane ûlutou barvu. Tvorba sraûenin v
roztoku znamen· zhoröenÌ kvality roztoku.

5. Fixujte sklÌËka na 10 sekund ve fixaËnÌm roztoku citr·t-
aceton-formaldehyd p¯i pokojovÈ teplotÏ (23ñ26 °C).
OpatrnÏ propl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ na 
45 sekund. Nenechejte sklÌËka vyschnout.

6. Ihned po omytÌ umÌstÏte sklÌËka do roztoku z kroku 4
a inkubujte 1 hodinu p¯i 37 °C.
POZN¡MKA: Jestliûe sklÌËka nevloûÌte po fixaci do
inkubaËnÌho roztoku, je t¯eba je nechat uschnout na
vzduchu na nejmÈnÏ 45 minut.

7. Po 1 hodinÏ vyjmÏte sklÌËka z n·doby Coplin a
propl·chnÏte nejmÈnÏ 2ñ3 minuty ve vodovodnÌ
vodÏ. BarvicÌ roztok zlikvidujte.

8. P¯ed kontrastnÌm barvenÌm nechejte sklÌËka uschnout
po dobu nejmÈnÏ 15 minut.

9. ProveÔte kontrastnÌ barvenÌ po dobu 5 minut v
kontrastnÌm barvivu methylenov· mod¯.

10. Opl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ

POSTUP fl-GLUKURONID¡ZA:
Reagencie
Naftol AS-Bl kyselina fl-D-Glukuronick·, katalogovÈ Ë. 180-3
ROZTOK PARAROSANILINU, katalogovÈ Ë. 180-4 
ROZTOK NITRIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 180-9
Roztok acet·tu, katalogovÈ Ë. 386-3
ROZTOK METHYLENOV… MODÿE, katalogovÈ Ë. 180-8 
CITR¡TOV› ROZTOK, katalogovÈ Ë. 91-5

1. P¯edem zah¯ejte dostateËnÈ mnoûstvÌ dennÌ spot¯eby
deionizovanÈ vody na 37 °C.

2. TÏsnÏ p¯ed fixacÌ p¯idejte 0,5 mL roztoku z tablet
nitridu sodnÈho do 0,5 mL roztoku pararosanilinu,
katalogovÈ Ë. 180-4. OpatrnÏ promÌchejte prot¯ep·nÌm
a nechejte ust·t nejmÈnÏ 5minut, potom p¯idejte do
38 mL p¯edeh¯·tÈ deionizovanÈ vody.

3. P¯idejte 5 mL roztok acet·tu, katalogovÈ Ë. 386-3
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OKT je registrovanou ochrannou zn·mkou spoleËnosti
Ortho Diagnostic Systems, Inc., Raritan, NJ
Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ûe jejÌ produkty se shodujÌ s
informacemi obsaûen˝mi v tÈto a jin˝ch publikacÌch Sigma-
Aldrich. KupujÌcÌ musÌ stanovit vhodnost produktu(˘) pro
danÈ pouûitÌ. Mohou platit dodateËnÈ podmÌnky. Viz zadnÌ
strana faktury nebo ˙trûek obalu, kde jsou uvedeny dodatky
k prodejnÌm podmÌnk·m.
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nebo volejte na 314-771-3122
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