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SIGMA-ALDRICH®

POUZITI

Reagencie fetalni hemoglobin Sigma-Aldrich jsou uréeny ke kyselé eluci,
semikvantitativni determinaci fetalntho hemoglobinu v krevnich natérech. Reagencie
fetalniho hemoglobinu jsou uréeny k “diagnostice in vitro.”

Jiz v roce 1864 rozpoznal Korber,' ze hemoglobin plodu je vice rezistentni na
alkalickou denaturaci nez hemoglobin dospélého. Pokrocilé techniky izolace proteinu a
charakterizace vedly k objevu, Ze existuje mnoho vlastnosti, které umoznuiji rozlisit fetalni
hemoglobin od dospélého. Mezi jinymi je to rezistence hemoglobinu (hemoglobin F) vGci
alkalické eluci. Napriklad, kdyz se krevni natéry ponofi do kyselého pufru, hemoglobin
dospélého se vyluhuje z erythrocytt, av$ak fetalni hemoglobin nikoliv. Jsou-li krevni natéry
upraveny timto zplsobem a nasledné barveny, erythrocyty majici hemoglobin F se zabarvi,
zatimco erythrocyty pouze s hemoglobinem dospélého se zobrazi pouze jako “duch”.

Technika podloznich skel pro demonstraci fetdlniho hemoglobinu s vyuzitim jeho
rezistence na alkalickou eluci byla plvodné navrzena Kleihauer a kol.? a pozdgji
modifikovana Shepardem a kol.* Postup Sigma predstavuje dalsi vylepSeny postup,
popsany Oski a Naimanem.*

Hodnocen fetalniho hemoglobinu se nékdy provadi k determinaci mozného krvaceni
u novorozencl, zejména v pfipadech s podezienim na rektalni krvaceni. Test s
hemoglobinem F se téz pouziva u dospélych jako pomucka v diagnézach urgitych typt
anemii. Napfiklad, z 10-90 % se fetalni hemoglobin vyskytl u pacientd s thalassemia
major. Navic byl pozorovan maly nardst fetalniho krevniho barviva u pacientt se srpkovitou
chudokrevnosti.

Jesté vice je to obvyklé u pfipadu nekompatibility Rh pfi potlaGovani imunnich rekci
na Cervenych krvinkach dodanych z plodu do obéhu matky. MnoZstvi specifického
pomocného gama globulinu, obsahujictho anti Rh(D) se vypocetlo odhadem mnozstvi
krvaceni plodu a matky.®

V souladu s popsanou technikou se krevni natéry, fadné ususené a fixované, ponofuiji
do citratového pufru pH 3,3 pfi 37 °C. Hemoglobin dospélého A (HbA) se vyplavi z bunék,
zatimco fetalni hemoglobin (HbF) rezistentni na kyselost, zlistane uvnitf bunék a Ize ho barvit
a zkoumat pod mikroskopem.

REAGENCIE

KONCENTRAT CITRAT FOSFATOVEHO PUFRU, katalogové ¢. 285-1
Citrat sodny, 0,7 mol/L a fosfore¢nan sodny, 0,6 mol/L.

ROZTOK KYSELEHO HEMATOXYLINU, katalogové &. 285-2
Hematoxylin, ovéfeny, 1 g/l, jodi¢nan sodny, siran hlinito-amonny a stabilizatory, pH 3,3.

ROZTOK EOSIN B, katalogové ¢. 285-3
Eosin B, 0,1 %, vodny roztok. Azid sodny, 0,1 %, pfidavan jako konzervaéni €inidlo.
Fixativum ethanol, katalogové ¢&. 285-8 (80 % v/v ethylalkohol)

ULOZENI A STABILITA:

Koncentrét citrat fosfatového pufru skladuijte v lednici (2-8 °C). Zlikvidujte, objevi-li se
mikrobialni zne¢istént.

Roztok citrat fosfatového pufru skladuijte v lednici (2-8 °C). Stabilni po dobu 2 tydnu.
Pouzivejte denni davku vzdy Cerstvou. Zlikvidujte, objevi-li se mikrobialni znecisténi.

Skladujte roztok kyselého hematoxylinu a roztok Eosin B pfi pokojové teploté
(18-26 °C). Roztoky lze pouzivat opakované, je vSak tfeba je uchovavat v pevné
uzavfenych barvicich nadobéch, chranéné pred svétlem.

Fixativum ethanol je tfeba uchovévat pfi pokojové teploté. Uchovavejte pevné
uzaviené a jako hoflavou tekutinu. Roztoky lze pouzivat opakované, pokud je fixace
odpovidajici.

ZHORSENI:
Zlikvidujte roztok kyselého hematoxylinu, kdyz doba pozadovana pro vhodné
zbarveni prekro¢i dobu doporuéenou v postupu o vice nez 8 minut.

PRIPRAVA:

ROZTOK CITRAT FOSFATOVEHO PUFRU se pfipravi ziedénim 1 jednotky
koncentratu citrat fosfatového pufru s 9 jednotkami vody.

Roztoky kyselého hematoxylinu, Eosin B a fixaéniho ethanolu jsou pfipraveny k
okamzitému pouziti.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat b&znd bezpectnostni opatifeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se véemi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy.
Viz Bezpe€nostni list k materidlu, ktery uvadi aktuéini informace o riziku, nebezpeéi a
bezpecnosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Koncentrat citrat fosfatového pufru je DRAZDIVY. Riziko vazného poskozeni odi.
Drazdi dychaci systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obliceje / o¢i.
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Kysely roztok hematoxylinu je TOXICKY. Toxicky pfi poziti. Drazdi og&i, dychaci
systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a
vyhledejte Iékafskou pomoc. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte
ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouzivejte vhodné ochranné
obleceni a rukavice. . .

Roztok Eosion B je SKODLIVY. Skodlivé pfi poziti. Azid sodny mize reagovat s
olovem a médi a vytvaret vysoce hoflavé slou¢eniny.

Roztok EDTA je SKODLIVY. Skodlivé pfi vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a
spolknutim. PouZivejte vhodné ochranné odévy.

Ethanolové fixativum je HORLAVE a DRAZDIVE. Drazdf ogi, dychaci systém a pokozku.
Udrzujte mimo zdroji zapaleni - zakaz kourent. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte
velkym mnozstvim vody a vyhledejte 1ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.
Zasazené organy: Nervy a jatra.

EU Prohlaseni o rizicich a bezpeénosti (Upozornéni: Latka je$té nebyla zcela otestovana)

Koncentrat citrat fosfatového pufru je DRAZDIVY. Riziko vazného pogkozeni odi.
Drazdi dychaci systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obliceje / o¢i. s

Kysely roztok hematoxylinu je SKODLIVY. Skodlivé pfi poZiti.

Roztok Eosin B je SKODLIVY. Skodlivé pfi poziti.

Ethanolové fixativum je VYSOCE HORLAVE. Vysoce hotlavy. Nadobu uchovavejte
tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroju zapaleni - z&kaz koureni.

Roztok EDTA je SKODLIVY. Skodlivé pfi vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a
spolknutim. PouZivejte vhodné ochranné odévy.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkl v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znamé4 zkugebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou prenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkanové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Lze pouzit kapilarni nebo Zilni krev. Kapilarni krev se muize prenést pfimo
do gistého mikroskopického skla. Zilni krev preneste do zkumavky s obsahem EDTA nebo
oxalétu. Pro zjednodu$eni, pouzijte 1-2 kapky 2 % roztoku EDTA, katalogové ¢. 285-4, na
kazdy mL krve (1 kapka = 1 mg). Ackoliv bylo hlaseno, Ze smés krve a EDTA Ize pouzivat
az do 2 tydn, je-li uchovévana v lednici, jiné studie doSly k zavéru, Ze tyto smési by mély
byt testovany okamzité.® Natéry je tfeba pripravovat do 24 hodin od odbéru v oxalatu.” Pfi
pouziti vzorkil novorozence se doporucuje zfedit krev 0,85 % fyziologickym roztokem,
protoze tyto vzorky maji vysoky obsah HbF. Krevni natéry nejsou stabilni a musi byt
testovany ihned po pfiprave.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
Mikroskop

Mikroskopicka sklicka, kryci sklicka

Barvici stojan / nadoby Coplin

Vodni lazen, 37 °C

Ethanolové fixativum, katalogové ¢. 285-8, 80 % v/v ethylalkohol

POZNAMKY:

Za Ucelem kontroly kvality se doporu¢uje zaradit krev z normalniho jedince (HbA) a z
novorozence nebo kojence (HbF) do kazdé série testd. Barr a Shafer® zjistili, ze fixovana
pozitivni kontroIni sklicka pupe¢nikové krve v EDTA lIze uchovavat az 1 rok, jsou-li
skladovana pfi -20 °C v uzaviené lepenkové krabici. Avdak EDTA negativni kontroly se
nevyplavuji, jsou-li skladovany déle nez 2 mésice pfi -20 °C. Védecti pracovnici doporuduji
pfipravovat pozitivni i negativni kontrolni natéry na stejné sklicko, nebot tak je vidét rychle
a zfetelné rozdil jako pomucka pfi odecitani testovacich sklicek.

Normalni rozsahy®
Fetalni hemoglobin

Vék (%)
Pfi narozeni 50-90

2 roky 0-4

2 roky 0-2

Krajni hodnoty byly pozorovany u:
Aplastické anemie®®
Erythremické myelézy®
nemoci hemoglobinu H?
Dédiéna perzistence hemoglobinu F*'
Dédi¢na sférocyticka anemie®
Thalassemia major (40-90 % fetaniho hemoglobinu)®
Thalassemia major (5-10 % fetaniho hemoglobinu)?*
Srpkovita anemie®*

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomiicka a mély by
se provéfit ve spojeni s jingmi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.



POSTUP:

1. Roztok citrét fosfatového pufru zahfejte na 37 °C v nadobé Coplin nebo barvici nadobg.

2. Pouzijte ¢Cisté oznatené mikroskopické sklitko a udélejte tenky natér krve. Pripravte
KONTROLNI sklitka, pouzifte pozitivni krev HbF (pupeénikova krev) a krev z
normalniho dospélého. Suste na vzduchu asi 10 minut.

3. Fixujte sklicka ponofenim do fixaéniho ethanolu, katalogové €. 285-8, na 5 minut,
dukladné proplachnéte pod tekouci vodou a ususte.

4. Ponoite TESTOVACI a KONTROLNI sklitka do predem zahiatého roztoku citrat
fosfatového pufru pfi 37 °C na 5 minut. Po 1 a 3 minutach od ponofeni zamichejte. K
dosazeni potfebnych vysledku je tfeba Groven michani pfizptsobit. Oplachnéte radné
v destilované vodé a dobre ususte na vzduchu, aby se netvorily barevné artefakty.

5. Provedte barveni po dobu 3 minut v roztoku kyselého hematoxylinu, katalogové
¢. 285-2. Proplachnéte sklicka v destilované vodé a odstrarite zbytek vody.

6. Provedte kontrastni barveni po dobu 4 minut v 0,1 % roztoku Eosin B, katalogové
€. 285-3. Oplachnéte radné v destilované vodé a dobfe ususte na vzduchu.

7. Zakryjte sucha sklicka a zkoumejte pod olejovym objektivem (1000X). Nepfitomnost
HbF je prokazana burikami "duchy", pfitemz zadrzeny HbF zplsobuje, Ze bunky se
zobrazujf jasné Cervené. Ne pridavejte olej piimo na sklitko.

POZNAMKA: Lze pouzit i zvétSeni 400X, ale je mozné, ze vysledky se nebudou
odetitat snadno.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Podil erythrocyt s obsahem fetalniho hemoglobinu Ize stanovit nékolika zptsoby. Pfi
studiu krevniho materialu za G¢elem stanoveni poctu bunék s obsahem HbF, doporu¢uj
Oski a Naiman* nasleduijici postup:

1. Zjistit celkovy pocet erythrocytd na 5 polich a stanovit primérny pocet
na jedno pole.

2. Potom zjistit pocet hluboce zabarvenych erythrocytd s obsahem HbF na asi
30 polich a stanovit primérny pocet na jedno pole.

3. Vypocitat procento erythrocytl s obsahem HbF na z&kladé celkového poctu
erythrocytt na jedno pole.

Vysledky se udavaji jako procentualni vyjadreni pfitomnosti HbF.

Studie citlivosti: Podle Oski a Naimana* je tato metoda schopna detekovat jiz tak malé
mnozstvi jako je 0,1 mL fetalni krve v matefském obéhu.

Studie reprodukovatelnosti: Pouzitim sérii ¢erstvych krevnich vzorkl byly pfipraveny
kopie kazdého sklicka a upraveny riznymi nahodilymi Sarzemi barviva.® Mikroskopické
hodnoceni prokazalo identické vysledky pro kazdy krevni vzorek.

Korelaéni studie: Byly pfipraveny smési pupecnikové krve a kompatibilni krve z
dospélého, aby se ziskaly vzorky s rozsahem koncentraci HbF od 26-66 %.° Krevni smési
byly testovany popsanym zplUsobem a chemicky analyzovany pomoci alkalické
denaturacni metody.” Procentuéini hodnota HbF vykazala primérnou odchylku mezi
metodami ve vysi asi 7 %.

Pokud se zjisténé vysledky lisi od otekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za t¢elem konzultace.
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SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednavky: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuije, Ze jeji produkty se shoduji' s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupuijici musi stanovit vhodnost produktu(ti) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadnf strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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