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SIGMA-ALDRICH’

POUZITI

Souprava Sigma-Aldrich Acid Phosphatase kit je urena k pouziti v cytologické
demonstraci aktivity kyselé fosfatazy v leukocytech z krve, kostni dfené a tkanovych
dotykovych preparéat. Reagencie kyselé fosfatazy jsou uréeny k “diagnostice in vitro.”

PouZiti substituovanych AS fosfatu naftolu ve spojeni s diazoniovymi solemi pro
detekci kyselé fosfatazy v lidskych leukocytech poprvé zaznamenali Goldberg a Barka.'
Postup Sigma-Aldrich pro demonstraci tohoto leukocytniho enzymu je zalozen na pouZziti
naftolu AS-BI fosfatu a rychlé granatové soli GBC. Tato diazo-slou¢enina byla vybrana,
protoze se spojuje rychle pfi kyselém pH a vytvafi vysoce nerozpustné barevné usazeniny.
Kyselina vinna slouzi k demonstraci pfitomnosti vinanu odolné kyselé fosfatazy.

Podle postupu Sigma-Aldrich, krevni filmy jsou inkubovany v roztoku obsahuijicim
naftol AS-Bl kyseliny fosfore¢né a rychly granat GBC. Dvojité filmy jsou opatfeny substratem
L(+)-obsahujicim vinan. Naftol AS-BI, uvolnény enzymatickou hydrolyzou se ihned spojuje
s rychlym granatem GBC a tvoii nerozpustné kastanové zbarvené usazeniny v mistech
aktivity. Bunky obsahujici kyselou fosfatdzu citlivou na kyselinu vinnou jsou zbaveny
aktivity, kdezto mononuklearni buriky obsahujici fosfatazu odolnou kyseliné vinné nejsou
ovlivnéné takovou Gpravou.

REAGENCIE

CITRATOVY KONCENTRAT, katalogové ¢. 386-1
Citratovy pufr, 0,38 mol/l, pH 5,4, pokud je zfedény podle postupu.

ROZTOK VINANU, katalogové ¢. .386-2

L(+)-Vinanovy pufr, 0,67 mol/l, pH 5,2, pokud je zfedény podle postupu.
ROZTOK ACETATU, katalogové &. 386-3

Acetatovy pufr, 2,5 mol/l, pH 5,2, pokud je zfedény podle postupu.

ROZTOK NAFTOLU AS-BI KYSELINY FOSFORECNE, katalogové &. 386-4
Naftol jako kyselina dvojfosforecné, 12,5 mg/ml, v N,N'-dimetyl formamidu.

SUL RYCHLY GRANAT GBC, katalogové ¢&. 386-15
Sul rychly granat GBC sull, purifikovana, 15 mg/kapsle.

ROZTOK KYSELEHO HEMATOXYLINU, katalogové ¢. 285-2

Hematoxylin, ovéfeny, 1 g/l, jodi¢nan sodny, siran hlinito-amonny a stabilizatory, pH 3,3
pfi 25 °C.

SKLADOVANI A STABILITA

Skladujte koncentrat citratu, roztok vinanu a roztok acetatu v ledniéce (2-8 °C).
Zlikvidovat, kdyZ se objevi zakaleni.

Skladujte stl Fast Garnet GBC Salt a Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution v
ledni¢ce (2-8 °C). Barva Naftolu AS-BI roztoku kyseliny fosfore¢né se muze ménit od svétle
Zluté po tmavé Zlutou. Reagencie jsou stabilni po dobu pouzitelnosti uvedené na lahvich.

Skladujte roztok Acid Hematoxylin Solution pfi pokojové teploté (18-26 °C), pokud
doba pro vhodné zbarveni prekro¢i dobu doporucenou v postupu o vice nez 5 minut.

Zredény roztok citratu je vhodny pro pouziti bez viditelného mikrobialniho rlstu.
Roztok citrat / aceton by se mél udrzovat tésné uzavieny, pokud se nepouziva. Pfipravujte
denné Cerstvy.

PRIPRAVA:

Zfedény citrat se pfipravuje pfidanim 2,0 ml koncentratu citratu, katalogové
¢. 386-1 do 18,0 ml vody.

Fixativum Citrat/Aceton se pfipravuje pfidanim 20,0 ml zfedéného roztoku citratu do
30,0 ml acetonu.

POZNAMKA: Udrzuijte roztok citrat / aceton tésné uzavieny, pokud ho nepouzivate.
Pripravovat denné Cerstvy.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat b&znd bezpetnostni opatieni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se véemi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy.
Viz Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktuélni informace o riziku, nebezpeci a
bezpeénosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok citratu je KOROZIVNI. Zpisobuje popéleniny. V pFipadé kontaktu s ogima
ihned promyite velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékaiskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobre, vyhledeijte Iékafskou pomoc (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztok vinanu je DRAZDIVY. Drazdi ogi, dychaci systém a pokozku. V pfipadé
kontaktu s o¢ima ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc.
PouZivejte vhodné ochranné odévy.

Roztok acetatu. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Roztok naftolu AS-BI kyseliny fosforeéné je TOXICKY. Skodlivy je vdechnutim a v
kontaktu s pokozkou. Drazdi o¢i, dychaci systém a pokozku. Mize poskodit nenarozené dité.
Nevdechuijte vypary. V pfipadé kontaktu s ofima ihned promyijte velkym mnozstvim vody a
vyhledeijte Iékar'skou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje
/ o€i. V pipadé nehody, pokud se necitite dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Zabrarite expozici - pfed pouzitim se seznamte se zvlastnimi pokyny.

St rychly granat GBC je TOXICKA. Maze zpUsobit rakovinu. Nevdechujte prach.
Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o&i. V pfipadé nehody,
pokud se necitite dobre, vyhledejte Iékarskou pomoc (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Zabrarfite expozici - pfed pouZitim se seznamte se zvIastnimi pokyny.

Kyselina hematoxylinova je TOXICKA. Toxicka pfi polknutim. Drazdi o&i, dychacf
systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima ihned promyijte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné oblec¢eni a rukavice. V pfipade
nehody, pokud se necitite dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc (pokud mozno, ukazte tento
Stitek).

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazd oti. Opakovana expozice miize zptsobit
vysueni a praskani pokozky. Vypary mohou zplsobit otupélost a zavraté. UdrZujte
nadobu na dobfe vétraném misté. Chrarite pfed zdrojem zapaleni - zékaz koufeni. V
pfipadé kontaktu s o¢ima ihned promyijte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Zasazené organy: jatra a ledviny.

EU prohléaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok citratu je DRAZDIVY. Drazdi odi a pokozku. V pFipadé kontaktu s o¢ima ihned
promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné obleceni a rukavice.

Roztok vinanu je DRAZDIVY. Drazdi ogi, dychaci systém a pokozku. V pFipadé
kontaktu s o€ima ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc.
Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Roztok acetatu. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Roztok naftolu AS-BI kyseliny fosfore¢né je TOXICKY. Skodlivy je vdechnutim a v
kontaktu s pokozkou. Drézdi o¢i, dychaci systém a pokozku. Muze poskodit nenarozené dité.
Nevdechuijte vypary. V pfipadé kontaktu s o¢ima ihned promyite velkym mnozstvim vody a
vyhledejte Iékar'skou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje
/ ogi. V piipadé nehody, pokud se necitite dobre, vyhledejte Iékarskou pomoc (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Zabrante expozici - pfed pouzitim se seznamte se zvlastnimi pokyny.

St rychly granat GBC je TOXICKA. Maze zpUsobit rakovinu. Nevdechujte prach.
Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o&i. V pfipadé nehody,
pokud se necitite dobre, vyhledejte Iékar'skou pomoc (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Zabrarfite expozici - pfed pouZitim se seznamte se zvI&stnimi pokyny.

Kyselina hematoxylinova je SKODLIVA. Skodlivy pfi spolknuti.

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi o¢i. Opakovana
expozice muze zpusobit vysuseni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost
a zavraté. Udrzujte nadobu na dobfe vétraném misté. Chrarite pred zdrojem zapaleni -
zékaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o¢ima ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte 1ékaf'skou pomoc.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporuduje se provadét odbér vzorkli v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znama zkusebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tk&n nebudou prenéset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkanové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Mohou se pouzivat filmy krevni a kostni dfené, dotekové tkarové preparaty a
cytocentrifugické preparaty. Pouzijte EDTA nebo heparin jako antikoagulanty. Filmy krevni
nebo kostni dfené se mohou skladovat ustalené pfi pokojové teploté (18-26 °C) nékolik
tydnu nebo neustéalené nékolik dnli bez patrné zmény aktivity.? Neposilejte celou krev pro
zkousku v jinych laboratofich. Posilejte ustalena nebo neustalena sklitka. Béhem prepravy
by se sklitka méla udrzovat v chladu. Nechte filmy schnout asi hodinu pred fixaci.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
Aceton, ACS Reagencie
37 °C vodni lazen

POZNAMKY:

Provedeni zkousky mize byt monitorovano zahrnutim krevnich filmd pfipravenych ze
zdravého jedince. V nepfitomnosti kyseliny vinné vSechny leukocyty demonstruji
granulovana mista aktivity. Kdyz se inkubuje vinanem, Ize pozorovat nahodné granule v
lymfocytech, ale v8echny ostatni norméiné se vyskytujici buriky postradaji aktivitu.

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

Fixace:
1. Skliko fixujte v roztoku citrat / aceton po dobu 30 sekund pfi pokojové teploté\h>
(18-26 °C).
2. Promyt sklicka deionizovanou vodou a nechat schnout nejméné 15 minut.
Barveni:
1. Oznagit dvé 100ml k&dinky A a B a pfidat nasledujici, promichat po kazdém pfidani:

Kadinka A Kadinka B
Voda, prfedehrata na 37 °C 46,0 ml 44,0 ml
Roztok acetéatu, katalogové ¢. 386-3 2,0 ml 2,0 ml
Naphthol AS-BI Phosphoric Acid,
katalogové ¢. 386-4 2,0 ml 2,0ml
Tartrate Solution katalogové ¢&. 386-2 — 2,0 ml

2. Pridat obsah jedné kapsle soli Fast Garnet GBC Salt, katalogové ¢. 386-15, do kazdé
kéadinky. Michat magnetickym michadlem po dobu 30-60 sekund.

3. Rychle prefiltrovat roztoky pfes papir Whatman ¢&. 54 (nebo ekvivalentni) do
separatné oznagenych barvicich sklenic.

4. Ohréat roztoky v barvicich sklenicich na 37 °C ve vodni lazni. Zkontrolovat, zda teplota
je 37 °C pred vlozenim sklicek.



o

Umistit nejméné 2 dvojité fixované krevni filmy do kazdé nadoby obsahujici
filtrovany roztok substratu.

Inkubovat sklitka hodinu pfi 37 °C ve tmé.

Vyjmout sklitka a omyvat 3 minuty deionizovanou vodou.

Barvit v roztoku Acid Hematoxylin Solution, katalogové ¢. 285-2, po dobu 5 minut.
Oplachovat sklitka deionizovanou vodou po dobu 3 minut a nechat uschnout na
vzduchu.

10.  Vyhodnotit mikroskopicky pouzitim olejové ponorné €oc¢ky (900X). PouZiti
montaznich médii na bazi rozpoustédia se nedoporuduje, protoze mohou zpUsobit
blednuti skvrn.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Vybarvené krevni filmy se obvykle hodnoti subjektivné na pfitomnost nebo
nepfitomnost vinanu odolného enzymu. V nepfitomnosti kyseliny vinné vétsina leukocytt
demonstruje granulovang mista aktivity. Kdyz se inkubuje vinanem, lze pozorovat
n&hodné granule v lymfocytech a nékterych specializovanych makro- virech napadajicich
bakterie, jako napf. Gaucherova burika , epitelové a viasové burky.® V krevnich natérech
je ozna€ena pozitivni reakce pfitomnosti vice nez dvou bunék s diflzni a intenzivni
aktivitou, tj. vice nez 40 granuli.® K vyhodnoceni Golgi zbarveni, se doporucuji
charakteristické lymfocity odvozené od brzliku (T-buriky), Sigma-Aldrich Postup €. 181.

Aktivita kyselé fosfatazy se projevuje jako Cervenavé az tmavé Cervené granule v
cytoplasmeé vétsiny leukocytu.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a méla by
se provéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

Pokud se zjisténé vysledky lisi od o¢ekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.

© o N
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduiji' s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupujici musi stanovit vhodnost produktu(t) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadni strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volat 314-771-3122
nebo poslat e-mail na clintech@sial.com
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