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POUéITÕ
Souprava kysel· fosfat·za Sigma-Aldrich je urËen· k pouûitÌ v cytologickÈ

demonstraci aktivity kyselÈ fosfat·zy v leukocytech z krve, kostnÌ d¯enÏ a tk·Úov˝ch
otiskov˝ch prepar·t˘. Reagencie kyselÈ fosfat·zy jsou urËeny k ìdiagnostice in vitro.î

PouûitÌ substituovan˝ch AS fosf·t˘ naftolu ve spojenÌ s diazoniov˝mi solemi pro
detekci kyselÈ fosfat·zy v lidsk˝ch leukocytech poprvÈ zaznamenali Goldberg a Barka.1

Postup Sigma-Aldrich pro demonstraci tohoto enzymu je zaloûen na pouûitÌ naftolu AS-BI
fosf·tu a rychlÈ gran·tovÈ soli GBC. Tato diazoslouËenina byla vybr·na, protoûe se
spojuje rychle p¯i kyselÈm pH a vytv·¯Ì vysoce nerozpustnÈ barevnÈ usazeniny.

VÏtöina postup˘, vËetnÏ tÏch, kterÈ prov·dÌ Sigma-Aldrich, vyuûÌvajÌ stabilnÌ
diazoniovÈ sole. Ty se vytv·¯ejÌ reakcÌ arylaminu s nitridem sodn˝m v kyselÈm mÈdiu.2

V˝sledn˝ diazochlorid (obvykle nestabilnÌ) lze upravovat slouËeninami, jako nap¯Ìklad
chloridem zineËnat˝m, sÌranem zineËnat˝m nebo napftalen-1,6-disulfon·tem, vytv·¯ejÌcÌch
stabilnÌ sole. Tyto stabiliz·tory vyuûÌvajÌ v˝raznÈ inhibice nÏkter˝ch enzymatick˝ch
systÈm˘, p¯iËemû diazochloridy jsou mÈnÏ inhibiËnÌ.2 Proto spoleËnost Sigma-Aldrich nynÌ
poskytuje stabilnÌ roztoky fast garnet GBC base a nitridu sodnÈho pro cytochemii kyselÈ
fosfat·zy. Pro dalöÌ zjednoduöenÌ tÈto metody je p¯ipojen stabilnÌ roztok naftol AS-BI fosf·t.
Tyto stabilnÌ roztoky umoûÚujÌ z·kaznÌkovi upravovat mnoûstvÌ pracovnÌ reagencie podle
pot¯eb a bez zbytk˘.

Podle postupu Sigma-Aldrich, krevnÌ filmy jsou inkubov·ny v roztoku obsahujÌcÌm
naftol AS-BI kyseliny fosforeËnÈ a ËerstvÏ diazotizovan˝ rychl˝ gran·t GBC. Duplik·tnÌ
filmy je moûno upravit v roztoku s obsahem L(+)-vÌnanu. Naftol AS-BI, uvolnÏn˝
enzymatickou hydrol˝zou se ihned spojuje s rychl˝m gran·tem GBC a tvo¯Ì nerozpustnÈ
kaötanovÏ zbarvenÈ usazeniny v mÌstech aktivity. BuÚky obsahujÌcÌ kyselou fosfat·zu
citlivou na kyselinu vinnou tuto aktivitu postr·dajÌ. Mononukle·rnÌ buÚky obsahujÌcÌ
fosfat·zu rezistentnÌ na kyselinu vinnou nejsou touto ˙pravou zasaûeny.

REAGENCIE

ROZTOK NAFTOL AS-BI KYSELINA FOSFORE»N¡, katalogovÈ Ë. 387-1
Naftol AS-BI kyseliny fosforeËnÈ, 12,5 mg/mL.

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

ROZTOK ACET¡TU, katalogovÈ Ë. 386-3
Acet·tov˝ pufr, 2,5 mol/l, pH 5,2 ± 0,1.

ROZTOK VÕNANU, katalogovÈ Ë. 387-3
L(+)-VÌnanov˝ pufr, 0,335 mol/l, pH 4,9 ± 0,1.

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

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 3,6 ± 0,1.

ROZTOK HEMATOXYLINU, Gill Ë. 3, katalogovÈ Ë. GHS-3
Certifikovan˝ hematoxylin, 6,0 g/l, jodiËnan sodn˝, 0,6 g/l, sÌran hlinit˝, 52,8 g/l a
stabiliz·tory.

ULOéENÕ A STABILITA:
Skladujte roztok hematoxylinu p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C). ChraÚte p¯ed svÏtlem.

ätÌtek reagencie uv·dÌ datum pouûitelnosti.
Skladujte roztoky naftol AS-BI kyseliny fosforeËnÈ, Fast Garnet GBC Base, acet·tu,

vÌnanu, nitridu sodnÈho a citr·tu p¯i 2ñ8 °C.
FixaËnÌ roztok skladujte v lednici (2ñ8 °C). P¯ed pouûitÌm zah¯ejte na 18ñ26 °C. Roztok

je stabilnÌ aû 2 mÏsÌce, je-li skladov·n tÏsnÏ uzav¯en v lednici. Jestliûe zaznamen·te
zn·mky odpa¯ov·nÌ, fixaËnÌ roztok zlikvidujte a p¯ipravte Ëerstv˝.

ZHORäENÕ:
Roztoky naftol AS-BI kyseliny fosforeËnÈ a vÌnanu je t¯eba zlikvidovat, jestliûe se

objevÌ zakalenÌ.
Roztok citr·tu je vhodn˝ pro pouûitÌ bez viditelnÈho mikrobi·lnÌho r˘stu.
Zlikvidujte, pokud roztok hematoxylinu zhnÏdne (oxidacÌ vzduchem) nebo zrudne

(ztr·ta kyselosti).

PÿÕPRAVA:
Reagencie jsou dod·v·na p¯ipraven· k okamûitÈmu pouûitÌ.
P¯ipravte fixaËnÌ roztok slouËenÌm 25 mL citr·tovÈho roztoku, 65 mL acetonu a 8 mL

37 % formaldehydu. UmÌstÏte do sklenÏnÈ l·hve a pevnÏ uzav¯ete.

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 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 lÈka¯skou pomoc (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ
org·ny: J·tra a ledviny.

Roztok acet·tu. UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela otestovan·.

KYSEL¡ FOSFAT¡ZA,
LEUKOCYTICK¡
(Postup Ë. 387)

Roztok vÌnanu 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.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i poûitÌ. 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 odÏvy a ochranu obliËeje / oËÌ. ZasaûenÈ
org·ny: J·tra a ledviny. ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

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. 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. ZasaûenÈ
org·ny: J·tra a ledviny.

Formaldehyd 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
Roztok 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 lÈka¯skou pomoc
(pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

Roztok acet·tu. UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela otestovan·.
Roztok vÌnanu 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.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i poûitÌ. 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 odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ.

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. 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.

Formaldehyd 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.

Mohou se pouûÌvat filmy krevnÌ a kostnÌ d¯enÏ, otiskovÈ tk·ÚovÈ prepar·ty a
cytocentrifugickÈ prepar·ty. Jako antikoagulant slouûÌ EDTA nebo heparin. Filmy krevnÌ
nebo filmy kostnÌ d¯enÏ se mohou skladovat ust·lenÈ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C)
nÏkolik t˝dn˘ nebo neust·lenÈ nÏkolik dn˘ bez patrnÈ zmÏny aktivity.3 NeposÌlejte celou
krev pro zkouöku v jin˝ch laborato¯Ìch. PosÌlejte ust·len· nebo neust·len· sklÌËka. BÏhem
p¯epravy by se sklÌËka mÏla udrûovat v chladu. Nechte filmy schnout asi hodinu p¯ed fixacÌ.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
Aceton, ACS reagencie
Formaldehyd, 37 %

POZN¡MKY:
ProvedenÌ zkouöky m˘ûe b˝t monitorov·no zahrnutÌm krevnÌch film˘ p¯ipraven˝ch ze

zdravÈho jedince.
⁄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.

POSTUP:
TESTOVACÕ PROCEDURA
1. P¯edem zah¯ejte dostateËnÈ mnoûstvÌ deionizovanÈ vody pro dennÌ pot¯ebu na 37 °C.

P¯ed pouûitÌm zkontrolujte teplotu.
2. Vyrovnejte teplotu fixaËnÌho roztoku na pokojovou teplotu (18ñ26 °C). Fixujte sklÌËka

pono¯enÌm do fixaËnÌho roztoku na dobu 30 sekund. Opl·chnÏte ¯·dnÏ v
deionizovanÈ vodÏ Nenechejte sklÌËka vyschnout.

3. Do kaûdÈ ze 2 zkumavek p¯idejte 0,5 mL roztoku Fast Garnet GBC Base a 0,5 mL
roztoku nitridu sodnÈho. Prot¯ep·nÌm opatrnÏ promÌchejte po dobu 30 sekund.
Nechejte ust·t na 2 minuty.

4. OznaËte dvÏ 100mL k·dinky A a B a za st·lÈho mÌch·nÌ p¯idejte:

K·dinka A K·dinka B
Deionizovanou vodu, p¯edeh¯·tou na 37 °C 45 mL 45 mL
DiazotizovanÈho roztoku Fast Garnet GBC z kroku 3 1,0 mL 1,0 mL
Roztoku naftol AS-BI kyseliny fosforeËnÈ 0,5 mL 0,5 mL
Roztoku acet·tu 2,0 mL 2,0 mL
Roztoku vÌnanu ó 1,0 mL

5. Opat¯ete ötÌtky A a B n·doby a p¯eneste roztoky z k·dinek do p¯ÌsluönÈ n·doby
Coplin. Oh¯·t roztoky v n·dob·ch na 37 °C ve vodnÌ l·zni. P¯ed vloûenÌm sklÌËek
zkontrolujte teplotu, zda dosahuje 37 °C.



6. Vloûte sklÌËka do n·dob Coplin a inkubujte po dobu 1 hodiny p¯i 37 °C teplÈ
vodnÌ l·zni a chraÚte p¯ed svÏtlem.

7. Po jednÈ hodinÏ propl·chnÏte d˘kladnÏ v deionizovanÈ vodÏ, potom proveÔte
kontrastnÌ barvenÌ na 2 minut v roztoku hematoxylinu, Gill Ë. 3.

8. NÏkolik minut proplachujte v alkalickÈ vodovodnÌ vodÏ, aby se j·dra zabarvila
mod¯e.

9. Usuöte na vzduchu a mikroskopicky vyhodnoùte. ZakrytÌ krycÌmi sklÌËky se
nedoporuËuje, protoûe barvivo Ëasem vybledne.

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI

V›SLEDKY:
VybarvenÈ krevnÌ filmy se obvykle hodnotÌ subjektivnÏ na p¯Ìtomnost nebo

nep¯Ìtomnost vÌnanu odolnÈho enzymu. V nep¯Ìtomnosti kyseliny vinnÈ vÏtöina leukocyt˘
demonstruje granulovan· mÌsta aktivity. Kdyû se inkubuje vÌnanem, lze pozorovat
n·hodnÈ granule v lymfocytech a nÏkter˝ch specializovan˝ch makrof·zÌch, jako nap¯.
Gaucherova buÚka, epitelovÈ a vlasatÈ buÚky. 4 V krevnÌch n·tÏrech je oznaËen· pozitivnÌ
reakce p¯ÌtomnostÌ vÌce neû dvou bunÏk s dif˙znÌ a intenzivnÌ aktivitou, tj. vÌce neû
40 granulÌ.4 K vyhodnocenÌ Golgi zbarvenÌ, se doporuËujÌ charakteristickÈ lymfocyty
odvozenÈ od brzlÌku (T-buÚky), Sigma-Aldrich Postup Ë. 181.5

Aktivita kyselÈ fosfat·zy se projevuje jako ËervenavÈ aû tmavÏ ËervenÈ granule v
cytoplasmÏ vÏtöiny leukocyt˘.

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch, kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby
spoleËnosti Sigma-Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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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.

Postup Ë. 387
P¯edchozÌ revize: 2003-02

Revidov·no: 2003-09 

SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA  314-771-5765
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