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POUZITI

Souprava kysela fosfatdza Sigma-Aldrich je uréend k pouziti v cytologické
demonstraci aktivity kyselé fosfatdzy v leukocytech z krve, kostni dfené a tkanovych
otiskovych preparatti. Reagencie kyselé fosfatazy jsou urceny k “diagnostice in vitro.”

Pouziti substituovanych AS fosfatl naftolu ve spojeni s diazoniovymi solemi pro
detekei kyselé fosfatazy v lidskych leukocytech poprvé zaznamenali Goldberg a Barka.'
Postup Sigma-Aldrich pro demonstraci tohoto enzymu je zaloZen na pouziti naftolu AS-BI
fosfatu a rychlé granatové soli GBC. Tato diazoslou€enina byla vybrana, protoze se
spojuje rychle pfi kyselém pH a vytvari vysoce nerozpustné barevné usazeniny.

Vétsina postupl, veetné téch, které provadi Sigma-Aldrich, vyuzivaji stabilni
diazoniové sole. Ty se vytvareji reakci arylaminu s nitridem sodnym v kyselém médiu.
Vysledny diazochlorid (obvykle nestabilni) Ize upravovat slou¢eninami, jako napfiklad
chloridem zine¢natym, siranem zine¢natym nebo napftalen-1,6-disulfonatem, vytvarejicich
stabilni sole. Tyto stabilizatory vyuzivaji vyrazné inhibice nékterych enzymatickych
systému, pficemz diazochloridy jsou méné inhibiéni.? Proto spole¢nost Sigma-Aldrich nynf
poskytuje stabilni roztoky fast garnet GBC base a nitridu sodného pro cytochemii kyselé
fosfatazy. Pro dal$i zjednodu$eni této metody je pfipojen stabilni roztok naftol AS-BlI fosfat.
Tyto stabilni roztoky umoznuiji zdkaznikovi upravovat mnozstvi pracovni reagencie podle
potieb a bez zbytkd.

Podle postupu Sigma-Aldrich, krevni filmy jsou inkubovény v roztoku obsahujicim
naftol AS-BI kyseliny fosfore¢né a Cerstvé diazotizovany rychly granat GBC. Duplikatni
filmy je mozno upravit v roztoku s obsahem L(+)-vinanu. Naftol AS-BI, uvolnény
enzymatickou hydrolyzou se ihned spojuje s rychlym granatem GBC a tvofi nerozpustné
kastanové zbarvené usazeniny v mistech aktivity. Bunky obsahujici kyselou fosfatazu
citivou na kyselinu vinnou tuto aktivitu postradaji. Mononuklearni burky obsahujici
fosfatazu rezistentni na kyselinu vinnou nejsou touto GUpravou zasazeny.

REAGENCIE

ROZTOK NAFTOL AS-BI KYSELINA FOSFORECNA, katalogové ¢. 387-1
Naftol AS-BI kyseliny fosfore¢né, 12,5 mg/mL.

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

ROZTOK ACETATU, katalogové &. 386-3

Acetatovy pufr, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1.

ROZTOK VINANU, katalogové ¢&. 387-3

L(+)-Vinanovy pufr, 0,335 mol/l, pH 4,9 + 0,1.

ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogové &. 91-4

Nitrid sodny, 0,1 mol/l.

CITRATOVY ROZTOK, katalogové &. 91-5

Kyselina citronova, 18 mmol/l, citrat sodny, 9 mmol/l, chlorid sodny, 12 mmol/l s
detergentem, pH 3,6 £ 0,1.

ROZTOK HEMATOXYLINU, Gill ¢. 3, katalogové ¢. GHS-3

Certifikovany hematoxylin, 6,0 g/l, jodiénan sodny, 0,6 g/l, siran hlinity, 52,8 g/l a
stabilizatory.

ULOZENI A STABILITA:

_ Skladuijte roztok hematoxylinu pfi pokojové teploté (18-26 °C). Chrarite pred svétlem.
Stitek reagencie uvadi datum pouzitelnosti.

Skladujte roztoky naftol AS-BI kyseliny fosfore¢né, Fast Garnet GBC Base, acetatu,
vinanu, nitridu sodného a citratu pfi 2-8 °C.

Fixacni roztok skladuijte v lednici (2-8 °C). Pred pouzitim zahrejte na 18-26 °C. Roztok
je stabilni az 2 mésice, je-li skladovan tésné uzavien v lednici. Jestlize zaznamenate
znamky odparovani, fixaéni roztok zlikvidujte a pripravte Cerstvy.

ZHORSENI:

Roztoky naftol AS-BI kyseliny fosfore¢né a vinanu je treba zlikvidovat, jestlize se
objevi zakalent.

Roztok citratu je vhodny pro pouziti bez viditelného mikrobialniho rastu.

Zlikvidujte, pokud roztok hematoxylinu zhnédne (oxidaci vzduchem) nebo zrudne
(ztrata kyselosti).

PRIPRAVA:

Reagencie jsou dodavana pfipravena k okamzitému pouziti.

Pripravte fixaéni roztok slou¢enim 25 mL citratového roztoku, 65 mL acetonu a 8 mL
37 % formaldehydu. Umistéte do sklenéné lahve a pevné uzaviete.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat b&Zna bezpeCnostni opatieni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se vSemi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy. Viz
Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktuélni informace o riziku, nebezpeci a bezpe¢nosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok Fast Garnet GBC Base je TOXICKA. Skodlivé pki poziti. P¥ vdechnuti
jedovaty. Zplsobuje popaleniny. MGze zpusobit rakovinu. V pfipadé kontaktu s o¢ima,
ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Zasazené
organy: Jatra a ledviny.

Roztok acetétu. Upozornéni: Latka jedté nebyla zcela otestovana.

Roztok vinanu je DRAZDIVY. Drazdi ogi, djchaci systém a pokozku. V piipadé kontaktu
s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte [ékaf'skou pomoc. Pouzivejte
vhodné ochranné oblegeni a rukavice.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Skodlivé p¥i poziti. Drazdi ogi, dychaci systém
a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. PouZzivejte vhodné ochranné odévy a ochranu obli¢eje / oéi. Zasazené
organy: Jatra a ledviny. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o¢i. Opakovana expozice mlze zplsobit
vysuSeni a praskani pokozky. Vypary mohou zplsobit otupélost a zavraté. Udrzujte nadobu
na dobre vétraném misté. Udrzujte mimo zdrojl zapaleni - zakaz koureni. V pfipadé kontaktu
s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou pomoc. Zasazené
organy: Jatra a ledviny.

Formaldehyd je TOXICKY. Toxicky pti vdechovant, pii styku s kiiZi a pfi pozitf. Zplsobuje
popéleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Mze zpGsobit precitiivélost kontaktem
s pokozkou. Mlze zpusobit dédicné genetické poskozeni. V pripadé kontaktu s o¢ima, ihned
promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iekafskou pomoc. 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). Pouzivejte pouze v
dobre vétranych prostorach.

EU prohléasenti o rizicich a bezpec¢nosti

Roztok Fast Garnet GBC Base je TOXICKA. Skodlivé pfi poziti. Mize zpGsobit
rakovinu. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte lIékafskou pomoc
(pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztok acetatu. Upozornéni: Latka je$té nebyla zcela otestovana.

Roztok vinanu je DRAZDIVY. Drazdi o¢i, djchaci systém a pokozku. V pipadé kontaktu
s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte lékai'skou pomoc. Pouzivejte
vhodné ochranné obleceni a rukavice.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Skodlivé pi poziti. Drazdi o&i, dychaci systém
a pokozku. V pripadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / oci.

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi o&i. Opakovana
expozice mlze zpusobit vysuSeni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost a
zavraté. UdrZujte nadobu na dobre vétraném misté. UdrZujte mimo zdroji zapaleni - zakaz
koureni. V pripadé kontaktu s ocima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékarskou pomoc.

Formaldehyd je TOXICKY. Toxicky pti vdechovant, pii styku s kiiZi a pfi pozitf. Zptsobuje
popéleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Mze zpGsobit precitlivélost kontaktem
s pokozkou. V piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. PouZzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / oci. V
pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékaf'skou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). PouZivejte pouze v dobre vétranych prostorach.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzork( v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znaméa zkuebni metoda nemutze nabidnout Upiné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou pfenadet infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkarové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Mohou se pouzivat filmy krevni a kostni dfené, otiskové tkanové preparaty a
cytocentrifugické preparaty. Jako antikoagulant slouzi EDTA nebo heparin. Filmy krevni
nebo filmy kostni dfené se mohou skladovat ustéalené pfi pokojové teploté (18-26 °C)
nékolik tydnt nebo neustalené nékolik dnd bez patrné zmény aktivity.* Neposilejte celou
krev pro zkousku v jinych laboratofich. Posilejte ustalena nebo neustélen sklicka. 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
Formaldehyd, 37 %

POZNAMKY:

Provedeni zkousky mize byt monitorovano zahrnutim krevnich filmd pfipravenych ze
zdravého jedince.

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

TESTOVACi PROCEDURA

1. Predem zahrejte dostate¢né mnozstvi deionizované vody pro denni potfebu na 37 °C.
Pred pouzitim zkontrolujte teplotu.

2. Vyrovnejte teplotu fixaéniho roztoku na pokojovou teplotu (18-26 °C). Fixuijte sklicka
ponofenim do fixaéniho roztoku na dobu 30 sekund. Oplachnéte fadné v
deionizované vodé Nenechejte sklicka vyschnout.

3. Do kazdé ze 2 zkumavek pridejte 0,5 mL roztoku Fast Garnet GBC Base a 0,5 mL
roztoku nitridu sodného. Protfepanim opatrné promichejte po dobu 30 sekund.
Nechejte ustat na 2 minuty.

4. Oznatte dvé 100mL kadinky A a B a za stalého michani pridejte:

Kadinka A Kadinka B
Deionizovanou vodu, predehratou na 37 °C 45 mL 45 mL
Diazotizovaného roztoku Fast Garnet GBC z kroku 3 1,0 mL 1,0 mL
Roztoku naftol AS-BI kyseliny fosfore¢né 0,5mL 0,5 mL
Roztoku acetatu 2,0 mL 2,0 mL
Roztoku vinanu — 1,0 mL

5. Opatrete Stitky A a B nadoby a preneste roztoky z kadinek do pfislusné nadoby
Coplin. Ohfat roztoky v nadobéch na 37 °C ve vodni lazni. Pred vlozenim skli¢ek
zkontrolujte teplotu, zda dosahuje 37 °C.



6. Vlozte sklitka do nadob Coplin a inkubujte po dobu 1 hodiny pfi 37 °C teplé
vodni lazni a chrante pfed svétlem.

7. Po jedné hodiné proplachnéte dikladné v deionizované vodé, potom provedte
kontrastni barveni na 2 minut v roztoku hematoxylinu, Gill ¢. 3.

8. Ne&kolik minut proplachujte v alkalické vodovodni vodé, aby se jadra zabarvila
modre.

9. Ususte na vzduchu a mikroskopicky vyhodnotte. Zakryti krycimi sklicky se
nedoporuéuje, protoze barvivo ¢asem vybledne.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

VYSLEDKY:

Vybarvené krevni filmy se obvykle hodnoti subjektivné na pfitomnost nebo
nepfitomnost vinanu odolného enzymu. V nepfitomnosti kyseliny vinné vétsina leukocytt
demonstruje granulovana mista aktivity. Kdyz se inkubuje vinanem, lze pozorovat
néhodné granule v lymfocytech a nékterych specializovanych makrofazich, jako napr.
Gaucherova burika, epitelové a vlasaté burky. * V krevnich natérech je oznacena pozitivni
reakce pfitomnosti vice nez dvou bunék s difazni a intenzivni aktivitou, tj. vice nez
40 granuli.* K vyhodnoceni Golgi zbarveni, se doporuCuji charakteristické lymfocyty
odvozené od brzliku (T-buriky), Sigma-Aldrich Postup ¢. 181.°

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

Pokud se zjisténé vysledky liSi od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuije, Ze jeji produkty se shoduji 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 zadnf strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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