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POUéITÕ
Sigma-Aldrich Leukocyte Peroxidase (Myeloperoxidase) je urËen· k pouûitÌ pro

histochemickou demonstraci v leukocytnÌ peroxid·ze. Reagencie leukocytnÌ peroxid·zy
jsou urËeny k pouûitÌ v ''diagnostice in vitro.''

KlasickÈ metody cytochemickÈ lokalizace myeloperoxid·zy (MP) zahrnovaly pouûitÌ
benzidinu1 nebo diaminobenzidinu.2 V roce 1977, Hanker a kol.3 popsali pouûitÌ p-fenylen-
diaminu a pyrokatechinu pro detekci injektovanÈ k¯enovÈ peroxid·zy. Tento indik·torov˝
systÈm je z·kladem pro postup Sigma-Aldrich, pokud je myeloperoxid·za detekovan·
pouûitÌm n·sledujÌcÌ reakce:

MP
p-fenylendiamin + hnÏdoËern˝ nerozpustn˝ reakËnÌ produkt
Katechol + H2O2

REAGENCIE

TRIZMALô 6,3 KONCENTR¡T PUFRU, katalogovÈ Ë. 90-3C
TRIZMAÆ maleate, 200 mmol/l. Chloroform p¯id·n jako konzervaËnÌ Ëinidlo

REAGENCIE INDIK¡TORU PEROXID¡ZY, katalogovÈ Ë. 390-1
p-fenylendiamin diHCl (1 Ë·st) a katechol (2 Ë·sti).

ROZTOK KYSELINY HEMATOXYLINOV…, katalogovÈ Ë. 285-2
Hematoxylin, p¯ezkouöen˝, 1 g/l, pH 3,3 p¯i 25 °C.

ULOéENÕ A STABILITA:
Trizmalô 6,3 koncentr·t pufru a roztok kyseliny hematoxylinovÈ by se mÏly skladovat

p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).
Reagencie indik·toru peroxid·zy by se mÏla skladovat v ledniËce (2ñ8 °C).
Roztok kyseliny hematoxylinovÈ by se nemÏl vracet do p˘vodnÌ n·doby po pouûitÌ v

n·dobÏ Coplin.
Peroxid vodÌku, 3 % ve fyziologickÈm roztoku pufrovanÈm fosf·tem by se mÏl

skladovat v ledniËce (2ñ8 °C). Zlikvidovat, kdyû se objevÌ zakalenÌ.
Reagencie jsou stabilnÌ do data pouûitelnosti.

ZHORäENÕ:
Vy¯adit Trizmalô 6,3 koncentr·t pufru, kdyû se objevÌ zakalenÌ.
Vy¯adit roztok kyseliny hematoxylinovÈ, kdyû doba poûadovan· pro vhodnÈ zbarvenÌ

p¯ekroËÌ dobu doporuËenou v postupu o vÌce neû 5 minut.

PÿÕPRAVA:
Trizmalô 6,3 z¯edÏn˝ pufr se p¯ipravuje smÌch·nÌm 1 objemu TRIZMALô 6,3 koncentr·tu

pufru , katalogovÈ Ë. 90-3C, s devÌti objemy deionizovanÈ vody. PouûÌt jednou a znehodnotit.
FixaËnÌ roztok, 95 % (v/v) etanol, se p¯ipravÌ smÌch·nÌm 5 ml 37 % formaldehyde seh

45 ml 95 % etanolu. P¯ipravovat dennÏ Ëerstv˝. UskladÚovat tÏsnÏ uzav¯en˝.
Peroxid vodÌku, 3 %, ve fosf·tem pufrovanÈm fyziologickÈm roztoku, se p¯ipravuje

p¯id·nÌm 1 dÌlu peroxidu vodÌku, 30 %, k devÌti dÌl˘m fosf·tem pufrovanÈho fyziologickÈho
roztokupH 7,4. MÏl by se p¯ipravovat Ëerstv˝.

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
Reagencie indik·toru peroxid·zy je TOXICK¡. Toxick˝ p¯i vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ

a p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm
vlivu. M˘ûe zp˘sobit p¯ecitlivÏlost vdechnutÌm a p¯i kontaktu s pokoûkou. Velmi toxick· pro
vodnÌ organismy, m˘ûe zp˘sobit dlouhodobÈ negativnÌ dopady ve vodnÌm prost¯edÌ. 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).
Tento materi·l a jeho n·doba se musÌ likvidovat jako nebezpeËn˝ odpad. ZabraÚte ˙niku
do ûivotnÌho prost¯edÌ. Viz speci·lnÌ instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

TRIZMALô koncentr·t pufru je äKODLIV› a nebezpeËn˝ pro ûivotnÌ prost¯edÌ. äkodliv˝
p¯i poûitÌ. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. äkodliv˝: nebezpeËÌ v·ûnÈho poökozenÌ
zdravÌ p¯i delöÌ expozici vdechov·nÌm a poûitÌ. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

Kyselina hematoxylinov· je TOXICK¡. Toxick· 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 obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ
nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

Formaldehyd je TOXICK›. Toxick˝ p¯i vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ.
Zp˘sobuje pop·leniny. M˘ûe zp˘sobit p¯ecitlivÏlost vdechnutÌm a p¯i kontaktu s pokoûkou.
OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. 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.

LEUKOCYTE PEROXIDASE
(MYELOPEROXIDASE)
(Postup Ë. 390)

Etanol je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. 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.

30 % peroxid vodÌku je OXIDA»NÕ a KOROZIVNÕ. Kontakt se z·paln˝m materi·lem
m˘ûe zp˘sobit poû·r. Zp˘sobuje pop·leniny. Uchov·vejte mimo dosah z·palnÈho
materi·lu. 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).

EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Reagencie indik·toru peroxid·zy je TOXICK¡ a nebezpeËn· pro ûivotnÌ prost¯edÌ.

Toxick˝ p¯i vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku. M˘ûe zp˘sobit
p¯ecitlivÏlost kontaktem s pokoûkou. Velmi toxick· pro vodnÌ organismy, m˘ûe zp˘sobit
dlouhodobÈ negativnÌ dopady ve vodnÌm prost¯edÌ. 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). Tento materi·l a jeho n·doba
se musÌ likvidovat jako nebezpeËn˝ odpad. ZabraÚte ˙niku do ûivotnÌho prost¯edÌ. Viz
speci·lnÌ instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

Kyselina hematoxylinov· je äKODLIV¡. äkodliv˝ p¯i poûitÌ.
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.

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

Peroxid vodÌku je KOROZIVNÕ. Zp˘sobuje pop·leniny. Po kontaktu s pokoûkou ihned
omyjte velk˝m mnoûstvÌm vody. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy a ochranu obliËeje /
oËÌ. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu
(pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

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.

Pro zkouöku by se mÏly pouûÌvat ËerstvÏ p¯ipravenÈ filmy celÈ krve nebo kostnÌ d¯enÏ.
Krev se m˘ûe shromaûÔovat v heparinu nebo EDTA. VystavenÌ svÏtlu by se mÏlo
minimalizovat protoûe leukocytnÌ peroxid·za je nest·l· na svÏtle. Je uvedeno, ûe neust·lenÈ
filmy jsou stabilnÌ 3 t˝dny kdyû se udrûujÌ ve tmÏ.1 P¯ed fixov·nÌm nechte filmy suöit
10 minut, chr·nÏnÈ p¯ed svÏtlem.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
Formaldehyd, 37 % roztok
Etanol, 95 % (v/v)
Fosf·tem pufrovan˝ fyziologick˝ roztok, pH 7,4, katalogovÈ Ë. P 3813
Peroxid vodÌku, 30 %

POZN¡MKY:
DoporuËuje se, aby krevnÌ filmy p¯ipravenÈ ze zdrav˝ch d·rc˘ byly zpracov·ny

souËasnÏ s pacientsk˝mi vzorky pro kontrolu ˙Ëinnosti systÈmu.
I kdyû myeloperoxid·za se obecnÏ povaûuje za marker bunÏk myelocytickÈho kmene,

je nutnÈ p¯ipustit, ûe monocytoidnÌ buÚky mohou takÈ vyk·zat slabou peroxid·znÌ aktivitu.
⁄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:
1. Fixovat filmy p¯i pokojovÈ teplotÏ po dobu 30 sekund ve fixaËnÌm roztoku .
2. Om˝vat sklÌËka mÌrnÏ tekoucÌ vodovodnÌ vodou po dobu 2 minut a nechat schnout ve

tmÏ po dobu 10 minut.
3. P¯edeh¯·t 50 ml TRIZMALô 6,3 z¯edÏnÈho pufru v 37 °C vodnÌ l·zni.
4. Bezprost¯ednÏ p¯ed pouûitÌm p¯idat 1 ampulku reagencie indik·toru peroxid·zy ,

katalogovÈ Ë. 390-1 a 200 µl (0,2 ml) 3 % peroxidu vodÌku k p¯edeh¯·tÈmu z¯edÏnÈmu
pufru Trizmalô 6,3. ÿ·dnÏ promÌchat. Po pouûitÌ vyhodit.

5. UmÌstit omyt· , fixovan· sklÌËka (Krok 2) do roztoku reagencie indik·toru peroxid·zy
(Krok 4) na 30 minut ve tmÏ v 37°C vodnÌ l·zni.

6. Po inkubaci om˝vat sklÌËka mÌrnÏ tekoucÌ vodovodnÌ vodou po dobu 15ñ30 sekund a
nechat oschnout na vzduchu.

7. Zbarvit sklÌËka kontrastnÌm barvivem v roztoku kyseliny hematoxylinovÈ, katalogovÈ Ë.
285-2, po dobu 10 minut.

8. Oplachovat sklÌËka v deionizovanÈ vodÏ po dobu 15ñ30 sekund. Nechat oschnout na
vzduchu a mikroskopicky sklÌËka vyhodnotit.

▼



CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
KrevnÌ filmy p¯ipravenÈ z norm·lnÌch donor˘ byly obarveny na myeloperoxid·zu

podle tohoto postupu a benzidinovou metodou.1 Neutrofily prok·zaly hnÏdoËernou
granulaci tÌmto postupem a modrou granulaci benzidinov˝m postupem. V obou p¯Ìpadech
se monocyty vybarvily mÈnÏ intenzivnÏji a lymfocyty neprok·zaly myeloperoxid·znÌ
aktivitu.

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. 390
P¯edchozÌ revize: 2003-03

Revidov·no: 2003-09 

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

TechnickÈ sluûby: 800-325-0250 nebo volat 314-771-3122 SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
nebo poslat e-mail na clintech@sial.com P.O. 1120, 89552 Steinheim, NÏmecko 49-7329-970

Objedn·vky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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