LEUKOCYTE PEROXIDASE
(MYELOPEROXIDASE)
(Postup ¢. 390)

SIGMA-ALDRICH’

POUZITI

Sigma-Aldrich Leukocyte Peroxidase (Myeloperoxidase) je uréend k pouziti pro
histochemickou demonstraci v leukocytni peroxidaze. Reagencie leukocytni peroxidazy
jsou ur¢eny k pouziti v "diagnostice in vitro."

Klasické metody cytochemické lokalizace myeloperoxidazy (MP) zahrnovaly pouziti
benzidinu' nebo diaminobenzidinu.? V roce 1977, Hanker a kol.* popsali pouziti p-fenylen-
diaminu a pyrokatechinu pro detekci injektované kfenové peroxidazy. Tento indikatorovy
systém je zakladem pro postup Sigma-Aldrich, pokud je myeloperoxidaza detekovana
pouzitim nasledujici reakce:

MP
p-fenylendiamin + ~ —————Jp hnédocerny nerozpustny reakéni produkt
Katechol + HyOo

REAGENCIE

TRIZMAL™ 6,3 KONCENTRAT PUFRU, katalogoveé &. 90-3C
TRIZMA® maleate, 200 mmol/l. Chloroform pfidan jako konzervaéni ginidlo

REAGENCIE INDIKATORU PEROXIDAZY, katalogové €. 390-1
p-fenylendiamin diHCI (1 ¢ast) a katechol (2 €asti).
ROZTOK KYSELINY HEMATOXYLINOVE, katalogové &. 285-2
Hematoxylin, pfezkouseny, 1 g/l, pH 3,3 pfi 25 °C.

ULOZENI A STABILITA:

Trizmal™ 6,3 koncentrat pufru a roztok kyseliny hematoxylinové by se mély skladovat
pfi pokojové teploté (18-26 °C).

Reagencie indikatoru peroxidazy by se méla skladovat v lednicce (2-8 °C).

Roztok kyseliny hematoxylinové by se nemél vracet do puvodni nadoby po pouZziti v
nédobé Coplin.

Peroxid vodiku, 3 % ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem by se mél
skladovat v ledni€ce (2-8 °C). Zlikvidovat, kdyz se objevi zakaleni.

Reagencie jsou stabilni do data pouzitelnosti.

ZHORSENI:

Vyradit Trizmal™ 6,3 koncentrat pufru, kdyz se objevi zakalen.

Vyradit roztok kyseliny hematoxylinové, kdyz doba pozadované pro vhodné zbarveni
prekro¢i dobu doporuéenou v postupu o vice nez 5 minut.

PRIPRAVA:

Trizmal™ 6,3 zfedény pufr se pfipravuje smichanim 1 objemu TRIZMAL™ 6,3 koncentratu
pufru , katalogové €. 90-3C, s deviti objemy deionizované vody. Pouzit jednou a znehodnotit.

Fixaéni roztok, 95 % (v/v) etanol, se pfipravi smichanim 5 ml 37 % formaldehyde seh
45 ml 95 % etanolu. Pfipravovat denné €erstvy. Uskladiovat tésné uzavieny.

Peroxid vodiku, 3 %, ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku, se pfipravuje
pridanim 1 dilu peroxidu vodiku, 30 %, k deviti dilim fosfatem pufrovaného fyziologického
roztokupH 7,4. Mél by se pfipravovat erstvy.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpeénostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy.
Viz Bezpecnostni list k materiélu, ktery uvadi aktuéini informace o riziku, nebezpeéi a
bezpe¢nosti.

US Prohladeni o rizicich a bezpe¢nosti

Reagencie indikatoru peroxidazy je TOXICKA. Toxicky pfi vdechovani, pii styku s kiizi
a pfi poziti. Drazdi o¢i, dychaci systém a pokozku. Omezené dlkazy o karcinogennim
vlivu. Muze zpusobit precitlivélost vdechnutim a pfi kontaktu s pokozkou. Velmi toxické pro
vodni organismy, muze zpusobit dlouhodobé negativni dopady ve vodnim prostfedi. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud
se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Tento material a jeho nadoba se musi likvidovat jako nebezpecny odpad. Zabrarite Gniku
do Zivotniho prostiedi. Viz specialni instrukce / bezpe€nostni listy.

TRIZMAL™ koncentrét pufru je SKODLIVY a nebezpe&ny pro Zivotni prostredi. Skodlivy
pii poziti. Omezené diikazy o karcinogennim viivu. Skodlivy: nebezpegi vazného posgkozeni
zdravi pfi del$i expozici vdechovanim a poziti. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Kyselina hematoxylinova je TOXICKA. Toxicka pfi poziti. Drazdi ogi, dychaci systém
a pokozku. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné oblegeni a rukavice. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Nervy a jatra.

Formaldehyd je TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kazi a pH pozitf.
Zplsobuje popaleniny. Mlize zpUsobit precitlivélost vdechnutim a pfi kontaktu s pokozkou.
Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Mize zpusobit dédiéné genetické poskozeni. 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. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned lékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Pouzivejte pouze v dobfe vétranych prostorach.

Etanol je HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi oéi, dychaci systém a
pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pred zdrojem zapaleni - zakaz
koufent. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

30 % peroxid vodiku je OXIDACNI a KOROZIVNI. Kontakt se zapalnym materialem
muze zpusobit pozar. Zpusobuje popaleniny. Uchovavejte mimo dosah zapalného
materidlu. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte 1ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obliceje / o¢i. V pripadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

EU Prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Reagencie indikatoru peroxidazy je TOXICKA a nebezpeéna pro Zivotni prostiedi.
Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kuizi a pfi poziti. Drazdi o¢i a pokozku. Muze zplsobit
precitlivélost kontaktem s pokozkou. Velmi toxicka pro vodni organismy, mize zplsobit
dlouhodobé negativni dopady ve vodnim prostfedi. V pfipadé kontaktu s oc¢ima, ihned
promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte 1ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné obleceni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobie, vyhledejte
ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Tento material a jeho nadoba
se musi likvidovat jako nebezpeény odpad. Zabrarite Gniku do Zivotniho prostredi. Viz
speciélni instrukce / bezpe€nostni listy.

Kyselina hematoxylinova je SKODLIVA. Skodlivy pfi poziti.

Formaldehyd je TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kizi a pH pozitf.
Zplsobuje popéleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Muze zpusobit
precitlivélost kontaktem s pokozkou. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte |ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu oblieje / oéi. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre,
vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouzivejte pouze v
dobre vétranych prostorach.

Etanol je VYSOCE HORLAVY. Vysoce hoflavy. Nadobu uchovavejte tésné
uzavienou. Chrarite pfed zdrojem zapéleni - zakaz kourent.

Peroxid vodiku je KOROZIVNI. Zpasobuije popaleniny. Po kontaktu s pokozkou ihned
omyjte velkym mnozstvim vody. Pouzivejte vhodné ochranné odévy a ochranu obliceje /
o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek).

POSTUP

ODBER VZORKU:

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

Pro zkousku by se mély pouzivat Cerstvé pripravené filmy celé krve nebo kostni dfené.
Krev se mlze shromazdovat v heparinu nebo EDTA. Vystaveni svétlu by se mélo
minimalizovat protoze leukocytni peroxidaza je nestéla na svétle. Je uvedeno, Ze neustélené
filmy jsou stabilni 3 tydny kdyz se udrzuji ve tmé.' Pfed fixovanim nechte filmy susit
10 minut, chranéné pred svétlem.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
Formaldehyd, 37 % roztok

Etanol, 95 % (v/v)

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,4, katalogové ¢. P 3813

Peroxid vodiku, 30 %

POZNAMKY:

Doporuéuje se, aby krevni filmy pfipravené ze zdravych darcu byly zpracovany
soucasné s pacientskymi vzorky pro kontrolu G¢innosti systému.

| kdyz myeloperoxidaza se obecné povazuje za marker bunék myelocytického kmene,
je nutné pripustit, ze monocytoidni buriky mohou také vykazat slabou peroxidazni aktivitu.

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

POSTUP:

. Fixovat filmy pfi pokojové teploté po dobu 30 sekund ve fixaénim roztoku .

2. Omyvat sklicka mirné tekouci vodovodni vodou po dobu 2 minut a nechat schnout ve

tmé po dobu 10 minut.

Predehrat 50 ml TRIZMAL™ 6,3 zfedéného pufru v 37 °C vodni 1azni.

4. Bezprostfedné pred pouzitim pfidat 1 ampulku reagencie indikatoru peroxidazy ,
katalogové ¢. 390-1 a 200 pl (0,2 ml) 3 % peroxidu vodiku k pfedehratému zfedénému
pufru Trizmal™ 6,3. Radn& promichat. Po pouziti vyhodit.

5. Umistit omyta , fixovana sklicka (Krok 2) do roztoku reagencie indikatoru peroxidazy

(Krok 4) na 30 minut ve tmé v 37°C vodni 14zni.

. Po inkubaci omyvat sklicka mirné tekouci vodovodni vodou po dobu 15-30 sekund a

nechat oschnout na vzduchu.

7. Zbarvit sklicka kontrastnim barvivem v roztoku kyseliny hematoxylinové, katalogové ¢.

285-2, po dobu 10 minut.

. Oplachovat sklitka v deionizované vodé po dobu 15-30 sekund. Nechat oschnout na

vzduchu a mikroskopicky sklicka vyhodnotit.
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CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Krevni filmy pfipravené z normalnich donord byly obarveny na myeloperoxidazu
podle tohoto postupu a benzidinovou metodou." Neutrofily prokazaly hnédocernou
granulaci timto postupem a modrou granulaci benzidinovym postupem. V obou pfipadech
se monocyty vybarvily méné intenzivnéji a lymfocyty neprokazaly myeloperoxidazni
aktivitu.

Pokud se zjisténé vysledky lisi od oéekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za tcelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduji' s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupuijici 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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AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
( € E Egham, TW20 9BD Velka Britanie

SIGMA-ALDRICH, INC.

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
Objednavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Némecko 49-7329-970
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