PERIODIC ACID-SCHIFF
BARVICI SYSTEM (PAS)
(Postup ¢. 395)

SIGMA-ALDRICH’

POUZITI

Reagenty Periodic Acid Schiff (PAS) jsou uréeny k pouziti "v diagnostice in vitro".

Barvici postup Sigma-Aldrich PAS nabizi standardni a mikrovinny postup pro
demonstraci lymfocytd a mukopolysacharidd. Barvici vzor lymfocytt je uZite¢ny pfi
terapeutickém rozhodovani v danych pfipadech lymfocytické leukémie. Reakce PAS v
tkanovych fezech je uzite¢na pro prokazani mukopolysacharidl. Postup traveni diastazou
(a-amylazou) nasledujici po barveni PAS je uzite€nou pomuckou pfi diagnostifikovani
poruch ukladani glykogenu.

Barvici postup PAS Ize rovnéz pouzit pro prokézani organizmu plisni v tkanovych fezech.?

Glykoly se pfi Upravé kyselinou jodistou oxiduji na aldehydy. Po reakci s Schiffovym
reagentem (smés pararosanilinu a metabisulfitu sidného), se uvolfiuje pararosanilinovy
adduct, ktery barvi buné¢né komponenty obsahujici glykol." reakci Ize provést na krevnich
filmech nebo filmech kostni dfené, tkanovych preparatech nebo tkanovych fezech.?®
Pokud se pouziva na filmech krve nebo kostni diené, muze byt tento test uzitetny v roz-
poznani nékterych pripadl erytroleukemie a akutni lymfoblastické leukémie.*

Traveni diastazou (o-amylazou) Ize vyuzit jako pomucky pfi diagnéze poruch ukladani
glykogenu. Diastdza hydrolyzuje Skrob, glykogen a degradacni produkty vytvarené v
polysacharidech pfitomnych v tkani. Vedlej$i produkty traviciho procesu se pred barvenim
PAS smyji.*

Sigma-Aldrich postupy v€etné technik s PAS techniques se urychluji v mikrovinnych
troubach.®®

REAGENCIE

ROZTOK KYSELINY JODISTE, katalogové &. 395-1
Kyselina jodista, 1 g/dl.

SCHIFFOVO REAGENS, katalogové ¢. 395-2
Pararosanilin HCI, 1 % a metabisulfit sodny, 4 %, v kyseliné chlorovodikové, 0,25 mol/l.

ROZTOK HEMATOXYLINU, GILL €. 3, Katalogové ¢. GHS-3
Certifikovany hematoxylin, 6 g/l, jodi¢itan sodny, 0,6 g/, siran hlinity, 52,8 g/l a stabiliza¢nf
prostredek.

ULOZENI A STABILITA:

Skladujte Periodic Acid Solution, a Schiff's Reagent v lednici (2-8 °C). Hematoxylin
Solution, Gill No. 3 skladuijte pfi pokojové teploté (18-26 °C). Reagencie jsou stabilni po
dobu pouzitelnosti uvedené na Stitcich.

ZHORSENI:

Hematoxylin Solution, Gill No. 3 zlikvidujte, pokud roztok zhédne (okysli¢eno vlivem
vzduchu) nebo pokud z&ervena (ztrata kyselosti), nebo kdyz doba pozadovana pro vhodné
zbarveni prekro¢i dobu doporu¢enou v postupu o vice nez 5 minut..

PRIPRAVA:

Periodic Acid Solution, Schiff's Reagent a Hematoxylin Solution, Gill No. 3 jsou
dodavany k okamzitému pouZiti.

FORMALIN-ETHANOL FIXATIVE SOLUTION se pripravuje smichanim 5 ml
formaldehydu s 45 ml 95 % etanolem (reagencni alkohol). Pfipravujte denné Cerstvé a
uchovavejte tésné uzaviené.

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

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

Kontrolni sklitka PAS TISSUE-TROL jsou lidské tkanové fezy zalité v parafinu
obsahujici PAS a je tfeba s nimi zachézet jako s potencionalné infekénimi.

US prohlasent o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok kyseliny jodisté je ZIRAVINA. Zpusobuje popaleniny. V pfipadé kontaktu s
o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Odstrarite
okamzité kontaminovany odév. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obli¢eje / o¢i. )

Schiffs Reagent je TOXICKE. Skodlivy pfi poziti. Zptsobuje popaleniny. Maze
zpUsobit rakovinu. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a
vyhledejte lékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obliceje / o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékafskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouze pro profesionaini uzivatele. Zabrarite
expozici - pred pouZzitim se seznamte se zvlastnimi pokyny.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. P¥i vdechnuti velmi jedovaty. Drazdi o€i,
dychaci systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodny ochranny odév. Zasazené organy:
Jatra a ledviny. L L

Reagenéni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o¢i, dychaci systém a pokozku.
Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroji zapaleni - zakaz koureni. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Xylen je HORLAVY a SKODLIVY. Mozné riziko poruch plodnosti. Mize poskodit
nenarozené dité. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vaZného poskozeni o¢i. Udrzujte mimo zdrojd zapéleni - z&kaz koufeni.
V piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnoZzstvim 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 Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

EU prohléasenti o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok kyseliny jodisté je ZIRAVINA. Zptsobuje popaleniny. V pripadé kontaktu s
oc¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Odstrarite
okamZité kontaminovany odév. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obliceje / o¢i.

Schiff's Reagent je TOXICKE. Zptsobuje popéaleniny. Mize zptsobit rakovinu. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZzstvim 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 Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Pouze pro profesionalni uZivatele. Zabrarnte expozici - pred pouzitim
se seznamte se zvlastnimi pokyny.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Pfi vdechnuti velmi jedovaty. Drazdi oéi,
dychaci systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodny ochranny odév.

Reagencni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi o¢i,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroju
zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Xylen je SKODLIVY. Hoflavy. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi
o¢i. Zamezte kontaktu s o¢ima.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkd v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znamé zkuSebni metoda nemuze nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkarn nebudou pfenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkariové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Pouzity mohou byt ¢erstvé pripravené celé, EDTA nebo heparinizované filmy krve
nebo kostni dfené. Fixovat co nejdfive.

Pro polysacharidy Ize pouzit tk&f fixovanou v 10 % neutralnim pufrovaném formalinu,
Zenkera nebo BouinGv.2 Je tfeba upozornit na to, ze karbohydréaty jsou rozpustné ve vodé.® Pro
demonstraci glykogenu se doporuéuje Carnoylv roztok, Gendreho roztok nebo kysela
alkoholovy formalin2 Cas pottebny pro extrakei diastazy Ize prodiouzit, pokud je tkar fixovana
v kyseliné pikratové s obsahem fixativa.” Tkané je tfeba narezat na tloustku 5 mikrond.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:

37 % roztok formaldehydu

Reagenc¢ni alkohol

Filtrovaci papir Whatman ¢. 4

Kontrolni sklicka PAS , napfiklad Sigma PAS TISSUE-TROL, katalogové ¢. P8814, je tfeba
je zaradit do kazdého cyklu

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:

Mikrovinna trouba ACCUMATE™ H2100, katalogova ¢. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)
Nadoba Coplin s ventilem ve viku

Scottliv roncentrat jako nahrada vodovodni vody

a-Amylaza, typu VI-B, z pankreatu prasete (pouze pro postup extrakce diastazy)

POZNAMKY:

Pred pouzitim mikrovinné trouby Sigma-Aldrich H2100 Microwave se prosim
seznamte s Navodem k pouZiti vyrobce.

Krevni filmy pfipravené z klinicky zdravého jedince Ize zahrnout pro tcéely kontroly.
Polymorfonukleérni leukocyty vykazuiji intenzivni ¢ervené cytoplazmatické zabarveni. Do
kazdé provadéné barvici sekvence je tfeba zaradit tkanové fezy, o nichz je znamo, ze jsou
na PAS pozitivni nebo fezy obsahujici glykogen. Sigma-Aldrich nabizi pro tento G¢el PAS
TISSUE-TROL™, katalogoveé ¢. P 8814.

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

I. PREPARATY KRVE, KOSTNi DRENE NEBO OTISKOVE TKANOVE PREPARATY
Standardni postup:
1. Fixovat na vzduchu ususené krevni filmy na 1 minutu pfi pokojové teploté ve
fixaénim roztoku formalinu a etanolu.
2. Oplachovat sklitka 1 minutu v pomalu tekouci vodé z vodovodu.
3. Ponorit sklicka do roztoku Periodic Acid Solution, katalogové ¢. 395-1, na 5 minut
pfi pokojové teploté.
Oplachnout sklitka v nékolika laznich destilované vody.
Ponorit sklitka do Schiff's Reagent, katalogové ¢. 395-2, na 15 minut pii pokojové
teploté.
POZNAMKA: |hned po pouziti Schiff's Reagent uzaviete a vratte do lednice
(2-8 °C).
Promyt sklicka v tekouci vodé po dobu 5 minut.
Obarvit sklicka kontrastnim barvivem v roztoku Hematoxylin Solution, Gill No. 3, kat-
alogoveé ¢. GHS-3, na 90 sekund.
8. Oplachnout sklitka pod tekouci vodou na 15-30 sekund, ususit na vzduchu a
vyhodnotit mikroskopicky pod olejovym (900x) objektivem. Sklicka Ize montovat
montaznim médiem na bazi toluenu nebo xylenu.
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Postup s mikrovinnou troubou:
1. Fixovat na vzduchu usus$ené krevni filmy pfi pokojové teploté na 1 minutu ve
fixaénim roztoku formalinu a etanolu.
Oplachovat sklitka 1 minutu v pomalu tekouci vodé z vodovodu.
Umistéte sklicka do roztoku 40 ml kyseliny jodisté umisténé v plastové nadobé
Coplin.
Spustte mikrovinnou troubu na 800 watt na 10 sekund.
Oplachnout sklicka v nékolika laznich deionizované vody.
Umistéte sklitka do 40 ml Schiffova reagens umisténého v plastové nadobé Coplin.
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7. Spustte mikrovinnou troubu na 800 watt(i na 15 sekund. Smichejte roztok pipetou

nebo ty€inkou aplikatoru a inkubujte 1 minutu.

Oplachnéte sklitka v tekouci vodé po dobu 5 minut.

Umistéte sklicka do roztoku 40 ml Hematoxylin Solution Gill No. 3 umisténé v

plastové nadobé Coplin.

10.  Spustte mikrovinnou troubu na 800 wattd na 10 sekund.

11. Oplachnéte v tekouci vodé 1-2 minuty, potom provedte modfeni v Working Scott's
Tap Water Substitute pfi pokojové teploté.

12.  Oplachnéte pod tekouci vodou. Ususte na vzduchu.

13.  Sklitka Ize montovat montaznim médiem na bazi toluenu nebo xylenu.

Il. TKANOVE REZY
Standardni postup:
1. Odstrante paraffin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.
2. Ponorte sklitka do roztoku Periodic Acid Solution, katalogové ¢. 395-1, na 5 minut
pfi pokojové teploté (18-26 °C).
3. Oplachnout sklicka v nékolika laznich destilované vody.
4. Ponotte sklitka do Schiff's Reagent, katalogové ¢. 395-2, na 15 minut pti pokojové
teploté (18-26 °C).
5. Promyt sklicka v tekouci vodé po dobu 5 minut.
6. Provedte kontrastni barveni skli¢ek v roztoku Hematoxylin Solution, Gill No. 3,
katalogové ¢. GHS-3, na 90 sekund.
7. Oplachnéte pod tekouci vodou.
8. Dehydratujte, ocistéte a namontujte fezy montaznim médiem na bazi toluene nebo
xylenu.

Mikrovinny postup pro traveni diastazou (a-amylazou):
Pouziite dvojita testovaci sklitka. Opatfete Stitkem vzdy jedno sklicko pro traveni
diastazou a jedno pro barveni pomoci PAS.
POZNAMKA: Doporuéuji se potazen4 sklitka pro lep$i prilnavost tkani.
Pro traveni diastazou neprovadejte celoidinizaci fez(.2

8.
9.

2. Odstrante paraffin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.

3. Pripravte roztok Diastase (a-amylase) Working Solution rozpusténim 0,2 g
o-Amylase, katalogové ¢. A 3176, v 40 ml deionizované vody. Dobfe promichejte a
umistéte do plastové nadoby Coplin. Pfipravte tésné pred pouzitim.

4. Spustte mikrovinnou troubu na 600 watt na 25 sekund.

5. Vyjméte sklicka z nadoby Coplin a oplachujte natravena sklicka v tekouci vodé

5 minut.
6. Pouzijte natravena i nenatravena sklitcka a pokracujte postupem s mikrovinnou
troubou, krok 2.

Postup s mikrovinnou troubou:
1. Odstrante paraffin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.
2. Umistéte sklicka do roztoku 40 ml kyseliny jodisté umisténé v plastové nadobé

Coplin. Volné pfikryjte nadobu vikem nebo pouzijte viko s otvory.

Spustte mikrovinnou troubu na 800 wattd na 10 sekund.

Oplachnout skligka v nékolika laznich deionizované vody.

Umistéte sklicka do 40 ml Schiffova reagens umisténého v plastové nadobé Coplin.

Spustte mikrovinnou troubu na 800 wattl na 15 sekund. Smichejte roztok pipetou

nebo tyéinkou aplikatoru a inkubujte 1 minutu.

Oplachnéte sklitka v tekouci vodé po dobu 5 minut.

Umistéte sklicka do roztoku Hematoxylin, Gill No. 3 nebo do roztoku Light Green

Solution umisténého v plastové nadobé Coplin.

9.  Spustte mikrovinnou troubu na 800 wattd na 10 sekund.

. a. Pouzivate-li Gill's Hematoxylin, oplachnéte sklicka v tekouci vodé 1-2 minuty,
potom provedte modreni ve Working Scott's Tap Water Substitute pfi pokojové
teploté. Oplachnéte pod tekouci vodou. Dehydratuijte, ocistéte a namontuite.

b. Pouzivate-li roztok Light Green Solution, rychle oplachnéte v deionizované vode,
rychle dehydratuijte, o¢istéte a namontujte.
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CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Casti pozitivni na PAS se barvi rizové az Gervené a jadra jsou modra. Sklicka
upravend diastdzou (a-Amylazou) nebudou mit ve srovndni s nenatrdvenymi
glykogenovymi kontrolnimi pozitivnimi skli¢ky viditeln& zabarveny glykogen s PAS.

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

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
Objednéavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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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 zadnf strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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