ALKALICKA FOSFATAZA
(AP), LEUKOCYTY
Postup ¢. 86)

SIGMA-ALDRICH’ |

POUZITI

Kit alkalické fosfatdzy Sigma-Aldrich Alkaline Phosphatase je uréen pro
histochemickou semikvantitativni demonstraci aktivity alkalické fosfatazy v leukocytech.
Reagencie alkalické fosfatazy jsou uréeny k “diagnostice in vitro.”

V hematopoietické tkani se alkalicki fosfataza omezuje pouze na pasy tvofici a
segmentované neutrofily -2 Jej|’ demonstrace souéasnym zachytévém’m substituovanych

testu klinické dllezitosti.?

Vétsina postupu, 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

zinenatym, siranem zine¢natym nebo napftalen-1,6-disulfonatem, vytvéarejicich stabilni

sole. Tyto stabilizatory vyuzivaji vyrazné inhibice nékterych enzymatickych systéma,
pfitemz diazochloridy jsou méné inhibiéni.* Proto spole¢nost Sigma-Aldrich nyni poskytuje
stabilni roztoky fast red violet LB baze, fast blue BB baze a nitrid sodny pro cytochemii
alkalické fosfatazy. Pro dalsi zjednodu$eni téchto metod je pfipojen stabilni roztok naftol
AS-BI fosfat.

Test se provadi inkubovanim fixovanych krevnich filma pfi pokojové teploté (18-26 °C)
v roztoku s obsahem naftol AS-BI fosfatu a erstvé pripravené soli fast red violet LB nebo
soli fast blue BB pufrované pii pH 9,5 2-amino-2-methyl-1,3-propanediolem (AMPD).
Aktivni oblasti jsou bud ¢ervené nebo modré v zavislosti na zvolené diazoniové soli. Postup
zahrnuijici barvivo fast red violet LB je podobny referenéni metodé navrhované NCCLS.®

REAGENCIE

ALKALICKY ROZTOK NAFTOLU AS-BI, katalogové ¢&. 86-1
Naftol AS-BI fosfat, 4 mg/mL, v pufru AMPD, 2 mol/l, pH 9,5.
ALKALICKY ROZTOK FRV, katalogové ¢. 86-2
Fast red violet LB baze, 5 mg/mL, v kyseliné chlorovodikové, 0,4 mol/l, se stabilizatorem.
ALKALICKY ROZTOK FBB, katalogové ¢. 86-3
Fast blue BB baze, 5 mg/mL, v kyseliné chlorovodikové, 0,4 mol/l, se stabilizatorem.
ROZTOK NITRIDU SODNEHO, katalogové &. 91-4
Nitrid sodny, 0,1 mol/l.
CITRATOVY ROZTOK, katalogové &. 91-5
Kyselina citrobnova, 18 mmolll, citrat sodny, 9 mmol/l, chlorid sodny, 12 mmol/l s
detergentem, pufrovany pfi pH 3,6.
HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, Katalogové ¢. GHS-3
Certifikovany hematoxylin, 6,0 g/l, jodi¢nan sodny, 0,6 g/l, hydroxid hlinito-amonny,
52,8 g/l a stabilizatory.
NEUTRALNI ROZTOK CERVENE, PUFROVANY, katalogové &. N 6264
Neutralni ¢erven, certifikovana, 0,5 % wlv, v acetatovém pufru, pH 5,2. Pfidavek
konzervaéniho ¢inidla.
ULOZENI A STABILITA:

Skladuijte alkalicky roztok naftolu AS-BlI, alkalicky roztok FRV, alkalicky roztok FBB a
roztok nitridu sodného v lednici (2-8 °C). Reagencie jsou stabilni do data pouzitelnosti.

Pracovni roztok citratu skladujte v lednici (2-8 °C). Roztok citratu je vhodny pro pouZiti

bez viditelného mikrobialniho rustu.
Skladuijte roztok hematoxylinu a neutrélni roztok Eervené pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Chrante roztok hematoxylinu pred svétiem. Reagencie jsou stabilni do data pouzitelnosti.

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

PRIPRAVA:

Reagencie jsou dodavana pfipravena k okamzitému pouziti.

FIXATIVUM - CITRAT-ACETONOVY FORMALDEHYD: K 25 mL citratového roztoku,
katalogové ¢. 91-5, pfidejte 65 mL acetonu a 8 mL 37 % formaldehydu. Umistéte do
sklenéné lahve a pevné uzavrete. Skladujte v lednici (2-8 °C). Pfed pouzitim zahfejte na
18-26 °C. Roztok je stabilni az 4 tydny, je-li skladovan tésné uzavfen v lednici.

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 Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktuaini informace o riziku, nebezpeéi a
bezpeénosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Alkalicky roztok naftolu AS-Bl a neutraini roztok Eervené. Upozornéni: Latka jesté
nebyla zcela otestovana.

Alkalicky roztok FRV je ZIRAVY. Skodlivy pfi poziti. P¥i vdechnuti jedovaty. Zptisobuje
popaleniny. 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). Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Alkalicky roztok FBB je TOXICKY. P¥i vdechnuti jedovaty. Zpsobuje popaleniny. 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 Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Skodlivy pii poziti. Drazdi ogi, dychaci
systém a pokozku. V pripadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a
vyhledejte |ékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obliceje / ofi. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdfi o¢i. Opakovana expozice miize zptsobit
vysuSeni a praskani pokozky. Vypary mohou zpUsobit otupélost a zavraté. Udrzujte
nadobu na dobfe vétraném misté. Chrarite pfed zdrojem zapaleni - zakaz koufeni. V
piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Roztok formaldehydu je TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s k(izi a pfi poziti.
Zpusobuje popéaleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Maze zpUsobit
precitlivélost kontaktem s pokozkou. Mlze zpusobit dédiéné genetické poskozeni. V
piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / 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.

EU prohlaSeni o rizicich a bezpe€nosti

Alkalicky roztok naftolu AS-Bl a neutréini roztok Eervené. Upozornéni: Latka jeste
nebyla zcela otestovana. . s

Alkalické roztoky FRV a FBB jsou SKODLIVE. Skodlivé pfi poziti. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy. . o

Roztok Hematoxylin Gill 3 je SKODLIVY. Skodlivy pfi poziti. Drazdi o¢i, dychaci
systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte Iékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi o&i. Opakovana
expozice mlize zpUsobit vysuSeni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost
a zavraté. Udrzujte nadobu na dobre vétraném misté. Chrante pfed zdrojem zapaleni -
zékaz koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte 1ékaf'skou pomoc.

Roztok formaldehydu je TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, p¥i styku s kiizi a pfi poziti.
ZpUsobuje popéleniny. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Muze zplsobit
precitlivélost kontaktem s pokozkou. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre,
vyhledeijte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento &titek). Pouzivejte pouze v
dobfe vétranych prostorach.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkl v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znama zkugebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkarn nebudou prenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkariové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekeni.

Lze pouzit ¢erstvé krevni filmy a filmy kostni dfené nebo vzorky antikoagulované
heparinem.® NEPOUZIVEJTE EDTA.® Krevni natéry je treba barvit na enzymovou aktivitu
b&hem 8 hodin od pfipravy. AvSak, neni-li to mozné, postupnou ztratu aktivity alkalické
fosfatazy lze snizit fixaci a skladovanim v mrazni€ce pfes noc.® Filmy je tfeba vysusit
alespon 1 hodinu pred fixaci a 3 hodiny po fixaci pfed zmrazenim.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
ACETON, ACS reagencie
FORMALDEHYD, 37 % ACS

POZNAMKY:

Pri provadéni procedury pouzivejte kontrolni skiicka. Ty Ize ziskat od pacientd s
hnisavou leukocytézou, od Zen ve tfetim trimestru téhotenstvi nebo v nékolika poporodnich
dnech. Bodovani alkalické fosfatazy leukocytd téchto osob dosahuje obvykle 100.
Negativni kontrolu Ize pfipravit z normalnich fixovanych natért ponofenim do vrouci vody,
aby se inaktivoval enzym. Kontrolni filmy Ize uchovévat az 1 rok za podminek, ze jsou
fixovany, zality v parafinu a skladovany pfi -70 °C. Filmy je tfeba vysusit alespori 1 hodinu
pred fixaci a 3 hodiny po fixaci pfed zmrazenim.

Ddrazné se doporuCuje, aby kazda laboratof stanovila sv(ij oekavany rozsah,
charakteristicky pro mistni populaci.

Postup zavisi na subjektivnim hodnoceni nabarvenych bunék. To muize mit za
nésledek velikou variabilitu ziskanych hodnoceni. Teplota reakéni smési musi byt
udrzovana mezi 18-26 °C. Niz§i teploty maji za nasledek vyrazné snizeni bodovani. Pfi
teploté nad 30 °C Ize pozorovat vyrazny narlst aktivity. Eosinofily se nebarvi, ale Ize je
rozpoznat bilobovanymi jadry a velkymi lomivymi zrny.

Co se ty¢e Udaji o slouceninach, které mohou interferovat s aktivitou alkalické
fosfatazy leukocytl (LAPA), neexistuje dostatek (daju. O nékterych lécich a substancich
je znamo, ze maji vliv na aktivitu alkalické fosfatazy.® Oralni antikoncepéni prostiedky,
kortizol a stres mohou snizovat bodovani alkalické fosfatazy leukocyt(.®

U lidi je aktivita alkalické fosfatdzy omezena na zralé a pasy tvofici granulocyty. Ob&as
Ize pozorovat slabé zabarveni v lymfocytech. Osteoblasty kostni dfené a endoteliaini
buriky se zabarvuiji silné. V mnoha myleomech Ize pozorovat vyrazné zvyseni alkalické
fosfatazy leukocyth v periferni krvi. Hodgkinové nemoci, polycytemia vera a infekéni
leukocytozy. Nizkd nebo z&dna aktivita byla pozorovana v chronické myelocytické
leukémii, déditné hypofosfataze a paroxysmalini nekturnalni hemoglobinurie.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a mély by
se provéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POSTUP
POZNAMKA Pouzijete-li nadoby Columbia, podélte mnozstvi reagencii 5.

Odmérte 48 mL deionozované vody a nastavte teplotu na 18-26 °C.

2. Pripravte roztok diazoniové sole:
Pridejte 1 mL roztoku nitridu sodného do 1 mL alkalického roztoku FRV
NEBO



Pridejte 1 mL roztoku nitridu sodného do 1 mL alkalického roztoku FBB.
Prevracenim opatrné promichejte. Nechejte ustat 2 minuty.

Pridejte roztok pfipraveny v kroku 2 do deionizované vody z kroku 1.

Pridejte 1 mL alkalického roztoku naftolu AS-BI do zfedéného roztoku diazoniové sole
(krok 3). Opatrné promichejte a vlijte do nadoby Coplin.

5. Vyrovnejte teplotu fixaéniho roztoku citrato-acetonovéfo formaldehydu na pokojovou
teplotu (18-26 °C). Fixujte sklitka ponofenim do fixaéniho roztoku na dobu
30 sekund. Opatrné proplachnéte v deionizované vodé na 45 sekund. Nenechejte
sklicka vyschnout.

6. Preneste sklitka do smési alkalického barviva (krok 4) a inkubuijte pfi 18-26 °C na
15 minut. Chrarnte ponofena sklitka pred svétlem. Po pouziti smés alkalického barviva
zlikvidujte.

7. Po 15 minutové inkubaci sklicka vyjméte z nadoby Coplin a proplachujte je
2 minuty v deionizované vodé. Nenechejte sklicka vyschnout.

8. Provedte kontrastni barveni po dobu 2 minut. Pfi pouziti alkalického roztoku FRV,
zvolte kontrastni barvivo hematoxylinovy roztok, Gill €. 3. Jestlize pouzivate alkalicky
roztok FBB, barvéte kontrastnim barvivem neutraini pufrovany roztok ¢ervené.

9. Proplachnéte sklitka dukladné ve vodovodni vodé a nechejte uschnout na vzduchu.

10. Mikroskopicky vyhodnotte. Je-li potfeba sklicka zakryt, pouZijte pouze vodné
montazni médium.

Hw

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

BODOVACI METODA:

Peclivé prohlédnéte film (900X) a vyberte tenkou vrstvu, kde jsou erytrocyty
zachyceny velmi malo. Oblasti aktivity fosfatazy se zobrazi jako modrd nebo &ervena
zrnka, v zavislosti na pouzitém barvivu. Vyberte 100 nepfetrzité segmentovanych a pasy
tvofici neutrofilnich granulocyty. Vyhodnotte stupnici od 0 do 4 + na z&kladé mnozstvi a
intenzity vysrazeného barviva uvniti’ cytoplazmy téchto bunék. Charakteristiky bodovani
naleznete v tabulce 1. Suma hodnoceni 100 bunék je pokladana za skore.

TABULKA 1. PARAMETRY BODOVAN{*
Vysrazené azobarvivo v cytoplazmé

Hodnoceni| Mnozstvi** Intenzita Pozadi
bunék (%) Velikost granulf zabarveni cytoplazmy
0+ Z&dné — Z&dné Z&dné
1+ 50 Malé Nejasné az Méné zabarvené
Stfedni az slabé rizové ne
modré
2+ 50-80 Malé Stfedni Méné zabarvené az
az silné slabé rizové
nebo modré
3+ 80-100 Stedni az velké Silné Méné zabarvené az
rzové nebo modré
4+ 100 Stredni az velké Velmi silné Neviditelné

* Tabulka 1 predstavuje modifikaci pozorovani uskute¢néné Kaplowem.?*
** Procentuelni mnoZstvi cytoplazmy obsazené vysrazenim azobarvivem.

K zjisténé skore aktivity alkalické fosfatazy (LAPA) v leukocytech je tfeba pocet
spoctenych bunék nasobit hodnotou hodnoceni bunék. Vypocty jsou pfidany k zjisténi
skore LAPA, jak je uvedeno v nésledujicich pfipadech:

Hodnoceni' | Vypocteno LAPA
bunék Skére

0 60 0

1+ 20 20

2+ 14 28

3+ 5 15

4+ 1 4

Celkem 100 67

Nasleduijici skére byla zjiSténa spole¢nosti Sigma-Aldrich pro 40 zdravych jedinct
popsanou metodou.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
Pramérna LAPA + 1 SD 76431 94439
Rozsah LAPA 44-106 55-133

Rozsah normélniho skére je velmi Siroky, kolisd od 20 do 180. Nésledujici rozsah
skére byl ziskan od téchto 40 zdravych jedinch:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

Pokud se zjisténé vysledky li$i od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za ucelem konzultace.
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Parafilm je registrovanou ochrannou zndmkou spole¢nosti American Can Company,
Greenwich, CT

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 podmink&m.
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