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POUéITÕ
Kit alkalickÈ fosfat·zy Sigma-Aldrich Alkaline Phosphatase je urËen pro

histochemickou semikvantitativnÌ demonstraci aktivity alkalickÈ fosfat·zy v leukocytech.
Reagencie alkalickÈ fosfat·zy jsou urËeny k ìdiagnostice in vitro.î

V hematopoietickÈ tk·ni se alkalick· fosfat·za omezuje pouze na p·sy tvo¯ÌcÌ a
segmentovanÈ neutrofily.1ñ2 JejÌ demonstrace souËasn˝m zachyt·v·nÌm substituovan˝ch
nafthol˘ a diazoniovan˝ch solÌ, je z¯ejmÏ nejranÏjöÌ p¯Ìklad cytochemickÈho enzymatickÈho
testu klinickÈ d˘leûitosti.3

VÏtöina postup˘, vËetnÏ tÏch, kterÈ prov·dÌ Sigma-Aldrich, vyuûÌvajÌ stabilnÌ diazoniovÈ
sole. Ty se vytv·¯ejÌ reakcÌ arylaminu s nitridem sodn˝m v kyselÈm mÈdiu.4 V˝sledn˝
diazochlorid (obvykle nestabilnÌ) lze upravovat slouËeninami, jako nap¯Ìklad chloridem
zineËnat˝m, sÌranem zineËnat˝m nebo napftalen-1,6-disulfon·tem, vytv·¯ejÌcÌch stabilnÌ
sole. Tyto stabiliz·tory vyuûÌvajÌ v˝raznÈ inhibice nÏkter˝ch enzymatick˝ch systÈm˘,
p¯iËemû diazochloridy jsou mÈnÏ inhibiËnÌ.4 Proto spoleËnost Sigma-Aldrich nynÌ poskytuje
stabilnÌ roztoky fast red violet LB b·ze, fast blue BB b·ze a nitrid sodn˝ pro cytochemii
alkalickÈ fosfat·zy. Pro dalöÌ zjednoduöenÌ tÏchto metod je p¯ipojen stabilnÌ roztok naftol
AS-BI fosf·t.

Test se prov·dÌ inkubov·nÌm fixovan˝ch krevnÌch film˘ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C)
v roztoku s obsahem naftol AS-BI fosf·tu a ËerstvÏ p¯ipravenÈ soli fast red violet LB nebo
soli fast blue BB pufrovanÈ p¯i pH 9,5 2-amino-2-methyl-1,3-propanediolem (AMPD).
AktivnÌ oblasti jsou buÔ ËervenÈ nebo modrÈ v z·vislosti na zvolenÈ diazoniovÈ soli. Postup
zahrnujÌcÌ barvivo fast red violet LB je podobn˝ referenËnÌ metodÏ navrhovanÈ NCCLS.5

REAGENCIE

ALKALICK› ROZTOK NAFTOLU AS-BI, katalogovÈ Ë. 86-1
Naftol AS-BI fosf·t, 4 mg/mL, v pufru AMPD, 2 mol/l, pH 9,5.

ALKALICK› ROZTOK FRV, katalogovÈ Ë. 86-2
Fast red violet LB b·ze, 5 mg/mL, v kyselinÏ chlorovodÌkovÈ, 0,4 mol/l, se stabiliz·torem.

ALKALICK› ROZTOK FBB, katalogovÈ Ë. 86-3
Fast blue BB b·ze, 5 mg/mL, v kyselinÏ chlorovodÌkovÈ, 0,4 mol/l, se stabiliz·torem.

ROZTOK NITRIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 91-4
Nitrid sodn˝, 0,1 mol/l.

CITR¡TOV› ROZTOK, katalogovÈ Ë. 91-5
Kyselina citrÛnov·, 18 mmol/l, citr·t sodn˝, 9 mmol/l, chlorid sodn˝, 12 mmol/l s
detergentem, pufrovan˝ p¯i pH 3,6.

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, KatalogovÈ Ë. GHS-3
Certifikovan˝ hematoxylin, 6,0 g/l, jodiËnan sodn˝, 0,6 g/l, hydroxid hlinito-amonn˝,
52,8 g/l a stabiliz·tory.

NEUTR¡LNÕ ROZTOK »ERVENÃ, PUFROVAN›, katalogovÈ Ë. N 6264
Neutr·lnÌ ËerveÚ, certifikovan·, 0,5 % w/v, v acet·tovÈm pufru, pH 5,2. P¯Ìdavek
konzervaËnÌho Ëinidla.

ULOéENÕ A STABILITA:
Skladujte alkalick˝ roztok naftolu AS-BI, alkalick˝ roztok FRV, alkalick˝ roztok FBB a

roztok nitridu sodnÈho v lednici (2ñ8 °C). Reagencie jsou stabilnÌ do data pouûitelnosti.
PracovnÌ roztok citr·tu skladujte v lednici (2ñ8 °C). Roztok citr·tu je vhodn˝ pro pouûitÌ

bez viditelnÈho mikrobi·lnÌho r˘stu.
Skladujte roztok hematoxylinu a neutr·lnÌ roztok ËervenÏ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).

ChraÚte roztok hematoxylinu p¯ed svÏtlem. Reagencie jsou stabilnÌ do data pouûitelnosti.

ZHORäENÕ:
Zlikvidujte, pokud roztok zhnÏdne ( oxidacÌ vzduchem) nebo zrudne (ztr·ta kyselosti).

PÿÕPRAVA:
Reagencie jsou dod·v·na p¯ipraven· k okamûitÈmu pouûitÌ.
FIXATIVUM ñ CITR¡T-ACETONOV› FORMALDEHYD: K 25 mL citr·tovÈho roztoku,

katalogovÈ Ë. 91-5, p¯idejte 65 mL acetonu a 8 mL 37 % formaldehydu. UmÌstÏte do
sklenÏnÈ l·hve a pevnÏ uzav¯ete. Skladujte v lednici (2ñ8 °C). P¯ed pouûitÌm zah¯ejte na
18ñ26 °C. Roztok je stabilnÌ aû 4 t˝dny, je-li skladov·n tÏsnÏ uzav¯en v lednici.

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
Alkalick˝ roztok naftolu AS-BI a neutr·lnÌ roztok ËervenÏ. UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ

nebyla zcela otestovan·.
Alkalick˝ roztok FRV je éÕRAV›. äkodliv˝ p¯i poûitÌ. P¯i vdechnutÌ jedovat˝. Zp˘sobuje

pop·leniny. 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). ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

Alkalick˝ roztok FBB je TOXICK›. P¯i vdechnutÌ jedovat˝. Zp˘sobuje pop·leniny. 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). ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

ALKALICK¡ FOSFAT¡ZA
(AP), LEUKOCYTY
(Postup Ë. 86)

Roztok Hematoxylin Gill 3 je äKODLIV›. äkodliv˝ 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 odÏvy, rukavice a ochranu
obliËeje / oËÌ. ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

Aceton je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi. Opakovan· expozice m˘ûe zp˘sobit
vysuöenÌ a prask·nÌ pokoûky. V˝pary mohou zp˘sobit otupÏlost a z·vratÏ. Udrûujte
n·dobu na dob¯e vÏtranÈm mÌstÏ. 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. ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

Roztok formaldehydu 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. 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.

EU prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Alkalick˝ roztok naftolu AS-BI a neutr·lnÌ roztok ËervenÏ. UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ

nebyla zcela otestovan·.
AlkalickÈ roztoky FRV a FBB jsou äKODLIV…. äkodlivÈ p¯i poûitÌ. PouûÌvejte vhodnÈ

ochrannÈ odÏvy.
Roztok Hematoxylin Gill 3 je äKODLIV›. äkodliv˝ 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 odÏvy.

Aceton je VYSOCE HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ oËi. Opakovan·
expozice m˘ûe zp˘sobit vysuöenÌ a prask·nÌ pokoûky. V˝pary mohou zp˘sobit otupÏlost
a z·vratÏ. Udrûujte n·dobu na dob¯e vÏtranÈm mÌstÏ. 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.

Roztok formaldehydu 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.

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.

Lze pouûÌt ËerstvÈ krevnÌ filmy a filmy kostnÌ d¯enÏ nebo vzorky antikoagulovanÈ
heparinem.5 NEPOUéÕVEJTE EDTA.5 KrevnÌ n·tÏry je t¯eba barvit na enzymovou aktivitu
bÏhem 8 hodin od p¯Ìpravy. Avöak, nenÌ-li to moûnÈ, postupnou ztr·tu aktivity alkalickÈ
fosfat·zy lze snÌûit fixacÌ a skladov·nÌm v mrazniËce p¯es noc.5 Filmy je t¯eba vysuöit
alespoÚ 1 hodinu p¯ed fixacÌ a 3 hodiny po fixaci p¯ed zmrazenÌm.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
ACETON, ACS reagencie
FORMALDEHYD, 37 % ACS

POZN¡MKY:
P¯i prov·dÏnÌ procedury pouûÌvejte kontrolnÌ sklÌËka. Ty lze zÌskat od pacient˘ s

hnisavou leukocytÛzou, od ûen ve t¯etÌm trimestru tÏhotenstvÌ nebo v nÏkolika poporodnÌch
dnech. Bodov·nÌ alkalickÈ fosfat·zy leukocyt˘ tÏchto osob dosahuje obvykle 100.
NegativnÌ kontrolu lze p¯ipravit z norm·lnÌch fixovan˝ch n·tÏr˘ pono¯enÌm do vroucÌ vody,
aby se inaktivoval enzym. KontrolnÌ filmy lze uchov·vat aû 1 rok za podmÌnek, ûe jsou
fixov·ny, zality v parafÌnu a skladov·ny p¯i -70 °C. Filmy je t¯eba vysuöit alespoÚ 1 hodinu
p¯ed fixacÌ a 3 hodiny po fixaci p¯ed zmrazenÌm.

D˘raznÏ se doporuËuje, aby kaûd· laborato¯ stanovila sv˘j oËek·van˝ rozsah,
charakteristick˝ pro mÌstnÌ populaci.

Postup z·visÌ na subjektivnÌm hodnocenÌ nabarven˝ch bunÏk. To m˘ûe mÌt za
n·sledek velikou variabilitu zÌskan˝ch hodnocenÌ. Teplota reakËnÌ smÏsi musÌ b˝t
udrûov·na mezi 18ñ26 °C. NiûöÌ teploty majÌ za n·sledek v˝raznÈ snÌûenÌ bodov·nÌ. P¯i
teplotÏ nad 30 °C lze pozorovat v˝razn˝ n·r˘st aktivity. Eosinofily se nebarvÌ, ale lze je
rozpoznat bilobovan˝mi j·dry a velk˝mi lomiv˝mi zrny.

Co se t˝Ëe ˙daj˘ o slouËenin·ch, kterÈ mohou interferovat s aktivitou alkalickÈ
fosfat·zy leukocyt˘ (LAPA), neexistuje dostatek ˙daj˘. O nÏkter˝ch lÈcÌch a substancÌch
je zn·mo, ûe majÌ vliv na aktivitu alkalickÈ fosfat·zy.6 Or·lnÌ antikoncepËnÌ prost¯edky,
kortizol a stres mohou sniûovat bodov·nÌ alkalickÈ fosfat·zy leukocyt˘.3

U lidÌ je aktivita alkalickÈ fosfat·zy omezena na zralÈ a p·sy tvo¯ÌcÌ granulocyty. ObËas
lze pozorovat slabÈ zabarvenÌ v lymfocytech. Osteoblasty kostnÌ d¯enÏ a endoteli·lnÌ
buÚky se zabarvujÌ silnÏ. V mnoha myleomech lze pozorovat v˝raznÈ zv˝öenÌ alkalickÈ
fosfat·zy leukocyt˘ v perifernÌ krvi. HodgkinovÏ nemoci, polycytemia vera a infekËnÌ
leukocytÛzy. NÌzk· nebo û·dn· aktivita byla pozorov·na v chronickÈ myelocytickÈ
leukÈmii, dÏdiËnÈ hypofosfat·ze a paroxysm·lnÌ nekturn·lnÌ hemoglobinurie.

⁄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
POZN¡MKA: Pouûijete-li n·doby Columbia, podÏlte mnoûstvÌ reagenciÌ 5.
1. OdmÏ¯te 48 mL deionozovanÈ vody a nastavte teplotu na 18ñ26 °C.
2. P¯ipravte roztok diazoniovÈ sole:

P¯idejte 1 mL roztoku nitridu sodnÈho do 1 mL alkalickÈho roztoku FRV
NEBO



P¯idejte 1 mL roztoku nitridu sodnÈho do 1 mL alkalickÈho roztoku FBB.
P¯evracenÌm opatrnÏ promÌchejte. Nechejte ust·t 2 minuty.

3. P¯idejte roztok p¯ipraven˝ v kroku 2 do deionizovanÈ vody z kroku 1.
4. P¯idejte 1 mL alkalickÈho roztoku naftolu AS-BI do z¯edÏnÈho roztoku diazoniovÈ sole

(krok 3). OpatrnÏ promÌchejte a vlijte do n·doby Coplin.
5. Vyrovnejte teplotu fixaËnÌho roztoku citr·to-acetonovÈfo formaldehydu na pokojovou

teplotu (18ñ26 °C). Fixujte sklÌËka pono¯enÌm do fixaËnÌho roztoku na dobu
30 sekund. OpatrnÏ propl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ na 45 sekund. Nenechejte
sklÌËka vyschnout.

6. P¯eneste sklÌËka do smÏsi alkalickÈho barviva (krok 4) a inkubujte p¯i 18ñ26 °C na
15 minut. ChraÚte pono¯en· sklÌËka p¯ed svÏtlem. Po pouûitÌ smÏs alkalickÈho barviva
zlikvidujte.

7. Po 15 minutovÈ inkubaci sklÌËka vyjmÏte z n·doby Coplin a proplachujte je 
2 minuty v deionizovanÈ vodÏ. Nenechejte sklÌËka vyschnout.

8. ProveÔte kontrastnÌ barvenÌ po dobu 2 minut. P¯i pouûitÌ alkalickÈho roztoku FRV,
zvolte kontrastnÌ barvivo hematoxylinov˝ roztok, Gill Ë. 3. Jestliûe pouûÌv·te alkalick˝
roztok FBB, barvÏte kontrastnÌm barvivem neutr·lnÌ pufrovan˝ roztok ËervenÏ.

9. Propl·chnÏte sklÌËka d˘kladnÏ ve vodovodnÌ vodÏ a nechejte uschnout na vzduchu.
10. Mikroskopicky vyhodnoùte. Je-li pot¯eba sklÌËka zakr˝t, pouûijte pouze vodnÈ

mont·ûnÌ mÈdium.

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI

BODOVACÕ METODA:
PeËlivÏ prohlÈdnÏte film (900X) a vyberte tenkou vrstvu, kde jsou erytrocyty

zachyceny velmi m·lo. Oblasti aktivity fosfat·zy se zobrazÌ jako modr· nebo Ëerven·
zrnka, v z·vislosti na pouûitÈm barvivu. Vyberte 100 nep¯etrûitÏ segmentovan˝ch a p·sy
tvo¯ÌcÌ neutrofilnÌch granulocyty. Vyhodnoùte stupnicÌ od 0 do 4 + na z·kladÏ mnoûstvÌ a
intenzity vysr·ûenÈho barviva uvnit¯ cytoplazmy tÏchto bunÏk. Charakteristiky bodov·nÌ
naleznete v tabulce 1. Suma hodnocenÌ 100 bunÏk je pokl·d·na za skÛre.

TABULKA 1. PARAMETRY BODOV¡NÕ*

Vysr·ûenÈ azobarvivo v cytoplazmÏ

HodnocenÌ MnoûstvÌ** Intenzita PozadÌ
bunÏk ( %) Velikost granulÌ zabarvenÌ cytoplazmy

0+ é·dnÈ ó é·dnÈ é·dnÈ

1+ 50 MalÈ NejasnÈ aû MÈnÏ zabarvenÈ
St¯ednÌ aû slabÏ r˘ûovÈ ne

modrÈ

2+ 50ñ80 MalÈ St¯ednÌ MÈnÏ zabarvenÈ aû 
aû silnÏ slabÏ r˘ûovÈ 

nebo modrÈ

3+ 80ñ100 St¯ednÌ aû velkÈ SilnÈ MÈnÏ zabarvenÈ aû 
r˘ûovÈ nebo modrÈ

4+ 100 St¯ednÌ aû velkÈ Velmi silnÈ NeviditelnÈ

* Tabulka 1 p¯edstavuje modifikaci pozorov·nÌ uskuteËnÏnÈ Kaplowem.2,3

** ProcentuelnÌ mnoûstvÌ cytoplazmy obsazenÈ vysr·ûenÌm azobarvivem.

K zjiötÏnÈ skÛre aktivity alkalickÈ fosfat·zy (LAPA) v leukocytech je t¯eba poËet
spoËten˝ch bunÏk n·sobit hodnotou hodnocenÌ bunÏk. V˝poËty jsou p¯id·ny k zjiötÏnÌ
skÛre LAPA, jak je uvedeno v n·sledujÌcÌch p¯Ìpadech:

HodnocenÌ VypoËteno LAPA
bunÏk SkÛre

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4_______ _____ _____

Celkem 100 67

N·sledujÌcÌ skÛre byla zjiötÏna spoleËnostÌ Sigma-Aldrich pro 40 zdrav˝ch jedinc˘
popsanou metodou.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB__________________ ____________
Pr˘mÏrn· LAPA ± 1 SD 76±31 94±39
Rozsah LAPA 44ñ106 55ñ133

Rozsah norm·lnÌho skÛre je velmi öirok˝, kolÌs· od 20 do 180. N·sledujÌcÌ rozsah
skÛre byl zÌsk·n od tÏchto 40 zdrav˝ch jedinc˘:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB__________________ ____________
20ñ146 25ñ180

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch, kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby
spoleËnosti Sigma-Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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