SIGMA-ALDRICH’

NAFTOL AS-D QHLORACETAT
ESTERAZA A

a-NAFTYLACETAT ESTERAZA
(Postup €. 90)

POUZITI

Reagencie Sigma-Aldrich jsou uréeny pro cytologicky
priikaz naftol AS-D chloroacetat esterazy a o-naftyl acetat
esterazy v krevnich filmech, filmech kostni dfené nebo
otiskovych tkanovych preparatech. Reagencie pro priikaz
esterazy jsou uréeny k “diagnostice in vitro.”

Bunééné esterdzy jsou vSudypfitomné a zfejmé
reprezentuji série rGznych enzym( aktivovanych
vybranymi substraty. Na z&kladé definovanych podminek

reakce Ize urcit typy hemopoietickych bunék, podle pouZziti

specifickych substrati pro esterazy. Popsanid metoda
poskytuje navod k rozliSeni granulocytl od monocytd. "

K provedeni testu je tfeba krevni filmy, filmy kostni

dfené nebo otiskové tkanové preparaty inkubovat bud
naftol AS-D chloracetatem nebo o-naftyl acetatem za
pfitomnosti  stabilni diazoniové sole. Enzymaticka
hydrolyza esterové vazby uvolfiuje volné naftolové
slougeniny. Ty se spojuji s diazoniovou soli a vytvareji siiné
kolorované usazeniny v oblastech enzymatické aktivity.

REAGENCIE

DIMETHYL FORMAMID, katalogové ¢. 90-10

ETHYLEN GLYKOL MONOMETHYL ETHER,
katalogové ¢&. 90-11

NAFTOL AS-D CHLORACETAT, katalogové ¢. 90-5
V kapslich o obsahu 20 mg.

a-NAFTYL ACETAT, katalogové &. 90-6
V kapslich o obsahu 20 mg.

KONCENTROVANY PUFR TRIZMAL™ 6,3,

katalogové ¢. 90-3C

TRIZMA® maleate, 200 mmol/l. Chloroform pfidan jako
konzervaéni €inidlo.

KONCENTROVANY PUFR TRIZMAL™ 7,6,

katalogové ¢. 90-2C

TRIZMA® maleate, 200 mmol/l. Chloroform pfidan jako
konzervagni €inidlo.

ROZTOK MAYERUV HEMATOXYLIN, katalogové &. MHS-1
Hematoxylin, certifikovany, 0,1 % (w/v) a stabilizatory.

ROZTOK KYSELEHO HEMATOXYLINU, katalogové &. 285-2
Hematoxylin, certifikovany, 1 g/l, pH 3,3 pfi 25 °C.

SUL FAST BLUE (rychla modf) RR, katalogové &. FBS-25
Predem navazené kapsle. Skute¢na hmotnost na jednu kapsli
kolisa v kazdé $arzi barviva a je optimalizovana pro test.

SUL FAST GARNET GB, katalogové &. 90-15
Obsah barviva je uveden na $titku reagencie.

CITRATOVY KONCENTRAT, katalogové ¢. 386-1
Citratovy pufr, 0,383 mol/l, pH 5,4, pokud je zfedény podle
postupu.

GLYCEROLOVA ZELATINA, katalogové ¢. GG-1
Smés glycerolu a zelatiny s obsahem fenolu, 1 %.

ULOZENI A STABILITA:

Dimethyl formamid, ethylen glykol monomethyl ether,
koncentrovany pufr TRIZMAL™ 6,3, koncentrovany pufr
TRIZMAL™ 7,6, roztok Mayertv hematoxylin a roztok kyselého
hematoxylinu se uchovavaji pii pokojové teploté (18-26 °C).

Naftol AS-D chloracetat, o-naftyl acetat a sul Fast
Blue RR se skladuiji pfi teploté nizsi nez 0 °C.

Sul Fast Corinth V a citratovy koncentrat se
uchovavaji v lednici (2-8 °C).

Naftol AS-D chloracetat, o- naftyl acetéat, sul Fast Blue
RR a stl Fast Corinth V jsou stabilni az do data exspirace
uvedeného na Stitku.

Zredény roztok citratu je stabilni po dobu 1 tydne, kdyz
se uchovava pevné uzavreny pii pokojové teploté (18-26 °C).

Koncentrovany pufr TRIZMAL™ 6,3, koncentrovany
pufr TRIZMAL™ 7,6 a citratovy koncentrat Ize pouzivat,
pokud neni viditelné mikrobialné znecistén.

Fluorid sodny, 2 g/dl. Skladujte reagencie pfi pokojové
teploté (18-26 °C). Pouziva se, pokud je provadén postup
“a-Naftyl acetat esteraza s inhibici fluoridem”.

Glycerolovéa Zelatina, katalogové ¢. GG-1. Uchovavejte
v lednici (2-8 °C).

ZHORSENI:

Dimethyl formamid a ethylene glykol monomethyl e

zlikvidujte, jakmile se zabarvi nebo zakali.

Ztedény pufrovy roztok TRIZMAL™ 6,3 a zfedény
pufrovy roztok TRIZMAL™ 7,6 je mozné pouzit pouze jednou,
potom zlikvidovat.

Roztok Mayelv hematoxylin a roztok kyselého
hematoxylinu je tfeba zlikvidovat, kdyz doba pozadovana
pro vhodné zbarveni prekro¢i dobu doporuc¢enou v postupu
0 vice nez 5 minut.

PRIPRAVA: ’

ROZTOK NAFTOL AS-D CHLORACETAT se
pripravuje rozpusténim obsahu 1 kapsle naftol AS-D
chloracetatu ve 2 mL dimethyl formamidu, katalogové ¢.
90-10. Kdyz potiebujete, vyjméte 1 kapsli z mraznicky.
Pripravte tésné pred pouZitim.

a-ROZTOK NAFTYL ACETAT se pripravuje
rozpusténim obsahu 1 kapsle a-naftyl acetatu ve 2 mL
ethylene glykol monomethyl etheru, katalogové ¢&. 90-11.
Kdyz potfebujete, vyjméte 1 kapsli z mraznicky. Pfipravte
tésné pred pouZitim.

ZREDENY PUFROVY ROZTOK TRIZMAL™ 6,3 se
pfipravuje zfedénim 1 dilu koncentrovaného pufru

TRIZMAL™ 6,3 s 9 dily deionizované vody. Faktor pH musi

byt 6,3 pfi 25 °C.
ZREDENY PUFROVY ROZTOK TRIZMAL™ 7,6 se
pripravuje zfedénim 1 dilu koncentrovaného pufru

TRIZMAL™ 7,6 s 9 dily deionizované vody. Faktor pH musi

byt 7,6 pfi 25 °C.

Mayedv hematoxylin a kysely roztok hematoxylinu je
tfeba pfed pouzitim prefiltrovat.

ZREDENY CITRATOVY ROZTOK se pripravuje
zfedénim 1 dilu koncentrovaného citratu, katalogové ¢. 386-1,
s 9 dily deionizované vody. Pfi fedéni je pH 5,4.

CITRAT-ACETON-METHANOLOVE FIXATIVUM: K
18 mL zfedéného citratového roztoku pfidejte 27 mL aceton,
stupert ACS a 5 mL methanolu, katalogové €. M 1775.
Skladujte pevné uzaviené pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Zlikvidujte po 8 hodinéch.

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrZovat béZzna bezpecnostni opatfeni pfi
manipulaci s laboratornimi reagenciemi. Odpad likvidujte v
souladu se v8emi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy.

Viz Bezpet€nostni list k materialu, ktery uvadi aktuaini

informace o riziku, nebezpe¢i a bezpe€nosti.

US Prohlaseni o rizicich a bezpecnostl

Dimethyl formamid je TOXICKY. Skodhvy ie
vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi o¢i a pokozku.
MuZe po8kodit nenarozené dité. Nevdechujte vypary.
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 stltek) Vznétlivy - Lehce absorbovatelny kizi.
Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Ethylene glykol monomethyl ether je VZNETLIVY A
TOXICKY. Skodiivé pii vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a
spolknutim. Drazdi oci, dychaci systemapokozku Negativné
pGsobi na plodnost. Mize poskodit nenarozené dité. V
pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte
ihned lékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Zabrarnte expozici - pfed pouzitim se seznamte se zvlastnimi
pokyny. Zasazené organy: Krev a ledviny.

Naftol AS-D chloracetat a a-naftyl acetat. Upozornéni:
Zamezte kontaktu a vdechnuti.

Koncentrovany pufr TRIZMAL™ 7,6 a koncentrovany
pufr TRIZMAL™ 6,3 jsou SKODLIVE. Skodlivé pfi poziti.
Omezené dikazy o karcinogennim vlivu. Skodlivy:
nebezpeti vazného poskozeni zdravi pfi delsi expozici
vdechovanim a poziti. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.
Mozny karcinogen. Calif. Prop. 65 karcinogen.

Mayertv hematoxylmovy roztok je TOXICKY. Toxicky
pfi poziti. Drazdi ogi, dychaci systém a pokozku. V pfipadé
kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte |ékafskou pomoc. PouZivejte vhodné ochranné
obleGeni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Nervy a jatra.

Kysely roztok hematoxylinu je TOXICKY. Toxicky pfi
poziti. Drézdi o€i, dychaci systém a pokozku. V pfipadé
kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a
vyhledejte Iékafskou pomoc. PouZivejte vhodné ochranné
oble¢eni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobfe, vyhledejte ihned lékafskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Nervy a jatra.

Sul Fast Blue RR. Zamezte kontaktu a vdechnuti.

Sul Fast Corinth V je TOXICKA. Skodlivé pfi vdechnuti,
v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Muaze zpuUsobit
rakovinu. Muze zpuasobit dédicné genetické poSkozeni.
Nevdechujte prach. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned lékafskou sluzbu
(pokud mozno, ukaZzte tento Stitek).

Koncentrat citratu je Z[RAVY. Zptisobuje popaleniny. V
pfipadé kontaktu s ogima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte |ékafskou pomoc. PouZivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned
lékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

1-CZ

Methanol je HORLAVY a TOXICKY. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s kuzi a pfi poZiti. Toxicky: mozné riziko
velmi vaznych ireverzibilnich vliv(i vdechnutim, v kontaktu s
pokoZzkou a pozitim. Drézdi ofi a pokozku. Nadobu
uchovavejte tésné uzavienou. Chrante pred zdrojem
zapéleni - z&kaz koufeni. Pijméte pfislusnd bezpecnostni
opatfeni proti vybojum statické elektfiny. Zamezte kontaktu s
khzi. Pouzivejte vhodné ochranné oble¢eni a rukavice. V
pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte
ihned lékafskou sluZbu (pokud mozno, ukaZte tento Stitek).

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi oéi.
Opakovana expozice mlze zpusobit vysuSeni a praskani
pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost a zavraté.
Udrzujte nadobu na dobfe vétraném misté. Chrante pred
zdrojem zapaleni - zakaz koureni. V pfipadé kontaktu s
o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

2 % roztok fluoridu sodného. Upozornéni: Zamezte
kontaktu a vdechnuti. Zasazené organy: Ledviny a kosti.

EU Prohla$eni o rizicich a bezpecnostl

Dimethyl formamid je TOXICKY. Skodllvy e
vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Dr&zdi o¢i. Muze
poskodit nenarozené dité. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). Pouze pro profesionalni
uzivatele. Pozor - zamezte expozici - pfed pouzitim se
seznamte se zvlastnimi pokyny.

Ethylen glykol monomethyl ether je TOXICKY. Hoflavy.
Skodlivy pfi vdechnuti, v kontaktu ‘s kiizi a pfi pozm
Negativné pGsobi na plodnost. Muze po8kodit nenarozené
dité. V pripadé nehody nebo pokud se necitite dobre,
vyhledejte ihned |ékafskou sluzbu (pokud moZzno, ukazte
tento Stitek). Zabrarite expozici - pfed pouzitim se seznamte
se zvl&Stnimi pokyny.

Naftol AS-D chloracetat a a- naftyI acetat. Nevdechuijte
prach. Zamezte kontaktu s kdzi a oima.

Mayeruv hematoxylinovy roztok je SKODLIVY.
Skodlivé pfi poziti.

Kysely roztok hematoxylinu je SKODLIVY. Skodlivé pfi
poziti.

Sul Fast Blue RR. Nevdechujte prach. Zamezte
kontaktu s kiizi a o¢ima. .

Sul Fast Corinth V je TOXICKA. Skodlivé pfi vdechnuti,
v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Muaze zpusobit
rakovinu. Muze zpUsobit déditné genetické poskozeni.
Nevdechuijte prach. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obli¢eje / o&i. V pfipadé nehody nebo
pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek). Zabrarite expozici -
pfed pouZitim se seznamte se zvI&Stnimi pokyny.

Koncentrét citratu je DRAZDIVY. Drazdi o¢i a pokozku.
V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou pomoc. Pouzivejte
vhodné ochranné obleceni a rukavice. i

Methanol je VYSOCE HORLAVY a TOXICKY. Vysoce
hoflavy. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s k(zi a pfi poziti.
Toxicky: mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivl
vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. N&dobu
uchovavejte tésné uzavienou. Chrante pred zdrojem
zapdleni - zé&kaz koufeni. PouZivejte vhodné ochranné
obleceni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). . L

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce
hoflavy. Drazdi o¢i. Opakovana expozice mlze zplsobit
vysuSeni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit
otupélost a zavraté. Udrzujte nadobu na dobfe vétraném
misté. Chrarite pfed zdrojem zapaleni - z&kaz koufeni. V
pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc.

2 % roztok fluoridu sodného. Zamezte kontaktu s kuzi
a o¢ima.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkd v souladu s
dokumentem M29-A2 smérnice NCCLS. Zadna znama
zkuSebni metoda nemuZze nabidnout Uplné zajisténi, ze
krevni vzorky nebo tk&n nebudou prenaset infekci. Proto
v§echny krevni derivaty nebo tkanové vzorky by mély byt
povazovany za potencialné infekéni.

Krevni filmy, filmy kostni dfené, otiskové tkarové
preparaty a cytocentrifugované preparaty Ize pouzit jak pro
a-naftyl acetat esterdzu, tak pro naftol AS-D chloracetat
esterdzu. Jako antikoagulant Ize pouzit EDTA nebo
heparin.® Zmrazené a parafinové tkarnové fezy je mozné
pouzit s naftol AS-D chloracetat esterazou. a-Naftyl acetat
esterdzu Ize Uspé$né pouzit na zmrazenych tkanovych
fezech.” Krevni filmy a filmy kostni dfené Ize skladovat
fixované pfi pokojové teploté (18-26 °C) po dobu nékolika
tydn nebo nefixované nékolik dnd, aniz by se zménila
Geinnost.*® Neposilejte plnou krev na testovani do jinych
laboratofi. Posilejte ustalena nebo neustalena sklicka.



Béhem prepravy by se sklitka méla udrzovat v chladu.
Nechte filmy schnout asi hodinu pred fixaci.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU

SOUCASTI DODAVKY:

Methanol, absolutni

Aceton, ACS reagencie

ROZTOK FLUORIDU SODNEHO, katalogové &. 91-9
Fluorid sodny, 2 g/dI

POZNAMKY:

Zde popisovany postup se provadi pfi 37 °C. Pokud
reagencie nejsou zpracovavany pfi pokojové teploté,
mohou reakce vést ke slabému nebo negativnimu
zabarveni. DoporuCuje se kontrolovat teplotu spravnym
teplomérem. Vodni lazen s fizenou teplotou je mnohem
G¢inn&jSi nez teplovzdudné inkubatory a je doporu¢ovana
pro cytochemické enzymatické metody. Prenos tepla je
rychleji pres sklo nez pres umélou hmotu, z tohoto
divodu se doporucuje pouzit sklenéné nadoby Coplin.

VétSina enzymatickych systému je citliva na stopy
detergentu. Umyjte sklenéné nadobi roztokem odbarvovace
a vyplachnéte dostateénym mnoZzstvim deionizované vody,
tak zamezite plisobeni detergentu na bunééné enzymy.

Vysledky jsou zavislé do urcitého miry na subjektivni
interpretaci. Jednotlivé laboratofe musi stanovit vlastni
béZny rozsah.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako
diagnostickd pomucka a mély by se provéfit ve spojeni s
jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POSTUP: i
POSTUP NAFTOL AS-D CHLORACETAT
ESTERAZY:

1. Fixujte sklicka na 1 minutu ve fixaénim roztoku citrat-
aceton-methanol pfi pokojové teploté (18-26 °C).

2. Dukladné promyijte v deionizované vodé a nechejte
uschnout na vzduchu po dobu alespori 20 minut.

3. Do 50 mL zfedéného pufrovaného roztoku
TRIZMAL™ 6,3, PREDEM ZAHRATEHO NA 37 °C,
pridejte za stalého michani obsah 1 kapsle soli Fast
Corinth V , katalogové ¢&. 90-15.

4. Kdyz je sul zcela rozpusténa, pridejte 2 mL roztoku
naftol ASD chloracetat. Roztok je trochu zakaleny.

5. Pokratujte v michani dalSich 15-30 sekund, potom
vlozte do nadoby Coplin. NEFILTRUJTE.

6. Umistéte vzorky do barviciho roztoku (z kroku 5) a
inkubujte pfi 37 °C nga 5 minut.

POZNAMKA: CHRANTE PRED SVETLEM.

7. Vyjméte sklitka a promyvejte 3 minuty deionizovanou
vodou. Barvici roztok zlikvidujte.

8. Je-li to potieba, provedte kontrastni barveniv kyselém
roztoku hematoxylinu, katalogové ¢. 285-2, na
5-10 minut a proplachnéte ve vodovodni vodé.

9. Nechejte oschnout na vzduchu a mikroskopicky
sklicka vyhodnotte. Je-li potfeba sklicka zakryt,
pouzijte pouze vodné montazni médium.

POSTUP a-NAFTYL ACETAT ESTERAZA

1. Fixujte sklicka na 1 minutu ve fixanim roztoku citrat-
aceton-methanol pfi pokojové teploté (18-26 °C).

2. Dukladné promyijte v deionizované vodé a nechejte
uschnout na vzduchu po dobu alespori 20 minut.

3. Do 50 mL zfedéného pufrovaného roztoku
TRIZMAL™ 7,6, PREDEM ZAHRATEHO NA 37 °C,
pridejte za stalého michani obsah 1 kapsle soli Blue
RR, katalogové ¢. FBS-25.

4. Kdyz je sul zcela rozpusténa, pridejte 2 mL roztoku
naftyl acetat. Roztok bude nazloutly a lehce zakaleny.

5. Pokratujte v michani dalSich 15-20 sekund, potom
vlozte do nadoby Coplin. NEFILTRUJTE.

6. Umistéte vzorky do barviciho roztoku (z kroku 5) a
inkubujte pfi 37 °C na 30 minut.

POZNAMKA: CHRANTE PRED SVETLEM.

7. Vyjméte sklitka a promyvejte 3 minuty deionizovanou
vodou. Barvici roztok zlikviduijte.

8. Je-li to potfeba, provedte kontrastni barveni na
5-10 minut v roztoku Mayerova hematoxylinu,
katalogové ¢. MHS-1 a proplachnéte ve vodovodni vodeé.

9. Nechejte oschnout na vzduchu a mikroskopicky
sklicka vyhodnotte. Je-li potfeba sklicka zakryt,
pouzijte pouze vodné montazni médium.

POSTUP DVOJiHO BARVENi ESTERAZY

1. Provedte test a-naftyl acetat esterazy, jak je popsano
v navodu k postupu. Neprovadéjte kontrastni barveni.

2. Opléachnéte sklicka v deionizované vodé na 5 minut.

3. Provedte test naftol AS-D chloracetat esterazy podle
popsaného postupu, kroky 3-9.

POSTUP o-NAFTYL ACETAT ESTERAZA S INHIBICI
FLUORIDEM

Ackoliv a-naftyl acetat esterdza se nachazi zejména v
burnikach monocytickych linif, pokud je postup proveden
podle tohoto navodu, meélo by se prokazat, ze
megakaryocytey a erytroidni prekurzory jsou na tento
enzym pozitivni." Lymfocyty a nékteré zralé granulocyty
vykazuji nékdy téz pozitivitu.® Aby bylo mozné tyto bunky
presvédCivé odlisit od monocytd, je do inkubacniho

systému zapojen fluorid sodny. Enzym monocytu je
pritomnosti této slou¢eniny inaktivovan.™ Nasleduijici postup
je uren k provedeni inhibiéniho testu fluoridu.
1. Fixujte sklicka na 1 minutu ve fixaénim roztoku citrat-
aceton-methanol pfi pokojové teploté (18-26 °C).
2. Dlkladné promyjte v deionizované vodé a nechejte
uschnout na vzduchu po dobu alespor 20 minut.
3. Opatfete &titkem A a B 2 kadinky a pfidejte nasleduijici:

Kadinka A |Kadinka B
Predem na 37 °C zahraty
zfedény pufr TRIZMAL™ 7,6 50 mL 50 mL
Za stalého michani pfidejte
Fast Blue RR 1 kapsli 1 kapsli
o-NAFTYL ACETAT ESTERAZY| 2 mL 2mL
roztoku fluoridu sodného — 2mL

4. Dobie promichejte a nalijte do nadob Coplin
oznacenych A a B.

5. Pokracujte podle krokiu 6-9 popsaného postupu
a-naftyl acetat asterazy.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

BODOVACI METODA:

Prohlédnéte film a vyberte tenkou oblast s nékolika
erytrocyty. Oblasti s aktivitou naftol AS-D chloracetéat
esterazy se zobrazi jako svétle Cervené zrnéni, a-nafhhyl
acetéat esteraza jako cerné zrnéni. Vyhodnotte stupnici od 0
do 4 + na z&kladé mnozstvi a intenzity konkrétniho
vysrazeného barviva uvniti cytoplazmy téchto typt bunék.

Charakteristiky bodovani jsou zavislé na subjektivni

interpretaci. Navrhované usporadani bodovani je uvedeno v
tabulce 1. Zavéry jsou primérovany na relativni pfitomnost
nebo nepfitomnost zabarvent.

TABULKA |
Charakteristiky bodovani
Hodnocenfi Intenzita
bunék zabarveni Interpretace
0 Zadné -
1+ Nejasné az stredni +
2+ Stredni az silné +
3+ Silné +
4+ Velmi silné +
VYSLEDKY:

NAFTOL AS-D CHLORACETAT ESTERAZA

Tento enzym je obvykle povazovan jako specificky pro
buriky granulocytickych linii. Buriky by mély zobrazovat
Cervené zrnéni. Slaba aktivita nebo jeji nepfitomnost je v
monocytech a lymfocytech.
o-NAFTYL ACETAT ESTERAZA

V podminké&ch testu (pH 7,6) je tento enzym detekovan
zejména v monocytech, makrofazich a histiocytech a je

nepfitomen téméf ve vSech granulocytech. Monocyty musi

vykazovat ¢erné zrnéni. Lymfocyty mohou aktivitu vykazovat
obgasné.

o-NAFTYL ACETAT ESTERAZA
S INHIBICI FLUORIDEM

V&echny monocytické linie jsou na enzymatickou
aktivitu negativni, s vyjimkou rozliSenych histiocytd nebo
specializovanych makrofagt v tkani, kterd mlze byt na
fluorid sodny rezistentni.®

DVOJi BARVENi ESTERAZY

Vzorky, na kterych byla provedena procedura dvojitého
barveni, vykazuji granulocyty s ¢ervenym zrnénim a
monocyty s ernym zrnénim.

Ocekavana bunécna reaktivita testt pro esterazovou
aktivitu je shrnuta v tabulce I1.

TABULKA II
Cytochemickeé reakce krevnich bunék

Typ Naftol AS-D a-Naftyl
bunék chloracetat esteraza | acetat esteraza

Myeloblasty
Promyelocyty
Neutrofily
Eosinofily
Bazofily
Monocyty
Lymfocyty
Lymfoblasty
Megakaryocyty
Erytroblasty —
Plazmatické buriky| —
Mastocyty +
Vlasaté bunky —
Histiocyty +

1] ] = ] ++ 1
| |+ +

|
+H |+ HH A+

Reagenéni systém je tfeba monitorovat pouzitim
pozitivnich a negativnich kontrolnich skli¢ek. Pozitivni
kontroIni sklitka Ize pfipravit z leukemickych vzorkd nebo
bunéénych linii, které jsou prokazany jako pozitivni.
Buné¢né linie lze ziskat z Amerického registru kultur
(ATCC), kultivované, zmrazené a uchovavané v tekutém
nitrogenu. Vhodné jako pozitivni kontroly jsou: A-937,
derivovanad z lidského histiocytického lymfomu, pro
nespecifickou esterazu; promyelocytické linie HL-60, pro
naftol AS-D chloracetat esterazu; a Molt-4, derivovana z
T-bunééné leukémie, pro a-naftol acetéat esterazu.

Dalsi buné¢né linie pro spravné provedeni procedur
naleznete v literatufe. Déle Ize pouzit antikoagulovanou
krev z normélnich vzorkl (pfednostné se zvySenym poctem
monocytl, kdyz se jedna o postup a-naftyl acetat esterazy);
avs$ak tyto linie budou vykazovat slab$i intenzitu zabarveni
a budou mit mensi pocet pozitivnich bunék.

Znédma negativni sklitka pacientl lze pouzit jako
negativni kontrolu. Nejsou-li k dispozici, Ize, k docileni
pozadovanych vysledku, vzorky barvit v inkuba¢ni smési s
vynechanim substratu. Doporuduje se vSak pouzit vySe
uvedené.

Pokud se zjisténé vysledky li§i od oCekévanych,
kontaktujte prosim technické sluzby spole¢nosti Sigma-
Aldrich za u€elem konzultace.
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