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NAFTOL AS-D CHLORACET¡T
ESTER¡ZA A

α-NAFTYLACET¡T ESTER¡ZA
(Postup Ë. 90)

POUéITÕ
Reagencie Sigma-Aldrich jsou urËeny pro cytologick˝

pr˘kaz naftol AS-D chloroacet·t ester·zy a α-naftyl acet·t
ester·zy v krevnÌch filmech, filmech kostnÌ d¯enÏ nebo
otiskov˝ch tk·Úov˝ch prepar·tech. Reagencie pro pr˘kaz
ester·zy jsou urËeny k ìdiagnostice in vitro.î

BunÏËnÈ ester·zy jsou vöudyp¯ÌtomnÈ a z¯ejmÏ
reprezentujÌ sÈrie r˘zn˝ch enzym˘ aktivovan˝ch
vybran˝mi substr·ty. Na z·kladÏ definovan˝ch podmÌnek
reakce lze urËit typy hemopoietick˝ch bunÏk, podle pouûitÌ
specifick˝ch substr·t˘ pro ester·zy. Popsan· metoda
poskytuje n·vod k rozliöenÌ granulocyt˘ od monocyt˘.1ñ8

K provedenÌ testu je t¯eba krevnÌ filmy, filmy kostnÌ
d¯enÏ nebo otiskovÈ tk·ÚovÈ prepar·ty inkubovat buÔ
naftol AS-D chloracet·tem nebo α-naftyl acet·tem za
p¯Ìtomnosti stabilnÌ diazoniovÈ sole. Enzymatick·
hydrol˝za esterovÈ vazby uvolÚuje volnÈ naftolovÈ
slouËeniny. Ty se spojujÌ s diazoniovou solÌ a vytv·¯ejÌ silnÏ
kolorovanÈ usazeniny v oblastech enzymatickÈ aktivity.

REAGENCIE
DIMETHYL FORMAMID, katalogovÈ Ë. 90-10

ETHYLEN GLYKOL MONOMETHYL ETHER, 
katalogovÈ Ë. 90-11

NAFTOL AS-D CHLORACET¡T, katalogovÈ Ë. 90-5
V kapslÌch o obsahu 20 mg.
αα-NAFTYL ACET¡T, katalogovÈ Ë. 90-6
V kapslÌch o obsahu 20 mg.

KONCENTROVAN› PUFR TRIZMALTM 6,3,
katalogovÈ Ë. 90-3C
TRIZMAÆ maleate, 200 mmol/l. Chloroform p¯id·n jako
konzervaËnÌ Ëinidlo.

KONCENTROVAN› PUFR TRIZMALTM 7,6, 
katalogovÈ Ë. 90-2C
TRIZMAÆ maleate, 200 mmol/l. Chloroform p¯id·n jako
konzervaËnÌ Ëinidlo.

ROZTOK MAYERŸV HEMATOXYLIN, katalogovÈ Ë. MHS-1
Hematoxylin, certifikovan˝, 0,1 % (w/v) a stabiliz·tory.

ROZTOK KYSEL…HO HEMATOXYLINU, katalogovÈ Ë. 285-2
Hematoxylin, certifikovan˝, 1 g/l, pH 3,3 p¯i 25 °C.

SŸL FAST BLUE (rychl· mod¯) RR, katalogovÈ Ë. FBS-25
P¯edem nav·ûenÈ kapsle. SkuteËn· hmotnost na jednu kapsli
kolÌs· v kaûdÈ öarûi barviva a je optimalizovan· pro test.

SŸL FAST GARNET GB, katalogovÈ Ë. 90-15
Obsah barviva je uveden na ötÌtku reagencie.

CITR¡TOV› KONCENTR¡T, katalogovÈ Ë. 386-1
Citr·tov˝ pufr, 0,383 mol/l, pH 5,4, pokud je z¯edÏn˝ podle
postupu.

GLYCEROLOV¡ éELATINA, katalogovÈ Ë. GG-1
SmÏs glycerolu a ûelatiny s obsahem fenolu, 1 %.

ULOéENÕ A STABILITA:
Dimethyl formamid, ethylen glykol monomethyl ether,

koncentrovan˝ pufr TRIZMALTM 6,3, koncentrovan˝ pufr
TRIZMALTM 7,6, roztok Mayer˘v hematoxylin a roztok kyselÈho
hematoxylinu se uchov·vajÌ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).

Naftol AS-D chloracet·t, α-naftyl acet·t a s˘l Fast
Blue RR se skladujÌ p¯i teplotÏ niûöÌ neû 0 °C.

S˘l Fast Corinth V a citr·tov˝ koncentr·t se
uchov·vajÌ v lednici (2ñ8 °C).

Naftol AS-D chloracet·t, α- naftyl acet·t, s˘l Fast Blue
RR a s˘l Fast Corinth V jsou stabilnÌ aû do data exspirace
uvedenÈho na ötÌtku.

Z¯edÏn˝ roztok citr·tu je stabilnÌ po dobu 1 t˝dne, kdyû
se uchov·v· pevnÏ uzav¯en˝ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).

Koncentrovan˝ pufr TRIZMALTM 6,3, koncentrovan˝
pufr TRIZMALTM 7,6 a citr·tov˝ koncentr·t lze pouûÌvat,
pokud nenÌ viditelnÏ mikrobi·lnÏ zneËiötÏn.

Fluorid sodn˝, 2 g/dl. Skladujte reagencie p¯i pokojovÈ
teplotÏ (18ñ26 °C). PouûÌv· se, pokud je prov·dÏn postup
ìα-Naftyl acet·t ester·za s inhibicÌ fluoridemî.

Glycerolov· ûelatina, katalogovÈ Ë. GG-1. Uchov·vejte
v lednici (2ñ8 °C).

ZHORäENÕ:
Dimethyl formamid a ethylene glykol monomethyl e

zlikvidujte, jakmile se zabarvÌ nebo zakalÌ.

Z¯edÏn˝ pufrov˝ roztok TRIZMALTM 6,3 a z¯edÏn˝
pufrov˝ roztok TRIZMALTM 7,6 je moûnÈ pouûÌt pouze jednou,
potom zlikvidovat.

Roztok Maye˘v hematoxylin a roztok kyselÈho
hematoxylinu je t¯eba zlikvidovat, kdyû doba poûadovan·
pro vhodnÈ zbarvenÌ p¯ekroËÌ dobu doporuËenou v postupu
o vÌce neû 5 minut.
PÿÕPRAVA:

ROZTOK NAFTOL AS-D CHLORACET¡T se
p¯ipravuje rozpuötÏnÌm obsahu 1 kapsle naftol AS-D
chloracet·tu ve 2 mL dimethyl formamidu, katalogovÈ Ë. 
90-10. Kdyû pot¯ebujete, vyjmÏte 1 kapsli z mrazniËky.
P¯ipravte tÏsnÏ p¯ed pouûitÌm.

α-ROZTOK NAFTYL ACET¡T se p¯ipravuje
rozpuötÏnÌm obsahu 1 kapsle α-naftyl acet·tu ve 2 mL
ethylene glykol monomethyl etheru, katalogovÈ Ë. 90-11.
Kdyû pot¯ebujete, vyjmÏte 1 kapsli z mrazniËky. P¯ipravte
tÏsnÏ p¯ed pouûitÌm.

ZÿEDÃN› PUFROV› ROZTOK TRIZMALTM 6,3 se
p¯ipravuje z¯edÏnÌm 1 dÌlu koncentrovanÈho pufru
TRIZMALTM 6,3 s 9 dÌly deionizovanÈ vody. Faktor pH musÌ
b˝t 6,3 p¯i 25 °C.

ZÿEDÃN› PUFROV› ROZTOK TRIZMALTM 7,6 se
p¯ipravuje z¯edÏnÌm 1 dÌlu koncentrovanÈho pufru
TRIZMALTM 7,6 s 9 dÌly deionizovanÈ vody. Faktor pH musÌ
b˝t 7,6 p¯i 25 °C.

Maye˘v hematoxylin a kysel˝ roztok hematoxylinu je
t¯eba p¯ed pouûitÌm p¯efiltrovat.

ZÿEDÃN› CITR¡TOV› ROZTOK se p¯ipravuje
z¯edÏnÌm 1 dÌlu koncentrovanÈho citr·tu, katalogovÈ Ë. 386-1,
s 9 dÌly deionizovanÈ vody. P¯i ¯edÏnÌ je pH 5,4.

CITR¡T-ACETON-METHANOLOV… FIXATIVUM: K
18 mL z¯edÏnÈho citr·tovÈho roztoku p¯idejte 27 mL aceton,
stupeÚ ACS a 5 mL methanolu, katalogovÈ Ë. M 1775.
Skladujte pevnÏ uzav¯enÈ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).
Zlikvidujte po 8 hodin·ch.
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

Dimethyl formamid je TOXICK›. äkodliv˝ je
vdechnutÌm a v kontaktu s pokoûkou. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku.
M˘ûe poökodit nenarozenÈ dÌtÏ. Nevdechujte v˝pary.
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). VznÏtliv˝ ñ Lehce absorbovateln˝ k˘ûÌ.
ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

Ethylene glykol monomethyl ether je VZNÃTLIV› A
TOXICK›. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a
spolknutÌm. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku. NegativnÏ
p˘sobÌ na plodnost. M˘ûe poökodit nenarozenÈ dÌtÏ. V
p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte
ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).
ZabraÚte expozici ñ p¯ed pouûitÌm se seznamte se zvl·ötnÌmi
pokyny. ZasaûenÈ org·ny: Krev a ledviny.

Naftol AS-D chloracet·t a α-naftyl acet·t. UpozornÏnÌ:
Zamezte kontaktu a vdechnutÌ.

Koncentrovan˝ pufr TRIZMALTM 7,6 a koncentrovan˝
pufr TRIZMALTM 6,3 jsou äKODLIV…. äkodlivÈ p¯i poûitÌ.
OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. äkodliv˝:
nebezpeËÌ v·ûnÈho poökozenÌ zdravÌ p¯i delöÌ expozici
vdechov·nÌm a poûitÌ. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.
Moûn˝ karcinogen. Calif. Prop. 65 karcinogen. 

Mayer˘v hematoxylinov˝ roztok je TOXICK›. Toxick˝
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
obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se
necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud
moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

Kysel˝ roztok hematoxylinu je TOXICK›. Toxick˝ 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
obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se
necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud
moûno, ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

S˘l Fast Blue RR. Zamezte kontaktu a vdechnutÌ.
S˘l Fast Corinth V je TOXICK¡. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ,

v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. M˘ûe zp˘sobit
rakovinu. M˘ûe zp˘sobit dÏdiËnÈ genetickÈ poökozenÌ.
Nevdechujte prach. 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).

Koncentr·t citr·tu je éÕRAV›. 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).

Methanol je HOÿLAV› a TOXICK›. Toxick˝ p¯i
vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ. Toxick˝: moûnÈ riziko
velmi v·ûn˝ch ireverzibilnÌch vliv˘ vdechnutÌm, v kontaktu s
pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku. N·dobu
uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem
zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. P¯ijmÏte p¯Ìsluön· bezpeËnostnÌ
opat¯enÌ proti v˝boj˘m statickÈ elekt¯iny. Zamezte kontaktu s
k˘ûÌ. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. V
p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte
ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

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.

2 % roztok fluoridu sodnÈho. UpozornÏnÌ: Zamezte
kontaktu a vdechnutÌ. ZasaûenÈ org·ny: Ledviny a kosti.
EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti

Dimethyl formamid je TOXICK›. äkodliv˝ je
vdechnutÌm a v kontaktu s pokoûkou. Dr·ûdÌ oËi. M˘ûe
poökodit nenarozenÈ dÌtÏ. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se
necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud
moûno, ukaûte tento ötÌtek). Pouze pro profesion·lnÌ
uûivatele. Pozor ñ zamezte expozici ñ p¯ed pouûitÌm se
seznamte se zvl·ötnÌmi pokyny.

Ethylen glykol monomethyl ether je TOXICK›. Ho¯lav˝.
äkodliv˝ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ.
NegativnÏ p˘sobÌ na plodnost. M˘ûe poökodit nenarozenÈ
dÌtÏ. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e,
vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte
tento ötÌtek). ZabraÚte expozici ñ p¯ed pouûitÌm se seznamte
se zvl·ötnÌmi pokyny.

Naftol AS-D chloracet·t a α-naftyl acet·t. Nevdechujte
prach. Zamezte kontaktu s k˘ûÌ a oËima.

Mayer˘v hematoxylinov˝ roztok je äKODLIV›.
äkodlivÈ p¯i poûitÌ.

Kysel˝ roztok hematoxylinu je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i
poûitÌ.

S˘l Fast Blue RR. Nevdechujte prach. Zamezte
kontaktu s k˘ûÌ a oËima.

S˘l Fast Corinth V je TOXICK¡. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ,
v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. M˘ûe zp˘sobit
rakovinu. M˘ûe zp˘sobit dÏdiËnÈ genetickÈ poökozenÌ.
Nevdechujte prach. 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). ZabraÚte expozici ñ
p¯ed pouûitÌm se seznamte se zvl·ötnÌmi pokyny.

Koncentr·t citr·tu je DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte
vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice.

Methanol je VYSOCE HOÿLAV› a TOXICK›. Vysoce
ho¯lav˝. Toxick˝ p¯i vdechov·nÌ, p¯i styku s k˘ûÌ a p¯i poûitÌ.
Toxick˝: moûnÈ riziko velmi v·ûn˝ch ireverzibilnÌch vliv˘
vdechnutÌm, v kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. N·dobu
uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem
zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ
obleËenÌ a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se
necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud
moûno, ukaûte tento ötÌtek).

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.

2 % roztok fluoridu sodnÈho. Zamezte kontaktu s k˘ûÌ
a oËima.

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.

KrevnÌ filmy, filmy kostnÌ d¯enÏ, otiskovÈ tk·ÚovÈ
prepar·ty a cytocentrifugovanÈ prepar·ty lze pouûÌt jak pro 
α-naftyl acet·t ester·zu, tak pro naftol AS-D chloracet·t
ester·zu. Jako antikoagulant lze pouûÌt EDTA nebo
heparin.9 ZmrazenÈ a parafÌnovÈ tk·ÚovÈ ¯ezy je moûnÈ
pouûÌt s naftol AS-D chloracet·t ester·zou. α-Naftyl acet·t
ester·zu lze ˙spÏönÏ pouûÌt na zmrazen˝ch tk·Úov˝ch
¯ezech.10 KrevnÌ filmy a filmy kostnÌ d¯enÏ lze skladovat
fixovanÈ p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C) po dobu nÏkolika
t˝dn˘ nebo nefixovanÈ nÏkolik dn˘, aniû by se zmÏnila
˙Ëinnost.5,9 NeposÌlejte plnou krev na testov·nÌ do jin˝ch
laborato¯Ì. PosÌlejte ust·len· nebo neust·len· sklÌËka.



BÏhem p¯epravy by se sklÌËka mÏla udrûovat v chladu.
Nechte filmy schnout asi hodinu p¯ed fixacÌ.
POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU
SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
Methanol, absolutnÌ
Aceton, ACS reagencie
ROZTOK FLUORIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. 91-9

Fluorid sodn˝, 2 g/dl
POZN¡MKY:

Zde popisovan˝ postup se prov·dÌ p¯i 37 °C. Pokud
reagencie nejsou zpracov·v·ny p¯i pokojovÈ teplotÏ,
mohou reakce vÈst ke slabÈmu nebo negativnÌmu
zabarvenÌ. DoporuËuje se kontrolovat teplotu spr·vn˝m
teplomÏrem. VodnÌ l·zeÚ s ¯Ìzenou teplotou je mnohem
˙ËinnÏjöÌ neû teplovzduönÈ inkub·tory a je doporuËov·na
pro cytochemickÈ enzymatickÈ metody. P¯enos tepla je
rychlejöÌ p¯es sklo neû p¯es umÏlou hmotu, z tohoto
d˘vodu se doporuËuje pouûÌt sklenÏnÈ n·doby Coplin.

VÏtöina enzymatick˝ch systÈm˘ je citliv· na stopy
detergentu. Umyjte sklenÏnÈ n·dobÌ roztokem odbarvovaËe
a vypl·chnÏte dostateËn˝m mnoûstvÌm deionizovanÈ vody,
tak zamezÌte p˘sobenÌ detergentu na bunÏËnÈ enzymy.

V˝sledky jsou z·vislÈ do urËitÈho mÌry na subjektivnÌ
interpretaci. JednotlivÈ laborato¯e musÌ stanovit vlastnÌ
bÏûn˝ rozsah.

⁄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:
POSTUP NAFTOL AS-D CHLORACET¡T
ESTER¡ZY:
1. Fixujte sklÌËka na 1 minutu ve fixaËnÌm roztoku citr·t-

aceton-methanol p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).
2. D˘kladnÏ promyjte v deionizovanÈ vodÏ a nechejte

uschnout na vzduchu po dobu alespoÚ 20 minut.
3. Do 50 mL z¯edÏnÈho pufrovanÈho roztoku

TRIZMALTM 6,3, PÿEDEM ZAHÿ¡T…HO NA 37 °C,
p¯idejte za st·lÈho mÌch·nÌ obsah 1 kapsle soli Fast
Corinth V , katalogovÈ Ë. 90-15.

4. Kdyû je s˘l zcela rozpuötÏna, p¯idejte 2 mL roztoku
naftol ASD chloracet·t. Roztok je trochu zakalen˝.

5. PokraËujte v mÌch·nÌ dalöÌch 15ñ30 sekund, potom
vloûte do n·doby Coplin. NEFILTRUJTE.

6. UmÌstÏte vzorky do barvicÌho roztoku (z kroku 5) a
inkubujte p¯i 37 °C na 5 minut.
POZN¡MKA: CHRA“TE PÿED SVÃTLEM.

7. VyjmÏte sklÌËka a prom˝vejte 3 minuty deionizovanou
vodou. BarvicÌ roztok zlikvidujte.

8. Je-li to pot¯eba, proveÔte kontrastnÌ barvenÌ v kyselÈm
roztoku hematoxylinu, katalogovÈ Ë. 285-2, na
5ñ10 minut a propl·chnÏte ve vodovodnÌ vodÏ.

9. Nechejte oschnout na vzduchu a mikroskopicky
sklÌËka vyhodnoùte. Je-li pot¯eba sklÌËka zakr˝t,
pouûijte pouze vodnÈ mont·ûnÌ mÈdium.

POSTUP αα-NAFTYL ACET¡T ESTER¡ZA
1. Fixujte sklÌËka na 1 minutu ve fixaËnÌm roztoku citr·t-

aceton-methanol p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).
2. D˘kladnÏ promyjte v deionizovanÈ vodÏ a nechejte

uschnout na vzduchu po dobu alespoÚ 20 minut.
3. Do 50 mL z¯edÏnÈho pufrovanÈho roztoku

TRIZMALTM 7,6, PÿEDEM ZAHÿ¡T…HO NA 37 °C,
p¯idejte za st·lÈho mÌch·nÌ obsah 1 kapsle soli Blue
RR, katalogovÈ Ë. FBS-25.

4. Kdyû je s˘l zcela rozpuötÏna, p¯idejte 2 mL roztoku
naftyl acet·t. Roztok bude naûloutl˝ a lehce zakalen˝.

5. PokraËujte v mÌch·nÌ dalöÌch 15ñ20 sekund, potom
vloûte do n·doby Coplin. NEFILTRUJTE.

6. UmÌstÏte vzorky do barvicÌho roztoku (z kroku 5) a
inkubujte p¯i 37 °C na 30 minut.
POZN¡MKA: CHRA“TE PÿED SVÃTLEM.

7. VyjmÏte sklÌËka a prom˝vejte 3 minuty deionizovanou
vodou. BarvicÌ roztok zlikvidujte.

8. Je-li to pot¯eba, proveÔte kontrastnÌ barvenÌ na
5ñ10 minut v roztoku Mayerova hematoxylinu,
katalogovÈ Ë. MHS-1 a propl·chnÏte ve vodovodnÌ vodÏ.

9. Nechejte oschnout na vzduchu a mikroskopicky
sklÌËka vyhodnoùte. Je-li pot¯eba sklÌËka zakr˝t,
pouûijte pouze vodnÈ mont·ûnÌ mÈdium.

POSTUP DVOJÕHO BARVENÕ ESTER¡ZY
1. ProveÔte test α-naftyl acet·t ester·zy, jak je pops·no

v n·vodu k postupu. Neprov·dÏjte kontrastnÌ barvenÌ.
2. Opl·chnÏte sklÌËka v deionizovanÈ vodÏ na 5 minut.
3. ProveÔte test naftol AS-D chloracet·t ester·zy podle

popsanÈho postupu, kroky 3ñ9.
POSTUP αα-NAFTYL ACET¡T ESTER¡ZA S INHIBICÕ
FLUORIDEM

AËkoliv α-naftyl acet·t ester·za se nach·zÌ zejmÈna v
buÚk·ch monocytick˝ch liniÌ, pokud je postup proveden
podle tohoto n·vodu, mÏlo by se prok·zat, ûe
megakaryocytey a erytroidnÌ prekurzory jsou na tento
enzym pozitivnÌ.11 Lymfocyty a nÏkterÈ zralÈ granulocyty
vykazujÌ nÏkdy tÈû pozitivitu.5 Aby bylo moûnÈ tyto buÚky
p¯esvÏdËivÏ odliöit od monocyt˘, je do inkubaËnÌho

systÈmu zapojen fluorid sodn˝. Enzym monocytu je
p¯ÌtomnostÌ tÈto slouËeniny inaktivov·n.12 N·sledujÌcÌ postup
je urËen k provedenÌ inhibiËnÌho testu fluoridu.
1. Fixujte sklÌËka na 1 minutu ve fixaËnÌm roztoku citr·t-

aceton-methanol p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).
2. D˘kladnÏ promyjte v deionizovanÈ vodÏ a nechejte

uschnout na vzduchu po dobu alespoÚ 20 minut.
3. Opat¯ete ötÌtkem A a B 2 k·dinky a p¯idejte n·sledujÌcÌ:

K·dinka A K·dinka B
P¯edem na 37 °C zah¯·t˝ 
z¯edÏn˝ pufr TRIZMALTM 7,6 50 mL 50 mL
Za st·lÈho mÌch·nÌ p¯idejte
Fast Blue RR 1 kapsli 1 kapsli
α-NAFTYL ACET¡T ESTER¡ZY 2 mL 2 mL
roztoku fluoridu sodnÈho ó 2 mL

4. Dob¯e promÌchejte a nalijte do n·dob Coplin
oznaËen˝ch A a B.

5. PokraËujte podle krok˘ 6ñ9 popsanÈho postupu 
α-naftyl acet·t aster·zy.

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
BODOVACÕ METODA:

ProhlÈdnÏte film a vyberte tenkou oblast s nÏkolika
erytrocyty. Oblasti s aktivitou naftol AS-D chloracet·t
ester·zy se zobrazÌ jako svÏtle ËervenÈ zrnÏnÌ, α-nafhhyl
acet·t ester·za jako ËernÈ zrnÏnÌ. Vyhodnoùte stupnicÌ od 0
do 4 + na z·kladÏ mnoûstvÌ a intenzity konkrÈtnÌho
vysr·ûenÈho barviva uvnit¯ cytoplazmy tÏchto typ˘ bunÏk.
Charakteristiky bodov·nÌ jsou z·vislÈ na subjektivnÌ
interpretaci. NavrhovanÈ uspo¯·d·nÌ bodov·nÌ je uvedeno v
tabulce 1. Z·vÏry jsou pr˘mÏrov·ny na relativnÌ p¯Ìtomnost
nebo nep¯Ìtomnost zabarvenÌ.

TABULKA I
Charakteristiky bodov·nÌ

HodnocenÌ Intenzita 
bunÏk zabarvenÌ Interpretace

0 é·dnÈ ñ
1+ NejasnÈ aû st¯ednÌ ±
2+ St¯ednÌ aû silnÈ +
3+ SilnÈ +
4+ Velmi silnÈ +

V›SLEDKY:
NAFTOL AS-D CHLORACET¡T ESTER¡ZA

Tento enzym je obvykle povaûov·n jako specifick˝ pro
buÚky granulocytick˝ch liniÌ. BuÚky by mÏly zobrazovat
ËervenÈ zrnÏnÌ. Slab· aktivita nebo jejÌ nep¯Ìtomnost je v
monocytech a lymfocytech.
αα-NAFTYL ACET¡T ESTER¡ZA

V podmÌnk·ch testu (pH 7,6) je tento enzym detekov·n
zejmÈna v monocytech, makrof·zÌch a histiocytech a je
nep¯Ìtomen tÈmÏ¯ ve vöech granulocytech. Monocyty musÌ
vykazovat ËernÈ zrnÏnÌ. Lymfocyty mohou aktivitu vykazovat
obËasnÏ.
αα-NAFTYL ACET¡T ESTER¡ZA 
S INHIBICÕ FLUORIDEM

Vöechny monocytickÈ linie jsou na enzymatickou
aktivitu negativnÌ, s v˝jimkou rozliöen˝ch histiocyt˘ nebo
specializovan˝ch makrof·g˘ v tk·ni, kter· m˘ûe b˝t na
fluorid sodn˝ rezistentnÌ.10

DVOJÕ BARVENÕ ESTER¡ZY
Vzorky, na kter˝ch byla provedena procedura dvojitÈho

barvenÌ, vykazujÌ granulocyty s Ëerven˝m zrnÏnÌm a
monocyty s Ëern˝m zrnÏnÌm.

OËek·van· bunÏËn· reaktivita test˘ pro ester·zovou
aktivitu je shrnuta v tabulce II.

TABULKA II
CytochemickÈ reakce krevnÌch bunÏk

Typ Naftol AS-D α-Naftyl
bunÏk chloracet·t ester·za acet·t ester·za

Myeloblasty ± ±
Promyelocyty + ±
Neutrofily + ó
Eosinofily ó ó
Bazofily ± ó
Monocyty
Lymfocyty ó ±
Lymfoblasty ó ±
Megakaryocyty ó +
Erytroblasty ó ±
PlazmatickÈ buÚky ó ±
Mastocyty + ó

VlasatÈ buÚky ó ±
Histiocyty ± +

ReagenËnÌ systÈm je t¯eba monitorovat pouûitÌm
pozitivnÌch a negativnÌch kontrolnÌch sklÌËek. PozitivnÌ
kontrolnÌ sklÌËka lze p¯ipravit z leukemick˝ch vzork˘ nebo
bunÏËn˝ch liniÌ, kterÈ jsou prok·z·ny jako pozitivnÌ.
BunÏËnÈ linie lze zÌskat z AmerickÈho registru kultur
(ATCC), kultivovanÈ, zmrazenÈ a uchov·vanÈ v tekutÈm
nitrogenu. VhodnÈ jako pozitivnÌ kontroly jsou: A-937,
derivovan· z lidskÈho histiocytickÈho lymfomu, pro
nespecifickou ester·zu; promyelocytick· linie HL-60, pro
naftol AS-D chloracet·t ester·zu; a Molt-4, derivov·na z 
T-bunÏËnÈ leukÈmie, pro α-naftol acet·t ester·zu. 

DalöÌ bunÏËnÈ linie pro spr·vnÈ provedenÌ procedur
naleznete v literatu¯e. D·le lze pouûÌt antikoagulovanou
krev z norm·lnÌch vzork˘ (p¯ednostnÏ se zv˝öen˝m poËtem
monocyt˘, kdyû se jedn· o postup α-naftyl acet·t ester·zy);
avöak tyto linie budou vykazovat slaböÌ intenzitu zabarvenÌ
a budou mÌt menöÌ poËet pozitivnÌch bunÏk. 

Zn·m· negativnÌ sklÌËka pacient˘ lze pouûÌt jako
negativnÌ kontrolu. Nejsou-li k dispozici, lze, k docÌlenÌ
poûadovan˝ch v˝sledk˘, vzorky barvit v inkubaËnÌ smÏsi s
vynech·nÌm substr·tu. DoporuËuje se vöak pouûÌt v˝öe
uvedenÈ.

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch,
kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby spoleËnosti Sigma-
Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ûe jejÌ produkty se shodujÌ s
informacemi obsaûen˝mi v tÈto a jin˝ch publikacÌch Sigma-
Aldrich. KupujÌcÌ musÌ stanovit vhodnost produktu(˘) pro
danÈ pouûitÌ. Mohou platit dodateËnÈ podmÌnky. Viz zadnÌ
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k prodejnÌm podmÌnk·m.
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