A Amyloidni barvivo

ACCUSTAIN®
SIGMA-ALDRICH® KONZSKA CERVER

(Postup ¢. HT60)

POUZITI

Kit vyrobce Sigma-Aldrich, amyloidni barvivo, konzska ¢erven, je uréen k determinaci
amyloidu v tkanovych fezech. Lze ho pouzit pro standardni postup i pro postup
v mikrovinné troubé. Reagencie amyloidniho barviva jsou uréeny k “diagnostice in vitro.”

Amyloid, abnormélini proteinovy produkt imunologické odezvy, se shromazduje mezi
parenchymatéznimi burikami pojivové tkané a vysledkem je amyloidéza. Amyloid Ize

detekovat v tkani pomoci konzské ¢ervené, metachromatického aniontového barviva. Prvni

metody barveni pomoci konZzské Cervené vyzadovaly vySetfeni nabarvenych fezu
polarizaénim mikroskopem." Puchtlerova modifikace, na které je zaloZen tento postup
spole¢nosti Sigma-Aldrich, intenzifikuje barveni konzskou ¢erveni pomoci predbézného
zpracovani tkané alkalickym roztokem chloridu sodného.? Rezy Ize potom vyhodnotit
svételnym nebo polarizatnim mikroskopem.

Zahrnuta je i technika barveni amyloidu pro rychlé nabarveni pomoci mikrovinné trouby.**

REAGENCIE

ROZTOK CHLORIDU SODNEHO, ALKOHOLOVY, katalogové &. HT60-1
SD 3A alkohol, 80 %, nasyceny chloridem sodnym.

ROZTOK HYDROXIDU SODNEHO, katalogové &. HT60-2
Hydroxid sodny, 1 % (0,25 mol/l).

ROZTOK KONZSKE CERVENE, katalogové &. HT60-3
Konzska Eerven (certifikovana), 0,2 %, v SD 3A alkoholu, 80 % nasyceny chloridem
sodnym.

ULOZENI A STABILITA:

Skladujte barvici reagencii amyloidniho barviva pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Roztok konzské ¢ervené a alkoholovy roztok chloridu sodného, jsou stabilni az do data
pouzitelnosti uvedeného na Stitku.

Molarita roztoku hydroxidu sodného se da ovéfit titraci.

Vyskyt srazenin v alkoholovém roztoku chloridu sodného nebo roztoku konzské
Cervené nema vliv na pouZziti.

PRIPRAVA:

Roztok chloridu sodného je dodavan pfipraveny k okamzitému pouZziti.

Alkalicky roztok chloridu sodného se pfipravi pfidanim 0,4 mL roztoku hydroxidu
sodného, katalogové ¢. HT60-2, do 40 mL alkoholového roztoku chloridu sodného,
katalogové €. HT60-1. Tésné pred pouzitim promichejte. Pouzit jednou a znehodnotit.

Alkalicky roztok konzské Cervené se pfipravi pfidanim 0,4 mL roztoku hydroxidu
sodného, katalogové €. HT60-2 do 40 mL roztoku konZské Cervené, katalogové €. HT60-
3. Prefiltrujte do 15 minut pred pouzitim.

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 Bezpecénostni list k materialu, ktery uvadi aktualni informace o riziku, nebezpe¢i

a bezpecnosti.

Kontrolni sklitka TISSUE-TROL na amyloid jsou lidské tkarnové rezy zalité v parafinu
obsahujici amyloid a je tfeba s nimi zachazet jako s potencionéiné infekénimi.
US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Alkoholovy roztok chloridu sodného je HORLAVY A SKODLIVY. Skodlivé pfi
vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a spolknutlm Skodlivy: nebezpedi vazného poskozenl
zdravi pfi del$i expozici vdechovanim, pfi kontaktu s kizi a poziti. Drazdi o¢i, dychaci

systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pfed zdrojem zapéaleni

- z&kaz koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody
a vyhledejte lekafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné oblecent a rukavice.

Roztok hydroxidu sodného je ZIRAVY. Zplisobuje popaleniny. V pfipadé kontaktu s
ocima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Odstrarnte
okamzité kontaminovany odév. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obliceje / o€i. V pﬁ'padé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztok konzské ¢erveng je HORLAVY A TOXICKY. Vysoce hoflavy. Maze zpusoblt
rakovinu. Skodlivé pfi vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Skodllvy mozné
riziko ireverzibilnich vlivi vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Drazdi o¢i, dychaci
systém a pokozku. Chrarite pfed zdrojem zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé nehody
nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte
tento $titek). Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. Pouze
pro profesionalni uZzivatele. Pozor: Zabrante expozici - pred pouzitim se seznamte se
zvlastnimi pokyny. L L

Reagenéni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o¢i, dychaci systém a pokozku.
Nédobu uchovaveijte tésné uzavfenou. Chrarte pfed zdrojem zapaleni - zakaz koufent.
V pripadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené organy: Nervy a jatra.

Xylen ]e HORLAVY a SKODLIVY. Mozné riziko poruch plodnosti. Miize pogkodit
nenarozené dité. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vazného poskozeni oéi. Chrarite pred zdrojem zapaleni - zakaz koufeni.
V pfipadé 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 lékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

Mayeriv hematoxylinovy roztok je TOXICKY. Toxicky pfi poziti. Drazdi oéi, djchaci
systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s ofima, ihned promyjte velkym mnoZzstvim vody
a vyhledeite lékarskou pomoc. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte
ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek). Pouzivejte vhodné ochranné
obleceni a rukavice. Zasazené organz Nervy a jatra.

Roztoky Gill Hematoxylin jsou SKODLIVE. Skodlivy pfi poziti. Drazdi o¢i, dychaci
systém a pokozku. V pripadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a
vyhledejte Iékarskou pomoc. PouZivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené organy: Jatra
a ledviny.

EU Prohl&$eni o rizicich a bezpe¢nosti (Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela
otestovana) o ’

Alkoholovy roztok chloridu sodného je VYSOCE HORLAVY A SKODLIVY. Vysoce
hotlavy. Skodlivé pfi vdechnutf, v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Skodlivy: nebezpeg&i
vazného poskozeni zdravi pfi del$i expozici vdechovanim, pfi kontaktu s kizi a poziti.
Nadobu uchovaveijte tésné uzavfenou. Chrante pfed zdrojem zapéaleni - zakaz kourent.
Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice.

Roztok hydroxidu sodného je DRAZDIVY. Dréazdi o¢i a pokozku. V pfipadé kontaktu
s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou pomoc.

Roztok konzské cervené ]e VYSOCE HORLAVY A TOXICKY. Vysoce hoflavy. Maze
zpUisobit rakovinu. Skodlivé pfi vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Skodlivy:
mozné riziko ireverzibilnich vlivii vdechnutim, v kontaktu s pokoZkou a pozitim. Drazdi oi,
dychaci systém a pokozku. Chrante pred zdrojem zapéaleni - zékaz koufeni. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Pouzivejte vhodné ochranné oble¢eni a rukavice. Pouze pro
profesionalni uzivatele. Pozor: Zabrafte expozici - pred pouzitim se seznamte se
zvI&$tnimi pokyny.

Reagenéni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi ogi,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pred zdrojem
zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékarskou 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.

Mayer(v hematoxylinovy roztok je SKODLIVY. Skodlivy pn poziti.

Roztoky Gill Hematoxylin jsou gKODLIVE Skodlivy pki poziti. Drazdi ogi, dychaci
systém a pokozku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody
a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkl v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znama zkuSebni metoda nemize nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkar nebudou prenéset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkariové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infeként.

Lze pouzit parafinové fezy fixované v tekutiné podle Carnoye, absolutni alkohol,
roztok formalinu, 10 % neutraini pufrovany nebo Bouintv roztok.2 Rezy je tfeba natezat
na tloustku 6-12 mikron(. Tenéi fezy nemusi zobrazovat mala mnozstvi usazenin
amyloidu a nezobrazi dvojlom.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:

Pozitivni kontrolni sklicka, napfiklad Sigma Amyloid TISSUE-TROL, katalogoveé ¢. A 2424,
je treba zafadit do kazdého cyklu

Mayerv hematoxylinovy roztok nebo

Hematoxylinovy roztok, Gill ¢. 3

Xylen

Ethanol, absolutni

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:
Mikrovinna trouba ACCUMATE™ H2100, katalogové ¢. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)
Nadoby pro barveni, katalogové ¢. S 5641

VOLITELNE REAGENCIE / VYBAVENI:
Mikroskop nebo polarizaéni mikroskop

POZNAMKY:
Pfed pouzitim mikrovinné trouby Sigma-Aldrich H2100 Microwave se prosim
seznamte s Navodem k pouZiti vyrobce.
Pro vyhodnocovani usazenin amyloidu je velmi doporu€ovano pouziti polarizaéniho
svétla. Dvojlom barvy zeleného jablka je povazovan za specificky pro amyloid.
Prodlouzena fixace ve formalinu mize tlumit intenzitu barveni konzskou &erveni.”
Tké&né fixované v alkoholu mohou vykazovat vice intenzivni zabarveni amyloidu
ve srovnani s tkanémi fixovanymi ve formalinu.®
Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnostickd pomlcka a mély
by se provéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POSTUP:
1. Odstrante paraffin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.
2. Provedte barveni v roztoku MayerQv hematoxylinovy roztok, 10 minut.
NEBO
v roztoku hematoxylinu, Gill €. 3, na 3 minuty.
3. Promyijte sklicka ve vodovodni vodé po dobu 5 minut.
4. Vlozte do alkalického roztoku chloridu sodného na 20 minut.
5. Provedte barveni v alkalickém roztoku konzské ¢ervené po dobu 20 minut.®
6 Proplachnéte ve 3 vyménénych laznich absolutniho ethanolu.
7. Vygistéte v xylenu a namontujte. VySetiete mikroskopicky.



MIKROVLNNY POSTUP ACCUMATE™ H2100:

1. Odstrarte parafin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.

2. Umistéte sklicka do roztoku 40 mL hematoxylinu Gill ¢. 3 umisténého
v umélohmotné n&dobé Coplin. Volné prikryjte nadobu vikem nebo pouzijte
viko s otvory.

Spustte mikrovinou troubu na 800 wattti na 5 sekund.

Promyjte fadné sklitka v tekouci vodé po dobu 1-2 minut.

Umistéte sklitka do alkalického roztoku 40 mL chloridu sodného umisténého
v umélohmotné nadobé Coplin.

Spustte mikrovinou troubu na 400 watt na 20 sekund.

Vlozte sklitka pfimo do alkalického roztoku 40 mL konzské cervené
umisténého v umélohmotné nadobé Coplin.

Spustte mikrovinou troubu na 400 watt(i na 30 sekund. Inkubuijte 5 minut.
Proplachnéte ve tfech vyménénych laznich absolutniho ethanolu.

0. Vycistéte v xylenu a namontuijte. VySetiete mikroskopicky.
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CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Amyloid — Cerveny az riizovo &erveny
Jadra — Modra
Elasticka viakna — Slabé ¢ervena

Jestlize jsou sklicka vySetfovana polarizaénim mikroskopem, amyloid zobrazuje

dvojlom barvy zeleného jablka.

Pokud se zjisténé vysledky lisi od oéekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby

spole¢nosti Sigma-Aldrich za €elem konzultace.
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