LEUKOCYTPEROXYDASE

MYELOPEROXYDASE
SIGMA-ALDRICH® (MYELOPER )

TILSIGTET ANVENDELSE

Sigma-Aldrichs leukocyt (myeloperoxidase) er beregnet til brug for histokemisk
pavisning i leukocytperoxidase. Leukocytperoxidasereagenser er beregnet til in vitro
diagnostisk anvendelse.

Klassiske metoder til cytokemisk lokalisering af myeloperoxidase (MP) har omfattet
brugen af benzidin' eller diaminobenzidin.? | 1977 beskrev Hanker et al.® brugen af p-
fenylendiamin og catechol til pavisning af injiceret peberrodsperoxidase. Dette
indikatorsystem er grundlaget for Sigma-Aldrichs procedure, nar myeloperoxidase pavises
ved hjeelp af felgende reaktion:

MP
p-fenylendiamin + ~ —————Jp  Brunsort, uopleseligt reaktionsprodukt
catechol + HoO»

REAGENSER

TRIZMAL™ 6,3 BUFFERKONCENTRAT, katalognr. 90-3C
TRIZMA® maleat, 200 mmol/l. Kloroform tilsat som konserveringsmiddel.

PEROXIDASEINDIKATORREAGENS, katalognr. 390-1
p-fenylendiamin diHCI (1 del) og catechol (2 dele).

SYREHEMATOXYLINOPLOSNING, katalognr. 285-2
Hematoxylin, certificeret, 1 g/l, pH 3,3 ved 25 °C.

OPBEVARING OG STABILITET:

Trizmal™ 6,3 bufferkoncentrat og syrehematoxylinoplesning skal opbevares ved
stuetemperatur (18-26 °C).

Peroxidaseindikatorreagens skal opbevares nedkelet (2-8 °C).

Syrehematoxylinoplesningen ber ikke haeldes tilbage i den originale beholder efter
brug i Coplin-glas.

Hydrogenperoxid, 3 % i fosfatbufferet saltvandsoplasning skal opbevares i koleskab
(2-8 °C). Skal kasseres, hvis der udvikles uklarhed.

Reagenserne er stabile indtil udlebsdatoen.

FORRINGELSE:
Trizmal™ 6,3 bufferkoncentrat skal kasseres, hvis der udvikles uklarhed.
Syrehematoxylinoplesning skal kasseres, nar den nedvendige tid til en passende
farvning overskrider den tid, som anbefales for proceduren, med mere end 5 minutter.

KLARGQRING:

Trizmal™ 6,3 fortynderbuffer klargeres ved blanding af 1 del TRIZMAL™ 6,3
buffer koncentrat, katalognr. 90-3C, med 9 dele deioniseret vand. Til engangsbrug. Skal
kasseres efter brug.

Ethanol 95 % (v/v) fiksativoplesning klargeres ved blanding af 5 ml 37 % formaldehyd
med 45 ml 95 % ethanol. Lav en frisk oplesning hver dag. Opbevares teet tillukket.

Hydrogenperoxid, 3 %, i fosfatbufferet saltvandsoplesning klargeres ved tilseetning af
1 del 30 % hydrogenperoxid til 9 dele fosfatbufferet saltvandsoplesning med pH 7,4.
Oplesningen ber veere frisklavet.

FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved handtering af laboratoriereagenser skal folges. Ved
kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til
materialesikkerhedsdatabladet for opdaterede oplysninger om risici, fare eller sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserklaeringer

Peroxidaseindikatorreagens er GIFTIGT. Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved
indtagelse. Irriterer gjnene, &ndedreetsorganerne og huden. Begreenset paviselig
carcinogen virkning. Kan give allergi ved indanding og hudkontakt. Meget giftig for
vandorganismer, kan medfere langsigtede skadevirkninger i vandmiljget. | tilfeelde af
kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp soges. Beer
passende beskyttelsesdragt og -handsker. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende
seges omgaende leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt). Dette materiale og dets
beholder skal kasseres som farligt affald. Undga udslip til omgivelserne. Se de szerlige
instruktions-/sikkerhedsdataark.

TRIZMAL™ bufferkoncentrat er SUNDHEDSFARLIGT og farligt for miljget. Farlig ved
indtagelse. Begreenset paviselig carcinogen virkning. Farlig: alvorlig sundhedsfare ved leengere
tids pavirkning ved indanding og indtagelse. Baer passende beskyttelsesbeklaedning.

Syrehematoxylin er GIFTIGT. Giftig ved indtagelse. lIrriterer gjnene,
&ndedraetsorganerne og huden. | tilfselde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med
masser af vand og leegehjeelp soges. Beer passende beskyttelsesdragt og -handsker. Ved
ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgaende lzegehjeelp (vis etiketten hvis det
er muligt). Malorganer: Nerver og lever.

Formaldehyd er GIFTIG. Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse.
FEtsningsfare. Kan give allergi ved ind&nding og hudkontakt. Begraenset paviselig
carcinogen virkning. Kan forarsage arvelige genetiske skader. | tilfeelde af kontakt med
ojnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp seges. Beer passende
beskyttelsesdragt, handsker og ejen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller ved
ildebefindende seges omgéende laegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt). M& kun
bruges pa steder med god ventilation.

Ethanol er BRANDFARLIG og LOKALIRRITERENDE. Meget brandfarlig. Irriterer
gjnene, andedreetsorganerne og huden. Beholderen skal vaere teet tillukket. Holdes veek fra
antaendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og lzegehjeelp seges. Baer passende beskyttelsesbeklaedning.

30 % hydrogenperoxid er OXIDERENDE og ATSENDE. Kontakt med braendbart
materiale kan forarsage brand. Atsningsfare. Holdes veek fra breendbart materiale. | tilfeelde
af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og lzegehjeelp seges. Beer
passende beskyttelsesdragt, handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfzelde eller
ved ildebefindende seges omgaende leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

Risiko- og sikkerhedserklaeringer for EU

Peroxidaseindikatoreagens er GIFTIGT og farligt for miljget. Giftig ved indanding, ved
hudkontakt og ved indtagelse. Irriterer gjne og hud. Kan give allergi ved hudkontakt. Meget
giftig for vandorganismer, kan medfere langsigtede skadevirkninger i vandmiljeet. | tilfeelde
af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp soges.
Beer passende beskyttelsesdragt og -handsker. Ved ulykkestilfzelde eller ved ildebefindende
seges omgdende laegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt). Dette materiale og dets
beholder skal kasseres som farligt affald. Undga udslip til omgivelserne. Se de seerlige
instruktions-/sikkerhedsdatablade.

Syrehematoxylin er SUNDHEDSSKADELIG. Farlig ved indtagelse.

Formaldehyd er GIFTIG. Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse.
FEtsningsfare. Begraenset paviselig carcinogen virkning. Kan give allergi ved hudkontakt. |
tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp
soges. Beaer passende beskyttelsesdragt, handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved
ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgaende lzegehjeelp (vis etiketten hvis det
er muligt). M& kun bruges péa steder med god ventilation.

Ethanol er MEGET BRZENDBAR. Meget brandfarlig. Beholderen skal veere teet
tillukket. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning forbudt.

Hydrogeperoxid er ATSENDE. Atsningsfare. Efter hudkontakt skal der omgaende
vaskes med rigelige meengder vand. Baer passende beskyttelsesdragt og ojen
-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgéende
leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29-A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldstaendig sikring af, at blodprever eller veev
ikke overfarer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vaevsprover opfattes som
potentielt infektiose.

Der skal anvendes frisklavede fuldblods- eller knoglemarvsfilm til analysen. Blod kan
indsamles i heparin eller EDTA. Bor udseettes mindst muligt for lys, da leukocytperoxidase
er lysfolsom. Ufikserede film er rapporteret som veerende stabile i 3 uger ved opbevaring i
morke." Beskyt filmene mod lys, og lad dem luftterre i 10 minutter for fikseringen.

SARLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFOLGER:
Formaldehyd, 37 % oplesning

Ethanol, 95 % (v/v)

Fosfatbufferet saltvand, pH 7,4, katalognr. P 3813

Hydrogenperoxid, 30 %

BEMARKNINGER:

Det anbefales, at der som kontrol af systemet behandles blodfilm forberedt fra sunde
donorer sammen med patientprover.

Selvom myeloperoxidase generelt anses som en marker for celler af myelocytisk
afstamning, er det afgerende at anerkende, at monocytoide celler ogsa kan udvise en
svag peroxidaseaktivitet.

De data, som opnas via denne procedure, tjener kun som hjeelp til diagnosticering og
skal gennemses i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.

PROCEDURE:

1. Fikser filmene ved stuetemperatur i 30 sekunder i fikseringsoplosning.

Vask objektglas i rindende vand i 2 minutter og lad dem luftterre i merke i 10 minutter.

Forvarm 50 ml TRIZMAL™ 6,3 fortynderbuffer i et 37 °C varmt vandbad.

Umiddelbart for brug tilseettes 1 haetteglas peroxidaseindikatorreagens, katalognr. 390-1

og 200 pl (0,2 ml) 3 % hydrogenperoxid til den forvarmede Trizmal™ 6,3

fortynderbuffer. Bland grundigt. Skal kasseres efter brug.

5. Anbring de vaskede, fikserede objektglas (trin 2) i peroxidaseindikatorreagensoplasningen
(trin 4) i 30 minutter i morke i et 37 °C grader varmt vandbad.

6. Efter inkubation vaskes objektglassene under rindende vand i 15-30 sekunder
og luftterres.

7. Objektglassene kontrastfarves med syrehematoxylinoplesning, katalognr. 285-2, i
10 minutter.

8. Skyl objektglassende i rindende deioniseret vand i 15-30 sekunder. Lad objektglassene
lufttarre, og undersag dem under mikroskop.

Hwn

RESULTATKARAKTERISTIKA

Blodfilm, som er klargjort med materiale fra normale donorer, blev farvet for
myeloperoxidase i henhold til denne procedure og ved en benzidinmetode." Neutrofiler
udviste brunsort granulering med denne procedure og bld granulering med
benzidinproceduren. | begge tilfeelde fremviste monocytter mindre intens farvning og
lymfocytter udviste ingen myeloperoxidaseaktivitet.

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede, skal Sigma-Aldrich Technical
Service kontaktes for yderligere hjeelp.
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Sigma-Aldrich, Inc. garanterer, at dets produkter stemmer overens med de oplysninger,
som er indeholdt i denne og andre publikationer fra Sigma-Aldrich. Det p&hviler keber at
fastleegge produktets/produkternes egnethed til deres specifikke anvendelse. Yderligere
vilk&r og betingelser kan veere geeldende. Se bagsiden af faktura eller pakkeseddel for
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