SIGMA-ALDRICH’
LYMPHOCYTE ENZYMES

(Eljarés szama: 181)

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich Lymphocyte Enzyme Kits a savas
foszfatazok (készlet szama: 181-A), az a-naftil-butirat-
észterdz (készlet szam: 181-B) vagy a B-gliikoronidaz
(készlet szama: 181-C) vérben, csonvel6 hartyakban és
szovet jellegli preparatumokban torténé kimutatasara valé.
A Lymphocyte Enzyme Kits in vitro diagnosztikai
felhasznalasra javallt.

A normal T-sejt érés szétdaraboladsa diszkrét
szakaszokra enzim citokémidval és monoklondlis
antitestekkel azt mutatja, hogy a T-sejt rosszindulatd
daganatok ugyanazt az ontogenetikus valtozatossagot
tikrozik."" Ezek a jelentések a legtdbb részben,
tamogatjat azt a kdvetkeztetést, hogy a T-sejt neoplaziak a
normal fejlédés kdzbeni érési gatlast tikrozik.

A T-sejt feliileti antigéneket felismeré monoklonalis
antitestek OKT® sorozata felvazolja az érett T-sejtekbdl a
protimocitakat/timocitakat. Hasonléan, a periférias vér és
lamfatikus szdvet legtdbb T-sejtje enzimfestéskor (pl. savas
foszfataz (AcP), B-gliikorinidaz (BG), és o-naftil-butirat-
észteraz (o-NB)), jellegzetes korra utald citokémiai profilt
mutat. Az AcP megszerezhetd a korai magzati timocitakkal
és a T-sejt differencialodast végig megérzi.*™ BG, a
fejlédésben kés6bb megjelenve, a postgestacionalis
timocitdkban, az érett keringé T-sejtekben talalhaté'” és
lehet igazi Pan T-enzim.®® Az a-NB egy epitopjat, mely
széles pH tartomanyban (5,7-6,0) reaktiv, az érett T-sejtek
és a bél timocitak fejezik ki.®* Eredményeikbdl, Basso és
tarsai,” javasolt egy érési sémat mellyel a T-sejt fejlédést
kiilonboztetik meg az AcP+, BG-, a-NB-t6l az AcP+, BG+,
o-NB-ig és végiil az AcP+, BG+, a-NB+-ig.

Az érett T-sejtek tobbsége, a juh vordsvérsejtekkel
meghatarozva, egy tavoli fokalis (vonalas) mintazatot mutat,
amikor AcP-hez, BG-hez és a-NB-hez festik’'* és felileti
receptorokat fejez ki az IgM (Ty;, T, Fcr) esetén.® Azok a
diffiz/szemcsés festéssel jellemz6 festékek Fc receptorokat
fejeznek ki az IgG esetén (Tg, gFcr).** Van néhany
bizonyiték, hogy a Ty/Tg részegységek atfedhetik az
OKT-4/0OKT-8 (segité-elnyomo) részegységeket.”® Erre a
kapcsolatra vonatkozo6an kiilonbdzd adatokat jelentettek.**
Jelenleg ugy tlinik, hogy az enzim fenotipusok elsésorban a
T-sejt rosszindulatd daganatokban az érési gatlas allapotat
hatarozzak meg, és lehetévé teszik a T-, B- és nem-T/nem-
B limfoproliferativ betegségek kdzétti megkiildonboztetést.

A leirt eljarasok lehetévé teszik a T-sejt részek
szétdarabolasat 3 diszkrét fejlédési fazisra. Ezek a
technikdk nem akadélyozzak meg a monoklonalis
antitestek hasznalatat fenotipusos elemzéshez, de
dsszhangban hasznélva plusz informéciot szolgaltathatnak
a T-sejt limfoproliferativ betegségek természetérdl.

Az alabbi reakci6 az o-Naphthyl Butyrate Esterase-
hoz szintén a monocitak és makrofagok nem specifikus
észteraz aktivitasat mutatja. Erre a célra tébb kiilénb6z6
mobdszer létezik. Az alabbi moédszer nem specifikus a
monocitakra és makrofagokra, mivel az inkubalé kézeg pH-
jat agy allitottak be, hogy egy fokalis (vonalas) festési
mintat mutasson néhany limfocita esetében. Az o-Naphthyl
Butyrate Esterase kevésbé érzékeny, mint az o-Naphthyl
Acetate Esterase eljards. A monocitdkra érzékenyebb
eljarasokhoz a Sigma két Esterase készletet ajanl:
katalogus szamok: 90-A1 és 91-A. Ezek a készletek
tartalmaznak Gtmutatokat az a-naftil-acetat-észteraz
fluoridos inhibiciéval bemutatasara is.

A Sigma-Aldrich technikakat tekintve a citocentrifugélis
preparatumokat vagy hartydkat egy citrat-aceton-
formaldehid oldatban fixaljak. A savas foszfatazt, az o-
naftil-butirat-észterazt és a B-gliikoronidazt ezutan a
kovetkez parhuzamos befog6 elvekkel teszik lathatova.

Savas foszfataz:

Naphthol AS-BI  aAcp oldhatatlan kromogén
foszfat ——— Naphthol AS-BI-GBC

komplex GBC

(vOrds-ibolyaszin)
o-Naphthyl Butyrate Esterase:
a-naftil oNB

butirat hexazotizalt
Pararozanilin

B-Glucuronidase:

a-Naphthol AS-BI BG
B3-p-gliikoronid hexazotizalt
Pararozanilin

oldhatatlan kromogén
a-Naphthyl-HPR
komplex (v6rés-barna)

oldhatatlan kromogén
Naphthol AS-BI-HPR
komplex (voros)

REAGENSEK

a-NAPHTHYL BUTYRATE SOLUTION, Katalégus szam: 180-1
a-naftil-butirat, 2,4 g/l, metanol oldatban oldhatéva tevé
anyaggal.

NAPHTHOL AS-BI PHOSPHORIC ACID SOLUTION,
Katalogus szam: 180-2

Naftol-AS-Bl-foszforsav, 4 g/l, metanol oldatban oldhatéva
tevé anyaggal.

NAPHTHOL AS-BI B3-p-GLUCURONIC ACID SOLUTION,
Katalégus szam: 180-3

Naftol-AS-BI-B-p-gliikoronsav, 2,5 g/l, metanol oldatban
oldhatévé tev6 anyaggal.

PARAROSANILINE SOLUTION, Katalégus szam: 180-4
Pararozanilin, 40 g/l, 2 mol/l sésavban.

FAST GARNET GBC BASE SOLUTION, Katalégus szam: 387-2
Fast garnet GBC bazis, 7,0 mg/ml, 0,4 mol/l s6ésavban,
stabilizatorral.

SODIUM NITRITE SOLUTION, Katalégus szam: 91-4
Natrium-nitrit, 0,1 mol/l.

SODIUM NITRITE TABLETS, Katalégus szam: 180-9
Natrium-nitrit, 250 mg tablettanként.

CITRATE SOLUTION, Katalégus szam: 91-5
Citromsav, 18 mmol/l, natrium-citrat, 9 mmol/l, natrium-klorid,
12 mmolll, és felliletkezel6 anyag. A pH legyen 3,6 +0,1.

ACETATE SOLUTION, Katalégus szam: 386-3
Acetat puffer, 2,5 mol/l, pH= 5,2.

PHOSPHATE BUFFER, Katalogus szam: 180-5
Natrium- és kalium-foszfatok.

METHYLENE BLUE SOLUTION, Katal6gus szam: 180-8
Metilén-kék, 1,4 % (w/v) 95 %-os etanolban.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

Az o-Naphthyl Butyrate Solution, a Naphthol
AS-Bl Phosphoric Acid Solution és a Naphthol AS-BI
B-p-Glucuronic Acid Solution fagyasztéban, 0 °C alatt
tarolandé. Hasznalat el6tt az oldatokat melegitsék 37 °C-ra
és j0l keverjék dssze. Ha a reagensek sargava valnak vagy
ha csapadék képz6dik, semmisitsék meg.

A Pararosaniline Solution, a Phosphate Buffer, a
Sodium Nitrite Tablets és a Methylene Blue Solution
szobahémérsékleten (18-26 °C) fénytdl védve tarolando.

A Fast Garnet GBC Base Solution, a Sodium Nitrite
Solution, a Sodium Nitrite Tablet Solution, az Acetate
Solution és a Phosphate Buffer Solution hiitve (2-8 °C)
tarolando.

A reagensek cimkeéin feltlintették a lejarati datumot.

A Sodium Nitrite Solution és a Citrate Solution
megfeleléen hasznalhaté a mikrobas ndvekedés hianyakor.

TONKREMENETEL:

Az o-Naphthyl Butyrate Solution, a Naphthol
AS-Bl Phosphoric Acid Solution és a Naphthol AS-BI
B-p-Glucuronic Acid Solution megsemmisitendé, ha a
reagensek sargava valnak vagy ha csapadék képzédik.

Semmisitsék meg a Pararosaniline Solution-t, ha az
oldat borostyanszini lesz a Sodium Nitrite Solution
hozzaadasakor.

A Sodium Nitrite Solution, Phosphate Buffer Solution
megsemmisitendd, ha zavarossa valik.

ELOKESZITES:

Az a-Naphthyl Butyrate Solution-t, a Naphthol AS-BI
Phosphoric Acid Solution-t és a Naphthol AS-BI
B-p-Glucuronic Acid Solution-t melegitsék fel 37 °C-ra.

A Sodium Nitrite Tablet Solution, 4 g/dl, 1 tabletta
6,25 ml ioncserélt vizben valé feloldasaval készithet6 el. Ez
az oldat szorosan lezarva, 2-8 °C-on tarolandé. Hasznalat
el6tt szobahémérsékletiire melegitendé. Semmisitsék meg,
ha zavaros lesz.

A Phosphate Buffer Solution a Phosphate Buffer,
katalégus szam: 180-5, 500 ml ioncserélt vizben vald
feloldaséval késziil. A puffer koncentraciéja 0,067 mol/l, a
pH 7,7 25 °C-on. Hitészekrényben (2-8 °C) tarolandoé.
Mikrobas névekedés esetén megsemmisitendd.

MEGJEGYZES: A  mikrébas  ndvekedés
késleltethet6 egy 0,22 mikronos Filter Unit-on valo
sziiréssel.

A Methylene Blue Counterstain-t 5 ml Methylene
Blue Solution, katalogus szam: 180-8, 45 ml ioncserélt
vizhez tortén6 hozzaadasaval készitik. Keverjék jol
Ossze. Naponta frissen készitendd.

Citrate-Acetone-Formaldehyde-Fixative: 25 ml
Citrate Solution-hoz, Katalégus szam: 91-5, adjanak 65
ml acetont és 8 ml 37 %-os formaldehidet. Helyezzék
Uveg palackba és szorosan zarjak le kupakkal.
Hitészekrényben (2-8 °C) tarolandé. Hasznalat el6tt
23-26 °C-ra melegitendé. Szorosan lezarva,
hiitészekrényben tarolva stabil.

OVINTEZKEDESEK:
A laboratériumi reagensekkel tortén6 munka soran a
szokdsos oOvintézkedéseket be kell tartani. Hulladék-

1-HU

megsemmisités az 0sszes helyi, allami, tartomanyi vagy
nemzeti szabaly figyelembevételével. A legfrissebb
kockazati, veszély vagy biztonsagi informaciokat lasd az
Anyagbiztonsagi adatlapban.

US Kockazati és biztonsagi mondatok

a-Naphthyl Butyrate Solution GYULEKONY és
MERGEZO (TOXIKUS) Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve mérgezd (toxikus). Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve  mérgez6: nagyon sUlyos, maradandd
egészségkarosodast okozhat. Szem- és bérizgat6 hatast. Az
edényzet hermetikusan lezarva tartandé. Gydjtoforrasoktol
tavol tartand6. - Dohéanyozni tilos! A sztatikus feltbltédés
ellen védekezni kell. A bérrel valé érintkezés kerllends.
Megfeleld védbéruhazatot és véddkeszty(it kell viselni. Baleset
vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution
GYULEKONY és MERGEZO. Belélegezve, bérrel érintkezve
és lenyelve mérgezd (toxikus). Belélegezve, bérrel érintkezve
és lenyelve mérgez8: nagyon sulyos, maradandd
egészségkarosodast okozhat. Szem- és bérizgatd hatasu.
Gyujtéforrasoktol tavol tartandé. - Dohényozni tilos! Ha
szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel6 véd6ruhazatot és védokeszty(it kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A, Naphthol AS-BI _B-p-GlucuronicAcid  Solution
GYULEKONY és MERGEZO (TOXIKUS). Belélegezve és
lenyelve artalmas. Szem- és bdérizgatd hatasl.
Gyuijtoforrasoktél tavol tartand6. - Dohanyozni tilos! Ha
szembe jut, bd vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel§ védéruhdzatot és védbkesztyiit kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A Pararosaniline Solution MERGEZO (TOXIKUS).
Belélegezve mérgezd (toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot
okozhat (karcinogén hatasu lehet)! Ha szembe jut, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfelelé
védboltozetet, véddkeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni.
Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Célszervek: M§j és
pajzsmirigy. California Prop. 65 Karcinogen.

A Phosphate Buffer érintése és belélegzése kerllendd.

A Methylene Blue Solution GYULEKONY és
IRRITATIV. Szem- és bérizgaté hatasu, izgatja a légutakat.
Az  edényzet  hermetikusan lezarva  tartando.
Gyujtoforrasoktol tavol tartandd. - Dohanyozni tilos! Ha
szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel6 véd6ruhazatot kell viselni.

A Sodium Nitrite Tablets MERGEZO (TOXIKUS),
EGEST TAPLALO (OXIDALO) és a kérnyezetre veszélyes.
Egheto anyaggal érintkezve tlizet okozhat. Lenyelve
mérgez6 (toxikus). Nagyon mérgezd a vizi szervezetekre.
Eghet6 anyagoktdl tavol tartandd. Megfelel vedéoltozetet,
védbkesztylit és szem-/arcvéd6t kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. A kdrnyezetbe juttatni nem szabad.
Léasd a specidlis itmutatasokat/biztonsagi adatlapokat.

A Fast Garnet GBC Base Solution MERGEZO
(TOXIKUS). Lenyelve artalmas. Belélegezve mérgez6
(toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén
hatasu lehet)! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni
és orvoshoz kell fordulni. Megfelelé védoodltozetet,
védokeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. Célszervek: M4j és vesék.

Acetate Solution - Figyelem: Az anyagot még nem
teljesen vizsgaltak.

Az aceton GYULEKONY és IRRITATIV. Szemizgaté
hatas(. Ismételt expozici6 a bér kiszaradasat vagy
megrepedezését okozhatja. Gdézok almossagot vagy
szédulést okozhatnak. Az edényzet 6l szell6ztethetd helyen
tartand6. Gyujtéforrasoktél tavol tartand6. - Dohanyozni
tilos! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni. Célszervek: M4j és vesék.

A formaldehid oldat MERGEZO (TOXIKUS).
Belélegezve, bdrrel érintkezve és lenyelve mérgez6
(toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén
hatast lehet). Borrel érintkezve érzékenységet okozhat.
Oroklédo genetikai karosodast okozhat (mutagén hatast
lehet)! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz  kell fordulni. Megfelels védéoltozetet,
védbkeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. JoI szell6z6 helyen tartando.

Az Eurdpai Unidé kockazati és biztonsagi mondatai
(Figyelem: Az anyagot még nem teljesen vizsgaltak)

Az o-Naphthyl Butyrate Soluton ~MERGEZO
(TOXIKUS). Belélegezve, bdrrel érintkezve és lenyelve
mérgezd (toxikus). Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve
mérgezd: nagyon sulyos, maradand6 egészségkarosodast
okozhat. Megfelel§ véd6ruhézatot és véddkeszty(t kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.



Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution MERGEZO
(TOXIKUS). Gyulékony. Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve mérgez6 (toxikus). Belélegezve, bérrel érintkezve
és lenyelve mérgezé: nagyon sulyos, maradand6
egészségkarosodast okozhat. Szem- és bérizgatd hatasa.
Gyuijtoforrasoktol tavol tartand6. - Dohanyozni tilos! Ha
szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel§ védéruhazatot és véddkesztyiit kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

_ A Naphthol AS-BlI B-p-GlucuronicAcid Solution
MERGEZO (TOXIKUS). Gyulékony. Belélegezve, bérrel
érintkezve és lenyelve artalmas. Szem- és bdrizgaté hatasu.
Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz
kell fordulni. Megfeleld véddoltdzetet, védékeszty(it és szem-
larcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal
orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A Pararosaniline Solution INGERLO. Szem- és
bérizgat6 hatasu, izgatja a Iégutakat. Ha szembe jut, b8 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfelelé
véddruhézatot és véddkeszty(it kell viselni.

Phosphate Buffer: Figyelmeztetés: Az anyagot még nem
teljesen vizsgaltak.

A Methylene Blue Solution RENDKIVUL GYULEKONY.
Rendkivlil gyalékony. Az edényzet hermetikusan lezarva
tartand6. Gyuijtéforrasoktol tavol tartandd. - Dohanyozni tilos!

A Sodium Nitrite Tablets EGEST TAPLALO (OXIDALO),
MERGEZO (TOXIKUS) és a kdryezetre veszélyes. Egheto
anyaggal érintkezve tlizet okozhat. Lenyelve mérgez6
(toxikus). Nagyon mérgez6 a vizi szervezetekre. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. A kdrnyezetbe juttatni nem szabad.
Lasd a specidlis itmutatasokat/biztonsagi adatlapokat.

A Fast Garnet GBC Base Soluton MERGEZO
(TOXIKUS). Lenyelve artalmas. Rakot okozhat (karcinogén
hatast lehet)! Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost
kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

Acetate Solution - Figyelem: Az anyagot még nem
teljesen vizsgaltak.

Az aceton RENDKIVUL GYULEKONY és IRRITATIV.
Rendkiviil gyalékony. Szemizgat6 hatasu. Ismételt expozicio
a bor kiszaradasat vagy megrepedezését okozhatja. G6zok
almossagot vagy szédiilést okozhatnak. Az edényzet jol
szell6ztethetd helyen tartandé. Gydjtéforrasoktol tavol
tartand6. - Dohanyozni tilos! Ha szembe jut, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni.

A formaldehid oldat MERGEZO (TOXIKUS).
Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve mérgez6
(toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén
hatast lehet). Bérrel érintkezve érzékenységet okozhat. Ha
szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel6 véddoltozetet, véddkesztylit és szem-
Jarcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal
orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.
JOl szell6z6 helyen tartand6.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(ijtését az M29-A2 NCCLS
dokumentum szerint végezni. Semmiféle vizsgalati modszer
nem ismert, mely teljes bizonyossaggal kimutathatja, hogy a
vérmintak vagy a szOvet nem terjeszt fert6zést. Ezeért,
minden vér szarmazék vagy szdvetminta esetlegesen
fert6zének tekintend6.

A mintakat heparinban vagy EDTA-ban kell gydjteni.
Fixalas utan a targylemezek szobahémérsékleten legalabb
2 hétig tarolhatok. Ha mononukleéris sejteket kell izolalni
HISTOPAQUE®-1077 hasznalataval, a szétvalasztast 4 6ran
beliil kell elvégezni, noha a megfeleld visszanyerés 24 6ra
utan figyelhetd meg.® A vérhartyak, kiléndsen leukopén
személyekb6l, nem javasoltak ezekhez az eljarasokhoz,
mivel az értékelés eléggé iddigényes. Citocentrifugdlis vagy
hartyas fala preparatumok alkalmazandok. A csontvel6
hartyak és a szovet jellegli preparatumok nem okoznak
problémat a mikroszkopikus értékelés szempontjabdl.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS
ANYAGOK:

Aceton, ACS reagens

Formaldehid

Formaldehid, 37 %

37 °C fenntartasara képes vizfiirds, fénytél védve

MEGJEGYZESEK:

Mindegyik vizsgélat esetén egészséges donorokbdl
szérmaz sejteket is vizsgalni kell.

A poliszukréz-nétrium-diatrizodt gradiensen izolalt
sejtek folyékony nitrogénben (LN,) tarolhatok kontroll célok
esetén. Ennek teljesitéséhez, 1 x 107 - 108 sejtet
fagyasszanak percenként 1 + 0,3°C-on 50% magzati borju
szérumot, 40 % RPMI-1640 (vagy egyéb megfeleld szdvet
kultdra folyadékok) és 10 % dimetil-szulfoxidot (DMSO)
tartalmaz6 koézegben. Ezek az LN, folyadék vagy géz
fazisaban tarolhatok.

A targylemezeket 1000X nagyitassal kell értékelni. A
Dydimium sz(r6k er6sithetik az o-NB diffaz festésre
jellemzé szint.

Jelen eljaras sorén kapott adatok csak segitségként
szolgélnak és azokat egyéb klinikai diagnosztikai
vizsgélatokkal vagy informéciokkal egydtt at kell nézni.
ELJARAS: o
ACID PHOSPHATASE ELJARAS:

Reagensek

Naphthol AS-BI Phosphoric Acid, Katalégus szam: 180-2

Fast Garnet GBC Base Solution, Katalégus szam: 387-2

Sodium Nitrate Solution, Katalogus szam: 91-4

Citrate Solution, Katalogus szam: 91-5

Acetate Solution, Katalégus szam: 386-3

Methylene Blue Solution, Katalégus szam: 180-8

1. Melegitsenek fel elére egy napi hasznélatra elegendd
ioncserélt vizet 37 °C-ra.

2. Kozvetlendl a fixalas elétt adjanak 1 ml Sodium Nitrite
Solution-t, katalégus szam: 91-4, 1 ml Fast Garnet
GBC Base Solution-hoz, katalogus szam: 387-2.
Ovatos forgatgatassal keverjék 6ssze és hagyjak allni
2-5 percig.

3. A 2. |épés oldatat adjak hozza 38 ml el6melegitett
ioncserélt vizhez.

4. Adjanak hozza 5 ml Acetate Solution-t, Katalogus
szam: 386-3

5. Adjanak hozza 5 ml Naphthol AS-BI Phosphoric Acid
Solution-t, Katalégus szam: 180-2. Alaposan keverjék
0ssze és Ontsék Coplin edénybe. Az oldat
borostyanszinli lesz. A csapadék képzddése a
reagens tonkremenetelét jelzi.

6. Fixaljak a targylemezeket 30 masodpercig Citrate-
Acetone-Formaldehyde Fixative-ban szobahémérsékleten
(23-26 °C). Ovatosan Oblitsék ioncserélt vizben
45-60 masodpercig. Ne hagyjak a targylemezeket
megszaradni.

7. Kozvetlenil az oOblités utan helyezzék a
targylemezeket az 5. lépés oldataba és inkubaljak
1 6réig 37 °C-on.

MEGJEGYZES: Ha a targylemezeket nem helyezik az
inkubaciés oldatba a fixalas utan, akkor hagyni kell
levegdn széradni legal4bb 45 percig.

8. 1 o6ra mllva vegyék ki a targylemezeket a Coplin
edénybdl és Oblitsék legalabb 2 percig folyd
csapvizzel. Semmisitsék meg a fest6 oldatot.

9. Hagyjak a targylemezeket levegén legalabb 15 percig
szaradni az utanfestés el6tt.

10. 2 percig fessék utan Methylene Blue Counterstain-ben.

1. Oblitsék ioncserélt vizben.

o-NAPHTHYL BUTYRATE ESTERASE ELJARAS:
Reagensek

a-Naphthyl Butyrate Solution, Katalégus szam: 180-1
Pararosaniline Solution, Katalégus szam: 180-4
Sodium Nitrite Tablets, Kataldgus szam: 180-9
Phosphate Buffer, Kataldgus szam: 180-5
Methylene Blue Solution, Katalégus szam: 180-8
Citrate Solution, Katalégus szam: 91-5

1. Melegitsék fel elére a Phosphate Buffer Solution-t
37 °C-ra.

2. Kozvetlenil a fixalas el6tt adjanak 1,5 ml Sodium
Nitrite Tablet Solution-t 1,5 ml Pararosaniline Solution-
hoz, katalogus szém: 180-4. Ovatos forgatgatassal
keverjék dssze és hagyjak alini legalabb 5 percig, majd
adjak hozzad 40 ml elémelegitett Phosphate Buffer
Solution-hoz.

3. Adjanak hozza 5 ml a-Naphthyl Butyrate Solution-t,
Katalégus szam: 180-1

4. Alaposan keverjék 0ssze és dntsék Coplin edénybe.
Az oldat borostyanszin(i lesz. A csapadék képzédése
a reagens tonkremenetelét jelzi.

5. Fixaljgk a targylemezeket 10 masodpercig Citrate-
Acetone-Formaldehyde Fixative-ban szobah8mérsékleten
(28-26 °C). Ovatosan 0&blitsék ioncserélt vizben
45 masodpercig. Ne hagyjdk a targylemezeket
megszaradni.

6. Kozvetlenlil az oblites utan helyezzék a
targylemezeket a 4. |épés oldatdba és inkubaljak
1 6réig 37 °C-on.

MEGJEGYZES: Ha a targylemezeket nem helyezik
az inkubacios oldatba a fixalas utan, akkor hagyni kell
leveg6n szaradni legalabb 45 percig.

7. 1 6ra mulva vegyék ki a targylemezeket a Coplin
edénybdl és &blitsék 2-3 percig folyd csapvizzel.
Semmisitsék meg a festd oldatot.

8. Hagyjak a targylemezeket levegdn legalabb 15 percig
szaradni az utanfestés elétt.

9. 5 percig fessék utan Methylene Blue Counterstain-ben.

10. Oblitsék ioncserélt vizben.

2-HU

B-GLUCURONIDASE ELJARAS:

Reagensek

Naphthol AS-BI B-b-Glucronic Acid, Kataldgus szam: 180-3
Pararosaniline Solution, Katalégus szam: 180-4

Sodium Nitrite Tablets, Katalogus szam: 180-9

Acetate Solution, Katalégus szam: 386-3

Methylene Blue Solution, Katalégus szam: 180-8

Citrate Solution, Katalégus szam: 91-5

1. Melegitsenek fel elére egy napi hasznélatra elegendd
joncserélt vizet 37 °C-ra.

2. Kozvetlenil a fixalas elétt adjanak 0,5 ml Sodium Nitrite
Tablet Solution-t 0,5 ml Pararosaniline Solution-hoz,
katalogus szam: 180-4. Ovatos forgatgatassal keverjék
Ossze és hagyjék allni 5 percig, majd adjak hozza 38 ml
elémelegitett ioncserélt vizhez.

3. Adjanak hozza 5 ml Acetate Solution-t, Katalogus
szam: 386-3

4. Adjanak hozza 5 ml Naphthol AS-BI B-p-Glucuronic
Acid Solution-t, Katalogus szam: 180-3.

5. Alaposan keverjék dssze és dntsék Coplin edénybe.
Az oldat borostyanszin(i lesz. A csapadék képzédése
a reagens tonkremenetelét jelzi.

6. Fixaljak a targylemezeket 30 masodpercig Citrate-
Acetone-Formaldehyde Fixative-ban szobahdmér-
sékleten (23-26 °C). Ovatosan Oblitsék ioncserélt
vizben 45 masodpercig. Ne hagyjak a targylemezeket
megszaradni.

7. Kozvetlenil az dblités utan helyezzék a targylemezeket
az 5. 1épés oldataba és inkubaljak 90 percig 37 °C-on,
fénytdl védve,

MEGJEGYZES: Ha a targylemezeket nem helyezik az
inkubéaciés oldatba a fixalas utan, akkor hagyni kell
levegén szaradni legalabb 45 percig.

8. 90 perc muUlva vegyék ki a targylemezeket a Coplin
edénybdl és Oblitsék 2-3 percig folyd csapvizzel.
Semmisitsék meg a festd oldatot.

9. Hagyjak a targylemezeket levegén legaldbb 15 percig
szaradni az utanfestés el6tt.

10. 3 percig fessék utan Methylene Blue Counterstain-ben.
1. Oblitsék ioncserélt vizben.

TELJESITMENYJELLEMZOK

ACID PHOSPHATASE: Csecsem&mirigy szarmazasra
emlékeztet6 fokalis (vonalas) limfocita festés (T-sejtek).

a-Naphthyl Butyrate Esterase: A néhany limfocitaban
megfigyelt fokalis (vonalas) festési minta érett T-sejt
hordozé Fc receptorokkal tarsul IgM esetén. Ez az alegység
atfedi a T-segité sejt populéciot bizonyos mértékig, de nem
pontos mér&je a segit6 funkcionak. A digguz vagy szemcsés
modon festd limfocitak receptorokat hordoznak az IgG Fc
porcibjahoz, és bizonyos mértékig atfedik a T-elnyomo sejt
populéciot.

B-GLUCURONIDASE Az érett timocitakkal, kering6 T-

festés lathato. A fokalls (vonalas) és diffiz-szemcsés mintak
jelzik az a-naftil-butirat-észterazt. A monocitak és
granulocitak altalaban negativak.

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a varttol, vegyék
fel a kapcsolatot a Sigma Aldrich miszaki szolgalataval.
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