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SIGMA'ALDHICH® (Eljarés szama: 386)

Atdolgozva: 2005-01

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich Acid Phosphatase készlet leukocitdk savas foszfataz aktivitasanak
citolégiai bemutatasara hasznalandoé kevés vér, csontvel és szdvet preparatumokbol. Az
Acid Phosphatase reagensek “in vitro diagnosztikai” hasznélatra javallottak.

A szubsztitualt naftol AS foszfatok diazonium-sokkal val6 hasznalatarél a sav
foszfatazok kimutatasara human leukocitakban el6szér Goldberg és Barka szamolt be. 'Az
ilyen leukocita enzim kimutataséara kifejlesztett Sigma-Aldrich eljaras a naftol AS-BI foszfat
és a gyors granat GBC s6 hasznélatan alapul. Az utébbi diazo-vegyiiletet azért
valasztottak ki, mivel gyorsan parosodik savas pH-n és nagyon oldhatatlan festék
kicsapodast hoz létre. A borkésavat azért adjak hozza, hogy bemutassak a borkének
ellenallé sav foszfataz jelenlétét.

A Sigma-Aldrich eljaras szerint a vér hartyakat egy naftol AS-BI foszforsavat és gyors
granat GBC-t tartalmazé oldatban inkubdljak. A kettés hartyakat borkd tartalma
szubsztrattal kezelik. A Naftol AS-BI, mely enzimatikus hidrolizissel szabadul fel, azonnal
kapcsolodik a gyors granat GBC-hez és oldhatatlan voroses-barna festék lerakodast
képez az aktivitas helyein. A bork&savra érzékeny sav foszfatazt tartaimazoé sejtek aktivitas
nélkiliek, mivel a borkésavnak ellenallé foszfatazt tartalmazé mononuklearis sejtekre az
ilyen kezelés nincs hatéassal.

REAGENSEK

CITRATE CONCENTRATE, Katalogus szam: 386-1
Citrat puffer, 0,38 mol/l, pH=5,4, ha az eljaras szerint higitjak.

TARTRATE SOLUTION, Katalogus szam: 386-2
L(+)-tartrat-puffer, 0,67 mol/l, pH=5,2, ha az eljaras szerint higitjak.
ACETATE SOLUTION, Katalogus szam: 386-3

Acetat puffer, 2,5 mol/l, pH=5,2, ha az eljaras szerint higitjak.

NAPHTHOL AS-BI PHOSPHORIC ACID SOLUTION, Katalogus szam: 386-4
Naftol AS-BI foszforsav, 12,5 mg/ml, N,N'-dimetil-formamidban.

FAST GARNET GBC SALT, Katalégus szam: 386-15
Gyors granat GBC so, tisztitott, 15 mg/kapszula.

ACID HEMATOXYLIN SOLUTION, Katalogus szam: 285-2
Hematoxilin, igazolt, 1 g/l, natrium-jodat, aluminium-ammoénium-szulfat és stabilizator,
pH=3,3 25 °C-on.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG

A Citrate Concentrate, Tartrate Solution és Acetate Solution hiitészekrényben
(2-8 °C)-on tarolandé. Ha zavarossa valik, meg kell semmisiteni.

A Fast Garnet GBC Salt és a Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution
hiitészekrényben (2-8 °C)-on tarolandé. A Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution szine
halvanysérga és sotétsarga kozott valtozik. A reagensek a palackon feltiintetett lejarati
datumig felhasznalhatok.

Az Acid Hematoxylin Solution szobahémérsékleten (18-26 °C) tarolandd, amikor a
megfeleld festéshez sziikséges id6 tobb, mint 5 perccel meghaladja az eljarasban javasolt idét.

A higitott citrat oldat megfeleléen hasznélhaté a lathatd mikrobés novekedés
hianyakor. A citrat/aceton oldat szorosan lezarva tarolando, ha nem hasznéljak. Naponta
frissen készitend6k.

ELOKESZITES:

A higitott citrat oldat Ugy készitends, hogy 2,0 ml Citrate Concentrate-t (katalogus
szam: 386-1) adnak 18,0 ml vizhez.

A citrét/aceton fixaloszert (gy készitik, hogy 20,0 ml higitott citrat oldatot adnak
30,0 ml acetonhoz.

MEGJEGYZES: A Citrate/Acetone Solution szorosan lezarva tartandé, ha nem
hasznaljak. Naponta frissen készitendd.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel térténé munka soran a szokasos évintézkedéseket be
kell tartani. A hulladékot az Gsszes helyi, &llami, tartomanyi vagy nemzeti szabéaly
figyelembevételével kell megsemmisiteni. A friss kockazati, veszély vagy biztonsagi
informéciok az anyagbiztonsagi adatlapban talalhatok.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok kockazati és biztonsagi mondatai

A Citrate Solution MARO. Egési sériilést okoz. Ha szembe keriil, b8 vizzel azonnal ki
kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelelé védéruhazatot, védbkeszty(it és szem-,
illetve arcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A Tartrate Solution INGERLO. A szemet, légzérendszert és bért irritalja. Ha szembe
kertl, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelel6 védéruhazatot
kell viselni.

Acetate Solution. Figyelmeztetés: Az anyagot még nem teljesen vizsgaltak.

A Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution MERGEZO. Belélegezve és bérrel érintkezve
artalmas. A szemet, légz6rendszert és bért irritalja. A sziiletendé gyermekre artalmas lehet. A
keletkez8 g6zt nem szabad belélegezni. Ha szembe kerll, b8 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni! Megfelelé védéruhazatot, véddkeszty(it és szem-, illetve arcvédét kell

viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell
mutatni. Kertilni kell az expoziciot, - hasznélatahoz kiilén utasitas sziikséges.

A Fast Garnet GBC Salt MERGEZO. Rakot okozhat (karcinogén hatasu lehet)! A
keletkez& port nem szabad belélegezni Megfelel6 védéruhazatot, véddkeszty(it és szem-,
illetve arcvéd6t kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Kerlini kell az expoziciét - hasznalat el6tt
szerezzenek specidlis utasitasokat.

Az Acid Hematoxylin MERGEZO. Lenyelve mérgezé (toxikus). Szem- és bérizgaté
hatas(, izgatja a légutakat! Ha szembe kertil, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz
kell fordulni! Megfelel§ véd6ruhazatot és véddkeszty(t kell viselni. Baleset vagy rosszullét
esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

Az aceton GYULEKONY és INGERLO. Szemizgaté hatast. Ismételt expozicio a bér
kiszaradaséat vagy repedezését okozhatja. Gézei almossagot és szédiilést okozhatnak. Az
edényzet jol szell6ztethetd helyen tartand6. Gyuijtoforrasoktol tavol tartandé. - Dohanyozni
tilos! Ha szembe keril, bd vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni!
Célszervek: M§j és vesék.

Az Europai Uni6 kockazati és biztonsagi mondatai

A Citrate Solution INGERLO. Szem- és bérizgaté hatast. Ha szembe keril, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelelé védéruhazatot és védokeszty(it
kell viselni.

A Tartrate Solution INGERLO. A szemet, légzérendszert és bért irritalja. Ha szembe
kertl, b8 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelel6 véd6ruhéazatot
kell viselni.

Acetate Solution. Figyelmeztetés: Az anyagot még nem teljesen vizsgaltak.

A Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution MERGEZO. Belélegezve és bérrel
érintkezve artalmas. A szemet, légz6rendszert és bért irritalja. A sziiletendé gyermekre
artalmas lehet. A keletkezd g6zt nem szabad belélegezni Ha szembe kerll, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelel§ véd6éruhazatot, védékesztydit és
szem-, illetve arcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni.
Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Kerlilni kell az expoziciét, - hasznélatahoz kilén
utasitas sziikséges.

A Fast Garnet GBC Salt MERGEZO. Rakot okozhat (karcinogén hatast lehet)! A
keletkezd port nem szabad belélegezni Megfelel6 véd6ruhazatot, védbkeszty(it és szem-,
illetve arcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha
lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Kerlini kell az expoziciot - hasznalat el6tt
szerezzenek specidlis utasitasokat.

Az Acid Hematoxylin ARTALMAS. Lenyelve artalmas.

Az aceton RENDKIVUL GYULEKONY és INGERLO. Rendkiviil gyGlékony.
Szemizgatd hatasu. Ismételt expozicio a bér kiszaradasat vagy repedezését okozhatja.
Gézei almossagot és szédilést okozhatnak. Az edényzet jol szell6ztethets helyen
tartand6. Gyujtéforrasoktol tavol tartandé. - Dohanyozni tilos! Ha szembe kerdil, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni!

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begyijtését az M29-A2. sz. NCCLS dokumentum szerint végezni.
Semmilyen ismert médszer nincs, mely teljesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szovet
ne terjesszen fertézést. Ezért, minden vér szdrmazékot vagy szdvetet lehetségesen
fert6zének kell tekinteni.

Kevés vér, csontvel§ hartya, szovet preparatum és citocentrifuga preparatumok
hasznélhatok. Az antikoagulans lehet EDTA vagy heparin. A vér és csontvel§ hartyak
szobahémérsékleten (18-26 °C), fixalva tobb hétig tarolhatok vagy fixalas nélkil tobb
napig anélkiil, hogy az aktivitasukban észreveheté valtozas kovetkezne be.> Ne
széllitsanak teljes vért mas laboratériumba vizsgalatra. Kiildjenek fixalt vagy nem fixalt
targylemezeket. Szallitas kdzben a targylemezek hiivoson tarolandok. Fixalas el6tt hagyjak
a hartyakat legalabb 1 6raig szaradni.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK:
Aceton, ACS Reagent
37 °C vizfurdé

MEGJEGYZESEK:

A vizsgélati teljesitmény egy egészséges egyénbdl szarmazo vér hartyaval figyelhetd
meg. Bork&sav hianyaban, az 0sszes leukocita sarjadz6 aktivitasi helyeket mutat.
Tartaratban inkubéalva, véletlenszer(i szemcse figyelheté meg a limfocitakban, de az
Osszes egyéb normalisan el6fordul6 sejt aktivitas nélkiili.

Az ilyen eljarasbol kapott adatok csak segitségként szolgalnak a diagnézishoz és
egyéb klinikai diagnosztikai vizsgélatokkal vagy informaciokkal egydtt at kell vizsgalni.
ELJARAS:

Fixalas:

1. A targylemezt fixaljak 30 masodpercig szobah6mérsékleten (18-26 °C)
Citrate/Acetone Solution-ban.

2. Oblitsék a targylemezeket ioncserélt vizben és hagyjak levegén megszaradni
legalabb 15 percig.

Festés:

1. Két 100 ml-es f6z6poharat lassanak el A és B cimkével és tegyék bele a
kovetkezbket, majd mindig keverjék 6ssze:

A féz6pohar B f6z6pohar

Viz, el6re, 37 °C-ra melegitett 46,0 ml 44,0 ml
Acetate Solution, Katalogus szam: 386-3 2,0ml 2,0ml
Naphthol AS-BI Phosphoric Acid,

Katalégus szam: 386-4 2,0 ml 2,0 ml
Tartrate Solution, Katalégus szam: 386-2 — 2,0 ml



2. Mindegyik f6z&poharba tegyenek 1 kapszulanyi Fast Garnet GBC Salt-ot
(Katalégus szam: 386-15). 30-60 masodpercig keverjék magneses keverdvel.

3. Gyorsan szlirjék le az oldatokat Whatman 54. sz. (vagy azzal ekvivalens) papiron
kiilon cimkével ellatott festétégelybe.

4. Afest6tégelyben Iévé oldatokat melegitsék 37 °C-ra vizfiird6n. Ellenérizzék, hogy a

hémeérséklet 37 °C-os legyen, miel6tt beleteszik a targylemezeket.

Helyezzenek legalabb 2 kettés fixalt vér hartyat mindegyik tégelybe, mely a sz(rt

szubsztrat oldatot tartaimazza.

Inkubaljak a targylemezeket legalabb 1 6raig 37 °C-on soététben.

Vegyék ki a targylemezeket és mosséak ioncserélt vizben 3 percig.

Fessék 5 percig Acid Hematoxylin Solution-ban (katalégus szam: 285-2).

Oblitsék a targylemezeket ioncserélt vizben 3 percig és hagyjak levegdén

megszaradni.

10. Ertékeljék mikroszkopikusan olajallo lencsékkel (900X). Oldészer alapl
fedémédium hasznalata nem javasolt, mivel halvanyithatjak a festést.

TELJESITMENYJELLEMZOK

A festett vér hartyakat altaldban szubjektiven értékelik ki, hogy a tartaratnak ellenélld
enzim jelen van-e vagy sem. Bork8sav hidnyaban, a legtébb leukocita sarjadz6 aktivitasi
helyeket mutat. Amikor tartarattal inkubaljak, véletlenszer(i szemcse figyelhet6 meg a
limfocitdkban és néhany speciélis makrofagban (pl. Gaucher féle sejt, hamsejtek és
sz6rés sejtek).® Vérfoltokban pozitiv reakciot jegyeztek fel ketté vagy tébb diffGz és erés
aktivitast  sejtek jelenlétével, pl. tébb, mint 40 szemcse.* A Golgi festés, a
csecsemOmirigybdl szarmazé limfocitak (T-sejtek) értékeléséhez, a 181. sz. Sigma-
Aldrich eljaras javasolt.*

Az Acid Phosphatase aktivitas bibor-s6tétvords szemcsék formajaban jelenik meg a
legtébb leukocita citoplazmajaban.

Az ilyen eljarasbél kapott adatok csak segitségként szolgélnak a diagnézishoz és
egyéb klinikai diagnosztikai vizsgalatokkal vagy informaciokkal egytt at kell vizsgalni.

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektél, kérjuk, vegyék fel a
kapcsolatot a Sigma-Aldrich m{iszaki szolgalataval.
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A Sigma-Aldrich, Inc. garantélja, hogy termékei megfelelnek az ebben és egyéb Sigma-
Aldrich publikaciokban megjelent informacidknak. A vevé kdteles meghatarozni, hogy az
adott felhasznalasra megfelel-e (megfelelnek-e) a termék(ek). Tovabbi kikotések és
feltételek alkalmazhatok. Kérjik megnézni a szamla vagy csomagoléanyag hatsé oldalat
az arusitas tovabbi kikotései és feltételei véget.

Eljaras szama: 386
Korabbi feliilvizsgalat: 2003-09
Atdolgozva: 2005-01

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
c € @ Egham, TW20 9BD Egyesiilt Kiralysag

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Muszaki szolgalat: 800-325-0250 vagy hivjak 314-771-3122
vagy e-mail: clintech@sial.com
Megrendelés: 800-325-3010 vagy hivjak: 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

2-HU

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Németorszag 49-7329-970
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