LEUKOCYTE PEROXIDASE
(MYELOPEROXIDASE)

(Eljaras szama: 390)

SIGMA-ALDRICH’

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich Leukocyte Peroxidase (Myeloperoxidase) hisztokémiai bemutatasra
hasznéland6 leukocita peroxidazban. A Leukocyte Peroxidase reagens ‘“in vitro
diagnosztikai” felhasznalésra javallt.

A mieloperoxidaz (MP) citokémiai lokaliz&ci6janak klasszikus médszereihez benzidint'
vagy diamino-benzidint hasznalnak.? 1977-ben, Hanker és tarsai® leirtak a p-fenilén-amin és
pirokatechin hasznalatét az injektalt torma peroxidaz kimutatasara. Ez az indikator rendszer
a Sigma-Aldrich eljaras alapja, amikor a mieloperoxidazt a kdvetkez6 reakciokkal mutatjak ki:

MP

p-fenilén-diamin +
Pirokatechin + HyOo

P barna-fekete oldhatatlan reakciotermék

REAGENSEK

TRIZMAL™ 6.3 BUFFER CONCENTRATE, katalogus szam: 90-3C
TRIZMA® maleéat, 200 mmol/l. Tartésitészer: kloroform.

PEROXIDASE INDICATOR REAGENT, katalogus szam: 390-1
p-fenilén-diamin diHCI (1 rész) és pirokatechin (2 rész).

ACID HEMATOXYLIN SOLUTION, Katalogus szam: 285-2
Hematoxilin, igazolt, 1 g/l, pH=3,3 25 °C-on.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

A Trizmal™ 6.3 Buffer Concentrate és az Acid Hematoxylin Solution
szobahémérsékleten (18-26 °C) tarolando.

A Peroxidase Indicator Reagent hiitve (2-8 °C)-on tarolando.

Az Acid Hematoxylin Solution-t tilos visszatenni az eredeti tarol6 edényzetébe Coplin
edényben val6 hasznalat utan.

A Hydrogen Peroxide, 3 % Phosphate Buffered Saline Solution-ban hiitve tarolandé
(2-8 °C)-on. Ha zavarossa valik, meg kell semmisiteni.

A reagensek a lejarati datumig hasznalhatok fel.

MEGROMLAS:

A Trizmal™ 6.3 Buffer Concentrate megsemmisitendd, ha zavarossa valik.

Az Acid Hematoxylin Solution megsemmisitendd, ha a megfelel§ festéshez
sziikséges id6 tobb, mint 5 perccel meghaladja az eljarasban javasolt id6t.
ELOKESZITES:

A Trizmal™ 6.3 Dilute Buffer-t igy készitik, hogy 1 térfogategységnyi TRIZMAL™ 6.3
Buffer Concentrate-t (katalogus szam: 90-3C) &sszekevernek 9 térfogategységnyi
ioncserélt vizzel. Egyszer hasznaland6, majd megsemmisitendd!

Az Ethanol, 95 % (v/v) Fixative Solution-t Ugy készitik, hogy 5 ml 37 %-0s
formaldehidet 8sszekevernek 45 ml 95 %-os etanollal. Naponta frissen készitendd.
Szorosan lezarva tartandoé.

A Hydrogen Peroxide-t, 3 %, Phosphate Buffered Saline Solution-ban, tgy készitik,
hogy 1 rész hidrogén-peroxidot (30 %) adnak 9 rész Phosphate Buffered Saline Solution-
hoz (pH=7,4). Frissen készitend®.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel torténé munka sorén a szokésos 6vintézkedéseket be
kell tartani. A hulladékot az Gsszes helyi, &llami, tartomanyi vagy nemzeti szabéaly
figyelembevételével kell megsemmisiteni. A friss kockazati, veszély vagy biztonsagi
informéciok az anyagbiztonségi adatlapban talalhatok.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok kockazati és biztonsagi mondatai

A Peroxidase Indicator Reagent MERGEZO. Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve
mérgez6 (toxikus). A szemet, légzérendszert és bért irritalja. Korlatozott bizonyitékok alapjan
rakkeltd (karcinogén) hatasu. Belélegezve és bérrel érintkezve tllérzékenységet okozhat
(szenzibilizalo hatast lehet). Nagyon mérgez6 a vizi szervezetekre, a vizi kérnyezetben
hosszantartd karosodast okozhat. Ha szembe kertil, b vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni! Megfelel6 védéruhazatot és véddkesztydit kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Az
anyagot és edényzetét veszélyes hulladékként kell artalmatlanitani. A kdrnyezetbe juttatni
nem szabad. Lasd kilén utasitasok/biztonsagi adatlapok.

A TRIZMAL™ Buffer Concentrate ARTALMAS és veszélyes a kornyezetre. Lenyelve
artalmas. Korlatozott bizonyitékok alapjan rékkelté (karcinogén) hatasu. Hosszabb id6n &t
belélegezve és szajon keresztiil a szervezetbe jutva artalmas: stlyos egészségkarosodast
okozhat. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.

Az Acid Hematoxylin MERGEZO. Lenyelve mérgezd (toxikus). A szemet,
légz6rendszert és bért irritalja. Ha szembe keriil, b8 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni! Megfelel§ véd6ruhazatot és védékeszty(it kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.
Célszervek: Idegek és m4j.

A formaldehid MERGEZO (TOXIKUS). Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve
mérgez6 (toxikus). Egési sériilést okoz. Belélegezve és bdrrel érintkezve talérzékenységet
okozhat (szenzibilizalé hatast lehet). Korlatozott bizonyitékok alapjan rakkeltd

(karcinogén) hatast. Oroklédd genetikai karosodast okozhat (mutagén hatast lehet)! Ha
szembe keril, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfeleld
védéruhazatot, védbkeszty(it és szem-, illetve arcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét
esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni. Jol
szelléztethetd helyen hasznaland6!

Az etanol GYULEKONY és INGERLO. Rendkiviil gyGlékony. A szemet,
légz6érendszert és bort irritadlja. Az edényzet hermetikusan lezarva tartandoé.
Gydujtoforrasoktol tavol tartandé. - Dohanyozni tilos! Ha szembe kerdil, b6 vizzel azonnal ki
kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelelé védéruhazatot kell viselni.

A 30 %-o0s hidrogén-peroxid EGEST TAPLALO (OXIDALO) és MARO. Egheté
anyaggal érintkezve tiizet okozhat. Egési sériilést okoz. Eghetd anyagoktol tavol tartandd.
Ha szembe kerll, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfeleld
védéruhazatot, védbkeszty(it és szem-, illetve arcvédét kell viselni. Baleset vagy rosszullét
esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

Az Europai Uni6 kockazati és biztonsagi mondatai

A Peroxidase Indicator Reagent MERGEZO (TOXIKUS) és veszélyes a kdmyezetre.
Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve mérgezé (toxikus). Szem- és bérizgatd hatast.
Bérrel érintkezve thlérzékenységet okozhat (szenzibilizald hatast lehet). Nagyon mérgez6 a
vizi szervezetekre, a vizi kdrnyezetben hosszantarté karosodast okozhat. Ha szembe keril, b
vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni! Megfelel8 védéruhazatot és véddkesztydit
kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét
meg kell mutatni. Az anyagot és edényzetét veszélyes hulladékként kell artalmatlanitani. A
kérnyezetbe juttatni nem szabad. Lasd kiilon utasitasok/biztonsagi adatlapok.

Az Acid Hematoxylin ARTALMAS. Lenyelve artalmas.

A formaldehid MERGEZO (TOXIKUS). Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve
mérgez6 (toxikus). Egési sériilést okoz. Korlatozott bizonyitékok alapjan rakkeltd
(karcinogén) hatast. Borrel érintkezve talérzékenységet okozhat (szenzibilizald hatasu
lehet). Ha szembe keriil, b6 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. Jol
szelléztethetd helyen hasznalando!

Az etanol RENDKIVUL GYULEKONY. Rendkiviil gyGlékony. Az edényzet
hermetikusan lezarva tartando6. Gyujtéforrasoktol tavol tartandé. - Dohanyozni tilos!

A hidrogén-peroxid MARO. Egési sériilést okoz. Ha az anyag bérre keriil, bé vizzel
azonnal le kell mosni. Megfelelé véd6ruhazatot és szem-, illetve arcvédét kell viselni. Baleset
vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(ijtését az M29-A2. sz. NCCLS dokumentum szerint végezni.
Semmilyen ismert médszer nincs, mely teljesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szdévet
ne terjesszen fertézést. Ezért, minden vér szdrmazékot vagy szdvetet lehetségesen
fert6z&nek kell tekinteni.

A vizsgalathoz frissen készitett egész vér vagy csontveld hartyak hasznalandok. A vért
heparinban vagy EDTA-ban kell gydjteni. A fénynek valé expoziciét minimalisra kell
csdkkenteni, mivel a leukocita peroxidaz fényérzékeny. A nem fixalt hartydk 3 hétig
hasznalhatok, ha sotétben tartjak." Hagyjak a hartyakat 10 percig levegén szaradni, fénytél
védve, a fixalas el6tt.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK
Formaldehid oldat (37 %)
Etanol (95 tf %)
Phosphate Buffered Saline, pH=7,4, Katalogus szam: P 3813
Hidrogén-peroxid (30 %)
MEGJEGYZESEK:

Javasolt, hogy az egészséges donorokb6l szarmaz6 vér hartyakat a beteg mintaival
egyutt dolgozzak fel a rendszer teljesitményének ellenérzése végett.

Habér a mieloperoxidazt altaldban a mielocitikus eredet( sejtek jelének tekintik, fel kell
ismerni, hogy a monocitoid sejtek szintén mutathatnak gyenge peroxidaz aktivitast.

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

ELJARAS:

. Fixéljak a hartyakat szobahémérsékleten 30 masodpercig Fixative Solution-ban.

2. Ovatosan mossak a targylemezeket folyd csapvizzel 2 percig és hagyjak sotétben,

levegén szaradni 10 percig.

3. Melegitsenek meg 50 ml TRIZMAL™ 6.3 Dilute Buffer-t 37 °C-os vizflird6n.

4. Kdzvetlenll hasznalat el6tt adjanak 1 ampulla Peroxidase Indicator Reagent-t,
katalogus szdm: 390-1, és 200 pl (0,2 ml) 3 % hidrogén-peroxidot a felmelegitett
Trizmal™ 6.3 Dilute Buffer-hez. Alaposan keverjék 0Ossze. Hasznalat utan
megsemmisitendd.

. Helyezzék a mosott, fixalt targylemezeket (2. 1épés) a Peroxidase Indicator Reagent
Solution-ba (4. 1épés) 30 percre sotétben 37 °C-on vizflirdén.

.Inkubélds utadn, Ovatosan mossak a targylemezeket
15-30 masodpercig és hagyjak levegén megszaradni.

7. Fessék utan a targylemezeket 10 percig Acid Hematoxylin Solution-ban (katalégus
szdm: 285-2).

. Oblitsék a targylemezeket folyé ioncserélt vizben 15-30 masodpercig. Levegén
széritsak és vizsgaljak meg mikroszkopikusan a targylemezeket.
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TELJESITMENYJELLEMZOK

A normal donoroktol szarmaz6 vér hartyakat mieloperoxidazra festették ezzel az

eljarassal és egy benzidines moédszerrel.! Ezzel az eljarassal a neutrofilek barna-kék
granuléciot mutattak, a benzidines eljarassal pedig kék granulaciot. Mindkét esetben, a
monocitdk kevésbé intenziven festettek, a limfocitdk pedig nem mutattak mieloperoxidaz
aktivitast.

Ha a medfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektdl, kérjik, vegyék fel a

kapcsolatot a Sigma-Aldrich miszaki szolgélataval.

IRODALOMJEGYZEK
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. Kaplow SL: Simplified myeloperoxidase stain using benzidine dihydrochloride. Blood
26:215, 1965.

. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stage of absorption of injected horseradish
peroxidase in the proximal tubule of mouse kidney; Ultrastructural cytochemistry by a
new technique. J Histochem Cytochem 14:291, 1966.

. Hanker JS, Yates PE, Metz CB, Rustioni A: A new specific sensitive and non-carcinogenic
reagent for the demonstration of horseradish peroxidase. Histochem 9:789, 1977.

. Bennett JM, Catovsky D, Daniel M, Randrin G, Galton DAG, Gralnick HR, Sultan C:
Proposals for the classification of the acute leukemias. French-American-British (FAB)
Co-operative Group. Brit J Haematol 33:451, 1976.

. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. In Atlas of Blood Cells-
Function and Pathology, Vol. 1. Edited by D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi,
AM Marmont, Lea and Febriger, Philadelphia, 1981, pp 149-424.

A Sigma-Aldrich, Inc. garantalja, hogy termékei megfeleinek az ebben és egyéb Sigma-
Aldrich publikaciokban megjelent informacioknak. A vevé kételes meghatéarozni, hogy az
adott felnasznédlasra megfelel-e (megfelelnek-e) a termék(ek). Tovabbi kikétések és
feltételek alkalmazhatok. Keérjiik megnézni a szdmla vagy csomagol6éanyag hatsé oldalat
az arusitas tovabbi kikotései és feltételei véget.

Eljaras szama: 390
Korabbi feltlvizsgalat: 2003-03
Atdolgozva: 2003-09

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

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
MUszaki szolgélat: 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
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SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.0O. 1120, 89552 Steinheim, Németorszag 49-7329-970
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