PERIODIC ACID-SCHIFF
(PAS) STAINING SYSTEM

(Eljaras szama: 395)

SIGMA-ALDRICH’

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Periodic Acid Schiff (PAS) reagensek “in vitro diagnosztikai” felhasznélasra javalltak.

A Sigma-Aldrich PAS festési eljaras standard és mikrohullami eljarasokat ajanl
a limfocitak és a mucopoliszacharidok bemutatasara. A limfocitak festési mintaja segit a
terépiés dontésekben a limfotikus leukémia elfogadott eseteiben. A szévetmetszetekben
a PAS reakcié hasznos a mucopoliszacharidok bemutatasahoz. A Diastase (a-amylase)
feltarasi eljaras, melyet a PAS festés kdvet, hasznos segitség a glikogén tarolasi
betegségek diagnozisa soran.

A PAS festési eljaras hasznos lehet még a szovetmetszetekben eléforduld gombas
organizmusok bemutatasara is.?

Perjédsavval kezelve a glikolok aldehiddé oxidalédnak. A Schiff reagenssel
(pararozanilin és natrium-metabiszufit keveréke) val6 reakci6 utan egy pararozanilin
adduktum szabadul fel, mely a glikol tartalmi sejtkomponenseket festi.' Ez a reakcié kevés
vér vagy csontveld hartyakon, szévet preparatumokon vagy szévetmetszeteken egyarant
elvégezhet6.>® Vér vagy csontvelé hartydkon hasznélva ez a vizsgélat hasznos lehet az
eritroleukémia és az akut limfoblasztikus leukémia felismerésében.*

Diastase (a-amylase) feltaras alkalmazhatd a glikogén tarolasi betegség
diagnoézisakor. A diasztaz hidrolizalia a szdvetben jelenlévd ilyen poliszacharidokbol
szdrmazé keményitét, glikogént és bomléastermékeket. A feltarasi eljarasbol szarmazo
melléktermékeket eldblitik a PAS festés el6tt.®

A Sigma-Aldrich eljarasok tartalmazzak a PAS technikakat a mikrohullam siitékben
torténd gyors festeés érdekében.®®

REAGENSEK

PERIODIC ACID SOLUTION, Katalégus szam: 395-1
Perjodsav, 1 g/l

SCHIFF'S REAGENT, Katalogus szam: 395-2
Pararozanilin HCI, 1 % és natrium-metabiszulfit, 4 % s6savban (0,25 mol/l).

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, Katalégus szam: GHS-3
Igazolt hematoxilin, 6 g/l, natrium-jodat, 0,6 g/I, aluminium-szulfat, 52,8 g/l és stabilizator.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

A perjodsav oldat és a Schiff reagens hiitdszekrényben (2-8 °C)-on tarolandé.
A Hematoxylin Solution, Gill No. 3 szobahémérsékleten (18-26 °C) tarolandé. A
reagensek a cimkén feltiintetett lejarati datumig felhasznélhatok.

MEGROMLAS:

A Hematoxylin Solution, Gill No. 3 megsemmisitends, ha az oldat megbarnul
(levegdn val6 oxidacio) vagy biborszinli lesz (savassag elvesztése) vagy ha a megfeleld
festéshez sziikséges id6 tdbb, mint 5 perccel meghaladja az eljarasban javasolt idét.
ELOKESZITES:

A Periodic Acid Solution, a Schiff's Reagent és a Hematoxylin Solution, Gill No.
3 hasznélatra kész.

A FORMALIN-ETHANOL FIXATIVE SOLUTION-t gy készitik, hogy 5 ml
formaldehidet 6sszekevernek 45 ml 95 %-os etanollal (reagens alkohol). Naponta frissen
készitendd és szorosan lezarva tartando.

OVINTEZKEDESEK:

A laborat6riumi reagensekkel torténé munka sorén a szokésos oOvintézkedéseket be
kell tartani. A hulladékot az &sszes helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti szabély
figyelembevételével kell megsemmisiteni. A friss kockazati, veszély vagy biztonsagi
informéciok az anyagbiztonsagi adatlapban talalhatok.

A PAS TISSUE-TROL kontroll targylemezek PAS-t tartalmaz6 paraffinba agyazott
human szdvetek és lehetséges fertéz6 szdveteknek tekintendok.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok kockéazati és biztonsagi mondatai

A Periodic Acid Solution MARO. Egési sérlilést okoz. Ha szembe kerdil, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. A szennyezett ruhat azonnal le kell vetni.
Megfelel6 vedbruhazatot, védkeszty(it és szem-, illetve arcvéddt kell viselni.

A Schiff's Reagent MERGEZO (TOXIKUS). Lenyelve artalmas. Egési sériilést okoz.
Rakot okozhat (karcinogén hatasu lehet)! Ha szembe kerdl, b6 vizzel azonnal ki kell mosni
és orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 véd6ruhazatot, véddkeszty(it és szem-, illetve arcvédét
kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. Kiz&rélag szakemberek hasznélhatjak. Kertilni kell az expoziciot,
- hasznalatahoz kiilén utasitas szikséges.

A Gill féle 3 hematoxilin oldat ARTALMAS. Belélegezve nagyon mérgezé (toxikus)! A
szemet, légz6rendszert és bért irritalja. Ha szembe kerl, b6 vizzel azonnal ki kell mosni
és orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni. Célszervek: Maj és vesek.

A Reagent Alcohol GYULEKONY és INGERLO. A szemet, légz6rendszert és bért
irritalja. Az edényzet hermetikusan lezarva tartand6. Gyujtoforrasoktdl tavol tartandé.
- Dohanyozni tilos! Ha szembe kerlil, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel§ vedoruhazatot kell viselni.

A xilol GYULEKONY és ARTALMAS. A fogamzoképességet karosithatja. A szlletend6
gyermekre artalmas lehet. Belélegezve és bérrel érintkezve artalmas. A légzérendszert és
bért irritalja. Stlyos szemkérosodast okozhat. GyUijtéforrasoktol tavol tartandé. - Dohanyozni
tilos! Ha szembe kertil, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfeleld
védbruhazatot, 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 Periodic Acid Solution MARO. Egési sériilést okoz. Ha szembe keriil, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. A szennyezett ruhat azonnal le kell vetni.
Megfelel§ véd6ruhazatot, vé;:i(jkeszty[]t és szem-, illgtve arcvedoét kell viselni.

A Schiff's Reagent MERGEZO (TOXIKUS). Egési sérlilést okoz. Rakot okozhat
(karcinogén hatasu lehet)! Ha szembe kerdl, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz
kell fordulni. Megfelel§ véd6ruhazatot, véddkesztylit és szem-, illetve arcvédét kell viselni.
Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell
mutatni. Kizarolag szakemberek hasznalhatjak. Kerlini kell az expoziciot, - hasznélatdhoz
kilon utasitas sziikséges.

A Gill féle 3 hematoxilin oldat ARTALMAS. Belélegezve nagyon mérgezé (toxikus)! A
szemet, légz6rendszert és bért irritalja. Ha szembe kerl, b6 vizzel azonnal ki kell mosni
és orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.

A Reagent Alcohol RENDKIVUL GYULEKONY és INGERLO. Rendkiviil gyGlékony.
A szemet, Iégzérendszert és bért irritalja. Az edényzet hermetikusan lezarva tartando.
Gydujtoforrasoktol tavol tartandé. - Dohanyozni tilos! Ha szembe kerdl, b6 vizzel azonnal ki
kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfeleld védéruhézatot kell viselni.

A xilol ARTALMAS. GyUlékony. Belélegezve és bérrel érintkezve artalmas. Bérizgaté
hatasu. Kertilni kell a szembejutast.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(jtését az M29-A2. sz. NCCLS dokumentum szerint végezni.
Semmilyen ismert médszer nincs, mely teliesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szovet
ne terjesszen fert6zést. Ezért, minden vér szarmazékot vagy szdvetet lehetségesen
fertézének kell tekinteni.

Frissen el6készitett egész, EDTA-val vagy heparinnel kezelt vér vagy csontvel
hartyak hasznalhatok. Fixaljak, amint lehet.

Poliszacharidok esetén, 10 %-os semleges pufferelt formalinban fixalt szovet, Zenker
vagy Bouin féle hasznalhat6.? Megjegyzendd, hogy néhany szénhidrogén vizoldhaté.® A
glikogén bemutatasahoz, Carnoy féle fluid, Gendre fluid vagy sav alkohol formalin
javasolt.? A diasztaz extrakciohoz sziikséges id6 hosszabbodhat, ha pikrinsav tartalmd
fixaloszerben fixaljak a szdvetet.? A szovetmetszetek 5 mikronnal vagandok.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK

Formaldehid oldat, 37 %

Reagent Alcohol

Whatman 4. sz. sz{ir6papir

PAS kontroll targylemezek, pl. Sigma PAS TISSUE-TROL (katalogus szdm: P8814)
mindig futtatandok.

CSAK A MIKROHULLAMU ELJARASOKHOZ:

ACCUMATE™ H2100 mikrohullamu siit6, katalogus szam: A 9084 (110 v) vagy A 9209
(220 v)

Coplin edény szell6z6 fedéllel

Scott's Tap Water Substitute Concentrate

a-amilaz, VI-B tipus, sertés hasnyalmirigybdl (csak diasztaz extrakcios eljarashoz)

MEGJEGYZESEK:

Ha a Sigma-Aldrich H2100 mikrohullama siitét hasznaljak, nézzék meg a Tulajdonosi
Gtmutatot.

A klinikailag egészséges egyénekbdl szarmaz6 vér hartydk kontroll célokat
szolgalnak. A polimorf nukleéris leukocitak intenziv voros citoplazmikus festést mutatnak
majd. Az ismert PAS pozitiv és/vagy glikogént tartalmaz6 szdvetmetszetek mindig
hasznélandok egy festés sorozat elvégzésekor. Erre a célra a Sigma-Aldrich a PAS
TISSUE-TROL™-t (Katalogus szam: P 8814) ajanlja.

Az ilyen eljarasbol kapott adatok csak segitségként szolgalnak a diagnoézishoz és
egyéb klinikai diagnosztikai vizsgalatokkal vagy informaciokkal egyiitt t kell vizsgalni.

ELJARAS:

. VER, CSONTVELO VAGY KEVES SZOVET PREPARATUMOK
Standard eljaras:
1. Fixaljak a levegén szaritott vér hartyakat 1 percig szobahémérsékleten Formalin-
Ethanol Fixative Solution-ban.
2. Oblitsék a targylemezeket 1 percig lassan foly6 csapvizben.
3. Martsak a targylemezeket 5 percre Periodic Acid Solution-ba (katalégus szam: 395-1)
szobahémérsékleten.
Oblitsék a targylemezeket tébbszor cserélt desztillalt vizben.
Martsak a targylemezeket 15 percre Schiff reagensbe (katalogus szam: 395-2)
szobahdmérsékleten.
MEGJEGYZES: Hasznalat utan azonnal tegyenek kupakot a Schiff reagensre és
tegyék vissza h(itészekrénybe (2-8 °C).
Mossak a targylemezeket foly6 csapvizben 5 percig.
Fessék utan Hematoxylin Solution, Gill No. 3-ban (katalogus szam: GHS-3)
90 masodpercig.
8.  Oblitsék foly6 csapvizben 15-30 masodpercig, levegén széritsak és mikroszkopikusan
vizsgaljak olajallé lencse alatt (900x). A targylemezek toluol vagy xilol alapt fedd
médiummal rogzithetdk.
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Mikrohullamu eljaras:
1. Fixaljak a levegén szaritott hartyakat 1 percig szobahémérsékleten Formalin-
Ethanol Fixative-ban.
Oblitsék a targylemezeket 1 percig lassan folyé csapvizben.
Helyezzék a targylemezeket miianyag Coplin edényben lévé 40 ml Periodic Acid
Solution-ba.
Kezeljek mikrohullammal 800 watton, 10 méasodpercig.
Oblitsék alaposan a targylemezeket tébbszor cserélt desztillalt vizben.
Helyezzék a targylemezeket mianyag Coplin edényben Iévé 40 ml Schiff's Reagent-ba.
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7.
8.
9.

10.
11.

12.
13.

Kezeljék mikrohullammal 800 watton, 15 masodpercig. Keverjék az oldatot beral
pipettaval vagy applikator bottal és hagyjak inkubalédni 1 percig.

Mossak a targylemezeket 6vatosan, meleg, foly6 csapvizben 5 percig.

Helyezzék a targylemezeket miianyag Coplin edényben lévé 40 ml Hematoxylin
Solution Gill No. 3-ba.

Kezeljék mikrohullammal 800 watton, 10 masodpercig.

Oblitsék folyd csapvizben 1-2 percig, majd kékitsék Working Scott's Tap Water
Substitute-ban szobahémérsékleten.

Oblitsék foly6 csapvizben. Széaritsak levegdn.

A targylemezek toluol vagy xilol alapt fedé médiummal régzitheték.

Il. SZOVETMETSZETEK
Standard eljaras:

1.
2.
3.
4

5.
6

7.
8.

Paraffinmentesitsék és hidrataljak a metszeteket ioncserélt vizzel.

Martsék a targylemezeket 5 percre Periodic Acid Solution-ba (katalogus szam: 395-1)
szobahémérsékleten (18-26 °C).

Oblitsék a targylemezeket tobbszor cserélt desztillalt vizben.

Martsék a targylemezeket 15 percre Schiff reagensbe (katalogus szam: 395-2)
szobahémérsékleten (18-26 °C).

Mossak a targylemezeket foly6 csapvizben 5 percig.

Fessék utan a targylemezeket Hematoxylin Solution, Gill No. 3-ban (katalégus szam:
GHS-3) 90 masodpercig.

Oblitsék a targylemezeket folyd csapvizben.

Dehidratalajak, deritsék és rogzitsék a metszeteket toluol vagy xilol alapt fedd
médiummal.

Mikrohullamu eljaras Diastase (a-Amylase) feltarashoz:

1.

(S

o~

Hasznéljanak kett6s vizsgélati targylemezeket. Cimkézzenek fel egyet a diasztazos
feltarashoz és egyet csak a PAS festéshez.

MEGJEGYZES: Szdvet ragasztéval boritott targylemezek javasoltak.

Ne celloidinizaljak a metszeteket a diasztaz feltarés alatt.”

Paraffinmentesitsék és hidrataljak a targylemezeket ioncserélt vizzel.

Készitsék el a Diastase (a-amylase) Working Solution-t 0,2 g a-Amylase-t
(katalogus szam: A3176) 40 ml ioncserélt vizben feloldva. Keverjék jol 6ssze és
helyezzék miianyag Coplin edénybe. Kdzvetlenil a hasznélat el6tt készitsék el.
Kezeljék mikrohullammal 600 watton, 25 masodpercig.

Vegyék ki a targylemezeket a Coplin edénybdl és 6blitsék a feltart targylemezeket
folyd csapvizben 5 percig.

A feltart és feltaratlan targylemezeket is hasznalva folytassak a szOvetekre
vonatkoz6 mikrohulldm eljarést a 2. 1épéstél.

Mikrohullamu eljaras:

oA N

® N

Paraffinmentesitsék és hidrataljak ioncserélt vizzel.

Helyezzék a targylemezeket miianyag Coplin edényben lévé 40 ml Periodic Acid

Solution-ba. Lazan zarjak le fedéllel az edényt vagy hasznaljanak lyukas fedelet.

Kezeljék mikrohullammal 800 watton, 10 masodpercig.

Oblitsék alaposan a targylemezeket tébbszor cserélt desztillalt vizben.

Helyezzék a targylemezeket miianyag Coplin edényben lévé 40 ml Schiff's Reagent-ba.

Kezeljék mikrohullammal 800 watton, 15 masodpercig. Keverjék az oldatot beral

pipettaval vagy applikator bottal és hagyjak inkubalédni 1 percig.

Mossak a targylemezeket dvatosan, meleg, folyé csapvizben 5 percig.

Helyezzék a targylemezeket miianyag Coplin edényben 1évé Hematoxylin, Gill No.

3-ba vagy Light Green Solution-ba.

Kezeljék mikrohullammal 800 watton, 10 masodpercig.

Ha Gill féle hematoxilint hasznalnak, &blitsék 1-2 percig foly6d csapvizzel, majd

kékitsék Working Scott's Tap Water Substitute-tal szobahdmérsékleten. Oblitsék

foly6 csapvizben. Dehidratéljak, deritsék és rogzitsék.

b. Ha Light Green Solution-t hasznalnak, gyorsan 6blitsék ioncserélt vizzel, gyorsan
dehidrataljak, deritsék és rogzitsék.

TELJESITMENYJELLEMZOK

A PAS pozitiv anyagok rézsaszin-vorosre festenek és a sejtmagok kékek. Egy

Diastase (a-Amylase) Extraction targylemez esetében nincs lathatdé PAS glikogén festés,
ha a feltaratlan glikogént pozitiv kontroll targylemezekhez viszonyitjuk.

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

kapcsolatot a Sigma-Aldrich miiszaki szolgalataval.

IRODALOMJEGYZEK

. Hotchkiss RD: A microchemical reaction resulting in the staining of polysaccharide
structures in fixed tissue preparations. Arch Biochem 16:131, 1948

. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice Histotechnology, 2nd ed. CV Mosby,
St. Louis, (MO), pp 52, 164-167, 1980

. Culling CFA, Allison RT, Barr WT: Cellular Pathology Technique, 4th ed. Butterworths,
pp 216-220, 1985

. Davey FR, Nelson DA: Periodic Acid Schiff (PAS) Stain. IN Hematology, 2nd ed. WJ
Williams, E Buetler, AJ Erslev, RW Rundles, McGraw-Hill, New York, pp 1630-1632,
1977

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
MUszaki szolgéalat: 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

5. Thompson SW: Selected Histochemical and Histopathological Methods, CC Thomas,
Springfield, (IL), pp 520-539, 1966

6. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using
microwave irradiation. J Pathol 148:183, 1986

7. Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven. J Histotechnol
6:125, 1983

8. Valle S: Special stains in the microwave oven. J. Histotechnol 9:237, 1986

A Sigma-Aldrich, Inc. garantalja, hogy termékei megfeleinek az ebben és egyéb Sigma-
Aldrich publikaciékban megjelent informacioknak. A vevé kételes meghatéarozni, hogy az
adott felhasznalasra megfelel-e (megfelelnek-e) a termék(ek). Tovabbi kikotések és
feltételek alkalmazhatok. Kérjilk megnézni a szamla vagy csomagol6anyag héatsé oldalat
az arusitas tovabbi kikotései és feltételei véget.

Eljaras szama: 395
Korabbi felilvizsgalat: 2003-02
Atdolgozva: 2003-09

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
Egham, TW20 9BD Egyesiilt Kiralysag
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SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.0O. 1120, 89552 Steinheim, Németorszag 49-7329-970
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