SIGMA-ALDRICH’

NAPHTHOL AS-D CHLOROACETATE
ESTERASE AND

o-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE
(Eljaras szama: 91)

FELHASZNALASI JAVALLAT

A specifikus és nem specifikus leukocita észteraz
citologiai bemutatasahoz. Az Esterase reagensek in vitro
diagnosztikai felhasznalasra javalltak.

A sejt észterazok mindenitt jelen vannak, és
valogatott szubsztratokra haté kiilonb6zé enzimek
sorozatat képviselik. Meghatarozott reakci6 kortilmények
kozott, lehetséges a hemopoietikus sejt tipusok
meghatarozdsa bizonyos észterdz szubsztratokat
hasznalva. A leirt médszerek biztositjak a granulocitak és
monocitak megkulonbdztetésének hematoldgiai és
hematopatologiai atlagat."®

A vizsgélat elvégzéséhez a vér, csontvel§ hartyakat
vagy szovet jellegli preparatumokat vagy naftol-AS-D-klor-
acetatban (NCAE) vagy o-nafti-acetatban (NAE) inkubaljak
egy frissen kialakitott diazonium s6 jelenlétében. Az észter-
kétések enzimatikus hidrolizise szabad naftol vegytileteket
szabadit fel. Ez kapcsolédik a diazénium séhoz, és nagyon
szines lerakodast képez az enzim aktivitas helyein.

A legtébb mai eljaras, a Sigma-Aldrich félét is beleértve,
stabil diazénium sokat alkalmaz. Ezek aril-amin natrium-
nitrittel val6 reakcidja soran képzédnek savas kdzegben.® A
kapott diazénium-klorid (&ltaléban instabil) ezutan olyan
vegylletekkel kezelhets, mint példaul a cink-klorid, a cink-
szulfat vagy a naftalin-1-6-diszulfonét, melyekkel stabil sokat
alkot. Ezek a stabilizatorok észrevehetéen gatolnak néhany
enzimatikus rendszert, mivel a diazénium-kloridok kevésbé
tiltbak.® Ezért a Sigma-Aldrich Fast Red Violet LB Base-t,
Fast Blue BB Base-t és natrium-nitrites stabil oldatokat
biztosit az észteraz citokémiahoz. A modszerek tovabbi
egyszer(sitéséhez Naphthol AS-D Chloroacetate és
o-Naphthyl Acetate stabil oldatokat is hasznalnak. Ezen
stabil oldatok rendelkezésre &llasa lehetévé teszi a vevének
a munka reagensek térfogatainak beallitasat a
szilkségesnek megfeleléen, hulladék nélkdl.

REAGENSEK

NAPHTHOL AS-D CHLOROACETATE SOLUTION,
Katalogus szam: 91-1
Naftol-AS-D-klér-acetat, 8 mg/ml és stabilizator.

FAST RED VIOLET LB BASE SOLUTION, Katalogus
szam: 91-2

Fast red violet LB béazis, 15 mg/ml, 0,4 mol/l sésavban,
stabilizatorral.

TRIZMAL™ 6,3 CONCENTRATE, Katalégus szam: 91-3
TRIZMA® maleét, 1 mol/l, felliletaktiv anyaggal. 6,3 + 0,15
25 °C-on.

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

CITRATE SOLUTION, Katalégus szam: 91-5
Citromsav, 18 mmol/l, natrium-citrat, 9 mmol/l, natrium-klorid,
12 mmol/l, feliiletkezel6 anyaggal. pH=3,6+ 0,1-en 25 °C-on.

o-NAPHTHYL ACETATE SOLUTION, Katalégus szam: 91-6
o-naftil-acetat, 12,5 mg/ml, metanol oldatban stabilizatorokkal.

FAST BLUE BB BASE SOLUTION, Katal6gus szam: 91-7
Fast blue BB bazis, 15 mg/ml, 0,4 mol/l s6savban,
stabilizatorokkal.

TRIZMAL™ 7,6 CONCENTRATE, Katalégus szam: 91-8
TRIZMA® maleat, 1 mol/l, felliletaktiv anyaggal.
pH=7,6 + 0,15 25 °C-on.

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, Katalégus
szam: GHS-3

Igazolt hematoxilin, 6,0 g/l, natrium-jodat, 0,6 g/l, és
aluminium-szulfat, 52,8 g/l stabilizatorokkal.

SODIUM FLUORIDE SOLUTION, Katalégus szam: 91-9
natrium-fluorid, 20 g/l
TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

A Hematoxylin Solution, Gill No. 3 szobahémérsékleten
(18-26 °C), fényt6l védve taroland6. Az egyéb reagensek
hiitészekrényben (2-8 °C) tarolandok.

A TRIZMAL™ 6,3 Concentrate, a TRIZMAL™ 7,6
Concentrate és a Citrate Solution mikrébas névekedés
hianyaban hasznélatra alkalmasak. Az egyéb reagensek
a cimkeén feltlintetett lejarati id6n bellil felhasznalhatok.

TONKREMENETEL:

Semmisitsék meg a TRIZMAL™ Concentrate-t és a
Citrate Solution-t ha a mikrébas névekedés nyilvanvalo. Ha
a Hematoxylin Solution Gill No. 3 barna (levegén
oxidalodott) vagy biborszin( (elvesztette a savassagat), meg
kell semmisiteni.

ELOKESZITES:

Hasznélat el6tt minden reagenst melegitsenek
szobah6émérsékletlire (18-26 °C). Az észteraz reagensek
hasznalatra készek.

CITRATE-ACETONE-FORMALDEHYDE  FIXATIVE:
25 ml Citrate Solution-hoz, Katalogus szam: 91-5, adjanak
65 ml acetont és 8 ml 37 %-os formaldehidet. Helyezzék tiveg
palackba és szorosan zarjék le kupakkal. H(tészekrényben
(2-8 °C) taroland6. Hasznélat el6tt szobahémérsékletlire
(18-26 °C-ra) melegitend. Maximum 4 hétig stabil, ha
szorosan lezarva h(itészekrényben taroljak.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel térténé munka soran a
szokasos oOvintézkedéseket be kell tartani. Hulladék-
megsemmisités az 6sszes helyi, allami, tartomanyi vagy
nemzeti szabaly figyelembevételével. A legfrissebb
kockazati, veszély vagy biztonsagi informéaciokat lasd az
Anyagbiztonsagi adatlapban.

US Kockazati és biztonsagi mondatok

A Naphthol AS-D Chloroacetate Solution IRRITATIV.
Robbanékony peroxidokat alkothat. Bd&rrel érintkezve
érzékenységet okozhat. Az edényzet hermetikusan lezarva
tartand6. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.

A Fast Red Violet LB Base Soluton MERGEZ(
(TOXIKUS). Lenyelve artalmas. Belélegezve mérgezd
(toxikus). Egési sériilést okoz. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal
ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfelelé védéoltozetet,
védbkesztylit és szem-/arcvéd6t kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. Célszervek: Maj és vesék.

TRIZMAL™ 6,3 Concentrate. Figyelem: Az anyagot
még nem teljesen vizsgaltak.

Az o-Naphthyl Acetate Solution GYULEKONY ES
MERGEZO (TOXIKUS) Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve mérgezé (toxikus). Szem- és bérizgatd hatéasu.
Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve mérgez8: nagyon
stlyos, maradand6 egészségkarosodast okozhat.
Gyuijtoforrasoktol tavol tartandd. - Dohanyozni tilos! Ha
szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel§ védéruhazatot és véddkesztyit kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A Fast Blue BB Base Solution MERGEZO (TOXIKUS).
Lenyelve artalmas. Belélegezve mérgezé (toxikus). Egési
sérlilést okoz. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni
és orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 véd6oltdzetet,
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.

A Gill féle 3 hematoxilin oldat ARTALMAS. Lenyelve
artalmas. Szem- és bdrizgatd hatasu, izgatja a légutakat. Ha
szembe jut, b vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelelé védéruhazatot kell viselni.

Az aceton GYULEKONY és IRRITATIV. Szemizgaté
hatasu. Ismételt expozici6 a bér kiszaradasat vagy
megrepedezését okozhatja. Go6zok &almossagot vagy
szédulést okozhatnak. Az edényzet jol szell§ztethetd helyen
tartando. Gyujtoforrasoktol tavol tartandd. - Dohanyozni
tilos! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni. Célszervek: Maj és vesék.

2 % Sodium Fluoride Solution. Figyelem: Keri]ljek az
anyag érintését és belélegzését. Célszervek: Vesék és csontok.

A formaldehid oldat MERGEZO (TOXIKUS).
Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve mérgez6
(toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén
hatast lehet). Bérrel érintkezve érzékenységet okozhat.
Orokl6d6é genetikai karosodast okozhat (mutagén hatasu
lehet)! Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 védéodltozetet,
védBkeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni. Baleset vagy
rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a
cimkét meg kell mutatni. JOI szell6z8 helyen tartando.

EU Kockazati és biztonsagi mondatok

A Naphthol AS-D Chloroacetate Solution IRRITATIV.
Robbanékony peroxidokat alkothat. Bd&rrel érintkezve
érzékenységet okozhat. Az edényzet hermetikusan lezarva
tartand6. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.

A Fast Red Violet LB Base Solution ARTALMAS.
Lenyelve artalmas.

TRIZMAL™ 6,3 Concentrate. Figyelem: Az anyagot
még nem teljesen vizsgaltak. i .

Az o-Naphthyl Acetate Soluton MERGEZO
(TOXIKUS). Gyulékony. Belélegezve, bérrel érintkezve és
lenyelve mérgez6 (toxikus). Belélegezve, bérrel érintkezve
és lenyelve mérgez6: nagyon sulyos, maradand6
egészségkarosodast okozhat. Szem- és bérizgatd hatasu.
Gyuijtoforrasoktél tavol tartandé. - Dohanyozni tilos! Ha
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szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel§ védéruhédzatot és védbkesztyiit kell
viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

A Fast Blue BB Base Solution ARTALMAS. Lenyelve
artaimas. i

A Gill féle 3 hematoxilin oldat ARTALMAS. Lenyelve
artalmas. Szem- és bérizgaté hatasu, izgatja a légutakat.
Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz
kell fordulni. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.

Az aceton RENDKIVUL GYULEKONY és IRRITATIV.
Rendkiviil gyalékony. Szemizgaté hatasu. Ismételt expozicio
a bor kiszaradasat vagy megrepedezését okozhatja. G6zok
almossagot vagy szédilést okozhatnak. Az edényzet jol
szell6ztethetd helyen tartandd. Gyuijtéforrasoktél tavol
tartand6. - Dohényozni tilos! Ha szembe jut, b8 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni.

2 % Sodium Fluoride Solution. A keletkezé g6zt nem
szabad belélegezni. Kerlilni kell a bérrel valo érintkezést és
a szembejutast. )} .

A formaldehid oldat MERGEZO (TOXIKUS).
Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve mérgez6
(toxikus). Egési sériilést okoz. Rakot okozhat (karcinogén
hatasu lehet). Bérrel érintkezve érzékenységet okozhat. Ha
szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni. Megfelel§ véd6oltozetet, védbkesztylit és szem-
/arcvéd6t kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén
azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell
mutatni. Jol szell6z6 helyen tartando.

ELJARASOK

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begyd(ijtését az M29-A2 NCCLS
dokumentum szerint végezni. Semmiféle vizsgalati
moédszer nem ismert, mely teljes bizonyossaggal
kimutathatja, hogy a vérmintak vagy a szévet nem terjeszt
fert6zést. Ezért, minden vér szarmazék vagy szdvetminta
esetlegesen fertézének tekintendo.

Vér, csontveld hartyak, szovet jellegli preparatumok és
citocentrifuga preparatumok hasznalhatok az o-naftil-acetat-
észterazzal és a naftol-AS-D-klor-acetét-észterazzal is. Az
antikoagulans EDTA vagy heparin.” Fagyasztott és paraffinba
agyazott szévetek hasznalhatok a naftol-AS-D-klor-acetat-
észterazzal. Az o-naftil-acetat-észteraz sikeresen hasznélhaté
fagyasztott szovetmetszetek esetében.” A vér és csontvel§
hartyak szobah6mérsékleten (18-26 °C), fixalva tébb hétig
tarolhatok vagy fixalas nélkil tobb napig anélkil, hogy az
aktivitasukban észrevehetd valtozas kévetkezne be.* Ne
széllitsanak telies vért mas laboratériumba vizsgélatra.
Kildjenek fixalt vagy nem fixalt targylemezeket. Szallitas
kozben a targylemezek hiivoson tarolandok. Fixalas el6tt
hagyjék a hartyakat legalabb 1 6raig szaradni.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS

ANYAGOK:

Aceton, ACS reagens

FORMALDEHYDE, 37 % ACS

Sodium Fluoride Solution, katalogus szam: 91-9 (az
a-Naphthyl Acetate Esterase with Fluoride Inhibition
Procedure-hoz sziikséges.)

AZ ELJARAS KORLATAI:

A leirt eljarast 37 °C-on végzik. Ha a reagensek nem
ilyen hémérsékletliek, gyenge vagy negativ reakciokat
kaphatnak. Javasolt a hémérséklet ellenérzése pontos
hémérével. Az ellen6rzott hémérsékletl vizflird6k
hatékonyabbak a forr6 leveg8s inkubatoroknal, ezért az
enzim citokémiai modszereknél ezek hasznélandok. Az
lvegen torténd héatvitel gyorsabb, mint a miianyagon éat,
tehét, Gveg Coplin edényt kell hasznalni.

Sok enzimrendszer még a kis nyomokban el6forduld
mososzerre is érzékeny. Az Uvegedényeket mossak hig
fehérit6szerben, majd oblitsék bbséges ioncserélt vizben,
ezzel megakadalyozva, hogy a mososzer hatassal legyen a
sejtenzimekre.

A “Reagensek” részben leirt fixativ rendszer
formaldehidet tartalmaz. Ha a fixaloszert nem teljesen tavolitiak
el erGtelies oblitéssel, akkor barmilyen mennyiségli aldehid,
koncentréalt leveg6n széritott targylemezeken vagy nyomnyi
mennyiség nedves targylemezekrél, melyet az inkubacios
rendszerhez adnak enzim inhibiciét eredményezhet. A
vérhartyak veszteségének megakadalyozasahoz az oblitési
folyamat soran, iranyitsanak vizgézt a targylemezekre a
hajszalél felett. A targylemez mindkét oldalat dblitsék le.

Az eredmények bizonyos fokl szubjektiv értelmezésen
alapulnak. Az adott laboratériumoknak meg kell hatarozniuk
a normal tartomanyokat.

Jelen eljarés soran kapott adatok csak segitségként
szolgalnak és azokat egyéb klinikai diagnosztikai
vizsgalatokkal vagy informéciokkal egyditt at kell nézni.
MEGJEGYZESEK:

A Sigma Kits 390-A és 91-C felhasznél6inak 6vatosan
kell eljarniuk, ha TRIZMA® Buffer Concentrates-t, katalogus
szamok: 91-3 és 90-3C, hasznalnak, mivel ezek nem




felcserélheték. Nem megfelelé puffer hasznalata negativ
reakciot eredményez.

ELJARAS:

A leirt eljarast 37 °C-on végzik.

NAPHTHOL AS-D CHLOROACETATE ESTERASE
ELJARAS:

1. Melegitsenek fel elére a szubsztrat hasznalatdhoz
elegendd ioncserélt vizet 37 °C-ra. Hasznélat el6tt
ellendrizzék a h6mérsékletet.

2. Kozvetlenill a fixalas el6tt adjanak 1 ml Sodium Nitrite
Solution-t 1 ml Fast Red Violet LB Base Solution-hoz
egy kémcsében. Ovatosan forgatgatva keverjék dssze
és hagyjak allni 2 percig. A gazbuborékok aktiv
kéepzddése keriilendd.

3. A 2. lépés oldatat adjak hozza 40 ml elémelegitett
joncserélt vizhez.

4. Adjanak hozza 5 ml TRIZMAL™ 6,3 Buffer
Concentrate-t. (lasd ,Megjegyzés")

5. Adjanak hozza 1 ml Naphthol AS-D Chloroacetate
Solution-t. Az oldat vérds lesz. Alaposan keverjék
0ssze és ontsék Coplin edénybe.

6. A Citrate-Acetone-Formaldehyde (CAF) Solution legyen
szobahémérsékletii (23-26 °C). Fixaljak a targylemezeket
30 masodpercre belemeritve a CAF oldatba.

7. Oblitsék a targylemezeket alaposan 45-60 masod-
percig foly6 ioncserélt vizben, majd tegyék bele az
5. lépés oldatat.Ne hagyjak a targylemezeket
megszaradni.

8. Inkubaljak 15 percig 37 °C-on, fénytél védve.

9. 15 perc mulva vegyék ki a targylemezeket és
alaposan 0Oblitsék ioncserélt vizben legalabb 2 percig.

10. Fessék utan 2 percig Hematoxylin Solution-ban, Gill
No. 3.

11. Oblitsék csapvizben és levegén szaritsak.

12. Ertékeljek mikroszkopikusan. Ha fedélemezekre van
sziikség, hasznéljanak vizes fedé médiumot.

MEGJEGYZESEK
Columbia edénnyel valé hasznélathoz, osszék el a
reagensek térfogatait 5-tel.

2. Ha a szubsztrat zavaros (lasd 5. 1épés) melegitsék
szobahémérsékletlire (23-26 °C) és keverjék dssze jol.

3. Hatargylemezek el6fixaltak és taroltak azokat, ugorjak
at a fixalast (6. és 7. lépés) és kezdjék a széraz,
eldfixalt targylemezek festését a 8. 1épéssel.

a-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE ELJARAS:

1. Melegitsenek fel el6re a szubsztrat hasznalatahoz
elegendd ioncserélt vizet 37 °C-ra. Hasznélat el6tt
ellenérizzék a h6mérsékletet.

2. Kozvetlendl a fixalas el6tt adjanak 1 ml Sodium Nitrite
Solution-t 1 ml Fast Blue BB Base Solution-hoz egy
kémcs6ben. Ovatosan forgatgatva keverjék dssze és
hagyjak alini legalabb 2 percig. A szin megvaltozik
koszos barnar6l mélysargara. A gazbuborékok aktiv
képzddése keriilendd.

3. A 2. lépés oldatat adjak hozza 40 ml elémelegitett
joncserélt vizhez.

4. Adjanak hozza 5 ml TRIZMAL™ 7,6 Buffer
Concentrate-t.

5. Adjanak hozza 1 ml a-Naphthyl Acetate Solution-t. Az
oldat zdldes lesz. Alaposan keverjék dssze és ontsék
Coplin edénybe.

6. A Citrate-Acetone-Formaldehyde (CAF) Solution
legyen szobahémérsékletli (23-26 °C). Fixaljak a
targylemezeket 30 masodpercre belemeritve a CAF
oldatba. Keverjék a targylemezeket erételiesen az
utols6 5 mésodpercben.

7. Oblitsék a targylemezeket alaposan 45-60 masodpercig
foly6 ioncserélt vizben, majd tegyék bele az 5. 1épés
oldatat. Ne hagyjék a targylemezeket megszaradni.

8. Inkubaljak 30 percig 37 °C-on, fénytdl védve.

9. 30 perc mulva vegyék ki a targylemezeket és alaposan
dblitsék le foly6 ioncserélt vizben legalabb 2 percig.

10. Fessék utan 2 percig Hematoxylin Solution-ban,
Gill No. 3.

11. Oblitsék csapvizben és levegdn széritsak.

12. Ertékeljék mikroszkopikusan. Ha fedélemezekre van
szlikség, hasznéljanak vizes fedé médiumot.

MEGJEGYZESEK:
1. Columbia edénnyel valé hasznalathoz, osszék el a
reagensek térfogatait 5-tel.
2. Ha a szubsztrat zavaros (lasd 5. 1épés) melegitsék
szobahdmérsékletlire (23-26 °C) és keverjék dssze jol.
3. Hatargylemezek el&fixaltak és taroltak azokat, ugorjak
at a fixalast (6. és 7. lépés) és kezdjék a széraz,
eléfixalt targylemezek festését a 8. 1épéssel.
KETTOS FESTES ESZTERAZ ELJARAS
1. Végezzék el az a-naftil-acetat-észteraz vizsgélatot az
eljarasban leirt médon. Ne fessék utén!
2. Oblitsék le a targylemezeket ioncserélt vizben 5 percig.
3. Végezzék el a Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase
vizsgalatot az eljaras 1-12. Iépésében leirtak szerint.
Hagyjék ki a 6. lépést.

a-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE FLUORIDOS
INHIBICIOVAL ELJARAS

Habar az a-naftil-acetat-észteraz elsésorban a
monocitikus szarmazasu sejtekben talalhato, amikor a
leirtak szerint végzik el a vizsgalatot, felismerhetd, hogy a
megakariocitak és eritroid prekurzorok pozitivak erre az
enzimre.” A limfocitak és néhany érett granulocita szintén
pozitiv néha.® A sejtek monocitaktol valdé meggy6z6
megkildnboztetéséhez, natrium-fluoridot tesznek az
inkubal6 rendszerbe. A monocita enzim inaktivalt ezen
vegylilet jelenlétekor.™ A kdvetkez6 eljaras hasznalhat6 a
fluoridos inhibiciés vizsgalat elvégzéséhez.

1. Adjanak 2 ml Fast Blue BB Base Solution-hoz 2 ml
Sodium Nitrite Solution-t. Keverjék Ossze 6vatosan
megforditgatva. Hagyjak alini 2 percig.

2. Cimkézzenek fel 2 f6z6poharat A-val és B-vel és tegyék
bele a kdvetkezdket:

A fé6z6pohar | B f6z6pohar

37 °C-ra elémelegitett

ioncserélt viz 40 mi 40 ml
diazotizalt Fast Blue BB

az 1. 1épésbél 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7,6 Concentrate 5ml 5ml
a-Naphthyl Acetate Solution 1ml 1ml
Natrium-fluorid oldat — 1ml

3. Keverjék dssze jol és dntsék Coplin edényekbe,
melyek A-val és B-vel jeldlnek.

4. Jarjanak el az a-Naphthyl Acetate Esterase eljaras
6-12. |épései szerint.

TELJESITMENYJELLEMZOK

ERTEKELESI MOD:

Vizsgéljak meg a hartyat és valasszanak ki egy vékony
teriiletet kevés eritrocitaval. A Naphthol AS-D Chloroacetate
Esterase aktivitds helyei élénk vords granulatumként
lathatd, az a-Naphthyl Acetate Esterase pedig fekete
granulatumként. Osztalyozzak 0-4+ kdzo6tt a vonatkozo sejt
tipusok citoplazmain belili adott festék mennyisége és
intenzitdsa alapjan. A pontozas jellemz6i valamelyest
szubjektiv értelmezésen alapulnak. Egy javasolt pontozasi
formatum talalhaté az 1. tablazatban. A kovetkeztetések a
festés relativ jelenlétére vagy hianyara ésszpontositanak.

I. TABLAZAT
Pontozas jellemzdi
Sejt Intenzitas
osztalyozas festésé értelmezés

0 Semmi -

1+ halvany-kézepes +

2+ kozepes-erés +

3+ erés +

4+ élénk +

VART MEGFIGYELESEK:NAPHTHOL AS-D
CHLOROACETATE ESTERASE

(Fast Red Violet LB) - Ez az enzim altalaban
specifikusnak tekinthet§ a granulocitikus szarmazasl
sejtekre. Az aktivitasi helyek élénkvords granulaciot
mutatnak. Az aktivitas gyenge vagy hianyzik a
monocitakban és a limfocitakban.

a-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE:

(Fast Blue BB) - Az enzimet els6sorban monocitakban,
makrofagokban és hosztocitakban észlelik és virtualisan
hianyoznak a granulocitdkban. A monocitak fekete
granulatumot mutatnak. Néha a limfocitak mutathatnak
enzim aktivitast.

a-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE FLUORIDOS
INHIBICIOVAL

Minden monocitikus szarmazasl sejt negativ enzim
aktivitast, kivéve a szdvetekben lévé megkilonboztetett
hisztiocitakat vagy differencialt makrofagokat, melyek
ellenéllhatnak a natrium-fluoridnak."

DOUBLE STAINING ESTERASE

A kettds festési eljarason keresztiilmend mintak vords
granulacioként mutatjak a granulocitakat és feketeként a
monocitakat. 3

MEGJEGYZES: A Fast Blue BB Base Solution,
katalogus szam: 91-7, helyettesitheté a Fast Red Violet LB
Base Solution-nal, katalogus szam: 91-2, ha inkabb kék
granulaciot szeretnének a Naphthol AS-D Chloroacetate
Esterase esetén.

MINOSEGELLENORZES:

A reagens rendszert pozitiv és negativ kontrollok
hasznélataval kell figyelni.

A pozitiv kontroll lemezek leukémias mintakbdl vagy
specifikus sejtvonalakbdél készitheték, melyek ismerten
pozitivak. A sejtvonalak az American Type Culture Collection-

2-HU

b6l (ATCC) kaphatok, kibdvitve kultGraban, folyékony
nitrogénben fagyasztva és tarolva. Megfelel§ pozitiv
kontrollok lehetnek: A-937, human hisztiocitikus limfomabol
szarmaz6d, nem specifikus észterazhoz; HL-60 egy
promielocitikus vonal, naftol-AS-D-klér-acetat észterazhoz;
és Molt-4, T-sejt leukémiabdl szarmaz6 az a-naftil-acetat-
észterazhoz. A sejtvonalakra vonatkoz6 irodalmat nézzék at
a megfelelé bandsmod megismeréséhez.

Alternativaként antikoagulalt, normal mintakbél (ha
o-naftil-acetat-észteraz eljarast hasznalnak elsésorban
megnodvekedett monocita szamlakbél) szarmazéd vér is
hasznalhat6, azonban kevésbé intenziv festést mutatnak és
kevesebb pozitiv sejt lesz.

Ismert negativ betegektdl szarmazd targylemezek
hasznalhatok negativ kontrollként. Ha nincs ilyen, akkor a
szubsztrat nélkili inkubaciés keverékben torténé minta
festés a kivant eredményt adja. Azonban az els valtozat
haznalata jobban javasolt.

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a varttol, vegyék
fel a kapcsolatot a Sigma Aldrich miiszaki szolgélataval.
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TRIZMA a Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO bejegyzett
védjegye, a TRIZMAL pedig a védjegye.

Sigma-Aldrich, Inc. garantélja, hogy termékei megfelelnek a
jelen és egyéb Sigma-Aldrich publikaciokban kozolt
informéciokkal. A vevé koteles a termék(ek) megfeleléségét
az adott felhasznélashoz meghatérozni. Tovabbi kikdtések
és feltételek alkalmazhatok. Lasd a szamla vagy
csomagolas hatso oldalat a tovabbi eladasi kikotések és
feltételek tekintetében.

Eljaras szama: 91
Korabbi fellilvizsgalas: 2003-02
Fellilvizsgalva: 2003-09

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
c E Egham, TW20 9BD yVelké Britanie
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 kuldjenek e-mailt a clintech@sial.com-ra
Megrendelés: 800-325-3010
vagy hivjak 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH

P.0O. 1120, 89552 Steinheim, Németorszag
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