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NAPHTHOL AS-D CHLOROACETATE
ESTERASE AND

α-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE
(Elj·r·s sz·ma: 91)

FELHASZN¡L¡SI JAVALLAT
A specifikus Ès nem specifikus leukocita Èszter·z

citolÛgiai bemutat·s·hoz. Az Esterase reagensek in vitro
diagnosztikai felhaszn·l·sra javalltak.

A sejt Èszter·zok minden¸tt jelen vannak, Ès
v·logatott szubsztr·tokra hatÛ k¸lˆnbˆzı enzimek
sorozat·t kÈpviselik. Meghat·rozott reakciÛ kˆr¸lmÈnyek
kˆzˆtt, lehetsÈges a hemopoietikus sejt tÌpusok
meghat·roz·sa bizonyos Èszter·z szubsztr·tokat
haszn·lva. A leÌrt mÛdszerek biztosÌtj·k a granulocit·k Ès
monocit·k megk¸lˆnbˆztetÈsÈnek hematolÛgiai Ès
hematopatolÛgiai ·tlag·t.1ñ8

A vizsg·lat elvÈgzÈsÈhez a vÈr, csontvelı h·rty·kat
vagy szˆvet jelleg˚ prepar·tumokat vagy naftol-AS-D-klÛr-
acet·tban (NCAE) vagy α-naftil-acet·tban (NAE) inkub·lj·k
egy frissen kialakÌtott diazÛnium sÛ jelenlÈtÈben. Az Èszter-
kˆtÈsek enzimatikus hidrolÌzise szabad naftol vegy¸leteket
szabadÌt fel. Ez kapcsolÛdik a diazÛnium sÛhoz, Ès nagyon
szÌnes lerakÛd·st kÈpez az enzim aktivit·s helyein.

A legtˆbb mai elj·r·s, a Sigma-Aldrich fÈlÈt is beleÈrtve,
stabil diazÛnium sÛkat alkalmaz. Ezek aril-amin n·trium-
nitrittel valÛ reakciÛja sor·n kÈpzıdnek savas kˆzegben.9 A
kapott diazÛnium-klorid (·ltal·ban instabil) ezut·n olyan
vegy¸letekkel kezelhetı, mint pÈld·ul a cink-klorid, a cink-
szulf·t vagy a naftalin-1-6-diszulfon·t, melyekkel stabil sÛkat
alkot. Ezek a stabiliz·torok Èszrevehetıen g·tolnak nÈh·ny
enzimatikus rendszert, mivel a diazÛnium-kloridok kevÈsbÈ
tiltÛak.9 EzÈrt a Sigma-Aldrich Fast Red Violet LB Base-t,
Fast Blue BB Base-t Ès n·trium-nitrites stabil oldatokat
biztosÌt az Èszter·z citokÈmi·hoz. A mÛdszerek tov·bbi
egyszer˚sÌtÈsÈhez Naphthol AS-D Chloroacetate Ès 
α-Naphthyl Acetate stabil oldatokat is haszn·lnak. Ezen
stabil oldatok rendelkezÈsre ·ll·sa lehetıvÈ teszi a vevınek
a munka reagensek tÈrfogatainak be·llÌt·s·t a
sz¸ksÈgesnek megfelelıen, hulladÈk nÈlk¸l.

REAGENSEK
NAPHTHOL AS-D CHLOROACETATE SOLUTION,
KatalÛgus sz·m: 91-1
Naftol-AS-D-klÛr-acet·t, 8 mg/ml Ès stabiliz·tor.

FAST RED VIOLET LB BASE SOLUTION, KatalÛgus
sz·m: 91-2
Fast red violet LB b·zis, 15 mg/ml, 0,4 mol/l sÛsavban,
stabiliz·torral.

TRIZMALTM 6,3 CONCENTRATE, KatalÛgus sz·m: 91-3
TRIZMAÆ male·t, 1 mol/l, fel¸letaktÌv anyaggal. 6,3 ± 0,15
25 °C-on.

SODIUM NITRITE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-4
N·trium-nitrit, 0,1 mol/l

CITRATE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-5
Citromsav, 18 mmol/l, n·trium-citr·t, 9 mmol/l, n·trium-klorid,
12 mmol/l, fel¸letkezelı anyaggal. pH=3,6± 0,1-en 25 °C-on.
αα-NAPHTHYL ACETATE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-6
α-naftil-acet·t, 12,5 mg/ml, metanol oldatban stabiliz·torokkal.

FAST BLUE BB BASE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-7
Fast blue BB b·zis, 15 mg/ml, 0,4 mol/l sÛsavban,
stabiliz·torokkal.

TRIZMALTM 7,6 CONCENTRATE, KatalÛgus sz·m: 91-8
TRIZMAÆ male·t, 1 mol/l, fel¸letaktÌv anyaggal. 
pH= 7,6 ± 0,15 25 °C-on.

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL NO. 3, KatalÛgus
sz·m: GHS-3
Igazolt hematoxilin, 6,0 g/l, n·trium-jod·t, 0,6 g/l, Ès
alumÌnium-szulf·t, 52,8 g/l stabiliz·torokkal.

SODIUM FLUORIDE SOLUTION, KatalÛgus sz·m: 91-9
n·trium-fluorid, 20 g/l

T¡ROL¡SI K÷R‹LM…NYEK …S ELTARTHAT”S¡G:
A Hematoxylin Solution, Gill No. 3 szobahımÈrsÈkleten

(18ñ26 °C), fÈnytıl vÈdve t·rolandÛ. Az egyÈb reagensek
h˚tıszekrÈnyben (2ñ8 °C) t·rolandÛk.

A TRIZMALTM 6,3 Concentrate, a TRIZMALTM 7,6
Concentrate Ès a Citrate Solution mikrÛb·s nˆvekedÈs
hi·ny·ban haszn·latra alkalmasak. Az egyÈb reagensek
a cÌmkÈn felt¸ntetett lej·rati idın bel¸l felhaszn·lhatÛk.

T÷NKREMENETEL:
SemmisÌtsÈk meg a TRIZMALTM Concentrate-t Ès a

Citrate Solution-t ha a mikrÛb·s nˆvekedÈs nyilv·nvalÛ. Ha
a Hematoxylin Solution Gill No. 3 barna (levegın
oxid·lÛdott) vagy bÌborszÌn˚ (elvesztette a savass·g·t), meg
kell semmisÌteni.

EL’K…SZÕT…S:
Haszn·lat elıtt minden reagenst melegÌtsenek

szobahımÈrsÈklet˚re (18ñ26 °C). Az Èszter·z reagensek
haszn·latra kÈszek.

CITRATE-ACETONE-FORMALDEHYDE FIXATIVE:
25 ml Citrate Solution-hoz, KatalÛgus sz·m: 91-5, adjanak
65 ml acetont Ès 8 ml 37 %-os formaldehidet. HelyezzÈk ¸veg
palackba Ès szorosan z·rj·k le kupakkal. H˚tıszekrÈnyben
(2ñ8 °C) t·rolandÛ. Haszn·lat elıtt szobahımÈrsÈklet˚re
(18ñ26 °C-ra) melegÌtendı. Maximum 4 hÈtig stabil, ha
szorosan lez·rva h˚tıszekrÈnyben t·rolj·k.

”VINT…ZKED…SEK:
A laboratÛriumi reagensekkel tˆrtÈnı munka sor·n a

szok·sos ÛvintÈzkedÈseket be kell tartani. HulladÈk-
megsemmisÌtÈs az ˆsszes helyi, ·llami, tartom·nyi vagy
nemzeti szab·ly figyelembevÈtelÈvel. A legfrissebb
kock·zati, veszÈly vagy biztons·gi inform·ciÛkat l·sd az
Anyagbiztons·gi adatlapban.

US Kock·zati Ès biztons·gi mondatok
A Naphthol AS-D Chloroacetate Solution IRRITATÕV.

RobbanÈkony peroxidokat alkothat. Bırrel Èrintkezve
ÈrzÈkenysÈget okozhat. Az edÈnyzet hermetikusan lez·rva
tartandÛ. Megfelelı vÈdıruh·zatot kell viselni.

A Fast Red Violet LB Base Solution M…RGEZ’
(TOXIKUS). Lenyelve ·rtalmas. BelÈlegezve mÈrgezı
(toxikus). …gÈsi sÈr¸lÈst okoz. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal
ki kell mosni Ès orvoshoz kell fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet,
vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. Baleset vagy
rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a
cÌmkÈt meg kell mutatni. CÈlszervek: M·j Ès vesÈk.

TRIZMALTM 6,3 Concentrate. Figyelem: Az anyagot
mÈg nem teljesen vizsg·lt·k.

Az α-Naphthyl Acetate Solution GY⁄L…KONY …S
M…RGEZ’ (TOXIKUS). BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès
lenyelve mÈrgezı (toxikus). Szem- Ès bırizgatÛ hat·s˙.
BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès lenyelve mÈrgezı: nagyon
s˙lyos, maradandÛ egÈszsÈgk·rosod·st okozhat.
Gy˙jtÛforr·soktÛl t·vol tartandÛ. ñ Doh·nyozni tilos! Ha
szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıruh·zatot Ès vÈdıkeszty˚t kell
viselni. Baleset vagy rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell
hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt meg kell mutatni.

A Fast Blue BB Base Solution M…RGEZ’ (TOXIKUS).
Lenyelve ·rtalmas. BelÈlegezve mÈrgezı (toxikus). …gÈsi
sÈr¸lÈst okoz. Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni
Ès orvoshoz kell fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet,
vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. Baleset vagy
rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a
cÌmkÈt meg kell mutatni. CÈlszervek: M·j Ès vesÈk.

A Gill fÈle 3 hematoxilin oldat ¡RTALMAS. Lenyelve
·rtalmas. Szem- Ès bırizgatÛ hat·s˙, izgatja a lÈgutakat. Ha
szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıruh·zatot kell viselni.

Az aceton GY⁄L…KONY Ès IRRITATÕV. SzemizgatÛ
hat·s˙. IsmÈtelt expozÌciÛ a bır kisz·rad·s·t vagy
megrepedezÈsÈt okozhatja. Gızˆk ·lmoss·got vagy
szÈd¸lÈst okozhatnak. Az edÈnyzet jÛl szellıztethetı helyen
tartandÛ. Gy˙jtÛforr·soktÛl t·vol tartandÛ. ñ Doh·nyozni
tilos! Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès
orvoshoz kell fordulni. CÈlszervek: M·j Ès vesÈk.

2 % Sodium Fluoride Solution. Figyelem: Ker¸ljÈk az
anyag ÈrintÈsÈt Ès belÈlegzÈsÈt. CÈlszervek: VesÈk Ès csontok.

A formaldehid oldat M…RGEZ’ (TOXIKUS).
BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès lenyelve mÈrgezı
(toxikus). …gÈsi sÈr¸lÈst okoz. R·kot okozhat (karcinogÈn
hat·s˙ lehet). Bırrel Èrintkezve ÈrzÈkenysÈget okozhat.
÷rˆklıdı genetikai k·rosod·st okozhat (mutagÈn hat·s˙
lehet)! Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès
orvoshoz kell fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet,
vÈdıkeszty˚t Ès szem-/arcvÈdıt kell viselni. Baleset vagy
rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a
cÌmkÈt meg kell mutatni. JÛl szellızı helyen tartandÛ.

EU Kock·zati Ès biztons·gi mondatok
A Naphthol AS-D Chloroacetate Solution IRRITATÕV.

RobbanÈkony peroxidokat alkothat. Bırrel Èrintkezve
ÈrzÈkenysÈget okozhat. Az edÈnyzet hermetikusan lez·rva
tartandÛ. Megfelelı vÈdıruh·zatot kell viselni.

A Fast Red Violet LB Base Solution ¡RTALMAS.
Lenyelve ·rtalmas.

TRIZMALTM 6,3 Concentrate. Figyelem: Az anyagot
mÈg nem teljesen vizsg·lt·k.

Az α-Naphthyl Acetate Solution M…RGEZ’
(TOXIKUS). Gy˙lÈkony. BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès
lenyelve mÈrgezı (toxikus). BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve
Ès lenyelve mÈrgezı: nagyon s˙lyos, maradandÛ
egÈszsÈgk·rosod·st okozhat. Szem- Ès bırizgatÛ hat·s˙.
Gy˙jtÛforr·soktÛl t·vol tartandÛ. ñ Doh·nyozni tilos! Ha

szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıruh·zatot Ès vÈdıkeszty˚t kell
viselni. Baleset vagy rosszullÈt esetÈn azonnal orvost kell
hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt meg kell mutatni.

A Fast Blue BB Base Solution ¡RTALMAS. Lenyelve
·rtalmas.

A Gill fÈle 3 hematoxilin oldat ¡RTALMAS. Lenyelve
·rtalmas. Szem- Ès bırizgatÛ hat·s˙, izgatja a lÈgutakat.
Ha szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz
kell fordulni. Megfelelı vÈdıruh·zatot kell viselni.

Az aceton RENDKÕV‹L GY⁄L…KONY Ès IRRITATÕV.
RendkÌv¸l gy˙lÈkony. SzemizgatÛ hat·s˙. IsmÈtelt expozÌciÛ
a bır kisz·rad·s·t vagy megrepedezÈsÈt okozhatja. Gızˆk
·lmoss·got vagy szÈd¸lÈst okozhatnak. Az edÈnyzet jÛl
szellıztethetı helyen tartandÛ. Gy˙jtÛforr·soktÛl t·vol
tartandÛ. ñ Doh·nyozni tilos! Ha szembe jut, bı vÌzzel
azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell fordulni.

2 % Sodium Fluoride Solution. A keletkezı gızt nem
szabad belÈlegezni. Ker¸lni kell a bırrel valÛ ÈrintkezÈst Ès
a szembejut·st.

A formaldehid oldat M…RGEZ’ (TOXIKUS).
BelÈlegezve, bırrel Èrintkezve Ès lenyelve mÈrgezı
(toxikus). …gÈsi sÈr¸lÈst okoz. R·kot okozhat (karcinogÈn
hat·s˙ lehet). Bırrel Èrintkezve ÈrzÈkenysÈget okozhat. Ha
szembe jut, bı vÌzzel azonnal ki kell mosni Ès orvoshoz kell
fordulni. Megfelelı vÈdıˆltˆzetet, vÈdıkeszty˚t Ès szem-
/arcvÈdıt kell viselni. Baleset vagy rosszullÈt esetÈn
azonnal orvost kell hÌvni. Ha lehetsÈges, a cÌmkÈt meg kell
mutatni. JÛl szellızı helyen tartandÛ.

ELJ¡R¡SOK
MINTA BEGY¤JT…SE:

Javasolt a minta begy˚jtÈsÈt az M29-A2 NCCLS
dokumentum szerint vÈgezni. SemmifÈle vizsg·lati
mÛdszer nem ismert, mely teljes bizonyoss·ggal
kimutathatja, hogy a vÈrmint·k vagy a szˆvet nem terjeszt
fertızÈst. EzÈrt, minden vÈr sz·rmazÈk vagy szˆvetminta
esetlegesen fertızınek tekintendı.

VÈr, csontvelı h·rty·k, szˆvet jelleg˚ prepar·tumok Ès
citocentrifuga prepar·tumok haszn·lhatÛk az α-naftil-acet·t-
Èszter·zzal Ès a naftol-AS-D-klÛr-acet·t-Èszter·zzal is. Az
antikoagul·ns EDTA vagy heparin.10 Fagyasztott Ès paraffinba
·gyazott szˆvetek haszn·lhatÛk a naftol-AS-D-klÛr-acet·t-
Èszter·zzal. Az α-naftil-acet·t-Èszter·z sikeresen haszn·lhatÛ
fagyasztott szˆvetmetszetek esetÈben.11 A vÈr Ès csontvelı
h·rty·k szobahımÈrsÈkleten (18ñ26 °C), fix·lva tˆbb hÈtig
t·rolhatÛk vagy fix·l·s nÈlk¸l tˆbb napig anÈlk¸l, hogy az
aktivit·sukban Èszrevehetı v·ltoz·s kˆvetkezne be.5,10 Ne
sz·llÌtsanak teljes vÈrt m·s laboratÛriumba vizsg·latra.
K¸ldjenek fix·lt vagy nem fix·lt t·rgylemezeket. Sz·llÌt·s
kˆzben a t·rgylemezek h˚vˆsˆn t·rolandÛk. Fix·l·s elıtt
hagyj·k a h·rty·kat legal·bb 1 Ûr·ig sz·radni.

SZ‹KS…GES, DE NEM BIZTOSÕTOTT SPECI¡LIS
ANYAGOK:
Aceton, ACS reagens
FORMALDEHYDE, 37 % ACS
Sodium Fluoride Solution, katalÛgus sz·m: 91-9 (az 

α-Naphthyl Acetate Esterase with Fluoride Inhibition
Procedure-hoz sz¸ksÈges.)

AZ ELJ¡R¡S KORL¡TAI:
A leÌrt elj·r·st 37 °C-on vÈgzik. Ha a reagensek nem

ilyen hımÈrsÈklet˚ek, gyenge vagy negatÌv reakciÛkat
kaphatnak. Javasolt a hımÈrsÈklet ellenırzÈse pontos
hımÈrıvel. Az ellenırzˆtt hımÈrsÈklet˚ vÌzf¸rdık
hatÈkonyabbak a forrÛ levegıs inkub·torokn·l, ezÈrt az
enzim citokÈmiai mÛdszereknÈl ezek haszn·landÛk. Az
¸vegen tˆrtÈnı hı·tvitel gyorsabb, mint a m˚anyagon ·t,
teh·t, ¸veg Coplin edÈnyt kell haszn·lni.

Sok enzimrendszer mÈg a kis nyomokban elıfordulÛ
mosÛszerre is ÈrzÈkeny. Az ¸vegedÈnyeket moss·k hÌg
fehÈrÌtıszerben, majd ˆblÌtsÈk bısÈges ioncserÈlt vÌzben,
ezzel megakad·lyozva, hogy a mosÛszer hat·ssal legyen a
sejtenzimekre.

A ìReagensekî rÈszben leÌrt fixatÌv rendszer
formaldehidet tartalmaz. Ha a fix·lÛszert nem teljesen t·volÌtj·k
el erıteljes ˆblÌtÈssel, akkor b·rmilyen mennyisÈg˚ aldehid,
koncentr·lt levegın sz·rÌtott t·rgylemezeken vagy nyomnyi
mennyisÈg nedves t·rgylemezekrıl, melyet az inkub·ciÛs
rendszerhez adnak enzim inhibÌciÛt eredmÈnyezhet. A
vÈrh·rty·k vesztesÈgÈnek megakad·lyoz·s·hoz az ˆblÌtÈsi
folyamat sor·n, ir·nyÌtsanak vÌzgızt a t·rgylemezekre a
hajsz·lÈl felett. A t·rgylemez mindkÈt oldal·t ˆblÌtsÈk le.

Az eredmÈnyek bizonyos fok˙ szubjektÌv ÈrtelmezÈsen
alapulnak. Az adott laboratÛriumoknak meg kell hat·rozniuk
a norm·l tartom·nyokat.

Jelen elj·r·s sor·n kapott adatok csak segÌtsÈgkÈnt
szolg·lnak Ès azokat egyÈb klinikai diagnosztikai
vizsg·latokkal vagy inform·ciÛkkal egy¸tt ·t kell nÈzni.

MEGJEGYZ…SEK:
A Sigma Kits 390-A Ès 91-C felhaszn·lÛinak Ûvatosan

kell elj·rniuk, ha TRIZMAÆ Buffer Concentrates-t, katalÛgus
sz·mok: 91-3 Ès 90-3C, haszn·lnak, mivel ezek nem



felcserÈlhetık. Nem megfelelı puffer haszn·lata negatÌv
reakciÛt eredmÈnyez.

ELJ¡R¡S:
A leÌrt elj·r·st 37 °C-on vÈgzik.

NAPHTHOL AS-D CHLOROACETATE ESTERASE
ELJ¡R¡S:
1. MelegÌtsenek fel elıre a szubsztr·t haszn·lat·hoz

elegendı ioncserÈlt vizet 37 °C-ra. Haszn·lat elıtt
ellenırizzÈk a hımÈrsÈkletet.

2. Kˆzvetlen¸l a fix·l·s elıtt adjanak 1 ml Sodium Nitrite
Solution-t 1 ml Fast Red Violet LB Base Solution-hoz
egy kÈmcsıben. ”vatosan forgatgatva keverjÈk ˆssze
Ès hagyj·k ·llni 2 percig. A g·zbuborÈkok aktÌv
kÈpzıdÈse ker¸lendı.

3. A 2. lÈpÈs oldat·t adj·k hozz· 40 ml elımelegÌtett
ioncserÈlt vÌzhez.

4. Adjanak hozz· 5 ml TRIZMALTM 6,3 Buffer
Concentrate-t. (l·sd ÑMegjegyzÈsì)

5. Adjanak hozz· 1 ml Naphthol AS-D Chloroacetate
Solution-t. Az oldat vˆrˆs lesz. Alaposan keverjÈk
ˆssze Ès ˆntsÈk Coplin edÈnybe.

6. A Citrate-Acetone-Formaldehyde (CAF) Solution legyen
szobahımÈrsÈklet˚ (23ñ26 °C). Fix·lj·k a t·rgylemezeket
30 m·sodpercre belemerÌtve a CAF oldatba.

7. ÷blÌtsÈk a t·rgylemezeket alaposan 45ñ60 m·sod-
percig folyÛ ioncserÈlt vÌzben, majd tegyÈk bele az
5. lÈpÈs oldat·t.Ne hagyj·k a t·rgylemezeket
megsz·radni.

8. Inkub·lj·k 15 percig 37 °C-on, fÈnytıl vÈdve.
9. 15 perc m˙lva vegyÈk ki a t·rgylemezeket Ès

alaposan ˆblÌtsÈk ioncserÈlt vÌzben legal·bb 2 percig.
10. FessÈk ut·n 2 percig Hematoxylin Solution-ban, Gill

No. 3.
11. ÷blÌtsÈk csapvÌzben Ès levegın sz·rÌts·k.
12. …rtÈkeljÈk mikroszkÛpikusan. Ha fedılemezekre van

sz¸ksÈg, haszn·ljanak vizes fedı mÈdiumot.

MEGJEGYZ…SEK:
1. Columbia edÈnnyel valÛ haszn·lathoz, ossz·k el a

reagensek tÈrfogatait 5-tel.
2. Ha a szubsztr·t zavaros (l·sd 5. lÈpÈs) melegÌtsÈk

szobahımÈrsÈklet˚re (23ñ26 °C) Ès keverjÈk ˆssze jÛl.
3. Ha t·rgylemezek elıfix·ltak Ès t·rolt·k azokat, ugorj·k

·t a fix·l·st (6. Ès 7. lÈpÈs) Ès kezdjÈk a sz·raz,
elıfix·lt t·rgylemezek festÈsÈt a 8. lÈpÈssel.

αα-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE ELJ¡R¡S:
1. MelegÌtsenek fel elıre a szubsztr·t haszn·lat·hoz

elegendı ioncserÈlt vizet 37 °C-ra. Haszn·lat elıtt
ellenırizzÈk a hımÈrsÈkletet.

2. Kˆzvetlen¸l a fix·l·s elıtt adjanak 1 ml Sodium Nitrite
Solution-t 1 ml Fast Blue BB Base Solution-hoz egy
kÈmcsıben. ”vatosan forgatgatva keverjÈk ˆssze Ès
hagyj·k ·llni legal·bb 2 percig. A szÌn megv·ltozik
koszos barn·rÛl mÈlys·rg·ra. A g·zbuborÈkok aktÌv
kÈpzıdÈse ker¸lendı.

3. A 2. lÈpÈs oldat·t adj·k hozz· 40 ml elımelegÌtett
ioncserÈlt vÌzhez.

4. Adjanak hozz· 5 ml TRIZMALTM 7,6 Buffer
Concentrate-t.

5. Adjanak hozz· 1 ml α-Naphthyl Acetate Solution-t. Az
oldat zˆldes lesz. Alaposan keverjÈk ˆssze Ès ˆntsÈk
Coplin edÈnybe. 

6. A Citrate-Acetone-Formaldehyde (CAF) Solution
legyen szobahımÈrsÈklet˚ (23ñ26 °C). Fix·lj·k a
t·rgylemezeket 30 m·sodpercre belemerÌtve a CAF
oldatba. KeverjÈk a t·rgylemezeket erıteljesen az
utolsÛ 5 m·sodpercben.

7. ÷blÌtsÈk a t·rgylemezeket alaposan 45ñ60 m·sodpercig
folyÛ ioncserÈlt vÌzben, majd tegyÈk bele az 5. lÈpÈs
oldat·t. Ne hagyj·k a t·rgylemezeket megsz·radni.

8. Inkub·lj·k 30 percig 37 °C-on, fÈnytıl vÈdve.
9. 30 perc m˙lva vegyÈk ki a t·rgylemezeket Ès alaposan

ˆblÌtsÈk le folyÛ ioncserÈlt vÌzben legal·bb 2 percig.
10. FessÈk ut·n 2 percig Hematoxylin Solution-ban, 

Gill No. 3.
11. ÷blÌtsÈk csapvÌzben Ès levegın sz·rÌts·k.
12. …rtÈkeljÈk mikroszkÛpikusan. Ha fedılemezekre van

sz¸ksÈg, haszn·ljanak vizes fedı mÈdiumot.

MEGJEGYZ…SEK:
1. Columbia edÈnnyel valÛ haszn·lathoz, ossz·k el a

reagensek tÈrfogatait 5-tel.
2. Ha a szubsztr·t zavaros (l·sd 5. lÈpÈs) melegÌtsÈk

szobahımÈrsÈklet˚re (23ñ26 °C) Ès keverjÈk ˆssze jÛl.
3. Ha t·rgylemezek elıfix·ltak Ès t·rolt·k azokat, ugorj·k

·t a fix·l·st (6. Ès 7. lÈpÈs) Ès kezdjÈk a sz·raz,
elıfix·lt t·rgylemezek festÈsÈt a 8. lÈpÈssel.

KETT’S FEST…S …SZTER¡Z ELJ¡R¡S
1. VÈgezzÈk el az α-naftil-acet·t-Èszter·z vizsg·latot az

elj·r·sban leÌrt mÛdon. Ne fessÈk ut·n!
2. ÷blÌtsÈk le a t·rgylemezeket ioncserÈlt vÌzben 5 percig.
3. VÈgezzÈk el a Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase

vizsg·latot az elj·r·s 1ñ12. lÈpÈsÈben leÌrtak szerint.
Hagyj·k ki a 6. lÈpÈst.

αα-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE FLUORIDOS
INHIBÕCI”VAL ELJ¡R¡S

Hab·r az α-naftil-acet·t-Èszter·z elsısorban a
monocÌtikus sz·rmaz·s˙ sejtekben tal·lhatÛ, amikor a
leÌrtak szerint vÈgzik el a vizsg·latot, felismerhetı, hogy a
megakariocit·k Ès eritroid prekurzorok pozitÌvak erre az
enzimre.12 A limfocit·k Ès nÈh·ny Èrett granulocita szintÈn
pozitÌv nÈha.5 A sejtek monocit·ktÛl valÛ meggyızı
megk¸lˆnbˆztetÈsÈhez, n·trium-fluoridot tesznek az
inkub·lÛ rendszerbe. A monocita enzim inaktiv·lt ezen
vegy¸let jelenlÈtekor.13 A kˆvetkezı elj·r·s haszn·lhatÛ a
fluoridos inhibÌciÛs vizsg·lat elvÈgzÈsÈhez.
1. Adjanak 2 ml Fast Blue BB Base Solution-hoz 2 ml

Sodium Nitrite Solution-t. KeverjÈk ˆssze Ûvatosan
megfordÌtgatva. Hagyj·k ·llni 2 percig.

2. CÌmkÈzzenek fel 2 fızıpoharat A-val Ès B-vel Ès tegyÈk
bele a kˆvetkezıket:

A fızıpoh·r B fızıpoh·r
37 °C-ra elımelegÌtett
ioncserÈlt vÌz 40 ml 40 ml

diazotiz·lt Fast Blue BB
az 1. lÈpÈsbıl 2 ml 2 ml

TRIZMALTM 7,6 Concentrate 5 ml 5 ml

α-Naphthyl Acetate Solution 1 ml 1 ml

N·trium-fluorid oldat ó 1 ml

3. KeverjÈk ˆssze jÛl Ès ˆntsÈk Coplin edÈnyekbe,
melyek A-val Ès B-vel jelˆlnek.

4. J·rjanak el az α-Naphthyl Acetate Esterase elj·r·s
6ñ12. lÈpÈsei szerint.

TELJESÕTM…NYJELLEMZ’K
…RT…KEL…SI M”D:

Vizsg·lj·k meg a h·rty·t Ès v·lasszanak ki egy vÈkony
ter¸letet kevÈs eritrocit·val. A Naphthol AS-D Chloroacetate
Esterase aktivit·s helyei ÈlÈnk vˆrˆs granul·tumkÈnt
l·thatÛ, az α-Naphthyl Acetate Esterase pedig fekete
granul·tumkÈnt. Oszt·lyozz·k 0ñ4+ kˆzˆtt a vonatkozÛ sejt
tÌpusok citoplazm·in bel¸li adott festÈk mennyisÈge Ès
intenzit·sa alapj·n. A pontoz·s jellemzıi valamelyest
szubjektÌv ÈrtelmezÈsen alapulnak. Egy javasolt pontoz·si
form·tum tal·lhatÛ az 1. t·bl·zatban. A kˆvetkeztetÈsek a
festÈs relatÌv jelenlÈtÈre vagy hi·ny·ra ˆsszpontosÌtanak.

I. T¡BL¡ZAT
Pontoz·s jellemzıi

Sejt Intenzit·s
oszt·lyoz·s festÈsÈ ÈrtelmezÈs

0 Semmi ñ
1+ halv·ny-kˆzepes ±
2+ kˆzepes-erıs +
3+ erıs +
4+ ÈlÈnk +

V¡RT MEGFIGYEL…SEK:NAPHTHOL AS-D
CHLOROACETATE ESTERASE

(Fast Red Violet LB) ñ Ez az enzim ·ltal·ban
specifikusnak tekinthetı a granulocÌtikus sz·rmaz·s˙
sejtekre. Az aktivit·si helyek ÈlÈnkvˆrˆs granul·ciÛt
mutatnak. Az aktivit·s gyenge vagy hi·nyzik a
monocit·kban Ès a limfocit·kban.
αα-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE:

(Fast Blue BB) ñ Az enzimet elsısorban monocit·kban,
makrof·gokban Ès hosztocit·kban Èszlelik Ès virtu·lisan
hi·nyoznak a granulocit·kban. A monocit·k fekete
granul·tumot mutatnak. NÈha a limfocit·k mutathatnak
enzim aktivit·st.
αα-NAPHTHYL ACETATE ESTERASE FLUORIDOS
INHIBÕCI”VAL

Minden monocÌtikus sz·rmaz·s˙ sejt negatÌv enzim
aktivit·s˙, kivÈve a szˆvetekben lÈvı megk¸lˆnbˆztetett
hisztiocit·kat vagy differenci·lt makrof·gokat, melyek
ellen·llhatnak a n·trium-fluoridnak.11

DOUBLE STAINING ESTERASE
A kettıs festÈsi elj·r·son kereszt¸lmenı mint·k vˆrˆs

granul·ciÛkÈnt mutatj·k a granulocit·kat Ès feketekÈnt a
monocit·kat.

MEGJEGYZ…S: A Fast Blue BB Base Solution,
katalÛgus sz·m: 91-7, helyettesÌthetı a Fast Red Violet LB
Base Solution-nal, katalÛgus sz·m: 91-2, ha ink·bb kÈk
granul·ciÛt szeretnÈnek a Naphthol AS-D Chloroacetate
Esterase esetÈn.

MIN’S…GELLEN’RZ…S:
A reagens rendszert pozitÌv Ès negatÌv kontrollok

haszn·lat·val kell figyelni.
A pozitÌv kontroll lemezek leukÈmi·s mint·kbÛl vagy

specifikus sejtvonalakbÛl kÈszÌthetık, melyek ismerten
pozitÌvak. A sejtvonalak az American Type Culture Collection-

bÛl (ATCC) kaphatÛk, kibıvÌtve kult˙r·ban, folyÈkony
nitrogÈnben fagyasztva Ès t·rolva. Megfelelı pozitÌv
kontrollok lehetnek: A-937, hum·n hisztiocÌtikus limfÛm·bÛl
sz·rmazÛ, nem specifikus Èszter·zhoz; HL-60 egy
promielocÌtikus vonal, naftol-AS-D-klÛr-acet·t Èszter·zhoz;
Ès Molt-4, T-sejt leukÈmi·bÛl sz·rmazÛ az α-naftil-acet·t-
Èszter·zhoz. A sejtvonalakra vonatkozÛ irodalmat nÈzzÈk ·t
a megfelelı b·n·smÛd megismerÈsÈhez.

AlternatÌvakÈnt antikoagul·lt, norm·l mint·kbÛl (ha 
α-naftil-acet·t-Èszter·z elj·r·st haszn·lnak elsısorban
megnˆvekedett monocita sz·m˙akbÛl) sz·rmazÛ vÈr is
haszn·lhatÛ, azonban kevÈsbÈ intenzÌv festÈst mutatnak Ès
kevesebb pozitÌv sejt lesz.

Ismert negatÌv betegektıl sz·rmazÛ t·rgylemezek
haszn·lhatÛk negatÌv kontrollkÈnt. Ha nincs ilyen, akkor a
szubsztr·t nÈlk¸li inkub·ciÛs keverÈkben tˆrtÈnı minta
festÈs a kÌv·nt eredmÈnyt adja. Azonban az elsı v·ltozat
hazn·lata jobban javasolt.

Ha a megfigyelt eredmÈnyek eltÈrnek a v·rttÛl, vegyÈk
fel a kapcsolatot a Sigma Aldrich m˚szaki szolg·lat·val.
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az adott felhaszn·l·shoz meghat·rozni. Tov·bbi kikˆtÈsek
Ès feltÈtelek alkalmazhatÛk. L·sd a sz·mla vagy
csomagol·s h·tsÛ oldal·t a tov·bbi elad·si kikˆtÈsek Ès
feltÈtelek tekintetÈben.

Elj·r·s sz·ma: 91
Kor·bbi fel¸lvizsg·l·s: 2003-02

Fel¸lvizsg·lva: 2003-09

2-HU

   

SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA

314-771-5765
M˚szaki szolg·lat: 800-325-0250 

vagy hÌvj·k 314-771-3122 
vagy k¸ldjenek e-mailt a clintech@sial.com-ra

MegrendelÈs: 800-325-3010 
vagy hÌvj·k 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, NÈmetorsz·g 

49-7329-970

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
Egham, TW20 9BD  Velk· Brit·nie



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


