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FNovd modifikace indofenolové reakce
k histochemickému prikasu
peroxiddz s pseudoperoxidds

R. Kt'aai:melek,‘x P. Vécha =

New modification of the indophenol reaction for histo-
chemical demonstration of peroxidases and pseudoperoxidases.-
New modifications of the Winkler-Schultze s msthod for perc-
xidases are described, using some commercial substances known
as essential ingredients in colour photography, { TSS-gubstan~
ce and T3p-substance, Agfa). Alternmative use of stable "indo-
phenol-brown” method for pseudoperoxidases is recommended.

Indofenolové reakce je v histologii zndma Ji% velamd dlou-
hou dobu, v podstatd od pozorovén{ EHRLICHova 1885. Syntéza
barevné ldtky z oc-naftolu g W podni-
nZnd d¥inkem peroxiddz, se v dal3{m obdobi stalas podkiaden
dob¥e znédmé a k diagnostickym uSeldim hojn¥ pouZfvané Winkler-

~ -Schultzeho reakee k znézornﬁn}‘granuli lsukocytd m&eloidni

fady a k odliZen{ nezralfch myeloidnich elementl od elementd
lymfoidnich. Tato reakce bfvd zZpravidle uvddine eponymichym
ézna&_anim podle obou zm:(uénjéh sutorii, ale pomérn& Zasto se
nluvi také o M-FADI reakci ("M” = myeloperoxiddzs, stabiln{

peroxidésza), v protikladu s tkéhovou G-FADI reakef ("G* = Ge-
- SRR
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webe), kterd je nejspi¥e podmfnna ¥inkem cytochromoxiddzy.

Chemicky probfh4 reakce ndsledovni (KISZELY a POSALAKY 1964):
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V této souvislosti Je tfeba pFfipomenout i Problematiku DSeuss

d0pegg;idéz, kterd nachézf hlavn{ uplatnénf{ v Lepehneho ben-
zidinové reakeci na hemoglobin. V této souvislosti se totiz
zdliraziouje katalyzujfc{ d&inek riznych ldtek, nap¥. porfyri-
- n&, hemoglobinu apcd., pfi oxidativni syntéze barviva indofe-
nelového typu. Indofenolovd mod# (IFM) mé pres své viraznd
zbarven{ prorhistologii velmi nep¥{znivou vlastnost, kterd ji
vyluduje z obecného pouZ{vdn{ v 1aboratorni technice. Je to-
1% extrémnd nestdld a prepardty nevydrz{ déle ne¥ nikolik
 minut po zhotovenf. V d¥{v&js1 dob& se sice objevily pokusy
0 stebilizaci IFM Lugolovym roz em &1 mo;xbdeggngm amoggzn,
ﬁmm&amnu indofenclové
mod¥i vedla v neddvné dobx NACHLASe 1958 k hledén{ Jiné moi%-
nosti. Touto alternétivuu byla ndhrada pivodnfho dimethyl-p-
ooty

~fenylendiaminu novs PFipravenou sloudeninou, totiZ 4-amino-
-F,N-dimethylnaftylaminem (ADN), kterd kondenzuje za’ p¥ispénf

kyslfku na stdlejs{ indofenoloxi purpur;
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Indofenoclovy purpur (IFP) mé ddajnd lep3{ histochemickéd vlast-
nosti ne¥ pidvodn{ indofenolovéd mod¥. Zustdvé v3ak, podobns

Jako IFM, v lipidech rozpustn nen{ EZ;:%Ea%T$ET'S;:-;?IEZvi_
mmwnmklé sloudeniny se v 1li-
teratufe doporusuje prohliZet a fotografovat prepardty ihned,
nebot IFP je pr¥{tomen ve forms drobnych granul{, kterd ve
star3ich prepardtech splyvajf{. Syntézu ADN uvdd{ PEARSE 1960.

V na3{ laboratofi jsme se zam¥¥ili na dva aspekty: 1) nd-
hradu toxického a relativn® nestdlého p-fenylendiaminu za 14t~
ku v. laboratofi b&%n¥ dosaZitelnou, a béz uvedenych nep¥{zni-

vych vliastnost{; 2) stabilizaci vysledného indofenclového pro-

duktu.
N
V na&f prdei jsme pouzfvali histologickfch Fezt z ne-

kroptickych tkdnf a z tkén{ experimentdlnich zvi¥at, fixova-
nfch 10% formalinem &i Bakerovym kalciumformolem (4°C, 12-a}
24 hod.). Rezy, zhotovené zmrazovacim mikrotomem, byly zpra-
covdny bud voln¥, anebo zachycené a prischlé na albuminizova-
néd podlo¥nf skla. Sledovali jsme tedy I. metody na peroxidéd-
zy a II. metody na pseudoperoxiddzy (hemoglobin). V ka%dé

2 uvedenjch skupin jsme aplikovali dv¥ techniky. i. Prvnf
byla modifikac{ reakce podle Winklera-Schultze a spo&ivala

v nédhradd dimethyl-p-fenylendiaminu chemik4li{ typu TSS ev.
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T 32 Agfa (ddajnd diethyl-parafenylendismin a ethyl-oxyethyl-
-p-fenylendianin-sulfdt)™. Pozdsji jsme pouZivali obySeins

jen substanci ISS. 1i. Ve druhém postupu jsme pracovali s ¥is-

tfm p—feﬁsibndianinpdihydroehloriden, s nim¥ jsme po pFfidénd{

FakO, & alkalického e -naftolu sfskali velmi stdlé taavohns- |
dé barvivo. Bylo tedy pouZito tZchto technik:

{
Ii. Peroxiddsovd reakce s pouZitim TSS (Agfa). Rezy inkubovat ,
asi 1/2 min. v roztoku ziskaném smiZenim stejnych dfld 1% al- |
kalického «-naftolu podle Winklera-Schultze & 1% vodného roz- ‘— |
toku TSS. Zamontovet do neutralizované glycerinPZelatiny’a
prohl{¥et ihned pod mikroskopem, nebol vysledné modré zbarve-
nf je krajnd nestdlé. (Myeloperoxiddzovd gramula leukoeytd
JAEY Wodks therweng.) @

e

Iii. Peroxiddzovd reakce s pouZitim p-fenylendiaminu. K 5 ml K
2% p-fenylendiesminu (dihydrochlorid) pfidat 1 ml 4% nanoz'(gi

Jiné oxjdans) a k vzniklému temnd dogel ku pfidat
i alhzfického o-naftolu podle Winklera-Schultze. Vodou

doplnit na 20 ml. Postup barven{ prepardtd je obdobny, jako %

!\_332_53;_1!ig13ﬂnl_tnaxohnAdé_zhgzxgai—iﬂ_axﬁlégl__“-wm__~_ ..... :

IIi. Pseudoperoxiddzovd reakce s pouXitim TSS (Agfa). K5 ml

alkelického oc-naftolu pFidat 5 ml 1% vodného roztoku TSS (Ag-—
- fa), doplnit vodou do 20 ml, pfidst 2 kapky 30% H,0,. Roztok

ihned nalft na prepardty, nebo v nidm volnd prepa?ét rOZpIo=-
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st¥{t. Zpravidla jsou patrny krdtce po vioken{ prepardtu do
barviciho roztoku bublinky uniksjfc{ho plymi. Preparét se in-
tenzivnd mod¥e zbarv{ jiZ bihem nikolike mélo vtefin. Montové-
nf do neutralizované glycerin-Zelatiny. Prohlf{%et ihned, a
pFipadnou fotodokumentaci provést bezprostfednd. (Pfiddni ne-

* Tato 1l4tka je béiné'dostupné. U%ivd se jako barvotvornéd sub.
stance p¥i vyvoldvdn{! barevnfch filmi Agfacolor ¥i Orwocolor.
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pgtrného anoZstvi H202 k roztoku uvedeném sudb Ii vede k mo-
hutnému a rychlému vytvoren{ modrého barviva indofenolového
typu v mfstech pseudoperoxiddzového pisobeni /preferentné
hemoglobin v erythrocytech/ . Erythroeyty jsou zbarveny masiv-
né mod¥e. T{mto zplsobem se daji_znizorhit 4 kepildry krewnf.
 Feutrdln{ tuk je metachromaticky purpurovd '

IIii. Pseudoperoxiddzovd reakce s pouZitim p-fenylendiaminu. ‘i
| Postup je obdobny, jako je p¥i p¥ipravd roztoku sub Iii, ke '
‘zézo al wvysledného roztoku pPidat 2 kapky 30} 5202. Postup je

pak obdobny, jako sub IIi. (Erythrocyty jsou temnd hn3dd

#barveny na #lutavém pozadi. Zbarven{ je stdlé.)

L”'”’iquzﬁlikaci metod ,vyuiivajicich zbarveni{ indofenolového ~

typu,je t¥eba vzit v uvahu ndkolik skutednosti, predeviim
chemickou podstatu sloulenin této skupiny obecnd. Jak zndmo,

jde predeviim o vliasini indofenoly, déle o indoaniliny a o . “\
indeminy . .
E35 Efg l‘ii
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indofenol  indoanilin indamin

.-Podle F1ERZe a DAVIDe 1926 vznikaj{ indofenoly spolefnou oxi-
dac{ z aminofenolf + fenold ¥i naftoldl, tek¥e v druhém p¥ipa-
48 1ze mluvit o naftyl-indofenolech. Indoaniliny venikajf
%2 pare~fenylendisminu + fenolu &i naftolu. Para-fenylendiamin
se uéf{vd ve vfchoz{ podobd nesubstituovany, nebo ve form# di-
methyl- 31 diethyl-derivdtu. Indaminy venikaj{ pak spole¥nou
oxidac{ p-diamin® s monocaminy. V nafem p¥{pad® pouZivéme mi-
sto plvedniho dimethyl—parafenylendiaminu, kter§ je toxickf a
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nestdly, substance TSS (Agfa). Reak¥n{ pochod za vznilm syt
modrého barviva indofemolového typu je podle nasf dosavedaf
pledstavy analbgicki jeko u dimethylderivédtu. Vzniké-1i v p¥{-
pad$ dimethyl-parafenylendiaminu oC-naftolové mod¥#, pak v na-

Sem p¥{pad& jde o diethylov§ homolog této slouZeniny:
N(CaHs),

0
Podle vfSe uvedend klasifikace bychom m&li. 1dtku hodnotit ve

smyslu 329253111&2o vzniklého oxidativnim sloudenim diethyl-
~parafenylendiaminu (= p-amino-diethylamilinu) s «-naftolenm,
& reakel oznadit spiSe jake "naftofindoanilinovou”. Vzhledem
k praktickym potfebdm v3ak tute terminologii déle nerozvddime
a gistdvéme u skupinového ozmadeni tichto ldtek ve smyslu "in-
dofenold®. Naffolovou komponentu jsme pou%ivali ve form& ne-
substituovaného «-naftolu. Postup, v ndm¥ byl «=-naftol na-
hrazen naftolem Yady AS s cilem, omezit difuzi vy¥sledného re=
akinfho produktu, nebyl vhodnf. Tmavochnidé zbarveni, vzniklé —
za pouZit{ p-fenylendiaminu, zat{im oznadujeme jako indonafto-
- lovéd hndd. Uvedené vysledky jsou nyni rozpracovdvény chemicky.
Indonaftolovou hn&d jsme izolovali a studovali éhromatografic-
ky a spektrofotometricky. Vysledek tohoto vyZetfenf bude uve-
den na jiném mistd.

Pokud jde o zhodnocen{ praktického vyuZit{ uvedenych vy-
sledkd, 1ze ¥fci ve struZnosti toto: 1) Pro b&Znou oxiddzovou
reakei typu Winkler-Schultze je pivodni postup vhodny; misto
mdlo stdlého a toxického dimethyl-barafenylendiaminn lze vSak
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poul{t xomer3nfho vsorku substance TSS (Agfa). V§sledné zbar-
fvnni Je v tomto p¥{padd syts modré, aviak krajnd ncstdléd.

2) Stebilni xbarveni prepardtd 1ze dosghnout s pouZitim para-
;fenylondiauinu gpiisobem Iii, kde se vyuZfivd syntézy trvanli-
vého tmavohn¥dého barviva, oznafeného v na¥f{ laborato¥i jake
indonaftolové hnsd. 3) Pro pseudoperoxiddzy -zejména hemoglo-~

bin- a ddle pro studium kapilér (d{ky masivn¥ pozitivni reakei

erythrocytl) lze s vihodou pousfit ob¥ reakce, uvedend jako

1114 a IIii. V obou p¥{padech Je pozitivita erythrocytﬂ velmi
Ea’vfrazni zejména v IIi, aviak trvanlivost prepardvh Je zaru-

&ena pouze v IIii.
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